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(57) Реферат:

Представленная группа изобретений касается
вирусоподобной частицы и способов ее
использования и получения. Предложенная
вирусоподобная частица, по существу, не
содержащая нуклеиновую кислоту вируса,
сформирована из слитого белка, включающего
белок оболочки растительного вируса и белок-
мишень. Белок-мишень получен из полипептида
клеточной поверхности внутриклеточного
патогена, а белок оболочки растительного вируса
выбирают из группы вируса мозаики люцерны,
вируса мозаики сорго алеппского и Y-вируса
картофеля.Иммуногенные составы, содержащие

такие вирусоподобные частицы, могут быть
введены в организмы пациентов для
стимулирования защитных иммунных реакций.
Способ создания вирусоподобных частиц
включает операцию экспрессирования слитого
белка в клетке-хозяине в условиях, которые
обеспечивают возможность сборки
вирусоподобной частицы из указанного слитого
белка. Охарактеризованные изобретения
позволяют воспроизводить желательную
антигенную детерминанту или чужеродный
пептид на поверхности вирусоподобной частицы,
не содержащей нуклеиновую кислоту, для
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иммунизации. 6 н. и 18 з.п. ф-лы, 13 ил., 3 табл., 9 пр.

Стр.: 2

R
U

2
5
7
1
2
2
3

C
2

R
U

2
5
7
1
2
2
3

C
2



(19) RU (11) 2 571 223(13) C2RUSSIAN FEDERATION

(51) Int. Cl.
A61K 39/015 (2006.01)
A61K 39/145 (2006.01)
C12N 7/04 (2006.01)
C07K 14/11 (2006.01)
C07K 14/445 (2006.01)
C07K 19/00 (2006.01)

FEDERAL SERVICE C12N 15/82 (2006.01)
FOR INTELLECTUAL PROPERTY

(12)ABSTRACT OF INVENTION

(72) Inventor(s):
JuSIBOV Vajdedi (US),

(21)(22) Application: 2012114483/10, 16.09.2010

(24) Effective date for property rights:
16.09.2010

FEhRRENS Kristina E. (US),
MASJuChUK Konstantin A. (US),

Priority:
(30) Convention priority:

18.09.2009 US 61/243,774;

METT Vadim (US),
METT Valentina (US)

(73) Proprietor(s):
FRAUNHOFER USA INC. (US)

25.05.2010 US 61/348,069

(43) Application published: 27.10.2013 Bull. № 30

(45) Date of publication: 20.12.2015 Bull. № 35

(85) Commencement of national phase: 18.04.2012

(86) PCT application:
US 2010/049089 (16.09.2010)

(87) PCT publication:
WO 2011/035004 (24.03.2011)

Mail address:
117036, Moskva, ul. Profsojuznaja, d. 5/9, kv. 274,
A.G. Matveevu

(54) VIRUS-LIKE PARTICLES CONTAINING TARGET PROTEINS FUSED WITH COAT PROTEINS OF
PLANT VIRUSES
(57) Abstract:

FIELD: medicine, pharmaceutics.
SUBSTANCE: presented group of inventions

concerns a virus-like particle and methods for using
and producing the same. The presented virus-like
particle substantially free from viral nucleic acid is
formed of a fused protein containing a coat protein of
a plant virus, and a target protein. The target protein is
produced of a cell surface polypeptide of an intracellular
pathogen, whereas the coat protein of the plant virus is
specified in a group of Alfalta mosaic virus, Aleppo
grass mosaic virus and potato virus Y. Immunogenic
formulations containing these virus-like particles may

be introduced into patient's body to stimulate protective
immune responses. Themethod for producing the virus-
like particles involves a process of fused protein
expression in a host cell in the environment adequate
to enable assembling the virus-like particle from the
above fused protein.

EFFECT: characterised inventions enable
reproducing a desired antigen determinant or a foreign
peptide on the surface of the virus-like particle free
from nucleic acid, for the purpose of immunisation.

24 cl, 13 dwg, 3 tbl, 9 ex
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ПЕРЕКРЕСТНАЯ ССЫЛКА НА РОДСТВЕННЫЕ ЗАЯВКИ
По этой заявке на патент испрашивается приоритет на основании предварительной

заявки на патент США№61/243,774, поданной 18 сентября 2009 г. и предварительной
заявки на патент США№61/348,069, поданной 25 мая 2010 г., содержание обоих из
которых включено сюда в полном объеме путем ссылки.

ОБЛАСТЬ ТЕХНИКИ, К КОТОРОЙ ОТНОСИТСЯ ИЗОБРЕТЕНИЕ
Это изобретение относится, в общем, к области техники рекомбинантных вакцин. В

частности, это изобретение относится к вирусоподобнымчастицам, содержащимбелки-
мишени, слитые с белками оболочки растительных вирусов, для использования в
вакцинах, а также к способам создания вирусоподобных частиц.

ПРЕДПОСЫЛКИ СОЗДАНИЯ ИЗОБРЕТЕНИЯ
Растительные вирусымогут являться эффективнымсредствомдля создания и доставки

антигенов. Множество важных белковых антигенов было экспрессировано в
трансгенных растениях, но уровень содержания созданного антигенного белка был
относительно низким. В попытке преодолеть эту проблему были сконструированы
белки оболочки растительных вирусов, действующие в качестве молекул-носителей
для слитых антигенных пептидов, и использованы в системах транзиторной экспрессии.
Потенциально может происходить самосборка белков оболочки, и они могут
образовывать рекомбинантные вирусные частицы, которые отображаютжелательные
антигенныедетерминантыиличужеродныеполипептидынаихповерхностях.Поскольку
рекомбинантные вирусы реплицируются в цитоплазме, то желательные антигенные
детерминанты или чужеродные полипептидымогут не быть представленынадлежащим
образом собой вследствие неадекватной модификации на посттрансляционном уровне
или неправильной укладки. Было продемонстрировано, что антигены, созданные в
растениях в результате инфекции рекомбинантными вирусами табачноймозаики (TMV)
или вирусами мозаики вигны китайской вызывают появление специфических антител,
когда их вводят в организм мышей путем инъекции. Однако, в этих системах вирусы
были неспособными образовывать сборку тогда, когда пептиды длиной более 25
аминокислот были слиты с белками их оболочки. В иной системе слияние полипептидов
длиной до 4 7 аминокислот с белком оболочки вируса мозаики люцерны (A1MV) не
подавлял вирусную сборку и результирующие вирусные частицы, содержащие
нуклеиновые кислоты вируса, являлись эффективными иммуногенами. (Yusibov, V., et
al., PNAS 94: 5784-5788, 1997). Совсем недавно был разработан способ присоединения
функционального фрагмента белка А (133 аа) к С-концу белка оболочки TMV с
использованием пептидного линкера 15-аа. Полученные в результате этого вирусные
структуры были способны собираться в вирусные частицы, которые были способными
инфицировать ткани листьев и перемещаться по всей этой ткани. (Werner, S., et al., PNAS
103: 17678-17683, 2006). Однако все эти системы создают инфекционные вирусные
частицы, содержащие рибонуклеиновую кислоту (РНК) вируса. Использование таких
частиц для стимулирования защитной иммунной реакции, то есть, в качестве вакцины,
потребовало бы вакцинации пациента рибонуклеиновой кислотой (РНК) вируса, а
также иммуногеном-мишенью.

Остается потребность в создании способов и материалов для воспроизведения
желательной антигенной детерминанты или чужеродного полипептида на поверхности
вирусоподобных частиц для иммунизации, где вирусоподобные частицы, по существу,
не содержат нуклеиновую кислоту вируса.

КРАТКОЕ ИЗЛОЖЕНИЕ СУЩНОСТИ ИЗОБРЕТЕНИЯ
В раскрытом предмете настоящего изобретения предложены вирусоподобные
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частицы, а также способы использования и получения вирусоподобных частиц.
Согласно одному из объектов настоящего изобретения, в нем предложена

вирусоподобная частица. Вирусоподобная частица содержит слитый белок и, по
существу, не содержит нуклеиновуюкислоту, причем этот слитый белок содержит белок
оболочки растительного вируса и белок-мишень. Вирусоподобная частица может быть
создана в клетке-хозяине, выбранной из группы, состоящей из клеток бактерий, грибов,
растений, насекомых, земноводных и млекопитающих. Белок-мишень может быть слит
с N-концом белка оболочки растительного вируса.

Белок оболочки растительного вируса может быть получен из белка оболочки
растительного вируса, выбранного из группы, состоящей из вируса мозаики люцерны,
вируса мозаики сорго алеппского и Y-вируса картофеля.

Белок-мишень может быть получен из полипептида внутриклеточного патогена.
Белок-мишеньможет быть получен из полипептида клеточной поверхности возбудителя
тропической малярии Plasmodium falciparum, или полипептида гемагглютинина вируса
гриппа. Вирусом гриппа может являться вирус гриппа А, выбранный из группы,
состоящей из H1N1, H3N2, H5N1 и H7N7. Вирусом гриппа также может являться вирус
гриппаВ.Белок-мишеньможет содержатьпоследовательность аминокислот, выбранную
из группы, состоящей из SEQ ID NOs: 4-11 и 4 9, и их антигенных фрагментов.

Согласно другому объекту настоящего изобретения, в нем предложен иммуногенный
состав. Иммуногенный состав содержит вирусоподобную частицу. Иммуногенный
состав может дополнительно содержать адъювант. Адъювант может быть выбран из
группы, состоящей из солей алюминия, масляно-водяных эмульсий и адъювантов на
основе сапонина. В некоторых вариантах осуществления изобретения белок оболочки
растительного вируса получен из белка оболочки вируса мозаики люцерны, тогда как
белок-мишень содержит последовательность аминокислот, выбранную из группы,
состоящей из SEQ ID NOs: 4-11 и 4 9, и их антигенных фрагментов.

Предложен способ стимулирования защитнойиммуннойреакциина внутриклеточный
патоген у пациента. Способ содержит следующую операцию: в организм пациента
вводят иммунологически эффективное количество первого состава, содержащего
первую вирусоподобнуючастицу, причем эта первая вирусоподобная частица содержит
первый слитый белок и, по существу, не содержит нуклеиновую кислоту, а этот первый
слитый белок содержит белок оболочки растительного вируса и первый белок-мишень,
полученный из первого внутриклеточного патогена. В некоторых вариантах
осуществления изобретения белок оболочки растительного вируса получен из белка
оболочки вируса мозаики люцерны, тогда как первый белок-мишень содержит
последовательность аминокислот, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NOs:
4-11 и 49, и их антигенных фрагментов. В каких-либо других вариантах осуществления
изобретения этот состав дополнительно содержит адъювант.

Способ может содержать следующую дополнительную операцию: до введения в
организм пациента первого состава в организм пациента вводят иммунологически
эффективное количество второго состава, содержащего вторую вирусоподобную
частицу, причем эта вторая вирусоподобная частица содержит второй слитый белок и,
по существу, не содержит нуклеиновую кислоту, а этот второй слитый белок содержит
белок оболочки растительного вируса и второй белок-мишень. Второй белок-мишень
может быть получен из второго внутриклеточного патогена, который не является
первым внутриклеточным патогеном. В некоторых вариантах осуществления
изобретения первым внутриклеточным патогеном-мишенью может являться вирус
гриппа, белок оболочки растительного вируса получен из белка оболочки вируса
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мозаики люцерны, первый белок-мишень содержит последовательность аминокислот,
выбраннуюиз группы, состоящей из SEQ IDNOs: 6-11, а второй белок-мишень содержит
последовательность аминокислот, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NOs:
4, 5 и 49. В частности, первый и второй белки-мишени могут содержать
последовательности аминокислот, соответственно, SEQ ID NOs: 6 и 4.

Также предложен способ создания вирусоподобной частицы в клетке-хозяине,
содержащей нуклеотидную последовательность, кодирующую слитый белок, причем
эта вирусоподобная частица содержит слитый белок и, по существу, не содержит
нуклеиновую кислоту, а этот слитый белок содержит белок оболочки растительного
вируса и белок-мишень. Способ содержит операцию экспрессирования слитого белка
в клетке-хозяине в условиях, которые обеспечивают возможность сборки
вирусоподобной частицы в клетке-хозяине. Способ может дополнительно содержать
очистку вирусоподобной частицы от клетки-хозяина.

В некоторых вариантах осуществления изобретения клеткой-хозяином является
клетка, выбранная из группы, состоящей из клеток бактерий, грибков, растений,
насекомых, земноводных и млекопитающих. Когда клеткой-хозяином является
растительная клетка, то способ может содержать следующую дополнительную
операцию: растительную клетку инфицируют рекомбинантной бактерией, способной
инфицировать растительную клетку, причем эта рекомбинантная бактерия содержит
нуклеотидную последовательность, кодирующую слитый белок.

В некоторых других вариантах осуществления изобретения белок-мишень получен
из внутриклеточного патогена.

В некоторых иных вариантах осуществления изобретения белок оболочки
растительного вируса получен из белка оболочки вируса мозаики люцерны, и белок-
мишень содержит последовательность аминокислот, выбранную из группы, состоящей
из SEQ ID NOs: 4-11 и 4 9, и их антигенных фрагментов.

КРАТКОЕ ОПИСАНИЕ ЧЕРТЕЖЕЙ
На Фиг.1 схематично проиллюстрировано слияние белка оболочки растительного

вируса с белком-мишенью и проиллюстрирована самосборка слитого белка в
вирусоподобную частицу.

На Фиг.2 показано: (А) приведенная в качестве примера генная структура,
содержащая слитый белок (структура слияния с белком оболочки (CP)) и сигнальная
последовательность (PR1a); (В) клонирование структуры слияния с CP в вектор
экспрессии pGR-D4; и (С) клонирование структуры слияния с CP в вектор экспрессии
pBI121. RB и LB представляют собой правую и левую границы области, введенной в
растительную клетку рекомбинантной агробактерией.

На Фиг.3 показаны полученные при помощи трансмиссионного электронного
микроскопамикрофотографии вирусоподобных частиц, составленные из слитого белка,
белка оболочкиA1MVсбелком-мишеньювозбудителя тропическоймалярии Plasmodium
falciparum Pfs25 (верхние изображения), Pfs28 (средние изображения) или вируса гриппа
НА3А (нижние изображения). Вирусоподобные частицы были негативно окрашены
(левые изображения) и помеченымечеными иммунозолотом антителами, характерными
для каждого соответствующего белка-мишени (правые изображения). Масштабная
шкала равна 100 нм или 200 нм, как помечено на микрофотографиях.

На Фиг.4А и Фиг.4В показаны иммуноблоты очищенных слитых белков белка
оболочки A1MV, слитого с (A) Pfs25 или (В) НА3А. Правая половина каждого блота
была инкубирована с антителом к A1MV. Левая половина каждого блота была
инкубирована с моноклональным антителом к (A) Pfs25 или (В) НА3А. На Фиг.4С
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показан иммуноблот суммарного экстракта растительных белков, содержащих белок
оболочки A1MV, слитый с непроцессированным гемагглютининомНАА, являющимся
белком-мишенью, который экстрагированприиныхусловиях дляоценкирастворимости.
Блот реагировал с моноклональным антителом анти-НАА. TSP=общее количество
растворимого белка; TSP-T=белок, экстрагированный при помощи вещества "Тритон";
TP=общее количество белка.

На Фиг.5А показаны иммунные ответы на вирус гриппа A/Anhui/1/05,
сопровождающиеся выработкой иммуноглобулинов G (IgG), в образцах сыворотки
мышей через 28 или 56 дней после иммунизации вирусоподобными частицами (ВПЧ),
содержащими HA3A-CPF (аббревиатура "CPF" означает "слитый с белком оболочки",
далее СБО) с адъювантом QUIL™ или ALHYDROGEL™ или без него, или НАА1 с
QUIL™. На Фиг.5В показаны иммунные ответы, вызывающие торможение
гемагглютинации (ТГ), в образцах сыворотки тех же самых мышей, что и на Фиг.5А.

НаФиг.6 показаны титрыиммуноглобулиновG (IgG) в сывороткемышей, собранной
спустя 56 дней после иммунизации вирусоподобными частицами (ВПЧ), содержащими
PfS25-CPF или Pfs28-CPF, с адъювантом QUIL А™ или ALHYDROGEL™ или без него.

НаФиг.7 показаны титры изотипа иммуноглобулиновG (IgG) против вируса гриппа
A/Indonesia/5/05 в образцах сыворотки мышей, собранных спустя 35 дней после
иммунизации вирусоподобными частицами (ВПЧ) HAI3-CPF или HAI1 с адъювантом
ALHYDROGEL™ или без него, или только белком оболочки (БО).

На Фиг.8 показаны серологические иммунные ответы, вызывающие торможение
гемагглютинации (ГА), в образцах сыворотки мышей после иммунизации
вирусоподобнымичастицами (ВПЧ)HAI3-CPFилиHAI1 с адъювантомALHYDROGEL™
или без него, или только белком оболочки (БО).

На Фиг.9А и Фиг.9В показаны серологические иммунные ответы на вирус гриппа
A/Anhui/1/05, вызывающие торможение гемагглютинации (ГА), в образцах сыворотки
мышей после первичной вакцинации вирусоподобными частицами (ВПЧ) Pfs25-CPF
или PBS с адъювантом ALHYDROGEL™ или без него, и вторичной вакцинации PBS
или вирусоподобными частицами (ВПЧ) HA3A-CPF с адъювантом ALHYDROGEL™
или без него.

ПОДРОБНОЕ ОПИСАНИЕ ИЗОБРЕТЕНИЯ
Настоящее изобретение, в общем, относится к вирусоподобным частицам (ВПЧ),

содержащим слитый белок, который, по существу, не содержит нуклеиновой кислоты,
и к способам использования и создания вирусоподобных частиц (ВПЧ).

Используемый здесь термин "вирусоподобная частица" или "ВПЧ", относится к
нереплицирующейся оболочке вируса, полученной из вируса, например, из
рассмотренного ниже растительного вируса. Вирусоподобные частицы (ВПЧ) обычно
составлены, по меньшей мере, из одного вирусного белка (например, белка капсида,
покрова, оболочки, поверхности или капсулы), который может спонтанно
образовываться при экспрессии белка вируса во множество подходящих клеток-хозяев,
например, в клетки бактерий, грибов, растений, насекомых, земноводных и
млекопитающих. Наличие вирусоподобных частиц (ВПЧ) может быть обнаружено с
использованием обычных способов, известных в данной области техники (например,
электронной микроскопии, динамического рассеяния света и гель-хроматографии).
Вирусоподобныечастицы (ВПЧ) такжемогутбыть выделенысиспользованиемобычных
способов, применяемых в данной области техники (например, центрифугирования в
градиенте плотности, гель-хроматографии и аффинной хроматографии).

Термины "белок" и "полипептид" здесь используют как взаимозаменяемые, и они
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относятся к полимеру из аминокислотных остатков без ограничения по минимальной
длине полимера. Определение включает в себя как непроцессированные белки, так и
их фрагменты, а также их модификации (например, гликосилация, фосфориляция,
удаления, добавления и замещения).

Используемый здесь термин "полученный из" относится к происхождению или к
источнику и может включать в себя естественные, рекомбинантные, неочищенные или
очищенные молекулы.

Используемый здесь термин "фрагмент" белка относится к полипептиду, имеющему
ту же самую последовательность аминокислот, что и часть последовательности
аминокислот белка, но не всю ее.

Используемый здесь термин "вариант" белка относится к полипептиду, имеющему
ту же самую последовательность аминокислот, что и последовательность аминокислот
белка, за исключением наличия, по меньшей мере, одной модифицированной
аминокислоты, например, удаленной, введенной или замещенной. Этот вариант может
иметь последовательность аминокислот, которая является, по меньшей мере,
приблизительно, на 80%, 90%, 95%, или 99%, предпочтительно, по меньшей мере,
приблизительно, на 90%, более предпочтительно, по меньшей мере, приблизительно,
на 95% идентичной последовательности аминокислот белка.

Используемый здесь термин "антиген" относится к молекуле, содержащей один или
большее количество эпитопов (линейных и/или конформационных), которые способны
стимулировать иммунную систему пациента для создания гуморальной и/или клеточной
антиген-специфической реакции. Термин "гуморальная иммунная реакция" относится
к иммунной реакции, посредником которой являются антитела, созданные В-
лимфоцитами, или В-клетками, тогда как термин "клеточная иммунная реакция"
относится к иммунной реакции, посредником которой являются Т-лимфоциты, или Т-
клетки, и/или иные белые кровяные тельца. В общемВ-лимфоцитарный эпитоп содержит,
по меньшей мере, около 5 аминокислот, но может содержать 3-4 аминокислоты, тогда
какТ-лимфоцитарный эпитоп включает в себя, поменьшеймере, около 7-9 аминокислот,
а эпитоп Т-клетки-помощника включает в себя, по меньшей мере, 12-20 аминокислот.
Антиген может быть получен из белка (например, поверхностного белка)
внутриклеточного патогенного организма или патогена.

Используемый здесь термин "иммуногенный состав" относится к составу, который
содержит молекулу антигена и способен вызывать гуморальную и/или клеточную
антиген-специфическуюреакциюупациента после введения состава в организмпациента.

Используемый здесь термин "пациент" относится к млекопитающему,
предпочтительно человеку.

Подразумевают, что используемый здесь термин "около" ("приблизительно"), когда
он относится к измеряемой величине, например, к количеству, процентному
соотношению и т.п., охватывает собой отклонения от заданного значения на ±20% или
на ±10%, более предпочтительно на ±5%, еще более предпочтительно на ±1%, а еще
более предпочтительно на ±0,1%, когда такие отклонения являются уместными для
выполнения раскрытых способов.

Согласно одному из объектов настоящего изобретения, в нем предложена
вирусоподобная частица (ВПЧ). ВПЧ содержит слитый белок и, по существу, не
содержит нуклеиновую кислоту, причем слитый белок содержит белок оболочки
растительного вируса и белок-мишень. На Фиг.1 схематично продемонстрировано,
что слияние белка-мишени с белком оболочки растительного вируса приводит к сборке
ВПЧ, представляющей собой белок-мишень на поверхности ВПЧ. Белок оболочки
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растительного вируса может быть получен из белка оболочки любого вируса,
способного к самосборке в частицы, по существу, не содержащие нуклеиновую кислоту.
Белком оболочки растительного вируса может являться непроцессированный белок
оболочки, функциональный фрагмент или вариант белка оболочки. Примерами
пригодных белков оболочки растительных вирусов являются, в том числе, белки,
полученные из белков оболочки вируса мозаики люцерны (A1MV-CP, CP (БО) или CPF
(СБО)), Y-вируса картофеля (см. публикацию Stram, et al., Virus Research 28: 29-35, 2002)
и вирус мозаики сорго алеппского (Jagadish, et al., J. Gen. Virol. 74: 893-896, 1993).

Последовательность аминокислот белка оболочки может быть генетически
модифицирована для улучшения сборки частиц или иммуногенности. Аминокислоты
белка оболочки могут быть удалены, вставлены или замещены, при условии, что
результирующий вариант белка оболочки сохраняет способность организоваться в
частицу в отсутствие нуклеиновой кислоты при его слиянии с белком-мишенью.
Фрагмент или вариант белка оболочки является функциональным тогда, когда этот
фрагмент или вариант способен самособираться в частицу, по существу, не содержащую
нуклеиновуюкислоту.Например, в белке, представленном как SEQ IDNО:1 отсутствует
первый метионин (из инициирующего кодона) нативной последовательности A1MV-
CP, и SEQ ID NO:2 является усеченным фрагментом последовательности A1MV-CP, в
которой пропущены первые 25 аминокислот нативной последовательности белков.

Белки-мишени могут быть получены из любого желательного антигена или
полипептида из любого источника. Они могут иметь, по меньшей мере, около 6, 10, 50,
100, 200, 300 или 500 аминокислот.

Предпочтительные белки-мишени получены из поверхностных белков
внутриклеточных патогенных организмов, например, организмов бактерий, вирусов,
грибов и паразитов, которые пригодны для использования в вакцинах. Примерами
организмов-вирусов являются, в том числе, Plasmodium falciparum и вирусы гриппа.
Вирусы гриппа включают в себя различные штаммы (например, H1N1, H3N2, H5N1, и
H7N7) вирусов гриппа А и вирусов гриппа В. Белком-мишенью, полученным из
поверхностного белка, может являться непроцессированный белок, его фрагмент или
вариант. Например, белок-мишень может быть получен из полипептида клеточной
поверхности Plasmodium falciparum или полипептида гемагглютинина вируса гриппа.

Для использования в вакцине предпочтительные фрагментами или вариантами
являются те, которые являются антигенными, то есть, способными стимулировать
защитнуюиммуннуюреакциюупациента.Фрагментыили вариантыимеют, поменьшей
мере, около 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 или 15 аминокислот по длине. В качестве белка-
мишень может использоваться любой белок, фрагмент белка или вариант белка, при
условии, что происходит самосборка частиц, по существу, не содержащих нуклеиновую
кислоту, при их слиянии с белком оболочки растительного вируса. Некоторые примеры
белков-мишеней описаны как SEQ IDNOs: 4-19 и 23-4 9 в перечне последовательностей.

Белок-мишень слияния может дополнительно содержать сигнальную
последовательность для нацеливания слитого белка на конкретное место в клетке-
хозяине (например, ER, хлоропласт) или для направления внеклеточной секреции слитого
белка. Отсутствие сигнального пептида приводит к трансляции белков в цитоплазме.
Может быть использована любая сигнальная последовательность, подходящая для
клетки-хозяина, или сигнальная последовательность может быть опущена. Было
установлено, что сигнальные последовательности сохраняются по типам и царствам,
и, вообще говоря, может использоваться почти любая сигнальная последовательность.
См. публикации Bennett and Scheller, PNAS 90: 2559-2563, 1993; Luirink and Sinning, Biochim.
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Biophys. Acta 1694: 17-35, 2005; Doudna and Batey, Ann. Rev. Biochem. 73: 539-557, 2004;
Stern, et al., Trends in Cell andMol. Biol. 2: 1-17, 2007. В одном из вариантов осуществления
изобретения для экспрессии в растительной ткани предпочтительной сигнальной
последовательностью является белок 1 (PR-1) (SEQ ID NО:3), связанный с патогенезом
растения табак обыкновенный (Nicotiana tabacum).

Слитые белки могут быть созданы с использованием стандартных способов
клонирования и молекулярной биологии, например, тех, которые описаны в примере
1. Приведенная в качестве примера структура, содержащая последовательности
кодирования для белка оболочки растительного вируса и белка-мишени, может быть
подготовлена и субклонирована в вектор экспрессии (см. Фиг.2). Белок-мишень может
быть слит с белком оболочки растительного вируса непосредственно или косвенно
(например, посредством пептидного линкера). Например, белок-мишень может быть
слит с N-концом белка оболочки растительного вируса путем размещения
последовательности кодирования для белка-мишени на конце 5' кодовой
последовательности белка вируса растения (см. Фиг.2). Структура экспрессии может,
но не обязательно, включать в себя сигнальную последовательность для направления
локализации или секреции слитого белка. Вектор экспрессии может быть введен в
подходящую систему экспрессии для экспрессии слитого белка в клетку-хозяина с
использованием традиционных способов, известных в данной области техники
(например, трансфекции, трансдукция, инфекции и электропорации). Может
использоваться любая система экспрессии, подходящая для выбранной клетки-хозяина,
включая штазмидные и вирусные векторы. Подходящими клетками-хозяевами могут
являться, в том числе, клетки бактерий, млекопитающих, растений, грибов, земноводных
и насекомых. Использование плазмидных и вирусных векторов для экспрессии слитых
белков в растительных клетках описано в примерах 1-3. Для создания слитых белков
также могут быть созданы трансгенные организмы. Подходящие векторы экспрессии
и способы создания рекомбинантных белков и отделения и очистки рекомбинантных
белков в этих системах-хозяевах являются известными в данной области техники и
описаны, например, в серии изданий "Practical Approach", опубликованных издательством
"Оксфорд Юниверсити Пресс" (Oxford University Press), которая включает в себя
следующие публикации: Protein Expression, a Practical Approach, под редакцией S.J. Higgins
и B.D. Hames, 1999; Molecular Plant Biology Vols. 1 and 2, под редакцией P.M. Gilmartin и
С.Bowler, 2002; Protein Purification Techniques, A Practical Approach, под редакцией S. Roe,
2001; и в серии изданий "Methods in Molecular Biology/Medicine", опубликованных
издательством "Хумана Пресс" (Humana Press), которая включает в себя следующие
публикации: Transgenic Plants: Methods and Protocols, Leandro Pena, Ed., 2004; Baculovirus
and Insect Cell Expression Protocols, под редакцией D.W. Murhammer, 2007; и Adenovirus
Methods and Protocols, Vols. 1 and 2, под редакцией W.S.M. Wold и A.E. Tollefson, Eds.,
2007. Под объем настоящего изобретения также подпадает изолированный
полинуклеотид, который кодирует слитый белок, содержащий белок оболочки
растительного вируса и белок-мишень.Полинуклеотидымогут быть получены любым
соответствующим средством, известным в данной области техники. Например,
нуклеотидная последовательность белка-мишени, егофрагмента или его варианта, или
нуклеотидная последовательность белка оболочки, его фрагмента или его варианта
может быть уже известной или может быть определена путем скрининга библиотеки и
секвенирования потенциального белка-мишени или белка оболочки. В альтернативном
вариантеможет быть выполнена обратная трансляция последовательности аминокислот
конкретного слитого белка для получения надлежащих нуклеотидных
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последовательностей, и соответствующиенуклеотидымогут быть созданы синтетически.
Вирусоподобные частицы (ВПЧ) из настоящего изобретения являются особо

полезными для представления антигена. Вирусоподобные частицы (ВПЧ) являются
сильно иммуногенными. Кроме того, вирусоподобные частицы (ВПЧ), по существу,
не содержат нуклеиновую кислоту. Например, эти частицы могут казаться пустыми
при визуализации, например, методом трансмиссионной электронной микроскопии
(ТЭМ) и методом негативного окрашивания. Эти частицы могут содержать менее чем,
приблизительно, 10%, 5%, 1% или 0,1%, предпочтительно менее чем, приблизительно,
5%, более предпочтительно - менее чем, приблизительно, 1% нуклеиновой кислоты по
массе. Соответственно, они обеспечивают безопасные и эффективные вакцины против
вирусных, бактериальных, и эукариотических патогенов.

Предложен иммуногенный состав, содержащий вирусоподобные частицы (ВПЧ).
Иммуногенный состав способен стимулировать иммунную реакцию (то есть,
гуморальную и/или клеточную реакцию) на белок-мишень у пациента после введения
состава в организм пациента. В некоторых вариантах осуществления изобретения
белок-мишень получен из внутриклеточного патогена, и иммуногенный состав способен
вызывать защитную иммуннуюреакциюна патоген после введения состава в организм
пациента.

Иммуногенный состав может быть представлен в виде формулы как
фармацевтические составы, содержащие эффективное количество вирусоподобных
частиц (ВПЧ), фармацевтически приемлемыйноситель, разжижитель и/или наполнитель.
Термин "эффективное количество" относится к количеству вирусоподобных частиц
(ВПЧ), необходимому для проявления поддающегося обнаружению
иммуностимулирующего эффекта.Эффективное количество зависит от способа введения
в организм, от свойств состава и от состояния пациента. Подходящим интервалом
значений "эффективного количества" может являться интервал от, приблизительно,
0,001 до, приблизительно, 100 мкг (микрограмм) вирусоподобных частиц (или частиц
слитого белка) на килограмммассы тела пациента.Подходящие носители, разжижители
и наполнители являются известными в данной области техники и включают в себя
солевой раствор, буферный солевой раствор, маннитол, L-гистидин, полисорбат 80,
декстрозу, воду, глицерин, этанол и их сочетания, но эти примеры не являются
ограничивающим признаком. Состав может содержать адъювант, но это не является
обязательным условием. Подходящими адъювантами являются, в том числе, в себя
соли алюминия (например, адъювант Alhydrogel™), масляно-водяные эмульсии и
адъюванты на основе сапонина (адъювант Quil A™). Иммуногенный состав может
быть составлен для орального, анального, трансдермального, назального, мукозального
или парентерального введения в организм. Парентеральное введение включает в себя
подкожную, внутримышечную, интраперитонеальную и внутривенную инъекцию.

Также предложен способ стимулирования защитной иммунной реакции на первый
внутриклеточный патоген у пациента. Способ содержит следующую операцию: в
организм пациента вводят первый иммуногенный состав, содержащий первую
вирусоподобнуючастицу, причем эта первая вирусоподобная частица содержит первый
слитый белок и, по существу, не содержит нуклеиновую кислоту, а первый слитый белок
содержит белок оболочки растительного вируса и первый белок-мишень, полученный
из первого внутриклеточного патогена. Этот состав может дополнительно содержать
адъювант.

Этот способ может содержать следующую дополнительную операцию, которую
выполняют до введения первого иммуногенного состава: в организм пациента вводят
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второй иммуногенный состав, содержащий вторую вирусоподобную частицу, причем
эта вторая вирусоподобная частица содержит второй слитый белок и, по существу, не
содержит нуклеиновую кислоту, а второй слитый белок содержит белок оболочки
растительного вируса и второй белок-мишень. Второй белок-мишень может быть
получен из второго внутриклеточного патогена, который не является первым
внутриклеточным патогеном. В некоторых вариантах осуществления изобретения
внутриклеточным патогеном-мишенью является штамм вируса гриппа, тогда как
первый белок-мишень получен из иного внутриклеточного патогена (например,
малярийного паразита Plasmodium falciparum) или иного штамма вируса гриппа.
Например, патогеном-мишенью является вирус гриппа, белок оболочки растительного
вируса получен из белка оболочки вируса мозаики люцерны, первый белок-мишень
содержит последовательность аминокислот SEQ ID NО: 6, 7, 8, 9, 10 или 11, а второй
белок-мишень содержит последовательность аминокислот SEQ ID NО: 4, 5 или 49.

Кроме того, предложен способ создания ВПЧ в клетке-хозяине. Способ содержит
операциювключающуюэкспрессию слитого белка, который содержит белок оболочки
растительного вируса и белок-мишень в клетке-хозяине, содержащий нуклеотидную
последовательность, кодирующую слитый белок в тех условиях, которые обеспечивают
возможность сборки вирусоподобной частицы (ВПЧ) в клетке-хозяине. Например,
ВПЧ может быть собрана в растительной ткани через, приблизительно, 3-7 дней после
того, как растение инфильтровано вектором экспрессии, несущим соответствующую
структуру слияния. ВПЧ содержит слитый белок и, по существу, не содержит
нуклеиновую кислоту. Способ может содержать дополнительную операцию очистки
ВПЧ от клетки-хозяина. Подходящими клетками-хозяевами являются, в том числе,
клетки бактерий, грибов, растений, насекомых, земноводных и млекопитающих.
Нуклеотидная последовательность, кодирующая слитый белок, может быть
интегрирована или может быть не интегрирована в геном клетки-хозяина. Когда
клеткой-хозяином является растительная клетка, то способ может содержать
дополнительную операцию инфицирования растительной клетки рекомбинантной
бактерией, способной инфицировать растительнуюклетку (например,штаммамиGV3101
опухолеобразующей агробактерииA. tumefaciens и другимиинфекционныымиштаммами
опухолеобразующей агробактерииA. tumefaciens, и инфекционнымиштаммамибактерии
А. rhizogenes), где эта рекомбинантная бактерия содержит нуклеотидную
последовательность, кодирующую слитый белок.

Подготовка и апробацияприведенныхвкачестве примера слитыхбелков, содержащих
белки-мишени, полученные из малярийного паразита Plasmodium falciparum, вируса
гриппа A/Anhui/1/2005 (H5N1), и вируса гриппа A/Indonesia/5/2005 (H5N1), описаны в
приведенных ниже примерах. Когда эти белки-мишени были слиты с белком оболочки
A1MV, то сборка полученных в результате этого слитых белков происходила в очевидно
пустые вирусоподобныечастицы (ВПЧ).Этичастицы связывали антитела, специфические
к A1MV и специфические к белкам-мишеням. Сыворотки мышей, иммунизированных
вирусоподобными частицами (ВПЧ), содержащими белки-мишени малярии, создавали
высокие титры антител, связанных с паразитом, и были способны предотвращать
передачу паразита у комаров (см. таблицы 2 и 3). Мыши, иммунизированные
вирусоподобными частицами (ВПЧ), содержащими белки гриппа, создавали защитные
уровни титров антител, описанные в примерах 4 и 8, и показанные на Фиг.5, Фиг.7 и
Фиг.8. Предсуществующий иммунитет к белку оболочки растительного вируса не
являлся помехой для защитных уровней титров антител у мышей, иммунизированных
вирусоподобными частицами (ВПЧ), содержащими тот же самый белок оболочки
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растительного вируса, который описан в примере 9 и показан на Фиг.9.
Пример 1. Построение гетерологичного вектора для экспрессии слитых белков

A1MV-CP
Гены-мишени включали в себя белки клеточной поверхности, специфические для

различных стадий полового развития малярийного паразита, P. falciparum, (Pfs25 (SEQ
ID NO:4), Pfs28 (SEQ ID NO:5), и Pfs230 (SEQ ID NO: 49)), глобулярную область
гемагглютинина (ГА) штамма (НА3А (SEQ ID NО:6)) вируса аньхойского (Anhui)
гриппа, глобулярную область ГА штаммов (НА3С04 SEQ ID NO:7) и HA3C06 (SEQ ID
NО:8)) вируса калифорнийского гриппа, глобулярнуюобласть ГАштаммов (HA3I (SEQ
IDNО:11)) вируса индонезийского гриппа, непроцессированный ГАштамма (НААили
НАА1 (SEQ ID NО:9) аньхойского гриппа и непроцессированный ГАштамма (HAI или
HAI1 (SEQ ID NО:10)) индонезийского гриппа. Каждый ген-мишень был клонирован с
использованием стандартных методов молекулярной биологии как слияние N-конца с
белком оболочки A1MV (A1MV-CP, CP (БО) или CPF (СБО)) или с оптимизированным
белком оболочки (СРО, далее ОБО) A1MV, который закодирован кодирующей
последовательностью, оптимизированной для экспрессии в растениях, в шаттл-вектор
с рестрикционнымиферментами Pad иBsmBI.НаФиг.2 показано приведенное в качестве
примера построение структур слитых белков. Последовательности были проверены
способом автоматизированного секвенирования.

Каждая последовательность БО-мишени была затем субклонирована в вектор
экспрессии, который, возможно, но не обязательно, кодировал сигнальный пептид
белка 1 (PR-1) (SEQ ID NО:3) растения, связанный с патогенезом. В частности, эта
последовательность была субклонирована в сайты BamHI-SacI pBI121 (Clontech), или
в сайты Pacl-Xhol pGRD4 (описанные в публикации Shoji, et al., Vaccine 27: 108701092,
2009). Стратегия клонирования показана на Фиг.2.

Пример 2. Инфильтрация растений векторами экспрессии, несущими структуры
слияния

Векторы экспрессии, созданные в примере 1, затем были введены в штамм GV3101
опухолеобразующей агробактерииAgrobacterium tumefaciens, и результирующиебактерии
были выращены за ночь на минимальной питательной среде. Была определена
оптическая плотность культур, и штамм экспрессии белка был смешан со штаммом
агробактерии, экспрессирующим супрессор р19 глушения белка в соотношении 4:1 до
конечной оптической плотности (O.D.), равной 0,5. Раствор агробактерии был введен
путем инфильтрации вручную в надземные части растений табак Бентхама (Nicotiana
benthamiana) возрастом 6 недель, выращенных в почве, как описано ранее (в публикации
Green, et al., Biotechnol. J. 4: 1-8, 2009).

Образцы растительной ткани были взяты через 3-7 дней постинфильтрации для
определения уровней экспрессии и растворимости слитого белка. Образцы были
взвешены, и общее количество растворимого белка было экстрагировано в трех объемах
экстракционного буфера (100 миллимолей Na2HPO4, pH 7,1; 2,5 миллимоля
этилендиаминтетрауксусной кислоты (EDTA), pH 8,0), экстракционного буфера плюс
0,5% вещества "Тритон-Х 100" (Triton-X 100) для экстрагирования суммарного
растворимого белка с веществом "Тритон" или геля загрузочного буфера для
экстрагирования суммарного белка. Белки были повторно растворены в 10%-ных для
полиакриламидных гелях для электрофореза в присутствии додецилсульфата натрия
(SDS-PAGE) и перенесены на PVDF-мембраны (мембраны из поливинилиденфторида).
Уровни содержания слитого белка были оценены методом иммуноблот-анализа с
поликлональным антителом кролика на A1MV путем сравнения со стандартом для
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AlMV или со специфическим антителом-мишенью и соответствующим стандартом.
Репрезентативныйиммуноблот показаннаФиг.4С. Былиопределеныднимаксимальной
экспрессии и профили растворимости. В более крупном масштабе представляющие
интерес структуры были инфильтрованы методом вакуум-инфильтрации в табак
Бентхама (N. benthamiana), выращенный способом гидропоники, для экспрессии слитых
белков.

Пример 3. Выделение и очистка вирусоподобных частиц
В день максимальной экспрессии листья были собраны и гомогенизированы в

смесителе в трех объемах экстракционногофосфатного буфера с 0,5% вещества "Тритон
Х-100" (Triton Х-100). Гомогенат размешивался в течение 30 минут при температуре
4°C, затем был подвергнут центрифугированию в течение 30 минут при 5000×g.
Супернатант был отфильтрован через материал "мираклош" (miracloth) и подвергнут
центрифугированию при 15000×g для 1 к 1,5 часам. Супернатант был осажден
полиэтиленгликолем (ПЭГ), а затем снова был подвергнут центрифугированию в
течение 30 минут при 15000хд. Осажденное вещество было повторно растворено в
фосфатном буфере и заморожено при температуре -20°C. После размораживания
суспензия была подвергнута центрифугированию в течение 30 минут при 30000хд.
Аликвотные пробы супернатанта были проанализированы методом электрофореза в
полиакриламидном геле в присутствии додецилсульфата натрия (SDS-PAGE) для оценки
концентрации белка. Супернатант был подвергнут центрифугированию в течение 2
часов (2п) при 60000×g в роторной центрифуге Ti70. Осажденное центрифугированием
вещество было повторно растворено в фосфатном буфере. Полученный в результате
этого супернатант был проанализированметодом электрофореза в полиакриламидном
геле в присутствии додецилсульфата натрия (SDS-PAGE) и окрашивания голубым
кумасси. Концентрация белка была определенаметодом колориметрии путем сравнения
со стандартами BSA.

Очищенные частицыбыли визуализированыметодом трансмиссионной электронной
микроскопии (ТЭМ) и негативного окрашивания (см.Фиг.3). Частицы кажутся пустыми
и, по существу, не содержащими нуклеиновую кислоту. Мечение иммунозолотом с
антителами, специфическими к мишеням, подтвердило наличие белка-мишени на
поверхности частиц. Очищенные частицы были сохранены в буферном растворе,
содержащем 10миллимолейNa2HPО4, pH 7,1; 1 миллимоль этилендиаминтетрауксусной
кислоты (EDTA), pH 8,0, при температуре -80°C.

Очищенныебелкибылиподвергнутыиммуноблоттингу также, как описано впримере
3. На иммуноблотах, имеющих очищенные частицы, слитый белок был распознан как
по антителу, специфическому к мишени, так и по антителу, специфическому к A1MV,
которое связано с белком оболочки (см. Фиг.4А и Фиг.4В).

Результаты экспрессии слитых белков, созданных в листьях, сведены в таблице 1.
Количественные величины экспрессии и очистки были достаточно высокими, что
позволило произвести проверку иммуногенности на мышах.

Таблица 1.
Экспрессия белка из структур слияния отфильтрована в листья растений

Суммарная экспрессия
белка (мг/кг)

Размер белка-мишени в
аминокислотахБелок-мишеньSEQ ID No. ми-

шени
Структура
слияния

130171Белок Pfs25 стадии полового развития малярий-
ного паразита P. falciparum4pGR-D4-PR-

Pfs25-CPF

174171Белок Pfs25 стадии полового развития малярий-
ного паразита P. falciparum4pBI-PR-

Pfs25-CPF

101175Белок Pfs28 стадии полового развития малярий-
ного паразита P. falciparum5pGR-D4-

Pfs28-CPF
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79175Белок Pfs28 стадии полового развития малярий-
ного паразита P. falciparum5pGR-D4-PR-

Pfs28-CPF

100175Белок Pfs28 стадии полового развития малярий-
ного паразита P. falciparum5pBI-PR-

Pfs28-CPF

75233Глобулярная область гемагглютинина штамма
A/Anhui/1/2005(H5N1) вируса гриппа6pBI-PR-

HA3A-CPF

60233Глобулярная область гемагглютинина штамма
A/Anhui/1/2005(H5N1) вируса гриппа6pGR-D4-PR-

HA3A-CPF

14234Глобулярная область гемагглютинина штамма
A/California/04/2009(H1N1) вируса гриппа7pGR-D4-PR-

HA3C04-CPF

17234Глобулярная область гемагглютинина штамма
A/California/06/2009(H1N1) вируса гриппа8pGR-D4-PR-

HA3C06-CPF

4515Гемагглютинин штамма A/Anhui/1/2005(H5N1)
вируса гриппа9pGR-D4-PR-

HAA-CPF

4233Глобулярная область гемагглютинина штамма
A/lndonesia/5/2005(H5N1) вируса гриппа11pGR-D4-PR-

HA3l-CPF

24233Гемагглютинин штамма A/Indonesia/5/05(H5N1)
вируса гриппа11pGR-D4-PR-

HA3I-CPO

23444Белок Pfs230 стадии полового развития малярий-
ного паразита P. falciparum49pGR-D4-PR-

230AM-CPO

Пример 4. Иммунизация мышей вирусоподобными частицами
ГруппыизшестимышейBalb/c возрастом6-8 недель былиподкожноиммунизированы

в нулевой и в двадцать восьмой дни исследования десятью микрограммами (10 мкг)
вирусоподобныхчастиц, содержащихPfs25-CPF или Pfs28-CPF или одниммикрограммом
(1 мкг) вирусоподобных частиц, содержащих HA3A-CPF. Вакцина была приготовлена
непосредственно перед использованием. Аликвотные пробы очищенных
вирусоподобных частиц (или частиц слитого белка) были разморожены в буфере и
введены с адъювантом или без него. Вакцина вводилась в присутствии только одного
PBS или в присутствии любого из следующих адъювантов: QUIL А™ (адъюванта на
основе сапонина, выпускаемого фирмой "Brenntag Biosector", г.Фредерикссунд, Дания)
или ALHYDROGEL™ (адъюванта на основе гидроксида алюминия, выпускаемого
фирмой "Brenntag Biosector", г. Фредерикссунд, Дания) в качестве адъюванта. Также
были введенынепроцессированные растворимые гемагглютинины (ГА)штамма вируса
аньхойского гриппа (НАА1) с адъювантом QUIL A™ в качестве положительного
контроля. Образцы сыворотки были собраны на 56 день исследования и
проанализированына антиген-специфические реакции, сопровождающиеся выработкой
иммуноглобулинов G (IgG), методом твердофазного иммуноферментного анализа
(ELISA). При анализе пластины были покрыты следующими белками с концентрацией
1 мкг/мл: рекомбинантным Pfs25 или Pfs28, полученным в дрожжах Pichia pastoris, или
покрыты инактивированным химерным вирусомA/Anhui/1/2 005, полученным из CDC,
разбавленным в соотношении 1:128. Образцы сыворотки были нанесены на планшет
с 4-кратным разбавлением по планшету. Титры конечных точек титрования
иммуноглобулинов G (IgG) были определены как степень разбавления, при которой
соответствующие значения оптической плотности (0D) более чем в четыре раза
превышают значение для пустой пробы. Результаты показали, что высокие титры
антител (>10000) были вызваны Pfs25-CPF и Pfs28-CPF на 56 день с адъювантом или без
него (см. Фиг.6). Наличие HA3A-CPF также вызывало появление титров антиген-
специфических антител в присутствии или в отсутствии адъюванта (см. Фиг.5А).

Для проверки функциональности антител, вызываемых вакциной HA3A-CPF, были
проведены анализы торможения гемагглютинации (ТГ), описанные в публикации Yoko
и др. {Vaccine 27: 3467-3470, 2009). Результаты показали, что все мыши,
иммунизированные HA3A-CPF в адъюванте PBS или QUIL A™, имели титр ТГ>1:40,
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уровень, который у людей считают защитным (см. Фиг.5В). Четыре из пяти животных,
иммунизированных вакциной HA3A-CPF, адсорбированной в адъюванте
ALHYDROGEL™, имели титр ТГ>1:40. На основании этих результатов, оказывается,
что вакцина HA3A-CPF является возможным кандидатом в качестве вакцины против
пандемического гриппа, которая может быть доставлена без наличия адъюванта.

Эффективность антител, вызываемых вакцинами Pfs25-CPF и Pfs28-CPF, была оценена
с использованием иной группы анализов. Титры иммуноглобулинов G (IgG),
определенные методом твердофазного иммуноферментного анализа (ELISA) в
сыворотке, собранной на 56 день, показаны на Фиг.6. Кроме того, эти образцы
сыворотки были посланы в университет Радбуд, г. Еймеген, Нидерланды для оценки
наличия антител, связывающих гаметоциты.Первоначальное тестирование сыворотки
было выполнено с использованием иммунофлюоресцентного анализа (ИФА)
фиксированных гаметоцитов, где был определен титр антител, связывающих паразита,
в каждом образце сыворотки (см таблицу 2). Затем сыворотка из
иммунофлюоресцентного анализа (IFA), давшая положительный результат, была
проверена методом иммунофлюоресцентного анализа (IFA) суспензии (SIFA) с
использованием живых гаметоцитов при разбавлении сыворотки в соотношении 1:50
и 1:250. Результаты анализа методом SIFA показаны в таблице 2.

Таблица 2.
Эффективность вакцин на основе белков слияния с БО малярийного паразита

Результат проверкиметодом иммунофлюорес-
центного анализа суспензии (SIFA) (титр Ab)

Результатпроверкиметодомиммунофлюорес-
центного анализа (IFA) (титр Ab)Доза (мкг)Адъювант

Вакци-
на-кан-
дидат

Очень положительный (250)Положительный (6400)10Quil APfs25-
CPF

Очень положительный (250)Положительный (6400)10AlhydrogelPfs25-
CPF

Очень положительный (250)Положительный (800)10PBSPfs25-
CPF

Сыворотка была затем проверена на наличие антител, блокирующих передачу,
стандартнымметодом анализа с мембраннымпитанием (SMFA). Анализ методом SMFA
является золотым стандартом для измерения активности, блокирующей передачу, в
проверяемой сыворотке. Анализ биологической активности имитирует ситуацию
естественного инфицирования, и, следовательно, его считают ценнымметодом анализа
для измерения передачи инфекции от комара к человеку. Этот метод анализа позволяет
продолжать разработку вакцины, блокирующей передачу (TBV) с уверенностью,
недоступной для большинства других вакцин против малярии. В кратком изложении,
выращеннымвлабораторных условиях комарыAnopheles Stephens! разрешалось съедать
порции крови с покрытых мембранами устройств, содержащих сыворотку мышей,
иммунизированных вышеописанным способом, совместно с суспензиями комплементов
и эритроцитов, зараженных гаметоцитами возбудителя тропической малярии Р.
falciparum.Поистеченииоднойнедели былоопределено количество зараженныхкомаров
(%InfMosq), а также определено количество выработанных ооцист для каждого комара.
Активность, ослабляющую передачу, определяют путем сравнения количества ооцист
у комаров, питавшихся тестовой сывороткой, по сравнению с их количеством у комаров,
питавшихся контрольной сывороткой (до иммунизации). Эти результаты показаны в
Таблице 3.

Таблица 3.
Стандартный метод анализа с мембранным питанием

SMFASI FAI FA Титр AbАдъювантВакци-
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на-
канди-
дат

Значение PСКО на одну
кормушку%InfMos qОбщее количе-

ство ооцист
Количество
комаров----

P<0,00100020Очень положи-
тельный (250)

Положительный
(64 00)Quil APfs25-

CPF

P<0,00100020Очень положи-
тельный (250)

Положительный
(6400)AlhydrogelPfS25-

CPF

P<0,00100020Очень положи-
тельный (250)

Положительный
(800)PBSPfs25-

CPF

P<0,013,8557520ОтрицательныйОтрицательныйQuil APfs28-
CPF

Р>0,055,27510420ОтрицательныйОтрицательныйAlhydrogelPfs28-
CPF

Р>0,057,67515120НООтрицательныйPBSPfs28-
CPF

НО30, 89561620

Сыво-
ротка
GRP 1
доим-
муни-
зации

Доза составляла 10 мкг для каждой вакцины-кандидата.
HO=не определено; СКО=среднее арифметическое количество ооцист на одну

кормушку
Анализ образцов сыворотки, созданных с использованием Pfs25-CPF,

продемонстрировал, что высокие титры (1:6400) антител, связывающих паразита, были
обнаруженными в группах с добавленным адъювантом с умеренными титрами (1:800),
вызываемымиодной только вакциной.При анализе наживых паразитах, все три состава
Pfs25-CPF с адъювантами QUIL A™, ALHYDROGEL™, и только в единственном случае
с адъювантом PBS, показали титр антитела, равный 1:250. Аналогичным образом, при
оценке путем анализа методом SMFA все три состава Pfs25-CPF, вызывали выработку
сыворотки, которая полностью блокировала передачу паразита у комаров. Эти данные
подтверждают потенциал этого подхода для создания эффективной вакцины против
возбудителя инфекции без потребности в адъюванте.

Пример 5. Подготовка структур слитого белка с аденовирусом для трансфекции
клеток млекопитающих.

Для экспрессии частиц без вирусов (или частиц слитого белка), составленных из
слитых белков A1MV с БО в системе у млекопитающих, использовались способы
полимеразной цепной реакции (ПЦР) для слияния сигнального пептида люциферазы
Gaussia luciferase с HA3A-CPF и, HA3C04-CPF (глобулярная область (3) гемагглютинина
(ГА), соответственно, штамма вируса аньхойского гаиппа (SEQ ID NО:6) и штамма
вируса калифорнийского гриппа 04 (SEQ ID NО:7)). Прямые праймеры (SEQ ID NО:20
и 21) содержали последовательность ТОРО-интеграции (САСС) и последовательность
нуклеиновых кислот, кодирующую сигнальный пептид люциферазы и начало белка-
мишени. Обратный праймер был специфическим для конца 3' A1MV-CP (SEQ ID NO:
22). Результирующие ампликоны были клонированы в вектор pENTR-D-TOPO согласно
инструкциям фирмы-изготовителя ("Invitrogen Corporation"). Последовательности были
подтверждены путем автоматизированного секвенирования. После проверки
последовательности гены-мишени были рекомбинированы в вектор pAd/CMV/V5-DEST
с использованием технологии шлюза, разработанной фирмой "Invitrogen Corporation",
согласно инструкциям фирмы-изготовителя.

Пример 6. Приготовление аденовируса, содержащего ген слитого белка
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Очищенный плазмид pAd-HA3A-CPF или pAd-HA3C04-CPF был выварен вместе с
веществом Pad для выявления инвертированных вирусом концевых повторов (ITRs).
Вываренный pAd-HA3A-CPF или pAd-HA3C04-CPF были трансфицирован в линию 293
клеток, которые содержат интегрированнуюкопиюЕ1из аденовируса, с использованием
катионного липидного трансфекционного реагента. Сбор клеток, содержащих
аденовирус, и питательной среды производился тогда, когда наблюдались
цитопатические эффекты вируса в трансфицированных клетках (спустя 10-14 дней после
трансфекции). Собранные клетки и питательная среда, содержащия аденовирус, были
подвергнуты двум циклам замораживания и размораживания (при температуре -80°C
в течение 30 минут, а затем при температуре 37°C в течение 15 минут) для лизиса клеток
и для обеспечения возможности высвобождения внутриклеточных вирусных частиц.
После второго цикла замораживания/размораживания лизат клеток был подвергнут
центрифугированию, и был собран супернатант, содержащий вирусные частицы, и
сохранен при температуре -80°C.

Пример 7. Способ трансдукции аденовирусной структуры с последовательностями
HA3A-CPF или HA3C04-CPF и создания безвирусных частиц

Этот пример является примером возможного использования. Собранный аденовирус
из примера 6, содержащий ген HA3A-CPF или HA3C04-CPF, усиливают путем
инфицирования 2 93 клеток, затем снова собирают и сохраняют описанным выше
способом для создания запаса аденовирусов. Запас аденовирусов титруют с
использованием анализа бляшкообразования.

Поскольку аденовирусные структурыpAd-HA3A-CPF и pAd-HA3C04-CPFнеспособны
реплицироваться и не интегрируются в геном хозяина, то после их трансдукции в клетки
млекопитающих вирус-потомство не создается. Клетками-хозяевами являются клетки
Мадина-Дарби почек собак (MDCK). Клетки MDCK адаптируют для роста в
бессывороточной питательной среде во избежание возможности загрязнения побочным
продуктомживотного происхождения на заключительном этапе подготовки. Вызывают
трансдукцию клеток MDCK последовательностями HA3A-CPF или HA3C04-CPF,
содержащихаденовирус, дляопределения соответствующеймножественности заражения.
Спустя два или три дня после трансдукции анализируют экспрессию HA3A-CPF или
HA3C04-CPF методом флюоресцентной микроскопии с использованием антител к
гемагглютинину (ГА) и к A1MV, сопровождаемых конъюгированными с флуоресцеин
изотиацианатом (ФИТЦ) антителами к иммуноглобулинам G (IgG) мыши. В
альтернативном варианте собирают супернатант клеточной культурыи концентрируют
его для иммуноблоттинга и обнаружения слитых белков.

Для получения наращиваемой платформы для производства культуры клеток
млекопитающих для HA3A-CPF или HA3C04-CPF клетки MDCK культивируют в
суспензии с использованием системы на микроносителях, основанной на
поперечносшитом декстране, которым является, например, материал CYTODEX™ 1
фирмы "GE Healthcare". После трансдукции структуры аденовируса клетки MDCK
инкубируют с микроносителем и культивируют в центрифужных пробирках. По
истечении двух-трех дней образцы супернатантов клетки собирают ежедневно, и
анализируют уровни экспрессии методом иммуноблоттинга с использованием
специфического к мишени моноклонального антитела к гемагглютинину (ГА).

Когда подтверждено наличие слитых белков, питательную среду для культурыMDCK
собирают и подвергают центрифугированию. Слитые белки очищают от супернатанта
с использованием процедур, описанных в примере 3, начиная с осаждения
полиэтиленгликолем (ПЭГ).
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Пример 8. Иммунизация мышей вирусоподобными частицами, содержащими
глобулярную область гемагглютинина (ГА) Н5 вируса миелобластоза птиц (AMV) (A/
Indonesia/5/2005), слитого с БО

ГруппыизшестимышейBalb/c возрастом6-8 недель былиподкожноиммунизированы
в нулевой и двадцать первый дни исследования пятью (5) микрограммами
вирусоподобных частиц (ВПЧ), содержащих глобулярную область гемагглютинина
(ГА) H5 вируса миелобластоза птиц (AMV) (A/Indonesia/5/2005), слитого с БО (HA3I-
CPF). Для сравнения также был введен непроцессированный растворимый
гемагглютинин (ГА) из штамма вируса индонезийского гриппа (HAI1) с адъювантом
ALHYDROGEL™ или без него. БО содержался только лишь в качестве негативного
контроля. Вакцина была приготовлена непосредственно перед использованием.
Аликвотные пробы очищенных вирусоподобных частиц (или частиц слитого белка)
были разморожены в буфере и введены с адъювантом ALHYDROGEL™ или без него.
Образцы сыворотки были собраны на 35 день исследования и проанализированы на
антиген-специфические реакции, сопровождающиеся выработкой изотопов
иммуноглобулинов G (IgG), методом твердофазного иммуноферментного анализа
(ELISA). При анализе пластины были покрыты инактивированным химерным вирусом
A/Indonesia/5/2005, полученным из CDC, разбавленным в соотношении 1:128. Образцы
сыворотки были нанесены на планшет с 4-кратным разбавлением по планшету.
Конечные точки титров иммуноглобулинов IgGl, IgG2a и IgG2b были определены как
степень разбавления, при которой соответствующие значения оптической плотности
(OD) более чем в три раза превышают негативное контрольное значение. Результаты
показали, что вирусоподобныечастицы, содержащиеHA3I-CPF, вызывалиболее сильную
реакцию, сопровождающуюся выработкой IgG2a, при наличии или при отсутствии
адъюванта ALHYDROGEL™, чем одна только растворимая субъединица (HAI1) при
наличии или при отсутствии адъюванта ALHYDROGEL™ (см. Фиг.7), что наводит на
мысль о сдвиге Th1 иммунной реакции на вирусоподобные частицы (ВПЧ). Поскольку
было показано, что у мышей, зараженных гриппом, создаются иммунные реакции Th1,
то произведенные из растений вирусоподобные частицы (ВПЧ) на основе глобулярной
области гемагглютинина (ГА) гриппа вируса миелобластоза птиц (AMV) являются
лучшими вакцинами-кандидатами, чем растворимая субъединица.

Для проверки функциональности антител, вызываемых вакциной HA3I-CPF, были
проведены анализы торможения гемагглютинации (ТГ), описанные в публикации Yoko
и др. (Vaccine 27: 3467-3470, 2009). Результаты показали, что 80% мышей через 35 дней
после их иммунизации HA3I-CPF при отсутствии адъюванте ALHYDROGEL™ имели
титр ТГ>1:40, который является значительно более высоким, чем у мышей,
иммунизированных HAI1 (p=0,003) (см. Фиг.8), а это свидетельствует о том, что HA3I-
CPF является лучшей вакциной-кандидатом гриппа, чем растворимая субъединица, для
доставки без адъюванта.

Пример 9. Эффекты предсуществующего иммунитета против БОпо серологическим
иммунных ответам у мышей

Группышести мышей Balb/c возрастом 6-8 недель были иммунизированы подкожно
(SC) или внутримышечно (IM) PBS или десятьюмикрограммами вирусоподобных частиц
(ВПЧ), содержащих Pfs25-CPF, в нулевой и в двадцать восьмой дни с адъювантом
ALHYDROGEL™ (Alum) или без него, и после этого PBS или одним микрограммом
вирусоподобных частиц (ВПЧ), содержащих глобулярную область гемагглютинина
(ГА) H5 (A/Anhui/1/2005) вируса миелобластоза птиц (AMV), слитого с БО (HA3I-CPF),
темже самым способом введения в организм в сто сороковой и в стошестьдесят восьмой
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дни исследования с адъювантом ALHYDROGEL™ (Alum) или без него.
Вакцина была приготовлена непосредственно перед использованием. Аликвотные

пробы очищенных вирусоподобных частиц (или частиц белка слияния) были
размороженыв буфере и введены с адъювантомALHYDROGEL™или без него.Образцы
сыворотки были собраны перед исследованием (сыворотка крови, полученная до
иммунизации) и в дни 28, 56, 84, 112, 140, 168 и 216 исследования и проанализированы
на антиген-специфические реакции, сопровождающиеся выработкой иммуноглобулинов
G (IgG), методом твердофазного иммуноферментного анализа (ELISA). При анализе
пластины были покрыты вирусом мозаики люцерны A1MV с концентрацией 2 мкг/мл,
рекомбинантным Pfs25, созданным в дрожжах Pichia pastoris, с концентрацией 1 мкг/
мл, или инактивированным химерным вирусом A/Anhui/1/2005, полученным из CDC,
разбавленным в соотношении 1:128. Образцы сыворотки были нанесены на планшет
с 4-кратным разбавлением по планшету. Титры конечных точек титрования
иммуноглобулинов G (IgG) были определены как степень разбавления, при которой
соответствующие значения оптической плотности (OD) более чем в четыре раза
превышают значение для пустой пробы.

Две иммунизации Pfs25-CPF, как с адъювантом, так и без него, вызывали высокие
титры антител иммуноглобулинов G (IgG) к AIMV (БО) (>10000), и эти титры
сохранялись в течение всей продолжительности исследования. После иммунизации
HA3A-CPF, как с адъювантом, так и без него, титры иммуноглобулинов G (IgG) к AIMV
(БО) в группе, предварительно иммунизированной Pfs25-CPF, немного увеличились,
тогда как титры иммуноглобулинов G (IgG) в группах, предварительно
иммунизированных PBS, достигли уровней, эквивалентных уровням в группах,
предварительно иммунизированных Pfs25-CPF.

Две иммунизации Pfs25-CPF, как с адъювантом, так и без него, вызывали высокие
титры (>10000) антител иммуноглобулинов G (IgG) к Pfs25, которые сохранялись и не
претерпевали существенного изменения после иммунизации Pfs25-CPF.

Две иммунизации Pfs25-CPF, либо подкожным (SC) способом, либо внутримышечным
(IM) способом, вызывали сильные реакции на вирусA/Anhui/1/2005, сопровождающиеся
выработкой иммуноглобулинов G (IgG) в сыворотке из всех групп, кроме групп,
предварительно иммунизированных PBS, в которых титры были на один или на два
логарифма более низкими, чем в других группах (>10000).

Для проверки функциональности антител, вызываемых вакциной HA3A-CPF, были
проведены анализы торможения гемагглютинации (ТГ), описанные в публикации Yoko
и др. (Vaccine 27: 3467-3470, 2009). Результаты показали, что две иммунизации HA3A-
CPF вызывали гуморальные иммунные ответы ТГ в сыворотке во всех группах, за
исключением группы негативного контроля (PBS/PBS) (см. Фиг.9А и Фиг.9В). Без
адъюванта наблюдались существенные различия в титрах ТГ между группами,
предварительно иммунизированными Pfs25-CPF и PBS, как подкожным (SC) способом
(p=0,01), так и внутримышечным (IM) способом (p=0,08). При наличии адъюванта не
наблюдалось каких-либо существенных различий между группами, предварительно
иммунизированными Pfs25-CPF и PBS способом SC (p=0,5) или IM (p=0,6). На основании
этих результатов, без вещества ALHYDROGEL™ в качестве адъюванта, первичная
иммунизация вирусоподобными частицами (ВПЧ), содержащими слитый белок белка
оболочки растительного вируса и первого белка-мишени, не препятствовала
серологическим иммунным ответам ТГ на второй белок-мишень у мышей,
иммунизированных вирусоподобными частицами (ВПЧ), содержащими слитый белок
тогоже самогобелка оболочкирастительного вируса и второгобелка-мишени, способом
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SC или IM.
Несмотря на то что изобретение проиллюстрировано и описано здесь со ссылкой

на конкретные варианты его осуществления, подразумевают, что
продемонстрированные подробности не являются ограничивающим признаком
настоящего изобретения.Наоборот, могут быть произведеныразличные видоизменения
подробностей, не выходящие за пределы объема и серии эквивалентов формулы
изобретения и не выходящие за пределы объема настоящего изобретения.

Формула изобретения
1. Антигенная вирусоподобная частица для иммунизации, причем вирусоподобная

частица сформирована из белка слияния, включающего белок оболочки растительного
вируса и белок-мишень, причем белок-мишень получен из полипептида клеточной
поверхности внутриклеточного патогена, в которой этот белок оболочки растительного
вируса получен из белка оболочки растительного вируса, выбранного из группы,
состоящей из вируса мозаики люцерны, вируса мозаики сорго алеппского и Y-вируса
картофеля, и в которой вирусоподобная частица, по существу, не содержит нуклеиновой
кислоты вируса.

2. Вирусоподобная частица по п. 1, в которой белок-мишень получен из полипептида
клеточной поверхности возбудителя тропической малярии Plasmodium falciparum.

3. Вирусоподобная частица по п. 1, в которой белок-мишень получен из полипептида
гемагглютинина вируса гриппа.

4. Вирусоподобная частица по п. 3, в которой вирусом гриппа является вирус гриппа
А, выбранный из группы, состоящей из H1N1, H3N2, H5N1 и H7IM7.

5. Вирусоподобная частица по п. 3, в которой вирусом гриппа является вирус гриппа
В.

6. Вирусоподобная частица по п. 1, в которой белок-мишень содержит
последовательность аминокислот, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NOs:
4-11 и 49.

7. Вирусоподобная частица по п. 1, в которой белок-мишень слит с N-концом белка
оболочки растительного вируса.

8. Вирусоподобная частица по п. 1, в которой эта вирусоподобная частица создана
в клетке-хозяине, выбранной из группы, состоящей из клеток бактерий, грибов, растений,
насекомых, земноводных и млекопитающих.

9. Иммуногенный состав для иммунизации, содержащий эффективное количество
антигенной вирусоподобной частицы и адъювант, причем вирусоподобная частица
сформирована из белка слияния, а этот белок слияния содержит белок оболочки
растительного вируса и белок-мишень, причем белок-мишень получен из полипептида
клеточной поверхности внутриклеточного патогена, причем белок оболочки
растительного вируса получен из белка оболочки растительного вируса, выбранного
из группы, состоящей из вируса мозаики люцерны, вируса мозаики сорго алеппского
и Y-вируса картофеля, и в которой вирусоподобная частица, по существу, не содержит
нуклеиновой кислоты вируса.

10. Иммуногенный состав по п. 9, в котором адъювант выбран из группы, состоящей
из солей алюминия, масляно-водяных эмульсий и адъювантов на основе сапонина.

11. Иммуногенный состав по п. 9, в котором внутриклеточный патоген является
вирусом возбудителя тропической малярии Plasmodium falciparum или гриппа.

12. Иммуногенный состав по п. 9, в котором белок-мишень получен из полипептида
клеточной поверхности возбудителя тропической малярии Plasmodium falciparum или
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полипептида гемагглютинина вируса гриппа.
13. Иммуногенный состав по п. 9, в котором белок оболочки растительного вируса

получен из белка оболочки вируса мозаики люцерны, а белок-мишень содержит
последовательность аминокислот, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NOs:
4-11 и 49.

14.Способ стимулирования защитнойиммуннойреакциина внутриклеточныйпатоген
у пациента, содержащий следующую операцию: в организм пациента вводят
иммунологически эффективное количество состава, содержащего вирусоподобную
частицу, причем эта вирусоподобная частица сформирована из белка слияния, а этот
белок слияния содержит белок оболочки растительного вируса и белок-мишень, причем
белок-мишень получен из полипептида клеточной поверхности внутриклеточного
патогена, при этом белок оболочки растительного вируса получен из белка оболочки
растительного вируса, выбранного из группы, состоящей из вируса мозаики люцерны,
вируса мозаики сорго алеппского и Y-вируса картофеля, и в которой вирусоподобная
частица, по существу, не содержит нуклеиновой кислоты вируса.

15. Способ по п. 14, в котором белок оболочки растительного вируса получен из
белка оболочки вируса мозаики люцерны и первый белок-мишень содержит
последовательность аминокислот, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NOs:
4-11 и 49.

16.Способ стимулирования защитнойиммуннойреакциина внутриклеточныйпатоген
у пациента, включающий введение пациенту иммунологически эффективного количества
состава, содержащего вирусоподобнуючастицу и адъювант, и при этом вирусоподобная
частица сформирована из белка слияния, а этот белок слияния содержит белок оболочки
растительного вируса и белок-мишень, где белок-мишень получен из полипептида
клеточной поверхности внутриклеточного патогена, при этом белок оболочки
растительного вируса получен из белка оболочки растительного вируса, выбранного
из группы, состоящей из вируса мозаики люцерны, вируса мозаики сорго алеппского
и Y-вируса картофеля, и в которой вирусоподобная частица, по существу, не содержит
нуклеиновой кислоты вируса.

17. Способ стимулирования защитной иммуннойреакциинапервый внутриклеточный
патоген и второй внутриклеточный патоген у пациента, при этом первый и второй
внутриклеточные патогены не являются одинаковыми, содержащий: (а) в организм
пациента вводят иммунологически эффективное количество первого состава,
содержащего первую вирусоподобную частицу, причем эта первая вирусоподобная
частица сформирована из первого белка слияния, а этот первый белок слияния содержит
белок оболочки растительного вируса и первый белок-мишень, при этом первый белок-
мишень получен из полипептида клеточной поверхности первого внутриклеточного
патогена, при этом белок оболочки растительного вируса получен из белка оболочки
растительного вируса, выбранного из группы, состоящей из вируса мозаики люцерны,
вируса мозаики сорго алеппского и Y-вируса картофеля, и в которой вирусоподобная
частица, по существу, не содержит нуклеиновой кислоты вируса, и (b) затем в организм
пациента вводят иммунологически эффективное количество второго состава,
содержащего вторую вирусоподобную частицу, причем эта вторая вирусоподобная
частица сформирована из второго белка слияния, а этот второй белок слияния содержит
белок оболочки растительного вируса и второй белок-мишень, при этом второй белок-
мишень получен из полипептида клеточной поверхности второго внутриклеточного
патогена, и в которой вирусоподобная частица, по существу, не содержит нуклеиновой
кислоты вируса.
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18. Способ по п. 17, в котором первым внутриклеточным патогеном-мишенью
является вирус гриппа, белок оболочки растительного вируса получен из белка оболочки
вируса мозаики люцерны, первый белок-мишень содержит последовательность
аминокислот SEQ ID NO: 6, а второй белок-мишень содержит последовательность
аминокислот SEQ ID NO: 4.

19. Способ создания антигенной вирусоподобной частицы в клетке-хозяине,
содержащей нуклеотидную последовательность, кодирующую белок слияния, а этот
белок слияния содержит белок оболочки растительного вируса и белок-мишень, при
этом белок-мишень получен из полипептида клеточной поверхности внутриклеточного
патогена и при этом белок оболочки растительного вируса получен из белка оболочки
растительного вируса, выбранного из группы, состоящей из вируса мозаики люцерны,
вируса мозаики сорго алеппского и Y-вируса картофеля, и в которой вирусоподобная
частица, по существу, не содержит нуклеиновой кислоты вируса, содержащий операцию
экспрессирования белка слияния в клетке-хозяине в условиях, которые обеспечивают
возможность сборки вирусоподобной частицы из белка слияния в клетке-хозяине.

20. Способ по п. 19, содержащий следующую дополнительную операцию: очищают
вирусоподобную частицу от клетки-хозяина.

21. Способ по п. 19, в котором клеткой-хозяином является клетка, выбранная из
группы, состоящей из клеток бактерий, грибов, растений, насекомых, земноводных и
млекопитающих.

22. Способ по п. 19, в котором клеткой-хозяином является растительная клетка,
содержащий следующуюдополнительнуюоперацию: растительнуюклетку инфицируют
рекомбинантной бактерией, способной инфицировать растительную клетку, причем
эта рекомбинантная бактерия содержит нуклеотидную последовательность,
кодирующую белок слияния.

23. Способ по п. 19, в котором белок-мишень получен из полипептида клеточной
поверхности возбудителя тропической малярии Plasmodium falciparum или полипептида
гемагглютинина вируса гриппа.

24. Способ по п. 19, в котором белок оболочки растительного вируса получен из
белка оболочки вирусамозаики люцерны, а белок-мишень содержитпоследовательность
аминокислот, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NOs: 4-11 и 49.
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