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(54) ИСКУССТВЕННЫЕ БЕЛКИ С ПОНИЖЕННОЙ ИММУНОГЕННОСТЬЮ
(57) Реферат:

Изобретение относится к области
иммунологии. Предложены варианты
искусственного слитого белка, состоящего из
антитела (или его фрагмента) и цитокина,
слитых через линкерный пептид. Антитело или
его фрагмент выбирают из антитела 225, 425,
KS 1/

4
, 14.18, анти-СD

х
-антитела, где x имеет

целые значения 1-25. Каждый из вариантов
слитого белка имеет пониженное количество
Т-эпитопов, по крайней мере, в составляющей
слитого белка, представленной антителом, и
как следствие обладает пониженной
иммуногенностью по сравнению с исходной
молекулой. Идентификацию Т-лимфоцитарных
эпитопов осуществляют путем
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автоматизированного вычисления величин для
связывающих центров молекул МНС класса II
с последующим экспериментальным
испытанием полученных вариантов белка на
наличие пониженной иммуногенности.
Автоматизированный способ вычисления
Т-эпитопов основан на использовании функции
Бема, модифицированной тем, что
дополнительно учитывается вклад
Ван-дер-ваальсового отталкивания и
липофильного взаимодействия попарно между
всеми липофильными атомами выбранных
сегментов слитого белка и связывающей
бороздки молекулы МНС II. Раскрыт также

способ конструирования белка на основе
модифицированной функции Бема с
последующим экспериментальным испытанием
полученных вариантов на наличие пониженной
иммуногенности, а также применение слитого
белка для приготовления фармацевтической
композиции для лечения опухоли.
Использование изобретения позволяет
получать слитые белки с пониженной
иммуногенностью и, в основном, сохраняющие
одинаковую биологическую активность по
сравнению с родительской молекулой, что
может найти применение в лечении опухолей. 3
н. и 1 з.п. ф-лы, 6 ил., 22 табл.

(56) (продолжение):
The Journal of immunology, 1998, 160, стр.6195-6203. BATOVA et al., "The ch14.18. - GM-CSF fusion protein
is effective at mediating antibody-dependent cellular cytotoxity and complement-dependent cytotoxity in
vitro", Clin. Cancer. Res., 1999, 5 (12), реферат. WO 00/047228 A, 17.08.2000. RU 2128709 С1, 10.04.1999.
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(54) ARTIFICIAL PROTEINS WITH LOWERED ADJUVANTICITY
(57) Abstract: 

FIELD: medicine.
SUBSTANCE: invention concerns immunology

area. Versions of the artificial fused protein
consisting of an antibody (or its fragment) and
cytokine, fused through a link peptide are offered.
The antibody or its fragment is chosen from an
antibody 225, 425, KS 1/4, 14.18, anti-CD

x
-antibody

where x has the whole value 1-25. Each of versions
of the fused protein has lowered quantity T-epitopes,
at least, in the component of the fused protein
presented by an antibody, and as consequence,
possesses the lowered adjuvanticity, in comparison
with an initial molecule. Identification of T-
lymphocyte epitopes is performed by the automated
calculation of sizes for the binding centres of class
II MHC molecules with the subsequent experimental
test of the obtained versions of protein for presence

of the lowered adjuvanticity. The automated way of
T-epitopes calculation is based on use of the Bjom's
function modified in such manner that contribution of
Van-der-vaals repulsion and lipophilic interaction in
pairs between all lipophilic atoms of the chosen
segments of the fused protein and a binding groove of
a MHC P molecule is taken into account. Also a way
of protein construction on the basis of the modified
function Bjom's function with the subsequent
experimental test of the received versions for
presence of the lowered adjuvanticity is revealed,
and also application of the fused protein for
preparation of a pharmaceutical composition for
tumour treatment is in addition considered.

EFFECT: invention use allows obtaining the fused
proteins with the lowered adjuvanticity and,
basically, keeping identical biological activity in
comparison with a parent molecule; it can be used in
treatment of tumours.
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4 cl, 6 dwg, 22 tbl, 19 ex
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Формула изобретения
1. Искусственный слитый белок формулы:
A-Ln-X,
где А означает часть Fc молекулы антитела или целое антитело или его

фрагменты sFv, Fab, Fab', F(ab')2, выбранные из группы, включающей:
моноклональное антитело 225 и производные,
моноклональное антитело 425 и производные,
моноклональное антитело KS 1/4 и производные,
моноклональное антитело 14.18 и производные,
анти-CDx-антитело, где x это целое число 1-25;
Х означает цитокин, выбранный из группы, включающей IL-2, IL-12, ЕРО, G-CSF,

GM-CSF, TNFα, эндостатин и ангиостатин,
L означает линкерный пептид,
n=0 или 1,
полученный из родительского искусственного слитого белка и имеющий

аминокислотную последовательность, которая отличается от последовательности
указанного родительского искусственного слитого белка и проявляющий
пониженную иммуногенность за счет снижения количества Т-клеточных эпитопов
относительно количества эпиопов родительского слитого белка при экспозиции в
иммунной системе данного вида, где указанные Т-клеточные эпитопы имеют
пептидную последовательность, которая обладает способностью связываться со
связывающимися группами молекулы МСН класса II, причем по меньшей мере А не
имеет или имеет пониженное число Т-клеточных эпитопов, причем указанный
иммуногенно модифицированный искусственный слитый белок получают с помощью
способа, предусматривающего

(i) идентификацию одного или более потенциальных Т-клеточных эпитопов в
пределах аминокислотной последовательности слитого белка, где указанная
идентификация включает:

отбор сегментов белка, перекрывающихся на 1-5 аминокислотных остатков, где
длина каждого из сегментов составляет 13 аминокислотных остатков;

последовательное вычисление константы связывания каждого сегмента со
связывающей бороздкой молекулы МНС класса II с использованием оценивающей
функции Бема, модифицированной тем, что дополнительно учитывается вклад энергии
ван-дер-ваальсового отталкивания и липофильного взаимодействия попарно между
всеми липофильными атомами выбранных сегментов белка и всеми липофильными
атомами связывающей бороздки молекулы МНС класса II, необязательно, сравнение
расчетных данных с экспериментальными данными о сродстве пептидов с МНС
класса II;

выбор сегментов с наиболее высокими значениями энергии связывания или
необязательно, выбор сегментов со значениями энергии связывания, превышающими
значения экспериментальных данных:

(ii) изменение in silico от 1 до 9 аминокислотных остатков в пределах
идентифицированных потенциальных последовательностей Т-клеточных эпитонов на
аминокислотные остатки, устраняющие способность указанных эпитопов связываться
с МНС класса II, с сохранением функции белка;

(iii) получение вариантов измененных последовательностей Т-клеточных эпитопов
методом рекомбинантной ДНК;
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(iv) испытание указанных вариантов на наличие пониженной иммуногенности при
неизменной терапевтической активности и, при необходимости,

(v) повторение шагов (i)-(iv).
2. Слитый белок по п.1, в котором X является IL2.
3. Способ конструирования слитого белка по п.1, включающий:
(i) идентификацию одного или более потенциальных Т-клеточных эпитопов в

пределах аминокислотной последовательности слитого белка, где указанная
идентификация включает:

отбор сегментов белка, перекрывающихся на 1-5 аминокислотных остатков, где
длина каждого из сегментов составляет 13 аминокислотных остатков;

последовательное вычисление константы связывания каждого сегмента со
связывающей бороздкой молекулы МНС класса II с использованием оценивающей
функции Бема, модифицированной тем, что дополнительно учитывается вклад энергии
ван-дер-ваальсового отталкивания и липофильного взаимодействия попарно между
всеми липофильными атомами выбранных сегментов белка и всеми липофильными
атомами связывающей бороздки молекулы МНС класса II, необязательно, сравнение
расчетных данных с экспериментальными данными о сродстве пептидов с МНС
класса II;

выбор сегментов с наиболее высокими значениями энергии связывания или
необязательно, выбор сегментов со значениями энергии связывания, превышающими
значения экспериментальных данных:

(ii) изменение in silico от 1 до 9 аминокислотных остатков в пределах
идентифицированных потенциальных последовательностей Т-клеточных эпитопов на
аминокислотные остатки, устраняющие способность указанных эпитопов связываться
с МНС класса II, с сохранением функции белка;

(iii) получение вариантов измененных последовательностей Т-клеточных эпитопов
методом рекомбинантной ДНК;

(iv) испытание указанных вариантов на наличие пониженной иммуногенности при
неизменной терапевтической активности и, при необходимости,

(v) повторение шагов (i)-(iv).
4. Применение слитого белка по п.1 для приготовления фармацевтической

композиции для лечения опухоли.
Приоритет по пунктам:
19.02.2001 по пп.1, 2, 4;
05.04.2001 по п.3.
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