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Настоящее изобретение относится к облас-
тям биологии и иммунологии. Оно относится к
мембранным везикулам, содержащим молекулы,
в частности антигенные молекулы, с предопре-
деленной структурой, и к их применению. В
особенности оно относится к везикулам, содер-
жащим рекомбинантные молекулы главного
комплекса гистосовместимости, и их примене-
нию в качестве иммуногена или в качестве ди-
агностического или терапевтического средства.
Изобретение также относится к способам полу-
чения этих везикул, генно-инженерным конст-
рукциям, клеткам и композициям, используе-
мым для осуществления способов согласно изо-
бретению.

Специфичность антигенного распознава-
ния представляет собой одну их главных харак-
теристик клеток иммунной системы. В-
Лимфоциты распознают антигены в нативной
форме. Т-Лимфоциты распознают комплексы,
образующиеся за счет ассоциации пептидов,
получающихся в результате деградации антиге-
нов, с молекулами главного комплекса гисто-
совместимости (СМН). Пептиды, происходящие
от синтезируемых клетками организма антиге-
нов (опухолевых или вирусных антигенов), ас-
социируются с молекулами класса I СМН, кото-
рые распознаются цитотоксическими Т-
лимфоцитами. Пептиды, происходящие от экзо-
генных антигенов, ассоциируются с молекулами
класса II СМН, которые распознаются компле-
ментарными Т-лимфоцитами. Идентификация
пептидов, представляемых молекулами СМН и
распознаваемых цитотоксическими (CD8) или
комплементарными (CD4) Т-лимфоцитами, по-
ложена в основу новых терапевтических и вак-
цинальных стратегий. Эта эволюция иммуноте-
рапии требует развития методов оценки специ-
фичного к антигенам иммунного ответа.

Антигенные пептиды ассоциируются с мо-
лекулами СМН во внутриклеточных компар-
тментах. В случае молекул класса II эти компар-
тменты образованы везикулами, содержащими-
ся в большего размера грануле, относящейся к
эндоцитарному пути (Peters и др.. Nature, 349,
669 (1991)). Их слияние с цитоплазматической
мембраной приводит, с одной стороны, к экс-
прессии комплексов пептид-СМН на клеточной
поверхности и, с другой стороны, к секреции
этих везикул, называемых экзосомами.

В работах Raposo и др. (J. Exp. Med., 183,
1161 (1996)) показано, что В-лимфоциты спо-
собны выделять везикулы-экзосомы, несущие
молекулы класса II СМН. Кроме того, Zitvogel и
др. (Nature Medicine, 4, 594 (1998)) выявили
продукцию особых мембранных везикул денд-
ритными клетками (называемых декзосомами),
которые обладают полезными свойствами. Так,
эти везикулы экспрессируют молекулы классов
I и II СМН и способны, после сенсибилизации
соответствующими антигенами, стимулировать
in vivo продукцию цитотоксических Т-

лимфоцитов и вызывать полную или частичную
регрессию опухолей.

Настоящее изобретение относится к новым
способам и композициям, используемым в об-
ластях биологии и иммунологии. Более кон-
кретно, в настоящем изобретении описываются
новые мембранные везикулы, состав которых
модифицирован определенным образом. В част-
ности, в настоящем изобретении описывается
новый способ, позволяющий получать, напри-
мер, везикулы, экспрессирующие молекулы
главного комплекса гистосовместимости из-
вестного состава, возможно скомплексованные
с антигенным пептидом определенной структу-
ры. Настоящее изобретение, следовательно, по-
зволяет модифицировать состав мембранных
везикул контролируемым образом и, следова-
тельно, создавать продукты, особенно предпоч-
тительные в терапевтическом, диагностическом
или даже в экспериментальном плане.

Таким образом, описанные до настоящего
времени везикулы включают, в наилучшем из
случаев, эндогенные молекулы СМН, то есть
молекулы СМН, экспрессированные клеткой, из
которой они происходят. В связи с этим, эти
молекулы имеют различную структуру, не все-
гда идентифицируются и обычно многочислен-
ны, в зависимости от типа HLA организма, от
которого они происходят. Напротив, согласно
настоящему изобретению можно получать мем-
бранные везикулы, несущие молекулы СМН
определенного состава. Кроме того, везикулы
согласно изобретению обладают тем преимуще-
ством, что они обогащены таким образом опре-
деленными молекулами СМН и придают силь-
ную иммуногенную способность.

Настоящее изобретение относится, в част-
ности, к мембранным везикулам, содержащим
молекулы предопределенной структуры, в част-
ности, молекулы СМН предопределенной
структуры. Настоящее изобретение относится, в
частности, к мембранным везикулам, содержа-
щим комплексы СМН-пептид предопределен-
ной структуры. Настоящее изобретение отно-
сится также к способу модификации состава
мембранной везикулы, включающему введение
в продуцирующую такую везикулу клетку нук-
леиновой кислоты, содержащей гибридный уча-
сток, который образован слитой с сайтом адре-
сации кодирующей областью, или нуклеиновой
кислоты, кодирующей протеин или полипептид,
который, индивидуально или в ассоциации с
одним или несколькими протеинами, по своей
природе, направлен в эти мембранные везику-
лы.

Настоящее изобретение относится также к
мембранным везикулам, содержащим опреде-
ленные антигенные молекулы, заякоренные в
мембранной части. Такие молекулы могут нахо-
диться на поверхности везикул или, напротив,
могут быть включены в цитозольную часть. На-
стоящее изобретение относится также к мем-
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бранным везикулам, содержащим молекулы
предопределенной структуры, экспонированные
на их поверхности, что позволяет осуществлять
их очистку, в частности, аффинными способа-
ми. Настоящее изобретение относится также к
мембранным везикулам, таким, как определен-
ные выше, включающим, кроме того, маркёр.
Такой маркёр позволяет, в частности, детекти-
ровать везикулы в образце, например, осущест-
влять их контроль in vivo.

Изобретение также относится к способу
получения вышеуказанных везикул, а также к
применению этих везикул. Так, эти везикулы
могут быть использованы в качестве иммуноге-
на для получения антитела. Особенно предпоч-
тительно эти везикулы используют для продук-
ции ограниченных СМН антител, то есть спе-
цифичных к комплексу пептид-молекула СМН.

Первым предметом изобретения является,
в частности, мембранная везикула, отличаю-
щаяся тем, что она содержит рекомбинантную
молекулу главного комплекса гистосовместимо-
сти.

Термин "мембранная везикула" в смысле
изобретения означает, в частности, любую вези-
кулу, образованную включающим цитозольную
часть липидным бислоем. Эти везикулы обычно
образуются путем высвобождения из клеток и в
силу этого также называются в настоящей заяв-
ке термином "экзосома". Мембранные везикулы
(или экзосомы) согласно изобретению обычно
имеют диаметр примерно 60-80 нм. Кроме того,
эти везикулы несут преимущественно мембран-
ные протеины, которые находятся в той же са-
мой ориентации, что и в цитоплазматической
мембране клеток, из которых они происходят.

Согласно настоящему изобретению в на-
стоящее время показано, что контролируемо и
специфически можно модифицировать состав
экзосом. Более конкретно, согласно настоящему
изобретению показано, что можно получать
мембранные везикулы, экспрессирующие моле-
кулярные рекомбинантные комплексы (пред)
определенного состава. Как показано дальше в
настоящем описании, такие везикулы обладают
особенно благоприятными свойствами как в
терапевтическом, так и в диагностическом и
экспериментальном плане.

Согласно настоящему изобретению прежде
всего возможна селекция особых клеточных
популяций для продукции мембранных везикул.
Согласно настоящему изобретению также выяв-
лено, что в эти клетки генно-инженерным путем
можно вводить рекомбинантные молекулы и
что эти молекулы затем функционально и ин-
тенсивно экспрессируются в экзосомах.

Один из первых признаков изобретения,
следовательно, заключается в определении и
идентификации клеточной популяции, исполь-
зуемой для продукции мембранных везикул.
Используемой клеткой преимущественно явля-
ется клетка, включающая внутренние секретор-

ные везикулы, культивируемая, генетически
модифицируемая и, предпочтительно, внутрен-
ние везикулы которой могут быть выделены под
действием внешней стимуляции. Речь идет по
существу о клетках млекопитающего, в частно-
сти, о клетках животных, но также о клетках
человеческого происхождения. Кроме того, речь
может идти о первичных культурах или иммор-
тализованных линиях.

Особенно предпочтительно исходные
клетки по существу лишены молекул СМН, то
есть не экспрессируют или в незначительной
степени экспрессируют эндогенные молекулы
СМН.

Эта характеристика может оказаться очень
важной при некоторых применениях, как будет
показано дальше.

В литературе описаны различные типы
продуцирующих экзосомы клеток, таких, как,
например, дендритные клетки или В-
лимфоциты. Тем не менее, эти клетки обычно
трудно трансфицируемы и обогащены эндоген-
ными молекулами СМН. В связи с этим, хотя
они и могут быть использованы для осуществ-
ления изобретения, везикулы согласно настоя-
щему изобретению более предпочтительно мо-
гут быть получены из мастоцитов (тучных кле-
ток) или происходящих от мастоцитов клеток.

Согласно особому варианту осуществле-
ния, мембранные везикулы согласно изобрете-
нию предпочтительно получают из мастоцитов
или происходящих от мастоцитов клеток.

Мастоциты объединяют совокупность кле-
точных типов, происходящих от медуллярных
предшественников, остающихся после диффе-
ренцировки в эпителиях, таких как кожи, легко-
го, кишечника или селезенки (Smith и Weis, Im-
munology Today, 17, 60 (1996)). Эти клетки ха-
рактеризуются по существу тем, что их цито-
плазма в большинстве своем образована грану-
лами, которые содержат гистамин, а также гепа-
рин или протеазы, и тем, что они экспрессируют
на своей поверхности рецепторы с высоким
сродством к иммуноглобулинам Е (IgE). Кроме
того, другое преимущество использования мас-
тоцитов согласно изобретению заключается в
способности вызывать (в особенности, сильно
стимулировать) экзоцитоз (то есть высвобожде-
ние) экзосом путем различных обработок. Так,
можно регулировать продукцию везикул путем
обработки в присутствии кальций-ионофора
или, более физиологическим путем, за счет сти-
муляции рецепторов с высоким сродством к IgE.

Эти клетки обладают свойствами, особен-
но благоприятными для осуществления настоя-
щего изобретения, а именно наличие внутрен-
них секреторных везикул, возможность их куль-
тивирования и способность вызывать массив-
ный экзоцитоз. Кроме того, в настоящее время
показано, как описывается в примерах, что эти
клетки также могут быть стабильно генетически
модифицированы, что представляет собой осо-
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бенно благоприятное свойство для осуществле-
ния настоящего изобретения.

Более специфически, везикулы согласно
изобретению имеют диаметр около 60-80 нм и
их получают из мастоцитов или происходящих
от мастоцитов клеток.

Согласно предпочтительному варианту,
предлагаемые в изобретении мембранные вези-
кулы по существу лишены эндогенных молекул
СМН. Отсутствие эндогенных молекул СМН (то
есть молекул СМН клетки, продуцирующей
везикулы) может быть выявлено с помощью
специфических антител классическими спосо-
бами. Это отсутствие также может быть выяв-
лено по селективности антител, получаемых
путем иммунизации с помощью везикул. Как
указано в примерах, предлагаемые в изобрете-
нии везикулы, согласно особенно предпочти-
тельному варианту, способны вызывать у жи-
вотного продукцию антител, специфичных к
определенным рекомбинантным молекулам,
экспрессируемым ими, без детекции антител,
направленных против генетически немодифи-
цированных клеток. Термин "по существу ли-
шенный" означает то, что некоторые молекулы
СМН могут быть представлены в очень незна-
чительных количествах, трудно детектируемых
классическими методами, и без заметной ин-
терференции с антигенной специфичностью
везикул согласно изобретению.

Особые мембранные везикулы согласно
изобретению более специфически характеризу-
ются следующими свойствами: они по существу
лишены эндогенных молекул СМН; они вклю-
чают одну или несколько рекомбинантных мо-
лекул определенной структуры, например, ре-
комбинантные комплексы пептид-СМН опреде-
ленного состава.

Такие везикулы согласно изобретению
преимущественно продуцируются происходя-
щими от мастоцитов клетками, которые по су-
ществу лишены эндогенных молекул СМН. В
этом отношении, известно, что мастоциты ак-
кумулируют в своих гранулах секреции молеку-
лы класса II СМН. В частности, мастоциты спо-
собны предпочтительно аккумулировать ком-
плексы СМН-II-пептид в особых внутриклеточ-
ных мультивезикулярных компартментах, гра-
нулах секреции (Raposo и др., Mol. Biol. Cell., 8,
2619 (1997)). Эти клетки, взятые у млекопи-
тающего, включают, следовательно, эндогенные
молекулы СМН. Особенно предпочтительно в
рамках настоящего изобретения используют
линии клеток, происходящих от мастоцитов,
которые по существу лишены эндогенных мо-
лекул СМН. Различные линии мастоцитарных
клеток описаны в литературе. Согласно настоя-
щей заявке теперь показано, что некоторые из
этих линий обладают незначительными содер-
жаниями молекул СМН и, следовательно, явля-
ются особенно предпочтительными для осуще-
ствления изобретения. В качестве примера

можно назвать, в частности, линии, происходя-
щие от клеток RBL (базофильный лейкоз кры-
сы), депонированные в АТСС под номером
CRL1378 (Kulczycki и др., J. Exp. Med., 139, 600
(1974)), линию KU-812 (Butterfield и др., Leuke-
mia Res., 12, 345 (1988)), или клетки линии че-
ловеческих незрелых мастоцитов, такой, как
линия НМС (Nilsson и др., Scand. J. Immunol.,
39, 489 (1994)). Особым примером линии явля-
ется линия RBL-2H3 (Basumian и др., Eur. J.
Immunol., 11, 317 (1981)). Разумеется, может
быть использована любая другая клетка, обла-
дающая вышеуказанными свойствами.

В рамках настоящего изобретения выра-
жение "определенный состав" более конкретно
означает то, что везикулы согласно изобрете-
нию обладают, например, большой антигенной
специфичностью и большой специфичностью в
отношении гаплотипа. Так, везикулы, описан-
ные в уровне техники, обычно экспрессируют
молекулы СМН различных и неизвестных гап-
лотипов. Напротив, предпочтительные везикулы
согласно изобретению экспрессируют рекомби-
нантные молекулы, гаплотип которых точно
предопределен. Термин "рекомбинантный" ука-
зывает, что молекула получается в результате
экспрессии, в продуцирующей везикулы клетке,
рекомбинантной нуклеиновой кислоты, коди-
рующей эту молекулу. Мембранные везикулы
согласно настоящему изобретению, следова-
тельно, более предпочтительно получают из
составляющих линии клеток, которые генетиче-
ски модифицированы для экспрессии компонен-
тов предопределенной структуры.

Как указано выше, везикулы согласно изо-
бретению экспрессируют преимущественно оп-
ределенные молекулы СМН.

Молекулы человеческого СМН группиру-
ют в виде двух различных классов: молекулы
СМН класса I и молекулы СМН класса II.

Согласно особому варианту осуществле-
ния, везикулы согласно изобретению экспрес-
сируют одну или несколько рекомбинантных
молекул главного комплекса гистосовместимо-
сти класса II. В этом отношении, молекулы че-
ловеческого СМН класса II образованы двумя
цепями, α-цепью и β-цепью, причем β-цель
придает аллельную специфичность комплексу.

Согласно одному особому варианту, вези-
кулы согласно изобретению экспрессируют
преимущественно рекомбинантную α-цепь мо-
лекулы главного комплекса гистосовместимости
класса II. Согласно другому особому варианту,
везикулы согласно изобретению экспрессируют
преимущественно рекомбинантные α-цепь и β-
цепь молекулы главного комплекса гистосовме-
стимости класса II.

Различные типы человеческих молекул
СМН II идентифицированы, охарактеризованы
и секвенированы (см., например, Immunogenet-
ics, 36, 135 (1992)). Предпочтительно можно



7 004428 8

назвать молекулы типа DR1 - DR13, в частно-
сти, DR1, DR2, DR3, DR4, DR5, DR6 и DR7.
Кодирующая человеческие DR, в особенности
DR1 -DR13, ДНК может быть легко выделена из
клеток, банков или плазмид классическими ме-
тодами молекулярной биологии. Эти последова-
тельности описаны, в частности, у Bodmer и др.
(Tissue antigens, 44, 1 (1994)). Экзосомы соглас-
но изобретению, следовательно, предпочти-
тельно экспрессируют молекулу СМН класса II,
включающую α-цепь и β-цепь, селекциониро-
ванные из гаплотипов DR1 - DR13, и еще более
предпочтительно DR1-DR7.

Согласно особому примеру, изобретение
относится к любой мембранной везикуле, со-
держащей рекомбинантную α- и/или β-цепь
молекулы СМН гаплотипа DR1.

Согласно другому варианту осуществле-
ния, везикулы согласно изобретению экспрес-
сируют одну или несколько рекомбинантных
молекул главного комплекса гистосовместимо-
сти класса I. Молекулы СМН класса I также
образованы двумя цепями, трансмембранной и
полиморфной α-цепью и β2-микроглобулином,
который является постоянным и растворимым.
В случае человека α-цепь кодируют три генных
локуса, обозначаемых А, В и С. В классических
молекулах CMH-I каждый локус А, В и С α-
цепи подвергнут аллельной вариации. Таким
образом, выявляют аллели А1, А2, A3, и т.д.
А10, В1, В7, В37, В54, и т.д., CW3, CW6, и т.д.
(см., например, Bodmer и др., цитировано выше;
и Immunogenetics, 36 (1992), цитировано выше).

Экзосомы согласно изобретению предпоч-
тительно экспрессируют α-цепь классической,
то есть трансмембранной и полиморфной, моле-
кулы CMH-I. Еще более предпочтительно речь
идет об α-цепи молекулы CMH-I аллеля А1, A2
или A3.

Согласно особому варианту осуществле-
ния, экзосомы согласно изобретению экспрес-
сируют α-цепь неклассической, то есть неполи-
морфной, молекулы CMH-I. В самом деле, в
противоположность так называемым "классиче-
ским" молекулам CMH-I, подвергнутым в зна-
чительной степени полиморфизму, у человека
существуют "неклассические" молекулы CMH-I,
которые по существу являются неполиморфны-
ми. Такие молекулы описаны, например, у Ben-
delac и др. (Ann. Rev. Immunol., 535 (1997)).
Предпочтительным примером неклассической
молекулы CMH-I согласно изобретению являет-
ся молекула Cdl.

Разумеется, в рамках настоящего изобре-
тения может быть экспрессирована любая дру-
гая молекула CMH-I человека.

Согласно особому примеру, изобретение
относится, следовательно, к любой мембранной
везикуле, содержащей рекомбинантный протеин
молекулы CMH-I.

Согласно одному особому варианту, вези-
кулы согласно изобретению содержат несколько
молекул СМН класса I и/или класса II. Так,
предпочтительно везикула содержит, например,
2 молекулы CMH-II разных гаплотипов или
больше. Разумеется, возможна любая другая
комбинация молекул СМН, такая как, например,
CMH-I и СМН-II.

Везикулы согласно изобретению, экспрес-
сирующие один или несколько определенных
комплексов СМН, особенно предпочтительны,
поскольку они позволяют иметь данный анти-
генный пептид в определенной структуре МНС.
В этом отношении, согласно более предпочти-
тельному варианту осуществления изобретения,
мембранные везикулы включают комплекс ме-
жду определенным пептидом и рекомбинантной
молекулой главного комплекса гистосовмести-
мости.

Везикулы согласно изобретению, кроме
того, могут включать одну или несколько дру-
гих, представляющих интерес, гетерологичных
молекул, кроме или вместо вышеуказанных мо-
лекул СМН. В этом отношении, согласно осо-
бому варианту, изобретение относится к мем-
бранным везикулам, продуцируемым мастоци-
тами или происходящими от мастоцитов клет-
ками, отличающимся тем, что они содержат од-
ну или несколько представляющих интерес ге-
теро-логичных молекул. Термин "происходящая
от мастоцитов клетка" означает линии, транс-
формированные и/или иммортализованные
и/или полученные из мастоцитов или базофилов
и обладающие свойствами мастоцитов (аккуму-
ляция внутренних секреторных везикул). Тер-
мин "гетерологичный" указывает, что представ-
ляющая интерес молекула не присутствует в
этой форме в экзосомах согласно изобретению в
естественном состоянии.

Представляющие интерес молекулы, кото-
рые несут экзосомы согласно изобретению или
которые содержатся в них, могут быть любым
протеином, полипептидом, пептидом, нуклеи-
новой кислотой, липидом, а также любым,
представляющим интерес веществом (химиче-
ской, биологической или синтетической приро-
ды). Эти молекулы могут быть рекомбинантной
природы и могут быть введены в продуцирую-
щую клетку или прямо в/на экзосомы. В осо-
бенности предпочтительными типами представ-
ляющих интерес молекул являются, в частности,
молекулы СМН, антигены (целые или в виде
пептидов), лиганды рецепторов, специфичные к
лигандам рецепторы, нуклеиновые кислоты,
фармакологические продукты, маркёры или
пептиды или протеины, позволяющие осущест-
влять очистку везикул.

В качестве антигена можно, в частности,
назвать любой, например, цитоплазматический,
протеин вирусного или опухолевого происхож-
дения. В качестве предпочтительных примеров
протеинов вирусного происхождения можно
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назвать, в частности, любой цитоплазматиче-
ский или мембранный протеин, процессирован-
ный вирусами EBV (вирус Эпштайна-Барра),
CMV (вирус огуречной мозаики), VIH (вирус
иммунного дефицита человека), кори, гепатита,
и т.д. Более предпочтительно речь идет о цито-
плазматических протеинах, то есть по существу
не обнаруживаемых иммунной системой в про-
цессе обычной инфекции, и, следовательно,
слабо иммуногенных в естественных условиях,
или также о протеинах или фрагментах мем-
бранных протеинов. В качестве предпочтитель-
ных примеров протеинов опухолевого происхо-
ждения можно назвать, в частности, протеины
р53 (дикого типа или любой мутированной
формы, присутствующей в опухоли), MAGE (в
частности, MAGE 1, MAGE 2, MAGE 3, MAGE
4, MAGE 5 и MAGE 6), MART (в частности,
MART 1), Gp100, ras-протеины (p21 дикого типа
или мутированные), и т.д. Разумеется, что лю-
бой другой, представляющий интерес протеин
может быть экспрес-сирован в экзосомах со-
гласно изобретению или на их поверхности,
следуя технической инструкции настоящей за-
явки.

В этом отношении, рекомбинантные анти-
генные молекулы могут находиться либо на по-
верхности везикул (экспонированные), либо
внутри везикул. В самом деле, что особенно
неожиданно, изобретатели показали, что вези-
кулы согласно изобретению, содержащие в сво-
ем цитозоле рекомбинантный антиген (в част-
ности, р53), способны индуцировать у животно-
го в очень высокой степени продукцию антител,
направленных против этого антигена.

Из рецепторов лигандов можно назвать,
как правило, любой природный или получаемый
методами генной инженерии рецептор лиганда.
В частности, речь может идти о любом рецепто-
ре гормона, фактора роста, лимфокина, трофи-
ческого фактора, антигена, и т.д. В особенности
можно назвать рецепторы интерлейкинов IL1 -
IL15, рецептор гормона роста или рецептор
факторов стимуляции колоний гранулоцитов
и/или макрофагов (G-CSF, GM-CSF, CSF, и
т.д.). Особый пример рецептора лиганда пред-
ставляет собой соединение простое антитело-
цепь (ScFv), которая позволяет протекать взаи-
модействию со специфичным лигандом. Дру-
гим, особенно предпочтительным в смысле изо-
бретения примером является антигенный рецеп-
тор Т-лимфоцитов (TcR). Экзосомы согласно
изобретению, экспрессирующие на своей по-
верхности один или несколько определенных
TcR, представляют собой особенно предпочти-
тельные средства для анализа и диагностики,
как это будет подробно показано дальше.

В качестве фармацевтического продукта
можно назвать любое активное вещество хими-
ческой природы, такое, как, например, фарма-
цевтические продукты, получаемые обычными
химическими способами. Также можно назвать

любой протеин, полипептид или пептид, обла-
дающий биологической активностью, такой,
как, например, токсин, гормон, цитокин, фактор
роста, фермент, супрессор опухоли, и т.д.

Нуклеиновой кислотой может быть любая
ДНК или РНК, кодирующая протеин, полипеп-
тид или фармакологический пептид, такой, как
указанный выше, а также любая другая нуклеи-
новая кислота, обладающая особым свойством
(антисмысловая; антиген, промотор, репрессор,
сайт связывания фактора транскрипции, и т.д.).
Речь может также идти об олигонуклеотиде,
кодирующей фазе, искусственной хромосоме и
т.д.

Везикулы согласно изобретению, несущие
рецептор лиганда, могут быть использованы для
детекции любого взаимодействия типа рецеп-
тор-лиганд, в особенности с низкой степенью
сродства, в любом биологическом образце, как
это будет пояснено более подробно в продолже-
нии текста. С другой стороны, такие везикулы
также могут быть использованы для транспор-
тировки представляющих интерес веществ (про-
теин, пептид, нуклеиновая кислота, химическое
вещество, и т.д.) к клетке. Таким образом, экзо-
сомы согласно изобретению могут быть исполь-
зованы, как правило, для транспортировки и
переноса любой молекулы в клетки, in vitro, ex
vivo или in vivo. Изобретение, следовательно,
относится к любой везикуле, такой, как описан-
ная выше, содержащей представляющую инте-
рес гетерологичную молекулу, используемому в
качестве вектора для переноса вышеуказанной
молекулы в клетку.

Согласно более предпочтительному вари-
анту, экзосомы согласно изобретению исполь-
зуют для направленного переноса представ-
ляющих интерес веществ к селекционирован-
ным клеточным популяциям. Так, можно полу-
чать везикулы согласно изобретению, содержа-
щие представляющее интерес вещество (токсин,
гормон, цитокин, рекомбинантная нуклеиновая
кислота, и т.д.) и экспрессирующие на своей
поверхности рецептор лиганда или лиганд ре-
цептора, и вводить вышеуказанные везикулы в
контакт с клетками, экспрессирующими лиганд
или соответствующий рецептор. Этот подход,
следовательно, позволяет осуществлять целена-
правленный и эффективный перенос.

В этом отношении, особым предметом
изобретения является везикула, такая как ука-
занная выше, отличающаяся тем, что она экс-
прессирует рецептор лиганда и содержит пред-
ставляющую интерес гетерологичную молекулу.

Везикулы согласно изобретению, кроме
того, могут содержать рекомбинантный пептид
или протеин, позволяющий осуществлять очи-
стку везикул. Таким образом, на деле в изобре-
тении описывается возможность генетической
модификации состава экзосом и, следовательно,
придание им способности экспрессировать осо-
бую "маркированную"' молекулу, позволяющую
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ее очищать. В частности, можно получать экзо-
сому, экспонирующую пептид особой структу-
ры, который может быть легко детектирован и
зафиксирован рецепторной молекулой. Соглас-
но особому примеру, экзосома представляет
собой продукт, включающий в свою структуру
пептидную молекулу, содержащую звено His 6
(то есть 6 последовательных остатков гистиди-
на). Присутствие такого остатка на поверхности
экзосом позволяет легко очищать их на функ-
ционализованном никелем носителе. Могут
быть использованы другие рекомбинантные
пептиды этого типа, как, например, tag c-myc,
VSV или НА.

Наконец, согласно особому варианту, ве-
зикулы согласно изобретению включают, кроме
того, маркёр. Маркёр может быть различной
природы (ферментативной, флуоресцентной,
радиоактивной, и т.д.) и находится в везикуле
или на ее поверхности. Предпочтительной мар-
кировкой является нерадиоактивная, как, на-
пример, флуоресцентная маркировка. Исполь-
зуемым маркёром более предпочтительно явля-
ется флуорохром или фермент с хромогенным
субстратом. Маркировка может быть реализова-
на непосредственно в случае продуцирующей
клетки или же продуцированных экзосом.

Изобретение также относится к любой
композиции, включающей одну или несколько
мембранных везикул, таких, как указанные вы-
ше. Композиции согласно изобретению, кроме
того, могут включать множество мембранных
везикул, таких, как указанные выше, несущих
различные рекомбинантные молекулы. Компо-
зиция согласно изобретению в особенности мо-
жет включать мембранные везикулы, такие, как
указанные выше, несущие рекомбинантные мо-
лекулы СМН разных гаплотипов в ассоциации с
одним и тем же антигенным пептидом. Речь
может также идти о композициях, включающих
мембранные везикулы, такие, как указанные
выше, несущие рекомбинантные молекулы
СМН одного и того же гаплотипа, ассоцииро-
ванные, например, с разными антигенными пеп-
тидами. Разумеется, возможны другие комбина-
ции везикул согласно изобретению.

Композиции согласно изобретению обыч-
но включают носитель, такой, как буферный
раствор, солевой раствор, физиологический рас-
твор, и т.д., позволяющий сохранять структуру
везикул. Кроме того, они могут включать любой
стабилизатор, любое поверхностно-активное
вещество, и т.д., предпочтительно приемлемое
для биологического использования (in vitro или
in vivo). Эти композиции могут быть упакованы
в любом соответствующем устройстве, таком,
как тюбик, флакон, ампула, бутыль, мешочек и
т.д. и могут храниться, например, при темпера-
туре 4°С или -20°С. Типичные композиции со-
гласно изобретению включают 5-5000 мкг, на-
пример, 5-200 мкг, экзосом.

Везикулы согласно изобретению получают
из генетически модифицированных клеток. Как
указано выше, в самом деле, согласно настоя-
щему изобретению выявлено, что в некоторые
клетки можно вводить генно-инженерным пу-
тем рекомбинантные молекулы и что эти моле-
кулы затем функционально и интенсивно экс-
прессируются в экзосомах.

Для получения везикул согласно изобрете-
нию, несущих рекомбинантные молекулы опре-
деленного состава, первая стадия состоит, сле-
довательно, во введении в продуцирующую ве-
зикулы клетку, такую, как указанная выше, ген-
но-инженерных конструкций, позволяющих
протекать экспрессии выбранной рекомбинант-
ной молекулы (или выбранных рекомбинантных
молекул).

Используемые для получения клеток ген-
но-инженерные конструкции могут включать,
как правило, кодирующую область, находящую-
ся под контролем функционального промотора в
используемой клетке (полигенный экспресси-
рующий кластер).

Обычно, используемым промотором явля-
ется, следовательно, функциональный промотор
в клетках млекопитающих. Речь может идти,
например, о вирусном, клеточном или бактери-
альном промоторе. Речь может идти о конститу-
тивном или регуляционном промоторе, который
позволяет протекать экспрессии до высоких
содержаний протеина в клетке. Из используе-
мых промоторов в качестве примера можно на-
звать непосредственный ранний промотор ци-
томегаловируса (CMV), промотор вируса SV40,
промотор гена тимидинкиназы, в частности,
HSV-1 ТК, промотор LTR ретровируса, в част-
ности, LTR-RSV, или сильный эндогенный про-
мотор мастоцитов. Особенно предпочтительный
способ осуществления включает использование
промотора SRα, такого как описанный более
подробно в примерах.

Используемая кодирующая область обыч-
но образована комплементарной, геномной или
синтетической ДНК (например, модифициро-
ванной путем встраивания некоторых интронов
или в отношении предпочтительного использо-
вания кодонов). В целом, речь идет о кДНК. Эта
нуклеиновая кислота может быть получена лю-
быми известными способами молекулярной
биологии и, в частности, путем скрининга бан-
ка, амплификации, синтеза, ферментативных
расщеплений и лигирований, и т.д.

В зависимости от типа используемой ко-
дирующей области, кроме того, в конструкцию
могут быть внесены некоторые изменения. Так,
в некоторых случаях особенно предпочтитель-
ным может быть встраивание в кодирующую
область сигнальной последовательности, позво-
ляющей направлять продукт экспрессии в осо-
бый компартмент клетки, в частности, в мем-
бранный компартмент (внутренний, цитоплаз-
матический, и т.д.). Этот сигнал адресации мо-
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жет быть расположен выше (5'), ниже (3') или
внутри кодирующей области. Сигнал адресации
предпочтительно находится у 3'-конца коди-
рующей области, более предпочтительно на ее
цитоплазматическом участке, и в рамке считы-
вания с кодирующей областью. Использование
сигнала адресации может быть особенно полез-
но для того, чтобы благоприятствовать аккуму-
ляции продукта экспрессии в данном внутри-
клеточном аппартменте или на его поверхности,
в частности, в секреторных везикулах или на их
поверхности. Этот способ осуществления осо-
бенно адаптирован для экспрессии молекулы,
такой, как "маркированный" пептид, антиген,
молекула CMH-I или еще лиганд рецептора.
Однако, в настоящей заявке показано, что чело-
веческие молекулы СМН-II непосредственно,
без дополнительного введения особого сигнала,
могут быть экспрессированы в секреторных
везикулах мастоцитов, даже ксеногенных кле-
ток.

Для осуществления настоящего изобрете-
ния, в частности, в качестве сигнала адресации
можно использовать фрагмент нуклеиновой
кислоты, обладающий последовательностью
части следующих генов: Lampl, CD63, LIMPII,
Cdlc, FcγR. Эти гены действительно включают
области, кодирующее сигналы адресации про-
теина к эндосомным компартментам клеток
(Sandoval и Bakke, Trends in Cell Biol., 4, 292
(1994)). Используемый согласно настоящему
изобретению сигнал адресации отвечает, на-
пример, формуле G-Y-X-X-I, в которой X озна-
чает любой остаток аминокислоты. Особенно
адаптированный для осуществления настоящего
изобретения сигнал адресации образован сиг-
нальным пептидом протеина LAMP1 последова-
тельности SHAGYQTI. Другой тип сигнала, по-
зволяющего осуществлять адресацию к мем-
бранным компартментам, включает всю или
часть трансмембранной области протеина.

Адресация продукта экспрессии к клеточ-
ным компартментам, позволяющая присутство-
вать этому продукту в экзосомах, также может
быть реализована путем слияния кодирующей
области со всей или частью кодирующей облас-
ти мембранного или трансмембранного протеи-
на, в частности, мембранного или трансмем-
бранного протеина, экспрессированного в экзо-
сомах. В настоящем контексте, особый вариант
осуществления изобретения включает введение
рекомбинантного продукта в экзосому, путем
экспрессии этого продукта в продуцирующей
клетке, в слитой с мембранным или трансмем-
бранным протеином форме. Особым примером
такого протеина является, например, рекомби-
нантный протеин СМН, введенный в продуци-
рующую клетку, в частности, бета-цепь, пред-
почтительно бета-цепь СМН класса II. Так,
представленные в примерах результаты показы-
вают, что такое слияние позволяет эффективно
аккумулировать в экзосоме любой представ-

ляющий интерес полипептид, без ухудшения
его свойств и свойств молекулы СМН. Этот ас-
пект настоящего изобретения представляет со-
бой новую концепцию векторизации рекомби-
нантных продуктов в экзосоме и может быть
применен к любому рекомбинантному продук-
ту, вводимому в любой тип экзосомы. В этом
отношении, изобретение, следовательно, отно-
сится к любой экзосоме, включающей рекомби-
нантную молекулу, получаемую путем слияния
между представляющим интерес пептидом и
сигналом адресации. Речь может идти об зкзо-
соме, получаемой, например, из мастоцита, ден-
дритной клетки, опухолевой клетки или таже из
В-лимфоцита. Представляющим интерес поли-
пептидом может быть антиген (или фрагмент
антигена) или любой другой, представляющий
интерес биологический продукт. Сигналом ад-
ресации может быть любой пептид, полипептид
или протеин, обладающий свойством направ-
лять слитый продукт к мембранному, особенно
внутриклеточному, компартменту, такому, как
указанный выше. Речь идет преимущественно о
цепи молекулы СМН.

Согласно особому варианту осуществле-
ния изобретения, эти везикулы получают путем
введения в продуцирующую клетку химерной
нуклеиновой кислоты, кодирующей слитый
протеин, который включает рекомбинантный
продукт, связанный с С-концом бета-цепи моле-
кулы СМН, предпочтительно СМН класса II.

В используемых конструкциях кодирую-
щая область функционально связана с промото-
ром, чтобы могла происходить его экспресия в
клетках.

Кроме того, конструкции согласно изобре-
тению преимущественно могут влючать уча-
сток, расположенный у 3'-конца кодирующей
области, который точно определяет сигнал кон-
ца транскрипции (например, участок polyA).

Полигенные экспрессирующие кластеры
согласно изобретению преимущественно со-
ставляют часть вектора плазмидного, вирусного,
эписомального, искусственного хромосомного,
и т.д., типа/ В этом отношении, такой вектор
преимущественно включает систему, позво-
ляющую осуществлять селекцию содержащих
его клеток. В частности, векторы преимущест-
венно включают ген, кодирующий продукт,
придающий резистентность к агенту, например,
к антибиотику (ампициллину, гигромицину,
генетицину, неомицину, зеоцину, и т.д.). Со-
гласно особому варианту осуществления, каж-
дый вектор включает один полигенный экспрес-
сирующий кластер, такой, как описанный выше.
Согласно этому варианту осуществления, клет-
ки, следовательно, модифицируют путем введе-
ния нескольких векторов, когда несколько мо-
лекул экспрессируются в везикулах (например,
α-цепь и β-цепь CMH-II). Согласно этому вари-
анту осуществления, каждый тип используемого
вектора включает преимущественно разную
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систему селекции, позволяющую легко селек-
ционировать многочисленные трансфектанты.

Согласно другому варианту осуществле-
ния, вектор может включать несколько поли-
генных экспрессирующих кластеров, таких, как
указанные выше, например, один, кодирующий
α-цепь, и другой, кодирующий β-цепь CMH-II.

Используемые векторы предпочтительно
являются векторами плазмидного типа и вклю-
чают, например, бактериальный источник реп-
ликации, позволяющий манипуляцию с ними и
их легкое получение in vitro. Такие векторы, в
частности, могут быть сконструированы из
плазмид типа pBR322, pUC, pBS, pSR, и т.д.

Для получения экзосом согласно изобрете-
нию, следовательно, используют генетически
модифицированные клетки, экспрессирующие
селекционированные молекулы. Эти генетиче-
ски модифицированные клетки получают путем
введения в клетки, выбранные как указано вы-
ше, вышеуказанных генно-инженерных конст-
рукций.

Введение генно-инженерных конструкций
может быть осуществлено различными спосо-
бами, главным образом в зависимости от ис-
пользуемого типа клетки. Так, перенос нуклеи-
новых кислот может быть осуществлен любым
известным способом, таким как электропорация,
преципитация при использовании фосфата
кальция, химического агента (катионный пеп-
тид, полимеры, липиды, и т.д.), баллистический
способ, и т.д. В случае вирусных векторов пере-
нос обычно осуществляют путем простой ин-
фекции клеток. Используемые количества век-
тора, кроме того, могут быть адаптированы спе-
циалистом в зависимости от типа переноса и
используемых клеток. В этом отношении, осо-
бенно эффективным методом введения нуклеи-
новых кислот в мастоциты является электропо-
рация векторов.

С другой стороны, когда в клетки должны
быть введены несколько конструкций (векто-
ров), они могут быть перенесены одновременно
или последовательно.

После переноса, клетки, в которые дейст-
вительно были введены нуклеиновые кислоты,
селекционируют и клонируют на основании их
резистентности к соединению (например, к ан-
тибиотику) благодаря гену устойчивости, при-
сутствующему в перенесенной ДНК. Эти клетки
могут быть использованы незамедлительно для
получения экзосом согласно изобретению или
же могут быть сохранены для позднейшего ис-
пользования. В этом случае, клетки могут хра-
ниться при температуре 4°С в обычной конди-
ционированной среде в течение периода време-
ни, достаточного для получения различных пар-
тий продуцированных экзосом. Клетки также
можно хранить в замороженной форме (напри-
мер, в жидком азоте) для позднейшего исполь-
зования. В этом отношении, согласно настоя-
щему изобретению, также можно создавать бан-

ки клеток, продуцирующих экзосомы, которые
обладают особыми свойствами. В частности,
согласно изобретению можно создавать банки
клеток, экспрессирующих основные типы HLA
молекул класса II СМН. В связи с этим, в зави-
симости от предусматриваемых применений и в
зависимости от типа HLA пациента тогда можно
выбирать в банке клетки, продуцирующие мо-
лекулы соответствующего СМН без необходи-
мости реконструировать эти клетки от случая к
случаю.

В этом отношении, особым предметом
изобретения является продуцирующая экзосомы
клетка, такая, как указанная выше, в частности,
мастоцит, отличающаяся тем, что она включает
рекомбинантную нуклеиновую кислоту, коди-
рующую молекулу главного комплекса гисто-
совместимости. Изобретение относится также к
любой продуцирующей экзосомы клетке, такой,
как указанная выше, в частности, к мастоциту,
отличающейся тем, что она включает рекомби-
нантную нуклеиновую кислоту, кодирующую
инвариантную, в частности, модифицирован-
ную, цепь li, для включения антигенного пепти-
да вместо области CLIP или пептида, позво-
ляющего осуществлять очистку экзосомы.

Речь идет преимущественно о клетке мле-
копитающего, в особенности, приходящей от
животного, в частности о клетке грызуна. Речь
также может идти о клетке человеческого про-
исхождения. Согласно более особому варианту,
речь идет о клеточной линии, происходящей от
мастоцита, такой, как, в частности, мастоцитар-
ная линия базофильного лейкоза. В качестве
особого примера можно назвать клетки линии
RBL, в частности, RBL-2H3, клетки линии KU-
812 или НМС-1.

Рекомбинантная нуклеиновая кислота
предпочтительно кодирует α- и/или β-цель мо-
лекулы главного комплекса гистосовместимости
класса II и/или молекулу главного комплекса
гистосовместимости класса I. Согласно другому
варианту осуществления, клетка включает не-
сколько нуклеиновых кислот, кодирующих, со-
ответственно, α-цепь и β-цепь молекулы глав-
ного комплекса гистосовместимости класса II.

Согласно настоящему изобретению, про-
сто и воспроизводимо можно получать значи-
тельные количества экзосом известного состава.
Для получения экзосом, вышеописанные, гене-
тически модифицированные клетки культиви-
руют в соответствующей среде и экзосомы ре-
куперируют.

Особым предметом изобретения является,
таким образом, способ получения экзосомы,
содержащей определенную рекомбинантную
молекулу, включающий следующие стадии:

а) культивирование мастоцита или проис-
ходящей от мастоцита клетки, включающей ре-
комбинантную нуклеиновую кислоту, коди-
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рующую вышеуказанную определенную реком-
бинантную молекулу;

с) рекуперация продуцированных выше-
указанными клетками экзосом, причем эти экзо-
сомы включают вышеуказанную определенную
рекомбинантную молекулу.

Способ согласно изобретению предпочти-
тельно включает, кроме того, промежуточную
стадию b), в процессе выполнения которой
клетки стимулируют для индуцирования и/или
повышения секреции экзосом.

С другой стороны, способ согласно изо-
бретению позволяет получать везикулы, в кото-
рых определенная рекомбинантная молекула
находится снаружи экзосомы или включена,
частично или полностью, в цитозольную часть
экзосомы.

Как указано выше, согласно способу изо-
бретения, рекомбинантной молекулой может
быть, например, молекула главного комплекса
гистосовместимости, антигенная молекула, ли-
ганд рецептора, рецептор лиганда или пептид
для очистки или любой другой представляющий
интерес полипептид. Кроме того, как указано
выше, согласно некоторым вариантам осущест-
вления, используемая в способе нуклеиновая
кислота включает, кроме того, область, коди-
рующую сигнал адресации к мембранным ком-
партментам, в частности, внутренним секретор-
ным везикулам, мастоцита.

Другим особым предметом изобретения
является способ получения мембранной везику-
лы, включающий

культивирование продуцирующей экзосо-
мы клетки, включающей рекомбинантную нук-
леиновую кислоту, кодирующую рекомбинант-
ную, в частности, человеческую, молекулу
СМН, в особенности класса I или класса II; и

рекуперацию продуцированных экзосом, в
случае необходимости, после стимуляции экзо-
цитоза.

В этом отношении, изобретение также от-
носится к способу получения экзосомы, содер-
жащей комплекс пептид-СМН определенного
состава, отличающемуся тем, что он включает

культивирование продуцирующей экзосо-
мы клетки, включающей одну или несколько
рекомбинантных нуклеиновых кислот, коди-
рующих определенную рекомбинантную моле-
кулу СМН;

стимуляцию клеток для индукции высво-
бождения экзосом;

рекуперацию продуцированных вышеука-
занными клетками экзосом, причем эти экзосо-
мы экспрессируют на своей поверхности выше-
указанную определенную рекомбинантную мо-
лекулу СМН; и

введение в контакт экзосом с пептидом
или пептидами.

Для осуществления изобретения, исполь-
зуемый пептид или используемые пептиды мо-
гут быть синтетическими пептидами, смесями

пептидов, клеточными экстрактами, например,
смесью пептидов, экстрагированной из опухо-
левых клеток. Пептид или пептиды могут быть в
изолированной форме или очищенной форме
или, как указано выше, в виде смеси. Кроме то-
го, после введения в контакт экзосом с пепти-
дами, экзосомы могут быть выделены или очи-
щены обычными способами.

Согласно другому варианту, изобретение
относится к способу получения экзосомы, со-
держащей комплекс пептид-СМН определенно-
го состава, отличающемуся тем, что он включа-
ет

культивирование продуцирующей экзосо-
мы клетки, включающей одну или несколько
рекомбинантных нуклеиновых кислот, коди-
рующих определенную рекомбинантную моле-
кулу СМН, и нуклеиновую кислоту, включаю-
щую область, кодирующую определенный ре-
комбинантный пептид;

стимуляцию клеток для индукции высво-
бождения экзосом;

рекуперацию продуцированных вышеука-
занными клетками экзосом, причем эти экзосо-
мы экспрессируют на своей поверхности выше-
указанную определенную рекомбинантную мо-
лекулу СМН, ассоциированную с вышеуказан-
ным рекомбинантным пептидом.

Более предпочтительно согласно этому
способу нуклеиновая кислота, включающая ко-
дирующую рекомбинантный пептид область,
кодирует производное инвариантной цели 1i, в
котором участок CLIP подвергнут делении и
заменен вышеуказанным пептидом. Этот вари-
ант реализации обеспечивает большую специ-
фичность в отношении образования комплекса
пептид-СМН.

Согласно другому варианту, нуклеиновая
кислота включает кодирующую пептид область
и область адресации к внутриклеточным ком-
партментам. Кроме того, нуклеиновая кислота
может включать несколько областей, кодирую-
щих один и тот же или разные антигенные пеп-
тиды.

Используемые согласно способу продуци-
рующие клетки представляют собой предпочти-
тельно мастодиты или происходящие от масто-
цитов клетки. Согласно этому варианту осуще-
ствления, стимуляцию клеток для индукции
высвобождения экзосом предпочтительно реа-
лизуют с помощью одного или нескольких
кальций-ионофоров или с помощью IgE.

Согласно особенно предпочтительному
варианту осуществления, используемые в спо-
собе продуцирующие клетки по существу ли-
шены эндогенных молекул СМН.

Следующий предмет изобретения относит-
ся к способу модификации состава экзосомы,
включающему

введение в продуцирующую экзосомы
клетку нуклеиновой кислоты, кодирующей оп-
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ределенную молекулу, связанную с сигналом
адресации в мембранных компартментах; и

получение экзосом из вышеуказанной
клетки.

Этот способ позволяет преимущественно
получать экзосомы, экспрессирующие опреде-
ленные и различные рекомбинантные молекулы.

Экзосомы согласно изобретению могут
быть использованы для многочисленных при-
менений, таких, как, например, в качестве
средств для анализа, диагностики, терапии или
эксперимента. Так, они могут быть использова-
ны для анализа Т-специфичного антигенного
ответа; для изучения взаимодействий рецептор/
лиганд с низкой степенью сродства рецептора к
лиганду, где необходима мультимеризация раз-
ных партнеров для повышения авидности этих
молекулярных комплексов, превышающей та-
ким образом область иммунологических приме-
нений; в диагностическом или терапевтическом
плане, а также для продуцирования особых ан-
тител, в частности, ограниченных МНС антител.
Эти различные и другие применения проиллю-
стрированы ниже.

а) Использование для продуцирования ан-
тител.

Одно из первых применений экзосом со-
гласно изобретению состоит в продуцировании
антител. В самом деле, в соответствии с опреде-
ленным составом экзосом согласно изобрете-
нию, можно получать антитела определенной
специфичности. Кроме того, как это показывают
примеры, зкзосомы согласно изобретению об-
ладают очень сильными иммуногенными свой-
ствами, в частности, в соответствии с высокой
плотностью комплексов СМН-пептид на их по-
верхности, их функциональностью и их эффек-
тивной презентацией в иммунной системе.

Таким образом продуцированные антитела
могут быть поликлональными или монокло-
нальными. Они могут быть получены классиче-
скими методами иммунологии, включающими
иммунизацию животных и отбор сывороток
(полигенные антитела) и/или слияние селезе-
ночных лимфоцитов с клетками миелом, непро-
дуцирующими иммуноглобулины (для генери-
рования продуцирующих монокло нальные ан-
титела гибридом).

Следующий предмет изобретения относит-
ся, следовательно, к антителам или фрагментам
антител, продуцируемым путем иммунизации
экзосом, таких, как описанные выше. Фрагмен-
тами антител могут быть, например, Fab,
(Fab')2, ScFv, и т.д., и, вообще, любой фрагмент,
сохраняющий специфичность антитела. В осо-
бенности изобретение относится к способу по-
лучения антител, включающему иммунизацию
животного с помощью экзосомы, такой, как ука-
занная выше, несущей определенный комполекс
пептид-СМН, и рекуперацию антител и/или кле-
ток, продуцирующих антитела или вовлеченных
в иммунный ответ. Способ согласно изобрете-

нию преимущественно позволяет получать мо-
ноклональные, в частности, ограниченные
СМН, антитела, то есть специфичные к ассо-
циации СМН-пептид. Согласно предлагаемому
в изобретении способу, предпочтительно ис-
пользуют экзосомы, по существу лишенные эн-
догенных молекул СМН, которые экспрессиру-
ют рекомбинантные комплексы СМН-пептид и
которые получены из клетки, аутологичной по
отношению к животному, которое было имму-
низировано. Таким образом, как показано в
примерах, этот способ позволяет получать, без
необходимости стимулятора, многочисленные
антитела , направленные против пептида, в ча-
стности, ограниченные СМН антитела, то есть
специфичные к пептиду в его конформации,
ассоциированной с определенной молекулой
СМН. Такие антитела особенно предпочтитель-
ны в экспериментальном, диагностическом и
терапевтическом плане. Кроме того, антитела
согласно изобретению могут быть маркированы
любым известным (ферментативным, флуорес-
центным, радиоактивным и т.д.) способом, со-
гласно известным специалисту методам.

b) Диагностические применения.
Экзосомы и антитела согласно изобрете-

нию обладают полезными свойствами для диаг-
ностического использования.

Так, полученные согласно изобретению
антитела или фрагменты антител могут быть
использованы для любого диагностического
применения, для детекции в биологическом об-
разце присутствия соответствующих специфич-
ных антигенов, благодаря применению различ-
ных классических методов, таких, как, напри-
мер, проточная, цитометрия, иммуногистохимия
или иммунофлуоресценция. В особом случае
ограниченных МНС антител, они позволяют
преимущественно детектировать соответст-
вующие комплексы СМН-пептиды и, следова-
тельно, осуществлять диагностику соответст-
вующих патологий. Эти антитела, в частности,
могут быть использованы в диагностике патоло-
гий, причастных к отсутствию ответа или несо-
ответствующему ответу иммунной системы, для
определения экспрессии предварительно опре-
деленного антигена в форме, распознаваемой Т-
лимфоцитами. Например, и не исчерпывающим
образом, можно осуществлять диагностику:

опухолевых патологий, где детекция в
опухолевых образцах различных пептидов, про-
исходящих от протеинов, как р53, Неr2, MAGE,
BAGE, Mart, GP100, ассоциированных с моле-
кулами класса I СМН, может позволять осуще-
ствлять фенотипирование опухоли и облегчать
выбор терапии;

вирусных заболеваний на прединфекцион-
ной или латентной стадии, где вирион не может
быть определен (гепатит, инфекция ВИЧ, виру-
са огуречной мозаики (CMV) и других вирусов);

аутоиммунных заболеваний, как рассеян-
ный склероз, аутоиммунный диабет, аутоим-
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мунный тиреоидит, ревматоидный артрит, сис-
темная красная волчанка, где детекция молекул
СМН, связанных с происходящими от аутоанти-
генов пептидами, может служить сигналом пе-
ред ускорением эволюционной вспышки забо-
левания.

Экзосомы согласно изобретению также
можно использовать для детекции специфичных
к протеиновой молекуле партнеров в биологи-
ческом образце. Так, экзосомы согласно изобре-
тению, несущие комплексы СМН-пептиды,
можно использовать для детекции специфичных
к этим комплексам Т-лимфоцитов в биологиче-
ских образцах, например, в различных патоло-
гических ситуациях, в частности, в случае вы-
шеуказанных патологий. В этом отношении,
экзосомы могут быть маркированы с помощью
известной специалисту любой системы для мар-
кировки (ферментативной, флуоресцентной,
радиактивной, и т.д.), чтобы можно было их
детектировать в биологических образцах.

Согласно особому варианту, изобретение,
следовательно, относится к применению марки-
рованных, в частности, флуоресцентных, экзо-
сом, таких, как описанные выше, для детекции
Т-лимфоцитов, специфичных к комплексам ан-
тигенный пептид-СМН в биологическом образ-
це. Биологическим образцом может быть любой
образец крови, сыворотки, ткани, опухоли, био-
псии, кожи, мочи и т.д. Кроме того, биологиче-
ский образец может быть предварительно обра-
ботан, например, для отделения клеток, ампли-
фикации клеток путем культивирования, полу-
чения мембранных фракций и т.д. Биологиче-
ский образец преимущественно происходит из
человеческого организма. В этом отношении,
изобретение относится также к способу детек-
ции наличия Т-лимфоцитов, специфичных к
комплексам антиген-СМН, в биологическом
образце, включающему введение в контакт вы-
шеуказанного образца с маркированной экзосо-
мой, такой, как указанная выше, содержащей
вышеуказанный комплекс антиген-СМН, и об-
наружение маркировки Т-лимфоцитов в выше-
указанном образце.

Более того, детекция этих Т-лимфоцитов
позволяет осуществлять не только обнаружение
и, следовательно, диагностику физиопатологи-
ческого состояния, но и также следить, напри-
мер, за эффективностью протоколов иммуниза-
ции и состоянием иммунного ответа в различ-
ных стадиях заболевания и оценивать таким
образом эффективность терапевтических воз-
действий.

Согласно особому применению, экзосомы
согласно изобретению, несущие рецептор TcR,
используют для детекции специфичных к этому
рецептору комплексов пептид-СМН в биологи-
ческом образце.

Кроме того, флуоресцентные экзосомы со-
гласно изобретению, несущие любой тип про-
теина определенного состава, также представ-

ляют собой флуоресцентные зонды, позволяю-
щие обнаруживать потенциальные рецепторы.
Таким образом, новая область использования
экзосом может быть широко применена для об-
наружения in vivo любого взаимодействия про-
теин/протеин со слабым сродством. Следова-
тельно, предметом изобретения также является
применение экзосом, предпочтительно марки-
рованных, в частности, флуоресцентных, таких
как описанные выше:

для детекции специфичных к протеиновой
молекуле рецепторов в биологическом образце.
Согласно этому варианту осуществления, ис-
пользуемые экзосомы, следовательно, содержат
на своей поверхности вышеуказанную биологи-
ческую молекулу определенной структуры;

для детекции наличия лиганда в биологи-
ческом образце. Согласно этому варианту осу-
ществления, используемые экзосомы, следова-
тельно, содержат на своей поверхности специ-
фичный к вышеуказанному лиганду рецептор.

с) Терапевтические применения.
Ограниченные антитела или фрагменты

этих антител потенциально способны ингибиро-
вать взаимодействие между рецептором одного
из Т-лимфоцитов и комплексом СМН-пептид, к
которому он специфичен. Параллельно, экзосо-
мы, несущие на своей поверхности один тип
комплекса СМН-пептид, за счет взаимодействия
со специфичными к этим комплексам Т-
лимфоцитами, могут вступать в конкуренцию с
их природными лигандами, Т-лимфоцитами, и
вызывать их инактивацию.

Ограниченные антитела и экзосомы, сле-
довательно, могут быть использованы в любых
ситуациях, где хотят уменьшить или ликвиди-
ровать иммунный ответ, опосредованный Т-
лимфоцитами, который оказывается пагубным
для организма, как это имеет место, например, в
случае

трансплантаций органов или пересадки ко-
стного мозга, при которых стремятся нейтрали-
зовать ответ хозяина против трансплантата
обычно с помощью сильных доз иммуносупрес-
соров;

аутоиммунных заболеваний или вирусных
патологий, во время которых иммунный ответ Т
CD8 или CD4 постоянно приводит к разруше-
нию ткани;

аллергий и астмы.
В случае этого типа патологий, экзосомы

согласно изобретению, экспрессирующие на
своей поверхности определенный комплекс
пептид-МНС, вовлечение которого в развитие
патологического состояния известно, следова-
тельно, могут быть использованы для блокиро-
вания развития иммунного ответа и, следова-
тельно, развития патологического ответа.

Экзосомы согласно изобретению, несущие
комплексы СМН-пептиды, также могут быть
использованы для амплификации (экспансии) ex
vivo популяции цитотоксических Т-лимфо-
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цитов. Используемые непосредственно из об-
разца крови, они также могут быть базой кле-
точных терапий против различных клеток-
мишеней. Таким образом, экзосомы могут слу-
жить для отбора Т-клеток, специфичных к раз-
личным составам комплексов, экспрессируемых
клетками, которые представляют собой терапев-
тическую мишень, как опухолевые или инфици-
рованные вирусом клетки. Другим предметом
изобретения, следовательно, является примене-
ние вышеописанных экзосом для клональной
амплификации и/или стимуляции цитотоксиче-
ских и/или комплементарных лимфоцитов. Изо-
бретение также относится к способу клональной
амплификации (или экспансии) ex vivo Т-
лимфоцитов, особенно цитотоксических Т-
лимфоцитов, включающему введение в контакт
содержащего Т-лимфоциты биологического
образца с экзосомами, такими, как описанные
выше, включающими определенный комплекс
пептид-СМН; рекуперацию специфичных Т-
лимфоцитов и их амплификацию. Этот способ
особенно предпочтителен для клональной ам-
плификации цитотоксических Т-лимфоцитов,
специфичных к комплексам между молекулами
СМН и пептидами опухолевых или вирусных
антигенов.

Другое, особенно представляющее интерес
применение везикул согласно изобретению со-
стоит в переносе молекул к клеткам. В самом
деле, в силу своего состава, везикулы согласно
изобретению способны играть роль вектора пе-
реноса молекул к клеткам in vitro, ex vivo и in
vivo. В этом отношении, изобретение относится
к применению экзосом, таких как описанные
выше, содержащих представляющее интерес
вещество, для получения композиции, предна-
значенной для переноса вышеуказанного веще-
ства в клетку. Речь идет преимущественно об
экзосоме, содержащей на своей поверхности
рецептор лиганда или лиганд рецептора, позво-
ляющей таким образом направлять перенос к
выбранной клеточной популяции или несколь-
ким выбранным клеточным популяциям. Изо-
бретение также относится к способу переноса
вещества в клетку in vitro, ex vitro или in vivo,
включающему введение в контакт вышеуказан-
ной клетки с содержащей вышеуказанное веще-
ство везикулой согласно изобретению. Более
предпочтительно, используемая везикула
зкспрессирует, кроме того, рецептор лиганда, и
способ согласно изобретению позволяет осуще-
ствлять направленный перенос вещества к экс-
прессирующим сооответствующий лиганд клет-
кам. Для осуществления способа in vivo, вези-
кулы согласно изобретению вводят пациенту
(предпочтительно млекопитающему, в частно-
сти, человеку) любым классическим путем вве-
дения (внутривенная, внутриартериальная,
внутримышечная, подкожная и т.д. инъекция).
Для использования способа in vitro или ex vivo,
клетки вводят в контакт путем инкубации в со-

ответствующем приспособлении (чашка, бу-
тыль, мешочек, ампула и т.д.), предпочтительно
в стерильных условиях. Параметры стадии кон-
такта (количество везикул, продолжительность
контакта, температура, среда, и т.д.) могут быть
легко установлены специалистом в зависимости
от преследуемых целей и технической инструк-
ции настоящей заявки.

d) Применения в области исследования.
Эти применения, разумеется, относятся ко

всем вышеуказанным использованиям для ана-
лиза молекулярных механизмов антигенной
презентации путем использования антител, по-
зволяющих детектировать и анализировать раз-
личные стадии образования комплексов СМН-
пептиды в различных нормальных или патоло-
гических ситуациях.

Кроме того, они относятся также к анализу
и молекулярной характеризации популяций Т-
лимфоцитов, способных распознавать опреде-
ленный комплекс СМН-пептид, путем исполь-
зования флуоресцентных экзосом в отношении
их способности детектировать Т-рецепторы к
комплексам СМН-пептид.

При этих различных (диагностических, те-
рапевтических, экспериментальных, для проду-
цирования Т-лимфоцитов, и т.д..) применениях
экзосомы согласно изобретению могут быть
использованы либо в чистом виде, либо в иммо-
билизованной на носителе форме. Так, пред-
ставленные в примерах результаты в самом деле
показывают, что экзосомы можно фиксировать
на носителях без ухудшения их функциональ-
ных свойств, в частности, например, их анти-
генной специфичности. В этом отношении, осо-
бым предметом настоящего изобретения явля-
ется композиция, включающая иммобилизован-
ные на носителе экзосомы. Носителем предпоч-
тительно является твердый или полутвердый
носитель типа шарика, фильтра или аналогич-
ных носителей. Речь идет предпочтительно о
носителе из пластмассы полимерного типа, на-
пример, о шариках из латекса или магнитных
шариках. Разумеется, может быть использован
любой другой синтетический или биологиче-
ский материал, если он не вызывает существен-
ного ухудшения качеств экзосом или клеток.
Преимущественно используют шарики диамет-
ром 1-10 мкм, например 2-5 мкм. Иммобилиза-
ции экзосом на носителях преимущественно
достигают за счет ковалентной связи, например,
путем активации альдегидом или любым другим
реагентом для химического связывания. Как
правило, иммобилизацию экзосом осуществля-
ют путем инкубации экзосом с носителем в рас-
творе, в условиях, позволяющих осуществлять
фиксацию, затем носители извлекают путем
центрифугирования. Таким образом полученные
функционализированные носители могут быть
использованы для охарактеризовывания экзосом
или для детекции или амплификации in vitro Т-
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лимфоцитов, как это будет подробно описано в
экспериментальной части.

Другие аспекты и преимущества настоя-
щего изобретения показаны в нижеследующих
примерах, которые нужно рассматривать как
показательные и не ограничивающие объема
охраны изобретения. Кроме того, все цитиро-
ванные в заявке публикации включены в на-
стоящую заявку в виде ссылки.

Пояснения к фигурам
Фиг. 1 - продукция функциональных ком-

плексов СМН-пептид DRI-HA в линии RDL2H3.
A. Анализ экспрессии на поверхности пу-

тем проточной цитометрии молекул х человече-
ского СМН класса II DR1 до (слева) и после
(справа) трансфекции кДНК, кодирующей α- и
β-цепи DR1, в линии RBL 2H3. Молекулы DRI
детектированы с помощью антитела L243 (за-
штриховано черным), которое в свою очередь
обнаруживают с помощью связанной с флуо-
росцеинизотиоцианатом (FITC) козьей сыворот-
ки против мышиного IgG.

B. Экспрессия на поверхности DR1 в ли-
нии, экспрессирующей инвариантную цепь
(liHA), где пептид СLIP заменен пептидом 308-
319, происходящим от гемагглютинина вируса
гриппа. Молекулы DR1 детектированы в линии
RBL DR1 liHA и В-лимфоцит, трансформиро-
ванный вирусом Эпштайна-Барра (EBV)
(Hom2), того же гаплотипа, детектирован с по-
мощью антитела L243 (заштриховано черным).

C. Стимуляция специфичных к комплексу
DR1-HA Т-лимфоцитов с помощью линии RBL,
экспрессирующей этот комплекс или B-EBV
того же гаплотипа. Линии RBL DRlliHA и B-
EBV Hom2 разводили в культуральных планше-
тах специфичным к комплексу DR1 НА Т-
лимфоцитом. Линия B-EBV Hom2 также была
инкубирована в присутствии насыщающей кон-
центрации (10 мМ) пептида НА. Продукция IL2
в супернатантах культуры позволяет оценивать
стимуляцию ТНА-лимфоцитов (специфичных к
пептиду НА Т-лимфоцитов). IL2 определяют
посредством теста включения меченого тритием
тимидина в линию CTLL2, пролиферация кото-
рой является IL2-зависимой.

D. Анализ насыщения лептидом НА линии
RBL DR1 liHA. Клетки Ноm2 и RBL DR1 1iНА
были инкубированы (100 клеток на лунку) в
присутствии возрастающих концентраций пеп-
тида НА и ТНА-лимфоцитов. Стимуляция лим-
фоцитов была оценена как указано выше.

Фиг. 2. Аккумуляция молекул DR1 в сек-
реторном компартменте RBL 2Н3.

A. Анализ внутриклеточного сайта акку-
муляции молекул DR1 в RBL 2H3. Клетки RBL
DRLHA были фиксированы с помощью 0,5%
глутарового альдегида, затем сделаны прони-
цаемыми с помощью 0,05% сапонина. Молеку-
лы DR1 и инвариантная цепь были детектирова-
ны, соответственно, с помощью антител L243 и

PIN1, затем связанной с FITC ослиной сыворот-
ки против мышиного IgG. Серотонин был де-
тектирован благодаря специфичной кроличьей
сыворотке, обнаруживаемой с помощью связан-
ной с техасским красным (Texas red) ослиной
сыворотки против кроличьего IgG. Изображения
были получены с помощью кофокальной мик-
роскопии

(Leica). Толщина плоскостей среза состав-
ляла 0,5 мкм.

B. Очистка экзосом RDL DR1liHA. После
промывки в модифицированной по способу
Дульбекко среде Игла (DMEM) клетки были
инкубированы в течение 30 мин в присутствии 1
ммоль иономицина при температуре 37°С. Эк-
зосомы были очищены из супернатанта клеток
путем дифференциального центрифугирования.
Полученный после центрифугирования осадок
экзосом, суспендированный в забуференном
фосфатом физиологическом растворе (PBS),
был подвергнут разделению (5 мг) путем элек-
трофореза в полиакриламидном геле с додецил-
сульфатом натрия (SDS-PAGE), затем перенесен
на мембрану из нейлона. β-Цепь DR1 была де-
тектирована с помощью монокловального анти-
тела IB5 в экзосомном препарате и в качестве
контроля в лизатах клеток RDLDRLHA и Ноm2
(эквивалент 105 клеток на лунку), мигрировав-
ших в тех же самых условиях.

Фиг. 3. Использование экзосом для про-
дукции антител к DR1 НА.

A. Возрастающие разведения сывороток
мышей, иммунизированных с помощью экзо-
сом, были инкубированы с клетками RBL, экс-
прессирующими (справа) или нет (слева) моле-
кулы DR1 НА. Таким образом полученная мар-
кировка была проанализирована путем проточ-
ной цитометрии.

B. Сыворотки крыс (разведенные в соот-
ношении 1/100), иммунизированные экзосома-
ми, были инкубированы с клетками RBL, экс-
прессирующими или нет (слева) молекулы DR1
НА. Справа экспрессирующие DR1 клетки были
предварительно инкубированы или нет в тече-
ние двух часов при температуре 37°С с 10
ммоль пептида НА, затем, при том же самом
разведении, сыворотки иммунных крыс.

C. Селезенку иммунной крысы подвергали
слиянию с линией Х63А8 в классических усло-
виях получения моноклональных антител. Су-
пернатант различных гибридом был тестирован
путем иммунофлуоресценции при использова-
нии клеток RBL2H3, экспрессируюяцих или нет
молекулы DR1 или DR1 НА. Клоны а40, b82 и
а15 являются типичными примерами получен-
ных антител.

Фиг. 4. Использование экзосом для детек-
ции специфичных к комплексу DR1 НА Т-
лимфоцитов.

A. Клетки RBL DR1 liНА были инкубиро-
ваны в присутствии 5 ммоль "Green Tracker"
(флуоресцентный липид, аккумулирующийся в
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лизосомных компартментах клеток) в течение
30 минут при температуре 37°С, затем были
промыты и снова инкубированы в тение часа
при температуре 37°С в отсутствие флуорес-
центного маркёра. Клетки были фиксированы
(3% параформальдегид), затем проанализирова-
ны с помощью кофокальной микроскопии.

B. Параллельно, экзосомы DR1 НА были
очищены из описанных в п.А клеток. Имеющая-
ся в образцах флуоресценция была определена
количественно с помощью флуориметра и пря-
мо визуализирована с помощью кофокальной
микроскопии.

C.D. Флуоресцентные экзосомы DR1 НА
были инкубированы, в концентрациии 50 мг/мл,
с ТНА-лимфоцитами, специфичными к ком-
плексу DR1 НА, или ТН30-лимфоцитами, спе-
цифичными к другому комплексу (D), в течение
двух часов при температуре 37°С в присутствии
азида для блокирования интернализации. Флуо-
ресценция клеток была оценена путем проточ-
ной цитометрии.

Фиг. 5. Продукция экзосом, несущих мо-
лекулы класса II СМН.

A. Экспрессию молекул класса II IАb де-
тектировали с помощью моноклонального анти-
тела Y3P и анализировали путем проточной ци-
тометрии. Полученные в клетке RBL2H3 транс-
фектанты экпрессируют подобные количества
молекул класса II, распознаваемых антителом
Y3P, В-лимфома которого контролирует В414.

B. Анализ путем вестерн-блотирования
экспрессии молекулы IАb в RBL.

10 мг Клеточного лизата и препарата экзо-
сом, происходящих из клетки RBL IAbIi, были
проанализированы путем вестерн-блотирования
с кроличьей сывороткой, специфичной к цито-
плазматической области α-цепи молекулы IA.

C. Анализ путем проточной цитометрии
композиции экзосом. Шарики из латекса были
покрыты либо фетальной телячьей сывороткой
(FCS), либо экзосомами, происходящими из
клеток RDL 2H3 (exos RBL), либо трансфектан-
том этой клетки с мышиными молекулами клас-
са II IAbIi (exos IAbIi), либо человеческим
DR1IiHA (exos DR1IiHA). Молекула CD63 кры-
сы была детектирована с помощью антитела
AD1, молекулы IАb - с помощью антитела Y3P,
тогда как молекулы DR1 были детектированы с
помощью антитела L243. Эти различные анти-
тела были обнаружены с помощью вторичных
антител, связанных с фикоэритрином.

Фиг. 6. Морфологическая характеризация
продуцируемых RBL-2H3 экзосом.

А. Трансфицированные с помощью HLA-
DR1 клетки RBL-2H3 были фиксированы с по-
мощью параформальдегида. Ультратонкие сре-
зы в замороженном состоянии были получены и
иммуномаркированы с помощью поликлональ-
ных антител, направленных против молекул
HLA-DR. Эти антитела были визуализированы с
помощью протеина А, связанного с частицами

коллоидального золота размером 10 нм. Моле-
кулы класса II были детектированы по существу
в компартментах, заполненных мембранами
везикулярного вида. Риска: 250 нм.

B.C. Морфологическая характеризация эк-
зосом, секретированных клетками RBL-2H3.
Экзосомы фиксировали с помощью 2% пара-
формальдегида в 0,2 М буфере, рН 7,4, (буфер
РВ) и помещали на сетки электронного микро-
скопа, покрытые пленкой из углеродсодержаще-
го формвара. Экзосомы либо делали контраст-
ными и покрывали оболочкой в 4% растворе
уранилацетата и метилцеллюлозы (b), либо им-
муномаркировали с помощью антител, направ-
ленных против молекул класса II перед нанесе-
нием покрытия (с). Как показано на фигуре (а),
антитела визуализировали с помощью протеина
А, связанного с частицами коллоидального зо-
лота размером 10 нм. Риски: 250 нм.

Фиг. 7. Манипуляция с внутренним соста-
вом экзосом, введение рекомбинантного про-
теина.

A. Экспрессию молекул класса II DR1 де-
тектировали с помощью моноклонального анти-
тела L243 и анализировали путем проточной
цитометрии. Трансфекция молекул в клетке
RBL2H3 индуцирует экспрессию подобных ко-
личеств молекул класса II, распознаваемых ан-
тителом Y3P, В-лимфома которого контролиру-
ет В414.

B. Анализ путем вестерн-блотирования
экспрессии молекулы DR1 GFP в RBL.

10 мкг Клеточного лизата и 20 мкг препа-
рата экзосом, происходящих из клетки RBL
DR1 GFP, были проанализированы путем вес-
терн-блотирования с парой моноклональных
антител, специфичных к GFP.

C. Анализ путем проточной цитометрии
состава экзосом. Шарики из латекса были по-
крыты либо фетальной телячьей сывороткой
(FCS), либо экзосомами, происходящими из
клеток RBL DR1 GFP. Молекулы DR1 детекти-
ровали с помощью антитела L243 и вторичных
антител, связанных с фикоэритрином, тогда как
наличие GFP детектировали прямо в канале
FL1.

Фиг. 8. А. Связывания флуоресцентных эк-
зосом специфичными Т-клетками. Получаемые
из клеток RBL DR1 IiНА экзосомы, меченые
зеленым клеточным маркером, были инкубиро-
ваны в присутствии двух типов Т-клеток: ТНА,
которые обладают TCR, специфичным к ком-
плексам YLA-DR1/HA, и T-Jurkat дикого типа,
лишенными такого рецептора. Флуоресцентные
экзосомы были инкубированы в течение 3 ч при
температуре 37°С с двумя линиями Т-
лимфоцитов, затем получающиеся в результате
маркировки анализировали в клеточном сортере
с возбуждением флуоресценции (FACS).

B. Маркировка зкзосом с помощью специ-
фически маркированных Т-клеток. Были осуще-
ствлены такие же маркировки, что и в п. А, но
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связывание экзосом (без маркировки зеленым
клеточным маркером) с Т-клетками детектиро-
вали с помощью моноклонального мышиного
антитела AD1 против крысиного CD63, обнару-
живаемого затем с помощью ослиных антител
против мышиного IgG, маркированных фико-
эритрином (Jackson Immuno Research, West
Grove, PA). Такая же маркировка была реализо-
вана параллельно в случае Т-клеток, не контик-
тировавших в экзосомах.

C. Стимуляция лимфоцитов экзосомами.
Очищенные экзосомы из клеток DR1 GFP были
подвергнуты перекрестному связыванию с ша-
риками из латекса, полученными таким же об-
разом, как и для проточной цитофлуориметрии,
но промытых полной средой. Каждый осадок
шариков был обработан 100 мкл среды, 50 мкл
было помещено в первую лунку 96-луночного
планшета и 50 мкл было разведено дважды в два
раза. Т-Клетки (T-Jurkat и THA1.7) были дове-
дены до концентрации 106 клеток/мл и были
внесены по 50 мкл на лунку в присутствии или в
отсутствие пептида НА307-319 в количестве 5
мкмоль. Культуральный планшет был помещен
в инкубатор (37°С, 5% СО2, Н2О) на 20 ч, затем
супернатант был отобран и концентрация IL2
была оценена с помощью теста CTL.L2.

Фиг. 9. Характеризация клеток и экзосом
НМС-1.

A. Анализ клеток НМС-1 путем проточной
цитофлуориметрии: полностью заштриховано
темным: одни клетки; полностью незаштрихо-
вано: одно антитело+антимышь FITC; частые
пунктирные линии: специфическое антите-
ло+антимышь-FITC.

B. Анализ экзосом НМС-1, связанных с
шариками из латекса, путем проточной цитоф-
луориметрии: полностью заштриховано тем-
ным: одни шарики из латекса+экзосомы НМС-1;
полностью незаштриковано: одно антитело +
антимышь-FITC; частые пунктирные линии:
контрольные шарики из латекса-SVF + специ-
фическое антитело + антимышь-FITC; редкие
пунктирные линии: шарики из латекса-зкзосомы
+ специфическое антитело + антимышь-FITC.

С. Анализ путем вестерн-блотирования ли-
зата клеток HМС-1 по сравнению с их экзосо-
мами; 10 или 3 мкг протеинов на лунку; НС10:
супернатант в 1/10е; 1В5: супернатант в 1/10е;
CD63: 5 мкг/мл; Lamp 1: 2 мкг/мл; Н68.4: су-
пернатант в 1/10е. Экзосомы оказываются обо-
гащенными CD63, Lampl/ TfR. Отсутствие мо-
лекул СМН класса II как в лизате, так и в экзо-
сомах подтверждает анализ путем цитофлуори-
метрии. Доля СМН класса I оказывается иден-
тичной для клеточного лизата и экзосом.

Материалы и методы
Клетки

Используемые для продукции экзосом в
экспериментальной части клетки представляют
собой мышиные или человеческие мастоциты. В
частности, была использована опухолевая линия
базофилов с фенотипом слизистых мастоцитов,
обозначаемая RBL-2Н3 (Barsumian и др., Eur. J.
Immunol.., 11, 317 (1981)), а также линия незре-
лых человеческих мастоцитов (НМС-1). Могут
быть использованы другие мастоциты, в осо-
бенности составляющие линию, такие, как ли-
нии, происходящие от клеток RBL (базофиль-
ный лейкоз крысы), депонированные в АТСС
под номером CRL1378 (Kulczycki и др., J. Exp.
Med., 139, 600 (1974)).

Также были использованы Т-лимфоци-
тарные линии, способные распознавать особый
антиген в структуре человеческого СМН II
(DR1). В особенности, была использована линия
Jurkatt, транс-фицированная с помощью кДНК,
кодирующей рецептор Т-клеток ("Т-НА"), спе-
цифичный к пептиду 306-318 гемагглютинина
вируса гриппа, в ассоциации с HLA-DRI (Sidhu
и др., J. Exp. Med., 176, 875 (1992)). Линия чело-
веческих В-клеток, трансформированных виру-
сом Эпштайна-Барра (линия Ноm-2) была ис-
пользована в качестве контроля для ограничен-
ного HLA-DR1 ответа.

Клетки были культивированы в среде
DMEM (Gibco BRL), RPMI или "СLСK": среда
RPMI, дополненная 10% фетальной телячьей
сыворотки (Sigma), 1 мг/мл пенициллина-
стрептомицина, 1 мг/мл глутамина, 5 ммоль
пирувата натрия и 50 мкмоль β-
меркаптоэтанола. Разумеется, может быть ис-
пользована любая другая среда, приспособлен-
ная для культивирования эукариотических кле-
ток, особенно клеток млекопитающих.

Клетки главным образом культивировали в
культуральном флаконе объемом 25 см3 или 15
см3. Клетки RBL-2H3, являющиеся сросшимися
клетками, отделяли от носителя благодаря воз-
действию трипсинаэтилендиаминтетрауксусной
кислоты (ЭДТК) (Seromed). Для получения этих
последних в больших количествах также можно
их культивировать в "центрифуге" при плотно-
сти 106 клеток/мл.

Плазмиды
Для генетической модификации мастоци-

тов были реализованы следующие генно-
инженерные конструкции.

Были выделены кДНК, кодирующие чело-
веческую α-цепь HLA-DR1 (Larhammer и др.,
Cell, 30, 153 (1982)), человеческую β-цепь HLA-
DR1 (Bell и др., PNAS, 82, 3405 (1985)) и чело-
веческую инвариантную цепь р33li (Ciaesson и
др., PNAS, 80, 7395 (1983)). кДНК, кодирующая
инвариантную цепь p331i, затем была модифи-
цирована с помощью полимеразной цепной ре-
акции (PCR) для замены кодирующей пептид
CLIP (остатки 87-102) области сайтом рестрик-
ции. Эта кДНК позволяет таким образом
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встраивать, вместо пептида CLIP, любой, пред-
ставляющий интерес фрагмент кДНК, коди-
рующей антигенный пептид (Stumtner и др.,
EMBO J., 16, 5807 (1997)). В конкретном приме-
ре, фрагмент ДНК, кодирующий пептид НА308-
319 гемагглютинина вируса гриппа, был встроен
в эту кДНК, кодирующую химерный полипеп-
тид li HA308-319).

Вышеуказанные нуклеиновые кислоты за-
тем были клонированы раздельно в плазмидe
pSRct под контролем промотора SRα (Takebe и
др., Mol. Cell Bio, 8, 466 (1988)). Каждая из
плазмид затем была модифицирована для
встраивания другого гена устойчивости, позво-
ляющего осуществлять селекцию для каждой из
плазмид, и, следовательно, для каждой из цепей:
α−цепь с геном устойчивости к неомицину; β-
цепь с геном устойчивости к гигромицину; и
инвариантная цепь с геном устойчивости к зео-
цину.

Трансфекции
Для введения различных нуклеиновых ки-

слот в мастоциты, соответствующие плазмид-
ные векторы были линеаризованы с помощью
фермента рестрикции Scal. 50 мкг каждой плаз-
миды были линеаризованы, затем подвергнуты
преципитации в этаноле и осадки после центри-
фугирования были ресуспендированы в присут-
ствии клеток RBL-2H3 в концентрации 1·107

клеток/мл. Стабильные трансформанты были
получены путем электропорации 5·106 клеток с
помощью "gene pulser" (Bio-Rad, Ричмонд, Ка-
нада) в следующих условиях: 260 V, 960 µF.
Спустя 72 ч после электропорации трансфектан-
ты селекционировали путем культивирования в
среде для селекции, содержащей 250 мкг/мл
G418 (Geneticine, Gibco), 1 мг/мл гигромицина и
500 мкг/мл зеоцина. После культивирования в
течение 8 дней в среде для селекции были
трансфицированы 60-90% присутствующих кле-
ток. Затем был произведен посев трансфектан-
тов в чашке Петри в среду для селекции в кон-
центрации, позволяющей появляться индиви-
дуализированным сросшимся колониям. Таким
образом полученные клоны были отобраны и
раздельно культивированы. Эти клоны могут
быть сохранены в замороженном виде для по-
следующего использования.

Антитела
Y3P (МНС II (IA) ) представляет собой

мышиное моноклональное антитело, распо-
знающее комплекс IAb aβ (Janeway и др., 1984).
Анти-IAα представляет собой кроличью сыво-
ротку, направленную против цитоплазматиче-
ской части α-цепи IA. Анти-GFP представляет
собой смесь двух моноклональных антител
(клоны 7.1 и 13.1), направленную против "флуо-
ресцирующего зеленым протеина", выпускаемо-
го фирмой Boehringer Mannheim. В эксперимен-
тах с использованием проточной цитофлуори-
метрии используемыми вторыми антителами

являются фрагменты F(ab')2, связанные с (-)-
фикоэритрином, продуцируемые у осла и на-
правленные к мышиному IgG (H+L)(Jackson
Immunoresearch Laboratories) .

Шарики
Шарики из латекса: не содержащий пове-

рохностно-активного вещества белый альдегид/
сульфатный латекс; диаметр (D): 3,9 мкм; Inter-
facial Dynamics Corp., Portland, Or. USA.

Электронная микроскопия
Трансфицированные с помощью HLA-DR1

клетки RBL-2H3 были фиксированы с помощью
2%-ного параформальдегида в 0,2М фосфатном
буфере, рН 7,4 (буфер РВ). После фиксации
клетки были промыты с помощью 50 мМ рас-
твора глицина в буфере РВ, затем покрыты 10%
желатином. После затвердевания блоки были
препарированы, введены в 2,3М раствор сахаро-
зы и заморожены в жидком азоте. Были получе-
ны ультратонкие срезы в замороженном состоя-
нии и иммуномаркированы с помощью поли-
клональных антител, направленных к молеку-
лам HLA-DR. Эти антитела визуализированы с
помощью протеина А, связанного с частицами
коллоидального золота размером 10 нм.

Экзосомы фиксировали с помощью 2%-
ного параформальдегида в 0,2М фосфатном бу-
фере, рН 7,4 (буфер РВ) и помещали на сетки
электронного микроскопа, покрытые пленкой из
углеродсодержащего формвара.

Экзосомы либо делали контрастными и
покрывали защитной оболочкой в растворе 4%
уранилацетата и метилцеллюлозы, либо перед
покрытием оболочкой иммуномаркировали с
помощью антител, направленных против моле-
кул класса II. Антитела визуализировали с по-
мощью А-протеина, связанного с частицами
коллоидального золота размером 10 нм.

Результаты
1. Продукция экзосом DR1 НА.
1.1. Конструкция и характеризация генети-

чески модифицированных продуцирующих кле-
ток.

С целью продуцирования контролируемым
образом экзосом, несущих комплексы СМН-
пептид определенного состава, α- и β-цепи мо-
лекул класса II СМН, DR1, были экспрессиро-
ваны в мастоцитарной 1о линии RBL2H3, про-
исходящей от базофильного лейкоза крысы. Для
этого, два вектора, несущие, соответственно,
кодирующую каждую цепь нуклеиновую кисло-
ту, под контролем промотора SRa были одно-
временно трансфицированы в клетки (см. Мате-
риалы и методы). Полученные путем проточной
цитометрии результаты показывают, что транс-
фицированные клетки хорошо экспрессируют
молекулы DR1 (фиг. 1А).

Эти клетки RBL-2H3 затем были сенсиби-
лизированы данным пептидом точного состава,
чтобы генерировать комплексы СМН-пептид
определенного состава. Для этого могут быть
предусмотрены различные способы. Согласно
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одному способу реализации, пептид может быть
инкубирован непосредственно с экзосомами.
Согласно другому варианту, в клетки может
быть введена кодирующая пептид нуклеиновая
кислота, чтобы также экпрессировать этот пе-
тид. В этом отдельном примере осуществления,
для получения антигенпредставляющей клетки,
включающей одну антигенную специфичность,
выбранный антигенный пептид был введен в
клетки в виде слитого путем генной инженерии
с инвариантной человеческой цепью 1i. Более
предпочтительно, пептид СLIP инвариантной
цепи был заменен последовательностью вы-
бранного пептида, происходящего от гемагглю-
тинина (НА 308-319) вируса гриппа, способного
связываться с молекулой DR1. Эта конструкция
(liHA) была трансфицирована в клетки в опи-
санных в разделе "Материалы и методы" усло-
виях. Экспрессированная в клетках RBL-2Н3
DR1 гибридная цепь позволила сконструировать
клетки, которые экспрессируют молекулы DR1,
распознаваемые антителом L243, в подобном
количестве, как и контрольная линия B-EBV
(Ноm2) гаплотипа DR1 (фиг. 1В). Эти результа-
ты, следовательно, показывают, что мастоциты
согласно изобретению хорошо экспрессируют
человеческий функциональный комплекс пеп-
тид-СМН предопределенного и контролируемо-
го состава.

Функциональный характер комплексов
пептид-СМН, экспрессированных клетками со-
гласно изобретению, был подтвержден в тесте
стимуляции Т-лимфоцитов, специфичных к
комбинации DR1-HA, которую несут эти клет-
ки. Для этого клетки согласно изобретению бы-
ли инкубированы в присутствии ТНА-
лимфоцитов и стимуляция была детектирована
путем определения в супернатанте высвобо-
дившегося интерлейкина-2 с помощью теста
роста IL-2-зависимой клеточной линии. В каче-
стве контроля была использована линия В-
лимфоцитов, трансформированная с помощью
EBV (Hom-2), гаплотипа DR1, вытесняемая на-
сыщающей концентрацией (10 ммоль) пептида
НА.

Полученные результаты представлены на
фиг. 1C и 1D. Они показывают, что мастоциты
согласно изобретению экспрессируют комплекс
DR1-HA, способный стимулировать специфич-
ный к этой комбинации Т-лимфоцит. Они также
показывают, что достигаемая в присутствии
клеток согласно изобретению стимуляция явля-
ется более эффективной, чем таковая, достигае-
мая с помощью контрольных клеток (B-EBV
гаплотипа DR1), вытесняемых насыщающей
концентрацией (10 ммоль) пептида НА. Нако-
нец, полученные результаты показывают, что
молекулы DR1 по-видимому презентируют пеп-
тид НА, так как добавление насыщающей кон-
центрации пептида не увеличивает заметным
образом способности клеток RBL DR1 liHA
стимулировать ТНА-лимфоциты (фигура 1D).

Совокупность этих результатов, следова-
тельно, свидетельствует о функциональном ха-
рактере продуцированных комплексов пептид-
СМН. Они также иллюстрируют специфичекий
характер полученных клеток и, следовательно,
специфический характер способа согласно изо-
бретению, который позволяет получать клетки
(и экзосомы), несущие молекулы определенного
и контролируемого состава.

1.2. Продукция функционализированных
экзосом.

Изучение путем иммунофлуоресценции
позволило показать, что рекомбинантные ком-
плексы СМН-пептид (DR1 НА) аккумулируются
в гранулах секреции клеточной линии RBL-2H3.
На фиг. 2А в самом деле показана солокализа-
ция молекул DR1 с серотонином во внутрикле-
точных везикулярных структурах.

Следовательно, была изучена возможность
того, что функциональные экзосомы могут быть
высвобождены из этих клеток. Для этого клетки
культивировали в присутствии кальций-
ионофора и наблюдали за продукцией мембран-
ных везикул. Более предпочтительно, клетки
были центрифугированы при ускорении 300g в
течение 5 мин при комнатной температуре. К
каждому осадку клеток после центрифугирова-
ния было добавлено примерно 300 мкл раствора
кальций-ионофора (1 ммоль иономицина) и ин-
кубация была продолжена в течение 30 мин при
температуре 37°С. Экзоцитоз был прекращен
путем быстрого охлаждения на льду и добавле-
ния 300 мкл 1 мМ холодного раствора ЭДТК в
забуференном фосфатом физиологическом рас-
творе. Клетки затем были подвергнуты центри-
фугированию при ускорениии 300g при темпе-
ратуре 4°С в течение 5 мин. Супернатанты были
извлечены и снова подвергнуты центрифугиро-
ванию сначала в течение 5 мин при ускорении
1200g, затем в течение 5 мин при ускорении
10000g, и, наконец, потом в течение 1 ч при ус-
корении 70000g. После этого дифференциально-
го центрифугирования осадки после центрифу-
гирования (содержащие экзосомы) извлекали и
солюбилизировали в буферном растворе (30 мкл
буфера Laemmli-DDT (1X или 2Х)). Часть осад-
ков после центрифугирования также солюбили-
зировали в лизирующем буфере для определе-
ния концентрации протеина. Растворы экзосом
могут быть разделены путем миграции на геле (
12% полиакриламидный минигель) при 20 мА ,
затем перенесены на устройство Иммобилен.
После этого проводили анализ экзосом путем
вестерн-блотирования с антителами, специфич-
ными к разным цепям молекул класса II СМН.

Полученные результаты показывают, что
экзосомы могут быть в значительной степени
высвобождены из линии RBL-2H3 после стиму-
ляции соответствующим агентом. Эти экзосомы
могут быть выделены и очищены, например,
путем дифференциального ультрацентрифуги-
рования для получения композиции из экзосом.
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Наконец, представленные на фигуре 2В резуль-
таты показывают, что эти экзосомы являются
функциональными. В самом деле, анализы пу-
тем вестерн-блотирования показывают, что по-
лученные экзосомы экспрессируют разные ре-
комбинантные цепи молекул класса II СМН.
Кроме того, эти результаты показывают также
высокую плотность комплексов пептид-СМН на
поверхности экзосом согласно изобретению.

Нижеследующие примеры поясняют, в ча-
стности, использование экзосом DR1 НА для
продуцирования специфичных к этой комбина-
ции антител и способность экзосом DR1 НА
связывать Т-лимфоциты, специфичные к этой
же самой комбинации.

2. Генерирование антител, специфичных к
комплексу DR1 НА.

Этот пример иллюстрирует использование
экзосом согласно изобретению для продуциро-
вания антител, в частности, так называемых
"ограниченных" антител, то есть специфичных к
антигенному пептиду в ассоциации с молекулой
СМН. Этот пример иллюстрирует, в частности,
очень значительную иммуногенную способ-
ность экзосом согласно изобретению, так как
они позволяют осуществлять продукцию анти-
тел в отсутствие всякого стимулятора.

Очищенные из супернатанта клеток RBL
DR1 НА (пример 1) экзосомы были суспендиро-
ваны в забуференном фосфатом физиологиче-
ском растворе (PBS). Эти экзосомы затем были
использованы для иммунизации мышей линии
Balb/c или крыс линии LOU в отсутствие всяко-
го стимулятора согласно следующим протоко-
лам.

Мышам вводили путем инъекции подкож-
но 10 мкг экзосом, два раза с интервалом в три
недели, затем 30 мг интраперитонеально и, на-
конец, 30 мкг внутривенно за 3 дня до отбора
сывороток.

Крысам вводили путем инъекции интрапе-
ритонеально 10 мкг экзосом, два раза с интерва-
лом в три недели, затем 50 мкг внутривенно за
три дня до отбора сывороток.

Как показано на фиг. 3А, взятые у иммуни-
зированных крыс сыворотки обладали очень
сильной реактивностью против линии RBL, экс-
прессирующей или нет комплекс DR1 НА, но
которая была детектируема вплоть до разведе-
ния свороток в тридцать тысячных только в
случае клетки DR1 НА.

Как показано на фиг. 3В, сыворотки таким
образом иммунизированных крыс неожиданно
проявили реактивность против линии BRL, экс-
прессирующей комплекс DR1 НА, тогда как те
же самые сыворотки реагировали с более слабой
интенсивностью с первоначальной линией RBL-
2H3. Кроме того, добавление пептида НА к экс-
прессирующим DR1 клеткам (RBL-2H3 DR1) в
значительной степени увеличивает реактив-
ность таким образом продуцированных антисы-
вороток (фиг. 3В).

Эти результаты, следовательно, показыва-
ют, что экзосомы линии RBL способны индуци-
ровать ответ антитела, которое неожиданно у
крысы направлено главным образом к комплек-
сам DR1 НА.

Селезенки иммунных крыс были подверг-
нуты слиянию с клетками линии Х63А8. Таким
образом полученные гибридомы были сортиро-
ваны путем клонального разведения согласно
классическим методам иммунологии, затем се-
лекционированы путем иммунофлуоресценции
по специфичности продуцированных монкло-
нальных антител. Таким образом были получе-
ны различные моноклональные антитела, из
которых некоторые направлены к протеинам
линии RBL, другие - к мономорфическим де-
терминантам молекул класса II человека гапло-
типа DR1, и, наконец, к комплексу, образован-
ному молекулами DR1, ассоциированными с
пептидом, происходящим от протеина НА виру-
са гриппа (фиг. 3С). Эти последние монокло-
нальные антитела представляют собой ограни-
ченные антитела и обладают, следовательно,
особенно благоприятными свойствами для ди-
агностических или терапевтических примене-
ний.

3. Детекция Т-лимфоцитов, специфичных
к комплексу DR1 НА.

Этот пример иллюстрирует использование
экзосом согласно изобретению для детекции
специфических Т-лимфоцитов в биологическом
образце. Этот пример также показывает, как
экзосомы могут быть использованы для селек-
ции и амплификации популяции особых Т-
лимфоцитов, в частности, с целью их повторной
инъекции субъекту (клеточная терапия). Этот
подход, разумеется, может быть распространен
на использование описанных в примере 2 огра-
ниченных антител, а также на детекцию любого
рецептора, специфичного к лиганду.

Для осуществления этого применения бы-
ли получены маркированные экзосомы. Для
этого, перед очисткой экзосом линии DR1 НА,
ее инкубировали с флуоресцентным меченым
веществом, очень сильно аккумулирующимся в
содержащихся в гранулах секреции экзосомах.
Используемый маркер, "Green Tracker" (зеленый
клеточный маркер), представляет собой флуо-
ресцентный липид, который аккумулируется в
лизосомах клеток. Анализ с помощью кофо-
кальной микроскопии клеток, после фиксации,
показывает наличие флуоресцентной маркиров-
ки в гранулах секреции клеток (фиг. 4А). Затем
были получены и очищены из этих клеток, в
описанных в примере 1 условиях, флуоресцент-
ные экзосомы. Сделанные таким образом флуо-
ресцентными, эти экзосомы (фиг. 4В) были ис-
пользованы для детекции в биологическом об-
разце наличия Т-лимфоцитов, специфичных к
комбинации DR1 НА (ТНА- лимфоциты). По-
нятно, что в рамках изобретения может быть
использована любая другая маркировка, нане-
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сенная либо на продуцирующие клетки, либо
продуцируемые экзосомы.

Для этого экзосомы были инкубированы в
присутствии образца ТНА-лимфоцитов и ТН30-
лимфоцитов другого комплекса. Полученные
путем проточной цитофлуориметрии результа-
ты показывают, что экспрессирующие DR1 НА
экзосомы специфически связываются с THA-
лимфоцитами (фиг. 4С), тогда как эти же самые
экзосомы неспособны распознавать лимфоциты,
обладающие другой специфичностью (фиг. 4D).
Эти результаты свидетельствуют об исключи-
тельной и неожиданной способности экзосом,
продуцируемых мастоцитарной линией соглас-
но изобретению, детектировать специфичные к
этому же самому комплексу Т-лимфоциты, то
применение может быть осуществлено в случае
любого типа биологического образца.

Кроме того, эта технология может быть
применена таким же образом к получению и
использованию экзосом, экспрессирующих
комплексы СМН I-пептид. Настоящее изобрете-
ние позволяет также детектировать на поверх-
ности антигенпредставляющих клеток, даже
опухолевых клеток, представление молекулами
класса I и класса II СМН пептидов, происходя-
щих от экспрессированных опухолями антиге-
нов. Настоящее изобретение также позволяет
детектировать, даже очищать, Т-лимфоциты,
способные распознавать эти же самые комплек-
сы. Таким образом они могут делать возмож-
ным амплификацию популяции Т-лимфо-
цитов, специфичных к индивидуальному ком-
плексу пептид-СМН, например, популяции
CTL-лимфоцитов, для их терапевтического ис-
пользования. Действительно, разработаны раз-
личные подходы иммунотерапии, например, в
случае раковых заболеваний или вирусных ин-
фекций, базирующиеся на отборе у пациента
лимфоцитов и на экспансии ех vivo отдельных
клонов Т-лимфоцитов, специфичных к вовле-
ченному в патологию антигену (например, опу-
холевый или вирусный антиген). Эти амплифи-
цированные клоны затем снова вводят пациенту
в качестве терапевтического агента. Настоящее
изобретение позволяет в высокой степени об-
легчать селекцию и амплификацию специфич-
ных клонов Т-лимфоцитов и, следовательно,
потенциал и осуществление этих терапевтиче-
ских подходов.

4. Продукция экзосом, несущих мышиные
молекулы класса II СМН (фиг. 5А, 5В).

Комплементарные ДНК, кодирующие α- и
β-цепи мышиных молекул класса II гаплотипа
IАb, а также мышиную инвариантную цепь, бы-
ли встроены в эукариотные экспрессирующие
векторы NT, в которых транскрипция кДНК
находится под контролем промотора SRα. Каж-
дая из плазмид, кроме того, несет ген устойчи-
вости к гигромицину (для α-цепи IАb), к неоми-
цину (для α-цепи IАb) или к зеоцину (для инва-

риантной цепи). После трансфекции клеток RBL
2Н3 путем электропорации (см. раздел "Мате-
риалы и методы") клетки были селекционирова-
ны на основе их резистентности к трем анти-
биотикам, затем резистентные клетки были кло-
нированы путем ограниченного разведения и
охарактеризованы в отношении экспрессии мо-
лекул IAb путем проточной цитометрии при
использовании специфичных антител Y3P.

На фиг. 5 представлены некоторые из та-
ким образом полученных результатов. Анализ
путем проточной цитометрии показывает, что
клетка RBL IАbIi распознается антителом Y3P (
специфичным к молекулам IАb) эквивалентно
лимфоцитарной линии В В414, тогда как ника-
кая маркировка не определяется в случае исход-
ной линии RBL (фиг. 5А). Установленное со-
гласно морфологическому анализу с помощью
микроскопии, что мышиные молекулы класса II
IАb, как и человеческие молекулы DR1, аккуму-
лированы в гранулах секреции клетки (не пока-
зано), явилось причиной поиска их локализации
в экзосомах. Экзоцитоз клеток был прекращен
путем добавления 1 ммоль иономицина, таким
образом полученные экзосомы были очищены
путем дифференциального ультрацентрифуги-
рования (см. пример 1.2.). Анализ путем вес-
терн-блотирования этих препаратов зкзосом
показывает, что они содержат мышиные моле-
кулы класса II СМН, идентичные детектирован-
ным в контрольном клеточном лизате (фиг. 5В).

Эти результаты свидетельствуют о том,
что человеческие (DR1), а и также мышиные
(1Аb) молекулы класса II могут быть экспресси-
рованы и могут аккумулироваться в экзосомах
соответствующих линий RBL 2H3.

5. Морфологическая характеризация экзо-
сом, продуцированных RBL 2H3 (фиг. 6).

Наблюдения с помощью электронной мик-
роскопии иммуно-маркированного среза в замо-
роженном состоянии клеток RBL показывают
наличие многочисленных внутриклеточных
компартментов, заполненных мембранами. Пре-
обладающая часть этих мембран соответствует
везикулам, которые заполняют полость компар-
тментов (фиг. 6А). Трансфицированные в этих
клетках молекулы класса II аккумулируются в
содержащих внутренние везикулы компартмен-
тах и визуализируются, в частности, в ассоциа-
ции с мембраной этих везикул (фиг. 6А).

Когда клетки RBL стимулированы таким
образом, чтобы индуцировать их дегрануляцию
(IgE-антиген или иономицин), внутриклеточные
компартменты сливаются с цитоплазматической
мембраной. Внутренние везикулы, с которыми
ассоциированы молекулы класса II, высвобож-
даются во внеклеточную среду. Эти везикулы
тогда называют экзосомами.

Выбранный метод электронной микроско-
пии для изучения морфологии экзосом, а также
содержащихся в них протеинов представляет
собой метод "целого гистологического среза
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(препарата)". Эта методика позволяет визуали-
зировать целые экзосомы, лишенные всякого
другого клеточного содержимого. Этот метод
также позволяет детектировать с большой эф-
фективностью молекулы, ассоциированные с
мембраной экзосом. Используя эту методику,
наблюдали, что секретированные клетками RBL
экзосомы имеют неоднородный размер от 30 до
120 нм и изменяемую электронную плотность
(фиг. 6В) . Молекулы класса II преобладают в
популяции везикул с размером 80-100 нм,
имеющей среднюю электронную плотность.
Подавляющее большинство этих везикул, обо-
гащенных молекулами класса II, имеет форму
тарелки (фиг. 6С).

6. Иммобилизация экзосом на носителях
(фиг. 5С).

В этом примере описывается фиксация эк-
зосом на твердых носителях и показано, что
таким образом фиксированные экзосомы сохра-
няют свои функциональные свойства. Эти но-
вые продукты (экзосомы на носителях) могут
быть использованы для характеризации и анали-
за экзосом или в качестве диагностических или
реактивных продуктов, например, для детекции
и/или стимуляции in vitro Т-лимфоцитов.

Различные препараты экзосом, продуциро-
ванных клетками RBL, экспрессирующими или
нет человеческие или мышиные молекулы клас-
са II, были инкубированы с шариками из латек-
са размером 4 микрона, активированными аль-
дегидсульфатом. В частности, экзосомы, очи-
щенные из супернатантов дегрануляции RBL
2H3, были промыты в PBS (центрифугирование
со скоростью 50000 об./мин на TLA 100.4 в те-
чение 30 мин). Экзосомы в количестве 30 мкг
смешивали с 10 мкл шариков из латекса, пред-
варительно стерилизовали, гомогенизировали,
затем инкубировали в течение 10-15 мин при
комнатной температуре. Объем шариков затем
дополняли до 1 мл с помощью PBS 1х, затем
инкубировали во вращающемся инкубаторе при
комнатной температуре в течение двух часов.
После этого "перекрестно связанные" с экзосо-
мами шарики:

насыщали путем добавления окончательно
100 мМ глицина (30 мин при комнатной темпе-
ратуре);

центрифугировали при ускорении 2200g в
течение двух минут при температуре 4°С, затем
осадок шариков обрабатывали с помощью 1 мл
РВS lx 3%SVF 0,01%NaN3.

Для использования шариков в цитофлуо-
риметрии:

полученный после центрифугирования
осадок шариков промывают два-три раза с по-
мощью PBS 1x 3%SVF0,01%NaN3;

обрабатывают с помощью 1мл
PBS1x0,01%NaN3;

используют от 5 до 20 мкл на точку и ин-
кубируют обычным образом с первым, затем со

вторым антителом. Считывание осуществляют
на приборе Facscalibur (Becton Dickinson).

Эта методика позволяет покрывать по-
верхность этих шариков из латекса экзосомами,
полностью сохраняя их структуру.

Когда экзосомы находятся на шариках, об-
легчается манипуляция с ними. В самом деле,
они могут быть центрифугированы с низкой
скоростью и детектированы методами классиче-
ской проточной цитометрии. На фиг. 5С приве-
дено несколько примеров детекции путем про-
точной цитометрии различных протеинов, вхо-
дящих в состав экзосом. Активированные аль-
дегидсульфатом шарики из латекса таким обра-
зом были инкубированы либо с экзосомами,
продуцированными нетрансфицированными
клетками RBL 2Н3, либо с экзосомами клеток
RBL 2H3, экспрессирующих человеческие мо-
лекулы класса II DR1 и конструкцию IiHA или
мышиные молекулы класса II IАb, либо с фе-
тальной телячьей сывороткой (FCS) в качестве
контроля. Таким образом приготовленные ша-
рики из латекса затем были инкубированы с
различными моноклональними антителами:
AD1, распознающее молекулу CD63 крысы,
находится в гранулах секреции RBL 2H3; спе-
цифичное к молекулам IАb антитело Y3P; и
специфичное к молекулам DR1 антитело L243.
Эти различные антитела были обнаружены с
помощью вторичных, связанных фикоэритри-
ном антител, затем полученные маркировки бы-
ли проанализированы путем проточной цито-
метрии при использовании прибора Facscalibur
(Beckman).

Таким образом, наблюдают, что молекула
CD63 несомненно присутствует во всех экзосо-
мах, происходящих из клетки RBL, экспресси-
рующей или нет молекулы класса II, тогда как
покрытые экзосомами IАb шарики из латекса
специфически распознаются антителом Y3P и
не распознаются антителом L243, тогда как, в
противоположность, экзосомы DR1IiHA распо-
знаются антителом L243 и не распознаются ан-
тителом Y3P. Ни одно из этих антител не распо-
знает шариков из латекса, покрытых фетальной
телячьей сывороткой (фиг. 5С).

Эти результаты показывают, что этот спо-
соб позволяет точно и специфически детектиро-
вать экспрессию различных протеинов, входя-
щих в состав экзосом. Пример 8, кроме того,
показывает, что такие продукты (экзосомы на
носителе) также позволяют детектировать или
стимулировать пролиферацию специфичных Т-
лимфоцитов.

7. Манипуляция с составом экэосом (фиг. 7).
Экзосомы представляют собой везикулы,

ограниченные липидным бислоем, в который
введено большое количество молекул, как вы-
шеуказанные молекулы класса II СМН или
CD63. Внутри этих везикул находятся цито-
плазматические области вышеуказанных транс-
мембранных молекул, однако, также раствори-
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мые протеины, происходящие из цитозоля кле-
ток. Для доказательства того, что можно по же-
ланию модифицировать содержимое этих вези-
кул, заявителями в качестве метки был исполь-
зован "флуоресцирующий зеленым протеин"
(GFP).

Кодирующая GFP ДНК была подвергнута
слиянию с СООН-концом β-цепи человеческой
молекулы DR1. Эта генно-инженерная конст-
рукция, встроенная в экспрессирующие векторы
NT, несущие ген устойчивости к гигромицину,
была котрансфицирована в клетку RBL 2H3 с
вектором, несущим α-цепь DR1 и ген устойчи-
вости к неомицину. Резистентные к этим двум
антибиотикам клетки были селекционированы,
затем точно отобраны для экспрессии GFP.

В частности была реализована (генно-
инженерная) конструкция, связывающая цито-
плазматическую часть DRβ-цепи (по С-концу) с
N-концом GFP. кДНК DRβ включает сайт PstI в
положении 565. Фрагмент размером примерно
200 пар оснований со стороны 3' этой кДНК был
амплифицирован путем PCR, исходя из вектора
pcDNA3/RSV/DRa, с помощью двух олигонук-
леотидов, включающих сайт PstI в 5'и сайт NcoI
в 3', из которого, кроме того, удален стоп-кодон.
Полученный фрагмент PCR был подвергнут
рестрикции с помощью PstI и NcoI и клониро-
ванию в тех же сайтах вектора pEGFP N1
(Clontech.). Полученная в результате плазмида,
рестриктированная с помощью PstI и XbaI, по-
зволила высвободить фрагмент, соответствую-
щий последним 30 аминокислотам DRα, за ко-
торой следует GFP. Параллельно, плазмида
pcDNA3/ RSV была подвергнута рестрикции с
помощью EcoRV/PstI, высвобождающего таким
образом фрагмент, соответствующий остатку
DRα-цепи (от начала вплоть до сайта PstI). Оба
фрагмента затем были сгруппированы, потом
клонированы в pcDNA3/CMV между EcoRV и
XbaI.

Анализ этих клеток (DR1 GFP) путем про-
точной цитометрии показывает, что клетки,
распознаваемые антителом L243, специфичным
к молекулам DR1, также излучают зеленую
флуоресценцию, детектируемую в канале FL1,
тогда как клетки, трансфицированные альфа- и
бета-цепями DR1, не включающей GFP, не из-
лучают никакой флуоресценции в канале FL1
(фиг. 7А).

Для того, чтобы показать, что GFP дейст-
вительно содержится в экзосомах клетки RBL
2H3, происходящие из клеток RBL DR1 GFP
экзосомы были получены путем дифференци-
ального ультрацентрифугирования, затем про-
анализированы путем вестерн-блотирования
(фиг. 7В) и проточной цитометрии после "пере-
крестного связывания" с шариками из латекса
(фиг. 7C). Специфичное к GFP антитело детек-
тирует, путем вестерн-блотирования, в клетке
DR1 GFP и в ее экзосомах протеин массой 65

кДа, соответствующий молекулярной массе бе-
та-цепи DR1, слитой с GFP (фиг. 7В), тогда как
никакого сигнала не было обнаружено в клеточ-
ных лизатах клетки RDL 2Н3, экспрессирующей
или нет только молекулу DR1. Путем сравнения
между шариками из латекса, "перекрестно свя-
занными" с фетальной телячьей сывороткой или
происходящими из клетки DR1 GFP экзосома-
ми, наблюдают, что только покрытые экзосома-
ми шарики индуцируют флуоресценцию в кана-
ле FL1 (FITC) и распознаются антителом L243,
специфичным к DR1, детектируемой вторич-
ным, связанным с фикоэритрином антителом.

Эти результаты, следовательно, свидетель-
ствуют о том, что можно вводить экзогенный
протеин в экзосомы, продуцируемые клеткой
RBL 2H3. Эти результаты также показывают,
что можно направлять протеин в экзосому пу-
тем экспрессии в продуцирующей клетке в
форме, получаемой путем слияния с трансмем-
бранной молекулой, такой, как молекула СМН.

8. Функциональная характеризация экзо-
сом (фиг. 8).

Этот пример показывает, что экзосомы,
продуцируемые клеткой RBL 2H3, несущей мо-
лекулы класса II СМН, способны связывать ан-
тигенный пептид и стимулировать Т-лимфоцит,
экспрессирующий рецептор, специфичный к
этому комплексу пептид-СМН класса II.

Экзосомы, продуцируемые клетками RBL
DR1 IiHA, мечеными зеленым клеточным мар-
кером, были инкубированы в присутствии двух
типов Т-клеток: ТНА, которые обладают TCR,
специфичным к комплексам HLA-DR1/HA, и T-
Jurkat дикого типа, которые не содержат такого
рецептора. Эксперименты в отношении связы-
ваний реализовали в 96-луночном планшете с
круглодонными лунками в среде RPMI 1640,
дополненной 10% фетальной телячьей сыворот-
ки, забуференной с помощью 10 мМ ГЕПЕСа,
по 50 мкл окончательно на лунку, 105 Т-клеток
на лунку и с изменяемыми количествами флуо-
ресцирующих экзосом, в течение 3 ч при темпе-
ратуре 37°С. Затем осуществляли две промывки
в той же самой среде перед анализом обрабо-
танных 400 мкл PBS клеток в клеточном сортере
с возбуждением флуоресценции.

Была реализована гамма-эффективная до-
за, показывающая, что интенсивность марки-
ровки ТНА пропорциональна используемому
количеству экзосом. 108 Клеток RBL DR1 IiHA
продуцировали 700 мкл экзосом. Были тестиро-
ваны количества экзосом от 32 до 2 мкл на лун-
ку. Была принята во внимание маркировка, по-
лучаемая с 16 мкл на точку, что соответствует
продуцированию экзосом, осуществляемому 2,3
миллионами клеток (результаты не представле-
ны).

Полученные результаты показывают, что
популяция ТНА маркирована флуоресцентными
экзосомами, что дает детектируемую в FL1 пу-
тем цитофлуориметрии флуоресценцию, тогда
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как Jurkats дикого типа не модифицированы
(фиг. 8А).

Был реализован такой же тип маркировки,
но после связывания экзосом; Т-клетки были
инкубированы с моноклональным мышиным
антителом AD1 против CD63 крысы, обнаружи-
ваемым затем с помощью ослиных антител про-
тив мышиного IgG, маркированных фикоэрит-
рином (Jackson Immuno Research, West Grove,
PA) . Такая же маркировка была реализована
параллельно в случае Т-клеток, которые не бы-
ли доступны экзосомам. Наблюдают (фиг. 8В) ,
что только ТНА-клетки, связанные с экзосома-
ми, как свидетельствует об этом их флуорес-
ценция в FL1, также замечены в FL2, что указы-
вает на новое присутствие CD63 крысы на их
поверхности.

Полученные заявителями результаты, сле-
довательно, показывают, что флуоресцентные
экзосомы можно использовать для визуализации
путем проточной цитометрии популяций Т-
лимфоцитов, специфичных к комплексам HLA-
DR/антигенный пептид, которые несут экзосо-
мы.

Для оценки способности экзосом стимули-
ровать Т-лимфоцитзависимым от наличия пеп-
тида образом, полученные из клетки DR1 GFP
экзосомы были подвергнуты перекрестному
связыванию с шариками из латекса, затем инку-
бированы в присутствии клетки лимфоцитарной
линии Т Jurkat, экспрессирующей или нет Т-
рецептор, специфичный к комплексу DR1-
пептид НА 307-319.

Шарики из латекса были приготовлены та-
ким же образом, как и для проточной цитофлуо-
риметрии, но промыты в полной среде (RPMI,
10% фетальной телячьей сыворотки, 1% пени-
циллин-стрептомицин-глутамина, 0,1% β-
меркаптоэтанола, 4% пирувата натрия). Для
стимуляции Т-лимфоцитов, каждый, получен-
ный после центрифугирования осадок шариков
был обработан 100 мкл среды: 50 мкл среды
было помещено в первую лунку 96-луночного
планшета и 50 мкл среды было разведено дваж-
ды в 2 раза. Контроль был осуществлен в соот-
ветствии с той же методикой работы с шарика-
ми, инкубированными в фетальной телячьей
сыворотке. Т-Клетки (Т Jurkat Pasteur и ТНА
1.7) были доведены до концентрации 106 кле-
ток/мл и были внесены по 50 мкл на лунку. Раз-
веденный до 15 мкмоль в полной среде пептид
также был добавлен по 50 мкл на лунку. В слу-
чае серий без пептида на лунку были добавлены
50 мкл полной среды. Культуральный планшет
был помещен в инкубатор (37°С, 5% СO2, Н2O)
на 20 ч, затем был отобран супернатант и кон-
центрация IL2 была оценена с помощью теста
CTL.L2.

Таким образом наблюдают, что добавле-
ние пептида НА (5 мМ) специфически индуци-
рует стимуляцию клетки Т Jurkat, экспрес-
сирующей рецептор комплекса DR1-HA (ТНА),

тогда как не оказано никакого воздействия на
контрольный Т-лимфоцит (Т Jurkat). Кроме то-
го, экзосомы не способны стимулировать ТНА в
отсутствие пептида НА (фиг. 8С).

9. Экзосомы человеческой мастоцитарной
линии НМС1 (фиг. 9).

Этот пример показывает, что модифициро-
ванные согласно изобретению экзосомы могут
быть получены из других клеток, в частности,
человеческих клеток. Полученные заявителями
результаты в частности свидетельствуют о том,
что мастоцитарная линия человеческого проис-
хождения НМС1 способна продуцировать экзо-
сомы под импульсным действием повышения
количества внутриклеточного кальция и в усло-
виях, идентичных тем, которые индуцируют
секрецию экзосом крысиной линией RBL 2H3.

Характеризация линии НМС1 путем про-
точной цитометрии указывает на то, что по-
верхность этих клеток экспрессирует молекулы
класса I CMH (W6.32), но не молекулы класса II
(L243). Кроме того, они являются положитель-
ными для молекул CD9, CD63 и CD81, но отри-
цательными для молекул Lamp1 и Lamp2 (фиг.
9А).

Экзосомы были получены из линии НМС1
путем добавления иономицина (1 ммоль), затем
очищены из супернатантов путем дифференци-
ального ультрацетрифугирования. Их состав
был проанализирован проточной цитометрией
после "перекрестного связывания" с шариками
из латекса и путем вестерн-блотирования.

Анализ экзосом методом с использованием
шариков из латекса показывает, что они несут
молекулы Lamp1, CD9, CD63, CD81 и молекулы
класса I СМН, но не содержат ни молекул клас-
са II, ни молекулы Lamp2 (фиг. 9В) . Кроме то-
го, наблюдаемая путем электронной микроско-
пии морфология этих экзосом идентична тако-
вым, продуцируемым линией RВL 2Н3. Нако-
нец, наблюдаемый путем вестерн-блотирования
протеиновый состав подтверждает эти результа-
ты, так как согласно этому способу найдены
молекулы CD63, Lamp1, СМН класса I, тогда
как Lamp2, CMH класса II не обнаружены (фиг.
9С).

В заключение, линия НМС1 представляет-
ся человеческой гомологией крысиной линии
RBL-2H3 в отношении ее способности, после
повышения количества внутриклеточного каль-
ция, продуцировать экзосомы, которые имеют
такие же структурные и молекулярные характе-
ристики. Эти клетки, следовательно, могут про-
дуцировать человеческие рекомбинантные экзо-
сомы, экспрессирующие молекулы класса II
СМН или любую другую молекулу, которая
будет специфически направлена.

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ

1. Мембранная везикула, продуцируемая
генетически модифицированной клеткой, при-
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чем вышеуказанная везикула содержит реком-
бинантную молекулу главного комплекса гисто-
совместимости (СМН) человека, включающую
по меньшей мере одну α-цепь класса II.

2. Мембранная везикула, продуцируемая
генетически модифицированной клеткой, при-
чем вышеуказанная везикула содержит реком-
бинантную молекулу главного комплекса гисто-
совместимости человека, включающую по
меньшей мере одну β-цепь класса II.

3. Везикула по п.1 или 2, отличающаяся
тем, что рекомбинантная молекула главного
комплекса гистосовместимости класса II вклю-
чает α-цепь и β-цепь.

4. Везикула по любому из пп.1-3, отли-
чающаяся тем, что рекомбинантную молекулу
главного комплекса гистосовместимости класса
II выбирают среди серотипов DR1-DR13, пред-
почтительно DR1-DR7.

5. Везикула по любому из пп.1-4, отли-
чающаяся тем, что она дополнительно содержит
молекулу главного комплекса гистосовместимо-
сти класса I.

6. Везикула по любому из пп.1-5, отли-
чающаяся тем, что она содержит комплекс меж-
ду определенным пептидом и рекомбинантной
молекулой главного комплекса гистосовмести-
мости.

7. Везикула по любому из пп.1-6, отли-
чающаяся тем, что она дополнительно содержит
одну или более представляющих интерес гете-
рологичных молекул.

8. Везикула по любому из пп.1-7, отли-
чающаяся тем, что она дополнительно содержит
рекомбинантный пептид или протеин, позво-
ляющий осуществлять ее очистку.

9. Везикула по пп.1-8, отличающаяся тем,
что она включает маркер.

10. Везикула по п.9, отличающаяся тем,
что маркер представляет собой зеленый флуо-
ресцентный белок (GFP).

11. Везикула по любому из пп.1-10, отли-
чающаяся тем, что она, по существу, лишена
эндогенных молекул СМН.

12. Мембранная везикула по любому из
пп.1-11, отличающаяся тем, что она содержит
рекомбинантную молекулу, образующуюся пу-
тем слияния между представляющим интерес
пептидом и сигналом адресации.

13. Мембранная везикула, отличающаяся
тем, что ее получают из генетически модифици-
рованной тучной клетки или производной гене-
тически модифицированной тучной клетки и
она содержит одну или более представляющих
интерес гетерологичных молекул.

14. Везикула по п.13, отличающаяся тем,
что представляющей интерес молекулой являет-
ся протеин, полипептид, пептид, нуклеиновая
кислота, липид или вещество химической, био-
логической или синтетической природы.

15. Мембранная везикула по п.14, отли-
чающаяся тем, что гетерологичной молекулой
является молекула главного комплекса гисто-
совместимости, антиген, лиганд рецептора, ре-
цептор лиганда, нуклеиновая кислота, фармако-
логический продукт, маркер и/или пептид для
очистки.

16. Везикула по п.15, отличающаяся тем,
что она экспрессирует рецептор лиганда и со-
держит другую представляющую интерес гете-
рологичную молекулу.

17. Мембранная везикула по любому из
пп.13-16, отличающаяся тем, что она содержит
рекомбинантную молекулу, образующуюся пу-
тем слияния между представляющим интерес
пептидом и сигналом адресации.

18. Продуцирующая экзосомы клетка, от-
личающаяся тем, что она включает одну или
более рекомбинантных нуклеиновых кислот,
кодирующих молекулу главного комплекса гис-
тосовместимости, включающую по меньшей
мере одну α-цепь класса II СМН человека.

19. Клетка по п.18, отличающаяся тем, что
она является тучной клеткой.

20. Клетка по п.19, отличающаяся тем, что
она происходит от линии тучных клеток лейкоза
базофилов, в частности от линии RBL, предпоч-
тительно RBL-2H3.

21. Клетка по любому из пп.18-20, отли-
чающаяся тем, что она включает рекомбинант-
ную нуклеиновую кислоту, кодирующую α-
цепь, или рекомбинантную нуклеиновую кисло-
ту, кодирующую α-цепь и β-цепь молекулы
главного комплекса гистосовместимости класса
II и, необязательно, молекулу главного ком-
плекса гистосовместимости класса I.

22. Способ получения мембранной везику-
лы по любому из пп. 1-17, содержащей опреде-
ленную рекомбинантную молекулу, включаю-
щую по меньшей мере одну α-цепь класса II
СМН человека, включающий следующие ста-
дии:

а) культивирование тучной клетки или
производной тучной клетки, включающей ре-
комбинантную нуклеиновую кислоту, коди-
рующую вышеуказанную определенную реком-
бинантную молекулу;

с) рекуперацию продуцированных выше-
указанными клетками везикул, причем эти вези-
кулы включают вышеуказанную определенную
рекомбинантную молекулу.

23. Способ по п.22, отличающийся тем, что
он включает промежуточную стадию b), в ходе
которой клетки стимулируют для индукции
и/или повышения секреции экзосом.

24. Способ по п.22 или 23, отличающийся
тем, что определенная рекомбинантная молеку-
ла экспонирована снаружи экзосомы или вклю-
чена, частично или полностью, в цитозольную
часть экзосомы.
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25. Способ по любому из пп.22-24, отли-
чающийся тем, что рекомбинантной молекулой
является молекула главного комплекса гисто-
совместимости, антигенная молекула, лиганд
рецептора, рецептор лиганда, пептид для очист-
ки или другой представляющий интерес поли-
пептид.

26. Способ по любому из пп.22-25, отли-
чающийся тем, что нуклеиновая кислота вклю-
чает, кроме того, область, кодирующую сигнал
адресации к мембранным компартментам туч-
ной клетки.

27. Способ получения экзосомы, содержа-
щей комплекс пептид-СМН определенного со-
става, включающий

культивирование продуцирующей экзосо-
мы клетки, включающей одну или более реком-
бинантных нуклеиновых кислот, кодирующих
определенную рекомбинантную молекулу СМН,
включающую по меньшей мере одну α-цепь
класса II СМН человека;

стимуляцию клеток для индукции высво-
бождения экзосом;

рекуперацию продуцированных вышеука-
занными клетками экзосом, причем эти экзосо-
мы экспрессируют на своей поверхности выше-
указанную определенную рекомбинантную мо-
лекулу СМН; и

введение в контакт экзосом с пептидом
или пептидами.

28. Способ по п.27, отличающийся тем, что
продуцирующей клеткой является тучная клетка
или производная тучной клетки.

29. Способ по любому из пп.27-28, отли-
чающийся тем, что продуцирующая клетка, по
существу, лишена эндогенной молекулы СМН.

30. Способ получения экзосомы, содержа-
щей комплекс пептид-СМН определенного со-
става, включающий

культивирование продуцирующей экзосо-
мы клетки, включающей одну или более реком-
бинантных нуклеиновых кислот, кодирующих
определенную рекомбинантную молекулу СМН,
и нуклеиновую кислоту, включающую область,
кодирующую определенный рекомбинантный
пептид;

стимуляцию клеток для индукции высво-
бождения экзосом;

рекуперацию продуцированных вышеука-
занными клетками экзосом, причем эти экзосо-
мы экспрессируют на своей поверхности выше-
указанную определенную рекомбинантную мо-
лекулу СМН, связанную с вышеуказанным ре-
комбинантным пептидом.

31. Способ по п.30, отличающийся тем, что
кодирующая рекомбинантный пептид нуклеи-
новая кислота кодирует производное инвари-
антной цепи li, в котором участок CLIP под-
вергнут делеции и заменен вышеуказанным
пептидом.

32. Способ по любому из пп.30-31, отли-
чающийся тем, что продуцирующей клеткой

является тучная клетка или производная тучной
клетки.

33. Способ по любому из пп.30-32, отли-
чающийся тем, что продуцирующая клетка, по
существу, лишена эндогенной молекулы СМН.

34. Способ модификации состава экзосо-
мы, включающий введение в продуцирующую
экзосомы клетку нуклеиновой кислоты, коди-
рующей определенную молекулу, связанную с
сигналом адресации в мембранных компартмен-
тах, и получение экзосом из вышеуказанной
клетки.

35. Композиция, включающая одну или
более мембранных везикул по любому из пп.1-
17.

36. Применение везикулы по любому из
пп.1-17 для получения поликлональных и/или
моноклональных антител.

37. Способ получения антител, включаю-
щий иммунизацию животного с помощью вези-
кулы по п.7 и рекуперацию антител и/или кле-
ток, продуцирующих антитела или принимаю-
щих участие в иммунном ответе.

38. Способ по п.37, отличающийся тем, что
он используется для получения моноклональ-
ных антител, в частности, специфичных к ком-
бинации СМН-пептид.

39. Применение антитела или фрагмента
антитела, полученного способом по п.37 или 38,
для детекции в биологическом образце наличия
соответствующих специфических антигенов.

40. Применение антитела или фрагмента
антитела, полученного способом по п.37 или 38,
для получения терапевтической композиции,
предназначенной для ингибирования взаимо-
действия между рецептором Т-лимфоцита и
комплексом СМН-пептид, к которому он спе-
цифичен.

41. Применение везикулы по п.1 или 2 для
получения терапевтической композиции, пред-
назначенной для ингибирования взаимодейст-
вия между рецептором Т-лимфоцита и комплек-
сом СМН-пептид, к которому он специфичен.

42. Применение мембранной везикулы по
любому из пп.1-17 для детекции in vitro или ex
vivo в биологическом образце партнеров, спе-
цифичных к белковой молекуле.

43. Применение по п.42, отличающееся
тем, что экзосома несет комплекс СМН-пептид
для детекции специфичных к этому комплексу
Т-лимфоцитов в биологическом образце.

44. Применение по п.42, отличающееся
тем, что экзосома несет рецептор TcR для де-
текции специфичных к этому рецептору ком-
плексов пептид-СМН в биологическом образце.

45. Применение по п.42, отличающееся
тем, что экзосома несет рецептор лиганда для
детекции наличия вышеуказанного лиганда в
биологическом образце.

46. Способ детекции in vitro или ex vivo
наличия специфичных к комплексам антиген-
СМН Т-лимфоцитов в биологическом образце,
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включающий введение в контакт вышеуказан-
ного образца с маркированной экзосомой по п.7,
содержащей вышеуказанный комплекс антиген-
СМН, и обнаружение маркировки Т-
лимфоцитов в вышеуказанном образце.

47. Применение везикулы по п.6 для кло-
нальной амплификации и/или стимуляции ex
vivo цитотоксических или регуляторных Т-
лимфоцитов.

48. Применение везикулы по любому из
пп.13-17 для получения композиции, предна-
значенной для транспортировки вышеуказанной
молекулы к клетке.

49. Композиция, включающая одну или
более мембранных везикул по любому из пп.1-
17, иммобилизованных на носителе.

50. Композиция по п.49, включающая одну
или более мембранных везикул, отличающаяся
тем, что везикулы иммобилизованы на шарике,
в частности на шарике из латекса или магнит-
ном шарике.

51. Применение мембранной везикулы по
любому из пп.1-17, в частности, в иммобилизо-
ванной на носителе форме для очистки клеток.

52. Мембранная везикула, продуцируемая
генетически модифицированной клеткой, при-
чем вышеуказанная везикула содержит реком-
бинантную молекулу главного комплекса гисто-
совместимости человека, включающую по
меньшей мере одну α−цепь класса II, и маркер.

Фиг. 1

Фиг. 2
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