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(57) 1. Застосування модифікованого вірусу ко-
ров'ячої віспи Ankara (MVA) для виготовлення
медикаменту для лікування новонароджених тва-
рин і людини, де MVA являє собою вірус, здат-
ний невдало інфік увати новонароджених тва-
рин, включаючи людину, та де лік ування
викликає або підсилює дозрівання  імунної сис-
теми.

2. Застосування за п. 1, де MVA є штамом
MVA-BN, депонованим у Європейській Колекції
Культур Тваринних Клітин (ЕСАСС), Salisbury (UK)

під депозитним номером V00083008, або його по-
хідними, де похідні відрізняються тим, що (і) здатні
до репродуктивної реплікації у фібробластах куря-
чого ембріона (CEF) та клітинній лінії ВНК, але не
здатні до репродуктивної реплікації в клітинній лінії
людини, та (ii) не можуть реплікуватися в мишачо-
му штамі,  що не здатний продукувати зрілі В та Т
клітини, та, отже, є дещо імунодефектними й ви-
сок осприйнятливими до реплікації вірусу.
3. Застосування за п. 2, яке відрізняється тим, що
клітинна лінія людини являє собою HaCat або
HeLa.
4. Застосування за будь-яким з пп. 1-3, яке відрі-
зняється тим, що прискорення дозрівання імунної
системи корелюється з підвищенням кількості ден-
дритних клітин та їхніх клітин-попередників.
5 .  Застосування за п .  4 ,  яке відрізняється
тим , що к літини-попередники дендритних клітин
являють собою плазмацитоїдні дендритні клітини-
попередники.
6. Застосування за будь-яким з пп. 1-5, яке відріз-
няється тим, що прискорення дозрівання імунної
системи корелюється з принаймні 1,5-кратним
збільшенням концентрації Flt3-L двома днями піз-
ніше після введення MVA.
7. Застосування за будь-яким з пп. 1-6, яке відрі-
зняється тим, що медикамент уводять оральним,
назальним, внутрішньом'язовим, внутрішньовен-
ним, внутрішньочеревинним, інтрадермальним,
внутрішньоутробним та/або підшкірним шляхом.
8. Застосування за будь-яким з пп. 1-7, яке відрі-
зняється тим, що медикамент застосовують у
терапевтично ефективній кількості в першій іно-
куляці ї ("первинній інокуляції") та другій інокуляції
("підсилюючій інокуляції").
9. Застосування за будь-яким з пп. 1-8, яке відрі-
зняється тим, що медикамент уводять тварині,
включаючи людину, в кількості принаймні 101

ТСID50 (доза інфікування тканинної культури) MVA.
10. Застосування за будь-яким з пп. 1-9, яке
відрізняється тим, що вірусний геном включає
принаймні одну гетерологічну послідовність нукле-
їнової кислоти.
11. Застосування за п. 10, яке відрізняється тим,
що гетерологічна послідовність нуклеїнової кисло-
ти вибрана з послідовності, що кодує принаймні
один антиген, антигенний епітоп та/або терапевти-
чну сполуку.
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12. Застосування за п. 10, яке відрізняється тим,
що гетерологічна послідовність нуклеїнової кисло-

ти кодує протеїн, вибраний з інтерферону, IL-12,
Flt3-L та GМ-CSF.

Винахід полягає у використанні вірусу для ви-
готовлення медикаментів для вакцинації або ліку-
вання новонароджених або внутрішньочеревинно-
го лікування тварин, включаючи людину, причому
вірус здатний інфікувати клітини новонароджених
або внутрішньоутробних тварин, включаючи лю-
дину, але нездатний бути реплікованим у інфек-
ційне вірусне потомство в новонароджених або
внутрішньоутробних тваринах, включаючи людину.

Вірус, переважно є модифікованим вірусом
коров'ячої віспи Ankara.

Зокрема, винахід відноситься до вакцинації
новонароджених проти вірусних інфекцій, які від-
носяться до тієї самої групи, що й вірус використа-
ний для вакцинації. Крім того, винахід відноситься
до вакцинації новонароджених проти антигенів,
вибраних з чужорідних антигенів та пухлинних
антигенів, де пухлинний антиген та/або чужорідний
антиген є відмінним від антигенів асоційованих з
вірусом. Винахід також, відноситься до викорис-
тання зазначених вище вірусів для збільшення
рівня факторів, котрі активують дендритні клітини
або їхні клітини-попередники та/або для збільшен-
ня кількості дендритних клітин або їхніх клітин-
попередників та/або для підвищення вироблення
та/або клітинного вмісту інтерферону (IFN) або IL-
12.

Передумови створення винаходу
Природне середовище, що оточує тварин та

людей містить велику різноманітність збудників
інфекції,  таких як,  віруси,  бактерії та грибки.  Біль-
шість з цих збудників інфекції можуть спричиняти
захворювання у носія інфекції. За нормальних
умов носій інфекції відновлюється після захворю-
вання, викликаного збудником інфекції після де-
якого періоду. Відновлення відбувається завдяки
імунній системі тварини чи людини.

Імунна система є частиною тіла тварини або
людини, яка відповідає за знищення збудників ін-
фекції. Імунна відповідь поділяється на специфіч-
ну та неспецифічну (вроджену) реакцію, хоча оби-
дві тісно взаємодіють. Неспецифічна імунна
відповідь є безпосереднім захистом проти широкої
різноманітності чужорідних сполук та збудників
інфекції. У вродженій імунній відповіді проти віру-
сів інтерферони IFN-a та IFN-b є надзвичайно не-
обхідними для стримування початкової реплікації
вірусу та активації природних клітин-кілерів (NK)
для безпосереднього знищення інфікованих клі-
тин. Внутрішньоклітинні бактеріальні або парази-
тичні патогени індукують IL-12, котрий є позитив-
ним регулятором IFN-g в клітинах NK  та/або
деяких підгрупах Т-клітин.  Клітини NK  із активова-

ним IFN-g можуть вбивати внутрішньоклітинні па-
тогени. Більш того, IFN-g також активує макрофаги
та робить їх здатними вбивати одержані патогени.

Найбагатшим джерелом IFN-a/b у розрахунку
на клітину є дендритні клітини (DC), що є спеціалі-
зованими клітинними популяціями, стратегічно
розповсюдженими в усьому тілі. Плазмоцитоїдні
DC або CD11c+ CD8+ DC знаходяться серед най-
кращих продуцентів IFN-a/b. CD8+ DC інфіковані
внутрішньоклітинними невірусними патогенами є
найбільш важливими клітинами, здатними вироб-
ляти IL-12, необхідний на ранніх етапах імунного
захисту.

Специфічна імунна відповідь може бути інду-
кована до окремих зовнішніх речовин (антигенів)
після лаг-фази, коли організм стикається із речо-
виною вперше. Ініціація специфічної імунної відпо-
віді також координується DC.  Існує постійний рух
цих клітин з периферії до вторинних лімфоїдних
органів, лімфатичних вузлів або селезінки де ре-
циркулюють неспецифічні Τ та B-клітини. Антиген,
який несе DC до цих органів уможливлює актива-
цію неспецифічних Τ та B-клітин у ефекторні Τ та
В-клітини.

Для цього DC  не лише несуть антиген,  а й
пластичність розпізнавання патогену допускає
активацію інших генів в DC і, таким чином, патоген
регулює затравку Т-клітин.

Специфічна імунна відповідь є високоефекти-
вною й відповідає за той факт, що особа яка оду-
жала від певної інфекції є захищеною проти цієї
інфекції. Таким чином, повторне зараження тим
самим або дуже схожим збудником інфекцій при-
зводить до значно менших симптомів або до по-
вної їх відсутності, таким чином, це є "раніше на-
бутий специфічний імунітет" до цього збудника.
Такий імунітет та імунологічна пам'ять, відповідно,
зберігаються на протязі тривалого часу, в деяких
випадках на протязі всього життя. Відповідно, ін-
дукування імунологічної пам'яті може бути викори-
стано для вакцинації, тобто, для захисту індивіду-
уму від інфікування специфічним патогеном.

Для вакцинації на імунну систему діють вакци-
ною, котра сама по собі є менш ушкоджуючою ніж
патоген, проти якого індукується імунна відповідь.
Вакцина містить або експресує епітопи, котрі зна-
ходяться в, або експресуються агентом проти яко-
го проводиться вакцинація. Таким чином, організм
є імунізованим проти агенту, який містить епітоп,
що є частиною вакцини.

Типові вакцини є ослабленими або інактиво-
ваними вірусами (наприклад, вакцини від поліомі-
єліту та віспи), рекомбінантними протеїнами (на-
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приклад, рекомбінантний S-протеїн вірусу гепатиту
В), бактеріальні токсини, інактивовані нагріванням
(токсин Clostridium tetani) або полісахаридами кап-
сули бактеріальної стінки (Streptococcus pneumo-
niae).

Отже, інфекційні захворювання можуть при-
зводити до тяжких клінічних станів у новонародже-
них та малят,  це є приводом для вакцинації дітей
та малюків на стільки рано, на скільки це можливо.
Прикладом станів, проти яких вакцинація є бажа-
ною є поксвірусні інфекції, включаючи віспу. Од-
нак, спробам успішної вакцинації заважає той
факт, що імунна система новонароджених тварин
ще не є зрілою. Імунна система новонароджених
малюків тварин-ссавців стає зрілою поступово на
протязі певного проміжку часу. У людей дозріван-
ня настає протягом першого року життя. Це є при-
чиною, чому вікова група новонароджених зали-
шається відкритою для багатьох інфекцій протягом
першого року життя [Gans etal., J. Am. Med. Assoc.
(1998) 280,527-532]. Більш детально, новонаро-
джені малюки мають недорозвинену функцію В-
клітин, недостатність презентації первинного анти-
гену дендритними клітинами та обмежену-
проліферацію Т-клітин [Gans etal., J. Am. Med.
Assoc. (1998) 280,527-532]. Одразу після наро-
дження рівень Т-клітин в селезінці в 1000  разів
менший ніж у дорослих.

Для досягнення принаймні слабкої імунізації
було запропоновано використовувати реплікуючі
віруси або склади, що містять ад'ювант для імуні-
зації. Однак, із реплікацією вірусів завжди є ризик,
що незріла імунна система не справиться із вірус-
ною інфекцією або живою вакциною, оскільки Т-
клітини є необхідними для знищення вірусів
[Hassett etal., J. Virol. (1997) 71,7881-7888]. Отже, у
новонароджених цитокініни продукуються Th-1 Т-
хелперами в меншій кількості, відповіддю у малят
є переважно Th-2. Також, цитотоксичні Т-клітини
не є мобілізовані, й знищення вірусу не відбува-
ється.

Ситуація у ссавців є дуже подібною до ситуації
у людей, тобто імунна система після народження
не є зрілою. У новонароджених мишей кількість
селезінкових Т-клітин CD4+ становить 80000 та
стільки ж Т-клітин CD8+, що в 1000 разів менше
ніж в селезінці дорослих.  Також,  у цих мишей не-
зрілою є система, що продукує інтерферон (IFN).
Таким чином, новонароджені миші є нездатними
ефективно протидіяти розповсюдженню внутріш-
ньоклітинних патогенів в місці інфікування за до-
помогою IFN. На додаток, низька кількість та не-
адекватна стадія активації імунних клітин є
значною перешкодою для протидії швидко поши-
рюваним патогенам або вірусам, що реплікуються
і які було використано для вакцинації.

Із-за ризику, пов'язаного із живими вірусними
вакцинами, не рекомендується вакцинувати ново-
народжених тварин, включаючи людей, вірусами,
що реплікуються. Наприклад, не рекомендується
вакцинувати новонароджених проти віспи штама-
ми вірусу коров'ячої віспи, котрі використовували-
ся при боротьбі із віспою, такими як штами Elstee,
Copenhagen та NYCBH. Згідно теперішніх рекоме-

ндацій в США, діти молодші за 12 місяців не пови-
нні одержувати сучасні комерційні вакцини віспи.

Вакцинація новонароджених препаратами, що
містять ад'ювант, мають той недолік, що багато
небезпечних речовин потрапляє в організм. Отже,
вакцинація новонароджених людей проводиться
лише у виключних випадках, наприклад, у випадку
інфекції вірусом гепатиту Б.

На закінчення, вказано, що при народжені іму-
нна система не є зрілою.  Оскільки,  вакцинація ві-
русами, здатними до реплікації, або препаратами,
що містять ад'ювант мають значні недоліки, малю-
ки не вакцинуються до 2-х місячного віку в Німеч-
чині (Empfehlung der Standigen Impfkommission
STICO, 2001) та 6-й тижнів в США (АСІР "Recom-
mended Childhood Immunization Schedule, United
States").

Затримка в розвитку імунної системи частково
компенсується за рахунок передачі материнських
антитіл від матері до малюка під час виношування
та грудного годування. Однак, не всі малюки вико-
рмлюються грудьми, з огляду на різні причини.
Таким чином, період до 6-8-и місячного віку у лю-
дей є дуже критичним, протягом цього періоду
малюк, який має незрілу, і таким чином не повніс-
тю функціонуючу імунну систему не отримує мате-
ринських антитіл, а також в цей час вакцинація
зазвичай є не успішною або занадто небезпечною.

Подібна ситуація спостерігається у ссавців,
зокрема, для економічно важливих тварин, таких
як, корови або домашніх тварин, таких як, коти та
собаки. Для зниження витрат, кількість молока, що
отримує теля від корови часто значно знижена.
Замість цього теля одержує суміш із молочного
порошку, закваски та спеціального концентровано-
го корму, іноді вже на першому тижні після наро-
дження. Також, теля не одержує необхідну кіль-
кість та різноманітність материнських антитіл, і
таким чином імунна система стає дуже сприйнят-
ною до інфекцій. До того ж, фермери, які розво-
дять телят та вирощують їх для м'ясної продукції
часто є не одні й ті самі.  У віці від 4  до 6  тижнів
телят збирають й відправляють на інші ферми для
м'ясного виробництва. В цей час материнських
антитіл мало й імунна система ще не повністю
розвинена, але тварини вже піддані ризику нових
інфекційних чинників за стресових умов. Це збіль-
шує ризик інфекцій, котрі могли бути попереджені
вакцинацією. Подібну ситуацію можна спостерігати
в закладах по утриманню або розведенню кішок
або собак, де також високе інфекційне наванта-
ження.

Об'єкт винаходу
Об'єктом даного винаходу є створення засобу

вакцинації новонароджених дітей та тварин, відпо-
відно, від зовнішніх антигенів та антигенів, пов'я-
заних із захворюваннями людей та тварин, відпо-
відно. Більш конкретно, об'єктом даного винаходу
є створення засобу, що дозволяє прискорити до-
зрівання імунної системи новонароджених тварин
та людей. Також об'єктом даного винаходу є ство-
рення засобу, який дозволяє здійснювати вакци-
націю новонароджених тварин, включаючи людей,
проти поксвірусних інфекцій, зокрема проти віспи.

Докладний опис винаходу
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Згідно даного винаходу, неочікувано було ви-
явлено, що можливим є безпечно та надійно вак-
цинувати та/або лікувати новонароджених або
внутрішньоутробних тварин, включаючи людей,
вірусами, які здатні інфікувати клітини новонаро-
джених-або внутрішньоутробних тварин, включаю-
чи людей, але не здатні бути реплікованими у зга-
даних клітинах у інфекційне вірусне потомство.
Зокрема було показано, що віруси, використані
згідно з даним винаходом, такі як MVA, зокрема
MVA-BN та їхні похідні (див. далі), можуть бути
застосовані до новонароджених без виявлення
будь-яких негативних наслідків. Вакцинація тварин
вірусом призводить до специфічної імунної відпо-
віді проти вірусу, застосованого для вакцинації
та/або до загальної вакцинації проти чужорідних
антигенів та пухлинних антигенів, як більш докла-
дно пояснено нижче. Більше того, віруси, викорис-
тані згідно з даним винаходом призводять до інду-
кції та/або посилення дозрівання імунної системи,
що пов'язане із збільшенням кількості дендритних
клітин та таких факторів як інтерферон. Вакцина-
ція вірусами, застосованими, згідно з даним вина-
ходом, є можливим навіть тоді, коли композиція,
що застосовується до тварин не містить ад'ювант.

Коротко, віруси, котрі використовуються згідно
даного винаходу (і) викликають ефективну імунну
відповідь у новонароджених, (іі) можуть бути за-
стосовані без використання ад'юванту та (ііі) не
мають ризику зашкодити організму.

Згідно даного винаходу, захисний ефект діє
принаймні 5 днів, переважно, принаймні, 7, 14 або
28 днів після першої вакцинації.

Віруси,  які "здатні інфікувати клітини",  є віру-
сами, що несуть на вірусній поверхні структури,
здатні взаємодіяти із кпітинами-носіями, таким
чином, що вірус або, принаймні, вірусний геном
стає інкорпорованим в клітину-носій. Оскільки ві-
руси, використані згідно даного винаходу, є здат-
ними інфікувати клітини-носії,  вони не здатні бути
реплікованими у інфекційне вірусне потомство в
інфікованих клітинах. В контексті даного винаходу
термін, "вірус не здатний бути реплікованим у ін-
фекційне вірусне потомство у вказаних клітинах"
відноситься до вірусів, геном яких є принаймні
частково транскрибований та трансльований у
вірусні протеїни або навіть реплікований, однак,
неупакований в інфекційні вірусні частки. Таким
чином, віруси, використані згідно даного винаходу,
є вірусами, що призводять до невдалих інфекцій
носія.

Невдала інфекція може мати місце з двох при-
чин: згідно першої, клітина може бути сприйнятли-
вою до інфекції але не бути здатною до розмно-
ження вірусу, наприклад, завдяки тому факту, що
не всі необхідні вірусні гени для розмноження ві-
русу у згаданій клітині експресуються та/або при-
сутні в вірусному геномі. Прикладом такого типу
вірусу, згідно даного винаходу, в клітинах ссавців є
модифікований вірус коров'ячої віспи Ankara
(MVA), котрий буде більш детально описаний далі.
Згідно іншого варіанту, невдале інфікування також
може бути результатом інфікування клітини дефе-
ктними вірусами, котрі не мають повного набору
вірусних генів. Прикладом такого вірусу, згідно

даного винаходу, для клітин людини є DISC HSV-1
(одноциклічний симплексвірус герпесу), напри-
клад, симплексвірус герпесу, котрий має обме-
ження на один цикл інфекції (Dilloo et al., Blood
1997,89: 119-127). У цього вірусу відсутній ген жит-
тєво необхідного глікопротеїну Η (gH), але він мо-
же бути вирощений у великому титрі в комплемен-
тній клітинній лінії, яка експресує gН. Вирощування
в некомплементних клітинних лініях, придатних
для росту вірусу герпесу, обмеженого до одного
циклу реплікації, приводить до вивільнення неін-
фекційних вірусів. Термін "не здатний бути реплі-
кованим" відноситься, переважно до вірусів, які
зовсім не реплікуються в клітинах вакцинованих
тварин. Однак, також ці віруси є, в межах предста-
вленого винаходу, такими, котрі демонструють
невелику залишкову реплікаційну активність, котра
керується незрілою імунною системою новонаро-
дженого.

Вірус відповідно до даного винаходу може бу-
ти будь-яким вірусом, здатним до інфікування тва-
ринних клітин, але не здатним бути реплікованим у
інфекційне вірусне потомство у вказаних клітинах.
Має бути зрозумілим, що вірус, здатний інфікувати
клітини тварин одного виду але не здатний бути
реплікованим в інфекційне вірусне потомство у
вказаних клітинах, може поводитися інакше в дру-
гому виді тварин. Наприклад, для людей MVA-BN
та його похідні (див. нижче) є віруси, здатні інфіку-
вати клітини людини, але вони не здатні бути реп-
лікованими в інфекційне вірусне потомство в клі-
тинах курчати. Особі досвідченій в даній галузі
відомо, який вірус має бути обраний для конкрет-
ного виду тварин. Тест, який використовує миша-
чий штам AGR129, дозволяє визначити здатність
вірусу бути реплікованим в новонародженій твари-
ні або внутрішньочеревинно, описано в WO
02/42480. Результат одержаний на цій мишачій
моделі є показовим для людей.

Таким чином, термін "не здатний бути репліко-
ваним у інфекційне вірусне потомство" як він вико-
ристовується в даному винаході відповідає термі-
ну "нездатний реплікуватися in vivo" як
використано для мишей в WO 02/42480. Більш
детально про цей тест буде йти мова нижче. Віру-
си, згідно даного винаходу є переважно здатні
бути реплікованими в принаймні одному типі клі-
тин принаймні одного виду тварин.

Таким чином, можливо ампліфікувати вірус
перед застосуванням на тварині, котру буде вак-
циновано та/або котру будуть лікувати. Як при-
клад, робиться посилання на MVA-BN, котрий мо-
же бути ампліфіковано в клітинах CEF, але це
вірус,  який не здатний бути реплікований у інфек-
ційне вірусне потомство в новонароджених людей
або внутрішньочеревинно. В цьому контексті за-
уважено, що хімічно або фізично інактивовані віру-
си не мають всі властивості цього переважного
втілення, оскільки інактивовані віруси є здатними
інфікувати клітини новонароджених тварин або
внутрішньочеревинно, включаючи людей і не зда-
тні бути репліковані в інфекційне вірусне потомст-
во у новонароджених тварин або внутрішньочере-
винно, включаючи людей, але ці віруси не є
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здатними до реплікації в принаймні одному типі
клітин принаймні одного виду тварин.

Переважно вірус є ДНК вірусом. Більш бажа-
но,  щоб він був вірусом клітин ссавців,  зокрема
клітин людини, ДНК вірусом, вибраним з DISC-
Hepes вірусів та модифікованим вірусом коров'я-
чої віспи Ankara (MVA).

Вірус Коров'ячої Віспи Ankara (MVA) відно-
ситься до вірусу Коров'ячої Віспи, члену роду
Orthopoxvirus в сімействі Poxviridae. MVA було
одержано 516-а послідовними пасажами на фіб-
робластах курячих ембріонів зі штаму вірусу коро-
в'ячої віспи Ankara (CVA) (для ознайомлення ди-
вись Мауr, Α., et al. Infection 3,6-14 [1975]). В
результаті цих довготривалих пасажів одержаний
вірус MVA втратив близько 31тис. основ своєї ге-
номної послідовності, і тому був описаний як дуже
обмежений щодо носіїв до пташиних клітин (Ме-
уеr, Н. et al., J. Gen. Virol. 72,1031-1038 [1991]).
Було показано, на різноманітних тваринних моде-
лях, що одержаний MVA має значну авірулентність
(Мауr, Α. & Danner.K. [1978] Dev. Biol. Stand. 41:
225-34). До того ж, цей штам MVA, було випробу-
вано в клінічних тестах як вакцину для імунізації
проти віспи людини (Mayret al.,Zbl. Bakt. Hyg.l, Abt.
Org. В 167,375-390[1987], Stickl et al., Dtsch. Med.
Wschr. 99,2386-2392[1974]). До цього дослідження
було залучено близько 120,000 людей, включаючи
пацієнтів високого ризику, й доведено, що порів-
няно із вакцинами, заснованими на коров'ячій віс-
пі, MVA мав знижену вірулентність або інфекцій-
ність, тоді як зберігав добру імуногенність.

Переважними штамами, згідно даного винахо-
ду є MVA 575, депонований в Європейській колек-
ції Культур тваринних клітин (ЕСАСС) під депозит-
ним номером V00120707 та MVA-BN, депонований
в тому самому закладі під депозитним номером
V000083008, та їхні похідні. Якщо це призначено
для вакцинації/лікування людей, то переважним,
зокрема, є MVA-BN та його похідні.

Властивості, надзвичайно бажаних штамів
MVA, переважно найбільш бажаних штамів для
людей, таких як MVA-BN та його похідних, можуть
бути узагальнені як наступні:

і. здатність до репродуктивної реплікації у фіб-
робластах курячого ембріону (CEF) та клітинній
лінії ВНК, але нездатність до репродуктивної реп-
лікації у клітинній лінії людини HaCat,

іі. неможливість реплікуватися in vivo,
ііі. індукція більш високої імуногенності порів-

няно із відомим штамом MVA  575  (ЕСАСС
V00120707) на летальних моделях та/або

iv. індукування, принаймні, в значній мірі, тако-
го ж рівня імунності у режимі вірус коров'ячої віспи
первинне/вірус коров'ячої віспи посилююче, порів-
няно із режимом ДНК-первинне/вірус коров'ячої
віспи посилююче.

Переважні штами MVA, згідно даного винахо-
ду, мають властивість (іі) нездатність реплікувати-
ся в організмі, котрий вакциновано або пролікова-
но та/або у відповідній тест-системі, як пояснено
нижче та, бажано, одна додаткова, з наведених
вище, властивостей, більш бажано дві додаткові, з
наведених вище, властивостей. Найбільш бажано,
щоб штами MVA мали всі, з наведених вище, вла-

стивостей. Прикладом штаму MVA, що мають всі, з
наведених вище, властивостей є MVA-BN людини.
Бажаними похідними MVA-BN є похідні, які мають
додатково до риси (іі) принаймні одну з, наведених
вище, властивостей, більш бажано принаймні дві
з, наведених вище, властивостей. Найбільш бажа-
но, щоб похідні MVA-BN мали всі з, наведених
вище, властивостей.

Для більш докладної інформації щодо методів,
використаних для визначення чи має штам MVA
одну або більше зі згаданих рис від (і) до (iv),
зроблено посилання на WO 02/42480. Ця публіка-
ція, також розкриває як можуть бути отримані віру-
си, які мають потрібні властивості. Зокрема, WO
02/42480 надає детальне визначення характерис-
тик MVA-BN та похідних MVA-BN й розкриває в
деталях біологічні методи, які використовуються
для визначення чи є штам MVA штамом MVA-BN
або його похідним. Іншими словами, характерис-
тики MVA-BN, опис біологічних тестів, що дозво-
ляють визначити чи є штам MVA штамом MVA-BN
або його похідним та методи, що дозволяють оде-
ржувати MVA-BN або його похідні розкрито в WO
02/42480. Далі коротко підсумовано, як досвідчена
в даній галузі особа одержує в штамах MVA одну
або більше з наведених вище рис та як він може
визначити чи має даний штам MVA одну або біль-
ше із вище згаданих рис і є,  таким чином,  най-
більш бажаним вірусом згідно даного винаходу.
Наступне узагальнення не може розумітися як
обмеження релевантності WO 02/42480 для даної
заявки до наступної інформації. Замість цього, WO
02/42480 таким чином включено сюди повністю
шляхом посилання.

Термін "нездатний до репродуктивної репліка-
ції" в клітинній лінії НаСАТ (Boukamp et al. 1988, J
Cell Biol 106 (3): 761-71) використовується в даній
заявці як визначено в WO 02/42480. Таким чином,
вірус, котрий "нездатний до репродуктивної реплі-
кації" в клітинній лінії НаСАТ є вірусом, який пока-
зує ампліфікаційний коефіцієнт менший за 1 в клі-
тинній лінії людини HaCat. Переважно,
ампліфікаційний коефіцієнт вірусу, використаного
як вектор, відповідно до даного винаходу, є 0,8
або менше в клітинній лінії людини HaCat. "Амплі-
фікаційний коефіцієнт" вірусу є співвідношенням
між кількістю вірусу, виробленого в інфікованій
клітині (Вихід) та кількістю вірусу, первісно засто-
сованого для інфікування клітин в першому місці
(Вхід) ("Ампліфікаційний коефіцієнт"). Коефіцієнт
"1" між виходом та входом означає ампліфікацій-
ний стан, при якому кількість вірусу виробленого в
інфікованих клітинах є такою самою як і кількість
вірусу використаного для інфікування клітин. Тер-
мін "похідні" вірусів, які депоновано в ЕСАСС під
номером V00083008 відноситься, переважно, до
вірусів, які здебільшого показують такі ж самі ха-
рактеристики реплікації як і депонований штам,
але мають відмінності в одній або більше частинах
геному. Віруси, які мають такі самі "характеристики
реплікації", що й депонований вірус є вірусами, які
реплікуються в клітинах CEF та клітинних лініях
ВНК, HeLa, HaCat та 143В із подібним реплікацій-
ним коефіцієнтом, що й депонований штам, та
котрі мають подібну реплікацію in vivo як визначе-
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но на трансгенній мишачій моделі AGR129 (див.
нижче).

Термін "нездатний реплікуватися in vivo", ви-
користовується в даній заявці, як визначено в WO
02/42480. Таким чином, згаданий термін відно-
ситься до вірусів, які не реплікуються в людському
організмі та мишачих моделях, як пояснено в WO
02/42480. Миші використані в WO 02/42480, не
здатні виробляти зрілі В- та Т-клітини (миші
AGR129). Зокрема MVA-BN та його похідні не вби-
вають мишу AGR129 протягом, принаймні, 45 днів,
більш бажано, принаймні, 60 днів, найбільш бажа-
но, принаймні, 90 днів після інфікування 107 pfu
вірусу застосованого інтраперитонеально. Бажано,
щоб віруси, що мають "нездатність до реплікації in
vivo", також характеризувалися тим, що віруси не
можуть бути виділені з органів або тканин мишей
AGR129 45 днів, більш бажано, принаймні, 60 днів,
найбільш бажано, принаймні 90 днів після інфіку-
вання 107 pfu вірусу застосованого інтраперитоне-
ально.

Замість мишей AGR129 можуть бути викорис-
тані будь-які інші мишачі штами, котрі не здатні
виробляти зрілі В- і Т-клітини і, є по суті дещо іму-
нодефектними й високо сприйнятливими до реплі-
кації вірусу.

Деталі експериментів летального інфікування
що використовувалися для визначення чи має
штам MVA "більшу імуногенність порівняно до ві-
домих штамів MVA 575" пояснюються в WO
02/42480. В таких моделях летального інфікування
невакцинована миша померла після інфікування
здатним до реплікації вірусом-коров'ячої віспи та-
ким як штам Western Reserve L929 ТК+ або IHD-J.
Інфікування здатним до реплікації вірусом коров'я-
чої віспи відноситься до "інфікування"  в контексті
опису моделі летального інфікування. Чотирма
днями пізніше, після інфікування, мишу звичайно
забивали й визначали вірусний титр в яєчниках
стандартним методом бляшок з використанням
клітин VERO. Вірусний титр визначався у невакци-
нованих мишей та у мишей, вакцинованих MVA-
BN та його похідними. Детальніше, MVA-BN та
його похідні характеризувалися в цьому тесті  тим,
що після вакцинації дозою 102 ТCID50/mІ вірусу,
вірусний титр в яєчнику був знижений на, принай-
мні, 70%, бажано, принаймні, 80%, більш бажано,
принаймні, 90% порівняно із невакцинованою ми-
шею.

У бажаному втіленні винаходу, вірус, згідно
даного винаходу, такий як MVA, зокрема MVA-BN
та його похідні, є корисними для первинно-
го/підсилюючого застосування. Віруси, зокрема
штами MVA,  що є найбільш бажані для викорис-
тання в даному винаході, такі як MVA-BN та його
похідні так само як і відповідні рекомбінантні віру-
си, що несуть гетерологічні послідовності, можуть
бути ефективно застосовані спочатку для первин-
ної й потім для підсилюючої імунної відповіді у
нативних тварин, а також у тварин із існуючим іму-
нітетом до поксвірусів. Отже, найбільш бажаний
вірус, згідно даного винаходу викликає, принаймні,
в значній мірі, такий імунності у режимі вірус коро-
в'ячої віспи первинне/вірус коров'ячої віспи поси-

лююче, порівняно із режимом ДНК-первинне/вірус
коров'ячої віспи посилюючий.

Вірус коров'ячої віспи, зокрема штам MVA роз-
глядається як індукуючий, принаймні, в значній
мірі, такий самий рівень імунітету в режимах пер-
винний вірус коров'ячої віспи/підсилюючий вірус
коров'ячої віспи коли порівнюється із режимами
первинний ДНК/підсилюючий вірус коров'ячої віс-
пи, якщо відповідь CTL як визначалося "методом
1" та "методом 2" розкритих в WO 02/42480, бажа-
но обома, є принаймні, в значній мірі, той самий в
режимах первинний вірус коров'ячої віс-
пи/підсилюючий вірус коров'ячої віспи порівняно із
режимами первинний ДНК/підсилюючий вірус ко-
ров'ячої віспи. Більш бажано щоб відповідь CTL
після застосування первинного вірусу коров'ячої
віспи/підсилюючого вірусу коров'ячої віспи була
вищою принаймні в одному з аналізів, порівняно із
режимами первинним ДНК/підсилюючим вірусом
коров'ячої віспи. Більш бажано, щоб відповідь CTL
була вищою в обох аналізах.

Вірус використаний, згідно даного винаходу
може бути нерекомбінантним вірусом, таким як
MVA, наприклад, вірусом, що не містить гетероло-
гічних нуклеотидних послідовностей. Прикладом
нерекомбінантного вірусу коров'ячої віспи є MVA-
BN та його похідні. Також, вірус може бути реком-
бінантним вірусом, таким як рекомбінантний MVA,
котрий містить додаткові нуклеотидні послідовнос-
ті, котрі є гетерологічними для вірусу.

Термін "гетерологічний", як він використову-
ється в даній заявці, відноситься до будь-якої ком-
бінації послідовностей нуклеїнових кислот, котрі
зазвичай не бувають тісно пов'язані із вірусом в
природі, і такий вірус також називають "рекомбіна-
нтним вірусом".

Гетерологічна послідовність нуклеїнової кис-
лоти, переважно, вибирається з послідовності, яка
кодує хоча б один антиген, антигенного епітопу,
корисного протеїну та/або терапевтичної речови-
ни.

Термін "корисний протеїн", як він використову-
ється в даній заявці відноситься до будь-якого
протеїну, котрий є корисним для захисту тварин
проти антигену, вибраного з пухлинного антигену
та чужорідного антигену, де пухлинний антиген та
чужорідний антиген є відмінними від антигену по-
в'язаного із вірусом.

Також, і більш детально, "корисні протеши" є
діючими на збільшення рівня факторів, котрі акти-
вують дендритні клітини та/або діють на збільшен-
ня кількості дендритних клітин та/або діють на збі-
льшення вироблення та/або клітинного вмісту
інтерферону (IFN) або IL-12. Отже, прикладами
для таких корисних протеїнів є інтерферони такі як
IFN-альфа або IFN-бета, IL-12, Flt-3-L та/або GM-
CSF.

Антигенні епітопи можуть бути будь-якими епі-
топами до яких є сенс викликати імунну відповідь.
Прикладами антигенних епітопів є епітопи з
Plasmodium falciparum, Mycobacteria, вірусу грипу,
з вірусів вибраних з сімейства Flaviviruses,
Paramyxoviruses, вірусів гепатиту, вірусів імуно-
дефіциту людини або з вірусів, що спричиняють
геморагічну лихоманку таких як віруси Hanta або
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Filoviruses, напр., вірус Ebola або Marburg. Отже,
якщо, наприклад, рекомбінантний MVA експресує
гетерологічні епітопи, які використовуються для
вакцинації новонароджених, згідно даного винахо-
ду, то результатом цього лікування є не лише за-
гальна вакцинація завдяки прискореному станов-
лення імунної системи але й специфічна
вакцинація проти гетерологічного епітопу, який
експресовано з гетерологічного MVA.

"Терапевтична сполука", кодована гетерологі-
чною нуклеїновою кислотою в рекомбінантному
вірусі може бути, напр., терапевтичною нуклеїно-
вою кислотою або пептидом або протеїном із ба-
жаною біологічною активністю.

Введення гетерологічної послідовності нуклеї-
нової кислоти здійснюється, переважно, в не осно-
вний регіон вірусного геному. Також, гетерологічна
послідовність нуклеїнової кислоти вводиться в
сайт делеції, що природно зустрічається у вірус-
ному геномі (для MVA описано в РСТ/ЕР96/02926).
Методи введення гетерологічних послідовностей у
вірусний геном,  такий як поксвірусний геном,  є
відомими особі досвідченій в даній галузі.

Даним винаходом, також, пропонується фар-
мацевтична композиція та вакцина, яка включає
вірус, згідно даного винаходу, такий як MVA, напр.,
для викликання імунної відповіді в живому органі-
змі тварини, включаючи людину.

Фармацевтична композиція, може, звичайно,
включати один або декілька фармацевтично при-
йнятних та/або дозволених носіїв, добавок, анти-
біотиків, консервантів, ад'ювантів, розчинників
та/або стабілізаторів. Такими допоміжними речо-
винами можуть бути вода, сольовий розчин, гліце-
рол, етанол, зволожуючі або емульгуючі агенти,
pH-буферні речовини, або подібні. Придатними
носіями зазвичай є великі, повільно метаболузуючі
молекули, такі як протеїни, полісахариди, полімо-
лочні кислоти, полігліколеві кислоти, полімерні
амінокислоти, сополімери амінокислот, ліпідні аг-
регати, або подібні.

Для виготовлення вакцин, вірус або його ре-
комбінанти переводять у фізіологічно прийнятну
форму. Такі методи відомі особі досвідченій в да-
ній галузі. Для MVA та інших поксвірусів вакцина
може бути виготовлена, базуючись на досвіді ви-
готовлення поксвірусних вакцин, які використову-
валися для вакцинації проти віспи (як описано
Stickl, H.et al. [1974] Dtsch. med. Wschr. 99,2386-
2392). Наприклад, очищений вірус зберігався при -
80°С з титром 5´108 TCID50/ml виготовлений на
близько 10mМ Tris, 140 mМ NaCI pH 7.4. Для виго-
товлення вакцинних доз, наприклад, 101-108 час-
ток вірусу, такого як MVA було ліофілізовано в 100
ml фосфатно-буферному сольовому розчині
(PBS), в присутності 2% пептону та 1% людському
альбуміні в ампулі,  бажано в скляній ампулі.  Та-
кож, вакцинні дози можуть бути одержані поетап-
ним ліофільним сушінням вірусу в композиції.
Композиція може додатково містити добавки такі,
як манітол, декстран, цукор, гліцин, лактозу або
полівінілпіролідон або інші добавки такі, як антиок-
сиданти, інертний газ, стабілізатори або рекомбі-
нантні протеїни (напр., альбумін сироватки люди-
ни) придатні для застосування in vivo. Скляна

ампула потім може бути закриватися й зберігатися
між 4°С та кімнатною температурою на протязі
декількох місяців. Однак, коли в ній не має потре-
би ампула може зберігатися при температурі ниж-
че -20°С.

Для вакцинації або терапії ліофілізат може бу-
ти розведено в 0.1-0.5мл водного розчину, бажано,
фізіологічному розчині або Tris-буфері, та засто-
совано як системно так і місцево, наприклад, па-
рентерально, інтрамускулярно або іншим шляхом
введення відомим досвідченому професіоналу.
Спосіб застосування, доза і кількість введень може
бути оптимізована тим хто має досвід відомим
способом.

Вірус, згідно даного винаходу, зокрема MVA,
може бути застосований орально, назально, ін-
трамускулярно, внутрішньовенно, інтраперитонеа-
льно, інтрадермально, внутрішньоматочно, та/або
підшкірним введенням. У малих тварин інокуляція
для імунізації, бажано має проводитися паренте-
рально або назально, тоді як у більших тварин або
людини, бажано, підшкірною, інтрамускулярною
або оральною інокуляцією.

MVA  вводиться,  переважно,  в дозі від
101TCID50 (tissue culture infectious dose - доза інфі-
кування тканинної культури) до 109ТСID50.

Як було відмічено раніше, вірус, згідно даного
винаходу, зокрема MVA, такий як MVA-BN та його
похідні можуть вводитися в терапевтично ефекти-
вній кількості при першій інокуляції ("первинній
інокуляції") та при другій інокуляції ("посилюючій
інокуляції").

В контексті даного винаходу термін "тварина"
також охоплює і людей. Більш загально, тварина є
хребетною твариною, переважно, твариною ссав-
цем, включаючи людину. Специфічними прикла-
дами тварин є домашні тварини такі, як собаки та
коти, господарські тварини такі, як телята, велика
рогата худоба, вівці, коза, коні, свині та інші твари-
ни такі,  як миші та щурі.  Для цих видів тварин та
для людей MVA та DISC-HSV є в значній мірі пе-
реважними вірусами. Винахід також відноситься
до господарських птахів таких, як індиків, качок,
гусей, курей якщо віруси здатні інфікувати клітини
птахів але не здатні бути реплікованими у інфек-
ційне потомство вірусу у згаданих клітинах.

Термін "домашні тварини" як використано в
даному описі відноситься переважно до ссавцевих
домашніх тварин, більш переважно до собак, котів,
телят, рогатої худоби, вівців, кіз, свиней, коней,
оленів.

Відповідно до першої альтернативи, віруси
згідно даного винаходу, зокрема, MVA-BN та його
похідні, можуть бути використані як специфічні
вакцини, наприклад, для виклику імунної відповіді,
котра захищає новонароджених проти захворю-
вань спричинених вірулентними вірусами, які від-
носяться до тієї самої групи, сімейства чи роду, що
й вірус використаний для вакцинації.  За для при-
кладу MVA, як зазначено раніше, зокрема, MVA-
BN  та його похідні можуть бути використані для
вакцинації новонароджених людей проти поксвіру-
сних інфекції, зокрема проти віспи. MVA, зокрема
MVA-BN та його похідні,  також можуть бути вико-
ристані для вакцинації хребетних тварин проти
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поксвірусних інфекцій, які важливі для ветеринарії.
Відповідно до перших в переліку, вірус використа-
ний для вакцинації може бути нерекомбінантним
вірусом, таким як MVA-BN та його похідні, або ре-
комбінантним вірусом, який несе у вірусному ге-
номі гени, котрі природньо не зустрічаються у зга-
даному геномі. Переважно, рекомбінантний вірус
несе додаткові гени котрі корисні для стимуляції
імунної відповіді.

Прикладами цього виду генів є гени цитокініну
та гени інтерферону.

Відповідно до другої, але спорідненої альтер-
нативи, новонароджені вакцинуються рекомбінан-
тним вірусом, який несе гетерологічну послідов-
ність нуклеїнової кислоти, як було раніше
зазначено, для індукування імунної відповіді проти
амінокислотної послідовності, експресованої з
гетерологічної послідовності нуклеїнової кислоти.
Для прикладу послідовності нуклеїнової кислоти,
яка може кодувати антиген або антигенний епітоп,
як було раніше зазначено. Прикладами рекомбіна-
нтного вірусу відповідно до цього втілення вина-
ходу є рекомбінантний MVA, зокрема, рекомбінан-
тний MVA-BN  та його похідні,  які мають в собі
гетеро логічну нуклеїнову кислоту, кодуючу анти-
гени з (і)  вірусів інакших ніж MVA,  таких як HIV-1,
HIV-2, вірусу Dengue, вірусу West-Nile, вірусу
японського енцефаліту, вірусу кору, (іі) пухлинних
антигенів, (ііі) бактерій, (iv) грибів. Якщо антиген,
експресований з рекомбінантного вірусу, напри-
клад, антиген ВІЛ, то можливо застосувати реком-
бінантний вірус для викликання імунної відповіді у
вакцинованого новонародженого проти ВІЛ та по-
переджати СНІД. В більш широкому розумінні,
рекомбінантний вірус, який експресує антиген або
антигенний епітоп використовується для індуку-
вання імунної відповіді проти агенту з якого отри-
мано гетерологічну послідовність та/або проти
агенту, котрий несе в собі антиген або антигенний
епітоп.

Згідно третьої альтернативи, неочікувано було
виявлено, що віруси, котрі здатні до інфікування
клітин новонароджених або ще ненароджених
тварин, включаючи людину, але нездатні бути ре-
плікованими в інфекційне потомство вірусу в но-
вонародженій або ще ненародженій тварині, вклю-
чаючи людину, може використовуватись для
виготовлення медикаментів для захисту тварини,
зокрема новонародженої тварини, включаючи лю-
дину, проти антигену вибраного з пухлинного анти-
гену та чужорідного антигену, де пухлинний анти-
ген та/або чужорідний антиген є відмінними від
антигенів асоційованих із вірусом.

Відповідно до третьої альтернативи, новона-
роджені, вакциновані вірусом, відповідно до дано-
го винаходу, зокрема MVA, таким як MVA-BN та
його похідними, є захищеними проти зараження
чужорідними антигенами такими як збудники інфе-
кцій. Отже, віруси , відповідно до даного винаходу,
зокрема MVA, є загальними вакцинами для ново-
народжених, наприклад, після вакцинування ново-
народжених вірусом, відповідно до даного винахо-
ду, зокрема MVA, імунна система новонароджених
стає більш компетентна для взаємодії із чужорід-
ними антигенами,  такими як віруси.  В розділі при-

кладів наведено приклад вакцинації за допомогою
MVA, та наступним інфікуванням симплексвірусом
герпесу 1-го типу. Отже, якщо вірус, відповідно до
даного винаходу, зокрема MVA, було використано
для вакцинації новонароджених, вакциновані тва-
рини є більш захищені від зовнішніх антигенів ніж
невакциновані тварини у критичний проміжок часу
до тих пір коли не запрацює функціональна та
зріла імунна система.

Згідно даного винаходу, "пухлинний антиген
та/або чужорідний антиген є відмінним від атигенів
пов'язаних із вірусом". Цей термін має бути інтер-
претований таким чином відповідно до втілення,
що винахід в першу чергу не спрямований на ви-
користання вірусу такого як MVA для викликання
імунної відповіді проти самого вірусу. Замість цьо-
го вірус використовується для викликання імунної
відповіді або, принаймні, загальної імунної стиму-
ляції котра захищає носія проти чужорідних анти-
генів та пухлинних антигенів, відповідно, котрі не
асоційовані із вірусом. Термін "антиген асоційова-
ний із вірусом" відноситься до епітопів та антигенів
вірусної часточки та до антигенів та епітопів пове-
рхні клітини, інфікованої вірусом, котрі є результа-
том експерсії вірусного геному.

В контексті даної реалізації, термін "чужорідні
антигени" відноситься до будь-яких антигенів та
епітопів котрі не є природньою частиною або ком-
понентом тваринного організму. Чужорідними ан-
тигенами, головним чином, є антигени та епітопи
токсинів та збудників інфекцій. Типовими збудни-
ками інфекцій є віруси такі як герпевіруси, ретрові-
руси, віруси сказу, рабдовіруси, аденовіруси; бак-
терії такі як Salmonella, Mycoplasm, Meningicoccus,
Hemophilus; пріони та грибки.

Винахід є не лише засобом для вакцинації
тварин проти зовнішніх антигенів але й, як альтер-
нативне застосування, також придатний для вак-
цинації проти пухлинних антигенів. "Пухлинні анти-
гени" є антигенами пов'язаними із певними
пухлинними захворюваннями. Пухлинні антигени,
найчастіше, є антигенами, кодованими геномом
носія,  у якого розвивається пухлина.  Отже,  в бук-
вальному розумінні, пухлинні антигени не є зовні-
шніми антигенами. Тоді як, пухлинні антигени ви-
являються в значній кількості пухлин, певна
кількість пухлинних антигенів в нормальних ткани-
нах знаходяться в незначній кількості та найчасті-
ше пухлинні антигени відсутні в нормальній ткани-
ні. Приклади пухлинних антигенів є відомими
досвідченим особам в цій галузі та включають,
наприклад, антигени MAGE. MVA є ефективним
проти цих пухлинних антигенів тому вакцинація
тварин веде до активації та/або прискоренню до-
зрівання імунної системи, що потім може вести до
руйнування пухлинних клітин.

Термін "захищає проти антигену" відноситься
до розвитку імунної відповіді, котра спрямована
проти чужорідного або пухлинного антигену. Якщо
зовнішній антиген є збудником інфекції то носій є
захищеним проти даного агенту, наприклад, носій
розвиває імунну відповідь проти даного антигену.

Відповідно, інфікування збудником інфекції
призводить до менш тяжкого захворювання або до
повної відсутності захворювання. Термін "захи-
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щає" не повинен розумітися в сенсі, що це вже є
100% захист проти зовнішнього або пухлинного
антигену.  Замість цього,  термін "захист"  як він ви-
користовується в даній заявці позначає будь-яку
позитивну дію, котра допомагає тварині справля-
тися із зовнішнім антигеном або пухлинним анти-
геном, відповідно.

Згідно із даним винаходом, такий захисний
ефект розпочинається, принаймні, 6 днів, бажано,
принаймні 7, 14 або 28 днів після першої вакцина-
ції. Іншими словами, вакцинована або лікована
тварина є захищеною, наприклад, від зовнішнього
антигену, якщо тварина стикнеться із згаданим
антигеном після 5, 7, 14 та 28 днів, відповідно.

В контексті даного винаходу, ефект від вакци-
нації новонароджених вірусом відповідно до дано-
го винаходу, зокрема MVA може бути пояснений
індукуванням або прискоренням дозрівання імун-
ної системи та/або активацією імунної системи. В
контексті даного винаходу, термін "індукування
або прискорене дозрівання імунної системи та/або
активація імунної системи" стосується, між іншим,
прискореного збільшення дендритних клітин або
їхніх попередників у вакцинованих порівняно із
контрольними. Терміни "прискорення становлен-
ня" імунної системи "посилення дозрівання" імун-
ної системи використовуються взаємозамінно в
цьому описі.

"Активація імунної системи" характеризується
експресією на поверхні клітин молекул та гормонів
котрі полегшують клітино/клітинну взаємодію або
перенесення та/або шляхом секреції згаданих мо-
лекул та гормонів клітинами. Специфічні рецепто-
ри приймають ці сигнали та відповіді. Маркерами
активації, між іншим є, Flt3-L, IL-12, IFN-alpha,
МНС-ІІ та CD8, зокрема CD8alpha (див. нижче).

Прискорений розвиток/дозрівання імунної сис-
теми корелює із підвищенням рівня факторів, які
активують та/або мобілізують дендритні клітини
(DC) або їхні клітини-попередники та/або збільшу-
ють кількість дендритних клітин та їхніх клітин-
попередників та/або збільшують вироблення
та/або клітинний вміст інтерферону або IL-12. При-
кладом клітин-попередників DC, котрі індуковані
вірусом, згідно даного винаходу, зокрема MVA, є
плазмоцитоїдні попередники DC, котрі дуже важ-
ливі для захисту проти вірусних інфекцій й котрі
можуть виробляти IFN-a/b.

Більш докладно, стимуляція дозрівання імун-
ної системи є, переважно, зумовленою, принаймні,
2-разовим збільшенням поверхневих маркерів
знайдених на DC, таких як МНС-ІІ, CD40 та/або
CD80/86. Переважно таке збільшення може бути
визначене в крові. Також маркерами, якими харак-
теризується посилення дозрівання імунної систе-
ми є Flt3-L, IL-12, IFN-a, МНС-ІІ та CD8a (див. ниж-
че). Більш того, прискорене дозрівання імунної
системи корелює із, принаймні, 1,5-кратним збіль-
шенням, бажано, 2-кратним збільшенням кількості
CD11-позитивних клітин в крові та/або селезінці
через 7 днів після введення MVA-BN новонаро-
дженій тварині, порівняно із контрольними твари-
нами, котрі не одержали MVA-BN.

Також, посилення дозрівання імунної системи
може, переважно бути корельованим із, принайм-

ні, 1,5-кратним збільшенням, бажано, 2-кратним
збільшенням концентрації Flt3-L двома днями піз-
ніше вакцинації новонароджених вірусом, відпові-
дно до даного винаходу, порівняно із відповідним
віковим контролем.

В цьому контексті має бути відмічено,  що є
зв'язок між фенотипом і функцією мишачих та
людських популяцій DC, котрі можуть бути охарак-
теризованими за їхніми фенотипами поверхні
(Hochrein etal. 2002. Hum. lmmunol.63: 1103). DC в
крові можуть бути визначені за допомогою проточ-
ної цитометрії з використанням ряду поверхневих
маркерів (MacDonaldet al. 2002. Blood. 100: 4512),
що також дозволяє визначити специфічні популяції
DC, такі як, плазмактоїдні DC (Dzionek et al. 2002.
Hum Immunol. 63: 1133; Dzionek et al 2000.J.
Immunol.165: 6037). Використовуючи подібні мето-
дики також можуть бити визначені DC в інших тка-
нинах людини (Summеrs et al. 2001. Am. J. Pathol.
159: 285).

Відповідно до даного винаходу, віруси, які
означено вище, можуть бути застосовані для вве-
дення новонародженим або ще ненародженим
тваринам для підвищення рівня факторів, які акти-
вують та/або мобілізують дендритні клітини (DC)
або їхніх попередників та/або підвищують кількість
дендритних клітин та їхніх клітин-попередників
та/або підвищують вироблення та/або клітинний
вміст інтерферону або IL-12. Було продемонстро-
вано, що після вакцинації MVA-BN плазмацитоїдні
дендритні клітини виробляють значно більше IL-12
й мають підвищене вироблення IFN-alpha та під-
вищуючу регуляцію МНС-ІІ та CD8a. Підвищення
рівня IL-12 після застосування вірусів, згідно дано-
го винаходу, переважно, в 2 рази, більш переваж-
но 100 разів, 500 разів, 1000 разів, 2500 разів або
5000 разів. Збільшення концентрації Flt3-L через
два дні після вакцинації у новонароджених, віру-
сом, згідно даного винаходу, більш бажано MVA-
BN або його похідними, є переважно, 1,5 разів,
більш переважно 2,0 рази порівняно із відповідни-
ми віковими контрольними групами.

Термін "активація дендритних клітин та їхніх
прекурсорів" відноситься до дозрівання DC до ан-
тиген презентивних клітин через визначні захво-
рюванням стадії клітин, які керуються гормонами
та стимулами. Попередники DC називаються пре-
курсорами. Ці незрілі DC досягають периферії.
Різні (антигенні) стимулятори активують DC. Мар-
керами активації, котрі простимульовані в активо-
ваних дендритних клітинах є між іншим Flt3-L, IL-
12, IFN-alpha, МНС-ІІ та CD8a (див. нижче).

Було відмічено, що гормони такі, як GM-CSF
призводять до збільшення кількості незрілих DC
на периферії. Оскільки GM-CSF призводять до
збільшення кількості прекурсорів DC в кістковому
мозку, крові та периферійних органах (й клітини
мають рухатися туди), цей феномен був названий
"мобілізація дендритних клітин або їхніх прекурсо-
рів". Це визначення також використано в даному
описі.

Отже, вакцинація тварин, включаючи людей, є
особливо корисною, якщо вона спрямована на
підвищення рівня факторів, які активують дендри-
тні клітини (DC) або їхні клітини-попередники
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та/або збільшення кількості дендритних клітин або
їхніх клітин-попередників та/або збільшення виро-
блення та/або клітинного вмісту інтерферону або
IL-12.

Фактори, котрі активують дендритні клітини,
крім інших, включають Flt3-L (Lyman et al., Cell
1993,75: 1157-1167) та GM-CSF. Типовими інтер-
феронами, згідно даного винаходу, є IFN-alpha та
IFN-beta. Віруси, використані, згідно даного вина-
ходу індук ують Flt3-L та припускається, що деякі з
корисних дій, що спостерігалися завдячують зга-
даній індукції.

В контексті даної заявки, новонароджена тва-
рина або людина означається як тварина або лю-
дина, яка ще не має зрілої імунної системи. В
усьому описі терміни "новонароджена тварина" та
"неонатальна тварина" використовуються синоні-
мічною зріла імунна система, характеризується
здатністю повністю активувати вроджену імунну
систему та тим фактором, що всі відомі функції та
продукти Т- та В-клітин мають місце, зокрема іму-
ноглобулінові ізотипи такі як ІgА та ІgЕ. Таким чи-
ном, незріла" імунна система характеризується
низькою кількістю Т- та B-клітин та дендритних
клітин, порівняно із дорослими, виробленням IFN,
котре є нижчим порівняно із дорослими, і тим фак-
том, що вторинні лімфоїдні органи не є повністю
зрілими. Більш докладно, "неонатальний" або "но-
вонароджений" в контексті даного винаходу може
бути визначений як молода тварина, яка має кіль-
кість клітин CD4+ меншу, переважно у 2 рази, бі-
льше переважно у 20 разів, ще більш переважно у
200 разів, ще більш переважно у 2,000 разів, най-
більш переважно у 20,000 разів меншу за середню
кількість селезінкових клітин CD4+ у дорослих.

У мишей імунна система є зрілою у віці 4 тиж-
ні. У людей зрілість припадає ймовірно на 6 міся-
ців до 1  року.  У котів та собак імунна система є
зрілою зазвичай у віці 6 місяців, у телят, овець та
свиней у віці 4-12 тижнів. Вакцинація вірусом, згід-
но даного винаходу, зокрема MVA, бажано має
бути виконана у період до зрілості імунної систе-
ми. Однак, оскільки зрілість розвивається перева-
жно експоненціально після народження, найбільш
бажано вакцинувати вірусів, відповідно до даного
винаходу, зокрема MVA, як раніше після наро-
дження як можливо. Оскільки в усіх найважливі-
ших домашніх тварин та людей імунна система
дозріває на раніше 4-х тижнів після народження, в
загалі, бажано, щоб вакцинацію вірусом, згідно
даного винаходу, зокрема MVA, бажано прово-
диться на протязі 4-х тижнів після народження,
більш бажано на протязі 2-х тижнів після наро-
дження, ще більш бажано на протязі 1-го тижня
після народження, найбільш бажано на протязі 3-х
днів після народження. Ці загальні умови є засто-
совними до всіх важливих домашніх тварин, зок-
рема, важливих домашніх ссавцевих тварин,
включаючи людей. Особа досвідчена в даній галу-
зі має розуміти той факт, що також доросліші тва-
рини можуть розглядатися як новонародже-
ні/неонатанти в контексті даного винаходу та, що,
таким чином, вакцинація може бути успішно про-
ведена у доросліших тварин, коли ще імунна сис-
тема не є зріла після віку 4-х тижнів. Таким чином,

у людей вакцинація може проводитись в межах 6-й
місяців після народження, більш бажано, в межах
3-х місяців після народження,  ще більш бажано в
межах 2-х місяців після народження,  ще більш
бажано в межах 4-х тижнів після народження,  ще
більш бажано в межах 2-х тижнів після народжен-
ня, ще більш бажано в межах 1-го тижня після на-
родження, найбільш бажано в межах 3-х днів після
народження.

Оскільки, найкращі результати від вірусу, згід-
но даного винаходу, зокрема MVA як загальною
вакциною, спостерігалися, коли застосовували до
незрілої імунної системи, то може бути більш ба-
жаним вакцинувати ще ненароджених тварин,
включаючи людей. Пренатальна вакцинація може
бути бажаною у економічно важливих тварин таких
як велика рогата худоба та свині. Таким чином,
вакцинація материнської тварини для пренаталь-
ного вакцинування є перспективною для тварин,
які мають placenta endotheliochorialis (ендотеліа-
льну плаценту),  такі як собаки,  коти,  щурі та миші
або мають placenta heamochorialis (гематохореа-
льну плаценту), такі як примати, включаючи лю-
дей. У тварин, які мають placenta
chorionepithelialis, такі як велика рогата худоба,
вівці або ті, що мають placenta syndesmochorialis,
такі як свині та коні, вакцинація, бажано може бути
виконана in utero. Звісно, що цей метод застосу-
вання також може бути виконаний тваринам, які
мають placenta endotheliochorialis або
haemochorialis.

Оскільки віруси, згідно даного винаходу, зок-
рема MVA, призводить до прискореного дозріван-
ня імунної системи, та оскільки, віруси, згідно да-
ного винаходу, зокрема MVA, також є придатними
в якості звичайних вакцин, вакциновані тварини є
захищеними також проти інших захворювань.
Більш докладно, віруси, згідно даного винаходу,
зокрема MVA може бути використаний для загаль-
ної вакцинації та проти собачого герпесу або інфе-
кційних перитонів собак. Віруси, згідно даного ви-
находу, зокрема MVA можуть використовуватися
для собак для загальної вакцинації та проти за-
хворювань (вірусних) дихального тракту. Віруси,
згідно даного винаходу, зокрема MVA можуть бути
застосовані до свиней для загальної вакцинації та
проти інфекцій спричинених Hemophilus або
Mycoplasm, зокрема у жирових свиней.

Як було відмічено, переважним здійсненням,
для використання вірусу, згідно даного винаходу,
зокрема MVA, у новонароджених або ще не наро-
джених тварин для захисту згаданих тварин від
зовнішнього антигену та/або пухлинного антигену,
де пухлинний антиген є відмінним від антигенів
асоційованих із вірусом, що використовувався для
вакцинації. Тим не менш, це здійснення не обме-
жується новонародженими або ще ненароджени-
ми тваринами. Навпаки, в альтернативному вті-
ленні винахід може бути застосований до тварин
усіх вікових груп, оскільки позитивний ефект може
спостерігатися також у дорослих тварин. Отже,
згідно до цієї реалізації віруси, як зазначено вище,
зокрема MVA-BN та його похідні також корисні для
захисту тварин, включаючи людину, проти антиге-
ну, вибраного між пухлинним антигеном та зовні-
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шнім антигеном, пухлинний антиген та/або зовніш-
ній антиген є відмінними від антигенів пов'язаних із
вірусом. Як відмічено вище, віруси застосовані,
згідно даного винаходу здатні інфікувати клітини
тварини, але не здатні бути реплікованими в інфе-
кційне вірусне потомство у вказаних клітинах. Уся
інформація, визначення, включаючи визначення
тривалості захисної дії, приклади так само як і ба-
жані,  більш бажані і найбільш бажані виконання
приведені вище для новонароджених також вико-
ристовуються в даному виконанні згідно до якого
вірус також може застосовуватись дорослим.

На відміну від новонароджених, імунна систе-
ма дорослих тварин вже сформована. Тим не
менш, може так бути, що імунна система є ослаб-
леною із-за певної хвороби або просто із-за віку
тварини.

Особливо у людей із послабленою імунною
системою та у людей похилого віку застосування
вірусів, згідно даного винаходу, зокрема MVA та
до тварин може мати позитивний ефект,  між ін-
шим, через збільшення рівня факторів, що акти-
вують та/або мобілізують дендритні клітини (DC)
або їхні клітини-попередники та/або через збіль-
шення кількості дендритних клітин або їхніх клітин-
попередників та/або збільшення вироблення
та/або клітинного вмісту інтерферону або IL-12.
Таким чином, навіть у дорослих тварин застосу-
вання вірусів, згідно даного винаходу, зокрема
MVA, може призводити до збільшеної компетент-
ності імунної системи для боротьби з зовнішніми
антигенами та/або пухлинними антигенами. Інши-
ми словами, віруси використані, згідно даного ви-
находу є корисними для активації імунної системи
взагалі.

Винахід також стосується вірусів, згідно даного
винаходу, зокрема MVA, для виготовлення меди-
каментів для застосування їх тваринам, включаю-
чи людину, де вказаний медикамент збільшує рі-
вень факторів, котрі активують дендритні клітини
та/або збільшують кількості дендритних клітин
ата/або збільшують вироблення та/або клітинного
вмісту інтерферону (IFN) або IL-12. Усі визначення
подані вище для інших реалізацій також застосовні
для даної реалізації. Згідно даної реалізації вина-
хід не спрямовано, в першу чергу, на індукування
захисту проти зовнішнього антигену та/або пух-
линного антигену. Замість цього застосування
спрямоване на лікування станів та захворювань,
які характеризуються низьким рівнем факторів, які
активують дендритні клітини та/або недостатньою
або дуже низькою кількістю дендритних клітин
та/або низьким виробленням та/або клітинним
вмістом інтерферону (IFN) або IL-12. Таким чином,
відповідно до цього застосування лікування віру-
сом згідно даного винаходу, зокрема MVA може
захистити проти алергій та автоімунних захворю-
вань. Також це лікування може бути застосоване,
якщо віруси, згідно даного винаходу MVA застосо-
вані до новонароджених тварин.

Також, відповідно до наступного виконання
винаходу, вірус, згідно даного винаходу, такий як
MVA, зокрема MVA-BN та його похідні, є надзви-
чайно корисними для індукування імунних відпові-
дей у тварин з ослабленим імунітетом, наприклад,

мавпи (CD4<400/tel в крові) інфіковані SIV або лю-
ди з ослабленим імунітетом. Термін "з ослабленим
імунітетом" описує стан імунної системи особини,
котрий проявляє лише неповні імунні відповіді або
має знижену ефективність в захисті проти збудни-
ків інфекцій.

Винахід, також, стосується способу захисту
тварин, включаючи людину, проти антигену, виб-
раного з поміж пухлинного антигену та зовнішньо-
го антигену, який полягає й застосуванні вірусу
згідно даного винаходу, зокрема модифікованого
вірусу коров'ячої віспи Ankara (MVA), де пухлинний
антиген та/або зовнішній антиген є відмінними від
антигенів пов'язаних із вірусом.

В наступному втіленні винахід включає спосіб
лікування тварини, включаючи людину, спрямова-
ний на збільшення рівня факторів,  які активують
дендритні клітини та/або збільшують кількість ден-
дритних клітин та/або збільшують виробленням
та/або клітинний вміст інтерферону (IFN) або IL-12,
який включає застосування модифікованого вірусу
коров'ячої віспи Ankara (MVA).

Стисле викладення винаходу
Використання вірусу для виготовлення меди-

каменту для вакцинації або лікування новонаро-
джених або внутрішньоутробних тварин, включаю-
чи людину,  при якому вірус здатний інфікувати
клітини новонародженої або внутрішньочеревин-
ної тварини, включаючи людину, але не здатний
бути реплікованим в інфекційне вірусне потомство
у новонародженій або внутрішньочеревинній тва-
рині, включаючи людину.

Спосіб лікування або вакцинації новонародже-
ної або внутрішньочеревинної тварини, включаючи
людину, який включає введення вірусу, де вірус
здатний інфікувати клітини новонародженої або
внутрішньочеревинної тварини, включаючи люди-
ну, але не здатні бути реплікованими в інфекційне
вірусне потомство у новонародженій або внутріш-
ньочеревинній тварині, включаючи людину.

Вірус для вакцинації або лікування новонаро-
джених або внутрішньоутробних тварин, включаю-
чи людину,  при якому вірус здатний інфікувати
клітини новонародженої або внутрішньочеревин-
ної тварини, включаючи людину, але не здатний
бути реплікованими в інфекційне вірусне потомст-
во у новонародженій або внутрішньочеревинній
тварині, включаючи людину.

Використання, спосіб або вірус, як зазначено
вище, де вірус є ДНК вірусом.

Використання, спосіб або вірус, як зазначено
вище, де вірус вибрано з поміж DISC-герпевірусів
та модифікованого вірусу коров'ячої віспи Ankara
(MVA).

Використання, спосіб або вірус, як зазначено
вище, де штам MVA є MVA-BN, депонований в
Європейській Колекції Культур Тваринних Клітин
(ЕСАСС) із депозитним номером V00083008 та
його похідні.

Використання, спосіб або вірус, як зазначено
вище, де MVA застосовується орально, назально,
внутрішньом'язево, внутрішньовенно, внутрішньо-
черевинно, інтрадермально, внутрішньочеревинно
та/або підшкірним введенням.
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Використання, спосіб або вірус, як зазначено
вище, де MVA застосовується в терапевтично
ефективній кількості в першій інокуляції ("первин-
ній інокуляції") та другій інокуляції ("підсилюючій
інокуляції").

Використання, спосіб або вірус, як зазначено
вище, де MVA застосовується до тварин, включа-
ючи людину, в кількості принаймні 101ТCID50 (доза
інфікування тканинної культури). Використання
способу або вірусу, як зазначено вище, де вакци-
нація здійснюється проти поксвірусної інфекції.

Використання, спосіб або вірус, як зазначено
вище, де поксвірусна інфекція є звичайною віспою.

Використання, спосіб або вірус, як зазначено
вище, де вірусний геном включає, принаймні, одну
гетерологічну послідовність нуклеїнової кислоти.

Використання, спосіб або вірус, як зазначено
вище, де гетерологічна послідовність нуклеїнової
кислоти вибрана з послідовності, що кодує, при-
наймні, один антиген, антигенний епітоп та/або
терапевтичну сполуку.

Використання, спосіб або вірус, як зазначено
вище, де вакцинація здійснюється проти агенту, з
якого походить гетерологічна послідовність, або
агенту, який включає принаймні один антиген або
антигенний епітоп.

Використання, спосіб або вірус, де вакцинація
проводиться для захисту тварин, включаючи лю-
дину, проти антигену, вибраного з поміж пухлинно-
го антигену та чужорідного антигену, де пухлинний
антиген та/або чужорідний антиген є відмінними
від асоційованих з вірусом антигенів.

Використання, спосіб або вірус, де чужорідний
антиген вибраний з інфекційних агентів та токси-
нів.

Використання, спосіб або вірус, де інфекцій-
ний агент вибраний з вірусів, бактерій, пріонів та
грибків.

Використання, спосіб або вірус, де вакцинація
або лікування проводиться для викликання або
підсилення дозрівання та/або активації імунної
системи.

Використання, спосіб або вірус, де лікування
проводиться для (і) збільшення рівня факторів
котрі активують та/або мобілізують дендритні клі-
тини або їхні клітини попередники,  (іі)  для збіль-
шення кількості дендритних клітин або їхніх клітин
попередників або (ііі) для збільшення вироблення
та/або клітинного вмісту інтерферону (IFN) або IL-
12.

Використання, спосіб або вірус, де фактор, ко-
трий активує дендритні клітини є Flt3-L та/або GM-
CSF.

Використання, спосіб або вірус, де інтерферон
є IFN-a або IFN-b.

Фармацевтична композиція яка включає вірус,
як описано вище.

Вакцина яка включає вірус, як описано вище.
Короткий опис фігур
Фігура 1А: Новонароджену мишу було ін'єкто-

вано одноразово на протязі 24-48 годин після на-
родження 106p.f.u. MVA або DISC HSV-1 або вве-
дено фізіологічний сольовий розчин (NaCI), як
контроль. У віці 7-й днів, CD11c, pan-DC маркер
було застосовано для визначення цих клітин в

периферичній крові проточною цитометрією. Пока-
зано середнє й стандартне відхилення від 3 до 5
експериментів.

Фігура 1В: Експеримент як на Фіг.1А. Однак,
клітини CD11c було визначено в селезінці проточ-
ною цитометрією.

Фігура 1С: Експеримент як на Фіг.1А. Однак,
клітини CD11c було визначено в перитонеальній
рідині проточною цитометрією.

Фігура 2: Мишу було вакциновано MVA-BN як
показано в лівій колонці. Після двох тижнів проце-
нтний вміст одиничних CD11c+ та подвійних
CD11C+/CD8+ позитивних клітин в селезінці та в
крові було визначено проточною цитометрією.

Фігура 3: Новонароджену мишу було ін'єктова-
но MVA або NaCI як контроль у віці 1 та 5 днів. На
8 день, мишачі Flt3-L було визначено в сироватці
цієї миші методом ELISA й значення приведено як
pg/ml

Фігура 4: Новонароджену мишу було ін'єктова-
но одноразово на протязі 24-48 годин після наро-
дження 106p.f.u. MVA або DISC HSV-1 або введено
фізіологічний сольовий розчин (NaCI) як контроль.
Вік 7 днів, усі миші одержали 100´LD50 штаму F
HSV-1. Кількість тварин, що вижили спостерігали
на протязі 21 дня.

Фігура 5: Мишей було оброблено як на Фіг.4.
Дані представляють 9 різних експериментів із 100
LD50 HSV-1. Жодна з тварин не вижила в експери-
менті.

Фігура 6: Виживання дорослих мишей, вакци-
нованих у перший день життя MVA-BN  після ви-
пробування летальною віспою. Три приплоди по 6
1-денних (18 мишей) було вакциновано
(2.5´107TCID50) та у віці 4 тижні (дорослі миші)
заражено летальною дозою коров'ячої віспи. Доб-
ре зрозуміло, що вакцинація MVA-BN індукує захи-
сний імунітет у новонароджених мишей, котрі до-
жили до дорослого віку.

Приклади
Наступні приклади детальніше проілюструють

даний винахід. Досвідченій в цій галузі особі має
бути добре зрозуміло, що приведені приклади ні в
якому разі не можуть бути інтерпретовані як об-
меження до цих прикладів, застосування техноло-
гії, запропонованої даним винаходом.

Приклад 1
(і) MVA-BN та DISC-HSV індукують DC фено-

типів CD11c+ та CD8+ у новонароджених тварин
Перша серія експериментів: Новонароджені

миші є природно імунодефіцитні, оскільки їхня IFN
система ще не сформована. Кількість та активова-
ний стан DC, найкращих, з відомих на сьогодні,
продуцентів IFN ще не була проаналізована. DC
можуть бути індуковані in vitro так само як і in vivo
різноманітними стимуляторами. В цих досліджен-
нях вивчалося чи може контрольована реплікація
MVA-BN індукувати DC й аналізовано їхній фено-
тип. Групи мишей були ін'єктовано 106 бляшкоут-
ворюючих одиниць (p.f.u.) MVA-BN або сольовим
розчином лише на протязі 1-2 днів після наро-
дження і в деяких випадках на 5-й день після на-
родження. Клітини крові та селезінки окремих ми-
шей з кожної групи було проаналізовано за
допомогою FACS і дані порівняно.
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Дані від 7 до 8 окремих мишей вказують на те,
що застосування MVA-BN збільшує кількість
CD11c+ клітин у 2-3 рази, що супроводжується
збільшеною експресією МНС II та збільшеною
присутністю Т-клітин типів CD4 або CD8. Цікаво,
що CD19/54, маркер зрілих B-клітин зменшувався,
вказуючи на те, що ці клітини емігрували до орга-
нів, крім селезінки або, що попередники B-клітин
були залучені достроково до інших ліній, особли-
во, DC плазмоцитоїдного фенотипу, котрі несуть
маркери ранніх B-клітин (В220).

Дані з трьох різних експериментів вказують на
відтворюваність та значні відмінності. Експериме-
нти із DISC-HSV-1, іншою вірусною вакциною із
контрольованою реплікацією, індукування схожої
кількості клітин CD11c+ після неонатального вве-
дення.

Результати узагальнено на Фіг.1А-С.
Для подальшого вивчення субпопуляцій DC в

крові та селезінці та проаналізувати довготривалу
дію лікування MVA-BN, клітини крові та селезінки
досліджували у 2-місячному віці. В цей час, обро-
блені тварини мали приблизно подвійну кількість
клітин CD11c+  в селезінці ніж у віці одного тижня
але одноразове введення вірусу при народженні
призводило до 3-кратного збільшення кількості цих
клітин в селезінці через два тижні (Фіг.2). Подібний
ефект було відмічено в крові, за виключенням то-
го, що CD11c+/CD8a+ було приблизно в 4 рази
вищим. Одноразове оброблення MVA-BN на 7
день життя призвело до збільшення
CD11c+/CD8a+ від 13 до 40 разів із менш вразли-
вою дією на клітини CD11c+. Як очікувалося, дві
вакцинації при народженні та на 7-й день мали
значний ефект на клітини CD11c+. Різні ефекти
показано на Фігурі 2.

Друга серія експериментів: Миші віком один
тиждень були вакциновані при народженні
2.5´107TCID50 MVA-BN й показали різний склад
імунологічно важливих клітинних популяцій в се-
лезінці й крові ніж у контрольних мишей (Таблиця
1). В крові було збільшення кількості CD8-
позитвних лімфоцитних популяцій так само як і
збільшення кількості NK-клітин. Кількість СD11с+-
позитивних клітин була приблизно в 3 рази вища
за контрольних та відсоток B-клітин (В220 та CD19
подвійно позитивних клітин) значно збільшився. В
селезінці загальна кількість клітин не відрізнялася
у імунізованих тварин та контролю. На відміну від
крові, селезінка вакцинованих тварин мала більше
СD4-позитивних Т-лімфоцитів ніж в контролі й кі-
лькість NK-клітин не збільшилася. Подібно до кро-
ві, відносна кількість СD8-позитивних лімфоцитів
збільшилася й кількість B-клітин зменшилася. Від-
соток CD11c-позитивних клітин був приблизно
втричі вищим ніж в контролі. Ми першими виявили
відмінність в процентному відношенні дендритних
клітин на 5 день після вакцинації MVA-BN, коли
кількість CD11c-позитивних клітин в селезінці 4-х
контрольних необроблених була 3.6%, порівняно
із 4.8% у 4-х вакцинованих MVA-BN мишей. Така ж
кількість інактивованих ультрафіолетом MVA-BN
не викликала будь-яких значних змін в клітинних
популяціях після вакцинації новонароджених ми-
шей порівняно із контролем (дані показано). Поча-
ткова доза вакцинації обиралася довільно. Після
титрування інокуляту ми відібрали стандартну до-
зу для вакцинації 2.5´106ТСID50 (в 10 разів менше
ніж початкова в експерименті). При такій дозі було
індуковано максимальну кількість DC (Табл.2).
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Таблиця 1

Зміни індуковані в крові та в селезінці у новонароджених
мишей через 1 тиждень після імунізації 2.5´107TCID50 MVA-BN EMI35

Параметр % Кров Селезінка
NaCl MVA-BN P* NaCl MVA-BN P*

Всього клітин ´106 17.9±1.9 24.1±2.6 0.105
%CD11c 5.4±1.3 18.6±1.5 0.001 2.8+0.1 7.9±0.8 0.001
%CD11c/CD8a 0.5±0.1 2.7±0.3 0.001 1.1+0.1 4.6±0.7 0.002
%CD4/CD3 16.9+1.1 16.1±1.5 0.999 4.8±0.3 8.1±1.5 0.004
%CD8a/CD3 6.0±0.9 10.3+0.9 0.002 4.7±0.3 8.4+1.1 0.002
%NK1.1/DX5 16.4+1.2 24.4±3.3 0.032 2.5±0.3 2.4±0.2 0.862
%CD19/B220 22.3±0.5 8.4+0.8 0.001 16.2±1.3 8.6±0.9 0.004

*U-тест Манна-Уітні

Таблиця 2

Індукція CD11с-позитииних клітин в селезінці 1-денних білих мишей
та мишей із порушеннями спрямованими на ген на протязі 7 днів після обробки MVA.

Мишина лінія MVA доза контроль MVA-BN відн-ня
(TCID50) %CD11c %CD11c

wta 2.5´107 2.8 7.9 2.8
wt 2.5´106 2.1 11.9 5.6
wt 2.5´105 2.5 6.6 2.6
RAGb 2.5´107 4.2 5.4 1.3
AG129c 2.5´103 2.6 2.7 1.0

aWt=C57BL/6 та 129Sv/Ev миші.

bRAG миші із делецією в гені активації реком-
бінації (наприклад, не функціонуючі Т- та В-
клітини).

cAG129 порушення спрямовані на ген рецеп-
тору І типу IFN (IFN-a та -р) та II типу (IFN-y)

(іі) MVA-BN індукує переважно, плазмацитоїдні
дендритні клітини (pDC).

Згідно до інших авторів, вважається, що pDC є
CD11c-позитивними клітинами, які теж експресу-
ють CD45RA або CD45R (Asselin-Paturel, et al.
2001, Nat Immunol, 12: 1144). Питалося чи індуку-
вав MVA-BN збільшення pDC. Було виконано на-
ступний експеримент, в якому також було проана-
лізовано CD45RA або CD45R на onCD11c-
позитивних клітинах. Відсоток CD11c та CD45R
подвійно позитивних клітин був значно вищий у
мишей оброблених MVA-BN (5.60. 7%) ніж в обох
контрольних групах (необроблені 3.0±0.3%,
р=0.01; УФ-інактивований MVA-BN 3.0±0.2%,
р=0.006. U-тест Манна-Уітні).

ііі. Новонароджені миші оброблені MVA-BN
мали підвищений рівень сироваткового Flt3-L

Flt3-L є гематопоетичним фактором котрий
призводить-до підвищення рівнів DC у дорослих
тварин. У людей і можливо мишей найбагатшим
джерелом цього фактору є активовані Т-клітини.
Для визначення чи може підвищена кількість DC
результатом індукування Flt3-L, сироватка мишей

оброблений MVA-BN була порівняна із тваринами
обробленими фіз. розчином на присутність цього
фактору. Тварини оброблені на другий та п'ятий
день мали подвоєні рівні Flt3-L в сироватці, порів-
няно із сироваткою оброблених фіз. розчином.
Звідси,  Flt3-L  є одним з факторів які можуть бути
відповідальні за підвищення кількості DC (Фіг.3).

Час курсу індукції Flt3-L у новонароджених
мишей було визначено після введення MVA-BN. У
новонароджених, вакцинація MVA-BN викликала
збільшення концентрації Flt3-L на протязі 24 годин.
Індукція досягла максимуму після 48 годин і все
ще тривала на 7-й день, коли звичайно досліджу-
вали клітини селезінки й перевіряли резистент-
ність до HSV-1  (див.  нижче).  У вакцинованих ми-
шей концентрація в сироватці Flt3-L збільшилася у
два рази через 24 та 48 годин після вакцинації,
порівняно із відповідним віковим контролем.

Приклад 2
(і) новонароджені миші, яким було введено

MVA-BN пережили зараження від 100 до 500 LD50
HSV-1

Група мишей, яким було введено стандартну
дозу MVA-BN на перший чи 2-й день після наро-
дження були заражені від 100 до 500 LD50 симпле-
квірусом герпесу 1 (HSV-1) (Фіг.4). Миші яким було
введено MVA-BN пережили зараження HSV-1, тоді
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як усі контрольні миші загинули на протязі 5-6 днів
після інокуляції заражуючим вірусом.

Подальше підтверджує ці спостереження, 9
експериментів із зараженням було виконано на 40
мишах, яким було введено MVA BN та 45 контро-
льних мишах.  Більш ніж 80%  мишах,  яким було
введено вірус пережили зараження, тоді як всі
контрольні загинули (Фіг.5).

В окремій серії експериментів мишам ввели
при народженні MVA-BN (2.5´106 ТСID50/мишу). На
8-й день було виконане введення по 103(1LD50)
або 105(100LD50) PFU HSV-1. Після вакцинації
MVA-BN 65% мишей пережило зараження вірус-
ною дозою, яка вбила 100% контрольних мишей
(100LD50) та 90% пережило вірусну дозу, яка вби-
ла 45.5% контролю (1LD50). В додаткових експе-
риментах група із 7 мишей вакцинована інактиво-
ваним ультрафіолетом MVA-BN була інфікована
HSV-1. П'ять з них загинули на протязі 7 днів. Інші
2 тварини, що залишилися, припинили рости й
загинули на 22 та 29 день. Миші яким ввели MVA-
BN досягли стану підвищеної резистентності до
HSV-1, що було пов'язане із живим MVA-BN, а не з
інактивованим MVA-BN.

В контрольному експерименті проведеному на
мишах, які не мали функціональних Т-клітин було
визначено, що не було захисту від HSV-1 після
вакцинації MVA-BN із-за перехресно-реактивних
цитотоксичних Т-лімфоцитів індукованих MVA-BN.

Було перевірено чи є клітини DC відповідаль-
ними за захист від HSV-1 після вакцинації MVA-
BN.  Для цього нативні миші віком 8  днів були за-
ражені 5´104 PFU HSV-1 через 4 години після пе-
ренесення клітин від мишей, яким було введено
MVA. В першому експерименті спленоцити від 8-
денних мишей, яким в перший день життя було
введено MVA-BN було розділено на багату на DC
(низької щільності) та багату на DC (високої щіль-
ності) фракції. 50% мишей які отримали 5´106 клі-
тин із фракції багатої на DC пережили випробу-
вання тоді як усі миші, котрі отримали у 10 разів
біднішу на DC суспензію або зовсім не отримали
загинули на протязі 5  днів.  Другий підхід було ви-
конано перенесенням виділених CD11c-
позитивних клітин від 8-денних мишей котрим було
введено у перший день життя MVA-BN до натив-
них які не отримували цього. Введення суспензії
2´106 спленоцитів містила більш ніж 80% CD11c-
позитивних клітин від мишей яким ввели MVA-BN
захистило нативних мишей від HSV-1. На відміну
від цього, 4 миші з одного приводу так само, як і 8
інших мишей яким нічого не ввели загинули після
випробування. Також, миші, які отримали таку са-
му кількість клітин селезінки або одержали один
селезінковий еквівалент (50´106 клітин) з негатив-

ної фракції не показали підвищеної резистентності
до HSV-1. Отже, Cdllc-позитивні клітини здатні
захищати мишей від HSV-1.

Після застосування MVA короткотривалий за-
хисні ефекти в межах 24 годин було описано в
літературі (Vilsmeier, В., Berl. Munch.Tierarztl.
Wschr. 112 (1999), 329-333). Оскільки віруси вико-
ристані у вказаній публікації не є вірусами, котрі не
здатні бути реплікованими в інфекційне вірусне
потомство в новонароджених та пренатальних
тваринах, було перевірено, чи спосіб дії описаний
у Vilsmeier  є подібним до способу дії описаному в
даному винаході. Більш докладно, Vilsmeier опи-
сує, що MVA, зокрема інактивований MVA, індукує
параімунний ефект на протязі приблизно 24 годин.
Для перевірки чи параімунний ефект також лежить
в основі захисної дії яку описано в даній заявці
миші на 24  годину після народження були вакци-
новані MVA-BN та інактивованим MVA-BN. На 7
день життя мишей було заражено летальною до-
зою HSV-1(105PFU HSF-1f). Невакциновані конт-
рольні миші загинули через 6 днів після випробу-
вання. Також миші вакциновані інактивованим
MVA-BN були незахищені від зараження HSV-1.
Кількість клітин DC у цих мишей не піднялася. На
відміну від цього, миші вакциновані неінактивава-
ним MVA-BN  були значно більш захищені від за-
раження HSV-1. Через 30 днів після випробування
більше 80% мишей все ще були живі.  Двома дня-
ми після вакцинації було знайдено підвищений
сироватковий Flt3-L у сироватці. Підвищена кіль-
кість DC була знайдена в селезінці. Підсилений
Flt3-L було пов’язано із підвищеною кількістю DC.
Це підтверджує, що ефект параімунності не відпо-
відає за даний захист.

(іі) MVA-BN індук ує специфічну імунність у но-
вонароджених яка залишається до подорослішан-
ня

Одноденні миші С57ВІ/6 (розмір групи 18) були
вакциновані (і. р) MVA-BN (2.5´107TCID50). Чотир-
ма тижнями пізніше,  коли миші вже вважаються
дорослими їх було заражено летальною дозою
(1´101TCID50) коров'ячої віспи Western Reserve
(VV-WR). За виключенням однієї тварини всі інші,
вакциновані MVA-BN вижили. Тоді як, усі вакцино-
вані плацебо тварини загинули на протязі 7 днів із
усіма клінічними проявами хвороби, такими як,
збита шерсть, втрата ваги та знижена активність.
Добре видно, що це є демонстрація, того, що MVA-
BN не лише безпечна у новонароджених тварин,
алей здатна викликати захисну імунну відповідь
проти смертельної інфекції коров'ячої віспи (бли-
зького вірусу до MVA-BN).
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