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Изобретение относится к рекомбинантному репликационно-компетентному ретровирусу и его 
применению. Рекомбинантный ретровирус по настоящему изобретению способен
трансформировать клетку-мишень человека полинуклеотидом, кодирующим полипептид с
цитозиндезаминазной активностью и повышенной стабильностью в клетках человека, который
катализирует превращение экзогенного 5-фторцитозина в 5-фторурацил, обеспечивая 
цитотоксическое действие. Указанный рекомбинантный ретровирус применяется с 5-
фторцитозином для получения лекарственного средства для лечения индивида с нарушением
клеточной пролиферации. 

РЕКОМБИНАНТНЫЙ РЕПЛИКАЦИОННО-КОМПЕТЕНТНЫЙ РЕТРОВИРУС С 
ЦИТОЗИНДЕЗАМИНАЗНОЙ АКТИВНОСТЬЮ ДЛЯ ГЕННОЙ ТЕРАПИИ НАРУШЕНИЙ 
КЛЕТОЧНОЙ ПРОЛИФЕРАЦИИ 
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Перекрестная ссылка на родственные заявки 

По заявке на данное изобретение испрашивается приоритет предварительной заявки США с серий-

ным номером 61/100666, поданной 26 сентября 2008 г., предварительной заявки США с серийным номе-

ром 61/120618, поданной 8 декабря 2008 г., и предварительной заявки США с серийным номером 

61/186823, поданной 13 июня 2009 г., описания которых включены в настоящий документ путем ссылки. 

Предпосылки к созданию изобретения 

Дрожжевая, или бактериальная, цитозиндезаминаза превращает нетоксичное антибиотическое про-

лекарство 5-FC в цитотоксическое химиотерапевтическое средство 5-фторурацил (5-FU). У людей (и 

млекопитающих вообще) не известно наличие природного гена, кодирующего фермент со значительной 

цитозиндезаминазной активностью. Цитозиндезаминаза дрожжей или бактерий получила признание в 

лечении злокачественных заболеваний, путем использования доставки гена и вирусных векторов для 

доставки этого фермента, с последующей обработкой 5-FC, который затем превращался под действием 

этого фермента в цитотоксическое лекарственное средство (Miller et al., Can Res 62:773-780 2002; Kievit 

et al., Can Res 59:1417-1421, 1999). 

Краткое изложение сущности изобретения 

Цитозиндезаминазу или слитую конструкцию по настоящему изобретению доставляют с использо-

ванием системы для доставки генов (GDS). В другом аспекте полинуклеотид, кодирующий цитозиндеза-

миназу, доставляют с помощью GDS, которая представляет собой вирусный вектор или вектор, произ-

водный вируса. Вирусный вектор может быть реплицирующимся или нереплицирующимся и может 

представлять собой аденовирусный вектор, коревой вектор, вектор вируса герпеса, ретровирусный век-

тор (в том числе лентивирусный вектор), рабдовирусный вектор, такой как вектор вируса визикулярного 

стоматита, реовирусный вектор, вектор вируса Сенеки Валли, поксовирусный вектор (в том числе векто-

ры, полученные из вируса оспы животных или коровьей оспы), парвовирусный вектор (в том числе AAV 

вектор), альфа-вирусный вектор или другой вирусный вектор, известный специалисту в данной области. 

В одном варианте осуществления вирусный вектор может представлять собой репликативно-

компетентный ретровирусный вектор, способный инфицировать реплицирующиеся клетки млекопитаю-

щих. 

Репликативно-компетентный ретровирусный вектор может содержать орторетровирус или, более 

характерно, гамма-ретровирусный вектор. В одном аспекте репликационно-компетентный ретровирус-

ный вектор содержит внутренний сайт связывания рибосомы (IRES) 5' с полинуклеотидом, кодирующим 

цитозиндезаминазу по настоящему изобретению. В одном варианте осуществления полинуклеотид, ко-

дирующий цитозиндезаминазу, находится в положении 3' по отношению к ENV полинуклеотиду ретро-

вирусного вектора. 

Настоящее изобретение относится к рекомбинантному репликационно-компетентному ретровирусу 

(RCR), содержащему: ретровирусный белок GAG; ретровирусный белок POL; оболочку ретровируса; 

ретровирусный полинуклетид, содержащий последовательности длинных концевых повторов (LTR) на 

3'-конце полинуклеотидной последовательности ретровируса, промоторную последовательность на  

5'-конце ретровирусного полинуклеотида, указанный промотор подходит для экспрессии в клетках моле-

копитающих, домен нуклеиновой кислоты gag, домен нуклеиновой кислоты pol и домен нуклеиновой 

кислоты env; кассету, содержащую внутренний сайт связывания рибосомы (IRES) оперативно связанный 

с гетерологичным полинуклеотидом, где указанная кассета расположена от 5' к 3' LTR и 3' к домену нук-

леиновой кислоты env, кодирующему оболочку ретровируса; и последовательности, действующие в цис-

положении, необходимые для обратной транскрипции, упаковки и интеграции в клетку-мишень, где RCR 

сохраняет более высокую репликативную компетентность после 6 пассажей по сравнению с вектором 

рАСЕ (SEQ ID NO: 21). В одном варианте осуществления полинуклеотидная последовательность ретро-

вируса получена из вируса лейкоза мышей (MLV), вируса мышиного лейкоза Молони (MoMLV), вируса 

лейкоза кошачьих или вируса лейкоза гиббонов (GALV). В другом варианте осуществления MLV пред-

ставляет собой амфотропный MLV. Еще в одном варианте осуществления ретровирус представляет со-

бой онкоретровирус. Еще в одном варианте осуществления клетка-мишень представляет собой клетку, 

имеющую нарушение клеточной пролиферации. Нарушение клеточной пролиферации может быть вы-

брано из группы, состоящей, но не ограничивающейся этим, из рака легких, рака толстой и прямой киш-

ки, рака груди, рака предстательной железы, рака мочевыводящих путей, рака матки, рака головного 

мозга, рака тканей головы и шеи, рака поджелудочной железы, меланомы, рака желудка и рака яичников, 

ревматоидного артрита и других аутоиммунных заболеваний. В одном варианте осуществления промо-

тор содержит CMV промотор, имеющий последовательность SEQ ID NO: 19, 20 или 22 от нуклеотида 1 

до примерно нуклеотида 582 и может включать модификацию одного или нескольких оснований нук-

леиновых кислот, и который способен направлять и инициировать транскрипцию. Еще в одном варианте 

осуществления промотор содержит последовательность SEQ ID NO: 19, 20 или 22 от нуклеотида 1 до 

примерно нуклеотида 582. В дополнительном варианте осуществления промотор содержит полинуклео-

тид с доменом CMV-R-U5. В одном варианте осуществления домен CMV-R-U5 содержит ранний промо-

тор из цитомегаловируса человека, связанный с областью MLV R-U5. Еще в одном варианте осуществ-

ления полинуклеотид с доменом CMV-R-U5 содержит последовательность SEQ ID NO: 19, 20 или 22 
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примерно от нуклеотида 1 до примерно нуклеотида 1202 или последовательности, которые по меньшей 

мере на 95% идентичны последовательности SEQ ID NO: 19, 20 или 22, где указанный полинуклеотид 

активизирует транскрипцию молекулы нуклеиновой кислоты, оперативно связанной с ним. В другом 

варианте осуществления gag и pol полинуклеотида получены из онкоретровируса. Домен gag нуклеино-

вой кислоты может содержать последовательность примерно от нуклеотида номер 1203 до примерно 

нуклеотида 2819 последовательности SEQ ID NO: 19 или последовательность, по меньшей мере на 95%, 

98, 99 или 99,8% идентичную ей. Домен pol может содержать последовательность примерно от нуклео-

тида номер 2820 до примерно нуклеотида 6358 последовательности SEQ ID NO: 19 или последователь-

ность, по меньшей мере на 95, 98, 99 или 99,9% идентичную ей. В одном варианте осуществления домен 

env кодирует амфотерный белок env. Домен env может содержать последовательность примерно от нук-

леотида номер 6359 до примерно нуклеотида 8323 последовательности SEQ ID NO: 19 или последова-

тельность, по меньшей мере на 95, 98, 99 или 99,8% идентичную ей. Домен IRES может представлять 

собой любой IRES, однако в одном варианте осуществления IRES получают из вируса энцефаломиокар-

дита. В дополнительном варианте осуществления IRES содержит последовательность примерно от нук-

леотида номер 8327 до примерно нуклеотида 8876 последовательности SEQ ID NO: 19 или последова-

тельность, по меньшей мере на 95, 98 или 99% идентичную ей. Еще в одном варианте осуществления 

гетерологичный полинуклеотид содержит полинуклеотид, имеющий последовательность SEQ ID NO: 3, 

5, 11, 13, 15 или 17. В дополнительном варианте осуществления гетерологичная последовательность ко-

дирует полипептид, содержащий последовательность SEQ ID NO: 4. Гетерологичная нуклеиновая кисло-

та является оптимизированной для кодонов человека и кодирует полипептид последовательности  

SEQ ID NO: 4. В дополнительном варианте осуществления гетерологичная нуклеиновая кислота содер-

жит последовательность SEQ ID NO: 19 примерно от нуклеотида номер 8877 примерно до 9353. В одном 

варианте осуществления 3' LTR получен из онкоретровируса. В дополнительном варианте осуществле-

ния 3' LTR содержит домен U3-R-U5. Еще в одном варианте осуществления 3' LTR содержит последова-

тельность SEQ ID NO: 19 примерно от нуклеотида 9405 примерно до 9998 или последовательность, ко-

торая по меньшей мере на 95, 98 или 99,5% идентична ей. 

Подробные описания одного или нескольких вариантов осуществления настоящего изобретения из-

ложены в сопровождающих чертежах и в описании, приведенном ниже. Другие особенности, задачи и 

преимущества будут очевидны из описания и чертежей и формулы изобретения. 

Краткое описание чертежей 

На фиг. 1A-1D представлено (а) схематическое изображение рекомбинантного ретровирусного век-

тора по настоящему изобретению; (b) плазмидная карта полинуклеотида по настоящему изобретению;  

(с и d) последовательность полинуклеотида по настоящему изобретению (SEQ ID NO: 19). 

На фиг. 2A-2D представлены схемы воспроизведения различных вариантов осуществления по на-

стоящему изобретению, включая полипептиды с CD, OPRT и UPRT активностью. 

На фиг. 3 показано, что наблюдаются более высокие уровни белка yCD2 по сравнению с белком 

yCD дикого типа в инфицированных клетках U-87. 

На фиг. 4 показана стабильность вектора, содержащего полипептид CD по настоящему изобрете-

нию, и сравнение с другими векторами по настоящему изобретению. 

На фиг. 5А-5В показано, что цитозиндезаминазная активность и вектор по настоящему изобрете-

нию обеспечивают сравнимую или лучшую экспрессию, и, следовательно, уничтожение инфицирован-

ных клеток крысы RG2 (5А) или U87 (5В) по сравнению с yCD активностью дикого типа (Т5.0007), когда 

инфицированные клетки подвергаются воздействию повышенных уровней 5-FC. 

На фиг. 6 показано, что специфическая активность в инфицированных клетках U87 T5.0002 (yCD2) 

выше, чем Т5.0001 (частично оптимизированная yCD), которая выше, чем Т5.0007 (wt yCD). 

Одинаковые обозначения на различных чертежах означают одинаковые элементы. 

Подробное описание 

Используемые в контексте настоящего изобретения и в прилагаемой формуле изобретения формы 

единственного числа включают обозначения множественного числа, если из контекста явным образом не 

следует иное. Таким образом, например, ссылка на "клетку" означает множество таких клеток, а ссылка 

на "средство" включает ссылку на одно или несколько средств, известных специалистам в данной облас-

ти, и так далее. 

Также использование "или" означает "и/или", если не указано иное. Аналогичным образом, "содер-

жат", "содержит", "содержащий", "включают", "включает" и "включающий" являются взаимозаменяе-

мыми и не предназначены для ограничения. 

Далее должно быть понятно, что в тех случаях, когда в описаниях различных вариантов осуществ-

ления используется термин "включающий", специалисту в данной области было бы понятно, что в неко-

торых особых случаях вариант осуществления альтернативно может быть описан с использованием фор-

мулировки "по существу состоящий из" или "состоящий из". 

Если не определено иное, все технические и научные термины, используемые в настоящем описа-

нии, имеют те же значения, обычно понимаемые специалистом в области, к которой относится настоя-

щее изобретение. Хотя способы и материалы, сходные или эквивалентные описанным в настоящем до-
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кументе, могут быть использованы при осуществлении описанных способов и композиций, в настоящем 

патенте описываются приводимые в качестве примера способы, устройства и материалы. 

Публикации, рассмотренные выше и по всему тексту, представлены только для их раскрытия до да-

ты подачи настоящей заявки. Ничто в настоящем описании не должно рассматриваться как признание 

того, что авторы изобретения не имеют права относить к более ранней дате такое описание в соответст-

вии с предшествующим описанием. 

Цитозиндезаминаза (ЕС 3.5.4.1) представляет собой фермент, который катализирует химическую 

реакцию: 

 
Следовательно, два субстрата этого фермента представляют собой цитозин и H2O, тогда как двумя 

продуктами этого фермента являются урацил и NH3. Этот фермент принадлежит семейству гидролаз, 

которые действуют на углерод-азотные связи, отличные от пептидных связей, в частности, в цикличе-

ских амидинах. Систематическим названием этого класса ферментов является цитозинаминогидролаза. 

Этот фермент также называют изоцитозиндезаминаза. Этот фермент участвует в метаболизме пирими-

дина. 

Более конкретно, цитозиндезаминаза представляет собой фермент, вовлеченный в метаболический 

путь пиримидинов, через который трансформируется экзогенный цитозин, посредством гидролитическо-

го дезаминирования, в урацил. Активности цитозиндезаминазы (CD-азы или CD) были продемонстриро-

ваны у прокариотов и низших эукариот, но они отсутствуют у млекопитающих (Koechlin et al., 1966,  

Biochem. Pharmacol. 15, 435-446; Polak et al., 1976, Chemotherapy, 22, 137-153). Ген FCY1 Saccharomyces 

cerevisiae (S.cerevisiae) и ген coda E.coli, которые кодируют соответственно CD-азу этих двух организ-

мов, известны, и их последовательности опубликованы (ЕР 402108; Erbs et al., 1997, Curr. Genet. 31, 1-6; 

WO 93/01281). CD-аза также дезаминирует аналог цитозина, 5-фторцитозин (5-FC) в 5-фторурацил  

(5-FU), который является высокотоксичным соединением, в частности, когда он превращается в 5-фтор-

UMP (5-FUMP). Клетки, лишенные CD-азной активности либо вследствие инактивирующей мутации 

гена, кодирующего этот фермент, либо вследствие природной недостаточности этого фермента (напри-

мер, клетки млекопитающих), являются резистентными к 5-FC (Jund and Lacroute, 1970, J. Bacteriol. 102, 

607-615; Kilstrup et al., 1989, J. Bacteriol., 171, 2124-2127). С другой стороны, было показано, что возмож-

но передать 5-FC чувствительность клеткам млекопитающих, в которые была перенесена последователь-

ность, кодирующая CD-азную активность (Huber et al., 1993, Cancer Res. 53, 4619-4626; Mullen et al., 

1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 33-37; WO 93/01281). Соответственно, использование CD является 

предпочтительным применительно к генной терапии, в частности генной терапии злокачественных опу-

холей. 

Однако чувствительность к 5-FC сильно варьирует в зависимости от клеточных линий. Низкая чув-

ствительность наблюдается, например, в линиях опухолей человека PANC-1 (карцинома поджелудочной 

железы) и SK-BR-3 (аденокарцинома молочной железы), трансдуцированных ретровирусом, экспресси-

рующим ген coda E.coli (Harris et al., 1994, Gene Therapy 1, 170-175). Этот феномен объясняется отсутст-

вием или слабой эндогенной конверсией 5-FU, образованного ферментативным действием CD-азы, в ци-

тотоксический 5-FUMP. Эта стадия, которая обычно происходит в клетках млекопитающих под действи-

ем оротатфосфорибозилтрансферазы (OPRT-азы), может отсутствовать в некоторых опухолях и, следо-

вательно, делать неэффективной генную терапию на основе CD-азы. У прокариот и низших эукариот 

урацил трансформируется в UMP через действие урацилфосфорибозилтрансферазы (UPRT-азной актив-

ности). Этот фермент также превращает 5-FU в 5-FUMP. Важно то, что бактериальная урацилфосфори-

бозилтрансфераза (UPRT) является функционально эквивалентной оротатфосфорибозилтрансферазе 

(OPRT) или уридин-5'-монофосфатсинтазе клеток млекопитающих. Эти ферменты опосредуют превра-

щение 5-фторурацила (5-FU) (фторированного аналога урацила) в 5-фторуридин 5'-монофосфат  

(5-FUMP). 5-фторуридин 5' монофосфат впоследствии превращается в 5-FdUDP и FdUTP посредством de 

novo пиримидинового пути млекопитающих. Каждая 5-FdUTP является необратимым ингибитором ти-

мидилатсинтазы (Thy-A) и в результате приводит к истощению dTTP. Принято считать, что это превра-

щение является одним из необходимых путей для достижения цитотоксических эффектов 5-фторурацила 

и что бактериальная урацилфосфорибозилтрансфераза бактериального происхождения способна превра-

щать 5-фторурацил в такой же активный метаболит, как оротатфосфорибозилтрансфераза млекопитаю-

щих. В отсутствие UPRT-азной активности или OPRT-азной активности 5-FU, возникающий в результате 

дезаминирования 5-FC под действием CD-азы, не трансформируется в цитотоксический 5-FUMP (Jund 

and Lacroute, 1970, J. Bacteriol. 102, 607-615). 

"Мутация" означает любой процесс или механизм, который в результате приводит к получению му-

тантного белка, фермента, полинуклеотида, гена или клетки. Мутация включает в себя любую мутацию, 

в которой белок, фермент, полинуклеотид или генная последовательность изменены, любое определяе-

мое изменение в клетке, возникающее в результате такой мутации. Обычно мутация происходит в поли-

нуклеотидной или генной последовательности путем точковых мутаций, делеций или вставок единично-

го или множественных нуклеотидных остатков. Мутация включает полинуклеотидные изменения, воз-

никающие в области гена, кодирующего белок, а также изменения в областях вне последовательности, 
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кодирующей белок, такой как, но не только, регуляторные или промоторные последовательности. Мута-

ция в гене может быть "молчащей", т.е. не отражающейся в изменении аминокислот при экспрессии, 

приводя к варианту гена с "консервативной последовательностью". В основном это происходит, когда 

одна аминокислота соответствует более чем одному кодону. 

Неограничивающие примеры модифицированной аминокислоты включают гликозилированную 

аминокислоту, сульфатированную аминокислоту, пренилированную (например, фарнезилированную, 

геранилгеранилированную) аминокислоту, ацетилированную аминокислоту, ацилированную кислоту, 

пегилированную аминокислоту, биотинилированную аминокислоту, карбоксилированную аминокисло-

ту, фосфорилированную аминокислоту и подобное. Ссылки, достаточные для инструктирования специа-

листа в отношении модификации аминокислот, в большом количестве встречаются повсюду в литерату-

ре. Примеры протоколов находятся у Walker (1998), Protein Protocols on CD-ROM (Humana Press, Towata, 

N.J.). 

Для иллюстрации, последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующие UPRT-азы Е.coli  

(Anderson et al., 1992, Eur. J. Biochem 204, 51-56), Lactococcus lactis (Martinussen and Hammer, 1994, J. 

Bacteriol. 176, 6457-6463), Mycobacterium bovis (Kim et al., 1997, Biochem Mol. Biol. Int. 41, 1117-1124) и 

Bacillus subtilis (Martinussen et al., 1995, J. Bacteriol. 177, 271-274), могут быть использованы в контексте 

настоящего изобретения. Однако использование UPRT-азы дрожжей и, в частности, кодируемой геном 

FUR1 S.cerevisiae, последовательность которого описана у Kern et al. (1990, Gene 88, 149-157), включено 

в настоящее описание для ссылки. Чтобы обратить внимание, последовательности генов и последова-

тельности соответствующих UPRT-аз могут быть найдены в литературе и специализированных базах 

данных (SWISSPROT, EMBL, Genbank Medline, etc.). 

"Белок" или "полипептид" - термины, которые используются в настоящем описании взаимозаме-

няемо, содержат одну или несколько цепей химических структурных элементов, называемых аминокис-

лотами, которые связаны вместе химическими связями, называемыми пептидными связями. 

"Фермент" означает любое вещество, предпочтительно состоящее полностью или в значительной 

степени из белка, которое катализирует или активизирует более или менее специфично одну или не-

сколько химических или биохимических реакций. Термин "фермент" также может относиться к катали-

тическому полинуклеотиду (например, РНК или ДНК). "Нативный" белок, фермент, полинуклеотид, ген 

или клетка, или белок, фермент, полинуклеотид, ген или клетка "дикого типа" означают белок, фермент, 

полинуклеотид, ген или клетку, которые встречаются в природе. 

Термин "оперативно связанный" или "оперативно ассоциированный" относится к функциональной 

связи или ассоциации между регуляторной последовательностью и полинуклеотидом, регулируемым 

этой регуляторной последовательностью или между двумя различными полипептидами или полинуклео-

тидами, кодирующими такие полипептиды. 

"Консервативная аминокислотная замена" или просто "консервативные варианты" конкретной по-

следовательности относятся к замене одной аминокислоты или ряда аминокислот, по существу, на иден-

тичные аминокислотные последовательности. Специалисту в данной области будет понятно, что инди-

видуальные замены, делеции или добавления, которые изменяют, добавляют или удаляют единичную 

аминокислоту или процентное содержание аминокислот в кодируемой последовательности, приводят к 

"консервативным вариантам", в которых изменения приводят к делеции аминокислоты, добавлению 

аминокислоты или замене аминокислоты химически сходной аминокислотой. 

Таблицы консервативных замен, представляющие функционально сходные аминокислоты, хорошо 

известны из уровня техники. Например, одна группа консервативных замен включает аланин (А), серин 

(S) и треонин (Т). Другая группа консервативных замен включает аспарагиновую кислоту (D) и глутами-

новую кислоту (Е). Другая группа консервативных замен включает аспарагин (N) и глутамин (Q). Еще 

одна группа консервативных замен включает аргинин (R) и лизин (K). Другая группа консервативных 

замен включает изолейцин (I), лейцин (L), метионин (М) и валин (V). Другая группа консервативных 

замен включает фенилаланин (F), тирозин (Y) и триптофан (W). 

Таким образом, "консервативные аминокислотные замены" перечисленных полипептидных после-

довательностей (например, SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 11, 12, 13 и т.д.) включают замены процентного со-

держания, обычно менее 10%, аминокислот полипептидной последовательности, консервативно выбран-

ной аминокислотой той же группы консервативных замен. 

Соответственно, консервативно замещенный вариант полипептида по настоящему изобретению 

может содержать 100, 75, 50, 25 или 10 замен консервативно замещенных вариантом той же группы кон-

сервативных замен. 

"Активность" фермента представляет собой критерий его способности катализировать реакцию, т.е. 

"функционировать", и может быть выражена как скорость, с которой образуется продукт реакции. На-

пример, активность фермента может быть представлена как количество продукта, образованного за еди-

ницу времени или на единицу фермента (например, концентрация или масса) или в значениях аффинно-

сти или констант диссоциации. Используемая взаимозаменяемо в контексте настоящего изобретения 

"цитозиндезаминазная активность", "биологическая активность цитозиндезаминазы" или "функциональ-

ная активность цитозиндезаминазы" относится к активности, проявляемой белком или полипептидом 
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цитозиндезаминазы по настоящему изобретению, в отношении субстрата цитозиндезаминазы, как опре-

делено in vivo или in vitro, в соответствии со стандартными методиками. Анализы для измерения цито-

зиндезаминазной активности известны из уровня техники. Например, цитозиндезаминазную активность 

можно измерить путем определения скорости превращения 5-FC в 5-FU или цитозина в урацил. Опреде-

ление 5-FC, 5-FU, цитозина и урацила может быть выполнено с помощью хроматографии и других спо-

собов, известных из уровня техники. 

Специалисту в данной области будет понятно, что многие консервативные варианты конструкций 

нуклеиновой кислоты, которые описаны, дают на выходе функционально идентичную конструкцию. На-

пример, как рассмотрено выше, вследствие вырожденности генетического кода "молчащие замены" (т.е. 

замены в последовательности нуклеиновой кислоты, которая в результате не приводит к изменению в 

кодируемом полипептиде) означали свойство каждой последовательности нуклеиновой кислоты, которая 

кодирует аминокислоту. Специалистам в данной области будет понятно, что вследствие вырожденности 

генетического кода может быть получено множество нуклеотидных последовательностей, кодирующих 

модифицированные цитозиндезаминазные полипептиды, некоторые из которых несут существенную 

идентичность с последовательностями нуклеиновых кислот, явным образом описанных в настоящем 

изобретении. Например, кодоны AGA, AGG, CGA, CGC, CGG и CGU - все кодируют аминокислоту ар-

гинин. Таким образом, в каждом положении в нуклеиновых кислотах по настоящему изобретению, где 

аргинин определен кодоном, этот кодон может быть изменен в любой из соответствующих кодонов, опи-

санных выше, без изменения кодируемого полипептида. Понятно, что U в последовательности РНК со-

ответствует Т в последовательности ДНК. 

Аналогично, "консервативные аминокислотные замены", в одной или нескольких аминокислотах в 

аминокислотной последовательности, замещенные другими аминокислотами с очень похожими свойст-

вами, также легко идентифицируются как в высокой степени сходные с описанной конструкцией. Такие 

консервативные варианты каждой описанной последовательности являются особенностью полипепти-

дов, представленных в настоящем описании. 

"Консервативные варианты" представляют собой белки или ферменты, в которых заданный амино-

кислотный остаток был заменен без изменения в целом конформации и функции белка или фермента, 

включая, но не ограничиваясь этим, замену аминокислоты аминокислотой, обладающей похожими свой-

ствами, включая полярный или неполярный характер, размер, форму и заряд. Аминокислоты, отличные 

от аминокислот, указанных в качестве консервативных, могут отличаться в белке или ферменте так, что-

бы сходство процентного состава белка или аминокислотной последовательности между любыми двумя 

белками аналогичной функции могли варьировать и могли составлять, например, по меньшей мере 30%, 

по меньшей мере 50%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 80% или по меньшей мере 90%, как оп-

ределено в соответствии со схемой выравнивания. Как изложено в настоящем описании, "сходство по-

следовательностей" означает степень, до которой нуклеотидные или белковые последовательности яв-

ляются родственными. Степень сходства между двумя последовательностями может быть основана на 

проценте идентичности последовательностей и/или консервативности. "Идентичность последовательно-

стей" в настоящем описании означает степень, до которой две нуклеотидные или аминокислотные по-

следовательности являются инвариантными. "Выравнивание последовательностей" означает процесс 

выстраивания в одну линию двух или более последовательностей для достижения максимальных уров-

ней идентичности (и, в случае аминокислотных последовательностей, консервативности) для целей оп-

ределения степени сходства. Многочисленные способы выравнивания последовательностей и определе-

ния сходства/идентичности известны из уровня техники, например, такие как кластерный метод, в кото-

ром сходство основано на алгоритме MEGALIGN, а также BLASTN, BLASTP и FASTA (Lipman and 

Pearson, 1985; Pearson and Lipman, 1988). При использовании всех этих программ предпочтительными 

параметрами настройки являются те, которые в результате приводят к наибольшему сходству последова-

тельностей. Например, "идентичность" или "процент идентичности" в отношении конкретной пары вы-

равниваемых аминокислотных последовательностей может относиться к проценту идентичности амино-

кислотных последовательностей, полученному с помощью анализа ClustalW (версия W 1.8, доступная от 

Европейского института биоинформатики, Cambridge, UK), подсчета числа идентичных соответствий в 

выравнивании и деления этого числа идентичных соответствий на наибольшее из следующих показате-

лей: (i) длина выравниваемых последовательностей и (ii) 96, и используя следующие параметры по 

умолчанию ClustalW для достижения медленных/точных попарных выравниваний-штраф за открытый 

разрыв: 10; штраф за удлинение разрыва: 0,10; матрица массы белка: Gonnet series; матрица массы ДНК: 

IUB; Toggle Slow/Fast попарные выравнивания = SLOW или FULL Alignment. 

Две последовательности являются "оптимально выровненными", когда они выровнены по баллам 

сходства с использованием определенной матрицы аминокислотных замен (например, BLOSUM62), 

штрафа за разрыв и штрафа за удлинение разрыва, чтобы получить наиболее высокий балл, возможный 

для этой пары последовательностей. Матрицы аминокислотных замен и их использование в количест-

венном определении сходства между двумя последовательностями хорошо известны из уровня техники и 

описаны, например, у Dayhoff et al. (1978), "A model of evolutionary change in proteins" в "Atlas of Protein 

Sequence и Structure", Vol. 5, Suppl. 3 (ed. M.O. Dayhoff), p. 345-352. Natl. Biomed. Res. Found., Washing-
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ton, D.C. и Henikoffet al. (1992), Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 89: 10915-10919. Матрицу BLOSUM62 (фиг. 

10) зачастую используют в качестве подстановочной матрицы по умолчанию для подсчета баллов в про-

токолах выравнивания последовательностей, таких как Gapped BLAST 2.0. Штраф за разрыв налагается 

на введение одного аминокислотного разрыва в одной из выровненных последовательностей, и штраф за 

удлинение разрыва налагается на каждое дополнительное пустое положение аминокислоты, включенное 

в уже открытый разрыв. Выравнивание определяется положениями аминокислот каждой последователь-

ности, в которой выравнивание начинается и заканчивается, и необязательно вставкой разрыва или мно-

гочисленных разрывов в одной или обеих последовательностях для достижения наиболее возможного 

балла. Хотя оптимальное выравнивание и подсчет баллов может проводиться вручную, этот процесс об-

легчается использованием компьютерного алгоритма выравнивания, например, содержащий разрывы 

BLAST 2.0, описанный у Altschul et al. (1997) Nucl. Acids Res. 25: 3389-3402, и сделанный общедоступ-

ным на National Center for Biotechnology Information (NCBI) Website (www.ncbi.nlm.nih.gov). Оптималь-

ные выравнивания, в том числе множественные выравнивания, могут быть получены с использованием, 

например, PSI-BLAST, доступного через веб-сайт NCB1 и описанный Altschul et al. (1997), Nucl. Acids 

Res. 25:3389-3402. 

В отношении аминокислотной последовательности, которая является оптимально выровненной с 

эталонной последовательностью, аминокислотный остаток "соответствует" положению в эталонной по-

следовательности, с которой этот остаток образует пару при выравнивании. "Положение" обозначается 

числом, которое последовательно определяет каждую аминокислоту в эталонной последовательности на 

основании ее положения относительно N-конца. Вследствие делеций, вставок, усечений, слияний и т.д., 

которые должны быть приняты во внимание при определении оптимального выравнивания, вообще, но-

мер аминокислотного остатка в тестируемой последовательности, определяемый простым подсчетом от 

N-конца, не обязательно будет таким же, как номер его соответствующего положения в эталонной по-

следовательности. Например, в том случае, когда имеет место делеция в выравниваемой тестируемой 

последовательности, там не будет аминокислоты, которая соответствует положению в эталонной после-

довательности в месте делеций. В том случае, когда имеет место вставка в выравниваемой эталонной 

последовательности, эта вставка не будет соответствовать какому-либо положению аминокислот в эта-

лонной последовательности. В случае усечений или слияний, могут быть участки аминокислот либо в 

эталонной, либо выравниваемой последовательности, которые не соответствуют какой-либо аминокис-

лоте в соответствующей последовательности. 

Неконсервативными модификациями конкретного полипептида являются модификации, которые 

заменяют любую аминокислоту, не охарактеризованные как консервативная замена, например любая 

замена, которая пересекает связи шести групп, изложенных выше. Эти замены включают замены основ-

ных или кислых аминокислот нейтральными аминокислотами (например, Asp, Glu, Asn или Gln на Val, 

Ile, Leu или Met), ароматической аминокислоты - основными или кислыми аминокислотами (например, 

Phe, Tyr или Trp на Asp, Asn, Glu или Gln) или любую другую замену, не заменяющую аминокислоту 

подобной аминокислотой. Основные боковые цепи включают лизин (K), аргинин (R), гистидин (Н); кис-

лые боковые цепи включают аспарагиновую кислоту (D), глутаминовую кислоту (E); незаряженные по-

лярные боковые цепи включают глицин (G), аспарагин (N), глутамин (Q), серин (S), треонин (Т), тирозин 

(Y), цистеин (С); неполярные боковые цепи включают аланин (А), валин (V), лейцин (L), изолейцин (I), 

пролин (Р), фенилаланин (F), метионин (М), триптофан (W); бета-разветвленные боковые цепи включают 

треонин (Т), валин (V), изолейцин (I); ароматические боковые цепи включают тирозин (Y), фенилаланин 

(F), триптофан (W), гистидин (Н). 

В соответствии с этим некоторые аминокислотные остатки в определенных положениях в полипеп-

тиде "исключены" из консервативных аминокислотных замен. Например, в настоящем описании пред-

ставлен полипептид, содержащий последовательность SEQ ID NO: 4. В некоторых вариантах осуществ-

ления, полипептид может быть изменен консервативными аминокислотными заменами, как описано вы-

ше, однако некоторые остатки желательно оставлять незамещенными, например остатки в положениях 

23, 108 и 140. 

"Родительский" белок, фермент, полинуклеотид, ген или клетка представляют собой любой белок, 

фермент, полинуклеотид, ген или клетку, из которой любой другой белок, фермент, полинуклеотид, ген 

или клетка, происходят или получены с помощью любых способов, инструментов или методик, а сам 

родительский вариант может являться или может не являться природным или мутантным. Родительский 

полинуклеотид или ген кодирует родительский белок или фермент. 

Полинуклеотид, полипептид или другой компонент является "выделенным", когда он частично или 

полностью отделен от компонентов, с которыми он обычно связан (других белков, нуклеиновых кислот, 

клеток, синтетических реагентов и т.д.). Нуклеиновая кислота или полипептид являются "рекомбинант-

ными", когда они являются искусственными или сконструированными или получены из искусственного 

или сконструированного белка или нуклеиновой кислоты. Например, полинуклеотид, который встроен в 

вектор или любое другое гетерологичное положение, например в геном рекомбинантного организма, так, 

чтобы он не был связан с нуклеотидными последовательностями, которые обычно фланкируют полинук-

леотид, в том виде, как он находится в природе, представляет собой рекомбинантный полинуклеотид. 
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Белок, экспрессируемый in vitro или in vivo из рекомбинантного полинуклеотида является примером ре-

комбинантного полипептида. Аналогично этому, полинуклеотидная последовательность, которая не 

встречается в природе, например вариант природного гена, является рекомбинантной. 

Важно отметить, что некоторые специфические, важные и достоверные применения CD полинук-

леотидов не требуют, чтобы этот полинуклеотид кодировал полипептид со значительной CD активно-

стью или даже активностью варианта CD. Например, CD полинуклеотиды, которые не кодируют актив-

ные ферменты, могут быть ценными источниками родительских полинуклеотидов для применения в ме-

тодиках диверсификации для получения вариантов CD полинуклеотида или не-CD полинуклеотидов, с 

желаемыми функциональными свойствами (например, высокой kcat или kcat/Km, низкой Km, высокой ста-

бильностью в отношении нагревания или других факторов окружающей среды, высокой скоростью тран-

скрипции или трансляции, устойчивости к протеолитическому расщеплению и т.д.). 

CD полинуклеотиды, в том числе нуклеотидные последовательности, которые кодируют CD поли-

пептиды и их варианты, фрагменты полипептидов CD, родственные слитые белки или их функциональ-

ные эквиваленты, используют в рекомбинантных молекулах ДНК, которые направляют экспрессию по-

липептидов CD в соответствующих клетках-хозяевах, таких как бактериальные клетки. Вследствие при-

сущей генетическому коду вырожденности другие последовательности нуклеиновой кислоты, которые 

кодируют, по существу, такую же или функционально эквивалентную аминокислотную последователь-

ность, также могут быть использованы для клонирования и экспрессии полинуклеотидов CD. 

Используемый в настоящем описании термин "клетка-хозяин" включает клетку любого типа, кото-

рая подвержена трансформации конструкцией нуклеиновой кислоты. Термин "трансформация" означает 

введение чужеродного (например, постороннего или внеклеточного) гена, последовательности ДНК или 

РНК в клетку-хозяина так, чтобы клетка-хозяин экспрессировала введенный ген или последовательность 

для продукции желаемого вещества, обычно белка или фермента, кодируемого введенным геном или 

последовательностью. Введенный ген или последовательность может включать регуляторные или кон-

трольные последовательности, например стартовую, стоп, промоторную, сигнальную, секретируемую 

или другие последовательности, используемые генетическим аппаратом клетки. Клетка-хозяин, которая 

получает и экспрессирует введенную ДНК или РНК, была "трансформирована" и является "трансфор-

мантом" или "клоном". ДНК или РНК, введенная в клетку-хозяина, может быть получена из любого ис-

точника, в том числе клеток того же рода или вида, как клетка-хозяин или клеток другого рода или вида. 

Как будет понятно специалисту в данной области, может быть предпочтительным модифицировать 

кодирующую последовательность для усиления ее экспрессии в конкретной клетке-хозяине. Генетиче-

ский код дублируется 64 возможными кодонами, но большинство организмов предпочтительно исполь-

зуют подгруппу этих кодонов. Кодоны, которые используются наиболее часто в видах, называют опти-

мальными кодонами, а те, которые не используются очень часто, классифицируют как редкие или редко-

используемые кодоны (см., например, Zhang et al. (1991), Gene, 105:61-72). Кодоны могут быть заменены 

для отражения предпочтительной частоты использования кодонов клетки-хозяина, процесс - иногда на-

зываемый "оптимизацией кодона" или "контролем за отклонением разновидности кодонов". 

Оптимизированные кодирующие последовательности, содержащие кодоны, предпочтительные у 

конкретной прокариотической или эукариотической клетки-хозяина (см., также Murray et al. (1989), Nucl. 

Acids Res. 17:477-508) могут быть получены, например, для увеличения скорости трансляции или для 

получения рекомбинантных РНК транскриптов, обладающих желаемыми свойствами, такими как более 

длинный период полужизни, по сравнению с транскриптами, продуцируемыми из неоптимизированной 

последовательности. Стоп-кодоны трансляции также могут быть модифицированы для отражения пред-

почтения клетки-хозяина. Например, предпочтительными стоп-кодонами для S.cerevisiae и млекопитаю-

щих являются UAA и UGA соответственно. 

Предпочтительным стоп-кодоном для однодольных растений является UGA, тогда как насекомые и 

Е.coli предпочитают использовать UAA в качестве стоп-кодона (Dalphin et al. (1996), Nucl. Acids Res. 24: 

216-218). 

Отклонения в частоте использования кодонов относятся к различиям среди организмов в частоте 

появления кодонов в последовательностях ДНК (генах), кодирующих белок. Кодон представляет собой 

серию трех нуклеотидов (триплетов), который кодирует определенный аминокислотный остаток в поли-

пептидной цепи. Поскольку в ДНК существует четыре нуклеотида, аденин (А), гуанин (G), цитозин (С) и 

тимин (Т), существует 64 возможных триплета, кодирующих 20 аминокислот, и три кодона терминации 

трансляции (нонсенс). Вследствие этой избыточности, все кроме двух аминокислот кодируются более 

чем одним триплетом. Различные организмы зачастую демонстрируют конкретные предпочтения одного 

из нескольких кодонов, которые кодируют одну и ту же аминокислоту. То, как это предпочтение возни-

кает, является очень обсуждаемой областью молекулярного развития. 

В основном является общепризнанным то, что предпочтения кодонов отражают баланс между му-

тационными отклонениями и природным отбором оптимизации трансляции. Оптимальные кодоны в бы-

строрастущих микроорганизмах, наподобие Escherichia coli или Saccharomyces cerevisiae (пекарских 

дрожжах), отражают состав их соответствующего геномного пула тРНК. Считается, что оптимальные 

кодоны помогают достигать более высоких скоростей трансляции и высокой точности. В результате этих 
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факторов ожидается, что трансляционная селекция является более сильной в высокоэкспрессируемых 

генах, которая необходима в случае указанных выше микроорганизмов. В других организмах, которые не 

демонстрируют высокие скорости роста или которые представляют небольшие геномы, оптимизация 

частоты использования кодонов обычно отсутствует и предпочтения кодонов определяются характерны-

ми мутационными отклонениями, наблюдаемыми в этом конкретном геноме. Примерами этого являются 

Homo sapiens (человек) и Helicobacter pylori. Организмы, которые демонстрируют промежуточный уро-

вень оптимизации использования кодонов, включают Drosophila melanogaster (плодовая мушка), Caenor-

habditis elegans (нематодные черви) или Arabidopsis thaliana (резуха). 

Термин "последовательности с оптимизированными кодонами" в основном относится к нуклеотид-

ным последовательностям, которые были оптимизированы для конкретных видов клеток-хозяев путем 

замены любых кодонов, имеющих частоту использования примерно менее 20%. Нуклеотидные последо-

вательности, которые были оптимизированы для экспрессии в заданных видах клеток-хозяев путем эли-

минации случайных последовательностей полиаденилирования, элиминации экзон/интронных сигналов 

сплайсинга, элиминации транспозон-подобных повторов и/или оптимизации содержания GC в дополне-

ние к оптимизации кодонов, называется в настоящем описании "последовательностями усиленной экс-

прессии". 

Таблица 1 

Частота использования кодонов человека и предпочтение кодонов. Для каждого кодона в таблице пока-

зана частота использования каждого кодона (на тысячу) в кодирующих областях человека (первая колон-

ка) и относительная частота каждого кодона среди синонимичных кодонов (вторая колонка) 

 

 
Специалисту в данной области будет понятно, что изменения могут быть введены путем мутации в 

нуклеотидные последовательности любых полинуклеотидов, кодирующих полипептид, изложенный в 

любой из последовательностей: SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 или 18 или имеющей нуклеотидную 

последовательность SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15 или 17, приводя, тем самым, к изменениям в ами-

нокислотной последовательности кодируемых белков. В некоторых случаях изменение приведет к изме-

ненной функции этого полипептида. В других случаях это изменение не будет изменять функциональ-

ную способность кодируемого полипептида. В основном замены, которые не изменяют функцию поли-

пептида, включают нуклеотидные замены, приводящие к аминокислотным заменам в "несущественных" 

аминокислотных остатках. "Несущественным" аминокислотным остатком является остаток, который 

может быть изменен из родительской последовательности без изменения биологической активности по-

лученного в результате полипептида, например, катализирующего превращение 5-FC в 5-FU. 

Также рассматриваются те ситуации, в которых желательно изменить активность родительского 

полинуклеотида, так, чтобы этот полипептид имел новую или повышенную активность в отношении 

конкретного субстрата или повышенную стабильность или сниженное разрушение. Понятно, что эти 

аминокислотные замены в основном не составляют "консервативные" замены. Вместо этого, эти замены 

составляют неконсервативные замены, введенные в последовательность для получения новой или улуч-

шенной активности. Например, последовательность SEQ ID NO: 1 предоставляет родительскую последо-

вательность нуклеиновой кислоты для цитозиндезаминазы S.cervisae (SEQ ID NO: 2 представляет соот-

ветствующий полипептид). Последовательность SEQ ID NO: 3 представляет последовательность нуклеи-

новой кислоты мутантной последовательности, которая включает аминокислотные замены, которые 

придают повышенную стабильность этому полипептиду. Соответственно, молекула нуклеиновой кисло-

ты, кодирующая аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 2, представляет "родительскую" мо-

лекулу нуклеиновой кислоты, которая может быть мутирована для получения молекулы нуклеиновой 
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кислоты, которая кодирует модифицированный полипептид, который включает аминокислотные замены. 

Также должно быть понятно, что модифицированный полипептид может составлять "родитель-

ский" полипептид из которого могут быть получены дополнительные замены. Соответственно, родитель-

ский полипептид и молекула нуклеиновой кислоты, которая кодирует родительский полипептид, вклю-

чает модифицированные полипептиды и не только последовательности "дикого типа". Например, поли-

нуклеотид последовательности SEQ ID NO: 5 представляет собой модифицированный полинуклеотид 

относительно последовательности SEQ ID NO: 1 (т.е. "родительский" полинуклеотид). Аналогично, по-

линуклеотид последовательности SEQ ID NO: 3 представляет собой модифицированный полинуклеотид 

относительно SEQ ID NO: 5. Соответственно, последовательность SEQ ID NO: 5 представляет собой ро-

дительскую последовательность SEQ ID NO: 3. 

Мутационные способы создания разнообразия включают, например, сайт-направленный мутагенез 

(Ling et al. (1997), "Approaches to DNA mutagenesis: an overview", Anal Biochem. 254(2):157-178; Dale et 

al., (1996), "Oligonucleotide-directed random mutagenesis using the phosphorothioate method", Methods Mol. 

Biol. 57:369-374; Smith (1985), "In vitro mutagenesis", Ann. Rev. Genet. 19:423-462; Botstein & Shortle 

(1985), "Strategies and applications of in vitro mutagenesis", Science 229:1193-1201; Carter (1986),  

"Site-directed mutagenesis", Biochem. J. 237:1-7; и Kunkel (1987), "The efficiency of oligonucleotide directed 

mutagenesis" в Nucleic Acids & Molecular Biology (Eckstein, F. and Lilley, D.M. J. eds., Springer Verlag,  

Berlin)); мутагенез с использованием матриц, содержащих урацил (Kunkel (1985), "Rapid and efficient  

site-specific mutagenesis without phenotypic selection", Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:488-492; Kunkel et al. 

(1987), "Rapid and efficient site-specific mutagenesis without phenotypic selection", Methods в Enzymol. 154, 

367-382; и Bass et al. (1988), "Mutant Trp repressors with new DNA-binding specificities", Science, 242:240-

245); олигонуклеотид-направленный мутагенез (Methods in Enzymol. 100: 468-500 (1983); Methods in  

Enzymol. 154: 329-350 (1987); Zoller & Smith (1982), "Oligonucleotide-directed mutagenesis using M13-

derived vectors: an efficient and general procedure for the production of point mutations in any DNA fragment", 

Nucleic Acids Res. 10:6487-6500; Zoller & Smith (1983), "Oligonucleotide-directed mutagenesis of DNA  

fragments cloned into M13 vectors" Methods in Enzymol. 100:468-500; и Zoller & Smith (1987), "Oligonucleo-

tide-directed mutagenesis: a simple method using two oligonucleotide primers and a single-stranded DNA  

template", Methods в Enzymol. 154:329-350); фосфоротиоат-модифицированный ДНК мутагенез (Taylor et 

al. (1985), "The use of phosphorothioate-modified DNA in restriction enzyme reactions to prepare nicked 

DNA", Nucl. Acids Res. 13:8749-8764; Taylor et al. (1985), "The rapid generation of oligonucleotide-directed 

mutations at high frequency using phosphorothioate-modified DNA", Nucl. Acids Res. 13: 8765-8787;  

Nakamaye & Eckstein (1986), "Inhibition of restriction endonuclease Nci I cleavage by phosphorothioate groups 

and its application to oligonucleotide-directed mutagenesis", Nucl. Acids Res. 14:9679-9698; Sayers et al. 

(1988), "Y-T Exonucleases in phosphorothioate-based oligonucleotide-directed mutagenesis", Nucl. Acids Res. 

16:791-802; и Sayers et al. (1988), "Strand specific cleavage of phosphorothioate-containing DNA by reaction 

with restriction endonucleases in the presence of ethidium bromide" Nucl. Acids Res. 16:803-814); мутагенез с 

использованием двухспиральной ДНК, содержащей разрывы (Kramer et al. (1984), "The gapped duplex 

DNA approach to oligonucleotide-directed mutation construction", Nucl. Acids Res. 12:9441-9456; Kramer & 

Fritz (1987), Methods in Enzymol. "Oligonucleotide-directed construction of mutations via. gapped duplex 

DNA", 154:350-367; Kramer et al. (1988), "Improved enzymatic in vitro reactions in the gapped duplex DNA 

approach to oligonucleotide-directed construction of mutations", Nucl. Acids Res. 16: 7207; и Fritz et al. (1988), 

"Oligonucleotide-directed construction of mutations: a gapped duplex DNA procedure without enzymatic  

reactions in vitro", Nucl. Acids Res. 16:6987-6999). 

Дополнительные подходящие способы включают мочковое исправление ошибок спаривания  

(Kramer et al. (1984), "Point Mismatch Repair", Cell 38:879-887), мутагенез с использованием штаммов-

хозяев с недостаточностью системы репарации (Carter et al. (1985), "Improved oligonucleotide site-directed 

mutagenesis using M13 vectors", Nucl. Acids Res. 13:4431-4443; и Carter (1987), "Improved  

oligonucleotide-directed mutagenesis using M13 vectors", Methods в Enzymol. 154:382-403), делеционный 

мутагенез (Eghtedarzadeh & Henikoff (1986), "Use of oligonucleotides to generate large deletions", Nucl.  

Acids Res. 14:5115), рестрикцию-селекцию и рестрикцию-очистку (Wells et al. (1986), "Importance of  

hydrogen-bond formation in stabilizing the transition state of subtilisin", Phil. Tirans. R. Soc. Lond. A 317:415-

423), мутагенез с помощью суммарного синтеза генов (Nambiar et al. (1984), "Total synthesis and cloning of 

a gene coding for the ribonuclease S protein", Science 223:1299-1301; Sakamar и Khorana (1988), "Total  

synthesis and expression of a gene for the a-subunit of bovine rod outer segment guanine nucleotide-binding 

protein (transducin)", Nucl. Acids Res. 14:6361-6372; Wells et al. (1985), "Cassette mutagenesis: an efficient 

method for generation of multiple mutations at defined sites", Gene 34:315-323; и Grundstrom et al. (1985), 

"Oligonucleotide-directed mutagenesis by microscale "shot-gun", gene synthesis", Nucl. Acids Res. 13:3305-

3316); репарацию двухспиральных разрывов (Mandecki (1986); Arnold (1993), "Protein engineering for  

unusual environments", Current Opinion в Biotechnology 4:450-455; и "Oligonucleotide-directed double-strand 

break repair in plasmids of Escherichia coli: a method for site-specific mutagenesis", Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA, 83:7177-7181). Дополнительные подробности, касающиеся многих из указанных выше способов, 

можно найти в Methods in Enzymology Volume 154, которые также описывают полезные способы контро-
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ля для решения проблем поиска неисправностей с использованием различных способов мутагенеза. 

Дополнительные подробности, касающиеся различных способов создания разнообразия, можно 

найти в следующих патентах США, публикациях РСТ и публикациях ЕРО: патент США № 5605793 на 

имя Stemmer (25 февраля 1997 г.), "Methods for In vitro Recombination", патент США № 5811238 на имя 

Stemmer et al. (22 сентября 1998 г.), "Methods for Generating Polynucleotides having Desired Characteristics 

by Iterative Selection and Recombination", патент США № 5830721 на имя Stemmer et al. (3 ноября 1998 г.), 

"DNA Mutagenesis by Random Fragmentation and Reassembly", патент США № 5834252 на имя Stemmer, et 

al. (10 ноября 1998 г.), "End-Complementary Polymerase Reaction", патент США № 5837458 на имя Min-

shull, et al. (17 ноября 1998 г), "Methods and Compositions for Cellular and Metabolic Engineering",  

WO 95/22625, Stemmer и Crameri, "Mutagenesis by Random Fragmentation and Reassembly", WO 96/33207, 

поданной Stemmer и Lipschutz "End Complementary Polymerase Chain Reaction", WO 97/20078, поданной 

Stemmer и Crameri "Methods for Generating Polynucleotides having Desired Characteristics by Iterative  

Selection and Recombination", WO 97/35966, поданной Minshull и Stemmer, "Methods and Compositions for 

Cellular and Metabolic Engineering", WO 99/41402, поданной Punnonen et al. "Targeting of Genetic Vaccine 

Vectors", WO 99/41383, поданной Punnonen et al. "Antigen Library Immunization", WO 99/41369, поданной 

Punnonen et al. "Genetic Vaccine Vector Engineering", WO 99/41368, поданной Punnonen et al. "Optimization 

of Immunomodulatory Properties of Genetic Vaccines", EP 752008, поданной Stemmer и Crameri, "DNA  

Mutagenesis by Random Fragmentation and Reassembly", EP 0932670, поданной Stemmer "Evolving Cellular 

DNA Uptake by Recursive Sequence Recombination", WO 99/23107, поданной Stemmer et al., "Modification 

of Virus Tropism and Host Range by Viral Genome Shuffling", WO 99/21979, поданной Apt et al., "Human 

Papillomavirus Vectors", WO 98/31837, поданной del Cardayre et al. "Evolution of Whole Cells and  

Organisms by Recursive Sequence Recombination", WO 98/27230, поданной Patten и Stemmer, "Methods and 

Compositions for Polypeptide Engineering", WO 98/13487, поданной Stemmer et al., "Methods for  

Optimization of Gene Therapy by Recursive Sequence Shuffling and Selection", WO 00/00632, "Methods for 

Generating Highly Diverse Libraries", WO 00/09679, "Methods for Obtaining in vitro Recombined  

Polynucleotide Sequence Banks and Resulting Sequences", WO 98/42832, поданной Arnold et al.,  

"Recombination of Polynucleotide Sequences Using Random or Defined Primers", WO 99/29902, поданной 

Arnold et al., "Method for Creating Polynucleotide and Polypeptide Sequences", WO 98/41653, поданной Vind, 

"An in vitro Method for Construction of a DNA Library", WO 98/41622, поданной Borchert et al., "Method for 

Constructing a Library Using DNA Shuffling", WO 98/42727, поданной Pati and Zarling, "Sequence  

Alterations using Homologous Recombination", WO 00/18906, поданной Patten et al., "Shuffling of  

Codon-Altered Genes", WO 00/04190, поданной del Cardayre et al. "Evolution of Whole Cells and Organisms 

by Recursive Recombination", WO 00/42561, поданной Crameri et al., "Oligonucleotide Mediated Nucleic  

Acid Recombination", WO 00/42559, поданной Selifonov и Stemmer "Methods of Populating Data Structures 

for Use in Evolutionary Simulations", WO 00/42560, поданной Selifonov et al., "Methods for Making Character 

Strings, Polynucleotides & Polypeptides Having Desired Characteristics", WO 01/23401, поданной Welch et 

al., "Use of Codon-Varied Oligonucleotide Synthesis for Synthetic Shuffling" и WO 01/64864 "Single-Stranded 

Nucleic Acid Template-Mediated Recombination and Nucleic Acid Fragment Isolation", поданной Affholter. 

Термины "вектор", "векторная конструкция" и "вектор экспрессии" означают носитель, с помощью 

которого последовательность ДНК или РНК (например, чужеродный ген) может быть встроена в клетку-

хозяина так, чтобы трансформировать клетку-хозяина и активизировать экспрессию (например, транс-

крипцию и трансляцию) встроенной последовательности. Векторы обычно содержат ДНК трансмиссив-

ного агента, в который чужеродную ДНК, кодирующую белок, встраивают с помощью технологии фер-

ментов рестрикции. Обычным типом вектора является "плазмида", которая в основном представляет со-

бой замкнутую молекулу двухспиральной ДНК, которая легко может принимать дополнительную (чуже-

родную) ДНК, и которую легко можно встраивать в подходящую клетку-хозяина. Большое число векто-

ров, в том числе плазмид и грибных векторов, было описано для репликации и/или экспрессии в разно-

образных эукариотических и прокариотических клетках-хозяевах. Неограничивающие примеры вклю-

чают pKK плазмиды (Clonetech), pUC плазмиды, рЕТ плазмиды (Novagen, Inc., Madison, Wis.), pRSET 

или pREP плазмиды (Invitrogen, San Diego, Calif.) или pMAL плазмиды (New England Biolabs, Beverly, 

Mass.) и многие соответствующие клетки-хозяева, используя способы, описанные или процитированные 

в настоящем описании или иным образом известные специалистам в релевантной области. Рекомбинант-

ные клонирующие векторы зачастую будет включать одну или несколько систем репликации для клони-

рования или экспрессии, один или несколько маркеров для селекции в клетке-хозяине, например рези-

стентность к антибиотикам, и одну или несколько экспрессионных кассет. 

Термины "экспрессируют" и "экспрессия" означают предоставление возможности или осуществле-

ние реализации информации в гене или последовательности ДНК, например, продукцию белка путем 

активации клеточных функций, вовлеченных в транскрипцию и трансляцию соответствующего гена или 

последовательности ДНК. Последовательность ДНК экспрессируется в клетке или клеткой для образова-

ния "продукта экспрессии", такого как белок. Также можно сказать, что сам продукт экспрессии, напри-

мер полученный в результате белок, "экспрессирован" клеткой. Полинуклеотид или полипептид экспрес-

сируется рекомбинантно, например, когда он экспрессируется или продуцируется в чужеродной клетке-
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хозяине под контролем чужеродного или нативного промотора или в нативной клетке-хозяине под кон-

тролем чужеродного промотора. 

В одном варианте осуществления вирусный вектор может быть репликационно-компетентным рет-

ровирусным вектором, способным инфицировать только реплицирующиеся клетки млекопитающих. 

Ретровирусы были классифицированы различными путями, но номенклатура была стандартизована 

в последнее десятилетие (см. ICTVdB - The Universal Virus Database, v. 4 на World Wide Web 

www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/ и пособие "Retroviruses" Eds Coffin, Hughs and Varmus, Cold 

Spring Harbor Press 1997; описание которых включено в настоящий документ путем ссылки). Репликаци-

онно-компетентный ретровирусный вектор может включать орторетровирусный или более характерно 

гамма-ретровирусный вектор. В одном аспекте репликационно-компетентный ретровирусный вектор 

содержит внутренний сайт связывания рибосомы (IRES) 5' с полинуклеотидом, кодирующим цитозинде-

заминазу. В одном варианте осуществления полинуклеотид, кодирующий цитозиндезаминазу, находится 

3' по отношению к ENV полинуклеотиду ретровирусного вектора. 

Как рассмотрено ранее, общие сведения, в которых описываются методики молекулярной биоло-

гии, используемые в настоящем описании, в том числе использование векторов, промоторов и многие 

другие актуальные темы, включают Berger и Kimmel, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in 

Enzymology, Volume 152 (Academic Press, Inc., San Diego, Calif.) ("Berger"); Sambrook et al., Molecular 

Cloning A Laboratory Manual, 2
nd

 ed., Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 

1989 ("Sambrook") и Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel et al., eds., Current Protocols, со-

вместное предприятие Greene Publishing Associates, Inc. и John Wiley & Sons, Inc., (дополнено на протя-

жении 1999) ("Ausubel"). Примеры протоколов, достаточные, чтобы проинструктировать специалистов в 

данной области по in vitro методам амплификции, в том числе полимеразной цепной реакции (PCR), ли-

газной цепной реакции (LCR), Qβ-репликазной амплификации и другими методиками, опосредованных 

РНК полимеразой (например, NASBA), например, для продукции гомологичных нуклеиновых кислот по 

настоящему изобретению, можно найти у Berger, Sambrook и Ausubel, а также у Mullis et al. (1987) в па-

тенте США № 4683202; Innis et al., eds. (1990), PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications  

(Academic Press Inc. San Diego, Calif.) ("Innis"); Arnheim & Levinson (Oct. 1, 1990) C&EN 36-47; The  

Journal Of NIH Research (1991), 3:81-94; Kwoh et al. (1989), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173; Guatelli et 

al. (1990), Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 87:1874; Lomell et al. (1989), J. Clin. Chem 35:1826; Landegren et al. 

(1988), Science, 241:1077-1080; Van Brunt (1990), Biotechnology, 8:291-294; Wu и Wallace (1989), Gene, 

4:560; Barringer et al. (1990), Gene, 89:117 и Sooknanan and Malek (1995), Biotechnology, 13: 563-564. Усо-

вершенствованные способы клонирования in vitro амплифицированных нуклеиновых кислот описаны у 

Wallace et al., в патенте США № 5426039. Усовершенствованные способы амплификации крупных нук-

леиновых кислот с помощью ПЦР кратко изложены у Cheng et al. (1994), Nature, 369:684-685 и в ссылках, 

процитированных в этих публикациях, в которых получают ПЦР ампликоны вплоть до 40 тыс. пар осно-

ваний. Специалисту в данной области будет понятно, что, по существу, любая РНК может быть преобра-

зована в двухспиральную ДНК, подходящую для рестрикционного расщепления, ПЦР удлинения и сек-

венирования с использованием обратной транскриптазы и полимеразы. См., например, Ausubel,  

Sambrook и Berger, все указано выше. 

Также представлены сконструированные клетки-хозяева, которые трансдуцированы (трансформи-

рованы или трансфицированы) вектором, представленным в настоящем описании (например, клонирую-

щим вектором или вектором экспрессии), а также получение полипептидов по настоящему изобретению 

с помощью рекомбинантных технологий. Вектором может быть, например, плазмида, вирусная частица, 

фаг и т.д. Сконструированные клетки-хозяева могут быть культивированы в обычной питательной среде, 

модифицированной соответствующим образом для активации промоторов, отбора трансформантов или 

амплификации кодирующего полинуклеотида. Условиями культивирования, такими как температура, рН 

и подобные, являются условия, использованные ранее с клетками-хозяевами, выбранными для экспрес-

сии, и будут очевидны специалистам в данной области и в ссылках, процитированных в настоящем опи-

сании, в том числе, например, Sambrook, Ausubel и Berger, а также, например, Freshney (1994), Culture of 

Animal Cells: A Manual of Basic Technique, 3
rd

 ed. (Wiley-Liss, New York) и процитированных там ссыл-

ках. 

Векторы могут быть использованы для трансформации соответствующего хозяина, чтобы обеспе-

чить экспрессию белка или полипептида клеткой-хозяином. Примеры соответствующих экспрессионных 

клеток-хозяев включают клетки бактерий, такие как Е.coli, В.subtilis, Streptomyces и Salmonella  

typhimurium; клетки грибов, такие как Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, и Neurospora crassa; клет-

ки насекомых, такие как Drosophila и Spodoptera frugiperda; клетки млекопитающих, такие как СНО, 

COS, BHK, HEK 293 или Bowes меланомы; или клетки растений или экспланта и т.д. 

В бактериальных системах ряд векторов экспрессии может быть выбран в зависимости от исполь-

зования, предназначенного для полипептида цитозиндезаминазы. Например, в тех случаях, когда боль-

шие количества полипептида CD или его фрагментов необходимы для коммерческой продукции или для 

индукции антител, могут быть желательными векторы, которые направляют высокий уровень экспрессии 

слитых белков, которые легко очистить. Такие векторы включают, но не только, многофункциональные 
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Е.coli клонирующие векторы и векторы экспрессии, такие как BLUESCRIPT (Stratagene), в которых по-

следовательность, кодирующая полипептид CD, может быть лигирована в вектор в рамке считывания с 

последовательностями для аминоконцевого Met и последующими 7 остатками бета-галактозидазы, так, 

чтобы продуцировался гибридный белок; pIN векторы (Van Heeke & Schuster (1989), J. Biol. Chem. 

264:5503-5509); pET векторы (Novagen, Madison Wis.) и подобные. 

Аналогично, у дрожжей Saccharomyces cerevisiae ряд векторов, содержащих конститутивные или 

индуцибельные промоторы, такие как альфа фактор, алкоголь-оксидаза и PGH, могут быть использованы 

для продукции полипептидов CD по настоящему изобретению. Обзоры см. у Ausubel (supra) и Grant et al. 

(1987), Methods in Enzymology, 153:516-544. 

Настоящее изобретение также относится к репликационно-компетентным ретровирусным векторам, 

имеющим повышенную стабильность относительно предшествующих ретровирусных векторов. Такая 

повышенная стабильность во время инфицирования и репликации является важной для лечения наруше-

ний клеточной пролиферации. Сочетание эффективности трансдукции, трансгенной стабильности и спе-

цифичности к мишени обеспечивается репликационно-компетентными ретровирусами. Композиции и 

способы обеспечивают стабильность вставки и поддерживают транскрипционную активность трансгена 

и трансляционную эффективность кодируемого полипептида. 

Ретровирусы могут передаваться горизонтально и вертикально. Эффективная инфекционная транс-

миссия ретровирусов требует экспрессии на клетке-мишени рецепторов, которые специфически распо-

знают белки оболочки вируса, хотя вирусы могут использовать рецептор-независимые, неспецифические 

пути вхождения с низкой эффективностью. Кроме того, тип клетки-мишени должен быть способен под-

держивать все стадии цикла репликации после связывания и пенетрации вируса. Вертикальная трансмис-

сия происходит, когда вирусный геном становится интегрированным в зародышевую линию хозяина. 

Затем провирус будет передаваться от поколения к поколению как будто клеточный ген. Следовательно, 

эндогенные провирусы укореняются, которые зачастую лежат латентно, но которые могут активировать-

ся, когда хозяин подвергается воздействию соответствующих агентов. 

Как указано выше, интегрированный посредник ДНК называется провирусом. В предшествующей 

генной терапии и системах доставки генов используются способы и ретровирусы, которые требуют тран-

скрипции провируса и сборки в инфицирующий вирус, либо в присутствии соответствующего вируса-

помощника, либо в клеточной линии, содержащий соответствующие последовательности, способствую-

щие инкапсулированию без совпадающей продукции контаминирующего вируса-помощника. Как описа-

но ниже, вирус-помощник не требуется для продукции рекомбинантного ретровируса по настоящему 

изобретению, поскольку последовательности для инкапсулирования обеспечиваются в геноме, таким 

образом предоставляя репликационно-компетентный ретровирусный вектор для доставки генов или ген-

ной терапии. 

Ретровирусный геном, применимый в способах и композициях по настоящему изобретению, содер-

жит провирусную ДНК, содержащую по меньшей мере три гена: gag, pol, и env, эти гены могут быть 

фланкированы одним или двумя длинными концевыми повторами (LTR) или в провирусе фланкированы 

двумя длинными концевыми повторами (LTR) и последовательностями, содержащими действующие в 

цис-положении последовательности, такие как psi. Ген gag кодирует внутренние структурные белки 

(матрикс, капсид и нуклеокапсид); ген pol кодирует РНК-направленную ДНК полимеразу (обратную 

транскриптазу), протеазу и интегразу; и ген env кодирует гликопротеины вирусной оболочки. 5' и/или 3' 

LTR служат для активации транскрипции и полиаденилирования РНК вириона. LTR содержит все ос-

тальные последовательности, действующие в цис-положении, необходимые для репликации вируса. Лен-

тивирусы имеют дополнительные гены, в том числе vif, vpr, tat, rev, vpu, nef, и vpx (в HIV-1, HIV-2 и/или 

SIV). 

Расположенные рядом с 5' LTR последовательности необходимы для обратной транскрипции гено-

ма (участок связывания праймера тРНК) и для эффективного инкапсулирования вирусной РНК в части-

цы (участок Psi). Если последовательности, необходимые для инкапсулирования (или упаковки ретрови-

русной РНК в инфекционный вирион), отсутствуют в вирусном геноме, результатом является цис-

дефект, который предотвращает инкапсулирование геномной вирусной РНК. Этот тип модифицирован-

ного вектора представляет собой то, что обычно использовалось в предшествующих системах доставки 

гена (т.е. системы, лишенные элементов, которые необходимы для инкапсулирования вириона). 

В одном варианте осуществления настоящее изобретение относится к рекомбинантному ретровиру-

су, способному инфицировать неделящуюся клетку, делящуюся клетку или клетку, у которой имеется 

нарушение клеточной пролиферации. 

Рекомбинантные репликационно-компетентные ретровирусы по настоящему изобретению содержат 

полинуклеотидную последовательность, кодирующую вирусный GAG, вирусный POL, вирусный ENV, 

гетерологичный полинуклеотид, с предшествующим внутренним сайтом связывания рибосомы (IRES), 

инкапсулированным в вирионе. 

Гетерологичная последовательность нуклеиновой кислоты оперативно связана с IRES. Используе-

мый в настоящем описании термин "гетерологичная" последовательность нуклеиновой кислоты или 

трансген относится к (i) к последовательности, которая обычно не существует в ретровирусах дикого 
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типа, (ii) к последовательности, которая происходит из чужеродных видов, или (iii) если из того же вида, 

она может быть, по существу, модифицирована от ее первоначальной формы. Альтернативно, неизме-

ненная последовательность нуклеиновой кислоты, которая обычно не экспрессируется в клетке, является 

гетерологичной последовательностью нуклеиновой кислоты. В конкретном варианте осуществления ге-

терологичный полинуклеотид представляет собой полипептид по настоящему изобретению, обладающий 

цитозиндезаминазной активностью. 

Выражение "неделящаяся" клетка относится к клетке, которая не проходит стадию митоза. Неделя-

щиеся клетки могут быть блокированы в любой момент клеточного цикла (например, G0/G1, G1/S, G2/M) 

при условии, что эта клетка не является активно делящейся. Для инфицирования ex vivo делящаяся клет-

ка может быть обработана для блокировки клеточного деления с использованием стандартных методик, 

используемых специалистами в данной области, в том числе излучением, обработкой афидоколином, 

истощением сыворотки и контактным ингибированием. Однако должно быть понятно, что инфицирова-

ние ex vivo зачастую проводят без блокировки клеток, поскольку многие клетки уже остановлены (на-

пример, стволовые клетки). Например, рекомбинантный лентивирусный вектор способен инфицировать 

любую неделящуюся клетку, независимо от механизма, используемого для блокировки клеточного деле-

ния или момента в клеточном цикле, в который блокирована клетка. Примеры уже существующих неде-

лящихся клеток в организме включают нейрональные, мышечные клетки, клетки печени, кожи, сердца, 

легких и клетки костного мозга и их производные. Для делящихся клеток могут быть использованы он-

коретровирусные векторы. 

Под "делящейся" клеткой подразумевается клетка, которая подвергается активному митозу или 

мейозу. Такие делящиеся клетки включают стволовые клетки, клетки кожи (например, фибробласты и 

кератиноциты), гаметы и другие делящиеся клетки, известные из уровня техники. Представляющими 

особый интерес и охватываемые этим термином делящиеся клетки являются клетки, имеющие наруше-

ния клеточной пролиферации, такие как неопластические клетки. Термин "нарушение клеточной проли-

ферации" относится к состоянию, характеризующемуся аномальным числом клеток. Это состояние мо-

жет включать как гипертрофический (непрерывное умножение клеток, в результате приводящее к раз-

растанию клеточной популяции в пределах ткани), так и гипотрофический (отсутствие или недостаточ-

ность клеток в ткани) клеточный рост или чрезмерный приток или миграцию клеток в область организма. 

Клеточные популяции не являются обязательно трансформированными, образующими опухоль или зло-

качественными клетками, а могут включать нормальные клетки тоже. Нарушения клеточной пролифера-

ции включают нарушения, связанные с разрастанием соединительных тканей, например, различные фиб-

розные состояния, в том числе, склеродермию, артрит и цирроз печени. Нарушения клеточной пролифе-

рации включают неопластические нарушения, такие как карциномы тканей головы и шеи. Карциномы 

тканей головы и шеи включали бы, например, карциному ротовой полости, пищевода, горла, гортани, 

щитовидной железы, языка, губ, слюнных желез, носа, околоносовых пазух, носоглотки, верхнего свода 

носа и опухоли пазухи, обонятельную эстезионейроэпителиому, сквамозно-клеточный рак, злокачест-

венную меланому, синоназальную недифференцированную карциному (SNUC), неоплазию головного 

мозга (в том числе глиобластомы) или крови. Также включены карциномы региональных лимфатических 

узлов, в том числе шейных лимфатических узлов, предгортанных лимфатических узлов, легочных юк-

стапищеводных лимфатических узлов и поднижечелюстных лимфатических узлов (Harrison's Principles 

of Internal Medicine (eds., Isselbacher, et al., McGraw-Hill, Inc., 13
th

 Edition, p.1850-1853, 1994). Другие ти-

пы злокачественных опухолей включают, но этим не ограничиваются, рак легких, рак толстой и прямой 

кишки, рак груди, рак предстательной железы, рак мочевыводящих путей, рак матки, лимфому, рак рото-

вой полости, рак поджелудочной железы, лейкоз, меланому, рак желудка, рак кожи и рак яичников. 

В одном варианте осуществления гетерологичный полинуклеотид в векторе содержит цитозиндеза-

миназу, которая была оптимизирована для экспрессии в клетках человека. В дополнительном варианте 

осуществления цитозиндезаминаза содержит последовательность, которая была оптимизирована в отно-

шении кодонов человека, и содержит мутации, которые повышают стабильность цитозиндезаминазы 

(например, уменьшенное разрушение или повышенную термостабильность) по сравнению с цитозинде-

заминазой дикого типа. Еще в одном варианте осуществления гетерологичный полинуклеотид кодирует 

слитую конструкцию, содержащую цитозиндезаминазу (либо кодон-оптимизированную для экспрессии в 

клетках человека, либо неоптимизированную, либо мутированную, либо немутированную), оперативно 

связанную с полинуклеотидом, кодирующим полипептид, обладающий UPRT или OPRT активностью. В 

другом варианте осуществления гетерологичный полинуклеотид содержит CD полинуклеотид или сли-

тую конструкцию по настоящему изобретению (например, SEQ ID NO: 3, 5, 11, 13, 15 или 17). 

В другом варианте осуществления репликационно-компетентный ретровирусный вектор может со-

держать гетерологичный полинуклеотид, кодирующий полипептид, содержащий цитозиндезаминазу (как 

описано выше), и дополнительно может содержать полинуклеотид, содержащий молекулу mi-РНК или 

si-РНК, связанную с промотором, специфичным к клеточному типу или к типу ткани. 

Термин "регуляторная последовательность нуклеиновой кислоты" относится обобщенно к промо-

торным последовательностям, сигналам полиаденилирования, последовательностям терминации транс-

крипции, регуляторным доменам, расположенным против хода транскрипции, точкам начала реплика-
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ции, энхансерам и подобному, которые сообща обеспечивают репликацию, транскрипцию и трансляцию 

кодирующей последовательности в клетке-реципиенте. Не всегда нужно присутствие всех этих кон-

трольных последовательностей, при условии, что выбранная кодирующая последовательность способна 

реплицироваться, транскрибироваться и транслироваться в соответствующей клетке-хозяине. Специа-

лист в данной области без труда может идентифицировать регуляторную последовательность нуклеино-

вой кислоты из общедоступных баз данных и материалов. Более того, специалист в данной области мо-

жет идентифицировать регуляторную последовательность, которая применима для предназначенного 

использования, например, in vivo, ex vivo или in vitro. 

Термин "промоторная область" используется в настоящем описании в его первоначальном смысле, 

относящемся к нуклеотидной области, содержащей регуляторную последовательность ДНК, где регуля-

торная последовательность получена из гена, который способен связываться с РНК полимеразой и ини-

циировать транскрипцию кодирующей последовательности, расположенной по ходу транскрипции (в 3'-

направлении). Регуляторная последовательность может быть гомологичной или гетерологичной желае-

мой генной последовательности. Например, может быть использован широкий ряд промоторов, в том 

числе вирусный промотор или промотор млекопитающих, как описано выше. 

Внутренние сайты связывания рибосомы ("IRES") относятся к сегменту нуклеиновой кислоты, ко-

торые способствуют связыванию или удерживанию рибосомы во время трансляции кодирующей после-

довательности обычно в положении 3' по отношению IRES. В некоторых вариантах осуществления IRES 

может содержать акцепторный сайт сплайсинга/донорный сайт, однако предпочтительные IRES лишены 

акцепторного сайта сплайсинга/донорного сайта. Обычно связывание рибосом с матричной РНК имеет 

место через кэп, расположенный на 5'-конце всех эукариотических мРНК. Однако существуют исключе-

ния из этого универсального правила. Отсутствие кэпа в некоторых вирусных мРНК предполагает суще-

ствование альтернативных структур, позволяющих осуществлять связывание рибосом на внутреннем 

сайте этих РНК. На сегодняшний день ряд таких структур, обозначенных IRES на основании их функ-

ции, был идентифицирован в 5' некодирующей области некэпированных вирусных мРНК, например у 

пикоронавирусов, например вируса полиомиелита (Pelletier et al., 1988, Mol. Cell. Biol., 8, 1103-1112) и 

вируса EMCV (вирус энцефаломиокардита (Jang et al., J. Virol., 1988, 62, 2636-2643). Настоящее изобре-

тение относится к использованию IRES применительно к репликативно-компетентному ретровирусному 

вектору. 

Гетерологичная последовательность нуклеиновой кислоты обычно находится под контролем либо 

вирусных сигналов LTR промотор-энхансер, либо внутреннего промотора, и сигналов удерживания в 

ретровирусном LTR может все еще приводить к эффективной интеграции вектора в геном клетки-

хозяина. В соответствии с этим рекомбинантные ретровирусные векторы по настоящему изобретению, 

желаемые последовательности, гены и/или генные фрагменты могут быть встроены в нескольких сайтах 

и под контролем различных регуляторных последовательностей. Например, сайтом для встраивания мо-

жет быть вирусный проксимальный сайт энхансер/промотор (т.е. 5' LTR-контролируемый генный локус). 

Альтернативно, желаемые последовательности могут быть встроены в дистальный сайт (например, IRES 

последовательность 3' к гену env) или где присутствуют две или более гетерологичные последовательно-

сти, одна гетерологичная последовательность может быть под контролем первой регуляторной области, а 

вторая гетерологичная последовательность может быть под контролем второй регуляторной области. 

Другие дистальные сайты включают вирусные промоторные последовательности, где экспрессия желае-

мой последовательности или последовательностей происходит посредством сплайсинга цистрона про-

ксимального промотора, может быть использован внутренний гетерологичный промотор, такой как SV40 

или CMV или внутренний сайт связывания рибосомы (IRES). 

В одном варианте осуществления ретровирусный геном по настоящему изобретению содержит 

IRES, содержащий клонирующий сайт для встраивания желаемой полинуклеотидной последовательно-

сти. В одном варианте осуществления IRES расположен 3' по отношению к гену env в ретровирусном 

векторе, но 5' по отношению к желаемой гетерологичной нуклеиновой кислоте. В соответствии с этим 

гетерологичная полинуклеотидная последовательность, кодирующая желаемый полипептид, может быть 

оперативно связана с IRES. 

В другом варианте осуществления направляющая полинуклеотидная последовательность включена 

как часть рекомбинатного ретровирусного вектора по настоящему изобретению. Направляющая поли-

нуклеотидная последовательность представляет собой направленный лиганд (например, пептидные гор-

моны, такие как герегулин, одноцепочечные антитела, рецептор или лиганд для рецептора), тканеспеци-

фичный регуляторный элемент или регуляторный элемент, специфичный к клеточному типу (например, 

тканеспецифичный промотор или энхансер, или промотор или энхансер, специфичный к клеточному ти-

пу) или сочетание направленного лиганда и тканеспецифичного/специфичного к клеточному типу регу-

ляторного элемента. Предпочтительно направленный лиганд оперативно связан с белком env ретровиру-

са, создавая химерный ретровирусный белок env. Вирусные белки GAG, POL и ENV могут быть получе-

ны из любых подходящих ретровирусов (например, MLV или производных лентивирусов). В другом ва-

рианте осуществления вирусный белок ENV не является производным ретровируса (например, CMV или 

VSV). 
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Рекомбинантный ретровирус по настоящему изобретению, следовательно, является генетически 

модифицированным, таким образом, чтобы этот вирус был нацелен на конкретный тип клеток (напри-

мер, гладкомышечные клетки, клетки печени, клетки почек, фибробласты, кератиноциты, мезенхималь-

ные стволовые клетки, клетки костного мозга, хондроциты, эпителиальные клетки, интестинальные 

клетки, неопластические клетки, клетки глиомы, нейрональные клетки и другие, известные из уровня 

техники), так, чтобы полинуклеотидный геном доставлялся в неделящуюся клетку-мишень, делящуюся 

клетку-мишень или клетку-мишень, имеющую нарушение клеточной пролиферации. Нацеливание может 

достигаться двумя путями. Первый путь направляет ретровирус к клетке-мишени путем связывания с 

клетками, имеющими молекулу на внешней поверхности клетки. В этом способе нацеливания ретрови-

руса используется экспрессия направленного лиганда на оболочке ретровируса, чтобы облегчить нацели-

вание вируса на клетки или ткани, которые имеют рецептор или молекулу связывания, которая взаимо-

действует с направленным лигандом на поверхности ретровируса. После инфицирования клетки вирусом 

вирус вводит свою нуклеиновую кислоту в клетку и ретровирусный генетический материал может ин-

тегрироваться в геном клетки-хозяина. Во втором способе нацеливания используются регуляторные эле-

менты, специфичные к клеткам или тканям для активации экспрессии и транскрипции вирусного генома 

в клетке-мишени, которая активно использует регуляторные элементы, как описано ниже более полно. 

Перенесенный ретровирусный генетический материал затем транскрибируется и транслируется в белки в 

клетке-хозяине. Направляющий регуляторный элемент обычно связан с 5' и/или 3' LTR, создавая химер-

ный LTR. 

Путем встраивания гетерологичной последовательности нуклеиновой кислоты, представляющей 

интерес, в вирусный вектор по настоящему изобретению, наряду с другим геном, который кодирует, на-

пример, лиганд для рецептора на специфической клетке-мишени, вектор теперь является специфичным к 

мишени. Вирусные векторы могут быть получены специфичными к мишени путем присоединения, на-

пример, сахара, гликолипида или белка. Нацеливание может осуществляться путем использования анти-

тела для нацеливания на вирусный вектор. Специалистам в данной области будет известно или они без 

труда могут определить специфические полинуклеотидные последовательности, которые могут быть 

встроены в вирусный геном или белки, которые могут быть присоединены к оболочке вируса, чтобы по-

зволить осуществлять нацеленную специфическую доставку вирусного вектора, содержащего последова-

тельность нуклеиновой кислоты, представляющей интерес. 

Ретровирус и способы по настоящему изобретению предоставляют репликационно-компетентный 

ретровирус, для которого не требуется вирус-помощник, или дополнительная последовательность нук-

леиновой кислоты, или белки для размножения и продукции вириона. Например, последовательности 

нуклеиновой кислоты ретровируса по настоящему изобретению кодируют, например, группа-

специфичный антиген и обратную транскриптазу (и интегразу, и протеазные ферменты, необходимые 

для созревания и обратной транскрипции) соответственно, как описано выше. Вирусные gag и pol могут 

быть получены из лентивируса, такого как HIV или онковирус, такой как MoMLV. Кроме того, полинук-

леотидный геном ретровируса по настоящему изобретению включает последовательность, кодирующую 

белок оболочки вируса (ENV). Ген env может быть получен из любых ретровирусов. Белок env может 

представлять собой амфотропный оболочечный белок, которые позволяют осуществлять трансдукцию 

клеток человека или других видов или может представлять собой эктотрофный оболочечный белок, ко-

торый способен трансдуцировать любые клетки мыши и крысы. Далее, может быть желательным наце-

лить рекомбинантный вирус путем связывания оболочечного белка с антителом или конкретным лиган-

дом для нацеливания на рецептор конкретного клеточного типа. Как указано выше, ретровирусные век-

торы могут быть получены специфичным к мишени путем встраивания, например, гликолипида или бел-

ка. Нацеливание зачастую осуществляют путем использования антитела для нацеливания ретровирусно-

го вектора на антиген на конкретном клеточном типе (например, клеточный тип, обнаруженный в опре-

деленной ткани или типе злокачественных клеток). Специалистам в данной области будут известны или 

могут быть легко установлены, без проведения лишних экспериментов, специфические способы для дос-

тижения доставки ретровирусного вектора к специфичной мишени. В одном варианте осуществления ген 

env доставляется не из ретровируса (например, CMV или VSV). Примеры ретровирусных env генов 

включают, но этим не ограничиваются, вирус мышиного лейкоза Молони (MoMuLV), вирус саркомы 

мышей Харви (HaMuSV), вирус опухоли молочной железы мышей (MuMTV), вирус лейкоза гиббонов 

(GaLV), вирус иммунодефицита человека (HIV) и вирус саркомы Рауса (RSV). Также могут быть исполь-

зованы другие env гены, например, вируса везикулярного стоматита (VSV) (белок G), оболочки цитоме-

галовируса (CMV) или гемагглютинин вируса гриппа (НА). 

В одном варианте осуществления ретровирусный геном является производным онкоретровируса 

или гамма-ретровируса, более конкретно, онкоретровируса или гамма-ретровируса млекопитающих. Под 

"производным" подразумевается, что родительская полинуклеотидная последовательность представляет 

собой онковирус дикого типа, который был модифицирован путем встраивания или удаления природных 

последовательностей (например, вставки IRES, вставки гетерологичного полинуклеотида, кодирующего, 

например, полипептид, обладающий цитозиндезаминазной активностью по настоящему изобретению и 

подобного). 
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В другом варианте осуществления настоящее изобретение относится к ретровирусным векторам, 

которые направляются с использованием регуляторных последовательностей. Клеточно-специфичные 

или тканеспецифичные регуляторные последовательности (например, промоторы) могут быть использо-

ваны для направления экспрессии генных последовательностей в конкретных популяциях клеток. Под-

ходящие промоторы млекопитающих и вирусные промоторы для настоящего изобретения описаны в 

других местах настоящего документа. В соответствии с этим в одном варианте осуществления настоящее 

изобретение относится к ретровирусу, имеющему тканеспецифичные промоторные элементы на 5'-конце 

ретровирусного генома. Предпочтительно тканеспецифичные регуляторные элемен-

ты/последовательности находятся в области U3 LTR ретровирусного генома, включая, например, кле-

точно- или тканеспецифичные промоторы и энхансеры для неопластических клеток (например, энхансе-

ры и промоторы, специфичные для опухолевых клеток) и индуцибельные промоторы (например, тетра-

циклин). 

В некоторых обстоятельствах может быть желательным регулировать экспрессию. Например, раз-

личные вирусные промоторы с различной силой активности могут быть использованы в зависимости от 

желаемого уровня экспрессии. В клетках млекопитающих ранний промотор CMV зачастую используют 

для обеспечения сильной транскрипционной активации. 

Модифицированные варианты промотора CMV, которые являются менее сильными, также были 

использованы, когда требовались сниженные уровни экспрессии трансгена. В тех случаях, когда жела-

тельна экспрессия трансгена в гематопоэтических клетках, могут быть использованы ретровирусные 

промоторы, такие как LTR из MLV или MMTV. Другие вирусные промоторы, которые могут быть ис-

пользованы, включают SV40, RSV LTR, HIV-1 и HIV-2 LTR, аденовирусные промоторы, например, из 

области Е1А, Е2А или MLP, AAV LTR, вируса мозаики цветной капусты, HSV-TK, и вируса саркомы 

птиц. 

Аналогично, тканеспецифичные или селективные промоторы могут быть использованы для осуще-

ствления транскрипции в специфических тканях или клетках, чтобы снизить возможную токсичность 

или нежелательные эффекты на ткани, не являющиеся мишенями. Например, промоторы, такие как PSA, 

пробазин, простатическая кислая фосфатаза или простат-специфический гландулярный калликреин 

(hK2), могут быть использованы для направления генной экспрессии в предстательной железе. Другие 

промоторы/регуляторные домены, которые могут быть использованы, изложены в табл. 1. 

При некоторых показаниях может быть желательным активировать транскрипцию в конкретное 

время после введения вектора для генной терапии. Это может быть сделано с такими промоторами, кото-

рые регулируются гормонами или цитокинами. Например, в терапевтических применениях, при которых 

показанием является ткань половых желез, в которой продуцируются или распространяются специфиче-

ские стероидные гормоны, предпочтительным может быть использование андроген- или эстроген-

регулируемых промоторов. Такие промоторы, которые являются гормонально регулируемыми, включа-

ют MMTV, MT-1, экдизон и RuBisco. Могут быть использованы другие гормон-регулируемые промото-

ры, например, чувствительные к гормонам щитовидной железы, гипофиза и надпочечников. Промоторы, 

чувствительные к цитокинам и белкам воспаления, которые могли быть использованы, включают кини-

ноген K и Т (Kageyama et al., 1987), c-fos, TNF-альфа, С-реактивный белок (Arcone et al., 1988), гаптогло-

бин (Oliviero et al., 1987), сывороточный амилоид A2, С/ЕВР альфа, IL-1, IL-6 (Poli и Cortese, 1989), ком-

племент С3 (Wilson et al., 1990), IL-8, альфа-1 кислый гликопротеин (Prowse и Baumann, 1988), альфа-1 

антитрипсин, липопротеинлипазу (Zechner et al., 1988), ангиотензиноген (Ron et al., 1990), фибриноген,  

c-jun (индуцируемый сложными эфирами форбола, TNF-альфа, УФ-излучением, ретиноевой кислотой и 

перекисью водорода), коллагеназу (индуцируемую сложными эфирами форбола и ретиноевой кислотой), 

металлотионеин (индуцируемый тяжелым металлом и глюкокортикоидом), стромелизин (индуцируемый 

сложным эфиром форбола, интерлейкином-1 и EGF), альфа-2 макроглобулин и альфа-1 антихимотрип-

син. Опухольспецифичные промоторы, такие как остеокальцин, фактор, чувствительный к гипоксии 

(HRE), MAGE-4, СЕА, альфа-фетопротеин, GRP78/BiP и тирозиназа, также могут быть использованы для 

регуляции генной экспрессии в опухолевых клетках. 

Кроме того, этот перечень промоторов не следует рассматривать как исчерпывающий или ограни-

чивающий, специалистам в данной области будут известны другие промоторы, которые могут быть ис-

пользованы в сочетании с промоторами и способами, описанными в настоящем документе. 
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Таблица 2 

Тканеспецифичные промоторы 

 

 
"Тканеспецифичные регуляторные элементы" представляют собой регуляторные элементы (напри-

мер, промоторы), которые способны направлять транскрипцию гена в одной ткани, оставаясь в основном 

"молчащими" в тканях других типов. Однако будет понятно, что тканеспецифичные промоторы могут 

иметь определяемое количество "фоновой" или "базовой" активности в тех тканях, в которых они явля-

ются молчащими. Степень, в которой промотор селективно активируется в ткани-мишени, может быть 

выражена как индекс селективности (активность в ткани-мишени/активность в контрольной ткани). В 

этом отношении тканеспецифичный промотор, используемый при осуществлении настоящего изобрете-

ния, обычно имеет индекс селективности примерно больше 5. Предпочтительно индекс селективности 

составляет примерно больше 15. 

Далее будет понятно, что некоторые промоторы, хотя не ограниченные в активности в отношении 

одного типа ткани, могут, тем не менее, демонстрировать селективность в том, что они могут быть ак-

тивными в одной группе тканей и менее активными или молчащими в другой группе. Такие промоторы 

также называют "тканеспецифичными", и их использование предусматривается настоящим изобретени-

ем. В соответствии с этим тканеспецифичные регуляторные элементы, используемые в настоящем изо-

бретении, применимы для регуляции гетерологичных белков, таких как полипептиды, обладающие цито-

зиндезаминазной активностью по настоящему изобретению, а также применимые в качестве направ-

ляющей полинуклеотидной последовательности в ретровирусных векторах. 

Ретровирусные векторы и полинуклеотиды CD и полипептиды по настоящему изобретению могут 

быть использованы для лечения широкого ряда заболеваний и нарушений, включающих ряд клеточно-

пролиферативных заболеваний и нарушений (см., например, патенты США № 4405712 и 4650764;  

Friedmann, 1989, Science, 244:1275-1281; Mulligan, 1993, Science, 260:926-932, R. Crystal, 1995, Science 

270:404-410, каждый из которых включен в настоящее описание посредством ссылки в полном объеме, 

см. также публикацию The Development of Human Gene Therapy, Theodore Friedmann, Ed., Cold Spring 
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Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1999. ISBN 0-87969-528-5, которая включена в настоя-

щее описание путем ссылки в полном объеме). 

Таким образом, настоящее изобретение относится к рекомбинантному ретровирусу, способному 

инфицировать неделящиеся клетки, делящиеся клетки или неопластические клетки, где рекомбинантный 

ретровирус содержит вирусный GAG; вирусный POL; вирусный ENV; гетерологичную нуклеиновую 

кислоту (например, содержащему полипептид по настоящему изобретению, обладающий цитозиндеза-

миназной активностью), оперативно связанную с IRES; и действующие в цис-положении последователь-

ности нуклеиновой кислоты, необходимые для упаковки, обратной транскрипции и интеграции. Реком-

бинантный ретровирус может представлять собой лентивирус, такой как HIV, или может представлять 

собой онковирус. Как описано выше для способа получения рекомбинантного ретровируса, рекомби-

нантный ретровирус по настоящему изобретению дополнительно может содержать по меньшей мере 

один из белков VPR, VIF, NEF, VPX, ТАТ, REV и VPU. Не желая связываться конкретной теорией, счи-

тается, что один или несколько из этих генных/белковых продуктов являются важными для повышения 

титра вируса продуцированного рекомбинантного ретровируса (например, NEF) или могут быть необхо-

димыми для инфицирования и упаковки вириона. 

Например, промотор может содержать CMV промотор, имеющий последовательность  

SEQ ID NO: 19, 20 или 22 от нуклеотида 1 до примерно нуклеотида 582, и может включать модификацию 

одного или нескольких (например, 2-5, 5-10, 10-20, 20-30, 30-50, 50-100 или более) оснований нуклеино-

вой кислоты при условии, что модифицированный промотор способен направлять и инициировать тран-

скрипцию. В одном варианте осуществления промотор или регуляторная область содержит полинуклео-

тидный домен CMV-R-U5. Домен CMV-R-U5 содержит ранний промотор цитомегаловируса человека 

для области MLV R-U5. В одном варианте осуществления полинуклеотидный домен CMV-R-U5 содер-

жит последовательность SEQ ID NO: 19, 20 или 22 примерно от нуклеотида 1 до примерно нуклеотида 

1202 или последовательность, которая по меньшей мере на 95% идентична последовательности  

SEQ ID NO: 19, 20 или 22, где указанный полинуклеотид активизирует транскрипцию молекулы нуклеи-

новой кислоты, оперативно связанной с ним. Домен gag этого полинуклеотида может быть получен из 

любого числа ретровирусов, но обычно его получают из онкоретровируса и, более конкретно, из онко-

ретровируса млекопитающих. В одном варианте осуществления домен gag содержит последовательность 

примерно от нуклеотида номер 1203 до примерно нуклеотида 2819 или последовательность, по меньшей 

мере на 95, 98, 99 или 99,8% (округленно до ближайшего 10-го) идентичную ей. Домен pol этого поли-

нуклеотида может быть получен из любого числа ретровирусов, но обычно его получают из онкоретро-

вируса и, более конкретно, из онкоретровируса млекопитающих. В одном варианте осуществления домен 

pol содержит последовательность примерно от нуклеотида номер 2820 до примерно нуклеотида 6358 или 

последовательность, по меньшей мере на 95, 98, 99 или 99,9% (округленно до ближайшего 10-го) иден-

тичную ей. Домен env этого полинуклеотида может быть получен из любого числа ретровирусов, но 

обычно его получают из онкоретровируса и, более конкретно, из онкоретровируса млекопитающих. В 

некоторых вариантах осуществления кодирующий домен env содержит амфотропный домен env. В од-

ном варианте осуществления домен env содержит последовательность примерно от нуклеотида номер 

6359 до примерно нуклеотида 8323 или последовательность, по меньшей мере на 95, 98, 99 или 99,8% 

(округленно до ближайшего 10-го) идентичную ей. Домен IRES домен этого полинуклеотида может быть 

получен из любого числа внутренних сайтов связывания рибосомы. В одном варианте осуществления 

IRES получен из вируса энцефаломиокардита. В одном варианте осуществления домен IRES содержит 

последовательность примерно от нуклеотида номер 8327 до примерно нуклеотида 8876 или последова-

тельность, по меньшей мере на 95, 98 или 99% (округленно до ближайшего 10-го) идентичную ей, при 

условии, что этот домен позволяет осуществлять связывание рибосомы. Гетерологичный домен может 

содержать цитозиндезаминазу по настоящему изобретению. В одном варианте осуществления полинук-

леотид CD содержит последовательность кодонов, оптимизированных для экспрессии в клетках челове-

ка. Еще в одном варианте осуществления полинуклеотид CD кодирует мутантный полипептид, обла-

дающий цитозиндезаминазной активностью, которому мутации придают повышенную термостабиль-

ность, повышающей температуру плавления (Tm) на 10°C, позволяя задерживать кинетическую актив-

ность в широком температурном интервале и повышать накопленные уровни белка. В одном варианте 

осуществления цитозиндезаминаза содержит последовательность SEQ ID NO: 19 примерно от нуклеоти-

да номер 8877 до примерно 9353. За гетерологичным доменом может следовать домен, обогащенный 

пурином. 3' LTR может быть получен из любого числа ретровирусов, обычно онкоретровируса и пред-

почтительно онкоретровируса млекопитающих. В одном варианте осуществления 3' LTR содержит до-

мен U3-R-U5. Еще в одном варианте осуществления LTR содержит последовательность SEQ ID NO: 19 

примерно от нуклеотида 9405 примерно до 9998 или последовательность, которая по меньшей мере на 

95, 98 или 99,5% (округленно до ближайшего 10-го) идентичную ей. 

Настоящее изобретение также относится к рекомбинантному ретровирусному вектору, содержаще-

му от 5' к 3' CMV-R-U5, слияние раннего промотора цитомегаловируса человека с областью MLV R-U5; 

PBS, сайт связывания праймера с обратной транскриптазой; 5' сайт сплайсинга; сигнал упаковки Ψ; gag, 

ORF для MLV группоспецифичного антигена; pol, ORF для полипротеина MLV полимеразы; 3' сайт 
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сплайсинга; 4070А env, ORF для белка оболочки MLV штамма 4070А; IRES, внутренний сайт связыва-

ния рибосомы цитомегаловируса; модифицированную цитозиндезаминазу (термостабильную с оптими-

зированными кодонами); РРТ, полипуриновый тракт; и U3-R-U5, MLV длинный концевой повтор. Эта 

структура дополнительно представлена на фиг. 1. 

Настоящее изобретение также относится к ретровирусному вектору, содержащему последователь-

ность SEQ ID NO: 19, 20 или 22. 

Для примера, а не для ограничения, ретровирусный вектор, используемый при лечении нарушения 

клеточной пролиферации, будет включать амфотропный белок ENV, GAG и POL белки, промоторную 

последовательность в области U3 ретровирусного генома и любую последовательность, действующую в 

цис-положении, необходимую для репликации, упаковки и интеграции ретровирусного генома в клетку-

мишень. 

Следующие примеры предназначены для иллюстрации, а не для ограничения этого изобретения. 

Хотя такие примеры являются характерными из тех, которые могли быть использованы, другие процеду-

ры, известные специалистам в данной области, могут быть использованы альтернативно. 

Примеры 

Пример 1. Конструирование модифицированных генов CD и встраивание в плазмидные векторы. 

Была проведена генетическая оптимизация гена дикого типа цитозиндезаминазы дрожжей, чтобы 

он включал (1) три позиционные мутации, которые меняют три аминокислоты (A23L, I140L и V108I) для 

повышения термостабильности белка цитозиндезаминазы дрожжей; и (2) дополнительные модификации 

генной последовательности для повышения частоты использования кодонов человека для повышения 

эффективности трансляции белка в клетках человека без дополнительных изменений аминокислотной 

последовательности. 

Конструкция последовательности для CD, включала CD оптимизированную, CD-UPRT (+/- линкер) 

и CD-OPRT-азу (+/-линкер). Конечная последовательность, кодирующая цитозиндезаминазу, может со-

держать на 5'-конце сайт PSI1 (полноразмерный) и на 3'-конце сайт Not1 плюс поли А хвост для методи-

ки на основе кассеты PSI1/Not1. 

Следующая последовательность, содержащая цитозиндезаминазу дрожжей, была использована для 

клонирования, оптимизации и мутации (нуклеиновые кислоты в рамке содержат сайты рестрикции, ис-

пользуемые в последующих способах клонирования): 

 
В табл. кратко изложены гены и полученные в результате плазмидные векторы, которые были по-

лучены, и их названия. 
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Таблица 3 

Векторные конструкции и названия 

 
Репликационно-компетентный ретровирусный вектор, описанный Kasahara et al. pACE-CD (патент 

США № 6899871, описание которого включено в настоящий документ), был использован в качестве ос-

новы для дополнительных модификаций. Вектор (рАС3-yCD) был модифицирован для экспрессии мо-

дифицированного гена цитозиндезаминазы дрожжей, как описано в настоящей заявке, и был использован 

в этих конструкциях. См. 1А ниже для диаграммы векторной конструкции для исходного трансфициро-

ванного репликационно-компетентного ретровируса. CMV представляет собой ранний промотор CMV 

человека, U3, R и U5 представляют собой соответствующие области вирусного длинного концевого по-

втора (LTR). Gag, pol и env представляют собой области, кодирующие вирусные белки. 1В и 1D демон-

стрируют плазмидную структуру и последовательность по настоящему изобретению. После синтеза ге-

нов в контракторе (Bio Basic Inc., Markham, Ontario, Canada) их встраивали в сайт Psi1-Not1 основы век-

тора рАС3 (фиг. 1). Основу плазмиды обычно получают путем разрезания плазмиды рАС3-eGFP с ис-

пользованием Psi1 и Not1 и очистки крупного (около 11 тыс. пар оснований) фрагмента, кодирующего 

плазмиду и основу ретровируса). 

А. Гуманизированный кодон-оптимизированный ген CD (CDopt, aka CD1, T5.0001). 

Сравнение цитозиндезаминазы с кодонами, оптимизированными для экспрессии в клетках человека 

по Conrad et al. и РСТ WO 99/60008 указывает на 91 суммарный кодон, оптимизированный у обоих, 36 

кодонов идентичных, 47 кодонов имели изменения в третьей паре оснований (все кодируют одну и ту же 

аминокислоту) и 9 кодонов были различными (однако они кодировали одну и ту же аминокислоту). Из 9 

кодонов, которые были различными: 

 
все имели эквивалентное содержание GC и кодируют одну и ту же аминокислоту. 

Нативная последовательность гена дрожжей была отдельно кодон-оптимизирована для получения 

следующего гена CD (CD1) и была названа Т5.0001 при встраивании в плазмидный вектор рАС3, кото-

рый кодирует репликационно-компетентный ретровирус (RCR) с IRES. 

 
В. Термостабилизированный ген CD. 

Были проведены дополнительные модификации для повышения стабильности цитозиндезаминазы. 

Генетические модификации гена дикого типа цитозиндезаминазы дрожжей были проведены таким обра-

зом, чтобы этот ген содержал три позиционные мутации, которые меняют три аминокислоты (A23L, 

I140L и V108I) для повышения термостабильности белка цитозиндезаминазы дрожжей. 
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Следующие пары праймеров использовали в получении гена для полипептида цитозиндезаминазы 

по настоящему изобретению: 

 
Для повышения стабильности нативной CD дрожжей три аминокислотные замены были встроены в 

этот белок. Эти замены были отдельными или в сочетании с оптимизацией кодонов для экспрессии в 

клетках человека. 

Три аминокислотные замены представляли собой: A23L, V108I, I140L. Последовательность, коди-

рующая эти замены, показана ниже. 

 
Кодируемый полипептид содержит следующую последовательность (замещенные аминокислоты 

выделены жирным шрифтом и подчеркнуты): 

 
Создание конечной конструкции, которая включает 3 аминокислотные замены A23L/V108I/I140L, 

используя предпочтительные кодоны, и использует предпочтительную частоту использования кодонов 

человека для полной последовательности (этот ген называется CDopt+3pt [aka CD2] и Т5.0002 при встра-

ивании в плазмидный вектор рАС3, который кодирует RCR с IRES) (SEQ ID NO: 34): 
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Подчеркнутые кодоны обозначают предпочтительные кодоны для аминокислотных замен. 

Конструкция CD оптимизированной последовательности (предпочтительность кодонов человека + 

3 аминокислотные замены) 

 
С. Конструкция слитого гена CD-UPRT (CDopt+3pt-UPRT, [aka CDopt-UPRT и CD2-UPRT], Т5.0003 

в рАС3 плазмидном RCR векторе). 

Также была разработана слитая конструкция, содержащая полипептид CD, как описано выше, свя-

занный с полипептидом UPRT для получения CD оптимизированной-UPRT последовательности с ис-

пользованием схемы I, как изложено на фиг. 2А. Следующие праймеры были использованы для делеции 

стоп-старт между CD и UPRT. 

Последовательности праймеров 
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Полученный в результате слитый полинуклеотид содержит 1296 пар оснований и последователь-

ность, изложенную непосредственно ниже: 

 
D. Конструирование слитого гена CD-линкер UPRT (CDopt+3pt-LINK-UPRT [aka CDopt-LINKER-

UPRT и CD2-L-UPRT]). 

Слитая конструкция также была получена путем клонирования линкерного (Ser-Gly-Gly-Gly-Gly)4 

домена между и в рамке считывания с CD полипептидом и UPRT полипептидом для получения CD оп-

тимизированной-линкер-UPRT последовательности с использованием схемы II, как представлено в 2В. 

Для встраивания линкера были использованы следующие праймеры. 
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Полученная в результате конструкция имеет размер: 1356 пар оснований и последовательность, 

представленную непосредственно ниже: 
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Е. Конструирование слитого гена CD-OPRT (CDopt+3pt-OPRT [aka CDopt-OPRT и CD2-OPRT], 

Т5.0004 при встраивании в рАС3 плазмидный RCR вектор). 

Также была получена слитая конструкция, содержащая CD полипептид, как описано выше, соеди-

ненный с полипептидом OPRT для получения CD оптимизированной-OPRT-азы (CD гуманизированный 

+ 3pt мутантный + OPRT-аза функциональный домен человека) с использованием схемы III, как показано 

на фиг. 2С. 

Полученная в результате конструкция имеет размер 1269 пар нуклеотидов и последовательность, 

представленную непосредственно ниже: 

 

 
F. Конструирование слитого гена CD-линкер-OPRT (CDopt+3pt-LINK-OPRT, [aka CDopt-LINKER-

OPRT и CD2-L-OPRT], T5.0005 в рАС3 плазмидном RCR векторе). 

Слитая конструкция также была получена путем клонирования линкерного (Ser-Gly-Gly-Gly-Gly)4 

домена между и в рамке считывания с CD полипептидом и OPRT полипептидом для получения CD оп-

тимизированной-линкер-OPRT последовательности с использованием схемы IV, как показано на  

фиг. 2D. 

Полученная в результате конструкция имеет размер 1329 пар нуклеотидов и последовательность, 

представленную непосредственно ниже: 
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Пример 2. Получение инфицирующего вектора. 

Вектор может быть получен целым рядом способов, но первым этапом является введение плазмид-

ной ДНК вектора в клетки, для возможности продукции инфекционных частиц, которые затем могут 

быть собраны из клеточного супернатанта. После получения инфекционных частиц другие способы по-

лучения могут быть выполнены специалистами в данной области. Векторные частицы получали путем 

транзиторной трансфекции клеток 293Т (Pear et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 90:8392-8396 1993). Клетки 

293Т размораживали и помещали в культуру, затем дважды пересевали во флаконы Т-75, содержащие  

15 мл среды DMEM, которая была получена путем перемешивания среды DMEM с высоким  

содержанием глюкозы (Hyclone# 30081, 500 мл) с FBS (Hyclone# SH30070, 50 мл), L-глутамином (Cellgro 

# 25-005-CI, 5 мл), NEAA (Hyclone #SH30238, 5 мл), и пенициллин-стреп (Cellgro # 30-002-CI,  

5 мл). Эти флаконы инкубировали при 37°C и 5% CO2. После 3-го пассажа клетки высевали в 6 флаконов 

Т-25, содержащих каждый 5 мл среды, при плотности клеток 1,8×10
6
 клеток/Т-25 (или 7,2×10

4
 кле-

ток/см
2
). Через один день после высевания Т-25 клетки трансфицировали плазмидой Т5.0002, которая 

экспрессировала вирусный вектор, с использованием набора для трасфекции фосфатом кальция (Calcium 

Phosphate Transfection Kit) от компании Promega (Cat# E1200). Через в18 ч после трансфекции среду в 

одном комплекте флаконов (3 флакона в каждом комплекте) заменяли свежей средой, содержащей  

10 мМ NaB. Среду во 2-м комплекте флаконов не заменяли, который служил в качестве контроля (ноль 

NaB). Через 8 ч после обработки NaB среду во всех флаконах заменяли свежей средой, не содержащей 

NaB. В обоих комплектах флаконов допускали продолжение экспрессии до следующего дня (продолжи-

тельность 22 ч). Супернатанты из обоих комплектов флаконов собирали и исследовали титры с помощью 

qPCR, выраженные в единицах трансдукции (TU)/мл (смотри пример 3). 

Результаты титрования показаны в следующей табл. 4. 

Таблица 4 

 
Последующие препараты вектора были получены таким же образом, без бутирата натрия. Другие 

векторные плазмиды были использованы таким же образом для получения векторных препаратов с тит-

рами от 10
5
 до 10

7
 TU/мл. Такой материал дополнительно может быть очищен и концентрирован, при 

желании, как описано ниже, а также см. US 5792643; Т. Rodriguez et al. J. Gene Med. 9:233 2007; заявка 

США 61218063. В некоторых вариантах осуществления настоящего изобретения дозу вычисляли по 

граммам массы головного мозга. В таких вариантах осуществления доза репликационно-компетентного 

ретровирусного вектора по настоящему изобретению, применимая в способах для лечения, может нахо-

диться в интервале от 10
3
 до 10

7
 TU на 1 г массы головного мозга. 

Пример 3. Количественный ПЦР анализ титрования. 

Функциональную концентрацию вектора, или титр, определяют с использованием количественного 

способа на основе ПЦР (qPCR). В этом способе вектор титруют путем инфицирования трансдуцируемой 

линии клеток-хозяев (например, клетки карциномы предстательной железы человека РС-3, АТСС  

Cat # CRL-1435) со стандартным объемом вектора и измерения результирующего количество провируса, 

находящегося в клетках-хозяевах после трансдукции. Клетки и вектор инкубируют в стандартных усло-
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виях культивирования (37°C, 5% CO2) в течение 24 ч, чтобы дать возможность завершить инфицирова-

ние до добавления антиретровирусного AZT для остановки репликации вектора. 

Далее, клетки собирают с культуральной чашки и геномную ДНК (гДНК) очищают с использовани-

ем набора для очистки геномной ДНК Invitrogen Purelink и элюируют из колонки для очистки с исполь-

зованием стерильной воды без содержания РНазы/ДНазы. Соотношение поглощения А260/А280 изме-

ряют на спектрофотометре для определения концентрации и относительной чистоты образца. Концен-

трации гДНК нормализуют с использованием дополнительного количества воды без содержания  

РНКазы-/ДНКазы до наиболее низкой концентрации любого заданного набора препаратов гДНК, так, 

чтобы входящая ДНК для qPCR оставалась неизменной для всех анализируемых образцов. 

Чистоту геномной ДНК дополнительно определяют с помощью электрофореза аликвоты каждого 

образца на окрашенном этидия бромидом 0,8% агарозном геле. Если образец проходит диапазон погло-

щения при А260/А280 1,8-2,0 и демонстрирует одну полосу гДНК, тогда этот образец готов для проведе-

ния qPCR анализа провирусного числа копий вектора. Используя праймеры, которые задают область 

LTR провируса (обратно транскрибированная векторная ДНК и векторная ДНК, которая интегрируется в 

гДНК хозяина), qPCR проводят для оценки суммарного числа событий трансдукции, которые происхо-

дят, когда известный объем вектора использовали для трансдукции известного числа клеток. Количество 

событий трансдукции на реакцию вычисляют по стандартной кривой, в которой используется плазмида, 

несущая мишень известного числа копий, которая серийно разбавлена от 1Е7 до 1Е1 копий и измерена в 

идентичных условиях qPCR, как образцы. Зная, сколько геномных эквивалентов было использовано для 

каждой реакции qPCR (из концентрации, определенной ранее) и сколько событий трансдукции, которые 

произошли на реакцию, авторы изобретения определили суммарное число событий трансдукции, кото-

рые произошли, исходя из суммарного числа клеток, которые присутствовали во время трансдукции. Это 

значение является титром вектора после разбавления в среде, содержащей клетки во время исходной 

трансдукции. Для вычисления правильного значения титра, разбавление корректируется путем умноже-

ния на коэффициент, равный сумме объема культуры и объема титра, деленные на объем титра. Эти экс-

перименты проводят в реплицирующихся культурах и анализируют с помощью qPCR, используя изме-

рения в трех повторах для каждого условия для определения среднего титра и связанного с ним стан-

дартного отклонения и коэффициента вариантности. 

Пример 4. Уровни экспрессии, измеренные с помощью вестерн-блоттинга. 

На фиг. 3 показано, что наблюдаются более высокие уровни кодонов, оптимизированных для чело-

века с тремя мутациями для более высокой стабильности по сравнению с белком yCD дикого типа в вес-

терн-блот анализе клеток U-87, инфицированных вирусом, кодирующим либо дикого типа (ACE-yCD), 

либо полностью оптимизированные (AC3-yCD2) гены цитозиндезаминазы. 

Пример 5. Генетическая стабильность вирусных векторов. 

Известно, что после обратной транскрипции и первого события интеграции в обработанные клетки, 

ДНК провируса и любое последующее потомство ретровируса имеет обычную LTR структуру из MLV на 

любом конце. Было показано, что эта конфигурация является стабильной после многократных циклов 

инфицирования (см. фиг. 4). 

Приблизительно 10
6
 интактных клеток U-87 первоначально было инфицировано вирусным векто-

ром при MOI 0,01, и их выращивали до полного инфицирования для завершения одного цикла инфекции. 

Затем супернатант снова возвращали на инфицированные клетки, а затем цикл повторяли. Геномную 

стабильность последовательности yCD2 оценивали с помощью ПЦР амплификации интегрированного 

провируса из инфицированных клеток, используя MLV специфичные праймеры, фланкирующие сайт 

встраивания трансгена. Для каждой группы инфекций, амплификацию векторной плазмиды (pAC3-yCD2 

и Kasahara et al. вектор pACE-CD) также поводили, чтобы проследить расположение по размеру полно-

размерного ампликона на геле. Появление любых полос, меньших полноразмерного ампликона, будет 

показателем нестабильности вектора. Такие эксперименты демонстрировали, что вектор по настоящему 

изобретению (Т5.0002 - содержащий модифицированный вектор, и CDopt+3pt (CD2) гетерологичный 

полинуклеотид сохраняли стабильность на протяжении большего количества пассажей, чем pACE-CD 

или Т5.007, каждый из которых несет (полинуклеотид) дрожжей дикого типа. 

Пример 6. Эксперименты по цитолизу клеток. 

В экспериментах на клеточных культурах in vitro показано, что цитозиндезаминаза в клетках, экс-

прессирующих белок yCD2, по меньшей мере, является такой же активной, как и цитозиндезаминаза из 

клеток, экспрессирующих белок yCD дикого типа, путем проведения титрований 5-FC с использованием 

клеток крыс RG2 (фиг. 5А) или клеток U-87 (фиг. 5В), инфицированных либо вирусом, полученным из 

pAC3-yCD2/T5.0002) [AC3-yCD2(V)] из pAC3-yCD/T5.0007 [АС3-yCD(V)], либо другими векторами. 

Вкратце, для клеток U-87 через 5 дней после инфицирования при множественности заражения 0,1 (т.е. 

100% инфицированных) либо вектором АС3-yCD (CD дикого типа), либо вектором AC3-yCD2 (термо-

стабильным и кодон-оптимизированным) подвергали воздействию повышенных количеств 5-FC или  

0,1 мМ 5-FU в качестве положительного контроля в течение 8 дней. На 8 день обработки 5-FC жизнеспо-

собность клеточных культур оценивали с помощью анализа MTS (Promega CellTiter 96 AQUEOUS One 

Solution Proliferation Assay). Данные показывают сравнимый цитолиз между двумя ретровирусными век-
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торами при повышенных дозах обработки с использованием 5-FC. Культуры RG2 обрабатывали подоб-

ным образом, и также показано, если вообще что-либо, слабый сдвиг кривой цитолиза в направлении 

более низкой концентрации 5-FC для вируса из анализа экспрессии T5.0002CD. Клетки U87 трансдуци-

ровали при множественности заражения (MOI) 0,1, культивировали в течение 5 дней, чтобы дать воз-

можность для распространения вируса и собирали клетки с 5 дня после трансдукции. Затем клетки соби-

рали центрифугированием при 800×g в течение 5 мин. Супернатант аспирировали из клеточного осадка и 

промывали 5 мл фосфатно-буферного солевого раствора (PBS) и снова центрифугировали при 800×g в 

течение 5 мин. Полученный в результате клеточный осадок переносили в 1,5 мл PBS, ресуспендировали 

пропусканием через наконечник пипетки, и помещали в морозильную камеру при -20°C. Клетки лизиро-

вали методом замораживания/оттаивания. Ранее ресуспендированные клетки размораживали при ком-

натной температуре, пропускали через наконечник пипетки, перемешивали со смесью ингибиторов про-

теаз и снова замораживали при -20°C. Перед проведением ферментативного исследования, образцы сно-

ва размораживали при комнатной температуре и пропускали через носик пипетки. Затем суспензию цен-

трифугировали при 14000 об/мин в настольной центрифуге в течение 5 мин. Супернатант отбрасывали из 

осадка и помещали в новую пробирку эппендорфа и помещали на лед. Ферментативную активность yCD 

оценивали, путем использования анализа HPLC. 

Анализ HPLC проводили на Shimadzu устройстве LC20AT, соединенном последовательно с фото-

матричным детектором и автоинжектором. Твердая фаза представляла собой Hypersil BDS С18 HPLC 

колонку с 5 мкм размером сфер и 4,0×250 мм размерами колонки. Подвижная фаза представляла собой 

50 мМ фосфат аммония, рН 2,1, содержащий 0,01% трет-бутиламмония перхлорат и 5% метанол; эта сис-

тема была уравновешена при 22°C. Все реактивы были ACS степени чистоты, а растворители были сте-

пени чистоты "для ВЭЖХ". Получали реакционную смесь, состоящую из 800 мкл с конечной концентра-

цией 0,125 мг/мл 5FC (1 мМ) в PBS и помещали в 1,5 мл флаконы для автоматического дозатора. Затем 

инициировали реакцию путем добавления 200 мкл каждого клеточного лизата. Реакционную 

смесь/флаконы для автоматического дозатора помещали в автодозатор и вводили 5 мкл реакционной 

смеси. Моменты времени были взяты периодически, путем извлечения 5 мкл аликвоты из каждого реак-

ционного флакона и анализа на ВЭЖХ колонке. Скорости превращения 5FC в 5FU вычисляли путем 

сравнения площадей пика с известными количествами из ранее полученной стандартной кривой 5FU. 

Скорость превращения 5FC в 5FU была получена путем нанесения на график количества 5FU (в 

нмолях) в зависимости от соответствующего интервала времени. Была получена концентрация белка для 

образца клеток и специфическую активность образцов клеточного лизата вычисляли путем деления ско-

рости превращения (нмоль/мин) на количество белка, используемого в исследовании, в мг. На фиг. 6 по-

казана специфическая активность векторов после 5 дней трансдукции при MOI 0,1. Данные демонстри-

руют, что pACE-yCD (T5.0000) < рАС3-yCD1(T5.0001) < pAC3-CD2 (T5.0002) в значении специфической 

активности цитозиндезаминазы в клетках культуры ткани. 

Пример 7. Опухоли, обработанные полностью модифицированным геном CD (yCD2), элиминиру-

ются более эффективно, чем опухоли, обработанные немодифицированным геном CD дрожжей, и не ре-

цидивируют (PR-01-08-001). 

Для определения, какая векторная конструкция приводит к получению наиболее эффективного век-

тора в модели подкожного ксенотрансплантата мыши/человека. Оценивали три различные конструкции: 

Т5.0001 (частично модифицированный (ген) CD); Т5.0007 (немодифицированный ген CD дрожжей); 

Т5.0002 (полностью модифицированный ген yCD2). Рост опухоли, выживание и регрессию опухоли по-

сле введения пролекарства 5-FC оценивали в модели подкожной глиомы человека (U87) у мышей с им-

мунодефицитом. Оценивали две различные концентрации 5-FC для определения ответа на дозу, наблю-

даемого между 5-FC и конструкциями опухоль-вектор. 

Всего было исследовано 12 групп, состоящих из 9-11 самок мышей на группу. Все мыши подверга-

лись имплантации на спине с правого бока в 0 день либо: 98% смеси линии неинфицированных опухоле-

вых клеток U-87 и 2% смеси линии клеток U-87, которые были инфицированы одной из трех векторных 

конструкций ТОСА 511, Т5.0002, Т5.0001, Т5.0007; или неинфицированной контрольной линии клеток 

U-87 (100%). Мышам инокулировали 2×10
6
 клеток/мышь. Мыши в группах 1-3 не были заражены клет-

ками U87, в группах 4-6 получали смесь клеток U87, трансдуцированных Т5.0002 U87, группы 7-9 полу-

чали смесь клеток U87, трансдуцированных Т5.0001, и группы 10-12 получали смесь клеток U87, транс-

дуцированных Т5.0007. Опухоли выращивали в течение 6 дней, пока размер опухоли не достигал при-

близительно 100 мм
3
. Каждая группа мышей, которым вводили вектор, была рандомизирована для вве-

дения одной из двух доз 5-FC (200 или 500 мг/кг/день), вводимых в виде однократной внутрибрюшинной 

инъекции начиная с 6 дня без введения 5-FC. Введение 5-FC продолжали ежедневно в течение 28 после-

дующих дней. Выживание мышей после 29 дня оценивали по размеру опухоли, а затем скарифицировали 

в различные дни, извлекая опухоли для анализа, при их наличии. На 29 день мыши из групп 4-12 снова 

были рандомизированы и мышей подразделяли на 2 подгруппы (либо продолжали введение 5-FC для 

наблюдения за регрессией опухоли, либо прекращали воздействие 5-FC для наблюдения за возобновле-

нием опухолевого роста). 
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Результаты: во всех опухолях, обработанных Т5.0002, Т5.0000 и Т5.0007, демонстрировалась рег-

рессия опухоли до неопределяемой при дозе 200 и 500 мг/кг на 29 день. У всех животных, получивших 

воздействие Т5.0002, опухоли заново не образовывались, когда прекращалось воздействие 5FC, до 39 

дней. В отличие от этого, некоторые опухоли, обработанные Т5.0001 и Т5.0007, рецидивировали к 39 

дню. Эксперимент заканчивали на 39 день. 

Заключение: Т5.0002 плюс 5-FC представляет собой более эффективную противоопухолевую тера-

пию, чем Т5.0001 или Т5.0007 плюс 5-FC. 

Был описан ряд вариантов осуществления настоящего изобретения. Тем не менее, будет понятно, 

что различные модификации могут быть сделаны, не отклоняясь от сущности и объема настоящего изо-

бретения. В соответствии с этим другие варианты осуществления входят в объем следующей формулы 

изобретения. 

Список последовательностей 

 



027693 

- 30 - 

 



027693 

- 31 - 

 



027693 

- 32 - 

 



027693 

- 33 - 

 



027693 

- 34 - 

 



027693 

- 35 - 

 



027693 

- 36 - 

 



027693 

- 37 - 

 



027693 

- 38 - 

 



027693 

- 39 - 

 



027693 

- 40 - 

 



027693 

- 41 - 

 



027693 

- 42 - 

 



027693 

- 43 - 

 



027693 

- 44 - 

 



027693 

- 45 - 

 



027693 

- 46 - 

 



027693 

- 47 - 

 



027693 

- 48 - 

 



027693 

- 49 - 

 



027693 

- 50 - 

 



027693 

- 51 - 

 



027693 

- 52 - 

 



027693 

- 53 - 

 



027693 

- 54 - 

 



027693 

- 55 - 

 



027693 

- 56 - 

 



027693 

- 57 - 

 



027693 

- 58 - 

 



027693 

- 59 - 

 



027693 

- 60 - 

 



027693 

- 61 - 

 



027693 

- 62 - 

 



027693 

- 63 - 

 



027693 

- 64 - 

 



027693 

- 65 - 

 



027693 

- 66 - 

 



027693 

- 67 - 

 



027693 

- 68 - 

 



027693 

- 69 - 

 



027693 

- 70 - 

 



027693 

- 71 - 

 



027693 

- 72 - 

 



027693 

- 73 - 

 



027693 

- 74 - 

 



027693 

- 75 - 

 



027693 

- 76 - 

 



027693 

- 77 - 

 



027693 

- 78 - 

 



027693 

- 79 - 

 



027693 

- 80 - 

 



027693 

- 81 - 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Рекомбинантный репликационно-компетентный ретровирус (RCR), способный трансформиро-

вать клетку-мишень человека полинуклеотидом, кодирующим полипептид с цитозиндезаминазной ак-

тивностью и повышенной стабильностью в клетках человека, который катализирует превращение экзо-

генного 5-фторцитозина в 5-фторурацил, обеспечивая цитотоксическое действие у индивида с наруше-

нием клеточной пролиферации, где ретровирус содержит 

ретровирусный белок GAG; 

ретровирусный белок POL; 

оболочку ретровируса; 

ретровирусный полинуклеотид, содержащий подходящий для экспрессии в клетке млекопитающего 

промотор на 5'-конце ретровирусного полинуклеотида, домены gag, pol и env ретровирусного полинук-

леотида, последовательность длинных концевых повторов (LTR) на 3'-конце ретровирусного полинук-

леотида; 

кассету, содержащую внутренний сайт связывания рибосомы (IRES), функционально связанный с 

полинуклеотидом, кодирующим полипептид с цитозиндезаминазной активностью и содержащим нук-

леотиды от приблизительно 8877 до приблизительно 9353 последовательности SEQ ID NO: 19, оптими-

зированной по кодонам для экспрессии в клетках человека, где указанная кассета расположена между 

доменом env и последовательностью LTR; и 

последовательности, действующие в цис-положении, необходимые для обратной транскрипции, 

упаковки и интеграции RCR в клетку-мишень, где последовательности, действующие в цис-положении, 

расположены рядом с последовательностью LTR. 

2. Ретровирус по п.1, где ретровирусный полинуклеотид получен из вируса лейкоза мышей (MLV), 

вируса мышиного лейкоза Молони (MoMLV), вируса лейкоза кошек или вируса лейкоза гиббонов 

(GALV). 

3. Ретровирус по п.2, где MLV представляет собой амфотропный MLV. 

4. Ретровирус по п.1, где ретровирус представляет собой гамма-ретровирус. 

5. Ретровирус по п.1, где клетка-мишень представляет собой клетку с нарушением клеточной про-

лиферации. 

6. Ретровирус по п.1, где клетка-мишень представляет собой неопластическую клетку. 

7. Ретровирус по п.5, где нарушение клеточной пролиферации выбрано из рака легких, рака толстой 

и прямой кишки, рака груди, рака предстательной железы, рака мочевыводящих путей, рака матки, рака 

головного мозга, рака тканей головы и шеи, рака поджелудочной железы, меланомы, рака желудка и рака 

яичников. 

8. Ретровирус по п.1, где промотор представляет собой промотор, регулируемый гормоном, или 

промотор, регулируемый цитокином. 

9. Ретровирус по п.1, где промотор представляет собой тканеспецифичный промотор. 

10. Ретровирус по п.9, где тканеспецифичный промотор содержит по меньшей мере один элемент 

андрогенного ответа (ARE). 

11. Ретровирус по п.10, где элемент андрогенного ответа получен из промотора пробазина. 

12. Ретровирус по п.9, где тканеспецифичный промотор включает промотор пробазина. 

13. Ретровирус по п.1, где промотор представляет собой промотор CMV, содержащий нуклеотиды 

от приблизительно 1 до приблизительно 582 последовательности SEQ ID NO: 19, 20 или 22, причем про-

мотор может включать модификацию одного или нескольких нуклеотидов без изменения функциональ-

ной активности. 

14. Ретровирус по п.1, где промотор содержит нуклеотиды от приблизительно 1 до приблизительно 

582 последовательности SEQ ID NO: 19 или 20. 

15. Ретровирус по п.1, где промотор содержит полинуклеотидный домен CMV-R-U5. 

16. Ретровирус по п.15, где домен CMV-R-U5 содержит ранний промотор цитомегаловируса чело-

века, функционально связанный с областью R-U5 MLV. 

17. Ретровирус по п.16, где домен CMV-R-U5 содержит нуклеотиды от приблизительно 1 до при-

близительно 1202 последовательности SEQ ID NO: 19, 20 или 22 или последовательности, которая по 

меньшей мере на 95% идентична последовательности SEQ ID NO: 19, 20 или 22, где указанный полинук-

леотидный домен активизирует транскрипцию молекулы нуклеиновой кислоты, функционально связан-

ной с ним. 

18. Ретровирус по п.1, где домен gag полинуклеотида получен из гамма-ретровируса. 

19. Ретровирус по п.18, где домен gag содержит нуклеотиды от приблизительно 1203 до приблизи-

тельно 2819 последовательности SEQ ID NO: 19 или последовательности, которая по меньшей мере на 

95, 98, 99 или 99,8% идентична ей. 

20. Ретровирус по п.1, где домен pol полинуклеотида получен из гамма-ретровируса. 

21. Ретровирус по п.20, где домен pol содержит нуклеотиды от приблизительно 2820 до приблизи-
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тельно 6358 последовательности SEQ ID NO: 19 или последовательности, которая по меньшей мере на 

95, 98, 99 или 99,9% идентична ей. 

22. Ретровирус по п.1, где домен env содержит нуклеотиды от приблизительно 6359 до приблизи-

тельно 8323 последовательности SEQ ID NO: 19 или последовательности, которая по меньшей мере на 

95, 98, 99 или 99,8% идентична ей. 

23. Ретровирус по п.1, где IRES получен из вируса энцефаломиокардита. 

24. Ретровирус по п.23, где IRES содержит нуклеотиды от приблизительно 8327 до приблизительно 

8876 последовательности SEQ ID NO: 19 или последовательности, которая по меньшей мере на 95, 98 

или 99% идентична ей. 

25. Ретровирус по п.1, где 3'-концевая последовательность LTR получена из гамма-ретровируса. 

26. Ретровирус по п.25, где 3'-концевая последовательность LTR содержит домен U3-R-U5. 

27. Ретровирус по п.26, где 3'-концевая последовательность LTR содержит нуклеотиды от прибли-

зительно 9405 до приблизительно 9998 последовательности SEQ ID NO: 19 или последовательности, ко-

торая по меньшей мере на 95, 98 или 99,5% идентична ей. 

28. Ретровирус по п.1, где ретровирусный полинуклеотид содержит последовательность SEQ ID 

NO: 19, 20 или 22. 

29. Ретровирус по п.1, где ретровирусный полинуклеотид находится в проретровирусной форме и 

содержит в направлении от 5'-конца к 3'-концу 

домен CMV-R-U5, содержащий ранний промотор цитомегаловируса человека, функционально свя-

занный с областью R-U5 MLV; 

последовательности, действующие в цис-положении, содержащие участок PBS для связывания 

праймера для обратной транскриптазы; 

5'-концевой сайт сплайсинга и 

Ψ сигнал упаковки; 

домены gag и pol MLV, 3'-концевой сайт сплайсинга и домен env MLV штамма 4070А; 

кассету, содержащую IRES из вируса энцефаломиокардита, полинуклеотид, кодирующий полипеп-

тид с цитозиндезаминазной активностью, содержащий нуклеотиды от приблизительно 8877 до прибли-

зительно 9353 последовательности SEQ ID NO: 19, и полипуриновый тракт; 

3'-концевую последовательность LTR, содержащую домен U3-R-U5 MLV. 

30. Ретровирус по п.29, где ретровирусный полинуклеотид содержит последовательность SEQ ID 

NO: 19 или 22. 

31. Ретровирус по п.29, где ретровирусный полинуклеотид получен из вируса лейкоза мышей 

(MLV), вируса мышиного лейкоза Молони (MoMLV), вируса лейкоза кошек или вируса лейкоза гиббо-

нов (GALV). 

32. Ретровирус по п.31, где MoMLV представляет собой амфотропный MoMLV. 

33. Применение ретровируса по п.29 для получения лекарственного средства, катализирующего 

превращение экзогенного 5-фторцитозина в 5-фторурацил в клетках индивида с нарушением клеточной 

пролиферации. 

34. Применение по п.33, где ретровирусный полинуклеотид содержит последовательность SEQ ID 

NO: 19, 20 или 22. 

35. Применение по п.33, где нарушением клеточной пролиферации является мультиформная глиоб-

ластома. 

36. Применение по п.33, где нарушение клеточной пролиферации выбрано из рака легких, рака тол-

стой и прямой кишки, рака груди, рака предстательной железы, рака мочевыводящих путей, рака матки, 

рака головного мозга, рака тканей головы и шеи, рака поджелудочной железы, меланомы, рака желудка и 

рака яичников. 

37. Применение ретровируса по п.1 для лечения нарушения клеточной пролиферации у индивида 

посредством каталитического превращения в его клетках экзогенного 5-фторцитозина в 5-фторурацил. 
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