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Перекрестная ссылка на родственные заявки 

Настоящая заявка испрашивает приоритет согласно заявке на патент США с серийным номером 

13/397202, поданной 15 февраля 2012 г., которая включена в настоящий документ посредством ссылки. 

Область изобретения 

Область изобретения относится к медицинским композициям и применениям лигандов или антител, 

которые связываются с эритроцитами. Конкретное применение включает иммунотолеризацию, доставку 

лекарственных средств и разновидности терапии рака. 

Предпосылки изобретения 

Отторжение трансплантированной ткани и аутоиммунные заболевания являются патологическими 

состояниями, которое включают иммунное отторжение чужеродной биомолекулы в связи с ее антиген-

ной природой. В подавление или лечение иммунного отторжения вовлечены многие лекарственные 

средства и клинические способы. В этом способе вакцины используют для стимуляции иммунного отве-

та к антигенам на патогенных биомолекулах с целью вызова иммунного ответа против белков или других 

биомолекул, которые несут антиген. 

Краткое описание изобретения 

Толерогенез является процессом создания иммунологической толерантности к веществу. Пациент, 

либо человек, либо представитель другого вида, которого лечат с целью получения толерантности к ве-

ществу, будет иметь сниженный адаптивный иммунный ответ к веществу. Снижение адаптивного им-

мунного ответа можно измерить с помощью анализа количеств циркулирующих антител, реактивных к 

веществу, или с помощью анализа реакций Т-клеток на вещество и толеризирующее средство. В настоя-

щем документе предложены композиции и способы для толеризации. Многие из вариантов осуществле-

ния включают введение молекулы-гибрида, которая имеет толеризирующий антиген, объединенный со 

связывающимся с эритроцитами фрагментом. Молекула-гибрид связывается с эритроцитом, и начинает-

ся процесс презентации толеризирующего антигена иммунной системе таким образом, что вырабатыва-

ется толерантность. 

Были открыты пептиды, которые специфически связываются с эритроцитами (также известными 

как красные кровяные клетки). Эти пептидные лиганды являются связывающимися с эритроцитами 

фрагментами, которые специфически связываются с эритроцитами даже в присутствии других факторов, 

присутствующих в крови. Эти лиганды можно применять различными способами. 

Вариантом осуществления настоящего изобретения является фармацевтическая композиция, вклю-

чающая связывающийся с эритроцитами фрагмент, представляющий собой антитело, фрагмент антитела 

или фрагмент одноцепочечного антигенсвязывающего домена (scFv), который специфически связывает-

ся с Band3, гликофорином А, гликофорином В, гликофорином С или гликофорином D на эритроците че-

ловека in situ в крови, и толерогенный антиген, представляющий собой антиген, вызывающий у субъекта 

нежелательный иммунный ответ, причем композиция способна индуцировать: (i) пролиферацию CD8+ 

Т-клеток, имеющих фенотип апоптотического или истощенного исхода, (ii) делению CD4 и/или CD8+ Т-

клеток, специфических для толерогенного антигена, и (iii) регуляторные клеточные фенотипы. 

Другим вариантом осуществления настоящего изобретения является фармацевтическая компози-

ция, включающая связывающийся с эритроцитами фрагмент, представляющий собой пептидный лиганд, 

который специфически связывается с Band3, гликофорином А, гликофорином В, гликофорином С или 

гликофорином D на эритроците человека in situ в крови, и толерогенный антиген, представляющий собой 

трансплантационный антиген, антиген пищи, терапевтическое средство, аутоантиген, фрагмент любого 

из таких антигенов или их мимотоп, вызывающий нежелательный иммунный ответ. 

Еще одним вариантом осуществления является применение указанных фармацевтических компози-

ций для лечения нежелательного иммунного ответа. 

Другим вариантом осуществления настоящего изобретения является фармацевтическая компози-

ция, содержащая связывающийся с эритроцитами фрагмент и толерогенный антиген, которые рекомби-

нантно гибридизированы или химически конъюгированы, отличающаяся тем, что указанный связываю-

щийся с эритроцитами фрагмент представляет собой антитело, фрагмент антитела или фрагмент одноце-

почечного антигенсвязывающего домена (scFv), который специфически связывается с Band3, гликофо-

рином А, гликофорином В, гликофорином С или гликофорином D на эритроците человека in situ в крови, 

указанный толерогенный антиген представляет собой антиген, при воздействии которого у субъектов 

развивается нежелательный иммунный ответ; и при этом толерогенный антиген представляет собой 

трансплантационный антиген, антиген пищи, терапевтическое средство, аутоантиген или фрагмент лю-

бого из таких антигенов. 

Еще одним вариантом осуществления является применение указанной фармацевтической приемле-

мой композиции для производства лекарственного средства для лечения целиакии, для лечения сахарно-

го диабета 1 типа или для лечения рассеянного склероза. 

Другим вариантом осуществления настоящего изобретения является фармацевтическая компози-

ция, содержащая связывающийся с эритроцитами фрагмент, представляющий собой антитело, фрагмент 

антитела или фрагмент scFv, который специфически связывается с гликофорином А человека, и толеро-

генный антиген, представляющий собой антиген пищи, терапевтическое средство или аутоантиген. 
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Еще одним вариантом осуществления является применение фармацевтической композиции для 

производства лекарственного средства для лечения нежелательного иммунного ответа, а также для лече-

ния целиакии или для лечения сахарного диабета 1 типа. 

Краткое описание чертежей 

На фиг. 1 представлена экспериментальная схема и результаты для гибридной молекулы ERY1 и 

овальбумина (OVA), где гибрид ERY1-OVA с высокой аффинностью связывается с экваториальной пе-

риферией эритроцитов мыши; секция (а) схематическое изображение конъюгации пептида ERY1 с 

овальбумином (OVA), результатом чего является связывание с поверхностным гликофорином А эритро-

цита; секция (b) связывание как конъюгатов, так и промежуточных соединений OVA, характеризуемое с 

помощью проточной питометрии; гистограмма, закрашенная черным цветом, ERY1-OVA; незакрашен-

ная гистограмма, SMCC-OVA; пунктирная гистограмма, MIS-OVA; связывающийся с эритроцитами пеп-

тид ERY1 WMVLPWLPGTLD (SEQ ID NO: 1), MIS = несовпадающий пептид PLLTVGMDLWPW (SEQ 

ID NO: 2), SMCC = сульфосукцинимидил-4-(N-малеимидометил)циклогексан-1-карбоксилат, применяе-

мый для конъюгации ERY1 с OVA; секция (с) равновесное связывание ERY1-OVA с эритроцитами, ха-

рактеризующееся низкой константой диссоциации ERY1-OVA (R
2
 = 0,97, связывание с одним сайтом), 

определенное с помощью проточной питометрии. 

На фиг. 2 объединены результаты, показывающие, что связывание с эритроцитами вызывает толе-

рантность к антигенной стимуляции; секция (а) модель толерантности адоптивного переноса CD8+ Т-

клеток OTI, на которой представлен протокол эксперимента для экспериментальной группы, а также для 

групп стимуляции и наивного контроля (n = 5); секция (b) выявление с помощью проточной цитометрии 

популяций CD8+ Т-клеток OTI (CD3ε
+
 CD8α

+
 CD45.2

+
); секция (с) количественное определение популя-

ции CD8+ Т-клеток OTI в дренирующих лимфатических узлах (паховом и подколенном) через 4 дня по-

сле антигенной стимуляции мышей CD45.1
+
 (**Р<0,01); секция (d) выявление с помощью проточной ци-

тометрии CD8+ Т-клеток OTI, экспрессирующих IFNγ; секция (е) CD8+ Т-клетки OTI, экспрессирующие 

IFNγ, в дренирующих лимфатических узлах через 4 дня после антигенной стимуляции и повторной сти-

муляции пептидом SIINFEKL (SEQ ID NO: 3) (**Р<0,01); секция (f) концентрации IFNγ в средах клеточ-

ных культур лимфатических узлов через 4 дня после повторной стимуляции пептидом SIINFEKL (SEQ 

ID NO: 3), определенные с помощью ELISA (**Р<0,01); секция (g) концентрации IL-10 в среде клеточной 

культуры лимфатических узлов через 4 дня после повторной стимуляции OVA, определенные с помо-

щью ELISA (*Р<0,05). Данные представляют среднее медианное значение ± значение от минимального 

до максимального; секция (h) титры OVA-специфического IgG в сыворотке на день 19  

(*Р<0,05), данные представляют среднее значение ± SE; секция (i) комбинированная модель толерантно-

сти с использованием OTI и экспрессирующей OVA опухоли тимомы EL4 (E.G7-0VA), на которой пред-

ставлен протокол эксперимента для экспериментальной, а также для контрольной групп (n = 4, 3 соот-

ветственно); секция (j) количественное определение непролиферирующих (поколение 0) CD8+ Т-клеток 

OTI, циркулирующих в крови через 5 дней после адоптивного переноса; данные представляют медиан-

ное значение ± значение от минимального до максимального (**Р<0,01); секция (k) профиль роста опу-

холей E.G7-0VA, инъецированных подкожно через 9 дней после адоптивного переноса OTI, данные 

представляют среднее значение ± SE (*Р<0,05). 

Фиг. 3 представляет собой столбиковую диаграмму, показывающую, как связывание с эритроцита-

ми ослабляет антиген-специфические гуморальные ответы у мышей C57BL/6. Выявление OVA-

специфического IgG в сыворотке через 19 дней после двух введений 1 мкг OVA или 1 мкг ERY1-OVA 

через 6 дней у мышей C57BL/6 (*Р<0,05). 

На фиг. 4 представлены результаты эксперимента, в которых PEG-ERY1 с 8 ветвями связывается с 

эритроцитами in vitro и in vivo; секция (a) PEG-ERY1 с 8 ветвями (гистограмма, закрашенная черным 

цветом), но не PEG-MIS с 8 ветвями (гистограмма, закрашенная серым цветом) или PEG-

пиридилдисульфид с 8 ветвями связывается с эритроцитами мыши после инкубации in vitro; секция (b) 

PEG-ERY1 с 8 ветвями (гистограмма, закрашенная черным цветом), но не PEG-MIS с 8 ветвями (гисто-

грамма, закрашенная серым цветом), связывается с циркулирующими эритроцитами при внутривенной 

инъекции. 

На фиг. 5 представлены результаты эксперимента, в которых описано время полужизни на клеточ-

ной поверхности эритроцита PEG-ERY1, имеющего 8 Fab-фрагментов, (закрашенные кружки) и PEG-

MIS, имеющего 8 Fab-фрагментов, (незакрашенные прямоугольники), определенное с помощью проточ-

ной цитометрии. 

На фиг. 6 представлены результаты эксперимента в виде столбиковой диаграммы, показывающей 

связывание пептидных лигандов с эритроцитами человека. 

На фиг. 7 представлены результаты эксперимента в виде гистограммы проточной цитометрии. 

Эритроциты мыши инкубировали с TER119-SIINFEKL (гистограмма, закрашенная серым цветом) или 

альбумином (незакрашенная гистограмма). Флуоресцентный сигнал исходит от антитела к 6xHis-PE, 

применяемого при выявлении scFv. 

Фиг. 8 представляет собой график результатов эксперимента, показывающий пролиферирующие 
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CD8 Т-клетки OT-I в селезенке после внутривенного введения физиологического раствора, OVA, ERY1-

OVA или TER119-SIINFEKL, **Р<0,01, ***Р<0,001. 

Фиг. 9 представляет собой график результатов эксперимента, показывающий фенотипическую ха-

рактеристику Т-клеток OTI после адоптивного переноса и внутривенного введения физиологического 

раствора, OVA, ERY1-OVA или TER119-SIINFEKL. Левая секция: индукция апоптических клеток OTI, 

характеризуемая связыванием аннексина-V при проточной питометрии; правая секция: индукция исто-

щенных клеток OTI, характеризуемая экспрессией PD-1 при проточной питометрии. 

Фиг. 10 представляет собой график результатов эксперимента, показывающий характеристику вос-

палительных (IFNγ
+
) Т-клеток OTI в лимфатических узлах, дренирующих место стимуляции, получен-

ных от мышей, толеризированных различными инъекционными составами, исследованную с помощью 

проточной цитометрии. 

Фиг. 11 представляет собой график результатов эксперимента, показывающий титры аспарагиназа-

(ASNase)-специфического IgG в сыворотке у мышей, получающих 2 или 6 доз ERY1-ASNase или ASNase 

дикого типа, через 21 день после введения, определенные с помощью ELISA. 

Фиг. 12 представляет собой график результатов эксперимента, показывающий пролиферацию CD4 

Т-клеток, полученных от трансгенной мыши NODBDC2.5, в совместной культуре с DC (дендритными 

клетками) селезенки, с различными средовыми добавками. 

Фиг. 13 представляет собой график результатов эксперимента, показывающий результаты количе-

ственного определения непролиферирующих NODBDC2.5 CD4 Т-клеток после адоптивного переноса и 

внутривенного введения TER119-ChrA, свободного пептида 1040-р31 или физиологического раствора, 

полученные с помощью проточной цитометрии. 

Подробное описание предпочтительных вариантов осуществления 

Для толерогенеза предложены разновидности молекулярного дизайна. Белок или другой молеку-

лярный антиген, к которому определяют толерантность, получают в виде конъюгата со связывающимся с 

эритроцитами фрагментом. Фрагмент может содержать пептидный лиганд, антитело, аптамер или фраг-

мент антитела. Конъюгат, также называемый гибридной молекулой, может представлять собой гибрид-

ный белок или может включать линкер, например конъюгат с полимером или полимерной мицеллой или 

полимерными наночастицами. 

В настоящем документе описаны пептиды, которые специфически связываются с эритроцитами. 

Они предложены в виде пептидных лигандов с последовательностями, которые специфически связыва-

ются, или в виде антител или их фрагментов, которые обеспечивают специфическое связывание с эрит-

роцитами. Пептиды можно получить в виде гибридных молекул с терапевтическими средствами, толери-

зирующими антигенами или нацеливающими пептидами. Терапевтические средства преимущественно 

могут иметь повышенный период полужизни в кровотоке in vivo, если они являются частью гибрида. 

Иммунотолерантность можно создать с помощью гибридов и выбора антигена на веществе, к которому 

необходима толерантность. Термин антиген в настоящем контексте обозначает непроцессированный ан-

тиген, его антигенный фрагмент или миметик толерогенного антигена. Гибридизации с нацеливающими 

пептидами направляют гибриды к мишени, например к опухоли, где связывающиеся с эритроцитами ли-

ганды снижают или полностью прекращают ток крови к опухоли путем рекрутинга эритроцитов к мишени. 

Пептидные последовательности, которые специфически связываются с эритроцитами. 

Пептиды, которые специфически связываются с эритроцитами, были обнаружены и описаны заяви-

телем в PCT/US 2011/047078, включали пептид, называемый ERY1, который специфически связывается с 

эритроцитом. Также были описаны шесть пептидов (ERY19, ERY59, ERY64, ERY123, ERY141 и 

ERY162), которые специфически связываются с эритроцитами человека. В примере 9 подробно описано, 

как пептидные лиганды (ERY64, ERY123 и ERY141) вводили в состав гибридного белка с флуоресцент-

ным белком-репортером и сохраняли их свойства специфического связывания. Вариантом осуществле-

ния настоящего изобретения является практически чистый полипептид, содержащий аминокислотную 

последовательность ERY1, или один из связывающихся с эритроцитами пептидов человека, или его кон-

сервативную замену, или нуклеиновую кислоту, кодирующую их. Такие полипептиды специфически 

связываются с эритроцитами и являются лигандом для них. Лиганд является термином, который обозна-

чает химическую молекулу, специфически связывающуюся с молекулой-мишенью. Мишень обозначает 

заранее определенную молекулу, ткань или место, которое потребитель намеревается связать с лигандом. 

Таким образом, целенаправленная доставка в ткань обозначает доставку молекулы или другого материа-

ла, такого как клетка, к предполагаемой ткани-мишени. Соответственно, варианты осуществления вклю-

чают молекулы или композиции, содержащие по меньшей мере один из раскрытых в данном документе 

лигандов, которые применяют для связывания с эритроцитом. Связывающую активность полипептида к 

эритроциту можно легко определить согласно описанным в настоящем документе протоколам экспери-

мента. С помощью таких способов можно определить показатели силы связывания вариантов полипеп-

тидов по отношению к ERY1 или связывающегося с эритроцитами пептида человека при определенных 

физиологических условиях, например последовательностей, созданных с использованием консерватив-

ных замен, добавления или удаления фланкирующих групп или изменений или добавлений для коррек-

тировки растворимости последовательности в водном растворе. Можно получить пептидные лиганды, 
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специфичные к одной или нескольким следующим мишеням или группам мишеней: поверхностной мо-

лекуле эритроцита (белку, гликопротеину), белку полосы 3 (CD233), гликофорину, в частности гликофо-

рину A (CD235a), гликофорину В (CD235b), гликофорину С (CD235c) и гликофорину D (CD235d), аква-

порину-1, Glut-1, антигену Kidd, RhAg/Rli50 (CD241), Rh (CD240), Rh30CE (CD240CE), Rh30D 

(CD240D), Kx, Kell (CD238), Duffy/DARC (CD234), CR1 (CD35), DAF (CD55), глобозиду, CD44, ICAM-4 

(CD242), Lu/B-CAM (CD239), XG1/XG2 (CD99), EMMPRIN/нейротелину (CD147), JMH, гликозилтранс-

феразе, Cartwright, Dombrock, C4A/CAB, Scianna, MER2, стоматину, BA-1 (CD24), GPIV (CD36), CD108, 

CD139 и антигена Н (CD173). Белки клеточной поверхности эритроцитов, либо очищенные препараты, 

либо их смесь, можно подвергнуть скринингу на предмет пептидных лигандов. Белки клеточной поверх-

ности эритроцитов можно рекомбинантно экспрессировать в их полной форме или в виде частичных до-

менов, гибридизированных с метками, которые повышают экспрессию или стабильность белка. Затем 

рекомбинантный белок-мишень можно иммобилизировать на пластине или сфере и применять в качестве 

аффинной мишени для способа скрининга библиотеки. Белки клеточной поверхности эритроцитов также 

можно выделить из клеточных препаратов цельной крови, из которой очищенные или комплексные сме-

си мембранных белков можно иммобилизировать на твердой матрице (сфере, пластине или др.) и приме-

нять в качестве аффинных мишеней для способов скрининга. Весь способ скрининга можно выполнять в 

присутствии высокой концентрации сывороточного альбумина (например, 50 мг/мл) и при температуре 

37°С для снижения числа событий неспецифического связывания и для отбора пептидов с благоприят-

ными характеристиками связывания в сыворотке крови. Пептидные лиганды наиболее предпочтительно 

выбирают из белка полосы 3 (CD233), гликофорина В (CD235b), гликофорина С (CD235c) и гликофорина 

D (CD235d). 

Было замечено, что пептидные лиганды связываются с клеточными поверхностями эритроцитов без 

изменения морфологии клетки и без цитоплазматической транслокации. Лиганды были распределены по 

поверхности мембраны и не образовывали кластеров. Гликофорин-А (GYPA) был отдельным белком, 

идентифицированным в качестве мишени ERY-1. ERY-1 был реактивным только у мышей и крыс. Было 

установлено, что пептидные лиганды, которые специфически связываются с эритроцитами человека, 

являются специфическими по отношению к эритроцитам человека, а не для других видов. Описан клон 

фага с дисплеем пептида с высокой аффинностью WMVLPWLPGTLD (SEQ ID NO: 1, обозначенный в 

настоящем документе как ERY1) к клеточной поверхности эритроцитов мыши. Другие эксперименты 

выявили связывающие лиганды к эритроцитам человека, показанные в табл. 1-2. Шесть последователь-

ностей специфически связывались с эритроцитами человека. Седьмая последовательность, названная 

ERY50, связывалась с эритроцитами человека и также связывалась с эпителиальными/эндотелиальными 

клетками. 

Таблица 1 

Пептидные лиганды, которые связываются с эритроцитами человека 

 
Подчеркнутые части последовательностей указывают линкерные последовательности. 
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Таблица 2 

Пептидные лиганды, которые связываются с эритроцитами человека или мыши 

 
*не специфичен к эритроцитам  

**к эритроцитам мыши 

 

Варианты осуществления настоящего изобретения включают пептиды, которые специфически свя-

зываются с поверхностью эритроцитов. Последовательности не оптимизировали по минимальной длине. 

Такая оптимизация известна из уровня техники и ее можно осуществлять на практике с помощью мето-

дик, описанных в настоящем документе. Например, Kenrick et al. (Protein Eng. Des. Sel. (2010) 23(1):9-17) 

исследовали при помощи скрининга библиотеку из 15 остатков и затем обнаружили минимальные свя-

зывающие последовательности длиной в 7 остатков. Getz (ACS Chem. Biol., May 26, 2011) обнаружил 

минимальные связывающие домены длиной до 5 остатков. Связывающиеся с эритроцитами пептиды мо-

гут присутствовать в повторах тех же самых последовательностей, например от 2 до 20 повторов; спе-

циалисты в данной области сразу поймут, что подразумеваются все диапазоны и значения в четко ука-

занных пределах. Более того, пептиды могут присутствовать в комбинации, причем две или более после-

довательностей расположены в одном пептиде или являются частью одной гибридной молекулы. 

Полагают, что число последовательных остатков, которые обеспечивают специфическое связыва-

ние, находится от приблизительно 4 до 12 остатков. Соответственно, раскрыты все пептиды длиной из 

четырех последовательных остатков, которые можно найти в табл. 2, а также пептиды, например, из 5, 6, 

7 или 8 последовательных остатков. Это число основано на числе остатков для других пептидных связы-

вающихся с белком лигандов. Варианты осуществления настоящего изобретения включают последова-

тельности минимальной длины для одной из связывающихся с эритроцитами SEQ ID, изложенных в 

данном документе, включая табл. 1. Соответственно, некоторые варианты осуществления относятся к 

композиции, содержащей пептид или выделенный (или очищенный) пептид, содержащий ряд последова-

тельностей последовательных аминокислот с 4-12 последовательными аминокислотным остатками из 

последовательности, выбранной из группы, включающей SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, 

SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 1 и их консервативные замены, при этом 

указанная последовательность специфически связывается с эритроцитом. Альтернативно число последо-

вательных остатков можно выбрать равным от приблизительно 3 до приблизительно 18; специалисты в 

данной области сразу поймут, что подразумеваются все диапазоны и значения в четко указанных преде-

лах, например 7, 8, 9, 10 или от 8 до 18. Связывающаяся с эритроцитами последовательность может 

иметь, например, консервативную замену по меньшей мере одной и не более двух аминокислот последо-

вательности, или 1, 2 или 3 замены, или от 1 до 5 замен. Более того, в обнаруженной последовательности 

часто может осуществить замену L-аминокислот на D-аминокислоты, как описано у Giordano. Пептид 

или композиция может в некоторых вариантах осуществления преимущественно состоять из последова-

тельности, выбранной из группы, включающей SEQ ID NO: 11 , SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID 

NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 1. Пептид может быть ограничен по длине, напри-

мер, с числом остатков от приблизительно 10 до приблизительно 100; специалисты в данной области 

сразу поймут, что подразумеваются все диапазоны и значения в четко указанных пределах, например от 

приблизительно 10 до приблизительно 50 или от приблизительно 15 до приблизительно 80. Можно пред-
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ложить пептидный связывающийся с эритроцитами фрагмент, который содержит пептидный лиганд, 

который имеет константу диссоциации от приблизительно 10 до 0,1 нМ, определенную с помощью изме-

рений равновесного связывания между пептидом и эритроцитами; специалисты в данной области сразу 

поймут, что подразумеваются все диапазоны и значения в четко указанных пределах, например от при-

близительно 1 мкМ до приблизительно 1 нМ. Пептид может дополнительно содержать терапевтическое 

средство. Терапевтическим средством может быть, например, белок, биопрепарат, фрагмент антитела, 

ScFv или пептид. Пептид может дополнительно содержать толерогенный антиген, например белок чело-

века, применяемый человеком с недостаточностью по этому белку (например, факторы крови, такие как 

фактор VIII или фактор IX), белки с гликозилированием, отличным от гликозилирования у человека, 

синтетические белки, не встречающиеся в естественных условиях у людей, пищевые аллергены человека 

или аутоиммунные антигены человека. 

Полипептиды с различной длиной могут быть пригодны для определенного применения. В целом, 

полипептиды, которые содержат полипептидные последовательности лигандов, будут проявлять специ-

фическое связывание в случаях, если полипептид может взаимодействовать с эритроцитами in vivo. Пеп-

тиды, способные сворачиваться, можно протестировать с помощью способов, описанных в настоящем 

документе. Соответственно, некоторые варианты осуществления относятся к полипептидам, которые 

имеют полипептидный лиганд, но не встречаются в естественных условиях, а некоторые варианты осу-

ществления относятся к полипептидам, имеющим определенную длину, например от 6 до 3000 остатков, 

или 12-1000, или 12-100, или 10-50; специалисты в данной области сразу поймут, что подразумеваются 

все диапазоны и значения в четко указанных пределах. 

Некоторые варианты осуществления предлагают различные полипептидные последовательности 

и/или очищенные или выделенные полипептиды. Полипептид представляет собой термин, который обо-

значает цепь аминокислотных остатков, не принимая во внимание посттрансляционную модификацию 

(например, фосфорилирование или гликозилирование) и/или комплексообразование с дополнительными 

полипептидами, синтез в комплексы из многих субъединиц, с нуклеиновыми кислотами и/или углевода-

ми, или другими молекулами. Таким образом, в настоящем документе протеогликаны также называют 

полипептидами. Применяемый в настоящем документе "функциональный полипептид" является поли-

пептидом, способным к активации указанной функции. Полипептиды можно получить рядом способов, 

многие из которых хорошо известны в данной области. Например, полипептиды можно получить с по-

мощью экстракции (например, из выделенных клеток), экспрессии рекомбинантных нуклеиновых ки-

слот, кодирующих полипептид, или химического синтеза. Полипептиды можно получить, например, с 

помощью рекомбинантной технологии и векторов экспрессии, кодирующих полипептид, введенный в 

клетки-хозяева (например, с помощью трансформации или трансфекции) для экспрессии кодируемого 

полипептида. 

Существует ряд консервативных изменений, которые обычно можно выполнить без изменения ак-

тивности. Эти изменения называются консервативными заменами или мутациями; другими словами, 

аминокислоту, принадлежащую к группе аминокислот, имеющих определенный размер и характеристи-

ку, можно заменить на другую аминокислоту. Замены для аминокислотной последовательности можно 

выбрать из других членов класса, к которому принадлежит аминокислота. Например, неполярные (гид-

рофобные) аминокислоты включают аланин, лейцин, изолейцин, валин, пролин, фенилаланин, трипто-

фан, метионин и тирозин. Полярные нейтральные аминокислоты включают глицин, серин, треонин, цис-

теин, тирозин, аспарагин и глутамин. Положительно заряженные (основные) аминокислоты включают 

аргинин, лизин и гистидин. Отрицательно зараженные (кислые) аминокислоты включают аспарагиновую 

кислоту и глутаминовую кислоту. Предполагают, что такие изменения существенно не повлияют на ка-

жущийся молекулярный вес, определенный с помощью электрофореза в полиакриламидном геле или 

изоэлектрической точки. Консервативные замены также включают замену оптических изомеров после-

довательностей другими оптическими изомерами, а именно D-аминокислот на L-аминокислоты для од-

ного или нескольких остатков последовательности. Более того, все аминокислоты в последовательности 

можно подвергнуть замене D-изомера на L-изомер. Иллюстративные консервативные замены включают, 

но без ограничения, Lys на Arg и наоборот для поддержания положительного заряда; Glu на Asp и наобо-

рот для поддержания отрицательного заряда; Ser на Thr для поддержания свободной ОН-группы и Gln на 

Asn для поддержания свободной NH2-группы. Более того, точечные мутации, делеции или вставки поли-

пептидных последовательностей или соответствующих последовательностей нуклеиновых кислот в не-

которых случаях можно получить без потери функции фрагмента полипептида или нуклеиновой кисло-

ты. Замены могут содержать, включать 1, 2, 3 или более остатка. Для аминокислотных остатков, описан-

ных в настоящем документе, используют либо однобуквенное обозначение аминокислот, либо трехбук-

венную аббревиатуру. Применяемые в настоящем документе аббревиатуры соответствуют стандартной 

номенклатуре полипептидов, J. Biol. Chem., (1969), 243, 3552-3559. Все последовательности аминокис-

лотных остатков представлены в настоящем документе с помощью формулы с левой и правой ориента-

цией в стандартном направлении от аминоконца к карбоксиконцу. 

В некоторых случаях может быть необходим процент идентичности пептида к последовательности, 

изложенной в настоящем документе. В таких случаях процент идентичности измеряют как число остат-
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ков пептида или части пептида. Полипептид, например, с идентичностью в 90% также может быть ча-

стью более крупного пептида. 

Применяемый в настоящем документе термин "очищенный" в отношении полипептида обозначает 

полипептид, который синтезировали химически, и, таким образом, он практически не загрязнен другими 

полипептидами, или который отделили или очистили от большинства других клеточных компонентов, 

сопровождающих его в естественных условиях (например, других клеточных белков, полинуклеотидов 

или клеточных компонентов). Примером очищенного полипептида является такой полипептид, который 

по меньшей мере на 70% относительно сухого веса не содержит белки и органические молекулы природ-

ного происхождения, с которыми он связан в естественных условиях. Препарат очищенного полипепти-

да, таким образом, может, например, по меньшей мере на 80%, по меньшей мере на 90% или по меньшей 

мере на 99% относительно сухого веса представлять собой полипептид. Также можно сконструировать 

полипептиды, содержащие последовательность метки (например, полигистидиновой метки, myc-метки 

или FLAG -метки), что облегчает очистку или маркировку полипептида (например, захват на аффинных 

матрицах, визуализацию под микроскопом). Таким образом, очищенная композиция, которая содержит 

полипептид, обозначает очищенный полипептид, если не указано иное. Термин "выделенный" указывает 

на то, что полипептиды или нуклеиновые кислоты по настоящему изобретению находятся не в своей ес-

тественной среде. Выделенные продукты по настоящему изобретению могут, таким образом, содержать-

ся в надосадочной жидкости культуры, частично обогащенной, полученной из гетерологичных источни-

ков, клонированной или находящейся в составе с основой и др. 

Полипептиды могут включать химическую модификацию; термин, который в настоящем контексте 

обозначает изменение естественной химической структуры аминокислот. Такие модификации можно 

создать в боковой цепи или в концевом участке, например, изменяя аминоконец или карбоксиконец. При 

некоторых вариантах осуществления модификации подходят для создания химических групп, которые в 

целях удобства можно применять для связывания полипептидов с другими материалами или для присое-

динения терапевтического средства. 

Специфическое связывание в силу того, что термин часто применяется в биологических областях, 

относится к молекуле, которая связывается с мишенью с относительно высокой аффинностью по сравне-

нию с тканями, не являющимися мишенью, и, как правило, включает множество нековалентных взаимо-

действий, таких как электростатические взаимодействия, ван-дер-ваальсовые взаимодействия, образова-

ние водородных связей и др. Взаимодействия при специфическом связывании характеризуют взаимодей-

ствия при связывании типа антитело-антиген, связывании типа фермент-субстрат и особенно связывании 

типа белок-рецептор; вместе с тем такие молекулы время от времени помимо своих мишеней могут свя-

зываться с тканями, полагают, что такое связывание не обладает специфичностью и не является специ-

фическим связыванием. Пептид ERY1 и его производные, а также связывающиеся с эритроцитами пеп-

тиды человека и их производные при некоторых обстоятельствах могут связываться с объектами, не яв-

ляющимися эритроцитами, но было замечено, что такое связывание было неспецифическим, доказатель-

ством чего является значительно большее связывание пептидов с эритроцитами в отличие от других кле-

ток и белков. 

Поэтому варианты осуществления включают лиганд, который специфически связывается с эритро-

цитом и не специфически связывается с другими компонентами крови, например одним или нескольки-

ми из белков крови, альбумина, фибронектина, тромбоцитов, лейкоцитов, практически всех компонен-

тов, обнаруживаемых в образце крови, взятом у обычного человека. В контексте образца крови термин 

"практически все" обозначает компоненты, которые присутствуют обычно, но исключают случайные 

компоненты в очень низких концентрациях, поэтому они не существенно снижают титр биодоступных в 

другом отношении лигандов. 

Пептиды антител. 

В дополнение к пептидам, которые связываются с эритроцитами, в данном документе также пред-

ставлены белки, в частности антитела и особенно фрагменты одноцепочечных антител. Хорошо извест-

ны методики по индукции выработки антител против антигена. Термин антиген, в этом контексте, отно-

сится к сайту, распознаваемому иммунной системой хозяина, которая отвечает на антиген. Выбор анти-

генов известен в областях по индукции выработки антител, наряду с другими областями. Варианты осу-

ществления включают применение этих пептидов в молекулярной гибридизации и других способах, 

представленных в данном документе. Антигены могут рекомбинантно экспрессироваться в своей полной 

форме или в виде частичных доменов, гибридизированных с метками, которые усиливают экспрессию 

или стабильность белка. Затем антиген рекомбинантного белка можно иммобилизировать на пластине 

или сфере и применять в качестве аффинной мишени для способа скрининга библиотеки. Антигены так-

же можно выделить из клеточных препаратов цельной крови, из которых очищенные или сложные смеси 

мембранных белков можно иммобилизировать на твердой матрице (сфере, пластине или др.) и приме-

нять в качестве аффинных мишеней для способа скрининга. 

Специалисты в данной области, читающие настоящее раскрытие, смогут создать антитела, которые 

специфически связываются с эритроцитами. Примеры 4-6 имеют отношение к созданию антител или их 

фрагментов. Для выявления новых антител или фрагментов антител или для создания композиций, со-
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держащих такие фрагменты, активные в отношении эритроцитов, включая, но без ограничения, фаговый 

дисплей, дрожжевой дисплей и бактериальный дисплей, применяют многочисленные параллельные ме-

тодики. Дополнительные связывающиеся с эритроцитами антитела или фрагменты антител или scFv 

можно, в частности, создать для одной или нескольких из следующих мишеней или групп мишеней (со-

вместно называемых в данном документе как целевая группа эритроцита), выбранных из группы, вклю-

чающей белок полосы 3 (CD233), аквапорин-1, Glut-1, антиген Kidd, RhAg/Rh50 (CD241), Rh (CD240), 

Rh30CE (CD240CE), Rh30D (CD240D), Kx, гликофорин A (CD235a), гликофорин В (CD235b), гликофо-

рин С (CD235c), гликофорин D (CD235d), Kell (CD238), Duffy/DARC (CD234), CR1 (CD35), DAF (CD55), 

глобозид, CD44, ICAM-4 (CD242), Lu/B-CAM (CD239), XG1/XG2 (CD99), EMMPRIN/нейротелин 

(CD147), JMH, гликозилтрансферазу, Cartwright, Dombrock, 4A/CAB, Scianna, MER2, стоматин, ВА-1 

(CD24), GPIV (CD36), CD108, CD139 и антиген Н (CD173). 

Дополнительно можно создавать новые специфичные к эритроцитам антитела с помощью иммуни-

зации мышей интактными или белковыми препаратами эритроцитов человека. После иммунизации ми-

шени, находящейся в составе с адъювантом, мышей умерщвляют в заранее определенные моменты вре-

мени, и репертуары их антител секвенируют и/или их В-клетки выделяют для скрининга на основе гиб-

ридом. Эти антитела или фрагменты антител можно оптимизировать с помощью ряда упомянутых выше 

методик in vitro с целью улучшения параметров связывания и/или стабильности. Можно создавать до-

полнительные связывающиеся с эритроцитами антитела или фрагменты антител с помощью гибридом-

ных клонов антител с ранее обнаруженной способностью к связыванию с эритроцитами. Их можно соз-

давать, например, с помощью способа, применяемого для создания scFv TER119. В качестве матрицы, 

или в качестве источника антитела, можно применять следующие гибридомные клоны среди прочих: 

BRIC 4, 5, 6, 10, 14, 18, 39, 66, 68, 69, 87, 108, 110, 111, 125, 126, 128, 145, 155, 157, 163, 170, 198, 203, 216, 

220, 221, 222, 229, 230, 231, 235 или 256; BRAC 17, 18; BGRL 1, 2, 11, 100; BRAD 3; BIRMA D6, D10, K3, 

84В; 6А7; СОЕ или KZ1. 

В данном документе термин "пептид" применяют взаимозаменяемо с термином "полипептид". Ан-

титела и фрагменты антител являются пептидами. Термин "фрагмент антитела" обозначает часть антите-

ла, которая сохраняет антигенсвязывающую функцию антитела. Фрагмент можно буквально создать из 

части более крупного антитела или, альтернативно, можно синтезировать de novo. Фрагменты антител 

включают, например, одноцепочечный вариабельный фрагмент (scFv). scFv является гибридным белком 

на основе вариабельных участков тяжелой (VH) и легкой (VL) цепей иммуноглобулина, соединенных 

линкерным пептидом размером, например, от приблизительно 10 до приблизительно 50 аминокислот. 

Линкер может соединять N-конец VH с С-конном VL или наоборот. Термин "scFv" включает бивалент-

ные scFv, диатела, триатела, тетратела и другие комбинации фрагментов антител. Антитела имеют анти-

генсвязывающую часть, обозначаемую как паратоп. Термин "пептидный лиганд" обозначает пептид, ко-

торый не является частью паратопа. 

Связывание эритроцитов с помощью антител и их фрагментов, пептидных связывающих лигандов и 

аптамеров можно выполнять без ковалентного связывания с эритроцитами. Связывание можно выпол-

нять in vivo и без события связывания с эритроцитами ex vivo. Такое событие связывания, в том числе 

получаемую в результате ассоциацию антигена с эритроцитом, можно выполнять, не вызывая апоптоз 

эритроцитов. Этот процесс можно выполнить так, что поверхностные молекулы эритроцитов не сшива-

ются друг с другом посредством сшивающего средства и/или события связывания и не сшиваются с по-

мощью ковалентных связей. 

Биспецифические белковые конструкты для связывания антигенов с эритроцитами. 

При создании белковых конструктов для связывания с эритроцитами основным вариантом разра-

ботки является создание одного белка или гибридной молекулы, которые содержат как антиген, пред-

ставляющий интерес, так и связывающийся с эритроцитами фрагмент. 

Альтернативной разработкой, которая может быть более эффективной в создании и применении, 

является биспецифический белок или молекулярный конструкт, который содержит один домен, связы-

вающийся с эритроцитами, гибридизированный с дополнительным доменом, связывающимся прямо или 

непрямо с антигеном, представляющим интерес. В эту гибридную молекулу включают не сам антиген, 

представляющий интерес, а только фрагмент, который прямо или непрямо связывается с антигеном, 

представляющим интерес. По этой причине требования по модификации или конструированию антигена, 

представляющего интерес, отсутствуют. Одним примером такой разработки является биспепифическое 

антитело или фрагмент антитела, причем один домен антитела, специфичный для эритроцитов, подверг-

нут рекомбинантной гибридизации со вторым доменом антитела, который специфически связывается с 

биомолекулой, содержащей антиген, представляющий интерес. Внедряют множество различных конст-

руктов на основе биспецифических антител, включая, без ограничения, тандемные scFv, диатела и тан-

демные молекулы scFv-IgG (62). Также применяют другие небелковые каркасные структуры, включая 

полимерные наночастицы или другие поливалентные полимерные конъюгаты, которые сконструированы 

обладающими двойной специфичностью благодаря тому, что содержат домен, который связывается с 

антигеном, представляющим интерес, и другой домен, который связывается с эритроцитами. 

Аффинные фрагменты биспецифического конструкта могут представлять собой любую комбина-
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цию пептидных доменов и/или доменов фрагментов антител. Пептиды, которые связываются с эритро-

цитами или антигеном белка-мишени, получают с помощью традиционных методик скрининга библио-

тек пептидов, включая, например, скрининг библиотек пептидов на гранулах или в мультиплексном 

формате, фаговый дисплей, бактериальный дисплей и дрожжевой дисплей. Специфичность и аффин-

ность сконструированного пептида к своей связываемой мишени характеризуют при помощи стандарт-

ных биохимических анализов, например способов на основе ELISA, поверхностного плазмонного резо-

нанса и проточной цитометрии. Антитела или фрагменты антител, которые связываются с эритроцитами 

или антигенами белков-мишеней, получают с помощью традиционных методик, например способов гиб-

ридомной селекции, фагового дисплея, дрожжевого дисплея, бактериального дисплея, рибосомного дис-

плея или способов прямого секвенирования генов антител или протеомного секвенирования с участием 

иммунизированных животных. Специфичность и аффинность сконструированного антитела или фраг-

мента антитела к своей связываемой мишени характеризуют при помощи стандартных биохимических 

анализов, например способов на основе ELISA, поверхностного плазмонного резонанса и проточной ци-

тометрии. 

После обнаружения и характеристики каждого аффинного фрагмента (пептида, антитела и/или до-

мена антитела) их гибридизируют с образованием биспецифического молекулярного конструкта с помо-

щью стандартных методик рекомбинантной ДНК, таких как сборочная ПЦР или прямой синтез генов, 

затем гибридный белок экспрессируется у подходящего хозяина. Биспецифические конструкты также 

создают путем химической конъюгации двух отдельных фрагментов совместно в любой комбинации, 

считающейся пригодной для биспецифического связывания (пептид-пептид, пептид-фрагмент антитела и 

др.). Для создания биспецифических антител с применением различных конфигураций из современного 

уровня техники (1) применяют два домена антитела. Дополнительно для создания стабильных связей 

между каждым связывающим фрагментом и улучшения гибкости конструкта применяют синтетическую 

полимерную каркасную структуру (PEG, PPG или другую). Для повышения аффинности связывания с 

эритроцитом, антигеном белка или обоими вследствие эффектов авидности также применяют разветв-

ленные полимеры. 

Характеристику эффективности связывания биспецифического конструкта проводят с помощью 

стандартных биохимических анализов аффинности связывания in vitro, таких как ELISA и поверхност-

ный плазмонный резонанс. Функциональные характеристики биспецифического конструкта in vivo де-

монстрируют с помощью инъекции биспецифического конструкта или биспецифического конструкта и 

антигена модельным животным, таким как мыши или крысы, с последующим взятием образца крови и 

тестированием связывания как с эритроцитами, так и с антигенами с помощью аналогичных анализов in 

vitro. 

Варианты осуществления включают фармацевтически приемлемую композицию, содержащую свя-

зывающийся с эритроцитами фрагмент, соединенный с доменом, который специфически связывается с 

мишенью. Мишень может включать в себя белок, при этом белок дополнительно содержит толерогенный 

антиген. Связывающийся с эритроцитами фрагмент может включать в себя пептидный лиганд, антитело, 

фрагмент антитела, одноцепочечный антигенсвязывающий домен (scFv) или аптамер. Домен можно вы-

брать из группы, включающей антитело, фрагмент антитела и одноцепочечный антигенсвязывающий 

домен (scFv), пептидный лиганд и аптамер. Вариантом осуществления является композиция, которая 

содержит член группы, выбранный из гибридной молекулы, тандемного scFv, диатела и тандемной мо-

лекулы scFv-IgG, при этом связывающийся с эритроцитами фрагмент и домен составляют часть указан-

ного члена. Отдельный гибридный белок или кодирующая его нуклеиновая кислота могут содержать 

связывающийся с эритроцитами домен и другой домен, который связывается с мишенью. 

Терапевтическое истощение антиген-специфических антител с помощью связывающихся с эритро-

цитами антигенов. 

Индукция антиген-специфических антител неблагоприятно сказывается на лечении и может приво-

дить к опасным побочным эффектам во время применения методов заместительной белковой терапии, в 

патогенезе аутоиммунитета и во время лечения биопрепаратами в целом (63-68). Терапевтические вме-

шательства, способные истощить циркулирующие антиген-специфические антитела в крови, должны 

оказывать положительное клиническое влияние в том, что истощение таких специфических к лекарст-

венному средству антител способствовало бы дальнейшему лечению этим лекарственным средством при 

снижении в то же время риска нежелательных иммунологических побочных эффектов, обусловленных 

комплексами лекарственное средство-антитело. В типичном случае гемофилии А примерно у 30% паци-

ентов происходит индукция антител к стандартному терапевтическому белковому лекарственному сред-

ству фактору VIII, что, таким образом, делает дальнейшее лечение фактором VIII опасным и неэффек-

тивным. 

Терапевтическое вмешательство, истощающее циркулирующие антитела, специфичные к фактору 

VIII, у такого пациента, снова дает возможность применения схемы лечения фактором VIII и избавляет 

от необходимости перехода пациента к другим более дорогостоящим и менее эффективным альтерна-

тивным методам лечения. В типичном случае системной красной волчанки (SLE, волчанка), аутоиммун-

ного заболевания, опосредованного главным образом индукцией антител к нативным аутоантигенам ор-
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ганизма, терапевтическое лечение, способное истощить антитела, специфичные к аутоантигенам, цирку-

лирующим в крови, должно значительно уменьшить патогенез и прогрессирование заболевания после 

его начала. 

Для истощения антиген-специфических антител конструируют антигены для связывания с цирку-

лирующими эритроцитами после введения. Для образования связывающегося с эритроцитами антигена 

создают молекулярные конструкты на основе связывающегося с эритроцитами фрагмента, гибридизиро-

ванного с антигеном, представляющим интерес. Альтернативно, можно применять биспецифический 

конструкт для создания связывающегося с эритроцитами состава на основе антигена, описанного выше. 

Таким образом, при инъекции связывающегося с эритроцитами антигена любое циркулирующее антите-

ло, специфичное к этому антигену, будет связываться с сконструированным антигеном и таким образом 

будет тесно ассоциированным с циркулирующим эритроцитом in situ. При тесной физической ассоциа-

ции антиген-специфического антитела и циркулирующей в естественных условиях клетки, такой как 

эритроцит, опасные воспалительные иммунные эффекты ингибируются регуляторными сигнальными 

молекулами, присутствующими на поверхности эритроцита. Эритроциты экспрессируют несколько ре-

гуляторных молекул на своей поверхности, в том числе, среди прочих, CD55 и CD59 (67). Таким обра-

зом, антиген-специфические антитела остаются связанными с эритроцитами и направляются в места ес-

тественного выведения эритроцитов, во время чего они также выводятся. Эритроцит, декорированный 

антигенами, выполняет функцию клеточного хранилища и истощающего носителя для антиген-

специфического антитела. 

Истощение антиген-специфических антител характеризуют in vivo после введения сконструирован-

ного антигенного конструкта с помощью периодического взятия крови у подопытных животных и вы-

полнения методик титрования антиген-специфических антител, таких как ELISA. Специфическое исто-

щение или инактивация иммунных клеток, секретирующих антитела (В-клеток, плазматических клеток 

или других клеток) также характеризуют с помощью выделения иммунных клеток из крови, костного 

мозга, селезенки или лимфатической системы мышей-реципиентов и выполнения in vitro антиген-

специфических анализов ELISpot с повторной стимуляцией В-клеток и многопараметрической проточ-

ной цитометрии. В исследованиях, связанных с аутоиммунитетом, для характеристики эффектов связы-

вающихся с эритроцитами антигенов в истощении аутоантигена применяются соответствующие мыши-

ные модели аутоиммунных нарушений. 

Применение композиций включает удаление антител из кровотока и/или их связывание с красными 

кровяными клетками. Вариантом осуществления является фармацевтически приемлемая композиция, 

содержащая связывающийся с эритроцитами фрагмент, соединенный с антигеном. Антиген может быть 

нативным аутоантигеном, например антигеном системной красной волчанки. Антиген может альтерна-

тивно быть антигеном для терапевтического белка, который вводится пациенту, например, антигеном 

фактора VIII. 

Аптамеры для специфического связывания с эритроцитами. 

В дополнение к пептидным лигандам, которые связываются с эритроцитами, приводятся нуклео-

тидные аптамерные лиганды для поверхностных компонентов эритроцитов. Соответственно, аптамеры 

следует создавать и применять, как описано в данном документе для других связывающихся с эритроци-

тами фрагментов. ДНК- и РНК-аптамеры можно применять для обеспечения нековалентного связывания 

с эритроцитами. Поскольку аптамеры состоят только из нуклеотидов, они являются многообещающими 

молекулами нацеливающимися на биомолекулы, в том смысле, что для них надежно отработана методи-

ка скрининга, они легко синтезируются химическим путем и проявляют ограниченные побочные эффек-

ты в виде токсичности и/или иммуногенности благодаря своему быстрому выведению in vivo (Keefe, Pai, 

et al., 2010). Кроме того, благодаря неканонической природе взаимодействия нуклеотид-белок-мишень, 

любая эффективная сигнализация со стороны агониста при связывании с мишенью in vivo маловероятна, 

что способствует, таким образом, низкой иммуногенности и токсичности. По этой причине в настоящее 

время в клинических испытаниях с участием людей для ряда клинических показаний, включая лейкоз, 

макулярную дегенерацию, тромбоз и сахарный диабет 2 типа (Keefe, Pai, et al., 2010), находятся много-

численные молекулы на основе аптамеров. Аптамеры также применялись в качестве нацеливающих 

средств для доставки нагрузки в виде лекарственных средств в конкретные ткани in vivo в таких путях 

применения, как противоопухолевая химиотерапия или методики флуоресцентной или рентгенологиче-

ской детекции опухолей (Rockey, Huang, et al., 2011; Savla, Taratula, et al., 2011). 

Аптамеры представляют собой олигонуклеиновые кислоты или пептиды, которые связываются со 

специфической молекулой-мишенью. Аптамеры, как правило, создают для связывания с мишенью, пред-

ставляющей интерес, путем их отбора из большого пула случайных последовательностей. Аптамеры 

можно классифицировать как ДНК-аптамеры, РНК-аптамеры или пептидные аптамеры. Аптамеры в виде 

нуклеиновых кислот являются разновидностями нуклеиновых кислот, которые сконструировали в ходе 

повторных циклов селекции in vitro или с помощью способа систематической эволюции лигандов экспо-

ненциальным обогащением (SELEX) (Archemix, Кембридж, Массачусетс, США) (Sampson, 2003) для 

специфического связывания с мишенями, такими как малые молекулы, белки, нуклеиновые кислоты, 

клетки, ткани и организмы. Пептидные аптамеры обычно имеют короткий вариабельный пептидный до-



035931 

- 11 - 

мен, прикрепленный обоими концами к белковой каркасной структуре. Пептидные аптамеры являются 

белками, предназначенными для препятствования взаимодействию других белков в клетках. Они содер-

жат вариабельную пептидную петлю, прикрепленную обоими концами к белковой каркасной структуре. 

Это двойное структурное ограничение значительно повышает аффинность связывания пептидного апта-

мера до значения, сравнимого с таковым для антитела. Длина вариабельной петли обычно составляет от 

приблизительно десяти до приблизительно двадцати аминокислот, и каркасная структура является бел-

ком, который имеет хорошую растворимость и является компактным. Например, бактериальный белок 

тиоредоксин А является каркасным белком с вариабельной петлей, вставленной в восстанавливающий 

активный центр, которая в белке дикого типа представляет собой петлю -Cys-Gly-Pro-Cys-, при этом две 

боковые цепи цистеина способны образовывать дисульфидный мостик. 

Некоторые методики создания аптамеров подробно описаны в Lu et al., Chem Rev 2009:109(5): 

1948-1998, а также в US 7892734, US 7811809, US 2010/0129820, US 2009/0149656, US 2006/0127929 и  

US 2007/0111222. В примере 8 дополнительно подробно рассматриваются материалы и способы создания 

и применения аптамеров для применения в вариантах осуществления, раскрытых в данном документе. 

Гибридная молекула. 

Гибридную молекулу можно создать из первого пептидного связывающегося с эритроцитами ли-

ганда и второго пептида. Гибрид содержит пептиды, конъюгированные прямо или непрямо друг с дру-

гом. Пептиды можно конъюгировать друг с другом прямо или непрямо, посредством линкера. Линкером 

может быть пептид, полимер, аптамер, нуклеиновая кислота или частица. Частицей может быть, напри-

мер, микрочастица, наночастица, полимерсома, липосома или мицелла. Полимер может быть, например, 

природным, синтетическим, линейным или разветвленным. Гибридный белок, который содержит первый 

пептид и второй пептид, является примером гибридной молекулы, содержащей пептиды, при этом гиб-

ридный белок содержит пептиды, соединенные друг с другом напрямую или с помощью находящихся 

между ними линкерных последовательностей и/или дополнительных последовательностей на одном или 

обоих концах. Конъюгация с линкером может происходить посредством ковалентных связей. Другие 

связи включают ионные связи. Способы включают создание гибридной молекулы или композиции, со-

держащей гибридную молекулу, где гибридная молекула содержит пептиды, которые специфически свя-

зываются с эритроцитами и терапевтическим средством, толеризирующим антигеном или другим веще-

ством. 

Термин "гибридная молекула" или термин "конъюгированный" относится к прямой или непрямой 

ассоциации с помощью химических связей, включая ковалентные, электростатические ионные, между 

заряженными частицами. При конъюгации создается единица, поддерживаемая с помощью химического 

связывания. Прямая конъюгация обозначает химическое связывание со средством при наличии или в 

отсутствие промежуточных линкеров или химических групп. Непрямая конъюгация обозначает образо-

вание химической связи с носителем. Носитель может в значительной мере инкапсулировать средство, 

например, в случае полимерсомы, липосомы или некоторых видов наночастиц, или содержать средство 

на своей поверхности, например, в случае металлических наночастиц или гранул, или могут проявляться 

оба варианта, например, в случае частицы, которая содержит часть средства во внутренней части, а также 

на внешней части. Носитель также может инкапсулировать антиген для иммунотолерантности. Напри-

мер, можно создать полимерсому, липосому или частицу, которые инкапсулируют антиген. Термин "ин-

капсулировать" обозначает полностью покрывать, фактически не оставляя открытой никакую часть, на-

пример, можно создать полимерсому, которая инкапсулирует антиген или средство. Примерами терапев-

тических средств являются одноцепочечные вариабельные фрагменты (scFv), фрагменты антител, лекар-

ственные средства на основе малых молекул, биологически активные пептиды, биологически активные 

белки и биологически активные биомолекулы. 

Конъюгацию можно выполнять посредством ковалентного связывания пептида с другой молекулой 

при наличии или в отсутствие линкера. Создание таких конъюгатов находится в пределах компетенции 

специалистов в данной области, и известны различные методики для выполнения конъюгации, при этом 

выбор определенной методики определяется материалами, которые необходимо конъюгировать. Добав-

ляемые к полипептиду (на С- или N-конце) аминокислоты, которые содержат ионизируемые боковые 

цепи, например аспарагиновая кислота, глутаминовая кислота, лизин, аргинин, цистеин, гистидин или 

тирозин, и которые не содержатся в активной части последовательности полипептида, служат в своем 

непротонированном состоянии мощными нуклеофилами для включения в различные реакции биоконъю-

гации с реакционноспособными группами, присоединенными к полимерам, т.е. с гомо- и гетеробифунк-

циональными PEG (например, Lutolf and Hubbell, Biomacromolecules 2003;4:713-22, Hermanson, Bioconju-

gate Techniques, London. Academic Press Ltd; 1996). В некоторых вариантах осуществления применяется 

растворимый полимерный линкер, и его можно вводить пациенту в фармацевтически приемлемой фор-

ме. В противном случае лекарственное средство можно инкапсулировать в полимерсомы или пузырьки 

или ковалентно присоединить к лиганду. 

Вариантом осуществления является конъюгация небелкового терапевтического средства и пептид-

ного лиганда, антитела, фрагмента антитела или аптамера, которые специфически связываются с эритро-

цитом. Применение методики, основанной на связывающихся с эритроцитами пептидах, не ограничива-
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ется полипептидными терапевтическими средствами; наоборот, ее можно переносить на другие лекарст-

венные составы, такие как малые молекулы или полимерные частицы. В ходе продолжительного иссле-

дования малых молекул и их применения в медицине короткие периоды полужизни в кровотоке и низкая 

биодоступность постоянно ослабляли их эффективность in vivo. Полимерные мицеллы и наночастицы 

представляют сравнительно более новое поколение класса лекарственных средств, однако их фармако-

кинетическое поведение остается субоптимальным по причинам, которые включают высокую скорость 

выведения в результате работы ретикулоэндотелиальной системы (Moghimi and Szebeni, 2003). Разработ-

ки в направлении связывания с эритроцитами можно распространить на эти другие классы лекарствен-

ных средств для повышения их периодов полужизни в кровотоке и клинической эффективности. 

Конъюгат может содержать частицу. Связывающийся с эритроцитами пептид может присоединять-

ся к этой частице. Антиген, средство или другое вещество может находиться внутри или на поверхности 

частицы. Примеры наночастиц, мицелл и других частиц находятся, например, в US 2008/0031899,  

US 2010/0055189, US 2010/0003338, каковые заявки настоящим включены в данный документ посредст-

вом ссылки для всех целей, включая их объединение с лигандом, изложенное в данном документе; одна-

ко в случае конфликта контрольным документом является настоящее описание. 

Наночастицы можно получать в виде наборов частиц, имеющих средний диаметр от приблизитель-

но 10 нм до приблизительно 200 нм, включая все диапазоны и значения между точно обозначенными 

границами, например от приблизительно 20 до приблизительно 200 и от приблизительно 20 до приблизи-

тельно 40, до приблизительно 70 или до приблизительно 100 нм, в зависимости от полидисперсных 

свойств, достигаемых с помощью препаративного способа. Можно применять различные системы нано-

частиц, как, например, образованные из сополимеров полиэтиленгликоля и полимолочной кислоты, об-

разованные из сополимеров полиэтиленоксида и поли(β-аминоэфира) и образованные из различных бел-

ков, таких как сывороточный альбумин. Специалистам в данных областях известны другие системы на-

ночастиц. Также см. Devalapally et al., Cancer Chemother Pharmacol, 07-25-06; Langer et al., International 

Journal of Pharmaceutics, 257:169-180 (2003); и Tobio et al., Pharmaceutical Research, 15(2):270-275 (1998). 

Также можно получать более крупные частицы со средним диаметром более чем приблизительно 

200 нм, содержащие лиганды, связывающиеся с хрящевой тканью, причем эти частицы называются в 

данном документе микрочастицами, поскольку их размер начинает приближаться к микронному диапа-

зону и примерно находится в пределах оптического разрешения. Например, некоторые методики созда-

ния микрочастиц изложены в патентах США №№ 5227165, 6022564, 6090925 и 6224794. 

Функционализация наночастиц для задействования способности к нацеливанию требует ассоциа-

ции нацеливающего полипептида и частицы, например, достигаемой путем ковалентного связывания с 

помощью методики биоконъюгации, при этом выбор конкретной методики определяется частицей, или 

наночастицей, или другим конструктом, с которым полипептид должен быть соединен. Как правило, 

многие методики биоконъюгации для присоединения пептидов к другим материалам хорошо известны, и 

для конкретного материала можно выбрать наиболее подходящую методику. Например, с последова-

тельностями полипептидов могут связываться дополнительные аминокислоты, такие как цистеин в слу-

чае присоединения полипептида к тиол-реактивным молекулам. 

Для создания мультимерной молекулы, способной представлять несколько других биологически 

активных молекул, коммерчески доступный дендример PEG с 8 ветвями подвергали химической моди-

фикации с целью включения реакционноспособных групп для легкоосуществляемых реакций конъюга-

ции. PEG-пиридилсульфид с 8 ветвями содержал пиридилсульфидную группу, легко реагирующую с 

тиолатами малых молекул и/или пистеинсодержащих пептидов или белков, приводя к образованию ди-

сульфидной связи между присоединенным биологически активным фрагментом и каркасной структур-

ной на основе PEG с 8 ветвями. Мультимерная конфигурация PEG с 8 ветвями способствовала конъюга-

ции различных пептидов или молекул с каркасной структурой с созданием, таким образом, гетерофунк-

ционализированной биомолекулы с несколькими видами активности за счет присоединенных к ней 

фрагментов. Были созданы гетерофункционализированные флуоресцентные конструкты на основе PEG с 

8 ветвями, способные к связыванию эритроцитов in vitro (фиг. 4А) и in vivo (фиг. 4В). Это связывание 

являлось специфичным в отношении последовательности пептида ERY1, поскольку конъюгаты, содер-

жащие неспецифический пептид MIS, проявляли связывание с эритроцитами от незначительного до от-

сутствующего. Связывание in vivo было длительным, поскольку флуоресцентный PEG-ERY1-

ALEXAFLUOR647 с 8 ветвями выявлялся на циркулирующих эритроцитах спустя 5 ч после внутривен-

ного введения и демонстрировал период полужизни на поверхности клеток, составлявший 2,2 ч (фиг. 5). 

Для демонстрации индукции толерантности в мышиной модели аутоиммунного диабета создали PEG с 8 

ветвями, конъюгированный как с ERY1, так и с антигеном диабета хромогранином А (CrA). Модульная 

природа каркасной структуры PEG-пиридилсульфид с 8 ветвями позволила производить совместную 

конъюгацию различных тиолсодержащих молекул с помощью последовательного добавления стехио-

метрически определенных количеств молекул. 

Гибридная молекула может содержать полимер. Полимер может быть разветвленным или линей-

ным. Гибридная молекула может содержать дендример. Как правило, можно применять растворимые 

гидрофильные биосовместимые полимеры для того, чтобы конъюгат был растворимым и обладал био-
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доступностью после введения пациенту. Примерами растворимых полимеров являются поливиниловые 

спирты, полиэтиленимины и полиэтиленгликоли (термин, включающий полиэтиленоксиды), имеющие 

молекулярную массу, составляющую по меньшей мере 100, 400 или от 100 до 400000 (при этом подразу-

меваются все диапазоны и значения в пределах этих четко указанных значений). Растворимость в этом 

контексте относится к растворимости в воде или физиологическом растворе, составляющей по меньшей 

мере 1 г/л. Также могут применяться домены биоразлагаемых полимеров, например полимолочной ки-

слоты, полигликолевой кислоты, сополимеров полимолочной и полигликолевой кислот, поликапролак-

тонов, полигидроксимасляной кислоты, сложных полиортоэфиров, полиацеталей, полигидропиранов и 

полицианоакрилатов. 

В некоторых вариантах осуществления получают и вводят в организм ассоциацию полипептид-

полимер, например конъюгат, в виде очищенной композиции в фармацевтически приемлемом состоянии 

или с фармацевтическим наполнителем. Введение может быть, например, системным или происходить в 

определенном участке ткани или месте трансплантации. 

Специалисты в данных областях могут получать гибридные белки с помощью методик, известных в 

этих областях. Варианты осуществления включают создание гибридных белков, выделение их и введе-

ние их в фармацевтически приемлемой форме с другими средствами или без них, например, в комбина-

ции с интерлейкином или TGF-β. Варианты осуществления включают вектор для трансфекции клетки и 

способы таковой для конструирования, таким образом, клетки с целью создания гибридного белка in 

vivo, при этом клетку трансфицируют in vitro, ex vivo или in vivo, и при этом клетка является частью тка-

невого имплантата или отличается от него. Следующие заявки на патенты США настоящим включены в 

данный документ посредством ссылки для всех целей, включая цели создания гибридных белков: 

5227293, 5358857, 5885808, 5948639, 5994104, 6512103, 6562347, 6905688, 7175988, 7704943,  

US 2002/0004037, US 2005/0053579, US 2005/0203022, US 2005/0250936, US 2009/0324538, при этом в 

случае конфликта контрольным документом является настоящее описание. 

Варианты осуществления гибридной молекулы включают, например, гибридную молекулу, которая 

содержит толерогенный антиген и связывающийся с эритроцитами фрагмент, который специфически 

связывается с эритроцитом пациента и, таким образом, связывает антиген эритроцита, где гибридная 

молекула вводится в количестве, эффективном для выработки иммунотолерантности к веществу, которое 

содержит толерогенный антиген. Варианты осуществления включают, например, композицию, содержа-

щую связывающийся с эритроцитами фрагмент, который специфически связывается с эритроцитом, со-

единенным с носителем, выбранным из группы, включающей полимер, разветвленный полимер и части-

цу, где носитель соединен с терапевтическим средством. Частицей может быть, например, микрочастица, 

наночастица, полимерсома, липосома или мицелла. Связывающийся с эритроцитами фрагмент может 

включать в себя пептид, содержащий по меньшей мере 5 последовательных аминокислотных остатков 

последовательности, выбранной из группы, включающей SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, 

SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 1 и их консервативные замены, где указан-

ная последовательность специфически связывается с эритроцитом. Связывающийся с эритроцитами 

фрагмент может включать в себя антитело, фрагмент антитела, аптамер, scFv или пептидный лиганд. 

Варианты осуществления гибридной молекулы включают связывающийся с эритроцитами фрагмент и 

толерогенный антиген, антитело, фрагмент антитела, scFv, лекарственное средство на основе малых мо-

лекул, частицу, пептид или аптамер. 

В предпочтительном аспекте настоящего изобретения предлагается гибридная молекула, которая 

содержит толерогенный антиген и связывающийся с эритроцитами фрагмент, выбранный из белка поло-

сы 3 (CD233), гликофорина В (CD235b), гликофорина С (CD235c) и гликофорина D (CD235d). Гибридная 

молекула, в частности, применяется при выработке иммунотолерантности. Предпочтительной гибридной 

молекулой является гибридная молекула, которая содержит толерогенный антиген, выбранный из белка, 

части белка, белка человека или его части, белка, отличного от белка человека, или его части, гликана, 

гликана белка, имеющего гликозилирование, отличное от гликозилирования у человека, аутоиммунного 

антигена человека, белка, являющегося терапевтическим для человека, или его части, а также части пи-

щи человека, белков, для которых характерна недостаточность в связи с генетическим заболеванием, 

белков с гликозилированием, отличным от гликозилирования у человека, белков, отличных от белков 

человека, синтетических белков, в естественных условиях не встречающихся у людей, антигенов пищи 

человека, трансплантационных антигенов человека и аутоиммунных антигенов человека; а также связы-

вающийся с эритроцитами фрагмент, выбранный из белка полосы 3 (CD233), гликофорина В (CD235b), 

гликофорина С (CD235c), гликофорина D (CD235d). 

Связывающиеся с эритроцитами лиганды для улучшения фармакокинетических параметров. 

Поскольку многие лекарственные средства системно доставляются в кровеносную систему, разре-

шение проблемы эффективной доставки лекарственного средства часто направлено на поддержание ле-

карственного средства в крови в течение продолжительных периодов времени. Таким образом, в резуль-

тате разработки терапевтических средств длительного действия (с длительным периодом полужизни), 

которые остаются биологически доступными в крови в течение продолжительных периодов времени, 

будет представлено новое поколение лекарственных средств, сконструированных для обеспечения эф-
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фективности, безопасности и экономической целесообразности. 

Варианты осуществления настоящего изобретения включают гибридные молекулы на основе свя-

зывающегося с эритроцитами пептида и терапевтического средства. Гибридные молекулы из пептидов, 

которые специфически связываются с эритроцитами, и терапевтического средства или другого вещества 

обеспечивают увеличение времени циркуляции (периода полужизни в кровотоке in vivo) средст-

ва/вещества. Это увеличение может представлять собой увеличение периода полужизни в сыворотке, 

например, от приблизительно 1,5-кратного до 20-кратного, а специалисты в данной области сразу пой-

мут, что подразумеваются все диапазоны и значения в пределах четко указанных диапазонов, например 

приблизительно 3-кратное или приблизительно 6-кратное или от приблизительно 3-кратного до прибли-

зительно 6-кратного. 

Получение гибридных молекул можно осуществлять, например, путем рекомбинантного добавле-

ния пептида или добавления пептида с помощью химической конъюгации к реакционноспособному уча-

стку терапевтического средства или соответствующей молекулы или частицы. Поскольку для синтеза 

большого количества чистых пептидов с различными концевыми реакционноспособными группами 

можно применять твердофазный синтез пептидов, существует несколько стратегий конъюгации для при-

соединения пептида к терапевтическому средству. Хотя этот способ функционализации отличается от 

рекомбинантного способа, применяемого для белков, предполагается, что эффект будет тем же (связыва-

ние с эритроцитами, приводящее к увеличению периода полужизни в кровотоке). 

Один вариант осуществления настоящего изобретения включает функционализацию терапевтиче-

ских средств с короткими пептидными лигандами, которые специфически связываются с эритроцитами, 

как средство улучшения фармакокинетических параметров лекарственных средств. Эта методика увели-

чения периода полужизни учитывает ключевые параметры разработки лекарственных средств, а именно 

простоту производства, модульный принцип и способность регулировать эффект увеличения. С помо-

щью стандартных методик рекомбинантной ДНК белки легко изменяют на уровне аминокислот, чтобы 

они содержали новые или измененные функциональные группы. Как правило, расчет на применение бо-

лее коротких доменов пептидов для функционирования является предпочтительным по сравнению с 

применением более крупных доменов полипептидов по причинам, которые включают простоту произ-

водства, правильное сворачивание в функциональный терапевтический белок и минимальные биофизи-

ческие изменения самого исходного терапевтического средства. Полипептиды, например ERY1, связы-

вающийся с эритроцитами человека лиганд, или антитела, или фрагменты антител можно сконструиро-

вать для специфического связывания с эритроцитами и конъюгировать с терапевтическим средством для 

увеличения биодоступности, например, измеряемой по периоду полужизни средства в кровотоке. 

Результаты, описанные в данном документе, предоставляют возможности для создания гибридных 

молекул с целью улучшения фармакокинетических параметров терапевтических средств, таких как ин-

сулин, ацетат прамлинтида, гормон роста, инсулиноподобный фактор роста 1, эритропоэтин, интерферон 

типа α-1, интерферон α2а, интерферон α2b, интерферон β1a, интерферон β1b, интерферон γ-1b, β-

глюкоцереброзидаза, аденозиндезаминаза, гранулоцитарный колониестимулирующий фактор, грануло-

цитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор, интерлейкин 1, интерлейкин 2, интерлейкин 

11, фактор VIIa, фактор VIII, фактор IX, эксенатид, L-аспарагиназа, расбуриказа, рецептор фактора нек-

роза опухоли и энфувиртид. 

Попытки других исследователей по созданию пассивных способов улучшения периода полужизни 

направлены на повышение видимого гидродинамического радиуса лекарственного средства. Аппарат 

клубочковой фильтрации почек является основным местом в организме, в котором происходит фильтра-

ция компонентов крови. Основным детерминантом фильтрации является гидродинамический радиус мо-

лекулы в крови; меньшие молекулы (<80 кДа) отфильтровываются из крови в большей мере, чем более 

крупные молекулы. Исследователи воспользовались этим обобщенным правилом для модификации ле-

карственных средств с целью проявления ими большего гидродинамического радиуса и, таким образом, 

более длительного периода полужизни главным образом посредством химической конъюгации высоко-

молекулярных водорастворимых полимеров, таких как полиэтиленгликоль (PEG). Успех этого способа 

очевиден в связи с тем, что в клинической практике в настоящее время предлагаются многочисленные 

терапевтические средства на основе пегилированных белков и малых молекул (Pasut and Veronese, 2009; 

Fishburn, 2008). Будучи эффективными во многих случаях в увеличении периода полужизни в кровотоке, 

особенно в силу увеличения гидродинамического радиуса имплантата или гибрида (Gao, Liu, et al., 2009), 

эти способы создают трудности при производстве и поддержании биологической эффекторной функции. 

Разнородность реакционных смесей для конъюгации может приводить к смешиванию сложных продук-

тов с различными видами биологической активности главным образом из-за использования химических 

соединений, не являющихся сайт-специфическими. Для поддержания однородности терапевтического 

препарата после применения способов тщательной очистки часто следует подробная биохимическая ха-

рактеристика (Huang, Gough, et al., 2009; Bailon, Palleroni, et al., 2001; Dhalluin, Ross, et al., 2005). Помимо 

этого, присоединение крупных фрагментов, таких как разветвленные PEG, к реакционноспособным мес-

там белков может привести к снижению аффинности к рецепторам (Fishtmrn, 2008). 

В других работах других исследователей предложен терапевтический белок для связывания с аль-
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бумином с целью повышения циркуляции лекарственного средства (Dennis, 2002; Walker, Dunlevy, et al., 

2010). Учитывая тот же самый общий вышеупомянутый принцип почечной фильтрации, Dennis с колле-

гами предположили, что повышение видимого размера терапевтического средства с помощью его конст-

руирования для связывания с другим белком в крови (таким как сывороточный альбумин) должно сни-

зить скорость выведения лекарственного средства. Таким образом, лекарственное средство достигает 

большого молекулярного размера только после введения в кровяное русло. Добавление связывающихся с 

сывороточным альбумином пептидов, подвергнутых созреванию аффинности, к фрагментам антител по-

вышало их циркуляцию в крови мышей в 24 раза (Dennis, 2002). Будучи эффективным, этот способ ос-

ложняется динамикой рециркуляции альбумина с помощью неонатального Fc-рецептора (FcRn) и приме-

нением циклических пептидов с ограниченным содержанием цистеина в целях обеспечения функцио-

нальных свойств. Walker с коллегами подтвердили результаты, предоставленные Dennis в 2002 г., а 

именно то, что придание сывороточному альбумину аффинности к белку увеличивает его период полу-

жизни. Способ, описанный Walker с коллегами, включает рекомбинантное добавление крупных фраг-

ментов антител к белковому лекарственному средству, которое может вызвать структурные нарушения, а 

также осложнения производства. Будучи простыми и эффективными, способы Dennis и Walker осложня-

ются применением сложных циклических или крупных доменов в целях обеспечения функциональных 

свойств. Хотя пептиды, обнаруженные Dennis с коллегами, проявляли высокую аффинность к альбуми-

ну, перед применением они требуют физического ограничения корректно образующейся циклической 

структуры. Более громоздкий подход, способ гибридизации крупных фрагментов антител по Walker, мо-

жет не подойти для белков, которые уже свернулись в сложную структуру или характеризуются низким 

уровнем экспрессии. 

Одноцепочечные антитела. 

Вариантом осуществления настоящего изобретения является гибридная молекула на основе scFv и 

пептида, который специфически связывается с эритроцитом. scFv можно применять в качестве терапев-

тического средства, а его комбинацию со связывающимся с эритроцитами пептидом можно применять 

для увеличения его периода полужизни в кровотоке и обеспечения доступа к частям тела. Рекомбинант-

ные антитела и фрагменты рекомбинантных антител перспективны в качестве терапевтических средств в 

индустрии биопрепаратов (Sheridan, 2010). 

Фрагменты антител, представляющие собой одноцепочечные вариабельные фрагменты (scFv), со-

держат целый антигенсвязывающий домен IgG полной длины, но в них отсутствуют шарнирные и кон-

стантные участки фрагментов (Maynard and Georgiou, 2000). Рекомбинантное конструирование scFv 

включает гибридизацию вариабельного домена тяжелой цепи (VH) с вариабельным доменом легкой цепи 

(VL) с помощью короткого полипептидного линкера, включающего тандемные повторы глицина и сери-

на (например, (GGGGS)4) (SEQ ID NO: 18). Хотя простота scFv является привлекательной для терапевти-

ческих путей применения, их основным недостатком является короткий период полужизни, который они 

проявляют вследствие их относительно небольшой молекулярной массы в 26-28 кДа (Weisser and Hall, 

2009). 

Поскольку глицин-сериновый линкер, обычно применяемый в разработке scFv, является нефунк-

циональным по своей природе, а скорее существует в качестве физического мостика для обеспечения 

правильного сворачивания VH-VL, в данном документе тестировали линкерные домены, которые прояв-

ляют функцию связывания с эритроцитами в крови. Таким образом, сконструированный scFv может 

быть многофункциональным и биспецифическим, проявляя аффинность к своему нативному антигену 

посредством доменов VH-VL и аффинность к эритроцитам посредством своего линкерного домена. При 

связывании с эритроцитами сконструированный scFv будет проявлять более длительный период полу-

жизни в кровотоке, как было показано для другого модельного белка с теми же самыми функциональны-

ми свойствами. Фрагмент антитела scFv может иметь линкер, описанный в данном документе, или мож-

но предложить другие линкеры, известные специалистам в данных областях. В альтернативном варианте 

осуществления предлагается свободная группа цистеина, встроенная в линкерную область scFv, и эта 

тиоловая группа цистеина применяется для связывания связывающегося с эритроцитами лиганда посред-

ством химической конъюгации. 

Разработка конструируемых scFv-фрагментов антител концентрировалась на важности длины лин-

керного домена, а также на расстоянии до него от связывающегося с эритроцитами пептида. Поскольку 

вариант дикого типа был разработан и утвержден для связывания антигена с линкером (GGGGS)4 (SEQ 

ID NO: 18), последующих мутантов разрабатывали с линкером с минимальной длиной линкера 20 ами-

нокислот. Поскольку линкерный домен может модулировать правильное сворачивание scFv в правиль-

ную третичную структуру, были разработаны два мутанта, содержащих ERY1. Мутант REP содержит 

пептид ERY1 в центре линкерного домена, фланкированный остатками Gly и Ser в соответствующем 

количестве, необходимом для поддержания исходной длины линкера в 20 аминокислот. В возможном 

случае, когда гидрофобная природа пептида ERY1 не позволяет выполнить линейное выравнивание, но 

приводит к кластеризации с образованием более короткого собранного домена, длина линкера REP будет 

короче и поэтому может препятствовать правильному сворачиванию. По этим причинам был создан му-

тант INS, содержащий добавленный пептид ERY1 в центре исходного линкерного домена, что удлиняло 
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линкер до 32 аминокислот. Поскольку пептид ERY1 был обнаружен со свободным N-концом, не было 

известно, будет ли его присутствие в ограниченной конформации полипептида влиять на связывание с 

эритроцитами. Для решения вопроса, связанного с этим возможным поведением, был создан вариант 

scFv посредством химической конъюгации с синтетическим пептидом ERY1, причем N-конец пептида 

является свободным, а С-конец конъюгирован с scFv. 

Таким образом, число связывающихся с эритроцитами пептидов и, следовательно, способность scFv 

к связыванию с эритроцитами можно стехиометрически регулировать в ходе реакции конъюгации. Соот-

ветственно, можно сконструировать scFv, содержащий связывающиеся с эритроцитами пептиды, как 

показано в данном документе. Варианты осуществления включают scFv, содержащий лиганды, количе-

ство которых варьирует в диапазоне от 1 до 20; специалисты в данной области сразу поймут, что подра-

зумеваются все диапазоны и значения в четко указанных диапазонах, например от 2 до 6. 

Варианты осуществления включают scFv, конъюгированный с толерогенным антигеном для созда-

ния гибридной молекулы, которая индуцирует толерантность, например, как в примере 6, где подробно 

описывается формирование толерантности на примере формирования толерантности к OVA, присоеди-

ненному к scFv. В примере 6 также подробно описываются материалы и способы создания белковых 

конструктов на основе scFv, подвергнутых рекомбинантной гибридизации с эпитопом антигена, подвер-

гаемым иммунному распознаванию. scFv направлен на распознавание эритроцитов. Антигеном является 

антиген, описанный в данном документе, например толерогенный антиген. Действующие образцы, пред-

ставленные в данном документе, описывают результаты с помощью мышиных моделей, с использовани-

ем scFv TER119 мыши, применяемого в качестве домена антитела в конструктах. TER119 представляет 

собой антитело, которое связывается с эритроцитами мыши. Домен антитела TER119 можно заменить 

доменами других антител, например доменами, направленными на эритроциты человека и других жи-

вотных. Например, домен антитела 10F7 можно применять для создания конструктов антитело-антиген, 

способных к связыванию с эритроцитами человека. Дополнительные гибриды на основе scFv TER119 

создавали с тремя различными антигенами, как представлено в примере 6, включая иммунодоминантный 

эпитоп OVA, презентируемый MHC-I, мимотоп 1040-р31 хромогранина А и проинсулин. 

В примере 13 описываются другие варианты осуществления созданных scFv, в том числе варианты 

осуществления для тестирования в животных моделях и варианты осуществления, реактивные для лю-

дей. Они включают варианты, относящиеся к белковому уровню: TER119-SIINFEKL, TER119-ChrA и 

TER119-проинсулин. Также они включают варианты, относящиеся к генетическому уровню: TER119-

SIINFEKL, TER119-ChrA, TER119-проинсулин, TER119-уриказу, TER119-InsB9-23, TER119-

ISQAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO: 80), TER119-H-2kb, TER119-H-2kd, 10F7-SIINFEKL, 10F7-ChrA, 

10F7-проинсулин и 10F7-уриказу. 

Связывание эритроцитов с определенными участками, такими как участки сосудистой сети опухоли. 

Помимо увеличения периода полужизни лекарственного средства способность сконструированного 

препарата к связыванию с эритроцитами является применимой в целях селективного связывания с эрит-

роцитами и их локализации в определенном месте в организме. При лечении солидных опухолей можно 

применять трансартериальную химиоэмболизацию (ТАСЕ) для ограничения кровоснабжения опухоли, 

что, таким образом, препятствует доступу к ней питательных веществ, необходимых для роста. Лечение 

с помощью ТАСЕ включает хирургическое введение полимерных твердых микрочастиц выше источника 

кровоснабжения опухоли. Поскольку микрочастицы достигают сосудистого ложа опухоли, они оказыва-

ются физически захваченными в сети кровеносных сосудов, что, таким образом, создает блокировку кро-

воснабжения опухоли (Vogl, Naguib, et al., 2009). 

Согласно основной идее ТАСЕ вариантом осуществления в данном документе является применение 

аутологичных эритроцитов, циркулирующих в крови в качестве естественных микрочастиц для эмболи-

зации опухоли, путем конструирования терапевтического средства, наводящегося на опухоль, содержа-

щего связывающийся с эритроцитами пептид. Таким образом, терапевтическое средство локализуется в 

сосудистом ложе опухоли и привлекает проходящие эритроциты к связыванию с сосудом, таким образом 

ограничивая и блокируя поток крови в опухолевой массе. Такое лечение является менее инвазивным, чем 

классическая ТАСЕ: можно просто инъецировать лекарственное средство внутривенно и применять 

обычные эритроциты, уже находящиеся в крови, в качестве частицы для эмболизации. Термины "связы-

вающийся с опухолью" и "наводящийся на опухоль" относятся к пептиду, который связывается с компо-

нентом, доступным из компартмента-крови сосудистой сети опухоли или на клетках опухоли. 

Обнаружение специфических терапевтических средств, наводящихся на опухоли, известно в облас-

ти исследования рака. Парадигма биологически активного нацеливания на опухоли основана на связыва-

нии с белковыми маркерами, специфически экспрессирующимися в окружении опухоли. Они включают, 

без ограничения, RGD-направленные интегрины, аминопептидазы А и N, эндосиалин, нуклеолин кле-

точной поверхности, аннексии-1 клеточной поверхности, рецептор p32/gClq клеточной поверхности, 

плектин-1 клеточной поверхности, фибронектины EDA и EDB, α-рецептор интерлейкина 11, тенасцин С, 

эндоглин/CD105, BST-2, галектин-1, VCAM-1, фибрин и рецептор тканевого фактора (Fonsatti, Nicolay, et 

al., 2010; Dienst, Grunow, et al., 2005; Ruoslahti, Bhatia, et al., 2010; Thijssen, Postel, et al., 2006; Schliemann, 

Roesli, et al., 2010; Brack, Silacci, et al., 2006; Rybak, Roesli, et al., 2007). Терапевтическое средство, наце-
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ленное на любую из этих молекул, может быть вектором для переноса связывающегося с эритроцитами 

пептида в сосудистую сеть опухоли с вызовом специфической окклюзии. 

Вариантом осуществления является первый лиганд, который специфически связывается с эритро-

цитами, конъюгированный со вторым лигандом, который специфически связывается с раковой клеткой, 

или сосудистой сетью опухоли, или компонентом сосудистой сети опухоли, таким как белок в субэндо-

телии (который в опухоли частично подвергается воздействию крови) или белок на поверхности эндоте-

лиальной клетки опухоли. Лиганд может быть частью фармацевтически приемлемой композиции, кото-

рую вводят пациенту, например, в кровоток. Лиганды связываются с эритроцитами, и лиганд, наводя-

щийся на опухоль, связывается с участком в или возле опухоли или сосудистой сети опухоли или с рако-

вой клеткой. Эритроциты собираются в целевом участке и блокируют доступ к целевому участку пита-

тельных веществ, например, путем эмболизации кровеносного сосуда. С учетом того что эмболизация 

является механической, определенной на основании физического размера эритроцитов, эмболизация бу-

дет мгновенной. 

Солидные опухоли сильно зависят от своей системы кровоснабжения, и были разработаны терапев-

тические средства на основе биомолекул, а также синтетические терапевтические средства для блокиро-

вания роста системы кровоснабжения или блокирования потока по системе кровоснабжения. Вариантом 

осуществления является состав на основе биомолекул или состав на основе биомолекул и наночастиц, 

который необходимо инъецировать системно для быстрой окклюзии сосудистой сети солидных опухолей 

в первичной опухоли или в метастазах известной или неизвестной локализации. 

Подход с эмболизацией опухоли реализован во многих направлениях, включая применение спосо-

бов на основе частиц и биомолекул. Частицы из биоматериалов, включая таковые, созданные из поливи-

нилового спирта, имеют диаметр, больший, чем у микрососудистой сети опухоли, например их диаметр 

составляет 50-500 мкм, и были разработаны для применения в клинической практике при транскатетер-

ной артериальной эмболизации или ТАСЕ (Maluccio, Covey, et al., 2008). Параллельный подход включает 

химиотерапевтические препараты, загруженные внутрь частиц для медленного высвобождения при тран-

сартериальной эмболизации (ТАСЕ), применяемой главным образом для лечения гепатоклеточной кар-

циномы (Gadaleta and Ranieri, 2010). В обоих случаях, когда частицы инъецируют в артериальный крово-

ток, обычно интервенционным радиологом под рентгенографическим контролем, эти частицы могут 

проникать в сосудистую сеть опухоли и приводить к ее окклюзии, блокируя поток (Maluccio, Covey, et 

al., 2008). При этих локальных подходах лечению подвергается только опухоль, на которую непосредст-

венно нацелен катетер благодаря своему расположению, а другие опухоли, такие как метастазы извест-

ной или неизвестной локализации, остаются нелечеными, поскольку частицы с трудом направляются в 

сосуды. В последнее время были разработаны подходы с применением биомолекул, например, в которых 

используются биспецифические антитела, которые распознают как фактор тромбоза, так и маркер сосу-

дистого эндотелия опухоли, отсутствующие в нормальной сосудистой сети. После специфического свя-

зывания с сосудистой сетью опухоли антитела накапливаются и вызывают образование кровяных сгуст-

ков в сосудах опухоли для их блокирования; этот эффект был индуцирован только тогда, когда антитело 

направляли в опухоль (Huang, Molema, et al., 1997). Эти подходы с применением биомолекул имеют пре-

имущество нацеливания как на первичные, так и на вторичные опухоли при внутривенных инфузиях в 

случаях, когда можно выявить специфические характерные признаки сосудов опухоли; однако они име-

ют недостаток, заключающийся в неспособности к обеспечению мгновенной механической окклюзии в 

опухоли. 

Варианты осуществления настоящего изобретения включают способ эмболизации опухоли пациен-

та, включающий введение композиции пациенту, которая содержит связывающийся с эритроцитами 

фрагмент, соединенный с нацеливающим фрагментом, в которой нацеливающим фрагментом является 

антитело, фрагмент антитела или пептид, который направляется к мишени, выбранной из группы, вклю-

чающей опухоль и микрососудистую сеть опухоли, и в которой связывающийся с эритроцитами фраг-

мент включает в себя пептид, антитело, фрагмент антитела или аптамер, которые специфически связы-

ваются с эритроцитами. Пептидом может являться, например, последовательность, приведенная в дан-

ном документе. 

Антиген-специфическая иммунологическая толерантность. 

Помимо улучшения фармакокинетического поведения терапевтического средства было обнаруже-

но, что аффинность к эритроцитам может применяться в способах создания антиген-специфической то-

лерантности. В примерах изложены ряд действующих и возможных для применения вариантов осущест-

вления. Толерогенез, как показано в данном документе, может приводить к элиминации циркулирующих 

антител к антигену или уменьшению количества циркулирующих антител к антигену по меньшей мере в 

10 раз, т.е. по меньшей мере в 100 раз, по меньшей мере в 1000 раз или более чем в 10000 раз. Толероге-

нез может предупредить, излечить заболевание или замедлить его прогрессирование, уменьшить или 

устранить отторжение трансплантированной ткани или уменьшить или устранить аллергическую реак-

цию на вещество. 

В примерах 3 и 10-12 подробно описано, как формировали толерантность в мышиных животных 

моделях, предсказывающих поведение у человека. В примере 3 показано формирование толерантности с 
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помощью тестового антигена (овальбумина), соединенного с пептидным лигандом, который связывается 

с поверхностью эритроцита. В примерах 10-12 подтверждаются результаты примера 3 и предлагаются 

дополнительные действующие образцы, показывающие формирование толерантности с помощью оваль-

бумина, присоединенного к scFv, и аспарагиназы, присоединенной к пептидному лиганду. В примере 12 

предложен действующий образец, показывающий формирование толерантности, которая обуславливает 

реверсию предсуществующего иммунного отторжения. Соответственно, варианты осуществления вклю-

чат молекулу-гибрид для толерогенеза, содержащую аспарагиназу, антигенный фрагмент аспарагиназы 

или антигенный мимотоп аспарагиназы и связывающийся с эритроцитами фрагмент, при этом связы-

вающийся с эритроцитами фрагмент специфически связывается, например, с гликофорином А или ми-

шенью, выбранной из группы, включающей белок полосы 3, гликофорин В, гликофорина С или другие 

члены целевой группы эритроцита. Связывающийся с эритроцитами фрагмент можно, например, вы-

брать из группы, включающей антитела, фрагменты антител, scFv, пептидные лиганды и аптамеры, и/или 

из группы, включающей ERY19, ERY59, ERY64, ERY123, ERY141, ERY162, ERY19', ERY59', ERY64', 

ERY123', ERY141' и ERY162' и их консервативные замены. Эти молекулы-гибриды можно применять 

профилактически перед первым введением аспарагиназы, в течение курса лечения аспарагиназой и/или 

после курса лечения аспарагиназой. Эти молекулы-гибриды можно применять перед тем, как будет на-

блюдаться иммунный ответ на лекарственное средство аспарагиназу, или после того, как будет наблю-

даться такой ответ. 

В примере 3 описан пептид ERY1, который связывается с эритроцитами мыши. Была создана гиб-

ридная молекула на основе ERY1 и тестового антигена, овальбумина (OVA). Гибрид специфически свя-

зывался с эритроцитами in vivo и не связывался с другими молекулами, включая таковые в крови или 

сосудистой сети. Наблюдали продолжительный период полужизни в кровотоке. Было замечено, что свя-

зывание эритроцита с ERY1-OVA приводит к эффективной перекрестной презентации иммунодоми-

нантного эпитопа OVA, презентируемого МНС I (SIINFEKL), с помощью антигенпрезентирующих кле-

ток (АРС) и соответствующего примирования реактивных Т-клеток перекрестно-реагирующим антиге-

ном. ERY1-OVA индуцировал пролиферацию гораздо большего количества аннексин-V CD8 Т-клеток, 

чем OVA, что свидетельствовало об апоптическом исходе, который в конечном итоге должен привести к 

клональной делеции. С помощью достоверной модели стимуляции OT-I с выработкой толерантности 

(Liu, Iyoda, et al., 2002) (фиг. 2) было показано, что ERY1-OVA предупреждает последующие иммунные 

ответы на опосредованную вакциной антигенную стимуляцию даже с очень сильным адъювантом бакте-

риального происхождения. Внутривенное введение ERY1-OVA приводило к выраженному сокращению 

популяций CD8+ Т-клеток OT-I в дренирующих лимфатических узлах (фиг. 2; диапазон отображения 

данных на фиг. 2b) и селезенке по сравнению с мышами, которым вводили немодифицированный OVA 

перед антигенной стимуляцией с LPS (фиг. 2с), что указывает на делеционную толерантность. Эта эф-

фективная клональная деления, проявляемая у мышей, которым вводили ERY1-OVA, подтвердила более 

ранние наблюдения усиленного примирования CD8 Т-клеток OT-I перекрестно-реагирующим антигеном 

и также показала, что примирование перекрестно-реагирующим антигеном происходило в отсутствие 

презентации костимулирующих молекул с помощью АРС для активации делеционной толерантности. 

Внутривенное введение ERY1-OVA приводило к снижению уровней OVA-специфического IgG в сыво-

ротке в 39,8 раз спустя 19 дней после первого введения антигена (фиг. 3) по сравнению с мышами, обра-

ботанными OVA. Для дальнейшего подтверждения индукции антиген-специфической иммунной толе-

рантности модель стимуляции OT-I с выработкой толерантности объединяли с моделью опухолевого 

имплантата, экспрессирующего OVA (фиг. 2), с получением положительных результатов. Результаты, 

подробно представленные в этом примере, показывают, что связывание ERY1-OVA с эритроцитами ин-

дуцирует антиген-специфическую иммунную толерантность. Она проявлялась в ответ на стимуляцию с 

сильным адъювантом, а также на имплантированные клеточные имплантаты, экспрессирующие ксеноан-

тиген. 

Кроме этого, толерантности достигали с помощью функциональной инактивации и делеции реак-

тивных CD8+ Т-клеток в процессе взаимодействия с антигеном, присутствующим на циркулирующих 

эритроцитах, независимо от непосредственной регуляции CD4 Т-клеток. Эти подробные эксперименты с 

ERY1, связывающимся с эритроцитами мыши пептидом, предсказывают подобные результаты у людей с 

применением связывающихся с эритроцитами человека пептидов, некоторые из которых рассматривают-

ся в данном документе. Кроме этого, при показанной эффективности пептидных лигандов подобные ре-

зультаты можно получить с применением конъюгатов с другими связывающимися с эритроцитами ли-

гандами, например антителами, фрагментами антител или аптамерами, когда эти фрагменты связывают-

ся с поверхностной молекулой эритроцита, например одним из поверхностных белков или антигенов, 

приведенных в данном документе. 

В примере 10 дополнительно продемонстрировано формирование толерантности к толерогенному 

антигену с помощью гибридизации толерогенного антигена с scFv, который связывается с эритроцитом, 

и получение гибридной молекулы в качестве лекарственного препарата для введения пациенту. В приме-

ре 10 продемонстрирована индукция толерантности к иммунодоминантному домену OVA, презентируе-

мому MHC-I, который представляет собой пептид SIINFEKL (SEQ ID NO: 3). Этот антиген гибридизиро-
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вали с scFv TER-119, который, как известно, связывается с эритроцитами мыши. Пролиферация CD8 Т-

клеток OT-I, определенная по разбавлению флуоресцентного средства CFSE, измеренному с помощью 

проточной цитометрии, значительно усиливалась у мышей, которым вводили TER119-SIINFEKL, по 

сравнению с теми, кому вводили ERY1-OVA или OVA (фиг. 8), что указывало на то, что связывание с 

эритроцитами повышало примирование антиген-специфических CD8 Т-клеток перекрестно-

реагирующим антигеном по сравнению с растворимым антигеном SIINFEKL. Также эти данные демон-

стрируют, что фрагменты антител, предназначенные для связывания с эритроцитами и представления 

эпитопов для иммунной системы, подвергаются эффективному процессингу иммунными клетками для 

примирования антиген-специфических Т-клеток перекрестно-реагирующим антигеном. Эти результаты 

по перекрестной презентации и примированию перекрестно-реагирующим антигеном согласуются с дру-

гими исследованиями касательно презентации толерогенных антигенов на МНС-I посредством поглоще-

ния АРС антигена, выделенного из апоптических клеток (Albert 1998, Green 2009). TER119-SIINFEKL и 

ERY1-OVA индуцировали пролиферацию гораздо большего количества аннексин-V
+
 и PD-1

+
 OT-I CD8

+
 

Т-клеток, чем OVA (фиг. 13), что указывало на истощение и апоптический исход, которые приводят к 

клональной делеции. Этот фенотип пролиферирующих CD8
+
 Т-клеток согласуется с другими описанны-

ми моделями адоптивного переноса ОТ-I, в которых регулируемое вовлечение рецептора антиген-

специфических Т-клеток с помощью АРС не приводит к индукции воспалительных ответов (Bursch, 

Rich, et al., 2009). 

Как видно из примера 10, была продемонстрирована способность TER119-SIINFEKL и ERY1-OVA 

к предупреждению последующих иммунных ответов на опосредованную вакциной антигенную стимуля-

цию даже при стимуляции с очень сильным адъювантом бактериального происхождения. Таким образом, 

молекулы-гибриды с scFv или пептидным лигандом для связывания с эритроцитами были эффективными 

в выработке толерантности. 

В примере 11 показано, что возможно индуцировать антиген-специфическую иммунную толерант-

ность по отношению к терапевтическим белкам и белкам с терапевтическим потенциалом. Многие тера-

певтические белки индуцируют иммунные реакции, что делает их клиническое применение опасным и 

неэффективным. Аспарагиназа является терапевтическим ферментом микробного происхождения, при-

меняемым для лечения острого лимфобластного лейкоза, однако также индуцирует опасные иммунные 

ответы, которые исключают ее повторное применение. Применяли мышиную модель. Мышам вводили 

молекулу-гибрид на основе аспарагиназы и связывающегося с эритроцитами фрагмента (пептида ERY1), 

и их сравнивали с мышами, обработанными лекарственным средством аспарагиназой для клинического 

применения. Лекарственное средство аспарагиназа приводило, а молекула-гибрид не приводила к выра-

ботке антител; в этом тестировании установили, что уровни антител можно применять в качестве меры 

толерантности. Позже толерантность подтвердили посредством введения молекулы-гибрида мышам с 

последующим повторным введением лекарственного средства аспарагиназы для клинического примене-

ния и наблюдения отсутствия выраженного ответа с выработкой антител даже после очень интенсивной 

стимуляции с повторным введением доз лекарственного средства. В противоположность мыши, которые 

получали лекарственное средство, а не молекулу-гибрид, становились иммунореактивными и до опасной 

степени гиперчувствительными. 

В примере 12 показана возможность иммунной реверсии. Мышей, которые были иммунореактив-

ными в отношении белка, обрабатывали для того, чтобы они стали толерантными к белку. Применяли 

мышиную модель с аспарагиназой из примера 11. Мышей, которые были иммунореактивными в отноше-

нии лекарственного средства аспарагиназы, обрабатывали молекулой-гибридом (связывающую аспара-

гиназу и эритроцит), и они становились толерантными к лекарственному средству аспарагиназе. 

В противоположность, в предыдущих сообщениях указывается, что иммунное отторжение форми-

руется посредством прикрепления антигена к поверхности эритроцита для создания, таким образом, вак-

цины, а согласно другим сообщениям для создания вакцин применяли антигены, инкапсулированные в 

эритроциты. Например, если антиген инкапсулирован в эритроцит, то благодаря этому создается вакцина 

(Murray et al., Vaccine 24: 6129-6139 (2006)). В противном случае антигены, конъюгированные с поверх-

ностью эритроцитов, были иммуногенными и предлагались в качестве вакцины (Chiarantini et al., Vaccine 

15(3): 276-280 (1997)). В этих литературных источниках показано, что доставка эритроцитов приближает 

иммунный ответ практически к уровню ответов, получаемых для нормальных вакцин с адъювантами. 

Другие исследователи сообщали, что размещение внутри эритроцита является необходимым для индук-

ции толерантности, как указано в заявке на патент WO 2011/051346, в которой также изложен ряд спосо-

бов, с помощью которых изменяют поверхность эритроцита с целью усиления выведения клетками Куп-

фера в печени. В этой же заявке также изложено связывание антител с поверхностными белками эритро-

цитов, такими как гликофорин А, но с целью создания иммунных комплексов на эритроците для усиле-

ния его выведения клетками Купфера. 

Варианты осуществления, изложенные в данном документе, предлагают способ выработки иммуно-

толерантности, при этом способ включает введение композиции, содержащей гибридную молекулу, ко-

торая содержит толерогенный антиген и связывающийся с эритроцитами фрагмент, который специфиче-

ски связывается с эритроцитом пациента и, таким образом, связывает антиген эритроцита, где гибридная 
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молекула вводится в количестве, эффективном для выработки иммунотолерантности к веществу, которое 

содержит толерогенный антиген. Эритроцит и пациент могут не подвергаться обработкам, которые вы-

зывают другие изменения эритроцитов, и не подвергаться сшиванию с эритроцитами, химической кова-

лентной конъюгации, покрыванию и другим изменениям, отличным от специфического связывания с 

пептидом. Гибридная молекула может содержать или иметь в составе связывающийся с эритроцитами 

фрагмент, напрямую ковалентно связанный с антигеном. Гибридная молекула может содержать связы-

вающийся с эритроцитами фрагмент, присоединенный к частице, которая присоединена к антигену. Час-

тица может включать в себя микрочастицу, наночастипу, липосому, полимерсому или мицеллу. Толеро-

генный антиген может включать в себя часть терапевтического белка, например, фактора крови, вводи-

мого пациенту, страдающему от отсутствия выработки фактора. Варианты осуществления включают 

примеры, в которых пациент является человеком и толерогенный антиген является белком человека, не-

достаточность которого, обусловленную генетическими факторами, испытывает пациент; в которых па-

циент является человеком и толерогенный антиген содержит часть белка, отличного от белка человека; в 

которых пациент является человеком, и толерогенный антиген включает в себя часть сконструированно-

го терапевтического белка, в естественных условиях не встречающегося у человека; в которых пациент 

является человеком, и толерогенный антиген включает в себя часть белка, имеющего гликозилирование, 

отличное от гликозилирования у человека; в которых толерогенный антиген включает в себя часть белка, 

характерного для аутоиммунного заболевания человека; в которых толерогенный антиген является анти-

геном аллогенного трансплантата; в которых толерогенный антиген включает в себя часть вещества, вы-

бранного из группы, включающей пищу человека; и/или в которых связывающийся с эритроцитами 

фрагмент выбран из группы, включающей пептид, антитело и фрагмент антитела. Варианты осуществле-

ния включают материалы и способы для толеризации, в которых связывающийся с эритроцитами фраг-

мент включает в себя пептид, содержащий по меньшей мере 5 последовательных аминокислотных остат-

ков последовательности, выбранной из группы, включающей SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID 

NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 1 и их консервативные замены, где 

указанная последовательность специфически связывается с эритроцитом. 

Можно выбрать гибридную молекулу для размещения антигена внутри или снаружи эритроцита. Не 

привязываясь к конкретному механизму действия представляют следующую теорию. У человека еже-

дневно становятся апоптическими (эриптотическими) и выводятся приблизительно 1% эритроцитов, что 

представляет собой большое количество клеток, и их белки подвергаются процессингу таким образом, 

чтобы поддерживать толерантность к аутоантигенам эритроцитов. Антиген, сконструированный для свя-

зывания с эритроцитами посредством применения пептида ERY1 или связывающегося с эритроцитами 

человека пептида, связывающегося с эритроцитами одноцепочечного антитела или антитела, связываю-

щегося с эритроцитами аптамера или другого связывающегося с эритроцитами средства, может вызывать 

такой же толерогенный ответ. С учетом того, что существующий в современном уровне техники способ, 

разработанный Miller с коллегами (см. ранее), является трудоемким в том плане, что требует сбора и вве-

дения в реакцию донорских спленоцитов для повторного введения, данный способ нековалентного свя-

зывания с эритроцитами обеспечивает более простую альтернативу. Поскольку взаимодействие ERY1 с 

эритроцитом, или связывающегося с эритроцитами человека пептида с эритроцитом, или другой аффин-

ной биомолекулы (например, одноцепочечного антитела, антитела или аптамера) происходит спонтанно 

после введения конъюгата или гибрида на основе антигена in vivo, сконструированный антиген легко 

вводят посредством инъекции, и связывание происходит in situ. 

В некоторых случаях толерогенный антиген получают из белка терапевтического средства, толе-

рантность к которому является желательной. 

Примерами являются белковые лекарственные средства дикого типа, например фактор VIII или 

фактор IX человека, к которым у пациентов не выработалась центральная толерантность в связи с на-

блюдаемой у них недостаточностью этих белков; или лекарственные средства на основе белков, отлич-

ных от белков человека, применяемые у человека. Другими примерами являются белковые лекарствен-

ные средства, подвергнутые гликозилированию с образованием форм, отличных от таковых у человека, 

по производственным причинам или сконструированные белковые лекарственные средства, например, 

имеющие ненативные последовательности, которые могут вызывать нежелательный иммунный ответ. 

Примеры толерогенных антигенов, которые являются сконструированными терапевтическими белками, 

в естественных условиях не встречающимися у людей, включают белки человека с внедренными мута-

циями, например мутациями с целью улучшения фармакологических характеристик. Примеры толеро-

генных антигенов, имеющих гликозилирование, отличное от гликозилирования у человека, включают 

белки, вырабатываемые в клетках дрожжей и насекомых. 

Варианты осуществления включают введение белка при некоторой частоте X или дозе Y, а также 

введение антигена этого белка при меньшей частоте и/или дозе, например при частоте, не превышающей 

0,2Х, или дозе, не превышающей 0,2Y; специалисты в данной области сразу поймут, что подразумевают-

ся все диапазоны и значения в четко указанных диапазонах, например 0,01 или 0,05Х или какой-либо 

диапазон между ними. 

Варианты осуществления включают выбор толерогенного антигена из белков, которые вводят лю-
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дям с недостаточностью этого белка. "С недостаточностью" означает, что у пациента, получающего бе-

лок, в естественных условиях не вырабатывается белок в достаточном количестве. Кроме этого, белки 

могут быть белками, недостаточность которых, обусловленную генетическими факторами, испытывает 

пациент. Такие белки включают, например, антитромбин III, протеин С, фактор VIII, фактор IX, гормон 

роста, соматотропин, инсулин, ацетат прамлинтида, мекасермин (IGF-1), β-глюкоцереброзидазу, α-

алглюкозидазу, ларонидазу (α-L-идуронидазу), идурсурфазу (идуронат-2-сульфатазу), галсульфазу, α-

агалзидазу (α-галактозидазу), ингибитор α-1-протеиназы и альбумин. Соответственно, варианты осуще-

ствления включат молекулу-гибрид для толерогенеза, содержащую связывающийся с эритроцитами 

фрагмент и по меньшей мере один антиген, антигенный фрагмент или антигенный мимотоп одного или 

нескольких из этих белков, при этом связывающийся с эритроцитами фрагмент специфически связывает-

ся, например, с гликофорином А или мишенью, выбранной из группы, включающей белок полосы 3, 

гликофорин В, гликофорин С или другие члены целевой группы эритроцита. Связывающийся с эритро-

цитами фрагмент можно, например, выбрать из группы, включающей антитела, фрагменты антител, scFv, 

пептидные лиганды и аптамеры. 

Варианты осуществления включают выбор толерогенного антигена из терапевтических антител и ан-

тителоподобных молекул, в том числе фрагментов антител и гибридных белков на основе антител и других 

фрагментов. Они включают антитела, отличные от антител человека (такие как мышиные), химерные анти-

тела и гуманизированные антитела. У людей наблюдались иммунные ответы даже на гуманизированные 

антитела (Getts, 2010). Соответственно, варианты осуществления включают молекулу-гибрид для толеро-

генеза, содержащую связывающийся с эритроцитами фрагмент и по меньшей мере один антиген, антиген-

ный фрагмент или антигенный мимотоп одного или нескольких из этих белков, при этом связывающийся с 

эритроцитами фрагмент специфически связывается, например, с гликофорином А или мишенью, выбран-

ной из группы, включающей белок полосы 3, гликофорин В, гликофорин С или другие члены целевой 

группы эритроцита. Связывающийся с эритроцитами фрагмент можно, например, выбрать из группы, 

включающей антитела, фрагменты антител, scFv, пептидные лиганды и аптамеры. 

Варианты осуществления включают выбор толерогенного антигена из белков, отличных от белков 

человека. Примеры таких белков включают аденозиндезаминазу, панкреатическую липазу, панкреатиче-

скую амилазу, лактазу, ботулинический токсин типа А, ботулинический токсин типа В, коллагеназу, гиа-

луронидазу, папаин, L-аспарагиназу, расбуриказу, лепирудин, стрептокиназу, анистреплазу (анизоилиро-

ванный активаторный комплекс стрептокиназы и плазминогена), антитимоцитарный глобулин, полива-

лентную иммунную сыворотку с Fab-фрагментами против яда змей семейства ямкоголовых, иммунную 

сыворотку с Fab-фрагментами против дигоксина, L-аргиназу и L-метионазу. 

Варианты осуществления включают выбор толерогенного антигена из антигенов аллогенного 

трансплантата человека. Примерами этих антигенов являются субъединицы различных белков гаплотипа 

МНС класса I и МНС класса II и минорные антигены групп крови с одноаминокислотными полиморфиз-

мами, в том числе RhCE, Kell, Kidd, Duffy и Ss. 

В некоторых случаях толерогенным антигеном является аутоантиген, на который у пациента раз-

вился аутоиммунный ответ или может развиться аутоиммунный ответ. Примерами являются проинсулин 

(сахарный диабет), коллагены (ревматоидный артрит), основной белок миелина (рассеянный склероз). 

Например, сахарный диабет 1 типа (T1D) является аутоиммунным заболеванием, при котором Т-

клетки, которые распознают белки островковых клеток, освободились от контроля иммунной регуляции 

и подают иммунной системе сигналы к разрушению ткани поджелудочной железы. Были обнаружены 

различные белковые антигены, которые являются мишенями для таких диабетогенных Т-клеток, в том 

числе, среди прочих, инсулин, GAD65, хромогранин А. При лечении или предупреждении T1D будет 

полезным индуцировать антиген-специфическую иммунную толерантность по отношению к определен-

ным диабетогенным антигенам для функциональной инактивации или удаления диабетогенных клонов 

Т-клеток. В примере 14 подробно описано, как с помощью молекулы-гибрида, презентирующей мимотоп 

хромогранина А (ChrA) в качестве толерогенного антигена, успешно сформировали толерогенез к ChrA, 

на основе данных о Т-клетках, определенных в качестве прогностических в других примерах. Соответст-

венно, варианты осуществления включают молекулу-гибрид для толерогенеза, содержащую хромогра-

нин А, антиген или его антигенную часть или его мимотоп, вместе со связывающимся с эритроцитами 

фрагментом, при этом связывающийся с эритроцитами фрагмент специфически связывается, например, с 

гликофорином А или мишенью, выбранной из группы, включающей белок полосы 3, гликофорина В, 

гликофорина С или другие члены целевой группы эритроцита. Связывающийся с эритроцитами фраг-

мент, можно, например, выбрать из группы, включающей антитела, фрагменты антител, scFv, пептидные 

лиганды и аптамеры, и/или из группы, включающей ERY19, ERY59, ERY64, ERY123, ERY141, ERY162, 

ERY19', ERY59', ERY64', ERY123', ERY141', ERY162' и их консервативные замены. 

Соответственно, толерантности и/или задержки начала или прогрессирования аутоиммунных забо-

леваний можно достичь для различных из многих белков, которые являются аутоиммунными белками 

человека, каковой термин относится к различным аутоиммунным заболеваниям, при которых белок или 

белки, вызывающие заболевания, известны или могут быть определены посредством стандартного тес-
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тирования. 

Варианты осуществления включают тестирование пациента для определения аутоиммунного белка 

и создание антигена для применения в гибридной молекуле и формирования иммунотолерантности к 

белку. Варианты осуществления включают антиген или выбор антигена из одного или нескольких из 

следующих белков. При сахарном диабете I типа были определены несколько главных антигенов: инсу-

лин, проинсулин, препроинсулин, декарбоксилаза-65 глутаминовой кислоты (GAD-65), GAD-67, инсули-

нома-ассоциированный белок 2 (IA-2) и инсулинома-ассоциированный белок 2β (IA-2β); другие антиге-

ны включают ICA69, ICA12 (SOX-13), карбоксипептидазу Н, Imogen 38, GLIMA 38, хромогранин A, 

HSP-60, карбоксипептидазу Е, периферии, переносчик глюкозы 2, панкреатит-ассопиированный белок, 

экспрессирующийся в гепатокарциноме, кишечнике и поджелудочной железе, S100β, глиофибриллярный 

кислый белок, ген регенерации II, панкреатический дуоденальный гомеобокс 1, киназу гена миотониче-

ской дистрофии, специфичный для островковых клеток белок, родственный каталитической субъединице 

глюкозо-6-фосфатазы, и рецепторы 1-5, связанные с G-белком ССТ. При аутоиммунных заболеваниях 

щитовидной железы, включая тиреоидит Хасимото и болезнь Грейвса, главные антигены включают ти-

реоглобулин (TG), тиреоидную пероксидазу (ТРО) и рецептор тиреотропина (TSHR); другие антигены 

включают натрий-йодный симпортер (NIS) и мегалин. При тиреоид-ассоциированных офтальмопатии и 

дермопатии, помимо аутоантигенов щитовидной железы, в том числе TSHR, антигеном является рецеп-

тор инсулиноподобного фактора роста 1. При гипопаратиреоидизме главным антигеном является каль-

ций-чувствительный рецептор. При болезни Аддисона главные антигены включают 21-гидроксилазу, 

17α-гидроксилазу и фермент, расщепляющий боковую цепь холестерина, Р450 (P450scc); другие антиге-

ны включают рецептор АСТН, Р450с21 и Р450с17. При синдроме истощения яичников главные антигены 

включают рецептор FSH и стенолазу. При аутоиммунном гипофизите, или аутоиммунном заболевании 

гипофиза, главные антигены включают специфичный для гипофиза белковый фактор (PGSF) 1а и 2; дру-

гим антигеном является йодтирониндейодиназа 2 типа. При рассеянном склерозе главные антигены 

включают основной белок миелина, миелиновый олигодендроцитарный гликопротеин и протеолипид-

ный белок. При ревматоидном артрите главным антигеном является коллаген II типа. При аутоиммунном 

гастрите главным антигеном является Н
+
, K

+
 -АТФаза. При пернициозной анемии главным антигеном 

является внутренний фактор Касла. При целиакии главными антигенами являются тканевая трансглута-

миназа и глиадин. При витилиго главными антигенами являются тирозиназа и тирозиназа-родственный 

белок 1 и 2. При миастении гравис главным антигеном является ацетилхолиновый рецептор. При вуль-

гарной пузырчатке и ее вариантах главными антигенами являются десмоглеин 3, 1 и 4; другие антигены 

включают пемфаксин, десмоколлины, плакоглобин, перплакин, десмоплакины и ацетилхолиновый ре-

цептор. При буллезном пемфигоиде главные антигены включают ВР180 и ВР230; другие антигены 

включают плектин и ламинин 5. При герпетиформном дерматите Дюринга главные антигены включают 

эндомизий и тканевую трансглутаминазу. При приобретенном буллезном эпидермолизе главным антиге-

ном является коллаген VII типа. При системном склерозе главные антигены включают матриксную ме-

таллопротеиназу 1 и 3, коллаген-специфический белок теплового шока 47 типа молекулярного шаперона, 

фибриллин-1 и рецептор PDGF; другие антигены включают Scl-70, U1 RNP, Th/To, Ku, Jo1, NAG-2, цен-

тромерные белки, топоизомеразу I, ядрышковые белки, РНК-полимеразу I, II и III, PM-Slc, фибриллярин 

и В23. При смешанном заболевании соединительной ткани главным антигеном является UlsnRNP. При 

синдроме Шегрена главными антигенами являются ядерные антигены SS-A и SS-B; другие антигены 

включают фодрин, поли(АДФ-рибоза)полимеразу и топоизомеразу. При системной красной волчанке 

главные антигены включают ядерные белки, включая SS-A, бокс 1 группы высокой подвижности 

(HMGB1), нуклеосомы, гистоновые белки и двухцепочечную ДНК. При синдроме Гудпасчера главные 

антигены включают белки клубочковой базальной мембраны, включая коллаген IV типа. При ревматиче-

ской болезни сердца главным антигеном является сердечный миозин. Другие аутоантигены, выявляемые 

при аутоиммунном полигландулярном синдроме 1 типа, включают декарбоксилазу ароматических L-

аминокислот, гистидиндекарбоксилазу, декарбоксилазу цистеинсульфиновой кислоты, триптофангид-

роксилазу, тирозингидроксилазу, фенилаланингидроксилазу, цитохромы Р450 печени Р4501А2 и 2А6, 

SOX-9, SOX-10, кальций-чувствительный рецепторный белок и интерфероны 1 типа - интерферон альфа, 

бета и омега. В примере 15 предложено подробное руководство по толерогенезу для таких белков и, в 

частности, в качестве примера описывается способ для инсулина. 

В некоторых случаях толерогенным антигеном является чужеродный антиген, к которому у паци-

ента развился нежелательный иммунный ответ. Примерами являются пищевые антигены. Варианты 

осуществления включают тестирование пациента для определения чужеродного антигена, создание гиб-

ридной молекулы, которая содержит антиген, и лечение пациента для развития иммунотолерантности к 

антигену или пище. Предложены примеры такой пищи и/или антигенов. Примерами являются из арахиса - 

конарахин (Ara h 1), аллерген II (Ara h 2), арахисовый агглютинин, конглютин (Ara h 6); из яблони: ос-

новной аллерген/гомолог белка устойчивости к заболеваниям на 31 кДа (Mal d 2), предшественник белка-

переносчика липидов (Mal d 3), основной аллерген Mal d 1.03D (Mal d 1); из молока: α-лактальбумин 

(ALA), лактотрансферрин; из киви: актинидии (Act с 1, Act d 1), фитоцистатин, тауматинподобный белок 
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(Act d 2), кивеллин (Act d 5); из горчицы: альбумин 2S (Sin а 1), глобулин 11S (Sin а 2), белок-переносчик 

липидов (Sin а 3), профилин (Sin a 4); из сельдерея: профилин (Api g 4), высокомолекулярный гликопро-

теин (Api g 5); из креветки: аллерген Pen а 1 (Pen а 1), аллерген Pen m 2 (Pen m 2), быстрая изоформа тро-

помиозина; из пшеницы и/или других злаковых: высокомолекулярный глютенин, низкомолекулярный 

глютенин, α- и γ-глиадин, гордеин, секалин, авенин; из клубники: основной аллерген клубники Fra a 1-Е 

(Fra a 1), из банана: профилин (Mus xp 1). 

Многие белковые лекарственные средства, которые применяются в медицине и ветеринарии, вызы-

вают иммунные ответы, которые создают риски для пациента и ограничивают эффективность лекарст-

венного средства. Они могут возникнуть с белками человека, которые являются сконструированными, с 

белками человека, применяемыми у пациентов с врожденной недостаточностью выработки этого белка, 

и с белками, отличными от белков человека. Было бы предпочтительным производить толеризацию ре-

ципиента к этим белковым лекарственным средствам перед начальным введением, и было бы предпочти-

тельным производить толеризацию реципиента к этим белковым лекарственным средствам после на-

чального введения и развития иммунного ответа. У пациентов с аутоиммунитетом известен(известны) 

аутоантиген(ы), к которому(ым) развивается аутоиммунитет. В этих случаях было бы предпочтительным 

производить толеризацию субъектов, подверженных риску, до развития аутоиммунитета, и было бы 

предпочтительным производить толеризацию во время или после появления биомолекулярных индика-

торов возникающего аутоиммунитета. Например, при сахарном диабете I типа иммунологические инди-

каторы аутоиммунитета присутствуют до обширного разрушения β-клеток в поджелудочной железе и 

начала клинических проявлений заболевания, затрагивающих гомеостаз глюкозы. Было бы предпочти-

тельным производить толеризацию субъекта после выявления этих иммунологических индикаторов до 

начала клинических проявлений заболевания. 

В недавней работе под руководством Miller с коллегами было показано, что при ковалентной конъ-

югации антигена с аллогенными спленоцитами ex vivo формируется антиген-специфическая иммунная 

толерантность в случае внутривенного введения мышам (Godsel, Wang, et al., 2001; Luo, Pothoven, et al., 

2008). Способ включает сбор донорских антигенпрезентирующих клеток селезенки и введение их в хи-

мическую реакцию согласно схеме реакции сшивания аминов и карбоновых кислот. Методика оказалась 

эффективной в индукции антиген-специфической толерантности для мышиных моделей рассеянного 

склероза (Godsel, Wang, et al., 2001), впервые выявленного сахарного диабета I типа (Fife, Guleria, et al., 

2006) и аллогенных трансплантатов островковых клеток (Luo, Pothoven, et al., 2008). Хотя точный меха-

низм, ответственный за толерогенный ответ, неизвестен, предполагается, что основное требование вклю-

чает презентацию антигена без экспрессии костимулирующих молекул на апоптических клетках, соеди-

ненных с антигеном (Miller, Turley, et al., 2007). Также рассмотрели инкапсулирование антигенов внутри 

теней эритроцитов, обрабатывая эритроциты ex vivo и повторно их инъецируя, как представлено в WO 

2011/051346. 

Введение. 

Многие варианты осуществления настоящего изобретения, изложенные в данном документе, опи-

сывают композиции, которые можно вводить человеку или другому пациенту-животному. Варианты 

осуществления настоящего изобретения включают, например, гибридные молекулы, гибридные белки, 

пептидные лиганды, антитела, scFv, которые распознают антигены на эритроцитах, или в опухолях, или 

в сосудистой сети опухолей, а также их комбинации. Эти композиции можно получить в виде фармацев-

тически приемлемых композиций и с подходящими фармацевтически приемлемыми носителями или 

наполнителями. 

Композиции, которые связываются с эритроцитами, могут это делать специфически. Эта специфич-

ность обеспечивает связывание композиций с эритроцитами in vivo, а также альтернативные процессы ex 

vivo. Соответственно, можно осуществлять прямую инъекцию композиции в сосудистую сеть пациента. 

Альтернативой является инъекция в ткань, например, мышечная, дермальная или подкожная, для после-

дующего контакта и захвата эритроцита. Вариантом осуществления настоящего изобретения является 

способ индукции толерогенеза у пациента, включающий введение пациенту толеризирующего антигена в 

ассоциации со связывающимся с эритроцитами фрагментом для присоединения, таким образом, антигена 

к эритроциту in vivo; присоединение in vivo можно, таким образом, выполнять без обработки эритроци-

тов ex vivo. Этот способ можно выполнять в случае, когда эритроцит не делали апоптическим в резуль-

тате выполнения способа. Этот способ можно выполнить так, что в нем будет отсутствовать (он не будет 

включать) воздействие на эритроциты одного или нескольких из сшивающего средства; сшивающего 

средства, которое сшивает поверхностные молекулы эритроцита; сшивающего средства, содержащего по 

меньшей мере две функциональные группы; сшивающего средства, которое образует ковалентную связь 

с эритроцитом; функциональных групп, которые образуют ковалентную связь с эритроцитом; и антигена 

и/или антигенного вещества, которые ковалентно связываются с эритроцитом. Способ можно выполнять 

так, что эритроциты и/или антигены не будут содержать 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимид 

(EDC; также EDAC или EDCI) и также могут не вступать в какие-либо реакции с карбодиимидом. Этот 

способ можно выполнять с аутологичными эритроцитами, и в нем могут не быть задействованы аллоген-
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ные эритроциты. 

Для выполнения вариантов осуществления, описанных в данном документе, можно применять 

фармацевтически приемлемые носители или наполнители. Наполнитель означает инертное вещество, 

применяемое в качестве растворителя или основы для терапевтического средства. Фармацевтически при-

емлемые носители применяют, как правило, с соединением для того, чтобы создать соединение, пригод-

ное для терапии или в качестве препарата. Как правило, для любого вещества фармацевтически прием-

лемым носителем является материал, который объединяется с веществом для доставки животному. Мо-

гут быть необходимыми или желательными стандартные фармацевтические носители, водные, порошко-

вые или масляные основы, загустители и т.д. В некоторых случаях носитель является существенным для 

доставки, например, для солюбилизации нерастворимого соединения в целях доставки в жидком состоя-

нии; буфер - для контроля рН вещества с целью сохранения его активности или растворитель - для пре-

дотвращения потери вещества в сосуде для хранения. В других случаях, однако, носитель применяется 

для удобства, например, жидкость для более удобного введения. Фармацевтически приемлемые соли 

соединений, описанных в данном документе, можно синтезировать согласно способам, известным спе-

циалистам в данных областях. Таким образом, фармацевтически приемлемые композиции характеризу-

ются высокой степенью очистки с избавлением от загрязнителей, являются биологически совместимыми 

и нетоксичными, пригодными для введения пациенту. В случае применения воды в качестве носителя 

вода характеризуется высокой степенью очистки и обработана с избавлением от загрязнителей, например 

эндотоксинов. 

Соединения, описанные в данном документе, обычно вводят в смеси с пригодными фармацевтиче-

скими растворителями, наполнителями, сухими разбавителями или носителями (называемые в данном 

документе фармацевтически приемлемым носителем, или носителем), выбранными подходящим образом 

с учетом предполагаемой формы или введения и в соответствии с традиционной фармацевтической 

практикой. Таким образом, доставляемое вещество можно получить в форме, пригодной для перорально-

го, ректального, местного введения, внутривенной инъекции, внутрисуставной инъекции или паренте-

рального введения. Носители включают твердые вещества или жидкости, и тип носителя выбирают с 

учетом применяемого типа введения. В качестве носителей, например, для пилюлей, можно включить 

пригодные связующие средства, смазывающие средства, разрыхлители, красители, ароматизаторы, анти-

слеживающие средства и средства, способствующие плавлению. Например, активный компонент можно 

объединять с нетоксичным фармацевтически приемлемым инертным носителем для перорального введе-

ния, таким как лактоза, желатин, агар, крахмал, сахароза, глюкоза, метилцеллюлоза, стеарат магния, 

фосфат дикальция, сульфат кальция, маннит, сорбит и т.д. Соединения можно вводить перорально в 

твердых лекарственных формах, таких как капсулы, таблетки и порошки, или жидких лекарственных 

формах, таких как эликсиры, сиропы и суспензии. Активные соединения также можно вводить паренте-

рально, в виде стерильных жидких лекарственных форм. Также можно применять буферы для достиже-

ния физиологического рН или осмолярности. 

Примеры 

Пример 1. Характеристика молекулярной мишени связывания с эритроцитами мыши. 

Результат. Для поиска молекулярной мишени для пептида ERY1 применяли методы аффинной 

хроматографии с помощью биотинилированного растворимого пептида; этот способ выявил гликофорин 

A (GYPA) в качестве лиганда ERY1 на мембране эритроцита. При инкубации эритроцитов цельной кро-

ви с пептидом ERY1, функционализированным биотином и фотоактивированным сшивающим средст-

вом, с пептид-биотиновым комплексом был конъюгирован единственный белок с массой 28 кДа, обна-

руженный с помощью вестерн-блоттинга с применением стрептавидина. Лизат реакционной смеси тща-

тельно отмывали и очищали с помощью магнитных гранул, покрытых стрептавидином, для обеспечения 

отсутствия немеченых белков в оставшемся лизате эритроцитов. Как и предполагалось, пептиду с несо-

ответствием не удалось осуществить конъюгацию ни с одним белком эритроцитов. Пептид с несоответ-

ствием, PLLTVGMDLWPW (SEQ ID NO: 2), разработали содержащим те же аминокислотные остатки, 

что и ERY1, и соответствующим его топографии гидрофобности. Сведения, подтверждающие видимый 

размер взаимодействующего белка, свидетельствовали о несколько меньших по размеру, однократно 

проходящих через мембрану белках, выступавших в качестве вероятных лигандов, а именно гликофори-

нах. Вестерн-блоттинг с применением антител к GYPA тех же самых очищенных образцов, полученных 

из реакции сшивания, подтвердил, что биотинилированный белок-кандидат представлял собой GYPA. 

Колокализацию фага ERY1 с GYPA анализировали с помощью конфокальной микроскопии высо-

кого разрешения. GYPA в естественных условиях экспрессируется и представлен в виде части комплек-

са, содержащего несколько мембранных белков и белков цитоскелета (Mohandas and Gallagher, 2008). 

Это визуально проявляется при окрашивании GYPA, в соответствии с которым неоднородное мечение 

было отмечено на периферии экватора клетки. Мечение фага ERY1 обуславливало окрашивание очень 

близкой топографии. Высокий коэффициент перекрытия 0,97 в анализе колокализации подтвердил вывод 

о том, что фаг ERY1 и антитело к GYPA связываются с тем же самым белком. Кластеризацию GYPA 

также наблюдали в эритроцитах, меченных фагом из библиотеки, однако ни связывание фага, ни колока-

лизация не проявились. 
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Способ. Пептид ERY1 (H2N-WMVLPWLPGTLDGGSGCRG-CONH2) (SEQ ID NO: 19) и пептид с 

несоответствием (H2N-PLLTVGMDLWPWGGSGCRG-CONH2) (SEQ ID NO: 20) синтезировали с помо-

щью f-moc-стратегии стандартного твердофазного синтеза на смоле TGR. Пептид отделяли от смолы в 

растворе 95% трифторуксусной кислоты, 2,5% этандитиола, 2,5% воды и осаждали в охлажденном на 

льду диэтиловом эфире. Очистку проводили в системе для препаративной ВЭЖХ-МС от Waters с помо-

щью колонки с обращенной фазой С18. 

ERY1 и пептид с несоответствием конъюгировали с Mts-Atf-биотином (Thermo Scientific), как 

предложено изготовителем. Вкратце, пептиды растворяли в PBS/DMF и вводили на ночь в реакцию с 

1,05 экв. Mts-atf-биотина при температуре 4°С. После отстаивания реакционной смеси с помощью цен-

трифугирования биотинилированный пептид инкубировали с эритроцитами в PBSA-50 в течение 1 ч при 

37°С, клетки отмывали дважды в свежем PBS и облучали УФ-лучами с длиной волны 365 нм при ком-

натной температуре. Клетки лизировали путем обработки ультразвуком и лизат очищали с помощью 

магнитных гранул, покрытых стрептавидином (Invitrogen). Элюат выливали на SDS-PAGE и переносили 

на мембрану PVDF, затем выполняли иммуноблоттинг с помощью стрептавидина-HRP (R&D Systems) 

или антител к GYPA мыши. 

Пример 2. Характеристика связывания с эритроцитами человека. 

Результат. Для характеристики выбранных пептидов, которые связывались с эритроцитами челове-

ка, бактерии, экспонирующие каждый конкретный пептид, подвергали анализам связывания с многочис-

ленными типами клеток. Шесть (ERY19, ERY59, ERY64, ERY123, ERY141 и ERY162) из семи пептидов 

специфически связывались с эритроцитами человека по сравнению со связыванием с клетками эпителия 

человека 293Т и клетками эндотелия человека HUVEC. Также пептиды связывались с клетками крови 

человека групп А и В, но не крови мыши, что указывает на то, что эти пептиды были специфичными для 

крови человека, но не зависели от общих антигенов групп крови. Пептиды синтезировали с помощью f-

moc-стратегии стандартного твердофазного синтеза, конъюгировали с наночастицами и анализировали 

на предмет связывания с конкретными типами клеток, как указано выше. Связывание с поверхностью 

эритроцитов изучали с помощью как микроскопии, так и проточной цитометрии. 

Пример 3. Индукция антиген-специфической иммунной толерантности посредством нековалентно-

го связывания с эритроцитами антигена, конъюгированного с пептидом ERY1, или антигена, конъюгиро-

ванного с пептидом, связывающимся с эритроцитами человека. 

Для получения эффективного и специфического биофизического связывания антигена с эритроци-

тами применяли пептид из 12 аминокислот (ERY1), описанный с помощью фагового дисплея, для спе-

цифического связывания с гликофорином А мыши (Kontos and Hubbell, 2010). В этом исследовании мо-

дельный антиген OVA применяли у линии трансгенных мышей (OT-I), у которых популяция CD8 Т-

клеток экспрессирует рецептор Т-клеток, специфичный для иммунодоминантного SIINFEKL пептида 

OVA (SEQ ID NO: 3), презентируемого МНС I. Пептид ERY1 химически конъюгировали с OVA для соз-

дания варианта OVA (ERY1-OVA), который связывается с эритроцитами мыши с высокой аффинностью 

и специфичностью (фиг. 1а). С помощью конфокальной микроскопии высокого разрешения были под-

тверждены более ранние наблюдения касательно связывания ERY1 (Kontos and Hubbell, 2010), а именно 

локализация на периферии экватора клеточной мембраны без внутриклеточной транслокации белка, 

конъюгированного с ERY1. Опосредованное ERY1 связывание с гликофорином А было специфичным 

для последовательности, поскольку вариант OVA конъюгировался с пептидом с несоответствием (MIS-

OVA), содержащим аминокислоты, идентичные таковым ERY1, однако был скремблирован в первичной 

последовательности, обнаруживая ничтожно малое связывание (фиг. 1b). OVA, конъюгированный только 

со сшивающей молекулой, применяемой для конъюгирования с пептидом, не проявлял какой-либо изме-

римой аффинности по отношению к эритроцитам, что свидетельствовало о том, что связывание ERY1-

OVA происходило в результате нековалентного взаимодействия между пептидом ERY1 и гликофорином 

А на поверхности эритроцита. Также ERY1-OVA связывался с эритроцитами с высокой аффинностью, 

демонстрируя подобную антителам константу диссоциации (Kd) 6,2±1,3 нМ, определенную с помощью 

измерений равновесного связывания (фиг. 1с). 

Связывание ERY1-OVA с циркулирующими эритроцитами подтверждали in vivo после внутривен-

ного введения мышам. Образцы цельной крови, взятые через 30 мин после инъекции 150 мкг OVA или 

ERY1-OVA, подтверждали специфическую способность ERY1-OVA к связыванию с эритроцитами даже 

в сложной гетерогенной среде крови и сосудистой сети. ERY1-OVA связывался с эритроцитами (CD45
-
), 

но не с лейкоцитами (CD45
+
), что было сообразно ассоциации с гликофорином А. Связывание ERY1-

OVA было несмещенным по отношению к апоптическому состоянию эритроцитов при сильном связыва-

нии с популяциями как аннексин-V
+
, так и с аннексин-V

-
 CD45

-
. Фармакокинетические исследования 

конъюгата OVA показали, что связывание ERY1-OVA с эритроцитами in vivo было стабильным, при 

этом демонстрировался период полужизни на поверхности эритроцита 17,2 ч. ERY1-OVA оставался свя-

занным с эритроцитами в течение 72 ч после введения; в течение этого временного промежутка у мыши 

выводилось примерно 13% эритроцитов (Khandelwal and Saxena, 2006). Количественное определение 

связанного с эритроцитом ERY1-OVA in vivo показало сравнительно высокую нагрузку 0,174±0,005 нг 
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OVA на 10
6
 эритроцитов. 

Для исключения любых возможных физиологических влияний нагрузки OVA на функцию эритро-

цитов гематологические параметры характеризовали в различные моменты времени после внутривенно-

го введения ERY1-OVA или OVA. Связывание эритроцитов с ERY1-OVA не вызывало никаких обнару-

жимых различий в гематокрите, объеме эритроцита или содержании гемоглобина в эритроците по срав-

нению с введением OVA. Эти результаты показывают, что связывание эритроцитов с антигеном, опосре-

дованное гликофорином А, не изменяло их гематологических параметров. 

Для выявления клеточных мишеней связанного с эритроцитами антигена при введении мышам 

внутривенно инъецировали белок аллофикоцианин с сильными флуоресцентными свойствами, конъюги-

рованный с ERY1 (ERY1-аллофикопианин) или пептидом MIS (MIS-аллофикоцианин). Анализ популя-

ций DC селезенки по методу проточной питометрии через 12 и 36 ч после введения показал увеличенный 

в 9,4 раза захват ERY1-аллофикоцианина DC MHCII
+ 

CD11b
-
 CD11c

+
 по сравнению с MIS-

аллофикоцианином, при этом наблюдался сходный захват ERY1-аллофикоцианина и MIS-

аллофикоцианина DC MHCII
+ 

CD11b
+
 CD11c

+
 . Дополнительно было обнаружено, что MHCII

+
 CD8α

+
 

CD11c
+ 

CD205
+
 DC селезенки захватывают ERY1-аллофикоцианин в 3 раза сильнее, чем MIS-

аллофикоцианин, хотя абсолютная величина была значительно ниже, чем для других популяций DC в 

селезенке. Такое нацеливание антигена на неактивированные и CD8α
+
 CD205

+
 DC селезенки могло уси-

лить толерогенный потенциал связывания с эритроцитами, поскольку эти популяции были в значитель-

ной степени вовлечены в толерогенез, активированный апоптическими клетками (Ferguson, Choi, et al., 

2011; Yamazaki, Dudziak, et al., 2008). В печени также наблюдалось существенное усиление захвата 

ERY1-аллофикоцианина гепатоцитами (CD45
-
 MHCII

+
 CD1d

-
; в 78,4 раза) и звездчатыми клетками пече-

ни (CD45
-
 MHCII

+
 CD1d

+
; в 60,6 раз) по сравнению с MIS-аллофикоцианином; обе популяции описывали 

в качестве антигенпрезентирующих клеток, которые активируют делеционную толерантность CD8
+
 Т-

клеток (Holz, Warren, et al., 2010; Ichikawa, Mucida, et al., 2011; Thomson and Knolle, 2010). Примечатель-

но, что такой захват не наблюдался в DC печени (CD45
+
 CD11c

+
) или клетках Купфера (CD45

+
 MHCII

+
 

F4/80
+
), которые функционировали в качестве компонентов ретикулоэндотелиальной системы, оказы-

вающей содействие в выведении эритроцитов и частиц, покрытых комплементом. Повышенный захват 

связанного с эритроцитами антигена толерогенными DC селезенки и популяциями клеток печени свиде-

тельствует о возможности сложного взаимосвязанного механизма антиген-специфической делеции Т-

клеток, активированной взаимовлиянием нелимфоидных клеток печени и канонических клеток селезен-

ки. 

Было замечено, что связывание эритроцитов с ERY1-OVA приводит к эффективной перекрестной 

презентации иммунодоминантного эпитопа OVA, презентируемого МНС I (SIINFEKL) (SEQ ID NO: 3), с 

помощью АРС и соответствующего примирования реактивных Т-клеток перекрестно-реагирующим ан-

тигеном. CD8
+
 Т-клетки OT-I, меченные CFSE (CD45.2

+
), адоптивно переносили мышам CD45.1

+
. Про-

лиферацию CD8
+
 Т-клеток OT-I измеряли в течение 5 дней после внутривенного введения 10 мкг OVA, 

10 мкг ERY1-OVA или 10 мкг нерелевантного связывающегося с эритроцитами антигена, ERY1-

глутатион-S-трансферазы (ERY1-GST). Пролиферация CD8
+
 T-клеток OT-I, определенная по разбавле-

нию флуоресцентного средства CFSE, измеренному с помощью проточной цитометрии, значительно 

усиливалась у мышей, которым вводили ERY1-OVA, по сравнению с теми, кому вводили OVA, что ука-

зывало на то, что связывание с эритроцитами повышало примирование антиген-специфических CD8
+
 Т-

клеток перекрестно-реагирующим антигеном по сравнению с растворимым антигеном. Подобные ре-

зультаты также были получены при введении дозы антигена 1 мкг, меньшей в 10 раз, что указывало на 

широкий динамический диапазон эффективности пролиферации CD8
+
 Т-клеток OT-I, индуцированной 

антигеном, связанным с эритроцитом. Результаты по перекрестной презентации и примированию пере-

крестно-реагирующим антигеном согласуются с другими исследованиями касательно презентации толе-

рогенных антигенов на МНС I посредством поглощения АРС антигена, выделенного из апоптических 

клеток (Albert, Pearce, et al., 1998; Green, Ferguson, et al., 2009). 

Для разграничения между Т-клетками, разведенными до функционального эффекторного фенотипа, 

и разведенными и подвергнутыми делеции Т-клетками анализировали пролиферирующие CD8
+
 Т-клетки 

OT-I на связывание с аннексином V как отличительный признак апоптоза, а значит и делеции. ERY1-

OVA индуцировал пролиферацию гораздо большего количества аннексии V
+ 

CD8
+
 Т-клеток OT-I, чем 

OVA (фиг. 12d), что свидетельствовало об апоптическом исходе, который в конечном итоге должен при-

вести к делеции. Те же самые CD8
+
 Т-клетки OT-I, пролиферация которых была индуцирована введени-

ем ERY1-OVA, проявляли фенотип клеток, испытавших контакт с антигеном в дозах как 1, так и 10 мкг, 

демонстрируя повышенную экспрессию CD44 и пониженную экспрессию CD62L. Этот фенотип проли-

ферирующих CD8
+
 Т-клеток согласуется с другими описанными адоптивными моделями переноса ОТ-I, 

при которых регулируемое вовлечение рецептора антиген-специфических Т-клеток с помощью АРС не 

приводит к индукции воспалительных ответов (Bursch, Rich, et al., 2009). 

С помощью достоверной модели стимуляции ОТ-I с выработкой толерантности (Liu, Iyoda, et al., 

2002) (фиг. 2а) было показано, что ERY1-OVA предупреждает последующие иммунные ответы на опо-
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средованную вакциной антигенную стимуляцию даже с очень сильным адъювантом бактериального 

происхождения. 

С целью толеризации мышам CD45.1
+
 внутривенно вводили 10 мкг OVA или ERY1-OVA спустя 1 и 

6 дней после адоптивного переноса CD8
+
 Т-клеток OT-I. Спустя 9 дополнительных дней, необходимых 

для обеспечения возможной делеции перенесенных Т-клеток, мышей-реципиентов подвергали стимуля-

ции с помощью внутрикожной инъекции OVA, вводимого с липополисахаридом (LPS) в качестве адъю-

ванта. Характеристика клеток дренирующих лимфатических узлов и селезенки, а также их воспалитель-

ные ответы спустя 4 дня после стимуляции позволили определить, имела ли место делеция на самом де-

ле. 

Внутривенное введение ERY1-OVA приводило к выраженному сокращению популяций CD8
+
 Т-

клеток ОТ-I в дренирующих лимфатических узлах (фиг. 2; диапазон отображения данных на фиг. 2b) и 

селезенке по сравнению с мышами, которым вводили немодифицированный OVA перед антигенной 

стимуляцией с LPS (фиг. 2с), что указывает на делеционную толерантность. Дренирующие лимфатиче-

ские узлы мышей, обработанных ERY1-OVA, содержали более чем в 11 раз меньше CD8
+
 Т-клеток ОТ-I 

по сравнению с таковыми у мышей, обработанных OVA, и в 39 раз меньше, чем у мышей из контрольной 

группы стимуляции, которые не получали внутривенные инъекции антигена; ответы клеток селезенки 

были сходными. Эта эффективная клональная делеция, проявляемая у мышей, которым вводили ERY1-

OVA, подтвердила более ранние наблюдения усиленного примирования CD8
+
 Т-клеток ОТ-I перекрест-

но-реагирующим антигеном и также показала, что примирование перекрестно-реагирующим антигеном 

происходило в отсутствие презентации костимулирующих молекул с помощью АРС для активации деле-

ционной толерантности. 

Для дальнейшей оценки иммунного ответа после антигенной стимуляции характеризовали воспали-

тельную природу резидентных клеток лимфатических узлов и селезенки с помощью экспрессии интер-

ферона γ (IFNγ) CD8
+
 Т-клетками OT-I (фиг. 2d). После стимуляции с помощью OVA и LPS лимфатиче-

ские узлы мышей, ранее обработанных ERY1-OVA, содержали в 53 раза меньше клеток, экспрессирую-

щих IFNγ, по сравнению с таковыми у мышей из контрольной группы стимуляции (ранее не получавших 

антиген) и более чем в 19 раз меньше клеток, экспрессирующих IFNγ, по сравнению с таковыми у мы-

шей, ранее обработанных эквивалентной дозой OVA (фиг. 2е), что показывает важность связывания с 

эритроцитами в толерогенной защите в ответ на стимуляцию; ответы клеток селезенки были сходными. 

Также при анализе небольшой популяции CD8
+
 Т-клеток OT-I, присутствующих в лимфатических узлах 

и селезенке мышей, ранее обработанных ERY1-OVA, меньший процент клеток экспрессировал IFNγ, что 

свидетельствовало о клональной инактивации. Также величина уровней общего IFNγ, вырабатываемого 

клетками, выделенными из дренирующих лимфатических узлов при повторной стимуляции с помощью 

SIINFEKL, была значительно снижена у мышей, ранее обработанных ERY1-OVA (фиг. 2f), при этом 

уровни IFNγ при связывании с эритроцитами снижались в 16 раз по сравнению с таковыми в случае вве-

дения OVA и более чем в 115 раз по сравнению с таковыми у представителей контрольной группы сти-

муляции. Следует отметить, что явление подавления также коррелировало с понижением экспрессии 

интерлейкина-10 (IL-10), поскольку клетки лимфатических узлов мышей, ранее обработанных ERY1-

OVA, экспрессировали на 38 и 50% меньше IL-10 по сравнению с мышами, ранее обработанными OVA, 

и мышами из контрольной группы активации соответственно (фиг. 2g). С учетом того, что обычно регу-

ляторные CD4
+
 Т-клетки экспрессировали цитокины в рамках коммуникации АРС и Т-клеток для ослаб-

ления ответов со стороны Th1 (Darrah, Hegde, et al., 2010; Lee and Kim, 2007), экспрессия IL-10 была не-

обязательной для десенсибилизации в ответ на стимуляцию. Подобное снижение экспрессии IL-10 было 

вовлечено в толерогенез, опосредованный CD8
+
 Т-клетками (Fife, Guleria, et al., 2006; Ainaboldi, Roth-

Walter, et al., 2009; Saint-Lu, Tourdot, et al., 2009). Связывание с эритроцитами также значительно ослаб-

ляло гуморальные иммунные ответы на антиген, поскольку мыши, обработанные ERY1-OVA, проявляли 

в 100 раз меньшие сывороточные титры антиген-специфического IgG по сравнению с мышами, обрабо-

танными растворимым OVA (фиг. 2h). Подобное снижение титра OVA-специфического IgG в результате 

связывания с эритроцитами наблюдалось у мышей C57BL/6 (CD45.2
+
), не подвергнутых адоптивному 

переносу. После двух внутривенных введений 1 мкг OVA или ERY1-OVA с промежутком в 7 дней мы-

ши, обработанные ERY1-OVA, проявляли снижение уровня OVA-специфического IgG в сыворотке в 39,8 

раз спустя 19 дней после первого введения антигена (фиг. 3). Это видимое снижение в активации В-

клеток после связывания эритроцитов антигеном подтверждает текущие гипотезы относительно невос-

палительной презентации антигенов во время индукции толерантности (Miller, Turley, et al., 2007; Green, 

Ferguson, et al., 2009; Mueller, 2010). 

Для дальнейшего подтверждения индукции антиген-специфической иммунной толерантности мо-

дель стимуляции OT-I с выработкой толерантности объединяли с моделью опухолевого имплантата, экс-

прессирующего OVA (фиг. 2i). Подобно предыдущему плану эксперимента производили толеризацию 

мышей с помощью двух внутривенных введений 10 мкг ERY1-OVA или 10 мкг OVA после адоптивного 

переноса CD8
+
 Т-клеток OT-I. Выраженную делению Т-клеток выявили спустя 5 дней после первого вве-

дения антигенов, поскольку кровь мышей, которым инъецировали ERY1-OVA, содержала в 2,9 раз 
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меньше непролиферирующих (поколение 0) CD8
+
 Т-клеток OT-I (фиг. 2j). Для определения функцио-

нальной реактивности пролиферирующих CD8
+
 Т-клеток OT-I в отсутствие сильного экзогенно вводимо-

го адъюванта клетки тимомы EL-4, экспрессирующие OVA (E.G7-OVA), инъецировали внутрикожно в 

кожу спины мышей через 9 дней после адоптивного переноса. Для оценки толерогенной эффективности 

связывающегося с эритроцитами антигена мышей-опухоленосителей стимулировали с помощью OVA с 

адъювантом LPS спустя 6 дней после имплантации опухоли аналогично модели стимуляции с выработ-

кой толерантности по дозе и схеме введения. У мышей, обработанных ERY1-OVA, постоянно наблюдал-

ся устойчивый рост опухолей по сравнению с мышами, обработанными OVA, или необработанными 

контрольными мышами вплоть до 8 дня после имплантации опухоли (фиг. 2k), что подтверждало то, что 

пролиферация CD8
+
 Т-клеток OT-I, активированная ERY1-OVA, индуцировала функциональную иммун-

ную ареактивность в отношении OVA. To, что размер опухоли приостанавливался с достижением ста-

бильного состояния через 8 дней после имплантации, может свидетельствовать о том, что оставшиеся 

CD8
+
 Т-клетки OT-I должны были еще подвергнуться выработке делеционной толерантности, активиро-

ванной ERY1-OVA. 

Животные. 

Все процедуры с животными ранее были одобрены ветеринарными учреждениями Швейцарии. В 

исследованиях по связыванию in vivo и в качестве носителей опухоли из E.G7-OVA применяли 8-12-

недельных самок мышей C57BL/6 (Charles River). Мышей линии C57BL/6-Tg(TcraTcrb) 1100Mjb (OT-I) 

(Jackson Labs) разводили в условиях вивария EPFL, и самок в возрасте 6-12 недель использовали для вы-

деления спленоцитов. 

Самок мышей линии В6.SJL-Ptprc
a
Pepc

b
/Boy (CD45.1) (Charles River) в возрасте 8-12 недель приме-

няли в качестве носителей-реципиентов для адоптивного переноса CD8
+
 Т-клеток OT-I и исследований 

по индукции толерантности. 

Разработка и синтез пептидов. 

Пептид ERY1 (H2N-WMVLPWLPGTLDGGSGCRG-CONH2) (SEQ ID NO: 19) и пептид с несоответ-

ствием (H2N-PLLTVGMDLWPWGGSGCRG-CONH2) (SEQ ID NO: 20) синтезировали с помощью f-moc-

стратегии стандартного твердофазного синтеза на смоле TGR (Nova Biochem) в автоматизированной сис-

теме регулируемой подачи жидкостей (CHEMSPEED). Подчеркнутая последовательность представляет 

собой последовательность ERY1 из 12 мономеров, ранее описанную с помощью фагового дисплея как 

участок связывания с гликофорином А мыши (Kontos and Hubbell, 2010). Область GGSG выполняла роль 

линкера для цистеинового остатка, применяемого для конъюгации; фланкирующий аргининовый остаток 

способствовал понижению рКа и, таким образом, увеличению реакционной способности цистеинового 

остатка (Lutolf, Tirelli, et al., 2001). Пептид отделяли от смолы в течение 3 ч в растворе 95% трифторук-

сусной кислоты, 2,5% этандитиола, 2,5% воды и осаждали в охлажденном на льду диэтиловом эфире. 

Очистку проводили в системе для препаративной ВЭЖХ-МС (Waters) с помощью колонки с обращенной 

фазой С18 (Perspective Biosystems). 

Конъюгация ERY1 и антигена. 

10 мол. экв. сукцинимидил-4-(N-малеимидометил)циклогексан-1-карбоксилата (SMCC, CAS  

№ 64987-85-5, Thermo Scientific), растворенного в диметилформамиде, вводили в реакцию с 5 мг/мл 

OVA, не содержащим эндотоксинов (<1 МЕ/мг) (Hyglos GmbH), в PBS в течение 1 ч при комнатной тем-

пературе. После обессоливания на спин-колонке для обессоливания ZEBA на 2 мл (Thermo Scientific) 

добавляли 10 экв. пептида ERY1 или MIS, растворенного в 3М гуанидине-HCl, и предоставляли возмож-

ность протекания реакции в течение 2 ч при комнатной температуре. Конъюгат обессоливали с помощью 

спин-колонки для обессоливания ZEBA на 2 мл, 0,2 мкл фильтровали в стерильных условиях, распреде-

ляли в рабочие аликвоты и хранили при -20°С. Концентрацию белка определяли с помощью ВСА-

анализа (Thermo Scientific). Реализация этой схемы приводила к конъюгации боковой цепи цистеина пеп-

тида с боковыми цепями лизина антигена. Глутатион-S-трансферазу (GST) экспрессировали в BL21 Es-

cherichia coli и очищали с помощью стандартной аффинной хроматографии с применением глутатиона. 

Удаление эндотоксина непосредственно на колонке проводили путем тщательного отмывания с помо-

щью Triton-X114 (Sigma Aldrich), и удаление эндотоксина подтверждали с помощью клеток ТНР-1Х Blue 

(InvivoGen). Ту же самую процедуру реакции применяли для конъюгирования ERY1 с GST. Аллофико-

цианин, активированный малеимидом (Innova Biosciences), растворяли в PBS и конъюгировали с ERY1 

или MIS, как описано ранее. 

Микроскопическое исследование связывания с эритроцитами. 

5×10
5
 свежевыделенных эритроцитов мыши подвергали воздействию 100 нМ ERY1-OVA или OVA 

в PBS, содержащем 10 мл/мл BSA, в течение 1 ч при температуре 37°С. После центрифугирования и от-

мывания клетки метили антителами козы к гликофорину А мыши (Santa Cruz) в разведении 1:200 и анти-

телами кролика к OVA (AbD SEROTEC) в течение 20 мин на льду. После центрифугирования и отмыва-

ния клетки метили антителами ALEXAFLUOR488 к IgG козы в разведении 1:200 (Invitrogen) и антитела-

ми AlexaFluor546 к IgG кролика (Invitrogen) в течение 20 мин на льду. После заключительного цикла 

центрифугирования/отмывания клетки фиксировали с помещением в заливочную среду и визуализиро-
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вали с помощью инвертированного конфокального микроскопа Zeiss LSM700 с иммерсионным объекти-

вом с увеличением 63×. Анализ изображения проводили в IMAGEJ (NIH) при одинаковой обработке 

обоих изображений. 

Связывание и биораспределение in vivo. 

150 мкг ERY1-OVA или OVA в 0,9% физиологическом растворе (В. Braun) в объеме 100 мкл инъе-

цировали внутривенно в хвост 8-12-недельным самкам мышей линии C57BL/6, подвергнутых анестезии 

изофлураном. Во время эксперимента следили за тем, чтобы мыши содержались при температуре 37°С, 

применяя электрогрелку. В заранее определенные моменты времени из небольшого надреза в хвосте 

брали 5 мкл крови, разбавляли в 100 раз в 10 мМ ЭДТА в PBS, отмывали трижды с помощью PBS с 10 

мкг/мл BSA и анализировали на содержание OVA с помощью проточной цитометрии и ELISA. OVA ко-

личественно определяли с помощью сэндвич-ELISA, используя моноклональное антитело мыши к OVA 

(Sigma) для захвата, поликлональное антитело кролика к OVA (AbD SEROTEC) для детекции, антитело 

козы к IgG кролика, конъюгированное с HRP (BioRad), для заключительной детекции с последующим 

применением субстрата ТМВ (GE Life Sciences). Гематологическую характеристику проводили в системе 

гематологического анализа ADVIVA 2120 (Siemens). Связанный с эритроцитами ERY1-GST выявляли с 

помощью инкубации меченых клеток с антителом козы к GST (GE Healthcare Life Sciences) с последую-

щей инкубацией с антителом осла AlexaFluor488 к антигенам козы (Invitrogen) и анализировали с помо-

щью проточной цитометрии. Для исследований биораспределения 20 мкг ERY1-APC или MIS-APC инъ-

ецировали внутривенно в хвостовую вену 8-10-недельных самок мышей линии C57BL/6, как описано 

ранее. Мышей умерщвляли в заранее определенные моменты времени и удаляли селезенку, кровь и пе-

чень. Каждый орган подвергали расщеплению с помощью коллагеназы D (Roche) и гомогенизировали с 

получением суспензии отдельных клеток для окрашивания с целью проведения проточной цитометрии. 

Адоптивный перенос Т-клеток. 

CD8
+
 Т-клетки из селезенок мышей OT-I (CD45.2

+
) выделяли с помощью набора магнитных гранул 

для отрицательной селекции CD8
+
 (Miltenyi Biotec) согласно инструкциям изготовителя. Свежевыделен-

ные CD8
+
 клетки OT-I ресуспендировали в PBS и метили 1 мкМ карбоксифлуоресцинсукцинимидило-

вым эфиром (CFSE, Invitrogen) в течение 6 мин при комнатной температуре, а реакционную смесь гасили 

в течение 1 мин равным объемом IMDM с 10% FBS (Gibco). Перед инъекцией клетки отмывали, подсчи-

тывали и ресуспендировали в чистой IMDM. 3×10
6
 CD8

+
 клеток OT-I, меченных CFSE, инъецировали 

внутривенно в хвостовую вену мышей-реципиентов CD45.1
+
. Для кратковременных исследований про-

лиферации 10 мкг ERY1-OVA или OVA в объеме 100 мкл инъецировали спустя 24 ч после адоптивного 

переноса. Спленоциты собирали спустя 5 дней после введения антигена и окрашивали для анализа с по-

мощью проточной цитометрии. 

Модель толерантности и стимуляции OT-I. 

3×10
5
 CD8

+
 Т-клеток OT-I, меченных CFSE, инъецировали мышам-реципиентам CD45.1

+
, как опи-

сано ранее. Спустя 1 и 6 дней после адоптивного переноса мышам внутривенно вводили 10 мкг ERY1-

OVA или OVA в 100 мкл физиологического раствора в хвостовую вену. Спустя 15 дней после адоптив-

ного переноса мышей подвергали стимуляции с помощью 5 мкг OVA и 25 нг ультрачистого LPS Es-

cherichia coli (InvivoGen) путем внутрикожного введения 25 мкл в подушечки обеих задних лап (способ 

Hock, общая доза 10 мкг OVA и 50 нг LPS). Мышей умерщвляли через 4 дня после активации и клетки 

селезенки и дренирующих лимфатических узлов выделяли для повторной стимуляции. Для анализа 

внутриклеточного цитокинеза с помощью проточной питометрии клетки повторно стимулировали в при-

сутствии 1 мг/мл OVA или 1 мкг/мл пептида SIINFEKL (SEQ ID NO:3) (Genscript) в течение 3 ч. Добав-

ляли брефелдин A (Sigma, 5 мкг/мл) и повторную стимуляцию продолжали в течение дополнительных 3 

ч перед окрашиванием и анализом с помощью проточной питометрии. Для измерения выделяемых фак-

торов посредством ELISA клетки повторно стимулировали в присутствии 100 мкг/мл OVA или 1 мкг/мл 

пептида SIINFEKL (SEQ ID NO: 3) в течение 4 дней. Клетки центрифугировали и среду собирали для 

ELISA-анализа с помощью наборов Ready-Set-Go для IFNγ и IL-10 (eBiosciences) согласно инструкциям 

изготовителя. IgG сыворотки, специфичный для OVA, выявляли с помощью инкубации сыворотки мыши 

в различных разведениях на планшетах, покрытых OVA, с последующей заключительной инкубацией с 

антителом козы к IgG мыши, конъюгированным с HRP (Southern Biotech). 

Модель толерантности OT-I, индуцированной E.G7-OVA. 

1×10
6
 CD8

+
 Т-клеток OT-I, меченных CFSE, инъецировали 8-12-недельным самкам мышей линии 

C57BL/6, как описано ранее. Спустя 1 и 6 дней после адоптивного переноса мышам внутривенно вводи-

ли 10 мкг ERY1-OVA или 10 мкг OVA в 100 мкл физиологического раствора в хвостовую вену. Спустя 5 

дней после адоптивного переноса забирали кровь для характеристики пролиферации CD8
+
 Т-клеток OT-I 

с помощью проточной питометрии. Клетки тимомы EL-4, экспрессирующие OVA (E.G7-OVA, АТСС 

CRL-2113), культивировали согласно рекомендациям АТСС. Вкратце, клетки культивировали в среде 

RPMI 1640 с добавлением 10% фетальной бычьей сыворотки, 10 мМ HEPES, 1 мМ пирувата натрия, 0,05 

мМ β-меркаптоэтанола, 1% пуромицина/стрептомицина (Invitrogen Gibco) и 0,4 мг/мл G418 (РАА Labora-

tories). Непосредственно перед инъекцией клетки разводили в среде без G418 и ресуспендировали в 
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HBSS (Gibco) непосредственно после сбора. Спустя 9 дней после адоптивного переноса мышей подвер-

гали анестезии изофлураном, область спины брили, и 1×10
6
 клеток E.G7-OVA инъецировали внутрикож-

но между лопатками. Спустя 4 дня после имплантации E.G7-OVA каждые 24 ч измеряли размеры опухо-

ли с помощью цифрового штангенциркуля, объем опухоли рассчитывали по формуле для эллипсоида 

(V=(π/6) l⋅w⋅h, где V - объем, l - длина, w - ширина и h - высота опухоли). Спустя 15 дней после адоптив-

ного переноса мышей подвергали стимуляции с помощью 5 мкг OVA и 25 нг ультрачистого LPS Es-

cherichia coli (InvivoGen) путем внутрикожного введения 25 мкл в подушечки обеих передних лап (общая 

доза 10 мкг OVA и 50 нг LPS). 

Антитела и проточная цитометрия. 

Для проточной цитометрии применяли следующие антитела к антигенам мыши: Pacific Blue к 

CD1d, PerCP-Cy5.5 к CD3ε, PE-Cy7 к CD8α, PE-Cy7 к CD11b, Pacific Blue к CD11c, биотинилированное к 

CD45, Pacific Blue к CD45.2, Pacific Blue к CD45, конъюгированное с АРС к IFNγ, APC-eF780 к CD8α, 

PE-Cy5.5 к CD44, РЕ к CD62L, РЕ-Су7 к CD205, РЕ к F4/80, FITC к I-A/I-E из MHCII (все от eBioscience), 

в дополнение к красителю для фиксации живых/мертвых клеток (Invitrogen), набору для мечения аннек-

сина-V-Су5 (BioVision), стрептавидину Pacific Orange (Invitrogen) и антителу к OVA-FITC (Abeam). Об-

разцы анализировали на проточном питометре CyAn ADP (Beckman Coulter). Сначала клетки отмывали с 

помощью PBS, окрашивали в течение 20 мин на льду красителем для живых/мертвых клеток, блокирова-

ли в течение 20 мин на льду в гибридомной среде 24G2, подвергали поверхностному окрашиванию в те-

чение 20 мин на льду, фиксировали в 2% параформальдегиде в течение 20 мин на льду, подвергали внут-

риклеточному окрашиванию в присутствии 0,5% сапонина в течение 45 мин на льду с последующей за-

ключительной отмывкой перед анализом. Для окрашивания апоптических клеток за 5 мин до анализа 

добавляли аннексии-V-Cy5. Для окрашивания CD45 клетки окрашивали стрептавидином Pacific Orange в 

течение 20 мин на льду, отмывали и анализировали. 

Применение с частицами. 

Пептид ERY1 также применяли для толерогенеза в форме наночастиц, с которыми были конъюги-

рованы как пептид ERY1, так и толерогенный антиген. 

Для образования конъюгатов ERY1 с полимерной наночастицей, которая также конъюгирована с 

пептидным или белковым антигеном, стехиометрические количества каждого компонента можно добав-

лять последовательно с целью контроля преобразований в ходе конъюгации. Для образования наноча-

стицы, конъюгированной как с OVA, так и с ERY1 или с пептидом с несоответствием, пептиды сначала 

растворяли в водном 3М гуанидине-HCl, и 0,5 экв. добавляли к наночастицам, содержащим пиридил-

сульфидную тиол-реактивную группу. Измерение абсорбции проводили при 343 нм для наблюдения за 

преобразованиями в ходе реакции, поскольку в ходе реакции образуются нереакционноспособные пири-

дин-2-тионовые соединения с высокой абсорбцией при этой длине волны. Через 2 ч в условиях комнат-

ной температуры абсорбция при 343 нм стабилизировалась, и OVA растворяли в водном 3М гуанидине-

HCl, добавляли к раствору наночастиц в 2-кратном молярном избытке. Через 2 ч в условиях комнатной 

температуры абсорбция при 343 нм снова стабилизировалась до более высокого значения, и в растворе 

рассчитывали концентрации как пептида, так и OVA. Бифункционализированные наночастицы очищали 

от непрореагировавших компонентов с помощью фильтрации в геле на колонке, наполненной сефарозой 

CL6B. Каждые 0,5 мл фракции анализировали на наличие белка и/или пептида с помощью флуоресками-

на, размер наночастиц оценивали с помощью динамического светорассеяния (DLS). 

В случае, если антиген не содержит никаких свободных тиоловых групп для вступления в такую 

реакцию, их можно вводить с помощью технологий рекомбинантной ДНК для создания мутанта, кото-

рый можно было бы затем экспрессировать и очищать рекомбинантным путем. Альтернативно, можно 

выполнять сшивание амина и карбоновой кислоты между наночастицей и антигеном с помощью 1-этил-

3-(3-диметиламинопропил)карбодиимида (EDC). 

Для образования конъюгатов ERY1 с полимерной мицеллой, которая также конъюгирована с пеп-

тидным или белковым антигеном, следует применять подобные реакции, описанные для полимерных 

наночастиц. Мицеллу следует создавать таким образом, чтобы она содержала функциональные группы, 

желательные для соответствующей схемы конъюгации. Учитывая, что наночастицы и мицеллы можно 

синтезировать так, что они будут содержать множество различных функциональных химических групп, 

имеются различные возможные схемы конъюгации для применения в создании комплекса наночасти-

цы/мицелла-антиген-ERY1. 

Пример 4. Разработка антител и фрагментов антител, которые связываются с эритроцитами мыши 

и/или человека. 

Для индукции антиген-специфической иммунной толерантности в качестве другого способа неко-

валентного связывания эритроцитов также можно применять связывающееся с эритроцитами антитело. 

Антитела, проявляющие высокую аффинность к поверхностным белкам эритроцитов, можно выделять с 

помощью скрининга библиотек антител с помощью известных в данной области платформ дисплеев, 

включая, но без ограничения, бактериофаговый дисплей, дрожжевой дисплей и поверхностный дисплей 

Е. coli. При обнаружении нового связывающегося с эритроцитами антитела можно выполнить биохими-
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ческую характеристику связывания, подобную той, которая была проведена для пептида ERY1. Для соз-

дания мутантов с повышенной аффинностью с улучшенными характеристиками связывания проводят 

созревание аффинности для фрагментов антител, у которых при начальном скрининге библиотеки была 

обнаружена способность к связыванию с эритроцитами. С помощью стандартных методик рекомбинант-

ной ДНК, таких как ПЦР с внесением ошибок и сайт-направленный мутагенез, создают новую библиоте-

ку из родительской связывающей последовательности. Библиотека фрагментов антител, подвергнутых 

созреванию аффинности, представляется в дальнейшем с помощью известных в данной области плат-

форм дисплеев, как описано ранее для других фрагментов антител с усиленной аффинностью к эритро-

цитам по сравнению с родительской связывающей последовательностью. 

Созревание аффинности также выполняют для существующих антител, которые связываются с 

эритроцитами мыши или эритроцитами человека. Моноклональное антитело клона TER-119 крысы (Kina 

et al., Br. J. Haematol, 2000) связывается с эритроцитами мыши в еще не полностью изученном сайте, в то 

же время его специфичность привела к его широкому применению при удалении эритроцитов из гетеро-

генных популяций клеток. Для обнаружения новых антител с повышенной аффинностью к эритроцитам 

мыши созревание аффинности проводят с антителом TER-119 в качестве антитела полной длины либо 

фрагмента антитела, такого как scFv. Моноклональное антитело клона 10F7 мыши (Langlois et al., J. Im-

munol, 1984) связывается с гликофорином А человека на поверхности клетки - эритроцита человека. Для 

обнаружения новых антител с повышенной аффинностью к эритроцитам человека созревание аффинно-

сти проводят с антителом 10F7 в качестве антитела полной длины либо фрагмента антитела, такого как 

scFv. 

Для определения первичной последовательности антитела TER-119 была клонирована выделенная 

кДНК, специфичная для антитела, из гибридомы TER-119 в плазмиду с созданием возможности простого 

секвенирования фрагментов гена. В способе ПЦР-амплификапии генов антитела применяли определен-

ный набор праймеров, который способствует амплификации многочисленных вариабельных доменов 

генных сегментов (Krebber et al., 1997; Reddy et al., 2010). 

Последовательность ДНК доменов антитела позволила определить вариабельные участки тяжелой и 

легкой цепей антитела IgG TER-119. Для конструирования варианта scFv IgG TER-119 применяли сбо-

рочную ПЦР с целью создания гена, кодирующего фрагмент, содержащий вариабельный участок тяже-

лой цепи TER-119 с расположенным за ним линкером (Gly-Gly-Gly-Gly-Ser)4 (SEQ ID NO: 18), за кото-

рым располагается вариабельный участок легкой цепи TER-119. 

Для создания комплементарной ДНК (кДНК) клона выполняли стандартную ПЦР с обратной тран-

скриптазой (ОТ-ПЦР) на мРНК, выделенной из гибридомного клона TER-119 с помощью системы синте-

за первой цепи Superscript III (Invitrogen). Затем проводили ПЦР с помощью следующего набора прайме-

ров для специфической амплификации последовательностей ДНК, соответствующих вариабельным уча-

сткам тяжелой (VH) и легкой (VL) цепи антитела. 
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Затем амплифицированные гены VH и VL расщепляли с помощью рестрикционных эндонуклеаз 

(NcoI и NotI для VL, NdeI и HindIII для VH), фрагменты гена очищали после электрофореза в агарозном 

геле с помощью стандартного набора (Zymo Research, Ориндж, Калифорния, США) и лигировали в кло-

нирующую плазмиду pMAZ360. Плазмиду, содержащую ген VH или VL, секвенировали и с помощью 

сборочной ПЦР конструировали новый ген для создания последовательности, кодирующей scFv TER-119 

 
которая кодирует VH-участок клона TER-119 на N-конце транслированного белка с расположенным за 

ним линкерным доменом (Gly-Gly-Gly-Gly-Ser)4 (SEQ ID NO: 18), за которым располагается VL-участок 

клона TER-119 на С-конце транслированного белка. Ген scFv TER-119 конструировали путем амплифи-

кации кДНК TER-119 с помощью праймеров SK07 и SK08, специфичных для VH-участка, и SK09 и S10, 

специфичных для VL-участка. 

 
Каждый полностью сформированный продукт в виде гена scFv расщепляли с помощью SfiI и XhoI 

(NEB, Ипсуич, Массачусетс, США) и лигировали в те же самые сайты в плазмиде для экспрессии у мле-

копитающих pSecTagA (Invitrogen, Карлсбад, Калифорния, США). 

Для созревания аффинности scFv 10F7, который связывается с гликофорином А человека, соответ-

ствующий ген синтезировали коммерческим путем и получали из DNA2.0 (Менло-Парк, Калифорния, 

США) в виде следующей последовательности: 
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Подобное созревание аффинности с помощью методик рекомбинантной ДНК, описанное ранее для 

TER-119, выполняли для гена 10F7 с целью получения библиотеки мутантов, обеспечивающей возмож-

ность скрининга для выявления усиленного связывания с эритроцитами человека. 

Пример 5. Индукция антиген-специфической иммунной толерантности посредством нековалентно-

го связывания антигена, конъюгированного с антителом, с эритроцитами. 

Антитело можно конъюгировать с антигеном с помощью стандартных реакций сшивания, как ука-

зано в примере 3 и в других местах в данном документе. Очищенный конъюгат антитело-антиген будет 

проявлять индукцию толерантности к антигену в стандартных мышиных моделях сахарного диабета 1 

типа, рассеянного склероза, трансплантации островковых клеток и в случае модельного антигена OVA. 

Для демонстрации индукции толерантности к OVA конъюгат OVA-антитело или конъюгат OVA-

наночастица-антитело можно вводить мышам внутривенным или внесосудистым путем. Через заранее 

определенное число дней после введения мышей необходимо умертвить, а лимфатические узлы, селе-

зенку и кровь собрать для анализа. Спленоциты и клетки, полученные из лимфатических узлов, высева-

ют и повторно стимулируют в течение 3 дней ex vivo с помощью OVA и/или пептида SIINFEKL, посред-

ством ELISA у них измеряют снижение экспрессии IFNγ, IL-17a, IL-2 и IL-4 и повышение экспрессии 

TGF-β1, которые являются достоверными признаками толерантности. Внутриклеточное окрашивание 

IFNγ, IL-17a, IL-2 и IL-4 выполняют с помощью проточной питометрии спленоцитов и клеток, получен-

ных из лимфатических узлов, спустя 6 ч после повторной стимуляции ex vivo с помощью OVA и/или 

пептида SIINFEKL. Также проточную цитометрию применяют для характеристики профилей экспрессии 

CD4, CD8 и регуляторных Т-клеток из клеток, выделенных из лимфатических узлов, селезенки и крови. 

Дополнительно у мышей берут образцы крови в различные моменты времени для измерения гумораль-

ного ответа на антиген OVA с выработкой антител. Для определения того, является ли системная толе-

рантность установившейся, выполняют другой эксперимент повторной стимуляции ex vivo. Мышам вво-

дят конъюгат OVA-антитело или конъюгат OVA-антитело-наночастица, как описано ранее, OVA по-

вторно вводят спустя 9 дней с адъювантом (липополисахаридом, полным адъювантом Фрейнда, квасца-

ми и др.), и реактивность спленоцитов в отношении антигена OVA оценивают посредством ELISA и/или 

проточной питометрии, как описано ранее. Состав на основе конъюгата OVA-антитело и/или конъюгата 

OVA-антитело-наночастица сделает спленоциты нереактивными в отношении второй активации с помо-

щью OVA и адъюванта, что является одним из способов демонстрации эффективного установления сис-

темной толерантности. После начального введения составов на основе конъюгата OVA-антитело и/или 

конъюгата OVA-антитело-наночастица можно проводить подобные эксперименты по стимуляции in vivo 

с трансгенными клеточными линиями в качестве дальнейшей демонстрации толерантности, такие как 

адоптивный перенос Т-клеток OT-I, подобные исследованиям, подробно описанным в примере 3. Для 

демонстрации иммунной толерантности в мышиных моделях аутоиммунитета или деиммунизации тера-

певтических молекул можно создавать аналогичные конъюгаты антител для соответствующих антиге-

нов, как было описано в данном документе для OVA. 

Пример 6. Индукция антиген-специфической иммунной толерантности посредством нековалентно-

го связывания антигена, гибридизированного с одноцепочечным антителом, с эритроцитами. 

Можно применять одноцепочечные фрагменты антител (scFv) в качестве участников нековалентно-

го связывания с эритроцитами. ScFv, проявляющие высокую аффинность к поверхностным белкам эрит-

роцитов, можно выделять путем скрининга библиотек scFv с помощью известных в данной области 

платформ дисплеев. При обнаружении нового связывающегося с эритроцитами фрагмента антитела не-

обходимо выполнить биохимическую характеристику связывания, подобную той, которая была проведе-

на для пептида ERY1. Поскольку scFv имеет одну полипептидную цель, его будут гибридизировать с 

антигеном сайт-специфическим рекомбинантным путем с помощью стандартных методик рекомбинант-

ной ДНК. В зависимости от природы партнера гибридизации для антигена scFv гибридизируют с N- или 

С-концом антигена с созданием бифункциональных белковых соединений. В случае, если последова-

тельность узнавания пептида главного комплекса гистосовместимости (МНС) известна антигену, пептид 

также включают в линкерный домен scFv, создавая, таким образом, новый бифункциональный конструкт 
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антитело/антиген, содержащий нативные концы scFv. 

Для демонстрации индукции толерантности к OVA конъюгат OVA-scFv или конъюгат OVA-

наночастица-scFv можно вводить мышам внутривенным или внесосудистым путем. Через заранее опре-

деленное число дней после введения мышей необходимо умертвить, а лимфатические узлы, селезенку и 

кровь необходимо собрать для анализа. Спленоциты и клетки, полученные из лимфатических узлов, не-

обходимо высеять и повторно стимулировать в течение 3 дней ex vivo с помощью OVA и/или пептида 

SIINFEKL (SEQ ID NO: 3), и с помощью, например, ELISA необходимо измерить у них снижение экс-

прессии IFNγ, IL-17a, IL-2 и IL-4 и повышение экспрессии TGF-β1, которые являются достоверными 

признаками толерантности. Внутриклеточное окрашивание IFNγ, IL-17a, IL-2 и IL-4 выполняют с помо-

щью проточной цитометрии спленоцитов и клеток, полученных из лимфатических узлов, спустя 6 ч по-

сле повторной стимуляции ex vivo с помощью OVA и/или пептида SIINFEKL (SEQ ID NO: 3). Также 

проточную цитометрию можно применять для характеристики профилей экспрессии CD4, CD8 и регуля-

торных Т-клеток из клеток, выделенных из лимфатических узлов, селезенки и крови. Дополнительно у 

мышей берут образцы крови в различные моменты времени для измерения гуморального ответа на анти-

ген OVA с выработкой антител. Для определения того, является ли системная толерантность установив-

шейся, выполняют другой эксперимент повторной стимуляции ex vivo. Мышам вводят конъюгат OVA-

scFv или конъюгат OVA-наночастица-scFv, как описано ранее, OVA повторно вводят спустя 9 дней с 

адъювантом (липополисахаридом, полным адъювантом Фрейнда, квасцами и др.), и реактивность спле-

ноцитов в отношении антигена OVA оценивают посредством ELISA и/или проточной цитометрии, как 

описано ранее. Состав на основе конъюгата OVA-scFv и/или конъюгата OVA-scFv-наночастица сделает 

спленоциты нереактивными в отношении второй активации с помощью OVA и адъюванта, что демонст-

рирует, таким образом, эффективное установление системной толерантности. После начального введе-

ния составов на основе конъюгата OVA-scFv и/или конъюгата OVA-scFv-наночастица можно проводить 

подобные эксперименты по активации in vivo с трансгенными клеточными линиями для демонстрации 

толерантности, такие как адоптивный перенос Т-клеток OT-I, подобные исследованиям, подробно опи-

санным в примере 3. Для демонстрации иммунной толерантности в мышиных моделях аутоиммунитета 

или деиммунизации терапевтических молекул можно создавать аналогичные гибридные молекулы на 

основе scFv для соответствующих антигенов, как было описано в данном документе для OVA. 

Для создания конструкта на основе антитела, который как связывается с эритроцитами мыши, так и 

представляет иммунодоминантный эпитоп OVA, презентируемый MHC-I (SGLEQLESIINFEKL) (SEQ ID 

NO: 75), применяют стандартные методики рекомбинантной ДНК. С помощью ПЦР с перекрывающими-

ся праймерами впервые был создан фрагмент ДНК, который кодировал 3'-концевой домен, в том числе 

пептид SGLEQLESIINFEKL (SEQ ID NO: 75), перекрывающийся с 5'-доменом, комплементарным 3'-

концу последовательности TER119. Этот фрагмент ДНК применяли в качестве обратного праймера на-

ряду с комплементарным прямым 5'-праймером в стандартной ПЦР для создания целого фрагмента ДНК, 

кодирующего TER119-SGLEQLESIINFEKL (SEQ ID NO: 75) 

 
Подчеркнутая последовательность обозначает генный сегмент, кодирующий SGLEQLESIINFEKL. 

Для рекомбинантной экспрессии фрагмент ДНК включали в вектор экспрессии у млекопитающих и про-

кариот. 

Для создания конструкта на основе антитела, который связывается с эритроцитами мыши и пред-

ставляет мимотоп 1040-р31 хромогранина А (YVRPLWVRME) (SEQ ID NO: 77), применяют стандартные 

методики рекомбинантной ДНК. С помощью ПЦР с перекрывающимися праймерами был создан фраг-
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мент ДНК, который кодировал 3'-концевой домен, в том числе пептид YVRPLWVRME (SEQ ID NO: 77), 

перекрывающийся с 5'-доменом, комплементарным 3'-концу последовательности TER119. Этот фрагмент 

ДНК применяли в качестве праймера наряду с комплементарным прямым 5'-праймером в стандартной 

ПЦР для создания целого фрагмента ДНК, кодирующего TER119-YVRPLWVRME 

 
Подчеркнутая последовательность обозначает генный сегмент, кодирующий мимотоп хромограни-

на А (1040-р31) (YVRPLWVRME) (SEQ ID NO: 77). Для рекомбинантной экспрессии фрагмент ДНК 

включали в вектор экспрессии у млекопитающих и прокариот. 

Для создания конструкта на основе антитела, который связывается с эритроцитами мыши и пред-

ставляет проинсулин мыши, главный аутоантиген сахарного диабета у мышей NOD, применяли стан-

дартные методики рекомбинантной ДНК. С помощью ПЦР с перекрывающимися праймерами впервые 

был создан фрагмент ДНК, который кодировал 3'-концевой домен, в том числе целый белок проинсулин, 

перекрывающийся с 5'-доменом, комплементарным 3'-концу последовательности TER119. Этот фрагмент 

ДНК применяли в качестве праймера наряду с комплементарным прямым 5'-праймером в стандартной 

ПЦР для создания целого фрагмента ДНК, кодирующего TER119-проинсулин 

 
Подчеркнутая последовательность обозначает генный сегмент конструкта, кодирующий проинсу-

лин. Для рекомбинантной экспрессии фрагмент ДНК включали в вектор экспрессии у млекопитающих и 

прокариот. 
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Пример 7. Синтез разветвленных полимеров, содержащих связывающиеся с эритроцитами лиганды 

и другие функциональные группы. 

Для синтеза PEG-тиоацетата с 8 ветвями PEG-OH с 8 ветвями (Nektar) растворяли в толуоле и вво-

дили в реакцию на 18 ч с 10 экв. триэтиламина (Sigma Aldrich, CAS № 121-44-8) и 10 экв. метансульфо-

нилхлорида (Sigma Aldrich, CAS № 124-63-0) при комнатной температуре под аргоном. Остаток от-

фильтровывали, и фильтрат концентрировали при пониженном давлении, растворяли в диметилформа-

миде (DMF), добавляли 10 экв. тиоацетата калия (Sigma Aldrich, CAS № 10387-40-3). Спустя 18 ч нахож-

дения при комнатной температуре фильтрат концентрировали под пониженным давлением и осаждали в 

диэтиловом эфире. Осадок отфильтровывали и высушивали при пониженном давлении с получением 

конечного продукта. 

Для синтеза PEG-пиридилдисульфида с 8 ветвями PEG-тиоацетат с 8 ветвями растворяли в диме-

тилформамиде (DMF), и с него удаляли защитные группы с помощью 1,05 экв. метоксида натрия (Sigma 

Aldrich, CAS № 124-41-4) в течение 1 ч при комнатной температуре под аргоном в сосуде Шленка. Для 

восстановления незащищенных тиоловых групп до тиолатных к раствору добавляли 2 экв. гидрохлорида 

трис(2-карбоксиэтил)фосфина (ТСЕР, Thermo Scientific, CAS № 51805-45-9) и 2 экв. дистиллированной 

воды. Спустя 2 ч нахождения при комнатной температуре добавляли 12 экв. 2,2'-дитиодипиридина (алд-

ритиол-2, Sigma Aldrich, CAS № 2127-03-9), раствор взбалтывали при комнатной температуре в течение 

24 ч. Затем реакционную смесь диализировали против 5 л дистиллированной воды в диализной трубке 

MWCO на 3500 Да в течение 48 ч, во время которых дистиллированную воду заменяли 4 раза. Нагрузку 

пиридилсульфида на PEG с 8 ветвями определяли количественно по восстановлению в 25 мМ ТСЕР в 

100 мМ HEPES, рН 8,0, спектры в УФ- и видимой области измеряли при 343 нм для отслеживания при-

сутствия пиридин-2-тионовой уходящей группы. 

Для синтеза PEG-пиридилсульфид-ALEXAFLUOR647 с 8 ветвями PEG-тиоацетат с 8 ветвями рас-

творяли в DMF и с него удаляли защитные группы с помощью 1,05 экв. метоксида натрия (Sigma Aldrich, 

CAS № 124-41-4) в течение 1 ч при комнатной температуре под аргоном в сосуде Шленка. Для восста-

новления незащищенных тиоловых групп до тиолатных к раствору добавляли 2 экв. гидрохлорида 

трис(2-карбоксиэтил)фосфина (ТСЕР, Thermo Scientific, CAS № 51805-45-9) и равный объем 100 мМ 

HEPES, рН 8,0. Спустя 2 ч нахождения при комнатной температуре к раствору добавляли 0,125 экв. (эк-

вивалентно 1 ветви из 8) AlexaFluor647-С2-малеимида (Invitrogen). Спустя 2 ч нахождения при комнат-

ной температуре добавляли 12 экв. 2,2'-дитиодипиридина (алдритиол-2, Sigma Aldrich, CAS № 2127-03-

9), раствор взбалтывали при комнатной температуре в течение 24 ч. Затем реакционную смесь диализи-

ровали против 5 л дистиллированной воды в диализной трубке MWCO на 3500 Да в течение 48 ч, во вре-

мя которых дистиллированную воду заменяли 4 раза. Нагрузку пиридилсульфида на PEG с 8 ветвями 

определяли количественно по восстановлению в 25 мМ ТСЕР в 100 мМ HEPES, рН 8,0, спектры в УФ- и 

видимой области измеряли при 343 нм для отслеживания присутствия пиридин-2-тионовой уходящей 

группы. 

Тиолсодержащие пептиды конъюгировали с PEG-пиридилсульфидом с 8 ветвями путем добавления 

стехиометрических количеств пептида, растворенного в водном 3М гуанидине-HCl (Sigma Aldrich, CAS 

№ 50-01-10), к водному раствору PEG-пиридилсульфида с 8 ветвями при комнатной температуре. Пре-

образования в ходе реакции отслеживали путем измерения спектров в УФ- и видимой области при 343 

нм для количественного определения присутствия пиридин-2-тионовой уходящей группы. При необхо-

димости конъюгации более одной молекулы с PEG-пиридилсульфидом с 8 ветвями процедуру реакции 

повторяли с новой молекулой в том же сосуде. Сразу после завершения конъюгации реакционную смесь 

обессоливали на колонке для обессоливания ZEBASPIN (Thermo Scientific) и очищенный продукт храни-

ли в соответствующих стерильных условиях. 

Индукцию толерантности к OVA можно было продемонстрировать для конъюгата PEG с 8 ветвями-

ERY/MIS-SIINFEKL (SIINFEKL: SEQ ID NO: 3) посредством его введения мышам внутривенным или 

внесосудистым путем. Этот тест также должен свидетельствовать об индукции толерантности у людей с 

помощью лигандов, специфичных для человека. При такой демонстрации через заранее определенное 

число дней после введения мышей следовало умертвить, а лимфатические узлы, селезенку и кровь со-

брать для анализа. Спленоциты и клетки, полученные из лимфатических узлов, высевают и повторно 

стимулируют в течение 3 дней ex vivo с помощью OVA и/или пептида SIINFEKL (SEQ ID NO: 3) и по-

средством ELISA у них измеряют снижение экспрессии IFNγ, IL-17a, IL-2 и IL-4 и повышение экспрес-

сии TGF-β1, которые являются достоверными признаками толерантности. Внутриклеточное окрашива-

ние IL-17a, IL-2 и IL-4 выполняют с помощью проточной цитометрии на спленоцитах и клетках, полу-

ченных из лимфатических узлов, спустя 6 ч после повторной стимуляции ex vivo с помощью OVA и/или 

пептида SIINFEKL (SEQ ID NO: 3). Также проточную цитометрию применяют для характеристики про-

филей экспрессии CD4, CD8 и регуляторных Т-клеток из клеток, выделенных из лимфатических узлов, 

селезенки и крови. Дополнительно у мышей берут образцы крови в различные моменты времени для из-

мерения гуморального ответа на антиген OVA с выработкой антител. Для определения того, является ли 

системная толерантность установившейся, выполняют другой эксперимент повторной стимуляции ex 
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vivo. Мышам вводят конъюгат PEG с 8 ветвями-ERY1/MIS-SIINFEKL (SIINFEKL: SEQ ID NO: 3), как 

описано ранее, OVA повторно вводят спустя 9 дней с адъювантом (липополисахаридом, полным адъю-

вантом Фрейнда, квасцами и др.), реактивность спленоцитов в отношении антигена OVA оценивают по-

средством ELISA и/или проточной цитометрии, как описано ранее. Конъюгат PEG с 8 ветвями-ERY1-

SIINFEKL (SIINFEKL: SEQ ID NO: 3) сделает спленоциты нереактивными в отношении второй актива-

ции с помощью OVA и адъюванта, что является способом иллюстрации эффективного установления сис-

темной толерантности. После начального введения составов на основе конъюгата PEG с 8 ветвями-

ERY1/MIS-SIINFEKL (SIINFEKL: SEQ ID NO: 3) можно проводить подобные эксперименты по актива-

ции in vivo с трансгенными клеточными линиями для дополнительной демонстрации толерантности, та-

кие как адоптивный перенос Т-клеток OT-I, подобные исследованиям, подробно описанным в примере 3. 

Для демонстрации иммунной толерантности в мышиных моделях аутоиммуннитета или деиммунизации 

терапевтических молекул можно создавать аналогичные конструкты на основе PEG с 8 ветвями для со-

ответствующих антигенов, как было описано в данном документе для SIINFEKL (SEQ ID NO: 3). 

Пример 8. Индукция антиген-специфической иммунной толерантности посредством нековалентно-

го связывания антигена, конъюгированного с аптамером, с эритроцитами. 

Можно осуществлять способы с применением других биоаффинных реагентов, отличных от анти-

тел, для измерения их способности к индукции иммунной толерантности посредством нековалентного 

связывания с эритроцитами. Другие белковые аффинные фрагменты, такие как сконструированные бел-

ки с анкириновыми повторами (DARPin) (Steiner, Forrer, et al., 2008), сконструированные белки с повто-

рами armadillo (Parmeggiani, Pellarin, et al., 2008), домены фибронектина (Hackel, Kapila, et al., 2008) и 

аффинные каркасные структуры типа "цистиновых узлов" (ноттинов) (Silverman, Levin, et al., 2009), под-

вергали скринингу для выявления тех, которые проявляли аффинность связывания с эритроцитами. 

Скрининг библиотек для обнаружения аптамеров ДНК/РНК, обладающих высокой аффинностью к 

эритроцитам, проводят с помощью общепризнанного способа систематической эволюции лигандов экс-

поненциальным обогащением (SELEX) (Archemix, Кембридж, Массачусетс, США) (Sampson, 2003). С 

момента обнаружения новых последовательностей ДНК/РНК, которые связываются с эритроцитами с 

высокой аффинностью, их синтезируют химическим путем содержащими дополнительную химическую 

реакционноспособную группу на 3'- или 5'-конце для конъюгации с антигеном и/или полимерной мицел-

лой/наночастицей. Для создания одного биоконъюгата, содержащего связывающийся с эритроцитами 

аптамер и антиген или комплекс антиген-наночастица, аптамер, синтезированный химическим путем, 

содержит, например, реакционноспособную группу NH2, которую конъюгируют посредством стратегии 

конъюгации посредством EDC/NHS с группами СООН, присутствующими в наночастице или антигене 

или комплексе наночастица-антиген. Испытывали различные методики химической конъюгации путем 

изменения ортогональных реакционноспособных групп и схем конъюгации для каждого из аптамера, 

антигена и/или комплекса антиген-наночастица. 

Для демонстрации индукции толерантности к OVA конъюгат OVA-аптамер или конъюгат OVA-

наночастица-аптамер вводят мышам внутривенным или внесосудистым путем. Через заранее определен-

ное число дней после введения мышей умерщвляют, а лимфатические узлы, селезенку и кровь собирают 

для анализа. Спленоциты и клетки, полученные из лимфатических узлов, высевают и повторно стимули-

руют в течение 3 дней ex vivo с помощью OVA и/или пептида SIINFEKL (SEQ ID NO: 3), посредством 

ELISA у них измеряют снижение экспрессии IFNγ, IL-17a, IL-2 и IL-4 и повышение экспрессии TGF-β1, 

которые являются достоверными признаками толерантности. Внутриклеточное окрашивание IL-17a, IL-2 

и IL-4 выполняют с помощью проточной цитометрии на спленоцитах и клетках, полученных из лимфа-

тических узлов, спустя 6 ч после повторной стимуляции ex vivo с помощью OVA и/или пептида  

SIINFEKL (SEQ ID NO: 3). Также проточную цитометрию применяют для характеристики профилей 

экспрессии CD4, CD8 и регуляторных Т-клеток из клеток, выделенных из лимфатических узлов, селезен-

ки и крови. Дополнительно у мышей берут образцы крови в различные моменты времени для измерения 

гуморального ответа на антиген OVA с выработкой антител. Для определения того, является ли систем-

ная толерантность установившейся, выполняют другой эксперимент повторной стимуляции ex vivo. 

Мышам вводят конъюгат OVA-антитело или конъюгат OVA-антитело-наночастица, как описано ранее, 

OVA повторно вводят спустя 9 дней с адъювантом (липополисахаридом, полным адъювантом Фрейнда, 

квасцами и др.), реактивность спленоцитов в отношении антигена OVA оценивают посредством ELISA 

и/или проточной цитометрии, как описано ранее. Предполагается, что составы на основе конъюгата 

OVA-антитело и/или конъюгата OVA-антитело-наночастица сделают спленоциты нереактивными в от-

ношении второй активации с помощью OVA и адъюванта, что демонстрирует, таким образом, эффектив-

ное установление системной толерантности. После начального введения составов на основе конъюгата 

OVA-аптамер и/или конъюгата OVA-аптамер-наночастица можно проводить подобные эксперименты по 

активации in vivo с трансгенными клеточными линиями для демонстрации толерантности, такие как адо-

птивный перенос Т-клеток OT-I, подобные исследованиям, подробно описанным в примере 3. Для де-

монстрации иммунной толерантности в мышиных моделях аутоиммунитета или деиммунизации тера-

певтических молекул создают аналогичные конструкты на основе аптамеров для соответствующих анти-

генов, как было описано в данном документе для OVA. 



035931 

- 39 - 

Пример 9. Характеристика связывания с эритроцитами человека. 

Для характеристики выбранных пептидов из бактериального дисплея, которые связывались с эрит-

роцитами человека в условиях отсутствия представления клетками, пептиды синтезировали химическим 

путем и конъюгировали с флуоресцентным белком аллофикоцианином (АРС). Подобным образом харак-

теризовали способность к связыванию с эритроцитами каждого пептида в растворимой форме, т.е. в виде 

белкового конъюгата. Как показано на фиг. 6, пептиды ERY64, ERY123 и ERY141 связывались с эритро-

цитами человека в виде конъюгатов с АРС. 

Способ конъюгации АРС с пептидами. 

Пептиды заказывали и синтезировали под заказ посредством стандартного твердофазного синтеза 

по f-moc-стратегии в Polypeptide Group (Страсбург, Франция). 10 экв. пептида, растворенного в 3М гуа-

нидине-HCl, добавляли к 2 мг/мл АРС, активированного малеимидом (InnovaBiosciences, Кэмбридж, Ве-

ликобритания) в PBS. После 4 ч инкубации при температуре 4°С реакционную смесь обессоливали ко-

лонке для обессоливания ZEBA на 2 мл (Thermo Scientific) и хранили при температуре 4°С. 

Количественное определение связывания с эритроцитами посредством способа проточной цитомет-

рии. 

Свежевыделенную кровь человека разводили в 100 раз в PBS с добавлением 20 мг/мл BSA. 5×10
5
 

эритроцитов добавляли к 150 мкл 1 мкМ конъюгата АРС-пептид и инкубировали при температуре 37°С в 

течение 45 мин. Клетки тщательно отмывали в PBS + 20 мг/мл BSA и анализировали для выявления флу-

оресценции АРС на проточном питометре CyAn ADP (Beckman Coulter). 

Пример 10. Индукция антиген-специфической иммунной толерантности посредством связывания 

антигена, гибридизированного с одноцепочечным антителом, с эритроцитами. 

Была создана рекомбинантная гибридная молекула на основе scFv и SIINFEKL, иммунодоминант-

ного домена OVA, презентируемого MHC-I. Полученный scFv (называемый в данном документе 

TER119-SIINFEKL) связывался с эритроцитами мыши, как показано с помощью проточной цитометрии 

на фиг. 7. 

Поскольку в данном документе уже было показано, что эту толерантность индуцировал ERY1-

OVA, он считается пригодной системой для характеристики иммунных событий. Было установлено, что 

связывание эритроцита с ERY1-OVA приводило к эффективной перекрестной презентации иммунодо-

минантного эпитопа OVA (SIINFEKL), презентируемого МНС-I, с помощью антигенпрезентирующих 

клеток (АРС) и соответствующему примированию реактивных Т-клеток перекрестно-реагирующим ан-

тигеном. CD8
+ 

Т-клетки OT-I (CD45.2
+
), меченные CFSE, адоптивно переносили мышам CD45.1

+
, затем 

измеряли пролиферацию CD8
+
 Т-клеток OT-I в течение 5 дней после внутривенного введения 10 мкг 

OVA, 10 мкг ERY1-OVA, эквимолярной дозы TER119-SIINFEKL или эквимолярной дозы SIINFEKL. 

Пролиферация CD8
+
 T-клеток OT-I, определенная по разбавлению флуоресцентного средства CFSE, из-

меренному с помощью проточной цитометрии, значительно усиливалась у мышей, которым вводили 

TER119-SIINFEKL, по сравнению с теми, кому вводили ERY1-OVA или OVA (фиг. 8), что указывало на 

то, что связывание с эритроцитами повышало примирование антиген-специфических CD8
+
 Т-клеток пе-

рекрестно-реагирующим антигеном по сравнению с растворимым антигеном SIINFEKL. 

Для разграничения между Т-клетками, разведенными до функционального эффекторного фенотипа, 

и разведенными и подвергнутыми делеции Т-клетками анализировали пролиферирующие CD8
+
 Т-клетки 

OT-I на связывание с аннексином V, как отличительный признак апоптоза, а значит, и делеции, а также 

маркер истощения и запрограммированной гибели-1 (PD-1). TER119-SIINFEKL и ERY1-OVA индуциро-

вали пролиферацию гораздо большего количества аннексии-V
+
 и PD-1

+
 CD8

+
 Т-клеток OT-I, чем OVA 

(фиг. 9). 

С помощью достоверной модели стимуляции OT-I с выработкой толерантности (Liu, Iyoda, et al., 

2002) была показана способность TER119-SIINFEKL и ERY1-OVA к предупреждению последующих 

иммунных ответов на опосредованную вакциной антигенную стимуляцию, даже если в стимуляции уча-

ствует очень сильный адъювант бактериального происхождения. С целью толеризации мышам CD45.1
+
 

внутривенно вводили 10 мкг OVA или ERY1-OVA или эквимолярную дозу ER119-SIINFEKL спустя 1 и 

6 дней после адоптивного переноса CD8
+
 Т-клеток OT-I. Спустя 9 дополнительных дней, необходимых 

для обеспечения возможной делеции перенесенных Т-клеток, мышей-реципиентов подвергали стимуля-

ции с помощью внутрикожной инъекции OVA, вводимого с липополисахаридом (LPS) в качестве адъю-

ванта. Характеристика клеток дренирующих лимфатических узлов и селезенки, а также их воспалитель-

ные ответы спустя 4 дня после стимуляции позволили провести определение в отношении того, имела ли 

место делеция на самом деле или нет. 

Внутривенное введение TER119-SIENFEKL или ERY1-OVA приводило к выраженному сокраще-

нию популяций CD8
+
 Т-клеток OT-I в дренирующих лимфатических узлах и селезенке по сравнению с 

мышами, которым вводили немодифицированный OVA перед антигенной стимуляцией с LPS, что ука-

зывает на делеционную толерантность. Дренирующие лимфатические узлы мышей, обработанных 

ERY1-OVA, содержали более чем в 11 раз меньше CD8
+
 Т-клеток OT-I по сравнению с таковыми у мы-

шей, обработанных OVA, и в 39 раз меньше, чем у мышей из контрольной группы стимуляции, которые 
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не получали внутривенные инъекции антигена; ответы клеток селезенки были сходными. Дренирующие 

лимфатические узлы мышей, обработанных TER119-SIINFEKL, содержали более чем в 13 раз меньше 

CD8
+
 Т-клеток OT-I по сравнению с таковыми у мышей, обработанных OVA, и более чем в 42 раза 

меньше, чем у мышей из контрольной группы стимуляции, которые не получали внутривенные инъекции 

антигена; ответы клеток селезенки были сходными. Эта эффективная клональная делеция, проявляемая у 

мышей, которым вводили TER119-SIINFEKL или ERY1-OVA, подтвердила более ранние наблюдения 

усиленного примирования CD8
+
 Т-клеток OT-I перекрестно-реагирующим антигеном (фиг. 8) и также 

показала, что примирование перекрестно-реагирующим антигеном происходило в отсутствие презента-

ции костимулирующих молекул с помощью АРС для активации делеционной толерантности. 

Для дальнейшей оценки иммунного ответа после антигенной стимуляции характеризовали воспали-

тельную природу резидентных клеток лимфатических узлов и селезенки с помощью экспрессии интер-

ферона γ (IFNγ) CD8 Т-клетками OT-I (фиг. 10). После стимуляции с помощью OVA и LPS лимфатиче-

ские узлы мышей, ранее обработанных ERY1-OVA, содержали в 10 раз меньше клеток, экспрессирую-

щих IFNγ, по сравнению с таковыми у мышей из контрольной группы стимуляции (ранее не получавших 

антиген) и более чем в 4 раза меньше клеток, экспрессирующих IFNγ, по сравнению с таковыми у мы-

шей, ранее обработанных эквивалентной дозой OVA. После стимуляции с помощью OVA и LPS лимфа-

тические узлы мышей, ранее обработанных TER119-SIINFEKL, содержали в 33 раза меньше клеток, экс-

прессирующих IFNγ, по сравнению с таковыми у мышей из контрольной группы стимуляции (ранее не 

получавших антиген) и более чем в 14 раз меньше клеток, экспрессирующих IFNγ, по сравнению с тако-

выми у мышей, ранее обработанных эквивалентной дозой OVA, что показывает важность связывания с 

эритроцитами в толерогенной защите в ответ на стимуляцию; ответы клеток селезенки были сходными. 

Способы применения животных. 

Все процедуры с животными ранее были одобрены ветеринарными учреждениями Швейцарии. 

Мышей линии C57BL/6-Tg(TcraTcrb) 1100Mjb (OT-I) (Jackson Labs) разводили в условиях вивария EPFL, 

и самок в возрасте 6-12 недель использовали для выделения спленоцитов. Самок мышей линии B6.SJL-

Ptprc
a
Pepc

b
/Boy (CD45.1) (Charles River) в возрасте 8-12 недель применяли в качестве носителей-

реципиентов для адоптивного переноса CD8
+
 Т-клеток OT-I и исследований по индукции толерантности. 

Способы разработки и синтеза пептидов. 

Пептид ERY1  синтезировали с помощью f-

moc-стратегии стандартного твердофазного синтеза на смоле TGR (Nova Biochem) в автоматизированной 

системе регулируемой подачи жидкостей (Chemspeed). Подчеркнутой последовательностью является 

последовательность ERY1 из 12 мономеров, ранее описанная с помощью фагового дисплея как участок 

связывания с гликофорином А мыши (Kontos and Hubbell, 2010). Область GGSG выполняла роль линкера 

для цистеинового остатка, применяемого для конъюгации; фланкирующий аргининовый остаток способ-

ствовал понижению рКа и, таким образом, увеличению реакционной способности цистеинового остатка 

(Lutolf, Tirelli, et al., 2001). Пептид отделяли от смолы в течение 3 ч в растворе 95% трифторуксусной 

кислоты, 2,5% этандитиола, 2,5% воды и осаждали в охлажденном на льду диэтиловом эфире. Очистку 

проводили в системе для препаративной ВЭЖХ-МС (Waters) с помощью колонки с обращенной фазой 

С18 (Perspective Biosystems). 

Способы конъюгации ERY1 и антигена. 

10 мол. экв. сукцинимидил-4-(N-малеимидометил)циклогексан-1-карбоксилата (SMCC, CAS  

№ 64987-85-5, Thermo Scientific), растворенного в диметилформамиде, вводили в реакцию с 5 мг/мл 

OVA, не содержащим эндотоксинов (<1 МЕ/мг) (Hyglos GmbH), в PBS в течение 1 ч при комнатной тем-

пературе. После обессоливания на спин-колонке для обессоливания ZEBA на 2 мл (Thermo Scientific) 

добавляли 10 экв. пептида ERY1, растворенного в 3М гуанидине-HCl, и предоставляли возможность 

протекания реакции в течение 2 ч при комнатной температуре. Конъюгат обессоливали с помощью спин-

колонки для обессоливания ZEBA на 2 мл, 0,2 мкл фильтровали в стерильных условиях, распределяли в 

рабочие аликвоты и хранили при температуре -20°С. Концентрацию белка определяли с помощью ВСА-

анализа (Thermo Scientific). Реализация этой схемы приводила к конъюгации боковой цепи цистеина пеп-

тида с боковыми цепями лизина антигена. 

Способы адоптивного переноса Т-клеток. 

CD8
+
 Т-клетки из селезенок мышей OT-I (CD45.2

+
) выделяли с помощью набора магнитных гранул 

для отрицательной селекции CD8 (Miltenyi Biotec) согласно инструкциям изготовителя. Свежевыделен-

ные CD8
+
 клетки OT-I ресуспендировали в PBS и метили 1 мкМ карбоксифлуоресцинсукцинимидило-

вым эфиром (CFSE, Invitrogen) в течение 6 мин при комнатной температуре, а реакционную смесь гасили 

в течение 1 мин равным объемом IMDM с 10% FBS (Gibco). Перед инъекцией клетки отмывали, подсчи-

тывали и ресуспендировали в чистой IMDM. 3×10
6
 CD8

+
 клеток OT-I, меченных CFSE, инъецировали 

внутривенно в хвостовую вену мышей-реципиентов CD45.1
+
. Для кратковременных исследований про-

лиферации 10 мкг ERY1-OVA или OVA или эквимолярную дозу TER119-SIINFEKL в объеме 100 мкл 

инъецировали спустя 24 ч после адоптивного переноса. Спленоциты собирали спустя 5 дней после вве-

дения антигена и окрашивали для анализа с помощью проточной цитометрии. 
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Способы применения модели толерантности и стимуляции OT-I. 

3×10
5
 CD8

+
 Т-клеток ОТ-I, меченных CFSE, инъецировали мышам-реципиентам CD45.1

+
, как опи-

сано ранее. Спустя 1 и 6 дней после адоптивного переноса мышам внутривенно вводили 10 мкг ERY1-

OVA или OVA или эквимолярную дозу TER119-SIINFEKL в 100 мкл физиологического раствора в хво-

стовую вену. Спустя 15 дней после адоптивного переноса мышей подвергали стимуляции с помощью 5 

мкг OVA и 25 нг ультрачистого LPS Escherichia coli (InvivoGen) путем внутрикожного введения 25 мкл в 

подушечки обеих задних лап (способ Hock, общая доза 10 мкг OVA и 50 нг LPS). Мышей умерщвляли 

через 4 дня после активации, клетки селезенки и дренирующих лимфатических узлов выделяли для по-

вторной стимуляции. Для анализа внутриклеточного цитокинеза с помощью проточной цитометрии 

клетки повторно стимулировали в присутствии 1 мг/мл OVA или 1 мкг/мл пептида SIINFEKL (Genscript) 

в течение 3 ч. Добавляли брефелдин A (Sigma, 5 мкг/мл), и повторную стимуляцию продолжали в тече-

ние дополнительных 3 ч перед окрашиванием и анализом с помощью проточной цитометрии. 

Антитела и способы проточной цитометрии. 

Для проточной цитометрии применяли следующие антитела к антигенам мыши: Pacific Blue к 

CD1d, PerCP-Cy5.5 к CD3ε, PE-Cy7 к CD8α, Pacific Blue к CD45.2, конъюгированное с АРС к IFNγ, APC-

eF780 к CD8α (все от eBioscience), в дополнение к красителю для фиксации живых/мертвых клеток (Invi-

trogen) и набору для мечения аннексина-V-Су5 (BioVision). Образцы анализировали на проточном пито-

метре CyAn ADP (Beckman Coulter). Сначала клетки отмывали с помощью PBS, окрашивали в течение 20 

мин на льду красителем для живых/мертвых клеток, блокировали в течение 20 мин на льду в гибридом-

ной среде 24G2, подвергали поверхностному окрашиванию в течение 20 мин на льду, фиксировали в 2% 

параформальдегиде в течение 20 мин на льду, подвергали внутриклеточному окрашиванию в присутст-

вии 0,5% сапонина в течение 45 мин на льду с последующей заключительной отмывкой перед анализом. 

Для окрашивания апоптических клеток за 5 мин до анализа добавляли аннексии-V-Cy5. 

Пример 11. Формирование антиген-специфической иммунной толерантности к терапевтическим 

белкам посредством молекулы-гибрида, содержащей связывающийся с эритроцитами пептид и конъюги-

рованный антиген. 

Вариант аспарагиназы, связывающийся с эритроцитом (ERY1-ASNase), создавали с помощью 

конъюгации с пептидом ERY1 мыши, специфичным для эритроцитов (Kontos and Hubbell, 2010). Для 

определения иммуногенности аспарагиназы, связывающейся с эритроцитами, по сравнению с аспараги-

назой дикого типа было проведено исследование для оценки двух режимов, а именно применение режи-

ма с 2 дозами и 6 дозами конъюгата ERY (ERY1-ASNase) или нативной формы (аспарагиназа медак, 

Medac GmbH; которую также применяли в качестве исходного материала для создания конъюгата ERY1-

ASNase). В каждом режиме 15 мкг ERY1-ASNase или ASNase вводили внутривенно каждые 2 дня, кровь 

забирали каждые 7 дней. 

После воздействия терапевтических доз измеряли титры антител в различные моменты времени 

вплоть до 21 дня после заключительной инъекции. Результат явно указывал на значительное снижение 

иммуногенности в процессе конъюгации эритроцитов при полном отсутствии антител, наблюдаемых в 

сериях в режиме с 2 дозами и в режиме с 6 дозами (фиг. 11). В отличие от этого, нативная аспарагиназа 

дикого типа (применяемая в настоящее время в клинической практике в препарате аспарагиназа медак) 

индуцировала выраженный иммунитет даже после прохождения режима с 2 дозами. 

Для определения того, индуцировала ли связывающаяся с эритроцитами аспарагиназа истинную 

иммунную толерантность к аспарагиназе дикого типа, было проведено профилактическое исследование. 

Мышей, которым ранее вводили аспарагиназу дикого типа для клинического применения, подвергали 

стимуляции с помощью дополнительной дозы после начала выработки гуморального иммунитета. После 

повторного введения белка уровни антител повышались или оставались высокими; это характерно для 

опасной клинической ситуации гиперчувствительности и шоковых реакций по отношению к терапевти-

ческому средству. Мыши, ранее обработанные аспарагиназой, конъюгированной с ERY1, не смогли ин-

дуцировать эффективный ответ с выработкой антител даже после шести стимуляций аспарагиназой ди-

кого типа. Мыши, подвергнутые толеризации аспарагиназой, связывающейся с эритроцитами, вырабаты-

вали в среднем примерно в 6000 раз меньше антител к аспарагиназе дикого типа для клинического при-

менения. 

Способ конъюгации ERY1 и ASNase. 

10 мол. экв. сукцинимидил-4-(N-малеимидометил)циклогексан-1-карбоксилата (SMCC, CAS  

№ 64987-85-5, Thermo Scientific), растворенного в диметилформамиде, вводили в реакцию с 5 мг/мл ас-

парагиназой медак в PBS в течение 2 ч при комнатной температуре. После обессоливания на спин-

колонке для обессоливания ZEBA на 2 мл (Thermo Scientific) добавляли 2,5 экв. пептида ERY1, раство-

ренного в 3М гуанидине-HCl, и предоставляли возможность протекания реакции в течение 2 ч. при ком-

натной температуре. Конъюгат обессоливали с помощью спин-колонки для обессоливания ZEBA на 2 

мл, 0,2 мкл фильтровали в стерильных условиях, распределяли в рабочие аликвоты и хранили при темпе-

ратуре -20°С. Концентрацию белка определяли с помощью ВСА-анализа (Thermo Scientific). Реализация 

этой схемы приводила к конъюгации боковой цепи цистеина пептида с боковыми цепями лизина белка. 
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Способ определения связывания с помощью проточной цитометрии. 

Свежевыделенную кровь человека разбавляли в 100 раз в PBS с добавлением 20 мг/мл BSA. К 100 

нМ аспарагиназы добавляли примерно 500000 эритроцитов и инкубировали при 37°С в течение 1 ч. По-

сле отмывания клетки инкубировали с антителами козы к аспарагиназе (Abnova) в течение 30 мин на 

льду. После второго цикла отмывания клетки инкубировали с антителом к IgG козы, конъюгированным с 

ALEXAFLUOR488 (Invitrogen), в течение 20 мин на льду. После заключительного отмывания клетки 

анализировали на проточном питометре для выявления аспарагиназы, связанной с эритроцитами. 

Способ введения аспарагиназы. 

Желаемые дозы ERY1-ASNase или ASNase получали в стерильном 0,9% физиологическом раство-

ре, и 100 мкл раствора инъецировали в хвостовую вену подвергнутых анестезии мышей линии C57BL/6. 

Кровь забирали в предварительно определенные моменты времени через прокол щеки или надрезы на 

хвосте. 

Способ определения антител к аспарагиназе в сыворотке. 

Сыворотку, взятую в экспериментальных группах, подвергали последовательному разведению в 

PBS и инкубировали в течение 2 ч при RT в планшетах для ELISA, покрытых ASNase. В качестве детек-

торного антитела применяли антитело к IgG мыши, конъюгированное с HRP (Southern Biotech). 

Пример 12. Иммунная реверсия для формирования толерантности после иммунной реакции. 

В клинической практике в случае, если у пациента уже индуцирован иммунитет (подтвержденный 

присутствием антител к лекарственному средству) к терапевтическому белку или к белку, представляю-

щему интерес, желательной является реверсия иммунного ответа на лекарственное средство с обеспече-

нием, таким образом, возможности дальнейшего применения терапевтического средства. Также клини-

чески доступный микробный фермент аспарагиназу применяли в этом примере для демонстрации ин-

дукции толерантности к терапевтическому белку у мышей с предсуществующим иммунитетом к аспара-

гиназе. Вариант аспарагиназы, связывающийся с эритроцитами (ERY1-ASNase), создавали с помощью 

конъюгации с пептидом ERY1 мыши, специфичным для эритроцитов. 

Для определения того, могла ли связывающаяся с эритроцитами аспарагиназа вызвать реверсию им-

мунного ответа на аспарагиназу для клинического применения, было проведено перекрестное исследова-

ние. Мышам внутривенно вводили несколько доз аспарагиназы дикого типа с интервалами в два дня. 

Спустя 21 день после введения в сыворотке выявляли высокие уровни антител к аспарагиназе. За-

тем иммунизированных мышей подвергали терапевтической обработке связывающейся с эритроцитами 

аспарагиназой в режимах с различными дозами. В обоих режимах дозирования аспарагиназа, конъюги-

рованная с ERY, снижала уровни антител примерно в 10 раз, таким образом, вызывая реверсию предсу-

ществующего гуморального иммунитета. 

Способ конъюгации ERY1 и ASNase. 

10 мол. экв. сукцинимидил-4-(N-малеимидометил)циклогексан-1-карбоксилата (SMCC, CAS  

№ 64987-85-5, Thermo Scientific), растворенного в диметилформамиде, вводили в реакцию с 5 мг/мл ас-

парагиназой медак в PBS в течение 2 ч при комнатной температуре. После обессоливания на спин-

колонке для обессоливания ZEBA на 2 мл (Thermo Scientific) добавляли 2,5 экв. пептида ERY1, раство-

ренного в 3М гуанидине-HCl, и предоставляли возможность протекания реакции в течение 2 ч при ком-

натной температуре. Конъюгат обессоливали с помощью спин-колонки для обессоливания ZEBA на 2 

мл, 0,2 мкл фильтровали в стерильных условиях, распределяли в рабочие аликвоты и хранили при темпе-

ратуре -20°С. Концентрацию белка определяли с помощью ВСА-анализа (Thermo Scientific). Реализация 

этой схемы приводила к конъюгации боковой цепи цистеина пептида с боковыми цепями лизина белка. 

Способ определения связывания с помощью проточной цитометрии. 

Свежевыделенную кровь человека разбавляли в 100 раз в PBS с добавлением 20 мг/мл BSA. К 100 

нМ аспарагиназы добавляли примерно 500000 эритроцитов и инкубировали при 37°С в течение 1 ч. По-

сле отмывания клетки инкубировали с антителами козы к аспарагиназе (Abnova) в течение 30 мин на 

льду. После второго цикла отмывания клетки инкубировали с антителом к IgG козы, конъюгированным с 

ALEXAFLUOR488 (Invitrogen), в течение 20 мин на льду. После заключительного отмывания клетки 

анализировали на проточном питометре для выявления аспарагиназы, связанной с эритроцитами. 

Способ введения аспарагиназы. 

Желаемые дозы ERY1-ASNase или ASNase получали в стерильном 0,9% физиологическом растворе 

и 100 мкл раствора инъецировали в хвостовую вену подвергнутых анестезии мышей линии C57BL/6. 

Кровь забирали в предварительно определенные моменты времени через прокол щеки или надрезы на 

хвосте. 

Способ определения антител к аспарагиназе в сыворотке. 

Сыворотку, взятую в экспериментальных группах, подвергали последовательному разведению в 

PBS и инкубировали в течение 2 ч при RT в планшетах для ELISA, покрытых ASNase. В качестве детек-

торного антитела применяли антитело к IgG мыши, конъюгированное с HRP (Southern Biotech). 

Пример 13. Разработка антител и фрагментов антител, которые связываются с эритроцитами мыши 

и/или человека. 
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Было создано несколько конструктов на основе связывающихся с эритроцитами антигенов. Они 

включают таковые, относящиеся к белковому уровню: TER119-SIINFEKL, TER119-ChrA и TER1119-

проинсулин. Также они включают таковые, относящиеся к генетическому уровню: TER119-SIINFEKL, 

TER119-ChrA, TER119-проинсулин, TER119-уриказу, TER119-InsB9-23, TER119-

ISQAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO: 80), TER119-H-2kb, TER119-H-2kd, 10F7-SIINFEKL, 10F7-ChrA, 

10F7-проинсулин и 10F7-уриказу. 

Способы. 

мРНК из гибридомного клона TER-119 получали в подарок от проф. Shozo Izui из Университета 

Женевы, Швейцария. Для создания комплементарной ДНК (кДНК) клона выполняли стандартную ПЦР с 

обратной транскриптазой (ОТ-ПЦР) с помощью системы синтеза первой цепи SUPERSCRIPT III (Invitro-

gen). Затем проводили ПЦР с помощью следующего набора праймеров для специфической амплифика-

ции последовательностей ДНК, соответствующих вариабельным участкам тяжелой (VH) и легкой (VL) 

цепи антитела. 

 



035931 

- 44 - 

 

 



035931 

- 45 - 

Затем амплифицированные гены VH и VL расщепляли с помощью рестрикционных эндонуклеаз 

(NcoI и NotI для VL, NdeI и HindIII для VH), фрагменты гена очищали после электрофореза в агарозном 

геле с помощью стандартного набора (Zymo Research, Ориндж, Калифорния, США) и лигировали в кло-

нирующую плазмиду pMAZ360. Затем клонирующую плазмиду секвенировали для определения после-

довательности ДНК генов VH и VL TER119. 

ДНК-конструкты, соответствующие конъюгатам TER119-антиген и 10F7-антиген, разрабатывали и 

синтезировали коммерческим путем и получали из DNA2.0 (Менло-Парк, Калифорния, США). 

Каждый полностью сформированный ген scFv расщепляли с помощью SfiI и XhoI (NEB, Ипсуич, 

Массачусетс, США) и лигировали в те же самые сайты в плазмиде для экспрессии у млекопитающих 

pSecTagA (Invitrogen, Карлсбад, Калифорния, США). 

Пример 14. Индукция толерантности к диабетогенным антигенам с помощью связывающихся с 

эритроцитами антигенов диабета. 

Пептидный мимотоп хромогранина А (обозначаемый 1040-р31 или ChrA) сконструировали связы-

вающимся с эритроцитами мыши путем рекомбинантной гибридизации пептида с scFv TER119, специ-

фичным для эритроцитов. Полученный scFv, обозначаемый в данном документе TER119-ChrA, прочно 

связывался с эритроцитами мыши (данные не показаны). Для изучения поведения Т-клеток по отноше-

нию к вариантам антигена хромогранина А применяли трансгенную мышь линии NODBDC2.5, которая 

содержит специфические Т-клетки для распознавания антигена хромогранина А. Для определения того, 

подвергался ли процессингу и был ли представлен TER119-ChrA молекулами главного комплекса гисто-

совместимости II класса (МНС-II) в достаточной степени для примирования Т-клеток BDC2.5, антиген 

добавляли в систему совместной культуры дендритных клеток селезенки BDC2.5 и CD4
+
 T-клеток. Как 

показано на фиг. 12, TER119-ChrA подвергался эффективному процессингу, и соответствующий анти-

генный домен был представлен молекулами МНС-II для примирования антиген-специфической проли-

ферации трансгенных CD4
+
 Т-клеток BDC2.5 in vitro, которая является необходимой для формирования 

толерантности Т-клеток in vivo. 

Для определения последствий связывания эритроцитов с аутоантигеном при пролиферации CD4
+
 

клеток in vivo проводили аналогичное исследование пролиферации с применением CD4
+
 Т-клеток 

BDC2.5, меченных флуоресцентной молекулой CFSE. После адоптивного переноса меченых CD4
+ 

Т-

клеток BDC2.5 мышам NOD, ранее не использовавшимся в подобном исследовании, внутривенно вводи-

ли 10 мкг TER119-ChrA или эквимолярную дозу свободного растворимого пептида 1040-р31. Как пока-

зано на фиг. 13, мыши, обработанные TER119-ChrA, содержали гораздо меньше непролиферирующих 

CD4
+
 Т-клеток BDC2.5 в лимфатических узлах селезенки и поджелудочной железы (pLN) по сравнению 

с мышами, обработанными растворимым пептидом 1040-р31. Эти данные показывают, что связываю-

щийся с эритроцитами антиген активирует эффективные антиген-специфическую передачу сигналов 

CD4
+
 Т-клеткам и их примирование способом, функционально отличающимся от такового в случае рас-

творимого антигена, подобным описанному авторами изобретения во всесторонних исследованиях деле-

ционной толерантности CD8
+
 Т-клеток. Такое выраженное системное (селезенка) и локальное (лимфати-

ческий узел поджелудочной железы) уменьшение количества диабетогенных Т-клеток является четким 

положительным свидетельством благоприятного результата контроля начала заболевания. 

Пример 15. Индукция толерантности к инсулину. 

Как уже показано в данном документе (например, см. пример 14), толерантность можно сформиро-

вать по отношению к различным антигенам. В данном примере описывается, как можно сформировать 

толерантность к инсулину. Для индукции толерантности к инсулину, который является другим антиге-

ном островковых клеток, распознаваемым диабетогенными Т-клетками, инсулин сконструировали свя-

зывающимся с эритроцитами мыши путем рекомбинантной гибридизации с scFv TER119, специфичным 

для эритроцитов мыши. Полученный scFv, обозначаемый в данном документе как TER119-проинсулин, 

применяли в традиционной мышиной модели спонтанного начала T1D, а именно на мышах NOD/ShiLt. 

Мышей NOD/ShiLt спонтанно подвергали опосредованному клетками иммунной системы разрушению 

инсулинпродуцирующей ткани поджелудочной железы, индуцируя, таким образом, гипергликемию и 

начало клинических проявлений заболевания. Аналогично, для формирования толерантности к инсулину 

у людей можно применять инсулин человека и факторы, связывающиеся с эритроцитами человека. 

Для демонстрации толерантности в этой устойчивой мышиной модели спонтанного аутоиммунного 

заболевания молодым мышам (в возрасте ~3 недель) необходимо вводить TER119-проинсулин в различ-

ные временные интервалы и в различных дозах с целью функциональной инактивации и/или делеции 

инсулин-реактивных Т-клеток. Для оценки гипергликемии и начала клинических проявлений заболева-

ния контролируют уровни глюкозы у обработанных мышей. TER119-проинсулин также применяют в 

терапевтическом режиме с целью индукции ремиссии заболевания. В таком исследовании TER119-

проинсулин вводят мышам с впервые выявленной гипергликемией в различных дозах и при различных 

временных интервалах, и уровни глюкозы контролируют для оценки снижения интенсивности гипергли-

кемии и восстановления гомеостаза, что демонстрирует, таким образом, ремиссию начальных клиниче-

ских проявлений T1D. 

Пример 16. Формирование толерантности к клеточным имплантатам и трансплантатам с помощью 
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связывающихся с эритроцитами молекул МНС. 

В качестве примера предложен способ формирования толерантности к имплантатам. Разработаны 

молекулы МНС, связывающиеся с эритроцитами, путем химической конъюгации пептидов, связываю-

щихся с эритроцитами, с растворимыми доменами МНС. Альтернативно, молекула МНС может экспрес-

сироваться рекомбинантным путем в виде гибрида с scFv, специфичным для эритроцитов. 

Для демонстрации толерантности к молекулам МНС путем связывания с эритроцитами проводят 

исследования на мышиных моделях клеточных имплантатов, таких как опухолевые имплантаты, кожные 

имплантаты, трансплантаты островковых клеток и трансплантаты гемопоэтических клеток. В каждом 

исследовании мышь-носитель подвергают толеризации к молекулам класса МНС донора путем введения 

молекул МНС, связывающихся с эритроцитами, до или во время процедуры имплантации. Приживление 

имплантата контролируют с помощью способов, пригодных для каждого исследования; т.е. измерения 

роста опухоли в опухолевых имплантатах, контроля некроза или роста тканей в кожном трансплантате, 

контроля массы островковых клеток и гликемии в трансплантатах островковых клеток и характеристики 

химеризма в трансплантатах гемопоэтических клеток. 

Дополнительное раскрытие 

Вариантом осуществления является способ выработки иммунотолерантности, при этом способ 

включает введение композиции, содержащей гибридную молекулу, которая содержит толерогенный ан-

тиген и связывающийся с эритроцитами фрагмент, который специфически связывается с эритроцитами 

пациента и соединяется, таким образом, с антигеном эритроцита, где гибридная молекула вводится в ко-

личестве, эффективном для выработки иммунотолерантности к веществу, которое содержит толероген-

ный антиген. Вариантом осуществления является способ, в котором гибридная молекула содержит по 

меньшей мере один связывающийся с эритроцитами фрагмент, непосредственно ковалентно связанный с 

антигеном, например гибридный белок, содержащий этот фрагмент и антиген. Вариантом осуществления 

является способ, где гибридная молекула содержит по меньшей мере один связывающийся с эритроци-

тами фрагмент, присоединенный к частице, которая присоединена к антигену или содержит его, напри-

мер, где частица выбрана из группы, включающей микрочастицу, наночастипу, липосому, полимерсому 

и мицеллу. Вариантом осуществления является случай, в котором толерогенный антиген содержит часть 

терапевтического белка, например, белок содержит фактор VIII или фактор IX. Вариантом осуществле-

ния является случай, в котором толерогенный антиген содержит часть белка, отличного от белка челове-

ка. Вариантом осуществления является случай, в котором белок включает в себя аденозиндезаминазу, L-

аспарагиназу, расбуриказу, антитимоцитарный глобулин, L-аргиназу и L-метионазу. Вариантом осуще-

ствления является способ, в котором пациентом является человек, а толерогенный антиген содержит 

часть белка, не встречающегося в природе. Вариантом осуществления является случай, в котором паци-

ентом является человек, а толерогенный антиген содержит гликан белка, имеющего гликозилирование, 

отличное от гликозилирования у человека. Вариантом осуществления является случай, в котором толе-

рогенный антиген содержит по меньшей мере часть трансплантационного антигена человека. Вариантом 

осуществления является случай, в котором толерогенный антиген содержит часть белка, характерного 

для аутоиммунного заболевания человека, например, выбранного из группы, включающей препроинсу-

лин, проинсулин, инсулин, GAD65, GAD67, IA-2, IA-2β, тиреоглобулин, тиреоидную пероксидазу, ре-

цептор тиреотропина, основной белок миелина, миелиновый олигодендроцитарный гликопротеин, про-

теолипидный белок, коллаген II, коллаген IV, ацетилхолиновый рецептор, матриксный металлопротеин 1 

и 3, белок теплового шока 47 типа молекулярного шаперона, фибриллин-1, α-рецептор PDGF, β-

рецептор PDGF и ядерный белок SS-A. Вариантом осуществления является случай, в котором толеро-

генный антиген представляет собой часть пищи человека, например, выбран из группы, включающей 

конарахин (Ara h 1), аллерген II (Ara h 2), арахисовый агглютинин (Ara h 6); α-лактальбумин (ALA), лак-

тотрансферрин, глютенин, низкомолекулярный глютенин, α- и γ-глиадин, гордеин, секалин и авенин. 

Вариантом осуществления является случай, в котором связывающийся с эритроцитами фрагмент выбран 

из группы, включающей пептидный лиганд, антитело, фрагмент антитела и одноцепочечный антигенсвя-

зывающий домен (scFv). Вариантом осуществления является случай, в котором связывающийся с эрит-

роцитами фрагмент включает в себя антитело, фрагмент антитела или scFv, полученные из гибридомы, 

которая вырабатывает антитело к эритроциту, при этом гибридома выбрана из группы, включающей 

BRIC 4, BRIC 5, BRIC 6, BRIC 10, BRIC 14, BRIC 18, BRIC 39, BRIC 66, BRIC 68, BRIC 69, BRIC 87, 

BRIC 108, BRIC 110, BRIC 111, BRIC 125, BRIC 126, BRIC 128, BRIC 145, BRIC 155, BRIC 157, BRIC 

163, BRIC 170, BRIC 198, BRIC 203, BRIC 216, BRIC 220, BRIC 221, BRIC 222, BRIC 229, BRIC 230, 

BRIC 231, BRIC 235, BRIC 256, BRAC 17, BRAC 18, BGRL 1, BGRL 2, BGRL 11, BGRL 100, BRAD 3, 

BIRMA D6, BIRMA D10, BIRMA K3, BIRMA K3, 84В; 6А7; СОЕ или KZ1. Вариантом осуществления 

является случай, в котором связывающийся с эритроцитами фрагмент специфически связывается с био-

молекулой, выбранной из группы, включающей белок полосы 3 (CD233), аквапорин-1, Glut-1, антиген 

Kidd, RhAg/Rh50 (CD241), Rh (CD240), Rh30CE (CD240CE), Rh30D (CD240D), Kx, гликофорин А, гли-

кофорин В (CD235b), гликофорин С (CD235c), гликофорин D (CD235d), Kell (CD238), Duffy/DARCi 

(CD234), CR1 (CD35), DAF (CD55), глобозид, CD44, ICAM-4 (CD242), Lu/B-CAM (CD239), XG1/XG2 
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(CD99), EMMPRIN/нейротелин (CD 147), JMH, гликозилтрансферазу, Cartwright, Dombrock, C4A/CAB, 

Scianna, MER2, стоматин, BA-1 (CD24), GPIV (CD36), CD108, CD139 и антиген Н (CD173). Толероген-

ный антиген может содержать мимотоп. 

Вариантом осуществления является случай, в котором scFv включает в себя некоторую часть или 

весь 10F7, например один или несколько фрагментов легкой цепи 10F7 и/или тяжелой цепи 10F7 и/или 

вариант легкой цепи 10F7 и/или тяжелой цепи 10F7 с более высокой аффинностью. Вариантом осущест-

вления является способ, в котором связывающийся с эритроцитами фрагмент включает в себя пептидный 

лиганд, содержащий по меньшей мере 5 последовательных аминокислотных остатков последовательно-

сти, выбранной из группы, включающей SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, 

SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 1 и их консервативные замены, где указанная последова-

тельность специфически связывается с эритроцитом. 

Вариантом осуществления является композиция, содержащая гибридную молекулу, которая содер-

жит толерогенный антиген и связывающийся с эритроцитами фрагмент, который специфически связыва-

ется с эритроцитом пациента и, таким образом, связывает антиген с эритроцитом. Примером является 

случай, в котором связывающийся с эритроцитами фрагмент ковалентно связывается с антигеном. Дру-

гим примером является случай, в котором гибридная молекула содержит связывающийся с эритроцитами 

фрагмент, прикрепленный к частице, которая прикреплена к антигену, например, к микрочастице, нано-

частице, липосоме, полимерсоме или мицелле. Примерами толерогенного антигена являются: часть те-

рапевтического белка, часть белка, отличного от белка человека, часть белка, в естественных условиях не 

встречающегося у человека (включая полную часть, т.е. весь белок), гликан белка, имеющего гликозили-

рование, отличное от гликозилирования у человека, часть аутоиммунного антигена человека, часть пищи 

человека. Вариантом осуществления является композиция, в которой связывающийся с эритроцитами 

фрагмент выбран из группы, включающей пептидный лиганд, антитело, фрагмент антитела и одноцепо-

чечный антигенсвязывающий домен (scFv), например весь 10F7 или его часть. Связывающийся с эритро-

цитами фрагмент может включать в себя пептидный лиганд, содержащий по меньшей мере 5 последова-

тельных аминокислотных остатков последовательности, выбранной из группы, включающей SEQ ID  

NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 1 и 

их консервативные замены, где указанная последовательность специфически связывается с эритроцитом. 

Связывающийся с эритроцитами фрагмент может включать в себя пептидный лиганд, который имеет 

константу диссоциации от приблизительно 10 мкМ до 0,1 нМ, определенную с помощью измерений рав-

новесного связывания между пептидом и эритроцитами. Вариантом осуществления является случай, в 

котором связывающийся с эритроцитами фрагмент включает в себя антитело, фрагмент антитела или 

scFv, полученные из гибридомы, которая вырабатывает антитело к эритроциту, при этом гибридома вы-

брана из группы, включающей BRIC 4, BRIC 5, BRIC 6, BRIC 10, BRIC 14, BRIC 18, BRIC 39, BRIC 66, 

BRIC 68, BRIC 69, BRIC 87, BRIC 108, BRIC 110, BRIC 111, BRIC 125, BRIC 126, BRIC 128, BRIC 145, 

BRIC 155, BRIC 157, BRIC 163, BRIC 170, BRIC 198, BRIC 203, BRIC 216, BRIC 220, BRIC 221, BRIC 

222, BRIC 229, BRIC 230, BRIC 231, BRIC 235, BRIC 256, BRAC 17, BRAC 18, BGRL 1, BGRL 2, BGRL 

11, BGRL. 100, BRAD 3, BIRMA D6, BIRMA D10, BIRMA K3, BIRMA K3, 84В; 6А7; СОЕ или KZ1. Ва-

риантом осуществления является случай, при котором связывающийся с эритроцитами фрагмент специ-

фически связывается с биомолекулой, выбранной из группы, включающей белок полосы 3 (CD233), ак-

вапорин-1, Glut-1, антиген Kidd, RhAg/Rh50 (CD241), Rh (CD240), Rh30CE (CD240CE), Rh30D 

(CD240D), Kx, гликофорин А, гликофорин В (CD235b), гликофорин С (CD235c), гликофорин D 

(CD235d), Kell (CD238), Duffy/DARCi (CD234), CR1 (CD35), DAF (CD55), глобозид, CD44, ICAM-4 

(CD242), Lu/B-CAM (CD239), XG1/XG2 (CD99), EMMPRIN/нейротелин (CD 147), JMH, гликозилтранс-

феразу, Cartwright, Dombrock, C4A/CAB, Scianna, MER2, стоматин, BA-1 (CD24), GPIV (CD36), CD108, 

CD139 и антиген Н (CD173). Толерогенный антиген может содержать мимотоп. 

Толерогенные композиции можно применять для лечения патологического состояния, например па-

тологического состояния, выбранного из группы, включающей отторжение трансплантата, аутоиммун-

ное заболевание, пищевую аллергию и иммунный ответ на терапевтическое средство. 

Вариантом осуществления является фармацевтически приемлемая композиция для применения при 

иммунной реверсии иммунного ответа на вещество, содержащее молекулу-гибрид, которая содержит 

связывающийся с эритроцитами фрагмент и антиген вещества. Композиция может содержать толероген-

ный антиген, выбранный, например, из группы, включающей белок, часть белка, белок человека или его 

часть, белок, отличный от белка человека, или его часть, гликан, гликан белка, имеющего гликозилиро-

вание, отличное от гликозилирования у человека, аутоиммунный антиген человека, белок, являющийся 

терапевтическим для человека, или его часть и часть пищи человека. Композиция может содержать толе-

рогенный антиген, выбранный, например, из группы, включающей белки, для которых характерна недос-

таточность в связи с генетическим заболеванием, белки с гликозилированием, отличным от гликозили-

рования у человека, белки, отличные от белков человека, синтетические белки, в естественных условиях 

не встречающиеся у людей, антигены пищи человека, трансплантационные антигены человека и аутоим-

мунные антигены человека. Можно предложить связывающийся с эритроцитами фрагмент, который спе-

цифически связывается с биомолекулой, выбранной из группы, включающей белок полосы 3 (CD233), 
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аквапорин-1, Glut-1, антиген Kidd, RhAg/Rh50 (CD241), Rh (CD240), Rh30CE (CD240CE), Rh30D 

(CD240D), Kx, гликофорин А, гликофорин В (CD235b), гликофорин С (CD235c), гликофорин D 

(CD235d), Kell (CD238), Duffy/DARCi (CD234), CR1 (CD35), DAF (CD55), глобозид, CD44, ICAM-4 

(CD242), Lu/B-CAM (CD239), XG1/XG2 (CD99), EMMPRIN/нейротелин (CD 147), JMH, гликозилтранс-

феразу, Cartwright, Dombrock, C4A/CAB, Scianna, MER2, стоматин, ВА-1 (CD24), GPIV (CD36), CD108, 

CD139 и антиген Н (CD173). Связывающийся с эритроцитами фрагмент можно выбрать из группы, 

включающей пептидный лиганд, антитело, фрагмент антитела и одноцепочечный антигенсвязывающий 

домен (scFv). Связывающийся с эритроцитами фрагмент можно получить так, чтобы он содержал анти-

тело, фрагмент антитела или scFv, полученные из гибридомы, которая вырабатывает антитело к эритро-

циту, при этом гибридома выбрана из группы, включающей BRIC 4, BRIC 5, BRIC 6, BRIC 10, BRIC 14, 

BRIC 18, BRIC 39, BRIC 66, BRIC 68, BRIC 69, BRIC 87, BRIC 108, BRIC 110, BRIC 111, BRIC 125, BRIC 

126, BRIC 128, BRIC 145, BRIC 155, BRIC 157, BRIC 163, BRIC 170, BRIC 198, BRIC 203, BRIC 216, 

BRIC 220, BRIC 221, BRIC 222, BRIC 229, BRIC 230, BRIC 231, BRIC 235, BRIC 256, BRAC 17, BRAC 

19, BGRL 1, BGRL 2, BGRL 11, BGRL 100, BRAD 3, BIRMA D6, BIRMA D10, BIRMA K3, BIRMA K3, 

84В; 6А7; СОЕ или KZ1. 

Варианты осуществления включают молекулу-гибрид, содержащую связывающийся с эритроцита-

ми фрагмент и антиген аспарагиназы. Как видно из многочисленных раскрытий связывающихся с эрит-

роцитами фрагментов, существует множество их возможных вариантов, в том числе scFv, который свя-

зывается с эритроцитом человека, или пептидный связывающий лиганд, выбранные из группы, вклю-

чающей SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, 

SEQ ID NO: 17 и их консервативные замены, где указанная последовательность специфически связыва-

ется с эритроцитом. Такую композицию, содержащую молекулу-гибрид, можно применять для индукции 

толерантности к аспарагиназе. 

Варианты осуществления включают молекулу-гибрид, содержащую связывающийся с эритроцита-

ми фрагмент и антиген хромогранина А. Антиген может являться мимотопом или некоторой частью мо-

лекулы хромогранина А или всей таковой. Как видно из многочисленных раскрытий связывающихся с 

эритроцитами фрагментов, существует множество их возможных вариантов, в том числе scFv, который 

связывается с эритроцитом человека, или пептидный связывающий лиганд, выбранные из группы, вклю-

чающей SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, 

SEQ ID NO: 17 и их консервативные замены, где указанная последовательность специфически связыва-

ется с эритроцитом. Такую композицию, содержащую молекулу-гибрид, можно применять для индукции 

толерантности к хромогранину А и/или для предупреждения сахарного диабета или снижения темпов 

прогрессировать заболевания, являющегося сахарным диабетом. 

Другим примером является композиция, содержащая связывающийся с эритроцитами фрагмент, ко-

торый специфически связывается с эритроцитом, соединенный с частицей, выбранной из группы, со-

стоящей из синтетического полимера, разветвленного синтетического полимера и частицы. Частица мо-

жет быть, например, микрочастицей, наночастицей, липосомой, полимерсомой и мицеллой. Композиция 

может дополнительно содержать толерогенный антиген, терапевтическое средство или лиганд, наводя-

щийся на опухоль. 

Вариантом осуществления является одноцепочечный антигенсвязывающий домен (scFv), содержа-

щий пептидный лиганд, который специфически связывается с эритроцитом. Пептид можно присоединять 

к scFv или располагать в линкерной части. Можно включать один или несколько пептидных лигандов. 

Все заявки на патенты, патенты и публикации, упомянутые в данном документе, настоящим вклю-

чены в данный документ посредством ссылки для всех целей; в случае конфликта контрольным доку-

ментом является настоящее описание. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Фармацевтическая композиция, включающая  

связывающийся с эритроцитами фрагмент, представляющий собой антитело, фрагмент антитела 

или фрагмент одноцепочечного антигенсвязывающего домена (scFv), который специфически связывает-

ся с Band3, гликофорином А, гликофорином В, гликофорином С или гликофорином D на эритроците че-

ловека in situ в крови, 

и толерогенный антиген, представляющий собой антиген, вызывающий у субъекта нежелательный 

иммунный ответ,  

причем композиция способна индуцировать (i) пролиферацию CD8+ Т-клеток, имеющих фенотип 

апоптотического или истощенного исхода, (ii) делецию CD4 и/или CD8+ Т-клеток, специфических для 

толерогенного антигена, и (iii) регуляторные клеточные фенотипы. 

2. Фармацевтическая композиция по п.1, отличающаяся тем, что антитело, его фрагмент и фрагмент 

scFv подвергнуты созреванию аффинности. 

3. Фармацевтическая композиция по п.1, отличающаяся тем, что указанный связывающийся с эрит-

роцитами фрагмент получен из гибридомы. 

4. Фармацевтическая композиция по п.1, отличающаяся тем, что указанный связывающийся с эрит-

роцитами фрагмент получен из клона 10F7. 

5. Фармацевтическая композиция по п.1, отличающаяся тем, что толерогенный антиген представля-

ет собой трансплантационный антиген, антиген пищи, терапевтическое средство, аутоантиген, фрагмент 

любого из таких антигенов или их мимотоп. 

6. Фармацевтическая композиция, включающая связывающийся с эритроцитами фрагмент, пред-

ставляющий собой пептидный лиганд, который специфически связывается с Band3, гликофорином А, 

гликофорином В, гликофорином С или гликофорином D на эритроците человека in situ в крови, и толе-

рогенный антиген, представляющий собой трансплантационный антиген, антиген пищи, терапевтическое 

средство, аутоантиген, фрагмент любого из таких антигенов или их мимотоп, вызывающий нежелатель-

ный иммунный ответ. 

7. Фармацевтическая композиция по п.6, отличающаяся тем, что указанный связывающийся с эрит-

роцитами фрагмент содержит пептидный лиганд, выбранный из группы, состоящей из SEQ ID NO: 11, 

SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16 и SEQ ID NO: 17. 

8. Фармацевтическая композиция по п.1 или 6, отличающаяся тем, что толерогенный антиген со-

держит 

аутоантиген, его фрагмент или его мимотоп, выбранный из группы, состоящей из инсулина, проин-

сулина, препроинсулина, декарбоксилаза-65 глутаминовой кислоты (GAD-65), GAD-67, инсулинома-

ассоциированного белка 2 (IA-2), инсулинома-ассоциированного белка 2β (IA-2β), ICA69, ICA12 (SOX-

13), карбоксипептидазы Н, Imogen 38, GLIMA 38, хромогранина A, HSP-60, карбоксипептидазы Е, пери-

ферина, переносчика глюкозы 2, панкреатит-ассоциированного белка, экспрессирующегося в гепатокар-

циноме, кишечнике и поджелудочной железе, S100β, глиофибриллярного кислого белка, гена регенера-

ции II, панкреатического дуоденального гомеобокса 1, киназы гена миотонической дистрофии, специ-

фичного для островковых клеток белка, родственного каталитической субъединице глюкозо-6-

фосфатазы, и рецепторов 1-5, связанных с G-белком ССТ; 
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аутоантиген, его фрагмент или его мимотоп, выбранный из группы, состоящей из основного белка 

миелина, миелинового олигодендроцитарного гликопротеина и протеолипидного белка; 

антиген пищи, его фрагмент или его мимотоп, выбранный из группы, состоящей из конарахина (Ara 

h 1), аллергена II (Ara h 2), арахисового агглютинина, конглютина (Ara h 6), α-лактальбумина (ALA), 

лактотрансферрина, аллергена Pen а 1 (Pen а 1), аллергена Pen m 2 (Pen m 2), быстрой изоформы тропо-

миозина, глиадина, высокомолекулярного глютенина, низкомолекулярного глютенина, α- и γ-глиадина, 

гордеина, овалбумина, секлаина и авенина; 

трансплантационный антиген, его фрагмент или его мимотоп, выбранный из группы, состоящей из 

белков МНС класса I, белков МНС класса II, минорных антигенов групп крови, RhCE, Kell, Kidd, Duffy и 

Ss; или 

терапевтическое средство, его фрагмент или его мимотоп, выбранный из группы, состоящей из 

фактора VIII, фактора IX, аспарагиназы и уриказы, фрагмента любого из таких антигенов или мимотопа 

любого из таких антигенов. 

9. Фармацевтическая композиция по любому из пп.1-8, отличающаяся тем, что указанная компози-

ция дополнительно содержит линкер, и при этом указанный линкер представляет собой пептид, линей-

ный или разветвленный полимер, ковалентную связь или ионную связь. 

10. Фармацевтическая композиция по п.9, отличающаяся тем, что указанный линкер представляет 

собой разветвленный полимер, который повышает аффиность связывания с эритроцитом вследствие эф-

фектов авидности, и при этом указанный разветвленный полимер необязательно конъюгирован с более 

чем одним связывающимся с эритроцитами фрагментом. 

11. Фармацевтическая композиция по любому из пп.1-10, отличающаяся тем, что указанный связы-

вающийся с эритроцитами фрагмент, указанный линкер и указанный толерогенный антиген рекомби-

нантно гибридизированы или химически конъюгированы. 

12. Применение терапевтически эффективного количества фармацевтической композиции по пп.1-

11 для лечения нежелательного иммунного ответа. 

13. Применение по п.12, где указанный связывающийся с эритроцитами фрагмент содержит антите-

ло, фрагмент антитела или фрагмент scFv, который специфически связывается с гликофорином А. 

14. Применение по п.12, где указанный связывающийся с эритроцитами фрагмент получен из клона 

10F7. 

15. Применение по п.12, где указанный толерогенный антиген представляет собой трансплантаци-

онный антиген, антиген пищи, терапевтическое средство, аутоантиген, фрагмент любого из таких анти-

генов или мимотоп любого из таких антигенов. 

16. Применение по п.12, где указанная композиция дополнительно содержит линкер, при этом ука-

занный линкер представляет собой пептид, линейный или разветвленный полимер, ковалентную связь, 

ионную связь, аптамер, нуклеиновую кислоту или частицу, и при этом указанный связывающийся с 

эритроцитами фрагмент, указанный линкер и указанный толерогенный антиген необязательно рекомби-

нантно гибридизированы или химически конъюгированы. 

17. Применение по любому из пп.12-16, где указанная композиция вводится субъекту перед неже-

лательным иммунным ответом на антиген. 

18. Применение по любому из пп.12-17, где нежелательный иммунный ответ связан с заболеванием, 

выбранным из группы сахарный диабет 1 типа; рассеянный склероз; ревматоидный артрит; целиакия; 

витилиго; вульгарная пузырчатка и ее варианты; буллезный пемфигоид; гемофилия и рак. 

19. Применение по любому из пп.12-17, где толерогенный антиген содержит  

аутоантиген, его фрагмент или его мимотоп, выбранный из группы, состоящей из инсулина, проин-

сулина, препроинсулина, декарбоксилаза-65 глутаминовой кислоты (GAD-65), GAD-67, инсулинома-

ассоциированного белка 2 (IA-2), инсулинома-ассоциированного белка 2β (IA-2β), ICA69, ICA12 (SOX-

13), карбоксипептидазы Н, Imogen 38, GLIMA 38, хромогранина A, HSP-60, карбоксипептидазы Е, пери-

ферина, переносчика глюкозы 2, панкреатит-ассоциированного белка, экспрессирующегося в гепатокар-

циноме, кишечнике и поджелудочной железе, S100β, глиофибриллярного кислого белка, гена регенера-

ции II, панкреатического дуоденального гомеобокса 1, киназы гена миотонической дистрофии, специ-

фичного для островковых клеток белка, родственного каталитической субъединице глюкозо-6-

фосфатазы, и рецепторов 1-5, связанных с G-белком ССТ; 

аутоантиген, его фрагмент или его мимотоп, выбранный из группы, состоящей из основного белка 

миелина, миелинового олигодендроцитарного гликопротеина и протеолипидного белка; или 

коллаген II, его фрагмент или его мимотоп; 

тканевую трансглутаминазу, ее фрагмент или ее мимотоп; 

аутоантиген, его фрагмент или его мимотоп, выбранный из группы, состоящей из тирозиназы и ти-

розиназа-родственного белка 1 и 2; 

аутоантиген, его фрагмент или его мимотоп, выбранный из группы, состоящей из десмоглеина 3, 

десмоглеина 1, десмоглеина 4, пемфаксина, десмоколлинов, плакоглобина, перплакина, десмоплакинов и 

ацетилхолинового рецептора; 
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аутоантиген, его фрагмент или его мимотоп, выбранный из группы, состоящей из ВР180, ВР230, 

плектина и ламинина 5; 

антиген пищи, его фрагмент или его мимотоп, выбранный из группы, состоящей из конарахина (Ara 

h 1), аллергена II (Ara h 2), арахисового агглютинина, конглютина (Ara h 6), α-лактальбумина (ALA), 

лактотрансферрина, аллергена Pen а 1 (Pen а 1), аллергена Pen m 2 (Pen m 2), быстрой изоформы тропо-

миозина, глиадина, высокомолекулярного глютенина, низкомолекулярного глютенина, α- и γ-глиадина, 

гордеина, овалбумина, секлаина и авенина; 

трансплантационный антиген, его фрагмент или его мимотоп, выбранный из группы, состоящей из 

белков МНС класса I, белков МНС класса II, минорных антигенов групп крови, RhCE, Kell, Kidd, Duffy и 

Ss; или 

терапевтическое средство, его фрагмент или его мимотоп, выбранный из группы, состоящей из 

фактора VIII, фактора IX, аспарагиназы и уриказы. 

20. Фармацевтическая композиция, содержащая связывающийся с эритроцитами фрагмент и толе-

рогенный антиген, которые рекомбинантно гибридизированы или химически конъюгированы, отличаю-

щаяся тем, что 

указанный связывающийся с эритроцитами фрагмент представляет собой антитело, фрагмент анти-

тела или фрагмент одноцепочечного антигенсвязывающего домена (scFv), который специфически связы-

вается с Band3, гликофорином А, гликофорином В, гликофорином С или гликофорином D на эритроците 

человека in situ в крови, 

указанный толерогенный антиген представляет собой антиген, при воздействии которого у субъек-

тов развивается нежелательный иммунный ответ; и 

при этом толерогенный антиген представляет собой трансплантационный антиген, антиген пищи, 

терапевтическое средство, аутоантиген или фрагмент любого из таких антигенов. 

21. Фармацевтическая композиция по п.20, отличающаяся тем, что указанный связывающийся с 

эритроцитами фрагмент представляет собой фрагмент антитела или scFv, который специфически связы-

вается с гликофорином А на эритроците человека in situ в крови. 

22. Фармацевтическая композиция по любому из пп.20, 21, отличающаяся тем, что антиген пищи 

выбран из группы глиадина, α-глиадина, γ-глиадина, фрагмента таких антигенов или мимотопа любого 

из таких антигенов. 

23. Фармацевтическая композиция по любому из пп.20, 21, отличающаяся тем, что аутоантиген вы-

бран из группы инсулина, проинсулина, препроинсулина, декарбоксилаза-65 глутаминовой кислоты 

(GAD-65), GAD-67, специфичного для островковых клеток белка, родственного каталитической субъе-

динице глюкозо-6-фосфатазы, фрагмента таких антигенов и мимотопа любого из таких антигенов. 

24. Фармацевтическая композиция по любому из пп.20, 21, отличающаяся тем, что аутоантиген вы-

бран из группы основного белка миелина, миелинового олигодендроцитарного гликопротеина и протео-

липидного белка, фрагмента таких антигенов и мимотопа любого из таких антигенов. 

25. Применение фармацевтической композиции по любому из пп.20-24 для производства лекарст-

венного средства для лечения нежелательного иммунного ответа. 

26. Применение фармацевтической композиции по любому из пп. 22-24 для производства лекарст-

венного средства для лечения целиакии, для лечения сахарного диабета 1 типа или для лечения рассеян-

ного склероза. 

27. Фармацевтическая композиция, содержащая связывающийся с эритроцитами фрагмент, пред-

ставляющий собой антитело, фрагмент антитела или фрагмент scFv, который специфически связывается 

с гликофорином А человека, и толерогенный антиген, представляющий собой антиген пищи, терапевти-

ческое средство или аутоантиген. 

28. Фармацевтическая композиция по п.27, отличающаяся тем, что указанный связывающийся с 

эритроцитами фрагмент представляет собой фрагмент антитела. 

29. Фармацевтическая композиция по любому из пп.27, 28, отличающаяся тем, что указанный свя-

зывающийся с эритроцитами фрагмент гибридизирован, необязательно посредством линкера, с N- или С-

концом толерогенного антигена. 

30. Фармацевтическая композиция по любому из пп.27-29, отличающаяся тем, что антиген пищи 

выбран из группы глиадина, α-глиадина, γ-глиадина, фрагмента таких антигенов или мимотопа любого 

из таких антигенов. 

31. Фармацевтическая композиция по любому из пп.27-29, отличающаяся тем, что аутоантиген вы-

бран из группы инсулина, проинсулина, препроинсулина, декарбоксилаза-65 глутаминовой кислоты 

(GAD-65), GAD-67, специфичного для островковых клеток белка, родственного каталитической субъе-

динице глюкозо-6-фосфатазы, фрагмента таких антигенов и мимотопа любого из таких антигенов. 

32. Применение фармацевтической композиции по любому из пп. 27-31 для производства лекарст-

венного средства для лечения нежелательного иммунного ответа. 

33. Применение фармацевтической композиции по любому из пп.30, 31 для производства лекарст-

венного средства для лечения целиакии или для лечения сахарного диабета 1 типа. 
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