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Область техники, к которой относится изобретение 

Изобретение относится к области медицины. В частности, настоящее изобретение относится к ли-

посомам или конъюгатам тау-пептидов и их применению для профилактики или лечения таупатии, такой 

как болезнь Альцгеймера. 

Предпосылки создания изобретения 

Болезнь Альцгеймера (AD) представляет собой прогрессирующее истощающее нейродегенератив-

ное заболевание, которое поражает приблизительно 44 миллиона человек во всем мире (Alzheimers.net). 

Лечение AD, которое в настоящее время доступно в клинике, направлено на замедление прогрессирова-

ния клинических симптомов, но не нацелено на патогенные процессы, лежащие в основе заболевания. К 

сожалению, эти методы лечения являются лишь в минимальной степени эффективными, и поэтому су-

ществует настоятельная необходимость в разработке и тестировании дополнительных профилактических 

и терапевтических мер. 

Отличительными чертами патологии болезни Альцгеймера являются накопление внеклеточных 

бляшек, содержащих агрегированный белок бета-амилоида, и внутриклеточные "клубки" или агрегации 

гиперфосфорилированного тау-белка. Молекулярные события, которые приводят к накоплению этих 

белков, слабо охарактеризованы. Что касается амилоида, предполагается, что аберрантное расщепление 

белка-предшественника амилоида приводит к накоплению склонного к агрегации фрагмента, включаю-

щего аминокислоты 1-42. Что касается тау, предполагается, что нарушение регуляции либо киназ, фос-

фатаз, либо обоих приводит к аберрантному фосфорилированию тау. Как только тау становится гипер-

фосфорилированным, он теряет способность эффективно связывать и стабилизировать микротрубочки и 

вместо этого накапливается в цитоплазме пораженного нейрона. Несвязанный и гиперфосфорилирован-

ный тау, по-видимому, образует сначала олигомеры, а затем агрегаты более высокого порядка, присутст-

вие которых предположительно отрицательно влияет на функционирование нейрона, в котором они об-

разуются, возможно, посредством прерывания нормального аксонального транспорта. 

В развитых странах индивидуумов, у которых диагностирована болезнь Альцгеймера или другие 

вызывающие деменцию таупатии, обычно лечат ингибиторами холинэстеразы (например, Aricept) или 

мемантинами (например, Namenda). Эти лекарственные средства, хотя и достаточно хорошо перено-

сятся, имеют очень невысокую эффективность. Например, Aricept задерживает увеличение интенсив-

ности симптомов на 6-12 месяцев у приблизительно 50% подвергнутых лечению индивидуумов. Осталь-

ная часть лечения является нефармакологической и направлена на то, чтобы сделать пациентов более 

способными выполнять повседневные задачи по мере снижения их когнитивных способностей. 

В нескольких опубликованных исследованиях (Asuni AA et al., J Neurosci. 2007 Aug 22; 27(34):9115-

29., Theunis С et al., PLoS One. 2013; 8(8): e72301., Kontsekova E et al., Alzheimers Res Ther. 2014 Aug 1; 

6(4):44) демонстрируется, что активные вакцины, содержащие тау-пептиды, могут индуцировать иммун-

ные ответы против тау у мышей или крыс; уменьшать накопление патологических агрегатов тау в голов-

ном мозге грызунов; и снижать скорость прогрессирования снижения когнитивных способностей в моде-

лях болезни Альцгеймера на животных. Было показано, что активная вакцина против патологических 

тау-белков является иммуногенной у являющихся людьми пациентов с болезнью Альцгеймера (Novak P 

et al., Lancet Neurology 2017, 16:123-134). В WO 2010/115843 описывается антигенный фосфопептид, 

имитирующий основной патологический фосфоэпитоп белка тау, и связаные композиции для терапевти-

ческого и диагностического применения при лечении таупатий, в том числе болезни Альцгеймера. Одна-

ко в настоящее время на рынке до сих пор нет разрешенных к применению эффективных вакцин для 

предотвращения возникновения тау-опосредованного заболевания. На рынке также нет эффективных 

лекарственных средств, позволяющих остановить или замедлить течение болезни, как только она нач-

нется. Поэтому существует настоятельная необходимость в определении новых профилактических мер 

(например, вакцин), которые могут предотвратить эти заболевания. 

Краткое изложение сущности настоящего изобретения 

В одном общем аспекте настоящее изобретение относится к липосоме, содержащей: 

a) тау-пептид, предпочтительно тау-пептид представляет собой тау-фосфопептид; и 

b) эпитоп для Т-клеток-хелперов, причем тау-пептид представлен на поверхности липосомы. 

В одном варианте осуществления липосома дополнительно содержит по меньшей мере один адъю-

вант, содержащий лиганд toll-подобного рецептора. Предпочтительно, когда липосома дополнительно 

содержит по меньшей мере один из лиганда toll-подобного рецептора 4 и лиганда toll-подобного рецеп-

тора 9. 

В предпочтительном варианте осуществления настоящее изобретение относится к липосоме, со-

держащей: 

a) тау-пептид, предпочтительно тау-пептид представляет собой тау-фосфопептид; 

b) эпитоп для Т-хелперов; и 

c) по меньшей мере один из 

i) лиганда toll-подобного рецептора 9, предпочтительно липидированного CpG-олигонуклеотида; и 

ii) лиганда toll-подобного рецептора 4, предпочтительно агониста toll-подобного рецептора 4, при-
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чем тау-пептид представлен на поверхности липосомы. 

В дальнейшем предпочтительном варианте осуществления настоящее изобретение относится к ли-

посоме, содержащей: 

a) тау-фосфопептид; 

b) эпитоп для Т-хелперов; 

c) липидированный CpG-олигонуклеотид; и 

d) адъювант, содержащий лиганд toll-подобного рецептора 4; причем тау-фосфопептид представлен 

на поверхности липосомы. 

В другом общем аспекте настоящее изобретение относится к конъюгату, включающему тау-пептид, 

предпочтительно тау-фосфопептид, и конъюгированный с ним иммуногенный носитель, причем тау-

пептид конъюгирован с носителем через линкер. Линкер может включать один или более из полиэти-

ленгликоля (PEG), сукцинимидил-3-(бромацетамидо)пропионата (SBAP) и м-малеимидобензоил-N-

гидроксисукцинимидного эфира (MBS). Примеры иммуногенного носителя, применимого для настояще-

го изобретения, включают, но без ограничения этим, гемоцианин лимфы улитки (KLH), столбнячный 

анатоксин (ТТ), CRM197 и смесь белков наружной мембраны из N. meningitidis (OMP) или их производ-

ное. 

В одном предпочтительном варианте осуществления настоящее изобретение относится к конъюга-

ту, имеющему структуру формулы (I): 

 
или структуру формулы (II): 

 
где x представляет собой целое число от 0 до 10, предпочтительно от 2 до 6, наиболее предпочти-

тельно 3; и 

n представляет собой целое число от 2 до 11, предпочтительно от 3 до 11. 

Аспекты настоящего изобретения относятся к фармацевтической композиции, содержащей липосо-

му или конъюгат по настоящему изобретению и фармацевтически приемлемый носитель, к способам 

приготовления фармацевтической композиции и применению фармацевтической композиции для индук-

ции иммунного ответа против тау или для лечения или профилактики нейродегенеративного заболевания 

или нарушения у субъекта, нуждающегося в этом. 

В одном варианте осуществления настоящее изобретение относится к способу индукции иммунного 

ответа у субъекта, страдающего нейродегенеративным нарушением, или для лечения или профилактики 

нейродегенеративного заболевания или нарушения у субъекта, нуждающегося в этом. Способ включает 

введение субъекту фармацевтической композиции, содержащей липосому по настоящему изобретению и 

фармацевтически приемлемый носитель, или фармацевтической композиции, содержащей конъюгат по 

настоящему изобретению и фармацевтически приемлемый носитель. Предпочтительно, когда способ 

включает введение субъекту фармацевтической композиции по настоящему изобретению для первичной 

иммунизации и фармацевтической композиции по настоящему изобретению для повторной иммуниза-

ции (бустер-иммунизации). 

Другие аспекты, признаки и преимущества настоящего изобретения будут лучше поняты после 

прочтения следующего подробного описания изобретения и формулы изобретения. 

Краткое описание чертежей 

Вышеизложенное краткое изложение, а также последующее подробное описание предпочтитель-

ных вариантов осуществления настоящего изобретения будут лучше поняты при прочтении вместе с 

прилагаемыми чертежами. Однако следует понимать, что изобретение не ограничивается точными вари-

антами осуществления, продемонстрированными на чертежах. 

На фиг. 1 проиллюстрированы новые вакцины в соответствии с вариантами осуществления настоя-

щего изобретения: Содержащая тау липосома в соответствии с вариантом осуществления настоящего 
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изобретения (вверху) и конъюгат тау в соответствии с вариантом осуществления настоящего изобрете-

ния (внизу). 

Фиг. 2 иллюстрирует, что вакцина, содержащая липосому в соответствии с вариантом осуществле-

ния настоящего изобретения (липосому 2-го поколения), которая содержит инкапсулированный эпитоп 

для Т-хелперов (например, полипептид возбудителя столбняка (tet)), активирует Т-клетки-хелперы. 

Фиг. 3 иллюстрирует, что вакцина, содержащая конъюгат в соответствии с вариантом осуществле-

ния настоящего изобретения, который содержит несобственный или иммуногенный белок-носитель, ак-

тивирует Т-хелперы. 

На фиг. 4 показано, что вакцины против тау в соответствии с вариантами осуществления настояще-

го изобретения индуцируют устойчивый высокий титр антител против фосфорилированного тау у мака-

ка-резуса: среднее геометрическое значение конечных точек титрования для каждой группы, определен-

ное с помощью иммуноферментного твердофазного анализа (ELISA) с течением времени, выше в случае 

вакцины, содержащей липосому (липосому Z) в соответствии с вариантом осуществления настоящего 

изобретения, или в случае вакцины, содержащей конъюгат (конъюгат А), в соответствии с вариантом 

осуществления настоящего изобретения, по сравнению с контрольной вакциной, содержащей липосому 

без эпитопа для Т-хелперов. 

На фиг. 5 показано, что сыворотка макак-резусов, иммунизированных липосомой (липосомой Z) в 

соответствии с вариантом осуществления настоящего изобретения, связывается с патологическими 

структурами тау в срезах головного мозга человека с болезнью Альцгеймера (AD) (левая панель) по 

сравнению со срезами головного мозга здорового человека (правая панель). 

На фиг. 6 показано, что сыворотка макак-резусов, иммунизированных конъюгатом (конъюгатом А) 

в соответствии с вариантом осуществления настоящего изобретения, содержащимся в композиции, со-

держащей растворимый CpG и гидроксид алюминия, связывается с патологическими структурами тау в 

срезах головного мозга человека с AD (верхний ряд) по сравнению со срезами головного мозга здорового 

человека (нижний ряд). 

На фиг. 7 показаны титры антител против фосфорилированного тау у макак-резусов, индуцирован-

ных вакцинами на основе липосом в соответствии с вариантами осуществления настоящего изобретения, 

липосом X, Y и Z, каждая из которых содержит инкапсулированный, распознаваемый Т-клетками эпитоп 

Т50 и один или более адъювантов; титры были измерены с помощью ELISA и представлены в виде ко-

нечных точек титрования с течением времени у отдельных обезьян. В частности: 

на фиг. 7А показаны титры антител против фосфорилированного тау, индуцированных липосомой 

X с лигандом TLR4, только MPLA (3D-6-ацил)PHAD) в качестве адъюванта; 

на фиг. 7В показаны титры антител против фосфорилированного тау, индуцированных липосомой 

Y с только лигандом TLR9 (липидированным CpG-олигонуклеотидом) в качестве адъюванта; 

на фиг. 7С показаны титры антител против фосфорилированного тау, индуцированных липосомой Z 

с комбинацией лиганда TLR4, MPLA (3D-(6-ацил)PHAD) и лиганда TLR9 (липидированного CpG-

олигонуклеотида) в качестве адъювантов, которая также показывает, что комбинация двух адъювантов 

вызывает меньшую вариабельность титров антител среди отдельных обезьян; 

на фиг. 7D представлено среднее геометрическое значение титров антител вышеупомянутых групп 

иммунизации и контрольной вакцины на основе липосомы с лигандом TLR4, MPLA, но без распознавае-

мого Т-клетками эпитопа, и показано, что вакцины в соответствии с вариантами осуществления настоя-

щего изобретения приводят к более высоким титрах антител против фосфорилированного тау по сравне-

нию с контрольной вакциной на основе липосомы: титры были измерены с помощью ELISA и представ-

лены в виде геометрического среднего ±95% доверительный интервал конечных точек титрования для 

каждой группы с течением времени. 

На фиг. 8 показано, что иммунизация с использованием вакцины на основе липосомы (например, 

липосомы X, Y или Z) или вакцины на основе конъюгата (конъюгата А) в соответствии с вариантом 

осуществления настоящего изобретения индуцирует титры антител класса IgG, специфических для обо-

гащенных спаренных спиральных нитей (ePHF), выделенных из головного мозга после смерти пациентов 

с болезнью Альцгеймера: титры антител были измерены с помощью технологии Meso Scale Discovery 

(MSD) и представлены в виде значений для отдельных обезьян в день 50 и среднего геометрического 

значения ±95% доверительный интервал (CI) после первой иммунизации. 

На фиг. 9 показано, что иммунизация вакциной на основе липосомы в соответствии с вариантом 

осуществления настоящего изобретения (липосомы Z), содержащей инкапсулированный Т50 и комбина-

цию лиганда TLR4 (3D-(6-ацил)PHAD) и лиганда TLR9 (липидизированного CpG-олигонуклеотида) в 

качестве адъювантов, индуцирует антитела, которые в основном связываются с N-концом фосфорилиро-

ванного тау-пептида SEQ ID NO: 2 (фиг. 9А), тогда как у обезьян, иммунизированных вакциной на осно-

ве конъюгата в соответствии с вариантом осуществления настоящего изобретения (конъюгата А), выра-

батываются антитела класса IgG которые связываются в основном с С-концевой частью пептида, как в 

случае фосфорилированного пептида (слева), так и в случае нефосфорилированного пептида (справа) 

(фиг. 9В). 
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На фиг. 10А и В показано, что вакцинация вакциной на основе липосомы в соответствии с вариан-

том осуществления настоящего изобретения, содержащей инкапсулированный распознаваемый Т-

клетками эпитоп Т50 и лиганд TLR4 (3D-(6-ацил)PHAD) в качестве адъюванта, (липосомы S) индуци-

рует значительно более высокие титры антител, чем контрольной вакциной на основе липосомы (с ли-

гандом TLR4, 3D-(6-ацил)PHAD, но без распознаваемого Т-клетками эпитопа Т50, липосомы R), а так-

же вакциной на основе липосомы в соответствии с вариантом осуществления настоящего изобретения, 

содержащей поверхностный Т-клеточный эпитоп Т57 (дипальмитоилированный Т50) и лиганд TLR4 

(3D-(6-ацил)PHAD, липосомы Т) у мышей: титры антител измеряли в день 21 (фиг. 10А) и 35 (фиг. 

10В) после первой иммунизации определяли с помощью ELISA и представляли в виде отдельных значе-

ний и среднего геометрического значения для группы ±95% CI; (**: р<0,01, ***: р<0,001). 

На фиг. 11 показано, что инкапсуляция распознаваемого Т-клетками пептидов Т48 или Т52 в липо-

сому (липосому М или N, соответственно) индуцирует у мышей Т-клеточную реакцию, специфическую 

для инкапсулированного пептида: Т-клеточную реакцию оценивали с помощью специфического для IFN-

γ (фиг. 11А) и IL-4 (фиг. 11В) ELISP0T. 

На фиг. 12 показано, что вакцина на основе липосомы, содержащая инкапсулированный распозна-

ваемый Т-клетками эпитоп, (липосомы L) и вакцина на основе липосомы, содержащей заякоренный, рас-

познаваемый Т-клетками эпитоп, (липосомы О), каждая индуцировала более высокие титры специфиче-

ских для тау-фосфопептида антител, чем контрольная вакцина на основе липосомы без распознаваемого 

Т-клетками эпитопа; каждая из липосомы L, липосомы О и контрольной липосомы дополнительно со-

держит MPLA в качестве адъюванта. 

На фиг. 13 показано, что конъюгат тау (KLH-TAUVAC-p7.1 или KLH-TAUVAC-p22.1) стимулирует 

TfH-клетки и индуцирует устойчивые титры антител против тау-пептида у мышей дикого типа, в частно-

сти: 

на фиг. 13А проиллюстрировано, что группы взрослых самок мышей Balb/C (n=14 в каждой группе) 

иммунизировали в общей сложности четыре раза с использованием 100 мкг вакцины на основе конъюга-

та KLH-тау (KLH-TAUVAC-p7.1 или KLH-TAUVAC-р22.1) с адъювантом, активного плацебо в качестве 

вакцины (KLH плюс квасцы или Ribi) или неактивного плацебо (PBS) в соответствии с представленной 

схемой: четырех животных из каждой группы иммунизации умерщвляли через семь дней после первич-

ной иммунизации, и собирали лимфатические узлы, дренирующие место введения; 

на фиг. 13В показано среднее геометрическое значение процента TfH по группе иммунизации (n=4 

мыши в каждой группе, проанализированные индивидуально) в дренирующих узлах: все группы, полу-

чавшие активные вакцины или плацебо, имели измеримые TfH; более того, животные, получавшие вак-

цину KLH-TAUVAC-p7.1, KLH-TAUVAC-p22.1 или активный плацебо KLH плюс квасцы, имели значи-

тельно больше TfH, чем животные, получавшие неактивное плацебо (р=0,0044 для KLH-TAUVAC-p7.1; 

р=0,0482 для KLH-TAUVAC-p22,1; р=0,0063 для KLH, используя дисперсионный анализ с последующей 

корректировкой по Даннетту для множественных сравнений); 

на фиг. 13С-Н показано изменение сывороточных титров по сравнению с исходным уровнем (днем 

0) в четыре момента времени после иммунизации (дни 14, 28, 56 и 84) для средних групповых значений 

(n=5-10) с 95%-ным доверительным интервалом: звездочкой указаны моменты времени, в которые инду-

цированный KLH-TAUVAC гуморальный ответ значительно выше, чем индуцированный активным пла-

цебо гуморальный ответ (р<0,05, как определено с использованием дисперсионного анализа с после-

дующей корректировкой по Тьюки для множественных сравнений), конкретнее: 

на фиг. 13С показаны титры связывающихся с фосфорилированным тау-пептидом р7.1 антител; 

на фиг. 13D показаны титры связывающихся с фосфорилированным тау-пептидом р22.1 антител; 

на фиг. 13Е показаны титры связывающихся с нефосфор илированным тау-пептидом 7.1 антител; 

на фиг. 13F показаны титры связывающихся с нефосфорилированным тау-пептидом 22.1 антител; и 

на каждой из фиг. 13G и Н показаны титры связывающихся с белком-носителем KLH антител. 

На фиг. 14 показано, что сыворотки от мышей, иммунизированных конъюгатом тау, также связыва-

ли патологические структуры тау в случае других таупатий: объединенные сыворотки (n=6) из каждой 

группы вакцинации через 84 дня после первичной иммунизации использовали для окрашивания ткани 

головного мозга в случае лобно-височной деменции с мутацией МАРТ (МАРТ Р301S, лобной коры), в 

случае болезни Пика (лобной коры), прогрессирующего надъядерного паралича (PSP, хвостатого ядра) и 

первичной возрастной таупатии (PART, гиппокампа); сыворотки животных, получавших активные вак-

цины, выделяли связанные с тау структуры, характерные для каждой таупатии, тогда как сыворотки от 

животных, иммунизированных активным плацебо (KLH-квасцы или KLH-Ribi) или неактивным плацебо 

(PBS), не окрашивали ни одну из этих структуры; в качестве контроля показано иммуноокрашивание с 

помощью АТ8 соответствующей области; масштабная линейка=50 мкм. 

На фиг. 15 показано, что индуцированные вакциной антитела уменьшают количество агрегирован-

ного тау в модели ускоренной таупатии, в частности: 

фиг. 15А: трехмесячные Р301b-трансгенные мыши (n=15 в каждой группе) получали стереотаксиче-

скую инъекцию ePHF человека, предварительно проинкубированных с очищенным IgG от мышей, им-
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мунизированных либо KLH-TAUVAC-p7.1 плюс RIBI, либо активным плацебо KLH плюс RIBI; через 

два месяца после инъекции всех мышей умерщвляли, и определяли количество агрегированного тау у 

мышей в общей и нерастворимой в саркозиле фракциях; 

фиг. 15В и 15С: общие фракции (В) и нерастворимые в саркозиле фракции (С), собранные из под-

вергшегося инъекции полушария каждого животного: графики показывают количество тау, определен-

ное с помощью MSD, как в общей фракции, так и в нерастворимой фракции, в головном мозге мышей, 

получавших ePHF, предварительно проинкубированных с IgG от мышей, иммунизированных KLH-

TAUVAC-p7.1, имелось значительно меньше агрегированного тау, чем в головном мозге мышей, полу-

чавших ePHF, предварительно проинкубированные с контрольными антителами (р<0,0001, используя 

дисперсионный анализ с последующей корректировкой по Холму-Бонферрони для множественных срав-

нений). 

Фиг. 16 показывает, что конъюгат тау (конъюгат В) в соответствии с вариантом осуществления на-

стоящего изобретения индуцирует высокие титры антител против фосфорилированного тау и ePHF у 

приматов, не являющихся людьми: макак-резусов иммунизировали KLH-TAUVAC.p7.1 с квасцами и 

CpG в качестве адъювантов (n=6) или KLH (n=2) в день 1, 29, 85 и 169; кровь собирали каждые 14 дней, в 

частности: 

фиг. 16А: сыворотки животных, иммунизированных KLH-TAUVAC-p7.1, тестировали на реактив-

ность с иммунизирующим пептидом р7.1, используя ELISA; 

фиг. 16В: сыворотки, собранные у всех животных через 50 дней после первичной иммунизации, 

имели измеримые уровни антител против ePHF человека, используя MSD, при этом 3 из 6 животных 

продемонстрировали высокую реактивность с этим антигеном; 

фиг. 16С: сыворотки, собранные у животных через 50 дней после первичной иммунизации, наноси-

ли на срезы головного мозга от здоровых индивидуумов или от пациентов с AD, постиммунные сыво-

ротки от группы иммунизации KLH-TAUVAC-p7.1 окрашивали патологические структуры тау, а именно 

нейрофибриллярных клубки, нейропильные нити и сенильные бляшки, в ткани головного мозга пациен-

тов с AD, в то время как сыворотки от мышей, иммунизированных KLH, не проявляли какой-либо реак-

тивности, и окрашивание контрольной ткани не наблюдалось; 

фиг. 16D: при тестировании в анализе иммунодеплеции тау животные, получавшие KLH-TAUVAC-

p7.1, имели антитела, способные связывать и истощать "источник" тау (р=0,03 в день 50, используя дис-

персионный анализ с последующей корректировкой по Даннетту для множественных сравнений), в то 

время как иммунизация KLH не инициировала продукцию таких антител; 

фиг. 16Е: сыворотки до и после иммунизации также тестировали в анализе нейтрализации в виде 

последовательно разведенных отдельных образцов; изменения по сравнению с исходным уровнем (CFB) 

рассчитывали как разницу между значениями FRET (резонансного переноса энергии флуоресценции) для 

показаний в день -14 до вакцинации (исходный уровень) и в дни 50, 106 и 190 после вакцинации, соот-

ветственно. Ответ в определенный день после вакцинации (деньi) затем рассчитывали следующим обра-

зом: ответ = % FRET_деньi - % FRET_исходный уровень; общая линейная смешанная модель для выше-

упомянутых ответов, со случайным эффектом на животных, применялась с переменными: группами вак-

цинации, днем и уровнями в сыворотке, рассматриваемыми как категориальные переменные, и всеми их 

взаимодействиями. 

На фиг. 17 показано, что мыши, иммунизированные вакциной на основе конъюгата (конъюгата А) в 

соответствии с вариантом осуществления настоящего изобретения и комбинацией гидроксида алюминия 

(квасцами) с CpG-олигонуклеотидом (CpG) в качестве адъювантов, дают более высокие титры антител 

против вакцинного пептида; взрослых самок мышей C57BL/6 (n=5-6 в каждой группе) иммунизировали 

внутримышечно с использованием либо 2 мкг, либо 0,2 мкг вакцины на основе конъюгата А, и вакцину 

на основе конъюгата вводили либо отдельно, с квасцами, с CpG, либо с комбинацией квасцов с CpG; 

всех мышей подвергали первичной иммунизации в день 0 исследования, а затем однократной бустер-

иммунизации в день 28; доза квасцов в качестве адъюванта составляла 500 мкг/мышь на инъекцию, а 

доза CpG в качестве адъюванта составляла 20 мкг/мышь на инъекцию; графики показывают результаты 

связывания в ELISA с использованием сыворотки, собранной от мышей, иммунизированных вакцинным 

пептидом Т3.5, использованным в качестве антигена для покрытия, при этом на графики наносили сред-

ние конечные точки титрования Т3.5-специфических антител для каждой группы, до иммунизации (день 

0) и в два момента времени после иммунизации (дни 28 и 42), и с "усами", представляющими средне-

квадратическую ошибку; в таблицах представлен статистический анализ результатов, в случае которого 

титры антител сравнивались с использованием непараметрического критерия Крускала-Уоллиса, а по-

парные сравнения групп оценивались с использованием знакового критерия Уилкоксона по результатам, 

полученным с помощью критерия Крускала-Уоллиса; в частности: 

фиг. 17А: мышей иммунизировали 2 мкг вакцины на основе конъюгата А; и 

фиг. 17В: мышей иммунизировали 0,2 мкг вакцины на основе конъюгата А. 

На фиг. 18 показано, что вакцины против тау в соответствии с вариантами осуществления настоя-

щего изобретения с различными соотношениями тау-пептида и распознаваемого Т-клетками эпитопа 

индуцируют устойчивые и высокие титры антител против фосфорилированного тау у макак-резусов. 
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Подробное описание настоящего изобретения 

Различные публикации, статьи и патенты приводятся или описываются в разделе "Предпосылки со-

здания изобретения" и на протяжении всего описании; каждая из этих ссылок полностью включена сюда 

посредством ссылки. Обсуждение документов, актов, материалов, устройств, статей или т.п., которые 

были включены в настоящее описание, имеет целью предоставить фон для настоящего изобретения. Та-

кое обсуждение не является признанием того, что какие-либо или все эти материалы являются частью 

предшествующего уровня техники в отношении любых раскрытых или заявленных изобретений. 

Если не указано иное, все технические и научные термины, используемые здесь, имеют то же зна-

чение, в котором они обычно понимаются специалистом со средним уровнем компетентности в области 

техники, к которой относится это изобретение. В противном случае некоторые термины, используемые 

здесь, имеют значения, указанные в описании. 

Должно быть отмечено, что, используемые здесь и в прилагаемой формуле изобретения формы 

единственного числа "a", "an" и "the" включают множественное число, если контекст явно не предписы-

вает иное. 

Если не указано иное, любые числовые значения, такие как концентрация или диапазон концентра-

ций, описанные здесь, следует понимать как изменяемые во всех случаях термином "приблизительно". 

Таким образом, числовое значение обычно включает ±10% от приведенного значения. Например, кон-

центрация, составляющая 1 мг/мл, включает от 0,9 до 1,1 мг/мл. Аналогично, диапазон концентраций от 

1 до 10% (в отношении веса к объему) включает от 0,9% (в отношении веса к объему) до 11% (в отноше-

нии веса к объему). Используемый здесь числовой диапазон явно включает все возможные поддиапазо-

ны, все отдельные числовые значения в этом диапазоне, в том числе целые числа в таких диапазонах и 

доли значений, если контекст явно не указывает на иное. 

Если не указано иное, термин "по меньшей мере", предшествующий ряду элементов, следует пони-

мать как относящийся к каждому элементу в этом ряду. Специалисты в данной области техники распо-

знают или смогут установить, используя не более чем обычные эксперименты, множество эквивалентов 

конкретных вариантов осуществления настоящего изобретения, описанных здесь. Такие эквиваленты, 

как предполагается, охватываются настоящим изобретением. 

Используемые здесь термины "содержит", "содержащий", "включает", "включающий", "имеет", 

"имеющий", "содержит" или "содержащий" или любой другой их вариант, как будет понятно, подразу-

мевают включение указанного целого числа или группы целых чисел, но не исключение какого-либо 

другого целого числа или группы целых чисел и, как предполагается, являются неисключительными или 

открытыми. 

Например, композиция, смесь, процесс, способ, изделие или устройство, которое содержит список 

элементов, необязательно ограничивается только этими элементами, но может включать другие элемен-

ты, не перечисленные в явном виде или не присущие такой композиции, смеси, процессу, способу, изде-

лию или устройству. Кроме того, если прямо не указано иное, "или" относится к включающему или не 

исключающему или. Например, условию "А или В" удовлетворяет любое из следующего: А является 

верным (или присутствует), а В является ложным (или не присутствует), А является ложным (или не 

присутствует), а В является верным (или присутствует), и как А, так и В являются верными (или присут-

ствуют). 

Следует также понимать, что термины "примерно", "приблизительно", "в целом", "по существу" и 

подобные термины, используемые здесь при ссылке на размер или характеристику компонента предпоч-

тительного изобретения, указывают на то, что описанный размер, характеристика не является строгой 

границей или параметром и не исключает незначительных отклонений от него, которые являются функ-

ционально одинаковыми или схожими, как это понятно специалисту со средним уровнем компетентно-

сти в данной области техники. Как минимум, такие ссылки, которые включают числовой параметр, будут 

включать вариации, которые с использованием математических и промышленных принципов, принятых 

в данной области техники, (например, округления, измерения или других систематических ошибок, про-

изводственных допусков и т.д.), не будут менять наименьшую значащую цифру. 

Используемый здесь термин "тау" или "тау-белок", также известный как ассоциированный с микро-

трубочками белок тау, МАРТ, белок нейрофибриллярных клубков, спаренная спиральная нить тау, PHF-

тау, MAPTL, MTBT1, относится к присутствующему в изобилии в центральной и периферической нерв-

ной системе белку, имеющему множество изоформ. В центральной нервной системе (ЦНС) человека су-

ществует шесть основных изоформ тау размером от 352 до 441 аминокислоты вследствие альтернативно-

го сплайсинга (Hanger et al., Trends Mol Med. 15:112-9, 2009). Примеры тау включают, но без ограниче-

ния этим, изоформы тау в ЦНС, такие как самая длинная изоформа тау из 441 аминокислоты (4R2N), 

которая имеет четыре повтора и две вставки, и самая короткая (эмбриональная) изоформа длиной 352 

аминокислоты (3R0N), которая имеет три повтора и не имеет вставок. Примеры тау также включают 

изоформу "большой тау", экспрессируемую в периферических нервах, которая содержит 300 дополни-

тельных остатков (экзон 4а). Friedhoff et al., Biochimica et Biophysica Acta 1502 (2000) 122-132. Примеры 

тау включают большой тау человека, который представляет собой белок длиной 758 аминокислот, коди-

руемый транскриптом мРНК длиной 6762 нуклеотида (NM_016835.4), или его изоформы. Аминокислот-
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ная последовательность приведенного в качестве примера большого тау человека представлена под но-

мером доступа в GenBank -NP_058519.3. Используемый здесь термин "тау" включает гомологи тау из 

видов, отличных от человека, таких как Масаса fascicularis (яванские макаки) или Pan troglodytes (шим-

панзе). Используемый здесь термин "тау" включает белки, содержащие мутации, например точечные 

мутации, фрагменты, вставки, делеции и варианты сплайсинга полноразмерного тау дикого типа. Термин 

"тау" также охватывает посттрансляционные модификации аминокислотной последовательности тау. 

Посттрансляционные модификации включают, но без ограничения этим, фосфорилирование. 

Используемый здесь термин "пептид" или "полипептид" относится к полимеру, состоящему из ами-

нокислотных остатков, родственных встречающихся в природе структурных вариантов и их синтетиче-

ских не встречающихся в природе аналогов, связанных с помощью пептидных связей. Термин относится 

к пептиду любого размера, структуры или функции. Как правило, пептид имеет длину, составляющую по 

меньшей мере три аминокислоты. Пептид может быть встречающимся в природе, рекомбинантным или 

синтетическим, или любой их комбинацией. Синтетические пептиды можно синтезировать, например, с 

использованием автоматического синтезатора полипептидов. Примеры тау-пептидов включают любой 

пептид белка тау длиной от приблизительно 5 до приблизительно 30, предпочтительно от приблизитель-

но 10 до приблизительно 25, более предпочтительно от приблизительно 16 до приблизительно 21 амино-

кислоты. В настоящем изобретении пептиды приведены от N-конца к С-концу с использованием стан-

дартного трех- или однобуквенного сокращения аминокислот, причем фосфорилированные остатки обо-

значены "p". Примеры тау-пептидов, применимых в настоящем изобретении, включают, но без ограни-

чения этим, тау-пептиды, включающие аминокислотную последовательность любой из SEQ ID NO: 1-12, 

или тау-пептиды, имеющие аминокислотную последовательность, которая на по меньшей мере 75, 80, 

85, 90 или 95% идентична аминокислотной последовательности любой из SEQ ID NO: 1-12. 

Используемый здесь термин "фосфопептид" или "фосфоэпитоп" относится к пептиду, который 

фосфорилирован по одному или более аминокислотных остатков. Примеры тау-фосфопептидов включа-

ют любой тау-пептид, включающий один или более фосфорилированных аминокислотных остатков. 

Примеры тау-фосфопептидов, применимых в настоящем изобретении, включают, но без ограничения 

этим, тау-фосфопептиды, включающие аминокислотную последовательность любой из SEQ ID NO: 1-3 

или 5-12, или тау-фосфопептиды, имеющие аминокислотную последовательность, которая на по мень-

шей мере 75, 80, 85, 90 или 95% идентична аминокислотной последовательности любой из SEQ ID NO: 

1-3 или 5-12. 

Тау-пептиды по настоящему изобретению могут быть синтезированы путем твердофазного синтеза 

пептидов или с помощью рекомбинантных экспрессионнных систем. Автоматические синтезаторы пеп-

тидов коммерчески доступны от многочисленных поставщиков, таких как Applied Biosystems (Foster 

City, CA). Рекомбинантные экспрессионные системы могут включать бактерии, такие как Е. coli, дрож-

жи, клетки насекомых или клетки млекопитающих. Процедуры для рекомбинантной экспрессии описаны 

в Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (CSHP Press, NY 2d ed., 1989). 

Тау представляет собой "собственный" белок человека. Это означает, что, в принципе, все лимфо-

циты, несущие рецептор, специфический для тау, должны были быть удалены во время развития цен-

тральной толерантности или приведены в состояние толерантности по механизму развития перифериче-

ской толерантности. Было доказано, что эта проблема является существенным препятствием на пути раз-

работки вакцин против собственных или "измененных собственных" белков (например, противоопухоле-

вых антигенов). 

Для выработки высококачественных антител против антигена (собственного или инфекционного) 

требуется действие не только В-лимфоцитов, которые продуцируют антитело, но также CD4+ Т-

лимфоцитов-"хелперов". CD4+ Т-клетки обеспечивают крайне необходимые сигналы выживания и со-

зревания для В-лимфоцитов, и у животных с дефицитом CD4+ глубоко подавлен иммунитет. CD4+ Т-

клетки также подвержены механизмам толерантности, и дополнительным препятствием для выработки 

сильных гуморальных ответов на собственный белок (например, тау) является то, что тау-реактивные 

CD4+ Т-клетки также могут быть редко или вообще не существовать в репертуаре являющегося челове-

ком животного. 

Не желая ограничиваться какой-либо теорией, полагают, но без ограничения каким-либо образом 

объема настоящего изобретения, что эта проблема решается с помощью вакцинных композиций по на-

стоящему изобретению. 

В одном варианте осуществления получают липосому, содержащую тау-пептид (один пример пока-

зан на фиг. 1; наверху), которая также содержит распознаваемый Т-клетками эпитоп, который способен 

связываться с большей частью или всеми молекулами HLA-DR (родственными антигену D - лейкоцитар-

ному антигену человека). Распознаваемый Т-клетками эпитоп потом способен активировать CD4+ Т-

клетки и обеспечивает необходимые сигналы созревания и выживания для тау-специфических В-клеток 

(фиг. 2). В другом варианте осуществления получают конъюгат тау-пептида с белком-носителем (один 

пример показан на фиг. 1; внизу), который индуцирует сильную Т-хелперную реакцию (фиг. 3). В этом 

варианте осуществления используется "несвязанное распознавание", при котором специфические для 

носителя Т-клетки обеспечивают сигналы выживания и созревания для самореактивных В-клеток. Соот-
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ветственно, тау-специфические В-клетки получают крайней важные сигналы для инициирования созре-

вание аффинности, переключения классов иммуноглобулинов и создания пула клеток долговременной 

памяти. Липосомы с тау и конъюгаты тау могут использоваться для выработки высококачественных ан-

тител против тау-антигена в схемах гомологичной или гетерологичной иммунизации, при этом липосо-

мы или конъюгаты используются при первичной и/или повторной иммунизации. 

Липосомы. 

В одном общем аспекте настоящее изобретение относится к липосоме, содержащей: 

а) тау-пептид, предпочтительно тау-пептид, представляет собой тау-фосфопептид; и 

b) эпитоп для Т-клеток-хелперов, 

причем тау-пептид представлен на поверхности липосомы. 

Липосомы в соответствии с вариантами осуществления настоящего изобретения также упоминают-

ся здесь как "улучшенные липосомы", "улучшенные содержащие липосомы вакцины" или "вакцины на 

основе липосомы в соответствии с вариантами осуществления настоящего изобретения", или "липосомы 

с тау" или "оптимизированные, содержащие липосомы вакцины" на основе "липосом 2-го поколения". 

Используемый здесь термин "липосома", как правило, относится к липидной везикуле, которая из-

готовлена из материалов с высоким содержанием липидов, например фосфолипидов, холестерина. Липи-

ды этих везикул, как правило, организованы в форму липидных бислоев. Липидные бислои, как правило, 

инкапсулируют объем, который либо распределен между несколькими лукообразными оболочками ли-

пидных бислоев, образуя многослойные липидные везикулы (MLV), либо содержится в аморфной цен-

тральной полости. Липидные везикулы, имеющие аморфную центральную полость, представляют собой 

однослойные липидные везикулы, т.е. липидные везикулы с одним периферическим бислоем, окружаю-

щим полость. Большие однослойные везикулы (LUV), как правило, имеют диаметр от 100 нм до не-

скольких микрометров, например 100-200 нм или более, в то время как небольшие однослойные липид-

ные везикулы (SUV), как правило, имеют диаметр, составляющий менее 100 нм, например 20-100 нм, 

обычно 15-30 мм. 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления липосома содержит один или более тау-

пептидов. В соответствии с конкретными вариантами осуществления тау-пептиды в липосоме могут 

быть одинаковыми или разными. 

Любой подходящий тау-пептид, известный специалистам в данной области техники, может исполь-

зоваться в настоящем изобретении с учетом настоящего изобретения. В соответствии с конкретными 

вариантами осуществления один или более тау-пептидов включают аминокислотную последователь-

ность одной из SEQ ID NO: 1-12. В других вариантах осуществления один или более тау-пептидов вклю-

чают аминокислотную последовательность, которая на по меньшей мере 75, 80, 85, 90 или 95% идентич-

на аминокислотной последовательности одной из SEQ ID NO: 1-12, причем ни один из аминокислотных 

остатков не является фосфорилированным, или один или более аминокислотных остатков являются фос-

форилированными. 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления один или более тау-пептидов представ-

ляет собой тау-фосфопептид. В соответствии с конкретными вариантами осуществления один или более 

тау-фосфопептидов включают аминокислотную последовательность одной из SEQ ID NO: 1-3 или 5-12 

или аминокислотную последовательность, которая на по меньшей мере 75, 80, 85, 90 или 95% идентична 

аминокислотной последовательности одной из SEQ ID NO: 1-3 или 5-12, причем один или более указан-

ных аминокислотных остатков являются фосфорилированными. Предпочтительно, когда тау-

фосфопептид включает аминокислотную последовательность одной из SEQ ID NO: 1-3. Тау-пептид мо-

жет иметь амидированный С-конец. 

В соответствии с вариантами осуществления настоящего изобретения тау-пептид представлен на 

поверхности липосомы. Тау-пептид, предпочтительно тау-фосфопептид, может быть представлен на по-

верхности липосомы с использованием способов, известных в данной области техники с учетом настоя-

щего изобретения. Смотрите, например, соответствующее раскрытие в патентах США с №№ 8647631 и 

9687447, содержание которых включено сюда посредством ссылки. В соответствии с конкретными вари-

антами осуществления один или более тау-пептидов, в том числе фосфопептидов, дополнительно содер-

жат одну или более модификаций, таких как пальмитоилирование или модификация с помощью додеци-

ла, чтобы позволить тау-пептидам быть представленными на поверхности липосомы. Дополнительные 

аминокислотные остатки, такие как Lys, Cys или иногда Ser или Thr, могут быть добавлены к тау-

пептиду для облегчения модификации. Сообщалось, что положение липидных якорей порождает различ-

ные конформации пептидной последовательности (Hickman et al., J. Biol. Chem. Vol. 286, NO. 16, pp. 

13966-13976, 22 апреля 2011). He желая быть ограниченными какой-либо теорией, полагают, что добав-

ление гидрофобных составляющих на обоих концах может увеличить патологическую конформацию 

бета-листа тау-пептида. Таким образом, один или более тау-пептидов дополнительно включают гидро-

фобные составляющие на обоих концах. Модифицированный тау-пептид может иметь амидированный 

С-конец. Предпочтительно тау-пептид, представленный на поверхности липосомы, состоит из аминокис-

лотной последовательности одной из SEQ ID NO: 27-SEQ ID NO: 38. 

Используемый здесь термин "эпитоп для Т-клеток-хелперов" относится к полипептиду, содержа-
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щему эпитоп, который способен распознаваться Т-клеткой-хелпером. Примеры эпитопов для Т-хелперов 

включают, но без ограничения этим, столбнячный анатоксин (например, эпитопы Р2 и Р30, также назы-

ваемые соответственно Т2 и Т30), поверхностный антиген вируса гепатита В, холерный токсин В, ана-

токсин, дифтерийный анатоксин, F-белок вируса кори, основной белок наружной мембраны 

 
и гемагглютинин вируса гриппа (НА). 

Любой подходящий эпитоп для Т-хелперов, известный специалистам в данной области техники, 

может использоваться в настоящем изобретении с учетом настоящего изобретения. В соответствии с 

конкретными вариантами осуществления эпитоп для Т-хелперов включает по меньшей мере одну амино-

кислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 23-SEQ ID NO: 26. 

Предпочтительно, когда эпитоп для Т-хелперов включает две или более аминокислотных последователь-

ностей из SEQ ID NO: 23-SEQ ID NO: 26, слитых вместе через линкер, такой как пептидный линкер, 

включающий одну или более аминокислот, например Val (V), Ala (A), Arg (R), Gly (G), Ser (S), Lys (K). 

Длина линкера может варьироваться, предпочтительно 1-5 аминокислот. Предпочтительно, когда эпитоп 

для Т-хелперов включает три или более аминокислотных последовательностей из SEQ ID NO: 23-SEQ ID 

NO: 26, слитых вместе через один или более линкеров, выбранных из группы, состоящей из VVR, GS, 

RR, RK. Эпитоп для Т-хелперов может иметь амидированный С-конец. 

В соответствии с вариантами осуществления настоящего изобретения эпитопы для Т-хелперов мо-

гут быть включены на поверхность липосомы, например, заякорены с помощью ковалентно связанной 

гидрофобной составляющей, причем указанная гидрофобная составляющая представляет собой алкиль-

ную группу, жирную кислоту, триглицерид, диглицерид, стероид, сфинголипид, гликолипид или фосфо-

липид, в частности, алкильную группу или жирную кислоту, в частности, с углеродным скелетом из по 

меньшей мере 3 атомов углерода, в частности, по меньшей мере 4 атомов углерода, в частности, по 

меньшей мере 6 атомов углерода, в частности, по меньшей мере 8 атомов углерода, в частности, по 

меньшей мере 12 атомов углерода, в частности, по меньшей мере 16 атомов углерода. В одном варианте 

осуществления настоящего изобретения гидрофобная составляющая представляет собой пальмитиновую 

кислоту. Альтернативно, эпитопы для Т-хелперов могут быть инкапсулированы в липосомы. В соответ-

ствии с конкретными вариантами осуществления эпитоп для Т-хелперов инкапсулирован в липосому. 

Эпитоп для Т-хелперов может быть модифицирован для желаемого расположения его в липосомах, 

используя известные в данной области техники способы, с учетом настоящего изобретения. В соответст-

вии с конкретными вариантами осуществления эпитоп для Т-хелперов, применимый для настоящего 

изобретения, включает аминокислотную последовательность одной из SEQ ID NO: 39-SEQ ID NO: 44. 

Предпочтительно, когда эпитоп для Т-хелпера состоит из аминокислотной последовательности, выбран-

ной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 13-SEQ ID NO: 17. 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления липосома содержит тау-пептид и эпитоп 

для Т-хелперов в весовом соотношении 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1 или 6:1. 

В одном варианте осуществления липосома дополнительно содержит по меньшей мере один адъю-

вант, содержащий лиганд toll-подобного рецептора. Таким образом, в другом общем аспекте, настоящее 

изобретение относится к липосоме, содержащей: 

a) тау-пептид, предпочтительно тау-фосфопептид; 

b) эпитоп для Т-хелперов; и 

c) по меньшей мере один из 

i) лиганда toll-подобного рецептора 9 и 

ii) лиганда toll-подобного рецептора 4. 

Используемый здесь термин "toll-подобный рецептор" или "TLR" относится к классу белков рецеп-

торов, распознающих структуры, (PRR), которые играют ключевую роль во врожденном иммунном отве-

те. TLR распознают связанные с патогеном молекулярные структуры (РАМР) микробных патогенов, та-

ких как бактерии, грибы, паразиты и вирусы, которые можно отличить от молекул-хозяев. TLR пред-

ставляют собой простирающиеся через мембрану белки, которые обычно функционируют в виде диме-

ров и экспрессируются клетками, участвующими во врожденном иммунном ответе, включая антигенпре-

зентирующие дендритные клетки и фагоцитарные макрофаги. Существует по меньшей мере десять чле-

нов семейства TLR человека, TLR1-TLR10, и по меньшей мере двенадцать членов семейства TLR мыши, 

TLR1-TLR9 и TLR11-TLR13, и они различаются типами антигенов, которые они распознают. Например, 

TLR4 распознает липополисахариды (LPS), компонент, присутствующий во многих грамотрицательных 

бактериях, а также вирусные белки, полисахариды и эндогенные белки, такие как липопротеин низкой 

плотности, бета-дефензины и белок теплового шока; a TLR9 представляет собой нуклеотид-

чувствительный TLR, который активируется неметилированными одноцепочечными или двухцепочеч-

ными динуклеотидами цитозин-фосфат-гуанини (CpG), которые имеются в изобилии в прокариотиче-

ских геномах, но редки в геномах позвоночных. Активация TLR приводит к ряду событий передачи сиг-
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налов, приводящих к продукции интерферонов I типа (IFN), цитокинов и хемокинов воспаления и ин-

дукции иммунных ответов. В конце концов, это воспаление также активирует адаптивную иммунную 

систему, которая затем приводит к клиренсу являющихся колонистами патогенов и инфицированных 

клеток. 

Используемый здесь термин "лиганд" относится к молекуле, которая образует комплекс с биомоле-

кулой (например, рецептором) для биологической цели. В соответствии с конкретным вариантам осуще-

ствления лиганд toll-подобного рецептора представляет собой агонист toll-подобного рецептора. 

Используемый здесь термин "агонист" относится к молекуле, которая связывается с одним или бо-

лее TLR и индуцирует опосредуемый рецептором ответ. Например, агонист может индуцировать, стиму-

лировать, увеличивать, активировать, облегчать, усиливать активность рецептора или повышать ее регу-

ляцию. Такие действия называются "агонистическими действиями". Например, агонист TLR4 или TLR9 

может активировать или усиливать передачу сигналов в клетку через связанный рецептор. Агонисты 

включают, но без ограничения этим, нуклеиновые кислоты, небольшие молекулы, белки, углеводы, ли-

пиды или любые другие молекулы, которые связываются или взаимодействуют с рецепторами. Агонисты 

могут имитировать активность встречающегося в природе лиганда рецептора. Агонисты могут быть го-

мологичными этим встречающимся в природе лигандам рецептора, что касается последовательности, 

конформации, заряда или других характеристик, так что они могут распознаваться рецепторами. Это 

распознавание может приводить к физиологическим и/или биохимическим изменениям внутри клетки, 

так что клетка реагирует на присутствие агониста таким же образом, как если бы присутствовал встре-

чающейся в природе лиганд рецептора. В соответствии с конкретными вариантами осуществления аго-

нист toll-подобного рецептора представляет собой по меньшей мере один из агониста toll-подобного ре-

цептора 4 и агониста toll-подобного рецептора 9. 

Используемый здесь термин "агонист toll-подобного рецептора 4" относится к любому соединению, 

которое действует как агонист TLR4. Любой подходящий агонист toll-подобного рецептора 4, известный 

специалистам в данной области техники с учетом настоящего изобретения, может использоваться в на-

стоящем изобретении. Примеры лиганда toll-подобного рецептора 4, применимого для настоящего изо-

бретения, включают агонист TLR4, включая, но без ограничения этим, монофосфориллипид A (MPLA). 

Используемый здесь термин "монофосфориллипид А" или "MPLA" относится к модифицированной 

форме липида А, которая является биологически активной частью эндотоксина липополисахарида (LPS) 

грамотрицательных бактерий. MPLA менее токсичен, чем LPS, при сохранении иммуностимулирующей 

активности. В качестве адъюванта для вакцины MPLA стимулирует как клеточный, так и гуморальный 

ответы на вакцинный антиген. Примеры MPLA включают, но без ограничения этим, 3-О-деацил-4'-

монофосфориллипид А, монофосфорилгексаациллипид А, 3-деацилированный, монофосфорил-3-деацил-

липид А и их структурно родственные варианты. MPLA, применимый для настоящего изобретения, мо-

жет быть получен с использованием способов, известных в данной области техники, или из коммерче-

ского источника, например 3D-(6-ацил)PHAD, PHAD, PHAD-504, 3D-PHAD от Avanti Polar Lipids 

(Alabaster, Alabama, США) или MPL из различных коммерческих источников. В соответствии с кон-

кретными вариантами осуществления агонист toll-подобного рецептора 4 представляет собой MPLA. 

Используемый здесь термин "агонист toll-подобного рецептора 9" относится к любому соединению, ко-

торое действует как агонист TLR9. Любой подходящий агонист toll-подобного рецептора 9, известный 

специалистам в данной области техники с учетом настоящего изобретения, может использоваться в на-

стоящем изобретении. Примеры лиганда toll-подобного рецептора 9, применимого для настоящего изо-

бретения, включают агонист TLR9, включая, но без ограничения этим, CpG- олигонуклеотиды. 

Используемый здесь термин "CpG-олигонуклеотид", "CpG-олигодезоксинуклеотид" или "CpG-

ODN" относится к олигонуклеотиду, включающему по меньшей мере один мотив CpG. Используемый 

здесь термин "олигонуклеотид", "олигодезоксинуклеотид" или "ODN" относится к полинуклеотиду, об-

разованному из множества связанных нуклеотидных единиц. Такие олигонуклеотиды могут быть полу-

чены из существующих источников нуклеиновых кислот или могут быть получены синтетическими спо-

собами. Используемый здесь термин "мотив CpG" относится к нуклеотидной последовательности, кото-

рая содержит неметилированные динуклеотиды цитозин-фосфат-гуанин (CpG) (т.е. цитозин (С), за кото-

рым следует гуанин (G)), связанный с помощью фосфатной связи или фосфодиэфирного остова или дру-

гих межнуклеотидных связей. 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления CpG-олигонуклеотид является липиди-

рованным, т.е. конъюгированным (ковалентно связанным) с липидной составляющей. 

Используемый здесь термин "липидная составляющая" относится к составляющей, содержащей ли-

пофильную структуру. Липидные составляющие, такие как алкильная группа, жирная кислота, триглице-

рид, диглицерид, стероид, сфинголипид, гликолипид или фосфолипид, в частности стерол, такой как хо-

лестерин, или жирные кислоты, когда они присоединены к высокогидрофильным молекулам, таким как 

нуклеиновые кислоты, могут существенно увеличить связывание с белками плазмы и, следовательно, 

время полужизни в кровотоке гидрофильных молекул. Кроме того, было показано, что связывание с не-

которыми белками плазмы, такими как липопротеины, увеличивает поглощение в специфических тканях, 
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экспрессирующих соответствующие рецепторы липопротеинов (например, рецептор ЛПВП, рецептор 

ЛПВП или фагоцитарный рецептор SR-B1). В частности, липидная составляющая, конъюгированная с 

фосфопептидами и/или CpG-олигонуклеотидом, позволяет заякоривать указанные пептиды и/или олиго-

нуклеотиды в мембране липосомы через гидрофобную составляющую. 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления, с учетом настоящего изобретения, CpG-

олигонуклеотид может включать любые подходящие межнуклеотидные связи. 

Используемый здесь термин "межнуклеотидная связь" относится к химической связи, соединяющей 

два нуклеотида через их сахара, состоящей из атома фосфора и заряженной или нейтральной группы ме-

жду соседними нуклеозидами. Примеры межнуклеотидной связи включают фосфодиэфирную (ро), фос-

форотиоатную (ps), фосфородитиоатную (ps2), метилфосфонатную (mp) и метилфосфоротиоатную (rp) 

связи. Фосфоротиоатная, фосфородитиоатная, метилфосфонатная и метилфосфоротиоатная связи явля-

ются стабилизирующими межнуклеотидными связями, в то время как фосфодиэфирная связь является 

встречающейся в природе межнуклеотидной связью. Фосфоротиоаты олигонуклеотидов, как правило, 

синтезируют в виде случайной рацемической смеси Rp и Sp фосфоротиоатных связей. 

Любой подходящий CpG-олигонуклеотид, известный специалистам в данной области техники, мо-

жет использоваться в настоящем изобретении с учетом настоящего изобретения. Примеры таких CpG-

олигонуклеотидов включают, но без ограничения этим, CpG2006 (также известный как CpG7909), 

CpG1018, CpG2395, CpG2216 или CpG2336. 

CpG-олигонуклеотид может быть липидирован с использованием способов, известных в данной об-

ласти техники с учетом настоящего изобретения. В некоторых вариантах осуществления 3'-конец CpG-

олигонуклеотида ковалентно связан с молекулой холестерина посредством фосфатной связи, необяза-

тельно через линкер, включающий PEG (ПЭГ). Другая липофильная составляющая также может быть 

ковалентно связана с 3'-концом CpG-олигонуклеотида. Например, CpG-олигонуклеотид может быть ко-

валентно связан с липидным якорем той же длины, что и фосфолипиды из липосомы: одной цепью паль-

митиновой кислоты (используя Pal-ОН или аналог, активированный для связывания) или двумя пальми-

тиновыми кислотами (например, используя 1,2-дипальмитоил-sn-глицеро-3-фосфоэтаноламин-N-

(сукцинил) или аналог, активированный для связывания), необязательно через линкер, включающий 

PEG. Смотрите, например, соответствующее раскрытие в патенте США с № 7741297, содержание кото-

рого включено сюда посредством ссылки. Длина PEG может варьироваться, например, от 1 до 5 единиц 

PEG. 

Для ковалентного соединения CpG-олигонуклеотида с липофильной составляющей (такой как мо-

лекула холестерина) также могут использоваться другие линкеры, примеры которых включают, но без 

ограничения этим, алкильный спейсер, содержащий от 3 до 12 атомов углерода. Короткий линкер, со-

вместимый с химией олигонуклеотидов, необходим в виде аминодиола. В некоторых вариантах осущест-

вления линкер не используется для ковалентного связывания. Смотрите, например, Ries et al., "Conven-

ient synthesis and application of versatile nucleic acid lipid membrane anchors in the assembly and fusion of 

liposomes, Org. Biomol. Chem., 2015, 13, 9673, соответствующее раскрытие которого включено сюда по-

средством ссылки. 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления липидированный CpG-олигонуклеотид, 

применимый для настоящего изобретения, включает нуклеотидную последовательность, выбранную из 

группы, состоящей из SEQ ID NO: 18-SEQ ID NO: 22, причем нуклеотидная последовательность содер-

жит одну или более фосфоротиоатных межнуклеотидных связей, и нуклеотидная последовательность 

ковалентно связана с по меньшей мере одним холестерином через линкер. Любые подходящие линкеры 

могут использоваться для ковалентного связывания CpG-олигонуклеотида с молекулой холестерина. 

Предпочтительно, когда линкер включает полиэтиленгликоль (PEG). 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления липосома содержит: 

a) тау-фосфопептид, 

b) эпитоп для Т-хелперов, 

c) липидированный CpG-олигонуклеотид и 

d) лиганд toll-подобного рецептора 4; 

причем тау-фосфопептид представлен на поверхности липосомы, а эпитоп для Т-хелперов инкапсу-

лирован в липосому. 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления липосома содержит: 

a) тау-пептид, имеющий аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из 

SEQ ID NO: 27-SEQ ID NO: 38; 

b) эпитоп для Т-хелперов, имеющий аминокислотную последовательность, выбранную из группы, 

состоящей из SEQ ID NO: 39-SEQ ID NO: 44, предпочтительно эпитоп для Т-хелперов, состоящий из 

аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 13-SEQ ID NO: 

17; 

c) липидированный CpG-олигонуклеотид, имеющий нуклеотидную последовательность, выбран-

ную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 18-SEQ ID NO: 22, причем CpG-олигонуклеотид содержит 

одну или более фосфоротиоатных межнуклеотидных связей, и CpG-олигонуклеотид ковалентно связан с 
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по меньшей мере одним холестерином через линкер; и 

d) монофосфориллипид A (MPLA). 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления липосома дополнительно содержит один 

или более липидов, выбранных из группы, состоящей из 1,2-димиристоил-sn-глицеро-3-фосфохолина 

(DMPC), 1,2-димиристоил-sn-глицеро-3-фосфорил-3'-рац-глицерина (DMPG) и холестерина. 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления липосома дополнительно содержит бу-

фер. Любой подходящий буфер, известный специалистам в данной области техники с учетом настоящего 

изобретения, может использоваться в настоящем изобретении. В одном варианте осуществления липо-

сома содержит забуференный фосфатом физиологический раствор. В соответствии с конкретными вари-

антами осуществления буфер содержит гистидин и сахарозу. 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления липосома содержит DMPC, DMPG, хо-

лестерин, тау-фосфопептид и эпитоп для Т-хелперов в молярном соотношении 9:1:7:0,07:0,04. 

Липосомы по настоящему изобретению могут быть получены с использованием способов, извест-

ных в данной области техники с учетом настоящего изобретения. 

Приведенная в качестве примера липосома по настоящему изобретению проиллюстрирована на 

фиг. 1. Конкретнее, тетрапальмитоилированный тау-фосфопептид (pTau-пептид T3, SEQ ID NO: 28) 

представлен на поверхности липосомы с помощью двух пальмитиновых кислот на каждом конце тау-

пептида. Лиганд TLR-9, содержащий липидированный CpG, (адъювант CpG7909-Chol) введен в мембра-

ну липосомы через ковалентно связанный холестерин. Лиганд TLR-4 (адъювант 3D-(6-ацил)PHAD) 

также включен в мембрану. Эпитоп для Т-хелперов (pan-DR-связующий Т50) инкапсулирован. 

Конъюгаты. 

В одном общем аспекте настоящее изобретение относится к конъюгату, включающему тау-пептид и 

иммуногенный носитель, конъюгированный с ним. 

В соответствии с конкретными аспектами конъюгат имеет следующую структуру: 

 
или структуру формулы (II): 

 
где x представляет собой целое число от 0 до 10, и 

n представляет собой целое число от 2 до 15, предпочтительно 3-11. 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления x представляет собой целое число от 1 

до 10, от 2 до 9, от 2 до 8, от 2 до 7, от 2 до 6, от 2 до 5, от 2 до 4 или от 2 до 3. В соответствии с конкрет-

ными вариантами осуществления x равен 3. 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления n равно от 2 до 15, от 3 до 11, от 3 до 9, 

от 3 до 8 или от 3 до 7. 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления конъюгат включает один или более тау-

пептидов. В соответствии с конкретными вариантами осуществления тау-пептиды конъюгата могут быть 

одинаковыми или разными. 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления, с учетом настоящего изобретения, лю-

бые подходящие тау-пептиды могут использоваться в настоящем изобретении. В соответствии с кон-

кретными вариантами осуществления один или более тау-пептидов включают аминокислотную последо-

вательность одной из SEQ ID NO: 1-12 или аминокислотную последовательность, которая на по меньшей 

мере 75, 80, 85, 90 или 95% идентична аминокислотной последовательности одной из SEQ ID NO: 1-12, 

причем ни один из аминокислотных остатков не является фосфорилированным, один или более амино-

кислотных остатков являются фосфорилированными. 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления один или более тау-пептидов представ-
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ляет собой тау-фосфопептид. В соответствии с конкретными вариантами осуществления один или более 

тау-фосфопептидов включают аминокислотную последовательность одной из SEQ ID NO: 1-3 или 5-12 

или аминокислотную последовательность, которая на по меньшей мере 75, 80, 85, 90 или 95% идентична 

аминокислотной последовательности одной из SEQ ID NO: 1-3 или 5-12, причем один или более указан-

ных аминокислотных остатков являются фосфорилированными. 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления тау-фосфопептид состоит из аминокис-

лотной последовательности одной из SEQ ID NO: 1-3. 

Используемый здесь термин "иммуногенный носитель" относится к иммуногенному веществу, ко-

торое может быть связано с тау-пептидом. Иммуногенная составляющая, связанная с тау-пептидом, мо-

жет вызывать иммунный ответ и вызывать продукцию антител, которые могут специфически связывать 

тау-пептид. Иммуногенные составляющие представляют собой функциональные составляющие, которые 

включают белки, полипептиды, гликопротеины, сложные полисахариды, частицы, нуклеиновые кислоты, 

полинуклеотиды и т.п., которые распознаются как чужеродные и тем самым вызывают иммунологиче-

ский ответ у хозяина. Любой подходящий иммуногенный носитель, известный специалистам в данной 

области техники с учетом настоящего изобретения, может использоваться в настоящем изобретении. В 

соответствии с конкретными вариантами осуществления иммуногенный носитель представляет собой 

гемоцианин лимфы улитки (KLH), столбнячный анатоксин, CRM197 (нетоксичную форму дифтерийного 

токсина), смесь белков наружной мембраны из N. meningitidis (OMP) или его производное. В соответст-

вии с конкретными вариантами осуществления иммуногенный носитель представляет собой KLH или 

CRM197. 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления тау-пептид конъюгируют с носителем 

через линкер. Используемый здесь термин "линкер" относится к химической составляющей, которая 

присоединяет иммуногенный носитель к тау-пептиду. Любой подходящий линкер, известный специали-

стам в данной области техники с учетом настоящего изобретения, может использоваться в настоящем 

изобретении. Линкерами могут быть, например, одинарная ковалентная связь, замещенный или незаме-

щенный алкил, замещенная или незамещенная гетероалкильная составляющая, линкер, включающий 

полиэтиленгликоль (PEG), пептидный линкер, линкер на основе сахаров или расщепляемый линкер, та-

кой как дисульфидная связь или сайт расщепления протеазой, или аминокислота, или их комбинация. 

Примеры линкера могут включать одну или более из полиэтиленгликоля (PEG), сукцинимидил-3-

(бромацетамидо)пропионата (SBAP), м-малеимидобензоил-N-гидроксисукцинимидного эфира (MBS) 

или одну или более аминокислот, таких как Cys, Lys или иногда Ser или Thr, или их комбинацию. 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления линкер включает (С2Н4О)х-цистеин-

ацетамидопропионамид или м-малеимидобензоил-N-гидроксисукцинимидный эфир-цистеин-(С2Н4О)х, 

где x представляет собой целое число от 0 до 10, например 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10. 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления носитель ковалентно связан с N-концом 

тау-пептида через линкер. 

В соответствии с другими конкретными вариантами носитель ковалентно связан с С-концом тау-

пептида через линкер. 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления конъюгат имеет структуру: 

 
где n представляет собой целое число от 2 до 15, предпочтительно 3-11, более предпочтительно 3-7. 

Конъюгаты по настоящему изобретению могут быть получены способами, известными в данной 

области техники с учетом настоящего изобретения. Например, указанный выше конъюгат может быть 

получен путем взаимодействия сукцинимидил-3-(бромацетамидо)пропионата (SBAP): 

 
с аминогруппой CRM197 с образованием амидной связи. Этот предшественник CRM197 может 

впоследствии вступать в реакцию с тау-пептидом (например, фосфорилированным тау-пептидом с SEQ 

ID NO: 2), конъюгированным на своем N-конце или на своем С-конце с линкером в виде PEG-цистеина 

со свободной нуклеофильной тиольной группой, с образованием конъюгата тау-фосфопептида. 

Приведенный в качестве примера конъюгат в соответствии с вариантом осуществления настоящего 
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изобретения проиллюстрирован на фиг. 1. Конкретнее, множество тау-фосфопептидов (pTau-пептид 

Т3.76) ковалентно связаны с белком-носителем CRM197. 

Фармацевтические композиции. 

В одном общем аспекте настоящее изобретение относится к фармацевтическим композициям, со-

держащим терапевтически эффективное количество липосомы или конъюгата по настоящему изобрете-

нию вместе с фармацевтически приемлемым наполнителем и/или носителем. Фармацевтически прием-

лемые наполнители и/или носители хорошо известны в данной области техники (смотрите Remington's 

Pharmaceutical Science (15-е изд.), Mack Publishing Company, Easton, PA., 1980). Предпочтительный со-

став фармацевтической композиции зависит от предполагаемого способа введения и терапевтического 

применения. Композиции могут включать фармацевтически приемлемые, нетоксичные носители или 

разбавители, которые определяются как носители, обычно используемые для составления фармацевтиче-

ских композиций для введения животным или людям. Разбавитель выбирается таким образом, чтобы не 

влиять на биологическую активность комбинации. Примерами таких разбавителей являются дистилли-

рованная вода, физиологический забуференный фосфатом раствор, растворы Рингера, раствор декстрозы 

и раствор Хэнка. Кроме того, фармацевтическая композиция или препарат может также включать другие 

носители, адъюванты или нетоксичные, нетерапевтические, неиммуногенные стабилизаторы и т.п. По-

нятно, что характеристики носителя, наполнителя или разбавителя будут зависеть от пути введения для 

конкретного применения. 

Фармацевтическая композиция может содержать смесь одного и того же иммуногенного тау-

пептида. Альтернативно фармацевтическая композиция может содержать смесь различных иммуноген-

ных тау-пептидов по настоящему изобретению. 

Другая проблема, связанная с вакцинами против болезней нейронов, заключается в том, что исклю-

чительно высокие титры антител могут быть необходимы для обеспечения эффективности. Это обуслов-

лено тем, что антиген-мишень для вакцины находится в головном мозге. Головной мозг отделен от кро-

вотока специализированной клеточной структурой, называемой гематоэнцефалическим барьером (ГЭБ). 

ГЭБ ограничивает проникновение веществ из кровотока в головной мозг. Это предотвращает проникно-

вение токсинов, микробов и т.д. в центральную нервную систему. ГЭБ также оказывает потенциально 

менее желательный эффект предотвращения эффективного проникновения иммунных медиаторов (таких 

как антитела) в интерстициальную и спинномозговую жидкость, которая окружает головной мозг. 

Приблизительно 0,1% антител, присутствующих в системном кровотоке, пересекают ГЭБ и прони-

кают в головной мозг. Это означает, что системные титры, индуцируемые вакциной, нацеленной на ан-

тиген ЦНС, должны быть в по меньшей мере 1000 раз выше минимального эффективного титра, чтобы 

быть эффективными в головном мозге. 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления фармацевтические композиции по на-

стоящему изобретению, поэтому дополнительно содержат один или более подходящих адъювантов. Та-

ким образом, тау-пептиды по настоящему изобретению, присутствующие в липосоме или конъюгате, 

могут вводиться в комбинации с подходящим адъювантом для достижения желаемого иммунного ответа 

у субъекта. Подходящие адъюванты могут вводиться до, после или одновременно с введением липосомы 

или конъюгата по настоящему изобретению. Предпочтительные адъюванты усиливают внутренний ответ 

на иммуноген, не вызывая конформационных изменений иммуногена, которые влияют на характеристи-

ческую форму ответа. Примерами адъювантов являются соли алюминия (квасцы), такие как гидроксид 

алюминия, фосфат алюминия и сульфат алюминия. Такие адъюванты могут использоваться с другими 

специфическими иммуностимулирующими агентами или без них, такими как класс MPLA (3-де-О-

ацилированный монофосфориллипид A (MPL), монофосфорилгексаацил-липид А 3-деацилированный 

синтетический (3D-(6-ацил)РНАЕ))), PHAD, PHAD-504, 3D-PHAD), липид А), полимерные или 

мономерные аминокислоты, такие как полиглютаминовая кислота или полилизин. Такие адъюванты мо-

гут использоваться с или без других специфических иммуностимулирующих агентов, таких как мура-

милпептиды (например, N-ацетилмурамил-L-треонил-L-изоглютамин (thr-MDP), N-ацетилнормурамил-

L-аланил-D-изоглютамин (нор-MDP), N-ацетилмурамил-L-аланил-D-изоглютаминил-L-аланин-2-(1'-

2'дипальмитоил-sn-глицеро-3-гидроксифосфорилокси)этиламин (МТР-РЕ), N-ацетилглюкозаминил-N-

ацетилмурамил-L-Al-D-изоглю-L-Ala-дипальмитоксипропиламид (DTP-DPP) Theramide) или другие 

компоненты бактериальной клеточной стенки. Эмульсии типа "масло в воде" включают адъювант MF59 

(см. WO 90/14837), содержащий 5% сквалена, 0,5% Tween 80 и 0,5% Span 85 (необязательно содержащий 

различные количества МТР-РЕ), приготовленный в виде субмикронных частиц с использованием мик-

рофлюидизатора; SAF, содержащий 10% сквалена, 0,4% Tween 80, 5% плюроника-блокированного по-

лимера L121 и thr-MDP, либо микрофлюидизированный в субмикронную эмульсию, либо перемешанный 

на вортексе с образованием эмульсии с более крупным размером частиц; и адъювантную систему Ribi 

(RAS) (Ribi ImmunoChem, Hamilton, Mont.) 0,2% Tween 80 и один или более компонентов бактериальной 

клеточной стенки, выбранных из группы, состоящей из монофосфориллипида A (MPL), трегалозы ди-

миколата (TDM) и скелет клеточной стенки (CWS), предпочтительно MPL+CWS (Detox). Другие 

адъюванты включают полный адъювант Фрейнда (CFA) и цитокины, такие как интерлейкины (IL-1, IL-2 
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и IL-12), макрофагальный колониестимулирующий фактор (M-CSF) и фактор некроза опухолей (TNF). 

Используемый здесь термин "в комбинации" в связи с назначением двух или более терапий субъек-

ту относится к применению более чем одной терапии. Использование термина "в комбинации" не огра-

ничивает порядок, в котором терапии назначаются субъекту. Например, первую терапию (например, 

описанную здесь композицию) можно вводить до (например, за 5 мин, 15, 30, 45 мин, 1 ч, 2 , 4 , 6 , 12 , 16 

, 24 , 48 , 72 , 96 ч, 1 неделю, 2, 3, 4, 5, 6, 8 или 12 недель), одновременно или после (например, через 5, 

15, 30, 45 мин, 1 ч, 2, 4, 6, 12, 16, 24, 48, 72 , 96 ч, 1 неделю, 2, 3, 4, 5, 6, 8 или 12 недель) введения второй 

терапии субъекту. 

Фармацевтические композиции по настоящему изобретению могут быть составлены в соответствии 

со способами, хорошо известными в данной области техники. Оптимальные соотношения каждого ком-

понента в композициях могут быть определены с помощью методов, хорошо известных специалистам в 

данной области техники с учетом настоящего изобретения. 

Способы применения. 

Другой общий аспект настоящего изобретения относится к способам индукции иммунного ответа 

против тау-белка у субъекта, страдающего нейродегенеративным заболеванием, нарушением или со-

стоянием, включающим введение субъекту фармацевтической композиции в соответствии с вариантом 

осуществления настоящего изобретения. В соответствии с конкретными аспектами иммунный ответ ин-

дуцируется против фосфорилированного тау-белка, предпочтительно ePHF. 

Другой общий аспект настоящего изобретения относится к способам лечения или профилактики 

нейродегенеративного заболевания, нарушения или состояния, включающим введение субъекту фарма-

цевтической композиции в соответствии с вариантом осуществления настоящего изобретения. 

Используемые здесь термины "индуцировать" и "стимулировать" и их вариации относятся к любо-

му измеримому увеличению клеточной активности. Индукция иммунного ответа может включать, на-

пример, активацию, пролиферацию или созревание популяции иммунных клеток, увеличение продукции 

цитокинов и/или другой показатель повышения иммунной функции. В некоторых вариантах осуществ-

ления индукция иммунного ответа может включать увеличение пролиферации В-клеток, продуцирование 

антигенспецифических антител, увеличение пролиферации антигенспецифических Т-клеток, улучшение 

презентации антигена дендритными клетками и/или увеличение экспрессии определенных цитокинов, 

хемокинов и костимулирующих маркеров. 

Способность индуцировать или стимулировать иммунный ответ против тау при введении в орга-

низм животного или человека можно оценивать либо in vitro, либо in vivo с использованием различных 

анализов, которые являются стандартными в данной области техники. Для общего описания методов, 

доступных для оценки возникновения и активации иммунного ответа, смотрите, например, Coligan et al. 

(1992 and 1994, Current Protocols in Immunology; ed. J Wiley & Sons Inc, National Institute of Health). Опре-

деление клеточного иммунитета может быть выполнено способами, полностью известными в данной 

области техники, например, путем измерения профилей цитокинов, секретируемых активированными 

эффекторными клетками, включая происходящие от CD4+ и CD8+ Т-клеток (например, количественного 

анализа продуцирующих IL-4 или IFN-гамма клеток методом ELISPOT), путем определения состояния 

активации иммунных эффекторных клеток (например, анализа пролиферации Т-клеток с помощью клас-

сического захвата [3Н]тимидина), путем анализа антигенспецифических Т-лимфоцитов у сенсибилизи-

рованного субъекта (например, пептидоспецифического лизиса в анализе цитотоксичности и т.д.). 

Способность стимулировать клеточный и/или гуморальный ответ может быть определена путем те-

стирования биологического образца (например, крови, плазмы, сыворотки, РВМС, мочи, слюны, кала, 

спинномозговой жидкости или лимфатической жидкости) от субъекта на наличие антител, направленных 

на иммуногенный тау-пептид(ы), вводимый в фармацевтическую композицию (смотрите, например, Har-

low, 1989, Antibodies, Cold Spring Harbor Press). Например, титры антител, продуцируемых в ответ на 

введение композиции, обеспечивающей иммуноген, можно измерить с помощью иммуноферментного 

твердофазного анализа (ELISA), дот-блотов, SDS-ПААГ для электрофореза, ELISPOT или анализа анти-

телозависимого клеточного фагоцитоза (ADCP). 

Используемый здесь термин "субъект" относится к животному. В соответствии с конкретными ва-

риантами осуществления субъектом является млекопитающее, в том числе не примат (например, верб-

люд, осел, зебра, корова, свинья, лошадь, коза, овца, кошка, собака, крыса, кролик, морская свинка или 

мышь) или примат (например, обезьяна, шимпанзе или человек). В соответствии с конкретными вариан-

тами осуществления субъектом является человек. 

Используемый здесь термин "терапевтически эффективное количество" относится к количеству ак-

тивного ингредиента или компонента, которое вызывает желательный биологический или лекарственный 

ответ у субъекта. Терапевтически эффективное количество может быть определено эмпирически и обыч-

ным образом в зависимости от заявленной цели. Например, анализы in vitro необязательно могут исполь-

зоваться для помощи в определении оптимальных диапазонов доз. Выбор конкретной эффективной дозы 

может быть определен (например, с помощью клинических испытаний) специалистами в данной области 

техники на основании рассмотрения нескольких факторов, включая заболевание, подвергаемое лечению 

или профилактике, вовлеченные в процесс симптомы, вес тела пациента, иммунный статус пациента и 
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другие факторы, известные специалисту в данной области техники. Точная доза, которая будет исполь-

зоваться в препарате, также будет зависеть от пути введения и тяжести заболевания, и ее следует выби-

рать в соответствии с мнением практикующего врача и обстоятельствами каждого пациента. Эффектив-

ные дозы могут быть экстраполированы из кривых зависимости ответа от дозы, полученных исходя из 

тест-систем in vitro или в моделях на животных. 

Используемые здесь термины "лечить", "лечение" и "лечение", как предполагается, все относятся к 

улучшению или изменению на обратное по меньшей мере одного измеримого физического параметра, 

связанного с нейродегенеративным заболеванием, нарушением или состоянием, которое является необя-

зательно явным у субъекта, но может быть различимым у субъекта. Термины "лечить", "лечение" и "ле-

чение" могут также относиться к вызову регрессии, предотвращению прогрессирования или, по меньшей 

мере, замедлению прогрессирования заболевания, нарушения или состояния. В конкретном варианте 

осуществления термин "лечить", "лечение" и "лечение" относится к облегчению, предотвращению разви-

тия или возникновения или уменьшению продолжительности одного или более симптомов, связанных с 

нейродегенеративным заболеванием, нарушением или состоянием. В конкретном варианте осуществле-

ния "лечить", "лечение" и "лечение" относятся к предотвращению рецидива заболевания, нарушения или 

состояния. В конкретном варианте осуществления "лечить", "лечение" и "лечение" относятся к увеличе-

нию выживаемости субъекта, имеющего заболевание, нарушение или состояние. В конкретном варианте 

осуществления "лечить", "лечение" и "лечение" относятся к устранению заболевания, нарушения или 

состояния у субъекта. 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления терапевтически эффективное количество 

относится к количеству терапии, которое является достаточным для достижения одного, двух, трех, че-

тырех или более следующих эффектов: (i) ослабления или уменьшения тяжести заболевания, нарушения 

или состояния, подвергаемого лечению, или связанного с ним симптома; (ii) уменьшения продолжитель-

ности заболевания, нарушения или состояния, подвергаемого лечению, или связанного с ним симптома; 

(iii) предотвращения прогрессирования заболевания, нарушения или состояния, подвергаемого лечению, 

или связанного с ним симптома; (iv) вызова регрессии заболевания, нарушения или состояния, подвер-

гаемого лечению, или связанного с ним симптома; (v) предотвращения развития или возникновения за-

болевания, нарушения или состояния, подвергаемого лечению, или связанного с ним симптома; (vi) пре-

дотвращения рецидива заболевания, нарушения или состояния, подвергаемого лечению, или связанного 

с ним симптома; (vii) уменьшения случаев госпитализации субъекта, имеющего заболевание, нарушение 

или состояние, подвергаемое лечению, или связанный с ним симптом; (viii) сокращения продолжитель-

ности госпитализации субъекта, имеющего заболевание, нарушение или состояние, подвергаемое лече-

нию, или связанный с ним симптом; (ix) увеличения выживаемости субъекта с заболеванием, нарушени-

ем или состоянием, подвергаемым лечению, или со связанным с ним симптомом; (х) подавления или ос-

лабления заболевания, нарушения или состояния, подвергаемого лечению, или связанного с ним сим-

птома у субъекта; и/или (xi) усиления или улучшения профилактического или терапевтического дейст-

вия(й) другой терапии. 

Используемый здесь термин "нейродегенеративное заболевание, нарушение или состояние" вклю-

чает любое нейродегенеративное заболевание, нарушение или состояние, известное специалистам в дан-

ной области техники с учетом настоящего изобретения. Примеры нейродегенеративных заболеваний, 

нарушений или состояний включают нейродегенеративные заболевания или нарушения, вызванные или 

связанные с образованием нейрофибриллярных патологических изменений, такие как тау-

ассоциированные заболевания, нарушения или состояния, называемые таупатиями. В соответствии с 

конкретными вариантами осуществления нейродегенеративное заболевание, нарушение или состояние 

включает любое из заболеваний или нарушений, которые сопровождаются сосуществованием тау- и 

амилоидных патологий, включая, но без ограничения этим, болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона, 

болезнь Крейцфельдта-Якоба, деменцию боксеров, синдром Дауна, болезнь Герстмана-Штраусслера-

Шейкнера, миозит с тельцами включения, прионный белок, церебральную амилоидную ангиопатию, че-

репно-мозговую травму, боковой амиотрофический склероз, паркинсонизм-деменцию -комплекс Гуама, 

негуаманскую болезнь двигательного нейрона с нейрофибриллярными клубками, деменцию, характери-

зующуюся появлением аргирофильных зерен, кортикобазальную дегенерацию, деменцию Леви, боковой 

амиотрофический склероз, диффузные нейрофибриллярные клубки с кальцификацией, лобно-височную 

деменцию, предпочтительно лобно-височную деменцию с паркинсонизмом, связанным с хромосомой 17 

(FTDP-17), лобно-височную деменцию с поражением долей, болезнь Галлервордена-Шпатца, множест-

венную системную атрофию, болезнь Ниманна-Пика типа С, болезнь Пика, прогрессирующий подкорко-

вый глиоз, прогрессирующий надъядерный паралич, подострый склерозирующий панэнцефалит, демен-

цию с преобладанием нейрофибриллярных клубков, постэнцефалитический паркинсонизм, миотониче-

скую дистрофию, хроническую травматическую энцефалопатию (СТЕ), первичную возрастную таупа-

тию (PART) или деменцию с тельцами Леви (LBD). В соответствии с конкретными вариантами осущест-

вления нейродегенеративное заболевание, нарушение или состояние представляет собой болезнь Альц-

геймера или другую таупатию. 

Настоящим изобретением также обеспечивается способ ускорения клиренса агрегатов тау из голов-
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ного мозга субъекта, при этом указанный способ включает введение субъекту фармацевтической компо-

зиции в соответствии с вариантом осуществления настоящего изобретения в условиях, эффективных для 

ускорения клиренса агрегатов тау из головного мозга субъекта. В соответствии с конкретными вариан-

тами осуществления агрегаты тау представляют собой нейрофибриллярные клубки или их патологиче-

ские предшественники тау. 

Настоящим изобретением также обеспечивается способ замедления прогрессирования поведенче-

ского фенотипа, связанного с таупатологией, у субъекта, при этом указанный способ включает введение 

субъекту фармацевтической композиции в соответствии с вариантом осуществления настоящего изобре-

тения в условиях, эффективных для замедления прогрессирования поведенческого фенотипа, связанного 

с таупатологией, у субъекта. 

В предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения введение тау-пептида по-

средством введения фармацевтической композиции в соответствии с вариантом осуществления настоя-

щего изобретения индуцирует активный иммунный ответ у субъекта на тау-пептид и патологическую 

форму тау, тем самым содействуя клиренсу связанных агрегатов тау, замедляя прогрессирование пове-

дения, связанного с таупатологией, и/или осуществляя лечение лежащей в основе таупатии. В соответст-

вии с этим аспектом настоящего изобретения иммунный ответ включает развитие полезного гуморально-

го (опосредованного антителами) ответа, направленного против тау-пептида, и клеточного (опосредо-

ванного антигенспецифическими Т-клетками или продуктами их секреции) ответа, направленного про-

тив распознаваемого Т-клетками эпитопа или иммуногенного носителя. 

Как здесь используется, связанный с тау-патологией поведенческий фенотип включает, без ограни-

чения, когнитивные нарушения, раннее изменение личности и растормаживание, апатию, абулию, му-

тизм, апраксию, персеверацию, стереотипные движения/поведение, гиперорализм, дезорганизацию, не-

способность планировать или организовать последовательные задачи, эгоизм/черствость, антисоциаль-

ные черты, недостаток сочувствия, остановку, аграмотную речь с частыми парафазическими ошибками, 

но относительно сохраненным пониманием, нарушение понимания и затруднение в подборе слов, мед-

ленно прогрессирующую неустойчивость при походке, ретропульсии, замораживание, частые падения, 

не чувствительную к леводопе ригидность аксиальной мускулатуры, надъядерный парез взора, квадрат-

но-волновые саккады, медленные вертикальные саккады, псевдобульбарный паралич, апраксию конеч-

ностей, дистонию, потеря корковой чувствительности и тремор. 

При осуществлении способов по настоящему изобретению предпочтительно выбирать субъекта, 

имеющего или подверженного риску развития болезни Альцгеймера или другой таупатии, субъекта, 

имеющего агрегаты тау в головном мозге, или субъекта, проявляющего поведенческий фенотип, связан-

ный с клубками, до введения иммуногенных пептидов или антител по настоящему изобретению. Субъек-

ты, поддающиеся лечению, включают индивидуумов, подверженных риску развития заболевания, но не 

проявляющих симптомы, а также пациентов, в настоящий момент проявляющих симптомы. В случае 

болезни Альцгеймера практически любой человек подвержен риску страдания болезнью Альцгеймера. 

Следовательно, настоящие способы могут применяться профилактически к общей популяции без необ-

ходимости какой-либо оценки риска у рассматриваемого пациента. Способы по настоящему изобрете-

нию особенно применимы для индивидуумов с известным генетическим риском развития болезни Альц-

геймера. Такие индивидуумы включают индивидуумов, у которых есть родственники, которые перене-

сли заболевание, и индивидуумов, чей риск определяется путем анализа генетических или биохимиче-

ских маркеров. 

В случае бессимптомных пациентов лечение может начинаться в любом возрасте (например, 10, 20, 

30 лет). Обычно, однако, нет необходимости начинать лечение, пока пациент не достигнет возраста 40, 

50, 60 или 70 лет. Лечение, как правило, включает множество доз на протяжении определенного периода 

времени. Лечение можно контролировать с помощью анализа антител или активированных Т-клеточных 

или В-клеточных реакций на терапевтический агент с течением времени. Если реакция уменьшается, 

показана бустер-доза. 

В случае профилактических применений фармацевтические композиции, содержащие тау-пептиды, 

вводят пациенту, восприимчивому или иным образом подверженному риску развития болезни Альцгей-

мера или другой таупатии, в количестве, достаточном для устранения или уменьшения риска, уменьше-

ния тяжести или отсрочки начала заболевания, включая биохимические, гистологические и/или поведен-

ческие симптомы заболевания, его осложнения и промежуточные патологические фенотипы, регистри-

руемые в ходе развития заболевания. В случае терапевтических применений фармацевтические компози-

ции, содержащие тау-пептид, вводят пациенту, подозреваемому или уже страдающему таким заболева-

нием, в количестве, достаточном для излечения или, по меньшей мере, частичного подавления симпто-

мов заболевания (биохимических, гистологических и/или поведенческих), включая его осложнения и 

промежуточные патологические фенотипы в ходе развития заболевания. 

Эффективные дозы фармацевтической композиции по настоящему изобретению для профилактики 

и/или лечения нейродегенеративного заболевания, нарушения или состояния варьируют в зависимости 

от многих различных факторов, включая способ введения, место назначения, физиологическое состояние 

пациента, другие вводимые лекарственные средства и то, является ли лечение профилактическим или 
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терапевтическим. Количество пептидов зависит от того, вводится ли адъювант, при этом в отсутствие 

адъюванта требуются более высокие дозы. Хронометраж инъекций может значительно варьироваться от 

одного раза в день до одного раза в год или одного раза в десятилетие. Типичная схема состоит из имму-

низации с последующими повторными инъекциями с такими интервалами времени, как 6-недельные ин-

тервалы. Другая схема состоит из иммунизации с последующими повторными инъекциями спустя 1, 2, 6, 

9 и 12 месяцев. Другая схема подразумевает инъекцию каждые два месяца до конца жизни. В качестве 

альтернативы, повторные инъекции могут быть нерегулярными, на что указывает мониторинг иммунно-

го ответа. 

Специалистам в данной области техники понятно, что схему для первичного и повторных введений 

можно регулировать на основе определения иммунных ответов после введения. Например, бустер-

композиции, как правило, вводят через недели или месяцы после введения первичной композиции, на-

пример, через 2-3, или 4, или 8, или 16, или 20, или 24, или 26, или 28, или 30, или 32, или 36 недель, или 

один-два года после введения первичной композиции. 

Пептиды могут вводиться парентеральным, местным, внутривенным, пероральным, подкожным, 

внутриартериальным, внутричерепным, внутрибрюшинным, внутрикожным, интраназальным или внут-

римышечным способом для профилактического и/или терапевтического лечения. Наиболее типичным 

путем введения иммуногенного агента является подкожная или внутримышечная инъекция. Этот по-

следний тип инъекции чаще всего выполняется в мышцы рук или ног. 

В соответствии с конкретными аспектами может назначаться одна или более бустер-иммунизаций. 

Антигены в соответствующих первичной и бустерной композициях, однако используется множество бу-

стерных композиций, необязательно должны быть идентичными, но должны иметь общие антигенные 

детерминанты или быть в существенной степени схожи друг с другом. 

Композиция может, если желательно, быть представлена в наборе, упаковке или дозаторе, который 

может содержать одну или более стандартных лекарственных форм, содержащих активный ингредиент. 

Набор, например, может содержать металлическую фольгу или полимерную пленку, например блистер-

ную упаковку. Набор, упаковка или дозатор могут сопровождаться инструкциями по введению. 

В соответствии с конкретными вариантами осуществления набор содержит по меньшей мере одну 

из фармацевтической композиции, содержащей липосому в соответствии с вариантом осуществления 

настоящего изобретения, и фармацевтической композиции, содержащей конъюгат в соответствии с вари-

антом осуществления настоящего изобретения. 

Варианты осуществления изобретения 

Настоящим изобретением также обеспечиваются следующие неограничивающие варианты осуще-

ствления. 

Вариант осуществления 1 представляет собой липосому, содержащую: 

a) тау-пептид; и 

b) эпитоп для Т-хелперов; 

причем тау-пептид представлен на поверхности липосомы. 

Вариант осуществления 2 представляет собой липосому по варианту осуществления 1, в которой 

тау-пептид представляет собой тау-фосфопептид. 

Вариант осуществления 3 представляет собой липосому по варианту осуществления 1 или 2, до-

полнительно содержащую лиганд toll-подобного рецептора. 

Вариант осуществления 4 представляет собой липосому по варианту осуществления 3, в которой 

лиганд toll-подобного рецептора включает по меньшей мере один из лиганда toll-подобного рецептора 4 

и лиганда toll-подобного рецептора 9. 

Вариант осуществления 5 представляет собой липосому по варианту осуществления 3 или 4, в ко-

торой лиганд toll-подобного рецептора представляет собой лиганд toll-подобного рецептора 4. 

Вариант осуществления 6 представляет собой липосому по варианту осуществления 5, в которой 

лиганд toll-подобного рецептора 4 включает монофосфориллипид A (MPLA). 

Вариант осуществления 7 представляет собой липосому по варианту осуществления 3 или 4, в ко-

торой лиганд toll-подобного рецептора представляет собой лиганд toll-подобного рецептора 9. 

Вариант осуществления 8 представляет собой липосому по варианту осуществления 7, в которой 

лиганд toll-подобного рецептора 9 включает липидированный CpG-олигонуклеотид. 

Вариант осуществления 9 представляет собой липосому по варианту осуществления 1, содержа-

щую: 

a) тау-пептид; 

b) эпитоп для Т-хелперов; и 

c) по меньшей мере один из 

i) лиганда toll-подобного рецептора 9 и 

ii) лиганда toll-подобного рецептора 4. 

Вариант осуществления 10 представляет собой липосому по варианту осуществления 9, в которой 

тау-пептид представляет собой тау-фосфопептид. 

Вариант осуществления 11 представляет собой липосому по варианту осуществления 9 или 10, в 
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которой лиганд toll-подобного рецептора 9 представляет собой липидированный CpG-олигонуклеотид. 

Вариант осуществления 12 представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 9-

11, которая содержит лиганд toll-подобного рецептора 4 и лиганд toll-подобного рецептора 9. 

Вариант осуществления 13 представляет собой липосому по варианту осуществления 12, в которой 

лиганд toll-подобного рецептора 4 включает монофосфориллипид A (MPLA). 

Вариант осуществления 14 представляет собой липосому, содержащую: 

a) тау-фосфопептид; 

b) эпитоп для Т-хелперов; 

c) липидированный CpG-олигонуклеотид; и 

d) адъювант, содержащий лиганд toll-подобного рецептора 4; причем тау-фосфопептид представлен 

на поверхности липосомы. 

Вариант осуществления 15 представляет собой липосому по варианту осуществления 14, в которой 

лиганд toll-подобного рецептора 4 включает монофосфориллипид A (MPLA). 

Вариант осуществления 16 представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 1-

15, в которой эпитоп для Т-хелперов инкапсулирован в липосому. 

Вариант осуществления 16а представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

1-15, в которой эпитоп для Т-хелперов включен в мембрану липосомы. 

Вариант осуществления 16b представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

1-15, в которой эпитоп для Т-хелперов представлен на поверхности липосомы. 

Вариант осуществления 17 представляет собой липосомную композицию, содержащую: 

a) тау-фосфопептид; 

b) эпитоп для Т-хелперов; 

c) липидированный CpG-олигонуклеотид; и 

d) монофосфориллипид A (MPLA); 

причем тау-фосфопептид представлен на поверхности липосомы, а эпитоп для Т-хелперов инкапсу-

лирован в липосому. 

Вариант осуществления 17а представляет собой липосому по варианту осуществления 17, в которой 

MPLA представляет собой 3-О-деацил-4'-монофосфориллипид А, предпочтительно MPL. 

Вариант осуществления 17b представляет собой липосому по варианту осуществления 17, в кото-

рой MPLA представляет собой монофосфорилгексаациллипид А, 3-деацилилированный, предпочтитель-

но 3D-(6-ацил)PHAD. 

Вариант осуществления 17с представляет собой липосому по варианту осуществления 17, в которой 

MPLA представляет собой монофосфорил-3-деациллипид А, предпочтительно 3D-PHAD. 

Вариант осуществления 18 представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 1-

17с, дополнительно содержащую один или более липидов, выбранных из группы, состоящей из 1,2-

димиристоил-sn-глицеро-3-фосфохолина (DMPC), 1,2-димиристоил-sn-глицеро-3-фосфорил-3'-рац-

глицерина (DMPG) и холестерина. 

Вариант осуществления 19 представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 1-

18, в которой тау-пептид имеет аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей 

из SEQ ID NO: 1-SEQ ID NO: 12 или на по меньшей мере 85, 90 или 95% идентичную аминокислотной 

последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 1-SEQ ID NO: 12. 

Вариант осуществления 19-1 представляет собой липосому по варианту осуществления 19, в кото-

рой тау-пептид представляет собой фосфопептид, включающий аминокислотную последовательность, 

выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 1-3 и 5-12. 

Вариант осуществления 19-2 представляет собой липосому по варианту осуществления 19-1, в ко-

торой тау-фосфопептид включает аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 1. 

Вариант осуществления 19-3 представляет собой липосому по варианту осуществления 19-1, в ко-

торой тау-фосфопептид включает аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 2. 

Вариант осуществления 19-4 представляет собой липосому по варианту осуществления 19-1, в ко-

торой тау-фосфопептид включает аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 3. 

Вариант осуществления 19а представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

19, 19-1, 19-2, 19-3 и 19-4, в которой аминокислотная последовательность дополнительно содержит одну 

или более модификаций, чтобы позволить тау-пептиду быть представленным на поверхности липосомы. 

Вариант осуществления 19b представляет собой липосому по варианту осуществления 19а, в кото-

рой одна или более модификаций включают, по меньшей мере, одну из пальмитоилирования и модифи-

кации с помощью додецила. 

Вариант осуществления 19с представляет собой липосому по варианту осуществления 19а или 19b, 

в которой тау-пептид модифицирован на своем N-конце в результате одной или более модификаций. 

Вариант осуществления 19d представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

19а-19с, в которой тау-пептид модифицирован на своем С-конце в результате одной или более модифи-

каций. 
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Вариант осуществления 19е представляет собой липосому по варианту осуществления 19d, в кото-

рой тау-пептид пальмитоилирован как на своем N-конце, так и на своем С-конце. 

Вариант осуществления 19f представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

19а-19е, в которой тау-пептид дополнительно содержит одну или более дополнительных аминокислот 

для содействия одной или более модификаций. 

Вариант осуществления 19g представляет собой липосому по варианту осуществления 19f, в кото-

рой одна или более дополнительных аминокислот выбраны из группы, состоящей из Lys, Cys, Ser и Thr. 

Вариант осуществления 19h представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

19-19g, в которой тау-пептид амидирован на своем С-конце. 

Вариант осуществления 19i представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

19-19h, в которой тау-пептид состоит из аминокислотной последовательности, выбранной из группы, 

состоящей из SEQ ID NO: 27 - SEQ ID NO: 38. 

Вариант осуществления 19j представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

19-19i, в которой тау-пептид состоит из аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 27. 

Вариант осуществления 19k представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

19-19i, в которой тау-пептид состоит из аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 28. 

Вариант осуществления 19i представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

19-19i, в которой тау-пептид состоит из аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 29. 

Вариант осуществления 20 представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 1-

19l, в которой эпитоп для Т-хелперов включает по меньшей мере одну аминокислотную последователь-

ность, выбранную из группы, состоящей из: SEQ ID NO: 23-SEQ ID NO: 26. 

Вариант осуществления 20а представляет собой липосому по варианту осуществления 20, в которой 

эпитоп для Т-хелперов включает по меньшей мере две аминокислотные последовательности, выбранные 

из группы, состоящей из: SEQ ID NO: 23-SEQ ID NO: 26. 

Вариант осуществления 20b представляет собой липосому по варианту осуществления 20, в кото-

рой эпитоп для Т-хелперов включает по меньшей мере три аминокислотные последовательности, вы-

бранные из группы, состоящей из: от SEQ ID NO: 23-SEQ ID NO: 26. 

Вариант осуществления 20с представляет собой липосому по варианту осуществления 20, в которой 

эпитоп для Т-хелперов включает четыре аминокислотные последовательности: SEQ ID NO: 23-SEQ ID 

NO: 26. 

Вариант осуществления 20d представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

20а-20с, в которой две или более аминокислотных последовательностей, выбранных из группы, состоя-

щей из SEQ ID NO: 23-SEQ ID NO: 26, ковалентно связаны с помощью линкера. 

Вариант осуществления 20е представляет собой липосому по варианту осуществления 20d, в кото-

рой линкер включает одну или более аминокислот, выбранных из группы, состоящей из Val (V), Ala (A), 

Arg (R), Gly (G), Ser (S), Lys (K). 

Вариант осуществления 20f представляет собой липосому по варианту осуществления 20е, в кото-

рой линкер включает аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из VVR, 

GS, RR и RK. 

Вариант осуществления 20g представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

20-20f, в которой эпитоп для Т-хелперов является амидированным на своем С-конце. 

Вариант осуществления 20h представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

20-20g, в которой эпитоп для Т-хелперов модифицирован для вставки в мембрану липосомы, представ-

ления на поверхности липосомы или инкапсуляции в липосому, в зависимости от предполагаемого рас-

положения эпитопа для Т-хелперов. 

Вариант осуществления 20i представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

20-20h, в которой эпитоп для Т-хелперов состоит из аминокислотной последовательности, выбранной из 

группы, состоящей из SEQ ID NO: 13-SEQ ID NO: 17. 

Вариант осуществления. 20j представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

1-20i, которая содержит тау-пептид и эпитоп для Т-хелперов в весовом соотношении 6:1. 

Вариант осуществления 20k представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

1-20i, которая содержит тау-пептид и эпитоп для Т-хелперов в весовом соотношении 5:1. 

Вариант осуществления 20l представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

1-20i, которая содержит тау-пептид и эпитоп для Т-хелперов в весовом соотношении 4:1. 

Вариант осуществления 20m представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

1-20i, которая содержит тау-пептид и эпитоп для Т-хелперов в весовом соотношении 3:1. 

Вариант осуществления 20n представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

1-20i, которая содержит тау-пептид и эпитоп для Т-хелперов в весовом соотношении 2:1. 

Вариант осуществления 20о представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

1-20i, которая содержит тау-пептид и эпитоп для Т-хелперов в весовом соотношении 1:1. 

Вариант осуществления 21 представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 1-

20о, в которой липидированный CpG-олигонуклеотид включает нуклеотидную последовательность, вы-
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бранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 18-SEQ ID NO: 22. 

Вариант осуществления 21а представляет собой липосому по варианту осуществления 21, в которой 

CpG-олигонуклеотид имеет одну или более фосфоротиоатных межнуклеотидных связей. 

Вариант осуществления 21b представляет собой липосому по варианту осуществления 21а, в кото-

рой CpG-олигонуклеотид имеет все фосфоротиоатные межнуклеотидные связи. 

Вариант осуществления 21с представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

21-21b, в которой липидированный CpG-олигонуклеотид включает CpG-олигонуклеотид, ковалентно 

связанный с по меньшей мере одной липофильной группой через линкер. 

Вариант осуществления 21d представляет собой липосому по варианту осуществления 21с, в кото-

рой линкер содержит (C2H4O)n, где n представляет собой целое число от 0 до 10. 

Вариант осуществления 21е представляет собой липосому по варианту осуществления 21с, в кото-

рой линкер содержит алкильный спейсер, имеющий от 3 до 12 атомов углерода. 

Вариант осуществления 21f представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

21-21е, в которой по меньшей мере одна липофильная группа представляет собой холестерин. 

Вариант осуществления 21g представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

21-21f, в которой липидированный CpG-олигонуклеотид включает нуклеотидную последовательность 

SEQ ID NO: 18 или SEQ ID NO: 19, ковалентно связанную с молекулой холестерина через линкер, со-

держащий (C2H4O)n, где n представляет собой целое число от 3 до 5. 

Вариант осуществления 22 представляет собой липосому, содержащую: 

a) тау-пептид, имеющий аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из 

SEQ ID NO:27-SEQ ID NO: 38; 

b) эпитоп для Т-хелперов, имеющий аминокислотную последовательность, выбранную из группы, 

состоящей из SEQ ID NO: 39-SEQ ID NO: 44, предпочтительно эпитоп для Т-хелперов, состоящий из 

аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 13-SEQ ID NO: 

17; 

c) липидированный CpG-олигонуклеотид, имеющий нуклеотидную последовательность, выбран-

ную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 18-SEQ ID NO: 22, причем CpG-олигонуклеотид содержит 

одну или более фосфоротиоатных межнуклеотидных связей, и CpG-олигонуклеотид ковалентно связан с 

по меньшей мере одним холестерином через линкер; и 

d) монофосфориллипид A (MPLA). 

Вариант осуществления 22а представляет собой липосому по варианту осуществления 22, содер-

жащую: 

a) тау-фосфопептид, состоящий из аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 27, SEQ ID 

NO: 28 или SEQ ID NO: 29; 

b) эпитоп для Т-хелперов, состоящий из аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 13 

c) липидированный CpG-олигонуклеотид, состоящий из нуклеотидной последовательности SEQ ID 

NO: 18 или SEQ ID NO: 19, ковалентно связанный с холестерином через линкер, содержащий (C2H4O)n, 

где n представляет собой целое число от 3 до 7; и 

d) монофосфориллипид A (MPLA). 

Вариант осуществления 22b представляет собой липосому по варианту осуществления 22 или 22а, в 

которой MPLA представляет собой 3-О-деацил-4'-монофосфориллипид А, предпочтительно MPL. 

Вариант осуществления 22с представляет собой липосому по варианту осуществления 22 или 22а, в 

которой MPLA предпочтительно представляет собой 3D-(6-ацил)PHAD. 

Вариант осуществления 22d представляет собой липосому по варианту осуществления 22 или 22а, в 

которой MPLA представляет собой предпочтительно 3D-PHAD. 

Вариант осуществления 23 представляет собой липосому по любому из вариантов осуществления 

22-22d, в которой эпитоп для Т-хелперов инкапсулирован в липосому. 

Вариант осуществления 24 представляет собой фармацевтическую композицию, содержащую ли-

посому по любому из вариантов осуществления 1-23 и фармацевтически приемлемый носитель. 

Вариант осуществления 25 представляет собой конъюгат, включающий тау-фосфопептид и имму-

ногенный носитель, конъюгированный с ним через линкер, имеющий следующую структуру: 

 
где x представляет собой целое число от 0 до 10; и 
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n представляет собой целое число от 2 до 15. 

Вариант осуществления 25а представляет собой конъюгат, включающий тау-фосфопептид и имму-

ногенный носитель, конъюгированный с ним через линкер, имеющий структуру формулы (II): 

 
где x представляет собой целое число от 0 до 10; и 

n представляет собой целое число от 2 до 15. 

Вариант осуществления 26 представляет собой конъюгат по варианту осуществления 25 или 25а, в 

котором x представляет собой целое число от 2 до 6. 

Вариант 27 осуществления представляет собой конъюгат по варианту осуществления 25 или 25а, в 

котором x равно 3. 

Вариант осуществления 28 представляет собой конъюгат по любому из вариантов осуществления 

25-25а, в котором n равно от 3 до 7. 

Вариант осуществления 29 представляет собой конъюгат по любому из вариантов осуществления 

25-28, в котором носитель представляет собой иммуногенный носитель, выбранный из группы, состоя-

щей из гемоцианина лимфы улитки (KLH), столбнячного анатоксина, CRM197 и смеси белков наружной 

мембраны из N. Meningitides (ОМР) или их производного. 

Вариант осуществления 30 представляет собой конъюгат по любому из вариантов осуществления 

25-29, в котором тау-фосфопептид состоит из аминокислотной последовательности, выбранной из груп-

пы, состоящей из SEQ ID NO: 1-SEQ ID NO: 12. 

Вариант осуществления 30а представляет собой конъюгат по варианту осуществления 30, в кото-

ром тау-фосфопептид состоит из аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 или 

SEQ ID NO: 3. 

Вариант осуществления 31 представляет собой конъюгат по любому из вариантов осуществления 

25-30, в котором носителем является CRM197. 

Вариант осуществления 32 представляет собой конъюгат по варианту осуществления 25, имеющий 

структуру: 

 
где n равно 3-7. 

Вариант осуществления 32а представляет собой конъюгат по варианту осуществления 25, который 

представляет собой KLH-[m-малеимидобензоил-N-гидроксисукцинимидный эфир-цистеин-(С2Н4О)х-тау-

пептид]n 

 
где тау-пептид состоит из SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 3; 

х представляет собой целое число от 0 до 10; и 

n представляет собой целое число от 2 до 15. 

Вариант осуществления 33 представляет собой фармацевтическую композицию, содержащую 

конъюгат любого из вариантов осуществления 25-32а и фармацевтически приемлемый носитель. 

Вариант осуществления 33а представляет собой фармацевтическую композицию по п.33, дополни-

тельно содержащую адъювант. 

Вариант осуществления 33b представляет собой фармацевтическую композицию по п.33, в которой 
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адъювант включает по меньшей мере один из лиганда TLR-4 и лиганда TLR-9. 

Вариант осуществления 34 представляет собой способ индукции иммунного ответа у субъекта, 

страдающего нейродегенеративным нарушением, включающий введение субъекту по меньшей мере од-

ной из фармацевтических композиций по любому из вариантов осуществления 24 и 33-33b. 

Вариант осуществления 35 представляет собой способ по варианту осуществления 34, включающий 

введение субъекту по меньшей мере одной из фармацевтических композиций по вариантам осуществле-

ния 24 и 33-33b для первичной иммунизации и введение субъекту по меньшей мере одной из фармацев-

тических композиций по вариантам осуществления 24 и 33-33b для бустер-иммунизации. 

Вариант осуществления 36 представляет собой способ лечения или профилактики нейродегенера-

тивного заболевания или нарушения у субъекта, нуждающегося в этом, включающий введение субъекту 

по меньшей мере одной из фармацевтических композиций по варианту осуществления 24 или 33. 

Вариант осуществления 37 представляет собой способ по варианту осуществления 36, включающий 

введение субъекту по меньшей мере одной из фармацевтических композиций по вариантам осуществле-

ния 24 и 33-33b для первичной иммунизации и введение субъекту по меньшей мере одной из фармацев-

тических композиций по вариантам осуществления 24 и 33-33b для бустер-иммунизации. 

Вариант осуществления 38 представляет собой способ по любому из вариантов осуществления 34-

37, в котором нейродегенеративное заболевание или нарушение вызвано или связано с образованием 

нейрофибриллярных патологических изменений. 

Вариант осуществления 39 представляет собой способ по любому из вариантов осуществления 34-

38, в котором нейродегенеративное заболевание или нарушение представляет собой болезнь Альцгейме-

ра, болезнь Паркинсона, болезнь Крейцфельдта-Якоба, деменцию боксеров, синдром Дауна, болезнь 

Герстмана-Штраусслера-Шейкнера, миозит с тельцами включения, прионный белок, церебральную ами-

лоидную ангиопатию, черепно-мозговую травму, боковой амиотрофический склероз, паркинсонизм-

деменцию - комплекс Гуама, негуаманскую болезнь двигательного нейрона с нейрофибриллярными 

клубками, деменцию, характеризующуюся появлением аргирофильных зерен, кортикобазальную дегене-

рацию, деменцию Леви, боковой амиотрофический склероз, диффузные нейрофибриллярные клубки с 

кальцификацией, лобно-височную деменцию, предпочтительно лобно-височную деменцию с паркинсо-

низмом, связанным с хромосомой 17 (FTDP-17), лобно-височную деменцию с поражением долей, бо-

лезнь Галлервордена-Шпатца, множественную системную атрофию, болезнь Ниманна-Пика типа С, бо-

лезнь Пика, прогрессирующий подкорковый глиоз, прогрессирующий надъядерный паралич, подострый 

склерозирующий панэнцефалит, деменцию с преобладанием нейрофибриллярных клубков, постэнцефа-

литический паркинсонизм, миотоническую дистрофию, хроническую травматическую энцефалопатию 

(СТЕ), первичную возрастную таупатию (PART) или деменцию с тельцами Леви (LBD). 

Вариант осуществления 40 представляет собой способ по любому из вариантов осуществления 34-

39, в котором нейродегенеративное заболевание или нарушение представляет собой болезнь Альцгейме-

ра, болезнь Паркинсона, синдром Дауна, прогрессирующий надъядерный паралич (PSP), лобно-

височную деменцию и паркинсонизм, связанный с хромосомой 17 (FTDP-17), болезнь Пика, кортикоба-

зальную дегенерацию, деменцию Леви, боковой амиотрофический склероз, миотоническую дисфазию, 

хроническую травматическую энцефалопатию (СТЕ), церебральную ангиопатию, первичную возрастную 

таупатию (PART) или деменцию с тельцами Леви (LBD). 

Вариант осуществления 40b представляет собой способ по любому из вариантов осуществления 34-

39, в котором нейродегенеративное заболевание или нарушение представляет собой болезнь Альцгейме-

ра, прогрессирующий надъядерный паралич (PSP), лобно-височную деменцию и паркинсонизм, связан-

ный с хромосомой 17 (FTDP-17), или болезнь Пика и PART (первичную возрастную таупатию). 

Вариант осуществления 40с представляет собой способ по любому из вариантов осуществления 34-

39, в котором нейродегенеративное заболевание или нарушение представляет собой болезнь Альцгейме-

ра, болезнь Паркинсона, синдром Дауна, лобно-височную деменцию и паркинсонизм, связанный с хро-

мосомой 17 (FTDP-17), кортикобазальную дегенерацию, деменцию Леви, боковой амиотрофический 

склероз, миотоническую дисфазию, хроническую травматическую энцефалопатию (СТЕ), церебральную 

ангиопатию, первичную возрастную таупатию (PART) или деменцию с тельцами Леви (LBD). 

Вариант осуществления 41 представляет собой набор, содержащий по меньшей мере одну из фар-

мацевтической композиции по варианту осуществления 24 и фармацевтической композиции по варианту 

осуществления 33, 33а или 33b. 

Вариант осуществления 42 представляет собой эпитоп для Т-хелперов, состоящий из аминокислот-

ной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 13-SEQ ID NO: 17. 

Вариант осуществления 43 представляет собой фармацевтическую композицию, содержащую эпи-

топ для Т-хелперов по варианту осуществления 42. 

Вариант осуществления 44 представляет собой способ усиления иммунного ответа на антиген у 

субъекта, нуждающегося в этом, включающий введение субъекту антигена вместе с фармацевтической 

композицией по варианту осуществления 43. 

Примеры 

Следующие примеры настоящего изобретения служат для дополнительной иллюстрации сущности 
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настоящего изобретения. Следует понимать, что следующие примеры не ограничивают настоящее изо-

бретение, и что объем изобретения должен определяться прилагаемой формулой изобретения. 

Экспериментальные методы, используемые в следующих примерах, если не указано иное, все яв-

ляются обычными методами. Реагенты, используемые в следующих вариантах осуществления, если не 

указано иное, все закупаются у обычных поставщиков реагентов. 

Пример 1. Приготовление вакцин на основе липосом. 

Приготовление контрольной вакцины на основе липосомы (метод введения в этанол). 

Контрольную вакцину на основе липосомы получали методом введения в этанол этанола (EtOH) с 

последующей экструзией. Сначала DMPC (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Германия), DMPG (Lipoid GmbH, 

Ludwigshafen, Германия), холестерин (Dishman, Нидерланды) и MPLA (Avanti Polar Lipids, AL, США) 

солюбилизировали в молярном соотношении 9:1:7:0,05 в смеси EtOH и трет-бутанола (t-BuOH) в объем-

ном соотношении 20:1 при 60°С. Раствор липида в этаноле разбавляли в фосфатно-солевом буфере (PBS) 

рН 7,4 при 60°С с установлением 10% концентрации EtOH, и это приводило к образованию многослой-

ных везикул липосом (MLV). MLV затем подвергали 5 последовательным пропускам в ходе экструзии 

через три поликарбонатных фильтра (Whatman) с размером пор 0,08 мкм последовательно с использова-

нием Emulsiflex-C5 (Avestin, Канада). Полученные липосомы разбавляли в PBS рН 7,4 и нагревали до 

60°С с получением раствора липосом перед добавлением тау-пептида. 

Ацетат тетрапальмитоилированного фосфорилированного тау-пептида SEQ ID NO: 2 (Bachem AG, 

Швейцария), называемый здесь активным фармацевтическим ингредиентом (API), растворяли в PBS при 

рН 11,4 с 2,0% октил-β-D-глюкопиранозида (Sigma-Aldrich, США) до концентрации 1 мг/мл, и раствор 

пептида вводили в раствор липосом при 60°С с последующим перемешиванием в течение 30 мин при 

60°С. Концентрирование осуществляли посредством ультрафильтрации до целевого конечного объема, и 

замену буфера осуществляли 10 раз с использованием PBS рН 7,4 во время диафильтрации. Полученные 

липосомы с API, представленным на поверхности липосом, затем подвергали стерилизации фильтрова-

нием, последовательно пропуская через два поликарбонатных шприцевых фильтра с размером пор 0,2 

мкм, и конечный продукт хранили при 5°С. 

Приготовление вакцин на основе липосом X, Y, Z u Z
+
. 

Вакцины на основе липосом X и Y получали с использованием технологии тонких липидных пле-

нок с последующей гомогенизацией и экструзией. 

Вакцины на основе липосомы Z
+
 с конечной концентрацией API, составляющей 1200 мкг/мл, и ко-

нечной концентрацией Т50, составляющей 1200 мкг/мл, получали методом введения в этанол с после-

дующей экструзией, а вакцины на основе липосомы Z с конечной концентрацией API, составляющей 400 

мкг/мл, и конечной концентрации Т50, составляющей 100 мкг/мл, получали с помощью технологии тон-

ких липидных пленок с последующей гомогенизацией и экструзией. 

Вакцины на основе липосомы Z
++

 с конечной концентрацией API, составляющей 400 мкг/мл, и ко-

нечной концентрацией Т50, составляющей 400 мкг/мл, получали с помощью технологии тонких липид-

ных пленок с последующей гомогенизацией и экструзией. 

Вакцины на основе липосомы Z
+++

 с конечной концентрацией API, составляющей 1200 мкг/мл, и 

конечной концентрацией Т50, составляющей 300 мкг/мл, получали методом введения в этанол с после-

дующей экструзией. 

Приготовление вакцин на основе липосом X, Y, Z и Z
++

 методом тонких липидных пленок. 

Вакцины на основе липосом X, Y, Z и Z
++

 получали с помощью технологии тонких липидных пле-

нок с последующей гомогенизацией и экструзией. Сначала DMPC (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Герма-

ния), DMPG (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Германия), холестерин (Dishman, Нидерланды) и монофосфо-

рилгексаацил-липид А 3-деацилированный синтетический (3D-(6-ацил)PHAD)) (Avanti Polar Lipids, 

AL, США) солюбилизировали в молярном соотношении 9:1:7:0,05 в EtOH при 60°С, за исключением 

липосомы Y, которая не содержала 3D-(6-ацил) PHAD. Этанол выпаривали в вакууме в роторном испа-

рителе с получением тонкой липидной пленки. 

Липидную пленку регидратировали с использованием PBS рН 7,4, 5% DMSO (все Sigma-Aldrich), 

содержащего 0,15 мг/мл пептида Т50 (Peptides & Elephants, Германия). Образец осторожно перемешива-

ли в течение 15 мин и дополнительно энергично встряхивали для растворения тонкой липидной пленки. 

Получающиеся в результате многослойные везикулы подвергали 10 циклам замораживания-оттаивания 

(жидкий N2 и водяная баня при 37°С) и подвергали гомогенизации с последующей последовательной 

экструзией через поликарбонатные мембраны (Whatman, Великобритания) с размером пор 0,08 мкм. 

Стадии и гомогенизации, и экструзии выполняли в EmulsiFlex-C5 (Avestin, Канада). Экструдированные 

липосомы с инкапсулированным пептидом Т50 концентрировали путем ультрафильтрации, и заменяли 

буфер на PBS рН 7,4 путем диафильтрации. Полученные липосомы разбавляли в PBS рН 7,4 и нагревали 

до 60°С с получением раствора липосом перед добавлением тау-пептида и адъюванта. 

CpG2006-холестерин (CpG2006-Chol) (Microsynth, Швейцария) представляет собой ДНК-

олигонуклеотид со всеми межнуклеотидными связями в виде тиофосфата, который модифицирован на 5'-

конце молекулой холестерина через фосфатную связь посредством спейсера, включающего PEG. 
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CpG2006-холестерин (CpG2006-Chol) (Microsynth, Швейцария) растворяли в PBS рН 7,4 до 1 мг/мл и 

вводили в растворы липосом (за исключением липосомы X, которая не содержит CpG2006-Chol) с по-

следующей инкубацией в течение 15 мин перед вставкой API. 

API (Bachem AG, Швейцария) растворяли в PBS pH 11,4 с 2% октил-β-D-глюкопиранозидом 

(Sigma-Aldrich, США) до концентрации 1 мг/мл, и раствор пептида вливали в раствор липосом при 60°С 

с последующим перемешиванием в течение 30 мин при 60°С. Концентрирование проводили посредством 

ультрафильтрации для получения целевого значения (400 мкг/мл API и 100 мкг/мл Т50 для липосомы X, 

Y, Z; и 400 мкг/мл API и 400 мкг/мл Т50 для липосомы Z
++

), и замену буфера осуществляли 10 раз с ис-

пользованием PBS рН 7,4 во время диафильтрации. Полученные липосомы с API, представленным на 

поверхности липосом, затем подвергали стерилизации фильтрованием, пропуская через 0,2 мкм поли-

карбонатные шприцевые фильтры, и конечный продукт хранили при 5°С. 

Получение липосомы О методом введения в этанол. 

Вакцину на основе липосомы О получали методом введения в этанол (EtOH) с последующей экс-

трузией. Сначала DMPC (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Германия), DMPG (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, 

Германия), холестерин (Dishman, Нидерланды) и MPLA (Avanti Polar Lipids, AL, США) солюбилизиро-

вали в молярном соотношении 9:1:7:0,05 в смеси EtOH и трет-бутанола (t-BuOH) в объемном соотноше-

нии 20:1 при 60°С. Раствор липида в этаноле разбавляли в фосфатно-солевом буфере (PBS) рН 7,4 при 

60°С с установлением 10% концентрации EtOH, и это приводило к образованию многослойных везикул 

липосом (MLV). MLV затем подвергали 5 последовательным пропускам в ходе экструзии через три по-

ликарбонатных фильтра (Whatman) с размером пор 0,08 мкм последовательно с использованием Emulsi-

flex-C5 (Avestin, Канада). Полученные липосомы разбавляли в PBS рН 7,4 и нагревали до 60°С с получе-

нием раствора липосом перед добавлением тау-пептида. 

Пептид Т46 (Pepscan, Нидерланды) растворяли в PBS рН 7,4 до 1 мг/мл и вливали в растворы липо-

сом с последующей инкубацией в течение 15 мин перед введением API. 

API (Bachem, Швейцария) растворяли в PBS рН 11,4 с 2% октил-β-D-глюкопиранозидом (Sigma-

Aldrich, США) с получением концентрации 1 мг/мл, и раствор пептида вливали в раствор липосом при 

60°С с последующим перемешиванием в течение 30 мин при 60°С. Концентрирование осуществляли с 

помощью ультрафильтрации для получения целевого значения (400 мкг/мл API и 100 мкг/мл Т46), и за-

мену буфера проводили 10 раз с использованием PBS рН 7,4 во время диафильтрации. Полученные ли-

посомы с API, представленным на поверхности липосом, затем подвергали стерилизации фильтровани-

ем, пропуская через 0,2 мкм поликарбонатные шприцевые фильтры, и конечный продукт хранили при 

5°С. 

Получение вакцин на основе липосомы Z
+
 и липосомы Z

+++
 путем введения в этанол. 

Вакцины на основе липосомы Z
+
 и липосомы Z

+++
 получали с использованием процесса на основе 

введения в этанол. Сначала DMPC (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Германия), DMPG (Lipoid GmbH, Lud-

wigshafen, Германия), холестерин (Dishman, Нидерланды) и 3D-(6-ацил)PHAD (Avanti Polar Lipids, AL, 

США) солюбилизировали в молярном соотношении приблизительно 9:1:7:0,04 в EtOH при 60°С. Пептид 

Т50 (Bachem AG, Швейцария) растворяли в 10 мМ His/270 мМ сахарозе (рН 5,8-6,0). Затем раствор ли-

пида в этаноле вливали в раствор, содержащий пептид Т50, и осторожно перемешивали в течение 15 

мин, что приводило к образованию многослойных везикул (MLV). MLV подвергали гомогенизации (6 

раз в случае липосомы Z
+
 и без гомогенизации в случае липосомы Z

+++
) с последующей последователь-

ной экструзией через поликарбонатные мембраны (Whatman, Великобритания) с размером пор 0,08 мкм 

(5 пропускам в случае липосомы Z
+
, 3-5 раз в случае липосомы Z

+++
). Стадии и гомогенизации, и экстру-

зии выполняли в EmulsiFlex-C5 (Avestin, Канада) для липосомы Z
+
. Экструзию липосомы Z

+++
 проводили 

с использованием экструдера с фильтром LIPEX. Экструдированные липосомы концентрировали с по-

мощью ультрафильтрации, и буфер заменяли на 20 мМ His/145 мМ NaCl pH 7,4 путем диафильтрации. 

Полученные липосомы с инкапсулированным пептидом Т50 разводили в 20 мМ His/145 мМ NaCl pH 7,4 

и нагревали до 60°С для получения раствора липосом перед добавлением API и адъюванта. 

CpG2006-Chol (Microsynth, Швейцария для липосомы Z
+
; Avecia, США для липосомы Z

+++
) раство-

ряли в 20 мМ His/145 мМ NaCl pH 7,4 до 1 мг/мл и вливали в раствор липосом с последующей инкубаци-

ей в течение 15 мин перед введением API. 

API (Bachem AG, Швейцария) растворяли в карбонатном буфере рН 10,2 с 1% октил-β-D-

глюкопиранозидом (Sigma-Aldrich, США) с получением концентрации 1 мг/мл, и раствор пептида влива-

ли в раствор липосомы Z
+
 при 60°С с последующим перемешиванием в течение 30 мин при 60°С. Рас-

твор пептида смешивали с раствором липосомы Z
+
 с использованием T-Line Mixing при 60°С с после-

дующим перемешиванием в течение 30 мин при 60°С. Концентрирование осуществляли посредством 

ультрафильтрации для получения целевого значения (1200 мкг/мл API и 1200 мкг/мл Т50 для липосомы 

Z
+
; и 1200 мкг/мл API и 300 мкг/мл Т50 для липосомы Z

+++
), и замену буфера проводили 10 раз с исполь-

зованием 10 мМ His/270 мМ сахарозы рН 6,5 во время диафильтрации. Полученные липосомы Z
+
 с API, 

представленным на поверхности липосом, и полученные липосомы Z
+++

 с API, представленным на по-

верхности липосом, затем подвергали стерилизации фильтрованием, пропуская через 0,2 мкм поликар-
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бонатные шприцевые фильтры, и конечный продукт хранили при 5°С. 

Получение вакцин на основе липосом L, М и N. 

Вакцины на основе липосом L, М и N получали с помощью технологии тонких липидных пленок с 

последующей гомогенизацией и экструзией. Сначала DMPC (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Германия), 

DMPG (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Германия), холестерин (Dishman, Нидерланды) и MPLA (Avanti Po-

lar Lipids, AL, США) солюбилизировали в молярном соотношении 9:1:7:0,05 в EtOH при 60°С. Этанол 

выпаривали в вакууме в роторном испарителе с получением тонкой липидной пленки. 

Липидную пленку регидратировали с использованием PBS рН 7,4, 5% DMSO (все Sigma-Aldrich), 

содержащего либо: 

0,15 мг/мл пептида Т48 (Peptides & Elephants, Германия) - для липосомы М; или 

0,13 мг/мл пептида Т50 (Peptides & Elephants, Германия) - для липосомы L; или 

0,15 мг/мл пептида Т52 (Peptides & Elephants, Germany) - для липосомы N. 

Образец осторожно перемешивали в течение 15 мин и дополнительно энергично встряхивали для 

растворения тонкой липидной пленки. Получающиеся в результате многослойные везикулы подвергали 

10 циклам замораживания-оттаивания (жидкий N2 и водяная баня при 37°С) и подвергали гомогенизации 

с последующей последовательной экструзией через поликарбонатные мембраны (Whatman, Великобри-

тания) с размером пор 0,08 мкм. Стадии и гомогенизации, и экструзии выполняли в EmulsiFlex-C5 (Aves-

tin, Канада). Экструдированные липосомы концентрировали путем ультрафильтрации, и заменяли буфер 

на PBS рН 7,4 путем диафильтрации. Полученные липосомы с инкапсулированным пептидом Т48, Т50 

или Т52 разбавляли в PBS рН 7,4 и нагревали до 60°С с получением раствора липосом перед добавление 

тау-пептида. 

API (Bachem AG, Швейцария) растворяли в PBS рН 11,4 с 2% октил-β-D-глюкопиранозидом 

(Sigma-Aldrich, США) с получением концентрации 1 мг/мл, и раствор пептида вливали в раствор липо-

сом при 60°С с последующим перемешиванием в течение 30 мин при 60°С. Концентрирование осущест-

вляли посредством ультрафильтрации для получения целевого значения (400 мкг/мл API и 100 мкг/мл 

Т48, Т50 или Т52), и 10 раз проводили замену буфера на PBS рН 7,4 во время диафильтрации. Получен-

ные липосомы с API, представленным на поверхности липосом, затем подвергали стерилизации фильт-

рованием, пропуская через 0,2 мкм поликарбонатные шприцевые фильтры, и конечный продукт хранили 

при 5°С. 

Получение вакцин на основе липосом R, S и Т. 

Вакцины на основе липосом R, S и Т получали с использованием процесса на основе введения в 

этанол с последующей экструзией. Сначала DMPC (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Германия), DMPG (Lip-

oid GmbH, Ludwigshafen, Германия), холестерин (Dishman, Нидерланды) и 3D-(6-ацил)PHAD) (Avanti 

Polar Lipids, AL, США) солюбилизировали в молярном соотношении 9:1:7:0,04 в EtOH при 60°С. Для 

липосом R и Т вышеуказанный раствор липидов в этаноле смешивали с 10 мМ гистидином рН 5,8, до-

полненным 270 мМ сахарозой, для достижения 10% концентрации растворителя (EtOH) и затем инкуби-

ровали в течение 30 мин при 60°С. Для липосомы S пептид Т50 (Bachem AG, Швейцария) растворяли в 

10 мМ His/270 мМ сахарозе (рН 5,8-6,0). Смеси буфер-липиды, относящиеся к липосомам R, S и Т, осто-

рожно перемешивали в течение 15 мин, что приводило к образованию многослойных везикул (MLV). 

Полученные в результате многослойные везикулы подвергали экструзии через поликарбонатные мем-

браны (Whatman, Великобритания) с размером пор 0,08 мкм (5Х) в системе высокого давления Emulsi-

Flex-C5 (Avestin, Канада). 

Экструдированные липосомы концентрировали с помощью ультрафильтрации, и буфер заменяли на 

20 мМ His/145 мМ NaCl рН 7,4 путем диафильтрации. Полученные липосомы с инкапсулированным Т50 

в случае липосомы S и полученные липосомы R и Т дополнительно разбавляли в 20 мМ His/145 мМ NaCl 

рН 7,4 и нагревали до 60°С для получения раствора липосом перед добавлением API и Т57 в случае ли-

посомы Т. 

В случае липосомы Т Т57 растворяли до 1 мг/мл в 1% октил-β-D-глюкопиранозиде (Sigma-Aldrich, 

США) в деионизированной дистиллированной воде и вводили в липосому с последующей инкубацией в 

течение 15 мин при 60°С перед введением API. 

API (Bachem AG, Швейцария) растворяли в карбонатном буфере рН 10,2 с 1% октил-β-D-

глюкопиранозидом (Sigma-Aldrich, США) с получением концентрации 1 мг/мл, и раствор пептида вме-

шивали в раствор липосом при 60°С с последующим перемешиванием в течение 30 мин при 60°С. Кон-

центрирование осуществляли посредством ультрафильтрации для получения следующего целевого зна-

чения: 

1200 мкг/мл API для липосомы R; 

1200 мкг/мл API и 300 мкг/мл Т50 для липосомы S; и 

1200 мкг/мл API и 300 мкг/мл Т57 для липосомы Т. 

Замену буфера осуществляли 10 раз с использованием 10 мМ His/270 мМ сахарозы рН 6,5 во время 

диафильтрации. Полученные липосомы с API, представленным на поверхности липосом, затем подвер-

гали стерилизации фильтрованием, пропуская через 0,2 мкм поликарбонатные шприцевые фильтры, и 
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конечный продукт хранили при 5°С. 

Пример 2. Получение вакцины на основе конъюгата. 

Пептиды и адъюванты. 

Последовательности двух полифосфорилированных пептидных эпитопов (TAUVAC-p7.1 и TAU-

VAC-p22.1, которые имеют три и две фосфорилированные аминокислоты, соответственно), улучшали 

путем оптимизации длины таким образом, чтобы они могли лучше связываться с поверхностным имму-

ноглобулином В-клеток, и чтобы последовательности не содержали эпитопы, которые согласно предска-

заниям связываются с молекулами HLA класса IA, В и С человека с высокой аффинностью. Последний 

критерий был важен, чтобы избежать индукции цитотоксической CD8+ Т-клеточной реакции на тау, ко-

торая потенциально может вызвать значительное повреждение нейронов. Используя инструмент для 

предсказания Т-клеточных эпитопов из базы данных иммунных эпитопов и ресурсы для анализа, в пеп-

тиде TAUVAC-p7.1 не выявлены предсказываемые эпитопы, способных связываться с молекулами HLA 

класса IA, В, С и HLA класса II человека с высокой аффинностью, в то время как было предсказано, что 

пептид TAUVAC-p22.1 содержит эпитопы, связывающиеся с молекулами HLA класса II DQ и DR со 

средней/высокой аффинностью (не представленные данные). 

Фосфорилированные тау-пептиды (SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3), использованные в 

этом исследовании, получали синтетически (Pepscan, NL) с добавлением остатков фосфорной кислоты во 

время синтеза. Конъюгат, включающий фосфорилированный тау-пептид, имеющий аминокислотную 

последовательность SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 3, ковалентно связанный с носителем KLH через 

линкер, здесь обозначается как конъюгат В или конъюгат С, соответственно. Конъюгат, включающий 

фосфорилированный тау-пептид, имеющий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 2, кова-

лентно связанный с носителем CRM через линкер, здесь обозначается как конъюгат А. 

Для получения конъюгатов В и С вакцинные пептиды конъюгировали с белком-носителем KLH че-

рез линкер в виде м-малеимидобензоил-N-гидроксисукцинимидного эфира (MBS) и дополнительный 

цистеин на N-конце пептида. Несвязанный пептид удаляли с использованием колонки с Sephadex G25 

перед концентрированием конъюгата. Конъюгаты перед инъекцией смешивали или с сильным много-

компонентным адъювантом (Sigma Adjuvant System, Sigma-Aldrich), или с однокомпонентным депо-

адъювантом (гидроксидом алюминия, Alhydrogel, Invivogen) в соответствии с инструкциями произво-

дителя. 

Вакцинные пептиды конъюгировали с белком-носителем CRM197 через линкер в виде полиэти-

ленгликоль(PEG)-цистеин-ацетамидопропионамида. 

Фосфорилированный тау-пептид, имеющий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 2, 

получали синтетически (Polypeptide Laboratories SAS) с добавлением остатков фосфорной кислоты и 

спейсера PEG3 во время синтеза. Конъюгат А получали путем конъюгирования белка-носителя CRM197 

через линкер в виде сукцинимидил-3-(бромацетамид)пропионата (SBAP) с цистеином на N-конце пепти-

да. SBAP лигировали с первичными аминами белка CRM197 (-NH2) посредством химии реакции с акти-

вированным NHS-эфиром сшивающим агентом. Избыток линкера в виде SBAP удаляли с использовани-

ем ультрафильтрации и диафильтрации (UF/DF). Промежуточное соединение CRM197-SBAP конъюги-

ровали с фосфорилированным тау-пептидом, и после завершения реакции реакцию конъюгации прекра-

щали добавлением избыточного количества L-цистина для гашения реакции. Неочищенный конъюгиро-

ванный продукт CRM197-пептид очищали с использованием хроматографической колонки Capto Q Im-

pRes (GE Healthcare) и элюировали с использованием изократического в отношении содержания соли 

метода. Очищенный продукт CRM197-пептид затем вводили в состав 20 мМ трис, 250 мМ сахарозы, рН 

8,1 до концентрации 0,5 мг/мл с использованием ультрафильтрации/диафильтрации. Лекарственное ве-

щество (DS) CRM197-тау-пептид получали добавлением основного буфера 10% PS80 для достижения 

конечной концентрации=0,01% PS80. Раствор тщательно перемешивали перед фильтрованием. 

Пример 3. Индуцированные вакциной антитела класса IgG, специфические для тау-пептида. 

Все эксперименты на животных были разрешены и проведены в соответствии с местным законода-

тельством об экспериментах на животных. Макак-резусов (Масаса mulatta) получали из Kunming Biomed 

International Ltd, Китай, Yunnan Yinmore Bio-Tech Co. LTD, Китай и Yunnan Laboratory Primates Inc., Ки-

тай. Животным было от двух до пяти лет в начале иммунизации, и их минимальный вес составлял 2,5 кг. 

Детальное клиническое обследование проводили до начала лечения и еженедельно после него. Кроме 

того, макак наблюдали дважды в день, и регистрировали клинические признаки. 

Взрослых макак-резусов (n=3 самца и 3 самки в каждой группе) иммунизировали подкожно с ис-

пользованием 1800 мкг ацетата тетрапальмитоилированного фосфорилированного тау-пептида SEQ ID 

NO: 2 на дозу контрольной вакцины на основе липосомы (липосомы с тетрапальмитоилированным фос-

форилированным тау-пептидом SEQ ID NO: 2 и MPLA) или вакцины на основе липосомы в соответствии 

с вариантом осуществления настоящего изобретения, например липосомы Z (липосомы с тетрапальми-

тоилированным фосфорилированным тау-пептидом SEQ ID NO: 2, 3D-(6-ацил)PHAD, липидирован-

ным CpG-олигонуклеотидом CpG 2006 и распознаваемым Т-клетками пептидом Т50) или 15 мкг на дозу 

вакцины на основе конъюгата в соответствии с вариантом осуществления настоящего изобретения (на-
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пример, конъюгата А, фосфорилированного тау-пептида SEQ ID NO: 2, связанного с CRM197), вводимой 

вместе с квасцами и CpG-олигонуклеотидом CpG 2006 в дни 1, 29 и 85. Спуски крови выполняли до им-

мунизации и в дни 8, 22, 36, 50, 64, 78, 92, 106, 120, 134 и 148, и выделяли сыворотки. 

Титры специфических антител класса IgG определяли с помощью ELISA, используя фосфорилиро-

ванный тау-пептид SEQ ID NO: 2 в качестве антигена для покрытия. Сыворотку от отдельной иммунизи-

рованной обезьяны последовательно разводили в буфере для анализа (PBS, 0,05% Tween 20, 1% BSA) и 

вносили в 96-луночные планшеты, которые были покрыты соответствующим пептидом. После двухчасо-

вой инкубации образцы удаляли, и планшеты промывали в PBST (PBS, 0,05% Tween 20). Антитела де-

тектировали с использованием конъюгированного с HRP антиобезьяньего IgG (KPL), а затем субстрата 

ABTS (Roche). Все образцы проверяли в восьми двукратных разведениях, с положительным и отрица-

тельным контрольными образцами, включенными в каждый планшет. Данные представляли в виде сред-

него геометрического значения конечных точек титрования (последнего разведения сыворотки, показы-

вающего положительную реакцию) для каждой группы. 

Как показано на фиг. 4, и вакцина на основе липосомы Z, и конъюгат А индуцировали более высо-

кие титры фосфопептид-специфических антител класса IgG по сравнению с контрольной вакциной на 

основе липосомы. 

Пример 4. Индуцированные вакциной антитела, специфические для патологических структур тау в 

головном мозге человека. 

Все ткани головного мозга были получены из Netherlands Brain Bank (NBB) и собраны от доноров 

после подписания информированного согласия на аутопсию головного мозга и использование образцов, 

а также клинической информации о них для исследовательских целей. Использовали парафиновые срезы 

головного мозга от контролей без деменции (здоровых), доноров с болезнью Альцгеймера (AD), лобно-

височной деменцией с тау-патологией (FTD-tau), болезнью Пика, первичной возрастной таупатией 

(PART) и прогрессирующим надъядерным параличом (PSP). Области головного мозга включали темен-

ную кору, среднюю лобную извилину, гиппокамп или хвостатое ядро. 

В частности, фиксированные формалином залитые в парафин срезы теменной коры от контрольно-

го являющего человеком субъекта (здорового) и являющегося человеком субъекта, страдающего болез-

нью Альцгеймера (AD Braak V/VI), окрашивали постиммунной сывороткой макака, разведенной 1:100 в 

стандартном разбавителе для антител (иммунологическом). Затем срезы промывали и окрашивали козь-

им антиобезьяньим антителом, конъюгированным с HRP (Abcam). В конце концов, окрашивание визуа-

лизировали с использованием 3,3'-диаминобензидина (DAB; Dako), который оставляет коричневое спе-

цифическое пятно в присутствии пероксидазы хрена (HRP). Предметные стекла контрастировали с ис-

пользованием гематоксилина, обезвоживали и заливали гистологической средой Quick D (Klinipath). 

Снимки были сделаны с помощью микроскопа Leica DC500. 

Результаты на фиг. 5 показывают, что постиммунные сыворотки макак-резусов, иммунизированных 

липосомой Z (липосомой с тетрапальмитоилированным фосфорилированным тау-пептидом SEQ ID NO: 

2, 3D-(6-ацил)PHAD, липидированным CpG-олигонуклеотидом CpG 2006 и распознаваемым Т-

клетками пептидом Т50) окрашивали патологические структуры тау в срезах головного мозга человека. 

Сыворотку собирали у макак-резусов в день 106 после первичной иммунизации улучшенными липосо-

мами. Этого макака иммунизировали трижды за 0, 1 и 3 месяца до сбора сыворотки. На левой панели 

(AD Braak V/VI) показано окрашивание теменной коры от донора Braak стадии V. Стрелки указывают на 

окрашивание клубков тау. Правая (здоровый донор) панель показывает окрашивание теменной коры от 

донора Braak стадии 0. Сыворотку наносили на срезы в разведении 1:100 с последующим добавлением 

козьего антиобезьяньего антитела в разведении 1:100, и окрашивание визуализировали с использованием 

проявителя DAB. 

Результаты на фиг. 6 показывают, что сыворотка макак-резусов, иммунизированных конъюгатом А, 

который содержит фосфорилированный тау-пептид SEQ ID NO: 2 плюс растворимый CpG и гидроксид 

алюминия, связывается с патологическими структурами тау в срезах головного мозга человека с болез-

нью Альцгеймера (AD). Сыворотку собирали в день 106 после первичной иммунизации вакциной на ос-

нове конъюгата с CRM. Этих макак иммунизировали трижды за 0, 1 и 3 месяца до сбора сыворотки. 

Верхние (AD) панели показывают окрашивание теменной коры, включая тау-клубки, от донора Braak 

стадии V. Нижние (CTRL) панели показывают окрашивание теменной коры от донора Braak стадии 0. 

Сыворотку наносили на срезы в разведении 1:100 с последующим добавлением козьего антиобезьяньего 

антитела в разведении 1:100, и окрашивание визуализировали с использованием проявителя DAB. 

Пример 5. Вакцины на основе липосом с одним или двумя адъювантами. 

Добавление двух адъювантов в улучшенную вакцину на основе липосомы увеличивает уровень 

титров специфических для тау-фосфопептида антител класса IgG, a также постоянство гуморального 

ответа между индивидуумами. 

Взрослых макак-резусов (n=3 самца и 3 самки в каждой группе) иммунизировали подкожно в дни 1, 

29, 85 и 169 с использованием 1800 мкг ацетата тетрапальмитоилированного фосфорилированного тау-

пептида SEQ ID NO: 2 на дозу контрольной вакцины на основе липосомы или улучшенной вакцины на 

основе липосомы с инкапсулированным, распознаваемым Т-клетками эпитопом Т50, содержащей или 
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только адъювант 3D-(6-ацил)PHAD (липосомы X, фиг. 7А), только адъювант липидированный олиго-

нуклеотид CpG 2006 (липосомы Y, фиг. 7В), или как 3D-(6-ацил)PHAD, так и липидированный олиго-

нуклеотид CpG 2006 в качестве адъювантов (липосомы Z, фиг. 7С). Спуски крови выполняли до иммуни-

зации и в дни 8, 22, 36, 50, 64, 78, 92, 106, 120, 134, 148, 162, 176 и 190, и выделяли сыворотки. Титры 

специфических антител класса IgG в сыворотках определяли с помощью ELISA, используя фосфорили-

рованный тау-пептид SEQ ID NO: 2 в качестве антигена для покрытия и второе антитело против обезь-

яньего IgG. Полученные уровни антител представлены в виде конечных точек титрования (последнего 

разведения сыворотки, показывающего положительную реакцию) для каждой отдельной обезьяны с те-

чением времени. Каждая группа иммунизации представлена на одной панели (фиг. 7А-С). Среднее гео-

метрическое значение конечных точек титрования для каждой группы ±95% доверительный интервал 

представлено на фиг. 7D. Таким образом, на фиг. 7A-D показано, что включение двух адъювантов в вак-

цину на основе липосомы, содержащей инкапсулированный Т50, улучшало уровень и постоянство гумо-

рального ответа на тау-фосфопептид, что приводило к меньшей вариабельности гуморального ответа у 

отдельных обезьян. Конкретнее, как показано на фиг. 7D, улучшенные вакцины на основе липосом с 

фосфорилированным тау-пептидом SEQ ID NO: 2, распознаваемым Т-клетками эпитопоп Т50 (липосомы 

X, Y и Z) и 1 или 2 адъювантами индуцировали более высокие титры антител против тау-фосфопептида, 

чем контрольная вакцина на основе липосомы без распознаваемого Т-клетками эпитопа. Все обезьяны 

отвечали при введении каждой из улучшенных вакцин на основе липосом, тогда как 4 из 6 животных 

отвечали на контрольную вакцину на основе липосомы. 

Пример 6. Индуцированные вакциной антитела, специфические для обогащенных спаренных спи-

ральных нитей (ePHF). 

Группы макак-резусов (n=3 самца и 3 самки в каждой группе) иммунизировали подкожно путем 

вакцинации в день 1 и день 29 с использованием (i) улучшенной вакциной на основе липосомы, содер-

жащей распознаваемый Т-клетками эпитоп Т50 и только адъювант 3D-(6-ацил)PHAD (липосомы X), 

(ii) улучшенной вакциной на основе липосомы, содержащей распознаваемый Т-клетками эпитоп Т50 и 

только адъювант липидированный CpG 2006 (липосомы Y), (iii) улучшенной вакциной на основе липо-

сомы, содержащей распознаваемый Т-клетками эпитоп Т50 и два адъюванта (3D-(6-ацил)PHAD и ли-

пидированный CpG 2006, липосомы Z) или (iv) вакциной на основе конъюгата (фосфорилированного 

тау-пептида SEQ ID NO: 2, связанного с CRM197), вводимой вместе с квасцами и CpG-

олигонуклеотидом CpG 2006 (конъюгата А). 

Препараты обогащенных спаренных спиральных нитей (ePHF) получали из тканей головного мозга 

после смерти пациентов с гистологически подтвержденной AD путем саркозильной экстракции нерас-

творимых тау, используя модифицированный метод Greenberg и Davies (Greenberg and Davies, 1991, Proc 

Natl Acad Sci USA, 87 (15):5827-31). Титры антител, специфических для обогащенных спаренных спи-

ральных нитей (ePHF), оценивали с использованием платформы Mesoscale Discovery (MSD). Планшеты 

со стрептавидином MSD покрывали биотинилированным антителом, захватывающим тау (НТ7-биотин, 

ThermoScientific), перед инкубацией с ePHF, выделенным от пациентов с болезнью Альцгеймера, в то 

время как антитела класса IgG, специфические для ePHF, дополнительно детектировали с использовани-

ем меченного SulfoTag антитела против IgG человека, которое перекрестно реагирует с антителами IgG 

обезьяны. Конкретнее, ePHF добавляли в 96-луночные планшеты (MSD) со стрептавидином в небольших 

участках MSD Gold, предварительно заблокированные 1% BSA и покрытые биотинилированным НТ-7 

(Thermo Scientific). После одночасовой инкубации планшеты промывали PBST, добавляли последова-

тельные разведения сывороток и инкубировали в течение двух часов. Связанные антитела детектировали 

с использованием меченного SulfoTag антитела против IgG человека с последующей стадией фиксации в 

1% PFA перед добавлением буфера для считывания Т. Планшеты анализировали с использованием Sector 

Imager (MSD). Результаты представляли в произвольных единицах на миллилитр (AU/мл) для каждой 

отдельной обезьяны вместе со средним геометрическим значением для группы. Представлены титры ан-

тител, специфических для ePHF, в день 50 после первой иммунизации. 

Фиг. 8 показывает, что все вакцины индуцировали высокие титры ePHF-специфических антител 

класса IgG. 

Аналогичные результаты с высокими титрами ePHF-специфических антител класса IgG были также 

получены с другими липосомами, такими как липосома Z
+
, введенными макакам-резусам с помощью 

внутримышечного введения. 

Пример 7. Степень специфичности тау-фосфопептид-специфического антитела, индуцированного 

вакциной на основе липосомы и вакциной на основе конъюгата у макак-резусов. 

Группы макак-резусов (n=3 самца и 3 самки в каждой группе) иммунизировали подкожно в день 1 и 

день 29 с использованием (i) улучшенной вакциной на основе липосомы, содержащей инкапсулирован-

ный Т50 и два адъюванта: лиганд TLR4 (3D-(6-ацил)PHAD) и липидированный олигонуклеотид CpG 

2006 (липосомы Z), и (ii) вакциной на основе конъюгата (фосфорилированного тау-пептид) SEQ ID NO: 

2, связанного с CRM) (конъюгата А), вводимой вместе с квасцами и CpG-олигонуклеотидом CpG 2006. 

Профиль распознавания эпитопов антителами определяли с помощью картирования эпитопов с исполь-
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зованием ELISA через три недели после второй иммунизации (в день 50), используя библиотеку биоти-

нилированных на N-конце 8-мерных пептидов, сдвинутых на одну аминокислоту и охватывающих по-

следовательность фосфорилированного тау-пептида SEQ ID NO: 2, а также последовательность SEQ ID 

NO: 4 (VYKSPVVSGDTSPRHL, нефосфорилированного тау-пептида, имеющего такую же аминокислот-

ную последовательность как и SEQ ID NO: 2), и соответствующие биотинилированные полноразмерные 

пептиды. 

Фиг. 9 показывает, что обезьяны, иммунизированные липосомой Z, продуцировали антитела класса 

IgG, которые связываются в основном с N-концевой частью фосфорилированного пептида SEQ ID NO: 2 

(фиг. 9А), тогда как обезьяны, иммунизированные вакциной на основе конъюгата (фосфорилированного 

тау-пептида SEQ ID NO: 2, связанного с CRM), продуцировали антитела класса IgG, которые связывают-

ся главным образом с С-концевой частью тау-пептида SEQ ID NO: 2 (фиг. 9В). 

Пример 8. Повышенные титры антител класса IgG, специфические для тау-фосфопептида, индуци-

рованные вакциной на основе липосомы с инкапсулированным, распознаваемым Т-клетками эпитопом. 

Три группы мышей C57BL/6J (n=10 в каждой группе) иммунизировали подкожно в дни 0 и 14 (i) 

вакциной на основе липосомы, содержащей агонист TLR4 (3D-(6-ацил)PHAD), (липосомы R), (ii) вак-

циной на основе липосомы, содержащей инкапсулированный, распознаваемый Т-клетками эпитоп Т50 и 

лиганд TLR4 (3D-(6-ацил)PHAD) в качестве адъюванта, (липосомы S) или (iii) вакциной на основе ли-

посомы, содержащей заякоренный, распознаваемый Т-клетками эпитоп Т57 на поверхности липосомы 

(т.е. дипальмитоилированный Т50) и лиганд TLR4 (3D-(6-ацил)PHAD) в качестве адъюванта, (липосо-

мы Т). Уровень антител класса IgG, специфических для фосфорилированного тау-пептида SEQ ID NO: 2, 

измеряли через 21 и 35 дней после первой инъекции в плазме мышей с помощью ELISA; результаты 

представлены в виде значений для отдельных мышей вместе со средним геометрическим значением для 

группы ±95% CI, представленным в произвольных единицах (AU) на мл. Как показано на фиг. 10А, вак-

цинация вакциной на основе липосомы, содержащей инкапсулированный Т50, (липосомы S) индуциро-

вала значительно более высокие титры антител, чем контрольной вакциной на основе липосомы (липо-

сомы R) и вакциной на основе липосомы, содержащей заякоренный, распознаваемым Т-клетками эпитоп, 

(липосомы Т) через 21 день после первой иммунизации (тест Крускала-Уоллиса: р=0,0089 и р=0002, со-

ответственно), а также более высокие титры антител, чем при вакцинации контрольной вакциной на ос-

нове липосомы, и значительно более высокие титры антител, чем при вакцинации вакциной на основе 

липосомы, содержащей заякоренный, распознаваемый Т-клетками эпитоп, через 35 дней после первой 

иммунизации (критерий Крускала-Уоллиса: р=0,7591 и р=0053, соответственно) (фиг. 10В). 

Пример 9. Индуцированная вакцинами на основе липосом Т-клеточная реакция, специфическая для 

включенного эпитопа для Т-клеток. 

Три группы мышей C57BL/6J (n=5 в каждой группе) иммунизировали подкожно в дни 0, 14 и 28 (i) 

улучшенной вакциной на основе липосомы с инкапсулированным распознаваемым Т-клетками пептидом 

Т48 (содержащим распознаваемые Т-клетками эпитопы PADRE, T2, T30 и Т17, разделенные линкером 

GS) и агонистом TLR4 в качестве адъюванта (MPLA), (липосомы М), (ii) улучшенной вакциной на осно-

ве липосомы с инкапсулированным Т52 (содержащим распознаваемые Т-клетками эпитопы PADRE, T2 и 

T30, разделенные линкером RK) и агонистом TLR4 (MPLA) в качестве адъюванта (липосомы N) или (iii) 

PBS. Селезенки мышей собирали через 42 дня после первой иммунизации для анализа Т-клеточных ре-

акций с помощью специфической для IL-4 и IFN-γ ELISPOT. Суспензии отдельных клеток инкубировали 

со средой, пептидом Т48 или Т52 в концентрации 10 мкг/мл в течение 48 ч. Планшеты инкубировали с 

биотинилированными моноклональными антителами против IL-4 или IFN-γ мыши и со стрептавидин-

щелочной фосфатазой (АР). "Ореолы" проявляли путем добавления субстрата АР. Фиг. 11 показывает, 

что рестимуляция спленоцитов мыши тем же пептидом, что и инкапсулированный в липосому, стимули-

ровала клетки, образующие "ореолы" IL-4 (фиг. 11В) и IFN-γ (фиг. 11А), тогда как спленоциты мышей, 

которым инъецировали PBS, не подвергались стимуляции. Это подтверждало, что добавление распозна-

ваемого Т-клетками эпитопа в вакцину вызывало активацию специфических Т-клеток, позволяя им до-

полнительно оказывать помощь тау-специфическим В-клеткам в выработке антител. 

Пример 10. Вакцины на основе липосомы, содержащей инкапсулированный распознаваемый Т-

клетками эпитоп и заякоренный, распознаваемый Т-клетками эпитоп. 

Группы макак-резусов (n=6 в каждой группе) иммунизировали подкожно в дни 1, 29, 85 и 169 (i) 

вакциной на основе липосомы, содержащей инкапсулированный, распознаваемый Т-клетками эпитоп 

Т50 и лиганд TLR4 (MPLA) в качестве адъюванта, (липосомы L), (ii) вакциной на основе липосомы, со-

держащей заякоренный, распознаваемый Т-клетками эпитоп Т46 и лиганд TLR4 (MPLA) в качестве адъ-

юванта (липосомы О) и (iii) контрольной вакциной на основе липосомы, содержащей лиганд TLR4 

(MPLA) в качестве адъюванта и не содержащей эпитоп для Т-клеток. Спуски крови выполняли до имму-

низации (в день -14) и в дни 8, 22, 36, 50, 64, 78, 92, 106, 120, 134, 148, 162, 176 и 190, и выделяли сыво-

ротки. Титры специфических антител класса IgG определяли методом ELISA с использованием фосфо-

рилированного тау-пептида SEQ ID NO: 2 в качестве антигена для покрытия и второго антитела против 

обезьяньего IgG. Полученные уровни антител рассчитывали как конечные точки титрования (последнее 
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разведение сыворотки, показывающее положительную реакцию), и данные представляли в виде среднего 

геометрического значения для каждой группы. Как показано на фиг. 12, вакцина на основе липосомы, 

содержащей инкапсулированный распознаваемый Т-клетками эпитоп, (липосомы L) и вакцина на основе 

липосомы, содержащей заякоренный, распознаваемый Т-клетками эпитоп, (липосомы О), каждая, инду-

цировала более высокие титры специфических для тау-фосфопептида антител, чем контрольная вакцина 

на основе липосомы без эпитопа для Т-клеток. 

Пример 11. Гуморальный ответ у мышей, индуцированный вакциной на основе конъюгата. 

Самок мышей BALB/c (14 мышей в каждой группе) иммунизировали конъюгатом В или конъюга-

том С (содержащим SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 3, ковалентно связанную с KLH) в соответствии со 

схемой, представленной на фиг. 13А, и с использованием вакцин-кандидатов, в которые добавлен либо 

сильный многокомпонентный адъювант (Sigma Adjuvant System, Sigma-Aldrich, отныне называемый 

Ribi), либо однокомпонентный депо-адъювант (Alhydrogel, адъювант 2% или гель гидроксида алюми-

ния, InvivoGen, отныне называемый квасцами). Аминокислотная последовательность SEQ ID NO: 1 со-

держит лишь одно различие аминокислот по сравнению с белком мыши, в то время как последователь-

ность SEQ ID NO: 3 является на 100% консервативной между людьми и мышами. Таким образом, вы-

бранные эпитопы могут обоснованно считаться "собственными" белками в случае мышей, и мыши 

должны быть соответствующей моделью для исследования ограничений, которые иммунная толерант-

ность может накладывать на иммуногенность". 

В качестве первого показателя иммуногенности вакцины была использована проточная цитометрия 

для измерения индукции фолликулярных Т-клеток-хелперов (TfH) в шейных лимфатических узлах, дре-

нирующих место введения вакцины (четыре мыши в каждой группе). TfH представляют собой специали-

зированную популяцию CD4+ Т-клеток, характеризующуюся экспрессией CXCR5, PD-1 и ICOS среди 

других молекул. Количество TfH увеличивается после воздействия вакцины или других иммунных сти-

мулов, и TfH поддерживают созревание аффинности В-клеток в зародышевом центре (Crotty, 2011, An-

nual Reviews of Immunology. Vol 29:p621-663). Количество стимулированных TfH положительно корре-

лирует с протективной эффективностью вакцин у людей (Bentebibel et al., 2013, Sci Transl Med., 5(176): 

176ra32; Spensieri et al., 2013, Proc Natl Acad Sci U S A., 110(35): 14330-5) и небольших животные. Как 

показано на фиг. 13В обе вакцины, а также контрольная иммунизация KLH плюс адъювант, приводили к 

измеримым TfH у вакцинированных мышей. Кроме того, у всех животных, получавших активную вак-

цину (в группах иммунизации конъюгатом В и конъюгатом С) или активное плацебо (KLH) плюс квас-

цы, было значительно больше TfH, чем у животных, которым давали неактивное плацебо (в группе им-

мунизации PBS), когда дренирующие шейные лимфатические узлы собирали через семь дней после пер-

вой иммунизации (Р=0,0044 для KLH-TAUVAC-p7,1; Р=0,0482 для KLH-TAUVAC-p22,1; Р=0,0063 для 

KLH, используя дисперсионный анализ (ANOVA) с последующей корректировкой по Даннетту для 

множественных сравнений). 

ELISA проводили для определения сывороточного титра антител, связывающихся с тау-

фосфопептидами и с KLH, в день 0 и в четыре дополнительных момента времени после иммунизации 

(дни 14, 28, 56 и 84, см. фиг. 13С, D, G и Н). Как показано на фиг. 13С, иммунизация конъюгатом В ин-

дуцировала связывающие антитела, реагирующие с соответствующим вакцинным пептидом. Для живот-

ных, иммунизированных конъюгатом В и адъювантом Ribi, титры связывающих антител против вакцин-

ного пептида были значительно выше, чем титры связывающих антител, индуцированных активным 

плацебо (сравните конъюгат В плюс Ribi с KLH плюс Ribi) во всех определенных моментах времени 

(Р<0,0001, используя дисперсионный анализ с последующей корректировкой Тьюки для множественных 

сравнений). Для группы, получавшей квасцы в качестве адъюванта, разница была значимой только в дни 

56 и 84 (р=0,001 и 0,012, соответственно). 

Выработка тау-специфических антител в ответ на конъюгат С (фиг. 13D) имела в целом меньшую 

величину, чем выработка в ответ на конъюгат В, хотя различия в анализах (различный пептид для по-

крытия) препятствуют проведению прямого статистического сравнения между двумя вакцинами. Тем не 

менее, титры антител против конъюгата С были значительно выше у мышей, вакцинированных конъюга-

том С плюс Ribi, чем у мышей, получавших активный плацебо KLH плюс Ribi, в дни 28 и 84 (Р=0,001 и 

0,008, соответственно) после иммунизации; титры в группе, получавшей квасцы в качестве адъюванта, 

значительно не отличались от титров в случае активного плацебо. 

Хотя белок-носитель в некоторой степени защищает фосфопептид от деградации in vivo, вполне ве-

роятно, что расщепление фосфатазой пептидных антигенов in vivo могло привести к экспонированию 

некоторого количества нефосфорилированного пептида иммунной системе. С целью определения, при-

вело ли это экспонирование к выработке антител, способных связывать нефосфорилированный пептид в 

конъюгате В и конъюгате С, проводили ELISA с использованием нефосфорилированных пептидов в ка-

честве антигена для покрытия. Как показано на фиг. 13E-F, ответ на нефосфорилированные тау-пептиды 

был слабым, сравнимым с ответом в случае активного плацебо на тот же нефосфорилированный пептид. 

Кроме того, у животных, иммунизированных конъюгатом В и Ribi, титры связывающих антител против 

фосфорилированного пептида были значительно выше, чем титры связывающих антител против нефос-
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форилированного пептида во все определенные моменты времени (Р=0,009 в день 14; Р<0,0001 в день 28, 

56 и 84, используя дисперсионный анализ). Для группы, получавшей квасцы в качестве адъюванта, раз-

ница была значимой только в дни 56 и 84 (Р=0,0002 и 0,001, соответственно). Для животных, иммунизи-

рованных конъюгатом С, ответы на фосфорилированный пептид были выше только при использовании 

адъюванта Ribi (P<0,0001 в день 28; Р=0,0001 в день 56 и 84). 

Пример 12. Антитела, индуцированные вакцинами на основе конъюгатов, связываются с физиоло-

гически релевантными формами измененного тау. 

С целью дополнительного определения, могут ли индуцированные вакциной антитела связываться 

с физиологически релевантными формами измененного тау, авторы настоящего изобретения использова-

ли постиммунные сыворотки от вакцинированных мышей для окрашивания срезов головного мозга, соб-

ранного после смерти либо от пациентов с болезнью Альцгеймера (5 случаев AD), от пациентов, пора-

женных другими таупатиями (3 случая PART, FTD, болезни Пика и PSP), либо от подобранных по воз-

расту здоровых животных в качестве контролей (5 контрольных случаев, CTRL). Как и ожидалось, сыво-

ротки от контрольных животных (групп иммунизации PBS и активным плацебо) не связывались со сре-

зами головного мозга, в то время как АТ8, моноклональное антитело, которое связывается с pTau 

[pSer202, pThr 205], полученное из мышиного клона, проявляло сильную иммунореактивность в случае 

тау-патологии в соседнем срезе ткани соответствующей области (фиг. 14). Сыворотки от животных, им-

мунизированных активными вакцинами, конъюгатом В и конъюгатом С, связывали патологические 

структуры тау не только в срезах от пациентов с AD (не представленные данные), но также и в случае 

других таупатий (фиг. 14). Антитела, индуцированные конъюгатом В, реагировали с (пре)клубками, ней-

ропильными нитями и сенильными бляшками в случаях AD. Эти постиммунные сыворотки были также 

способны иммунореагировать с нейрофибриллярными клубками и нейропильными нитями в ткани го-

ловного мозга пациентов с PART, телами включения в нейронах и нейропильными нитями в ткани паци-

ента с FTD-tau (МАРТ P301S), телами включения и астроцитами в некоторых случаях болезни Пика и, 

наконец, с телами включения в нейронах, нейропильными нитями и астроцитами, характерными для 

PSP. Индуцированные конъюгатом С поликлональные сывороточные антитела также реагировали с па-

тологическими структурами тау, характерными для каждой таупатии. В случаях AD, окрашивание было 

в основном сосредоточено в нейрофибриллярных клубках и в меньшей степени в сенильных бляшках и 

нейропильных нитях. Меньшее увеличение соответствующих областей показало аналогичные результа-

ты (данные не известны). 

Пример 13. Индуцированные вакциной антитела являются функционирующими у мышей. 

Протективную эффективность вакцины на основе конъюгата В тестировали на модели таупатии с 

использованием инъекции (Peeraer et al., 2015, Neurobiol Dis., 73:83-95). В этой модели мыши, подверг-

шиеся таупатии посредством генетической мутации (P301L), получают интрацеребральную инъекцию 

обогащенных PHF, выделенных из головного мозга пациента с AD, в соответствии с временными рамка-

ми, указанными на фиг. 15А. Инъекция, которая выполняется перед возникновением индуцируемой 

трансгеном таупатии, ускоряет развитие таупатии у этих животных. И наоборот, когда "источник" ePHF 

предварительно смешивают с антителом, способным подавлять активность "источника" тау, таким как 

АТ8, индукция таупатии уменьшается (неопубликованные данные, не представлены). 

Следуя схеме на фиг. 15А, авторы настоящего изобретения оценили развитие таупатии после сте-

реотаксической инъекции обогащенных PHF человека, предварительно смешанных с IgG, очищенным из 

сыворотки животных, иммунизированных конъюгатом В, Ribi или активным контролем KLH плюс Ribi. 

Через два месяца после инъекции головной мозг этих мышей собирали, и определяли количество агреги-

рованных тау в общей и нерастворимой в саркозиле фракциях с использованием стандартного биохими-

ческого анализа. Полученные данные показали, что, когда мышам инъецировали ePHF, которые были 

предварительно смешаны с IgG от мышей, вакцинированных конъюгатом В, было значительно меньше 

агрегированного фосфо-тау как в общей (фиг. 15В), так и в саркозил-нерастворимой (фиг. 15С) фракции 

по сравнению животными, получавшими контрольную инъекцию (р<0,0001 KLH Ribi в сравнение c 

KLH-TAUVAC-p7.1 плюс Ribi, используя дисперсионный анализ с последующей корректировкой по 

Холму-Бонферрони для множественных сравнений). Общепринято, что нерастворимый в саркозиле тау 

коррелирует с патологическими признаками таупатии, поэтому этот результат демонстрирует, что анти-

тела, индуцированные вакцинацией KLH-TAUVAC-p7.1, являются протективными in vivo. 

Пример 14. Индуцированные вакциной антитела являются функционирующими у приматов, не яв-

ляющихся людьми. 

Макак-резусов иммунизировали конъюгатом В с квасцами и CpG-олигонуклеотидом в качестве 

адъювантов (n=6) или KLH (n=2) в день 1, 29, 85 и 169. Кровь собирали каждые 14 дней, и сыворотки 

животных, иммунизированных конъюгатом В, тестировали на реактивность с иммунизирующим пепти-

дом, используя ELISA (фиг. 16А), и ePHF человека, используя MSD (фиг. 16В). Иммунизация конъюга-

том В приводила к длительному и стойкому гуморальному ответу на вакцинный фосфопептид. Более 

того, все животные имели измеримые уровни антител против ePHF человека, при этом 3 из 6 животных 

показали высокую реактивность с этим антигеном. Сыворотки, собранные от животных через 50 дней 

после первичной иммунизации, наносили на срезы головного мозга от здоровых индивидуумов или от 
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пациентов с AD (фиг. 16С). Постиммунные сыворотки от группы иммунизации конъюгатом В окрашива-

ли патологических структур тау, а именно нейрофибриллярные клубки, нейропильные нити и сенильные 

бляшки, в ткани головного мозга пациентов с AD, в то время как сыворотки от мышей, иммунизирован-

ных KLH, не демонстрировали какую-либо реактивность. Окрашивание контрольной ткани не наблюда-

лось. При тестировании в анализе иммунодеплеции тау у животных, получавших конъюгат В, были ан-

титела, способные связывать и истощать "источники" тау (р=0,03 в день 50, используя дисперсионный 

анализ с последующей корректировкой по Даннетту для множественных сравнений), хотя иммунизация 

KLH не инициировала продукцию таких антител (фиг. 16D). Сыворотки до и после иммунизации также 

тестировали в анализе нейтрализации в виде последовательно разведенных отдельных образцов (фиг. 

16Е). Изменения по сравнению с исходным уровнем (CFB) рассчитывали как разницу между значениями 

FRET (резонансного переноса энергии флуоресценции) для показаний в день -14 до вакцинации (исход-

ный уровень) и в дни 50, 106 и 190 после вакцинации, соответственно. Ответ в определенный день после 

вакцинации (деньi) затем рассчитывали следующим образом: 

ответ = % FRET_деньi - % FRET_исходный уровень. 

Общая линейная смешанная модель для вышеупомянутых ответов, со случайным эффектом на жи-

вотных, применялась с переменными: группами вакцинации, днем и уровнями в сыворотке, рассматри-

ваемыми как категориальные переменные, и всеми их взаимодействиями. Учитывая исследовательский 

характер исследования, многократная корректировка тестирования не рассматривалась. Проверка гипо-

тез была выполнена на 5% уровне значимости. 

Пример 15. Мыши, иммунизированные вакциной на основе конъюгата в комбинации с квасцами и 

CpG-олигонуклеотидом в качестве адъювантов, давали более высокие титры антител против вакцинного 

пептида. 

Взрослых самок мышей C57BL/6 (n=5-6 в каждой группе) иммунизировали внутримышечно с ис-

пользованием либо 2 мкг (фиг. 17А), либо 0,2 мкг (фиг. 17В) вакцины на основе конъюгата А. Вакцину 

на основе конъюгата вводили либо отдельно (без адъюванта), с гидроксидом алюминия, с CpG-

олигонуклеотидом, либо с комбинацией квасцов с CpG-олигонуклеотидом. Всех мышей подвергали пер-

вичной иммунизации в день 0 исследования, а затем однократной бустер-иммунизации в день 28. Доза 

квасцов в качестве адъюванта составляла 500 мкг/мышь на инъекцию, а доза CpG-олигонуклеотида в 

качестве адъюванта составляла 20 мкг/мышь на инъекцию. Графики на фиг. 17 показывают результаты 

связывания ELISA с использованием сыворотки, собранной от мышей до иммунизации (день 0) и в два 

момента времени после иммунизации (день 28 и 42) вакцинным пептидом Т3.5, использованным в каче-

стве антигена для покрытия. На графики наносили средние конечные точки титрования Т3.5-

специфических антител, с "усами", представляющими среднеквадратическую ошибку. В таблицах пред-

ставлен статистический анализ результатов, в случае которого титры антител сравнивались с использо-

ванием непараметрического критерия Крускала-Уоллиса, а попарные сравнения групп оценивались с 

использованием знакового критерия Уилкоксона по результатам, полученным с помощью критерия Кру-

скала-Уоллиса. 

Представленные на фиг. 17 результаты показывают, что в обеих дозах вакцина без адъюванта не 

индуцировала сильный иммунный ответ. Использование квасцов или CpG-олигонуклеотида или их ком-

бинации улучшало величину гуморального ответа (р<0,0152). Более того, в случае животных, иммунизи-

рованных 2 мкг вакцины, комбинация адъювантов давала значительно более высокие титры антител, чем 

отдельные адъюванты в день 28 (р=0,0028). Комбинация квасцов и CpG-олигонуклеотида также показала 

лучшие результаты, чем только CpG-олигонуклеотид, в случае животных, иммунизированных 0,2 мкг 

вакцины, в день 42 (р=0,0497). Эти данные поддерживают использование комбинации адъювантов квас-

цов и CpG-олигонуклеотида. 

Пример 16. Вакцины на основе липосом с различными соотношениями тау-пептида и распознавае-

мых Т-клетками эпитопов индуцируют высокий и устойчивый уровень титров специфических для тау-

фосфопептида антител класса IgG. 

Взрослых макак-резусов (n=6 в каждой группе) иммунизировали подкожно в дни 1, 29, 85 и 169 с 

использованием 1800 мкг ацетата тетрапальмитоилированного фосфорилированного тау-пептида SEQ ID 

NO: 2 на дозу в улучшенной вакцине на основе липосомы с инкапсулированным, распознаваемым Т-

клетками эпитопом Т50, содержащей как 3D-(6-ацил)PHAD, так и липидированный олигонуклеотид 

CpG 2006 в качестве адъювантов, с: i) 400 мкг/мл фосфорилированного тау-пептида SEQ ID NO: 2 и 100 

мкг/мл Т50 (липосомой Z), ii) 1200 мкг/мл фосфорилированного тау-пептида SEQ ID NO: 2 и 1200 мкг/мл 

Т50 (липосомой Z
+
), iii) 400 мкг/мл фосфорилированного тау-пептида SEQ ID NO: 2 и 400 мкг/мл Т50 

(липосомой Z
++

), iv) 1200 мкг/мл фосфорилированного тау-пептида SEQ ID NO: 2 и 300 мкг/мл Т50 (ли-

посомой Z
++

). Сливы крови выполняли до иммунизации и в дни 8, 22, 36, 50, 64, 78, 92, 106, 120, 134, 148, 

162, 176 и 190, и выделяли сыворотки. Титры специфических антител класса IgG в сыворотках определя-

ли с помощью ELISA с использованием фосфорилированного тау-пептида SEQ ID NO: 2 в качестве ан-

тигена для покрытия и второго антитела против обезьяньего IgG. Полученные уровни антител рассчиты-

вали как конечные точки титрования (последнее разведение сыворотки, показывающее положительную 

реакцию) для каждой отдельной обезьяны с течением времени. Среднее геометрическое значение конеч-
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ных точек титрования для каждой группы ±95% доверительный интервал представлено на фиг. 18, пока-

зывающей, что все четыре протестированные вакцины на основе липосом индуцировали высокие и ус-

тойчивые титры антител против тау-фосфопептида. 

Список последовательностей 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Липосома, содержащая: 

a) тау-фосфопептид, 

b) эпитоп для Т-хелперов; 

c) липидированный CpG-олигонуклеотид; и 

d) адъювант, содержащий лиганд toll-подобного рецептора 4; 

причем тау-фосфопептид представлен на поверхности липосомы, имеет аминокислотную последо-

вательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 1 - SEQ ID NO: 3 и SEQ ID NO: 5 - SEQ ID 

NO: 12, и 

аминокислотная последовательность дополнительно содержит одну или более модификаций, чтобы 

позволить тау-пептиду быть представленным на поверхности липосомы; эпитоп для Т-хелперов включа-

ет по меньшей мере одну аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из 

SEQ ID NO: 23 - SEQ ID NO: 26; 

липидированный CpG-олигонуклеотид имеет нуклеотидную последовательность, выбранную из 

группы, состоящей из SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 22, причем CpG-олигонуклеотид имеет одну или бо-

лее фосфоротиоатных межнуклеотидных связей, и CpG-олигонуклеотид ковалентно связан с по меньшей 

мере одной липофильной группой; и 

лиганд toll-подобного рецептора 4 представляет собой монофосфориллипид А (MPLA). 

2. Липосома по п.1, которая дополнительно содержит один или более липидов, выбранных из груп-

пы, состоящей из 1,2-димиристоил-sn-глицеро-3-фосфохолина (DMPC), 1,2-димиристоил-sn-глицеро-3-

фосфорил-3'-рац-глицерина (DMPG) и холестерина. 

3. Липосома, содержащая: 

a) тау-пептид, имеющий аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из 

SEQ ID NO: 27 - SEQ ID NO: 38; 

b) эпитоп для Т-хелперов, имеющий аминокислотную последовательность, выбранную из группы, 

состоящей из SEQ ID NO: 39 - SEQ ID NO: 44; 

c) липидированный CpG-олигонуклеотид, имеющий нуклеотидную последовательность, выбран-

ную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 22, причем CpG-олигонуклеотид включает 

одну или более фосфоротиоатных межнуклеотидных связей, и CpG-олигонуклеотид ковалентно связан с 

по меньшей мере одним холестерином через линкер; и 

d) монофосфориллипид A (MPLA). 

4. Липосома, содержащая: 

а) тау-пептид, имеющий аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из 

SEQ ID NO: 2, 5, 9 и 12; 

b) эпитоп для Т-хелперов, включающий по меньшей мере одну аминокислотную последователь-

ность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 23, 24, 25 и 26; 

c) липидированный CpG-олигонуклеотид, имеющий нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 18, причем CpG-олигонуклеотид включает одну или более фосфоротиоатных межнуклеотидных свя-

зей, и CpG-олигонуклеотид ковалентно связан с по меньшей мере одним холестерином через линкер; и 

d) монофосфориллипид A (MPLA), 

причем тау-пептид представлен на поверхности липосомы. 

5. Липосома по п.4, в которой 

a) тау-пептид имеет аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из 

SEQ ID NO: 28, 31, 35 и 38; 

b) липидированный CpG-олигонуклеотид имеет нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 18;  

и c) эпитоп для Т-хелперов, включающий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 23, 

SEQ ID NO: 24 и SEQ ID NO: 25, причем аминокислотные последовательности ковалентно связаны вме-

сте, необязательно, через один или более линкеров. 

6. Липосома по п.5, в которой эпитоп для Т-хелперов, включает аминокислотную последователь-

ность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 39, 40, 41, 42 и 43. 

7. Липосома по п.5, в которой эпитоп для Т-хелперов, включает аминокислотную последователь-

ность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 13, 14, 15, 16, 17 и 44. 

8. Липосома по п.4, которая дополнительно содержит один или более липидов, выбранных из груп-

пы, состоящей из 1,2-димиристоил-sn-глицеро-3-фосфохолина (DMPC), 1,2-димиристоил-sn-глицеро-3-

фосфорил-3'-рац-глицерина (DMPG) и холестерина. 

9. Липосома, содержащая: 

a) тау-пептид, включающий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 2; 

b) эпитоп для Т-хелперов, имеющий аминокислотную последовательность, выбранную из группы, 

состоящей из SEQ ID NO: 39, 40, 41, 42 и 43; 

c) липидированный CpG-олигонуклеотид, имеющий нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 18, причем CpG-олигонуклеотид ковалентно связан с по меньшей мере одним холестерином через 
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линкер; и 

d) монофосфориллипид A (MPLA); 

причем тау-пептид представлен на поверхности липосомы. 

10. Липосома по п.9, которая дополнительно содержит один или более липидов, выбранных из 

группы, состоящей из 1,2-димиристоил-sn-глицеро-3-фосфохолина (DMPC), 1,2-димиристоил-sn-

глицеро-3-фосфорил-3'-рац-глицерина (DMPG) и холестерина, причем: 

a) тау-пептид включает аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 28; 

b) эпитоп для Т-хелперов имеет аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 39; и 

c) липидированный CpG-олигонуклеотид имеет нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 18. 

11. Липосома по п.10, в которой эпитоп для Т-хелперов имеет аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 13. 

12. Липосома по п.9, которая дополнительно содержит один или более липидов, выбранных из 

группы, состоящей из 1,2-димиристоил-sn-глицеро-3-фосфохолина (DMPC), 1,2-димиристоил-sn-

глицеро-3-фосфорил-3'-рац-глицерина (DMPG) и холестерина, причем: 

a) тау-пептид включает аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 28; 

b) эпитоп для Т-хелперов имеет аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 40; и 

c) липидированный CpG-олигонуклеотид имеет нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 18. 

13. Липосома по п.12, в которой эпитоп для Т-хелперов имеет аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 14. 

14. Липосома по п.9, которая дополнительно содержит один или более липидов, выбранных из 

группы, состоящей из 1,2-димиристоил-sn-глицеро-3-фосфохолина (DMPC), 1,2-димиристоил-sn-

глицеро-3-фосфорил-3'-рац-глицерина (DMPG) и холестерина, причем: 

a) тау-пептид включает аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 28; 

b) эпитоп для Т-хелперов имеет аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 41; и 

c) липидированный CpG-олигонуклеотид имеет нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 18. 

15. Липосома по п.14, в которой эпитоп для Т-хелперов имеет аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 15. 

16. Фармацевтическая композиция, содержащая липосому по любому из пп.1-15 и фармацевтически 

приемлемый носитель. 

17. Способ индукции иммунного ответа у субъекта, страдающего нейродегенеративным нарушени-

ем, включающий введение субъекту фармацевтической композиции по п.16. 

18. Способ лечения или профилактики нейродегенеративного заболевания или нарушения у субъек-

та, нуждающегося в этом, включающий введение субъекту фармацевтической композиции по п.16. 

19. Способ по п.17 или 18, в котором нейродегенеративное заболевание или нарушение вызвано или 

связано с образованием нейрофибриллярных патологических изменений. 

20. Способ по п.19, в котором нейродегенеративное заболевание или нарушение представляет собой 

болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона, болезнь Крейцфельдта-Якоба, деменцию боксеров, синдром 

Дауна, болезнь Герстмана-Штраусслера-Шейкнера, миозит с тельцами включения, с прионным белком 

церебральную амилоидную ангиопатию, черепно-мозговую травму, боковой амиотрофический склероз, 

паркинсонизм-деменцию - комплекс Гуама, негуаманскую болезнь двигательного нейрона с нейрофиб-

риллярными клубками, деменцию, характеризующуюся появлением аргирофильных зерен, кортикоба-

зальную дегенерацию, деменцию Леви, боковой амиотрофический склероз, диффузные нейрофибрил-

лярные клубки с кальцификацией, лобно-височную деменцию с паркинсонизмом, связанным с хромосо-

мой 17 (FTDP-17), болезнь Галлервордена-Шпатца, множественную системную атрофию, болезнь Ни-

манна-Пика типа С, болезнь Пика, прогрессирующий подкорковый глиоз, прогрессирующий надъядер-

ный паралич, подострый склерозирующий панэнцефалит, деменцию с преобладанием нейрофибрилляр-

ных клубков, постэнцефалитический паркинсонизм, миотоническую дистрофию, хроническую травма-

тическую энцефалопатию (СТЕ), первичную возрастную таупатию (PART) или деменцию с тельцами 

Леви (LBD). 

21. Способ по любому из пп.17-20, в котором нейродегенеративное заболевание или нарушение 

представляет собой болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона, синдром Дауна, лобно-височную демен-

цию и паркинсонизм, связанный с хромосомой 17 (FTDP-17), кортикобазальную дегенерацию, деменцию 

Леви, боковой амиотрофический склероз, миотоническую дисфазгию, хроническую травматическую эн-

цефалопатию (СТЕ), церебральную ангиопатию, первичную возрастную таупатию (PART) или деменцию 

с тельцами Леви (LBD). 

22. Набор, содержащий фармацевтическую композицию по п.16 для лечения или профилактики 

нейродегенеративного заболевания или нарушения у субъекта, нуждающегося в этом. 
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