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红细胞结合性治疗剂

(57)摘要

描述了特异性结合红细胞的肽。这些以具有

特异性结合红细胞的序列的肽配体，或者以提供

对红细胞的特异性结合的抗体或其片段提供。所

述肽可以作为与治疗剂、耐受化抗原、或靶向肽

的分子融合物制备。可以通过使用融合物及选择

物质上期望得到耐受性的抗原来创建免疫耐受

性。与靶向肽的融合物将融合物引导至靶物，例

如肿瘤，在那里红细胞结合性配体通过将红细胞

募集至靶物来降低或完全消除对肿瘤的血流。
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1.一种分离的肽，其包含选自下组的序列的至少5个连续的氨基酸残基：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及它们的保守取代，其中所述序列特异性结合红细胞。

2.权利要求1的肽，其中所述序列在选自下组的序列中具有一个或多个具有D-L取代的

残基或者具有至少一个且不超过两个氨基酸的保守取代：SEQ  ID  NO:11 ,SEQ  ID  NO:13,

SEQ  ID  NO:14,SEQ  ID  NO:15,SEQ  ID  NO:16,SEQ  ID  NO:17,和SEQ  ID  NO:1。

3.权利要求1的肽，其基本上由选自下组的序列组成：SEQ  ID  NO:11 ,SEQ  ID  NO:13 ,

SEQ  ID  NO:14,SEQ  ID  NO:15,SEQ  ID  NO:16,SEQ  ID  NO:17,和SEQ  ID  NO:1。

4.权利要求1的肽，其进一步还包含下述的至少一组：

选自下组的序列的至少5个连续的氨基酸残基：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及它们的保守取代，其中

所述序列特异性结合红细胞。

5.权利要求1的肽，其残基数目为约10-约80个。

6.权利要求1的肽，其进一步包含治疗剂。

7.权利要求6的肽，其中所述治疗剂选自下组：胰岛素、醋酸普兰林肽(pramlintide 

acetate)、生长激素、胰岛素样生长因子-1、红细胞生成素、1型α干扰素、干扰素α2a、干扰素

α2b、干扰素β1a、干扰素β1b、干扰素γ1b、β-葡糖脑苷脂酶、腺苷脱氨酶、粒细胞集落刺激因

子、粒细胞巨噬细胞集落刺激因子、白介素1、白介素2、白介素11、因子VIIa、因子VIII、因子

IX、艾塞那肽(exenatide)、L-天冬酰胺酶、拉布立酶(rasburicase)、肿瘤坏死因子受体、和

恩夫韦地(enfuvirtide)。

8.权利要求1的肽，其进一步包含下组的成员：抗体、抗体片段、和单链抗原结合域

(ScFv)。

9.权利要求1的肽，其进一步包含致耐受性抗原。

10.权利要求9的肽，其中所述致耐受性抗原选自下组：因遗传疾病缺陷的蛋白质、具有

非人糖基化的蛋白质、非人蛋白质、不天然存在于人中的合成蛋白质、人食物抗原、人移植

抗原、和人自身免疫抗原。

11.权利要求10的肽，其包含多个特异性结合红细胞的序列。

12.一种产生免疫耐受的方法，该方法包括施用包含分子融合物的组合物，所述分子融

合物包含致耐受性抗原和红细胞结合性模块，该红细胞结合性模块特异性结合所述患者中

的红细胞并由此连接所述抗原与所述红细胞，其中以对包含所述致耐受性抗原的物质有效

产生免疫耐受的量施用所述分子融合物。

13.权利要求12的方法，其中所述分子融合物由至少一个与所述抗原直接共价键合的

红细胞结合性模块组成。

14.权利要求12的方法，其中所述分子融合物包含至少一个附接于颗粒的红细胞结合

性模块，所述颗粒附接于所述抗原或含有所述抗原。

15.权利要求14的方法，其中所述颗粒选自下组：微粒、纳米颗粒、脂质体、聚合物囊泡、

和胶束。

16.权利要求12的方法，其中所述致耐受性抗原包含治疗性蛋白质的一部分。

17.权利要求16的方法，其中所述蛋白质包括因子VIII或因子IX。
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18.权利要求12的方法，其中所述患者是人，且所述致耐受性抗原包含非人蛋白质的一

部分。

19.权利要求18的方法，其中所述蛋白质包括腺苷脱氨酶、L-天冬酰胺酶、拉布立酶、抗

胸腺细胞球蛋白、L-精氨酸酶、和L-甲硫氨酸酶。

20.权利要求12的方法，其中所述患者是人，且所述致耐受性抗原包含不存在于自然界

的蛋白质的一部分。

21.权利要求12的方法，其中所述患者是人，且所述致耐受性抗原包含含有非人糖基化

的蛋白质的聚糖。

22.权利要求12的方法，其中所述致耐受性抗原包含人移植抗原的至少一部分。

23.权利要求12的方法，其中所述致耐受性抗原包含人自身免疫性疾病蛋白质的一部

分。

24.权利要求23的方法，其中所述人自身免疫性疾病蛋白质选自下组：前胰岛素原、胰

岛素原、胰岛素、GAD65、GAD67、IA-2、IA-2β、甲状腺球蛋白、甲状腺过氧化物酶、促甲状腺激

素受体、髓鞘碱性蛋白、髓鞘少突胶质细胞糖蛋白、蛋白脂质蛋白、胶原II、胶原IV、乙酰胆

碱受体、基质金属蛋白质1和3、分子伴侣热休克蛋白47、微纤维蛋白-1、PDGF受体α、PDGF受

体β、和核蛋白SS-A。

25.权利要求12的方法，其中所述致耐受性抗原包含人食物的一部分。

26.权利要求25的方法，其中所述人食物的一部分选自下组：伴花生球蛋白(Ara  h  1)、

变应原II(Ara  h  2)、花生凝集素(Ara  h  6)、α-乳清蛋白(ALA)、乳转铁蛋白、谷蛋白、低分

子量谷蛋白、α-和γ-麦醇溶蛋白、大麦醇溶蛋白、裸麦醇溶蛋白、和燕麦蛋白。

27.权利要求12的方法，其中所述红细胞结合性模块选自下组：肽配体、抗体、抗体片

段、和单链抗原结合域(ScFv)。

28.权利要求27的方法，其中所述红细胞结合性模块包含scFv。

29.权利要求28的方法，其中所述scFv包含10F7的轻链或10F7轻链的更高亲和力变体。

30.权利要求12的方法，其中所述红细胞结合性模块包含肽配体，该肽配体包含选自下

组的序列的至少5个连续的氨基酸残基：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及它们的保守取代，其中所述序列特

异性结合红细胞。

31.一种组合物，其包含：

分子融合物，该分子融合物包含致耐受性抗原和红细胞结合性模块，所述红细胞结合

性模块特异性结合所述患者中的红细胞，并且由此连接所述抗原与所述红细胞。

32.权利要求31的组合物，其中所述红细胞结合性模块与所述抗原共价键合。

33.权利要求31的组合物，其中所述分子融合物包含附接于颗粒的所述红细胞结合性

模块，所述颗粒附接于所述抗原。

34.权利要求33的组合物，其中所述颗粒包含微粒、纳米颗粒、脂质体、聚合物囊泡、或

胶束。

35.权利要求31的组合物，其中所述致耐受性抗原包含治疗性蛋白质的一部分。

36.权利要求31的组合物，其中所述患者是人，且所述致耐受性抗原包含非人蛋白质的

一部分。
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37.权利要求31的组合物，其中所述患者是人，且所述致耐受性抗原包含不存在于人的

蛋白质的一部分。

38.权利要求31的组合物，其中所述患者是人，且所述致耐受性抗原包含含有非人糖基

化的蛋白质的聚糖。

39.权利要求31的组合物，其中所述致耐受性抗原包含人自身免疫抗原的一部分。

40.权利要求31的组合物，其中所述致耐受性抗原包含人食物的一部分。

41.权利要求31的组合物，其中所述红细胞结合性模块选自下组：肽配体、抗体、抗体片

段、和单链抗原结合域(ScFv)。

42.权利要求41的组合物，其中所述红细胞结合性模块包含scFv。

43.权利要求42的组合物，其中所述scFv包含10F7的轻链或10F7轻链的更高亲和力变

体。

44.权利要求31的组合物，其中所述红细胞结合性模块包含肽配体，该肽配体包含选自

下组的序列的至少5个连续的氨基酸残基：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及它们的保守取代，其中所述序

列特异性结合红细胞。

45.权利要求31的组合物，其中所述红细胞结合性模块包含具有约10μM-0.1nM的解离

常数的肽配体，如通过所述肽和红细胞之间的平衡结合测量所测定的。

46.一种组合物，其包含：

红细胞结合性模块，该红细胞结合性模块特异性结合与选自下组的实体连接的红细

胞：合成聚合物、分支的合成聚合物、和颗粒。

47.权利要求46的组合物，其中所述颗粒选自下组：微粒、纳米颗粒、脂质体、聚合物囊

泡、和胶束。

48.权利要求46的组合物，其进一步包含致耐受性抗原。

49.权利要求46的组合物，其中所述红细胞结合性模块包含肽配体，该肽配体包含选自

下组的序列的至少5个连续的氨基酸残基：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及它们的保守取代，其中所述序

列特异性结合红细胞。

50.权利要求46的组合物，其进一步包含治疗剂。

51.权利要求50的组合物，其中所述治疗剂选自下组：抗体、抗体片段、单链抗原结合域

(ScFv)、小分子药物、和肽。

52.权利要求46的组合物，其进一步包含与所述实体连接的肿瘤归巢性配体。

53.一种在患者中栓塞肿瘤的方法，包括：

对患者施用包含红细胞结合性模块和肿瘤归巢性配体的分子融合物的组合物，

其中所述肿瘤归巢性配体是目标为特异性结合选自肿瘤和肿瘤血管系统的靶物的抗

体、抗体片段、单链抗原结合域(ScFv)，或肽配体，且

其中所述红细胞结合性模块包括特异性结合红细胞的肽配体、抗体、抗体片段、scFv、

或适体。

54.权利要求53的方法，其中所述肿瘤归巢性配体选自下组：氨肽酶-A、氨肽酶-N、内皮

唾液酸蛋白、细胞表面核仁蛋白、细胞表面膜联蛋白-1、细胞表面p32/gC1q受体、细胞表面
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网蛋白-1、纤连蛋白EDA、纤连蛋白EDB、白介素11受体α、生腱蛋白-C、内皮糖蛋白/CD105、

BST-2、半乳凝素-1、VCAM-1、纤维蛋白和组织因子受体。

55.权利要求53的方法，其中所述红细胞结合性模块包含肽配体，该肽配体包含选自下

组的序列的至少5个连续的氨基酸残基：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及它们的保守取代，其中所述序列特

异性结合红细胞。

56.权利要求53的方法，其中所述红细胞结合性模块包含scFv。

57.权利要求53的方法，其中所述红细胞结合性模块包含抗体或抗体片段。

58.权利要求53的方法，包括将所述组合物注射入所述患者的血管系统中。

59.权利要求53的方法，其中所述分子融合物包含选自下组的实体：颗粒、肽、和合成聚

合物，其中所述实体连接所述红细胞结合性模块和所述肿瘤归巢性配体。

60.一种用于在患者中栓塞肿瘤的药物，其包含：

包含红细胞结合性模块和肿瘤归巢性配体的分子融合物的组合物，

其中所述肿瘤归巢性配体是目标为特异性结合选自肿瘤和肿瘤微血管系统的靶物的

抗体、抗体片段、单链抗原结合域(ScFv)、或肽配体，且

其中所述红细胞结合性模块包含特异性结合红细胞的肽配体、抗体、抗体片段、ScFv、

或适体。

61.权利要求60的药物，其中所述肿瘤归巢性配体选自下组：氨肽酶-A、氨肽酶-N、内皮

唾液酸蛋白、细胞表面核仁蛋白、细胞表面膜联蛋白-1、细胞表面p32/gC1q受体、细胞表面

网蛋白-1、纤连蛋白EDA、纤连蛋白EDB、白介素11受体α、生腱蛋白-C、内皮糖蛋白/CD105、

BST-2、半乳凝素-1、VCAM-1、纤维蛋白和组织因子受体。

62.权利要求60的药物，其中所述红细胞结合性模块包含肽配体，该肽配体包含选自下

组的序列的至少5个连续的氨基酸残基：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及它们的保守取代，其中所述序列特

异性结合红细胞。

63.权利要求60的药物，其中所述红细胞结合性模块包含scFv。

64.权利要求60的药物，其中所述红细胞结合性模块包含抗体或抗体片段。

65.权利要求60的药物，其中所述分子融合物包含选自下组的实体：颗粒、肽、和合成聚

合物，其中所述实体连接所述红细胞结合性模块与所述肿瘤归巢性配体。

66.一种单链抗原结合域(scFv)，其包含特异性结合红细胞的肽配体。

67.权利要求66的scFv，其中所述肽配体布置在所述scFv的接头部分中。

68.权利要求66的scFv，其包含多个特异性结合红细胞的肽配体。
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红细胞结合性治疗剂

[0001] 本申请是申请日为2011年8月9日，优先权日为2010年8月10日，申请号为

201180048989.8的中国发明专利申请“红细胞结合性治疗剂”的分案申请。

[0002] 对相关申请的交叉引用

[0003] 本申请要求2010年8月10提交的美国临时申请No.61/372,181的优先权，在此通过

提及并入本文。

技术领域

[0004] 技术领域涉及结合红细胞的配体或抗体的医用组合物和用途。具体的用途包括免

疫耐受化(immunotolerization)、药物递送、和癌症疗法。

[0005] 发明背景

[0006] 治疗性药物的临床成功与否可以通过其影响靶组织和器官的效力，以及其可行的

递送模型来预测。最佳的药物递送平台是以最佳的作用浓度递送并维持治疗剂有效负载，

并且将其递送至最佳的作用细胞靶物，同时使患者和专业看护者干预最小化的平台。

[0007] 发明概述

[0008] 已经发现了特异性结合红细胞(又称为红血球)的肽。这些肽配体即使在存在血液

中存在的其它因子的情况下仍特异性结合红细胞。这些配体可以以多种方式使用。一个实

施方案牵涉形成配体与治疗剂的分子融合物。配体结合体内的红细胞，由此治疗剂附接于

红细胞并随其循环。红细胞在血流中循环很长的一段时间，在人体内约90至120天，并且它

们接近许多与疾病(诸如肿瘤血管床)和生理(诸如肝和脾)有关的身体区室。可以利用这些

特征使红细胞可用于治疗剂递送，例如用于+延长治疗剂在血液中的循环。

[0009] 此外，出乎意料地且令人惊讶地，已经发现了可以使用这些红细胞亲和配体，或近

似的(comparable)抗体来产生免疫耐受。在此实施方案中，生成分子融合物，其包含致耐受

性抗原和红细胞亲和配体。以足够的量注射或以其它方式施用该融合物，直至观察到耐受

性。与之对照的是，先前的报告称将抗原附接于红细胞表面产生了免疫排斥。

[0010] 实施方案还涉及通过栓塞(embolizing)肿瘤来治疗癌症。肿瘤和/或肿瘤微血管

系统的许多抗原是已知的。可以容易地生成特异性结合这些抗原的抗体。将此类肿瘤结合

配体与结合红细胞的配体，即抗体(或其片段)或肽配体分子融合。这些融合物在肿瘤部位

处结合，并且还结合红细胞，导致向肿瘤的血供阻断。本文中描述了这些实施方案及其它。

[0011] 附图简述

[0012] 图1是对ERY1噬菌体的红细胞结合的流式细胞术分析的散点图。

[0013] 图2是用可溶性生物素化ERY1肽的亲和力下拉(affinity  pull-down)的照片拼

合：在图2A中：使用ERY1和错配肽的洗脱样品的链霉亲合素-HRP  Western印迹；在图2B中；

与红细胞全溶胞物相比使用ERY1肽的洗脱样品的抗小鼠GYPA  Western印迹。

[0014] 图3是细胞结合组的图。

[0015] 图4是ERY1-MBP的静脉内推注的半对数图，其显示了与MBP相比ERY1-MBP的静脉内

施用后的血浆MBP浓度和浓度对时间。
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[0016] 图5是ERY1-MBP的皮下推注的半对数图，其显示了皮下施用后的血浆MBP浓度；以

及MBP与ERY1-MBP的浓度-时间的比较。

[0017] 图6是scFv工程化设计的示意图；在图6A中：从N至C端的各scFv域的线性表示；在

图6B中：经折叠的scFv的构造；在图6C中：具有化学缀合的ERY1肽的经折叠scFv的构造。图6

包括重复四次的接头序列GGGGS(SEQ  ID  NO:18)。

[0018] 图7是柱状图的拼合，其显示了通过流式细胞术测定的结合有细菌的细胞的百分

比；在图7A中，除了ERY50外，细菌表面上的肽结合红细胞，但不结合上皮293T或内皮HUVEC；

在图7B中，肽结合多种人样品，但不结合小鼠血液。

[0019] 图8显示了ERY  1和卵清蛋白(OVA)的分子融合物的实验方案和结果，其中ERY1-

OVA融合物以高亲和力结合小鼠红细胞的赤道外周；图8A：ERY1肽与卵清蛋白(OVA)缀合的

示意图，导致结合红细胞表面血型糖蛋白-A；小图8B：每种OVA缀合物与中间体的结合，通过

流式细胞术表征；黑色实心直方图，ERY1-OVA；空心直方图，SMCC-OVA；虚线直方图，MIS-

OVA；ERY1＝红细胞结合性肽WMVLPWLPGTLD(SEQ  ID  NO:1)，MIS＝错配肽PLLTVGMDLWPW(SEQ 

ID  NO:2)，SMCC＝琥珀酰亚胺基-4-(N-马来酰亚胺甲基)环己烷-1-羧酸，其用于缀合ERY1

与OVA；图8C：ERY1-OVA对红细胞的平衡结合，其展示通过流式细胞术测定的ERY1-OVA的低

解离常数(R2＝0.97，单一位点结合)。

[0020] 图9显示了缀合有ERY1的抗原的分子融合物的结合和循环的实验方案和结果：该

融合物在静脉内施用后生物特异性地结合循环中的健康红细胞及红细胞凋亡的

(eryptotic)红细胞，诱导被特定抗原呈递细胞亚群摄取；图9A根据流式细胞术测定的OVA 

(灰色实心直方图)和ERY1-OVA(黑色实心直方图)与未注射的小鼠(空心直方图)相比在体

内对红细胞(CD45-)群体结合而对白细胞(CD45+)群体不结合；图9B：根据流式细胞术测定，

ERY1-OVA结合而OVA不结合循环中的红细胞凋亡的(膜联蛋白-V+)红细胞和健康的(膜联蛋

白-V-)红细胞；图9C：与循环红细胞结合的ERY1-OVA的细胞表面半衰期，其通过流式细胞术

测量的几何均值荧光强度测定(n＝2,R2＝0.98,单相指数衰减)；图9D：通过ELISA测定，在

施用剂量150μg(n＝2)下的时间依赖性ERY1-OVA细胞表面浓度。

[0021] 图10是若干图的拼合，显示红细胞结合不改变血液学行为；图10A血细胞比容；图

10B均值血球体积，和图10C在施用10μg  OVA(空心圆)或ERY1-OVA(实心圆)后的不同时间点

时测得的红细胞血红蛋白含量。

[0022] 图11是结果的柱形图，其中缀合有ERY1的抗原生物特异性地诱导特定抗原呈递细

胞亚群的摄取：图11A,与MIS-别藻蓝蛋白相比注射后12和36小时时MHCII+CD11b-CD11c+和

MHCII+CD8α+CD11c+CD205+脾树突细胞(DCs)对ERY1-别藻蓝蛋白的细胞摄取增加；图11B,与

MIS-别藻蓝蛋白相比在静脉内施用后36小时肝细胞(CD45-MHCII-CD1d-)和肝星形细胞

(CD45-MHCII+CD1d+)，而非肝DC(CD45+CD11c+)或肝巨噬细胞(CD45+MHCII+F4/80+)对肝中的

ERY1-别藻蓝蛋白细胞摄取增加。(n＝2,*P≤0.05,**P≤0.01,***P≤0.001)。数据代表均

值±SE。

[0023] 图12是结果的拼合，其显示了ERY1-OVA分子融合物增强抗原特异性OTI  CD8+T细

胞在体内的交叉初始化(cross  priming)和凋亡命运删除增殖(apoptotic-fate 

deletional  proliferation)：图12A在静脉内施用10μg  ERY1-谷胱甘肽-S-转移酶(ERY1-

GST,左侧小图)、10μg  OVA(中间小图)、或10μg  ERY1-OVA(右侧小图)之后5天时经羧基荧光
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素琥珀酰亚胺酯(CFSE)标记的脾OTI  CD8+T细胞(CD3ε+CD8α+CD45.2+)的增殖；图12B来自A

的OTI  CD8+T细胞增殖的剂量依赖性定量的增殖群体，及相同的1μg剂量给药研究，数据代

表中值±最小值至最大值(n＝5,**P≤0.01,##P<0.01)；图12C  OTI  CD8+T细胞增殖世代，

与OVA(中间小图)或ERY1-GST(左侧小图)相比，其在施用ERY1-OVA(右侧小图)后展现出更

大的膜联蛋白-V+群体；图12D经定量的膜联蛋白-V+OTI  CD8+T细胞增殖世代，其展示ERY1-

OVA诱导的OTI  CD8+T细胞凋亡，数据代表均值±SE(n＝5,***P<0.0001)。所有数据通过多

参数流式细胞术测定。

[0024] 图13是以柱形图呈现的结果的拼合，其显示了ERY1-OVA分子融合物将OTI  CD8+T

细胞增殖诱导成有抗原经历的表型(antigen-experienced  phenotype)；图13A施用1μg 

OVA或1μg  ERY1-OVA之后5天时脾中CD44+OTI  CD8+T细胞(CD3ε+CD8α+CD45.2+CD44+)的定量，

(***P<0.0001)；图13B施用1μg  OVA或1μg  ERY1-OVA之后5天时脾中CD62L-OTI  CD8+T细胞

(CD3ε+CD8α+CD45.2+CD62L-)的定量，(*P<0.05)；图13C施用10μg  OVA或10μg  ERY1-OVA之后

5天时脾中CD44+OTI  CD8+T细胞(CD3ε+CD8α+CD45.2+CD44+)的定量，(***P＝0.0005)；图13D

施用10μg  OVA或10μg  ERY1-OVA之后5天时脾中CD62L-OTI  CD8+T细胞(CD3ε+CD8α+CD45.2+

CD62L-)的定量,(***P<0.0001)。数据代表均值±SE,n＝5。

[0025] 图14是结果的拼合，其显示了红细胞结合诱导对抗原攻击的耐受：图14A,OTI  CD8
+T细胞过继转移耐受模型，其展示用于实验及攻击和幼稚的对照组(n＝5)的实验方案；图

14B  OTI  CD8+T细胞群体(CD3ε+CD8α+CD45.2+)的流式细胞术检测；图14C  CD45.1+小鼠中抗

原攻击后第4天时引流淋巴结(腹股沟和腿弯部)中OTI  CD8+T细胞群体的定量(**P<0.01)；

图14D表达IFNγ的OTI  CD8+T细胞的流式细胞术检测；图14E用SIINFEKL肽(SEQ  ID  NO:3)

抗原攻击和再刺激后第4天时引流淋巴结中表达IFNγ的OTI  CD8+T细胞(**P<0.01)；图14F

根据ELISA测定，在用SIINFEKL肽(SEQ  ID  NO:3)再刺激后第4天时在淋巴结细胞培养基中

的IFNγ浓度(**P<0.01)；图14G根据ELISA测定，在用OVA再刺激后第4天时在淋巴结细胞培

养基中的IL-10浓度(*P<0.05)。数据代表均值±最小值至最大值；图14H在第19天时的OVA

特异性血清IgG效价，(*P<0.05)，数据代表均值±SE；图14I表达组合OTI与OVA的EL4胸腺瘤

(E.G7-OVA)肿瘤耐受模型，其展示用于实验组及对照组(n分别＝4,3)的实验方案；图14J过

继转移后第5天时在血液中循环的非增殖(第0代)OTI  CD8+T细胞的定量；数据代表中值±

最小值至最大值(**P<0.01)；图14K,OTI过继转移后9天皮下注射的E.G7-OVA肿瘤的生长概

况，数据代表均值±SE(*P<0.05)。

[0026] 图15是显示红细胞结合如何减弱C57BL/6小鼠中的抗原特异性体液应答的柱形

图。C57BL/6小鼠中相隔6天两次施用1μg  OVA或1μg  ERY1-OVA后19天时在血清中的OVA特异

性IgG检测(*P≤0.05)。

[0027] 图16呈现了实验结果，其中8臂PEG-ERY1在体外及在体内结合红细胞；图16A  8臂

PEG-ERY1(黑色实心直方图)在体外温育后结合小鼠红细胞，而8臂PEG-MIS(灰色实心直方

图)或8臂PEG-吡啶基二硫化物则不然；图16B  8臂PEG-ERY1(黑色实心直方图)在静脉内注

射后结合循环的红细胞，而8臂PEG-MIS(灰色实心直方图)则不然。

[0028] 图17呈现了实验结果，其描绘了通过流式细胞术测定的8臂PEG-ERY1(实心环)和8

臂PEG-MIS(空心框)的红细胞细胞表面半衰期。

[0029] 发明详述
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[0030] 本文中描述了特异性结合红细胞的肽。这些以具有特异性结合红细胞的序列的肽

配体，或者以提供对红细胞的特异性结合的抗体或其片段提供。所述肽可以制备为与治疗

剂、致耐受化抗原、或靶向肽的分子融合物。有利地，所述治疗剂当作为所述融合物的一部

分时，可以具有延长的体内循环半衰期。通过使用所述融合物并选择期望获得耐受的物质

上的抗原，可以产生免疫耐受。与靶向性肽形成的融合物将融合物引导至靶物，例如肿瘤，

在那里红细胞结合性配体通过将红细胞募集至靶物来减少或完全消除对肿瘤的血流。

[0031] 如此，教导了涉及红细胞结合的分子设计，来延长药物，包括蛋白质药物的循环半

衰期。药物作为与红细胞结合性配体的缀合物，又称为分子融合物，例如重组融合物或化学

缀合物来形成。还教导了用于形成耐受的分子设计。将寻求耐受的蛋白质抗原形成为与红

细胞结合性配体的缀合物，例如重组融合物或化学缀合物，包括聚合物或聚合物胶束或聚

合物纳米颗粒缀合物。还教导了用于肿瘤栓塞的分子设计。将红细胞结合性配体形成为与

肿瘤血管系统的配体的缀合物；靶向肿瘤血管系统，如此靶向肿瘤血管系统内的红细胞结

合。

[0032] 特异性结合红细胞的肽序列

[0033] 已经发现了特异性结合红细胞的肽。实施例1描述了一种用于特异性结合红细胞

的肽(ERY1)的发现。实施例8描述了特异性结合人红细胞的6种肽(ERY19 ,ERY59 ,ERY64 ,

ERY123,ERY141和ERY162)的发现。本发明的一个实施方案是包含ERY1、或人红细胞结合性

肽之一的氨基酸序列、或其保守取代的基本上纯的多肽，或其编码核酸。此类多肽特异性结

合红细胞，并且是红细胞的配体。配体是指对靶分子具有特异性结合的化学模块的术语。靶

(物)是指使用者意图与配体结合的预定的分子、组织、或位置。如此，对组织的靶向递送，是

指将分子或其它材料(诸如细胞)递送到意图的靶组织。因而，实施方案包括这样的分子或

组合物，其包含本文中所公开的用于结合红细胞的至少一种配体。多肽对红细胞的结合活

性只需遵循如本文中描述的实验规程即可测定。使用此类方法，可以测定给定生理学条件

下多肽变体相对于ERY1或人红细胞结合性肽的结合强度，例如利用保守取代、添加或去除

侧翼基团，或者用于调节在水溶液中序列溶解度的变化或添加而生成的序列。

[0034] 如实施例2中详述的，这些肽配体结合红细胞细胞表面，而不改变细胞形态学且没

有胞质移位。配体的分布遍及细胞表面，并且没有群集。可以鉴定作为配体靶物的特定蛋白

质，如实施例3中鉴定出血型糖蛋白-A(GYPA)作为ERY-1的靶物。ERY-1仅与小鼠和大鼠物种

有反应性(实施例4)。特异性结合人红细胞的肽配体对于人红细胞而非其它物种是特异性

的(实施例9)。

[0035] 筛选包含全部红细胞的幼稚肽文库以发现亲和配偶，而不是针对纯化的红细胞细

胞表面蛋白质进行筛选。经由使用密度梯度离心和大量清洗，细心注意使逃脱逐轮淘汰

(round  elimination)的未结合噬菌体的数目最小化。此外，在筛选过程中早期停止选择并

分析克隆，以防止高度感染性噬菌体克隆在群体中占主导地位。整个筛选过程在存在高浓

度的血清白蛋白(50mg/mL)及37℃的条件下实施以降低非特异性结合事件，而且可能更重

要的是，遴选在血清中具有有利结合特征的肽。在第一组实验(实施例1)中，克隆分析揭示

了一个针对小鼠红细胞细胞表面展示高亲和力的肽WMVLPWLPGTLD(SEQ  ID  NO:1，本文中称

作ERY1)的噬菌体克隆(图1)。在使用UniProt中的BLAST算法搜索相似性时，针对完整的肽

没有鉴定出相关的蛋白质序列同源性。其它实验(实施例8)鉴定出人红细胞的结合配体，如
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表1-2中显示的。6种序列特异性结合了人红细胞。第七种序列(称作ERY50)结合人红细胞，

而且还结合表皮/内皮细胞。

[0036] 表1：结合人红细胞的肽配体

[0037]

肽名称 人红细胞结合性肽序列 序列标识符

ERY19 GQSGQPNSRWIYMTPLSPGIYRGSSGGS SEQ  ID  NO:4

ERY50 GQSGQSWSRAILPLFKIQPVGSSGGS SEQ  ID  NO:5

ERY59 GQSGQYICTSAGFGEYCFIDGSSGGS SEQ  ID  NO:6

ERY64 GQSGQTYFCTPTLLGQYCSVGSSGGS SEQ  ID  NO:7

ERY123 GQSGHWHCQGPFANWVGSSGGS SEQ  ID  NO:8

ERY141 GQSGQFCTVIYNTYTCVPSSGSSGGS SEQ  ID  NO:9

ERY162 GQSGQSVWYSSRGNPLRCTGGSSGGS SEQ  ID  NO:10

[0038] 加下划线的序列部分指示接头序列。

[0039] 表2：结合小鼠或人红细胞的肽配体

[0040]

肽   序列标识符

ERY19’ PNSRWIYMTPLSPGIYR SEQ  ID  NO:11

ERY50’* SWSRAILPLFKIQPV SEQ  ID  NO:12

ERY59’ YICTSAGFGEYCFID SEQ  ID  NO:13

ERY64’ TYFCTPTLLGQYCSV SEQ  ID  NO:14

ERY123’ HWHCQGPFANWV SEQ  ID  NO:15

ERY141’ FCTVIYNTYTCVPSS SEQ  ID  NO:16

ERY162’ SVWYSSRGNPLRCTG SEQ  ID  NO:17

ERY1** WMVLPWLPGTLD SEQ  ID  NO:1

[0041] *对红细胞不是特异性的

[0042] **针对小鼠

[0043] 本发明的实施方案包括特异性结合红细胞表面的肽。没有为了最小长度而优化这

些序列。此类优化是本领域技术内的，并且可以使用本文中所描述的技术实施。例如，

Kenrick等(Protein  Eng.Des.Sel.(2010)23(1):9-17)从15个残基的文库筛选，然后鉴定

长度7个残基的最小结合序列。Getz(ACS  Chem.Biol.,2011年5月26日)鉴定出了长度小到5

个残基的最小结合域。红细胞结合性肽可以存在于相同序列的重复中，例如2-20个重复；技

术人员容易领会，明确记载的范围之内的所有范围和数值都是被考虑到的。此外，肽可以存

在于组合中，其中两个或更多个不同的序列处于同一个肽中或者构成单个分子融合物的一

部分。

[0044] 提供特异性结合的连续残基的数目预期为约4-12个残基。因而，存在于表2中所有

长度为4个连续残基的肽，以及例如所有5、6、7、或8个连续残基的肽均已被公开。此数目基

于其它肽性蛋白质-结合配体的残基数目。本发明的实施方案包括本文中(包括表1)的红细

胞结合SEQ  ID组之一的最小长度序列。因而，某些实施方案涉及一种包含肽，或分离的(或

纯化的)肽的组合物，所述肽或分离的(或纯化的)肽包含选自下组的序列的4-12个连续氨
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基酸残基的若干个连续氨基酸序列：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及它们的保守取代，其中所述序列特异

性结合红细胞。或者，连续残基的数目可以选择为约5-约18；技术人员会容易想到明确记载

的范围内的所有范围和数值均已被考虑到，例如7、8、9、10，或者8至18。红细胞结合序列可

以具有例如序列的至少一个且不超过两个氨基酸的保守取代，或1、2、或3处取代、或1-5处

取代。此外，通常可以实现用D-氨基酸替换发现的序列中的L-氨基酸，如Giordano中的。在

一些实施方案中，肽或组合物可以基本上由选自下组的序列组成：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。肽可以

是长度有限的，例如，具有约10-约100的残基数目；技术人员容易想到，明确记载的范围内

的所有范围和数值均已被考虑到，例如，约10至约50或约15至约80。可以提供这样的肽红细

胞结合性模块，其包含具有约10μM-0.1nM的解离常数的肽配体，如通过所述肽和红细胞之

间的平衡结合测量测定的；技术人员容易想到，明确记载的范围内的所有范围和数值均已

被考虑到，例如，约1μM至约1nM。肽可以进一步包含治疗剂。例如，治疗剂可以是蛋白质、生

物制剂、抗体片段、ScFv、或肽。肽可以进一步包含致耐受性抗原，例如，用于缺乏某种蛋白

质的人中的该人蛋白质(例如，血液因子诸如因子VIII或因子IX)、具有非人糖基化的蛋白

质、不天然存在于人中的合成蛋白质、人食物变应原、或人自身免疫抗原。

[0045] 其它人已经搜寻了特异性结合红细胞表面的肽配体。一项先前的研究尝试通过使

用一种新颖的细菌表面展示的肽文库筛选方法来发现红细胞结合性肽(Hall,Mitragotri

等,2007)。他们的研究焦点是建立其新颖的细菌肽展示系统以对幼稚文库筛选对红细胞具

有亲和力的肽，以及使用肽来将0.22μm颗粒附接于红细胞。虽然他们报告了几种可实现此

任务的肽的鉴定，但是他们没有对该结合现象进行就可实际应用的考虑而言足够程度的表

征。他们没有报告肽的细胞结合特异性；没有着手解决所述肽结合其它哪些细胞类型的问

题。他们也没有报告肽的细胞表面配体。对用肽官能化的0.22μm颗粒标记的红细胞拍摄的

电子显微照片描绘了每个细胞具有单一颗粒簇的红细胞。预期大多数潜在的结合位点会广

泛分布在细胞表面上，因此测试的所有配体均定位于小的细胞区域这一事实表明这些结果

是实验假象。此类假象可能是进行标记时的摩尔过量或其它因素的结果。最重要的是，没有

进行肽-颗粒红细胞结合或药动学的体内表征。总的来说，由Hall及同事描述的结果没有提

示红细胞的肽配体可以作为工具用来改善治疗剂的药动学或者以其他医学或治疗上的方

式使用。

[0046] 对于具体的应用而言，可以适宜使用不同长度的多肽。一般而言，对于含有多肽配

体序列的多肽而言，若该多肽有机会(is  available  for)与红细胞体内相互作用，则它将

展现特异性结合。可以使用本文中所描述的方法来测试具有折叠潜力的肽。因而，某些实施

方案涉及具有多肽配体但是不存在于自然界中的多肽，并且某些其它实施方案涉及具有特

定长度，例如6至3000个残基，或12-1000个，或12-100个，或10-50个残基的多肽；技术人员

容易想到，明确记载的限度内的每个数值和范围均已被考虑到。

[0047] 某些实施方案提供了多种多肽序列和/或纯化的或分离的多肽。多肽是指氨基酸

残基链的术语，与翻译后修饰(例如磷酸化或糖基化)和/或与其它多肽的复合，合成为多亚

基复合物、与核酸和/或碳水化合物、或其它分子无关。因此，蛋白聚糖在本文中也称为多

肽。如本文中所使用的，“功能性多肽”是能够促进说明的功能的多肽。可以通过许多方法生
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成多肽，其中许多是本领域中公知的。例如，可以通过提取(例如，自分离的细胞)，通过表达

编码多肽的重组核酸，或者通过化学合成获得多肽。例如可以通过重组技术，并将编码多肽

的表达载体导入宿主细胞中(例如，通过转化或转染)以表达编码的多肽，来生成多肽。

[0048] 存在着多种保守性的变化，可以对氨基酸序列进行这样的变化而不改变活性。这

些变化称作保守取代或突变；也就是说，可以用属于具有特定大小或特征的氨基酸群组的

氨基酸替换另一氨基酸。氨基酸序列的取代者可以选自氨基酸所属的类别的其它成员。例

如，非极性(疏水性)氨基酸包括丙氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、脯氨酸、苯丙氨酸、色氨

酸、甲硫氨酸、和酪氨酸。极性中性氨基酸包括甘氨酸、丝氨酸、苏氨酸、半胱氨酸、酪氨酸、

天冬酰胺和谷氨酰胺。带正电荷的(碱性)氨基酸包括精氨酸、赖氨酸和组氨酸。带负电荷的

(酸性)氨基酸包括天冬氨酸和谷氨酸。此类变化预期不会实质性影响通过聚丙烯酰胺凝胶

电泳测定的表观分子量或等电点。保守取代还包括用序列的光学异构体替换其它光学异构

体，具体地，对于序列的一个或多个残基用D氨基酸替换L氨基酸。此外，序列中的所有氨基

酸可以经历D-L(D  to  L)异构体取代。例示性的保守取代包括但不限于用Lys取代Arg及相

反，以维持正电荷；用Glu取代Asp及相反，以维持负电荷；用Ser取代Thr，以维持游离的OH；

以及用Gln取代Asn以维持游离的NH2。此外，在一些情况中，可以进行多肽序列或相应的核

酸序列的点突变、缺失、和插入而不丧失多肽或核酸片段的功能。取代可以包括例如1、2、3、

或更多个残基。本文中所描述的氨基酸残基采用单字母氨基酸标志符或三字母缩写。本文

中所使用的缩写与标准多肽命名，J.Biol.Chem.,(1969) ,243,3552-3559一致。所有氨基酸

残基序列在本文中以左右朝向的表达式按照常规的氨基端至羧基端方向呈现。

[0049] 在一些情况中，可能需要测定肽与本文中所列的序列的百分比同一性。在此类情

况中，百分比同一性以肽或肽的一部分的残基数目来量度。具有例如90％同一性的多肽也

可以是某个较大肽的一部分。

[0050] 术语“纯化的”在本文中用来指多肽时，是指已经过化学合成并且因此基本上不被

其它多肽污染，或者已经自与其天然伴随的其它大多数细胞组分(例如，其它细胞蛋白质、

多核苷酸、或细胞组分)分离开来或纯化出来的多肽。纯化的多肽的一个例子是不含至少

70％(按干重计)的与其天然关联的蛋白质和天然存在的有机分子的多肽。因此，纯化的多

肽的制备物可以是例如至少80％、至少90％、或至少99％(按干重计)的该多肽。多肽也可以

工程化改造从而含有标签序列(例如，多组氨酸标签、myc标签、或 标签)，其使得多

肽易于纯化或标记(例如，捕获到亲和基质上，在显微镜下显现)。因此，包含多肽的纯化的

组合物，除非另有指示，是指纯化的多肽。术语“分离的”表明本发明的多肽或核酸不处于其

天然环境中。因此，本发明的分离的产物可以包含在培养上清液中，经过部分富集，自异源

来源产生，克隆在载体中，或者与媒介物配制在一起，等等。

[0051] 多肽可以包含化学修饰：该术语在此语境中指氨基酸的天然化学结构中的变化。

此类修饰可以对单链或末端进行，例如改变氨基端或羧基端。在一些实施方案中，修饰可用

于创建这样的化学基团：其可以方便地用于连接多肽与其它材料，或者附接治疗剂。

[0052] 所谓特异性结合，如同在该术语通常在生物学技术领域中使用时一样，是指与非

靶物组织相比以相对较高的亲和力结合靶物的分子，并且一般牵涉多种非共价相互作用，

诸如静电相互作用、范德华相互作用、氢键键合，等等。特异性结合相互作用是抗体-抗原结

合、酶-底物结合、以及特异结合性蛋白质-受体相互作用等的特征；虽然此类分子有时可能
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结合其靶物以外的组织，但是将此类结合称为缺乏特异性，不是特异性结合。在一些情况

中，肽ERY1及其衍生物和人红细胞结合性肽及其衍生物可能结合非红细胞，但是已经观察

到此类结合是非特异性的，证据是这些肽对红细胞的结合比对其他细胞或蛋白质的结合强

得多。

[0053] 如此，实施方案包括这样的配体，其特异性结合红细胞，并且不特异性结合其它血

液组分，例如下列的一种或多种：血液蛋白质、白蛋白、纤连蛋白、血小板、白细胞、基本上所

有从典型的人采集的血液样品中找到的组分。在血液样品的上下文中，术语“基本上所有”

指通常存在，但是排除非常低浓度的偶然组分，使得它们从效果上说不减少原本为生物可

用的配体的效价。

[0054] 抗体肽

[0055] 除了结合红细胞的肽之外，本文中还提供蛋白质，具体是抗体，且特别是单链抗

体。用于生成针对抗原的抗体的技术是公知的。在此上下文中，术语“抗原”指由响应抗原的

宿主免疫系统识别的位点。抗原选择在抗体生成技术领域等领域中是已知的。实施方案包

括这些肽在本文中提供的分子融合物和其它方法中的应用。阅读此公开内容的技术人员将

能够创建特异性结合红细胞的抗体。实施例15-17涉及生成抗体或其片段。

[0056] 术语“肽”在本文中与术语“多肽”互换使用。抗体和抗体片段是肽。术语“抗体片

段”指抗体中保留抗体的抗原结合功能的部分。片段可以顾名思义从较大抗体的一部分生

成，或者可以从头合成。抗体片段包括例如单链可变片段(scFv)。scFv是免疫球蛋白的重链

(VH)和轻链(VL)的可变区用接头肽(例如约10至约50个氨基酸)连接而成的融合蛋白。接头

可以连接VH的N端与VL的C端，或者相反。术语“scFv”包括二价scFv、双抗体、三抗体

(triabody)、四抗体(tetrabody)和抗体片段的其它组合。抗体具有称作互补位的抗原结合

部分。术语”肽配体”指这样的肽，其不是互补位的一部分。

[0057] 用于特异性结合红细胞的适体

[0058] 除了结合红细胞的肽配体之外，还教导了红细胞表面组分的核苷酸适体配体。因

而，要生成并使用适体，如本文中对其它红细胞结合性模块描述的。可以使用DNA和RNA适体

来提供非共价红细胞结合。由于它们仅由核苷酸构成，适体是有希望的生物分子靶向模块，

因为：筛选方法学建立完善，它们容易化学合成，并且由于在体内快速清除所以导致的副作

用毒性和/或免疫原性有限(Keefe,Pai等,2010)。此外，由于核苷酸-靶蛋白相互作用的非

规范性质，在体内靶物结合后几乎不可能发生任何有效的激动性信号传导，从而促成低免

疫原性和毒性。因而，许多基于适体的分子目前在许多临床适应症(包括白血病、黄斑变性、

血栓形成、和2型糖尿病)的人临床试验中(Keefe,Pai等,2010)。也已经在诸如癌症化学疗

法和荧光或放射线学肿瘤检测技术等应用中使用适体作为靶向剂来将药物载荷递送到体

内的特定组织(Rockey,Huang等,2011；Savla,Taratula等,2011)。

[0059] 适体是结合特定靶分子的寡核酸或肽。通常通过从大的随机序列集合遴选适体，

来创建适体以结合感兴趣的靶物。适体可以分类为DNA适体、RNA适体、或肽适体。核酸适体

是已经经由重复轮次的体外遴选或指数富集的配体系统进化(Systematic  Evolution  of 

Ligands  by  Exponential  Enrichment ,SELEX)方法(Archemix ,Cambridge ,MA ,USA)

(Sampson,2003)工程化改造以特异性结合靶物诸如小分子、蛋白质、核酸、细胞、组织和生

物体的核酸种类。肽适体通常具有在两个末端附接于蛋白质支架的短的肽可变域。肽适体
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是设计为干扰细胞内部的其它蛋白质相互作用的蛋白质。它们由在两个末端附接于蛋白质

支架的可变肽环构成。此双重结构约束大大提高肽适体的结合亲和力，乃至与抗体相当。可

变环长度通常由约10至约20个氨基酸构成，而支架是具有良好溶解性且致密的蛋白质。例

如，细菌蛋白质硫氧还蛋白-A是一种支架蛋白质，其中可变环插入还原性活性位点(其在野

生蛋白质中是-Cys-Gly-Pro-Cys-环)内，两个半胱氨酸侧链能够形成二硫化物桥。

[0060] 一些用于生成适体的技术详述于Lu等,Chem  Rev  2009:109(5):1948-1998，以及

还有US  7 ,892 ,734 ,US  7 ,811 ,809 ,US  2010/0129820 ,US  2009/0149656 ,US  2006/

0127929,和US  2007/0111222。实施例19进一步详述了制作和使用供用于本文中所公开的

实施方案的适体的材料和方法。

[0061] 分子融合物

[0062] 可以在第一肽红细胞结合性配体和第二肽之间形成分子融合物。融合物包含彼此

直接或间接缀合的肽。肽可以彼此直接缀合或者经由接头间接缀合。接头可以是肽、聚合

物、适体、核酸、或颗粒。例如，颗粒可以是微粒、纳米颗粒、聚合物囊泡(polymersome)、脂质

体、或胶束。例如，聚合物可以是天然的、合成的、线性的、或分支的。包含第一肽和第二肽的

融合蛋白是肽的分子融合物的例子，其中融合蛋白包含彼此直接连接的肽或者具有居间接

头序列和/或在一个或两个末端的其它序列。与接头的缀合可以经由共价键进行。其它键包

括离子键。方法包括制备分子融合物或包含分子融合物的组合物，其中分子融合物包含特

异性结合红细胞的肽和治疗剂、耐受化抗原、或其它物质。

[0063] 术语“分子融合物”，或术语“缀合的”，指通过化学键(包括共价的、静电离子、电

荷-电荷)的直接或间接结合。缀合形成通过化学键合维持的单元。直接缀合指与作用剂的

化学键合，其中用或不用中间接头或化学基团。间接缀合指与担载体的化学连接。担载体可

以大部分包囊作用剂，例如聚合物囊泡、脂质体或胶束或某些类型的纳米颗粒，或者在其表

面上具有作用剂，例如，金属纳米颗粒或珠，或者两者兼有，例如包含一部分作用剂在其内

部且包含一部分作用剂在其外部上。载体还可以包囊用于免疫耐受的抗原。例如，可以制作

包囊抗原的聚合物囊泡、脂质体、或颗粒。术语“包囊”意指完全覆盖，实质上没有任何部分

暴露，例如，可以制作包囊抗原或药剂的聚合物囊泡。治疗剂的例子是单链可变片段

(scFv)、抗体片段、小分子药物、生物活性肽、生物活性蛋白、和生物活性生物分子。

[0064] 可以通过用或不用接头共价键合肽与另一种分子来实现缀合。此类缀合物的形成

在技术人员的技术范围内，并且用于实现缀合的多种技术是已知的，具体技术的选择依照

要缀合的材料而定。对多肽(C或N端)添加的、含有可离子化侧链(即天冬氨酸、谷氨酸、赖氨

酸、精氨酸、半胱氨酸、组氨酸、或酪氨酸)，并且不包含在多肽序列的活性部分中的氨基酸

以其未质子化状态作为强亲核体与附接于聚合物(即同或异双功能性PEG)的反应性基团进

行各种生物缀合反应(例如，Lutolf和Hubbell ,Biomacromolecules  2003；4:713-22 ,

Hermanson,Bioconjugate  Techniques,London.Academic  Press  Ltd；1996)。在一些实施

方案中，使用可溶性聚合物接头，并且可以以药学可接受形式对患者施用。或者，药物可以

在聚合物囊泡或媒介物中包囊或者共价附接于肽配体。

[0065] 一个实施方案是非蛋白质治疗剂和特异性红细胞的肽配体、抗体、抗体片段、或适

体的缀合物。红细胞结合性肽方法学的应用不限于多肽治疗剂；可以将它转化成其它药物

配制剂，诸如小分子和聚合颗粒。在小分子及其在药物中应用的长期历史中，循环半衰期短
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和生物利用度差一直影响其体内效力。聚合胶束和纳米颗粒代表相对更新一代的药物类

型，但是其药动学行为仍然差强人意，原因包括经由网状内皮系统作用的高清除速率

(Moghimi和Szebeni,2003)。红细胞结合设计可以延伸到这些以及其它药物类型以提高其

循环半衰期和临床效力。

[0066] 缀合物可以包含颗粒。可以将红细胞结合性肽附接于颗粒。抗原、作用剂、或其它

物质可以在颗粒之中或之上。纳米颗粒、胶束、和其它颗粒的例子可参见例如US  2008/

0031899,US  2010/0055189,US  2010/0003338，在此通过提及将所述申请并入本文用于所

有目的，所述目的包括组合将其与如本文中所列的配体组合；然而，在冲突的情况中，以本

说明书为准。实施例11和12详细描述了某些颗粒的创建。

[0067] 根据通过制备方法产生的多分散性，纳米颗粒可以制备为直径约10nm-约200nm

(包括明确限定的边界之间的所有范围和数值，例如约20至约200，以及约20至约40，至约

70，或至约100nm)的颗粒的集合的形式。可以利用各种纳米颗粒系统，诸如那些自聚(乙二

醇)和聚(乳酸)的共聚物形成的、那些自聚(环氧乙烷)和聚(β-氨基酯)的共聚物形成的、和

那些自蛋白质诸如血清白蛋白形成的。其它纳米颗粒系统是这些领域中的技术人员已知

的。还可见Devalapally等 ,Cancer  Chemother  Pharmacol .,07-25-06；Langer等 ,

International  Journal  of  Pharmaceutics ,257:169-180(2003)；及Tobío等 ,

Pharmaceutical  Research,15(2):270-275(1998)。

[0068] 也可以制备纳入有软骨组织结合配体的超过约200nm平均直径的较大颗粒，这些

颗粒在本文中称作微粒，因为它们开始接近微米尺度，并且接近落入光学分辨率的界限内。

例如，用于生成微粒的某些技术在美国专利Nos.5,227 ,165,6,022,564,6,090,925,及6,

224,794中列出。

[0069] 为了利用靶向能力而功能化纳米颗粒，需要将靶向性多肽与颗粒缔合，例如使用

生物缀合技术通过共价结合来进行缔合，其中具体技术的选择依照多肽要连接的颗粒或纳

米颗粒或其它构建体而定。一般地，用于将肽附接于其它材料的许多生物缀合技术是公知

的，并且可以针对具体材料选择最合适的技术。例如，可以将其它氨基酸附接于多肽序列，

诸如在将多肽附接于硫醇反应性分子的情况中为半胱氨酸。

[0070] 实施例18详述了创建包含红细胞特异性结合模块的多聚分支聚合物。为了创建能

够展示多个不同生物反应性分子的多聚分子，将商品化8-臂PEG树枝状聚合物(dendrimer)

化学修饰以包含反应基团以便于缀合反应。8-臂PEG-吡啶基二硫化物含有吡啶基二硫化物

基团，其容易与来自小分子和/或含有半胱氨酸的肽或蛋白质的硫醇盐或酯起反应，在附接

的生物活性模块和8臂PEG支架之间产生二硫键。8臂PEG的多聚构造容许不同肽或分子与支

架的缀合，如此创建依靠其附接的模块而具有多种活性的异官能化生物分子。创建了能够

在体外(图16A)及在体内(图16B)结合红细胞的异官能化荧光8臂PEG构建体。此结合是对

ERY1肽序列特异性的，因为含有非特异性MIS肽的缀合物对红细胞显示极少的结合或无结

合。体内结合是长时间存在的，因为荧光8臂PEG-ERY1-ALEXAFLUOR647在静脉内施用后5小

时在循环的红细胞上检出，并且展示2.2小时的细胞表面半衰期(图17)。为了在自身免疫性

糖尿病小鼠模型中证明耐受性诱导，创建了与ERY1和糖尿病抗原嗜铬粒蛋白-A(CrA)两者

缀合的8臂PEG。8臂PEG-吡啶基二硫化物支架的模块性质使得有可能通过顺序添加化学计

量上限定量的分子来共缀合不同的含有硫醇的分子。
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[0071] 分子融合物可以包含聚合物。聚合物可以是分支的或线性的。分子融合物可以包

含树枝状聚合物。一般地，可以使用可溶性亲水性生物相容性聚合物，使得缀合物可溶，并

且在导入患者中后可为生物利用。可溶性聚合物的例子是具有至少100、400、或100-400 ,

000的分子量的聚乙烯醇、聚乙烯亚胺、和聚乙二醇(该术语包括聚氧化乙烯)(涵盖这些明

确数值间的所有范围和数值)。在此上下文中的溶解度指在水或生理盐水中每升至少1克的

溶解度。也可以使用生物可降解聚合物的域，例如，聚乳酸、聚乙醇酸、聚乳酸和聚乙醇酸的

共聚物、聚己酸内酯、多羟基丁酸、聚原酸酯、聚缩醛、聚二氢吡喃、和聚腈基丙烯酸酯。

[0072] 在一些实施方案中，制备多肽-聚合物缔合物(例如聚合物)，并将其以药学可接受

状态的纯化的组合物的形式，或者与药用赋形剂一起导入身体中。例如，导入的部位可以是

全身性的，或者在组织或移植部位处。

[0073] 技术人员可以使用这些领域中已知的技术来制备融合蛋白。实施方案包括制备融

合蛋白，分离它们，并以药学可接受形式与或不与其它作用剂一起，例如，与TGF-β的白介素

组合施用它们。实施方案包括用于转染细胞，由此工程化改造细胞以使之在体内生成融合

蛋白的载体及方法，其中细胞在体外、离体、或在体内转染，且细胞是组织移植物的成员或

区别于组织移植物。在此出于所有目的通过提及将下列美国专利申请并入本文，所述目的

包括生成融合蛋白的目的，在冲突的情况中以本说明书为准：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。

[0074] 例如，分子融合物的实施方案包括包含致耐受性抗原和红细胞结合性模块的分子

融合物，所述红细胞结合性模块特异性结合患者中的红细胞，由此连接抗原与红细胞，其中

以对包含致耐受性抗原的物质有效产生免疫耐受性的量施用分子融合物。例如，实施方案

包括这样的组合物，其包含与选自下组的担载体连接的、特异性结合红细胞的红细胞结合

性模块：聚合物、分支的聚合物、和颗粒，其中所述担载体与治疗剂连接。例如，颗粒可以是

微粒、纳米颗粒、聚合物囊泡、脂质体、或胶束。红细胞结合性模块可以包含含有选自下组的

序列的至少5个连续的氨基酸残基的肽：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及它们的保守取代，其中所述序列特

异性结合红细胞。红细胞结合性模块可以包含抗体、抗体片段、适体、scFv或肽配体。分子融

合物的实施方案包括红细胞结合性模块和致耐受性抗原、抗体、抗体片段、ScFv、小分子药

物、颗粒、蛋白质、肽、或适体。

[0075] 用于改善药动学的红细胞结合性配体

[0076] 由于许多药物是全身性地递送到血液循环系统的，对有效药物递送问题的解答经

常聚焦于在血液中将药物维持更长时期。因此，在血液中长期保持生物可用性的长期循环

(长半衰期)治疗剂的开发，将会代表为了效力、安全性、和经济可行性等目的而工程化改造

的新一代药物。

[0077] 本发明的实施方案包括红细胞结合性肽与治疗剂的分子融合物。特异性结合红细

胞的肽和治疗剂或其它物质之间的分子融合物为作用剂/物质提供延长的循环时间(体内

血液循环半衰期)。实施例5和6提供了其工作实例。例如，延长可以是血清半衰期延长约1.5

倍至20倍，技术人员容易想到，明确规定的范围内的所有范围和数值均已被考虑到，例如约

3倍或约6倍或约3倍-约6倍。
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[0078] 例如，可以通过将肽重组添加、或通过化学缀合将肽添加到治疗剂或相关分子或

颗粒上的反应性位点，来实现分子融合物。由于可以使用固相肽合成来合成高产量的具有

不同末端反应基团的纯肽，有多种用于将肽附接于治疗剂上的缀合策略。虽然此功能化方

法因蛋白质使用的重组方法而异，但据信效果(红细胞结合，其导致循环半衰期延长)是相

同的。

[0079] 本发明的一个实施方案涉及利用特异性结合红细胞的短肽配体作为用于改善治

疗剂的药动学参数的工具来功能化治疗剂。此半衰期延长方法学考虑治疗性药物设计中的

关键参数，即制造简单性、模块性(modularity)、以及延长效果的调节能力。使用标准重组

DNA技术，容易在氨基酸水平上改变蛋白质以使其含有新的或改变的功能性。一般地，依靠

使用较短的肽域来发挥功能相对于使用较大的多肽域是优选的，原因包括容易制造、正确

折叠成功能性治疗性蛋白质、以及对原始治疗剂自身的生物物理改变最小。多肽，例如ERY1

(一种人红细胞结合性配体)，或抗体或其片段可以工程化改造为特异性结合红细胞，并且

可以与治疗剂缀合以延展生物利用度(例如以作用剂的循环半衰期来量度的)。

[0080] 本文中报告的结果提供了生成分子融合物以改善治疗剂的药动学参数的机会，所

述治疗剂诸如胰岛素、醋酸普兰林肽(pramlintide  acetate)、生长激素、胰岛素样生长因

子-1、红细胞生成素、1型α干扰素、干扰素α2a、干扰素α2b、干扰素β1a、干扰素β1b、干扰素γ

1b、β-葡糖脑苷脂酶、腺苷脱氨酶、粒细胞集落刺激因子、粒细胞巨噬细胞集落刺激因子、白

介素1、白介素2、白介素11、因子VIIa、因子VIII、因子IX、艾塞那肽(exenatide)、L-天冬酰

胺酶、拉布立酶(rasburicase)、肿瘤坏死因子受体、和恩夫韦地(enfuvirtide)。

[0081] 其他人实现被动(passive)半衰期改善方法的尝试聚焦于增加药物的表观流体动

力学半径。肾的肾小球过滤装置是身体中过滤血液组分的主要部位。过滤的主要决定因素

是血液中分子的流体动力学半径；较小的分子(<80kDa)以比较大的分子高的程度被滤出血

液。研究者已经利用此一般化的规则来修饰药物以展现出较大的流体动力学半径以及因此

较长的半衰期，修饰主要是藉由与大分子量水溶性聚合物，诸如聚乙二醇(PEG)的化学缀合

来进行。此方法在目前在临床中供应的许多PEG化蛋白质和小分子治疗剂中取得了明显的

成功(Pasut和Veronese,2009；Fishburn,2008)。虽然在许多情况中在延长循环半衰期方面

是有效的，尤其在嫁接物或融合物的流体动力学半径增加时(Gao,Liu等,2009)，但是这些

方法在制造和维持生物学效应物功能方面却提出了难题。缀合反应中的不均一性可能导致

具有不同生物学活性的复杂产品混合物，这主要是由于利用位点非特异性化学所致。往往

在精确的纯化方法后进行大量的生物化学表征以保留均一的治疗产品(Huang ,Gough等,

2009；Bailon,Palleroni等,2001；Dhalluin,Ross等,2005)。此外，对蛋白质的反应性区附

接大的模块(诸如分支的PEG)可导致受体亲和力的降低(Fishburn,2008)。

[0082] 其他人的其它工作已经提供了治疗性蛋白质结合白蛋白以实现药物循环延长

(Dennis,2002；Walker,Dunlevy等,2010)。考虑到上述关于肾过滤的相同一般原则，Dennis

及同事提出了通过工程化改造治疗剂以结合血液中的另一种蛋白质(诸如血清白蛋白)来

增加其表观大小会降低药物清除速率的假说。以此方式，药物只有在施用到血流后才会获

得较大的分子尺寸。对抗体片段添加亲和力成熟的血清白蛋白结合肽在小鼠中将其循环时

间延长24倍(Dennis,2002)。此方法虽然有效，但由于新生儿Fc受体(FcRn)的白蛋白再循环

的动力学及使用半胱氨酸约束性环肽实现功能性而变得复杂。Walker及同事确证了Dennis
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在2002年贡献的结果，即对蛋白质赋予血清白蛋白亲和力可延长其半衰期。由Walker及同

事描述的方法涉及对蛋白质药物重组添加大的抗体片段，这可以引起结构及制造上的复杂

情况。Dennis和Walker的方法虽然巧妙且有效，但由于使用复杂的环域或大型域来实现功

能性而变得复杂。Dennis及同事发现的肽虽然对白蛋白展示高亲和力，但是它们在使用之

前需要正确形成环形结构的物理约束。Walker的融合较大抗体片段的方法是一种更繁琐的

办法，可能不适用于本来已具有复杂的折叠结构的或表达产量低的蛋白质。

[0083] 单链抗体

[0084] 本发明的一个实施方案是scFv与特异性结合红细胞的肽的分子融合物。scFv可以

用作治疗剂，并且其与红细胞结合性肽的组合可以用于延长其循环半衰期，并且使其能进

入身体区室。重组抗体和重组抗体片段在生物制品业中具有作为治疗剂的潜力(Sheridan,

2010)。

[0085] 单链可变片段(scFv)抗体片段包含全长IgG的整个抗原结合域，但是缺乏铰链和

恒定片段区(Maynard和Georgiou,2000)。scFv的重组构建牵涉用短的多肽结构融合可变重

链(VH)域与可变轻链(VL)域，所述短的多肽接头由甘氨酸和丝氨酸的串联重复组成(例如

(GGGGS)4)(SEQ  ID  NO:18)。虽然scFv的简单性对于治疗性应用是有吸引力的，但是其主要

的缺点是由于其相对较小的26-28kDa的分子量致使它们展现的短循环半衰期(Weisser和

Hall,2009)。

[0086] 由于scFv设计中通常使用的甘氨酸-丝氨酸接头本质上是非功能性的，而是作为

物理桥存在以确保正确的VH-VL折叠，因此在本文中测试了展现出结合血液中红细胞的功能

的接头域。如此，工程化scFv可以是多功能性且双特异性的，通过VH-VL域展示对其天然抗原

的亲和力，并且在其接头域中展示对红细胞的亲和力。在对红细胞的结合中，工程化scFv会

展现出较长的循环半衰期，如已经对具有此相同功能性的另一种模型蛋白质证明的。scFv

抗体片段可以具有如本文中所描述的接头，或者可以提供如这些领域中的技术人员已知的

其它接头。一个备选的实施方案准备在scFv的接头区中工程构建游离的半胱氨酸基团，并

且使用此半胱氨酸硫醇通过化学缀合连接红细胞结合性配体。

[0087] 如实施例7中详述的，工程化改造scFv抗体。工程化scFv抗体的设计聚焦于接头域

长度，及红细胞结合性肽的安排(spacing)的重要性。由于野生型变体设计为具有(GGGGS)4

接头(SEQ  ID  NO:18)并验证了抗原结合，随后的突变体设计为具有20个氨基酸的最小接头

长度的接头(图6A)。由于接头域可以调节scFv正确折叠成其正确的三级结构(图6B)，设计

了两个含有ERY1的突变体。REP突变体含有在接头域中居中的ERY1肽，其侧翼有正确数目的

Gly和Ser残基以维持亲本20个氨基酸的接头长度。在可能的情况下，ERY1肽的疏水性质不

是线性排列的，而是群集成较短的装配域，此时REP的接头长度会更短，并且由此可能阻碍

正确折叠。出于该原因，INS突变体设计为含有添加到亲本接头域中心的ERY1肽，并将接头

延长到32个氨基酸。由于被发现的ERY1肽具有游离的N端，其在受约束的多肽构象中的存在

是否会实现红细胞结合是不得而知的。为了应对此潜在的行为，通过与合成的ERY1肽化学

缀合创建了这样的scFv变体，使得此肽的N端是游离的，而C端与scFv缀合(图6C)。

[0088] 以此方式，红细胞结合性肽的数目，以及相应地scFv的红细胞结合能力可以在整

个缀合反应期间以化学计量的方式加以调整。因而，ScFv可以工程化改造成包含如本文中

教导的红细胞结合性肽。实施方案包括包含范围为1至20的配体数目的scFv；技术人员容易
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想到明确规定的范围内的所有范围和数值都已被考虑到，例如2-6。

[0089] 实施方案包括scFv与致耐受性抗原缀合以生成诱导耐受性的分子融合物，例如如

实施例17中的，实施例17描述了用于产生耐受性的详情，以产生针对附接于scFv的OVA的耐

受性为例。实施例17还详述了用于生成与抗原的免疫识别表位重组融合的scFv蛋白构建体

的材料和方法。该scFv以红细胞识别为目的。所述抗原是如本文中所描述的抗原，例如致耐

受性抗原。本文中报告的工作例描述了使用鼠模型的结果，在构建体中使用鼠TER119scFv

作为抗体域。TER119是一种结合小鼠红细胞的抗体。TER119抗体域可以替换为其它抗体域，

例如针对人或其它动物中的红细胞的域。例如，可以使用10F7抗体域来创建能够结合人红

细胞的抗体-抗原构建体。用三种不同抗原(如实施例17中报告的)，包括OVA的MHC-I免疫优

势表位、嗜铬粒蛋白-A模拟表位(mimetope)1040-p31、和胰岛素原制备了来自Ter-119的

scFv的其它融合物。

[0090] 实施方案包括结合肿瘤标志物并阻断对肿瘤的血流的scFv，如实施例10和13中所

述的。例如，scFv可以结合肿瘤标志物，并且进一步是与红细胞结合性肽的分子融合物的一

部分。这些缀合物也可以用于通过阻断对肿瘤的血流来治疗癌症。

[0091] 红细胞对特定部位，诸如肿瘤血管系统的结合

[0092] 除了延长药物的半衰期之外，工程化治疗剂结合红细胞的能力对于将红细胞选择

性结合并定位至身体中的特定部位的目的也是有用的。在实体瘤治疗中，可以使用经动脉

化学栓塞(TACE)来限制对肿瘤的血供，由此阻碍其获得生长需要的营养物。TACE治疗牵涉

在肿瘤血供上游手术插入聚合固体微粒。当微粒到达肿瘤血管床时，它们被物理捕捉于血

管网络中，由此产生对肿瘤血供的阻塞(Vogl,Naguib等,2009)。

[0093] 按照TACE主题，本文中的一个实施方案是使用血液中循环的自体红细胞作为肿瘤

栓塞的天然微粒，其通过将肿瘤归巢性(tumor-homing)治疗剂工程化改造为含有红细胞结

合性肽来实现。以此方式，治疗剂定位于肿瘤血管床，并且募集通过的红细胞以结合血管，

由此限制并阻断对肿瘤块的血流。此类治疗与经典的TACE相比侵入性较小：药物仅会被注

射静脉内，并利用已经存在于血液中的天然红细胞作为栓塞颗粒。术语“肿瘤结合性”或“肿

瘤归巢性”指这样的肽，其可结合肿瘤血管系统中的肿瘤细胞上的能够从血液区室接触到

的组分。

[0094] 具体的肿瘤归巢性治疗剂的发现是癌症研究领域中已知的。肿瘤的生物活性靶向

的范例依赖于结合肿瘤环境中特异性表达的蛋白质标志物。这些包括但不限于：RGD-定向

整联蛋白(directed  integrin)、氨肽酶-A和-N、内皮唾液酸蛋白、细胞表面核仁蛋白、细胞

表面膜联蛋白-1、细胞表面p32/gC1q受体、细胞表面网蛋白-1、纤连蛋白EDA和EDB、白介素

11受体α、生腱蛋白-C、内皮糖蛋白/CD105、BST-2、半乳凝素-1、VCAM-1、纤维蛋白、和组织因

子受体。(Fonsatti,Nicolay等,2010；Dienst,Grunow等,2005；Ruoslahti,Bhatia等,2010；

Thijssen,Postel等,2006；Schliemann,Roesli等,2010；Brack,Silacci等,2006；Rybak,

Roesli等,2007)。靶向任何这些分子的治疗剂可以是将红细胞结合性肽携带到肿瘤血管系

统以引起特异性闭塞的载体。

[0095] 一个实施方案是特异性结合红细胞的第一配体，其与第二配体缀合，所述第二配

体特异性结合癌性细胞或肿瘤血管系统或肿瘤血管系统的组分，诸如内皮下膜(其部分暴

露于肿瘤中的血液)中的蛋白质或肿瘤内皮细胞表面上的蛋白质。所述配体可以是导入患
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者中，例如导入血流中的药学可接受组合物的一部分。所述配体结合红细胞，而肿瘤归巢性

配体结合肿瘤或肿瘤血管系统处或附近的部位，或者结合癌性细胞。红细胞在靶定部位处

聚集，并且阻断靶部位接触营养物，例如通过栓塞血管。鉴于栓塞是机械性的，由红细胞的

物理尺寸决定，栓塞将是迅速的。

[0096] 实体瘤很大程度上依赖于其血管供应，已经开发出生物分子治疗剂及材料治疗剂

(material  therapetics)来阻断其血管供应的生长或阻断对其血管供应的流动。一个实施

方案是生物分子配制剂或生物分子-纳米颗粒配制剂，其用于全身性注射以快速堵塞已知

或未知位置处的原发性肿瘤或转移肿瘤中的实体瘤血管系统。

[0097] 已经以多种方式尝试解决肿瘤栓塞，包括使用基于颗粒和生物分子的方法。生物

材料颗粒(包括那些由聚乙烯醇生成的)具有大于肿瘤微血管系统的直径，例如50-500微米

的直径，并且已经开发了用于在经导管动脉栓塞，或TACE中临床使用的生物材料颗粒

(Maluccio,Covey等,2008)。一种平行方法包括在颗粒内部加载化学治疗剂以便在经动脉

化学栓塞(TACE)中缓慢释放，主要用于治疗肝细胞癌(Gadaleta和Ranieri,2010)。在这两

种情况中，当颗粒被注射到动脉循环中时(通常由参与干预的放疗人员在射线照相的引导

下进行)，这些颗粒可以流入肿瘤血管系统中，并且堵塞它们，阻断血流(Maluccio ,Covey

等,2008)。利用这些局部方法仅治疗了通过放置导管直接靶向的肿瘤，而其它肿瘤，诸如已

知或未知位置处的转移，未得到治疗，因为颗粒不容易在血管中靶向。新近，已经探索了生

物分子办法，例如使用识别血栓形成因子和不存在于正常血管系统中的肿瘤血管内皮标志

物两者的双特异性抗体进行。在特异性结合肿瘤血管系统后，抗体积累，并在肿瘤血管内启

动血液凝块形成以阻断它们；此效应仅在抗体靶向肿瘤时被诱导(Huang,Molema等,1997)。

则这些生物分子办法具有这样的益处：若可以鉴定特异性肿瘤血管标签，则通过静脉内输

注靶向原发性和继发性肿瘤两者；但是它们的缺点是不提供对肿瘤的迅速机械阻塞。

[0098] 本发明的实施方案包括一种在患者中栓塞肿瘤的方法，包括对患者施用包含与靶

向模块偶联的红细胞结合性模块的组合物，其中所述靶向模块是针对选自肿瘤和肿瘤微血

管系统的靶物的抗体、抗体片段、或肽，且其中所述红细胞结合性模块包括特异性结合红细

胞的肽、抗体、抗体片段、或适体。例如，肽可以是如本文中所列的序列。

[0099] 抗原特异性免疫学耐受性

[0100] 在改善治疗剂的药动学行为外，已经发现了红细胞亲和力可以在创建抗原特异性

耐受性的方法中使用。实施例中列出了某些实施方案。

[0101] 实施例14详述了如何在预示人行为的小鼠动物模型中创建耐受性。简言之，发现

了结合小鼠红细胞的肽ERY1。用测试抗原卵清蛋白(OVA)生成ERY1的分子融合物。融合物在

体内特异性结合红细胞，并且不结合其它分子，包括那些在血液或血管系统中的。观察到长

的循环半衰期。观察到ERY1-OVA的红细胞结合导致抗原呈递细胞(APC)高效地交叉呈递OVA 

MHC  I免疫优势表位(SIINFEKL)及反应性T细胞的相应交叉初始化。ERY1-OVA比OVA诱导数

目高得多的膜联蛋白-V+增殖性OT-I  CD8+T细胞(图12d)，这提示了最终会导致克隆删除的

凋亡命运。使用建立的OT-I攻击-耐受性模型(Liu,Iyoda等,2002)(图14a)，证明了ERY1-

OVA即使在使用非常强的细菌衍生的佐剂的情况下也可防止随后对疫苗介导的抗原攻击的

免疫应答。与在用LPS进行抗原攻击前施用未修饰的OVA的小鼠(图14c)相比，ERY1-OVA的静

脉内施用导致引流淋巴结(图4；图14b中门控)和脾中OT-I  CD8+T细胞群的深度降低，这证
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明删除性耐受(deletional  tolerance)。在施用ERY1-OVA的小鼠中展现的这种有效的克隆

删除支持了早先OT-I  CD8+T细胞交叉初始化增强的观察结果(图12)，而且还显示了交叉初

始化在没有共刺激分子的APC呈递的情况下发生，导致删除性耐受。与经OVA处理的小鼠相

比，ERY1-OVA的静脉内施用在第一次抗原施用后19天使OVA特异性血清IgG水平降低39.8倍

(图15)。为了进一步证实抗原特异性免疫耐受性的诱导，将OT-I攻击-耐受模型与表达OVA

的肿瘤移植模型(图14)组合，得到了有利的结果。此实施例中详述的结果表明ERY1-OVA对

红细胞结合的可诱导抗原特异性免疫耐受。这一点响应于强佐剂攻击及表达异种抗原

(xeno-antigen)的植入的细胞移植物都得以表现。此外，耐受是经由与循环红细胞上存在

的抗原的相互作用而导致反应性CD8+T细胞功能性失活和删除来实现的，不依赖于直接的

CD4+T细胞调节。用ERY1，一种小鼠红细胞结合性肽进行的这些详细实验可以预示在人体中

使用人红细胞结合性肽(其中几种在本文中教导)得到的相似结果。此外，在已经显示了肽

配体有效的条件下，可以使用与其它红细胞结合性配体，例如抗体、抗体片段、或适体的缀

合物产生相似的结果。

[0102] 比较而言，先前的报告已经叙述了通过将抗原附接于红细胞表面，由此生成疫苗

来创建免疫排斥，并且其它报告已经使用包囊在红细胞内的抗原来创建疫苗。例如，当抗原

包囊在红细胞内时，由此生成疫苗(Murray等,Vaccine  24:6129-6139(2006))。或者，与红

细胞表面缀合的抗原是免疫原性的，并且被提议作为疫苗(Chiarantini等,Vaccine  15

(3):276-280(1997))。这些参考文献显示了红细胞递送方法得到与用带佐剂的正常疫苗获

得的一样好的免疫应答。其他人已经报告了诱导耐受需要红细胞内的放置，如专利申请

WO2011/051346中，该专利申请还教导了几种改变红细胞表面以增强肝中被肝巨噬细胞清

除的手段。该申请也教导了使抗体结合红细胞表面蛋白诸如血型糖蛋白A，但其目的是为了

在红细胞上生成免疫复合物以增强其被肝巨噬细胞的清除。

[0103] 本文中所列的实施方案提供了一种产生免疫耐受的方法，该方法包括施用包含分

子融合物的组合物，所述分子融合物包含致耐受性抗原和红细胞结合性模块，该红细胞结

合性模块特异性结合患者中的红细胞，由此连接抗原与该红细胞，其中以对包含所述致耐

受性抗原的物质有效产生免疫耐受的量施用所述分子融合物。红细胞和患者可以没有对红

细胞引起其它变化的处理，并且没有红细胞交联、化学共价缀合、包被、和与肽的特异性结

合之外的其它改变。分子融合物可以包含，或组成为，与抗原直接共价键合的红细胞结合性

模块。分子融合物可以包含附接于颗粒的红细胞结合性模块，所述颗粒附接于抗原。颗粒可

以包括微粒、纳米颗粒、脂质体、聚合物囊泡、或胶束。致耐受性抗原可以包含治疗性蛋白

质，例如，对遭受血液因子生成缺乏的患者施用的该血液因子的一部分。实施方案包括如下

的例子，其中：患者是人，而致耐受性抗原是该患者遗传缺陷的人蛋白质；其中患者是人，而

致耐受性抗原包含非人蛋白质的一部分；其中患者是人，而致耐受性抗原包含工程化治疗

性蛋白质的不天然存在于人中的一部分；其中患者是人，而致耐受性抗原包含含有非人糖

基化的蛋白质的一部分；其中致耐受性抗原包含人自身免疫性疾病蛋白质的一部分；其中

致耐受性抗原是同种异体移植物移植中的抗原；其中致耐受性抗原包含选自下组的物质的

一部分：人食物；和/或其中红细胞结合性模块选自下组：肽、抗体、和抗体片段。实施方案包

括耐受化材料和方法，其中红细胞结合性模块包含含有选自下组的序列的至少5个连续的

氨基酸残基的肽：SEQ  ID  NO:11,SEQ  ID  NO:13,SEQ  ID  NO:14,SEQ  ID  NO:15,SEQ  ID  NO:
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16,SEQ  ID  NO:17,SEQ  ID  NO:1及它们的保守取代，其中所述序列特异性结合红细胞。

[0104] 可以选择分子融合物以在红细胞内部或外部上放置抗原。不限于具体的作用机

制，提出了以下的理论。在人中，每天有约1％红细胞凋亡(红细胞凋亡(eryptotic))并且被

清除，大量细胞及其蛋白质以如下的方式加工，使得维持对红细胞自身抗原的耐受性。经由

使用ERY1肽或人红细胞结合性肽、红细胞结合单链抗体或抗体、红细胞结合适体、或另一种

红细胞结合剂工程化改造为结合红细胞的抗原也可以引发相同的致耐受性应答。鉴于由

Miller及同事(见上文)开发的现有技术方法是麻烦的，因为它需要将供体脾细胞收获并起

反应以便重新施用，我们的非共价红细胞结合方法提供一种更简单的备选。由于在体内导

入抗原缀合物或融合物后自发发生ERY1-红细胞或人红细胞结合性肽-红细胞或其它亲和

性生物分子(例如单链抗体、抗体、或适体)相互作用，仅通过注射施用工程化抗原，就会原

位发生结合。

[0105] 在一些情况下，致耐受性抗原源自期望耐受的治疗剂蛋白质。例子是患者由于该

蛋白质缺陷而对其不建立中心耐受的野生型蛋白质药物，例如，人因子VIII或因子IX；或者

在人体中使用的非人蛋白质药物。其它例子是由于制备而以非人形式糖基化的蛋白质药

物，或工程化蛋白质药物，其例如具有可以引起不想要的免疫应答的非天然序列。属于非天

然存在于人体中的工程化治疗性蛋白质的致耐受性抗原的例子包括具有工程化突变，例

如，改善药理学特征的突变的人蛋白质。包含非人糖基化的致耐受性抗原的例子包括在酵

母或昆虫细胞中生成的蛋白质。

[0106] 实施方案包括以某种频率X或剂量Y施用蛋白质以及还以更小的频率和/或剂量

(例如，不超过0.2X的频率或不超过0.2Y的剂量)施用来自所述蛋白质的抗原；技术人员容

易想到，明确规定的范围内的所有范围和数值都被考虑到了，例如，0.01或005X或其间的某

个范围。

[0107] 实施方案包括从蛋白质缺陷的人施用的蛋白质选择致耐受性抗原。缺陷意指接受

该蛋白质的患者不天然生成足够的该蛋白质。此外，蛋白质可以是该患者遗传缺陷的蛋白

质。此类蛋白质包括例如抗凝血酶-III、蛋白C、因子VIII、因子IX、生长激素、生长素、胰岛

素、醋酸普兰林肽、美卡舍明(mecasermin) (IGF-1)、β-葡糖脑苷脂酶、阿葡糖苷酶

(alglucosidase)-α、Laronidase(α-L-艾杜糖苷酸酶)、Idursuphase(艾杜糖醛酸-2-硫酸

酯酶)、Galsulphase、阿加糖酶(agalsidase)-β(α-半乳糖苷酶)、α-1蛋白酶抑制剂、和白蛋

白。

[0108] 实施方案包括自非人的蛋白质选择致耐受性抗原。此类蛋白质的例子包括腺苷脱

氨酶、胰脂肪酶、胰淀粉酶、乳糖酶、肉毒杆菌毒素A型、肉毒杆菌毒素B型、胶原酶、透明质酸

酶、木瓜蛋白酶、L-天冬酰胺酶、拉布立酶、来匹卢定(lepirudin)、链激酶、阿尼普酶

(anistreplase)(茴酰化血纤维蛋白溶酶原链激酶激活剂复合物)、抗胸腺细胞球蛋白、响

尾蛇多价免疫Fab、地高辛免疫血清Fab、L-精氨酸酶、和L-甲硫氨酸酶。

[0109] 实施方案包括从人同种异体移植物移植抗原选择致耐受性抗原。这些抗原的例子

是各种MHC  I类和MHC  II类单体型蛋白的亚基，以及次要血型抗原(minor  blood  group 

antigen)，包括RhCE,Kell,Kidd,Duffy和Ss上的单氨基酸多态性。

[0110] 在一些情况中，致耐受性抗原是患者针对其已经形成自身免疫应答或者可能形成

自身免疫应答的自身抗原。例子是胰岛素原(糖尿病)、胶原(类风湿性关节炎)、髓鞘碱性蛋
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白(多发性硬化)。存在着许多作为人自身免疫性蛋白质(该术语指各种自身免疫性疾病，其

中一种或多种引起疾病的蛋白质是已知的或者可以通过常规的测试建立)的蛋白质。实施

方案包括测试患者以鉴定自身免疫性蛋白质，并创建在分子融合物中使用的抗原及创建对

蛋白质的免疫耐受。实施方案包括下列一种或多种蛋白质的抗原，或者从下列一种或多种

蛋白质选择抗原。在1型糖尿病中，已经鉴定出几种主要的抗原：胰岛素、胰岛素原、前胰岛

素原、谷氨酸脱羧酶-65(GAD-65)、GAD-67、胰岛素瘤关联蛋白2(IA-2)、和胰岛素瘤关联蛋

白2β(IA-2β)；其它抗原包括ICA69、ICA12(SOX-13)、羧肽酶H、Imogen  38、GLIMA  38、嗜铬粒

蛋白-A、HSP-60、羧肽酶E、外周蛋白、葡萄糖转运蛋白2、肝癌-肠-胰/胰腺关联蛋白、S100β、

胶质细胞原纤维酸性蛋白、再生基因II、胰十二指肠同源框1、萎缩性肌强直病(dystrophia 

myotonica)激酶、胰岛特异性葡萄糖-6-磷酸酶催化亚基相关蛋白、和SST  G蛋白偶联受体

1-5。在自身免疫性甲状腺疾病(包括桥本甲状腺炎和格雷夫斯氏病)中，主要的抗原包括甲

状腺球蛋白(TG)、甲状腺过氧化物酶(TPO)和促甲状腺激素受体(TSHR)；其它抗原包括钠碘

同向转运蛋白(symporter)(NIS)和巨蛋白。在甲状腺相关眼病和皮肤病中，除了甲状腺自

身抗原(包括TSHR)外，抗原是胰岛素样生长因子1受体。在甲状旁腺功能减退中，主要的抗

原是钙敏感性受体。在阿狄森(Addison)氏病中，主要的抗原包括21-羟化酶、17α-羟化酶、

和P450侧链切割酶(P450scc)；其它抗原包括ACTH受体、P450c21和P450c17。在卵巢功能早

衰中，主要的抗原包括FSH受体和α-烯醇化酶。在自身免疫性下垂体炎，或垂体自身免疫性

疾病中，主要的抗原包括垂体配体特异性蛋白质因子(PGSF)1a和2；另一种抗原是2型碘化

甲腺氨酸脱碘酶。在多发性硬化中，主要的抗原包括髓鞘碱性蛋白、髓鞘少突胶质细胞糖蛋

白和蛋白脂质蛋白。在类风湿性关节炎中，主要的抗原是胶原II。在免疫胃炎

(immunogastritis)中，主要的抗原是H+,K+-ATP酶。在恶性贫血(pernicious  angemis)中，

主要的抗原是内因子。在乳糜泻中，主要的抗原是组织转谷氨酰胺酶和麦醇溶蛋白。在白癜

风中，主要的抗原是酪氨酸酶，和酪氨酸酶相关蛋白1和2。在重症肌无力中，主要的抗原是

乙酰胆碱受体。在寻常型天疱疮和变型中，主要的抗原是桥粒芯蛋白(desmoglein)3、1和4；

其它抗原包括天疱膜联蛋白、桥粒胶蛋白(desmocollin)、斑珠蛋白(plakoglobin)、斑周蛋

白(perplakin)、桥粒斑蛋白(desmoplakin)、和乙酰胆碱受体。在大疱性类天疱疮中，主要

的抗原包括BP180和BP230；其它抗原包括网蛋白和层粘连蛋白5。在杜林疱疹样皮炎中，主

要的抗原包括肌内膜和组织转谷氨酰胺酶。在获得性大疱性表皮松解(epidermolysis 

bullosa  acquisita)中，主要的抗原是胶原VII。在系统性硬化病(systemic  sclerosis)

中，主要的抗原包括基质金属蛋白质酶1和3、胶原特异性分子伴侣热休克蛋白47、微纤维蛋

白-1、和PDGF受体；其它抗原包括Scl-70、U1RNP、Th/To、Ku、Jo1、NAG-2、着丝粒蛋白、拓扑异

构酶I、核仁蛋白、RNA聚合酶I、II和III、PM-Slc、纤维蛋白、和B23。在混合性结缔组织病中，

主要的抗原是U1snRNP。在斯耶格伦(Sjogren)氏综合征中，主要的抗原是核抗原SS-A和SS-

B；其它抗原包括胞衬蛋白、多聚(ADP-核糖)聚合酶和拓扑异构酶。在系统性红斑狼疮中，主

要的抗原包括核蛋白，包括SS-A、高迁移率组框1(HMGB1)、核小体、组蛋白蛋白质和双链

DNA。在古德帕斯丘综合征(Goodpasture’s  syndrome)中，主要的抗原包括肾小球基膜蛋

白，包括胶原IV。在风湿性心脏病中，主要的抗原是心脏肌球蛋白。自身免疫性多腺性综合

征1型中揭示的其它自身抗原包括芳香族L-氨基酸脱羧酶、组氨酸脱羧酶、半胱氨酸亚磺酸

脱羧酶、色氨酸羟化酶、酪氨酸羟化酶、苯丙氨酸羟化酶、肝P450细胞色素P4501A2和2A6、
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SOX-9、SOX-10、钙感测受体蛋白、和1型干扰素干扰素α、β和ω。

[0111] 在一些情况中，致耐受性抗原是患者已经针对其形成不想要的免疫应答的外来抗

原。例子是食物抗原。实施方案包括测试患者以鉴定外来抗原，并创建包含抗原的分子融合

物，并治疗患者以形成对抗原或食物的免疫耐受。提供了此类食物和/或抗原的例子。例子

来自花生的：伴花生球蛋白(Ara  h  1)、变应原II(Ara  h  2)、花生凝集素、羽扇豆球蛋白

(Ara  h  6)；来自苹果的：31kda主要变应原/疾病抗性蛋白同源物(Mal  d  2)、脂质转运蛋白

前体(Mal  d  3)、主要变应原Mal  d  1.03D(Mal  d  1)；来自乳的：α-乳清蛋白(ALA)、乳转铁

蛋白；来自奇异果(kiwi)的：猕猴桃素(actinidin)(Act  c  1,Act  d  1)、植物半胱氨酸蛋白

酶抑制剂(phytocystatin)、奇异果甜蛋白(thaumatin)样蛋白(Act  d  2)、kiwellin(Act  d 

5)；来自芥菜的：2S白蛋白(Sin  a  1)、11S球蛋白(Sin  a  2)、脂质转运蛋白(Sin  a  3)、抑制

蛋白(Sin  a  4)；来自芹菜的：抑制蛋白(Api  g  4)、高分子量糖蛋白(Api  g  5)；来自虾的：

Pen  a  1变应原(Pen  a  1)、变应原Pen  m  2(Pen  m2)、原肌球蛋白快速同种型(fast 

isoform)；来自小麦和/或其它谷物的：高分子量麦谷蛋白、低分子量麦谷蛋白、α和γ-麦醇

溶蛋白、大麦醇溶蛋白、裸麦醇溶蛋白、燕麦蛋白；来自草莓的：主要草莓变态反应Fra  a  1-

E(Fra  a  1)，来自香蕉：抑制蛋白(Mus  xp  1)。

[0112] 在人和兽医医学中使用的许多蛋白质药物诱导免疫应答，对患者产生风险，而且

限制药物的效力。这对于已经工程化改造的人蛋白质、先天性蛋白质生成缺陷的患者中使

用的所述人蛋白质、以及非人蛋白质均可能发生。在初始施用前使接受者耐受这些蛋白质

药物可能是有利的，并且在初始施用及形成免疫应答后使接受者耐受这些蛋白质药物可能

是有利的。在自身免疫患者中，自身免疫形成所针对的自身抗原是已知的。在这些情况中，

在形成自身免疫之前使有风险的受试者耐受可能是有利的，并且在初始自身免疫的生物分

子指征形成之时或之后使受试者耐受可能是有利的。例如，在1型糖尿病中，在胰腺中β细胞

的广泛破坏及葡萄糖稳态的临床病情发作前自身免疫的免疫学指征。在临床病情发作前在

检测出这些免疫学指征后使受试者耐受可能是有利的。

[0113] 由Miller及同事负责的新近工作已经显示了离体共价缀合的抗原与同种异体脾

细胞在施用到小鼠静脉内时产生抗原特异性免疫耐受(Godsel ,Wang等 ,2001；Luo ,

Pothoven等,2008)。该方法涉及收获供体脾抗原呈递细胞，并在胺-羧酸交联反应程序中使

它们起化学反应。已经证明该技术可有效对多发性硬化(Godsel,Wang等,2001)、新发作的

糖尿病1型(Fife,Guleria等,2006)、和同种异型胰岛移植物(Luo,Pothoven等,2008)的小

鼠模型诱导抗原特异性耐受。虽然负责致耐受应答的确切机制是未知的，但有人提出，一个

主要的条件涉及在凋亡抗原偶联细胞上不表达共刺激分子的情况下的抗原呈递(Miller,

Turley等,2007)。还已经考虑在红细胞影内包囊抗原，离体加工红细胞，并再注射它们，如

在WO2011/051346中的。

[0114] 施用

[0115] 本文中所列的本发明的许多实施方案描述了可以对人或其它动物患者施用的组

合物。本发明的实施方案包括例如识别红细胞或肿瘤或肿瘤血管系统上的抗原的分子融合

物、融合蛋白、肽配体、抗体、scFv及其组合。这些组合物可以以药学可接受组合物且与合适

的药学可接受担载体或赋形剂一起制备。

[0116] 结合红细胞的组合物结合红细胞可以是特异性的。此特异性为组合物与红细胞的
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体内结合，以及作为备选的离体过程提供可能。因而，可以将组合物直接注射入患者的血管

系统中。一种备选是注射到组织(例如肌肉)中、皮肤、或皮下，以供随后由红细胞接触和摄

取。

[0117] 可以使用药学可接受担载体或赋形剂来递送如本文中所描述的实施方案。赋形剂

指一种作为治疗剂的稀释剂或媒介物使用的惰性物质。药学可接受担载体一般与化合物一

起使用，从而使化合物可用于治疗或作为产品。一般地，对于任何物质，药学可接受担载体

是与要递送给动物的物质组合的材料。常规的药用载体、水性、粉末或油性基质、增稠剂等

可以是必需的或期望的。在某些情况中，担载体对于递送而言是必需的，例如用来溶解不溶

性化合物以进行液体递送；缓冲液以控制物质的pH从而保持其活性；或稀释剂以防止贮存

容器中的物质损失。然而，在其它情况中，担载体是为了方便，例如，用于更方便施用的液

体。本文中所描述的化合物的药学可接受盐可以依照本领域技术人员已知的方法合成。因

此，药学可接受组合物是高度纯化的，从而不含污染物，是生物相容的且无毒的，而且进一

步包含适合于对患者施用的担载体、盐、或赋形剂。在水作为担载体的情况中，将水进行高

度纯化，并处理成不含污染物，例如内毒素。

[0118] 通常，本文中所描述的化合物要与根据意图施用形式适当选择且与符合常规药学

实践的合适药用稀释剂、赋形剂、增量剂或载体(在本文中称为药学可接受担载体，或担载

体)掺混起来施用。如此，可递送的化合物可以制备为以适合于口服、直肠、表面、静脉内注

射、动脉内注射、或胃肠外施用的形式。担载体包括固体或液体，并且基于使用的施用类型

而选择担载体的类型。可以包括合适的粘合剂、润滑剂、崩解剂、着色剂、芳香剂、流动诱导

剂(flow-inducing  agent)、和熔化剂(melting  agent)作为担载体，例如用于丸剂。例如，

活性组分可以与口服、无毒性、药学可接受的、惰性载体诸如乳糖、明胶、琼脂、淀粉、蔗糖、

葡萄糖、甲基纤维素、硬脂酸镁、磷酸二钙、硫酸钙、甘露醇、山梨糖醇，等等组合。化合物可

以以固体剂型，诸如胶囊、片剂、和粉末，或者以液体剂型，诸如酏剂、糖浆剂、和悬浮液口服

施用。活性化合物也可以以无菌液体剂型胃肠外施用。也可以使用缓冲剂来实现生物学pH

或渗量。

实施例

[0119] 实施例1：用小鼠红细胞筛选红细胞结合性肽

[0120] 在选择中使用可购自New  England  Biolabs(NEB)的PhD幼稚的12个氨基酸的肽噬

菌体文库。在每轮筛选中，将1011个输入噬菌体在具有50mg/mL  BSA的PBS(PBSA-50)中与小

鼠红细胞一起温育。于37C在1小时后，通过在PERCOLL(GE  Life  Sciences)中以1500g离心

15分钟除去未结合的噬菌体。在PBSA-50中实施随后的解离步骤以除去低亲和力结合噬菌

体。在后来的筛选轮次中提高解离持续时间和温度以提高选择过程的严格性。在第1轮中，

噬菌体结合之后进行室温的2分钟解离步骤，之后清洗和洗脱。在第2轮中，噬菌体结合之后

进行37℃的10分钟解离。在第3轮和第4轮中，于37℃进行两个分开的且顺序的解离步骤：在

第3轮中先后为10分钟和15分钟，而在第4轮中先后为10分钟和30分钟。用0.2M甘氨酸pH 

2.2洗脱红细胞结合噬菌体10分钟，并用0.15个体积的1M  Tris,pH  9.1中和溶液。针对全部

红细胞应用4轮选择后实质性富集了文库中的高亲和力噬菌体克隆，如通过流式细胞术显

示的。感染性或噬菌体形成单位通过标准滴定(titering)技术来计算。将噬菌体样品连续
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稀释到新鲜的LB培养基中，并将10μL噬菌体稀释液添加到200μL对数早期ER2738大肠杆菌

(E.coli)(NEB)。在于室温温育3分钟后，将溶液添加到3mL顶部琼脂，混合，并倒入含有IPTG

和XGal的LB板上。在于37℃温育过夜后，将蓝色菌落作为噬菌体形成单位(pfu)计数。

[0121] 实施例2：表征对小鼠红细胞的结合

[0122] 结果：显微术确认ERY1噬菌体结合红细胞细胞表面，而不改变细胞形态且没有胞

质移位。荧光和相差图像再次显示了ERY1噬菌体相对于未经选择的文库的红细胞结合能

力。高分辨率共焦成像揭示了ERY1噬菌体遍及细胞表面分布(与在单个位置处群集形成对

比)，而且优先结合细胞表面的赤道外周，并且结合在红细胞之间是均匀的(图1)。

[0123] 方法：对于所有样品，将1011个输入噬菌体在PBS-50中与小鼠红细胞一起温育。37

℃1小时后，通过以200g离心3分钟除去未结合的噬菌体。对于规则的荧光显微术样品，将细

胞于室温与PBSA-5中以1:20稀释的抗M13外壳蛋白-PE抗体(Santa  Cruz  Biotechnology)

一起温育1小时。将细胞以200g旋转3分钟，在10μL硬固(Hard-set)封固剂(VECTASHIELD)中

重悬，涂到显微镜载玻片上，用盖玻片覆盖，并显现。对于共焦显微镜样品，将细胞与兔抗fd

噬菌体(Sigma)和抗兔ALEXAFLUOR缀合物(Invitrogen)一起温育。

[0124] 实施例3：表征结合小鼠红细胞的分子靶物

[0125] 结果：为了搜索ERY1肽的分子靶物，采用使用生物素化的可溶性肽的亲和力下拉

(pull-down)技术；此方法揭示了血型糖蛋白-A(GYPA)为红细胞膜上的ERY1配体。在将完整

红细胞与用生物素功能化的ERY1肽和可光活化的交联剂一起温育时，通过链霉亲合素

Western印迹检出一个28kDa蛋白质与该肽-生物素复合物缀合(图2A)。将反应裂解物充分

清洗，并使用链霉亲合素磁珠纯化以确保没有残留来自红细胞裂解物的未标记的蛋白质。

如预期的，错配肽不能与任何红细胞蛋白质缀合。错配肽PLLTVGMDLWPW(SEQ  ID  NO:2)设计

为含有与ERY1相同的氨基酸残基，并且与其疏水性分布状况一致。相互作用的蛋白质的表

观大小的证据提示了几个较小的、单次跨膜蛋白质为可能的配体，即血型糖蛋白。来自交联

反应的相同的纯化样品的抗GYPA  Western印迹确认候选生物素化的蛋白质确实是GYPA(图

2B)。

[0126] 通过高分辨率共焦显微术分析ERY1噬菌体与GYPA的共定位。GYPA是天然表达的，

并且作为由几种膜和细胞骨架蛋白构成的复合物的一部分呈现(Mohandas和Gallagher,

2008)。这一点在GYPA染色中是直观明显的，在细胞赤道外周看到不一致的标记。用ERY1噬

菌体标记产生极其相似的染色分布情况。共定位分析中高达0.97的重叠系数佐证了如下的

结论，即ERY1噬菌体和抗GYPA结合相同的蛋白质。在用文库噬菌体标记的红细胞中还见到

GYPA群集，但是没有噬菌体结合，因而也没有明显的共定位。

[0127] 方 法 ：在 T G R 树 脂 上 使 用标 准的 固 相 f - m o c 化 学 合 成 E R Y 1 ( H 2 N -

WMVLPWLPGTLDGGSGCRG-CONH2)(SEQ  ID  NO:19)和错配(H2N-PLLTVGMDLWPWGGSGCRG-CONH2)

(SEQ  ID  NO:20)肽。将肽在95％三氟乙酸、2.5％乙二硫醇、2.5％水中自树脂切割下来，并

在冰冷的乙醚中沉淀。使用C18反相柱在Waters制备用HPLC-MS上进行纯化。

[0128] 将ERY1和错配肽与Mts-Atf-生物素(Thermo  Scientific)缀合，如由制造商建议

的。简言之，将肽在PBS/DMF中溶解，并于4C与1.05当量的Mts-atf-生物素起反应过夜。在通

过离心使反应澄清后，将生物素化的肽于37C在PBSA-50中与红细胞一起温育1小时，将细胞

在新鲜的PBS中清洗两次，并于室温于365nm进行UV照射8分钟。通过超声处理裂解细胞，并
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使用经链霉亲合素包被的磁珠(Invitrogen)纯化裂解物。将洗脱物在SDS-PAGE上运行，并

转移到PVDF膜，并用链霉亲合素-HRP(R&D  Systems)或抗小鼠GYPA免疫印迹。

[0129] 实施例4：表征ERY1对其它小鼠细胞及来自其它物种的红细胞的结合或结合缺乏。

[0130] 结果：对一组物种间细胞系的流式细胞术筛选表明ERY1噬菌体对小鼠和大鼠红细

胞是特异性的，对小鼠白细胞或人细胞没有可测量的结合(图3)。这些数据提示了充当ERY1

配体的特异性膜蛋白仅存在于红系细胞中，而不存在于髓样或淋巴样细胞谱系中。此外，这

验证了使用除了离心外几乎没有预先纯化的新鲜分离的血液作为目标的筛选方法。

[0131] 方法：为了测定噬菌体结合，于37C使用约1010个噬菌体颗粒来标记PBSA-50中的

5x105个细胞1小时。在以200g离心4分钟后，将细胞在PBSA-5中重悬，并于室温以1:20的稀

释添加抗噬菌体-PE历时1小时。在最终的旋转/清洗循环后，将细胞在PBSA-5中重悬，并在

流式细胞仪上分析。

[0132] 实施例5：用模型蛋白质表征静脉内药动学

[0133] 结果：为了表征ERY1肽对蛋白质药动学的影响，我们表达模型蛋白质麦芽糖结合

蛋白(MBP)作为与ERY1肽的N端融合物(ERY1-MBP)。在静脉内施用后，相对于野生型蛋白质，

ERY1-MBP变体展现出延长的循环(图4)。注射后立即采集的时间点的血液样品确认了初始

浓度在这两种配制剂中是相同的，因而剂量也是如此。在静脉内注射后4小时开始，ERY1-

MBP以比非结合性的野生型MBP统计学显著更慢的速率从循环清除。

[0134] 与野生型MBP相比，ERY1-MBP证明血清半衰期延长3.28倍(对于单一区室模型)至

6.39倍(对于两区室模型)倍，且清除降低2.14倍。使用标准的一区室药动学模型分析浓度

对野生型和ERY1变体分别得到0.92小时和3.02小时的半衰期。还将数据精确拟合到两区室

模型(R2≥0.98)，对野生型和ERY1变体分别得出α和β半衰期为0.41小时和1.11小时，以及

2.62小时和3.17小时。因而，可以预期用如本文中教导的人红细胞结合性肽和其它红细胞

结合性配体得到半衰期延长。

[0135] 方法：使用标准的质粒分离试剂盒提取克隆复制形式M13KE  DNA。将所得的质粒用

Acc651和EagI消化以获得gIII融合基因，然后连接到pMAL-pIII中的相同位点中，产生本文

中称作pMAL-ERY1的质粒。在BL21大肠杆菌中表达经序列验证的克隆。简言之，于37C用终浓

度0.3mM的IPTG诱导对数中期BL21培养物达3小时。用20mM  Tris、20％蔗糖、2mM  EDTA渗透

休克处理10分钟，接着在5mM  MgSO4中于4℃第二次处理15分钟，这容许周质表达的MBP融合

物与细胞碎片分离。在直链淀粉SEPHAROSE上进行融合蛋白的纯化，并通过SDS-PAGE分析纯

度。

[0136] 瑞士沃州兽医局(Swiss  Vaud  Veterinary  Office)先前批准了所有动物规程。在

用氯胺酮/甲苯噻嗪麻醉下，将小鼠尾部在42℃水中保温，并将150μg蛋白质在100μL体积中

直接注射入尾静脉中。注意确保小鼠在麻醉下保持于37℃。通过在尾根部小手术刀切口抽

出血液，并在PBSA-5，10mM  EDTA中稀释10倍，并于-20C贮存，直至进一步分析。通过夹心式

ELISA对血液样品分析MBP浓度。简言之，使用单克隆小鼠抗MBP作为捕捉抗体，多克隆兔抗

MBP作为一抗，而山羊抗兔HRP作为二抗。使用公式1和公式2使用标准的药动学区室分析在

PRISM4中分析数据。

[0137] 公式1：标准一区室模型

[0138] A＝A0e-Kt
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[0139] 其中A是时间t时体内的游离药物量，而A0是时间0时药物初始量。

[0140] 公式2：标准两区室模型

[0141] A＝ae-αt+be-βt

[0142] 其中A是时间t时中心区室中游离药物的量。

[0143] 实施例6：用模型蛋白质表征皮下药动学

[0144] 结果：在血管外施用后，ERY1-MBP变体相对于野生型蛋白质展现出延长的循环(图

5)。注射后立即采集的时间点的血液样品确认初始浓度在这两种配制剂中是相同的，因而

剂量也是如此。在皮下注射后，可见ERY1-MBP的血液浓度升高的相似趋势持续贯穿整个实

验期间。分析血液浓度揭示了与野生型MBP相比，ERY1-MBP变体显示的生物利用度增加

1.67。因而，半衰期延长在如本文中教导的人红细胞结合性肽和其它红细胞结合性配体的

情况下是有可能的。

[0145] 方法：使用标准的质粒分离试剂盒提取克隆复制形式M13KE  DNA。将所得的质粒用

Acc651和EagI消化以获得gIII融合基因，然后连接到pMAL-pIII中的相同位点中，产生本文

中称作pMAL-ERY1的质粒。在BL21大肠杆菌中表达经序列验证的克隆。简言之，于37C用终浓

度0.3mM的IPTG诱导对数中期BL21培养物达3小时。用20mM  Tris、20％蔗糖、2mM  EDTA渗透

休克处理10分钟，接着在5mM  MgSO4中于4℃第二次处理15分钟，这容许周质表达的MBP融合

物与细胞碎片分离。在直链淀粉Sepharose上进行融合蛋白的纯化，并通过SDS-PAGE分析纯

度。

[0146] 瑞士沃州兽医局先前批准了所有动物规程。在用异氟烷麻醉下，将150μg蛋白质在

100μL体积中直接注射入小鼠的背部皮肤中。注意确保小鼠在麻醉下保持于37C。通过在尾

根部小手术刀切口抽出血液，并在PBSA-5，10mM  EDTA中稀释10倍，并于-20C贮存，直至进一

步分析。通过夹心式ELISA对血液样品分析MBP浓度。简言之，使用单克隆小鼠抗MBP作为捕

捉抗体，多克隆兔抗MBP作为一抗，而山羊抗兔HRP作为二抗。在Prism4中分析数据，使用标

准的药动学区室分析，使用公式3。

[0147] 公式3：生物利用度

[0148]

[0149] 其中AUC是血浆浓度对时间曲线图下的面积，s.c.是皮下，而i.v.是静脉内。

[0150] 实施例7：工程化改造scFv抗体的接头域

[0151] 方法：自DNA  2 .0(Menlo  Park ,CA ,USA)订制合成编码针对纤连蛋白的胞外域

(extra  domain)A的scFv片段的基因：

[0152] 5’ATGGCAAGCATGACCGGTGGCCAACAAATGGGTACGGAAGTGCAACTGCTGGAGTCTGGCGGTGGCC

TGGTTCAGCCGGGTGGCAGCTTGCGCCTGAGCTGTGCGGCGTCTGGCTTCACCTTTAGCGTCATGAAAATGAGCTGG

GTTCGCCAGGCACCAGGTAAAGGCCTGGAGTGGGTGTCGGCAATCAGCGGTTCCGGTGGTAGCACCTATTACGCTGA

CAGCGTGAAAGGCCGTTTTACGATTTCGCGTGATAACAGCAAGAACACGCTGTACTTGCAAATGAATAGCCTGCGTG

CAGAGGACACGGCAGTGTACTATTGTGCGAAGAGCACTCACCTGTACTTGTTTGATTACTGGGGTCAAGGCACCCTG

GTTACCGTTAGCAGCGGCGGTGGTGGCTCCGGTGGTGGTGGTAGCGGTGGCGGTGGTTCTGGTGGTGGCGGCTCTGA

AATTGTCCTGACTCAGAGCCCTGGCACGCTGAGCCTGAGCCCGGGTGAGCGCGCGACGCTGAGCTGCCGTGCGAGCC

AGTCCGTTAGCAACGCGTTCCTGGCTTGGTATCAACAGAAACCGGGTCAGGCCCCTCGCCTGCTGATTTACGGTGCC
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AGCTCCCGTGCGACGGGCATCCCGGACCGTTTTTCCGGCTCCGGTAGCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCCG

CCTGGAGCCGGAGGATTTCGCGGTGTATTACTGCCAGCAAATGCGTGGCCGTCCGCCGACCTTCGGTCAGGGTACCA

AGGTCGAGATTAAGGCTGCGGCCGAACAGAAACTGATCAGCGAAGAAGATTTGAATGGTGCCGCG-3’(SEQ  ID 

NO:21)。为了构建含有野生型scFv的表达质粒，使用引物SK01和SK02来PCR扩增基因，并添

加HindIII(5’端)和XhoI(3’端)限制性位点，及3’端的两个终止密码子。为了构建在scFv的

接头区中含有ERY1肽的REP突变体scFv，使用重叠延伸PCR。使用引物SK01和SK03，通过PCR

创建了包含scFv的5’一半及后随的ERY1基因片段的基因片段。使用引物SK02和SK04，通过

PCR创建了包含ERY1基因片段(与前述片段互补)的及后随的scFv的3’一半的基因片段。在

琼脂糖电泳后使用标准试剂盒(Zymo  Research,Orange,CA,USA)纯化基因片段，并使用PCR

融合两个片段。使用SK01和SK02引物进行最终的扩增PCR以创建正确的限制性位点和终止

密码子。以与REP突变体完全相同的方式进行INS突变体scFv的构建，只是使用引物SK05替

换SK03，并使用SK06替换SK04。将每个最终完成的scFv基因产物用HindIII和XhoI(NEB,

Ipswich,MA,USA)消化，并连接到pSecTagA哺乳动物表达质粒(Invitrogen,Carlsbad ,CA,

USA)上的相同位点中。

[0153]

[0154]

[0155] 扩增经序列验证的克隆，并纯化其质粒DNA以在人胚肾(HEK)293T细胞中表达。表

达质粒含有N端信号序列，用于将感兴趣的重组蛋白分泌到培养基中。在表达7天后，将细胞

离心沉降，收获培养基，并在SUPERDEX  75柱(GE  Life  Sciences,Piscataway,NJ,USA)上使

用大小排阻层析纯化scFv。

[0156] 使用琥珀酰亚胺基-4-(N-马来酰亚胺甲基)环己烷-1-羧酸盐(SMCC,CAS#64987-

85-5,Thermo  Scientific)作为交联剂将含有C端半胱氨酸的ERY1肽与野生型scFv缀合。将

SMCC在二甲基甲酰胺中溶解，并以30倍摩尔过量添加到磷酸盐缓冲盐水(PBS)中的scFv。于

4C在2小时后，将反应体系在ZEBASPIN脱盐柱(Thermo  Scientific)上脱盐，并将产物与
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ERY1肽(肽5摩尔过量)反应。于4C在2小时后，将反应体系在10kDa  MWCO透析管中4C下针对

PBS透析2天。通过SDS-PAGE、Western印迹、和MALDI分析缀合的scFv。

[0157] 实施例8：用人红细胞筛选红细胞结合性肽

[0158] 结果：为了选择结合人红细胞的7种新颖的肽，采用大肠杆菌表面展示文库。在经

清洗的全血中在高浓度的血清白蛋白(50mg/mL)中4C实施筛选过程，以降低对白细胞的非

特异性结合。首先，通过与血液温育，接着通过大量清洗和密度梯度离心小心地分开有细菌

结合的红细胞与其它细胞，来将肽文库富集3轮。随后，将编码选择的肽的细菌质粒转化到

表达绿色荧光蛋白变体的细菌中。这容许与红细胞结合的绿色细菌通过高通量FACS得到分

选，并且使用细胞计量术对回收的细菌克隆个体测定对红细胞的结合。鉴定出7种独特的红

细胞结合性肽，如表1中显示的。这些肽不含共有基序，使用UniProt中的BLAST算法针对已

知蛋白质进行分析时也没有找到相关的蛋白质序列同源性。

[0159] 方法：大肠杆菌表面展示由超过十亿个不同细菌构成，每个细菌在支架蛋白eCPX

(一种外膜蛋白X的循环排列变体(circularly  permuted  variant))的N端上展示约1000个

拷贝的随机15聚体肽(Rice和Daugherty,2008)。对于前三个选择循环，使用共沉降，后随一

轮FACS来选择细菌对人红细胞的结合(Dane,Chan等,2006)。将冷冻等份的1011个含有eCPX

表面展示文库的细胞融化，并在补充有34μg/mL氯霉素(Cm)和0.2％D-(+)-葡萄糖的Luria 

Bertani(LB)培养基中于37℃培养过夜。将细菌在补充有Cm的LB中以1:50传代培养3小时，

并用0.02％L-(+)-阿拉伯糖诱导1小时。将来自健康供体的人血液(B型)用PBS中5％HSA,

2％FBS(HFS)清洗两次，在锥形管中重悬，并与1011个细菌细胞在颠倒摇瓶上于4℃共温育1

小时。将细胞悬浮液以500g离心5分钟，并除去上清液中的非结合细菌。将红细胞在50mL 

HFS中清洗三次，并在LB中重悬以过夜培养结合细菌。通过在补充有Cm的LB琼脂板上铺板来

计数回收的细菌克隆。对于第二和第三轮，分别添加108和5x107个细菌，并如上文清洗一次，

使用70％Percoll(GE  Life  Sciences)梯度以1000g  10分钟分离红细胞。对于流式细胞术

分选，使用Zyppy微量制备试剂盒从细菌细胞提取选择的eCPX文库群体的质粒。随后，将这

些质粒转化到大肠杆菌MC1061/pLAC22Grn1中以进行诱导型GFP表达。用1mM  IPTG诱导GFP

表达2小时，接着用0.02％L-(+)-阿拉伯糖诱导肽表面表达1小时，两者都于37C进行。使用

与上文所描述相似的技术实施FACS的样品制备，并使用FACSAria(BD  Biosciences)分选结

合红细胞的荧光第三轮群体。

[0160] 实施例9：表征对人红细胞的结合

[0161] 结果：为了表征所选择的结合人红细胞的肽，对展示每个肽的细菌用多种细胞类

型进行结合测定。七种肽中的六种(ERY19,ERY59,ERY64,ERY123,ERY141和ERY162)与针对

人上皮293T细胞和人内皮HUVEC的结合相比特异性结合人红细胞(图7A)。另外，肽结合人A

和B型血，但是不结合小鼠血液(图7B)，指示这些肽对人血液是特异性的，但是不依赖于普

通的血型抗原。使用标准的固相f-moc化学来合成肽，与纳米颗粒缀合，并分析其对各细胞

类型的结合，如上文。使用显微术和流式细胞术两者研究对红细胞表面的结合。

[0162] 方法：为了表征特异性，使用流式细胞术对个别测序的克隆分析针对人红细胞(A

和B型)、小鼠红细胞、HEK293T细胞和HUVEC的结合。对于结合测定法，将106个哺乳动物细胞

在4C与5×107个细菌共温育1小时，接着在HFS(PBS中的5％HSA,2％FBS)中清洗三次后在

AccuriA6上扫描。使用FLOWJO软件计算结合有绿色细菌的细胞的百分比。
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[0163] 实施例10：工程化改造scFv抗体的接头域

[0164] 针对肿瘤血管标志物纤连蛋白EDA(EDA)的工程化scFv可以制备为与特异性结合

人红细胞的肽的融合物的形式。要将来自实施例8的多个或每个肽插入(GGGGS)4(SEQ  ID 

NO:18)接头区，或相当的区域(与设计的两个含有ERY1的突变体相似)中；因而，添加肽

ERY19,ERY50,ERY59,ERY64,ERY123,ERY141,ERY162替换REP和INS突变体序列中的ERY1(图

6A)。由于发现人ERY肽拴系于支架蛋白eCPX的N端，插入接头区中的这些构建体可能影响红

细胞结合。为了解决这点，通过与合成的人ERY肽(与ERY1相似)化学缀合来创建scFv变体

(图6C)。这会容许最佳数目的ERY肽以单独或组合的方式添加到svFv以刺激红细胞结合。

[0165] 实施例11：表征聚合纳米颗粒和胶束的药动学和生物分布

[0166] 发明实验室先前已经开发出许多基于聚合物的纳米颗粒和胶束以用于药物递送

和免疫调控。此技术是稳健的，因为它容许含有硫醇的分子与纳米颗粒以可定量的方式容

易地进行位点特异性缀合(van  der  Vlies,O’Neil等,2010)。此实验室还已经开发出在单

一胶束上展示多个化学基团的胶束配制剂，和能够受控递送疏水性药物的配制剂(O’Neil,

van  der  Vlies等,2009；Velluto,Demurtas等,2008)。此实验室还已经探索其纳米颗粒技

术作为免疫应答调控剂的用途，因为它们靶向淋巴结中的抗原呈递细胞(Reddy,Rehor等,

2006；Reddy,van  der  Vlies等,2007)。与本文中的材料和方法组合的胶束和颗粒技术包括

US  2008/0031899,US  2010/0055189,和US  2010/0003338，在此通过提及并入本文。

[0167] 对这些纳米颗粒和胶束平台添加ERY1肽或人红细胞结合性肽改善其药动学行为，

由此增强其作为循环药物载体的性能。可以通过多个反应方案实施与任何纳米颗粒或胶束

变体的ERY1或人红细胞结合性肽缀合，并可以使用正交化学实现检测分子与终产物的缀

合。由于ERY1或人红细胞结合性肽组的存在，结合红细胞的纳米颗粒或胶束的确认可以通

过流式细胞术和显微术验证，并且通过体内表征的进一步确认可以通过在小鼠中施用后的

不同时间点时定量检测分子来实施。

[0168] 实施例12：工程化改造聚合物纳米颗粒和胶束以阻塞肿瘤血管系统

[0169] 可以设计并制备针对红细胞和肿瘤血管标志物两者的双重特异性工程化聚合物

纳米颗粒和胶束，其可引起肿瘤血管床中红细胞的聚集事件，并且特异性阻塞其血供。可以

评估并利用几种肿瘤靶向标志物，包括经修饰的在接头区中包含半胱氨酸的针对纤连蛋白

EDA的scFv、含有GPRP肽基序的血纤蛋白原结合肽、和截短的组织因子融合蛋白，它们分别

具有工程化的半胱氨酸或生物素以容许附接于颗粒。这些肿瘤靶向配体可以以最佳比率与

纳米颗粒和胶束上的红细胞结合性肽或血型糖蛋白A  scFv组合以实现双重靶向；可以经由

二硫化物连接或亲合素-生物素相互作用将多个配体附接于颗粒。为了确认，可以采用标准

的小鼠实体瘤模型，将小鼠肿瘤细胞注射入小鼠的背部皮肤中，并且容许生长预定的时段，

在该点给小鼠施用纳米颗粒或胶束。可以在表征治疗剂的药动学后确定剂量和治疗方案。

为了进一步确认，在处理后的不同时间点时，可以在处理组间比较肿瘤体积以评估治疗剂

阻断肿瘤块进一步生长的潜力。红细胞介导的对肿瘤血管系统的阻断的进一步确认可以通

过在活的荷瘤小鼠中的灌注实验来评估。会观察到治疗剂对红细胞的亲和力与肿瘤血管阻

塞之间的正相关。

[0170] 实施例13：工程化改造scFv抗体以阻塞肿瘤血管系统

[0171] 对肿瘤血管标志物EDA及对红细胞特异性的工程化scFv可以引起肿瘤血管床中红
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细胞的聚集事件，并且特异性阻塞其供血。针对EDA的经修饰的scFv包括作为接头区中的融

合物或作为与scFv的缀合物的人ERY结合肽。可以采用标准的小鼠实体瘤模型，将小鼠肿瘤

细胞注射入小鼠的背部皮肤中，并且容许生长预定的时段，在该点给小鼠施用纳米颗粒或

胶束。可以在表征治疗剂的药动学后确定剂量和治疗方案。在处理后的不同时间点，可以在

处理组间比较肿瘤体积以评估治疗剂阻断肿瘤块进一步生长的潜力。红细胞介导的对肿瘤

血管系统的阻断的确认可以通过在活的荷瘤小鼠中的灌注实验来评估。治疗剂对红细胞的

亲和力会与肿瘤血管阻塞相关联。

[0172] 实施例14：经由红细胞与缀合有ERY1肽的抗原或缀合有人红细胞结合性肽的抗原

的非共价结合诱导抗原特异性免疫学耐受性

[0173] 为了获得抗原对红细胞的强烈且特异性的生物物理结合，我们使用了一种合成的

12个氨基酸的肽(ERY1)，我们通过噬菌体展示发现该肽特异性结合小鼠血型糖蛋白-A 

(Kontos和Hubbell ,2010)。在此调查中，将模型抗原OVA与转基因小鼠品系(OT-I)一起使

用，所述转基因小鼠品系(OT-I)的CD8+T细胞群表达对MHC  I  OVA免疫优势肽SIINFEKL(SEQ 

ID  NO:3)特异性的T细胞受体。将ERY1肽与OVA化学缀合以创建OVA变体(ERY1-OVA)，其以高

亲和力和特异性结合小鼠红细胞(图8a)。高分辨率共焦显微术确认了早先关于ERY1结合的

观察结果(Kontos和Hubbell,2010)，即定位于细胞膜赤道外周，没有缀合有ERY1的蛋白质

的胞内移位。ERY1介导的对血型糖蛋白-A的结合是序列特异性的，因为与错配肽(其含有与

ERY1相同的氨基酸，但是在一级序列上是乱序的)缀合的OVA变体(MIS-OVA)展示的结合可

以忽略(图8b)。仅与用于缀合肽的交联分子缀合的OVA针对红细胞没有展示任何可测量的

亲和力，这确认了ERY1-OVA结合是ERY1肽与红细胞表面上的血型糖蛋白-A之间的非共价相

互作用的结果。此外，ERY1-OVA以高亲和力特异性红细胞，展现出6.2±1.3nM的抗体样解离

常数(Kd)，如通过平衡结合测量测定的(图8c)。

[0174] 在小鼠中静脉内施用后确认ERY1-OVA体内对循环红细胞的结合。在注射150μg 

OVA或ERY1-OVA后30分钟采集的全血样品确认了ERY1-OVA的特异性红细胞结合能力，即使

在血液和血管系统的复杂异质环境中(图9a)。与血型糖蛋白-A结合一致，ERY1-OVA结合红

细胞(CD45-)，但不结合白细胞(CD45+)。ERY1-OVA结合就红细胞的凋亡状态而言没有偏好，

对膜联蛋白-V+群体和膜联蛋白-V-CD45-群体两者均强烈结合(图9b)。OVA缀合物的药动学

研究证明ERY1-OVA红细胞结合在体内是长久的，展现出17.2小时的细胞表面半衰期(图

9c)。ERY1-OVA在施用后长达72小时仍然结合红细胞；在此时限期间，约13％的红细胞在小

鼠中被清除(Khandelwal和Saxena,2006)。在体内定量红细胞结合的ERY1-OVA显示每106个

红细胞0.174±0.005ng  OVA的相对高负荷。

[0175] 为了排除OVA加载对红细胞功能的任何潜在生理学影响，在静脉内施用ERY1-OVA

或OVA后的不同时间点时表征血液学参数。与施用OVA相比，ERY1-OVA的红细胞结合没有引

发血细胞比容、血球体积(corpuscular  volume)、或血细胞血红蛋白含量的可检测差异(图

10)。这些结果表明血型糖蛋白-A介导的红细胞与抗原的结合没有改变其血液学参数。

[0176] 为了揭示施用后红细胞结合的抗原的细胞靶物，给小鼠静脉内注射与ERY1(ERY1-

别藻蓝蛋白)或MIS肽(MIS-别藻蓝蛋白)缀合的高度荧光别藻蓝蛋白蛋白质。施用后12和36

小时对脾DC群体的流式细胞术分析显示与MIS-别藻蓝蛋白相比MHCII+CD11b-CD11c+DC对

ERY1-别藻蓝蛋白的摄取增强9.4倍，但MHCII+CD11b+CD11c+DC对ERY1-别藻蓝蛋白和MIS-别
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藻蓝蛋白的摄取类似(图11a)。另外，发现MHCII+CD8α+CD11c+CD205+脾DC以比MIS-别藻蓝蛋

白大3.0倍的程度摄取ERY1-别藻蓝蛋白，尽管绝对量显著低于脾中的其它DC群。抗原对未

活化的和CD8α+CD205+脾DC的此类靶向可能加强红细胞结合的致耐受性潜力，因为这些群体

已经广泛牵涉凋亡细胞驱动的致耐受性(Ferguson,Choi等,2011；Yamazaki,Dudziak等,

2008)。在肝中，与MIS-别藻蓝蛋白相比，ERY1-别藻蓝蛋白也极大地增强肝细胞(CD45-

MHCII-CD1d-；78.4倍)和肝星形细胞(CD45-MHCII+CD1d+；60.6倍)的摄取(图11b)；已经报告

了这两种群体为触发CD8+T细胞删除耐受性的抗原呈递细胞(Holz ,Warren等 ,2010；

Ichikawa,Mucida等,2011；Thomson和Knolle,2010)。令人感兴趣的是，在肝DC(CD45+CD11c
+)或肝巨噬细胞(CD45+MHCII+F4/80+)(其充当帮助清除红细胞和补体包被的颗粒的网状内

皮系统的成员)中没有看到此类摄取。致耐受性脾DC和肝细胞群对红细胞结合的抗原的摄

取增加提示了通过非淋巴样肝细胞和经典脾细胞对话驱动的抗原特异性T细胞删除的复杂

互连机制的潜在可能。

[0177] 观察到ERY1-OVA的红细胞结合导致APC对OVA  MHC  I免疫优势表位(SIINFEKL)

(SEQ  ID  NO:3)的高效交叉呈递和相应的反应性T细胞交叉初始化。将经CFSE标记的OT-I 

CD8+T细胞(CD45 .2+)过继性转移入CD45.1+小鼠中。在静脉内施用10μg  OVA、10μg  ERY1-

OVA、或10μg无关红细胞结合抗原ERY1-谷胱甘肽-S-转移酶(ERY1-GST)后5天期间内对OT-I 

CD8+T细胞的增殖进行测量。与OVA相比，OT-I  CD8+T细胞增殖(如通过流式细胞术测量的，通

过稀释fluor  CFSE测定(图12a))在施用ERY1-OVA的小鼠中明显增强(图12b)，表明与可溶

性抗原相比，红细胞结合提高抗原特异性CD8+T细胞交叉初始化。通过施用低10倍的抗原剂

量1μg也获得相似的结果，表明由红细胞结合的抗原诱导的OT-I  CD8+T细胞增殖效力的动

力学范围宽。关于交叉呈递和交叉初始化的结果与其它关于吞噬来自凋亡细胞的抗原的

APC在MHC  I上的致耐受性抗原呈递的研究相符(Albert,Pearce等,1998；Green,Ferguson

等,2009)。

[0178] 为了区别扩增成为功能性效应物表型的T细胞与那些被扩增并删除的T细胞，分析

了增殖性OT-I  CD8+T细胞的膜联蛋白-V作为凋亡且因此作为删除的标志(图12c)。ERY1-

OVA比OVA诱导数目高得多的膜联蛋白-V+增殖OT-I  CD8+T细胞(图12d)，提示了最终会导致

克隆删除的凋亡命运。通过ERY1-OVA施用诱导的相同的增殖性OT-I  CD8+T细胞在1和10μg

剂量下都展现出有抗原经历的表型，展示上调的CD44和下调的CD62L(图13)。增殖性CD8+T

细胞的此表型与其它报告的OT-I过继转移模型相符，其中由APC实现的调节的抗原特异性T

细胞受体衔接不能诱导炎性应答(Bursch,Rich等,2009)。

[0179] 使用一种确立的OT-I攻击-耐受性模型(Liu ,Iyoda等,2002)(图14a)，证明了

ERY1-OVA即使在使用非常强的细菌衍生的佐剂的情况下亦可阻止随后对疫苗介导的抗原

攻击的免疫应答。为了致耐受，我们在将OT-I  CD8+(CD45.2+)T细胞过继转移至CD45.1+小鼠

后1和6天静脉内施用10μg  OVA或ERY1-OVA。再经过9天以容许转移的T细胞的可能的删除

后，然后我们用以脂多糖(LPS)为佐剂的OVA通过皮内注射攻击受体小鼠。我们在攻击后第4

天时表征引流淋巴结和脾细胞及其炎症应答以确定删除是否实际上发生。

[0180] 与在用LPS进行抗原攻击前被施用了未修饰的OVA的小鼠(图14c)相比，ERY1-OVA

的静脉内施用导致引流淋巴结(图4；图14b中门控)和脾中OT-I  CD8+T细胞群的深度降低，

这证明删除性耐受。来自经ERY1-OVA处理的小鼠的引流淋巴结含有比经OVA处理的小鼠少
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超过11倍的OT-I  CD8+T细胞，及比没有接受抗原的静脉内注射的攻击对照小鼠少39倍；脾

细胞中的应答是相似的。在施用ERY1-OVA的小鼠中展现的这种有效的克隆删除支持了先前

关于OT-I  CD8+T细胞交叉初始化增强的观察结果(图12)，而且显示了交叉初始化在没有共

刺激分子的APC呈现的情况下发生，导致删除性耐受。

[0181] 为了进一步评估抗原攻击后的免疫应答，借助OT-I  CD8+T细胞的干扰素-γ(IFN

γ)表达来表征驻留的淋巴结和脾细胞的炎性性质(图14d)。在用OVA和LPS攻击后，先前用

ERY1-OVA处理的小鼠的淋巴结含有与攻击对照小鼠(先前没有接受抗原)相比少53倍的IFN

γ表达细胞，及与先前用等同剂量的OVA处理的小鼠相比少超过19倍的IFNγ表达细胞(图

14e)，证明红细胞结合在对攻击的致耐受性保护中的重要性；在脾细胞中的应答是类似的。

此外，在先前用ERY1-OVA处理的小鼠的淋巴结和脾中存在的小OT-I  CD8+T细胞群中，表达

IFNγ的百分比更低，提示了克隆失活(clonal  inactivation)。此外，在先前用ERY1-OVA处

理的小鼠中，SIINFEKL再刺激后自引流淋巴结分离的细胞生成的总IFNγ水平的大小实质

性降低(图14f)，红细胞结合将IFNγ水平降低16倍(与OVA施用相比)和超过115倍(与攻击

对照相比)。值得注意的是，抑制性现象也与下调的白介素-10(IL-10)表达相关联，因为来

自先前用ERY1-OVA处理的小鼠的淋巴结细胞与先前经OVA处理的小鼠和攻击对照小鼠相比

分别表达少38％和50％的IL-10(图14g)。IL-10通常被认为是一种在APC-T细胞通信的背景

下由调节性CD4+T细胞表达以抑制Th1应答的细胞因子(Darrah,Hegde等,2010；Lee和Kim,

2007)，IL-10表达对于对攻击的脱敏是不必要的。类似地，已经有人提出IL-10下调与CD8+T

细胞介导的致耐受性有关(Fife ,Guleria等,2006；Arnaboldi ,Roth-Walter等,2009；

Saint-Lu,Tourdot等,2009)。红细胞结合也实质性减弱针对抗原的体液免疫应答，因为用

ERY1-OVA处理的小鼠与用可溶性OVA处理的小鼠相比展现出低100倍的抗原特异性血清IgG

效价(图14h)。在非过继转移的C57BL/6(CD45.2+)小鼠中看到由于红细胞结合所致的OVA特

异性IgG效价降低的类似降低。相隔7天两次静脉内施用1μg  OVA或ERY1-OVA后，经ERY1-OVA

处理的小鼠在第一次抗原施用后19天展现出低39.8倍的OVA特异性血清IgG水平(图15)。这

种在抗原的红细胞连接后B细胞活化的表观降低佐证了当前关于耐受性诱导期间非炎性抗

原呈递的假设(Miller,Turley等,2007；Green,Ferguson等,2009；Mueller,2010)。

[0182] 为了进一步确证抗原特异性免疫耐受性的诱导，将OT-I攻击-耐受模型与表达OVA

的肿瘤移植物模型组合(图14i)。与先前的实验设计相似，通过在过继转移OT-I  CD8+T细胞

后两次静脉内施用10μg  ERY1-OVA或10μg  OVA使小鼠耐受。在第一次抗原施用后5天检出明

显的T细胞删除，因为经ERY1-OVA注射的小鼠在血液中含有少2.9倍的非增殖(第0代)OT-I 

CD8+T细胞(图14j)。为了在没有外源施用的强佐剂的情况下测定增殖性OT-I  CD8+T细胞的

功能响应性，在过继转移后9天将表达OVA的EL-4胸腺瘤细胞(E.G7-OVA)皮内注射入小鼠的

背部皮肤中。为了评估结合了红细胞的抗原的致耐受效力，在肿瘤移植后6天用加有LPS佐

剂的OVA攻击携带肿瘤的小鼠，所用的剂量和日程表与攻击-耐受模型类似。与经OVA处理的

或幼稚的对照小鼠相比，在经ERY1-OVA处理的小鼠中连续观察到稳健的肿瘤生长，直到肿

瘤移植后8天(图14k)，确认ERY1-OVA驱动的OT-I  CD8+T细胞增殖诱导对OVA的功能性免疫

非响应性。肿瘤大小在移植后8天停滞于稳态可能提示尚未经历ERY1-OVA驱动的删除性耐

受的OT-I  CD8+T细胞的残留。

[0183] 动物
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[0184] 瑞士兽医当局先前批准了所有动物规程。使用8-12周龄雌性C57BL/6小鼠

(Charles  River)进行体内结合研究并作为E.G7-OVA肿瘤宿主。将C57BL/6-Tg(TcraTcrb)

1100Mjb(OT-I)小鼠(Jackson  Labs)在EPFL动物房繁殖，并在6-12周龄时使用雌性进行脾

细胞分离。使用8-12周龄雌性B6.SJL-PtprcaPepcb/Boy(CD45.1)小鼠(Charles  River)作为

接受宿主来进行OT-I  CD8+T细胞过继转移和耐受性诱导研究。

[0185] 肽设计和合成

[0186] 在自动化液相处理器(CHEMSPEED)上使用TGR树脂(Nova  Biochem)使用标准的固

相f-moc化学合成ERY1(H2N-WMVLPWLPGTLDGGSGCRG-CONH2)(SEQ  ID  NO:19)和错配(H2N-

PLLTVGMDLWPWGGSGCRG-CONH2)(SEQ  ID  NO:20)肽。加下划线的序列是ERY1  12聚体序列，我

们先前通过噬菌体展示发现其为小鼠血型糖蛋白-A结合物(Kontos和Hubbell,2010)。GGSG

区充当与用于缀合的半胱氨酸残基的接头；侧翼精氨酸残基用来降低pKa，从而提高半胱氨

酸残基的反应性(Lutolf ,Tirelli等,2001)。将肽在95％三氟乙酸、2.5％乙二硫醇、2.5％

水中历时3小时自树脂切割下来，并在冰冷的乙醚中沉淀。使用C18反相柱(PerSpective 

Biosystems)在制备用HPLC-MS(Waters)上进行纯化。

[0187] ERY1-抗原缀合

[0188] 将二甲基酰胺中溶解的10摩尔当量琥珀酰亚胺基-4-(N-马来酰亚胺甲基)环己

烷-1-羧酸盐(SMCC,CAS#64987-85-5,Thermo  Scientific)于室温与PBS中的5mg/mL无内毒

素(<1EU/mg)OVA(Hyglos  GmbH)起反应1小时。在2mL  Zeba脱盐旋转柱(Thermo 

Scientific)上脱盐后，添加3M盐酸胍中溶解的10当量ERY1或MIS肽，并容许于室温反应2小

时。使用2mL  Zeba脱盐旋转柱使缀合物脱盐，进行0.2μm无菌过滤，分配成工作等份，并于-

20C贮存。通过BCA测定法(Thermo  Scientific)测定蛋白质浓度。该方案导致肽上的半胱氨

酸侧链与抗原上的赖氨酸侧链的缀合。在BL21大肠杆菌中表达谷胱甘肽-S-转移酶(GST)，

并使用标准的谷胱甘肽亲和层析纯化。通过充分的Triton-X114(Sigma  Aldrich)清洗来实

施柱上内毒素去除，并使用THP-1X  Blue细胞(InvivoGen)确认内毒素去除。使用相同反应

规程来缀合ERY1与GST。将马来酰亚胺活化的别藻蓝蛋白(Innova  Biosciences)在PBS中溶

解，并与ERY1或MIS缀合，如上文所描述的。

[0189] 对红细胞结合的显微术

[0190] 将5x105个新鲜分离的小鼠红细胞于37C暴露于含有10mg/mL  BSA的PBS中的100nM 

ERY1-OVA或OVA达1小时。在离心和清洗后，在冰上用1:200稀释的山羊抗小鼠血型糖蛋白-A

(Santa  Cruz)和兔抗OVA(AbD  SEROTEC)标记细胞20分钟。在离心和清洗后，在冰上用1:

200ALEXAFLUOR488抗山羊IgG(Invitrogen)和AlexaFluor546抗兔IgG(Invitrogen)标记细

胞20分钟。在最终的旋转/清洗循环后，将细胞进行硬固(Hard  set)封固，并在具有63x油浸

物镜的Zeiss  LSM700倒置共焦显微镜上成像。在IMAGEJ(NIH)中进行图像分析，对这两幅图

像进行相同加工。

[0191] 体内结合和生物分布

[0192] 将100μL体积0.9％盐水(B.Braun)中的150μg  ERY1-OVA或OVA在异氟烷麻醉下静

脉内注射入8-12周龄雌性C57BL/6小鼠的尾中。注意确保小鼠在实验期间用加热垫保持于

37C。在预定的时间点，在尾部上从小的切口采集5μL血液，以100倍稀释到含10mM  EDTA的

PBS中，用含10mg/mL  BSA的PBS清洗三次，并通过流式细胞术和ELISA分析OVA含量。通过夹
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心式ELISA定量OVA，其中使用小鼠单克隆抗OVA抗体(Sigma)进行捕捉，多克隆兔抗OVA抗体

(AbD  SEROTEC)进行检测，山羊抗兔IgG-HRP抗体(BioRad)进行最终的检测，接着是TMB底物

(GE  Life  Sciences)。在ADVIVA  2120血液学系统(Siemens)上实施血液学表征。通过将经

标记的细胞与山羊抗GST (GE  Healthcare  Life  Sciences)一起温育，接着与

AlexaFluor488驴抗山羊(Invitrogen)一起温育来检测红细胞结合的ERY1-GST，并通过流

式细胞术分析。对于生物分布研究，将20μg  ERY1-APC或MIS-APC静脉内注射入8-12周龄雌

性C57BL/6小鼠的尾静脉中，如上文所描述的。将小鼠于预定的时间点处死，并取出脾、血液

和肝。用胶原酶D(Roche)消化每种器官，并均质化以获得单细胞悬浮液以进行流式细胞术

染色。

[0193] T细胞过继转移

[0194] 使用CD8磁珠负选择试剂盒(Miltenyi  Biotec)按照制造商的用法说明书分离来

自OT-I(CD45.2+)小鼠脾的CD8+T细胞。将新鲜分离的CD8+OT-I细胞在PBS中重悬，并于室温

用1μM羧基荧光素琥珀酰亚胺基酯(CFSE,Invitrogen)标记6分钟，并用等体积的具有10％

FBS的IMDM(Gibco)将反应淬灭1分钟。将细胞清洗，计数，并在纯的IMDM中重悬，之后注射。

将3x106个经CFSE标记的CD8+OT-I细胞静脉内注射入受体CD45.1+小鼠的尾静脉中。对于短

期增殖研究，在过继转移后24小时注射100μL体积中的10μg  ERY1-OVA或OVA。在抗原施用后

5天收获脾细胞，并染色以通过流式细胞术分析。

[0195] OT-I耐受性和攻击模型

[0196] 将3x105个经CFSE标记的OT-I  CD8+T细胞注射入CD45.1+接受小鼠中，如上文所描

述的。在过继转移后1和6天，给小鼠对尾静脉静脉内施用100μL盐水中的10μg  ERY1-OVA或

OVA。过继转移后15天，用25μL中的5μg  OVA和25ng超纯大肠杆菌LPS(InvivoGen)对每个后

腿足垫皮内攻击小鼠(Hock方法，总剂量10μg  OVA和50ng  LPS)。在攻击后第4天时处死小

鼠，并分离脾和引流淋巴结细胞供再刺激。对于对胞内细胞因子的流式细胞术分析，在存在

1mg/mL  OVA或1μg/mL  SIINFEKL(SEQ  ID  NO:3)肽(Genscript)的条件下再刺激细胞3小时。

添加布雷菲德菌素(Brefeldin)-A(Sigma ,5μg/mL)，并继续再刺激3小时，之后染色和流式

细胞术分析。对于所分泌因子的ELISA测量，在存在100μg/mL  OVA或1μg/mL  SIINFEKL(SEQ 

ID  NO:3)肽的条件下将细胞再刺激4天。将细胞旋转，并收集培养基以使用IFNγ和IL-

10Ready-Set-Go试剂盒(eBiosciences)按照制造商的用法说明书进行ELISA分析。通过在

经OVA包被的板上温育不同稀释的小鼠血液，接着最终与山羊抗小鼠IgG-HRP(Southern 

Biotech)一起温育来检测OVA特异性血清IgG。

[0197] OT-I  E.G7-OVA耐受模型

[0198] 如上文所描述的那样将1x106个经CFSE标记的OT-I  CD8+T细胞注射入8-12周龄雌

性C57BL/6小鼠中。过继转移后1和6天，给小鼠尾静脉静脉内施用100μL盐水中的10μg 

ERY1-OVA或10μg  OVA。在过继转移后5天采集血液以通过流式细胞术表征OT-I  CD8+T细胞

增殖。按照ATCC指南培养表达OVA的EL-4胸腺瘤细胞(E.G7-OVA,ATCC  CRL-2113)。简言之，

在补充有10％胎牛血清、10mM  HEPES、1mM丙酮酸钠、0.05mMβ-巯基乙醇、1％嘌呤霉素/链霉

素(Invitrogen  Gibco)、和0.4mg/mL  G418(PAA  Laboratories)的RPMI  1640培养基中培养

细胞。在即将注射前，将细胞在没有G418的培养基中扩增，并在收获后在HBSS(Gibco)中重

悬。过继转移后9天，用异氟烷麻醉小鼠，剔去背区的毛，并在肩胛骨间皮内注射1x106个
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E.G7-OVA细胞。E.G7-OVA移植后4天，用数字测径器每24小时测量肿瘤尺寸，并且肿瘤体积

以椭圆体(V＝(π/6)l·w·h)计算，其中V是肿瘤的体积，l是长度，w是宽度，而h是高度)。过

继转移后15天，用25μL中的5μg  OVA和25ng超纯大肠杆菌LPS(InvivoGen)在每个前腿足垫

处皮内攻击小鼠(总剂量10μg  OVA和50ng  LPS)。

[0199] 抗体和流式细胞术

[0200] 流式细胞术使用下列抗小鼠抗体：CD1d  Pacific  Blue ,CD3εPerCP-Cy5.5 ,CD8α

PE-Cy7 ,CD11b  PE-Cy7 ,CD11c  Pacific  Blue ,生物素化的CD45 ,CD45 .2Pacific  Blue ,

CD45Pacific  Blue,IFNγ-APC,CD8αAPC-eF780,CD44  PE-Cy5.5,CD62L  PE,CD205PE-Cy7,

F4/80PE ,I-A/I-E  MHCII  FITC(均来自eBioscience)，以及可固定的活/死染料

(Invitrogen)、膜联蛋白-V-Cy5标记试剂盒(BioVision)、链霉亲合素Pacific  Orange

(Invitrogen)、和抗OVA-FITC(Abcam)外。在CyAn  ADP流式细胞仪(Beckman  Coulter)上分

析样品。首先用PBS清洗细胞，在冰上用活/死染料染色20分钟，在冰上用24G2杂交瘤培养基

封闭20分钟，在冰上表面染色20分钟，在冰上在2％低聚甲醛中固定20分钟，在0.5％皂苷存

在下在冰上胞内染色45分钟，接着进行最终的清洗，之后分析。对于凋亡染色，添加膜联蛋

白-V-Cy5，5分钟，然后分析。对于CD45染色，用链霉亲合素Pacific  Orange在冰上染色细胞

20分钟，清洗，并分析。

[0201] 用颗粒实现

[0202] ERY1肽也已经以纳米颗粒形式实现以形成耐受，所述纳米颗粒同时与ERY1肽和致

耐受性抗原缀合。

[0203] 为了形成ERY1与聚合物纳米颗粒(其还与肽或蛋白质抗原缀合)的缀合物，可以连

续添加化学计量学量的每种组分以控制缀合转化。为了形成与OVA和ERY1或错配肽两者缀

合的纳米颗粒，首先将肽在3M盐酸胍水溶液中溶解，并将0.5当量添加至含有硫醇反应性吡

啶基二硫化物基团的纳米颗粒。在343nm处进行吸光度测量以监测反应转化，因为反应产生

在此波长处具有高吸光度的非反应性嘧啶-2-硫酮种类。室温下2小时后，343nm的吸光度已

经稳定，将OVA在3M盐酸胍水溶液中溶解，并以2倍摩尔过量添加至纳米颗粒溶液。室温2小

时后，343nm的吸光度已经再一次稳定至较高的数值，并且计算溶液中的肽和OVA两者的浓

度。通过在Sepharose  CL6B填充柱上的凝胶过滤从未反应的组分纯化双功能性纳米颗粒。

借助荧光胺对每个0.5mL级分分析蛋白质和/或肽的存在，并通过动态光散射(DLS)评估纳

米颗粒大小。

[0204] 如果抗原不含有任何游离的硫醇基团来进行该反应，可以通过重组DNA技术引入

它们来创建突变体，然后可以重组表达并纯化该突变体。或者，可以使用1-乙基-3-(3-二甲

基氨丙基)碳二亚胺(EDC)在纳米颗粒和抗原之间进行胺-羧酸交联。

[0205] 为了形成ERY1与聚合物胶束(其也与肽或蛋白质抗原缀合)的缀合物，可使用与就

聚合纳米颗粒所描述的反应类似的反应。可以形成含有对合适的缀合方案而言理想的官能

团的胶束。鉴于我们的纳米颗粒和胶束可以合成为含有许多不同化学基团官能化，有许多

缀合方案可能性可供创建纳米颗粒/胶束-抗原-ERY1复合物时采用。

[0206] 实施例15：开发结合小鼠和/或人红细胞的抗体和抗体片段

[0207] 作为另一种非共价结合红细胞的方法，也可以使用红细胞结合性抗体来诱导抗原

特异性免疫学耐受。可以使用现有技术的展示平台，包括但不限于噬菌体展示、酵母和大肠
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杆菌表面展示，通过筛选抗体文库来分离对红细胞表面蛋白质展示高亲和力的抗体。在发

现新的红细胞结合性抗体后，可以如对ERY1肽所实施的那样评估类似的对结合的生物化学

表征。为了创建具有改善的结合特征的更高亲和力的突变体，对从初始文库筛选中发现为

结合红细胞的抗体片段进行亲和力成熟。使用标准的重组DNA技术，诸如易错PCR和定点诱

变，从亲本结合序列创建新的文库。然后，使用如上文所描述的现有技术展示平台展示亲和

力成熟文库，以得到与亲本结合序列相比对红细胞具有增强的亲和力的其它抗体片段。

[0208] 也对结合小鼠红细胞或人红细胞的现有抗体实施亲和力成熟。大鼠单克隆TER-

119克隆抗体(Kina等,Br  J  Haematol,2000)结合小鼠红细胞的位点尚有待完全测定，但是

由于其特异性它已通常用于从异质细胞群体中移除红细胞。对TER-119抗体(作为全长抗体

或作为抗体片段诸如scFv)实施亲和力成熟，以发现对小鼠红细胞具有更高亲和力的新抗

体。小鼠单克隆10F7克隆抗体(Langlois等,J  Immunol  1984)在人红细胞细胞表面上结合

人血型糖蛋白-A。对10F7抗体(作为全长抗体或作为抗体片段诸如scFv)实施亲和力成熟，

以发现对人红细胞具有更高亲和力的新抗体。

[0209] 为了测定TER-119抗体的一级序列，我们将来自TER-119杂交瘤的抗体特异性分离

的cDNA克隆入质粒中，所述质粒容许基因片段的简便测序。使用一组特异性引物以进行容

许扩增基因区段的多个可变域的抗体片段PCR扩增过程(Krebber等,1997；Reddy等,2010)。

抗体域的DNA序列容许我们确定TER-119IgG抗体的重链和轻链的可变区。为了构建TER-

119IgG的scFv型式，我们使用装配PCR(assembly  PCR)来创建如下的基因，其构成为：TER-

119的可变重链，接着是(Gly-Gly-Gly-Gly-Ser)4(SEQ  ID  NO:18)接头，接着是TER-119的

可变轻链。

[0210] 使用Superscript  III第一链合成系统(Invitrogen)对来自TER-119杂交瘤克隆

的mRNA实施标准逆转录酶PCR(RT-PCR)以制备该克隆的互补DNA(cDNA)。然后，使用下组引

物进行PCR以特异性扩增抗体的可变重链(VH)和可变轻链(VL)区的DNA序列：

[0211]
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[0212]
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[0213]
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[0214]

[0215] 然后，用限制性内切核酸酶(对于VL为NcoI和NotI，对于VH为NdeI和HindIII)消化

扩增出的VH和VL基因，在琼脂糖电泳后使用标准试剂盒(Zymo  Research,Orange,CA,USA)

纯化基因片段，并连接到克隆质粒pMAZ360中。对含有VH或VL基因的质粒测序，并使用装配

PCR构建新基因以创建TER-119scFv序列：

[0216] 5’-GAGGTGAAGCTGCAGGAGTCTGGAGGAGGCTTGGTGCAACCTGGGGGGTCTCTGAAACTCTCCTGT

GTAGCCTCAGGATTCACTTTCAGGGACCACTGGATGAATTGGGTCCGGCAGGCTCCCGGAAAGACCATGGAGTGGAT

TGGAGATATTAGACCTGATGGCAGTGACACAAACTATGCACCATCTGTGAGGAATAGATTCACAATCTCCAGAGACA

ATGCCAGGAGCATCCTGTACCTGCAGATGAGCAATATGAGATCTGATTACACAGCCACTTATTACTGTGTTAGAGAC

TCACCTACCCGGGCTGGGCTTATGGATGCCTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACTGTCTCCTCAGCCGGTGGTGGTGG

TTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGCGGCGGCGGCTCCGGTGGTGGTGGATCCGACATTCAGATGACGCAGTCTCCTTCAG

TCCTGTCTGCATCTGTGGGAGACAGAGTCACTCTCAACTGCAAAGCAAGTCAGAATATTAACAAGTACTTAAACTGG

TATCAGCAAAAGCTTGGAGAAGCTCCCAAAGTCCTGATATATAATACAAACAATTTGCAAACGGGCATCCCATCAAG

GTTCAGTGGCAGTGGATCTGGTACAGATTTCACACTCACCATCAGTAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCCACATATT

TCTGCTTTCAGCATTATACTTGGCCCACGTTTGGAGGTGGGACCAAGCTGGAAATCAAACGTACT-3’(SEQ  ID 

NO:76)，其编码位于翻译蛋白N端的TER-119克隆VH区，接着是(Gly-Gly-Gly-Gly-Ser)4

(SEQ  ID  NO:18)接头域，接着是位于翻译蛋白C端的TER-119克隆VL区。用引物SK07和SK08

(对VH区特异性)及SK09和SK10(对VL区特异性)扩增TER-119cDNA以构建TER-119scFv基因：

[0217]

[0218]

[0219] 将每个最终完成的scFv基因产物用SfiI和XhoI(NEB,Ipswich,MA,USA)消化，并连

接入pSecTagA哺乳动物表达质粒(Invitrogen,Carlsbad,CA,USA)上的相同位点中。

[0220] 为了亲和力成熟结合人血型糖蛋白-A的10F7scFv，自DNA2 .0(Menlo  Park ,CA ,

USA)商业合成并获得该基因，序列如下：

[0221] 5’-GTTATTACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCGGCGCAGGTGAAACTGCAGCAGAGCGGCGCGGAACT
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GGTGAAACCGGGCGCGAGCGTGAAACTGAGCTGCAAAGCGAGCGGCTATACCTTTAACAGCTATTTTATGCATTGGA

TGAAACAGCGCCCGGTGCAGGGCCTGGAATGGATTGGCATGATTCGCCCGAACGGCGGCACCACCGATTATAACGAA

AAATTTAAAAACAAAGCGACCCTGACCGTGGATAAAAGCAGCAACACCGCGTATATGCAGCTGAACAGCCTGACCAG

CGGCGATAGCGCGGTGTATTATTGCGCGCGCTGGGAAGGCAGCTATTATGCGCTGGATTATTGGGGCCAGGGCACCA

CCGTGACCGTGAGCAGCGGCGGCGGCGGCAGCGGCGGCGGCGGCAGCGGCGGCGGCGGCAGCGATATTGAACTGACC

CAGAGCCCGGCGATTATGAGCGCGACCCTGGGCGAAAAAGTGACCATGACCTGCCGCGCGAGCAGCAACGTGAAATA

TATGTATTGGTATCAGCAGAAAAGCGGCGCGAGCCCGAAACTGTGGATTTATTATACCAGCAACCTGGCGAGCGGCG

TGCCGGGCCGCTTTAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCAGCTATAGCCTGACCATTAGCAGCGTGGAAGCGGAAGATGCG

GCGACCTATTATTGCCAGCAGTTTACCAGCAGCCCGTATACCTTTGGCGGCGGCACCAAACTGGAAATTAAACGCGC

GGCGGCGGCCTCGGGGGCCGAGGGCGGCGGTTCT-3’(SEQ  ID  NO:81)。

[0222] 对10F7基因实施使用上文对TER-119描述的重组DNA技术的相似亲和力成熟以获

得突变体文库，为筛选对人红细胞的增强结合提供条件。

[0223] 实施例16：经由红细胞与偶联有抗体的抗原的非共价结合诱导抗原特异性免疫学

耐受性。

[0224] 可以使用标准的交联反应来缀合抗体与抗原，如本文中实施例14和别处提及的。

纯化的抗体-抗原缀合物会对1型糖尿病、多发性硬化、胰岛移植的标准小鼠模型中的抗原，

及OVA模型抗原展现出耐受的诱导。

[0225] 为了证明对OVA的耐受的诱导，可以给小鼠静脉内或血管外施用OVA-抗体缀合物

或OVA-纳米颗粒-抗体缀合物。在施用后预定的天数，处死小鼠，并收获淋巴结、脾、和血液

以进行分析。将脾细胞和淋巴结衍生的细胞铺板，并用OVA和/或SIINFEKL肽离体再刺激3

天，并通过ELISA测量其IFNγ、IL-17a、IL-2、和IL-4表达的下调，以及TGF-β1上调，这些都

是确立的耐受证据。在用OVA和/或SIINFEKL肽离体再刺激6小时后对脾细胞和淋巴结衍生

的细胞使用流式细胞术实施IFNγ,IL-17a,IL-2和IL-4的胞内染色。此外，使用流式细胞术

来表征CD4、CD8、和来自淋巴结的调节T细胞、脾、和血液衍生的细胞的表达谱。另外，在不同

时间点从小鼠采集血液样品以测量针对OVA抗原的体液抗体应答。实施离体再刺激的变型

实验以确定系统耐受是否已经建立。给小鼠施用OVA-抗体缀合物或OVA-抗体-纳米颗粒缀

合物，如上文所描述的，9天后在有佐剂(脂多糖、完全弗氏佐剂、明矾，等等)的条件下再施

用OVA，并通过ELISA和/或流式细胞术评估脾细胞对OVA抗原的响应性，如上文所描述的。

OVA-抗体缀合物和/或OVA-抗体-纳米颗粒配制剂会使脾细胞对用OVA和佐剂的第二次攻击

不响应，这是一种证明系统耐受性的有效建立的方法。在初次施用OVA-抗体缀合物和/或

OVA-抗体-纳米颗粒配制剂后，可以用转基因细胞系进行类似的体内攻击实验作为耐受性

的进一步证明，诸如用OT-I  T细胞的过继转移，这与实施例14中详细描述的研究相似。为了

展现治疗性分子在自身免疫或脱免疫的小鼠模型中的免疫耐受，可以对相关抗原生成类似

的抗体缀合物，如本文中就OVA所描述的。

[0226] 实施例17：经由红细胞与单链抗体融合的抗原的非共价结合诱导抗原特异性免疫

学耐受

[0227] 可以使用单链抗体片段(scFv)作为红细胞的非共价结合剂。可以使用现有技术展

示平台通过筛选scFv文库分离对红细胞表面蛋白展示高亲和力的scFv，如实施例13中讨论

的。在发现新的红细胞结合抗体片段后，评估类似的对结合的生物化学表征，如用ERY1肽实
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施的。由于scFv具有一条多肽链，使用标准的重组DNA技术以位点特异性重组方式将其与抗

原融合。根据抗原融合配偶的性质，将scFv与抗原的N或C端融合以创建双功能性蛋白质种

类。在主要组织相容性复合体(MHC)肽识别序列对于抗原已知的情况下，也将肽插入scFv的

接头域中，如此创建新的双功能性抗体/抗原构建体，其含有scFv的天然末端。

[0228] 为了证明对OVA的耐受诱导，可以给小鼠静脉内或血管外施用OVA-scFv或OVA-纳

米颗粒-scFv缀合物。在施用后的预定天数时，处死小鼠，并收获淋巴结、脾、和血液以进行

分析。将脾细胞和淋巴结衍生的细胞铺板，用OVA和/或SIINFEKL肽(SEQ  ID  NO:3)离体再刺

激3天，并例如用通过ELISA测量其IFNγ、IL-17a、IL-2、和IL-4表达的下调，以及TGF-β1的

上调，这些都是确立的耐受证据。用OVA和/或SIINFEKL肽(SEQ  ID  NO:3)离体再刺激6小时

后，使用流式细胞术对脾细胞和淋巴结衍生的细胞实施IFNγ,IL-17a ,IL-2和IL-4的胞内

染色。此外，可以使用流式细胞术来表征CD4、CD8、和来自淋巴结的调节T细胞、脾、和血液衍

生的细胞的表达谱。另外，在不同时间点从小鼠采集血液样品以测量针对OVA抗原的体液抗

体应答。实施离体再刺激的变型实验以确定系统耐受是否已经建立。给小鼠施用OVA-scFv

或OVA-纳米颗粒-scFv，如上文所描述的，9天后在有佐剂(脂多糖、完全弗氏佐剂、明矾，等

等)的条件下再施用OVA，并通过ELISA和/或流式细胞术评估脾细胞对OVA抗原的响应性，如

上文所描述的。OVA-scFv和/或OVA-scFv-纳米颗粒配制剂会使脾细胞对用OVA和佐剂的第

二次攻击不响应，由此显示系统耐受的有效建立。在初次施用OVA-scFv和/或OVA-scFv-纳

米颗粒配制剂后，可以用转基因细胞系进行类似的体内攻击实验以证明耐受性，诸如用OT-

I  T细胞的过继转移，这与实施例14中详细描述的研究相似。为了证明治疗性分子在自身免

疫或脱免疫的小鼠模型中的免疫耐受性，可以对相关抗原生成类似的scFv融合物，如本文

中就OVA所描述的。

[0229] 使用标准的重组DNA技术创建了抗体构建体，其既结合小鼠红细胞又展示OVA

(SGLEQLESIINFEKL)(SEQ  ID  NO:82)的MHC-I免疫优势表位。使用重叠延伸PCR，我们首先创

建了DNA片段，其编码末端3’域(包含SGLEQLESIINFEKL(SEQ  ID  NO:82)肽)及与TER119序列

的3’端互补的重叠5’域。在标准的PCR中使用此DNA片段作为反向引物，以及互补的正向5’

引物以创建编码TER119-SGLEQLESIINFEKL(SEQ  ID  NO:82)的整个DNA片段：

[0230] 5’-GAGGTGAAGCTGCAGGAGTCTGGAGGAGGCTTGGTGCAACCTGGGGGGTCTCTGAAACTCTCCTGT

GTAGCCTCAGGATTCACTTTCAGGGACCACTGGATGAATTGGGTCCGGCAGGCTCCCGGAAAGACCATGGAGTGGAT

TGGAGATATTAGACCTGATGGCAGTGACACAAACTATGCACCATCTGTGAGGAATAGATTCACAATCTCCAGAGACA

ATGCCAGGAGCATCCTGTACCTGCAGATGAGCAATATGAGATCTGATTACACAGCCACTTATTACTGTGTTAGAGAC

TCACCTACCCGGGCTGGGCTTATGGATGCCTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACTGTCTCCTCAGCCGGTGGTGGTGG

TTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGCGGCGGCGGCTCCGGTGGTGGTGGATCCGACATTCAGATGACGCAGTCTCCTTCAG

TCCTGTCTGCATCTGTGGGAGACAGAGTCACTCTCAACTGCAAAGCAAGTCAGAATATTAACAAGTACTTAAACTGG

TATCAGCAAAAGCTTGGAGAAGCTCCCAAAGTCCTGATATATAATACAAACAATTTGCAAACGGGCATCCCATCAAG

GTTCAGTGGCAGTGGATCTGGTACAGATTTCACACTCACCATCAGTAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCCACATATT

TCTGCTTTCAGCATTATACTTGGCCCACGTTTGGAGGTGGGACCAAGCTGGAAATCAAACGTACTCATCATCACCAT

CATCACGGTGGCGGTTCTGGCCTGGAGCAGCTGGAGTCTATTATTAATTTCGAAAAACTG-3’(SEQ  ID  NO:

83)。加下划线的序列表示编码SGLEQLESIINFEKL的基因区段。将该DNA片段插入哺乳动物和

原核表达载体中以重组表达。
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[0231] 使用标准的重组DNA技术来创建既结合小鼠红细胞又展示嗜铬粒蛋白-A模拟表位

1040-p31(YVRPLWVRME)(SEQ  ID  NO:84)的抗体构建体。使用重叠延伸PCR创建了这样的DNA

片段，其编码末端3’域，包含YVRPLWVRME(SEQ  ID  NO:84)肽，及与TER119序列的3’端互补的

重叠5’域。在标准PCR中使用此DNA片段作为引物，以及互补的正向5’引物，以创建编码

TER119-YVRPLWVRME的整个DNA片段：

[0232] 5’-GAGGTGAAGCTGCAGGAGTCAGGAGGAGGCTTGGTGCAACCTGGGGGGTCTCTGAAACTCTCCTGT

GTAGCCTCAGGATTCACTTTCAGGGACCACTGGATGAATTGGGTCCGGCAGGCTCCCGGAAAGACCATGGAGTGGAT

TGGGGATATTAGACCTGATGGCAGTGACACAAACTATGCACCATCTGTGAGGAATAGATTCACAATCTCCAGAGACA

ATACCAGGAGCATCCTGTACCTGCAGATGGGCAATATGAGATCTGATTACACAGCCACTTATTACTGTGTTAGAGAC

TCACCTACCCGGGCTGGGCTTATGGATGCCTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACTGTCTCCTCAGCCGGTGGTGGTGG

TTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGCGGCGGCGGCTCCGGTGGTGGTGGATCCGACATTCAGATGACGCAGTCTCCTTCAG

TCCTGTCTGCATCTGTGGGAGACAGAGTCACTCTCAACTGCAAAGCAAGTCAGAATATTAACAAGTACTTAAACCGG

TATCAGCAAAAGCTTGGAGAAGCTCCCAAAGTCCTGGTATATAATACAAACAATTTGCAAACGGGCATCCCATCAAG

GTTCAGTGGCAGTGGATCTGGCACAGATTTCACACTCACCATCAGTAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCCACATATT

TCTGCTTTCAGCATTATACTTGGCCCACGTTTGGAGGTGTGACCAAGCTGGAAATCAAACGTACTCATCATCACCAT

CATCACGGTGGCGGTTATGTCAGACCTCTGTGGGTCAGAATGGAA-3’(SEQ  ID  NO:85)。加下划线的序列

表示编码嗜铬粒蛋白-A(1040-p31)模拟表位(YVRPLWVRME)(SEQ  ID  NO:84)的基因区段。将

该DNA片段插入哺乳动物和原核表达载体中以重组表达。

[0233] 使用标准的重组DNA技术来创建抗体构建体，其既结合小鼠红细胞又展示小鼠胰

岛素原——一种在NOD小鼠中的主要糖尿病自身抗原。使用重叠延伸PCR，我们首先创建了

一个DNA片段，其编码末端3’域(包含整个胰岛素原蛋白质)，及与TER119序列的3’端互补的

重叠5’域。在标准的PCR中使用此DNA片段作为引物，以及互补的正向5’引物以创建编码

TER119-胰岛素原的整个DNA片段：

[0234] 5’-GAGGTGAAGCTGCAGGAGTCAGGAGGAGGCTTGGTGCAACCTGGGGGGTCTCTGAAACTCTCCTGT

GTAGCCTCAGGATTCACTTTCAGGGACCACTGGATGAATTGGGTCCGGCAGGCTCCCGGAAAGACCATGGAGTGGAT

TGGAGATATTAGACCTGATGGCAGTGACACAAACTATGCACCATCTGTGAGGAATAGATTCACAATCTCCAGAGACA

ATGCCAGGAGCATCCTGTACCTGCAGATGAGCAATATGAGATCTGATTACACAGCCACTTATTACTGTGTTAGAGAC

TCACCTACCCGGGCTGGGCTTATGGATGCCTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACTGTCTCCTCAGCCGGTGGTGGTGG

TTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGCGGCGGCGGCTCCGGTGGTGGTGGATCCGACATTCAGATGACGCAGTCTCCTTCAG

TCCTGTCTGCATCTGTGGGAGACAGAGTCACTCTCAACTGCAAAGCAAGTCAGAATATTAACAAGTACTTAAACTGG

TATCAGCAAAAGCTTGGAGAAGCTCCCAAAGTCCTGATATATAATACAAACAATTTGCAAACGGGCATCCCATCAAG

GTTCAGTGGCAGTGGATCTGGTACAGATTTCACACTCACCATCAGTAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCCACATATT

TCTGCTCTCAGCATTATACTTGGCCCACGTTTGATGGTGGGACCAAGCTGGAAATCAAACGTACTCATCATCACCAT

CATCACGGTGGCGGTTTTGTGAAACAGCATCTGTGCGGTCCGCATCTGGTGGAAGCGCTGTATCTGGTGTGCGGCGA

ACGTGGCTTTTTTTATACCCCGAAAAGCCGTCGTGAAGTGGAAGATCCGCAGGTGGAACAGCTGGAACTGGGCGGCA

GCCCGGGTGATCTGCAGACCCTGGCCCTGGAAGTGGCGCGTCAGAAACGTGGCATTGTGGATCAGTGCTGCACCAGC

ATTTGCAGCCTGTATCAGCTGGAAAACTATTACAAC-3’(SEQ  ID  NO:86)。加下划线的序列表示该构

建体的胰岛素原基因区段。将该DNA片段插入哺乳动物和原核表达载体中以重组表达。

[0235] 实施例18：包含红细胞结合性配体和其它功能的分支聚合物的合成
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[0236] 为了合成8臂PEG-硫代乙酸盐，将8臂PEG-OH(Nektar)在甲苯中溶解，并在氩气下

于室温与10当量的三乙胺(Sigma  Aldrich ,CAS#121-44-8)和10当量的甲磺酰氯(Sigma 

Aldrich ,CAS#124-63-0)反应18小时。滤去残留物，在减压下浓缩滤液，在二甲基甲酰胺

(DMF)中溶解，并添加10当量的硫代乙酸钾(Sigma  Aldrich,CAS#10387-40-3)。室温18小时

后，滤去残留物，在减压下浓缩滤液，并在乙醚中沉淀。将沉淀物过滤，并在减压下干燥以获

得最终的产物。

[0237] 为了合成8臂PEG-吡啶基二硫化物，将8臂PEG-硫代乙酸盐在二甲基甲酰胺(DMF)

中溶解，并于室温在氩气下在Schlenk管中用1.05当量的甲醇钠盐(Sigma  Aldrich,CAS#

124-41-4)脱保护1小时。为了将脱保护的硫醇还原成硫醇盐，将2当量的三(2-羧基乙基)膦

盐酸盐(TCEP,Thermo  Scientific,CAS#51805-45-9)和2当量的蒸馏水添加至溶液。室温2

小时后，添加12当量的2,2’-二硫二吡啶(Aldrithiol-2,Sigma  Aldrich,CAS#2127-03-9)，

并于室温搅拌溶液24小时。然后，将反应混合物在MWCO  3,500Da透析管中对5L蒸馏水透析

48小时，期间更换蒸馏水4次。通过在100mM  HEPES,pH  8.0中的25mM  TCEP中还原来定量加

载到8臂PEG上的吡啶基二硫化物，并于343nm测量紫外-可见光谱以监测嘧啶-2-硫酮离去

基团的存在。

[0238] 为了合成8臂PEG-吡啶基二硫化物-ALEXAFLUOR647，将8臂PEG-硫代乙酸盐在DMF

中溶解，并于室温在氩气下在Schlenk管中用1.05当量的甲醇钠(Sigma  Aldrich,CAS#124-

41-4)脱保护1小时。为了将脱保护的硫醇还原成硫醇盐，将2当量的三(2-羧基乙基)膦盐酸

盐(TCEP,Thermo  Scientific,CAS#51805-45-9)和等体积的100mM  HEPES  pH  8.0添加至溶

液。于室温在2小时后，将0.125当量(相当于8条中的1条臂)的AlexaFluor647-C2-马来酰亚

胺(Invitrogen)添加到溶液。室温2小时后，添加12当量的2,2’-二硫二吡啶(Aldrithiol-

2,Sigma  Aldrich,CAS#2127-03-9)，并于室温搅拌溶液24小时。然后，将反应混合物在MWCO 

3 ,500Da透析管中对5L蒸馏水透析48小时，期间更换蒸馏水4次。通过在100mM  HEPES ,pH 

8.0中的25mM  TCEP中还原来定量加载到8臂PEG上的吡啶基二硫化物，并于343nm测量紫外-

可见光谱以监测嘧啶-2-硫酮离去基团的存在。

[0239] 在室温下，通过将溶于3M盐酸胍(Sigma  Aldrich,CAS#50-01-10)水溶液中的化学

计量学量的肽添加到8臂PEG-吡啶基二硫化物的水溶液中，来将含有硫醇的肽与8臂PEG-吡

啶基二硫化物缀合。通过测量343nm的紫外-可见光谱定量嘧啶-2-硫酮离去基团的存在，来

监测反应转化。若要将超过一个分子与8臂PEG-吡啶基二硫化物缀合，则在同一个罐中用该

新分子重复反应过程。一旦完成缀合，将反应混合物在ZEBASPIN脱盐柱(Thermo 

Scientific)上脱盐，并将纯化的产物在合适的无菌条件下贮存。

[0240] 对于8臂PEG-ERY1/MIS-SIINFEKL缀合物(SIINFEKL:SEQ  ID  NO:3)，可以通过将其

静脉内或血管外施用于小鼠来演示针对OVA的耐受的诱导。使用人特异性配体时，此测试还

会指示人体中耐受的诱导。在此类演示中，施用后的预定天数，将小鼠处死，并收获淋巴结、

脾、和血液以进行分析。将脾细胞和淋巴结衍生的细胞铺板，并用OVA和/或SIINFEKL(SEQ 

ID  NO:3)肽离体再刺激3天，并通过ELISA测量其IFNγ、IL-17a、IL-2、和IL-4表达的下调，

以及TGF-β1的上调，这是确立的耐受性证据。在用OVA和/或SIINFEKL(SEQ  ID  NO:3)肽离体

再刺激6小时后对脾细胞和淋巴结衍生的细胞使用流式细胞术实施IFNγ,IL-17a ,IL-2和

IL-4的胞内染色。此外，使用流式细胞术来表征CD4、CD8、和来自淋巴结的调节T细胞、脾、和
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血液衍生的细胞的表达谱。另外，在不同时间点时从小鼠采集血液样品以测量针对OVA抗原

的体液抗体应答。实施离体再刺激的变型实验以确定系统耐受是否已经建立。给小鼠施用8

臂PEG-ERY1/MIS-SIINFEKL缀合物(SIINFEKL:SEQ  ID  NO:3)，如上文所描述的，9天后在有

佐剂(脂多糖、完全弗氏佐剂、明矾，等等)的情况中再施用OVA，并通过ELISA和/或流式细胞

术评估脾细胞对OVA抗原的响应性，如上文所描述的。8臂PEG-ERY1/MIS-SIINFEKL缀合物

(SIINFEKL:SEQ  ID  NO:3)配制剂会使脾细胞对用OVA和佐剂的第二次攻击不响应，这是一

种证明系统耐受的有效建立的方法。在初次施用8臂PEG-ERY1/MIS-SIINFEKL缀合物配制剂

(SIINFEKL:SEQ  ID  NO:3)后，可以用转基因细胞系进行类似的体内攻击实验以进一步证明

耐受性，诸如用OT-I  T细胞的过继转移，这与实施例14中详细描述的研究相似。为了证明治

疗性分子在自身免疫或脱免疫的小鼠模型中的免疫耐受性，可以对相关抗原生成类似的8

臂PEG构建体，如本文就SIINFEKL(SEQ  ID  NO:3)所描述的。

[0241] 实施例19：经由红细胞与缀合有适体的抗原的非共价结合诱导抗原特异性免疫学

耐受

[0242] 可以使用其它非抗体生物亲和试剂实施方法，来以测量它们通过非共价红细胞结

合诱导免疫学耐受的能力。针对其它基于蛋白质的亲和性模块，诸如设计的锚蛋白重复蛋

白(DARPins)(Steiner,Forrer等,2008)、设计的犰狳(armadillo)重复蛋白(Parmeggiani,

Pellarin等,2008)、纤连蛋白域(Hackel,Kapila等,2008)、和半胱氨酸-结(knottin)亲和

支架(Silverman,Levin等,2009)筛选对红细胞展示结合亲和力者。

[0243] 使用完善建立的指数富集的配体系统进化(SELEX)方法(Archemix ,Cambridge ,

MA,USA)(Sampson,2003)进行文库筛选以发现对红细胞高亲和力的DNA/RNA适体。在发现以

高亲和力结合红细胞的新DNA/RNA序列后，化学合成它们以在其3’或5’端包含额外的化学

反应性基团，用于与抗原和/或聚合物胶束/纳米颗粒缀合。例如，化学合成的适体确实含有

反应性NH2基团，其经由EDC/NHS缀合化学与纳米颗粒或抗原或纳米颗粒-抗原复合物上存

在的COOH基团缀合，以创建由红细胞结合适体和抗原或抗原-纳米颗粒构成的单一生物缀

合物。通过对适体、抗原和/或抗原-纳米颗粒两者改变正交反应基团和缀合方案尝试各种

化学缀合技术。

[0244] 为了证明针对OVA的耐受性诱导，给小鼠静脉内或血管外施用OVA-适体或OVA-纳

米颗粒-适体缀合物。在施用后的预定天数时，将小鼠处死，并收获淋巴结、脾、和血液以进

行分析。将脾细胞和淋巴结衍生的细胞铺板，并用OVA和/或SIINFEKL肽(SEQ  ID  NO:3)离体

再刺激3天，并通过ELISA测量其IFNγ、IL-17a、IL-2、和IL-4表达的下调，以及TGF-β1的上

调，这些是确立的耐受证据。在用OVA和/或SIINFEKL(SEQ  ID  NO:3)肽离体再刺激6小时后

对脾细胞和淋巴结衍生的细胞使用流式细胞术实施IFNγ,IL-17a ,IL-2和IL-4的胞内染

色。此外，使用流式细胞术来表征CD4、CD8、和来自淋巴结的调节T细胞、脾、和血液衍生的细

胞的表达谱。另外，在不同时间点从小鼠采集血液样品以测量针对OVA抗原的体液抗体应

答。实施离体再刺激的变型实验以确定系统耐受是否已经建立。给小鼠施用OVA-抗体或

OVA-抗体-纳米颗粒缀合物，如上文所描述的，9天后在有佐剂(脂多糖、完全弗氏佐剂、明

矾，等等)的条件下再施用OVA，并通过ELISA和/或流式细胞术评估脾细胞对OVA抗原的响应

性，如上文所描述的。我们预期我们的OVA-抗体和/或OVA-抗体-纳米颗粒配制剂会使脾细

胞对用OVA和佐剂的第二次攻击不响应，由此证明系统耐受性的有效建立。在初次施用我们
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的OVA-适体和/或OVA-适体-纳米颗粒配制剂后，用转基因细胞系进行类似的体内攻击实验

以展示耐受，诸如用OT-I  T细胞的过继转移，这与实施例14中详细描述的研究相似。为了证

明治疗性分子在自身免疫或脱免疫的小鼠模型中的免疫耐受性，可以对相关抗原生成类似

的适体构建体，如本文就OVA所描述的。

[0245] 进一步的公开内容

[0246] 描述了本发明的多个实施方案。一个实施方案是包含选自下组的序列的至少5个

连续的氨基酸残基的分离的肽：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，及它们的保守取代，其中所述序列特异性

结合红细胞。一个实施方案是在选自下组的序列中具有一个或多个具有D至L取代的残基或

者具有至少一个且不超过两个氨基酸的保守取代的肽：SEQ  ID  NO:11,SEQ  ID  NO:13,SEQ 

ID  NO:14,SEQ  ID  NO:15,SEQ  ID  NO:16,SEQ  ID  NO:17和SEQ  ID  NO:1。一个实施方案是具

有选自下组的序列的至少5个连续的氨基酸残基的肽：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及它们的保守取代，

其中所述序列特异性结合红细胞。例如，所述肽可以具有约10-约80的残基数目。肽可以进

一步包含治疗剂，例如其选自下组：胰岛素、醋酸普兰林肽、生长激素、胰岛素样生长因子-

1、红细胞生成素、1型α干扰素、干扰素α2a、干扰素α2b、干扰素β1a、干扰素β1b、干扰素γ1b、

β-葡糖脑苷脂酶、腺苷脱氨酶、粒细胞集落刺激因子、粒细胞巨噬细胞集落刺激因子、白介

素1、白介素2、白介素11、因子VIIa、因子VIII、因子IX、艾塞那肽、L-天冬酰胺酶、拉布立酶、

肿瘤坏死因子受体、和恩夫韦地。肽可以进一步包含下组的成员：抗体、抗体片段、和单链抗

原结合域(ScFv)。肽可以进一步包含致耐受性抗原，例如，其选自下组：遗传疾病缺陷的蛋

白质、具有非人糖基化的蛋白质、非人蛋白质、不天然存在于人的合成蛋白质、人食物抗原、

人移植抗原、和人自身免疫抗原。肽可以具有一个或多个特异性结合红细胞的序列，序列可

以是相同序列的重复或实施所述结合的各种序列的混合物。

[0247] 一个实施方案是一种产生免疫耐受的方法，该方法包括施用包含分子融合物的组

合物，所述分子融合物包含致耐受性抗原和红细胞结合性模块，该红细胞结合性模块特异

性结合所述患者中的红细胞，并且由此连接所述抗原与所述红细胞，其中以对包含所述致

耐受性抗原的物质有效产生免疫耐受的量施用所述分子融合物。一个实施方案是所述方

法，其中所述分子融合物由与抗原直接共价键合的至少一个红细胞结合性模块构成：例如

包含模块和抗原的融合蛋白。一个实施方案是所述方法，其中分子融合物包含至少一个附

接于颗粒的红细胞结合性模块，所述颗粒附接于抗原或含有抗原，例如，其中所述颗粒选自

下组：微粒、纳米颗粒、脂质体、聚合物囊泡、和胶束。一个实施方案是如下的情况，其中致耐

受性抗原包含治疗性蛋白质的一部分，例如，蛋白质包含因子VIII或因子IX。一个实施方案

是如下的情况，其中致耐受性抗原包含非人蛋白质的一部分。一个实施方案是如下的情况，

其中蛋白质包含腺苷脱氨酶、L-天冬酰胺酶、拉布立酶、抗胸腺细胞球蛋白、L-精氨酸酶、和

L-甲硫氨酸酶。一个实施方案是所述方法，其中所述患者是人，而致耐受性抗原包含不存在

于自然界中的蛋白质的一部分。一个实施方案是如下的情况，其中患者是人，而致耐受性抗

原包含含有非人糖基化的蛋白质的聚糖。一个实施方案是如下的情况，其中致耐受性抗原

至少包含人移植抗原的一部分。一个实施方案是如下的情况，其中致耐受性抗原包含人自

身免疫性疾病蛋白质的一部分，所述人自身免疫性疾病蛋白质例如选自下组：前胰岛素原、
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胰岛素原、胰岛素、GAD65、GAD67、IA-2、IA-2β、甲状腺球蛋白、甲状腺过氧化物酶、促甲状腺

激素受体、髓鞘碱性蛋白、髓鞘少突胶质细胞糖蛋白、蛋白脂质蛋白、胶原II、胶原IV、乙酰

胆碱受体、基质金属蛋白质1和3、分子伴侣热休克蛋白47、微纤维蛋白-1、PDGF受体α、PDGF

受体β、和核蛋白SS-A。一个实施方案是如下的情况，其中致耐受性抗原包含人食物的一部

分，所述人食物例如选自下组：伴花生球蛋白(Ara  h  1)、变应原II(Ara  h  2)、花生凝集素

(Ara  h  6)、α-乳清蛋白(ALA)、乳转铁蛋白、谷蛋白、低分子量谷蛋白、α和γ-麦醇溶蛋白、

大麦醇溶蛋白、裸麦醇溶蛋白、和燕麦蛋白。一个实施方案是如下的情况，其中红细胞结合

性模块选自下组：肽配体、抗体、抗体片段、和单链抗原结合域(ScFv)。一个实施方案是如下

的情况，其中scFv包含某些或整个10F7，例如，10F7的轻链和/或10F7的重链和/或10F7轻链

和/或10F7重链的较高亲和力变体中的一种或多种。一个实施方案是所述方法，其中红细胞

结合性模块包含如下的肽配体，所述肽配体包含选自下组的序列的至少5个连续的氨基酸

残基：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及它们的保守取代，其中所述序列特异性结合红细胞。

[0248] 一个实施方案是包含分子融合物的组合物，所述分子融合物包含致耐受性抗原和

红细胞结合性模块，该红细胞结合性模块特异性结合所述患者中的红细胞，并且由此连接

所述抗原与所述红细胞。一个例子是如下的情况，其中红细胞结合性模块与抗原共价键合。

另一个例子是如下的情况，其中分子融合物包含附接于颗粒的红细胞结合性模块，所述颗

粒附接于抗原，例如微粒、纳米颗粒、脂质体、聚合物囊泡、或胶束。致耐受性抗原的例子是：

治疗性蛋白质的一部分、非人蛋白质的一部分、不天然存在于人的蛋白质的一部分(包括完

整部分，即整个)、包含非人糖基化的蛋白质的聚糖、人自身免疫抗原的一部分、人食物的一

部分。一个实施方案是组合物，其中红细胞结合性模块选自下组：肽配体、抗体、抗体片段、

和单链抗原结合域(ScFv)，例如，整个或部分的10F7。红细胞结合性模块可以包含如下的肽

配体，所述肽配体包含选自下组的序列的至少5个连续的氨基酸残基：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及它

们的保守取代，其中所述序列特异性结合红细胞。红细胞结合性模块可以是包含肽配体的，

所述肽配体具有约10μM-0.1nM的解离常数，如通过所述肽和红细胞之间的平衡结合测量所

测定的。

[0249] 另一个例子是包含与实体连接的红细胞结合性模块的组合物，所述红细胞结合性

模块特异性结合红细胞，所述实体选自下组：合成聚合物、分支的合成聚合物、和颗粒。例

如，颗粒可以是微粒、纳米颗粒、脂质体、聚合物囊泡、和胶束。组合物可以进一步包含致耐

受性抗原、治疗剂、或肿瘤归巢性配体。

[0250] 实施方案包括一种在患者中栓塞肿瘤的方法，包括：对患者施用包含红细胞结合

性模块和肿瘤归巢性配体的分子融合物的组合物或包含该组合物的药物，其中所述肿瘤归

巢性配体是目标为特异性结合选自肿瘤和肿瘤血管系统的靶物的抗体、抗体片段、单链抗

原结合域(ScFv)，或肽配体，且其中所述红细胞结合性模块包括特异性结合红细胞的肽配

体、抗体、抗体片段、scFv、或适体。肿瘤归巢性配体的例子是氨肽酶-A、氨肽酶-N、内皮唾液

酸蛋白、细胞表面核仁蛋白、细胞表面膜联蛋白-1、细胞表面p32/gC1q受体、细胞表面网蛋

白-1、纤连蛋白EDA、纤连蛋白EDB、白介素11受体α、生腱蛋白-C、内皮糖蛋白/CD105、BST-2、

半乳凝素-1、VCAM-1、纤维蛋白和组织因子受体。例如，红细胞模块可以包含肽配体、scFv、
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或抗体或片段。

[0251] 一个实施方案是单链抗原结合域(scFv)，其包含特异性结合红细胞的肽配体。肽

可以附接于scFv或布置在接头部分中。可以包含一个或多个肽配体。

[0252] ***

[0253] 出于所有目的，本文中提及的所有专利申请、专利、和出版物在此通过提及并入本

文；在冲突的情况中，以本说明书为准。
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[0315] 具体地，本发明涉及以下方面：

[0316] 1 .一种分离的肽，其包含选自下组的序列的至少5个连续的氨基酸残基：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及它们的保守取代，其中所述序列特异性结合红细胞。

[0317] 2.项1的肽，其中所述序列在选自下组的序列中具有一个或多个具有D-L取代的残

基或者具有至少一个且不超过两个氨基酸的保守取代：SEQ  ID  NO:11,SEQ  ID  NO:13,SEQ 

ID  NO:14,SEQ  ID  NO:15,SEQ  ID  NO:16,SEQ  ID  NO:17,和SEQ  ID  NO:1。

[0318] 3.项1的肽，其基本上由选自下组的序列组成：SEQ  ID  NO:11,SEQ  ID  NO:13,SEQ 

ID  NO:14,SEQ  ID  NO:15,SEQ  ID  NO:16,SEQ  ID  NO:17,和SEQ  ID  NO:1。

[0319] 4.项1的肽，其进一步还包含下述的至少一组：

[0320] 选自下组的序列的至少5个连续的氨基酸残基：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及它们的保守取代，

其中所述序列特异性结合红细胞。

[0321] 5.项1的肽，其残基数目为约10-约80个。

[0322] 6.项1的肽，其进一步包含治疗剂。

[0323] 7 .项6的肽，其中所述治疗剂选自下组：胰岛素、醋酸普兰林肽(pramlintide 

acetate)、生长激素、胰岛素样生长因子-1、红细胞生成素、1型α干扰素、干扰素α2a、干扰素

α2b、干扰素β1a、干扰素β1b、干扰素γ1b、β-葡糖脑苷脂酶、腺苷脱氨酶、粒细胞集落刺激因

子、粒细胞巨噬细胞集落刺激因子、白介素1、白介素2、白介素11、因子VIIa、因子VIII、因子

IX、艾塞那肽(exenatide)、L-天冬酰胺酶、拉布立酶(rasburicase)、肿瘤坏死因子受体、和

恩夫韦地(enfuvirtide)。

[0324] 8 .项1的肽，其进一步包含下组的成员：抗体、抗体片段、和单链抗原结合域

(ScFv)。

[0325] 9.项1的肽，其进一步包含致耐受性抗原。

[0326] 10.项9的肽，其中所述致耐受性抗原选自下组：因遗传疾病缺陷的蛋白质、具有非

人糖基化的蛋白质、非人蛋白质、不天然存在于人中的合成蛋白质、人食物抗原、人移植抗

原、和人自身免疫抗原。

[0327] 11.项10的肽，其包含多个特异性结合红细胞的序列。

[0328] 12.一种产生免疫耐受的方法，该方法包括施用包含分子融合物的组合物，所述分

子融合物包含致耐受性抗原和红细胞结合性模块，该红细胞结合性模块特异性结合所述患

者中的红细胞并由此连接所述抗原与所述红细胞，其中以对包含所述致耐受性抗原的物质

有效产生免疫耐受的量施用所述分子融合物。

[0329] 13.项12的方法，其中所述分子融合物由至少一个与所述抗原直接共价键合的红

细胞结合性模块组成。

[0330] 14.项12的方法，其中所述分子融合物包含至少一个附接于颗粒的红细胞结合性

模块，所述颗粒附接于所述抗原或含有所述抗原。

[0331] 15.项14的方法，其中所述颗粒选自下组：微粒、纳米颗粒、脂质体、聚合物囊泡、和

胶束。
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[0332] 16.项12的方法，其中所述致耐受性抗原包含治疗性蛋白质的一部分。

[0333] 17.项16的方法，其中所述蛋白质包括因子VIII或因子IX。

[0334] 18.项12的方法，其中所述患者是人，且所述致耐受性抗原包含非人蛋白质的一部

分。

[0335] 19.项18的方法，其中所述蛋白质包括腺苷脱氨酶、L-天冬酰胺酶、拉布立酶、抗胸

腺细胞球蛋白、L-精氨酸酶、和L-甲硫氨酸酶。

[0336] 20.项12的方法，其中所述患者是人，且所述致耐受性抗原包含不存在于自然界的

蛋白质的一部分。

[0337] 21.项12的方法，其中所述患者是人，且所述致耐受性抗原包含含有非人糖基化的

蛋白质的聚糖。

[0338] 22.项12的方法，其中所述致耐受性抗原包含人移植抗原的至少一部分。

[0339] 23.项12的方法，其中所述致耐受性抗原包含人自身免疫性疾病蛋白质的一部分。

[0340] 24.项23的方法，其中所述人自身免疫性疾病蛋白质选自下组：前胰岛素原、胰岛

素原、胰岛素、GAD65、GAD67、IA-2、IA-2β、甲状腺球蛋白、甲状腺过氧化物酶、促甲状腺激素

受体、髓鞘碱性蛋白、髓鞘少突胶质细胞糖蛋白、蛋白脂质蛋白、胶原II、胶原IV、乙酰胆碱

受体、基质金属蛋白质1和3、分子伴侣热休克蛋白47、微纤维蛋白-1、PDGF受体α、PDGF受体

β、和核蛋白SS-A。

[0341] 25.项12的方法，其中所述致耐受性抗原包含人食物的一部分。

[0342] 26.项25的方法，其中所述人食物的一部分选自下组：伴花生球蛋白(Ara  h  1)、变

应原II(Ara  h  2)、花生凝集素(Ara  h  6)、α-乳清蛋白(ALA)、乳转铁蛋白、谷蛋白、低分子

量谷蛋白、α-和γ-麦醇溶蛋白、大麦醇溶蛋白、裸麦醇溶蛋白、和燕麦蛋白。

[0343] 27.项12的方法，其中所述红细胞结合性模块选自下组：肽配体、抗体、抗体片段、

和单链抗原结合域(ScFv)。

[0344] 28.项27的方法，其中所述红细胞结合性模块包含scFv。

[0345] 29.项28的方法，其中所述scFv包含10F7的轻链或10F7轻链的更高亲和力变体。

[0346] 30.项12的方法，其中所述红细胞结合性模块包含肽配体，该肽配体包含选自下组

的序列的至少5个连续的氨基酸残基：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及它们的保守取代，其中所述序列特异

性结合红细胞。

[0347] 31.一种组合物，其包含：

[0348] 分子融合物，该分子融合物包含致耐受性抗原和红细胞结合性模块，所述红细胞

结合性模块特异性结合所述患者中的红细胞，并且由此连接所述抗原与所述红细胞。

[0349] 32.项31的组合物，其中所述红细胞结合性模块与所述抗原共价键合。

[0350] 33.项31的组合物，其中所述分子融合物包含附接于颗粒的所述红细胞结合性模

块，所述颗粒附接于所述抗原。

[0351] 34.项33的组合物，其中所述颗粒包含微粒、纳米颗粒、脂质体、聚合物囊泡、或胶

束。

[0352] 35.项31的组合物，其中所述致耐受性抗原包含治疗性蛋白质的一部分。

[0353] 36.项31的组合物，其中所述患者是人，且所述致耐受性抗原包含非人蛋白质的一
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部分。

[0354] 37.项31的组合物，其中所述患者是人，且所述致耐受性抗原包含不存在于人的蛋

白质的一部分。

[0355] 38.项31的组合物，其中所述患者是人，且所述致耐受性抗原包含含有非人糖基化

的蛋白质的聚糖。

[0356] 39.项31的组合物，其中所述致耐受性抗原包含人自身免疫抗原的一部分。

[0357] 40.项31的组合物，其中所述致耐受性抗原包含人食物的一部分。

[0358] 41 .项31的组合物，其中所述红细胞结合性模块选自下组：肽配体、抗体、抗体片

段、和单链抗原结合域(ScFv)。

[0359] 42.项41的组合物，其中所述红细胞结合性模块包含scFv。

[0360] 43.项42的组合物，其中所述scFv包含10F7的轻链或10F7轻链的更高亲和力变体。

[0361] 44.项31的组合物，其中所述红细胞结合性模块包含肽配体，该肽配体包含选自下

组的序列的至少5个连续的氨基酸残基：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及它们的保守取代，其中所述序列特

异性结合红细胞。

[0362] 45.项31的组合物，其中所述红细胞结合性模块包含具有约10μM-0.1nM的解离常

数的肽配体，如通过所述肽和红细胞之间的平衡结合测量所测定的。

[0363] 46.一种组合物，其包含：

[0364] 红细胞结合性模块，该红细胞结合性模块特异性结合与选自下组的实体连接的红

细胞：合成聚合物、分支的合成聚合物、和颗粒。

[0365] 47.项46的组合物，其中所述颗粒选自下组：微粒、纳米颗粒、脂质体、聚合物囊泡、

和胶束。

[0366] 48.项46的组合物，其进一步包含致耐受性抗原。

[0367] 49.项46的组合物，其中所述红细胞结合性模块包含肽配体，该肽配体包含选自下

组的序列的至少5个连续的氨基酸残基：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及它们的保守取代，其中所述序列特

异性结合红细胞。

[0368] 50.项46的组合物，其进一步包含治疗剂。

[0369] 51 .项50的组合物，其中所述治疗剂选自下组：抗体、抗体片段、单链抗原结合域

(ScFv)、小分子药物、和肽。

[0370] 52.项46的组合物，其进一步包含与所述实体连接的肿瘤归巢性配体。

[0371] 53.一种在患者中栓塞肿瘤的方法，包括：

[0372] 对患者施用包含红细胞结合性模块和肿瘤归巢性配体的分子融合物的组合物，

[0373] 其中所述肿瘤归巢性配体是目标为特异性结合选自肿瘤和肿瘤血管系统的靶物

的抗体、抗体片段、单链抗原结合域(ScFv)，或肽配体，且

[0374] 其中所述红细胞结合性模块包括特异性结合红细胞的肽配体、抗体、抗体片段、

scFv、或适体。

[0375] 54.项53的方法，其中所述肿瘤归巢性配体选自下组：氨肽酶-A、氨肽酶-N、内皮唾

液酸蛋白、细胞表面核仁蛋白、细胞表面膜联蛋白-1、细胞表面p32/gC1q受体、细胞表面网
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蛋白-1、纤连蛋白EDA、纤连蛋白EDB、白介素11受体α、生腱蛋白-C、内皮糖蛋白/CD105、BST-

2、半乳凝素-1、VCAM-1、纤维蛋白和组织因子受体。

[0376] 55.项53的方法，其中所述红细胞结合性模块包含肽配体，该肽配体包含选自下组

的序列的至少5个连续的氨基酸残基：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及它们的保守取代，其中所述序列特异

性结合红细胞。

[0377] 56.项53的方法，其中所述红细胞结合性模块包含scFv。

[0378] 57.项53的方法，其中所述红细胞结合性模块包含抗体或抗体片段。

[0379] 58.项53的方法，包括将所述组合物注射入所述患者的血管系统中。

[0380] 59.项53的方法，其中所述分子融合物包含选自下组的实体：颗粒、肽、和合成聚合

物，其中所述实体连接所述红细胞结合性模块和所述肿瘤归巢性配体。

[0381] 60.一种用于在患者中栓塞肿瘤的药物，其包含：

[0382] 包含红细胞结合性模块和肿瘤归巢性配体的分子融合物的组合物，

[0383] 其中所述肿瘤归巢性配体是目标为特异性结合选自肿瘤和肿瘤微血管系统的靶

物的抗体、抗体片段、单链抗原结合域(ScFv)、或肽配体，且

[0384] 其中所述红细胞结合性模块包含特异性结合红细胞的肽配体、抗体、抗体片段、

ScFv、或适体。

[0385] 61.项60的药物，其中所述肿瘤归巢性配体选自下组：氨肽酶-A、氨肽酶-N、内皮唾

液酸蛋白、细胞表面核仁蛋白、细胞表面膜联蛋白-1、细胞表面p32/gC1q受体、细胞表面网

蛋白-1、纤连蛋白EDA、纤连蛋白EDB、白介素11受体α、生腱蛋白-C、内皮糖蛋白/CD105、BST-

2、半乳凝素-1、VCAM-1、纤维蛋白和组织因子受体。

[0386] 62.项60的药物，其中所述红细胞结合性模块包含肽配体，该肽配体包含选自下组

的序列的至少5个连续的氨基酸残基：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及它们的保守取代，其中所述序列特异

性结合红细胞。

[0387] 63.项60的药物，其中所述红细胞结合性模块包含scFv。

[0388] 64.项60的药物，其中所述红细胞结合性模块包含抗体或抗体片段。

[0389] 65.项60的药物，其中所述分子融合物包含选自下组的实体：颗粒、肽、和合成聚合

物，其中所述实体连接所述红细胞结合性模块与所述肿瘤归巢性配体。

[0390] 66.一种单链抗原结合域(scFv)，其包含特异性结合红细胞的肽配体。

[0391] 67.项66的scFv，其中所述肽配体布置在所述scFv的接头部分中。

[0392] 68.项66的scFv，其包含多个特异性结合红细胞的肽配体。
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序列表

<110>  洛桑聚合联合学院(Ecole  Polytechnique  Federale  de  Lausanne)

<120>  ERYTHROCYTE-BINDING  THERAPEUTICS

<130>  2968.07US02

<140>  13/206,034

<141>  2011-08-09

<150>  61/372,181

<151>  2010-08-10

<160>  86

<170>  PatentIn  version  3.5

<210>  1

<211>  12

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 红细胞结合肽(erythrocyte-binding  peptide)

<400>  1

Trp  Met  Val  Leu  Pro  Trp  Leu  Pro  Gly  Thr  Leu  Asp

1               5                   10

<210>  2

<211>  12

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  对照肽(Control  peptide)

<400>  2

Pro  Leu  Leu  Thr  Val  Gly  Met  Asp  Leu  Trp  Pro  Trp

1               5                   10

<210>  3

<211>  8

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 抗原表位(Epitope)

<400>  3

Ser  Ile  Ile  Asn  Phe  Glu  Lys  Leu

1               5

<210>  4
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<211>  28

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 红细胞结合肽(Erythrocyte  Binding  Peptide)

<400>  4

Gly  Gln  Ser  Gly  Gln  Pro  Asn  Ser  Arg  Trp  Ile  Tyr  Met  Thr  Pro  Leu

1               5                   10                  15

Ser  Pro  Gly  Ile  Tyr  Arg  Gly  Ser  Ser  Gly  Gly  Ser

            20                  25

<210>  5

<211>  26

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 红细胞结合肽(Erythrocyte  Binding  Peptide)

<400>  5

Gly  Gln  Ser  Gly  Gln  Ser  Trp  Ser  Arg  Ala  Ile  Leu  Pro  Leu  Phe  Lys

1               5                   10                  15

Ile  Gln  Pro  Val  Gly  Ser  Ser  Gly  Gly  Ser

            20                  25

<210>  6

<211>  26

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 红细胞结合肽(Erythrocyte  Binding  Peptide)

<400>  6

Gly  Gln  Ser  Gly  Gln  Tyr  Ile  Cys  Thr  Ser  Ala  Gly  Phe  Gly  Glu  Tyr

1               5                   10                  15

Cys  Phe  Ile  Asp  Gly  Ser  Ser  Gly  Gly  Ser

            20                  25

<210>  7

<211>  26

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 红细胞结合肽(Erythrocyte  Binding  Peptide)

<400>  7
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Gly  Gln  Ser  Gly  Gln  Thr  Tyr  Phe  Cys  Thr  Pro  Thr  Leu  Leu  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Tyr  Cys  Ser  Val  Gly  Ser  Ser  Gly  Gly  Ser

            20                  25

<210>  8

<211>  22

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 红细胞结合肽(Erythrocyte  Binding  Peptide)

<400>  8

Gly  Gln  Ser  Gly  His  Trp  His  Cys  Gln  Gly  Pro  Phe  Ala  Asn  Trp  Val

1               5                   10                  15

Gly  Ser  Ser  Gly  Gly  Ser

            20

<210>  9

<211>  26

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 红细胞结合肽(Erythrocyte  Binding  Peptide)

<400>  9

Gly  Gln  Ser  Gly  Gln  Phe  Cys  Thr  Val  Ile  Tyr  Asn  Thr  Tyr  Thr  Cys

1               5                   10                  15

Val  Pro  Ser  Ser  Gly  Ser  Ser  Gly  Gly  Ser

            20                  25

<210>  10

<211>  26

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 红细胞结合肽(Erythrocyte  Binding  Peptide)

<400>  10

Gly  Gln  Ser  Gly  Gln  Ser  Val  Trp  Tyr  Ser  Ser  Arg  Gly  Asn  Pro  Leu

1               5                   10                  15

Arg  Cys  Thr  Gly  Gly  Ser  Ser  Gly  Gly  Ser

            20                  25

<210>  11

<211>  17
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<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 红细胞结合肽(Erythrocyte  Binding  Peptide)

<400>  11

Pro  Asn  Ser  Arg  Trp  Ile  Tyr  Met  Thr  Pro  Leu  Ser  Pro  Gly  Ile  Tyr

1               5                   10                  15

Arg

<210>  12

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 红细胞结合肽(Erythrocyte  Binding  Peptide)

<400>  12

Ser  Trp  Ser  Arg  Ala  Ile  Leu  Pro  Leu  Phe  Lys  Ile  Gln  Pro  Val

1               5                   10                  15

<210>  13

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 红细胞结合肽(Erythrocyte  Binding  Peptide)

<400>  13

Tyr  Ile  Cys  Thr  Ser  Ala  Gly  Phe  Gly  Glu  Tyr  Cys  Phe  Ile  Asp

1               5                   10                  15

<210>  14

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 红细胞结合肽(Erythrocyte  Binding  Peptide)

<400>  14

Thr  Tyr  Phe  Cys  Thr  Pro  Thr  Leu  Leu  Gly  Gln  Tyr  Cys  Ser  Val

1               5                   10                  15

<210>  15

<211>  12

<212>  PRT

<213> 人工序列
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<220>

<223> 红细胞结合肽(Erythrocyte  Binding  Peptide)

<400>  15

His  Trp  His  Cys  Gln  Gly  Pro  Phe  Ala  Asn  Trp  Val

1               5                   10

<210>  16

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 红细胞结合肽(Erythrocyte  Binding  Peptide)

<400>  16

Phe  Cys  Thr  Val  Ile  Tyr  Asn  Thr  Tyr  Thr  Cys  Val  Pro  Ser  Ser

1               5                   10                  15

<210>  17

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 红细胞结合肽(Erythrocyte  Binding  Peptide)

<400>  17

Ser  Val  Trp  Tyr  Ser  Ser  Arg  Gly  Asn  Pro  Leu  Arg  Cys  Thr  Gly

1               5                   10                  15

<210>  18

<211>  20

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  肽接头

<400>  18

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

1               5                   10                  15

Gly  Gly  Gly  Ser

            20

<210>  19

<211>  19

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>
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<223> 红细胞结合肽(Erythrocyte  Binding  Peptide)

<400>  19

Trp  Met  Val  Leu  Pro  Trp  Leu  Pro  Gly  Thr  Leu  Asp  Gly  Gly  Ser  Gly

1               5                   10                  15

Cys  Arg  Gly

<210>  20

<211>  19

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  对照肽(Control  peptide)

<400>  20

Pro  Leu  Leu  Thr  Val  Gly  Met  Asp  Leu  Trp  Pro  Trp  Gly  Gly  Ser  Gly

1               5                   10                  15

Cys  Arg  Gly

<210>  21

<211>  825

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  scFv  片段

<400>  21

atggcaagca  tgaccggtgg  ccaacaaatg  ggtacggaag  tgcaactgct  ggagtctggc  60

ggtggcctgg  ttcagccggg  tggcagcttg  cgcctgagct  gtgcggcgtc  tggcttcacc  120

tttagcgtca  tgaaaatgag  ctgggttcgc  caggcaccag  gtaaaggcct  ggagtgggtg  180

tcggcaatca  gcggttccgg  tggtagcacc  tattacgctg  acagcgtgaa  aggccgtttt  240

acgatttcgc  gtgataacag  caagaacacg  ctgtacttgc  aaatgaatag  cctgcgtgca  300

gaggacacgg  cagtgtacta  ttgtgcgaag  agcactcacc  tgtacttgtt  tgattactgg  360

ggtcaaggca  ccctggttac  cgttagcagc  ggcggtggtg  gctccggtgg  tggtggtagc  420

ggtggcggtg  gttctggtgg  tggcggctct  gaaattgtcc  tgactcagag  ccctggcacg  480

ctgagcctga  gcccgggtga  gcgcgcgacg  ctgagctgcc  gtgcgagcca  gtccgttagc  540

aacgcgttcc  tggcttggta  tcaacagaaa  ccgggtcagg  cccctcgcct  gctgatttac  600

ggtgccagct  cccgtgcgac  gggcatcccg  gaccgttttt  ccggctccgg  tagcggcacc  660

gacttcaccc  tgaccatcag  ccgcctggag  ccggaggatt  tcgcggtgta  ttactgccag  720

caaatgcgtg  gccgtccgcc  gaccttcggt  cagggtacca  aggtcgagat  taaggctgcg  780

gccgaacaga  aactgatcag  cgaagaagat  ttgaatggtg  ccgcg  825

<210>  22

<211>  30

<212>  DNA
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<213> 人工序列

<220>

<223>  引物

<400>  22

tctaagcttg  atggcaagca  tgaccggtgg  30

<210>  23

<211>  35

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  引物

<400>  23

tcgctcgagt  catcacgcgg  caccattcaa  atctt  35

<210>  24

<211>  55

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  引物

<400>  24

caacgtacca  ggcagccacg  gaagcaccat  ccagctacca  ccaccaccgg  agcca  55

<210>  25

<211>  52

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  引物

<400>  25

gtgcttccgt  ggctgcctgg  tacgttggat  ggtggcggtg  gttctggtgg  tg  52

<210>  26

<211>  65

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  引物

<400>  26

acgtaccagg  cagccacgga  agcaccatcc  aaccaccgga  gccgctgcta  acggtaacca  60

gggtg  65

<210>  27
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<211>  19

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  引物

<400>  27

attgtcctga  ctcagagcc  19

<210>  28

<211>  34

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  28

agccggccat  ggcggayatc  cagctgactc  agcc  34

<210>  29

<211>  34

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  29

agccggccat  ggcggayatt  gttctcwccc  agtc  34

<210>  30

<211>  34

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  30

agccggccat  ggcggayatt  gtgmtmactc  agtc  34

<210>  31

<211>  34

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  31

agccggccat  ggcggayatt  gtgytracac  agtc  34

序　列　表 8/22 页

65

CN 108129554 A

65



<210>  32

<211>  34

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  32

agccggccat  ggcggayatt  gtratgacmc  agtc  34

<210>  33

<211>  34

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  33

agccggccat  ggcggayatt  magatramcc  agtc  34

<210>  34

<211>  34

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  34

agccggccat  ggcggayatt  cagatgaydc  agtc  34

<210>  35

<211>  34

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  35

agccggccat  ggcggayaty  cagatgacac  agac  34

<210>  36

<211>  34

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  36
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agccggccat  ggcggayatt  gttctcawcc  agtc  34

<210>  37

<211>  34

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  37

agccggccat  ggcggayatt  gwgctsaccc  aatc  34

<210>  38

<211>  34

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  38

agccggccat  ggcggayatt  stratgaccc  artc  34

<210>  39

<211>  34

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  39

agccggccat  ggcggayrtt  ktgatgaccc  arac  34

<210>  40

<211>  34

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  40

agccggccat  ggcggayatt  gtgatgacbc  agkc  34

<210>  41

<211>  34

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物
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<400>  41

agccggccat  ggcggayatt  gtgataacyc  agga  34

<210>  42

<211>  34

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  42

agccggccat  ggcggayatt  gtgatgaccc  agwt  34

<210>  43

<211>  34

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  43

agccggccat  ggcggayatt  gtgatgacac  aacc  34

<210>  44

<211>  34

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  44

agccggccat  ggcggayatt  ttgctgactc  agtc  34

<210>  45

<211>  37

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  45

agccggccat  ggcggargct  gttgtgactc  aggaatc  37

<210>  46

<211>  37

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>
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<223>  PCR  引物

<400>  46

gatggtgcgg  ccgcagtacg  tttgatttcc  agcttgg  37

<210>  47

<211>  37

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  47

gatggtgcgg  ccgcagtacg  ttttatttcc  agcttgg  37

<210>  48

<211>  37

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  48

gatggtgcgg  ccgcagtacg  ttttatttcc  aactttg  37

<210>  49

<211>  37

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  49

gatggtgcgg  ccgcagtacg  tttcagctcc  agcttgg  37

<210>  50

<211>  37

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  50

gatggtgcgg  ccgcagtacc  taggacagtc  agtttgg  37

<210>  51

<211>  37

<212>  DNA

<213> 人工序列
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<220>

<223>  PCR  引物

<400>  51

gatggtgcgg  ccgcagtacc  taggacagtg  accttgg  37

<210>  52

<211>  51

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  52

gttattgcta  gcggctcagc  cggcaatggc  ggakgtrmag  cttcaggagt  c  51

<210>  53

<211>  51

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  53

gttattgcta  gcggctcagc  cggcaatggc  ggaggtbcag  ctbcagcagt  c  51

<210>  54

<211>  51

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  54

gttattgcta  gcggctcagc  cggcaatggc  gcaggtgcag  ctgaagsast  c  51

<210>  55

<211>  51

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  55

gttattgcta  gcggctcagc  cggcaatggc  ggaggtccar  ctgcaacart  c  51

<210>  56

<211>  51

<212>  DNA

序　列　表 13/22 页

70

CN 108129554 A

70



<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  56

gttattgcta  gcggctcagc  cggcaatggc  gcaggtycag  ctbcagcart  c  51

<210>  57

<211>  51

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  57

gttattgcta  gcggctcagc  cggcaatggc  gcaggtycag  ctbcagcart  c  51

<210>  58

<211>  51

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  58

gttattgcta  gcggctcagc  cggcaatggc  gcaggtycar  ctgcagcagt  c  51

<210>  59

<211>  51

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  59

gttattgcta  gcggctcagc  cggcaatggc  gcaggtccac  gtgaagcagt  c  51

<210>  60

<211>  51

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  60

gttattgcta  gcggctcagc  cggcaatggc  ggaggtgaas  stggtggaat  c  51

<210>  61

<211>  51
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<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  61

gttattgcta  gcggctcagc  cggcaatggc  ggavgtgawg  ytggtggagt  c  51

<210>  62

<211>  51

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  62

gttattgcta  gcggctcagc  cggcaatggc  ggaggtgcag  skggtggagt  c  51

<210>  63

<211>  51

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  63

gttattgcta  gcggctcagc  cggcaatggc  ggakgtgcam  ctggtggagt  c  51

<210>  64

<211>  51

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  64

gttattgcta  gcggctcagc  cggcaatggc  ggaggtgaag  ctgatggart  c  51

<210>  65

<211>  51

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  65

gttattgcta  gcggctcagc  cggcaatggc  ggaggtgcar  cttgttgagt  c  51

<210>  66
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<211>  51

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  66

gttattgcta  gcggctcagc  cggcaatggc  ggargtraag  cttctcgagt  c  51

<210>  67

<211>  51

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  67

gttattgcta  gcggctcagc  cggcaatggc  ggaagtgaar  sttgaggagt  c  51

<210>  68

<211>  53

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  68

gttattgcta  gcggctcagc  cggcaatggc  gcaggttact  ctraaagwgt  stg  53

<210>  69

<211>  51

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  69

gttattgcta  gcggctcagc  cggcaatggc  gcaggtccaa  ctvcagcarc  c  51

<210>  70

<211>  51

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  70

gttattgcta  gcggctcagc  cggcaatggc  ggatgtgaac  ttggaagtgt  c  51
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<210>  71

<211>  51

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  71

gttattgcta  gcggctcagc  cggcaatggc  ggaggtgaag  gtcatcgagt  c  51

<210>  72

<211>  35

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  72

cccttgaagc  ttgctgagga  aacggtgacc  gtggt  35

<210>  73

<211>  35

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  73

cccttgaagc  ttgctgagga  gactgtgaga  gtggt  35

<210>  74

<211>  35

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  74

cccttgaagc  ttgctgcaga  gacagtgacc  agagt  35

<210>  75

<211>  35

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  75
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cccttgaagc  ttgctgagga  gacggtgact  gaggt  35

<210>  76

<211>  747

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  Ter  119  scFv

<400>  76

gaggtgaagc  tgcaggagtc  tggaggaggc  ttggtgcaac  ctggggggtc  tctgaaactc  60

tcctgtgtag  cctcaggatt  cactttcagg  gaccactgga  tgaattgggt  ccggcaggct  120

cccggaaaga  ccatggagtg  gattggagat  attagacctg  atggcagtga  cacaaactat  180

gcaccatctg  tgaggaatag  attcacaatc  tccagagaca  atgccaggag  catcctgtac  240

ctgcagatga  gcaatatgag  atctgattac  acagccactt  attactgtgt  tagagactca  300

cctacccggg  ctgggcttat  ggatgcctgg  ggtcaaggaa  cctcagtcac  tgtctcctca  360

gccggtggtg  gtggttctgg  tggtggtggt  tctggcggcg  gcggctccgg  tggtggtgga  420

tccgacattc  agatgacgca  gtctccttca  gtcctgtctg  catctgtggg  agacagagtc  480

actctcaact  gcaaagcaag  tcagaatatt  aacaagtact  taaactggta  tcagcaaaag  540

cttggagaag  ctcccaaagt  cctgatatat  aatacaaaca  atttgcaaac  gggcatccca  600

tcaaggttca  gtggcagtgg  atctggtaca  gatttcacac  tcaccatcag  tagcctgcag  660

cctgaagatt  ttgccacata  tttctgcttt  cagcattata  cttggcccac  gtttggaggt  720

gggaccaagc  tggaaatcaa  acgtact  747

<210>  77

<211>  45

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  77

actcgcggcc  cagccggcca  tggcggaggt  gaagctgcag  gagtc  45

<210>  78

<211>  65

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  78

ggagccgccg  ccgccagaac  caccaccacc  agaaccacca  ccaccggctg  aggagacagt  60

gactg  65

<210>  79
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<211>  50

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  79

ggcggcggcg  gctccggtgg  tggtggatcc  gacattcaga  tgacgcagtc  50

<210>  80

<211>  41

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PCR  引物

<400>  80

gactactagg  cccccgaggc  cagtacgttt  gatttccagc  t  41

<210>  81

<211>  793

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  10F7  scFv

<400>  81

gttattactc  gcggcccagc  cggccatggc  ggcgcaggtg  aaactgcagc  agagcggcgc  60

ggaactggtg  aaaccgggcg  cgagcgtgaa  actgagctgc  aaagcgagcg  gctatacctt  120

taacagctat  tttatgcatt  ggatgaaaca  gcgcccggtg  cagggcctgg  aatggattgg  180

catgattcgc  ccgaacggcg  gcaccaccga  ttataacgaa  aaatttaaaa  acaaagcgac  240

cctgaccgtg  gataaaagca  gcaacaccgc  gtatatgcag  ctgaacagcc  tgaccagcgg  300

cgatagcgcg  gtgtattatt  gcgcgcgctg  ggaaggcagc  tattatgcgc  tggattattg  360

gggccagggc  accaccgtga  ccgtgagcag  cggcggcggc  ggcagcggcg  gcggcggcag  420

cggcggcggc  ggcagcgata  ttgaactgac  ccagagcccg  gcgattatga  gcgcgaccct  480

gggcgaaaaa  gtgaccatga  cctgccgcgc  gagcagcaac  gtgaaatata  tgtattggta  540

tcagcagaaa  agcggcgcga  gcccgaaact  gtggatttat  tataccagca  acctggcgag  600

cggcgtgccg  ggccgcttta  gcggcagcgg  cagcggcacc  agctatagcc  tgaccattag  660

cagcgtggaa  gcggaagatg  cggcgaccta  ttattgccag  cagtttacca  gcagcccgta  720

tacctttggc  ggcggcacca  aactggaaat  taaacgcgcg  gcggcggcct  cgggggccga  780

gggcggcggt  tct  793

<210>  82

<211>  15

<212>  PRT
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<213> 人工序列

<220>

<223> 抗原表位(Epitope)

<400>  82

Ser  Gly  Leu  Glu  Gln  Leu  Glu  Ser  Ile  Ile  Asn  Phe  Glu  Lys  Leu

1               5                   10                  15

<210>  83

<211>  819

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 融合蛋白

<400>  83

gaggtgaagc  tgcaggagtc  tggaggaggc  ttggtgcaac  ctggggggtc  tctgaaactc  60

tcctgtgtag  cctcaggatt  cactttcagg  gaccactgga  tgaattgggt  ccggcaggct  120

cccggaaaga  ccatggagtg  gattggagat  attagacctg  atggcagtga  cacaaactat  180

gcaccatctg  tgaggaatag  attcacaatc  tccagagaca  atgccaggag  catcctgtac  240

ctgcagatga  gcaatatgag  atctgattac  acagccactt  attactgtgt  tagagactca  300

cctacccggg  ctgggcttat  ggatgcctgg  ggtcaaggaa  cctcagtcac  tgtctcctca  360

gccggtggtg  gtggttctgg  tggtggtggt  tctggcggcg  gcggctccgg  tggtggtgga  420

tccgacattc  agatgacgca  gtctccttca  gtcctgtctg  catctgtggg  agacagagtc  480

actctcaact  gcaaagcaag  tcagaatatt  aacaagtact  taaactggta  tcagcaaaag  540

cttggagaag  ctcccaaagt  cctgatatat  aatacaaaca  atttgcaaac  gggcatccca  600

tcaaggttca  gtggcagtgg  atctggtaca  gatttcacac  tcaccatcag  tagcctgcag  660

cctgaagatt  ttgccacata  tttctgcttt  cagcattata  cttggcccac  gtttggaggt  720

gggaccaagc  tggaaatcaa  acgtactcat  catcaccatc  atcacggtgg  cggttctggc  780

ctggagcagc  tggagtctat  tattaatttc  gaaaaactg  819

<210>  84

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 抗体部分

<400>  84

Tyr  Val  Arg  Pro  Leu  Trp  Val  Arg  Met  Glu

1               5                   10

<210>  85

<211>  804

<212>  DNA
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<213> 人工序列

<220>

<223> 融合蛋白

<400>  85

gaggtgaagc  tgcaggagtc  aggaggaggc  ttggtgcaac  ctggggggtc  tctgaaactc  60

tcctgtgtag  cctcaggatt  cactttcagg  gaccactgga  tgaattgggt  ccggcaggct  120

cccggaaaga  ccatggagtg  gattggggat  attagacctg  atggcagtga  cacaaactat  180

gcaccatctg  tgaggaatag  attcacaatc  tccagagaca  ataccaggag  catcctgtac  240

ctgcagatgg  gcaatatgag  atctgattac  acagccactt  attactgtgt  tagagactca  300

cctacccggg  ctgggcttat  ggatgcctgg  ggtcaaggaa  cctcagtcac  tgtctcctca  360

gccggtggtg  gtggttctgg  tggtggtggt  tctggcggcg  gcggctccgg  tggtggtgga  420

tccgacattc  agatgacgca  gtctccttca  gtcctgtctg  catctgtggg  agacagagtc  480

actctcaact  gcaaagcaag  tcagaatatt  aacaagtact  taaaccggta  tcagcaaaag  540

cttggagaag  ctcccaaagt  cctggtatat  aatacaaaca  atttgcaaac  gggcatccca  600

tcaaggttca  gtggcagtgg  atctggcaca  gatttcacac  tcaccatcag  tagcctgcag  660

cctgaagatt  ttgccacata  tttctgcttt  cagcattata  cttggcccac  gtttggaggt  720

gtgaccaagc  tggaaatcaa  acgtactcat  catcaccatc  atcacggtgg  cggttatgtc  780

agacctctgt  gggtcagaat  ggaa  804

<210>  86

<211>  1026

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 融合蛋白

<400>  86

gaggtgaagc  tgcaggagtc  aggaggaggc  ttggtgcaac  ctggggggtc  tctgaaactc  60

tcctgtgtag  cctcaggatt  cactttcagg  gaccactgga  tgaattgggt  ccggcaggct  120

cccggaaaga  ccatggagtg  gattggagat  attagacctg  atggcagtga  cacaaactat  180

gcaccatctg  tgaggaatag  attcacaatc  tccagagaca  atgccaggag  catcctgtac  240

ctgcagatga  gcaatatgag  atctgattac  acagccactt  attactgtgt  tagagactca  300

cctacccggg  ctgggcttat  ggatgcctgg  ggtcaaggaa  cctcagtcac  tgtctcctca  360

gccggtggtg  gtggttctgg  tggtggtggt  tctggcggcg  gcggctccgg  tggtggtgga  420

tccgacattc  agatgacgca  gtctccttca  gtcctgtctg  catctgtggg  agacagagtc  480

actctcaact  gcaaagcaag  tcagaatatt  aacaagtact  taaactggta  tcagcaaaag  540

cttggagaag  ctcccaaagt  cctgatatat  aatacaaaca  atttgcaaac  gggcatccca  600

tcaaggttca  gtggcagtgg  atctggtaca  gatttcacac  tcaccatcag  tagcctgcag  660

cctgaagatt  ttgccacata  tttctgctct  cagcattata  cttggcccac  gtttgatggt  720

gggaccaagc  tggaaatcaa  acgtactcat  catcaccatc  atcacggtgg  cggttttgtg  780

aaacagcatc  tgtgcggtcc  gcatctggtg  gaagcgctgt  atctggtgtg  cggcgaacgt  840
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ggcttttttt  ataccccgaa  aagccgtcgt  gaagtggaag  atccgcaggt  ggaacagctg  900

gaactgggcg  gcagcccggg  tgatctgcag  accctggccc  tggaagtggc  gcgtcagaaa  960

cgtggcattg  tggatcagtg  ctgcaccagc  atttgcagcc  tgtatcagct  ggaaaactat  1020

tacaac  1026
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SP1811433 

 

Erythrocyte-binding therapeutics 

 

Abstract: 

Peptides that specifically bind erythrocytes are described. These are provided as 

peptidic ligands having sequences that specifically bind, or as antibodies or fragments 

thereof that provide specific binding, to erythrocytes. The peptides may be prepared 

as molecular fusions with therapeutic agents, tolerizing antigens, or targeting peptides. 

Immunotolerance may be created by use of the fusions and choice of an antigen on a 

substance for which tolerance is desired. Fusions with targeting peptides direct the 

fusions to the target, for instance a tumor, where the erythrocyte-binding ligands 

reduce or entirely eliminate blood flow to the tumor by recruiting erythrocytes to the 

target. 
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