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1.一种用于在细胞或受试者中诱导免疫应答的包含效应物模块的组合物，所述效应物

模块包含：

(a)刺激物响应元件(SRE)；和

(b)至少一个与所述SRE相连、附接或缔合的有效载荷，

其中所述SRE包含去稳定结构域(DD)，所述DD完全地或部分地包含cGMP特异性3',5'-

环状磷酸二酯酶(hPDE5；SEQ  ID  NO.1)。

2.如权利要求1所述的组合物，其中所述有效载荷附接于所述SRE。

3.如权利要求1所述的组合物，其中所述DD包含hPDE5的催化结构域(SEQ  ID  NO.3)，所

述催化结构域包含hPDE5(SEQ  ID  NO.1)的氨基酸535至860。

4.如权利要求3所述的组合物，其中所述DD包含在SEQ  ID  NO .1的位置732处的氨基酸

(R732)的突变。

5.如权利要求4所述的组合物，其中在位置732处的氨基酸(R732)的所述突变选自由以

下组成的组：R732L、R732A、R732G、R732V、R732I、R732P、R732F、R732W、R732Y、R732H、R732S、

R732T、R732D、R732E、R732Q、R732N、R732M、R732C和R732K。

6.如权利要求4或权利要求5所述的组合物，其中所述DD选自由以下组成的组：hPDE5

(WT的氨基酸535-860，R732L)(SEQ  ID  NO.12)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732A)(SEQ  ID 

NO .384)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732G)(SEQ  ID  NO .383)；hPDE5(WT的氨基酸535-

860，R732V)(SEQ  ID  NO.385)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732I)(SEQ  ID  NO.386)；hPDE5

(WT的氨基酸535-860，R732P)(SEQ  ID  NO.387)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732F)(SEQ 

ID  NO.388)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732W)(SEQ  ID  NO.389)；hPDE5(WT的氨基酸535-

860，R732Y)(SEQ  ID  NO.390)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732H)(SEQ  ID  NO.391)；hPDE5

(WT的氨基酸535-860，R732S)(SEQ  ID  NO.392)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732T)(SEQ 

ID  NO.393)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732D)(SEQ  ID  NO.394)；hPDE5(WT的氨基酸535-

860，R732E)(SEQ  ID  NO.395)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732Q)(SEQ  ID  NO.396)；hPDE5

(WT的氨基酸535-860，R732N)(SEQ  ID  NO.397)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732M)(SEQ 

ID  NO.398)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732C)(SEQ  ID  NO.399)；以及hPDE5(WT的氨基酸

535-860，R732K)(SEQ  ID  NO.400)。

7.如权利要求4所述的组合物，其中在位置R732处的氨基酸的所述突变是R732L，并且

其中所述DD包含SEQ  ID  NO.12的氨基酸序列。

8.如权利要求4所述的组合物，其中在位置R732处的氨基酸的所述突变是R732A，并且

其中所述DD包含SEQ  ID  NO.384的氨基酸序列。

9.如权利要求4所述的组合物，其中在位置R732处的氨基酸的所述突变是R732G，并且

其中所述DD包含SEQ  ID  NO.383。

10.如权利要求5所述的组合物，其中所述DD进一步包含一个或多个独立地选自由以下

组成的组的突变：H653A、F736A、D764A、D764N、Y612F、Y612W、Y612A、W853F、I821A、Y829A、

F787A、D656L、Y728L、M625I、E535D、E536G、Q541R、K555R、F559L、F561L、F564L、F564S、

K591E、N587S、K604E、K608E、N609H、K630R、K633E、N636S、N661S、Y676D、Y676N、C677R、

H678R、D687A、T712S、D724N、D724G、L738H、N742S、A762S、D764G、D764V、S766F、K795E、

L797F、I799T、T802P、S815C、M816A、I824T、C839S、K852E、S560G、V585A、I599V、I648V、
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S663P、L675P、T711A、F744L、L746S、F755L、L804P、M816T和F840S。

11.如权利要求10所述的组合物，其中所述DD包含突变H653A，并且其中所述DD包含SEQ 

ID  NO.509的氨基酸序列。

12.如权利要求10所述的组合物，其中所述DD包含突变F736A，并且其中所述DD包含氨

基酸序列SEQ  ID  NO.227的氨基酸序列。

13.如权利要求10所述的组合物，其中所述DD包含突变D764A，并且其中所述DD包含SEQ 

ID  NO.510的氨基酸序列。

14.如权利要求10所述的组合物，其中所述DD包含突变Y612F，并且其中所述DD包含SEQ 

ID  NO.506的氨基酸序列。

15.如权利要求10所述的组合物，其中所述DD包含突变Y612W，并且其中所述DD包含SEQ 

ID  NO.507的氨基酸序列。

16.如权利要求10所述的组合物，其中所述DD包含突变Y612A，并且其中所述DD包含SEQ 

ID  NO.508的氨基酸序列。

17.如权利要求10所述的组合物，其中所述DD包含突变D764N，并且其中所述DD包含SEQ 

ID  NO.505的氨基酸序列。

18.如权利要求2所述的组合物，其中所述有效载荷是免疫治疗剂。

19.如权利要求18所述的组合物，其中所述免疫治疗剂选自嵌合抗原受体(CAR)和细胞

因子-细胞因子受体融合多肽。

20.如权利要求19所述的组合物，其中所述免疫治疗剂是嵌合抗原受体，并且所述嵌合

抗原受体包含

(a)细胞外靶向部分；

(b)铰链和跨膜结构域；

(c)细胞内信号传导结构域；和

(d)任选地，一个或多个共刺激性结构域。

21.如权利要求20所述的组合物，其中所述CAR是标准CAR、拆分CAR、关闭开关CAR、开启

开关CAR、第一代CAR、第二代CAR、第三代CAR或第四代CAR。

22.如权利要求20所述的组合物，其中所述CAR部分的所述细胞外靶标对癌细胞的表面

上的靶标分子具有亲和力或结合至癌细胞的表面上的靶标分子。

23.如权利要求22所述的组合物，其中所述CAR的所述细胞外靶标部分是scFv。

24.如权利要求22所述的组合物，其中所述靶标分子是CD19。

25.如权利要求23或权利要求24所述的组合物，其中所述CAR的所述细胞外靶标部分是

CD19  scFv(SEQ  ID  NO.8233)。

26.如权利要求20所述的组合物，其中所述CAR的所述铰链和跨膜结构域是配对的，并

且其中所述配对的铰链和跨膜结构域源于由以下组成的组的任何成员：

(a)选自以下的分子：CD8a、CD5、CD4、CD9、CD16、CD22、CD33、CD28、CD37、CD45、CD64、

CD80、CD86、CD148、DAP  10、EpoRI、GITR、LAG3、ICOS、Her2、OX40(CD134)、4-1BB(CD137)、

CD152、CD154、PD-1或CTLA-4；

(b)T细胞受体的CD3ε链；

(c)T细胞受体的α、β或ζ链的跨膜区域；和
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(d)选自IgG1、IgD、IgG4和IgG4  Fc区的免疫球蛋白。

27.如权利要求26所述的组合物，其中所述CAR的所述配对的铰链和跨膜结构域源于

CD8a，并且所述配对的铰链和跨膜结构域包含SEQ  ID  NO.8235的氨基酸序列。

28.如权利要求20所述的组合物，其中

(a)所述CAR的所述细胞内信号传导结构域是源于CD3ζ或选自由以下组成的组的细胞

表面分子的信号传导结构域：FcRγ、FcRβ、CD3γ、CD3δ、CD3ε、CD5、CD22、CD79a、CD79b和

CD66d；并且

(b)所述共刺激性结构域是存在的，并且源于由以下组成的组：4-1BB(CD137)2B4、

HVEM、ICOS、LAG3、DAP10、DAP12、CD27、CD28、OX40(CD134)、CD30、CD40、ICOS(CD278)、糖皮质

素诱导的肿瘤坏死因子受体(GITR)、淋巴细胞功能相关抗原-1(LFA-1)、CD2、CD7、LIGHT、

NKG2C和B7-H3。

29.如权利要求28所述的组合物，其中所述CAR的所述细胞内信号传导结构域源于CD3

ζ，并且所述细胞内信号传导结构域包含SEQ  ID  NO.8236的氨基酸序列。

30.如权利要求28所述的组合物，其中所述CAR的所述共刺激性结构域是存在的，所述

共刺激性结构域源于4-1BB，其中所述共刺激性结构域包含SEQ  ID  NO.8237的氨基酸序列。

31.如权利要求20所述的组合物，其中所述嵌合抗原受体进一步包含信号序列。

32.如权利要求31所述的组合物，其中所述信号序列源于CD8α，并且其中所述信号序列

包含SEQ  ID  NO.278的氨基酸序列。

33.如权利要求19所述的组合物，其中所述免疫治疗剂是细胞因子-细胞因子受体融合

多肽。

34.如权利要求33所述的组合物，其中所述细胞因子-细胞因子受体融合多肽包含融合

于完整或一部分IL15Ra以产生IL15-IL15Ra融合多肽的完整或一部分IL15。

35.如权利要求34所述的组合物，其中所述细胞因子-细胞因子受体融合多肽包含融合

于SEQ  ID  NO.8324的氨基酸序列以产生融合多肽的SEQ  ID  NO.8324的氨基酸序列。

36.如权利要求1-32中任一项所述的组合物，其中所述效应物模块是选自由以下组成

的组的DD-CD19  CAR融合多肽：SEQ  ID  NO .8283；SEQ  ID  NO .8271-8282；以及SEQ  ID 

NO.8284。

37.如权利要求1-19和权利要求33-35所述的组合物，其中所述效应物模块是选自由以

下组成的组的DD-IL15-IL15Ra融合多肽：SEQ  ID  NO.8338；SEQ  ID  NO.8334-8337；以及SEQ 

ID  NO.8339-8343。

38.如权利要求1-37所述的组合物，其中所述SRE对一种或多种刺激物起响应。

39.如权利要求38所述的组合物，其中所述刺激物是小分子，并且其中所述小分子选自

他达那非、伐地那非、西地那非、阿伐那非、罗地那非、米罗那非、乌地那非、本扎那非、达生

他非和贝米那非。

40.如权利要求39所述的组合物，其中所述小分子是他达那非。

41.一种药物组合物，所述药物组合物包含如权利要求1-40中任一项所述的组合物以

及药学上可接受的赋形剂。

42.一种多核苷酸，所述多核苷酸编码如权利要求1-40所述的组合物中的任一者或如

权利要求41所述的药物组合物。
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43.一种载体，所述载体包含如权利要求42所述的多核苷酸。

44.一种用于过继性细胞转移(ACT)的免疫细胞，所述免疫细胞表达如权利要求1-40中

任一项所述的组合物、如权利要求41所述的药物组合物、如权利要求42所述的多核苷酸，

和/或用如权利要求43所述的载体转导或转染。

45.一种在细胞中诱导免疫应答的方法，所述方法包括：

(a)向所述细胞施用治疗有效量的如权利要求41所述的药物组合物中的任一者；以及

(b)向所述细胞施用治疗有效量的刺激物以调节所述免疫治疗剂的表达，其中所述刺

激物是配体，并且其中所述免疫治疗剂能够响应于所述刺激物而在所述细胞中诱导免疫应

答。

46.一种降低受试者中的肿瘤负荷的方法，所述方法包括：

(a)向所述受试者施用治疗有效量的如权利要求44所述的免疫细胞；以及

(b)向所述受试者施用治疗有效量的刺激物，其中所述刺激物是配体，以调节所述免疫

治疗剂的表达，由此降低所述肿瘤负荷。

47.如权利要求46所述的方法，其中所述配体是他达那非。

48.如权利要求47所述的方法，其中他达那非在处于所述受试者的约0.1mg/体重kg至

约100mg/体重kg的范围内的剂量下向所述受试者施用。

49.如权利要求48所述的方法，其中所述他达那非在所述受试者的10mg/体重kg的剂量

下向所述受试者施用。

50.如权利要求48所述的方法，其中所述他达那非在所述受试者的30mg/体重kg的剂量

下向所述受试者施用。

51.如权利要求48所述的方法，其中所述他达那非在所述受试者的100mg/体重kg的剂

量下向所述受试者施用。
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用于免疫疗法的PDE5组合物和方法

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2017年6月12日提交的题为PDE5  Tunable  Protein  Regulation的62/

518,078、2017年6月23日提交的题为PDE5  Tunable  Protein  Regulation的62/523,850、

2017年6月23日提交的题为PDE5Compositions  and  Methods  for  Immunotherapy的62/

523,862、2017年9月7日提交的题为PDE5  Tunable  Protein  Regulation的62/555,313的优

先权，其各自的内容以引用的方式整体并入本文。

[0003] 序列表的引用

[0004] 本申请连同电子格式的序列表一起提交。所述序列表以2018年6月12日创建，题为

2095_1003PCT_SL.txt的文件形式提供，所述文件的大小是18,074,972字节。电子格式的序

列表中的信息以引用的方式整体并入本文。

发明领域

[0005] 本发明涉及用于开发受控制和/或受调控的治疗系统的可调谐生物回路系统。特

定来说，公开了含有源于突变人cGMP特异性5型磷酸二酯酶(PDE5)的去稳定结构域(DD)的

可调控生物回路。本发明也涉及用于免疫疗法的组合物和方法。

[0006] 在本发明中提供的包括生物回路系统、效应物模块、刺激物响应元件(SRE)和免疫

治疗剂的多肽；编码所述多肽的多核苷酸；含有所述多肽和/或多核苷酸的载体和细胞，用

于癌症免疫疗法中。在一个实施方案中，组合物包含调谐蛋白质稳定性的去稳定结构域

(DD)。

[0007] 发明背景

[0008] 安全和有效的基因疗法要求治疗性转基因产物(例如蛋白质产物)的表达受严密

调控。类似地，对发育、细胞分化和其他生理活动中基因功能的分析要求所探究蛋白质的表

达可控。然而，当前技术不允许滴定经诱导靶标蛋白质的水平或诱导动力学。不充分的外源

性和/或内源性基因控制是包括离体和体内基因疗法在内的众多设置中的关键问题。这个

可调谐性缺乏也使得难以安全地表达具有狭窄或不确定治疗窗的蛋白质或要求以更大程

度进行滴定、控制或短暂表达的那些蛋白质。

[0009] 一种用以达成受调控的蛋白质表达或功能的方法是使用去稳定结构域(DD)。去稳

定结构域是可附接于有效载荷诸如目标蛋白质(POI)的小型蛋白质结构域。DD致使相连的

目标蛋白质(POI)在不存在DD结合配体下不稳定以使所述蛋白质由细胞的泛素-蛋白酶体

系统快速降解(Stankunas,K.等,(2003) .Mol.Cell  12,1615–1624；Banaszynski,L.A.等,

(2006)Cell；126(5):995–1004；综述于Banaszynski ,L .A .和Wandless ,T .J .(2006)

Chem.Biol.13,11–21中；Iwamoto,M.等(2010) .Chem  Biol.17(9):981-8；Egeler,E.L.等

(2011) .J  Biol  Chem.286(36):31328-36；以及Rakhit  R,Navarro  R,Wandless  TJ(2014)

Chem  Biol.9月18日；21(9):1238-52；Navarro,R.等(2016)ACS  Chem  Biol.11(8):2101–

2104)。在一些情况下，目标蛋白质不被完全加工，并且在不存在DD结合配体下可不被分泌

或呈递在膜上(Sellmeyer等,(2012) ,doi.org/10.1371/journal.pone.0043297；其内容以
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引用的方式整体并入本文)。然而，当特异性小分子配体结合它的作为配体结合配偶体的预

定DD时，不稳定性得以逆转，并且蛋白质功能得以恢复，或在一些情况下，加工得以恢复，并

且目标蛋白质被呈递在膜上或被分泌。此类系统在本文中被称为生物回路，其中上述典型

含DD生物回路是原型模型生物回路。

[0010] 据信包括含有DD的那些生物回路的生物回路的改进可形成采用可调谐和时序控

制基因表达和功能的一类新型细胞和基因疗法的基础。此类新型部分被本发明者描述为刺

激物响应元件(SRE)，其在效应物模块的情形下起使由刺激物产生并且最终产生信号或结

果的生物回路完整的作用。当用多肽有效载荷加以适当形式化时，以及当由特定刺激物例

如小分子活化时，生物回路系统可用于通过使致稳定信号或去稳定信号永存来向上或向下

调控转基因和/或蛋白质水平。这个方法具有超过现有调控蛋白质功能和/或表达的方法的

许多优势，所述现有方法当前集中于通过诱导型启动子来进行顶层转录调控。

[0011] 本发明提供显示小分子依赖性稳定性的新型蛋白质结构域，特定来说是源于突变

人cGMP特异性5型磷酸二酯酶(PDE5)的去稳定结构域(DD)，特别是人PDE5的催化结构域，以

及包含此类DD的生物回路系统和效应物模块。也提供用于使用上述各物来调谐转基因功能

的方法。

[0012] 癌症免疫疗法旨在通过使主要是T细胞的肿瘤反应性免疫细胞的杀肿瘤功能复原

来根除癌细胞。可使抗肿瘤免疫效应细胞增加的癌症免疫疗法策略，包括开发新近对检查

点阻断、过继性细胞转移(ACT)和癌症疫苗，已在若干肿瘤的情况下产生显著结果。

[0013] 宿主抗肿瘤免疫性和癌症免疫疗法的影响受阻于三个主要障碍：1)由于克隆缺

失，所以肿瘤抗原特异性T细胞的数目较低；2)先天性免疫细胞的活化不良以及致耐受性抗

原呈递细胞在肿瘤微环境中的积累；和3)形成免疫抑制性肿瘤微环境。特定来说，在实体肿

瘤的情况下，由于在免疫抑制性肿瘤微环境中缺乏有效抗肿瘤应答，所以免疫治疗方案的

治疗功效仍然不令人满意。肿瘤细胞经常诱导免疫耐受性或抑制，并且所述耐受性是获得

性的，因为即使真正外来肿瘤抗原也将变得被耐受。此类耐受性也是主动的和显性的，因为

癌症疫苗和过继性转移预活化免疫效应细胞(例如T细胞)会经受由肿瘤微环境(TME)中的

抑制因子达成的抑制。

[0014] 此外，施用经工程化的T细胞可产生中靶/脱靶毒性以及细胞因子释放综合征(由

Tey  Clin.Transl.Immunol.,2014,3:e17  10.1038综述)。

[0015] 在不利事件的情况下需要开发可开启或关闭转基因免疫治疗剂表达的可调谐开

关。举例来说，过继性细胞疗法可具有极其长久和不定的半衰期。因为毒性可具有进行性，

所以需要安全性开关来消除所输注的细胞。可以高度灵活性调谐转基因蛋白质水平和表达

窗的系统和方法可使治疗益处增强，并且使潜在副作用降低。

[0016] 为试图开发用于疾病疗法、特别是癌症免疫疗法的可调控治疗剂，本发明提供用

以控制免疫治疗剂的表达的生物回路系统。生物回路系统包含刺激物和至少一个对所述刺

激物起响应的效应物模块。效应物模块可包括结合刺激物并对刺激物起响应的刺激物响应

元件(SRE)和可操作地连接于所述SRE的免疫治疗剂。在一个实例中，SRE是去稳定结构域

(DD)，其在不存在它的特异性配体下去稳定并且可通过结合至它的特异性配体而稳定。
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发明内容

[0017] 本发明提供用于免疫疗法的组合物和方法。组合物涉及在细胞中或在受试者中诱

导抗癌免疫应答的可调谐系统和药剂。可调谐系统和药剂可为包含至少一个对至少一种刺

激物起响应的效应物模块的生物回路系统。生物回路系统可为但不限于去稳定结构域(DD)

生物回路系统、二聚化生物回路系统、受体生物回路系统和细胞生物回路系统。这些系统进

一步教导于共同拥有的美国临时专利申请号62/320,864(2016年4月11日提交)、62/466,

596(2017年3月3日提交)和国际公布WO2017/180587中(所述专利各自的内容以引用的方式

整体并入本文)。

[0018] 本发明提供用于在细胞或受试者中诱导免疫应答的组合物。在一些实施方案中，

组合物可包括刺激物响应元件(SRE)和至少一个有效载荷。在一些实施方案中，有效载荷可

与SRE相连、附接或缔合。SRE可包括去稳定结构域(DD)。在一些实施方案中，DD可完全地或

部分地包含cGMP特异性3',5'-环状磷酸二酯酶(hPDE5；SEQ  ID  NO.1)。在一些实施方案中，

有效载荷可附接于SRE。

[0019] 在一些实施方案中，DD可包含hPDE5的催化结构域(SEQ  ID  NO.3)。在一些方面，催

化结构域可包括hPDE5(SEQ  ID  NO .1)的氨基酸535-860。在一些实施方案中，DD可包括在

SEQ  ID  NO .1的位置732处的氨基酸(R732)的突变。在位置R732处的突变可包括但不限于

R732L、R732A、R732G、R732V、R732I、R732P、R732F、R732W、R732Y、R732H、R732S、R732T、

R732D、R732E、R732Q、R732N、R732M、R732C和R732K。

[0020] 在一些方面，DD可选自包括但不限于以下的组：hPDE5(WT的氨基酸535-860，

R732L)(SEQ  ID  NO.12)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732A)(SEQ  ID  NO.384)；hPDE5(WT的

氨基酸535-860，R732G)(SEQ  ID  NO .383)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732V)(SEQ  ID 

NO .385)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732I)(SEQ  ID  NO .386)；hPDE5(WT的氨基酸535-

860，R732P)(SEQ  ID  NO.387)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732F)(SEQ  ID  NO.388)；hPDE5

(WT的氨基酸535-860，R732W)(SEQ  ID  NO.389)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732Y)(SEQ 

ID  NO.390)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732H)(SEQ  ID  NO.391)；hPDE5(WT的氨基酸535-

860，R732S)(SEQ  ID  NO.392)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732T)(SEQ  ID  NO.393)；hPDE5

(WT的氨基酸535-860，R732D)(SEQ  ID  NO.394)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732E)(SEQ 

ID  NO.395)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732Q)(SEQ  ID  NO.396)；hPDE5(WT的氨基酸535-

860，R732N)(SEQ  ID  NO.397)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732M)(SEQ  ID  NO.398)；hPDE5

(WT的氨基酸535-860，R732C)(SEQ  ID  NO.399)；和hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732K)(SEQ 

ID  NO.400)。

[0021] 在一些实施方案中，在位置R732处的氨基酸的突变可为R732L。在一个实施方案

中，DD可包含氨基酸序列SEQ  ID  NO.12。在一些实施方案中，在位置R732处的氨基酸的突变

可为R732A。在一个实施方案中，DD可包含氨基酸序列SEQ  ID  NO.384。在一些实施方案中，

在位置R732处的氨基酸的突变可为R732G。在一个实施方案中，DD可包含氨基酸序列SEQ  ID 

NO.383。

[0022] 本发明的DD可进一步包含一个或多个独立地选自由以下组成的组的突变：H653A、

F736A、D764A、D764N、Y612F、Y612W、Y612A、W853F、I821A、Y829A、F787A、D656L、Y728L、

M625I、E535D、E536G、Q541R、K555R、F559L、F561L、F564L、F564S、K591E、N587S、K604E、
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K608E、N609H、K630R、K633E、N636S、N661S、Y676D、Y676N、C677R、H678R、D687A、T712S、

D724N、D724G、L738H、N742S、A762S、D764G、D764V、S766F、K795E、L797F、I799T、T802P、

S815C、M816A、I824T、C839S、K852E、S560G、V585A、I599V、I648V、S663P、L675P、T711A、

F744L、L746S、F755L、L804P、M816T和F840S。

[0023] 在一个实施方案中，DD可包括突变H653A。在一个实施方案中，DD可包含氨基酸序

列SEQ  ID  NO.509。在一个实施方案中，DD可包括突变F736A。在一个实施方案中，DD可包含

氨基酸序列SEQ  ID  NO.227。在一个实施方案中，DD可包含突变D764A。在一个实施方案中，

DD包含氨基酸序列SEQ  ID  NO.510。在一个实施方案中，DD可包括突变Y612F。在一个方面，

DD可包含氨基酸序列SEQ  ID  NO .506。在一个实施方案中，DD可包括Y612W突变。在一个方

面，DD可包括氨基酸序列SEQ  ID  NO.507。在一个实施方案中，DD可包括突变Y612A。在一个

实施方案中，DD可包含氨基酸序列SEQ  ID  NO.508。在一个实施方案中，DD可包括突变D64N。

在一些方面，DD可包含氨基酸序列SEQ  ID  NO.505。

[0024] 在一些实施方案中，本发明的SRE可附接于有效载荷。在一些方面，有效载荷可为

免疫治疗剂。在一些方面，免疫治疗剂可选自嵌合抗原受体(CAR)和细胞因子-细胞因子受

体融合多肽。

[0025] 在一些实施方案中，CAR可包括细胞外靶标部分、铰链和跨膜结构域、细胞内信号

传导结构域；以及任选地，一个或多个共刺激性结构域。在一些实施方案中，CAR可为标准

CAR、拆分CAR、关闭开关CAR、开启开关CAR、第一代CAR、第二代CAR、第三代CAR或第四代CAR。

[0026] CAR的细胞外靶标部分可对癌细胞的表面上的靶标分子具有亲和力或结合所述靶

标分子。在一些方面，CAR的细胞外靶标部分可为scFv。在一个方面，靶标分子可为CD19。在

一些实施方案中，CAR的细胞外靶标部分是CD19  scFv(SEQ  ID  NO.8233)。在一些实施方案

中，其中CAR的铰链和跨膜结构域可为配对的。配对的铰链和跨膜结构域可源于CD8a、CD5、

CD4、CD9、CD16、CD22、CD33、CD28、CD37、CD45、CD64、CD80、CD86、CD148、DAP  10、EpoRI、GITR、

LAG3、ICOS、Her2、OX40(CD134)、4-1BB(CD137)、CD152、CD154、PD-1或CTLA-4。在一些实施方

案中，配对的结构域可源于T细胞受体的α、β或ζ链的跨膜区域；或选自IgG1、IgD、IgG4和

IgG4  Fc区的免疫球蛋白；或T细胞受体的CD3ε链。在一个实施方案中，CAR的配对的铰链和

跨膜结构域可源于CD8a。在一个方面，配对的铰链和跨膜结构域可包含氨基酸序列SEQ  ID 

NO.8235。在一些实施方案中，本发明的CAR可包括细胞内结构域。细胞内结构域可源于CD3ζ

或选自由以下组成的组的细胞表面分子：FcRγ、FcRβ、CD3γ、CD3δ、CD3ε、CD5、CD22、CD79a、

CD79b和CD66d。在一些实施方案中，可存在共刺激性结构域。共刺激性结构域可源于4-1BB

(CD137)2B4、HVEM、ICOS、LAG3、DAP10、DAP12、CD27、CD28、OX40(CD134)、CD30、CD40、ICOS

(CD278)、糖皮质素诱导的肿瘤坏死因子受体(GITR)、淋巴细胞功能相关抗原-1(LFA-1)、

CD2、CD7、LIGHT、NKG2C和B7-H3。在一个方面，细胞内结构域可源于CD3ζSEQ  ID  NO.8236。在

一些实施方案中，CAR可包括源于4-1BB的共刺激性结构域(SEQ  ID  NO.8237)。在一些方面，

CAR进一步也可包括信号序列。信号序列可源于CD8α。在一些方面，信号序列可包含氨基酸

序列SEQ  ID  NO.278。

[0027] 在一些实施方案中，免疫治疗剂可为细胞因子-细胞因子受体融合多肽。细胞因

子-细胞因子受体融合多肽可包括完整或一部分IL15融合于完整或一部分IL15Ra以产生

IL15-IL15Ra融合多肽。在一个实施方案中，细胞因子-细胞因子受体融合多肽可包括氨基
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酸序列SEQ  ID  NO.8324融合于氨基酸序列SEQ  ID  NO.8324以产生融合多肽。

[0028] 在一些实施方案中，本发明的效应物模块可为DD-CD19  CAR融合多肽。融合多肽可

包含氨基酸序列SEQ  ID  NO.8283；8271-8282或8284。在一些实施方案中，本发明的效应物

模块可为DD-IL15-IL15Ra融合多肽(SEQ  ID  NO.8338；8334-8337或8339-8343)。

[0029] 在一些实施方案中，SRE可对一种或多种刺激物起响应。刺激物可为小分子，诸如

但不限于他达那非(Tadalafil)、伐地那非(Vardenafil)、西地那非(Sildenafil)、阿伐那

非(Avanafil)、罗地那非(Lodenafil)、米罗那非(Mirodenafil)、乌地那非(Udenafil)、本

扎那非(Benzamidenafil)、达生他非(Dasantafil)和贝米那非(Beminafil)。在一个方面，

小分子可为他达那非。

[0030] 本发明也提供一种药物组合物，其可包括本文所述的组合物和药学上可接受的赋

形剂。

[0031] 本发明也提供编码本文所述的组合物和药物组合物的多核苷酸。

[0032] 本文也提供用于过继性转移的免疫细胞。免疫细胞可表达本文所述的组合物、药

物组合物、多核苷酸或载体。

[0033] 本发明也提供在细胞中诱导免疫应答的方法。所述方法可包括向细胞施用治疗有

效量的任何药物组合物以及向细胞施用治疗有效量的刺激物以调节免疫治疗剂的表达。在

一些实施方案中，刺激物可为配体。在一些方面，免疫治疗剂可能够响应于刺激物而在细胞

中诱导免疫应答。

[0034] 也提供使用本文所述的组合物来使肿瘤负荷降低的方法。所述方法可包括向受试

者施用治疗有效量的本文所述的免疫细胞以及向受试者施用治疗有效量的刺激物。在一些

实施方案中，刺激物可为配体。在一些实施方案中，刺激物可能够调节免疫治疗剂的表达，

由此使肿瘤负荷降低。在一些实施方案中，配体是他达那非。在一些方面，他达那非可在处

于每kg受试者体重约0.1mg至约100mg的范围内的剂量下向受试者施用。在一些方面，他达

那非可在每kg受试者体重10mg的剂量下向受试者施用。在一些方面，他达那非可在每kg受

试者体重30mg的剂量下向受试者施用。在一些方面，他达那非可在每kg受试者体重100mg的

剂量下向受试者施用。

附图说明

[0035] 先前以及其他目标、特征和优势将根据对本发明的特定实施方案的以下描述而显

而易知，如附图中所说明。附图不一定是按比例绘制的；而是将重点放在说明本发明的各种

实施方案的原理上。

[0036] 图1显示本发明的生物回路系统的概要图解。生物回路包含刺激物和至少一个对

刺激物起响应的效应物模块，其中对刺激物的响应产生信号或结果。效应物模块包含至少

一个刺激物响应元件(SRE)和一个有效载荷。

[0037] 图2显示携带一个有效载荷的代表性效应物模块。信号序列(SS)、SRE和有效载荷

可在无(A至F)或有(G至Z，以及AA至DD)裂解位点下以各种排列加以定位或安置。任选接头

可插入在效应物模块的各组分之间。

[0038] 图3显示在无裂解位点下携带两个有效载荷的代表性效应物模块。两个有效载荷

可直接彼此连接或加以分隔。
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[0039] 图4显示在有裂解位点下携带两个有效载荷的代表性效应物模块。在一个实施方

案中，SS位于构建体的N末端，而其他组分：SRE、两个有效载荷和裂解位点可位于不同位置

处(A至L)。在另一实施方案中，裂解位点位于构建体的N末端(M至X)。任选接头可插入在效

应物模块的各组分之间。

[0040] 图5显示本发明的携带两个有效载荷的效应物模块，其中SRE位于构建体的N末端

(A至L)，而SS、两个有效载荷和裂解位点可呈任何构型。任选接头可插入在效应物模块的各

组分之间。

[0041] 图6显示本发明的携带两个有效载荷的效应物模块，其中两个有效载荷(A至F)或

两个有效载荷中的一者(G至X)位于构建体的N末端(A至L)，而SS、SRE和裂解位点可呈任何

构型。任选接头可插入在效应物模块的各组分之间。

[0042] 图7描绘生物回路系统内刺激物和效应物模块的代表性构型。跨膜效应物模块由

结合SRE的游离刺激物(A)或膜结合型刺激物(B)活化。对刺激物的响应导致细胞内信号/有

效载荷的裂解，所述细胞内信号/有效载荷使下游效应物/有效载荷活化。

[0043] 图8描绘双重刺激物-双重呈递者生物回路系统，其中来自两个不同呈递者(例如

不同细胞)的两个结合型刺激物(A和B)同时结合单一接受者(例如另一单一细胞)中的两个

不同效应物模块，并且产生朝向下游有效载荷的双重信号。

[0044] 图9描绘双重刺激物-单一呈递者生物回路系统，其中来自同一呈递者(例如单一

细胞)的两个结合型刺激物(A和B)同时结合另一单一细胞中的两个不同效应物模块，并且

产生双重信号。

[0045] 图10描绘单一刺激物-桥接接受者生物回路系统。在这个构型中，结合型刺激物

(A)结合桥接细胞中的效应物模块，并且产生信号以使有效载荷活化，所述有效载荷是最终

接受者(例如另一细胞)中的另一效应物模块的刺激物(B)。

[0046] 图11描绘单一刺激物-单一接受者生物回路系统，其中单一接受者含有由单一刺

激物依序活化的两个效应物模块。

[0047] 图12描绘需要双重活化的生物回路系统。在这个实施方案中，一个刺激物必须首

先结合跨膜效应物模块以对正由另一刺激物活化的接受细胞进行初免。接受者仅在它感测

到两种刺激物时才进行活化(B)。

[0048] 图13描绘嵌合抗原受体(CAR)系统的标准效应物模块，其包含作为SRE的抗原结合

结构域和作为有效载荷的信号传导结构域。

[0049] 图14描绘可调控CAR系统的结构设计，其中跨膜效应物模块包含感测抗原的抗原

结合结构域和第一转换结构域，并且细胞内模块包含第二转换结构域和信号传导结构域。

刺激物(例如二聚化小分子)可使第一转换结构域和第二转换结构域二聚化，并且组装经活

化CAR系统。

[0050] 图15显示具有一个(A)或两个(B和C)并入效应物模块中的SRE的CAR系统的图示。

[0051] 图16描绘用以通过双重刺激物(例如抗原和小分子)来控制T细胞活化的拆分CAR

设计。(A)显示正常T细胞活化，此必然伴有对TCR和共刺激性受体的双重活化。常规CAR设计

(B)使抗原识别结构域与TCR信号传导基序和共刺激性基序组合在单一分子中。拆分CAR系

统将常规CAR的组分分开至两个单独效应物模块中，所述效应物模块可在致异二聚化小分

子(刺激物)存在时加以重新组装。
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[0052] 图17描绘对经CAR工程化T细胞活化的正性和负性调控。不存在或存在第二刺激物

可负性(A)或正性(B)控制T细胞活化。

[0053] 图18显示经CAR工程化T细胞的门控活化的图示。如果正常细胞不具有刺激物(例

如抗原)(A)，或具有不能结合跨膜效应物模块的抗原(B)，或仅具有使跨膜效应物模块活

化，并且对接受T细胞进行初免以表达第二效应物的抗原(C)，那么接受T细胞仍然是非活性

的。当结合跨膜效应物模块的两种刺激物(例如两种抗原)以及所引发的效应物存在于呈递

细胞(例如癌细胞)上时，T细胞被活化(D)。

[0054] 图19A显示以用不同体积的与CAR构建体相关的病毒转导的细胞获得的CAR阳性细

胞的百分比。图19B显示在伐地那非处理的情况下，CAR阳性细胞的百分比。图19C显示在用

CD3/CD28珠粒再刺激的情况下，CAR的表达。图19D显示在不同浓度的病毒的情况下以及在

存在或不存在CD3/CD28珠粒再刺激下，CAR阳性细胞的百分比。图19E显示CD19  CAR构建体

对西地那非、伐地那非和他达那非的剂量响应。图19F显示CD19  CAR构建体对不同配体以及

在改变配体处理的持续时间的情况下的响应。图19G显示在伐地那非存在下从效应细胞和

靶标细胞的共培养物的上清液获得的IL2和IFNγ水平。图19H显示以他达那非处理获得的

CAR阳性T细胞的百分比。图19I显示在他达那非存在下从效应细胞和靶标细胞的共培养物

的上清液获得的IL2和IFNγ水平。图19J显示由CAR表达性T细胞在伐地那非存在下达成的

靶标细胞杀灭。图19K显示与CAR表达性T细胞在伐地那非存在下共培养的靶标细胞的增殖。

[0055] 图20A显示在他达那非存在下，小鼠中Nalm6  luc细胞的总通量。图20B和图20C显

示在所指示剂量下注射配体之后，伐地那非和他达那非在小鼠的血浆中的药物动力学。

具体实施方式

[0056] 在以下随附描述中阐述本发明的一个或多个实施方案的细节。尽管与本文所述的

那些材料和方法类似或等效的任何材料和方法都可用于实施或测试本发明，但现时描述优

选材料和方法。本发明的其他特征、目标和优势将根据描述而显而易知。在描述中，除非上

下文另外明确规定，否则单数形式也包括复数形式。除非另外定义，否则本文所用的所有技

术和科学术语都具有与由本发明所属领域中的普通技术人员通常理解相同的含义。在起冲

突的情况下，将以本描述为准。

[0057] I.引言

[0058] 蛋白质调控

[0059] 条件性控制蛋白质水平的能力是基因和细胞疗法中的强效工具。已广泛研究用以

在遗传水平上控制蛋白质表达的技术。Cre-Lox技术提供一种适用于使基因活化或失活的

方法。组织或细胞特异性启动子可用于控制目标基因的空间和时序表达。然而，这个系统由

于扰动的不可逆性质而在应用方面受限制。目标基因的转录可使用诸如多西环素

(Doxycycline，Dox)诱导型系统的工具来加以条件性调控。或者，mRNA的稳定性可使用RNA

干扰技术来调控。然而，靶向DNA或RNA的方法是缓慢起作用的，不可逆的，并且具有低效率。

[0060] 在蛋白质水平上直接操纵活性提供在灵活性、可逆性和速度方面的重大优势。已

开发直接触发细胞的天然降解系统的策略。Szostak和同事显示可使小肽序列融合于目标

蛋白质的N末端以调节蛋白质稳定性(Park,E-C.等,Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.1992,89:

1249-1252)。Varshavsky和合作者分离了在非容许温度下使二氢叶酸还原酶(DHFR)的半衰
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期极大降低的温度敏感性肽序列(Dohmen等Science  1994,263:1273-1276)。这些突变体已

被广泛用于在酵母中研究蛋白质功能(Labib等Science  2000 ,288:1643-1646；以及

Kanemaki等Nature  2003,423:720-724)。

[0061] 随后，开发了采用雷帕霉素(rapamycin)衍生物的可逆系统，所述雷帕霉素衍生物

用于调控融合于FRB结构域的不稳定三重突变体(FRB*)的GSK-3β激酶。雷帕霉素衍生物诱

导FRB*-GSK-3β和内源性FKBP12的二聚化，并且使FRB*融合物稳定，由此恢复所融合激酶的

功能。(Stankunas等,Mol  Cell.2003；12:1615–1624以及Liu等,Nature.2007；446:79–82)。

[0062] 建立在FRB*结构域系统上，Banaszynski等人使用FKBP12蛋白的被工程化来在不

存在高亲和力配体Shield-1下不稳定的突变体开发了细胞可透性配体系统。(Banaszynski

等,Cell.2006；126:995–1004)。他们将这些不稳定结构域称为去稳定结构域(DD)。

[0063] FKBP/shield-1调谐系统已在若干研究中成功用于控制靶标蛋白质。举例来说，

Dettwier等人用FKBP进行融合以调谐NADPH  P450氧化还原酶(POR)的表达(Dettwier等,

PLoS  One,2014,9(11):e113540)。

[0064] FKBP  DD-shield系统已在细胞系、转基因小鼠、原虫溶组织内阿米巴(Entamoeba 

histolytica)、扁形虫秀丽隐杆线虫(Caenorhabditis  elegans)、青鳉(medaka)和转基因

异种移植物中用于探究目标蛋白质的活性(Maynard-Smith等,J  Biol  Chem .2007 ,282

(34):24866–24872；Liu等 ,Int  J  Parasitol .2014 ,44(10):729–735；Cho等 ,PLoS 

One.2013,8(8):e72393)；Banaszynski等Nat  Med .2008,14(10):1123–1127；Rodriguez和

Wolfgang ,Chem  Biol.2011 ,19(3):391–398；以及Froschauer等,PLoS  One,2015,10(7):

e0131252)，用于iPSC重新编程(Sui等,Stem  cell  Reports.,2014,2(5):721-733)。

[0065] 此外，去稳定结构域已用于条件性敲低或剔除与去稳定结构域融合的靶标基因。

Park等人通过CRISPR/Cas9介导的同源性重组以及编码抗性盒和DD标签化TCOF1序列的供

体模板来实现这个基因组工程化(Park等,PLoS  One.2014,9(4):e95101)。

[0066] 更新近地，已公开适用作生物传感器的蛋白质开关以及新型嵌合抗原受体和其他

小分子稳定化框架(An  W等PLoS  ONE ,2015 ,10 (12) :e0145783 .doi:10 .1371/

journal.pone.0145783；Nicholes等,Protein  Engineering,Design&Selection,2016,第

29卷第2期 ,第77–85页；Nath等 ,Biochemical  and  Biophysical  Research 

Communications ,2016 ,470:411e416)；Stevers等,PNAS,2016 ,第119卷,第9期,第E112-

1161页；Juillerat,A.等,Sci.Rep.2016,6:18950；Roybal,Cell,2016,第164卷,第1-10页；

以及Morsut,Cell,2016,第164卷,第1-12页)。

[0067] FKBP/Shield-1的一个缺点是Shield-1是一种新型药物，其生物分布未被完全表

征，并且不知道Shield-1在什么程度上穿过血脑屏障。

[0068] 其他各对DD配体包括可由若干雌激素受体拮抗剂调控的雌激素受体结构域

(Miyazaki等,J  Am  Chem.Soc.,2012,134(9):3942-3945)以及源于胆红素(bilirubin)诱

导型荧光蛋白UnaG的荧光去稳定结构域(FDD)。FDD和它的同源配体胆红素(BR)可诱导融合

于FDD的蛋白质的降解(Navarro等,ACS  Chem  Biol.,2016年6月6日,电子出版)。其他已知

DD以及它们在蛋白质稳定性方面的应用包括美国专利号8,173,792和美国专利号8,530,

636中所述的那些，所述专利的内容各自以引用的方式整体并入本文。

[0069] 在一正交方法中，探究了细菌二氢叶酸还原酶(ecDHFR)的去稳定结构域。
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(Iwamoto等,Chem  Biol.2010,17(9):981–988；以及Tai等,PLoS  One.2012,7(9):e46269)。

DHFR的众多抑制剂已作为药物加以开发，并且一种所述抑制剂甲氧苄啶(TMP)比提供相互

作用特异性的哺乳动物DHFR更加强效抑制ecDHFR。另外，TMP可商购获得，并且具有合乎需

要的药理学性质，从而使得这对蛋白质-配体对于进行开发以用作生物回路来说是理想的

(Iwamoto等,Chem  Biol.(2010)9月24日；17(9):981–988)。

[0070] 本发明提供显示小分子依赖性稳定性的新型蛋白质结构域。所述蛋白质结构域被

称为去稳定结构域(DD)。在不存在它的结合配体下，DD具有去稳定性，并且导致融合于DD的

有效载荷(例如目标蛋白质(POI))的降解，而在它的结合配体存在下，融合的DD和有效载荷

可得以稳定，并且它的稳定性是剂量依赖性的。也提供用于使用本发明的DD、效应物模块、

生物回路系统和组合物来调谐目标蛋白质的表达水平和活性的方法。在一些实施方案中，

SRE可为去稳定结构域(DD)。在一些实例中，DD可为人蛋白质PDE5的部分或区域。在这个情

形下，生物回路系统是DD生物回路系统。

[0071] 本发明详细叙述使用源于人PDE5蛋白的新型去稳定结构域来调谐蛋白质稳定性

的技术。目标蛋白质例如用于基因疗法的转基因的去稳定化和稳定化可通过具有去稳定或

致稳定性质的PDE5突变DD和它们的特异性结合所述蛋白质结构域的配体例如西地那非和

伐地那非来控制。小分子配体的存在和/或不存在可调谐可操作地连接于去稳定结构域的

有效载荷(例如目标蛋白质)的活性。

[0072] 免疫疗法

[0073] 癌症免疫疗法旨在诱导或恢复免疫系统对癌症的反应性。在免疫疗法研究中的重

大进步已导致开发各种策略，所述策略可宽泛地分类成主动免疫疗法和被动免疫疗法。一

般来说，这些策略可用于直接杀灭癌细胞或对抗免疫抑制性肿瘤微环境。主动免疫疗法旨

在诱导内源性持久肿瘤抗原特异性免疫应答。应答可进一步通过非特异性刺激免疫应答调

节剂诸如细胞因子来增强。相比之下，被动免疫疗法包括其中向宿主施用免疫效应物分子

诸如肿瘤抗原特异性细胞毒性T细胞或抗体的方法。这个方法是短暂的，并且需要多次施

加。

[0074] 尽管取得重大进步，但当前免疫疗法策略的功效受限于相关毒性。这些毒性经常

和与免疫疗法关联的狭窄治疗窗相关，所述狭窄治疗窗部分地从需要将治疗剂量推进至潜

在致命性毒性的边缘以得到临床有意义的治疗作用加以显现。此外，剂量会在体内扩增，因

为过继性转移的免疫细胞在患者内继续增殖，所述增殖经常以不可预测方式进行。

[0075] 免疫疗法中涉及的一主要风险是由应答于肿瘤相关抗原(TAA)的正常组织表达的

T细胞活化所致的中靶但脱肿瘤副作用。利用表达针对特定TAA的T细胞受体的T细胞进行的

临床试验报告了响应于免疫疗法的皮疹、结肠炎和听力丧失。

[0076] 免疫疗法也可产生在肿瘤细胞响应于免疫疗法而被杀灭时显现的中靶中肿瘤毒

性。不利作用包括肿瘤溶解综合征、细胞因子释放综合征和相关巨噬细胞活化综合征。重要

的是，这些不利作用可在对肿瘤的破坏期间出现，因此，即使成功的中肿瘤免疫疗法可能也

产生毒性。因此，用以可调控地控制免疫疗法的方法是高度合乎需要的，因为它们有可能使

毒性降低以及使功效最大化。

[0077] 本发明提供用于癌症免疫疗法的系统、组合物、免疫治疗剂和方法。这些组合物在

免疫疗法中提供对基因表达和功能的可调谐调控。本发明也提供生物回路系统、效应物模
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块、刺激物响应元件(SRE)和有效载荷、以及编码前述各物中的任一者的多核苷酸。在一个

方面，本发明的系统、组合物、免疫治疗剂和其他组分可通过单独添加的刺激物来控制，此

提供用以调控癌症免疫疗法的重大灵活性。此外，本发明的系统、组合物和方法也可与治疗

剂诸如化学治疗剂、小分子、基因疗法和抗体组合。

[0078] 本发明的系统和组合物的可调谐性质有可能使免疫疗法的效能和功效持续时间

改进。使用本发明组合物来以可逆方式使过继性转移的细胞的生物活性沉默允许使细胞疗

法的潜力最大化而不以不可挽回方式进行杀灭以及终止疗法。

[0079] 特定来说，本发明提供用于在向患者施用之后对免疫疗法进行精细调谐的方法。

这转而使免疫疗法的安全性和功效改进，并且使可受益于免疫疗法的受试者群体增加。

[0080] II.本发明组合物

[0081] 可直接控制蛋白质例如转基因表达和功能的多种策略是可用的。本发明提供显示

小分子依赖性稳定性的新型蛋白质结构域。所述蛋白质结构域被称为去稳定结构域(DD)。

在不存在它的结合配体下，DD导致可操作地连接于DD的有效载荷诸如目标蛋白质(POI)的

降解，而在它的结合配体存在下，融合的DD和有效载荷可得以稳定，并且它的稳定性是剂量

依赖性的。

[0082] 根据本发明，提供源于人hPDE5(cGMP特异性5型磷酸二酯酶；也被称为cGMP特异性

3',5'-环状磷酸二酯酶)蛋白的新型去稳定结构域。去稳定结构域(DD)突变体源于包含氨

基酸序列SEQ  ID  NO.1(由核酸序列SEQ  ID  NO.2编码)的人PDE5蛋白。hPDE5  DD突变体也可

包含在人PDE5的由核酸序列SEQ  ID  NO.339编码的催化结构域(SEQ  ID  NO.3)中的超过一

个突变，例如两个、三个、四个、五个或更多个突变。这些hPDE5  DD可结合西地那非和/或伐

地那非，并且得以稳定。在一些实施方案中，hPDE5  DD可包括甲硫氨酸附接于催化结构域的

N末端(SEQ  ID  NO.237)，由SEQ  ID  NO.4编码。

[0083] 根据本发明，提供生物回路系统，其在它们的核心处包含至少一个效应物模块系

统。所述效应物模块系统包含至少一个具有与其缔合或整合的一个或多个刺激物响应元件

(SRE)的效应物模块。本发明的生物回路系统的总体构造说明于图1中。一般来说，可使刺激

物响应元件(SRE)可操作地连接于可为任何目标蛋白质(POI)(例如免疫治疗剂)的有效载

荷构建体，以形成效应物模块。SRE在由特定刺激物例如小分子活化时可产生信号或结果，

以通过使致稳定信号或去稳定信号永存或任何其他类型的调控来向上或向下调控所连接

有效载荷的转录和/或蛋白质水平。对生物回路系统的更加详细描述可见于共同拥有的美

国临时专利申请号62/320,864(2016年4月11日提交)、62/466,596(2017年3月3日提交)和

国际公布WO2017/180587中(所述专利各自的内容以引用的方式整体并入本文)。根据本发

明，提供调谐用于免疫疗法的任何药剂的表达水平和活性的生物回路系统、效应物模块、

SRE和组分。特定来说，提供包含本文讨论的新型hPDE5去稳定结构域的生物回路系统和效

应物模块。

[0084] 如本文所用，“生物回路”或“生物回路系统”定义为生物系统内或适用于生物系统

中的包含刺激物和至少一个对刺激物起响应的效应物模块的回路，其中对所述刺激物的响

应产生在生物系统内，在生物系统之间，作为对生物系统的指示，或在生物系统上的至少一

个信号或结果。生物系统通常应理解为任何细胞、组织、器官、器官系统或生物体，无论是动

物性的、植物性的、真菌性的、细菌性的还是病毒性的。也应了解生物回路可为采用由本发
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明教导的刺激物或效应物模块，并且在诸如采用诊断性报告子系统、装置、测定或试剂盒的

无细胞环境中实现信号或结果的人工回路。人工回路可与一个或多个电子、磁性或放射性

部件或零件相关联。

[0085] 根据本发明，生物回路系统可为去稳定结构域(DD)生物回路系统、二聚化生物回

路系统、受体生物回路系统和细胞生物回路系统。这些系统中的任一者都可充当朝向这些

生物回路系统中的任何其他生物回路系统的信号。在一些实施方案中，本发明提供包含本

发明的DD的生物回路系统、效应物模块和组合物。在一个方面，生物回路系统是DD生物回路

系统。

[0086] 在本发明的一个方面，生物回路系统是DD生物回路系统。DD是hPDE5源性DD。

[0087] 用于免疫疗法的效应物模块和SRE

[0088] 根据本发明，提供调谐用于免疫疗法的任何药剂的表达水平和活性的生物回路系

统、效应物模块、SRE和组分。作为非限制性实例，免疫治疗剂可为抗体及其片段和变体、癌

症特异性T细胞受体(TCR)及其变体、抗肿瘤特异性嵌合抗原受体(CAR)、嵌合转换受体、共

抑制性受体或配体的抑制剂、共刺激性受体和配体的激动剂、细胞因子、趋化因子、细胞因

子受体、趋化因子受体、可溶性生长因子、代谢因子、自杀基因、归巢受体、或在细胞和受试

者中诱导免疫应答的任何药剂。

[0089] 如所陈述，本发明的生物回路包括至少一个效应物模块作为效应物模块系统的组

分。如本文所用，“效应物模块”是包含至少(a)一个或多个刺激物响应元件(SRE)和(b)一个

或多个有效载荷(即目标蛋白质(POI))的单组分或多组分构建体或复合物。在本发明的情

形下，SRE是源于人PDE5蛋白的DD。

[0090] 如本文所用，“刺激物响应元件(SRE)”是效应物模块的组分，其与效应物模块的一

个或多个有效载荷接合、相连、连接或缔合，并且在一些情况下，导致效应物模块对一种或

多种刺激物的响应性质。如本文所用，SRE对刺激物的“响应”性质可通过与刺激物的共价或

非共价相互作用、直接或间接缔合、或结构或化学反应来表征。此外，任何SRE对刺激物的响

应都可为关于程度或种类的问题。响应可为部分响应。响应可为可逆响应。响应可最终导致

受调控的信号或输出。所述输出信号可具有与刺激物相关的性质，例如产生在1％与100％

之间的调节作用，或倍数化增加或降低，诸如2倍、3倍、4倍、5倍、10倍或更多倍。

[0091] 在一些实施方案中，本发明的生物回路系统包含刺激物和本发明的效应物模块。

效应物模块的DD结合刺激物，并且调控所连接有效载荷的稳定性。DD可以在0与0.09之间的

去稳定化比率来使目标蛋白质去稳定，其中所述去稳定化比率包括目标蛋白质在不存在对

DD具有特异性的刺激物下的表达、功能或水平与以组成性方式以及在不存在对DD具有特异

性的刺激物下表达的所述目标蛋白质的表达、功能或水平的比率。在一些实施方案中，DD可

以1或更大的稳定化比率来使目标蛋白质稳定，其中所述稳定化比率包括目标蛋白质在存

在刺激物下的表达、功能或水平与所述目标蛋白质在不存在刺激物下的表达、功能或水平

的比率。

[0092] 在一些实施方案中，本发明提供用于调节蛋白质表达、功能或水平的方法。在一些

方面，调节蛋白质表达、功能或水平是指以至少约20％，诸如以至少约30％、40％、50％、

60％、70％、80％、85％、90％、95％和100％、或至少20-30％、20-40％、20-50％、20-60％、

20-70％、20-80％、20-90％、20-95％、20-100％、30-40％、30-50％、30-60％、30-70％、30-
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80％、30-90％、30-95％、30-100％、40-50％、40-60％、40-70％、40-80％、40-90％、40-

95％、40-100％、50-60％、50-70％、50-80％、50-90％、50-95％、50-100％、60-70％、60-

80％、60-90％、60-95％、60-100％、70-80％、70-90％、70-95％、70-100％、80-90％、80-

95％、80-100％、90-95％、90-100％或95-100％来调节表达、功能或水平。

[0093] 根据本发明，本发明的生物回路系统和效应物模块可用于响应于存在或不存在特

异性结合整合在生物回路系统和效应物模块内的DD的配体来调控有效载荷的表达和活性。

[0094] 在一些方面，本发明的DD、效应物模块和生物回路系统可用于调控有效载荷在细

胞或受试者中的表达、功能和活性。调控是指以至少约10％、或至少约20％、或至少约30％、

或至少约40％、或至少约50％、或至少约60％、或至少约70％、或至少约80％、或至少约

85％、或至少约90％、或至少约95％、或至少约100％、或至少20-30％、20-40％、20-50％、

20-60％、20-70％、20-80％、20-90％、20-95％、20-100％、30-40％、30-50％、30-60％、30-

70％、30-80％、30-90％、30-95％、30-100％、40-50％、40-60％、40-70％、40-80％、40-

90％、40-95％、40-100％、50-60％、50-70％、50-80％、50-90％、50-95％、50-100％、60-

70％、60-80％、60-90％、60-95％、60-100％、70-80％、70-90％、70-95％、70-100％、80-

90％、80-95％、80-100％、90-95％、90-100％或95-100％的水平来改变它的表达、功能和活

性。

[0095] 在一些实施方案中，作为一种评估DD调节蛋白质表达、功能或水平的能力的方式，

也可测量本发明的生物回路的突变系数。如本文所用，“突变系数”是指附接于特定DD突变

体的目标蛋白质在不存在对SRE具有特异性的刺激物下的表达、功能或水平相对于附接于

所述特定DD突变体所源于的相应野生型序列以及在不存在刺激物下的所述目标蛋白质的

蛋白质表达、功能或水平。突变系数指示去稳定突变对蛋白质的基础表达的影响，而与相应

野生型蛋白质是否可在无任何突变下去稳定无关。在一些方面，突变系数比率是至少0，诸

如至少0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、或至少0-0.1、0-0.2、0-0.3、0-0.4、0-

0.5、0-0.6、0-0.7、0-0.8、0-0.9、0.1-0.2、0.1-0.3、0.1-0.4、0.1-0.5、0.1-0.6、0.1-0.7、

0.1-0.8、0.1-0.9、0.2-0.3、0.2-0.4、0.2-0.5、0.2-0.6、0.2-0.7、0.2-0.8、0.2-0.9、0.3-

0.4、0.3-0.5、0.3-0.6、0.3-0.7、0.3-0.8、0.3-0.9、0.4-0.5、0.4-0.6、0.4-0.7、0.4-0.8、

0.4-0.9、0.5-0.6、0.5-0.7、0.5-0.8、0.5-0.9、0.6-0.7、0.6-0.8、0.6-0.9,0.7-0.8、0.7-

0.9或0.8-0.9。

[0096] 在一些实施方案中，本发明提供用于通过测量稳定化比率、去稳定化比率和/或去

稳定突变系数来调节蛋白质表达、功能或水平的方法。如本文所用，“稳定化比率”是目标蛋

白质响应于刺激物的表达、功能或水平与所述目标蛋白质在不存在对SRE具有特异性的刺

激物下的表达、功能或水平的比率。在一些方面，稳定化比率是至少1，诸如至少1-10、1-20、

1-30、1-40、1-50、1-60、1-70、1-80、1-90、1-100、20-30、20-40、20-50、20-60、20-70、20-80、

20-90、20-95、20-100、30-40、30-50、30-60、30-70、30-80、30-90、30-95、30-100、40-50、40-

60、40-70、40-80、40-90、40-95、40-100、50-60、50-70、50-80、50-90、50-95、50-100、60-70、

60-80、60-90、60-95、60-100、70-80、70-90、70-95、70-100、80-90、80-95、80-100、90-95、

90-100或95-100。如本文所用，“去稳定化比率”是目标蛋白质在不存在对效应物模块具有

特异性的刺激物下的表达、功能或水平与以组成性方式以及在不存在对SRE具有特异性的

刺激物下表达的所述目标蛋白质的表达、功能或水平的比率。如本文所用，“组成性”是指未
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连接于SRE的目标蛋白质的表达、功能或水平，因此在存在针对SRE的刺激物下以及在不存

在针对SRE的刺激物下均表达。如本文所用，“去稳定突变系数”可定义为附接于DD的目标蛋

白质在不存在对效应物模块具有特异性的刺激物下的表达或水平与附接于所述DD所源于

的野生型蛋白质的所述蛋白质的表达、功能或水平的比率。在一些方面，去稳定化比率和/

或去稳定突变系数是至少0，诸如至少0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、或至少0-

0.1、0-0.2、0-0.3、0-0.4、0-0.5、0-0.6、0-0.7、0-0.8、0-0.9、0.1-0.2、0.1-0.3、0.1-0.4、

0.1-0.5、0.1-0.6、0.1-0.7、0.1-0.8、0.1-0.9、0.2-0.3、0.2-0.4、0.2-0.5、0.2-0.6、0.2-

0.7、0.2-0.8、0.2-0.9、0.3-0.4、0.3-0.5、0.3-0.6、0.3-0.7、0.3-0.8、0.3-0.9、0.4-0.5、

0.4-0.6、0.4-0.7、0.4-0.8、0.4-0.9、0.5-0.6、0.5-0.7、0.5-0.8、0.5-0.9、0.6-0.7、0.6-

0.8、0.6-0.9,0.7-0.8、0.7-0.9或0.8-0.9。

[0097] 效应物模块的SRE可选自但不限于肽、肽复合物、肽-蛋白质复合物、蛋白质、融合

蛋白、蛋白质复合物、蛋白质-蛋白质复合物。SRE可包含一个或多个源于任何天然或突变蛋

白质或抗体的区域。在这个方面，SRE是在响应于刺激物时可调谐有效载荷的细胞内定位、

分子内活化和/或降解的元件。

[0098] 在一些实施方案中，本发明的效应物模块可包含有助于效应物模块的表达和调控

的额外特征，诸如一个或多个信号序列(SS)、一个或多个裂解和/或加工位点、一个或多个

靶向肽和/或穿透肽、一个或多个标签和/或一个或多个接头。另外，本发明的效应物模块可

进一步包含其他调控性部分诸如诱导型启动子、增强子序列、微小RNA位点和/或微小RNA靶

向位点。各个方面或受调谐模态可为效应物模块或生物回路带来以差异性方式受调谐的特

征。举例来说，SRE可代表去稳定结构域，而蛋白质有效载荷中的突变可改变它的裂解位点

或二聚化性质或半衰期，并且对一个或多个微小RNA或微小RNA结合位点的包括可赋予细胞

去靶向或迁移特征。因此，本发明包括在它们的合理性方面是多因素性的生物回路。所述生

物回路可被工程化来含有一个、两个、三个、四个或更多个受调谐特征。

[0099] 如图2中所示，对包含一个有效载荷即一个免疫治疗剂的代表性效应物模块实施

方案进行说明。效应物模块的各组分可在无(A至F)或有(G至Z，以及AA至DD)裂解位点下以

各种排列加以定位或安置。任选接头可插入在效应物模块的各组分之间。

[0100] 图3至图6说明包含两个有效载荷即两个免疫治疗剂的代表性效应物模块实施方

案。在一些方面，超过两个免疫治疗剂(有效载荷)可被包括在效应物模块中，受同一SRE(例

如同一DD)调控。两个或更多个药剂可直接彼此连接或加以分隔(图3)。SRE可被安置在构建

体的N末端、或构建体的C末端、或内部位置中。

[0101] 在一些方面，两个或更多个免疫治疗剂可为相同类型诸如两个抗体，或不同类型

诸如CAR构建体和细胞因子IL12。利用所述效应物分子的生物回路和组分在图7-图12中给

出。

[0102] 如本文所用，“有效载荷”或“靶标有效载荷”定义为其功能待改变的任何蛋白质或

核酸。有效载荷可包括任何编码或非编码基因或任何蛋白质或其片段、或融合构建体、或抗

体。

[0103] 有效载荷经常与一个或多个SRE(例如DD)缔合，并且可在本发明的多核苷酸中单

独或与一个或多个DD组合编码。有效载荷自身可被改变(在蛋白质或核酸水平上)，由此提

供效应物模块的一层附加合理性。举例来说，有效载荷可被工程化或被设计来含有单一或
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多个影响有效载荷的稳定性或它对降解、裂解或迁移的易感性的突变。可对刺激物具有一

定响应范围的DD与被改变来展现多种响应或多种等级的输出信号例如表达水平的有效载

荷的组合产生优于本领域中的那些生物回路的生物回路。举例来说，突变或取代性设计，诸

如其内容以引用的方式整体并入本文的WO2016048903中(具体来说在其中实施例1中)对于

IL12所创建的那些，可与本发明的DD联合用于任何蛋白质有效载荷中以创建双重可调谐生

物回路。独立调谐DD与有效载荷两者的能力使本发明的效应物模块的使用范围极大增加。

[0104] 效应物模块可被设计来包括一个或多个有效载荷、一个或多个DD、一个或多个裂

解位点、一个或多个信号序列、一个或多个标签、一个或多个靶向肽、以及一个或多个额外

特征，包括存在或不存在一个或多个接头。本发明的代表性效应物模块实施方案说明于图

2-图6中。在一些方面，DD可被安置在效应物模块构建体的N末端、或C末端、或内部。效应物

模块的不同组分诸如DD、有效载荷和额外特征以线性方式组织在一个构建体中，或单独构

建在单独构建体中。

[0105] 另外，本发明的效应物模块可进一步包含提供关于控制有效载荷的活性的灵活性

的其他调控性部分诸如诱导型启动子、增强子序列、微小RNA位点和/或微小RNA靶向位点。

本发明的有效载荷可为任何天然蛋白质和它们的变体、或融合多肽、抗体及其变体、转基因

和治疗剂。

[0106] 生物回路系统的刺激物可为但不限于配体、小分子、环境信号(例如pH、温度、光照

和亚细胞位置)、肽或代谢物。在本发明的一个方面，刺激物是hPDE5  DD结合配体，包括西地

那非和伐地那非。

[0107] 本发明中提供DD、包含所述DD和有效载荷构建体的生物回路系统和效应物模块、

其他组分的多肽；编码这些多肽及其变体的多核苷酸；包含这些多核苷酸的载体。载体可为

质粒或病毒载体，包括但不限于慢病毒载体、逆转录病毒载体、重组AAV载体和溶瘤性病毒

载体。

[0108] 在SRE内有效载荷相对于DD的位置可加以改变以实现最优DD调控。在一些实施方

案中，有效载荷可融合于DD的N末端。在另一实施方案中，有效载荷可融合于DD的C末端。可

将编码甲硫氨酸的任选起始密码子核苷酸序列添加至DD和/或有效载荷中。

[0109] 在一些实施方案中，超过一个生物回路系统可在同一细胞或生物体中组合用于控

制各种蛋白质功能，所述生物回路系统各自使用不同对DD和配体，并且可加以单独调控。

[0110] 在一些实施方案中，本发明的生物回路可被修饰来使它们的免疫原性降低。免疫

原性是对被视为外来的物质的一系列复杂应答的结果，并且可包括产生中和和非中和抗

体，形成免疫复合物，补体活化、肥大细胞活化、炎症、过敏性应答和过敏性反应。若干因素

可促进蛋白质免疫原性，包括但不限于蛋白质序列、施用途径和频率以及患者群体。在一优

选实施方案中，蛋白质工程化可用于使本发明组合物的免疫原性降低。在一些实施方案中，

用以使免疫原性降低的修饰可包括使源于本发明组合物的序列的经加工肽与MHC蛋白的结

合降低的那些。举例来说，可对氨基酸进行修饰以使实际上无免疫表位或最小数目的免疫

表位存在于本发明组合物中，所述免疫表位被预测会结合任何普遍MHC等位基因。用以鉴定

已知蛋白质序列的MHC结合表位的若干方法在本领域中是已知的，并且可用于对本发明组

合物中的表位评分。所述方法公开于美国专利公布号US20020119492、US20040230380和US 

20060148009中；所述专利各自的内容以引用的方式整体并入本文。
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[0111] 表位鉴定和后续序列修饰可应用于使免疫原性降低。对免疫原性表位的鉴定可以

实际方式或以计算方式实现。表位鉴定的实际方法可包括例如质谱测定法和组织培养/细

胞技术。也可利用计算方法，其利用与抗原加工、装载和展示、结构和/或蛋白质组学数据相

关的信息来鉴定可由抗原加工产生，并且可能具有在MHC的沟槽中达成良好结合的特征的

肽。可将一个或多个突变引入本发明的生物回路中以致使所鉴定的表位的免疫原性较小或

无免疫原性，同时维持功能性。

[0112] 在一些实施方案中，被工程化至本发明组合物的结构中以干扰抗原加工和肽装载

的蛋白质修饰诸如糖基化和聚乙二醇化也可适用于本发明中。本发明组合物也可被工程化

来包括非经典氨基酸侧链。国际专利公布号WO2005051975中讨论的用于使免疫原性降低的

任何方法都可适用于本发明中(所述专利的内容以引用的方式整体并入本文)。

[0113] 在一个实施方案中，患者也可根据由他们的免疫细胞呈递的免疫原性肽加以分

层，并且可作为参数用于确定可在治疗上受益于本发明组合物的患者群组。

[0114] 在一些实施方案中，可通过限制免疫蛋白酶体加工来实现免疫原性降低。蛋白酶

体是一种以以下两种形式得见的重要细胞蛋白酶：组成性蛋白酶体，其在所有细胞类型中

表达，并且其含有催化亚单位；以及免疫蛋白酶体，其在具有造血谱系的细胞中表达，并且

其含有不同活性亚单位，所述活性亚单位被称为低分子量蛋白质(LMP)，即LMP-2、LMP-7和

LMP-10。免疫蛋白酶体展现改变的肽酶活性和裂解位点偏好，此导致更高效释放许多I类

MHC表位。免疫蛋白酶体的一充分描述功能是产生具有疏水性C末端的肽，所述疏水性C末端

可被加工以在I类MHC分子的沟槽中进行配合。Deol  P等人已显示免疫蛋白酶体可导致频繁

裂解特定肽键，并且由此导致某一肽更快出现在抗原呈递细胞的表面上；以及肽数量得以

提高(Deol  P等(2007)J  Immunol  178(12)7557-7562；其内容以引用的方式整体并入本

文)。这个研究指示免疫蛋白酶体加工降低可伴有免疫原性降低。在一些实施方案中，本发

明组合物的免疫原性可通过修饰编码本发明组合物的序列以阻止免疫蛋白酶体加工来降

低。本发明的生物回路也可与免疫蛋白酶体选择性抑制剂组合来实现相同作用。适用于本

发明中的抑制剂的实例包括UK-101(B1i选择性化合物)、IPSI-001、ONX  0914(PR-957)和

PR-924(IPSI)。

[0115] 在一些实施方案中，本发明的效应物模块可包括一个或多个降解决定子来调谐表

达。如本文所用，“降解决定子”是指蛋白质内足以达成由蛋白水解系统识别和降解的最小

序列。降解决定子的一重要性质是它们是可转移的，也就是说，使降解决定子附接于序列会

赋予对所述序列的降解。在一些实施方案中，降解决定子可附接于去稳定结构域、有效载荷

或两者。在本发明的效应物模块内并入降解决定子会对效应物模块赋予额外蛋白质不稳定

性，并且可用于使基础表达降低。在一些实施方案中，降解决定子可为N-降解决定子、磷酸

降解决定子、热诱导型降解决定子、光敏性降解决定子、氧依赖性降解决定子。作为一非限

制性实例，降解决定子可为鸟氨酸脱羧酶降解决定子，如由Takeuchi等人(Takeuchi  J等

(2008) .Biochem  J.2008年3月1日；410(2):401-7；其内容以引用的方式整体并入本文)所

述。适用于本发明中的降解决定子的其他实例包括国际专利公布号WO2017004022、

WO2016210343和WO2011062962中所述的降解决定子，所述专利各自的内容以引用的方式整

体并入本文。

[0116] 在一些实施方案中，本发明的效应物模块可在它们的C末端包括降解决定子。降解
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决定子可包含-GG、-RG、-KG、-QG、-WG、-PG和-AG作为SRE的倒数第二个和最终氨基酸。此外，

某些-2氨基酸(D、E、V、I和L)可更加富含于效应物模块的C末端。其他降解决定子包括但不

限于RxxG基序，其中x是任何氨基酸；C末端双谷氨酸(EE)基序；以及包含在-3位置处的精氨

酸的基序。降解决定子也可选自R-3基序、G-末端、R在-3位置处、A-末端、A在-2位置处、V在-

2位置处。Koren等,2018,Cell  173,1–14中所述的任何降解决定子都可适用于本发明中(所

述文献的内容以引用的方式整体并入本文)。在一些方面，效应物模块的表达可通过改变它

的总体氨基酸组成来调谐。在一些方面，可调谐效应物模块的氨基酸组成以使基础表达降

低。在一些实施方案中，基础表达可通过使效应物模块中大体积芳族残基诸如色氨酸(W)、

苯丙氨酸(F)和酪氨酸(Y)的数目增加来调谐。已知所述大体积氨基酸会使蛋白质稳定性降

低。在一些实施方案中，如果需要SRE的基础表达增加，那么SRE的氨基酸组成可用酸性残基

诸如但不限于天冬氨酸(D)和谷氨酸(E)、以及带正电荷赖氨酸(K)来丰富。

[0117] 在一些实施方案中，内质网相关的降解(ERAD)路径可用于使本文所述的有效载荷

例如分泌型运载物和膜运载物的降解最优化。在一个实施方案中，可通过使用衔接蛋白或

蛋白质结构域来将本发明的效应物模块导向ER  E3连接酶。内质网具有专门化机构来确保

被配置至远端分泌路径的蛋白质正确折叠和组装成天然寡聚复合物。未能满足这个构象标

准的蛋白质由ERAD路径降解，所述ERAD路径是折叠缺陷性蛋白质被选择以及最终由泛素蛋

白酶体系统降解所经由的过程。ERAD通过涉及底物选择、跨越ER膜进行转位、与聚泛素共价

缀合、以及蛋白酶体降解的四个主要步骤来进行。可调节这些步骤中的任一者以使对本文

所述的有效载荷和效应物模块的降解最优化。ER膜内的蛋白质衔接头使底物识别与ERAD机

构(在本文中被称为“转位通道”)相关联，此导致蛋白质从ER进行转位。可用于使ERAD路径

降解最优化的蛋白质衔接头的非限制性实例包括但不限于SEL1L(使聚糖识别与转位通道

相关联的衔接头)、Erlins(膜间底物衔接头)、Insigs(客户特异性衔接头)、F-Box蛋白(充

当细胞质中经转位糖蛋白的衔接头)和病毒编码的衔接头。

[0118] 根据本发明，提供源于人hPDE5(cGMP特异性5型磷酸二酯酶)蛋白的新型去稳定结

构域。去稳定突变体源于包含氨基酸序列SEQ  ID  NO.1(由核酸序列SEQ  ID  NO:2编码)的人

PDE5蛋白。hPDE5  DD突变体也可包含在人PDE5的具有SEQ  ID  NO .3(由核酸序列SEQ  ID 

NO.339编码)的催化结构域中的超过一个突变，例如两个、三个、四个、五个或更多个突变。

这些hPDE5  DD可结合西地那非和/或伐地那非，并且得以稳定。

[0119] 去稳定结构域(DD)

[0120] 如本文所用，术语“去稳定结构域(DD)”是指在不存在配体下不稳定并且被降解，

但其稳定性通过与高亲和力细胞可透性配体结合而得以挽救的蛋白质结构域。去稳定结构

域(DD)可附接于靶标目标蛋白质(POI)，并且可将它的去稳定性质传给目标蛋白质，从而导

致蛋白质降解。与DD结合或相互作用的小分子配体的存在、不存在或数量可在所述结合或

相互作用后调节有效载荷的稳定性，并且因此调节有效载荷的功能。当任何目标蛋白质与

去稳定结构域融合时，具有去稳定性质的蛋白质结构域(例如DD)与细胞可透性配体联合用

于调控所述任何目标蛋白质。DD致使相连的目标蛋白质在不存在DD结合配体下不稳定以使

所述蛋白质由细胞的泛素-蛋白酶体系统快速降解。然而，当特异性小分子配体结合它的作

为配体结合配偶体的预定DD时，不稳定性得以逆转，并且蛋白质功能得以恢复。DD稳定性的

有条件性质允许从稳定蛋白质向不稳定底物进行快速和非扰动转换以达成降解。此外，它
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对它的配体的浓度的依赖性进一步提供对降解速率的可调谐控制。视结合和/或相互作用

的程度而定，有效载荷的功能改变可变化，因此提供对有效载荷功能的“调谐”。

[0121] 归因于它的可逆性、特异性以及快速和易于调控蛋白质水平，所以转录后调谐系

统提供一种适用于基因调控的系统。此外，调控可为剂量依赖性的，由此改变蛋白质转换速

率以将短寿命或不可检测的蛋白质转变成持续一段受精确控制的时期来起作用的蛋白质

(Iwamoto等,Chem.Biol.2010,17:981–988)。

[0122] 在一些实施方案中，DD的所需特征可包括但不限于在不存在DD的配体下蛋白质水

平较低(即低基础稳定性)，大动态范围，稳健和可预测的剂量-响应特性，以及快速降解动

力学。结合所需配体而非内源性分子的候选DD可为优选的。

[0123] 可使从已知野生型蛋白质的蛋白质结构域(作为模板)鉴定的候选去稳定结构域

序列突变以产生基于模板候选结构域序列的突变体的文库。用于产生DD文库的诱变策略可

包括例如通过使用结构引导的信息达成的定点诱变，或例如使用易出错PCR达成的随机诱

变，或两者组合。在一些实施方案中，使用随机诱变鉴定的去稳定结构域可用于鉴定候选DD

的可为去稳定化所需的结构性质，其可接着用于使用定点诱变来进一步产生突变文库。

[0124] 在一些实施方案中，新型DD可通过使候选去稳定结构域中的一个或多个氨基酸突

变成邻近于突变位点的氨基酸来鉴定。如本文所用，邻近氨基酸是指在候选去稳定结构域

的线性序列和/或晶体结构中位于突变位点的上游或下游1、2、3、4、5个或更多个氨基酸处

的氨基酸。在一些实施方案中，邻近氨基酸可为保守氨基酸(与在突变位点处的氨基酸具有

类似物理化学性质)、半保守氨基酸(例如从带负电荷氨基酸变为带正电荷氨基酸)或非保

守氨基酸(相比于在突变位点处的氨基酸，具有不同物理化学性质)。

[0125] 在一些实施方案中，DD突变体文库可关于相较于野生型蛋白质，对配体具有改变

的，优选是更高的结合亲和力的突变加以筛选。DD文库也可使用两种或更多种配体来筛选，

并且可优先选择由一些配体稳定，但不由其他配体稳定的DD突变。也可选择相较于天然存

在的蛋白质，优先结合配体的DD突变。所述方法可用于使DD的配体选择和配体结合亲和力

最优化。另外，所述方法可用于使由脱靶配体结合引起的有害影响最小化。

[0126] 在一些实施方案中，适合DD可通过使用条形码筛选突变体文库来鉴定。所述方法

可用于检测、鉴定和定量异质突变体文库内的个别突变体克隆。文库内的各DD突变体可具

有(相对于彼此)独特的条形码序列。在其他情况下，多核苷酸也可具有关于2、3、4、5、6、7、

8、9、10个或更多个核酸碱基而不同的条形码序列。文库内的各DD突变体也可包含多个条形

码序列。当使用时，可使用多个条形码以使各条形码相对于任何其他条形码都是独特的。或

者，所用各条形码可不是独特的，但所用条形码的组合可创建可加以个别地追踪的独特序

列。条形码序列可被放置在SRE的上游、SRE的下游，或在一些情况下，可被放置在SRE内。DD

突变体可使用测序方法诸如Sanger测序和下一代测序，但也采用聚合酶链式反应和定量聚

合酶链式反应，通过条形码来鉴定。在一些实施方案中，扩增各条形码的不同大小产物的聚

合酶链式反应引物可用于在琼脂糖凝胶上鉴定各条形码。在其他情况下，各条形码可具有

使得能够对各条形码进行靶向扩增的独特定量聚合酶链式反应探针序列。

[0127] 本发明的发明者探究了若干人蛋白质，并且鉴定了新型人DD，所述DD可将它的不

稳定性特征赋予所融合有效载荷，并且在不存在它的配体下有助于融合多肽快速降解，但

响应于与它的配体的结合来使所融合有效载荷稳定。具体来说，新型DD源于人PDE5蛋白。
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[0128] 人PDE5突变体

[0129] 在一些实施方案中，本发明的DD可源于人cGMP特异性5型磷酸二酯酶(PDE5)；基因

名称：PDE5A(在本文中被称为“hPDE5”)。hPDE5(磷酸二酯酶5)是3,5′-环状核苷酸磷酸二酯

酶家族的成员，其使环状GMP(cGMP)降解/水解成它的非活性形式GMP，并且调控cGMP信号传

导。cGMP/PDE  5信号传导促进在血管结构、中枢神经系统和肾中显现高血压。已知hPDE5会

结合小分子，诸如西地那非、伐地那非、他达那非、阿伐那非、罗地那非、米罗那非、乌地那

非、本扎那非、达生他非、贝米那非、SLx-2101、LAS  34179、UK-343 ,664、UK-357903、UK-

371800和BMS-341400。西地那非、伐地那非、阿伐那非和他达那非是在临床上被核准用于治

疗勃起功能异常的hPDE5抑制剂。特定来说，这些小分子与hPDE5的结合发生在催化结构域

内。在一些实施方案中，本发明的DD可源于hPDE5的包括hPDE5(SEQ  ID  NO.1；GenBank登录

号076074.2)的残基535至860的催化结构域(SEQ  ID  NO.3)，所述hPDE5可由配体诸如hPDE5

的小分子抑制剂例如西地那非和伐地那非加以稳定。如本文所用，术语“PDE5  WT”或“hPDE5 

WT”是指人野生型PDE5蛋白质序列，其被定义为SEQ  ID  NO .1，具有GenBank登录号

076074.2。在一些实施方案中，本发明的DD可通过利用hPDE5抑制剂的混合物来鉴定。在其

他情况下，适合DD可通过首先用一种hPDE5抑制剂进行筛选，并且随后用第二hPDE5抑制剂

进行筛选来鉴定。

[0130] 在一个实施方案中，hPDE5源性DD可包含UniProt  ID：O76074的氨基酸序列(SEQ 

ID  NO.1)或其部分或片段。在另一实施方案中，hPDE5源性DD可包含UniProt  ID：O76074的

从氨基酸位置535跨越至位置860的催化结构域(SEQ  ID  NO.3)；由SEQ  ID  NO.339编码。除

催化结构域之外，hPDE5源性DD也可包含一个或多个GAF结构域和/或延伸超出催化结构域

的C末端部分。在某一实施方案中，hPDE5源性DD可通过测试由对hPDE5的5'和/或3'末端进

行截断所产生的构建体来鉴定。在一个实施方案中，hPDE5源性DD可为截短的，并且可鉴定

基于hPDE5的最小DD。在另一实施方案中，hPDE5源性DD可包括从SEQ  ID  NO.1的位置535至

836的氨基酸，此移除C末端螺旋。在另一实施方案中，hPDE5源性DD可由从UniProt  ID：

O76074(SEQ  ID  NO.1)的位置567至860，或从UniProt  ID：O76074(SEQ  ID  NO.1)的位置590

至860的氨基酸组成，此移除N末端结构域的一部分。在另一实施方案中，hPDE5源性DD可由

从UniProt  ID：O76074(SEQ  ID  NO.1)的位置590至836的氨基酸组成，此移除N末端结构域

的一部分和C末端螺旋。DD可包括从UniProt  ID：O76074(SEQ  ID  NO .1)的位置535至位置

875的氨基酸。在另一实施方案中，hPDE5源性DD可由从UniProt  ID：O76074(SEQ  ID  NO.1)

的位置466至875，或从UniProt  ID：O76074(SEQ  ID  NO.1)的位置420至875的氨基酸组成。

[0131] 根据本发明，若干hPDE5去稳定突变通过使用定点诱变达成的对野生型人PDE5的

催化结构域的定点诱变来发现。测试突变体在不存在它的结合配体下的去稳定化。测试与

人PDE5的hPDE5配体西地那非、他达那非和伐地那非的结合，并且表征配体依赖性稳定化。

基于对结合于西地那非的hPDE5的结构分析，选择若干残基用于诱变。在一些实施方案中，

可对一个或多个本文所述的残基进行诱变以获得hPDE5源性DD。可使在SEQ  ID  NO.1的位置

853处的色氨酸突变成苯丙氨酸以诱导在结合位点附近的疏水性堆积，同时维持与在位置

772处的邻近色氨酸的π键。可使在位置821处的异亮氨酸突变成缬氨酸或丙氨酸，此导致在

结合位点附近的疏水性堆积。可使在位置829处的酪氨酸突变成异亮氨酸、缬氨酸或丙氨

酸，此导致在结合位点附近的疏水性堆积。可使在位置656处的天冬氨酸突变成天冬酰胺或
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亮氨酸以破坏电荷以及环/螺旋上的盐桥。可使在位置728处的酪氨酸突变成苯丙氨酸或亮

氨酸以破坏在位置732处的盐桥以及影响疏水性堆积。或者，可使在位置732处的精氨酸突

变成赖氨酸或亮氨酸以产生使在位置728处的酪氨酸突变的相反作用。可使在位置625处的

甲硫氨酸突变成亮氨酸或异亮氨酸以改变远离结合位点的堆积。在一些实施方案中，可优

先选择不影响配体结合的去稳定突变。

[0132] 在一些实施方案中，本发明的新型去稳定结构域源于人PDE5蛋白的包含氨基酸序

列SEQ  ID  NO.3的催化结构域。在一些方面，去稳定突变结构域可包含一个、两个、三个、四

个、五个或更多个突变，诸如但不限于M625I、D656L、Y728L、R732L、F736A、F787A、I821A、

Y829A和W853F。本发明的DD可进一步包括额外突变，例如E535D、E536G、Q541R、K555R、

S560G、F559L、F561L、F564L、F564S、S766F、V585A、N587S、K591E、I599V、K604E、K608E、

N609H、K630R、K633E、N636S、I648V、N661S、S663P、L675P、Y676D、Y676N、C677R、H678R、

D687A、T711A、T712S、D724N、L738H、N742S、F744L、L746S、F755L、A762S、D764V、D764N、

D764G、K795E、L797F、I799T、L804P、T802P、S815C、M816A、M816T、I824T、C839S、F840S和

K852E。在一些实施方案中，可使任何本文公开的突变位点突变成任何已知氨基酸，诸如组

氨酸、丙氨酸、异亮氨酸、精氨酸、亮氨酸、天冬氨酸、赖氨酸、半胱氨酸、甲硫氨酸、谷氨酸、

苯丙氨酸、谷氨酰胺、苏氨酸、甘氨酸、色氨酸、脯氨酸、缬氨酸、丝氨酸、酪氨酸、天冬酰胺、

硒代半胱氨酸、吡咯赖氨酸。在一些实施方案中，本发明的DD可由配体诸如西地那非、伐地

那非、他达那非、阿伐那非、罗地那非、米罗那非、乌地那非、本扎那非、达生他非和贝米那非

加以稳定。

[0133] 本发明中涵盖的去稳定结构域的氨基酸序列与其中阐述的氨基酸序列具有至少

约40％、50或60％同一性，进一步具有至少约70％同一性，优选具有至少约75％或80％同一

性，更优选具有至少约85％、86％、87％、88％、89％或90％同一性，并且进一步优选具有至

少约91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％同一性。同一性百分比可例如通

过以下方式来确定：使用可从美国国立卫生研究院(National  Institutes  of  Health)获

得的高级BLAST计算机程序，包括Magic-BLAST  1.2.0版本，将序列信息进行比较。BLAST程

序基于Karl和Altschul(1990)Proc.Natl.Acad .Sci  USA,87:2264-68(其内容以引用的方

式整体并入本文)中讨论的比对方法。

[0134] 鉴定了若干hPDE5去稳定突变体，并且提供于表1中。表1中所列的突变氨基酸的位

置是关于具有SEQ  ID  NO.1的全长hPDE5。表1中所述的结构域包括hPDE5的催化结构域(例

如SEQ  ID  NO.1的535-860)。在一些实施方案中，表1中所述的hPDE5  DD可包括在hPDE5的催

化结构域即PDE5  WT的氨基酸535-860的N末端的甲硫氨酸。在表1中，突变氨基酸用粗体表

示并加下划线。

[0135] 表1：hPDE5  DD
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[0137]
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[0139]
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[0140]

[0141] 在一些实施方案中，源于hPDE5的DD可包括一个、两个、三个、四个、五个或更多个

在先前表(表1)中所述的突变。

[0142] 在一些实施方案中，源于hPDE5的DD可进一步包含一个、两个、三个、四个、五个或

更多个对hPDE5的催化结构域的突变，并且所述突变可选自E535D、E536G、Q541R、K555R、

S560G、F559L、F561L、F564L、F564S、S766F、V585A、N587S、K591E、I599V、K604E、K608E、

N609H、K630R、K633E、N636S、I648V、N661S、S663P、L675P、Y676D、Y676N、C677R、H678R、

说　明　书 24/481 页

29

CN 111107866 A

29



D687A、T711A、T712S、D724N、L738H、N742S、F744L、L746S、F755L、A762S、D764V、D764N、

D764G、K795E、L797F、I799T、L804P、T802P、S815C、M816A、M816T、I824T、C839S、F840S和

K852E(如表2中所列)。突变氨基酸的位置是关于具有SEQ  ID  NO.1的hPDE5。在表2中，突变

氨基酸加下划线并用粗体表示。表2中所列的突变氨基酸的位置是关于具有SEQ  ID  NO.1的

全长hPDE5。

[0143] 表2：额外hPDE5  DD

[0144]
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[0146]
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[0147]
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[0148]
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[0149]
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[0150]
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[0151]
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[0155]

[0156] 在一些实施方案中，源于hPDE5的DD可包括至少一个、两个、三个、四个或五个在表

1中所列的突变与至少0、1、2、3、4、5个或更多个在表2中所列的突变的组合。

[0157] 在一些实施方案中，DD可通过使一个或多个在人PDE5(SEQ  ID  NO.1)的催化结构

域的位置530-550、550-570、570-590、590-610、620-640、640-660、660-680、680-700、710-

730、730-750、750-770、770-790、790-810-830、830-850、850-860之间的氨基酸残基突变来

由hPDE5获得(SEQ  ID  NO.3)。在一些实施方案中，突变可为保守的(与在突变位点处的氨基

酸具有类似物理化学性质)、半保守的(例如从带负电荷氨基酸变为带正电荷氨基酸)或非

保守的(相比于在突变位点处的氨基酸，氨基酸具有不同物理化学性质)。在一些实施方案

中，可使氨基酸赖氨酸突变成谷氨酸或精氨酸；可使氨基酸苯丙氨酸突变成亮氨酸；可使氨

基酸亮氨酸突变成苯丙氨酸；或可使氨基酸天冬酰胺突变成丝氨酸。野生型蛋白质的区域

或部分或结构域可完全地或部分地用作SRE/DD。它们可加以组合或重排以创建新的肽、蛋

白质、区域或结构域，其中任一者都可用作SRE/DD或用作用于设计其他SRE和/或DD的起始

点。

[0158] 在一些实施方案中，DD可通过使在PDE家族的所有成员内都保守的氨基酸残基突

变来由hPDE5获得。示例性保守残基包括但不限于全长人PDE5(SEQ  ID  NO.1)的E682、H613、

H617、H653、D654和H657残基，并且教导于Sung等Nature(2003)425,98-102(其内容以引用

的方式整体并入本文)中。在其他实施方案中，可使对于与金属诸如锌和镁的结合至关重要

的残基突变以鉴定新型hPDE5  DD。在一些实施方案中，hPDE5源性DD可从hPDE5催化结构域

的突变体的文库鉴定，所述文库使用易出错PCR和通过随机诱变达成的核苷酸类似物诱变

的组合所产生。通过定点诱变鉴定的任何突变都可与通过随机诱变鉴定的突变组合。在一

些实施方案中，本文所述的DD可通过使hPDE5(SEQ  ID  NO.1)的Y612氨基酸突变来获得。在

一些实施方案中，对Y612氨基酸的突变可与任何本文所述的突变组合。hPDE5与伐地那非以

及hPDE5与西地那非的独立共晶体已显示两种配体的一个环与hPDE5的Y612相互作用，所述

Y612是位于hPDE5的催化位点内的氨基酸。相互作用通过与水分子的氢键以及通过疏水键

而发生。消除氢键合潜力的Y612F突变使由两种配体对hPDE5活性的抑制增加。已显示导致

消除氢键合潜力与疏水性键合潜力两者的Y612A突变会使由伐地那非对hPDE5催化活性的

抑制减弱，以及在较小程度上使由西地那非对hPDE5催化活性的抑制减弱。这些研究表明相
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比于对于西地那非来说，涉及Y612的疏水性键合对于伐地那非来说更强烈(Corbin等2006,

International  Journal  of  Impotence  Research  18,251-257；其内容以引用的方式整体

并入本文)。

[0159] 本文所述的去稳定化结构域也可包括不影响稳定性的氨基酸和核苷酸取代，包括

保守性、非保守性取代和/或多态性。

[0160] 在一些实施方案中，本文所述的hPDE5  DD也可为以上去稳定结构域的片段，包括

含有变异氨基酸序列的片段。优选片段在不存在刺激物下不稳定，而在添加刺激物后得以

稳定。优选片段保留以与本文所述的DD类似的效率与刺激物相互作用的能力。

[0161] 在一个实施方案中，hPDE5突变体通过接头序列来在融合构建体的N末端或C末端

融合于AcGFP。具有Uniprot  ID  BAE93141的AcGFP(SEQ  ID  NO.363)可用作GFP模板，并且被

称为AcGFP的野生型或“WT”形式。在一些实施方案中，本文所述的hPDE5突变体也可以可操

作方式连接于荧光素酶(luc)基因，诸如萤火虫荧光素酶(Fluc)或海肾荧光素酶(Rluc)。本

文所述的Fluc蛋白质序列中的突变的位置基于SEQ  ID  NO .223与包含氨基酸序列SEQ  ID 

NO.364的北美萤火虫(Photinus  pyralis)野生型荧光素酶序列(Uniprot  ID：P08659.1)或

“Fluc  WT”的比较。融合蛋白的去稳定和配体依赖性稳定化性质可通过诸如蛋白质印迹和

FACS的方法来评估。融合于GFP的N末端的hPDE5突变体提供于表3中。所有构建体都可克隆

至本领域中已知和/或本文所述的任何载体诸如但不限于pLVX .IRES  Puro载体中。OT-

hPDE5C-036(OT-001232)被置于EF1a启动子的转录控制下，而表3中所述的其他构建体被置

于CMV启动子的转录控制下。在表3中，星号指示终止密码子的翻译。表3也提供给定构建体

标识符的替代性别名。这些别名由前缀OT标识。

[0162] 表3：hPDE5-AcGFP构建体

[0163]
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[0165]
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[0171]

[0172] 除人PDE5之外，其他磷酸二酯酶也可用于产生新型去稳定结构域。人PDE超家族包

括11个在结构上相关，但在功能上独特的基因家族(hPDE1至hPDE11)。这些基因家族在它们

的细胞功能、一级结构、对cAMP和cGMP的亲和力、催化性质以及对特定活化剂、抑制剂、效应

物和调控机理的响应方面不同。作为模块化蛋白质，hPDE展现具有相异氨基末端调控区和

保守羧基末端催化核心的共同结构组织。hPDE家族蛋白质含有N末端调控区和C末端催化

区。N末端调控区含有使个别hPDE靶向不同亚细胞位置，并且允许个别hPDE对不同翻译后修

饰起特异性响应的结构决定簇。结构元件包括二聚化结构域、自抑制模块、对配体和变构效

应物的结合位点。相比之下，X射线晶体结构分离的九个hPDE家族(hPDE1至hPDE5以及hPDE7
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至hPDE10)的催化结构域已显示hPDE的催化结构域共有由约350个氨基酸折叠成16个螺旋

组成的类似地形图。遍及hPDE家族，活性位点形成深度疏水性口袋，其含有hPDE特有的含组

氨酸特征基序HD(X2)H(X4)N(SEQ  ID  NO:8377)和对为催化功能所必需的两个二价金属离子

的结合位点。在家族内，hPDE对特定环状核苷酸的亲和力不同-一些hPDE特异性水解cAMP

(hPDE4、hPDE7和hPDE8)，而其他hPDE水解cGMP(hPDE5、hPDE6和hPDE9)，并且一些hPDE水解

cAMP与cGMP两者(hPDE1、hPDE2、hPDE3、hPDE10和hPDE11)。

[0173] 类似于hPDE5，任何hPDE家族成员的催化结构域或其他功能性结构域都可加以诱

变以及关于去稳定突变加以筛选。各hPDE蛋白的已知抑制剂也可关于配体依赖性稳定化加

以测试。

[0174] 在一些实施方案中，磷酸二酯酶中影响蛋白质稳定性的已知突变可用于鉴定新型

hPDE源性DD。先前鉴定的突变包括但不限于hPDE5(I778T)、或hPDE6C(H602L)、hPDE6C

(E790K)、hPDE6C(R104W)、hPDE6C(Y323N)和hPDE6C(P391L)、或hPDE4D(S752A)、hPDE4D

(S754A)、hPDE4D(S752A、S754A)和hPDE4D(E757A、E758A、D759A)(Zhu等(2010)Mol  Cell 

Biol.4379-4390；Alexandre等(2015) .Endocr.Relat.Cancer  22(4):519-30；Cheguru  P.

等(2015)Mol  Cell  Neurosci；64:1–8；其各自的内容以引用的方式整体并入本文)。

[0175] 在一些实施方案中，新型DD可从也称为钙和钙调蛋白(calmodulin)依赖性磷酸二

酯酶的hPDE1产生。它具有三个亚型，即hPDE1A、hPDE1B和hPDE1C。所述酶含有三个功能性结

构域；保守催化核心、调控性N末端以及C末端。hPDE1的催化结构域具有三个螺旋子结构域；

N末端周期素(cyclin)折叠区、接头区和C末端螺旋束。长春西汀(Vinpocetine)是hPDE1的

一种已知抑制剂。

[0176] 在一些实施方案中，新型DD可从作为水解cAMP与cGMP两者的双底物酶的hPDE2产

生。这个hPDE的区别性特征是它由cGMP结合它的一个GAF结构域加以变构刺激。hPDE2  GAF-

B结构域的晶体结构揭示GAF-B结构域以高亲和力和选择性结合cGMP。示例性hPDE2抑制剂

包括EHNA(赤式-9-(2-羟基-3-壬基)腺嘌呤)、羟吲哚(Oxindole)、PDP和BAY  60-7550。也可

使用选择性抑制hPDE2亚型的抑制剂，例如具有hPDE2A选择性抑制作用的经取代吡啶并(2,

3-b)吡嗪(参见例如美国专利号：9,527,841；其内容以引用的方式整体并入本文)。

[0177] 在一些实施方案中，新型DD可从优先水解cAMP的hPDE3产生。如同其他hPDE家族成

员一样，它包含三个功能性结构域、保守催化核心、调控性末端以及C末端。hPDE的催化核心

的特征在于具有44个氨基酸的独特插入物。氨利酮(Amrinone)、西洛他唑(Cilostazol)、米

力农(Milrinone)、依诺昔酮(Enoximone)和匹莫苯丹(Pimobendan)是hPDE3酶的抑制剂。

[0178] 在一些实施方案中，新型DD可从作为用于免疫应答调控的主要第二信使，并且负

责水解cAMP的hPDE4产生。存在hPDE4的四个亚型，其中各亚型具有通过介导与骨架化蛋白

质的相互作用来指定细胞定位的独特N末端区域，所述N末端区域可进一步包含上游保守区

(UCR)。所有亚型都共有不变催化结构域。催化口袋衬有高度保守和不变的残基，包括与底

物形成关键氢键的不变谷氨酰胺(Q369)。对hPDE-抑制剂复合物的晶体结构的分析表明两

个保守残基为抑制剂结合所必需。与不变谷氨酰胺的氢键的形成决定抑制剂的定向，并且

保守疏水性残基(I336和F340)形成使抑制剂锚定在口袋中的疏水性钳夹。许多小分子可抑

制hPDE  4活性，其中一些经FDA核准，诸如AN2728(4-[(1-羟基-1,3-二氢-2,1-苯并氧杂硼

杂环戊烯-5-基)氧基]苯甲腈)、阿普司特(Apremilast)/CC10004(N-{2-[(1S)-1-(3-乙氧
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基-4-甲氧基苯基)-2-(甲基磺酰基)乙基]-1,3-二氧代-2,3-二氢-1H-异吲哚-4-基}乙酰

胺)和罗氟司特(Roflumilast)。抑制hPDE4的其他小分子也包括E6005/RVT501、西洛司特

(Cilomilast)/SB-207 ,499、异丁司特(Ibudilast) (AV-411或MN-166)、松叶菊酮碱

(Mesembrenone)、吡拉米司特(Piclamilast)/RP  73401、咯利普兰(Rolipram)、阿替唑兰

(Atizoram)/CP-80633、阿罗茶碱(Arofylline)、CC-1088、卡曲司特(Catramilast)、CGH-

2466、西潘茶碱(Cipamfylline)、屈他维林(Drotaverine)、非明司特(Filaminast)/WAY-

PDA  641、HT-0712、DNS-001、ICI-63197、英米司特(Indimilast)、伊索拉定(Irsogladine)/

MN1695、利米司特(Lirimilast)/BAY  19-8004、奥米司特(Oglemilast)、瑞米司特

(Revamilast)、Ro  20-1724、罗米司特(Ronomilast)、GSK256066、DC-TA-46、AWD  12–281和

YM-976。

[0179] 在一些实施方案中，新型DD可从hPDE6产生。这个全酶包括hPDE6α、hPDE6β和/或两

个相同抑制性亚单位hPDE6γ。hPDE6α和β形式包含三个结构域：两个N末端GAF结构域和一

个C末端催化结构域。非催化GAF结构域负责进行cGMP结合。

[0180] 在一些实施方案中，新型DD可从作为由两个基因即hPDE7A和hPDE7B组成的cAMP特

异性hPDE的hPDE7产生。如对于大多数其他hPDE家族所确定，在N末端上不存在已知调控性

结构域，但共有PKA磷酸化位点存在于这个区域中。若干小分子可抑制PDE7，包括BRL-50481

(N,N,2-三甲基-5-硝基苯磺酰胺)和ASB16165(1-环己基-N-(6-(4-羟基-1-哌啶基)-3-吡

啶基)-3-甲基-1H-噻吩并(2,3-C)吡唑-5-甲酰胺)。

[0181] 在一些实施方案中，新型DD可从hPDE8产生。存在hPDE8的两个亚家族，并且它们两

者均对底物cAMP具有极高亲和力，并且对非特异性PDE抑制剂IBMX不敏感。各蛋白质含有催

化核心、PAS(Per、Arnt和Sim)和REC(接受)结构域。hPDE8的催化核心的晶体结构将Tyr748

残基鉴定为对hPDE8抑制剂结合和其他hPDE蛋白与抑制剂的结合进行区分的独特残基。PF-

04957325(Pfizer)是hPDE8的一种小分子抑制剂。

[0182] 在一些实施方案中，新型DD可从对cGMP具有最高亲和力的hPDE9产生。hPDE9A的一

级结构是简单的，因为它似乎不含有见于其他hPDE中的任何GAF结构域或其他N末端调控序

列。催化口袋衬有高度保守和不变的残基，包括hPDE9A2中与底物形成关键氢键的不变谷氨

酰胺Gln  453。与不变谷氨酰胺的氢键的形成决定抑制剂的定向，并且保守疏水性残基形成

使抑制剂锚定在口袋中，并且使它们的环结构抵靠hPDE9A中的F456进行楔入的疏水性钳

夹。经测试hPDE9抑制剂可包括BAY73-6691(1-(2-氯苯基)-6-[(2R)-3,3,3-三氟-2-甲基丙

基]-1 ,5-二氢-4H-吡唑并[3,4-d]嘧啶-4-酮)、PF-04447943(6-[(3S,4S)-4-甲基-1-(嘧

啶-2-基甲基)吡咯烷-3-基]-1-(噁烷-4-基)-2H-吡唑并[3,4-d]嘧啶-4-酮)和WYQ-C28L。

[0183] 在一些实施方案中，新型DD可从可水解cAMP与cGMP两者的hPDE10产生。如同一些

其他hPDE家族蛋白质一样，hPDE10包含2个在N末端区域中的GAF结构域、蛋白质激酶A磷酸

化位点和催化结构域。催化口袋衬有高度保守和不变的残基，包括hPDE10A2中与底物形成

关键氢键的不变谷氨酰胺Q726。若干PDE10抑制剂处于临床试验中，包括OMS  824、罂粟碱

(Papaverine)和PF-2545920(2-(4-(1-甲基-4-吡啶-4-基-1H-吡唑-3-基)苯氧基甲基)喹

诺酮)。

[0184] 在一些实施方案中，新型DD可从hPDE11产生。如同hPDE10一样，新近发现的hPDE11

可水解cAMP与cGMP两者。它仅包含一个基因，具有四个亚型变体。最长变体hPDE11A4具有两
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个N末端GAF结构域，而其他变体是这个变体的具有不同长度的截短形式。

[0185] 在一些实施方案中，与本文所述的hPDE5相关的任何去稳定突变都可于其他磷酸

二酯酶上加以结构定位以产生去稳定结构域。在一个实施方案中，使hPDE5去稳定，并且随

后导致在西地那非和/或伐地那非存在下达成稳定化的突变可被工程化于hPDE6上。在一个

实施方案中，使hPDE5去稳定，并且随后导致在他达那非存在下达成稳定化的突变可被工程

化于hPDE11上。

[0186] 可用于获得新型DD的全长hPDE和它们的催化结构域列于表4中。

[0187] 表4：人PDE蛋白和它们的催化结构域的序列

[0188]
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[0200]

[0201] 在一些实施方案中，hPDE5源性去稳定结构域可源于hPDE5的变体和/或亚型。三个

亚型hPDE5亚型1、hPDE5亚型2和hPDE5亚型3在它们的N末端区域处不同，并且所有3者都具

有独特第一外显子继之以823个氨基酸的共同序列。因此，hPDE5源性DD可源于hPDE5亚型1

(SEQ  ID  NO.1；由核苷酸序列SEQ  ID  NO.2编码)、hPDE5亚型2(SEQ  ID  NO.147；由核苷酸序

列SEQ  ID  NO.148的核苷酸113-2611或核苷酸序列SEQ  ID  NO.380编码)和/或hPDE5亚型3

(SEQ  ID  NO.149；由核苷酸序列SEQ  ID  NO.150的核苷酸95-2563或SEQ  ID  NO.381编码)。

在一些实施方案中，hPDE5  DD可源于hPDE5亚型X1(SEQ  ID  NO.382)。

[0202] 在一些实施方案中，本文鉴定的DD突变可向回定位于hPDE5序列以鉴定DD热点。如

本文所用的DD热点是指具有SEQ  ID  NO.1的hPDE5内的其突变会导致从hPDE5产生的刺激物

响应性元件的“响应”性质的氨基酸。DD特征可通过饱和诱变来改进，所述饱和诱变涉及使

在热点位置处的氨基酸突变成任何已知氨基酸，包括但不限于赖氨酸、天冬氨酸、谷氨酸、

谷氨酰胺、天冬酰胺、组氨酸、丝氨酸、苏氨酸、酪氨酸、半胱氨酸、甲硫氨酸、色氨酸、丙氨

酸、异亮氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸、缬氨酸、脯氨酸和甘氨酸。在一些情况下，热点突变的文库
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可通过定点诱变来产生，并且文库中的各突变体都通过接头诸如SG来融合于报告子蛋白质

例如AcGFP(SEQ  ID  NO.79)。可分析DD在存在以及不存在配体诸如西地那非、伐地那非和他

达那非下的性质。在一些实施方案中，可使在具有SEQ  ID  NO.1的hPDE5的位置732处的精氨

酸(也被称为R732)突变成任何已知氨基酸，并且提供于表5A中。氨基酸R732的突变可包括

但不限于R732L、R732A、R732G、R732V、R732I、R732P、R732F、R732W、R732Y、R732H、R732S、

R732T、R732D、R732E、R732Q、R732N、R732M、R732C和R732K。在N末端或C末端融合于接头和

GFP的hPDE5突变体提供于表6中。在表5A中，突变用粗体表示。表5B提供可与表5A中所列的

突变体组合以产生表6中所述的构建体的额外组分。在表6中，星号指示终止密码子的翻译。

表6也提供给定构建体标识符的替代性别名。这些别名由前缀OT标识。

[0203] 表5A：hPDE5  R732突变体

[0204]
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说　明　书 67/481 页

72

CN 111107866 A

72



[0211]

[0212] 表5B：额外hPDE5  R732构建体组分
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[0213]

[0214] 表6：hPDE5  R732构建体
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[0231]
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[0233]
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[0235]

[0236] 在一些实施方案中，表1、表2和表5A中教导的任何突变都可加以组合。在一个实施

方案中，组合突变提供于表7中。组合突变可连接于由核苷酸序列SEQ  ID  NO .372编码的

AcGFP(WT的氨基酸2-239)(SEQ  ID  NO.79)；由核苷酸序列SEQ  ID  NO.94编码的AcGFP(WT的

氨基酸1-239)(SEQ  ID  NO .365)；或由核苷酸序列SEQ  ID  NO .224编码的萤火虫荧光素酶

Fluc(N50D、N119G、S548I、K549A、L550V)(SEQ  ID  NO.223)。在一些实施方案中，构建体的各

部分可通过接头例如由核苷酸序列(AGTGGT)编码的SG接头来连接。在一些实施方案中，表7

中所述的构建体可包含由核苷酸序列TCTAGA编码的Xba  I限制位点SR。表7提供包含组合突
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变的构建体。在表7中，终止密码子的翻译由星号指示。表7中也提供给定构建体标识符的替

代性别名。这些别名由前缀OT标识。

[0237] 表7：hPDE5组合突变

[0238]

说　明　书 90/481 页

95

CN 111107866 A

95



[0239]

说　明　书 91/481 页

96

CN 111107866 A

96



[0240]
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[0242]
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[0243]
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[0244]
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[0245]

[0246] 在一些实施方案中，任何本文所述的突变都可在截短hPDE5结构域的情形下加以

测试。如本文所用，截短hPDE5结构域是指具有SEQ  ID  NO.1的hPDE5的区域和/或部分，并且

例示于表8中。表8中也提供利用hPDE5的通过接头来融合于AcGFP的区域或部分的构建体。

在表8中，终止密码子的翻译由星号指示。表8也提供给定构建体标识符的替代性别名。这些

别名由前缀OT标识。

[0247] 表8：hPDE5截短构建体和它的组分

[0248]

说　明　书 97/481 页

102

CN 111107866 A

102



[0249]

说　明　书 98/481 页

103

CN 111107866 A

103



[0250]
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[0252]

[0253] 刺激物

[0254] 本发明的生物回路由一种或多种刺激物触发。刺激物可选自配体、外部添加或内

源性代谢物、确定配体的存在或不存在、pH、温度、光照、离子强度、放射性、细胞位置、主题

位点、微环境、一种或多种金属离子的存在或浓度。

[0255] 在一些实施方案中，刺激物是配体。配体可为基于核酸的配体、基于蛋白质的配

体、基于脂质的配体、有机配体，无机配体或前述各物的任何组合。在一些实施方案中，配体
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选自由以下组成的组：蛋白质、肽、核酸、脂质、脂质衍生物、固醇、类固醇、代谢物衍生物和

小分子。在一些实施方案中，刺激物是小分子。在一些实施方案中，小分子是细胞可透性的。

适用于本发明中的配体包括不限于共同拥有的美国临时专利申请号62/320,864(2016年4

月11日提交)、62/466,596(2017年3月3日提交)和国际公布WO2017/180587(所述专利各自

的内容以引用的方式整体并入本文)的表2中教导的那些配体中的任一者。在一些实施方案

中，小分子是FDA核准的安全和口服施用小分子。

[0256] 在一些实施方案中，配体结合磷酸二酯酶。在一些实施方案中，配体结合磷酸二酯

酶并抑制磷酸二酯酶功能，并且在本文中被称为磷酸二酯酶抑制剂。

[0257] 在一些实施方案中，配体是结合磷酸二酯酶5的小分子。在一个实施方案中，小分

子是hPDE5抑制剂。hPDE5抑制剂的实例包括但不限于西地那非、伐地那非、他达那非、阿伐

那非、罗地那非、米罗那非、乌地那非、本扎那非、达生他非、贝米那非、SLx-2101、LAS34179、

UK-343,664、UK-357903、UK-371800和BMS-341400。

[0258] 在一些实施方案中，配体包括西地那非衍生配体，其含有所述配体的已知会介导

与hPDE5的结合的部分。配体也可被修饰来使与磷酸二酯酶的脱靶结合降低，并且使与

hPDE5的特异性结合增加。

[0259] hPDE5抑制剂覆盖关于核准剂量和它们的作用持续时间的广泛药物动力学空间，

并且描述于表9中。在表9中，PO代表口服(即经口)；QD代表每天(即每日)；IV代表静脉内；

TID代表每日三次(即一天三次)；并且Cmax代表药物在它的施用之后达到的峰值血清浓度。

[0260] 表9：hPDE5抑制剂的药物动力学

[0261]

[0262] 在一些实施方案中，使用表9中所述的PK参数，根据本发明的效应物模块的表达的

量值和持续时间来决定配体选择。在一些实施方案中，可需要有效载荷持续短暂持续时间

进行高水平表达。在所述情况下，伐地那非可选作配体。在一些实施方案中，可需要有效载

荷持续长久持续时间进行高水平表达。在所述情况下，可选择配体他达那非。在一些实施方

案中，可需要有效载荷持续长久持续时间进行低水平表达。在所述情况下，西地那非可选作

配体。

[0263] 在一些实施方案中，可开发额外hPDE5抑制剂以显示对特定磷酸二酯酶蛋白质的

选择性；使以配体进行处理的持续时间降低或增加；以及使配体的起效速率改进。

[0264] 也可通过结构活性关系(SAR)研究，根据对已知hPDE5配体的活性对它的分子/化

学结构的依赖性的分析来选择配体。本领域中已知的任何与SAR相关的方法都可用于鉴定

本发明的致稳定配体。SAR可用于改进配体的性质，诸如特异性、效能、药物动力学、生物可

用度和安全性。对已知hPDE5抑制剂的SAR分析也可与hPDE5与配体复合的高分辨率X射线结

构组合。已研究hPDE5与西地那非、他达那非和伐地那非共结晶的X射线结构，并且已鉴定抑

制剂的结合模式(Zhang ,K .Y .J .等(2004)Mol .Cell .,15 ,279；Card ,G .L .等(2004)
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Structure.12,2233；其各自的内容以引用的方式整体并入本文)。存在经描述的若干类别

的hPDE5抑制剂。这些类别包括具有不同骨架结构的芳基、联芳、杂芳基或杂联芳类别。芳基

类别包括经取代硝基苯胺，并且联芳类别包括经取代萘。杂联芳和杂三芳基基于它的稠合

系统被进一步再分类成吡唑并嘧啶酮、三唑并嘧啶酮、咪唑并三嗪、嘌呤、吡咯并嘧啶酮、三

唑并三嗪酮、异噁唑并嘧啶酮、β-咔啉、吡咯并喹诺酮、异喹啉、喹唑啉、咪唑并喹唑啉酮、吡

唑并吡啶、吡唑并吡啶并嘧啶酮。这些广泛不同的化学结构被表明在hPDE5酶的结合位点中

具有不同定向。西地那非具有三个主要化学基团，即吡唑并嘧啶酮环、乙氧基苯基环和甲基

哌嗪环。吡唑并嘧啶酮基团负责药物与它的在hPDE5中的活性结合位点的结合。

[0265] 许多hPDE抑制剂通过与底物cGMP竞争酶的催化位点来起作用。西地那非和伐地那

非在用于模拟cGMP的嘌呤环的杂环系统方面不同。它们也在哌嗪侧链的取代基(乙基/甲

基)方面不同。尽管这些是仅有的结构差异，但伐地那非比西地那非更强效。在一些实施方

案中，hPDE的不同已知抑制剂之间的结构差异可用于设计更好的基于hPDE抑制剂的配体。

举例来说，Corbin等人合成了西地那非的含有西地那非环系统，但具有见于伐地那非中的

附接乙基的类似物；并且也产生了伐地那非的含有伐地那非环系统，但具有见于西地那非

中的附接甲基的类似物(二甲基-伐地那非)。这些研究认明环系统在伐地那非的效能高于

西地那非方面起关键作用(Corbin  JD等(2004)Neurochem  Int；45(6):859-63；其内容以引

用的方式整体并入本文)。基于hPDE与西地那非复合的X射线晶体结构，活性位点区域被确

定为在离参照配体西地那非6.5埃内的球体。可基于这个信息来产生hPDE5活性位点的表面

疏水性(亲脂性)电势物理化学性质图。西地那非的乙氧基苯基配合至由Phe  786、Ala783、

Leu804和Val782形成的疏水性口袋中，并且吡唑并嘧啶酮环也与结合口袋中的Val782、

Tyr612和Phe820的侧链形成疏水性相互作用。

[0266] 也可使用已知hPDE5抑制剂的一系列类似物来开发新型hPDE5抑制剂。3D定量结构

活性分析(QSAR)、CoMFA(比较分子场分析)和CoMSIA(比较分子类似性指数分析)可出于这

个目的加以执行。在一个实施方案中，hPDE5抑制剂的结构可优先并有在N5位置处在吡咯并

嘧啶酮环中的N乙基；和携带取代基的丙氧基苯基；相较于西地那非的相应位置，分别加长

一个亚甲基单元。由Koo  J等人教导的对西地那非结构的任何修饰都可适用于本发明中

(Koo  J等(2007)Bioorg.&Med.Chem  Lett  17；4271–4274；其内容以引用的方式整体并入本

文)。

[0267] 在一些实施方案中，刺激物可为结合超过一种磷酸二酯酶的配体。在一个实施方

案中，刺激物是可结合两种或更多种hPDE的全磷酸二酯酶抑制剂，诸如氨茶碱

(Aminophyline)、副黄嘌呤(Paraxanthine)、己酮可可碱(Pentoxifylline)、可可碱

(Theobromine)、双嘧达莫(Dipyridamole)、茶碱(Theophyline)、扎普司特(Zaprinast)、淫

羊藿苷(Icariin)、CDP-840、依地唑酯(Etazolate)和海罂粟碱(Glaucine)。

[0268] 在一些实施方案中，配体是hPDE1抑制剂。在一些情况下，示例性hPDE1抑制剂长春

西汀可用作本发明中的配体。在一些实施方案中，配体是hPDE2抑制剂。示例性hPDE2抑制剂

包括EHNA(赤式-9-(2-羟基-3-壬基)腺嘌呤)、羟吲哚、PDP和BAY  60-7550。也可使用选择性

抑制hPDE2亚型的抑制剂，例如具有hPDE2A选择性抑制作用的经取代吡啶并(2,3-b)吡嗪

(参见例如美国专利号：9,527,841；其内容以引用的方式整体并入本文)。在一些实施方案

中，配体是hPDE3抑制剂。适用于本发明中的hPDE3抑制剂包括但不限于氨利酮、西洛他唑、
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米力农、依诺昔酮和匹莫苯丹。在一些实施方案中，配体是hPDE4抑制剂。示例性hPDE4抑制

剂包括FDA核准的小分子，诸如但不限于AN2728(4-[(1-羟基-1,3-二氢-2,1-苯并氧杂硼杂

环戊烯-5-基)氧基]苯甲腈)、阿普司特/CC10004(N-{2-[(1S)-1-(3-乙氧基-4-甲氧基苯

基)-2-(甲基磺酰基)乙基]-1,3-二氧代-2,3-二氢-1H-异吲哚-4-基}乙酰胺)和罗氟司特。

其他示例性hPDE4抑制剂包括抑制hPDE4的其他小分子，所述其他小分子也包括E6005/

RVT501、西洛司特/SB-207,499、异丁司特(AV-411或MN-166)、松叶菊酮碱、吡拉米司特/RP 

73401、咯利普兰、阿替唑兰/CP-80633、阿罗茶碱、CC-1088、卡曲司特、CGH-2466、西潘茶碱、

屈他维林、非明司特/WAY-PDA641、HT-0712、DNS-001、ICI-63197、英米司特、伊索拉定/MN 

1695、利米司特/BAY  19-8004、奥米司特、瑞米司特、Ro  20-1724、罗米司特、GSK256066、DC-

TA-46、AWD  12–281和YM-976。国际专利公布号WO2014078220A1和美国专利公布号

US20170129887A1中所述的任何hPDE4抑制剂都可适用于本发明中(所述专利各自的内容以

引用的方式整体并入本文)。在一些实施方案中，配体是hPDE6抑制剂。在一些实施方案中，

配体是hPDE7抑制剂。示例性hPDE7抑制剂包括BRL-50481(N,N,2-三甲基-5-硝基苯磺酰胺)

和ASB16165(1-环己基-N-(6-(4-羟基-1-哌啶基)-3-吡啶基)-3-甲基-1H-噻吩并(2,3-C)

吡唑-5-甲酰胺)。在一些实施方案中，配体是hPDE8抑制剂诸如PF-04957325(Pfizer)。在一

些实施方案中，配体是hPDE9抑制剂。示例性hPDE9抑制剂包括但不限于BAY73-6691(1-(2-

氯苯基)-6-[(2R)-3,3,3-三氟-2-甲基丙基]-1 ,5-二氢-4H-吡唑并[3,4-d]嘧啶-4-酮)、

PF-04447943(6-[(3S,4S)-4-甲基-1-(嘧啶-2-基甲基)吡咯烷-3-基]-1-(噁烷-4-基)-2H-

吡唑并[3,4-d]嘧啶-4-酮)和WYQ-C28L。在一些实施方案中，配体是hPDE10抑制剂。示例性

PDE10抑制剂包括但不限于OMS  824、罂粟碱和PF-2545920(2-(4-(1-甲基-4-吡啶-4-基-

1H-吡唑-3-基)苯氧基甲基)喹诺酮)以及GS-5759(Gilead)。

[0269] 在一个实施方案中，本发明的刺激物可为FDA核准的能够结合特定DD或靶向DD内

的区域的配体。在其他实施方案中，FDA核准的配体可用于筛选人蛋白质中的潜在结合剂。

DD可基于来自筛选的阳性命中物，使用蛋白质的结合配体的部分来设计。在一个实施方案

中，作为脱靶相互作用结合FDA核准的配体的蛋白质可用于设计本发明的DD。

[0270] 在一些实施方案中，可优选选择在不存在SRE下不影响免疫细胞和/或嵌合抗原受

体的活性的配体。

[0271] 致稳定结构域

[0272] 在一些实施方案中，刺激物响应元件可在不存在刺激物下稳定，但由刺激物去稳

定。在一些实施方案中，SRE可源于包含至少一种蛋白质-蛋白质相互作用的蛋白质复合物。

在其他方面，SRE可与细胞内的天然蛋白质形成蛋白质-蛋白质相互作用。蛋白质复合物通

过使游离单体状态的浓度降低来使组成蛋白质对非所需寡聚化风险的暴露降低。附接于所

述SRE的有效载荷可在不存在刺激物下稳定。在一些方面，刺激物可为能够打断或破坏与

SRE相关的蛋白质-蛋白质相互作用的小分子。在所述情况下，添加刺激物会导致有效载荷

的表达和/或功能降低。在一些实施方案中，可利用诱导SRE的构象变化的刺激物。在一个方

面，SRE可通过构象变化而稳定。在另一方面，SRE可通过构象变化而去稳定。刺激物也可为

破坏对SRE的翻译后修饰的小分子，所述破坏可导致对与SRE相关的蛋白质-蛋白质相互作

用的破坏。在一些实施方案中，SRE可使用本领域中已知的蛋白质相互作用组学技术来鉴

定。所述方法可使得能够鉴定在治疗上相关的蛋白质相互作用。国际专利公布号
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WO2017210427A1、WO2016196994A9和WO2014200987A3中所述的任何大规模定量蛋白质组学

方法都可适用于本发明中(所述专利各自的内容以引用的方式整体并入本文)。

[0273] 有效载荷

[0274] 在一些实施方案中，有效载荷可为生物体基因组中的任何天然蛋白质、融合多肽、

抗体或其变体、突变体和衍生物。在一些实施方案中，本发明的效应物模块是包含本发明的

DD可操作地连接于至少一个有效载荷的融合构建体。在一个方面，有效载荷可为任何天然

目标蛋白质(POI)或其变体、抗体或其片段、治疗剂、或任何人工肽或多肽。

[0275] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为免疫治疗剂。如本文所用，免疫治疗剂

是在生物体中诱导免疫应答的任何药剂。免疫治疗剂可为生物体中的天然蛋白质，或它可

为人工蛋白质诸如融合蛋白或抗体。免疫治疗剂可为但不限于抗体及其片段和变体、MHC分

子、抗原及其片段、T细胞受体(TCR)诸如肿瘤特异性TCR及其变体、嵌合抗原受体(CAR)、嵌

合转换受体、共刺激性分子、共抑制性分子、共抑制性受体或配体的抑制剂、共刺激性受体

和配体的激动剂、细胞因子、趋化因子、细胞因子受体、趋化因子受体、可溶性生长因子、代

谢因子、归巢受体、安全性开关(例如自杀基因)、或诱导免疫应答的任何药剂。在一个实施

方案中，免疫治疗剂在细胞中或在受试者中诱导抗癌免疫应答。在一些方面，免疫治疗剂使

受试者中的肿瘤负荷降低。

[0276] 有效载荷可为用于癌症免疫疗法的任何免疫治疗剂，诸如T细胞受体(TCR)、靶向

肿瘤细胞的任何分子的嵌合剂受体(CAR)诸如CD19CAR、抗体、抗原结合结构域或抗原结合

结构域的组合、细胞因子诸如IL2、IL12、IL15或IL15/IL15Ra融合物，免疫检查点的拮抗剂、

共刺激性分子的激动剂、嵌合转换受体、安全性开关、代谢因子、生长因子、趋化因子、趋化

因子受体、归巢受体、或可诱导免疫应答的任何药剂。SRE和有效载荷可通过一个或多个接

头来可操作地连接，并且效应物模块内各组分的位置可变化。

[0277] 1.目标蛋白质

[0278] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为生物体基因组中的天然蛋白质、或其

变体、突变体、衍生物。天然蛋白质可来自例如哺乳动物生物体、细菌和病毒。

[0279] 在一个实例中，有效载荷可为目标蛋白质或来自人基因组的多肽。

[0280] 2.抗体

[0281] 在一些实施方案中，抗体、其片段和变体是本发明的有效载荷。抗体可为完整抗

体、抗体轻链、抗体重链、抗体片段、抗体变体或抗体衍生物。

[0282] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为抗体或其片段。适用于这个方法中的

抗体包括不限于共同拥有的美国临时专利申请号62/320,864(2016年4月11日提交)、62/

466,596(2017年3月3日提交)和国际公布WO2017/180587(所述专利各自的内容以引用的方

式整体并入本文)中教导的那些抗体中的任一者。

[0283] 抗体片段和变体

[0284] 在一些实施方案中，抗体片段和变体可包含来自完整抗体的抗原结合区。抗体片

段和变体的实例可包括但不限于Fab、Fab'、F(ab')2和Fv片段；微型双功能抗体；线性抗体；

单链抗体分子诸如单链可变片段(scFv)；和由抗体片段形成的多特异性抗体。用木瓜蛋白

酶消化抗体会产生两个相同抗原结合片段，称为“Fab”片段，各自具有单一抗原结合位点。

也产生残余“Fc”片段，其名称反映它能够易于结晶。胃蛋白酶处理会产生具有两个抗原结
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合位点，并且仍然能够与抗原交联的F(ab')2片段。本发明的药物组合物、生物回路、生物回

路组分、包括它们的SRE的效应物模块或有效载荷可包含这些片段中的一者或多者。

[0285] 出于本文目的，“抗体”可包含重可变结构域和轻可变结构域以及Fc区。如本文所

用，术语“天然抗体”通常是指具有约150,000道尔顿(dalton)，由两个相同轻(L)链和两个

相同重(H)链组成的异四聚糖蛋白。编码抗体重链和轻链的基因是已知的，并且组成各者的

区段已加以充分表征和描述(Matsuda等,The  Journal  of  Experimental  Medicine.1998,

188(11):2151-62以及Li等,Blood,2004,103(12):4602-4609；其各自的内容以引用的方式

整体并入本文)。各轻链通过一个共价二硫键连接于重链，而在不同免疫球蛋白同种型的重

链之间，二硫键的数目有变化。各重链和轻链也具有规则间隔的链内二硫桥。各重链在一端

具有可变结构域(VH)，继之以许多恒定结构域。各轻链具有在一端的可变结构域(VL)和在

它的另一端的恒定结构域；轻链的恒定结构域与重链的第一恒定结构域对准，而轻链可变

结构域与重链的可变结构域对准。

[0286] 如本文所用，术语“可变结构域”是指见于抗体重链与轻链两者上的特定抗体结构

域，其在各抗体之间在序列方面广泛不同，并且用于达成各特定抗体对它的特定抗原的结

合和特异性。可变结构域包含高变区。如本文所用，术语“高变区”是指可变结构域内包含负

责抗原结合的氨基酸残基的区域。存在于高变区内的氨基酸决定变为抗体的抗原结合位点

的一部分的互补决定区(CDR)的结构。如本文所用，术语“CDR”是指抗体的包含互补于它的

靶标抗原或表位的结构的区域。可变结构域的不与抗原相互作用的其他部分被称为框架

(FW)区。抗原结合位点(antigen-binding  site) (也称为抗原结合位点(antigen 

combining  site)或互补位)包含为与特定抗原相互作用所必需的氨基酸残基。组成抗原结

合位点的确切残基通常通过与所结合抗原一起进行共晶体照相术来阐明，然而，也可使用

基于与其他抗体的比较的计算评估(St r o h l ,W .R .T h e r a p e u t i c  A n t i b o d y 

Engineering.Woodhead  Publishing,Philadelphia  PA.2012.第3章,第47-54页，其内容以

引用的方式整体并入本文)。对组成CDR的残基进行确定可包括使用编号流程，包括但不限

于由Kabat(Wu等,JEM,1970,132(2):211-250以及Johnson等,Nucleic  Acids  Res.2000,28

(1):214-218，其各自的内容以引用的方式整体并入本文)、Chothia(Chothia和Lesk ,

J .Mol .Biol .1987 ,196 ,901 ,Chothia等,Nature ,1989 ,342 ,877，以及Al-Lazikani等,

J.Mol.Biol.1997,273(4):927-948，其各自的内容以引用的方式整体并入本文)、Lefranc

(Lefranc等 ,Immunome  Res .2005 ,1:3)和Honegger (Honegger和Pluckthun ,

J.Mol.Biol.2001,309(3):657-70，其内容以引用的方式整体并入本文)教导的那些。

[0287] VH结构域和VL结构域各自具有三个CDR。VL  CDR在本文中被称为CDR-L1、CDR-L2和

CDR-L3，按照沿可变结构域多肽从N末端向C末端移动时的出现顺序。VH  CDR在本文中被称

为CDR-H1、CDR-H2和CDR-H3，按照沿可变结构域多肽从N末端向C末端移动时的出现顺序。各

CDR具有有利的典型结构，例外之处是CDR-H3，其包含可在各抗体之间在序列和长度方面高

度可变的氨基酸序列，从而导致在抗原结合结构域中具有多种三维结构(Nikoloudis等,

PeerJ.2014,2:e456)。在一些情况下，可分析一组相关抗体之中的CDR-H3以评估抗体多样

性。确定CDR序列的各种方法在本领域中是已知的，并且可应用于已知抗体序列(Strohl ,

W .R .Therapeutic  Antibody  Engineering .Woodhead  Publishing ,Philadelphia 

PA.2012.第3章,第47-54页，其内容以引用的方式整体并入本文)。
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[0288] 如本文所用，术语“Fv”是指包含抗体上为形成完整抗原结合位点所需的最小片段

的抗体片段。这些区域由紧密非共价缔合的一个重链可变结构域和一个轻链可变结构域的

二聚体组成。Fv片段可通过蛋白水解裂解来产生，但基本上是不稳定的。用于产生稳定Fv片

段的重组方法在本领域中是已知的，通常通过在轻链可变结构域与重链可变结构域之间插

入柔性接头(以形成单链Fv(scFv))或通过在重链可变结构域与轻链可变结构域之间引入

二硫桥(Strohl ,W .R .Therapeutic  Antibody  Engineering .Woodhead  Publishing ,

Philadelphia  PA.2012.第3章,第46-47页，其内容以引用的方式整体并入本文)。

[0289] 如本文所用，术语“轻链”是指来自任何脊椎动物物种的抗体的基于恒定结构域的

氨基酸序列而被指定为称为κ(kappa)和λ(lambda)的两种明确不同类型中的一者的组分。

视它们的重链的恒定结构域的氨基酸序列而定，抗体可被指定为不同类别。存在完整抗体

的五个主要类别：IgA、IgD、IgE、IgG和IgM，并且这些类别中的若干可进一步分成子类(同种

型)，例如IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA和IgA2。

[0290] 如本文所用，术语“单链Fv”或“scFv”是指VH抗体结构域和VL抗体结构域的融合蛋

白，其中这些结构域由柔性肽接头连接在一起成为单一多肽链。在一些实施方案中，Fv多肽

接头使得scFv能够形成抗原结合所需的结构。在一些实施方案中，scFv与噬菌体展示、酵母

展示或其他展示方法联合加以利用，其中它们可与表面成员(例如噬菌体外壳蛋白)联合表

达，并且用于鉴定对给定抗原具有高亲和力的肽。

[0291] 使用分子遗传学，两个scFv可被串联工程化成由接头结构域分隔的单一多肽，称

为“串联scFv”(tascFv)。用两个不同scFv的基因构建tascFv会产生“双特异性单链可变片

段”(双scFv)。仅有两种tascFv已由商业公司在临床上加以开发；两者均是处于由Micromet

进行的活跃早期阶段开发中的针对肿瘤学适应症的双特异性药剂，并且被描述为“双特异

性T细胞衔接物(BiTE)”。博纳吐单抗(Blinatumomab)是一种处于2期中的使对B细胞非霍奇

金淋巴瘤的T细胞应答增强的抗CD19/抗CD3双特异性tascFv。MT110是一种处于1期中的使

对实体肿瘤的T细胞应答增强的抗EP-CAM/抗CD3双特异性tascFv。双特异性四价“TandAb”

也正由Affimed(Nelson,A.L.,MAbs.,2010年1月-2月；2(1):77–83)加以研究。也可包括大

抗体(maxibody)(融合于IgG的Fc(CH2-CH3结构域)的氨基末端的二价scFv)。

[0292] 如本文所用，术语“双特异性抗体”是指能够结合两种不同抗原的抗体。所述抗体

通常包含来自至少两种不同抗体的区域。双特异性抗体可包括Riethmuller ,G .Cancer 

Immunity.2012,12:12-18，Marvin等,2005.Acta  Pharmacologica  Sinica .2005,26(6):

649-658以及Schaefer等,PNAS.2011,108(27):11187-11192中所述的那些双特异性抗体中

的任一者，所述文献各自的内容以引用的方式整体并入本文。在一些方面，双特异性抗体可

为三功能性抗体(3funct)和BiTE(双特异性T细胞衔接物)。

[0293] 如本文所用，术语“微型双功能抗体”是指具有两个抗原结合位点的小抗体片段。

微型双功能抗体是功能性双特异性单链抗体(bscAb)。微型双功能抗体包含在同一多肽链

中重链可变结构域VH连接于轻链可变结构域VL。通过使用太短以致不允许在同一链上的两

个结构域之间进行配对的接头，结构域被迫与另一链的互补结构域配对，并且产生两个抗

原结合位点。微型双功能抗体更充分描述于例如EP404,097；WO  93/11161；以及Hollinger

等人的(Hollinger ,P .等,“Diabodies”:Small  bivalent  and  bispecific  antibody 

fragments.PNAS,1993.90:6444-6448)中；所述专利和文献各自的内容以引用的方式整体
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并入本文。

[0294] 术语“胞内抗体”是指一种不从它在其中产生的细胞分泌，而是靶向一种或多种细

胞内蛋白质的抗体形式。胞内抗体可用于影响众多细胞过程，包括但不限于细胞内迁移、转

录、翻译、代谢过程、增殖信号传导和细胞分裂。在一些实施方案中，本发明方法可包括基于

胞内抗体的疗法。在一些所述实施方案中，本文公开的可变结构域序列和/或CDR序列可并

入一个或多个构建体中以达成基于胞内抗体的疗法。

[0295] 如本文所用，术语“单克隆抗体”是指从大致上同质的细胞(或克隆)的群体获得的

抗体，即除可在单克隆抗体的产生期间产生的可能变体(所述变体通常少量存在)之外，构

成所述群体的个别抗体是相同的和/或结合相同表位。与通常包括针对不同决定簇(表位)

的不同抗体的多克隆抗体制剂相比，各单克隆抗体针对抗原上的单一决定簇。

[0296] 修饰语“单克隆”将抗体的特性指示为从大致上同质抗体群体获得，并且不应解释

为需要通过任何特定方法来产生抗体。本文单克隆抗体包括“嵌合”抗体(免疫球蛋白)，其

中重链和/或轻链的一部分与源于特定物种或属于特定抗体类别或子类的抗体中的相应序

列相同或同源，而一个或多个链的其余部分与源于另一物种或属于另一抗体类别或子类的

抗体中的相应序列相同或同源；以及所述抗体的片段。

[0297] 如本文所用，术语“人源化抗体”是指包含来自一个或多个非人(例如鼠)抗体来源

的最小部分，而其余部分源于一个或多个人免疫球蛋白来源的嵌合抗体。在很大程度上，人

源化抗体是人免疫球蛋白(接受者抗体)，其中来自接受者的抗体的高变区的残基被来自诸

如小鼠、大鼠、兔或非人灵长类动物的非人物种的抗体(供体抗体)的高变区的具有所需特

异性、亲和力和/或能力的残基置换。在一个实施方案中，抗体可为人源化全长抗体。作为一

非限制性实例，抗体可已使用美国专利公布号US20130303399中教导的方法加以人源化，所

述专利的内容以引用的方式整体并入本文。

[0298] 如本文所用，术语“抗体变体”是指经修饰抗体(相对于天然或起始抗体)或在结构

和/或功能方面类似于天然或起始抗体的生物分子(例如抗体模拟物)。相较于天然抗体，抗

体变体可在它们的氨基酸序列、组成或结构方面加以改变。抗体变体可包括但不限于具有

改变的同种型(例如IgA、IgD、IgE、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4或IgM)的抗体、人源化变体、最优

化变体、多特异性抗体变体(例如双特异性变体)和抗体片段。

[0299] 在一些实施方案中，本发明的药物组合物、生物回路、生物回路组分、包括它们的

SRE的效应物模块或有效载荷可为抗体模拟物。如本文所用，术语“抗体模拟物”是指模拟抗

体的功能或作用，并且以特异性方式以及以高亲和力结合它们的分子靶标的任何分子。在

一些实施方案中，抗体模拟物可为单域抗体(monobody)，其被设计来并有III型纤维连接蛋

白结构域(Fn3)作为蛋白质骨架(US  6,673,901；US6,348,584)。在一些实施方案中，抗体模

拟物可为本领域中已知的那些，包括但不限于亲和体分子、affilin、affitin、抗运载蛋白

(anticalin)、亲合多聚体、Centyrin、DARPINSTM、Fynomer以及库尼茨(Kunitz)和结构域

肽。在其他实施方案中，抗体模拟物可包括一个或多个非肽区域。

[0300] 在一个实施方案中，抗体可包含经修饰Fc区。作为一非限制性实例，经修饰Fc区可

通过美国专利公布号US20150065690中所述的方法来制备，或可为美国专利公布号

US20150065690中所述的任何区域，所述专利的内容以引用的方式整体并入本文。

[0301] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可编码结合超过一个表位的多特异性抗
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体。如本文所用，术语“多抗体”或“多特异性抗体”是指其中两个或更多个可变区结合不同

表位的抗体。表位可在同一或不同靶标上。在一个实施方案中，多特异性抗体可通过国际专

利公布号WO2011109726和美国专利公布号US20150252119中所述的方法来产生和优化，所

述专利各自的内容以引用的方式整体并入本文。这些抗体能够以高特异性和高亲和力结合

多个抗原。

[0302] 在某些实施方案中，多特异性抗体是识别同一或不同抗原上的两个不同表位的

“双特异性抗体”。在一个方面，双特异性抗体能够结合两种不同抗原。所述抗体通常包含来

自至少两种不同抗体的抗原结合区。举例来说，双特异性单克隆抗体(BsMAb、BsAb)是由两

种不同单克隆抗体的片段组成，由此允许BsAb结合两种不同类型的抗原的人工蛋白质。双

特异性抗体框架可包括Riethmuller,G.,2012.Cancer  Immunity,2012,12:12-18；Marvin

等,Acta  Pharmacologica  Sinica.2005,26(6):649-658；以及Schaefer等,PNAS.2011,108

(27):11187-11192中所述的那些双特异性抗体框架中的任一者，所述文献各自的内容以引

用的方式整体并入本文。已开发新生代BsMAb，称为“三功能性双特异性”抗体。这些抗体由

两个重链和两个轻链组成，各自来自两种不同抗体，其中两个Fab区(臂)针对两种抗原，并

且Fc区(足)包含两个重链并形成第三结合位点。

[0303] 在一些实施方案中，有效载荷可编码包含单一抗原结合结构域的抗体。这些分子

是极小的，具有是对于全尺寸mAb观察到的那些分子量的约十分之一的分子量。其他抗体可

包括源于在骆驼和美洲驼中得见的缺乏轻链的重链抗体的抗原结合可变重链区(VHH)的

“纳米体”(Nelson,A.L.,MAbs.2010年1月-2月；2(1):77–83)。

[0304] 在一些实施方案中，抗体可为“小型化的”。在mAb小型化的最佳实例之中的是来自

Trubion  Pharmaceuticals的小模块化免疫药物(SMIP)。可为单价或二价的这些分子是含

有一个VL、一个VH抗原结合结构域、以及一个或两个恒定“效应”结构域的重组单链分子，所

述结构域全都由接头结构域加以连接。据推测，这种分子可能提供通过片段而获得的组织

或肿瘤穿透增加，同时保留由恒定结构域赋予的免疫效应物功能的优势。至少三种“小型

化”SMIP已进入临床开发。TRU-015作为一种与Wyeth合作开发的抗CD20  SMIP是得以最大程

度推进的项目，已进展至针对类风湿性关节炎(RA)的2期。在全身性红斑狼疮(SLE)和B细胞

淋巴瘤的情况下的较早尝试最终被中止。Trubion和Facet  Biotechnology正合作开发作为

用于治疗CLL和其他淋巴细胞性赘瘤形成的抗CD37  SMIP的TRU-016，这是一个已达到2期的

项目。Wyeth已许可用于治疗包括RA、SLE以及有可能包括多发性硬化症的自体免疫疾病的

抗CD20  SMIP  SBI-087，但这些项目仍然处于临床测试的最早阶段。(Nelson,A.L.,MAbs ,

2010年1月-2月；2(1):77–83)。

[0305] 小型化抗体的一个实例被称为“单抗体(unibody)”，其中铰链区已从IgG4分子移

除。尽管IgG4分子不稳定，并且可彼此交换轻链-重链异二聚体，但使铰链区缺失会完全阻

止重链-重链配对，从而留下高度特异性单价轻/重异二聚体，同时保留Fc区以确保体内稳

定性和半衰期。这个构型可使免疫活化或致癌性生长的风险最小化，因为IgG4与FcR进行不

良相互作用，并且单价单抗体未能促进细胞内信号传导复合物形成(参见例如Nelson ,

A.L.,MAbs,2010年1月-2月；2(1):77–83)。

[0306] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可编码单结构域抗体(sdAb或纳米体)，其

是由单一单体可变抗体结构域组成的抗体片段。如同完整抗体一样，它能够选择性结合特
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定抗原。在一个方面，sdAb可为“骆驼Ig”或“骆驼科动物VHH”。如本文所用，术语“骆驼Ig”是

指重链抗体的最小已知抗原结合单元(Koch-No  lte等,FASEB  J .,2007 ,21:3490-3498)。

“重链抗体”或“骆驼科动物抗体”是指含有两个VH结构域，并且不含有轻链的抗体

(Riechmann  L.等,J.Immunol.Methods,1999,231:25-38；国际专利公布号：WO1994/04678

和WO1994/025591；以及美国专利号6,005,079)。在另一方面，sdAb可为“免疫球蛋白新抗原

受体”(IgNAR)。如本文所用，术语“免疫球蛋白新抗原受体”是指来自鲨鱼免疫谱系的抗体

的类别，所述抗体由一个可变新抗原受体(VNAR)结构域和五个恒定新抗原受体(CNAR)结构

域的同二聚体组成。IgNAR代表一些基于免疫球蛋白的最小已知蛋白质骨架，并且是高度稳

定的并具有高效结合特征。固有稳定性可归因于以下两者：(i)下伏性Ig骨架，相较于在鼠

抗体中得见的常规抗体VH结构域和VL结构域，所述骨架呈现可观数目的带电荷和亲水性表

面暴露残基；和(ii)互补决定区(CDR)环中的致稳定结构特征，包括环间二硫桥以及各种样

式的环内氢键。

[0307] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可编码胞内抗体。胞内抗体是一种不从它

在其中产生的细胞分泌，而是靶向一种或多种细胞内蛋白质的抗体形式。胞内抗体在细胞

内表达和起作用，并且可用于影响众多细胞过程，包括但不限于细胞内迁移、转录、翻译、代

谢过程、增殖信号传导和细胞分裂。在一些实施方案中，本文所述的方法包括基于胞内抗体

的疗法。在一些所述实施方案中，本文公开的可变结构域序列和/或CDR序列被并入一个或

多个构建体中以达成基于胞内抗体的疗法。举例来说，胞内抗体可靶向一种或多种经糖化

细胞内蛋白质，或可调节一种或多种经糖化细胞内蛋白质与替代性蛋白质之间的相互作

用。

[0308] 胞内抗体在哺乳动物细胞的不同区室中的细胞内表达允许阻断或调节内源性分

子 的 功 能 ( B i o c c a 等 , E M B O  J . 1 9 9 0 , 9 : 1 0 1 - 1 0 8 ；C o l b y 等 ,

Proc.Natl.Acad .Sci.U.S.A.2004,101:17616-17621)。胞内抗体可改变蛋白质折叠、蛋白

质-蛋白质相互作用、蛋白质-DNA相互作用、蛋白质-RNA相互作用和蛋白质修饰。它们可通

过直接结合靶标抗原，通过使靶标抗原的细胞内迁移转向，或通过抑制靶标抗原与结合配

偶体的缔合来诱导表型剔除以及充当中和剂。由于对靶标抗原具有高特异性和亲和力，胞

内抗体具有阻断特定靶标分子的某些结合相互作用，同时使其他分子免受影响的优势。

[0309] 来自供体抗体的序列可用于开发胞内抗体。胞内抗体经常在细胞内被重组表达为

单结构域片段诸如分离的VH结构域和VL结构域，或表达为单链可变片段(scFv)抗体。举例

来说，胞内抗体经常被表达为单一多肽以形成包含由柔性接头多肽接合的重链的可变结构

域和轻链的可变结构域的单链抗体。胞内抗体通常缺乏二硫键，并且能够通过它们的特异

性结合活性来调节靶标基因的表达或活性。单链胞内抗体经常从重组核酸分子表达，并且

被工程化来保留在细胞内(例如保留在细胞质、内质网或周质中)。胞内抗体可使用本领域

中已知的方法来产生，诸如以下中公开和综述的那些方法：(Marasco等,PNAS ,1993 ,90:

7889-7893；Chen等,Hum.Gene  Ther.1994,5:595-601；Chen等,1994,PNAS,91:5932-5936；

Maciejewski等,1995 ,Nature  Med .,1:667-673；Marasco ,1995 ,Immunotech ,1:1-19；

Mhashilkar等,1995,EMBO  J.14:1542-51；Chen等,1996,Hum.Gene  Therap.,7:1515-1525；

Marasco ,Gene  Ther.4:11-15,1997；Rondon和Marasco ,1997 ,Annu.Rev.Microbiol.51:

257-283；Cohen等,1998,Oncogene17:2445-56；Proba等,1998,J.Mol.Biol.275:245-253；
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Cohen等,1998,Oncogene  17:2445-2456；Hassanzadeh等,1998,FEBS  Lett .437:81-6；

Richardson等,1998,Gene  Ther.5:635-44；Ohage和Steipe,1999,J.Mol.Biol.291:1119-

1128；Ohage等,1999,J.Mol.Biol.291:1129-1134；Wirtz和Steipe,1999,Protein  Sci.8:

2245-2250；Zhu等,1999,J.Immunol.Methods  231:207-222；Arafat等,2000,Cancer  Gene 

Ther.7:1250-6；der  Maur等,2002,J.Biol.Chem.277:45075-85；Mhashilkar等,2002,Gene 

Ther.9:307-19；以及Wheeler等,2003,FASEB  J.17:1733-5；以及其中引用的参考文献)。

[0310] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可编码如美国专利号5,091 ,513中所述的

生物合成抗体，所述专利的内容以引用的方式整体并入本文。所述抗体可包括一个或多个

构成充当生物合成抗体结合位点(BABS)的区域的氨基酸序列。位点包含1)以非共价方式缔

合或以二硫键键合的合成VH和VL二聚体，2)VH-VL或VL-VH单链，其中VH和VL由多肽接头相

连，或3)个别VH结构域或VL结构域。结合结构域包含可源于单独免疫球蛋白的连接的CDR区

和FR区。生物合成抗体也可包括例如充当酶、毒素、结合位点、或与固定介质或放射性原子

的相连位点的其他多肽序列。公开了用于产生生物合成抗体，用于设计具有可通过在体内

产生抗体来引发的任何特异性的BABS，以及用于产生其类似物的方法。

[0311] 在一些实施方案中，有效载荷可编码具有美国专利号8,399,625中教导的抗体接

受体框架的抗体。所述抗体接受体框架可特别良好适合于接受来自目标抗体的CDR。

[0312] 在一个实施方案中，抗体可为条件性活性生物蛋白质。抗体可用于产生在野生型

正常生理条件下被可逆地或不可逆地失活的条件性活性生物蛋白质，以及提供了所述条件

性活性生物蛋白质和所述条件性活性生物蛋白质的用途。所述方法和条件性活性蛋白质在

例如国际公布号WO2015175375和WO2016036916以及美国专利公布号US20140378660中教

导，所述专利各自的内容以引用的方式整体并入本文。

[0313] 抗体制备

[0314] 无论是单克隆还是多克隆的抗体的制备在本领域中都是已知的。用于产生抗体的

技术在本领域中是熟知的，并且例如描述于Harlow和Lane"Antibodies ,A  Laboratory 

Manual" ,Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press ,1988；Harlow和Lane“Using 

Antibodies:A  Laboratory  Manual”Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press,1999以及

“Therapeutic  Antibody  Engineering:Current  and  Future  Advances  Driving  the 

Strongest  Growth  Area  in  the  Pharmaceutical  Industry”Woodhead  Publishing,2012

中。

[0315] 如本文所述的抗体及其片段和变体可使用重组多核苷酸来产生。在一个实施方案

中，多核苷酸具有模块化设计以编码抗体、其片段或变体中的至少一者。作为一非限制性实

例，多核苷酸构建体可编码任何以下设计：(1)抗体的重链，(2)抗体的轻链，(3)抗体的重链

和轻链，(4)由接头分隔的重链和轻链，(5)VH1、CH1、CH2、CH3结构域、接头和轻链，或(6)

VH1、CH1、CH2、CH3结构域、VL区和轻链。这些设计中的任一者都也可包含在任何结构域和/

或区域之间的任选接头。使用本文所述的抗体或它的任何组成部分作为起始分子，本发明

的多核苷酸可被工程化来产生任何标准类别的免疫球蛋白。

[0316] 用于免疫疗法的抗体

[0317] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为对肿瘤特异性抗原(TSA)和肿瘤相关

抗原(TAA)具有特异性的抗体、其片段和变体。抗体在全身进行循环，直至它们发现并附着
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于TSA/TAA。一旦附着，它们即募集免疫系统的其他部分，从而使ADCC(抗体依赖性由细胞介

导的细胞毒性)和ADCP(抗体依赖性由细胞介导的吞噬)增加以破坏肿瘤细胞。如本文所用，

术语“肿瘤特异性抗原(TSA)”意指在肿瘤细胞中产生的抗原物质，其可在宿主生物体中触

发抗肿瘤免疫应答。在一个实施方案中，TSA可为肿瘤新抗原。肿瘤抗原特异性抗体介导针

对表达同一抗原的肿瘤细胞的补体依赖性细胞毒性应答。

[0318] 受到特别关注的是作为以下抗原的TSA：乳腺癌抗原、卵巢癌抗原、前列腺癌抗原、

子宫颈癌抗原、胰腺癌抗原、肺癌抗原、膀胱癌抗原、结肠癌抗原、睾丸癌抗原、胶质母细胞

瘤癌症抗原、与B细胞恶性肿瘤相关的抗原、与多发性骨髓瘤相关的抗原、与非霍奇金淋巴

瘤相关的抗原、或与慢性淋巴细胞性白血病相关的抗原。

[0319] 可以免疫活性方式结合TSA的适合抗体可包括但不限于对以下各物具有特异性的

那些：5T4、707-AP、A33、AFP(α-胎蛋白(α-fetoprotein))、AKAP-4(A激酶锚定蛋白4)、ALK、α

5β1整合素、雄激素受体、膜联蛋白II(annexin  II)、α-辅肌动蛋白-4(alpha-actinin-4)、

ART-4、B1、B7H3、B7H4、BAGE(B黑素瘤抗原)、BCMA、BCR-ABL融合蛋白、β-连环蛋白(beta-

catenin)、BKT抗原、BTAA、CA-I(碳酸酐酶I)、CA50(癌症抗原50)、CA125、CA15-3、CA195、

CA242、钙网膜蛋白(calretinin)、CAIX(碳酸酐酶)、CAMEL(细胞毒性T淋巴细胞识别的于黑

素瘤上的抗原)、CAM43、CAP-1、胱天蛋白酶-8/m(Caspase-8/m)、CD4、CD5、CD7、CD19、CD20、

CD22、CD23、CD25、CD27/m、CD28、CD30、CD33、CD34、CD36、CD38、CD40/CD154、CD41、CD44v6、

CD44v7/8、CD45,CD49f、CD56、CD68\KP1、CD74、CD79a/CD79b、CD103、CD123、CD133、CD138、

CD171、cdc27/m、CDK4(周期素依赖性激酶4)、CDKN2A、CDS、CEA(癌胚抗原)、CEACAM5、

CEACAM6、嗜铬粒蛋白(chromogranin)、c-Met、c-Myc、coa-1、CSAp、CT7、CT10、亲环蛋白B

(cyclophilin  B)、周期素B1、细胞质酪氨酸激酶、细胞角蛋白(cytokeratin)、DAM-10、DAM-

6、dek-can融合蛋白、肌间线蛋白(desmin)、DEPDC1(含有DEP结构域的蛋白1)、E2A-PRL、

EBNA、EGF-R(表皮生长因子受体)、EGP-1(上皮糖蛋白-1)(TROP-2)、EGP-2、EGP-40、EGFR(表

皮生长因子受体)、EGFRvIII、EF-2、ELF2M、EMMPRIN、EpCAM(上皮细胞粘附分子)、EphA2、艾

伯斯坦巴尔病毒(Epstein  Barr  virus)抗原、Erb(ErbB1；ErbB3；ErbB4)、ETA(上皮肿瘤抗

原)、ETV6-AML1融合蛋白、FAP(纤维母细胞活化蛋白)、FBP(叶酸结合蛋白)、FGF-5、叶酸受

体α、FOS相关抗原1、海藻糖基GM1、G250、GAGE(GAGE-1；GAGE-2)、催乳激素(galactin)、GD2

(神经节苷脂(ganglioside))、GD3、GFAP(神经胶质原纤维酸性蛋白)、GM2(免疫原性癌胚抗

原-1；OFA-I-1)、GnT-V、Gp100、H4-RET、HAGE(解旋酶抗原)、HER-2/neu、HIF(缺氧诱导因

子)、HIF-1α、HIF-2α、HLA-A2、HLA-A*0201-R170I、HLA-Al  l、HMWMAA、Hom/Mel-40、HSP70-2M

(热激蛋白70)、HST-2、HTgp-175、hTERT(或hTRT)、人乳头状瘤病毒-E6/人乳头状瘤病毒-E7

和E6、iCE(免疫捕集EIA)、IGF-1R、IGH-IGK、IL2R、IL5、ILK(整合素连接的激酶)、IMP3(胰岛

素样生长因子II  mRNA结合蛋白3)、IRF4(干扰素调控因子4)、KDR(激酶插入结构域受体)、

KIAA0205、KRAB锌指蛋白(KID)-3；KID31、KSA(17-1A)、K-ras、LAGE、LCK、LDLR/FUT(LDLR-海

藻糖基转移酶AS融合蛋白)、LeY(路易斯Y(Lewis  Y))、MAD-CT-1、MAGE(酪氨酸酶，黑素瘤相

关抗原)(MAGE-1；MAGE-3)、melan-A肿瘤抗原(MART)、MART-2/Ski、MC1R(黑皮质素1受体

(melanocortin  1receptor))、MDM2、间皮素(mesothelin)、MPHOSPH1、MSA(肌肉特异性肌动

蛋白)、mTOR(哺乳动物雷帕霉素靶标)、MUC-1、MUC-2、MUM-1(黑素瘤相关抗原(突变型)1)、

MUM-2、MUM-3、肌球蛋白/m(Myosin/m)、MYL-RAR、NA88-A、N-乙酰氨基葡萄糖转移酶、neo-
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PAP、NF-KB(核因子-κB)、神经丝、NSE(神经元特异性烯醇酶)、Notch受体、NuMa、N-Ras、NY-

BR-1、NY-CO-1、NY-ESO-1、制瘤素M(Oncostatin  M)、OS-9、OY-TES1、p53突变体、p190次要

bcr-abl、pl5(58)、pl85erbB2、pl80erbB-3、PAGE(前列腺相关基因)、PAP(前列腺酸性磷酸

酶)、PAX3、PAX5、PDGFR(血小板源性生长因子受体)、哌啶和吡咯烷利用中涉及的细胞色素

P450(PIPA)、Pml-RARα融合蛋白、PR-3(蛋白酶3)、PSA(前列腺特异性抗原)、PSM、PSMA(前列

腺干细胞抗原)、PRAME(黑素瘤的优先表达抗原)、PTPRK、RAGE(肾肿瘤抗原)、Raf(A-Raf、B-

Raf和C-Raf)、Ras、受体酪氨酸激酶、RCAS1、RGSS、ROR1(受体酪氨酸激酶样孤儿受体1)、

RU1、RU2、SAGE、SART-1、SART-3、SCP-1、SDCCAG16、SP-17(精子蛋白17)、src家族、SSX(滑膜

肉瘤X断裂点)-1、SSX-2(HOM-MEL-40)、SSX-3、SSX-4、SSX-5、STAT-3、STAT-5、STAT-6、

STEAD、STn、存活素(survivin)、syk-ZAP70、TA-90(Mac-2结合蛋白\亲环蛋白C相关蛋白)、

TAAL6、TACSTD1(肿瘤相关钙信号转导物1)、TACSTD2、TAG-72-4、TAGE、TARP(T细胞受体γ选

择性阅读框蛋白)、TEL/AML1融合蛋白、TEM1、TEM8(内皮唾液酸蛋白(endosialin)或

CD248)、TGFβ、TIE2、TLP、TMPRSS2  ETS融合基因、TNF受体(TNF-α受体、TNF-β受体；或TNF-γ

受体)、转铁蛋白(transferrin)受体、TPS、TRP-1(酪氨酸相关蛋白1)、TRP-2、TRP-2/INT2、

TSP-180、VEGF受体、WNT、WT-1(韦尔姆斯氏肿瘤抗原)和XAGE。

[0320] 在一个实施方案中，本发明的有效载荷可为抗CD47抗体。CD47是一种遍在表达的

免疫调控性蛋白质，其阻止由免疫系统对健康细胞的吞噬性移除。CD47在许多类型的癌细

胞的表面上表达，由此破坏抗癌免疫应答。CD  47也涉及于各种其他重要细胞过程中，诸如

血管生成、癌细胞死亡和对T细胞免疫性的调控。抗CD47抗体在若干临床前研究中已显示在

实体癌以及最特别是在B细胞恶性肿瘤的情况下具有治疗益处。

[0321] 在一个实施方案中，本发明的有效载荷可为抗CD22抗体。作为一非限制性实例，抗

CD22抗体是美国专利公布号US20150086562中所述的任何抗体、其片段或变体。抗CD22抗体

可包含US20150086562中的具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:49-64的重链可变区和/或

US20150086562中的具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:17-32的轻链可变区；所述专利的内容以引

用的方式整体并入本文。

[0322] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为可特异性阻断免疫抑制性信号的抗

体、其片段和变体。这些阻断抗体(也被称为拮抗剂)结合共抑制性受体，因此阻断它们的信

号转导。作为非限制性实例，阻断抗体可对CTLA-4、PD-1和PD-L1/L2具有特异性。在一个实

施方案中，抗CTLA-4抗体是易普利单抗(Ipilimumab)。在另一实施方案中，抗PD-1抗体是尼

鲁单抗(Nivolumab)。结合PD-L1，并且使T细胞免疫应答增强的抗体可包括美国专利公布

号：2016/0108123中教导的抗体；所述专利的内容以引用的方式整体并入本文。其他抑制性

免疫调节性靶标可包括B7-H3，其可使癌细胞代谢诸如葡萄糖摄取和乳酸产生增加(Lim等,

Cancer  Res.,2016,76(8):1-12)。阻断B7-H3的抗体公开于美国专利号：9,150,656中；所述

专利的内容以引用的方式整体并入本文。

[0323] 在一个方面，本发明的有效载荷可为美国专利公布号：US2016/0159927中的对包

含氨基酸序列SEQ  ID  NO:1、2和3的VSIG8(含有v组和免疫球蛋白结构域的蛋白8)具有特异

性的拮抗性抗体；所述专利的内容以引用的方式整体并入本文。拮抗性抗体也可包括嵌合

IL2受体(CD25)抗体(巴利昔单抗(Basiliximab))(美国专利公布号：20080171017；其内容

以引用的方式整体并入本文)，以及结合人TIM-3(美国专利公布号：US2015/0218274；其内
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容以引用的方式整体并入本文)、BTLA、VISTA和LAG-3(参见例如美国专利公布号：US2015/

0259420；其内容以引用的方式整体并入本文)的拮抗抗体。

[0324] 在一个方面，本发明的有效载荷可为抗CSF-IR抗体，其特征在于结合人CSF-IR的

细胞外结构域的二聚化结构域D4至D5。这个抗体抑制剂可抑制CSF-IR配体依赖性和CSF-1

配体非依赖性CSF-IR表达性肿瘤细胞、单核细胞和浸润性巨噬细胞的细胞增殖和存活(参

见例如国际专利公布号：WO2013/132044；其内容以引用的方式整体并入本文)。

[0325] 在另一方面，本发明的有效载荷可为针对CXCL12的拮抗性抗体。抗CXCL12抗体阻

断CXCL12与它的受体CXCR4的相互作用，由此抑制CXCR4信号传导。CXCR4信号传导抑制剂使

T细胞在肿瘤组织中的癌细胞之中的邻近性或频率增加(参见国际专利公布号：WO  2015/

019284；其内容以引用的方式整体并入本文)。

[0326] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为触发免疫应答的激动性抗体、其片段

和变体，包括对包括但不限于4-1BB(CD137)、OX40(CD134)、CD40、GITR和CD27的共刺激性分

子具有特异性的抗体。

[0327] 在一个实施方案中，本发明的有效载荷可为激动性CD40抗体。在另一实施方案中，

对4-1BB(CD137)具有特异性的激动性抗体可为优瑞单抗(Uremab)，其是一种特异性结合并

活化4-1BB(CD137)表达性免疫细胞，从而刺激针对肿瘤细胞的免疫应答特别是细胞毒性T

细胞应答的完全人IgG4单克隆抗体；或优米鲁单抗(Utomilumab)，其是一种完全人IgG2单

克隆抗体；或国际专利公布号：WO2006/088447中所述的抗CD137抗体；所述专利的内容以引

用的方式整体并入本文。

[0328] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为针对双调蛋白(Amphiregulin)的拮抗

性抗体。双调蛋白(AREG)是一种EGF样生长因子，其结合EGFR受体，并且使T调控性细胞功能

增强。AREG在具有独特T细胞受体(TCR)谱系，并且表达IL33R的在表型上以及在功能上独特

的CD4+调控性T细胞(Treg)亚型中产生。AREG促进肿瘤环境中的免疫抑制。抗双调蛋白抗体

可包含美国专利号7,223,393中的具有氨基酸序列SEQ  ID  NO.:2、4和12的重链可变区和/

或美国专利号7,223,393中的具有氨基酸序列SEQ  ID  NO.:3、5和14的轻链可变区；所述专

利的内容以引用的方式整体并入本文。

[0329] 在一些实施方案中，对共抑制性分子和共刺激性分子具有特异性的抗体可为分泌

型scFv抗体。

[0330] 在一些实施方案中，本发明的抗体有效载荷可为T细胞双特异性抗体(例如T细胞

啮合性BiTETM抗体CDS-CD  19、CD3-EpCam和CD3-EGFR)。用于免疫疗法的其他双特异性抗体

也可作为本发明的有效载荷加以包括，例如双特异性抗TNF-α和抗IL6抗体(EP3062818)、针

对免疫细胞抗原和TAG-72的双特异性抗体(WO2016/089610)、美国专利号7,262,276中的抗

卵巢和D3双特异性抗体；WO2014/128185中的针对CD133和CD3的双特异性抗体；US2016/

0145355中讨论的针对CTLA-4和PD-1的双特异性抗体、WO2015/006749以及美国专利号7,

635,472；7,112,324中公开的针对CD3和CD19的双特异性抗体；US2014/0170149中的针对

Her2和CD3的双特异性抗体；US2005/0089519中的针对CD19和CD16的双特异性抗体；所述专

利各自的内容以引用的方式整体并入本文。

[0331] 在一些实施方案中，可选择相对于对相同抗原具有高亲和力的抗体，具有降低的

亲和力的抗体。所述低亲和力抗体更有效区分表达高水平的抗原的肿瘤与在较低水平下表
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达相同抗原的正常组织，同时维持类似抗肿瘤应答。

[0332] 在一些实施方案中，本发明的靶向部分可包括包含选自表10中的那些氨基酸序列

的氨基酸序列的可变重链和可变轻链。

[0333] 表10：可变重链和轻链序列

[0334]
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[0447]

[0448] 胞内抗体

[0449] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为针对对免疫细胞进行调控的参与者的

胞内抗体。胞内抗体是被设计来在细胞内表达，并且可通过与细胞内迁移/定位肽序列同框

融合来针对存在于各种亚细胞位置中的特定靶标抗原的抗体，所述亚细胞位置包括胞质

液、核、内质网(ER)、线粒体、过氧化物酶体、质膜和反面高尔基体网络(TGN)。最通常使用的

形式是通过以下方式来创建的单链抗体(scFv)：用在可变重(VH)链与可变轻(VL)链之间的

接头使重链的抗原结合可变结构域和轻链的抗原结合可变结构域接合，所述接头最经常是

15个氨基酸的接头(例如(GGGGS)3(SEQ  ID  NO:307))。细胞内胞内抗体正被开发来结合、中

和癌症相关靶标或调节所述靶标的功能或定位，并且由此影响恶性表型。

[0450] 调节免疫细胞(例如T细胞)的参与者可为任何细胞内信号传导检查点。示例性参

与者可包括共抑制性配体、Casitas  B谱系淋巴瘤原致癌基因-b(Cbl-b)(一种E3连接酶)、

蛋白质酪氨酸磷酸酶(PTP)诸如含有Src同源区2结构域的蛋白质酪氨酸磷酸酶1(SHP-1)和

Ras。举例来说，胞内抗体可为PCT专利公布号：WO2004/046186中公开的针对RAS的致癌性形

式的胞内抗体；所述专利的内容以引用的方式整体并入本文。

[0451] 治疗性抗体

[0452] 在一些实施方案中，本发明的抗体有效载荷可为治疗性抗体。作为非限制性实例，

抗体及其片段和变体可对肿瘤相关抗原或肿瘤特异性抗原或病原体抗原具有特异性。在一

些方面，抗体可为阻断抗体(也被称为拮抗性抗体)，例如针对PD-1、PD-L1、PD-L2、CTLA-4和

其他抑制性分子的阻断抗体。在其他方面，抗体可为激动剂抗体诸如对刺激性分子例如4-

1BB(CD137)、OX40(CD134)、CD40、GITR和CD27具有特异性的激动性抗体。

[0453] 其他示例性治疗性抗体可包括但不限于阿巴伏单抗(Abagovoma  b)、阿昔单抗

(Abcxmab)、阿妥珠单抗(Abituzumab)、阿瑞鲁单抗(Ab  rilumab)、阿克托单抗

(Actoxumab)、阿达木单抗(Adalimumab)、阿德木单抗(Adecatumumab)、阿非西维单抗

(Afasevikumab)、阿非莫单抗(Afelimomab)、阿夫妥珠单抗(Afutuzumab)、阿拉赛珠单抗

(Alacizum  ab)、阿来珠单抗(Alemtuzumab)、阿里库单抗(Alirocumab)、阿妥莫单抗

(Altumomab)、阿玛妥昔单抗(Amatuximab)、阿内图单抗(Anetu  mab)、阿尼福鲁单抗

(Anifrolumab)、阿泊珠单抗(Apolizumab)、阿西莫单抗(Arcitumomab)、阿斯瓦库单抗

(Ascrinvacumab)、阿塞利珠单抗(Aselizumab)、阿特珠单抗(Atezolizumab)、阿堤努单抗

(Atinumab)、阿利珠单抗(Atlizumab)、阿托木单抗(Atorolimumab)、阿维鲁单抗

(Avelumab)、巴匹珠单抗(Bapineuzumab)、巴利昔单抗、巴维昔单抗(Bavituximab)、贝妥莫

单抗(Bectumomab)、贝戈罗单抗(Begelomab)、贝利木单抗(Belimumab)、贝那珠单抗

(Benralizumab)、柏替木单抗(Bertilimumab)、贝索单抗(Besilesomab)、贝伐单抗

(Bevacizumab)、贝兹托单抗(Bezlotoxumab)、比西单抗(Biciromab)、比玛鲁单抗(Bim 

agrumab)、比莫克珠单抗(Bimekizumab)、比伐单抗(Bivatuzumab)、布勒鲁单抗

(Bleselumab)、博纳吐单抗、博纳吐单抗、布索珠单抗(Bl  osozumab)、博克珠单抗

(Bococizumab)、布妥昔单抗(Brentuximab)、布瑞克努单抗(Briaknumab)、布罗鲁单抗
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(Brodalumab)、布罗鲁珠单抗(Brolucizumab)、布罗替妥珠单抗(Brontictuzumab)、卡比莱

利珠单抗(Cabiralizumab)、卡那单抗(Canakinumab)、坎妥珠单抗(Cantuzuma  b)、卡普赛

珠单抗(Caplacizumab)、卡罗单抗(Capromab)、卡鲁单抗(Carlumab)、卡罗妥昔单抗

(Carotuximab)、卡妥索单抗(Catumaxomab)、cBR96-多柔比星免疫缀合物(cBR96-

doxorubicin  immunoconjugate)、西利珠单抗(Cedelizumab)、昔谷妥珠单抗

(Cergutuzumab)、聚乙二醇赛妥珠单抗(Certolizumab  pegol)、西妥昔单抗、西他珠单抗

(Citatu  zumab)、西妥木单抗(Cixutumumab)、克拉扎珠单抗(Clazakizumab)、克立昔单抗

(Clenoliximab)、克利维珠单抗(Clivatuzumab)、可瑞妥珠单抗(Codrituzumab)、可妥昔单

抗(Coltuximab)、坎塔妥木单抗(Co  ntatumumab)、坎昔珠单抗(Concizumab)、克雷内珠单

抗(Crenezumab)、克洛特单抗(Crotedumab)、CR6261、达西妥单抗(Dacetumab)、达利珠单

抗、达洛妥珠单抗(Dalotuzumab)、聚乙二醇达皮利珠单抗(Da  pirolizumab  pegol)、达拉

妥木单抗(Daratumumab)、地曲库单抗(Dect  rekumab)、地美西珠单抗(Demcizumab)、地尼

妥珠单抗(Denintuzuma  b)、地诺单抗(Denosumab)、生物素德罗妥昔单抗(Derlotuximab 

bioti  n)、地莫单抗(Detumoma b)、迪努妥昔单抗(Dinutuxima b)、迪达夫单抗

(Diridavumab)、多玛格珠单抗(Domagrozumab)、阿托度单抗(Dorli  momab  aritox)、卓齐

珠单抗、度利戈妥单抗(Duligotuma b)、度匹鲁单抗(Dupiluma b)、度伐鲁单抗

(Durvalumab)、杜斯吉妥单抗(Dusigitu  mab)、伊美昔单抗(Ecromeximab)、依库珠单抗

(Eculizumab)、埃巴单抗(Edobacomab)、依决洛单抗(Edrecolomab)、依法珠单抗(Efalizu 

mab)、依夫单抗(Efungumab)、依德鲁单抗(Eldelumab)、依格妥单抗(Elgemtumab)、伊罗妥

珠单抗(Elotuzumab)、伊斯利莫单抗(Elsilimo  mab)、伊玛妥珠单抗(Emactuzumab)、依米

妥珠单抗(Emibetuzumab)、依米西珠单抗(Emicizumab)、恩凡妥珠单抗(Enavatuzumab)、维

多汀恩夫妥单抗(Enfortumab  vedotin)、聚乙二醇恩莫单抗(Enlimomab  pegol)、恩波妥珠

单抗(Enoblituzumab)、恩克珠单抗(Enokizumab)、恩替库单抗(Enoticumab)、恩司妥昔单

抗(Ensituximab)、西伊匹莫单抗(Epitumomab  cituxetan)、依帕珠单抗、厄利珠单抗

(Erlizumab)、厄马索单抗(Ertumaxomab)、埃达珠单抗(Etaracizumab)、伊特利珠单抗

(Etrolizumab)、依维那库单抗(Evinacumab)、依伏库单抗(Evolocu  mab)、艾韦单抗

(Exbivirumab)、法索单抗(Fanolesomab)、法拉莫单抗(Faralimomab)、法妥珠单抗

(Farletuzumab)、法司努单抗(Fasinuma  b)、FBTA05、非维珠单抗(Felvizumab)、非扎努单

抗(Fezakinumab)、菲巴妥珠单抗(Fibatuzumab)、芬克拉妥珠单抗(Ficlatuzumab)、芬妥木

单抗(Figitumumab)、菲瑞伏单抗(Firivumab)、弗兰妥单抗(Flanv  otumab)、弗勒替库单抗

(Fletikumab)、芳妥珠单抗(Fontolizumab)、佛拉鲁单抗(Foralumab)、福拉韦单抗

(Foravirumab)、夫苏木单抗(Fre  solimumab)、弗拉努单抗(Fulranumab)、弗妥昔单抗

(Futuximab)、加卡珠单抗(Galcanezumab)、加利昔单抗(Galiximab)、加尼妥单抗(Gan 

itumab)、甘特如单抗(Gantenerumab)、加韦莫单抗(Gavilimomab)、奥佐米星吉妥单抗

(Gemtuzumab  ozogamicin)、吉沃珠单抗(Gevokizu  mab)、吉瑞昔单抗(Girentuximab)、维

多汀格勒巴木单抗(Glembatum  umab  vedotin)、戈利木单抗(Golimumab)、鲁昔单抗

(Gomiliximab)、古塞库单抗(Guselkumab)、伊巴珠单抗(Ibalizumab)、替坦异贝莫单抗

(Ibritumomab  tituxetan)、伊克卢库单抗(icrucumab)、伊达昔珠单抗(Idarucizumab)、伊

戈伏单抗(Igovomab)、IMAB362、伊马鲁单抗(I  malumab)、英西单抗(Imciromab)、英加妥珠
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单抗(Imgatuzumab)、英克勒库单抗(Inclacumab)、英达妥昔单抗(Indatuximab)、英度萨妥

单抗(Indusatumab)、英比利珠单抗(Inebilizumab)、英夫利昔单抗(Inflixi  mab)、英特妥

木单抗(Intetumumab)、伊诺莫单抗(Inolimomab)、伊诺妥珠单抗(Inotuzumab)、易普利单

抗、伊妥木单抗(Iratumumab)、伊萨妥昔单抗(Isatuximab)、伊托利珠单抗(Itolizumab)、

伊赛珠单抗(Ix  ekizumab)、凯利昔单抗(Keliximab)、拉贝妥珠单抗(Labetuzumab)、兰博

利珠单抗(Lambrolizumab)、兰帕利珠单抗(Lampalizumab)、兰纳德鲁单抗(Lanadelumab)、

兰多格珠单抗(Landogrozumab)、拉普妥昔单抗(Laprituximab)、勒比奇珠单抗

(Lebrikizumab)、来马索单抗(L  emalesomab)、棱达利珠单抗(Lendalizumab)、棱泽鲁单抗

(Lenziluma  b)、乐德木单抗(Lerdelimumab)、来沙木单抗(Lexatumumab)、利韦单抗

(Libivirumab)、利伐妥珠单抗(Lifastuzumab)、利格利珠单抗(Lig  elizumab)、利洛托单

抗(Lilotomab)、林妥珠单抗(Lintuzumab)、立鲁单抗、罗戴西珠单抗(Lodelcizumab)、洛克

弗单抗(Lokivetmab)、洛妥珠单抗(Lorvotuzumab)、鲁卡妥木单抗(Lucatumumab)、聚乙二

醇鲁利珠单抗(Lulizuma b  peg ol)、鲁西单抗(Lumilixima b)、鲁姆妥珠单抗

(Lumretuzumab)、马帕妥木单抗(Mapatumumab)、马格妥昔单抗(Margetuximab)、马斯利莫

单抗(Maslimomab)、马利木单抗(Mavrilim  umab)、马妥珠单抗(Matuzumab)、美泊利单抗

(Mepolizumab)、美特利木单抗(Metelimumab)、米拉珠单抗(Milatuzumab)、明瑞莫单抗(M 

inretumomab)、米弗妥昔单抗(Mirvetuximab)、米妥莫单抗(Mitumom  ab)、莫木利珠单抗

(Mogamulizumab)、莫纳利珠单抗(Monalizumab)、莫洛利木单抗(Morolimumab)、莫维珠单

抗(Motavizumab)、帕西妥莫单抗(Moxetumomab  pasudotox)、莫罗莫那-CD3(Muromonab-

CD3)、他那可单抗(nacolomab  tafenatox)、那米鲁单抗(Namilumab)、那妥莫单抗

(naptumomab)、纳妥昔单抗(naratuximab)、纳那妥单抗(Nar  natumab)、那他珠单抗

(Natalizumab)、那西昔珠单抗(Navicixizumab)、纳弗单抗(Navivumab)、奈巴库单抗

(Nebacumab)、奈西木单抗(Ne  citumumab)、奈莫利珠单抗(Nemolizumab)、奈瑞利莫单抗

(Nerelimo  mab)、奈弗库单抗(Nesvacumab)、尼妥珠单抗(Nimotuzumab)、尼鲁单抗、诺非妥

莫单抗(Nofetumomab)、奥比托昔单抗(Obiltoxaximab)、奥滨尤妥珠单抗、奥卡珠单抗

(Ocaratuzumab)、奥瑞珠单抗(Ocreli  zumab)、奥度莫单抗(Odulimomab)、奥法木单抗、奥

拉妥单抗(Olarat  umab)、奥拉妥单抗、奥洛珠单抗(Olokizumab)、奥马珠单抗(Omaliz 

umab)、奥纳珠单抗(Onartuzumab)、奥妥昔珠单抗(Ontuxizumab)、奥皮西努单抗

(Opicinumab)、莫奥珠单抗(Oportuzumab  monatox)、奥戈伏单抗(Oregovomab)、奥替库单

抗(Orticumab)、奥特利昔珠单抗(Otelixizumab)、奥特妥珠单抗(Otlertuzumab)、欧西鲁

单抗(Oxelu  mab)、奥扎尼珠单抗(Ozanezumab)、奥左拉珠单抗(Ozoralizumab)、帕吉巴昔

单抗(Pagibaximab)、帕利珠单抗(Palivizumab)、帕莫鲁单抗(Pamrevlumab)、帕尼单抗

(Panitumumab)、潘考单抗(Pankomab)、帕诺库单抗(Panobacumab)、帕萨妥珠单抗

(Parsatuzumab)、帕考珠单抗(Pascolizumab)、帕索妥昔珠单抗(Pasotuxizumab)、帕特利

珠单抗(Pat  eclizumab)、帕曲妥单抗(Patritumab)、帕母单抗、佩姆莫单抗(Pemtu 

moma b)、培拉珠单抗(Perakizuma b)、培妥珠单抗(Pertuzuma b)、培克珠单抗

(Pexelizumab)、匹迪珠单抗(Pidilizumab)、皮那妥珠单抗(Pina  tuzumab)、平妥莫单抗

(Pintumomab)、普拉库鲁单抗(Placulumab)、帕洛利珠单抗(Plozalizumab)、泊加利珠单抗

(Pogalizumab)、珀拉妥珠单抗(Polatuzumab)、泊尼珠单抗(Ponezumab)、普扎利珠单抗

说　明　书 230/481 页

235

CN 111107866 A

235



(Prez  alizumab)、普立昔单抗(Priliximab)、普立托昔单抗(Pritoxaximab)、普立木单抗

(Pritumumab)、PRO  140、奎利珠单抗(Quilizumab)、雷妥莫单抗(Racotumomab)、雷得妥单

抗(Radretumab)、瑞非韦单抗(Ra  fivirumab)、拉潘西珠单抗(Ralpancizumab)、雷莫芦单

抗(Ramuciruma  b)、雷珠单抗(Ranibizumab)、雷西库单抗(Raxibacumab)、瑞凡珠单抗

(Refanezumab)、瑞加韦单抗(Regavirumab)、瑞利珠单抗(Reslizum  ab)、利妥木单抗

(Rilotumumab)、利努库单抗(Rinucumab)、利莎珠单抗(Risankizumab)、利妥昔单抗、聚乙

二醇利巴珠单抗(Rivabazum  ab  pegol)、罗妥木单抗(Robatumumab)、罗度单抗

(Roledumab)、罗莫索珠单抗(Romosozumab)、罗利珠单抗(Rontalizumab)、罗皮妥珠单抗

(Rovalpituzumab)、罗维利珠单抗(Rovelizumab)、卢利珠单抗(R  uplizumab)、沙希妥珠单

抗(Sacituzumab)、沙马利珠单抗(Samalizuma  b)、沙皮利珠单抗(Sapelizumab)、沙里鲁单

抗(Sarilumab)、喷地肽沙妥莫单抗(Satumomab  pendetide)、苏金单抗(Secukinumab)、司

里班妥单抗(Seribantumab)、色托昔单抗(Setoxaximab)、司韦单抗(Seviru  mab)、西罗珠

单抗(Sibrotuzumab)、SGN-CD19A、SGN-CD33A、西法木单抗(Sifalimumab)、司妥昔单抗

(Siltuximab)、斯姆珠单抗(Simtu  zumab)、希普利珠单抗(Siplizumab)、斯如库单抗

(Sirukumab)、维多汀索非妥珠单抗(Sofituzumab  vedotin)、苏兰珠单抗(Solanezumab)、

索利托单抗(Solitomab)、松匹珠单抗(Sonepcizumab)、松妥珠单抗(S  ontuzumab)、司他木

鲁单抗(Stamulumab)、硫索单抗(Sulesomab)、苏韦珠单抗(Suvizumab)、他巴鲁单抗

(tabalumab)、他卡珠单抗(Tacatuz  umab)、他度珠单抗(Tadocizumab)、他利珠单抗

(Talizumab)、他姆弗单抗(Tamtuvetmab)、他尼珠单抗(Tanezumab)、他莫单抗(Taplitumo 

mab)、他瑞妥单抗(Tarextumab)、替非珠单抗(Tefibazumab)、阿替莫单抗(Telimomab 

aritox)、替妥莫单抗(Tenatumomab)、替奈昔单抗(T  eneliximab)、替利珠单抗

(Teplizumab)、替妥木单抗(Teprotumumab)、替多鲁单抗(Tesidolumab)、替托洛单抗

(Tetulomab)、替培鲁单抗(Tezepelumab)、TGN1412、替西木单抗(Ticilimumab)、替拉珠单

抗(Tildrakizumab)、替加珠单抗、替莫鲁单抗(Timolumab)、维多汀替索妥单抗(Tisotumab 

vedotin)、TNX-650、托珠单抗(Tocilizumab)、托利珠单抗(Toralizumab)、托萨托单抗

(Tosatoxumab)、托西莫单抗(To  situmomab)、托维妥单抗(Tovetumab)、特拉罗鲁单抗

(Tralokinumab)、曲妥珠单抗(Trastuzumab)、TRBS07、曲加珠单抗(Tregalizumab)、曲美木

单抗(Tremelimumab)、曲弗格卢单抗(Trevogrumab)、图考珠单抗(Tucotuzumab)、妥韦单抗

(Tuvirumab)、优利妥昔单抗(Ublituxi  mab)、优克普鲁单抗(Ulcocuplumab)、乌瑞鲁单抗

(Urelumab)、乌珠单抗(Urtoxazumab)、优特克单抗(Ustekinumab)、塔里林维达昔单抗

(Vadastuximab  talirine)、维多汀凡多珠单抗(Vandortuzumab  vedotin)、凡替妥单抗

(Vantictumab)、凡努西珠单抗(Vanucizumab)、伐利昔单抗(Vapaliximab)、瓦利鲁单抗

(Varlilumab)、伐特珠单抗(Vatelizum  ab)、维多珠单抗(Vedolizumab)、维妥珠单抗、维帕

莫单抗(Vepalimo  mab)、维森库单抗(Vesencumab)、维利珠单抗(Visilizumab)、伏巴利珠

单抗(Vobarilizumab)、伏洛昔单抗(Volociximab)、伏司妥珠单抗(V  orsetuzumab)、伏妥

莫单抗(Votumumab)、泽妥珠单抗(Xentuzumab)、扎鲁木单抗(Zalutumumab)、扎木单抗

(Zanolimumab)、扎妥昔单抗(Zatuximab)、齐拉木单抗(Ziralimumab)和阿佐莫单抗

(Zolimomab  ari  tox)。

[0454] 双顺反子和/或假双顺反子抗体有效载荷
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[0455] 根据本发明，双顺反子有效载荷是在单一多核苷酸链上编码双蛋白质链抗体的多

核苷酸。假双顺反子有效载荷是在单一多核苷酸链上间断地编码单链抗体的多核苷酸。对

于双顺反子有效载荷，编码的两个链或两个部分/区域和/或结构域(如在假双顺反子的情

况下)由至少一个不编码链或结构域的核苷酸分隔。更经常地，分隔部分包含裂解信号或位

点或非编码核苷酸区域。所述裂解位点包括例如在所得多肽中的编码为“RKR”位点的弗林

蛋白酶(furin)裂解位点，或经修饰弗林蛋白酶裂解位点，或本文教导的裂解位点中的任一

者。

[0456] 根据本发明，单结构域有效载荷包含一个或两个编码单一单体可变抗体结构域的

多核苷酸。通常，单结构域抗体包含重链抗体的一个可变结构域(VH)。

[0457] 根据本发明，单链Fv有效载荷是编码至少两个编码区以及接头区的多核苷酸。

scFv有效载荷可编码免疫球蛋白的重链的可变区(VH)和轻链的可变区(VL)的融合蛋白，所

述可变区用10至约25个氨基酸的短接头肽加以连接。接头通常富含用于达成柔性的甘氨酸

以及用于达成溶解性的丝氨酸或苏氨酸，并且可使VH的N末端与VL的C末端连接，或反之亦

然。其他接头包括本领域中已知以及本文公开的那些。

[0458] 根据本发明，双特异性有效载荷是编码两种不同抗体的部分或区域的多核苷酸。

双特异性有效载荷编码可结合两种不同抗原的多肽。本发明的多核苷酸也可编码对三种抗

原具有亲和力的三特异性抗体。

[0459] 3.肿瘤和病原体特异性抗原

[0460] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为肿瘤特异性抗原(TSA)、肿瘤相关抗原

(TAA)、病原体相关抗原、或其片段。抗原可以肽形式或以完整蛋白质或其部分形式表达。完

整蛋白质或其一部分可为天然的或经诱变的。如本文所述的与癌症或病毒诱发的癌症相关

的抗原在本领域中是熟知的。这种TSA或TAA可先前与癌症相关，或可通过本领域中已知的

任何方法来鉴定。

[0461] 肿瘤特异性抗原(TSA)可为肿瘤新抗原。新抗原是由于会改变蛋白质编码序列，因

此产生新型外来抗原的遗传突变或转录改变而仅由肿瘤细胞表达的突变抗原。遗传变化由

遗传取代、插入、缺失或天然同源蛋白质(即在正常细胞中表达的分子)的任何其他遗传变

化所致。

[0462] 作为非限制性实例，新抗原可包括源于以下的突变新肽：α-辅肌动蛋白-4、ARTC1、

BCR-ABL融合蛋白(b3a2)、B-RAF、CASP-5、CASP-8、β-连环蛋白、Cdc27、CDK4、CDKN2A、CLPP、

CML-66、COA-1、连接蛋白37、dek-can融合蛋白、EFTUD2、延伸因子2、ETV6-AML1融合蛋白、纤

维连接蛋白、FLT3-ITD、FN1、GPNM8、LDLR-海藻糖基转移酶AS融合蛋白、HLA-A2、HLA-A11、

Hsp-70-1B、MART-2、ME1、MUM-1、MUM-2、MUM-3、I类肌球蛋白、NFYC、neo-PAP、OGT、OS-9、p53、

pml-RARα融合蛋白、PRDX5、PTPRK、K-Ras、N-Ras、RBAF600、去乙酰化酶-2(sirtuin-2)、

SNRPD1、SYT-SSX1/SSX2融合蛋白、TGF-β受体II等。额外新抗原肽可包括美国专利公布号：

20110293637中公开的SF3B1肽、MYD肽、TP53肽、Abl肽、FBXW7肽、MAPK肽和GNB1肽，所述专利

的内容以引用的方式整体并入本文。

[0463] 也可包括通过大规模测序和算法计算来鉴定的新型新抗原。参见例如国际专利公

布号：WO2014/168874；Nishimura等,Cancer  Sci.2015,106(5):505-511；以及Linnemann

等,Nat.Med.,2015,21(1):81-85；其各自的内容以引用的方式整体并入本文。
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[0464] 肿瘤相关抗原(TAA)可为由正常组织与赘生性组织两者表达的过度表达或累积抗

原，其中在癌症组织中的表达水平高度升高。在肿瘤组织中，众多蛋白质(例如致癌基因)得

以上调，包括但不限于亲脂素(adipophilin)、AIM-2、ALDH1A1、BCLX(L)、BING-4、CALCA、

CD45、CD274、CPSF、周期素D1、DKK1、ENAH、epCAM、ephA3、EZH2、FGF5、G250、HER-2/neu、HLA-

DOB、丝氨酸蛋白酶(Hepsin)、IDO1、IGFB3、IL13Rα2、肠羧基酯酶、激肽释放酶4(kallikrein 

4)、KIF20A、含谷氨酰胺合成酶结构域晶体蛋白(lengsin)、M-CSF、MCSP、mdm-2、Meloe、肝素

结合细胞因子(Midkine)、MMP-2、MMP-7、MUC-1、MUC5AC、p53、Pax5、PBF、PRAME、PSMA、RAGE-

1、RGS5、RhoC、RNF43、RU2A5、分离蛋白1(SECERNIN  1)、SOX10、STEAP1、存活素(survivin)、

端粒酶(Telomerase)、TPBG、VEGF和WT1。

[0465] TAA可为通常仅在胎儿发育期间的不同阶段以及在癌性体细胞中表达的癌胚抗

原。许多蛋白质在胎儿发育期间正常表达，但在出生之后或在婴儿期早期受到转录阻遏，因

此是不存在的，或在相应正常成人组织中以显著较低水平表达。这些发育蛋白质中的一些

在某些肿瘤细胞中被再表达，并且变为癌胚抗原。癌胚抗原的实例可包括但不限于结肠直

肠癌中的CEA(癌胚抗原)、肾细胞癌(RCC)中的iLRP/OFA(不成熟层粘连蛋白受体蛋白质/癌

胚抗原)、前列腺癌中的TAG-72(肿瘤相关糖蛋白-72)、肝细胞癌(HCC)中的AFP(α-胎蛋白)、

许多恶性细胞诸如脑肿瘤中的ROR1(一种受体酪氨酸激酶)、卵巢癌中的精子蛋白17、HMGA2

(高迁移率族蛋白A2)，HCC中的癌胚H19、CR-1(Cripto-1，表皮生长因子(EGF)-CFC家族的成

员)、滋养层糖蛋白前体和GPC-3(磷脂酰肌醇蛋白聚糖-3，硫酸乙酰肝素蛋白聚糖的成员)。

[0466] TAA可为仅由癌细胞和成人生殖组织诸如睾丸和胎盘表达的癌症-睾丸抗原，包括

但限于来自BAGE家族、CAGE家族、HAGE家族、GAGE家族、MAGE家族(例如MAGE-A1、MAGE-A2、

MAGE-A3、MAGE-A6和MAGE-A13)、SAGE家族、XAGE家族、MCAK、NA88-A(癌症/睾丸抗原88)、

PSAD1、SSX-2和SLLP-1的抗原。

[0467] TAA可为主要由单一癌症组织型表达的谱系限定的抗原，诸如黑素瘤中的Melan-

A/MART-1、Gp100/pmel17、酪氨酸酶、TRP-1/-2、P.多肽、MC1R；以及前列腺癌中的前列腺特

异性抗原(PSA)。

[0468] TAA可为由致肿瘤性转化病毒(也称为致癌病毒)编码的致癌病毒性抗原。致癌病

毒在它们感染宿主细胞时可将它们自身的DNA(或RNA)插入宿主细胞的DNA中。当病毒DNA或

RNA影响宿主细胞的基因时，它可将细胞推向变为癌。致癌病毒包括但不限于RNA病毒和DNA

病毒。通常已知的致癌病毒的一些实例包括是子宫颈癌的主要病因的人乳头状瘤病毒

(HPV)，可导致鼻咽癌、某些类型的快速生长性淋巴瘤(例如伯基特淋巴瘤(Burkitt 

lymphoma))和胃癌的艾伯斯坦-巴尔病毒(EBV)，在肝细胞癌(HCC)的情况下的乙型、丙型和

丁型肝炎病毒(HBV、HCV和HDV)，使获得许多类型的癌症(例如肝癌、肛门癌和霍奇金癌)的

风险增加的人免疫缺陷病毒(HIV)，与淋巴瘤相关联的卡波西肉瘤(Kaposi  sarcoma)疱疹

病毒(KSHV；也称为人疱疹病毒8(HHV8))，人嗜T淋巴细胞病毒(HTLV-1)和梅克尔(merkel)

细胞多瘤病毒(MCV)。病毒抗原可为病毒的与人的癌症相关的任何确定抗原。举例来说，来

自EBV的抗原可包括但不限于艾伯斯坦-巴尔核抗原-1(EBNA1)、潜活膜蛋白1(LMP1)或潜活

膜蛋白2(LMP2)。

[0469] TAA可为从高度多态性基因产生的个体基因型抗原，其中肿瘤细胞表达特定“克隆

型”，即如在由克隆异常所致的B细胞淋巴瘤/白血病、T细胞淋巴瘤/白血病的情况下，所述
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个体基因型抗原诸如免疫球蛋白和T细胞受体(TCR)。个体基因型抗原是一类非病原体相关

新抗原。举例来说，恶性B细胞表达经重排和经多重突变的表面免疫球蛋白(Ig)。肿瘤特异

性个体基因型(例如免疫球蛋白个体基因型)被视为可通过免疫疗法来成功靶向的特别具

有吸引力的肿瘤特异性抗原(例如Alejandro等,Front  Oncol.,2012,2:159)。

[0470] 4.T细胞受体(TCR)

[0471] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为T细胞受体(TCR)。TCR可对癌症抗原具

有特异性，具有一起形成TCRαβ异二聚体的特定α链和β链，或具有一起形成TCRγδ异二聚体

的特定γ链和δ链。TCR可为重组抗原特异性T细胞受体。

[0472] α链和β链的可变区决定T细胞对由I类和II类主要组织相容性复合物(MHC)分子呈

递的抗原性肽的特异性。由TCR对由MHC分子呈递的于肿瘤细胞的表面上的肿瘤抗原进行的

TCR识别会触发T细胞活化。使用TCR基因疗法可用所需特异性对受试者的自身T细胞进行装

备，并且产生足够数目的T细胞来根除肿瘤细胞。在一些实施方案中，可将包含肿瘤特异性

TCR的生物回路或效应物模块转导至T细胞中，并且经TCR工程化T细胞将被输注至由于化学

疗法或照射而患有淋巴细胞减少症或淋巴球减少症的癌症患者中，从而允许进行高效移

入，但同时抑制免疫抑制作用。

[0473] 编码肿瘤抗原识别性TCR链的序列可从肿瘤反应性T细胞(例如从患者的肿瘤分离

的肿瘤浸润性淋巴细胞)获得。

[0474] 根据本发明，对肿瘤细胞具有特异性的TCR可通过国际专利公布号：WO2014/

083173中所述的方法来产生；所述专利的内容以引用的方式整体并入本文。对表达已知或

推测能够呈递突变肿瘤特异性抗原(TSA)的某一人白细胞抗原(HLA)类型的转基因的宿主

生物体进行转导以表达未重排人TCR基因座。优选地，这些基因座编码TCRα和β链，并且优选

包含人TCR  V、D、J和/或C基因中的多者，理想地是全部。宿主生物体用癌症特异性TSA或源

于所述TSA的肽表位免疫，并且分离和克隆表达特异性针对所述TSA的重排TCR的T细胞。对

来自经克隆T细胞的TCR进行测序(国际专利公布号：WO2014/083173；所述专利的内容以引

用的方式整体并入本文)。

[0475] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为特异性识别与MHC分子复合的TSA、TAA

或其表位的TCR。

[0476] 可由TCR识别的示例性肿瘤抗原可包括至少以下肿瘤抗原：5T4、707-AP、A33、AFP

(α-胎蛋白)、AKAP-4(A激酶锚定蛋白4)、ALK、α5β1整合素、雄激素受体、膜联蛋白II、α-辅肌

动蛋白-4、ART-4、B1、B7H3、B7H4、BAGE(B黑素瘤抗原)、BCMA、BCR-ABL融合蛋白、β-连环蛋

白、BKT抗原、BTAA、CA-I(碳酸酐酶I)、CA50(癌症抗原50)、CA125、CA15-3、CA195、CA242、钙

网膜蛋白、CAIX(碳酸酐酶)、CAMEL(细胞毒性T淋巴细胞识别的于黑素瘤上的抗原)、CAM43、

CAP-1、胱天蛋白酶-8/m、CD4、CD5、CD7、CD19、CD20、CD22、CD23、CD25、CD27/m、CD28、CD30、

CD33、CD34、CD36、CD38、CD40/CD154、CD41、CD44v6、CD44v7/8、CD45,CD49f、CD56、CD68\KP1、

CD74、CD79a/CD79b、CD103、CD123、CD133、CD138、CD171、cdc27/m、CDK4(周期素依赖性激酶

4)、CDKN2A、CDS、CEA(癌胚抗原)、CEACAM5、CEACAM6、嗜铬粒蛋白、c-Met、c-Myc、coa-1、

CSAp、CT7、CT10、亲环蛋白B、周期素B1、细胞质酪氨酸激酶、细胞角蛋白、DAM-10、DAM-6、

dek-can融合蛋白、肌间线蛋白、DEPDC1(含有DEP结构域的蛋白1)、E2A-PRL、EBNA、EGF-R(表

皮生长因子受体)、EGP-1(上皮糖蛋白-1)(TROP-2)、EGP-2、EGP-40、EGFR(表皮生长因子受
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体)、EGFRvIII、EF-2、ELF2M、EMMPRIN、EpCAM(上皮细胞粘附分子)、EphA2、艾伯斯坦巴尔病

毒抗原、Erb(ErbB1；ErbB3；ErbB4)、ETA(上皮肿瘤抗原)、ETV6-AML1融合蛋白、FAP(纤维母

细胞活化蛋白)、FBP(叶酸结合蛋白)、FGF-5、叶酸受体α、FOS相关抗原1、海藻糖基GM1、

G250、GAGE(GAGE-1；GAGE-2)、催乳激素、GD2(神经节苷脂)、GD3、GFAP(神经胶质原纤维酸性

蛋白)、GM2(免疫原性癌胚抗原-1；OFA-I-1)、GnT-V、Gp100、H4-RET、HAGE(解旋酶抗原)、

HER-2/neu、HIF(缺氧诱导因子)、HIF-1α、HIF-2α、HLA-A2、HLA-A*0201-R170I、HLA-Al  l、

HMWMAA、Hom/Mel-40、HSP70-2M(热激蛋白70)、HST-2、HTgp-175、hTERT(或hTRT)、人乳头状

瘤病毒-E6/人乳头状瘤病毒-E7和E6、iCE(免疫捕集EIA)、IGF-1R、IGH-IGK、IL2R、IL5、ILK

(整合素连接的激酶)、IMP3(胰岛素样生长因子II  mRNA结合蛋白3)、IRF4(干扰素调控因子

4)、KDR(激酶插入结构域受体)、KIAA0205、KRAB锌指蛋白(KID)-3；KID31、KSA(17-1A)、K-

ras、LAGE、LCK、LDLR/FUT(LDLR-海藻糖基转移酶AS融合蛋白)、LeY(路易斯Y)、MAD-CT-1、

MAGE(酪氨酸酶，黑素瘤相关抗原)(MAGE-1；MAGE-3)、melan-A肿瘤抗原(MART)、MART-2/

Ski、MC1R(黑皮质素1受体)、MDM2、间皮素、MPHOSPH1、MSA(肌肉特异性肌动蛋白)、mTOR(哺

乳动物雷帕霉素靶标)、MUC-1、MUC-2、MUM-1(黑素瘤相关抗原(突变型)1)、MUM-2、MUM-3、肌

球蛋白/m、MYL-RAR、NA88-A、N-乙酰氨基葡萄糖转移酶、neo-PAP、NF-KB(核因子-κB)、神经

丝、NSE(神经元特异性烯醇酶)、Notch受体、NuMa、N-Ras、NY-BR-1、NY-CO-1、NY-ESO-1、制瘤

素M、OS-9、OY-TES1、p53突变体、p190次要bcr-abl、pl5(58)、pl85erbB2、pl80erbB-3、PAGE

(前列腺相关基因)、PAP(前列腺酸性磷酸酶)、PAX3、PAX5、PDGFR(血小板源性生长因子受

体)、哌啶和吡咯烷利用中涉及的细胞色素P450(PIPA)、Pml-RARα融合蛋白、PR-3(蛋白酶

3)、PSA(前列腺特异性抗原)、PSM、PSMA(前列腺干细胞抗原)、PRAME(黑素瘤的优先表达抗

原)、PTPRK、RAGE(肾肿瘤抗原)、Raf(A-Raf、B-Raf和C-Raf)、Ras、受体酪氨酸激酶、RCAS1、

RGSS、ROR1(受体酪氨酸激酶样孤儿受体1)、RU1、RU2、SAGE、SART-1、SART-3、SCP-1、

SDCCAG16、SP-17(精子蛋白17)、src家族、SSX(滑膜肉瘤X断裂点)-1、SSX-2(HOM-MEL-40)、

SSX-3、SSX-4、SSX-5、STAT-3、STAT-5、STAT-6、STEAD、STn、存活素、syk-ZAP70、TA-90(Mac-2

结合蛋白\亲环蛋白C相关蛋白)、TAAL6、TACSTD1(肿瘤相关钙信号转导物1)、TACSTD2、TAG-

72-4、TAGE、TARP(T细胞受体γ选择性阅读框蛋白)、TEL/AML1融合蛋白、TEM1、TEM8(内皮唾

液酸蛋白或CD248)、TGFβ、TIE2、TLP、TMPRSS2  ETS融合基因、TNF受体(TNF-α受体、TNF-β受

体；或TNF-γ受体)、转铁蛋白受体、TPS、TRP-1(酪氨酸相关蛋白1)、TRP-2、TRP-2/INT2、

TSP-180、VEGF受体、WNT、WT-1(韦尔姆斯氏肿瘤抗原)和XAGE。

[0477] 在一个方面，本发明的有效载荷可为具有美国专利公布号：US20110280894和国际

专利公布号WO2016133779A1中公开的α链和β链的核酸序列的特异性识别Her2/neu表位的

TCR；所述专利各自的内容以引用的方式整体并入本文。在另一方面，本发明的有效载荷可

为对TSA酪氨酸酶具有特异性的TCR(参见美国专利号：8,697,854；其内容以引用的方式整

体并入本文)。

[0478] 在其他方面，本发明的有效载荷可为具有对滑膜肉瘤X断裂点(SSX)-2抗原(美国

专利号：9,345,748)；人乳头状瘤病毒(HPV)16E6抗原(国际专利公布号：WO2015/009606)；

巨细胞病毒(CMV)磷蛋白pp65(美国专利号：8,722,048)具有特异性的多肽序列的TCR；以及

如美国专利公布号：US2016/0083449中公开的WT-1特异性TCR，所述WT-1特异性TCR包含具

有如以SEQ  ID  NO.:5-8中的任一者阐述的氨基酸序列的TCRα链，并且包含具有如以SEQ  ID 
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NO .:12或13阐述的氨基酸序列的TCRβ链；所述专利各自的内容以引用的方式整体并入本

文。

[0479] 在一些实施方案中，对TSA具有特异性的TCR可被修饰来具有编码亲和力减弱基序

的序列，所述基序赋予在与TSA的非特异性结合方面的降低。在一些实施方案中，具有对TCR 

CDR1或CDR2区的修饰的亲和力减弱基序可用于减弱TCR与HLA蛋白之间的相互作用(参见国

际专利公布号：WO2016/014725；其内容以引用的方式整体并入本文)。

[0480] 在一些实施方案中，对TSA具有特异性的TCR可被修饰来具有亲和力增强基序，所

述基序赋予对靶标抗原的结合特异性和亲和力的增强。在一些实施方案中，所述高亲和力

TCR可通过以下方式来产生：使用TCRα链来选择重新产生的在T细胞发育期间与抗原特异性

TCRα链配对的TCRβ链以形成增强的TCR(参见国际专利公布号：WO2013/166321；其内容以引

用的方式整体并入本文)。在其他实施方案中，经修饰TCR也可具有编码对CDR3区进行的亲

和力增强修饰的序列，所述修饰使TCR与TSA之间的相互作用加强。

[0481] 在一个实施方案中，对TSA具有特异性的TCR可使用锌指核酸酶(ZFN)、TALEN或

CRISPR/Cas系统来修饰。TCRα链和β链可含有核酸酶的靶标位点。核酸酶可裂解TCR序列，从

而导致对TCR的某一程度的破坏(参见美国专利公布号：US2014/0301990；其内容以引用的

方式整体并入本文)。

[0482] 在一个实施方案中，对TSA具有特异性的TCR可为具有以下结构的可溶性单链TCR：

Vα2-L-Vβ或Vβ-L-Vα2，其中L是使TCR可变β区(Vβ)与2家族的TCR可变α区(Vα2)连接的接头

肽，如国际专利公布号：WO2011/044186中所讨论；所述专利的内容以引用的方式整体并入

本文。

[0483] 在一个实施方案中，可根据美国专利公布号：US2014/0065111中所述的方法来使

对TSA具有特异性的TCR成熟以使它对TSA的亲和力增加；所述专利的内容以引用的方式整

体并入本文。

[0484] 在一些实施方案中，TCR可对抗体的Fc结构域具有特异性(例如FcgRla)，并且用于

使抗体介导的疗法的功效增强，如国际专利公布号：WO2015/179833中所讨论；所述专利的

内容以引用的方式整体并入本文。

[0485] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为充当三功能性T细胞信号传导偶联物

(TriTAC)的重组构建体，所述偶联物模拟通过T细胞受体进行的天然信号传导。TriTAC使嵌

合受体活性增强，同时保留MHC未限定的靶向。在一些方面，重组构建体可包含靶标特异性

结合配体诸如对TSA具有特异性的scFV或经设计的锚蛋白重复序列(DARPin)、结合与TCR复

合物相关的蛋白质的配体和TCR信号传导结构域多肽，例如如国际专利申请号：WO2015/

117229中所述；所述专利的内容以引用的方式整体并入本文。TCR相关蛋白质可选自CD3、

ZAP70(ζ链相关蛋白质激酶70)、TYN和CD247。在一些方面，TriTAC的结合TCR相关蛋白质的

配体可为抗体或抗体片段(例如scFv)。在其他方面，TriTAC的TCR信号传导结构域多肽可包

含CD4的跨膜和细胞质结构域。

[0486] 根据本发明，本发明的TCR的α链和β链可被包括在单独构建体中，例如作为两个效

应物模块的有效载荷。在其他实施方案中，本发明的TCR的α链和β链可被包括在单一效应物

模块中，作为同一效应物模块的两个有效载荷，例如如图3-图6中所说明。

[0487] 5.嵌合抗原受体(CAR)
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[0488] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为嵌合抗原受体(CAR)，其在转导至免疫

细胞(例如T细胞和NK细胞)中时可使免疫细胞重定向来针对表达由CAR的细胞外靶向部分

识别的分子的靶标(例如肿瘤细胞)。

[0489] 如本文所用，术语“嵌合抗原受体(CAR)”是指模拟T细胞的表面上的TCR的合成受

体。一般来说，CAR由细胞外靶向结构域、跨膜结构域/区域和细胞内信号传导/活化结构域

组成。在标准CAR受体中，组分：细胞外靶向结构域、跨膜结构域和细胞内信号传导/活化结

构域被线性构建成单一融合蛋白。细胞外区域包含识别特定肿瘤抗原或其他肿瘤细胞表面

分子的靶向结构域/部分(例如scFv)。细胞内区域可含有TCR复合物的信号传导结构域(例

如CD3ζ的信号区域)，和/或一个或多个共刺激性信号传导结构域，诸如来自CD28、4-1BB

(CD137)和OX-40(CD134)的那些。举例来说，“第一代CAR”仅具有CD3ζ信号传导结构域，而为

试图使T细胞持久性和增殖加强，添加了共刺激性细胞内结构域，从而产生具有CD3ζ信号结

构域加一个共刺激性信号传导结构域的第二代CAR，以及具有CD3ζ信号结构域加两个或更

多个共刺激性信号传导结构域的第三代CAR。CAR在由T细胞表达时会对T细胞赋予由CAR的

细胞外靶向部分决定的抗原特异性。近来，也可合乎需要的是添加一个或多个元件诸如归

巢和自杀基因以开发CAR的更有能力以及更安全的构造，即所谓第四代CAR。

[0490] 被工程化来表达CAR的细胞诸如T细胞可被重定向以攻击表达可由CAR的靶向部分

识别的分子的靶标细胞。

[0491] 在一些实施方案中，细胞外靶向结构域通过铰链(也称为间隔结构域或间隔体)和

跨膜区域来接合于细胞内信号传导结构域。铰链使细胞外靶向结构域连接于跨膜结构域，

所述跨膜结构域横穿过细胞膜，并且连接于细胞内信号传导结构域。归因于靶向部分结合

的靶标蛋白质的尺寸以及靶向结构域自身的尺寸和亲和力，所以可能需要使铰链改变以使

经CAR转化细胞对癌细胞的效能最优化。在靶向部分识别和结合靶标细胞后，细胞内信号传

导结构域产生CAR  T细胞的活化信号，所述活化信号通过来自一个或多个细胞内共刺激性

结构域的“第二信号”而进一步放大。CAR  T细胞一旦活化即可破坏靶标细胞。

[0492] 在一些实施方案中，本发明的CAR可被分成两个部分，各部分连接有二聚化结构

域，以致触发二聚化的输入会促进完整功能性受体的组装。Wu和Lim近来报道了拆分CAR，其

中细胞外CD19结合结构域和细胞内信号传导元件被分开，并且连接于在雷帕霉素类似物

AP21967存在下进行异二聚的FKBP结构域和FRB*(FKBP-雷帕霉素结合结构域的T2089L突变

体)结构域。拆分受体在AP21967存在下组装，并且连同特异性抗原结合一起使T细胞活化

(Wu等,Science,2015,625(6258):aab4077)。

[0493] 在一些实施方案中，本发明的CAR可被设计成诱导型CAR。Sakemura等人近来报道

了将Tet-On诱导型系统并入CD19  CAR构建体中。CD19  CAR仅在多西环素(Dox)存在下被活

化。Sakemura报道相较于常规CD19CAR  T细胞，Tet-CD19CAR  T细胞在Dox存在下针对CD19+

细胞系具有相等细胞毒性，并且在CD19刺激后具有相等的细胞因子产生和增殖(Sakemura

等,Cancer  Immuno.Res .,2016年6月21日，电子出版先于印刷)。在一个实例中，这个Tet-

CAR可为效应物模块的在本发明的SRE(例如DD)的控制下的有效载荷。双重系统提供在经转

导T细胞中开启和关闭CAR表达的更大灵活性。

[0494] 根据本发明，本发明的有效载荷可为第一代CAR、或第二代CAR、或第三代CAR、或第

四代CAR。包含CAR构建体的代表性效应物模块实施方案说明于图13-图18中。在一些实施方
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案中，本发明的有效载荷可为由细胞外结构域、铰链和跨膜结构域以及细胞内信号传导区

域组成的完整CAR构建体。在其他实施方案中，本发明的有效载荷可为完整CAR构建体的组

分，包括细胞外靶向部分、铰链区、跨膜结构域、细胞内信号传导结构域、一个或多个共刺激

性结构域、以及使CAR构造和功能性改进的其他额外元件，包括但不限于前导序列、归巢元

件和安全性开关，或所述组分的组合。

[0495] 由本发明的生物回路和组合物调控的CAR是可调谐的，并且由此提供若干优势。可

逆的开关转换机制允许对由过度CAR-T细胞扩增引起的急性毒性进行管理。使用本发明的

SRE进行的脉冲CAR表达可通过使配体水平循环来实现。配体赋予的对CAR的调控可有效抵

消由抗原丧失所诱导的肿瘤逃逸，避免由归因于长期抗原暴露的滋养信号传导引起的功能

性耗竭，并且使CAR表达性细胞在体内的持久性改进。

[0496] 在一些实施方案中，本发明的生物回路和组合物可用于下调CAR表达以限制由肿

瘤溶解综合征引起的中靶中组织毒性。在抗肿瘤功效之后使本发明的CAR的表达下调可防

止(1)由正常组织中的抗原表达引起的中靶脱肿瘤毒性。(2)在体内的抗原非依赖性活化。

[0497] 细胞外靶向结构域/部分

[0498] 根据本发明，CAR的细胞外靶向部分可为以高特异性和亲和力识别和结合给定靶

标分子例如肿瘤细胞上的新抗原的任何药剂。靶向部分可为特异性结合肿瘤细胞上的靶标

分子的抗体及其变体，或基于它结合肿瘤细胞上的靶标分子的能力而选自随机序列汇集物

的肽适体或其可结合肿瘤细胞上的靶标分子的变体或片段，或来自天然T细胞受体(TCR)的

抗原识别结构域(例如用以识别受HIV感染细胞的CD4细胞外结构域)，或外来识别组分诸如

导致识别携带细胞因子受体的靶标细胞的所连接细胞因子，或受体的天然配体。

[0499] 在一些实施方案中，CAR的靶向结构域可为Ig  NAR、Fab片段、Fab'片段、F(ab) '2片

段、F(ab) '3片段、Fv、单链可变片段(scFv)、双scFv、(scFv)2、微型抗体、微型双功能抗体、

微型三功能抗体、微型四功能抗体、二硫键稳定化Fv蛋白(dsFv)、单抗体、纳米体、或源于特

异性识别靶标分子例如肿瘤特异性抗原(TSA)的抗体的抗原结合区。在一个实施方案中，靶

向部分是scFv抗体。当scFv结构域在CAR  T细胞的表面上表达，并且随后结合癌细胞上的靶

标蛋白质时，它能够维持所述CAR  T细胞邻近于所述癌细胞，并且触发T细胞的活化。scFv可

使用常规重组DNA技术工艺来产生，并且在本发明中加以讨论。

[0500] 在一个实施方案中，CAR构建体的靶向部分可为适体，诸如特异性结合目标靶标分

子的肽适体。肽适体可基于它结合目标靶标分子的能力而选自随机序列汇集物。

[0501] 在一些实施方案中，CAR构建体的靶向部分可为靶标分子的天然配体或其能够结

合靶标分子的变体和/或片段。在一些方面，CAR的靶向部分可为靶标分子的受体，例如作为

CD70受体的全长人CD27可与CD3ζ的信号传导结构域同框融合，从而形成CD27嵌合受体作为

针对CD70阳性恶性肿瘤的免疫治疗剂(参见例如美国专利公布号：US20130323214；其内容

以引用的方式整体并入本文)。

[0502] 在一些实施方案中，CAR的靶向部分可识别肿瘤特异性抗原(TSA)，例如以限定方

式在肿瘤细胞上表达的癌症新抗原。

[0503] 作为非限制性实例，本发明的CAR可包含能够结合选自以下的肿瘤特异性抗原的

细胞外靶向结构域：5T4、707-AP、A33、AFP(α-胎蛋白)、AKAP-4(A激酶锚定蛋白4)、ALK、α5β1

整合素、雄激素受体、膜联蛋白II、α-辅肌动蛋白-4、ART-4、B1、B7H3、B7H4、BAGE(B黑素瘤抗
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原)、BCMA、BCR-ABL融合蛋白、β-连环蛋白、BKT抗原、BTAA、CA-I(碳酸酐酶I)、CA50(癌症抗

原50)、CA125、CA15-3、CA195、CA242、钙网膜蛋白、CAIX(碳酸酐酶)、CAMEL(细胞毒性T淋巴

细胞识别的于黑素瘤上的抗原)、CAM43、CAP-1、胱天蛋白酶-8/m、CD4、CD5、CD7、CD19、CD20、

CD22、CD23、CD25、CD27/m、CD28、CD30、CD33、CD34、CD36、CD38、CD40/CD154、CD41、CD44v6、

CD44v7/8、CD45、CD49f、CD56、CD68\KP1、CD74、CD79a/CD79b、CD103、CD123、CD133、CD138、

CD171、cdc27/m、CDK4(周期素依赖性激酶4)、CDKN2A、CDS、CEA(癌胚抗原)、CEACAM5、

CEACAM6、嗜铬粒蛋白、c-Met、c-Myc、coa-1、CSAp、CT7、CT10、亲环蛋白B、周期素B1、细胞质

酪氨酸激酶、细胞角蛋白、DAM-10、DAM-6、dek-can融合蛋白、肌间线蛋白、DEPDC1(含有DEP

结构域的蛋白1)、E2A-PRL、EBNA、EGF-R(表皮生长因子受体)、EGP-1(上皮糖蛋白-1)(TROP-

2)、EGP-2、EGP-40、EGFR(表皮生长因子受体)、EGFRvIII、EF-2、ELF2M、EMMPRIN、EpCAM(上皮

细胞粘附分子)、EphA2、艾伯斯坦巴尔病毒抗原、Erb(ErbB1；ErbB3；ErbB4)、ETA(上皮肿瘤

抗原)、ETV6-AML1融合蛋白、FAP(纤维母细胞活化蛋白)、FBP(叶酸结合蛋白)、FGF-5、叶酸

受体α、FOS相关抗原1、海藻糖基GM1、G250、GAGE(GAGE-1；GAGE-2)、催乳激素、GD2(神经节苷

脂)、GD3、GFAP(神经胶质原纤维酸性蛋白)、GM2(免疫原性癌胚抗原-1；OFA-I-1)、GnT-V、

Gp100、H4-RET、HAGE(解旋酶抗原)、HER-2/neu、HIF(缺氧诱导因子)、HIF-1α、HIF-2α、HLA-

A2、HLA-A*0201-R170I、HLA-Al  l、HMWMAA、Hom/Mel-40、HSP70-2M(热激蛋白70)、HST-2、

HTgp-175、hTERT(或hTRT)、人乳头状瘤病毒-E6/人乳头状瘤病毒-E7和E6、iCE(免疫捕集

EIA)、IGF-1R、IGH-IGK、IL2R、IL5、ILK(整合素连接的激酶)、IMP3(胰岛素样生长因子II 

mRNA结合蛋白3)、IRF4(干扰素调控因子4)、KDR(激酶插入结构域受体)、KIAA0205、KRAB锌

指蛋白(KID)-3；KID31、KSA(17-1A)、K-ras、LAGE、LCK、LDLR/FUT(LDLR-海藻糖基转移酶AS

融合蛋白)、LeY(路易斯Y)、MAD-CT-1、MAGE(酪氨酸酶，黑素瘤相关抗原)(MAGE-1；MAGE-3)、

melan-A肿瘤抗原(MART)、MART-2/Ski、MC1R(黑皮质素1受体)、MDM2、间皮素、MPHOSPH1、MSA

(肌肉特异性肌动蛋白)、mTOR(哺乳动物雷帕霉素靶标)、MUC-1、MUC-2、MUM-1(黑素瘤相关

抗原(突变型)1)、MUM-2、MUM-3、肌球蛋白/m、MYL-RAR、NA88-A、N-乙酰氨基葡萄糖转移酶、

neo-PAP、NF-KB(核因子-κB)、神经丝、NSE(神经元特异性烯醇酶)、Notch受体、NuMa、N-Ras、

NY-BR-1、NY-CO-1、NY-ESO-1、制瘤素M、OS-9、OY-TES1、p53突变体、p190次要bcr-abl、pl5

(58)、pl85erbB2、pl80erbB-3、PAGE(前列腺相关基因)、PAP(前列腺酸性磷酸酶)、PAX3、

PAX5、PDGFR(血小板源性生长因子受体)、哌啶和吡咯烷利用中涉及的细胞色素P450

(PIPA)、Pml-RARα融合蛋白、PR-3(蛋白酶3)、PSA(前列腺特异性抗原)、PSM、PSMA(前列腺干

细胞抗原)、PRAME(黑素瘤的优先表达抗原)、PTPRK、RAGE(肾肿瘤抗原)、Raf(A-Raf、B-Raf

和C-Raf)、Ras、受体酪氨酸激酶、RCAS1、RGSS、ROR1(受体酪氨酸激酶样孤儿受体1)、RU1、

RU2、SAGE、SART-1、SART-3、SCP-1、SDCCAG16、SP-17(精子蛋白17)、src家族、SSX(滑膜肉瘤X

断裂点)-1、SSX-2(HOM-MEL-40)、SSX-3、SSX-4、SSX-5、STAT-3、STAT-5、STAT-6、STEAD、STn、

存活素、syk-ZAP70、TA-90(Mac-2结合蛋白\亲环蛋白C相关蛋白)、TAAL6、TACSTD1(肿瘤相

关钙信号转导物1)、TACSTD2、TAG-72-4、TAGE、TARP(T细胞受体γ选择性阅读框蛋白)、TEL/

AML1融合蛋白、TEM1、TEM8(内皮唾液酸蛋白或CD248)、TGFβ、TIE2、TLP、TMPRSS2  ETS融合基

因、TNF受体(TNF-α受体、TNF-β受体；或TNF-γ受体)、转铁蛋白受体、TPS、TRP-1(酪氨酸相

关蛋白1)、TRP-2、TRP-2/INT2、TSP-180、VEGF受体、WNT、WT-1(韦尔姆斯氏肿瘤抗原)和

XAGE。
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[0504] 在一些实施方案中，本发明的CAR可包含具有能够结合经标记抗原的靶向部分的

通用免疫受体。产生通用免疫受体CAR的方法讨论于国际专利公布号：WO2013044225A1中；

所述专利的内容以引用的方式整体并入本文。

[0505] 在一些实施方案中，本发明的CAR可包含能够结合病原体抗原的靶向部分。

[0506] 在一些实施方案中，本发明的CAR可包含能够结合非蛋白质分子诸如肿瘤相关糖

脂和碳水化合物的靶向部分。TSA也可为脂质分子、多糖、糖、核酸、半抗原、碳水化合物或其

组合。

[0507] 在一些实施方案中，本发明的CAR可包含能够结合肿瘤微环境内的组分的靶向部

分，所述组分包括在各种肿瘤基质细胞中表达的蛋白质，所述肿瘤基质细胞包括肿瘤相关

的巨噬细胞(TAM)、不成熟单核细胞、不成熟树突细胞、免疫抑制性CD4+CD25+调控性T细胞

(Treg)和MDSC。一项使用动物模型进行的新近研究证明在全身性移植之后，表达VEGFR-

2CAR和IL12的T细胞对肿瘤进行浸润，扩增，并且持续存在于肿瘤团块内，从而导致肿瘤消

退。抗肿瘤作用取决于通过VEGFR-2CAR-T细胞的活化以及IL12的释放来靶向IL12应答性宿

主细胞(Chinnasamy等,Clinical  Cancer  Research,2012,18:1672-1683)。

[0508] 在一些实施方案中，本发明的CAR可包含能够结合细胞表面粘附分子、在自体免疫

疾病的情况下出现的炎症性细胞的表面分子、或导致自体免疫性的TCR的靶向部分。

[0509] 作为非限制性实例，本发明的靶向部分可为识别肿瘤特异性抗原(TSA)的scFv抗

体，例如特异性识别和结合人间皮素的抗体SS、SS1和HN1的scFv(美国专利号：9,359,447)、

GD2的抗体的scFv(美国专利号：9,315 ,585)、CD19抗原结合结构域(美国专利号：9,328,

1 5 6 ) ；N K G 2 D配体结合结构域 (美国专利号 ：9 ,2 7 3 ,2 8 3 ；美国专利公布号 ：

US20160311906A1)；美国专利9,272,002的包含氨基酸序列SEQ  ID  No:11和12的人抗间皮

素scFv；抗CS1结合剂(美国专利公布号：US20160075784)；抗BCMA结合结构域(国际专利公

布号：WO2016/014565)；美国专利号：9,102,761中的具有SEQ  ID  NO.:20的抗CD19  scFv抗

体；国际专利公布号：2016/025880的具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:59和79的GFRα4抗原结合

片段；国际专利公布号：WO2016014535的具有氨基酸序列SEQ  ID  NO.:47、44、48、49、50、39、

40、41、42、43、45、46、51、73、70、74、75、76、65、66、67、68、69、71、72、77、195、86、83、87、88、

89、78、79、80、81、82、84、85、90和196的抗CLL-1(C型凝集素样分子1)结合结构域；国际专利

公布号：WO2016014576的具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:39-46的CD33结合结构域；GPC3(磷脂

酰肌醇蛋白聚糖-3)结合结构域(国际专利公布号：WO2016036973的SEQ  ID  NO.:2和SEQ  ID 

NO .:4)；GFRα4(糖基磷脂酰肌醇(GPI)连接的GDNF家族α受体4细胞表面受体)结合结构域

(国际专利公布号：WO2016025880)；国际专利公布号：WO20160258896的具有氨基酸序列SEQ 

ID  NO:480、483、485、478、158、159、160、157、217、218、219、216、276、277、278和275的CD123

结合结构域；抗ROR1抗体或其片段(国际专利公布号：WO2016016344)；对GPC-3具有特异性

的scFv(国际专利公布号：WO2016049459的SEQ  ID  NO:1和24)；针对CSPG4的scFv(国际专利

公布号：WO2015080981的SEQ  ID  NO .:2)；针对叶酸受体α的scFv(美国专利公布号：

US20170002072A1)；所述专利各自的内容以引用的方式整体并入本文。

[0510] 在一些实施方案中，天然配体可用作本发明的CAR的靶向部分。所述天然配体可能

够以在scFv的范围内的亲和力结合抗原，并且可使T细胞特异性和效应物功能重定向以靶

向表达互补性受体的细胞。在一些实施方案中，CAR的靶向部分可为神经调节蛋白-1
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(NRG1)，其是HER3和HER4的天然配体；VEGF，其是VEGFR的天然配体；结合IL13Ra2的IL13野

生型蛋白或IL13突变蛋白例如E13Y；NKG2D配体，其是NKG2D受体的天然配体；CD70，其是

CD27的配体；以及增殖诱导性配体(APRIL)，其是BCMA8以及跨膜活化子和CAML相互作用因

子(TACI)的天然高亲和力配体。美国专利公布号US20160362467A1中教导的任何基于配体

的BCMA  CAR都是适用的，所述专利的内容以引用的方式整体并入本文。

[0511] 在一些实施方案中，本发明的靶向部分可为包含表11中的氨基酸序列的scFv。

[0512] 表11：scFv序列

[0513]
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[0560]

[0561] 在一个实施方案中，CAR的靶向部分可识别CD19。CD19是一种熟知的B细胞表面分

子，其在B细胞受体活化后使B细胞抗原受体诱导的信号传导以及B细胞群体的扩增增强。

CD19在正常B细胞与赘生性B细胞两者中均广泛表达。源于B细胞的恶性肿瘤诸如慢性淋巴

细胞性白血病、急性淋巴细胞性白血病和许多非霍奇金淋巴瘤常常保留CD19表达。为单一

细胞谱系所具有的这个近乎普遍表达和特异性已使得CD19成为对于免疫疗法来说具有吸

引力的靶标。人CD19具有14个外显子，其中外显子1-4编码CD19的细胞外部分，外显子5编码

CD19的跨膜部分，并且外显子6-14编码细胞质尾部。在一个实施方案中，靶向部分可包含源

于FMC63抗体的可变区的scFv。FMC63是一种对CD19抗原具有特异性的IgG2a小鼠单克隆抗

体克隆，其与B谱系的细胞上的CD19抗原进行反应。CD19的由FMC63抗体识别的表位在外显

子2中(Sotillo等(2015)Cancer  Discov；5(12):1282-95；其内容以引用的方式整体并入本

文)。在一些实施方案中，CAR的靶向部分可源于包括但不限于4G7、SJ25C1、CVID3/429、

CVID3/155、HIB19和J3-119的其他CD19单克隆抗体克隆的可变区。

[0562] 在一些实施方案中，CAR的靶向部分可识别肿瘤特异性抗原(TSA)，例如由于会改

变蛋白质编码序列，因此产生新型外来抗原的遗传突变或转录改变而仅由肿瘤细胞表达的

癌症新抗原。遗传变化由遗传取代、插入、缺失或天然同源蛋白质(即在正常细胞中表达的

分子)的任何其他遗传变化所致。在CD19的情形下，TSA可包括人CD19的缺乏外显子2或缺乏

外显子5-6或缺乏两者的转录物变体(参见国际专利公布号WO2016061368；其内容以引用的

方式整体并入本文)。因为FMC63结合表位在外显子2中，所以缺乏外显子2的CD19不由FMC63

抗体识别。因此，在一些实施方案中，CAR的靶向部分可为与FMC63不同的scFV。如本文所用，

“与FMC63不同”是指对CD19抗原的表位具有特异性，并且结合所述表位的抗体、scFv或其片

段，所述表位不同于或不像CD19抗原的由FMC63结合的表位。在一些情况下，靶向部分可识

别缺乏外显子2的CD19抗原。在一个实施方案中，靶向部分识别CD19的由外显子1、3和/或4

编码的片段。在一个实例中，靶向部分识别使CD19的由外显子1编码的部分和CD19的由外显

子3编码的部分进行桥接的表位。

[0563] 细胞内信号传导结构域

[0564] 在结合它的靶标分子之后，CAR融合多肽的细胞内结构域将信号传输至免疫效应

细胞，从而使免疫效应细胞的至少一种正常效应物功能活化，所述效应物功能包括细胞溶
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解活性(例如细胞因子分泌)或辅助活性。因此，细胞内结构域包含T细胞受体(TCR)的“细胞

内信号传导结构域”。

[0565] 在一些方面，可采用整个细胞内信号传导结构域。在其他方面，可替代完整链来使

用细胞内信号传导结构域的截短部分，只要它转导效应物功能信号即可。

[0566] 在一些实施方案中，本发明的细胞内信号传导结构域可含有称为免疫受体酪氨酸

基活化基序(ITAM)的信号传导基序。含有ITAM的细胞质信号传导序列的实例包括源于TCR 

CD3ζ、FcRγ、FcRβ、CD3γ、CD3δ、CD3ε、CD5、CD22、CD79a、CD79b和CD66d的那些。在一个实例

中，细胞内信号传导结构域是CD3ζ(CD3  zeta)信号传导结构域。

[0567] 在一些实施方案中，本发明的细胞内区域进一步包含一个或多个对免疫效应细胞

提供额外信号的共刺激性信号传导结构域。这些共刺激性信号传导结构域与信号传导结构

域组合可进一步改进经CAR工程化免疫细胞(例如CAR  T细胞)的扩增、活化、记忆、持久性和

肿瘤根除效率。在一些情况下，共刺激性信号传导区域含有一种或多种细胞内信号传导和/

或共刺激性分子的1、2、3或4个细胞质结构域。共刺激性信号传导结构域可为包括但不限于

以下的共刺激性分子的细胞内/细胞质结构域：CD2、CD7、CD27、CD28、4-1BB(CD137)、OX40

(CD134)、CD30、CD40、ICOS(CD278)、GITR(糖皮质素诱导的肿瘤坏死因子受体)、LFA-1(淋巴

细胞功能相关抗原-1)、LIGHT、NKG2C、B7-H3。在一个实例中，共刺激性信号传导结构域源于

CD28的细胞质结构域。在另一实例中，共刺激性信号传导结构域源于4-1BB(CD137)的细胞

质结构域。在另一实例中，共刺激性信号传导结构域可为GITR的细胞内结构域，如美国专利

号：9,175,308中所教导；所述专利的内容以引用的方式整体并入本文。

[0568] 在一些实施方案中，本发明的细胞内区域可包含来自选自由以下组成的组的蛋白

质的功能性信号传导结构域：I类MHC分子、TNF受体蛋白质、免疫球蛋白样蛋白质、细胞因子

受体、整合素、信号传导性淋巴细胞性活化蛋白质(SLAM)诸如CD48、CD229、2B4、CD84、NTB-

A、CRACC、BLAME、CD2F-10、SLAMF6、SLAMF7、活化性NK细胞受体、BTLA、Toll配体受体、OX40、

CD2、CD7、CD27、CD28、CD30、CD40、CDS、ICAM-1、LFA-1(CD11a/CD18)、4-1BB(CD137)、B7-H3、

CDS、ICAM-1、ICOS(CD278)、GITR、BAFFR、LIGHT、HVEM(LIGHTR)、SLAMF7、NKp80(KLRF1)、

NKp44、NKp30、NKp46、CD19、CD4、CD8α、CD8β、IL2Rβ、IL2Rγ、IL7Rα、IL15Ra、ITGA4、VLA1、

CD49a、ITGA4、IA4、CD49D、ITGA6、VLA-6、CD49f、ITGAD、CD11d、ITGAE、CD103、ITGAL、CD11a、

LFA-1、ITGAM、CD11b、ITGAX、CD11c、ITGB1、CD29、ITGB2、CD18、LFA-1、ITGB7、NKG2D、NKG2C、

NKD2C  SLP76、TNFR2、TRANCE/RANKL、DNAM1(CD226)、SLAMF4(CD244、2B4)、CD84、CD96

(Tactile)、CEACAM1、CRTAM、Ly9(CD229)、CD160(BY55)、PSGL1、CD100(SEMA4D)、CD69、

SLAMF6(NTB-A、Ly108)、SLAM(SLAMF1、CD150、IPO-3)、BLAME(SLAMF8)、SELPLG(CD162)、

LTBR、LAT、CD270(HVEM)、GADS、SLP-76、PAG/Cbp、CD19a、特异性结合CD83的配体、DAP  10、

TRIM、ZAP70、杀伤免疫球蛋白受体(KIR)诸如KIR2DL1、KIR2DL2/L3、KIR2DL4、KIR2DL5A、

KIR2DL5B、KIR2DS1、KIR2DS2、KIR2DS3、KIR2DS4、KIR2DS5、KIR3DL1/S1、KIR3DL2、KIR3DL3和

KIR2DP1；凝集素相关NK细胞受体诸如Ly49、Ly49A和Ly49C。

[0569] 在一些实施方案中，本发明的细胞内信号传导结构域可含有源于JAK-STAT的信号

传导结构域。在其他实施方案中，本发明的细胞内信号传导结构域可含有源于DAP-12(死亡

相关蛋白12)的信号传导结构域(Topfer等,Immunol.,2015,194:3201-3212；以及Wang等,

Cancer  Immunol.,2015,3:815-826)。DAP-12是NK细胞中的一种关键信号转导受体。由DAP-
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12介导的活化性信号在触发NK细胞对某些肿瘤细胞和受病毒感染细胞的细胞毒性应答方

面起重要作用。DAP12的细胞质结构域含有免疫受体酪氨酸基活化基序(ITAM)。因此，含有

DAP12源性信号传导结构域的CAR可用于NK细胞的过继性转移。

[0570] 在一些实施方案中，用两种或更多种并有独特共刺激性结构域，并且由独特DD调

控的CAR加以工程化的T细胞可用于提供对下游信号传导的动态控制。

[0571] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为任何本文所述的共刺激性分子和/或

细胞内结构域。在一些实施方案中，一种或多种各自在不同SRE的控制下的共刺激性分子可

用于本发明中。SRE调控的共刺激性分子也可与第一代CAR、第二代CAR、第三代CAR、第四代

CAR或本文所述的任何其他CAR设计联合表达。

[0572] 在一些实施方案中，本发明的细胞内结构域可包含表12的氨基酸序列。

[0573] 表12：细胞内信号传导和共刺激性结构域

[0574]
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[0582]

[0583] 跨膜结构域

[0584] 在一些实施方案中，本发明的CAR可包含跨膜结构域。如本文所用，术语“跨膜结构

域(TM)”广泛指代长度是约15个残基的跨越质膜的氨基酸序列。更优选地，跨膜结构域包括

至少20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、

44或45个氨基酸残基，并且跨越质膜。在一些实施方案中，本发明的跨膜结构域可源于天然

来源或合成来源。CAR的跨膜结构域可源于任何天然膜结合型或跨膜蛋白质。举例来说，跨
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膜区域可源于以下各物(即包含以下各物的至少跨膜区域)：T细胞受体的α、β或ζ链，CD3ε、

CD4、CD5、CD8、CD8α、CD9、CD16、CD22、CD33、CD28、CD37、CD45、CD64、CD80、CD86、CD134、

CD137、CD152或CD154。

[0585] 或者，本发明的跨膜结构域可为合成的。在一些方面，合成序列可主要包含疏水性

残基诸如亮氨酸和缬氨酸。

[0586] 在一些实施方案中，本发明的跨膜结构域可选自由以下组成的组的：CD8α跨膜结

构域、CD4跨膜结构域、CD  28跨膜结构域、CTLA-4跨膜结构域、PD-1跨膜结构域和人IgG4  Fc

区。作为非限制性实例，跨膜结构域可为国际专利公布号：WO2014/100385的包含氨基酸序

列SEQ  ID  NO.:1-5的CTLA-4跨膜结构域；和国际专利公布号：WO2014100385的包含氨基酸

序列SEQ  ID  NO .:6-8的PD-1跨膜结构域；所述专利各自的内容以引用的方式整体并入本

文。

[0587] 在一些实施方案中，本发明的CAR可包含任选铰链区(也称为间隔体)。铰链序列是

有助于细胞外靶向结构域的柔性的短氨基酸序列，其使靶标结合结构域远离效应细胞表面

进行移动以使得能够达成适当细胞/细胞接触、靶标结合和效应细胞活化(Patel等,Gene 

Therapy,1999；6:412-419)。铰链序列可位于靶向部分与跨膜结构域之间。铰链序列可为源

于任何适合分子或由任何适合分子获得的任何适合序列。铰链序列可源于免疫球蛋白(例

如IgG1、IgG2、IgG3、IgG4)铰链区的全部或一部分，所述铰链区即落在免疫球蛋白的CHI结

构域与CH2结构域之间的序列，例如IgG4  Fc铰链；1型膜蛋白诸如CD8α、CD4、CD28和CD7的细

胞外区域，所述铰链序列可为野生型序列或衍生物。一些铰链区包括免疫球蛋白CH3结构域

或CH3结构域与CH2结构域两者。在某些实施方案中，铰链区可从IgG1、IgG2、IgG3或IgG4加

以修饰，其包括一个或多个氨基酸残基例如1、2、3、4或5个残基被与存在于未修饰铰链中的

氨基酸残基不同的氨基酸残基取代。表13提供可用于本文所述的CAR中的各种跨膜区域。

[0588] 表13：跨膜结构域
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[0593]

[0594] 适用于本发明中的铰链区序列提供于表14中。

[0595] 表14：铰链区

[0596]
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[0602]

[0603] 在一些实施方案中，铰链结构域和跨膜结构域可为配对的。铰链结构域可存在于

跨膜结构域的N末端、跨膜结构域的C末端或跨膜结构域内。可适用于本发明中的铰链和跨

膜区域序列提供于表15中。

[0604] 表15：配对的铰链和跨膜区域

[0605]

[0606] 在一些实施方案中，本发明的CAR可包含一个或多个在CAR的任何结构域之间的接

头。接头的长度可在1-30个氨基酸之间。就此而言，接头的长度可为1、2、3、4、5、6、7、8、9、

10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29或30个氨基酸。在其

他实施方案中，接头可为柔性的。

[0607] 在一些实施方案中，本发明的组分，包括靶向部分、跨膜结构域和细胞内信号传导

结构域，可构建在单一融合多肽中。融合多肽可为本发明的效应物模块的有效载荷。在一些

说　明　书 310/481 页

315

CN 111107866 A

315



实施方案中，超过一个CAR融合多肽可被包括在效应物模块中，例如两个、三个或更多个CAR

可在单一SRE(例如DD)的控制下被包括在效应物模块中。包含CAR有效载荷的代表性效应物

模块说明于图2-图6中。

[0608] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可包括本领域中教导的包括细胞外靶向结

构域、跨膜结构域和细胞内信号传导结构域的CAR构建体，例如靶向间皮素的CAR(美国专利

号：9,272,002和9,359,447)；美国专利号：9,266,960中的EGFRvIII特异性CAR；美国专利

号：9,233,125中的抗TAG  CAR；美国专利公布号：2016014533中的CD19  CAR；美国专利号：9,

328,156的具有氨基酸序列SEQ  ID  NO .:24的CD19  CAR；美国专利号：8,911 ,993；8,975 ,

071；9,101,584；9,102,760；和9,102,761中的CD19  CAR；国际专利公布号：WO2016/014565

(SEQ  ID  No.:109-113以及213至233)和WO2016/014789中公开的BCMA(CD269)特异性CAR；

国际专利公布号：WO2016014535中公开的包含氨基酸序列SEQ  ID  NO:99、96、100、101、102、

91、92、93、94、95、97、98、103和197的CLL-1(C型凝集素样分子1)CAR；国际专利公布号：

WO2016014576中的包含氨基酸序列SEQ  ID  NO:48-56的CD33特异性CAR；国际专利公布号：

WO2015150526中的包含氨基酸序列SEQ  ID  NO:19-22、27-30以及35-38的CD33特异性CAR；

美国专利公布号：US20150329640中的由核酸SEQ  ID  NO:1-5编码的CD37特异性CAR；GPC3 

CAR(国际专利公布号：WO2016036973)、国际专利公布号：WO2016025880中的具有氨基酸序

列SEQ  ID  NO:85、86、90、92、94、96、98、100、102和104的GFRα4CAR；国际专利公布号：

WO2016028896中的包含氨基酸序列SEQ  ID  NO:98、99、100和101的CD123  CAR；国际专利公

布号：WO2015193406中的CD123特异性多链CAR；国际专利公布号：WO2016/120220中的包含

氨基酸序列SEQ  ID  NO.:160、171、188-197的CD123  CAR；国际专利公布号：WO2016/016344

中的包含氨基酸序列SEQ  ID  NO:93、95和117的ROR-1特异性CAR；国际专利公布号：WO2016/

016343中的ROR-1特异性多链CAR；国际专利公布号：WO2016034666中的包含氨基酸序列SEQ 

ID  NO:21、27、33、39、23、29、34、41、19、25、31、37、20、26、32、38、22、28、34、40、24、30、36和

42的滋养层糖蛋白(5T4、TPBG)特异性CAR；国际专利公布号：WO2016016341中的包含氨基酸

序列SEQ  ID  NO:15、17、24、25、26和27的EGFRvIII特异性CAR；国际专利公布号：

WO2014164544中的包含氨基酸序列SEQ  ID  NO:1的TEM  8CAR、国际专利公布号：

WO2014164544中的包含氨基酸序列SEQ  ID  NO:2的TEMl  CAR；国际专利公布号：WO2016/

049459中的具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:3和26的GPC-3CAR；国际专利公布号：WO2015/

080981中的硫酸软骨素蛋白聚糖-4(CSPG4)CAR；国际专利公布号：WO2015/164739中的κ/λ

CAR；国际专利公布号：WO2016/134284中的GD2  CAR；国际专利公布号：WO2016120218中的

CLL1  CAR；国际专利公布号：WO2016120219中的CLL1多亚单位CAR；国际专利公布号：

WO2016120217中的Hsp70  CAR；国际专利公布号：WO2016120216中的经mAb驱动CAR；所述专

利各自的内容以引用的方式整体并入本文。

[0609] 在一些实施方案中，本发明的CAR构建体可包括CAIX(羧基脱水酶IX(CAIX))特异

性CAR(Lamers等,Biochem  Soc  Trans,2016,44(3):951-959)、HIV-1特异性CAR(Ali等,J 

Virol .,2016年5月25日 ,pii:JVI .00805-16)、CD20特异性CAR(Rufener等 ,Cancer 

Immunol .Res .,2016 ,4(6):509-519)、CD20/CD19双特异性CAR(Zah等,Cancer  Immunol 

Res.,2016,4(6):498-508)、CD22/CD19  CAR(国际公布号：WO2016/149578)、CD138/BCMA双

特异性CAR(国际公布号：WO2016/130598)、EGFR特异性CAR和抗EGFR  viii特异性CAR；所述
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文献和专利各自的内容以引用的方式整体并入本文。

[0610] 在一些实施方案中，CAR序列可选自表16。

[0611] 表16：CAR序列

[0612]

说　明　书 312/481 页

317

CN 111107866 A

317



[0613]

说　明　书 313/481 页

318

CN 111107866 A

318



[0614]

说　明　书 314/481 页

319

CN 111107866 A

319



[0615]

说　明　书 315/481 页

320

CN 111107866 A

320



[0616]

说　明　书 316/481 页

321

CN 111107866 A

321



[0617]

说　明　书 317/481 页

322

CN 111107866 A

322



[0618]

说　明　书 318/481 页

323

CN 111107866 A

323



[0619]

说　明　书 319/481 页

324

CN 111107866 A

324



[0620]

说　明　书 320/481 页

325

CN 111107866 A

325



[0621]

说　明　书 321/481 页

326

CN 111107866 A

326



[0622]

说　明　书 322/481 页

327

CN 111107866 A

327



[0623]

说　明　书 323/481 页

328

CN 111107866 A

328



[0624]

说　明　书 324/481 页

329

CN 111107866 A

329



[0625]

说　明　书 325/481 页

330

CN 111107866 A

330



[0626]

说　明　书 326/481 页

331

CN 111107866 A

331



[0627]

说　明　书 327/481 页

332

CN 111107866 A

332



[0628]

说　明　书 328/481 页

333

CN 111107866 A

333



[0629]

说　明　书 329/481 页

334

CN 111107866 A

334



[0630]

说　明　书 330/481 页

335

CN 111107866 A

335



[0631]

说　明　书 331/481 页

336

CN 111107866 A

336



[0632]

说　明　书 332/481 页

337

CN 111107866 A

337



[0633]

说　明　书 333/481 页

338

CN 111107866 A

338



[0634]

说　明　书 334/481 页

339

CN 111107866 A

339



[0635]

说　明　书 335/481 页

340

CN 111107866 A

340



[0636]

说　明　书 336/481 页

341

CN 111107866 A

341



[0637]

说　明　书 337/481 页

342

CN 111107866 A

342



[0638]

说　明　书 338/481 页

343

CN 111107866 A

343



[0639]

说　明　书 339/481 页

344

CN 111107866 A

344



[0640]

说　明　书 340/481 页

345

CN 111107866 A

345



[0641]

说　明　书 341/481 页

346

CN 111107866 A

346



[0642]

说　明　书 342/481 页

347

CN 111107866 A

347



[0643]

说　明　书 343/481 页

348

CN 111107866 A

348



[0644]

说　明　书 344/481 页

349

CN 111107866 A

349



[0645]

说　明　书 345/481 页

350

CN 111107866 A

350



[0646]

[0647] 在本发明的一个实施方案中，本发明的有效载荷是靶向不同B细胞恶性肿瘤的

CD19特异性CAR和靶向肉瘤、胶质母细胞瘤和晚期Her2阳性肺恶性肿瘤的HER2特异性CAR。

[0648] 在一些实施方案中，CAR是CD19  CAR。CD19  CAR组分和CD19  CAR构建体的氨基酸序

列呈现于表17A和表17B中。表17B也提供给定构建体标识符的替代性别名。这些别名由前缀

OT标识。

[0649] 表17A  CD19CAR构建体组分

[0650]
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[0653]

[0654] 表17B：CD19CAR构建体
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[0663]

[0664] 串联CAR(TanCAR)

[0665] 在一些实施方案中，本发明的CAR可为能够靶向两个、三个、四个或更多个肿瘤特

异性抗原的串联嵌合抗原受体(TanCAR)。在一些方面，CAR是包括两个识别肿瘤细胞上的两

种不同TSA的靶向结构域的双特异性TanCAR。双特异性CAR可进一步定义为包含含有对第一

肿瘤抗原具有特异性的靶向结构域(例如抗原识别结构域)和对第二肿瘤抗原具有特异性

的靶向结构域(例如抗原识别结构域)的细胞外区域。在其他方面，CAR是包括三个或更多个

以串联排列方式加以构造的靶向结构域的多特异性TanCAR。TanCAR中靶向结构域之间的间

隔的长度可在约5个氨基酸与约30个氨基酸之间，例如6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、

17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29和30个氨基酸。

[0666] 拆分CAR

[0667] 在一些实施方案中，本发明的组分，包括靶向部分、跨膜结构域和细胞内信号传导

结构域，可被分成两个或更多个部分，以使它依赖于促进完整功能性受体的组装的多个输

入。在一个实施方案中，可构建拆分合成CAR系统，其中活化的CAR受体的组装依赖于配体与

SRE(例如小分子)的结合以及特定抗原与靶向部分的结合。作为一非限制性实例，拆分CAR

由以小分子依赖性方式组装的两个部分组成；受体的一个部分的特征在于具有细胞外抗原

结合结构域(例如scFv)，并且另一部分具有细胞内信号传导结构域诸如CD3ζ细胞内结构

域。

[0668] 在其他方面，CAR系统的拆分部分可被进一步修饰来使信号增加。在一个实例中，

细胞质片段第二部分可通过将跨膜结构域(例如CD8α跨膜结构域)并入构建体中来锚定于

质膜。也可将额外细胞外结构域添加至CAR系统的第二部分中，例如介导同二聚化的细胞外

结构域。这些修饰可使受体输出活性即T细胞活化增加。

[0669] 在一些方面，拆分CAR系统的两个部分含有在结合致异二聚化小分子后进行条件

性相互作用的异二聚化结构域。因此，受体组分在小分子存在下组装，以形成可接着通过抗

原啮合来活化的完整系统。任何已知致异二聚化组分都可被并入拆分CAR系统中。也可使用

其他小分子依赖性异二聚化结构域，包括但不限于赤霉素诱导的二聚化系统(GID1-GAI)、

甲氧苄啶-SLF诱导的ecDHFR和FKBP二聚化(Czlapinski等,J  Am  Chem  Soc .,2008 ,130

说　明　书 357/481 页

362

CN 111107866 A

362



(40):13186-13187)以及ABA(脱落酸)诱导的PP2C和PYL结构域二聚化(Cutler等,Annu  Rev 

Plant  Biol.2010,61:651-679)。拆分CAR系统的使用诱导型组装(例如配体依赖性二聚化)

和降解(例如去稳定结构域诱导的CAR降解)达成的双重调控可提供用以控制经CAR修饰T细

胞的活性的更大灵活性。

[0670] 可开关CAR

[0671] 在一些实施方案中，本发明的CAR可为可开关CAR。Juilerat等人(Juilerat等,

Sci.Rep.,2016,6:18950；其内容以引用的方式整体并入本文)近来报道了可响应于刺激物

(例如小分子)来短暂开启的可控制CAR。在这个CAR设计中，系统被直接整合在CAR中的使

scFv结构域与细胞膜结构域分隔的铰链结构域中。所述系统有可能将CAR的在受体复合物

的不同链内的不同关键功能诸如活化和共刺激进行拆分或组合，从而模拟TCR天然构造的

复杂性。这个整合系统可使scFv和抗原相互作用在由不存在/存在刺激物加以控制的开启/

关闭状态之间转换。

[0672] 可逆CAR

[0673] 在其他实施方案中，本发明的CAR可为可逆CAR系统。在这个CAR构造中，LID结构域

(配体诱导的降解)被并入CAR系统中。CAR可通过添加LID结构域的配体来暂时下调。LID介

导的调控和DD介导的调控的组合会提供对持续活化的CAR  T细胞的可调谐控制，由此使CAR

介导的组织毒性降低。

[0674] 抑制性CAR(iCAR)

[0675] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为抑制性CAR。抑制性CAR(iCAR)是指一

种双特异性CAR设计，其中负性信号用于使肿瘤特异性增强，并且限制正常组织毒性。这个

设计并有第二CAR，所述第二CAR具有表面抗原识别结构域与抑制性信号结构域组合以限制

T细胞应答性，即使在并行啮合活化性受体的情况下也如此。这个抗原识别结构域针对正常

组织特异性抗原，以使T细胞可在第一靶标蛋白质存在下被活化，但如果存在结合iCAR的第

二蛋白质，那么T细胞活化被抑制。

[0676] 作为一非限制性实例，基于CTLA4和PD1抑制性结构域的针对前列腺特异性膜抗原

(PMSA)的iCAR显示能够选择性限制由T细胞活化诱导的细胞因子分泌、细胞毒性和增殖

(Fedorov  V.D等,2013,Sci  Transl  Med,11；5(215):215ra172；其内容整体并入本文)。

[0677] 嵌合转换受体

[0678] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为可将负性信号转换成正性信号的嵌合

转换受体。如本文所用，术语“嵌合转换受体”是指一种包含第一细胞外结构域和第二跨膜

和细胞内结构域的融合蛋白，其中所述第一结构域包括负性信号区域，并且所述第二结构

域包括正性细胞内信号传导区域。在一些方面，融合蛋白是含有T细胞上的抑制性受体的细

胞外结构域融合于共刺激性受体的跨膜和细胞质结构域的嵌合转换受体。这个嵌合转换受

体可使T细胞抑制性信号转变成T细胞刺激性信号。

[0679] 作为一非限制性实例，嵌合转换受体可包含PD-1的细胞外结构域融合于CD28的跨

膜和细胞质结构域，如由Liu等人(Liu等人,Cancer  Res.,2016,76(6):1578-1590；其内容

以引用的方式整体并入本文)所教导。在一些方面，其他抑制性受体诸如CTLA-4、LAG-3、

TIM-3、KIR和BTLA的细胞外结构域也可融合于源于共刺激性受体诸如CD28、4-1BB、CD27、

OX40、CD40、GTIR和ICOS的跨膜和细胞质结构域。在本发明的情形下，SRE结构域(例如DD)可
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被插入在嵌合转换受体的N末端或C末端。

[0680] 在一些实施方案中，本发明的嵌合转换受体可包括重组受体，其包含抑制性细胞

因子受体(例如IL13受体α(IL13Rα1)、IL10R和IL4Rα)的细胞外细胞因子结合结构域融合于

刺激性细胞因子受体诸如IL2R(IL2Rα、IL2Rβ和IL2Rγ)和IL7Rα的细胞内信号传导结构域。

所述嵌合细胞因子受体的一个实例是含有IL4Rα的细胞因子结合细胞外结构域连接于IL7R

α的细胞内信号传导结构域的重组受体(参见美国专利公布号：2014/0050709；其内容以引

用的方式整体并入本文)。

[0681] 在一个实施方案中，本发明的嵌合转换受体可为嵌合TGFβ受体。嵌合TGFβ受体可

包含源于TGFβ受体诸如TGFβ受体1、TGFβ受体2、TGFβ受体3或任何其他TGFβ受体或其变体的

细胞外结构域；以及非TGFβ受体细胞内结构域。非TGFβ受体细胞内结构域可为源于以下的

细胞内结构域或其片段：TLR1、TLR2、TLR3、TLR4、TLR5、TLR6、TLR7、TLR8、TLR9、TLR10、CD28、

4-1BB(CD137)、OX40(CD134)、CD3ζ、CD40、CD27或其组合。所述嵌合TGFβ受体的一个实例讨

论于美国专利公布号：US2016/0075755中；所述专利的内容以引用的方式整体并入本文。

[0682] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为由两部分构成的融合受体。在一个方

面，由两部分构成的融合受体可包含结合肿瘤抗原的抗原结合结构域和结合一个或多个细

胞表面分子的活化结构域。在一些方面，由两部分构成的受体的抗原结合结构域是scFv抗

体。在其他方面，活化结构域结合可选自CD3、CD27、CD  28、CD40、OX40(CD134)和4-1BB

(CD137)的T细胞表面刺激性分子，或选自CD16、NKG2D和NKp30的NK细胞表面刺激性分子。活

化结构域也可为对免疫细胞(例如T细胞和NK细胞)的表面上的刺激性分子具有特异性的

scFv。免疫细胞可被遗传修饰来表达包含至少一个抗原结合结构域和活化结构域的由两部

分构成的分子。抗原结合结构域结合一个或多个存在于靶标细胞诸如癌细胞上的分子。表

达由活化结构域识别的分子的免疫细胞将被活化，并且攻击所识别的癌细胞。作为一非限

制性实例，由两部分构成的分子可为如美国专利公布号：US2016/0015749中所述的包含对

CD19或EphA2具有特异性的抗原识别scFv的衔接物分子；所述专利的内容以引用的方式整

体并入本文。

[0683] 活化条件性CAR

[0684] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为活化条件性嵌合抗原受体，其仅在活

化的免疫细胞中表达。可使CAR的表达与活化条件性控制区联结，所述活化条件性控制区是

指一个或多个诱导在它的控制下的序列例如CAR的转录和/或表达的核酸序列。所述活化条

件性控制区可为在免疫效应细胞的活化期间得以上调的基因的启动子例如IL2启动子或

NFAT结合位点。在一些实施方案中，免疫细胞的活化可通过组成性表达的CAR来实现(国际

公布号：WO  2016126608；其内容以引用的方式整体并入本文)。

[0685] 靶向具有特定蛋白聚糖标志物的肿瘤细胞的CAR

[0686] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为靶向特定类型的癌细胞的CAR。人癌细

胞和转移瘤可表达独特以及另外异常的蛋白聚糖，诸如多糖链(例如硫酸软骨素(CS)、硫酸

皮肤素(DS或CSB)、硫酸乙酰肝素(HS)和肝素)。因此，CAR可与识别癌症相关蛋白聚糖的结

合部分融合。在一个实例中，CAR可与以高亲和力结合与蛋白聚糖相连的特定类型的硫酸软

骨素A(CSA)的VAR2CSA多肽融合(VAR2-CAR)。CAR的细胞外ScFv部分可用包含至少最小CSA

结合结构域的VAR2CSA变体替换，从而产生对硫酸软骨素A(CSA)修饰具有特异性的CAR。或
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者，CAR可与拆分蛋白质结合系统融合以产生谍-CAR(spy-CAR)，其中CAR的scFv部分用拆分

蛋白质结合系统的一个部分诸如谍标签(SpyTag)和Spy-catcher(谍捕手)替换，并且癌识

别分子(例如scFv和/或VAR2-CSA)通过拆分蛋白质结合系统来与CAR相连(参见例如PCT公

布号：WO2016/135291；其内容以引用的方式整体并入本文)。

[0687] SUPRA  CAR

[0688] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为拆分通用可编程(SUPRA)CAR。SUPRA 

CAR可为两组分受体系统，其包含在T细胞上表达的通用受体(zip  CAR)和靶向肿瘤的scFv

衔接头。zip  CAR通用受体可通过细胞内信号传导结构域和作为细胞外结构域的亮氨酸拉

链的融合来产生。靶向肿瘤的scFv衔接分子或zipFv可通过同源亮氨酸拉链和scFv的融合

来产生。zipFv的scFv可结合肿瘤抗原，并且亮氨酸拉链可结合并活化T细胞上的zip  CAR。

不同于常规固定CAR设计，SUPRA  CAR模块化设计允许在不对免疫细胞进行进一步遗传操作

的情况下靶向多个抗原。由Cho等,2018,Cell  173,1–13公开的任何CAR设计都可适用于本

发明中(所述文献的内容以引用的方式整体并入本文)。

[0689] 6.细胞因子、趋化因子和其他可溶性因子

[0690] 根据本发明，本发明的有效载荷可为由免疫细胞、癌细胞和其他细胞类型产生的

充当身体内的细胞和组织之间的化学通信物的细胞因子、趋化因子、生长因子和可溶性蛋

白质。这些蛋白质介导广泛范围的生理功能，从对细胞生长、分化、迁移和存活的影响直至

许多效应物活性。举例来说，活化的T细胞产生多种用于达成细胞毒性功能的细胞因子以消

除肿瘤细胞。

[0691] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为细胞因子及其片段、变体、类似物和衍

生物，包括但不限于肿瘤坏死因子(TNF)、干扰素(IFN)、TGFβ和趋化因子。在一些实施方案

中，本发明的有效载荷可为刺激免疫应答的细胞因子。在其他实施方案中，本发明的有效载

荷可为负性影响抗癌免疫应答的细胞因子的拮抗剂。

[0692] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为细胞因子受体、重组受体、其变体、类

似物和衍生物；或细胞因子的信号组分。

[0693] 在一些实施方案中，本发明的细胞因子可用于使用于免疫疗法的免疫细胞诸如

CD8+TEM、天然杀伤细胞和肿瘤浸润性淋巴细胞(TIL)的扩增、存活、持久性和效能改进。在其

他实施方案中，用两种或更多种受DD调控的细胞因子加以工程化的T细胞用于提供对T细胞

活化和肿瘤微环境重塑的动态控制。在一个方面，本发明提供用以使与细胞因子疗法相关

的毒性最小化的生物回路和组合物。尽管全身性细胞因子疗法在使肿瘤负荷缓和方面取得

了成功，但它经常导致显现重度剂量限制性副作用。两种因素促成观察到的毒性：(a)基因

多效性，其中细胞因子影响不同细胞类型，并且视情形而定有时对相同细胞产生相反作用，

(b)细胞因子具有短暂血清半衰期，因此需要在高剂量下加以施用以实现治疗作用，此会加

剧基因多效性效应。在一个方面，本发明的细胞因子可用于在不利作用的情况下调节细胞

因子表达。在一些实施方案中，本发明的细胞因子可被设计来具有延长的寿命或增强的特

异性以使毒性最小化。

[0694] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为白介素(IL)细胞因子。白介素(IL)是

一类由白细胞产生的用于调控免疫应答的糖蛋白。如本文所用，术语“白介素(IL)”是指来

自任何物种或来源的白介素多肽，并且包括全长蛋白质以及所述蛋白质的片段或部分。在
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一些方面，白介素有效载荷选自IL1、IL1α(也称为促红细胞生成素-1)、IL1β(分解代谢产物

(catabolin))、IL1δ、IL1ε、IL1η、IL1ζ、白介素-1家族成员1至11(IL1F1至IL1F11)、白介素-

1同源物1至4(IL1H1至IL1H4)、IL1相关蛋白1至3(IL1RP1至IL1RP3)、IL2、IL3、IL4、IL5、

IL6、IL7、IL8、IL9、IL10、IL10C、IL10D、IL11、IL11a、IL11b、IL12、IL13、IL14、IL15、IL16、

IL17、IL17A、Il17B、IL17C、IL17E、IL17F、IL18、IL19、IL20、IL20样蛋白(IL20L)、Il21、

IL22、IL23、IL23A、IL23-p19、IL23-p40、IL24、Il25、IL26、IL27、IL28A、IL28B、IL29、IL30、

IL31、IL32、IL33、IL34、IL35、IL36α、IL36β、IL36γ、IL36RN、IL37、IL37a、IL37b、IL37c、

IL37d、IL37e和IL38。在其他方面，本发明的有效载荷可为选自以下的白介素受体：CD121a、

CDw121b、IL2Rα/CD25、IL2Rβ/CD122、IL2Rγ/CD132、CDw131、CD124、CD131、CDw125、CD126、

CD130、CD127、CDw210、IL8RA、IL11Rα、CD212、CD213α1、CD213α2、IL14R、IL15Rα、CDw217、

IL18Rα、IL18Rβ、IL20Rα和IL20Rβ。

[0695] 在某些实施方案中，细胞因子可为I型干扰素(IFN)，包括IFNα亚型(IFNα1、IFNα

1b、IFNα1c)、IFNβ、IFNδ亚型(IFNδ1、IFNδ2、IFNδ8)、IFNγ、IFNκ以及IFNε、IFNλ、IFNω、IFN

τ和IFNζ。在某些实施方案中，细胞因子可为肿瘤坏死因子(TNF)超家族的成员，包括TNF-α、

TNF-β(也称为淋巴毒素-α(LT-α))、淋巴毒素-β(LT-β)、CD40L(CD154)、CD27L(CD70)、CD30L

(CD153)、FASL(CD178)、4-1BBL(CD137L)、OX40L、TRAIL(TNF相关凋亡诱导性配体)、APRIL

(增殖诱导性配体)、TWEAK、TRANCE、TALL-1、GITRL、LIGHT以及TNFSF1至TNFSF20(TNF配体超

家族成员1至20)。

[0696] 在一个实施方案中，本发明的有效载荷可包括IL2(SEQ  ID  NO .8299，由SEQ  ID 

NO.8300和8301编码)。在一个方面，本发明的效应物模块可为DD-IL2融合多肽。

[0697] 在本发明的一些方面，IL2突变蛋白可用作有效载荷。如本文所用，术语“突变蛋

白”是具有蛋白质中的突变、变化或改变的构建体、分子或序列，因此也称为突变体，例如蛋

白质突变体即突变蛋白。因此，“IL2突变蛋白”是IL2突变体。在一些实施方案中，IL2突变蛋

白是野生型IL2蛋白的变体，其中所述野生型IL2由氨基酸序列SEQ  ID  NO.8299组成。在一

些方面，它是指仅结合并活化表达IL2Rαβγ的细胞，而不显著结合或活化仅表达IL2Rβγ的

细胞的IL2变体。在一些实例中，IL2突变蛋白可为其中IL2的负责结合IL2Rβ或IL2Rγ的残

基被取代，因此消除它们的相互作用的IL2蛋白。在其他实例中，IL2突变蛋白可为包含赋予

对IL2Rα的高亲和力的突变的IL2蛋白。IL2突变蛋白可为IL2选择性激动剂(IL2SA)，其可优

先使为相对于NK细胞来选择性活化T细胞所必需的高亲和力IL2受体(即IL2Rαβγ)活化。在

一些实施方案中，IL2突变蛋白可为优先结合较低亲和力IL2Rβγ，但对CD25的亲和力降低

的IL2蛋白。

[0698] 在一些实施方案中，IL2突变蛋白可用于优先扩增或刺激Treg细胞。如本文所用，

“优先扩增或刺激Treg细胞”意指IL2突变蛋白促进T调控性细胞的增殖、存活、活化和/或功

能。

[0699] 示例性IL2突变蛋白可包括但不限于N88R取代(Shanafelt等,Nature  Biotech.,

2000,18:1197-1202)、具有V91K取代的IL2(例如美国专利公布号US20140286898)；V91K取

代、C125A取代、具有三个突变：V69A、N71R、Q74P的IL2；对IL2Rα具有高亲和力的IL2突变蛋

白(N29S、Y31H、K35R、T37A、K48E、V69A、N71R、Q74P)；具有对IL2Rα的高亲和力和降低的信号

传导活性的IL2突变蛋白(N29S、Y31H、K35R、T37A、K48E、V69A、N71R、Q74P、N88D)、以及如PCT
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申请号1999060128中所述的D20H、D20I、N88G、N88I、N88R和Q126L取代；所述文献和专利各

自的内容以引用的方式整体并入本文。在其他方面，IL2突变蛋白可包括美国专利号：4,

518,584；5,116,943；5,206,344；6,955,807；7,105,653；7,371 ,371；7,803,361；8,124,

066；8,349,311；8,759,486；和9,206,243；PCT专利公布号：WO2005086751和WO2012088446；

欧洲专利号：EP0234599和EP0200280以及Sim,G.C.等(2016)Cancer  Immunol  Res；4(11):

983-994中所述的那些；所述专利和文献各自的内容以引用的方式整体并入本文。

[0700] 在一些方面，IL2突变蛋白可融合于使IL2突变蛋白的血清半衰期延长的多肽，诸

如IgG  Fc片段。优选Fc区源于人IgG，其包括IgG1、IgG2、IgG3和IgG4。在其他方面，本发明的

有效载荷可为包含第二功能性多肽的IL2融合蛋白。在一非限制性实例中，IL2融合蛋白可

包含IL2或IL2突变蛋白多肽与促凋亡Bcl-2家族多肽(诸如Bad、Bik/Nbk、Bid、Bim/Bod、

Hrk、Bak或Bax)融合；所述融合蛋白可能够抑制表达IL2受体的靶标细胞的细胞存活，抑制

所述靶标细胞的细胞增殖，或增强所述靶标细胞的细胞死亡或凋亡。或者，IL2或IL2突变蛋

白多肽可与抗凋亡Bcl-2家族多肽(诸如Bcl-xL、Bcl-w或Bcl-2)融合。所述融合蛋白可能够

增强表达IL2受体的靶标细胞的细胞存活，增强所述靶标细胞的细胞增殖，或抑制所述靶标

细胞的细胞死亡或凋亡。参见例如美国专利公布号：US2016/0229901。

[0701] 此外，IL2融合蛋白可为IL2-GMCSF融合蛋白，其可促进细胞-细胞相互作用；因此，

使抗癌免疫应答增强(Wen等,J.Translational  Med.,2016,14:41)。

[0702] 在一个实施方案中，本发明的有效载荷可包括IL12。IL12是一种具有两个亚单位

(p35、p40)的异二聚蛋白质，其由抗原呈递细胞诸如巨噬细胞和树突细胞分泌。IL12是通过

STAT4路径来作用于天然杀伤(NK)细胞、巨噬细胞、CD8+细胞毒性T细胞和CD4+T辅助细胞以

诱导在这些效应免疫细胞中产生IFNγ的1型细胞因子(由Trinchieri  G ,Nat  Rev 

Immunol.2003；3(2):133–146综述)。IL12可促进NK细胞和CD8+T细胞的细胞毒性活性，因此

具有抗肿瘤功能。静脉内注射重组IL12在患有晚期黑素瘤和肾细胞癌的少数患者中展现适

度临床功效(Gollob等,Clin.Cancer  Res.2000；6(5):1678–1692)。IL12已作为佐剂用于增

强在使用黑素瘤抗原疫苗或使用经肽脉冲处理的外周血液单核细胞的情况下的细胞毒性

免疫性；以及促进在用曲妥珠单抗治疗乳腺癌的情况下的NK细胞活性。在若干肿瘤模型中，

向肿瘤微环境中局部递送IL12会促进肿瘤消退。这些研究全都指示局部增加的IL12水平可

促进抗肿瘤免疫性。全身性或局部施用重组IL12蛋白或通过溶瘤性病毒载体进行施用的一

个主要障碍是当IL12在高水平下呈现时的重度副作用。开发严密控制IL12水平的系统可提

供在癌症治疗中安全使用IL12。

[0703] 在一个方面，本发明的效应物模块可为DD-IL12融合多肽。这个可调控DD-IL12融

合多肽可直接用作免疫治疗剂，或转导至免疫效应细胞(T细胞和TIL细胞)中以产生用于过

继性细胞转移的具有较大体内扩增和存活能力的经修饰T细胞。在当前过继性细胞疗法中

对苛刻预先调节方案的需要可使用受调控的IL12来加以最小化；DD-IL12可用于调节肿瘤

微环境，并且使在当前为肿瘤抗原靶向疗法所难治的实体肿瘤中的持久性增加。在一些实

施方案中，CAR表达性T细胞可用受DD调控的IL12来加置装甲以在无全身性毒性的情况下减

轻免疫抑制。

[0704] 在一些实施方案中，IL12可为Flexi  IL12，其中p35亚单位与p40亚单位两者由产

生单链多肽的单一cDNA编码。在一个实施方案中，IL12可包含p40亚单位，所述p40亚单位包
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括野生型IL12B的氨基酸23-328，并且包含氨基酸序列SEQ  ID  NO .8302(由SEQ  ID 

NO.8303-8312编码)，以及p35亚单位，所述p35亚单位包括野生型IL12A的氨基酸57-253，并

且包含氨基酸序列SEQ  ID  NO.8313(由SEQ  ID  NO.8314-8323编码)。IL12的保留全长或成

熟IL12的一种或多种功能的任何部分都可适用于本发明中。

[0705] 在一些实施方案中，本发明的受DD调控的IL12组合物可用于使与全身性IL12施用

相关的细胞毒性最小化。用IL12进行的治疗已与全身性流感样症状(发热、感到寒冷、疲劳、

关节肌痛、头痛)、对骨髓和肝的毒性作用相关联。最通常观察到的血液毒性包括嗜中性白

细胞减少症和血小板减少症；以短暂(剂量依赖性)转氨酶增加来显现的肝功能异常、高胆

红素血症和低白蛋白血症。在一些情况下，毒性也与粘膜的炎症(口腔粘膜炎、口腔炎或结

肠炎)相关联。IL12的这些毒性作用与继发性产生IFNγ、TNFα和趋化因子诸如IP10和MIG相

关。在本发明的某些方面，受DD调控的IL12可用于预防与升高的第二信使产生相关的毒性

作用。在一些实施方案中，受DD调控的Flexi-IL12构建体可用于通过提供受控制的局部信

号以达成肿瘤微环境重塑和表位扩展来改进CAR的功效，尤其是在实体肿瘤环境下。DD调控

也提供Flexi  IL12的快速、剂量依赖性以及局部产生。

[0706] 用作本发明的有效载荷的IL12构建体的形式可加以优化。在一个实施方案中，本

发明的有效载荷可为含有p40亚单位和p35亚单位的双顺反子IL12，所述亚单位由内部核糖

体进入位点或裂解位点诸如P2A或弗林蛋白酶裂解位点分隔以允许从单一载体独立表达两

个亚单位。这导致相比于flexi  IL12构建体，所分泌IL12的构型更加类似于天然存在的

IL12，本发明的有效载荷可为IL12的p40亚单位。受DD调控的p40可与组成性p35构建体共表

达以产生“可调控IL12”表达。或者，受DD调控的p40可与内源性p35异二聚。已显示p40会使

p35表达稳定，并且刺激p35的输出(Jalah  R等(2013) .Journal  of  Biol.Chem.288,6763-

6776，其内容以引用的方式整体并入本文)。

[0707] 在一些实施方案中，IL12的经修饰形式可用作有效载荷。IL12的这些经修饰形式

可被工程化来相较于非修饰形式，具有缩短的体内半衰期，尤其是在与本文所述的可调谐

系统组合使用时。

[0708] 人flexi  IL12具有5-19小时的经报道半衰期，当作为治疗性化合物施用时，此可

导致全身性细胞毒性(Car等(1999)The  Toxicology  of  Interleukin-12:A  Review"

Toxicologic  Path .27A ,58-63；Robertson等(1999)"Immunological  Effects  of 

Interleukin  12Administered  by  Bolus  Intravenous  Injection  to  Patients  with 

Cancer"Clin .Cancer  Res .5:9-16；Atkins等(1997)"Phase  I  Evaluation  of 

Intravenous  Recombinant  Human  Interleukin  12in  Patients  with  Advance 

Malignancies"Clin.Cancer  Res.3:409-417)。对IL12的配体诱导型控制可以剂量依赖性

方式对产生进行调控，从配体给药停止直至蛋白质合成停止以及IL12清除的时间可能不足

以防止IL12在血浆中的毒性积累。

[0709] 在一个实施方案中，用作有效载荷的IL12的修饰形式可为Topo-sc  IL12，其从N末

端至C末端具有如下构型：(i)第一IL12  p40结构域(p40N)，(ii)任选第一肽接头，(iii)

IL12  p35结构域，(iv)任选第二肽接头，和(v)第二IL12  p40结构域(p40C)。在一个实施方

案中，经修饰topo  sc  IL12多肽展现对蛋白水解的易感性增加。Topo-sc  IL12描述于国际

专利公布号WO2016048903中；所述专利的内容以引用的方式整体并入本文。
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[0710] IL12多肽也可被修饰(例如被遗传工程化、合成工程化或重组工程化)来使对蛋白

酶的易感性增加以相较于缺乏蛋白酶易感性的相应IL12来降低IL12复合物的生物活性半

衰期。IL12的蛋白酶易感形式描述于国际专利公布号WO2017062953中；所述专利的内容以

引用的方式整体并入本文。

[0711] IL12全身性毒性也可通过涉及使IL12栓系于细胞表面来将它的治疗功效限于肿

瘤部位的机制加以限制或严密控制。先前已描述使用糖基磷脂酰肌醇(GPI)信号肽或使用

CD80跨膜结构域达成的膜栓系IL12形式(Nagarajan  S等(2011)J  Biomed  Mater  Res  A.99

(3):410-7；Bozeman  EN等(2013)Vaccine .7；31(20):2449-56；Wen-Yu  Pan等(2012) ,

Mol.Ther.20:5,927–937；其各自的内容以引用的方式整体并入本文)在一些实施方案中，

跨膜结构域可选自表13、表14和表15中所述的那些跨膜结构域中的任一者。

[0712] 在一些实施方案中，当用TLR激动剂活化时，由本发明的免疫细胞分泌的IL12水平

可大致与由人骨髓性树突细胞(mDC1)分泌的IL12水平类似。在一个实施方案中，TLR激动剂

可为脂多糖与R848一起施用的组合。

[0713] 在一些实施方案中，相较于在不存在配体下的水平，在配体存在下，由于IL12诱导

的免疫细胞活化而分泌的IFNγ是至少5倍大。

[0714] 在一些实施方案中，对IL12的调控会提供必需的安全性开关。在一些实施方案中，

IL-12分泌会在肿瘤微环境中募集和/或活化效应细胞。在一些实施方案中，IL12调控会对

CAR  T功能提供益处而不导致毒性。

[0715] 在一个实施方案中，本发明的有效载荷可包括IL15。白介素15是强效免疫刺激性

细胞因子和为T细胞和天然杀伤细胞所必需的存活因子。对IL2和IL15进行比较的临床前研

究已显示相比于IL2，IL15与较小毒性相关联。在一些实施方案中，本发明的效应物模块可

为DD-IL15融合多肽。IL15多肽也可被修饰来使它对IL15受体的结合亲和力增加。举例来

说，在IL15的位置72处，天冬酰胺可用天冬氨酸置换(美国专利公布US20140134128A1的SEQ 

ID  NO.2；所述专利的内容以引用的方式整体并入本文)。在一些方面，IL15包含氨基酸序列

SEQ  ID  NO.8234(由SEQ  ID  NO.8236编码)，其包括野生型IL15的氨基酸49-162。在一些实

施方案中，IL15序列可包括终止密码子，并且可由核苷酸序列SEQ  ID  NO .8235以及8237-

8238编码。

[0716] IL15介导的活化的一个独特特征是反式呈现机制，其中IL15以与IL15受体的α亚

单位(IL15Ra)的复合物形式呈现，所述复合物结合并活化同一细胞或不同细胞上的膜结合

型IL15β/γ受体。相比于单独IL15，IL15/IL15Ra复合物更有效使IL15信号传导活化。因此，

在一些实施方案中，本发明的效应物模块可包括DD-IL15/IL15Ra融合多肽。在一个实施方

案中，有效载荷可为美国专利公布号：US20160158285A1中所述的IL15/IL15Ra融合多肽(所

述专利的内容以引用的方式整体并入本文)。IL15受体α包含称为寿司(sushi)结构域的细

胞外结构域，其含有为结合IL15所必需的大多数结构元件。因此，在一些实施方案中，有效

载荷可为美国专利公布号：US20090238791A1中所述的IL15/IL15Ra寿司结构域融合多肽

(所述专利的内容以引用的方式整体并入本文)。

[0717] 受调控的IL15/IL15Ra可用于促进CD8TEM细胞群体的扩增、存活和效能而不影响调

控性T细胞、NK细胞和TIL细胞。在一个实施方案中，DD-IL15/IL15Ra可用于增强在B细胞白

血病和淋巴瘤的情况下的CD19定向T细胞疗法。在一个方面，IL15/IL15Ra可作为本发明的
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有效载荷用于降低当前CAR-T治疗范式中对预先调节方案的需要。

[0718] 含有DD-IL15、DD-IL15/IL15Ra和/或DD-IL15/IL15Ra寿司结构域的效应物模块可

被设计为分泌型(使用例如IL2信号传导)或膜结合型(使用例如IgE或CD8a信号序列)。

[0719] 在一些实施方案中，相较于在不存在配体下的水平，在配体存在下，由于IL15诱导

的免疫细胞活化而分泌的IFNγ是至少10倍大。

[0720] 在一些实施方案中，相较于组成性表达的IL15-IL15Ra，对IL15-IL15Ra融合蛋白

的调控会提供安全性开关。在一些实施方案中，IL15-IL15Ra导致CAR  T细胞的更好扩增和/

或持久性。

[0721] 在一些方面，DD-IL115/IL15Ra包含表18中提供的氨基酸序列。在一些实施方案

中，用于表18中的接头可为SG接头。在表18中，星号指示终止密码子的翻译。在一些实施方

案中，表18中所述的DD可含有额外终止密码子。如本文所用，野生型(WT)的IL15是指

Uniprot  ID：P40933，并且野生型(WT)的IL15Ra是指UniProt  ID：Q13261。表18也提供给定

构建体标识符的替代性别名。这些别名由前缀OT标识。

[0722] 表18：DD-IL15-IL15Ra构建体序列
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[0723]
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说　明　书 370/481 页

375

CN 111107866 A

375



[0728]

说　明　书 371/481 页

376

CN 111107866 A

376



[0729]

[0730] 在一些实施方案中，表18中所述的序列可含有额外终止密码子。举例来说，构建体

“hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732L)；终止序列”可由核苷酸序列SEQ  ID  NO.8362编码，并

且构建体“hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732L、F736A)；终止序列”可由核苷酸序列SEQ  ID 

NO.8363编码。
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[0731] 在一个实施方案中，本发明的有效载荷可包括IL18。IL18是一种促进由T细胞和NK

细胞达成的IFNγ产生的促炎性和免疫调控性细胞因子。IL18属于IL1家族。分泌的IL18结

合由IL18Rα和β链组成的异二聚体受体复合物，并且引发信号转导。IL18与其他细胞因子协

力起调节免疫系统功能的作用，包括诱导应答于病原体产物的IFNγ产生、Th1应答和NK细

胞活化。IL18在若干肿瘤的情况下显示抗癌作用。施用重组IL18蛋白或IL18转基因会通过

使CD4+T和/或NK细胞介导的应答活化来诱导黑素瘤或肉瘤消退(由Srivastava等 ,

Curr.Med .Chem.,2010,17:3353–3357综述)。IL18与其他细胞因子诸如IL12或共刺激性分

子(例如CD80)的组合使IL18抗肿瘤作用增加。举例来说，IL18和IL12A/B或CD80基因已被成

功整合在溶瘤性病毒的基因组中，目的在于协同触发T细胞介导的抗肿瘤免疫应答(Choi

等,Gene  Ther.,2011,18:898-909)。IL2/IL18融合蛋白也在临床前模型中显示相对于任一

单独细胞因子得以增强的抗肿瘤性质以及低毒性(Acres等,Cancer  Res.,2005,65:9536–

9546)。

[0732] IL18在单独或与IL12和IL15组合的情况下会使NK细胞活化。临床前研究已证明过

继性转移的经IL12、IL15和IL18预活化的NK细胞在体内显示针对所建立肿瘤的增强的效应

物功能(Ni等,J  Exp  Med .2012 ,209:2351-2365；以及Romee等,Blood .2012 ,120:4751-

4760)。经IL12/IL15/IL18活化人NK细胞也显示记忆样特征，并且应答于细胞因子(例如低

浓度的IL2)而分泌更多IFNγ。在一个实施方案中，本发明的效应物模块可为DD-IL18融合

多肽。

[0733] 在一个实施方案中，本发明的有效载荷可包括IL21。IL21是另一基因多效性I型细

胞因子，主要由T细胞和天然杀伤T(NKT)细胞产生。IL21对多种细胞类型具有不同作用，所

述细胞类型包括但不限于CD4+和CD8+T细胞、B细胞、巨噬细胞、单核细胞和树突细胞(DC)。

IL21的功能性受体由IL21受体(IL21R)和共同细胞因子受体γ链组成，所述γ链也是IL2、

IL4、IL7、IL9和IL15的受体的亚单位。研究提供强效证据表明IL21是一种用于癌症免疫疗

法的有前景的免疫治疗剂。IL21促进成熟，增强细胞毒性，并且诱导由NK细胞对IFNγ和穿

孔素(perf orin)的产生。这些效应物功能抑制B16黑素瘤的生长(Kasa ia n等 ,

Immunity.2002,16(4):559–569；以及Brady等,J  Immunol.2004,172(4):2048–2058)。IL21

连同IL15一起使抗原特异性CD8+T细胞数目和它们的效应物功能扩增，从而导致肿瘤消退

(Zeng等,J  Exp  Med.2005,201(1):139–148)。IL21也可用于使肿瘤微环境中的多种免疫效

应细胞复原。IL21也可通过使STAT3或STAT1信号路径活化来直接诱导某些类型的淋巴瘤诸

如弥漫性大B细胞淋巴瘤、套膜细胞淋巴瘤和慢性淋巴细胞性白血病细胞的凋亡。IL21在单

独或与抗CD20  mAb(利妥昔单抗)组合的情况下可使NK细胞依赖性细胞毒性作用活化。引起

关注的是，对IL21的免疫抑制性作用的发现表明这个细胞因子是一把“双刃剑”-IL21刺激

可导致对免疫应答的诱导或抑制。当使用IL21相关免疫治疗剂时，必须考虑IL21的刺激作

用与抑制作用两者。IL21的水平需要由调控元件加以严密控制。在一个方面，本发明的效应

物模块可为DD-IL21融合多肽。

[0734] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可包括I型干扰素。I型干扰素(IFN-I)是对

于对抗人的病毒性感染重要的可溶性蛋白质。IFN-I包括IFNα亚型(IFNα1、IFNα1b、IFNα

1c)、IFNβ、IFNδ亚型(IFNδ1、IFNδ2、IFNδ8)、IFNγ、IFNκ以及IFNε、IFNλ、IFNω、IFNτ和IFN

ζ。IFNα和IFNβ是免疫应答中的主要IFN  I亚型。IFN  I的所有亚型都通过独特异二聚受体即
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干扰素α受体(IFNAR)来进行信号传导，所述受体由2个亚单位即IFNAR1和IFNAR2组成。IFNR

活化会调控对病毒性感染以及在适应性免疫性的情况下的宿主应答。若干信号传导级联可

由IFNR活化，包括Janus活化的激酶–信号转导子和转录活化(JAK-STAT)路径、有丝分裂原

活化的蛋白质激酶(MAPK)路径、磷酸肌醇3-激酶(PI3K)路径、v-crk肉瘤病毒CT10致癌基因

同源物(鸟)样(CRKL)路径和NF-κB级联。长久以来已确定的是I型IFN直接抑制肿瘤细胞和

受病毒感染细胞的增殖，并且使I类MHC表达增加，从而使抗原识别增强。IFN-I也已被证明

涉及于免疫系统调控中。IFN可通过干扰素受体(IFNR)来直接或通过诱导趋化因子和细胞

因子来间接调控免疫系统。I型IFN使NK细胞功能增强，并且促进NK细胞的存活。I型IFN也影

响单核细胞，从而支持单核细胞分化成具有高抗原呈递能力的DC；并且刺激巨噬细胞功能

和分化。若干研究也证明IFN-I促进CD8+T细胞存活和功能。在一些情况下，可合乎需要的是

使用本发明的生物回路来调谐I型IFN的表达以避免由用IFN进行长期治疗所引起的免疫抑

制。

[0735] 正在开发使用重组I型IFN蛋白、I型IFN转基因、I型IFN编码载体和I型IFN表达性

细胞进行的新型抗癌免疫疗法。举例来说，IFNα已得到核准用于治疗若干赘生性疾病，诸如

黑素瘤、RCC和多发性骨髓瘤。尽管I型IFN是用以直接和间接调节免疫系统的功能的强效工

具，但全身性长期治疗的副作用以及缺乏足够高的功效已阻抑了对IFNα用于肿瘤学临床使

用的关注。据信如果在恶性组织处的IFN水平得以严密调控，那么I型IFN可能更加有效。根

据以优化节奏达成的间歇性可有助于避免应答性免疫细胞中由IFN-I诱导(即由于SOCS1诱

导)的信号传导脱敏机制(负反馈机制)的观察结果，提出了用于间歇递送的方法。根据本发

明，效应物模块可包括DD-IFN融合多肽。DD和它的配体会控制IFN的表达以诱导抗病毒和抗

肿瘤免疫应答，并且同时使由长期暴露于IFN引起的副作用最小化。

[0736] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可包括肿瘤坏死因子(TNF)超家族的成员。

如本文所用的术语“TNF超家族”是指可诱导凋亡的一组细胞因子。TNF家族的成员包括TNF-

α、TNF-β(也称为淋巴毒素-α(LT-α))、淋巴毒素-β(LT-β)、CD40L(CD154)、CD27L(CD70)、

CD30L(CD153)、FASL(CD178)、4-1BBL(CD137L)、OX40L、TRAIL(TNF相关凋亡诱导性配体)、

APRIL(增殖诱导性配体)、TWEAK、TRANCE、TALL-1、GITRL、LIGHT以及TNFSF1至TNFSF20(TNF

配体超家族成员1至20)。在一个实施方案中，本发明的有效载荷可为TNF-α。TNF-α可导致肿

瘤细胞的细胞裂解，并且也诱导细胞增殖分化。在一个方面，本发明的效应物模块可包括

DD-TNFα融合多肽。

[0737] 在一个实施方案中，本发明的有效载荷可为融合于TNFα外结构域的细胞因子。所

述有效载荷以融合于TNF外结构域的膜相关细胞因子形式产生。在一个实施方案中，细胞因

子可通过膜相关蛋白酶和/或细胞外间隙中的蛋白酶例如MMP9的作用来从细胞表面脱落。

任何本文所述的细胞因子都可适用于本发明中。所述细胞因子-TNF骨架构建体可用于保持

经加工细胞因子的天然序列，同时保持调控。

[0738] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可包括阻断抑制性细胞因子的抑制性分

子。抑制剂可为对抑制性细胞因子具有特异性的阻断抗体和针对抑制性细胞因子的拮抗剂

等。

[0739] 在一些方面，本发明的有效载荷可包括次级细胞因子IL35的抑制剂。IL35属于白

介素-12(IL12)细胞因子家族，并且是由IL27β链Ebi3和IL12α链p35组成的异二聚体。已描
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述生物活性IL35仅在叉头框蛋白3(Foxp3)+调控性T细胞(Treg)(静息和活化的Treg)的情

况下分泌。不同于家族中的其他成员，IL35似乎通过抑制效应T细胞增殖以及也许其他参数

来仅仅以消炎方式起作用(Collison等,Nature,2007,450(7169):566–569)。

[0740] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可包括阻断转化生长因子β(TGF-β)亚型

(TGF-β1、TGF-β2和TGF-β3)的抑制剂。TGF-β由包括巨噬细胞的许多细胞类型分泌，并且经

常与两种蛋白质LTBP和LAP复合。血清蛋白酶诸如纤维蛋白溶酶会催化活性TGF-β从经活化

巨噬细胞，从复合物释放。已显示TGF-β表达增加与许多癌症的恶性相关联。TGF-β在肿瘤微

环境中的免疫抑制活性会促进肿瘤发生。

[0741] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可包括IDO酶的抑制剂。在一些实施方案

中，融合于本发明的DD的有效载荷可为免疫抑制性分子诸如TGF-β和IDO的抑制剂。

[0742] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可包括趋化因子和趋化因子受体。趋化因

子是一个家族的可诱导邻近应答性细胞的定向趋化性的分泌型小细胞因子或信号传导蛋

白质。趋化因子可为选自由以下组成的组的SCY(小细胞因子)：SCYA1-28(CCL1-28)、SCYB1-

16(CXCL1-16)、SCYC1-2(XCL1-2)、SCYD-1和SCYE-1；或选自以下的C趋化因子：XCL1和XCL2；

或选自以下的CC趋化因子：CCL1、CCL2、CCL3、CCL4、CCL5、CCL6、CCL7、CCL8、CCL9、CCL10、

CCL11、CCL12、CCL13、CCL14、CCL15、CCL16、CCL17、CCL18、CCL19、CCL20、CCL21、CCL22、

CCL23、CCL24、CCL25、CCL26、CCL27和CCL28；或选自以下的CXC趋化因子：CXCL1、CXCL2、

CXCL3、CXCL4、CXCL5、CXCL6、CXCL7、CXCL8、CXCL9、CXCL10、CXCL11、CXCL12、CXCL13、CXCL14、

CXCL15、CXCL16和CXCL17；或CX3C趋化因子CX3CL1。在一些方面，趋化因子受体可为C趋化因

子的受体，包括XCR1；或CC趋化因子的受体，包括CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、CCR6、CCR7、

CCR8、CCR9和CCR10；或CXC趋化因子的受体，包括CXCR1、CXCR2、CXCR3、CXCR4和CXCR5；或

CX3C趋化因子受体CX3CR1。

[0743] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可包括在免疫疗法中起关键作用的其他免

疫调节剂，诸如GM-CSF(粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子)、红血球生成素(EPO)、MIP3a、单核

细胞趋化蛋白(MCP)-1、细胞内粘附分子(ICAM)、巨噬细胞集落刺激因子(M-CSF)、白介素-1

受体活化性激酶(iRAK-1)、乳转铁蛋白(lactotransferrin)和粒细胞集落刺激因子(G-

CSF)。

[0744] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可包括双调蛋白。双调蛋白(AREG)是一种

EGF样生长因子，其结合EGFR受体，并且使CD4+调控性T细胞(Treg)功能增强。AREG促进肿瘤

环境中的免疫抑制。因此，在某一实施方案中，本发明的有效载荷可包括双调蛋白以阻抑在

免疫疗法期间的免疫应答。

[0745] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可包括其中细胞因子、趋化因子和/或其他

可溶性因子可融合于其他生物分子诸如抗体和/或受体的配体的融合蛋白。所述融合分子

可使细胞因子的半衰期增加，使全身性毒性降低，并且使细胞因子在肿瘤部位处的局部浓

度增加。含有两种或更多种细胞因子、趋化因子和/或其他可溶性因子的融合蛋白可用于获

得协同治疗益处。在一个实施方案中，有效载荷可为GM-CSF/IL2融合蛋白。

[0746] 在一些实施方案中，任何本文所述的铰链和跨膜结构域都可作为骨架用于可溶性

细胞因子呈现。细胞因子可通过蛋白酶裂解位点来可操作地连接于CD8铰链和跨膜结构域。

在裂解位点处进行的裂解会使细胞因子从细胞表面膜释放。在一些方面，细胞因子可呈前
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体形式。从前体形式产生细胞因子的活性形式通过在裂解位点处进行的裂解来发生。任何

本文所述的细胞因子都可使用任何本文所述的铰链和跨膜结构域作为骨架来工程化。

[0747] 7.免疫调控剂

[0748] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可包括共抑制性分子(例如免疫检查点)的

抑制剂(拮抗剂)，所述共抑制性分子包括不限于PD-1、PD-L1、PD-L2、CTLA-4、TIM-3、VISTA、

BTLA、TIGIT、LAIRA、CD160、2B4和TGFR。在一些方面，抑制剂可为如先前讨论的阻断/拮抗性

抗体或其片段、或共抑制性受体的配体。

[0749] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可包括共刺激性分子的激动剂，所述共刺

激性分子包括不限于CD27、CD28、CD30、CD40、OX40(CD134)、4-1BB(CD137)、CDS、ICAM-1、

LFA-1(CD11a/CD18)、ICOS(CD278)、GITR、BAFFR、HVEM、CD7、LIGHT、NKG2C、SLAMF7、NKp80、

CD160、B7-H3和CD83。作为一非限制性实例，共刺激性分子ICOS(CD278)的激动剂可为国际

专利公布号：WO2016120789中公开的包含氨基酸序列SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5和6的ICOS结合

蛋白；所述专利的内容以引用的方式整体并入本文。

[0750] 在一些方面，共刺激性分子的激动剂可为如先前讨论的激动性抗体或其片段；或

共刺激性受体的配体；或可使它的靶标的生物活性增强的任何结合分子。举例来说，OX40的

激动性配体可为OX40L(CD252)。如本文所用的OX40配体包括完整OX40配体、可溶性OX40配

体、包括OX40配体的功能活性部分共价连接于第二部分例如蛋白质结构域的融合蛋白、以

及可在氨基酸序列方面从天然存在的OX4L进行变化，但保留特异性结合OX40受体的能力，

或甚至使OX40L的生物活性增强的变体。

[0751] 一般来说，共刺激性分子的激动剂使它的靶标分子的生物活性诸如T细胞活化实

质上增强。合乎需要的是，生物活性增强10、20、30、50、70、80、90、95或甚至100％。

[0752] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可包括可整合先天性免疫应答与适应性免

疫应答两者的免疫调节剂，包括应激蛋白和热激蛋白(HSP)。它们也可为刺激免疫应答的其

他伴侣蛋白和衔接头。作为一非限制性实例，本发明的有效载荷可为包含鞭毛蛋白

(Flagellin)的NF-KB活化性结构域与ATP结合结构域被截断的葡萄糖调控蛋白170

(Grp170)融合的融合蛋白(参见美国专利公布号：US2015/0315255；其内容以引用的方式整

体并入本文)。融合构建体形成可用于刺激抗癌免疫应答的可分泌Grp170-鞭毛蛋白杂合伴

侣蛋白(Flagrp170)。

[0753] 在其他实施方案中，本发明的有效载荷可包括作为细胞质中的衔接分子的STING

(干扰素基因刺激物)蛋白，其作为宿主胞质监视路径的组分会使TANK结合激酶(TBK1)-

IRF3信号传导轴活化，从而导致对使先天免疫性强烈活化的IFNβ和其他IRF-3依赖性基因

产物的诱导，因而导致产生由抗原特异性CD4+和CD8+T细胞以及病原体特异性抗体两者组成

的适应性免疫应答。

[0754] Demaria等人报道通过肿瘤内注射作为STING的激动剂的环状二核苷酸GMP-AMP

(cGAMP)达成的STING蛋白活化加强可使抗肿瘤CD8+T细胞应答增强，从而导致对小鼠黑素

瘤和结肠癌模型中经注射和对侧肿瘤的生长控制。STING依赖性抗肿瘤免疫性取决于由肿

瘤微环境中的内皮细胞产生的I型IFN(Demaria等,Proc .Natl .Acad .Sci .USA ,2015 ,112

(5):15408-15413)。这些研究证明STING通过使肿瘤微环境中的I型IFN信号传导增强来促

进抗肿瘤免疫应答。包含STING的生物回路、效应物模块可单独或与本发明的其他免疫治疗
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剂组合来应用于肿瘤微环境以使抗肿瘤应答增强。

[0755] 除STING蛋白之外，本发明的有效载荷也可包括涉及于感测由病毒和微生物对细

胞的感染以使先天性免疫炎症性应答活化中的PRR(模式识别受体)。所述PRR包括Toll样受

体(TLR)、RIG-I样受体(RLR)、NOD样受体(NLR)和C型凝集素受体(CLR)。RLR家族是一种RNA

感测系统，其包含视黄酸诱导型基因样-I(RIG-1)、黑素瘤分化相关基因5(MDA5)以及遗传

学和生理学实验室蛋白2(LGP2)。RIG-1识别相对较短的dsRNA(直至1kb)，而MDA5检测长的

dsRNA(超过2kb)以使包括IFNα和IFNβ的I型IFN的合成活化(Wilkins等 ,Curr  Opin 

Immunol.,2010,22:41–47)。RLR使激起I型IFN产生的下游信号传导蛋白质活化。TLR识别微

生物中的独特结构；所述结构经常被称为“PAMP”(病原体相关分子样式)。配体结合TLR会激

发诱导炎症和免疫性中涉及的因子诸如促炎性细胞因子和趋化因子的产生以及CD4+和CD8+

T细胞活化的细胞内信号传导路径的级联。在人中鉴定的十个TLR之中，TLR-1、TLR-2、TLR-

4、TLR-5和TLR-6在细胞表面中表达，而TLR-3、TLR-7/TLR-8和TLR-9在ER区室内表达。在一

些实施方案中，本发明的有效载荷可为一种PRR或PRR的激动剂。

[0756] 8.代谢因子/代谢检查点

[0757] 在一些实施方案中，用于免疫疗法的免疫细胞诸如T细胞可在代谢方面加以重新

编程以使抗肿瘤T细胞应答增强。在通过T细胞受体或CAR和共刺激性信号来活化后，代谢活

性为支持免疫细胞(具体来说T细胞)生长、扩增、分化和效应物功能所必需。癌细胞与浸润

性免疫效应细胞之间的代谢竞争导致T细胞无反应性和功能异常。

[0758] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为糖酵解的调节剂。癌细胞中的瓦伯格

效应(Warburg  effect)导致大量产生可抑制T细胞细胞毒性和效应物功能的乳酸。作为一

非限制性实例，用于过继性转移的免疫细胞可被修饰来过度表达使T细胞中的PEP产生增加

的磷酸烯醇丙酮酸羧激酶1(PCK1)。糖酵解代谢物磷酸烯醇丙酮酸(PEP)的产生增加可阻遏

sarco/ER  Ca(2+)-ATP酶(SERCA)活性，因此维持T细胞受体介导的Ca(2+)-NFAT信号传导和

效应物功能(Ho等,Cell,2015,162(6):1217-1228)。

[0759] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可包括OXPHOS路径中涉及的蛋白质。举例

来说，LEM(淋巴细胞扩增分子)是一种可应答于淋巴细胞脉络丛脑膜炎(CMV)感染来促进细

胞毒性CD8+T细胞增殖和效应物功能以及记忆T细胞产生的蛋白质。LEM是介导OXPHOS(氧化

磷酸化)蛋白的翻译以及向线粒体内膜中的插入，由此调控OXPHOS活性的CRIF1(CR6相互作

用因子1)的复合物的一部分。因此，LEM是T细胞代谢(线粒体呼吸水平)和扩增的正性调节

剂(Okoye等,Science,2015,348(6238):995-1001)。

[0760] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为氨基酸调控中涉及的代谢酶的抑制

剂。免疫细胞与肿瘤细胞之间的代谢竞争可导致建立和维持归因于T细胞无反应性的免疫

抑制性肿瘤微环境。非限制性实例包括一氧化氮合成酶和可使细胞外精氨酸降解的精氨酸

酶I或使色氨酸降解的吲哚胺2,3-双加氧酶(IDO)的抑制剂。消除由肿瘤细胞和免疫抑制性

细胞分泌的这些酶可促进抗肿瘤免疫性。

[0761] 在其他实施方案中，本发明的有效载荷可包括对重新脂肪酸和胆固醇生物合成至

关重要的蛋白质。这可包括蛋白质诸如SREBP1(也称为SREBF1)、SREBP2(SREBF2)、HMGCR、

HMGCS、FASN、ACACA和SQLE，以及运输路径诸如LDLR。调节细胞毒性CD8+T细胞的胆固醇代谢

可增强它们的抗肿瘤效应物功能和增殖。胆固醇是膜脂质的关键组分，并且已显示CD8+T细
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胞的质膜胆固醇水平的增加会增强T细胞受体簇集和信号传导以及免疫突触的更高效形成

(Molnár等,J  Biol  Chem.2012,287:42664–42674)。用于过继性转移的T细胞(例如抗肿瘤

CAR  T细胞)可被进一步工程化来表达使胆固醇生物合成和/或运输增强的蛋白质。

[0762] 9.安全性开关

[0763] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可包括SRE调控的安全性开关，其可在重度

毒性的情况下消除过继性转移的细胞，由此缓和T细胞疗法的不利作用。免疫疗法中的过继

性转移的T细胞可应答于TAA的正常组织表达来攻击正常细胞。即使过继性转移的T细胞的

中肿瘤靶标活性也可导致毒性，诸如肿瘤溶解综合征、细胞因子释放综合征和相关巨噬细

胞活化综合征。

[0764] 在一个实施方案中，本发明的有效载荷可通过诱导凋亡或通过已在本领域中开发

的免疫监视来消除不适当活化的细胞。

[0765] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可包括充当安全性开关的诱导型杀伤/自

杀基因。杀伤/自杀基因在引入过继性转移的免疫细胞中时可控制它们的同种异体反应性。

杀伤/自杀基因可为允许通过施用SRE(例如DD)的非治疗性配体来达成经转导细胞的条件

性凋亡的凋亡基因(例如胱天蛋白酶)。

[0766] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可包括胱天蛋白酶9。在一些情况下，胱天

蛋白酶9可被修饰来具有低基础表达，并且缺乏胱天蛋白酶募集结构域(CARD)(美国专利号

US9434935B2的SEQ  ID  NO.:26和SEQ  ID  NO.:28；所述专利的内容以引用的方式整体并入

本文)。

[0767] 在一个实施方案中，本发明的有效载荷是一种自杀基因系统，即iCasp9/化学诱导

的二聚化(CID)系统，其由源于胱天蛋白酶9基因的多肽融合于源于人FK506蛋白的药物结

合结构域组成。施用生物惰性小分子AP1903(利米度得(rimiducid))会诱导药物结合结构

域的交联以及融合蛋白的二聚化，并且转而诱导胱天蛋白酶9的二聚化。这导致下游效应物

胱天蛋白酶3的活化以及后续对细胞凋亡的诱导(Straathof等,Blood ,2005 ,105:4247–

4254；以引用的方式整体并入本文)。使用包括iCasp9基因的CART进行的临床前试验已显示

在小鼠模型中在体内有效消除CAR  T细胞，并且证明这个方法的潜在功效。(Budde等,Plos 

One,2013,8:e82742.10.1371；Hoyos等,Leukemia,2010；24(6):1160-1170)。在一个实施方

案中，本发明的有效载荷可包括胱天蛋白酶9。在一个方面，本发明的效应物模块可为DD-胱

天蛋白酶9融合多肽。在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为全长胱天蛋白酶9(SEQ  ID 

NO .8364，由SEQ  ID  No .8365、8366编码)或胱天蛋白酶9δCD(SEQ  ID  NO .8367，由SEQ  ID 

No.8368编码)。本文所述的胱天蛋白酶9序列可任选包括在序列的C末端的终止密码子。

[0768] 在一些情况下，已显示iCasp9/CID系统即使在不存在利米度得下也具有基础二聚

化率，从而导致非意图的细胞死亡。调控iCasp9/CID的表达水平对使iCasp9/CID系统的功

效最大化至关重要。本发明的生物回路和/或它们的任何组分可用于调控或调谐iCasp9/

CID系统以使它的效用最优化。用于二聚化诱导的凋亡范式中的蛋白质的其他实例可包括

但不限于Fas受体、Fas相关蛋白的死亡效应结构域、FADD、胱天蛋白酶1、胱天蛋白酶3、胱天

蛋白酶7和胱天蛋白酶8。(Belshaw  P.J.等,Chem  Biol.,996,3:731-738；MacCorkle  R.A.

等,Proc  Natl  Acad  Sci,1998,95:3655-3660；Spencer,D.M.等,Curr  Biol.1996；6:839-

847；其各自的内容以引用的方式整体并入本文)。
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[0769] 在一些实施方案中，本发明的安全性开关可包括代谢酶，诸如单纯疱疹病毒胸苷

激酶(HSV-TK)和胞嘧啶脱氨酶(CD)。HSV-TK使包括阿昔洛韦(acyclovir)和更昔洛韦

(ganciclovir，GCV)的核苷类似物磷酸化以产生核苷的三磷酸形式。当并入DNA中时，它导

致链终止和细胞死亡。不同于哺乳动物胸苷激酶，HSV-TK的特征在于对核苷类似物诸如GCV

的亲和力是1000倍高，从而使得它适用作哺乳动物细胞中的自杀基因。胞嘧啶脱氨酶(CD)

可使5-氟胞嘧啶(5-FC)转化成细胞毒性5-氟尿嘧啶(5-FU)(Tiraby等,FEMS  Lett.,1998,

167:41–49)。

[0770] 在一些实施方案中，本发明的安全性开关可包括CYP4B1突变体(作为自杀基因)，

其可在经CAR工程化T细胞中共表达(Roellecker等,Gen  Ther .,2016年5月19日,doi:

10.1038/gt.2016.38.)。

[0771] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可包括可诱导细胞死亡的融合构建体，例

如具有式St-R1-S1-Q-S2-R2的多肽，其中St是茎序列，R1/2和Q是不同表位；并且S1/2是任

选间隔体序列(参见国际专利公布号：WO2013/153391；其内容以引用的方式整体并入本

文)。

[0772] 在一些实施方案中，安全性开关可由特异性结合在过继性转移的细胞的质膜中表

达的抗原的治疗性抗体介导。在施用针对抗原的特异性单克隆抗体之后，抗原-抗体相互作

用允许达成细胞移除。作为非限制性实例，本发明的有效载荷可包括用于介导安全性开关

的抗原和抗体对诸如CD20和抗CD20抗体(Griffioen等,Haematologica ,2009 ,94:1316–

1320)、蛋白质标签和抗标签抗体(Kieback等,Natl .Acad .Sci .U .S .A .,2008 ,105:623–

628)、将来自CD34的表位(作为标记部分)和来自CD20的表位(作为自杀部分)组合的紧凑自

杀基因(RQR8)，其使得能够达成CD34选择、细胞追踪以及在施用抗CD20单克隆抗体之后达

成细胞删除(Philip等,Blood ,2014,124:1277–1287)；截短人EGFR多肽和抗EGFR单克隆抗

体(Wang等,Blood,2011,118:1255–1263)；以及具有如美国专利申请公布号：2015/0093401

中讨论的结构式的紧凑多肽安全性开关；所述文献和专利各自的内容以引用的方式整体并

入本文。

[0773] 10.调控性开关

[0774] 过继性细胞疗法(ACT)的效用已受限于高发生率的移植物抗宿主疾病(GVHD)。

GVHD在过继性转移的T细胞引发免疫应答时发生，从而导致宿主组织损害。由移植物细胞对

宿主抗原的识别会触发意味着急性GVHD的促炎性细胞因子风暴级联。GVHD被表征为免疫系

统的效应分支与调控性分支之间的不平衡。在一些实施方案中，本发明的有效载荷可用作

调控性开关。如本文所用，“调控性开关”是指当在靶标细胞中表达时通过使免疫系统的调

控性分支增强来使对移植物的耐受性增加的蛋白质。

[0775] 在一个实施方案中，调控性开关可包括优先促进调控性T细胞(Treg细胞)的扩增

的有效载荷。Treg是胸腺中关于高亲和力配体加以正性选择的独特细胞群体，并且在对自

身抗原的耐受性方面起重要作用。此外，也已显示Treg在对外来抗原的外周耐受性方面起

作用。因为Treg促进免疫耐受性，所以用本发明组合物使Treg扩增可合乎限制GVHD的需要。

[0776] 在一些实施方案中，调控性开关可包括但不限于Treg活化因子，诸如NFκB、FOXO、

核受体Nr4a、视黄酸受体α、NFAT、AP-1和SMAD。所述因子可导致T细胞中叉头框P3(FOXP3)的

表达，从而导致调控性T细胞程序的活化以及T细胞的扩增。
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[0777] 在一个实施方案中，调控性开关可为T细胞中的转录调控子FOXP3。FOXP3的功能在

于抑制NFAT的功能，此导致对包括IL2和效应T细胞细胞因子的许多基因的表达的抑制。

FOXP3也充当诸如CD2S、细胞毒性T淋巴细胞抗原细胞毒性T淋巴细胞抗原4(CTLA4)、糖皮质

素诱导的TNF受体家族基因(GITR)和叶酸受体4的基因的转录活化子。FOXP3也通过拮抗

RORC(RAR相关孤儿受体C)来抑制IL17产生性辅助T细胞(Th17)的分化。FOXP3的缺乏外显子

2的亚型(FOXP3Δ2)或缺乏外显子7的亚型(FOXP3Δ7)也可用作调控性开关。在一个方面，

本发明的效应物模块可为DD-FOXP3融合多肽。FOXP3可为全长FOXP3(SEQ  ID  NO .8369，由

SEQ  ID  NO.8370编码)；或FOXP3(WT的氨基酸2-431)(SEQ  ID  NO.8371，由SEQ  ID  NO.8372

编码)、Δ2FOXP3(SEQ  ID  NO .8373，由SEQ  ID  NO .8374编码)；或FOXP3Δ(WT的氨基酸2-

396)(SEQ  ID  NO.8375，由SEQ  ID  NO.8376编码)。

[0778] 11.归巢受体

[0779] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可包括将免疫治疗细胞引导至不同解剖区

室诸如指定肿瘤部位的归巢受体。举例来说，表达嵌合抗原受体的T细胞可被进一步修饰来

表达通常不由T细胞表达的归巢受体。如本文所用，术语“归巢受体”是将表达受体的细胞引

导至指定器官、特定组织或特定类型的细胞的受体。所述迁移受体有利于T细胞在某些靶标

器官中的积累。在一些实施方案中，本发明的归巢受体可为粘附分子。在其他实施方案中，

本发明的归巢受体可为介导对趋化因子的趋化性的趋化因子受体。作为非限制性实例，归

巢受体可为B细胞区归巢受体诸如CXCR5；T细胞区归巢受体诸如CXCR7；胃肠归巢受体诸如

CCR9和整合素α4β7(也称为淋巴细胞派伊尔斑(Peyer  patch)粘附分子)；皮肤归巢受体诸

如CLA(皮肤淋巴细胞相关抗原受体)、CCR4、CCR8和CCR10(参见例如国际专利公布号：

WO2016025454；其内容以引用的方式整体并入本文)。其他归巢受体包括不限于使经趋化因

子受体修饰的肿瘤浸润性淋巴细胞重定向至黑素瘤肿瘤的CXCR2和CXCR1(Idorn等 ,

Methods  Mol .Biol .,2016 ,1428:261-276；以及Sapoznik等 ,Cancer  Immunol 

Immunother.,2012,61(10):1833-1847)；当由CD8+T细胞表达时可使经修饰CD8+T细胞归巢

至CCL2 (一种CCR2配体)表达得以增加所处的前列腺癌部位的CCR2 (Garetto等 ,

Oncotarget,2016年5月10日.doi:10.18632/oncotarget.9280)；以及作为肠归巢受体的

CD103。

[0780] 12.免疫信号传导

[0781] 用免疫治疗剂进行的治疗可诱导免疫细胞信号传导，从而导致细胞类型特异性免

疫活性的活化，最终导致免疫应答。在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为用于实现对

信号传导路径的外源性控制的免疫信号传导生物分子。示例性免疫信号传导生物分子包括

转录因子诸如活化的T细胞的核因子(NFAT)(例如NFAT、NFAT2、NFAT3和NFAT  4)、核因子KB

(NFκB)、信号转导子和转录活化子(STAT)、活化蛋白-1(AP-1)、Rel、Fos和Jun；激酶诸如

Janus激酶(JAK)、细胞外信号调控的激酶(ERK)、有丝分裂原活化的蛋白质激酶(MAPK)、哺

乳动物雷帕霉素靶标(mTOR)、磷酸肌醇依赖性激酶(PDK)、蛋白质激酶B(PKB)、IkB激酶

(IKK)、钙/钙调蛋白依赖性激酶(CaMK)；以及其他信号传导分子诸如Ras、Cbl、钙调蛋白

(CaM)、钙蛋白酶(Calpain)和IkkB激酶。

[0782] 在一个实施方案中，本发明的有效载荷可与SHP-1和/或SHP-2的抑制剂联合施用。

酪氨酸蛋白质磷酸酶SHP1(也称为PTPN6)和SHP2(也称为PTPN11)涉及于程序化细胞死亡
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(PD1)抑制性信号传导路径中。PD1的细胞内结构域含有免疫受体酪氨酸基抑制性基序

(ITIM)和免疫受体酪氨酸基转换基序(ITSM)。已显示ITSM会募集SHP-1和SHP-2。这产生负

性共刺激性微簇，所述微簇会诱导近端TCR信号传导分子的脱磷酸化，由此导致对T细胞活

化的抑制，此可导致T细胞耗竭。在一个实施方案中，SHP-1和SHP-2的抑制剂可包括在T细

胞、TIL或其他细胞类型中表达蛋白质的显性负性形式以减轻耗竭。所述突变体可结合内源

性催化活性蛋白质，并且抑制它们的功能。在一个实施方案中，SHP-1和/或SHP-2的显性负

性突变体缺乏为催化活性所需的磷酸酶结构域。在一些实施方案中，Bergeron  S等(2011)

.Endocrinology.2011年12月；152(12):4581-8.；Dustin  JB等(1999)J  Immunol.3月1日；

162(5):2717-24.；Berchtold  S(1998)Mol  Endocrinol.4月；12(4):556-67以及Schram等

(2012)Am  J  Physiol  Heart  Circ  Physiol.1；302(1):H231-43.教导的任何显性负性SHP-

1突变体都可适用于本发明中(所述文献各自的内容以引用的方式整体并入本文)。

[0783] 13.溶瘤性病毒

[0784] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可包括溶瘤性病毒或溶瘤性病毒的任何组

分。在一些实施方案中，有效载荷可为已被遗传修饰来用于溶瘤性病毒疗法中的溶瘤性病

毒或溶瘤性病毒的组分。如本文所用，术语“病毒疗法”是指治疗性使用溶瘤性病毒(有复制

能力的病毒)来攻击和破坏癌细胞。溶瘤性病毒是指能够通过直接靶向和杀灭肿瘤内的癌

细胞而不对正常组织造成伤害来消除恶性肿瘤的那些病毒。具有癌症特异性趋性的示例性

溶瘤性病毒和经遗传工程化溶瘤性病毒可包括细小病毒、腺病毒、柯萨奇病毒(Coxsackie 

virus)、单纯疱疹病毒(HSV)、麻疹病毒、腮腺炎病毒、莫洛尼白血病病毒(Moloney 

leukemia  virus)、粘病毒、新城病病毒(Newcastle  Disease  Virus)、呼肠孤病毒、弹状病

毒、水泡性口炎病毒和痘苗病毒(VV)。它也可为具有增加的溶瘤潜力的嵌合病毒，诸如美国

专利号：9,441,246中的腺病毒-细小病毒嵌合体。溶瘤性病毒可被修饰来较不易经受免疫

抑制，同时更具特异性地靶向特定类别的癌细胞，或被修饰来插入和表达癌症抑制性转基

因。也可对溶瘤性病毒进行修饰以使病毒的复制潜力改进，使病毒效价增加，和/或使可由

病毒感染的癌细胞范围增大。可用作有效载荷的经修饰溶瘤性病毒的实例包括美国专利

号：US8282917B2、国际专利公布号：WO2011070440、WO2004078206A1、WO2016144564、

WO2016119052、WO2009111892中的那些；所述专利各自的内容以引用的方式整体并入本文。

[0785] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为一种或多种病毒外壳蛋白、插入转基

因、可使肿瘤内病毒复制增加的其他因子以及组合。

[0786] 在某一情况下，两种或更多种溶瘤性病毒也可用作同一SRE内或两个或更多个SRE

中的有效载荷以实现对靶标癌细胞的协同杀灭，如国际专利公布号：WO2010020056中所述

(所述专利的内容以引用的方式整体并入本文)。

[0787] 14.基因组编辑系统

[0788] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为基因编辑系统的组分，包括CRISPR(成

簇规律间隔短回文重复序列)、CRISPR酶(Cas9)、CRISPR-Cas9或CRISPR系统和CRISPR-CAS9

复合物。它也可为其他基因组编辑系统，诸如锌指核酸酶、TALEN(转录活化子样效应物基核

酸酶)和兆碱基大范围核酸酶。

[0789] 额外特征

[0790] 本发明的效应物模块可进一步包含调控有效载荷的分布的信号序列、有助于从效
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应物模块构建体裂解有效载荷的裂解和/或加工特征、可调控效应物模块的细胞定位的靶

向和/或穿透信号、和/或一个或多个连接效应物模块的不同组分(例如DD和有效载荷)的接

头序列。在一些实施方案中，效应物模块可进一步包含一个或多个额外特征，诸如接头序列

(具有特定序列和长度)、裂解位点、调控元件(调控目标蛋白质的表达，诸如微小RNA靶向位

点)、将效应物模块导向特定细胞或亚细胞位置的信号序列、穿透序列、或用于追踪效应物

模块的标签和生物标记。

[0791] 1.信号序列

[0792] 除SRE(例如DD)和有效载荷区域之外，本发明的效应物模块也可进一步包含一个

或多个信号序列。信号序列(有时被称为信号肽、靶向信号、靶标肽、定位序列、转运肽、前导

序列或前导肽)将蛋白质(例如本发明的效应物模块)导向它们的指定细胞和/或细胞外位

置。蛋白质信号序列在几乎所有分泌型蛋白质以及许多整合膜蛋白的靶向和易位方面起主

要作用。

[0793] 信号序列是存在于被指定朝向特定位置的大多数新合成蛋白质的N末端的短(长

度是5-30个氨基酸)肽。信号序列可由信号识别粒子(SRP)识别，并且使用I型和II型信号肽

肽酶来裂解。源于人蛋白质的信号序列可作为效应物模块的调控性模块加以并入以将效应

物模块导向特定细胞和/或细胞外位置。这些信号序列以实验方式加以验证，并且可被裂解

(Zhang等,Protein  Sci.2004,13:2819-2824)。

[0794] 在一些实施方案中，尽管未必，但信号序列可位于效应物模块的N末端或C末端，并

且尽管未必，但可从所需效应物模块裂解去除以产生“成熟”有效载荷，即如本文讨论的免

疫治疗剂。

[0795] 在一些实例中，信号序列可为源于天然分泌型蛋白质的分泌型信号序列以及它的

变体。在一些情况下，分泌型信号序列可为细胞因子信号序列，诸如但不限于包含氨基酸

SEQ  ID  NO.261(由核苷酸序列SEQ  ID  NO.262-265编码)的IL2信号序列，和/或包含氨基酸

序列SEQ  ID  NO.266(由核苷酸序列SEQ  ID  NO.267-275编码)的p40信号序列。

[0796] 在一些情况下，可使用将有效载荷导向靶标细胞的表面膜的信号序列。在靶标细

胞的表面上表达有效载荷可适用于限制有效载荷扩散至非靶标体内环境中，由此潜在改进

有效载荷的安全性概况。另外，有效载荷的膜呈现可允许达成生理和定性信号传导以及有

效载荷的稳定化和再循环以获得较长半衰期。膜序列可为有效载荷的N末端组分的内源性

信号序列。任选地，可合乎需要的是将这个序列交换成不同信号序列。信号序列可基于它们

与目标细胞类型的分泌路径的相容性来选择，以使有效载荷存在于T细胞的表面上。在一些

实施方案中，信号序列可为包含氨基酸SEQ  ID  NO.276(由核苷酸序列SEQ  IDNO.277编码)

的IgE信号序列或包含氨基酸SEQ  ID  NO .278(由核苷酸序列SEQ  ID  NO .279-283编码)的

CD8a信号序列。

[0797] 信号序列的其他实例包括可为美国专利号8,148,494、8,258,102、9,133,265、9,

279,007和美国专利申请公布号2007/0141666；以及国际专利申请公布号WO1993/018181中

讨论的经修饰信号序列的变体；所述专利各自的内容以引用的方式整体并入本文。在其他

实例中，信号序列可为来自其他生物体诸如病毒、酵母和细菌的可将效应物模块导向特定

细胞位置诸如核的异源性信号序列(例如EP  1209450)。其他实例可包括来自木霉

(Trichoderma)的可使所融合蛋白质诸如酶的分泌增加的天冬氨酸蛋白酶(NSP24)信号序
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列(例如属于Cervin和Kim的美国专利号8,093,016)、细菌脂蛋白信号序列(例如属于Lau和

Rioux的PCT申请公布号1991/09952)、大肠杆菌(E.coli)肠毒素II信号肽(例如属于Kwon等

人的美国专利号6,605,697)、大肠杆菌分泌信号序列(例如属于Malley等人的美国专利公

布号2016/090404)、来自甲基营养型酵母的脂酶信号序列(例如美国专利号8,975,041)以

及源于棒状杆菌(Coryneform  bacteria)的DNA酶的信号肽(例如美国专利号4,965,197)；

所述专利各自的内容以引用的方式整体并入本文。

[0798] 信号序列也可包括核定位信号(NLS)、核输出信号(NES)、极化细胞微管泡结构定

位信号(参见例如美国专利号：8,993,742；Cour等,Nucleic  Acids  Res.2003,31(1):393-

396；其各自的内容以引用的方式整体并入本文)、细胞外定位信号、用以实现到达亚细胞位

置(例如溶酶体、内质网、高尔基体、线粒体、质膜和过氧化物酶体等)的信号(参见例如美国

专利号7,396,811；以及Negi等,Database,2015,1-7；其各自的内容以引用的方式整体并入

本文)。

[0799] 2.裂解位点

[0800] 在一些实施方案中，效应物模块包含裂解和/或加工特征。本发明的效应物模块可

包括至少一个蛋白质裂解信号/位点。蛋白质裂解信号/位点可位于N末端、C末端、N末端与C

末端之间的任何间隙，诸如但不限于N末端与C末端之间的半途，N末端与半途点之间，半途

点与C末端之间，及其组合。

[0801] 效应物模块可包括任何蛋白酶的一个或多个裂解信号/位点。蛋白酶可为丝氨酸

蛋白酶、半胱氨酸蛋白酶、内肽酶、二肽酶、金属蛋白酶、谷氨酸蛋白酶、苏氨酸蛋白酶和天

冬氨酸蛋白酶。在一些方面，裂解位点可为以下各物的信号序列：弗林蛋白酶、奇异果蛋白

酶(actinidain)、钙蛋白酶-1、羧基肽酶A、羧基肽酶P、羧基肽酶Y、胱天蛋白酶-1、胱天蛋白

酶-2、胱天蛋白酶-3、胱天蛋白酶-4、胱天蛋白酶-5、胱天蛋白酶-6、胱天蛋白酶-7、胱天蛋

白酶-8、胱天蛋白酶-9、胱天蛋白酶-10、组织蛋白酶B、组织蛋白酶C、组织蛋白酶G、组织蛋

白酶H、组织蛋白酶K、组织蛋白酶L、组织蛋白酶S、组织蛋白酶V、梭菌蛋白酶

(clostripain)、胃促胰酶、胰凝乳蛋白酶、弹性蛋白酶、胞内蛋白酶、肠激酶、因子Xa、甲酸、

粒酶B、基质金属肽酶-2、基质金属肽酶-3、胃蛋白酶、蛋白酶K、SUMO蛋白酶、枯草杆菌蛋白

酶、TEV蛋白酶、嗜热菌蛋白酶、凝血酶、胰蛋白酶和标签酶(TAGZyme)。

[0802] 在一个实施方案中，裂解位点是包含氨基酸序列SARNRQKRS(SEQ  ID  NO.284，由核

苷酸序列SEQ  ID  NO .285编码)的弗林蛋白酶裂解位点，或包含氨基酸序列ARNRQKRS(SEQ 

ID  NO.286，由核苷酸序列SEQ  ID  NO.287编码)的经修改弗林蛋白酶裂解位点，或包含氨基

酸序列ESRRVRRNKRSK(SEQ  ID  NO.288，由核苷酸序列SEQ  ID  NO.289-291编码)的经修饰弗

林蛋白酶位点。

[0803] 3.蛋白质标签

[0804] 在一些实施方案中，本发明的效应物模块可包含蛋白质标签。蛋白质标签可用于

检测和监测效应物模块的过程。效应物模块可包括一个或多个标签诸如表位标签(例如

FLAG或血凝素(HA)标签)。许多蛋白质标签可用于本发明效应物模块。它们包括但不限于自

标记多肽标签(例如卤代烷脱卤素酶(halotag2或halotag7)、ACP标签、clip标签、MCP标签、

snap标签)、表位标签(例如FLAG、HA、His和Myc)、荧光标签(例如绿色荧光蛋白(GFP)、红色

荧光蛋白(RFP)、黄色荧光蛋白(YFP)和它的变体)、生物发光标签(例如荧光素酶和它的变
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体)、亲和标签(例如麦芽糖结合蛋白(MBP)标签、谷胱甘肽-S-转移酶(GST)标签)、免疫原性

亲和标签(例如蛋白A/G、IRS、AU1、AU5、glu-glu、KT3、S-tag、HSV、VSV-G、Xpress和V5)、以及

其他标签(例如生物素(小分子)、StrepTag(StrepII)、SBP、生物素羧基载体蛋白(BCCP)、

eXact、CBP、CYD、HPC、CBD内含肽-几丁质结合结构域、Trx、NorpA和NusA)。

[0805] 在其他实施方案中，标签也可选自美国专利号：8,999 ,897；8,357 ,511；7,094 ,

568；5,011 ,912；4,851 ,341；和4,703 ,004；美国专利申请公布号：2013/115635和2013/

012687；以及国际申请公布号：WO2013/091661中公开的那些；所述专利各自的内容以引用

的方式整体并入本文。

[0806] 在一些方面，可使用多个作为相同标签或不同标签的蛋白质标签；各标签可位于

相同N末端或C末端，而在其他情况下，这些标签可位于各个末端。

[0807] 4.靶向肽

[0808] 在一些实施方案中，本发明的效应物模块可进一步包含靶向肽和/或穿透肽。选择

性识别细胞表面标志物(例如受体、跨膜蛋白质和细胞外基质分子)的小型靶向肽和/或穿

透肽可用于使效应物模块靶向所需器官、组织或细胞。在体外合成的短肽(5-50个氨基酸残

基)和天然存在的肽或其类似物、变体、衍生物可并入效应物模块中以使效应物模块归巢至

所需器官、组织和细胞、和/或细胞内部的亚细胞位置。

[0809] 在一些实施方案中，靶向序列和/或穿透肽可被包括在效应物模块中以将效应物

模块驱动至靶标器官或组织或细胞(例如癌细胞)。在其他实施方案中，靶向肽和/或穿透肽

可将效应物模块导向细胞内部的特定亚细胞位置。

[0810] 靶向肽具有从约6至约30(包括端值)的任何数目的氨基酸。肽可具有6、7、8、9、10、

11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29或30个氨基酸。通常，靶

向肽可具有25个或更少氨基酸，例如20个或更少，例如15个或更少。

[0811] 示例性靶向肽可包括但不限于本领域中公开的那些，例如美国专利号9,206,231、

9 ,110 ,059、8 ,706 ,219；和8 ,772 ,449以及美国申请公布号2016/089447 .2016/

060296 .2016/060314 .2016/060312 .2016/060311 .2016/009772 .2016/002613 .2015/

314011和2015/166621.以及国际申请公布号WO2015/179691和WO2015/183044中公开的那

些；所述专利各自的内容以引用的方式整体并入本文。

[0812] 5.接头

[0813] 在一些实施方案中，本发明的效应物模块可进一步包含接头序列。接头区主要充

当效应物模块内两个或更多个多肽之间的间隔体。如本文所用的“接头”或“间隔体”是指连

接两个分子或一个分子的两个部分诸如重组蛋白的两个结构域的一个分子或一组分子。

[0814] 在一些实施方案中，如本文所用的“接头”(L)或“接头结构域”或“接头区”或“接头

模块”或“肽接头”是指长度是约1至100个氨基酸的寡肽或多肽区域，其将效应物模块的任

何结构域/区域连接在一起(也称为肽接头)。肽接头的长度可为1-40个氨基酸、或2-30个氨

基酸、或20-80个氨基酸、或50-100个氨基酸。接头长度也可视所用有效载荷的类型而定以

及基于有效载荷的晶体结构加以最优化。在一些情况下，可优选选择较短接头长度。在一些

方面，肽接头由通过肽键来连接在一起的氨基酸，优选是由肽键连接的1至20个氨基酸组

成，其中氨基酸选自20种天然存在的氨基酸：甘氨酸(G)、丙氨酸(A)、缬氨酸(V)、亮氨酸

(L)、异亮氨酸(I)、丝氨酸(S)、半胱氨酸(C)、苏氨酸(T)、甲硫氨酸(M)、脯氨酸(P)、苯丙氨
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酸(F)、酪氨酸(Y)、色氨酸(W)、组氨酸(H)、赖氨酸(K)、精氨酸(R)、天冬氨酸(D)、谷氨酸

(E)、天冬酰胺(N)和谷氨酰胺(Q)。这些氨基酸中的一者或多者可为糖基化的，如由本领域

中的人士所了解。在一些方面，肽接头的氨基酸可选自丙氨酸(A)、甘氨酸(G)、脯氨酸(P)、

天冬酰胺(R)、丝氨酸(S)、谷氨酰胺(Q)和赖氨酸(K)。

[0815] 在一个实例中，人工设计的肽接头可优选由柔性残基如甘氨酸(G)和丝氨酸(S)的

聚合物组成以使邻近蛋白质结构域相对于彼此自由移动。当可合乎需要的是确保两个邻近

结构域不彼此干扰时，可使用较长接头。对特定接头序列的选择可涉及它是否影响融合构

建体的生物活性、稳定性、折叠、靶向和/或药物动力学特征。肽接头的实例包括但不限于：

SG、MH、GGSG(SEQ  ID  NO.292)，由核苷酸序列SEQ  ID  NO.293编码；GGSGG(SEQ  ID  NO.294)，

由核苷酸序列SEQ  ID  NO .295-299编码；GGSGGG(SEQ  ID  NO .78)，由核苷酸序列SEQ  ID 

NO .93和300编码；SGGGS(SEQ  ID  NO .301)，由核苷酸序列SEQ  ID  NO .302-303编码；

GGSGGGSGG(SEQ  ID  NO .77)，由核苷酸序列SEQ  ID  NO .92编码；GGGGG(SEQ  ID  NO .304)、

GGGGS(SEQ  ID  NO.305)或(GGGGS)n(n＝2(SEQ  ID  NO.306)、3(SEQ  ID  NO.307；由SEQ  ID 

NO .308-313编码)、4(SEQ  ID  NO .314)、5(SEQ  ID  NO .315)或6(SEQ  ID  NO .316))、SSSSG

(SEQ  ID  NO .317)或(SSSSG)n(n＝2(SEQ  ID  NO .318)、3(SEQ  ID  NO .319)、4(SEQ  ID 

NO.320)、5(SEQ  ID  NO.321)或6(SEQ  ID  NO.322))、SGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGSLQ(SEQ  ID 

NO.323)，由核苷酸序列SEQ  ID  NO.324编码；EFSTEF(SEQ  ID  NO.325)，由核苷酸序列SEQ 

ID  NO.326-327编码；GKSSGSGSESKS(SEQ  ID  NO.328)、GGSTSGSGKSSEGKG(SEQ  ID  NO.329)、

GSTSGSGKSSSEGSGSTKG(SEQ  ID  NO .330)、GSTSGSGKPGSGEGSTKG(SEQ  ID  NO .331)、

VDYPYDVPDYALD(SEQ  ID  NO.332)，由核苷酸序列SEQ  ID  NO.333编码；或EGKSSGSGSESKEF

(SEQ  ID  NO .334)；或GSGSGS(SEQ  ID  NO .8330)，由核苷酸序列SEQ  ID  NO .8347编码；或

GSGSGSGS(SEQ  ID  NO.8331)，由核苷酸序列SEQ  ID  NO.8348编码；或GS  GSGGGSGS(SEQ  ID 

NO.8332)，由核苷酸序列SEQ  ID  NO.8349编码；SGSGSGS接头(SEQ  ID  NO:8382)、或SG接头，

由AGT  GGT编码；或包含赖氨酸天冬氨酸的LD接头，由CTAGAT编码。接头也可为DNA限制酶识

别位点或其修饰形式，诸如富含GS或G/S的柔性接头；由GGATCC编码的BamH1位点；富含G/S

的柔性接头或BamH1位点；由TCTAGA编码的SR/Xba  I位点；或由GGAT  CCGGA编码的GSG接头

(BamH1-Gly)接头。

[0816] 在其他实例中，肽接头可由大多数的在空间上不受阻碍的氨基酸诸如甘氨酸(G)

并丙氨酸(A)组成。示例性接头是多甘氨酸(诸如(G)4(SEQ  ID  NO:8378)、(G)5(SEQ  ID  NO:

8379)、(G)8(SEQ  ID  NO:8380))、多(GA)和多丙氨酸。本文所述的接头是示例性的，并且本

发明涵盖长得多以及包括其他残基的接头。

[0817] 接头序列可为源于多结构域蛋白质的天然接头。天然接头是分隔蛋白质内的两个

不同结构域或基序的短肽序列。

[0818] 在一些方面，接头可为柔性的或刚性的。在其他方面，接头可为可裂解的或非可裂

解的。如本文所用，术语“可裂解接头结构域或区域”或“可裂解肽接头”可互换使用。在一些

实施方案中，接头序列可以酶促方式和/或以化学方式裂解。适用于裂解肽接头的酶(例如

蛋白酶/肽酶)的实例包括但不限于Arg-C蛋白酶、Asp-N内肽酶、胰凝乳蛋白酶、梭菌蛋白

酶、肠激酶、因子Xa、谷氨酰基内肽酶、粒酶B、无色菌蛋白酶I、胃蛋白酶、脯氨酸内肽酶、蛋

白酶K、葡萄球菌肽酶I、嗜热菌蛋白酶、凝血酶、胰蛋白酶以及蛋白水解酶的胱天蛋白酶家
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族的成员(例如胱天蛋白酶1-10)。化学敏感性裂解位点也可包括在接头序列中。化学裂解

试剂的实例包括但不限于溴化氰，其裂解甲硫氨酸残基；N-氯丁二酰亚胺、碘苯甲酸或

BNPS-粪臭素(BNPS-skatole)[2-(2-硝基苯基亚磺酰基)-3-甲基吲哚]，其裂解色氨酸残

基；稀酸，其在天冬氨酰基-脯氨酰基键处进行裂解；以及天冬氨酸-脯氨酸酸可裂解识别位

点(即包含一个或多个D-P二肽部分的可裂解肽接头)。融合模块可包括由一个或多个可裂

解肽接头分隔的编码目标肽的多个区域。

[0819] 在其他实施方案中，可裂解接头可为“自裂解”接头肽，诸如2A接头(例如T2A)、2A

样接头或其功能性等效物及其组合。在一些实施方案中，接头包括微小核糖核酸病毒2A样

接头、猪捷申病毒(teschovirus)的CHYSEL序列(P2A)、明脉扁刺蛾病毒(Thosea  asigna 

virus)的CHYSEL序列(T2A)、或其组合、变体和功能性等效物。在一些实施方案中，本发明的

生物回路可包括2A肽。2A肽是来自病毒的具有约20个氨基酸残基的序列，其由细胞内源性

蛋白酶(2A肽酶)识别。2A肽在微小核糖核酸病毒之中得以鉴定，所述微小核糖核酸病毒的

一典型实例是足口病病毒(Robertson  BH等,J  Virol  1985,54:651-660)。2A样序列也已见

于如马鼻炎A病毒的微小核糖核酸病毒以及无关病毒诸如猪捷申病毒-1和昆虫明脉扁刺蛾

病毒(TaV)中。在所述病毒中，多个蛋白质源于由一个开放阅读框编码的大型多聚蛋白。2A

肽介导这个多聚蛋白在形成病毒衣壳与复制多聚蛋白结构域之间的接合部的单一位点处

的共翻译裂解。2A序列含有共有基序D-V/I-E-X-N-P-G-P(SEQ  ID  NO:8381)。这些序列被认

为以共翻译方式起作用，从而防止在甘氨酸和末个脯氨酸之间形成正常肽键，从而导致核

糖体跳跃至下一密码子(Donnelly  ML等(2001) .J  Gen  Virol,82:1013-1025)。在裂解之

后，短肽仍然融合于在裂解位点上游的蛋白质的的C末端，而脯氨酸被添加至在裂解位点下

游的蛋白质的N末端中。在鉴定的2A肽之中，四种2A肽已被广泛使用，即FMDV  2A(在本文中

缩写为F2A)；马鼻炎A病毒(ERAV)2A(E2A)；猪捷申病毒-1  2A(P2A)和明脉扁刺蛾病毒2A

(T2A)。在一些实施方案中，适用于本发明中的2A肽序列选自国际专利公布WO2010042490的

SEQ  ID  NO.8-11，所述专利的内容以引用的方式整体并入本文。在一些实施方案中，裂解位

点可为P2A可裂解肽(SEQ  ID  NO.8239)，由核苷酸序列SEQ  ID  NO.8269编码。

[0820] 其他接头将为本领域技术人员显而易知，并且可与本发明的替代性实施方案关联

使用。

[0821] 本发明的接头也可为非肽接头。举例来说，可使用烷基接头，诸如—NH—(CH2)a-C

(O)—，其中a＝2-20。这些烷基接头可进一步被任何非空间位阻性基团诸如低级烷基(例如

C1-C6)低级酰基、卤素(例如Cl、Br)、CN、NH2、苯基等取代。

[0822] 在一些方面，接头可为来自美国专利号4,946,778、5,525,491、5,856,456以及国

际专利公布号WO2012/083424的人工接头；所述专利各自的内容以引用的方式整体并入本

文。

[0823] 6.经嵌入刺激物、信号和其他调控性特征

[0824] 微小RNA(或miRNA)是长度是19-25个核苷酸的非编码RNA，其结合核酸分子的3′

UTR，并且通过使核酸分子稳定性降低或通过抑制翻译来下调基因表达。本发明的多核苷酸

可包含一个或多个微小RNA靶标序列、微小RNA序列或微小RNA种子。所述序列可对应于任何

已知微小RNA，诸如美国公布号US2005/0261218和美国公布号US2005/0059005中教导的那

些，所述专利的内容以引用的方式整体并入本文。作为一非限制性实施方案，人基因组中的
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已知微小RNA、它们的序列以及它们的结合位点序列列于共同拥有的美国临时专利申请号

62/320,864(2016年4月11日提交)、62/466,596(2017年3月3日提交)和国际公布WO2017/

180587的表14中(所述专利各自的内容以引用的方式整体并入本文)。

[0825] 微小RNA序列包含“种子”区域，即在成熟微小RNA的位置2-8的区域中的序列，所述

序列与miRNA靶标序列具有完全Watson-Crick互补性。微小RNA种子可包含成熟微小RNA的

位置2-8或2-7。在一些实施方案中，微小RNA种子可包含7个核苷酸(例如成熟微小RNA的核

苷酸2-8)，其中相应miRNA靶标中的种子互补性位点由与微小RNA位置1相对的腺嘌呤(A)侧

接。在一些实施方案中，微小RNA种子可包含6个核苷酸(例如成熟微小RNA的核苷酸2-7)，其

中相应miRNA靶标中的种子互补性位点由与微小RNA位置1相对的腺嘌呤(A)侧接。参见例如

Grimson  A,Farh  KK,Johnston  WK,Garrett-Engele  P,Lim  LP,Bartel  DP；Mol  Cell.2007

年7月6日；27(1):91-105。微小RNA种子的碱基与靶标序列具有完全互补性。通过将微小RNA

靶标序列工程化至编码本发明的生物回路组分、效应物模块、SRE或有效载荷的多核苷酸

中，可对分子进行靶向以达成降解或翻译降低，前提是所论述的微小RNA是可用的。这个过

程将使在核酸分子递送后的脱靶效应的危害降低。

[0826] 已报道对微小RNA、微小RNA靶标区域以及它们的表达样式和在生物学中的作用的

鉴定(Bonauer等,Curr  Drug  Targets  201011:943-949；Anand和Cheresh  Curr  Opin 

Hematol  2011  18:171-176；Contreras和Rao  Leukemia  2012  26:404-413(2011年12月20

日.doi:10.1038/leu.2011 .356)；Bartel  Cell  2009  136:215-233；Landgraf等,Cell ,

2007  129:1401-1414；Gentner和Naldini,Tissue  Antigens.201280:393-403以及其中所

有参考文献；所述文献各自以引用的方式整体并入本文)。

[0827] 举例来说，如果多核苷酸不意图递送至肝中而是在那里结束，那么在肝中丰富的

微小RNA  miR-122可抑制多核苷酸的表达，条件是miR-122的一个或多个靶标位点被工程化

至多核苷酸中。可对用不同微小RNA的一个或多个结合位点进行的引入进行工程化以进一

步降低多核苷酸的长久性、稳定性和蛋白质翻译，因此提供在刺激物选择、SRE设计和有效

载荷变化之外的一层额外合理性。

[0828] 如本文所用，术语“微小RNA位点”是指微小RNA靶标位点或微小RNA识别位点或微

小RNA与其结合或缔合的任何核苷酸序列。应了解“结合”可遵循传统Watson-Crick杂交规

则，或可反映微小RNA与靶标序列在或邻近于微小RNA位点处的任何稳定缔合。

[0829] 相反，出于本发明的多核苷酸的目的，微小RNA结合位点可被工程化出它们天然存

在于其中的序列(即从所述序列移除)，以使特定组织中的蛋白质表达增加。举例来说，可移

除miR-122结合位点以使肝中的蛋白质表达改进。

[0830] 对多个组织中的表达的调控可通过引入或移除一个或若干个微RNA结合位点来实

现。

[0831] 具体来说，已知微小RNA在免疫细胞(也称为造血细胞)中差异性表达，所述免疫细

胞诸如抗原呈递细胞(APC)(例如树突细胞和巨噬细胞)、巨噬细胞、单核细胞、B淋巴细胞、T

淋巴细胞、粒细胞、天然杀伤细胞等。免疫细胞特异性微小RNA涉及于免疫原性、自体免疫

性、对感染的免疫应答、炎症以及在基因疗法和组织/器官移植之后的非所要免疫应答中。

免疫细胞特异性微小RNA也调控造血细胞(免疫细胞)的发育、增殖、分化和凋亡的许多方

面。举例来说，miR-142和miR-146仅仅在免疫细胞中表达，特别是在骨髓性树突细胞中是丰
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富的。将miR-142结合位点引入本发明的多肽的3’-UTR中可通过miR-142介导的mRNA降解来

选择性抑制抗原呈递细胞中的基因表达，从而限制专职APC(例如树突细胞)中的抗原呈递，

并且由此防止在基因递送之后由抗原介导的免疫应答(参见Annoni  A等,blood,2009,114,

5152-5161，其内容以引用的方式整体并入本文)。

[0832] 在一个实施方案中，已知在免疫细胞特别是抗原呈递细胞中表达的微小RNA结合

位点可被工程化至多核苷酸中以通过微小RNA介导的RNA降解来抑制多核苷酸在APC中的表

达，从而压制抗原介导的免疫应答，同时维持多核苷酸在其中不表达免疫细胞特异性微小

RNA的非免疫细胞中的表达。

[0833] 已进行并且在本领域中描述许多微小RNA表达研究，以剖析微小RNA在各种癌细

胞/组织和其他疾病中的差异性表达。一些微小RNA在某些癌细胞中异常过度表达，而其他

微小RNA则表达不足。举例来说，微小RNA在癌细胞(WO2008/154098、US2013/0059015、

US2013/0042333、WO2011/157294)；癌干细胞(US2012/0053224)；胰腺癌和疾病(US2009/

0131348、US2011/0171646、US2010/0286232、US8389210)；哮喘和炎症(US8415096)；前列腺

癌(US2013/0053264)；肝细胞癌(WO2012/151212、US2012/0329672、WO2008/054828、US 

8252538)；肺癌细胞(WO2011/076143、WO2013/033640、WO2009/070653、US2010/0323357)；

皮肤T细胞淋巴瘤(WO2013/011378)；结肠直肠癌细胞(WO2011/0281756、WO2011/076142)；

癌症阳性淋巴结(WO2009/100430、US2009/0263803)；鼻咽癌(EP2112235)；慢性阻塞性肺病

(US2012/0264626、US2013/0053263)；甲状腺癌(WO2013/066678)；卵巢癌细胞(US2012/

0309645、WO2011/095623)；乳腺癌细胞(WO2008/154098、WO2007/081740、US2012/

0214699)、白血病和淋巴瘤(WO2008/073915、US2009/0092974、US2012/0316081、US2012/

0283310、WO2010/018563，所述专利各自的内容以引用的方式整体并入本文)中差异性表

达。

[0834] 在一个实施方案中，微小RNA可如本文所述加以使用以支持创建可调谐生物回路。

[0835] 在一些实施方案中，效应物模块可被设计来编码(以DNA或RNA或mRNA形式)一个或

多个有效载荷、SRE和/或调控序列诸如微小RNA或微小RNA结合位点。在一些实施方案中，任

何所编码有效载荷或SRE都可通过突变来稳定或去稳定，接着与一个或多个调控序列组合

以产生双重或多重调谐效应物模块或生物回路系统。

[0836] 各个方面或受调谐模态可为效应物模块或生物回路带来以差异性方式受调谐的

特征。举例来说，SRE可代表去稳定结构域，而蛋白质有效载荷中的突变可改变它的裂解位

点或二聚化性质或半衰期，并且对一个或多个微小RNA或微小RNA结合位点的包括可赋予细

胞去靶向或迁移特征。因此，本发明包括在它们的合理性方面是多因素性的生物回路。

[0837] 在一些实施方案中，本发明组合物可包括任选蛋白酶体衔接头。如本文所用，术语

“蛋白酶体衔接头”是指对所附接有效载荷进行靶向以达成降解的任何核苷酸/氨基酸序

列。在一些方面，衔接头直接对有效载荷进行靶向以达成降解，由此规避对泛素化反应的需

要。蛋白酶体衔接头可与去稳定结构域联合用于使有效载荷的基础表达降低。示例性蛋白

酶体衔接头包括Rad23或hHR23b的UbL结构域；以高亲和力结合靶标蛋白Rb与蛋白酶体的S4

亚单位两者的HPV  E7，此允许达成直接蛋白酶体靶向，从而绕过泛素化机构；结合Rb和蛋白

酶体亚单位S6的蛋白质gankyrin。

[0838] 所述生物回路可被工程化来含有一个、两个、三个、四个或更多个受调谐特征。
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[0839] 多核苷酸

[0840] 本发明提供编码本发明的新型hPDE5  DD、包含有效载荷和相关DD的效应物模块、

包含DD和效应物模块的生物回路系统以及其他组分的多核苷酸。

[0841] 本发明提供经分离生物回路多肽、效应物模块、刺激物响应元件(SRE)和有效载荷

以及编码前述各物中的任一者的多核苷酸；包含本发明的多核苷酸的载体；以及表达本发

明的多肽、多核苷酸和载体的细胞。多肽、多核苷酸、病毒载体和细胞适用于在受试者中诱

导抗肿瘤免疫应答。

[0842] 术语“多核苷酸”或“核酸分子”在它的广义上包括包含核苷酸的聚合物例如连接

的核苷的任何化合物和/或物质。这些聚合物经常被称为多核苷酸。本发明的示例性核酸或

多核苷酸包括但不限于核糖核酸(RNA)、脱氧核糖核酸(DNA)、苏糖核酸(TNA)、二醇核酸

(GNA)、肽核酸(PNA)、锁定核酸(LNA，包括具有β-D-核糖构型的LNA、具有α-L-核糖构型的α-

LNA(LNA的非对映异构体)、具有2′-氨基官能化的2′-氨基-LNA以及具有2′-氨基官能化的

2′-氨基-α-LNA)或其杂合物。

[0843] 在一些实施方案中，本发明的多核苷酸可为信使RNA(mRNA)或任何核酸分子，并且

可或可不加以化学修饰。在一个方面，核酸分子是mRNA。如本文所用，术语“信使RNA(mRNA)”

是指编码目标多肽，并且能够在体外、在体内、原位或离体被翻译以产生所编码目标多肽的

任何多核苷酸。

[0844] 在传统上，mRNA分子的基本组分包括至少编码区、5′UTR、3′UTR、5′帽和多A尾部。

建立在这个野生型模块化结构上，本发明通过提供有效载荷构建体来扩展传统mRNA分子的

功能性范围，所述有效载荷构建体维持模块化组织，但包含一个或多个对多核苷酸赋予适

用性质例如功能合理性的结构和/或化学修饰或改变。如本文所用，“结构”特征或修饰是其

中在多核苷酸中进行两个或更多个连接的核苷的插入、缺失、重复、反转或随机化，而不对

核苷自身进行重大化学修饰的特征或修饰。因为化学键将必定被破坏和重新形成以实现结

构修饰，所以结构修饰具有化学性，因此是化学修饰。然而，结构修饰将产生不同核苷酸序

列。举例来说，多核苷酸“ATCG”可被化学修饰成“AT-5meC-G”。上述多核苷酸可从“ATCG”加

以结构修饰以获得“ATCCCG”。在此处，二核苷酸“CC”已被插入，从而导致对多核苷酸的结构

修饰。

[0845] 在一些实施方案中，本发明的多核苷酸可具有在翻译起始方面起作用的5'UTR序

列。5'UTR序列可包括诸如Kozak序列的特征，所述Kozak序列通常已知涉及于核糖体使基因

的翻译起始所采用的过程中，Kozak序列具有共有XCCR(A/G)CCAUG，其中R是在起始密码子

(AUG)上游三个碱基处的嘌呤(腺嘌呤或鸟嘌呤)，并且X是任何核苷酸。在一个实施方案中，

Kozak序列是ACCGCC。通过对通常见于靶标细胞或组织的大量表达基因中的特征进行工程

化，本发明的多核苷酸的稳定性和蛋白质产生可得以增强。

[0846] 进一步提供可含有内部核糖体进入位点(IRES)的多核苷酸，所述内部核糖体进入

位点在多核苷酸中不存在5'帽结构的情况下使蛋白质合成起始方面起重要作用。IRES可充

当唯一核糖体结合位点，或可充当多个结合位点中的一者。本发明的含有超过一个功能性

核糖体结合位点的多核苷酸可编码由核糖体独立翻译，从而产生双顺反子和/或多顺反子

核酸分子的若干肽或多肽。

[0847] 在一些实施方案中，编码生物回路、效应物模块、DD和有效载荷的多核苷酸可包括
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约30至约100,000个核苷酸(例如30至50、30至100、30至250、30至500、30至1,000、30至1,

500、30至3,000、30至5,000、30至7,000、30至10,000、30至25,000、30至50,000、30至70,

000、100至250、100至500、100至1,000、100至1,500、100至3,000、100至5,000、100至7,000、

100至10,000、100至25,000、100至50,000、100至70,000、100至100,000、500至1,000、500至

1,500、500至2,000、500至3,000、500至5,000、500至7,000、500至10,000、500至25,000、500

至50,000、500至70,000、500至100,000、1,000至1,500、1,000至2,000、1,000至3,000、1,

000至5,000、1,000至7,000、1,000至10,000、1,000至25,000、1,000至50,000、1,000至70,

000、1,000至100,000、1,500至3,000、1,500至5,000、1,500至7,000、1,500至10,000、1,500

至25,000、1,500至50,000、1,500至70,000、1,500至100,000、2,000至3,000、2,000至5,

000、2,000至7,000、2,000至10,000、2,000至25,000、2,000至50,000、2,000至70,000、以及

2,000至100,000个核苷酸)。在一些方面，本发明的多核苷酸可包括超过10,000个核苷酸。

[0848] 编码某些特征诸如裂解位点、接头、迁移信号、标签或其他特征的多核苷酸的区域

的长度可独立地在10-1,000个核苷酸的范围内(例如大于20、30、40、45、50、55、60、70、80、

90、100、120、140、160、180、200、250、300、350、400、450、500、600、700、800和900个核苷酸，

或至少10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、70、80、90、100、120、140、160、180、200、250、

300、350、400、450、500、600、700、800、900和1,000个核苷酸)。

[0849] 在一些实施方案中，本发明的多核苷酸可进一步包含经嵌入调控性部分诸如在核

酸分子的3′UTR内的微小RNA结合位点，其在结合微小RNA分子时，通过使核酸分子稳定性降

低或通过抑制翻译来下调基因表达。相反，出于本发明的多核苷酸的目的，微小RNA结合位

点可被工程化出它们天然存在于其中的序列(即从所述序列移除)，以使特定组织中的蛋白

质表达增加。举例来说，可移除miR-142和miR-146结合位点以使免疫细胞中的蛋白质表达

改进。在一些实施方案中，任何所编码有效载荷都可通过SRE来调控，接着与一个或多个调

控序列组合以产生双重或多重调谐效应物模块或生物回路系统。

[0850] 在一些实施方案中，本发明的多核苷酸可编码本发明的多肽的片段、变体、衍生

物。在一些方面，变异序列可保持相同或类似活性。或者，相对于起始序列，变体可具有改变

的活性(例如增加或降低)。通常，本发明的特定多核苷酸或多肽的变体与那个特定参照多

核苷酸或多肽将具有至少约40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％但小于100％序列同一性，如通过

本文所述以及为本领域技术人员所知的序列比对程序和参数所确定。所述比对工具包括

BLAST套件的那些(Stephen等,Gapped  BLAST  and  PSI-BLAST:a  new  generation  of 

protein  database  search  programs,Nucleic  Acids  Res.,1997,25:3389-3402)。

[0851] 在一些实施方案中，本发明的多核苷酸可加以修饰。如本文所用，术语“经修饰”或

在适当时“修饰”是指关于A、G、U(在DNA中是T)或C核苷酸的化学修饰。修饰可在构成多核苷

酸的核苷的核苷碱基和/或糖部分上。在一些实施方案中，多个修饰被包括在经修饰核酸中

或一个或多个个别核苷或核苷酸中。举例来说，对核苷的修饰可包括一个或多个对核苷碱

基和糖的修饰。对本发明的多核苷酸的修饰可包括例如国际公布号WO2013/052523中教导

的那些修饰中的任一者，所述公布的内容以引用的方式整体并入本文。

[0852] 如本文所述，“核苷”定义为含有糖分子(例如戊糖或核糖)或其衍生物与有机碱基

(例如嘌呤或嘧啶)或其衍生物(在本文中也称为“核苷碱基”)组合的化合物。如本文所述，
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“核苷酸”定义为包括磷酸酯基团的核苷。

[0853] 在一些实施方案中，修饰可在核苷间键联(例如磷酸酯骨架)上。在本文中，在多核

苷酸骨架的情形下，短语“磷酸酯”和“磷酸二酯”可互换使用。骨架磷酸酯基团可通过用不

同取代基置换一个或多个氧原子来修饰。此外，经修饰核苷和核苷酸可包括用另一核苷间

键联全盘置换未修饰磷酸酯部分。经修饰磷酸酯基团的实例包括但不限于硫代磷酸酯、硒

代磷酸酯、硼代磷酸酯(boranophosphate)、硼代磷酸酯(boranophosphate  ester)、膦酸氢

酯、氨基磷酸酯、二氨基磷酸酯、烷基或芳基膦酸酯和磷酸三酯。在二硫代磷酸酯的情况下，

两个非连接性氧均由硫置换。磷酸酯接头也可通过用氮(桥接氨基磷酸酯)、硫(桥接硫代磷

酸酯)和碳(桥接亚甲基-膦酸酯)置换连接性氧来修饰。可使用的其他修饰在例如国际申请

号：WO2013/052523中教导，所述申请的内容以引用的方式整体并入本文。

[0854] 本发明的多核苷酸的核苷酸或核苷碱基的适用于本发明中的化学修饰和/或取代

包括本领域中已知的任何经修饰取代物，例如(±)1-(2-羟基丙基)假尿苷TP、(2R)-1-(2-

羟基丙基)假尿苷TP、1-(4-甲氧基-苯基)假UTP、2′-O-二甲基腺苷、1,2′-O-二甲基鸟苷、1,

2′-O-二甲基肌苷、1-己基-假UTP、1-高烯丙基假尿苷TP、1-羟基甲基假尿苷TP、1-异丙基-

假UTP、1-Me-2-硫代-假UTP、1-Me-4-硫代-假UTP、1-Me-α-硫代-假UTP、1-Me-GTP、2’-氨基-

2’-脱氧-ATP、2’-氨基-2’-脱氧-CTP、2’-氨基-2’-脱氧-GTP、2’-氨基-2’-脱氧-UTP、2’-叠

氮基 - 2’-脱氧 - A T P、杀结核菌素(t u b e r c i d i n e) 、修饰不完全的羟基怀丁苷

(hydroxywybutosine)、5-氧基乙酸尿苷、5-氧基乙酸甲酯尿苷、怀丁苷、丫苷(wyosine)、黄

嘌呤、黄苷-5’-TP、木糖-腺苷、泽布拉瑞(zebularine)、α-硫代-腺苷、α-硫代-胞苷、α-硫

代-鸟苷和/或α-硫代-尿苷。

[0855] 本发明的多核苷酸可包含本文教导的修饰中的一者或多者。不同糖修饰、碱基修

饰、核苷酸修饰和/或核苷间键联(例如骨架结构)可存在于本发明的多核苷酸中的各种位

置处。本领域普通技术人员将了解核苷酸类似物或其他修饰可位于多核苷酸的任何位置

处，以使所述多核苷酸的功能不实质上降低。修饰也可为5′或3′末端修饰。多核苷酸可含有

约1％至约100％经修饰核苷酸(相对于总体核苷酸内含物，或相对于一种或多种类型的核

苷酸，即A、G、U或C中的任何一者或多者)，或任何间插百分比(例如1％至20％、1％至25％、

1％至50％、1％至60％、1％至70％、1％至80％、1％至90％、1％至95％、10％至20％、10％至

25％、10％至50％、10％至60％、10％至70％、10％至80％、10％至90％、10％至95％、10％至

100％、20％至25％、20％至50％、20％至60％、20％至70％、20％至80％、20％至90％、20％

至95％、20％至100％、50％至60％、50％至70％、50％至80％、50％至90％、50％至95％、

50％至100％、70％至80％、70％至90％、70％至95％、70％至100％、80％至90％、80％至

95％、80％至100％、90％至95％、90％至100％、以及95％至100％)。

[0856] 在一些实施方案中，本发明的多核苷酸的一个或多个密码子可用编码天然氨基酸

序列的其他密码子置换以通过被称为密码子选择的过程来调谐SRE的表达。因为mRNA密码

子和tRNA反密码子汇集物倾向于在生物体、细胞类型、亚细胞位置之间以及随时间发生变

化，所以本文所述的密码子选择是时空性(ST)密码子选择。

[0857] 在本发明的一些实施方案中，某些多核苷酸特征可加以密码子优化。密码子优化

是指通过以下方式来修饰核酸序列以达成在宿主细胞中的表达得以增强的过程：用在那个

宿主细胞的基因中最常使用的密码子置换天然序列的至少1、2、3、4、5、10、15、20、25、50个
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或更多个密码子，同时维持天然氨基酸序列。密码子使用可利用密码子适应指数(CAI)来权

衡，所述密码子适应指数衡量编码多核苷酸序列从参照基因集合的偏离。密码子使用表可

在密码子使用数据库(www.kazusa .or.jp/codon/)获得，并且CAI可通过EMBOSS  CAI程序

(emboss.sourceforge.net/)来计算。密码子优化方法在本领域中是已知的，并且可适用于

用以实现若干目标中的一者或多者的尝试中。这些目标包括匹配靶标和宿主生物体中的密

码子频率以确保适当折叠，使核苷酸含量偏倚以改变稳定性或降低二级结构，使可损害基

因构建或表达的串联重复密码子或碱基延伸最小化，定制转录和翻译控制区域，插入或移

除蛋白质信号传导序列，在所编码蛋白质中移除/添加翻译后修饰位点(例如糖基化位点)，

添加、移除或改组蛋白质结构域，插入或缺失限制位点，修饰核糖体结合位点和降解位点，

调整翻译速率以允许蛋白质的各种结构域适当折叠，或降低或消除多核苷酸内的问题二级

结构。密码子优化工具、算法和服务在本领域中是已知的，并且非限制性实例包括来自

GeneArt(Life  Technologies)、DNA2 .0(Menlo  Park  CA)、OptimumGene(GenScript ,

Piscataway,NJ)的服务，诸如但不限于DNAWorks  v3.2.3的算法和/或专有方法。在一个实

施方案中，多核苷酸序列或其部分使用最优化算法来加以密码子优化。各氨基酸的密码子

选项在本领域中是熟知的，用于针对在那个特定物种中的表达加以优化的各种物种表也是

熟知的。

[0858] 在本发明的一些实施方案中，某些多核苷酸特征可加以密码子优化。举例来说，用

于密码子优化的优选区域可在编码多肽的区域的上游(5’)或下游(3’)。这些区域可在有效

载荷编码区或开放阅读框(ORF)的密码子优化之前和/或之后并入多核苷酸中。

[0859] 在优化(如果需要)之后，将多核苷酸组分重构并转化至载体诸如但不限于质粒、

病毒、粘粒和人工染色体中。

[0860] 时空性密码子选择可影响本发明的多核苷酸的表达，因为密码子组成决定mRNA物

质的翻译速率以及它的稳定性。举例来说，经优化密码子的tRNA反密码子是大量的，因此翻

译可得以增强。相比之下，较不常见密码子的tRNA反密码子是较少的，因此翻译可在较慢速

率下进行。Presnyak等人已显示mRNA物质的稳定性取决于密码子含量，并且较高稳定性以

及因此较高蛋白质表达可通过利用经优化密码子来实现(Presnyak等(2015)Cell  160 ,

1111–1124；其内容以引用的方式整体并入本文)。因此，在一些实施方案中，ST密码子选择

可包括选择经优化密码子以使本发明的SRE、效应物模块和生物回路的表达增强。在其他实

施方案中，时空性密码子选择可涉及选择在宿主细胞的基因中较不通常使用的密码子以使

本发明组合物的表达降低。也可改变经优化密码子与在宿主细胞的基因中较不通常使用的

密码子的比率以调谐表达。

[0861] 在一些实施方案中，多核苷酸的某些区域可使用密码子选择方法来修饰。举例来

说，用于密码子选择的优选区域可在编码多肽的区域的上游(5’)或下游(3’)。这些区域可

在有效载荷编码区或开放阅读框(ORF)的密码子选择之前和/或之后并入多核苷酸中。

[0862] 本发明的多核苷酸的终止密码子可被修饰来包括用以改变本发明的SRE、有效载

荷和效应物模块的表达水平的序列和基序。所述序列可被并入以诱导终止密码子通读，其

中终止密码子可指定例如硒代半胱氨酸或吡咯赖氨酸的氨基酸。在其他情况下，终止密码

子可被完全跳过以继续通过替代性开放阅读框来进行翻译。终止密码子通读可用于在特定

比率(例如如由终止密码子情形所决定)下调谐效应物模块的组分的表达。优选终止密码子
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基序的实例包括UGAN、UAAN和UAGN，其中N是C或U。

[0863] 多核苷酸修饰和操作可通过本领域中已知的方法诸如但不限于定点诱变和重组

技术来实现。所得经修饰分子可接着使用体外或体内测定来测试活性，所述测定诸如本文

所述的那些或本领域中已知的任何其他适合筛选测定。

[0864] 在一些实施方案中，本发明的多核苷酸可包含两个或更多个效应物模块序列或两

个或更多个有效载荷序列，其呈诸如ABABAB或AABBAABBAABB或ABCABCABC或其变化形式的

样式，重复一次、两次或超过三次。在这些样式中，各字母A、B或C代表不同效应物模块组分。

[0865] 在另一实施方案中，本发明的多核苷酸可包含两个或更多个效应物模块组分序

列，其中各组分具有一个或多个SRE序列(DD序列)，或两个或更多个有效载荷序列。作为一

非限制性实例，序列可呈诸如ABABAB或AABBAABBAABB或ABCABCABC或其变化形式的样式，在

各区域中重复一次、两次或超过三次。作为另一非限制性实例，序列可呈诸如ABABAB或

AABBAABBAABB或ABCABCABC或其变化形式的样式，跨越整个多核苷酸重复一次、两次或超过

三次。在这些样式中，各字母A、B或C代表不同序列或组分。

[0866] 根据本发明，编码独特生物回路、效应物模块、SRE和有效载荷构建体的多核苷酸

可使用在3′末端的经修饰核苷酸，通过3′末端来连接在一起。化学缀合可用于控制向细胞

中递送的化学计量。多核苷酸可被设计来缀合于其他多核苷酸、染料、插入剂(例如吖啶)、

交联剂(例如补骨脂素(psoralene)、丝裂霉素C(mitomycin  C))、卟啉(TPPC4、得克萨卟啉

(texaphyrin)、Sapphyrin)、多环芳烃(例如吩嗪、二氢吩嗪)、人工核酸内切酶(例如EDTA)、

烷基化剂、磷酸酯、氨基、巯基、PEG(例如PEG-40K)、MPEG、[MPEG]2、多氨基、烷基、经取代烷

基、经放射性标记的标记、酶、半抗原(例如生物素)、运输/吸收促进剂(例如阿司匹林

(aspirin)、维生素E、叶酸)、合成核糖核酸酶、蛋白质例如糖蛋白、或肽例如对共配体具有

特定亲和力的分子、或结合指定细胞类型诸如癌细胞、内皮细胞或骨细胞的抗体、激素和激

素受体、非肽物质诸如脂质、凝集素、碳水化合物、维生素、辅因子或药物。作为非限制性实

例，它们可为具有其他免疫缀合物的缀合物。

[0867] 在一些实施方案中，本发明的多核苷酸的组合物可通过使用Gibson组装方法使效

应物模块的各种组分组合来产生。Gibson组装反应由三个等温反应组成，各自依赖于不同

酶活性，包括产生长突出部分的5'核酸外切酶、填充经退火单链区域的间隙的聚合酶、以及

将经退火和经填充间隙的切口密封的DNA连接酶。在Gibson组装之前进行可用于产生具有

重叠序列的PCR产物的聚合酶链式反应。这些方法可依序重复以组装越来越大的分子。举例

来说，方法可包括重复如上方法以将第二组两个或更多个目标DNA分子彼此接合，接着再次

重复所述方法以将第一组目标DNA分子和第二组目标DNA分子接合，等等。在这些多轮组装

期间的任何阶段，经组装DNA都可通过将它转化至适合微生物中来扩增，或它可在体外加以

扩增(例如用PCR)。

[0868] 在一些实施方案中，本发明的多核苷酸可编码本文教导的包含去稳定结构域(DD)

和至少一个有效载荷的效应物模块。DD结构域可为包含一个、两个、三个、四个、五个或更多

个突变的hPDE5突变体。

[0869] 在一些实施方案中，效应物模块可为由SEQ  ID  NO .95-106；205-222；234-236；

256-260；378-379；469-503；以及526-533编码的PDE5-GFP融合物。在一些实施方案中，效应

物模块可为由SEQ  ID  NO.8285-8298编码的hPDE5-CAR构建体或由SEQ  ID  NO.8352-8361编
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码的hPDE5-IL15-IL15Ra构建体。

[0870] 细胞

[0871] 根据本发明，提供被遗传修饰来表达至少一种本发明的生物回路、SRE(例如DD)、

效应物模块和免疫治疗剂的细胞。本发明的细胞可包括不限于免疫细胞、干细胞和肿瘤细

胞。在一些实施方案中，免疫细胞是免疫效应细胞，包括但不限于T细胞诸如CD8+T细胞和

CD4+T细胞(例如Th1、Th2、Th17、Foxp3+细胞)，记忆T细胞诸如T记忆干细胞、中枢性T记忆细

胞和效应记忆T细胞，终末分化的效应T细胞、天然杀伤(NK)细胞、NK  T细胞、肿瘤浸润性淋

巴细胞(TIL)、细胞毒性T淋巴细胞(CTL)、调控性T细胞(Treg)和树突细胞(DC)、可引发效应

物功能的其他免疫细胞、或其混合物。T细胞可为Tαβ细胞和Tγδ细胞。在一些实施方案中，

干细胞可来自人胚胎干细胞、间质干细胞和神经干细胞。在一些实施方案中，T细胞可被消

减了内源性T细胞受体(参见美国专利号：9,273,283；9,181,527；和9,028,812；其各自的内

容以引用的方式整体并入本文)。

[0872] 在一些实施方案中，相对于特定个别受试者，本发明的细胞可为自体的、同种异体

的、同种同基因的或异种异体的。

[0873] 在一些实施方案中，本发明的细胞可为哺乳动物细胞，特别是人细胞。本发明的细

胞可为原代细胞或永生化细胞系。

[0874] 在一些实施方案中，本发明的细胞可包括作为有效载荷的扩增因子以触发细胞的

增殖和扩增。示例性有效载荷包括RAS诸如KRAS、NRAS、RRAS、RRAS2、MRAS、ERAS和HRAS，

DIRAS诸如DIRAS1、DIRAS2和DIRAS3，NKIRAS诸如NKIRAS1和NKIRAS2，RAL诸如RALA和RALB，

RAP诸如RAP1A、RAP1B、RAP2A、RAP2B和RAP2C，RASD诸如RASD1和RASD2，RASL诸如RASL10A、

RASL10B、RASL11A、RASL11B和RASL12，REM诸如REM1和REM2，GEM、RERG、RERGL和RRAD。

[0875] 经工程化的免疫细胞可通过以下方式来实现：用生物回路、效应物模块、SRE和/或

目标有效载荷(即免疫治疗剂)的多肽或编码所述多肽的多核苷酸或包含所述多核苷酸的

载体转导细胞组合物。载体可为病毒载体诸如慢病毒载体、γ逆转录病毒载体、重组AAV、腺

病毒载体和溶瘤性病毒载体。在其他方面，也可使用非病毒载体，例如纳米粒子和脂质体。

在一些实施方案中，本发明的免疫细胞被遗传修饰来表达至少一种可使用刺激物来调谐的

本发明的免疫治疗剂。在一些实例中，将两种、三种或更多种构建在同一生物回路和效应物

模块中的免疫治疗剂引入细胞中。在其他实例中，可将两种、三种或更多种其各自包含免疫

治疗剂的生物回路、效应物模块引入细胞中。

[0876] 在一些实施方案中，本发明的免疫细胞可为被修饰来表达抗原特异性T细胞受体

(TCR)的T细胞或被修饰来表达本文教导的抗原特异性嵌合抗原受体(CAR)的T细胞(称为

CAR  T细胞)。因此，将至少一种编码本文所述的CAR系统(或TCR)的多核苷酸、或包含所述多

核苷酸的载体引入T细胞中。表达CAR或TCR的T细胞通过CAR或TCR的细胞外靶向部分来结合

特定抗原，由此信号通过细胞内信号传导结构域来传输至T细胞中，因此，T细胞被活化。经

活化CAR  T细胞变化它的行为，包括释放细胞毒性细胞因子(例如肿瘤坏死因子和淋巴毒素

等)，改进细胞增殖速率，变化细胞表面分子等。所述变化导致对表达由CAR或TCR识别的抗

原的靶标细胞的破坏。此外，细胞因子的释放或细胞表面分子的变化会刺激其他免疫细胞，

例如B细胞、树突细胞、NK细胞和巨噬细胞。

[0877] 引入T细胞中的CAR可为仅包括来自TCR  CD3ζ的细胞内信号传导结构域的第一代
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CAR，或包括来自TCR  CD3ζ的细胞内信号传导结构域和共刺激性信号传导结构域的第二代

CAR，或包括来自TCR  CD3ζ的细胞内信号传导结构域和两个或更多个共刺激性信号传导结

构域的第三代CAR，或拆分CAR系统，或开启/关闭开关CAR系统。在一个实例中，CAR或TCR的

表达由本发明的效应物模块中的去稳定结构域(DD)诸如hDHFR突变体控制。存在或不存在

hDHFR结合配体诸如TMP用于调谐经转导T细胞或NK细胞中的CAR或TCR表达。

[0878] 在一些实施方案中，本发明的CAR  T细胞可被进一步修饰来表达另外一种、两种、

三种或更多种免疫治疗剂。免疫治疗剂可为对不同靶标分子具有特异性的另外CAR或TCR；

细胞因子诸如IL2、IL12、IL15和IL18，或细胞因子受体诸如IL15Ra；使抑制性信号转换成刺

激性信号的嵌合转换受体；将过继性转移的细胞导向靶标部位诸如肿瘤组织的归巢受体；

使免疫细胞的代谢最优化的药剂；或当在过继性细胞转移之后观察到重度事件时或当不再

需要转移的免疫细胞时杀灭活化的T细胞的安全性开关基因(例如自杀基因)。这些分子可

被包括在同一效应物模块中或单独效应物模块中。

[0879] 在一个实施方案中，本发明的CAR  T细胞(包括TCR  T细胞)可为“经武装”CAR  T细

胞，其用包含CAR的效应物模块和包含细胞因子的效应物模块转化。诱导性或组成性分泌活

性细胞因子会进一步为CAR  T细胞加置装甲以改进功效和持久性。在这个情形下，所述CAR 

T细胞也被称为“装甲化CAR  T细胞”。“装甲”分子可基于肿瘤微环境以及先天性和适应性免

疫系统的其他要素来选择。在一些实施方案中，分子可为已显示会通过不同机制来进一步

增强CAR  T细胞面对敌对性肿瘤微环境的功效和持久性的刺激性因子，诸如IL2、IL12、

IL15、IL18、I型IFN、CD40L和4-1BBL(Yeku等,Biochem  Soc  Trans.,2016,44(2):412-418)。

[0880] 在一些方面，本发明的经武装CAR  T细胞被修饰来表达CD19CAR和IL12。在CAR于肿

瘤中介导的活化之后，所述T细胞释放诱导型IL12，其加强T细胞活化，并且吸引和活化先天

性免疫细胞以消除CD19阴性癌细胞。

[0881] 在一个实施方案中，本发明的T细胞可被修饰来表达包含CAR的效应物模块和包含

自杀基因的效应物模块。

[0882] 在一个实施方案中，本发明的CAR  T细胞(包括TCR  T细胞)可用包含细胞因子和安

全性开关基因(例如自杀基因)的效应物模块转化。自杀基因可为诸如胱天蛋白酶9的诱导

型胱天蛋白酶，其在由生物回路系统的细胞外刺激物活化时诱导凋亡。所述经诱导凋亡使

经转移细胞消除，如为降低直接毒性和不受控制的细胞增殖的风险所需。

[0883] 在一些实施方案中，本发明的免疫细胞可为被修饰来表达本文教导的抗原特异性

T细胞受体(TCR)或抗原特异性嵌合抗原受体(CAR)的NK细胞。

[0884] 天然杀伤(NK)细胞是先天性淋巴样细胞家族的成员，并且在人中的特征在于在不

存在CD3(T细胞共受体)下表达表型标志物CD56(神经细胞粘附分子)。NK细胞是先天性免疫

系统的强效效应细胞，其介导细胞毒性攻击而不需要先前抗原初免，从而形成针对包括癌

症恶性肿瘤和病毒性感染的疾病的第一防线。

[0885] 若干临床前和临床试验已证明过继性转移NK细胞是一种针对癌症诸如急性骨髓

性白血病的有前景的治疗方法(Ruggeri等,Science；2002,295:2097–2100；以及Geller等,

Immunotherapy,2011,3:1445-1459)。过继性转移表达CAR诸如基于DAP12的活化性CAR的NK

细胞揭示对肿瘤细胞的根除得以改进(Topfer等,J  Immunol.2015；194:3201–3212)。被工

程化来表达CS-1特异性CAR的NK细胞也在多发性骨髓瘤的情况下显示增强的细胞裂解和干
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扰素-γ(IFNγ)产生(Chu等,Leukemia,2014,28(4):917-927)。

[0886] NK细胞活化以一系列具有活化性和抑制性功能的受体为特征。NK细胞上的重要活

化受体包括CD94/NKG2C和NKG2D(C型凝集素样受体)以及天然细胞毒性受体(NCR)NKp30、

NKp44和NKp46，其识别肿瘤细胞或受病毒感染细胞上的配体。NK细胞抑制基本上由多态性

抑制性杀伤细胞免疫球蛋白样受体(KIR)与它们的同源人白细胞抗原(HLA)配体通过HLA分

子的α-1螺旋来进行的相互作用介导。由活化性受体产生的信号与由抑制性受体产生的信

号之间的平衡主要决定立刻细胞毒性活化。

[0887] NK细胞可从外周血液单核细胞(PBMC)分离，或源于人胚胎干(ES)细胞和诱导多能

干细胞(iPSC)。从PBMC分离的原代NK细胞可被进一步扩增以用于过继性免疫疗法。适用于

使NK细胞扩增的策略和方案可包括白介素2(IL2)刺激以及使用自体饲养细胞或使用经遗

传修饰的同种异体饲养细胞。在一些方面，NK细胞可用刺激性配体的组合加以选择性扩增，

所述刺激性配体包括IL15、IL21、IL2、41BBL、IL12、IL18、MICA、2B4、LFA-1和BCM1/SLAMF2

(例如美国专利公布号：US20150190471)。

[0888] 表达包含CAR和/或其他免疫治疗剂的效应物模块的免疫细胞可用作癌症免疫疗

法。免疫疗法包含表达CAR和/或其他免疫治疗剂作为活性成分的细胞，并且可进一步包含

适合赋形剂。赋形剂的实例可包括药学上可接受的赋形剂，包括各种细胞培养基和等张氯

化钠。

[0889] 在一些实施方案中，本发明的细胞可为被遗传修饰来表达本发明组合物的树突细

胞。所述细胞可用作癌症疫苗。

[0890] III.药物组合物和制剂

[0891] 本发明进一步提供包含一种或多种本发明的生物回路、效应物模块、SRE(例如

DD)、刺激物和目标有效载荷(即免疫治疗剂)、载体、细胞和其他组分，以及任选至少一种药

学上可接受的赋形剂或惰性成分的药物组合物。

[0892] 如本文所用，术语“药物组合物”是指本文所述的生物回路、SRE、刺激物和目标有

效载荷(即免疫治疗剂)、其他组分、载体、细胞或其药学上可接受的盐，任选连同其他化学

组分诸如生理上适合的载体和赋形剂一起的制剂。本发明的药物组合物包含有效量的一种

或多种本发明的活性组合物。含有至少一种本发明组合物和/或额外活性成分的药物组合

物的制备将为本领域技术人员在考虑本公开的情况下所知，如由以引用的方式并入本文的

Remington's  Pharmaceutical  Sciences,第18版Mack  Printing  Company,1990所例示。

[0893] 术语“赋形剂”或“惰性成分”是指添加至药物组合物和制剂中以进一步有助于活

性成分的施用的非活性物质。出于本公开的目的，短语“活性成分”通常是指任何一种或多

种如本文所述的待递送的生物回路、效应物模块、SRE、刺激物和目标有效载荷(即免疫治疗

剂)、其他组分、载体和细胞。短语“药学上可接受”是指分子实体和组合物在向动物，诸如像

在适当时向人施用时不产生不利、过敏性或其他不适当反应。

[0894] 在一些实施方案中，向人、人患者或受试者施用药物组合物和制剂。尽管对本文提

供的药物组合物的描述主要涉及适于向人施用的药物组合物，但熟练技术人员将了解所述

组合物通常适于向任何其他动物，例如向非人动物例如非人哺乳动物施用。预期向其施用

药物组合物的受试者包括但不限于非人哺乳动物，包括农业动物诸如牛、马、鸡和猪，家养

动物诸如猫、狗，或研究动物诸如小鼠、大鼠、兔、狗和非人灵长类动物。应了解，对于人施
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用，制剂应满足如由FDA生物标准办公室(FDA  Office  of  Biological  Standards)所要求

的无菌性、致热原性、总体安全性和纯度标准。

[0895] 本发明的药物组合物和制剂可以单一单位剂量形式和/或以多个单一单位剂量形

式制备、包装和/或整批销售。如本文所用，“单位剂量”是包含预定量的活性成分的药物组

合物的个别量。活性成分的量通常等于活性成分的将向受试者施用的剂量，和/或这种剂量

的适宜分数，诸如像这种剂量的一半或三分之一。

[0896] 本发明组合物可以适于递送的任何方式配制。制剂可为但不限于纳米粒子、聚(乳

酸共乙醇酸)(PLGA)、微球体、类脂质、脂质复合物、脂质体、聚合物、碳水化合物(包括简单

糖)、阳离子脂质及其组合。

[0897] 在一个实施方案中，制剂是可包含至少一种脂质的纳米粒子。脂质可选自但不限

于DLin-DMA、DLin-K-DMA、98N12-5、C12-200、DLin-MC3-DMA、DLin-KC2-DMA、DODMA、PLGA、

PEG、PEG-DMG和PEG化脂质。在另一方面，脂质可为阳离子脂质，诸如但不限于DLin-DMA、

DLin-D-DMA、DLin-MC3-DMA、DLin-KC2-DMA和DODMA。

[0898] 对于本发明的多核苷酸，制剂可选自例如于国际申请PCT/US2012/069610中教导

的那些中的任一者，所述申请的内容以引用的方式整体并入本文。

[0899] 本发明的药物组合物中的活性成分、药学上可接受的赋形剂或惰性成分、和/或任

何额外成分的相对量将视所治疗受试者的身份、尺寸和/或状况，以及进一步视组合物将被

施用所采用的途径而变化。举例来说，组合物可包含在0.1％与100％之间，例如在0.5％与

50％之间，在1％-30％之间，在5％-80％之间，至少80％(w/w)的活性成分。

[0900] 治疗或改善疾病的功效可例如通过以下方式来评估：测量疾病进展、疾病缓解、症

状严重性、疼痛减轻、生活质量、药物的为维持治疗作用所需的剂量、疾病标志物的水平或

适合于所治疗或被靶向以达成预防的给定疾病的任何其他可测量参数。完全属于本领域技

术人员的能力的是通过测量所述参数中的任一者或参数的任何组合来监测治疗或预防的

功效。关于施用本发明组合物，“有效针对”例如癌症指示以临床适当方式进行的施用会产

生对于至少统计显著分数的患者来说有益的作用，诸如症状改进、治愈、疾病负荷降低、肿

瘤团块或细胞数目减小、生命延长、生活质量改进、或通常由熟悉治疗特定类型的癌症的医

师认定为正性的其他作用。

[0901] 当在疾病状况的一个或多个参数方面存在统计显著改进时，或根据未恶化或未显

现症状(其中它们将否则被预期)，治疗或预防作用是明显的。作为一实例，在疾病的可测量

参数方面具有至少10％，并且优选至少20％、30％、40％、50％或更大的有利变化可指示有

效治疗。本发明的给定组合物或制剂的功效也可使用如本领域中已知的关于给定疾病的实

验动物模型来评判。当使用实验动物模型时，在观察到统计显著变化时，治疗功效得以证

实。

[0902] IV.递送模态和/或载体

[0903] 载体

[0904] 本发明也提供包装本发明的编码生物回路、效应物模块、SRE(DD)和有效载荷构建

体及其组合的多核苷酸的载体。在一些实施方案中，提供编码去稳定结构域、效应物模块和

生物回路系统的多核苷酸。提供包含本发明的多核苷酸的载体。在一些方面，载体可为非病

毒载体或病毒载体。在一些实施方案中，本发明的载体是病毒载体。病毒载体可包括但不限
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于逆转录病毒载体、腺病毒载体、腺相关病毒载体或慢病毒载体。在一些实施方案中，本发

明的载体可为非病毒载体诸如纳米粒子和脂质体。

[0905] 本发明的载体也可用于将经包装多核苷酸递送至细胞、局部组织部位或受试者

中。这些载体可具有任何种类，包括DNA载体、RNA载体、质粒、病毒载体和粒子。病毒载体技

术是熟知的，并且描述于Sambrook等(2001 ,Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual,

Cold  Spring  Harbor  Laboratory,New  York)中。适用作载体的病毒包括但不限于慢病毒

载体、腺病毒载体、腺相关病毒(AAV)载体、单纯性疱疹病毒载体、逆转录病毒载体、溶瘤性

病毒等。

[0906] 一般来说，载体含有在至少一种生物体中具有功能性的复制起点、启动子序列和

适宜限限制核酸内切酶以及一种或多种可选择标记例如药物抗性基因。

[0907] 如本文所用，启动子定义为由细胞的转录机构识别的为使本发明的多核苷酸序列

的特异性转录起始所需的DNA序列。载体可包含天然或非天然启动子可操作地连接于本发

明的多核苷酸。所选启动子可为强效的，微弱的，组成型的，诱导型的，组织特异性的，发育

阶段特异性的，和/或生物体特异性的。适合启动子的一个实例是立即早期巨细胞病毒

(CMV)启动子序列。这个启动子序列是能够驱动操作性地连接于它的多核苷酸序列的高水

平表达的强效组成型启动子序列。优选启动子的另一实例是延伸生长因子-1.α(EF-1.α)。

也可使用其他组成型启动子，包括但不限于猿猴病毒40(SV40)、小鼠乳腺肿瘤病毒(MMTV)、

人免疫缺陷病毒(HIV)长末端重复序列(LTR)启动子、禽白血病病毒启动子、艾伯斯坦-巴尔

病毒立即早期启动子、劳斯肉瘤病毒启动子以及人基因启动子，包括但不限于磷酸甘油酸

激酶(PGK)启动子、肌动蛋白启动子、肌球蛋白启动子、血红蛋白启动子、泛素C(Ubc)启动

子、人U6小核蛋白启动子和肌酸激酶启动子。在一些情况下，可使用诱导型启动子，诸如但

不限于金属硫蛋白启动子、糖皮质素启动子、孕酮启动子和四环素启动子。在一些实施方案

中，启动子可选自以下：包含核苷酸序列SEQ  ID  NO.335的CMV启动子、包含核苷酸序列SEQ 

ID  NO.336-337的EF1a启动子、以及包含核苷酸序列SEQ  ID  NO.338的PGK启动子。

[0908] 在一些实施方案中，最优启动子可基于它在不存在配体下实现本发明的SRE和有

效载荷的最小表达，并且在存在配体下实现可检测表达的能力来选择。

[0909] 额外启动子元件例如增强子可用于调控转录起始的频率。所述区域可位于起始位

点的上游或下游10-100个碱基对处。在一些情况下，两个或更多个启动子元件可用于以合

作方式或以独立方式使转录活化。

[0910] 在一些实施方案中，重组表达载体可包含对于向其中引入载体的宿主细胞类型是

特异性的调控序列，诸如转录和翻译起始和终止密码子。

[0911] 1.慢病毒载体

[0912] 在一些实施方案中，慢病毒载体/粒子可用作运载体和递送模态。慢病毒是逆转录

病毒科病毒的子组，所述逆转录病毒科病毒因为在整合至宿主基因组中之前需要病毒RNA

基因组逆转录成DNA而得名。因此，慢病毒运载体/粒子的最重要特征是它们的遗传物质整

合至靶标/宿主细胞的基因组中。慢病毒的一些实例包括人免疫缺陷病毒：HIV-1和HIV-2、

猿猴免疫缺陷病毒(SIV)、猫免疫缺陷病毒(FIV)、牛免疫缺陷病毒(BIV)、詹布拉纳病病毒

(Jembrana  Disease  Virus，JDV)、马传染性贫血病毒(EIAV)、马传染性贫血病毒、威司奈-

梅迪病毒(visna-maedi)和山羊关节炎脑炎病毒(CAEV)。
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[0913] 通常，组成基因递送运载体的慢病毒粒子独自是复制缺陷性的(也被称为“自失活

性的”)。慢病毒可借助于通过完整宿主核包膜来达成的进入机制来感染分裂细胞与非分裂

细胞两者(Naldini  L等,Curr.Opin.Biotechnol,1998,9:457-463)。重组慢病毒运载体/粒

子已通过以多重方式使HIV毒力基因减弱来产生，例如使基因Env、Vif、Vpr、Vpu、Nef和Tat

缺失，从而使得载体在生物学上是安全的。相应地，例如源于HIV-1/HIV-2的慢病毒运载体

可介导转基因向非分裂细胞中的高效递送、整合和长期表达。如本文所用，术语“重组”是指

载体或其他核酸含有慢病毒序列与非慢病毒逆转录病毒序列两者。

[0914] 慢病毒粒子可通过在生产细胞诸如人HEK293T细胞中共同表达病毒包装元件和载

体基因组自身来产生。这些元件通常提供在三个(在第二代慢病毒系统的情况下)或四个单

独质粒(在第三代慢病毒系统的情况下)中。生产细胞用编码慢病毒组分(包括病毒的核心

(即结构蛋白)和酶组分以及包膜蛋白)的质粒(被称为包装系统)和编码包括待转移至靶标

细胞中的外来转基因的基因组即运载体自身的质粒(也被称为转移载体)共转染。一般来

说，质粒或载体被包括在生产细胞系中。质粒/载体通过转染、转导或感染来引入生产细胞

系中。用于转染、转导或感染的方法为本领域技术人员所熟知。作为非限制性实例，包装构

建体和转移构建体可通过以下方式来引入生产细胞系中：磷酸钙转染、脂质体转染或电穿

孔，通常连同显性可选择标记诸如neo、DHFR、Gln合成酶或ADA一起，继之以在适当药物存在

下进行选择以及分离克隆。

[0915] 生产细胞产生含有外来基因例如本发明的效应物模块的重组病毒粒子。从培养基

回收重组病毒粒子，并且通过由本领域技术人员使用的标准方法来滴定。重组慢病毒运载

体可用于感染靶标细胞。

[0916] 可用于产生高效价慢病毒粒子的细胞可包括但不限于HEK293T细胞、293G细胞、

STAR细胞(Relander等 ,Mol .Ther .,2005 ,11:452-459)、FreeStyleTM293表达系统

(ThermoFisher ,Waltham ,MA)以及其他基于HEK293T的生产细胞系(例如Stewart等,Hum 

Gene  Ther.2011,22(3):357-369；Lee等,Biotechnol  Bioeng ,2012,10996):1551-1560；

Throm等,Blood.2009,113(21):5104-5110；其各自的内容以引用的方式整体并入本文)。

[0917] 在一些方面，包膜蛋白可为来自其他病毒的异源性包膜蛋白，诸如水泡性口炎病

毒的G蛋白(VSV  G)或杆状病毒gp64包膜蛋白。VSV-G糖蛋白可尤其在分类在水疱病毒属

(vesiculovirus)中的物种之中选择：卡拉加斯病毒(Carajas  virus，CJSV)、金迪普拉病毒

(Chandipura  virus，CHPV)、科卡尔病毒(Cocal  virus，COCV)、伊斯法罕病毒(Isfahan 

virus，ISFV)、马拉巴病毒(Maraba  virus，MARAV)、皮理病毒(Piry  virus，PIRYV)、阿拉戈

斯水泡性口炎病毒(Vesicular  stomatitis  Alagoas  virus，VSAV)、印第安纳水泡性口炎

病毒(Vesicular  stomatitis  Indiana  virus，VSIV)和新泽西水泡性口炎病毒(Vesicular 

stomatitis  New  Jersey  virus，VSNJV)和/或暂时分类在水疱病毒属中的病毒株如草鱼弹

状病毒(Grass  carp  rhabdovirus)、BeAn  157575病毒(BeAn  157575)、博特克病毒(Boteke 

virus，BTKV)、卡尔查基病毒(Calchaqui  virus，CQIV)、美洲鳗病毒(Eel  virus  American，

EVA)、戈雷洛奇病毒(Gray  Lodge  virus，GLOV)、朱罗纳病毒(Jurona  virus，JURY)、克拉马

斯病毒(Klamath  virus，KLAV)、克瓦塔病毒(Kwatta  virus，KWAV)、拉霍亚病毒(La  Joya 

virus，LJV)、马尔佩斯泉病毒(Malpais  Spring  virus，MSPV)、埃尔贡山蝙蝠病毒(Mount 

Elgon  bat  virus，MEBV)、佩里内特病毒(Perinet  virus，PERV)、梭子鱼鱼苗弹状病毒
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(Pike  fry  rhabdovirus，PFRV)、波登病毒(Porton  virus，PORV)、拉迪病毒(Radi  virus，

RADIV)、鲤春病毒血症病毒(Spring  viremia  of  carp  virus，SVCV)、树鼩病毒(Tupaia 

virus，TUPV)、溃疡病弹状病毒(Ulcerative  disease  rhabdovirus，UDRV)和尤格波格丹诺

夫奇病毒(Yug  Bogdanovac  virus，YBV)。gp64或其他杆状病毒包膜蛋白可源于苜蓿银纹夜

蛾核型多角体病毒(Autographa  californica  nucleopolyhedrovirus，AcMNPV)、芹菜夜蛾

核多角体病病毒(Anagrapha  falcifera  nuclear  polyhedrosis  virus)、家蚕(Bombyx 

mori)核多角体病病毒、云杉卷叶蛾(Choristoneura  fumiferana)核型多角体病毒、黄杉毒

蛾(Orgyia  pseudotsugata)单衣壳核多角体病病毒、苹淡褐卷蛾(Epiphyas  postvittana)

核型多角体病毒、美国白蛾(Hyphantria  cunea)核型多角体病毒、蜡螟(Galleria 

mellonella)核多角体病病毒、多理病毒(Dhori  virus)、索哥托病毒(Thogoto  virus)、柞

蚕(Antheraea  pemyi)核型多角体病毒或贝特肯病毒(Batken  virus)。

[0918] 提供在慢病毒粒子中的额外元件可包括在5’末端或3’末端的逆转录病毒LTR(长

末端重复序列)；逆转录病毒输出元件，任选包括慢病毒逆响应元件(RRE)；启动子或其活性

部分以及基因座控制区(LCR)或其活性部分。其他元件包括用以使在非分裂细胞中的转导

效率改进的中央多聚嘌呤区(cPPT)序列、使转基因的表达增强，并且使效价增加的土拔鼠

肝炎病毒(WHP)转录后调控元件(WPRE)。效应物模块连接于载体。

[0919] 用于产生重组慢病毒粒子的方法在本领域中加以讨论，例如在美国专利号：8,

846,385；7,745,179；7,629,153；7,575,924；7,179,903；和6,808,905中加以讨论；所述专

利各自的内容以引用的方式整体并入本文。

[0920] 所用慢病毒载体可选自但不限于pLVX、pLenti、pLenti6、pLJM1、FUGW、pWPXL、

pWPI、pLenti  CMV  puro  DEST、pLJM1-EGFP、pULTRA、pInducer20、pHIV-EGFP、pCW57 .1、

pTRPE、pELPS、pRRL和pLionII。

[0921] 也可使用本领域中已知的慢病毒运载体(参见美国专利号9,260,725；9,068,199；

9,023,646；8,900,858；8,748,169；8,709,799；8,420,104；8,329,462；8,076,106；6,013,

516；和5,994,136；国际专利公布号：WO2012079000；其各自的内容以引用的方式整体并入

本文)。

[0922] 2.逆转录病毒载体(γ-逆转录病毒载体)

[0923] 在一些实施方案中，逆转录病毒载体可用于包装和递送本发明的生物回路、生物

回路组分、效应物模块、SRE或有效载荷构建体。逆转录病毒载体(RV)允许转基因永久整合

在靶标细胞中。除基于复杂HIV-1/2的慢病毒载体之外，基于简单γ-逆转录病毒的逆转录

病毒载体也已广泛用于递送治疗性基因，并且在临床上被证明为是一种能够转导广泛范围

的细胞类型的最高效和强效的基因递送系统。γ逆转录病毒的实例物种包括鼠白血病病毒

(MLV)和猫白血病病毒(FeLV)。

[0924] 在一些实施方案中，源于哺乳动物γ逆转录病毒诸如鼠白血病病毒(MLV)的γ逆

转录病毒载体是重组的。γ逆转录病毒的MLV家族包括亲嗜性、双嗜性、异嗜性和多嗜性亚

家族。亲嗜性病毒能够使用mCAT-1受体来仅感染鼠细胞。亲嗜性病毒的实例是莫洛尼MLV和

AKV。双嗜性病毒通过Pit-2受体来感染鼠、人和其他物种。双嗜性病毒的一个实例是4070A

病毒。异嗜性和多嗜性病毒利用相同(Xpr1)受体，但在它们的物种趋性方面不同。异嗜性病

毒诸如NZB-9-1感染人和其他物种而非鼠物种，而多嗜性病毒诸如灶形成性病毒(MCF)感染
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鼠、人和其他物种。

[0925] γ逆转录病毒载体可通过用若干质粒共转染细胞来在包装细胞中产生，所述质粒

包括编码逆转录病毒结构和酶(gag-pol)多聚蛋白的质粒、编码包膜(env)蛋白的质粒、和

编码载体mRNA的质粒，所述载体mRNA包含待包装在新形成的病毒粒子中的编码本发明组合

物的多核苷酸。

[0926] 在一些方面，重组γ逆转录病毒载体用来自其他病毒的包膜蛋白加以假型化。将

包膜糖蛋白并入病毒粒子的外脂质层中，此可增加/改变细胞趋性。示例性包膜蛋白包括长

臂猿白血病病毒包膜蛋白(GALV)或水泡性口膜炎病毒水泡性口炎病毒G蛋白(VSV-G)、或猿

猴内源性逆转录病毒包膜蛋白、或麻疹病毒H和F蛋白、或人免疫缺陷病毒gp120包膜蛋白、

或科卡尔水疱病毒包膜蛋白(参见例如美国申请公布号：2012/164118；其内容以引用的方

式整体并入本文)。在其他方面，包膜糖蛋白可被遗传修饰来将靶向/结合配体并入γ逆转

录病毒载体中，结合配体包括但不限于肽配体、单链抗体和生长因子(Waehler等 ,

Nat.Rev.Genet.2007,8(8):573–587；其内容以引用的方式整体并入本文)。这些经工程化

的糖蛋白可使载体重靶向(retarget)表达它们的相应靶标部分的细胞。在其他方面，可引

入“分子桥”以将载体导向特定细胞。分子桥具有双重特异性：一端可识别病毒糖蛋白，并且

另一端可结合靶标细胞上的分子决定簇。所述分子桥例如配体-受体、亲和素-生物素、以及

化学缀合、单克隆抗体和经工程化的致融合蛋白可引导病毒载体附着于靶标细胞以达成转

导(Yang等,Biotechnol.Bioeng.,2008,101(2):357-368；以及Maetzig等,Viruses,2011,

3,677-713；其各自的内容以引用的方式整体并入本文)。

[0927] 在一些实施方案中，重组γ逆转录病毒载体是自失活性(SIN)γ逆转录病毒载体。

载体不具有复制能力。SIN载体可具有3’U3区域内的初始包含增强子/启动子活性的缺失。

此外，5’U3区域可用源于巨细胞病毒或RSV的强效启动子(在包装细胞系中是需要的)、或所

选内部启动子、和/或增强子元件置换。可根据为达成本发明的特定目的所需的特定基因表

达要求来进行对内部启动子的选择。

[0928] 在一些实施方案中，将编码生物回路、生物回路组分、效应物模块、SRE的多核苷酸

插入在重组病毒基因组内。重组γ逆转录病毒载体的病毒mRNA的其他组分可通过插入或移

除天然存在的序列(例如插入IRES，插入编码目标多肽或抑制性核酸的异源性多核苷酸，替

代野生型启动子来用来自不同逆转录病毒或病毒的更有效启动子进行改组，等)来修饰。在

一些实例中，重组γ逆转录病毒载体可包含经修饰包装信号、和/或引物结合位点(PBS)、

和/或在5'长末端重复序列(LTR)的U3区域中的5'增强子/启动子元件、和/或在3'-LTR的U3

区域中的经修饰3'-SIN元件。这些修饰可使感染的效价和能力增加。

[0929] 适于递送本发明的生物回路组分、效应物模块、SRE或有效载荷构建体的γ逆转录

病毒载体可选自美国专利号：8,828,718；7,585,676；7,351 ,585；美国申请公布号：2007/

048285；PCT申请公布号：WO2010/113037；WO2014/121005；WO2015/056014；以及欧洲专利

号：EP1757702；EP1757703中公开的那些(所述专利各自的内容以引用的方式整体并入本

文)。

[0930] 3.腺相关病毒载体(AAV)

[0931] 在一些实施方案中，本发明的多核苷酸可被包装至重组腺相关病毒(rAAV)载体

中。所述载体或病毒粒子可被设计来利用任何已知血清型衣壳或血清型衣壳的组合。血清
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型衣壳可包括来自任何经鉴定AAV血清型的衣壳及其变体，例如AAV1、AAV2、AAV2G9、AAV3、

AAV4、AAV4-4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAV11、AAV12和AAVrh10。

[0932] 在一个实施方案中，AAV血清型可为或具有如以引用的方式整体并入本文的美国

公布号US20030138772中所述的序列，诸如但不限于AAV1(US20030138772的SEQ  ID  NO:6和

64)、AAV2(US20030138772的SEQ  ID  NO:7和70)、AAV3(US20030138772的SEQ  ID  NO:8和

71)、AAV4(US20030138772的SEQ  ID  NO:63)、AAV5(US20030138772的SEQ  ID  NO:114)、AAV6

(US20030138772的SEQ  ID  NO:65)、AAV7(US20030138772的SEQ  ID  NO:1-3)、AAV8

(US20030138772的SEQ  ID  NO:4和95)、AAV9(US20030138772的SEQ  ID  NO:5和100)、AAV10

(US20030138772的SEQ  ID  NO:117)、AAV11(US20030138772的SEQ  ID  NO:118)、AAV12

(US20030138772的SEQ  ID  NO:119)、AAVrh10(US20030138772的SEQ  ID  NO:81的氨基酸1至

738)或其变体。变体的非限制性实例包括US20030138772的SEQ  ID  NO:9、27-45、47-62、66-

69、73-81、84-94、96、97、99、101-113，所述专利的内容以引用的方式整体并入本文。

[0933] 在一个实施方案中，AAV血清型可具有如Pulicherla等(Molecular  Therapy ,

2011 ,19(6):1070-1078)，美国专利号：6,156,303；7,198,951；美国专利公布号：US2015/

0159173和US2014/0359799；以及国际专利公布号：WO1998/011244、WO2005/033321和

WO2014/14422中所述的序列；所述文献和专利各自的内容以引用的方式整体并入本文。

[0934] AAV载体不仅包括单链载体，而且包括自身互补性AAV载体(scAAV)。scAAV载体含

有一起退火以形成双链载体基因组的DNA。通过跳过第二链合成，scAAV允许在细胞中快速

表达。

[0935] rAAV载体可通过本领域中的标准方法来制造，诸如通过在sf9昆虫细胞中或在人

细胞诸如HEK293细胞的悬浮细胞培养物中进行三重转染。

[0936] 生物回路、生物回路组分、效应物模块、SRE或有效载荷构建体可在一个或多个病

毒基因组中被编码以包装在本文教导的AAV衣壳中。

[0937] 除至少一个或两个ITR(反向末端重复序列)之外，所述载体或病毒基因组也可包

括某些为从载体或病毒基因组进行表达所必需的调控元件。所述调控元件在本领域中是熟

知的，并且包括例如启动子、内含子、间隔体、填充序列等。

[0938] 在一些实施方案中，超过一个效应物模块或SRE(例如DD)可在病毒基因组中被编

码。

[0939] 4.溶瘤性病毒载体

[0940] 在一些实施方案中，本发明的多核苷酸可被包装至溶瘤性病毒诸如疫苗病毒中。

溶瘤性疫苗病毒可包括足以诱导对肿瘤中的细胞的溶瘤作用的胸苷激酶(TK)缺陷性、粒细

胞巨噬细胞(GM)集落刺激因子(CSF)表达性、有复制能力的痘苗病毒载体的病毒粒子(例如

美国专利号：9,226,977)。

[0941] 在一些实施方案中，本发明的病毒载体可包含两种或更多种本文教导的免疫治疗

剂，其中所述两种或更多种免疫治疗剂可被包括在一个效应物模块中，受同一DD调控。在这

个情况下，两种或更多种免疫治疗剂由同一刺激物同时调谐。在其他实施方案中，本发明的

病毒载体可包含两个或更多个效应物模块，其中各效应物模块包含不同免疫治疗剂。在这

个情况下，两个或更多个效应物模块和免疫治疗剂由不同刺激物调谐，从而单独提供对两

个或更多个组分的独立调控。
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[0942] 5.信使RNA(mRNA)

[0943] 在一些实施方案中，本发明的效应物模块可被设计成信使RNA(mRNA)。如本文所

用，术语“信使RNA”(mRNA)是指编码目标多肽，并且能够在体外、在体内、原位或离体被翻译

以产生所编码目标多肽的任何多核苷酸。所述mRNA分子可具有国际申请号PCT/US2013/

030062中教导的那些mRNA分子中的任一者的结构组分或特征，所述申请的内容以引用的方

式整体并入本文。

[0944] 本发明的多核苷酸也可如例如以下中所教导来设计：Ribostem有限公司于2003年

7月9日提交的英国专利申请序列号0316089 .2(现已放弃)、2004年7月9日提交的以

WO2005005622公布的PCT申请号PCT/GB2004/002981、2006年6月8日提交的以

US20060247195公布的美国专利申请国家阶段进入序列号10/563,897(现已放弃)和2004年

7月9日提交的以EP1646714公布的欧洲专利申请国家阶段进入序列号EP2004743322(现已

撤回)中；Novozymes股份有限公司于2007年12月19日提交的以WO2008140615公布的PCT申

请号PCT/US2007/88060、2009年7月2日提交的以US20100028943公布的美国专利申请国家

阶段进入序列号12/520,072和2009年7月7日提交的以EP2104739公布的欧洲专利申请国家

阶段进入序列号EP2007874376中；罗切斯特大学(University  of  Rochester)于2006年12

月4日提交的以WO2007064952公布的PCT申请号PCT/US2006/46120和2006年12月1日提交的

以US20070141030公布的美国专利申请序列号11/606 ,995中；BioNTech股份有限公司于

2007年12月14日提交的欧洲专利申请序列号EP2007024312(现已放弃)、2008年12月12日提

交的以WO2009077134公布的PCT申请号PCT/EP2008/01059、2010年6月2日提交的以

EP2240572公布的欧洲专利申请国家阶段进入序列号EP2008861423、2010年11月24日提交

的以US20110065103公布的美国专利申请国家阶段进入序列号12/,735,060、2005年9月28

日提交的德国专利申请序列号DE  102005  046  490、2006年9月28日提交的以WO2007036366

公布的PCT申请PCT/EP2006/0448、2012年3月21日公布的国家阶段欧洲专利EP1934345和

2009年8月14日提交的以20100129877公布的国家阶段美国专利申请序列号11/992,638中；

Immune  Disease  Institute股份有限公司于2011年4月15日提交的以US20120046346公布

的美国专利申请序列号13/088,009和2011年4月15日提交的以WO20110130624公布的PCT申

请PCT/US2011/32679中；Shire  Human  Genetic  Therapeutics于2010年11月20日提交的以

US20110244026公布的美国专利申请序列号12/957,340中；Sequitur股份有限公司于1998

年9月18日提交的以WO1999014346公布的PCT申请PCT/US1998/019492中；Scripps 

Research  Institute于2010年2月24日提交的以WO2010098861公布的PCT申请号PCT/

US2010/00567和2011年11月3日提交的以US20120053333公布的美国专利申请国家阶段进

入序列号13/203 ,229中；路德维希-马克西米利安大学(Ludwig-Maximillians 

University)于2010年7月30日提交的以WO2011012316公布的PCT申请号PCT/EP2010/

004681中；Cellscript股份有限公司于2008年6月30日提交，并且2011年10月18日授予的美

国专利号8 ,039 ,214、美国专利申请序列号12/962 ,498(2010年12月7日提交，以

US20110143436公布)、12/962,468(2010年12月7日提交，以US20110143397公布)、13/237,

451(2011年9月20日提交，以US20120009649公布)以及PCT申请PCT/US2010/59305(2010年

12月7日提交，以WO2011071931公布)和PCT/US2010/59317(2010年12月7日提交，以

WO2011071936公布)中；宾夕法尼亚大学校董会(The  Trustees  of  the  University  of 
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Pennsylvania)于2006年8月21日提交的以WO2007024708公布的PCT申请号PCT/US2006/

32372和2009年3月27日提交的以US20090286852公布的美国专利申请国家阶段进入序列号

11/990,646中；Curevac有限责任公司于德国专利申请序列号DE10  2001  027  283.9(2001

年6月5日提交)、DE10  2001  062  480 .8(2001年12月19日提交)和DE  20  2006  051  516

(2006年10月31日提交)(全都已放弃)、欧洲专利号EP1392341(2005年3月30日授予)和

EP1458410(2008年1月2日授予)、PCT申请号PCT/EP2002/06180(2002年6月5日提交，以

WO2002098443公布)、PCT/EP2002/14577(2002年12月19日提交，以WO2003051401公布)、

PCT/EP2007/09469(2007年12月31日提交，以WO2008052770公布)、PCT/EP2008/03033(2008

年4月16日提交，以WO2009127230公布)、PCT/EP2006/004784(2005年5月19日提交，以

WO2006122828公布)、PCT/EP2008/00081(2007年1月9日提交，以WO2008083949公布)以及美

国专利申请序列号10/729,830(2003年12月5日提交，以US20050032730公布)、10/870,110

(2004年6月18日提交，以US20050059624公布)、11/914 ,945(2008年7月7日提交，以

US20080267873公布)、12/446,912(2009年10月27日提交，以US2010047261公布)(现已放

弃)、12/522,214(2010年1月4日提交，以US20100189729公布)、12/787,566(2010年5月26日

提交，以US20110077287公布)、12/787,755(2010年5月26日提交，以US20100239608公布)、

13/185,119(2011年7月18日提交，以US20110269950公布)和13/106,548(2011年5月12日提

交，以US20110311472公布)中，所述专利全都以引用的方式整体并入本文。

[0945] 在一些实施方案中，效应物模块可被设计成自扩增RNA。如本文所用的“自扩增

RNA”是指可在宿主中复制，从而导致RNA和由RNA编码的蛋白质的量增加的RNA分子。所述自

扩增RNA可具有国际专利申请公布号WO2011005799中教导的那些自扩增RNA中的任一者的

结构特征或组分(所述专利的内容以引用的方式整体并入本文)。

[0946] V.给药、递送和施用

[0947] 本发明组合物可通过一种或多种途径和模态来递送至细胞或受试者中。含有一种

或多种本文所述的效应物模块、SRE、免疫治疗剂和其他组分的病毒载体可用于将它们递送

至细胞和/或受试者中。也可使用其他模态，诸如mRNA、质粒，以及以重组蛋白形式使用。

[0948] 1.向细胞中递送

[0949] 在本发明的另一方面，可将编码本发明的生物回路、效应物模块、SRE(例如DD)、目

标有效载荷(免疫治疗剂)和组合物的多核苷酸和包含所述多核苷酸的载体引入细胞诸如

免疫效应细胞中。

[0950] 在本发明的一个方面，编码本发明的生物回路、效应物模块、SRE(例如DD)、目标有

效载荷(免疫治疗剂)和组合物的多核苷酸可被包装至病毒载体中或整合至病毒基因组中，

从而允许短暂或稳定表达多核苷酸。优选病毒载体是逆转录病毒载体，包括慢病毒载体。为

构建逆转录病毒载体，将编码生物回路、效应物模块、DD或目标有效载荷(即免疫治疗剂)的

多核苷酸分子代替某些病毒序列来插入病毒基因组中以产生复制缺陷性病毒。接着将重组

病毒载体引入含有gag、pol和env基因，但不具有LTR和包装组分的包装细胞系中。使重组逆

转录病毒粒子分泌至培养基中，接着收集，任选加以浓缩，并且用于基因转移。慢病毒载体

是尤其优选的，因为它们能够感染分裂细胞与非分裂细胞两者。

[0951] 载体也可通过非病毒方法，用物理方法诸如针、电穿孔、声致穿孔、流体动力穿孔；

化学载体诸如无机粒子(例如磷酸钙、二氧化硅、金)和/或化学方法来转移至细胞中。在一
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些实施方案中，合成或天然生物可降解剂可用于递送，所述生物可降解剂诸如阳离子脂质、

脂质纳米乳液、纳米粒子、基于肽的载体、或基于聚合物的载体。

[0952] 在一些实施方案中，本发明的多肽可被直接递送至细胞中。在一个实施方案中，本

发明的多肽可使用包含内体渗漏结构域(ELD)融合于细胞穿透结构域(CLD)的合成肽来递

送。将本发明的多肽与ELD-CLD合成肽一起共引入细胞中。ELD有助于圈闭在内体中的蛋白

质逃逸至胞质液中。所述结构域源于微生物和病毒来源的蛋白质，并且已在本领域中加以

描述。CPD允许蛋白质跨越质膜进行运输，并且也已在本领域中加以描述。当相较于与任一

单独结构域一起共转导时，ELD-CLD融合蛋白以协同方式使转导效率增加。在一些实施方案

中，作为允许运载物从内体逃逸至胞质液中的另一方法，可任选将富含组氨酸的结构域添

加至穿梭构建体中。穿梭体也可在N末端或C末端包括半胱氨酸残基以产生融合肽的多聚

体。当相较于单融合肽构建体时，通过将半胱氨酸残基添加至肽的末端中来产生的ELD-CLD

融合肽多聚体显示甚至更大的转导效率。本发明的多肽也可附接于适当定位信号以将运载

物导向适当亚细胞位置例如核。在一些实施方案中，国际专利公布WO2016161516和

WO2017175072中教导的任何ELD、CLD或融合ELD-CLD合成肽都可适用于本发明中(所述专利

各自的内容以引用的方式整体并入本文)。

[0953] 2.给药

[0954] 本发明提供包括向有需要的受试者施用任何一种或多种用于免疫疗法的组合物

的方法。这些组合物可使用有效预防或治疗临床疾患诸如癌症、感染疾病和其他免疫缺陷

疾病的任何量和任何施用途径来向受试者施用。

[0955] 本发明的组合物通常以剂量单位形式配制以易于达成剂量的施用和均一性。然

而，应了解本发明组合物的总每日用量将由主治医师在合理医学判断的范围内决定。用于

任何特定患者的特定治疗有效或防治有效剂量水平都将取决于多种因素，包括所治疗的病

症和病症的严重性；所用特定化合物的活性；所用特定组合物；患者的年龄、体重、总体健康

状况、性别和膳食；所用特定化合物的施用时间、施用途径、先前或并行治疗干预以及排泄

速率；治疗的持续时间；与所用特定化合物组合或同时使用的药物；以及医学领域中熟知的

类似因素。

[0956] 本发明组合物可以不同剂量用于避免T细胞无反应性，预防细胞因子释放综合征，

以及使与免疫疗法相关的毒性最小化。举例来说，低剂量的本发明组合物可用于初始治疗

具有高肿瘤负荷的患者，而具有低肿瘤负荷的患者可用较高和重复剂量的本发明组合物治

疗以确保识别最小肿瘤抗原负荷。在另一情况下，本发明组合物可以脉冲方式递送以使滋

养T细胞信号传导降低，并且使体内持久性增强。在一些方面，可通过以下方式来使毒性最

小化：初始使用低剂量的本发明组合物，随后施用高剂量。如果血清标志物诸如铁蛋白

(ferritin)、血清C反应蛋白、IL6、IFNγ和TNF-α升高，那么可修改给药。

[0957] 在一个实施方案中，向有需要的受试者施用表达本文所述的组合物例如效应物模

块的多肽和/或多核苷酸以治疗癌症。在一个实施方案中，向有需要的受试者施用包含本文

所述的生物回路、效应物模块和/或SRE的细胞群体以治疗癌症。

[0958] 在一个实施方案中，在本文所述的剂量和/或给药时程下施用表达本文所述的组

合物的细胞。

[0959] 在一个实施方案中，将组合物引入免疫细胞(例如T细胞、NK细胞)中。组合物可通
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过包括但不限于病毒转导、转染和/或体外转录的方法来引入免疫细胞中。在一些实施方案

中，用逆转录病毒对免疫细胞进行转导。在一个方面，逆转录病毒可为慢病毒。在一些方面，

慢病毒的效价可用于调谐有效载荷的表达。在一些实施方案中，慢病毒的效价可具有在

0.001-0.01、0.01-0.1、0.1-1、或1-10的范围内的感染复数(MOI)。在一些实施方案中，MOI

可为1、2、3、4、5、6、7、8、9或10。

[0960] 在一些实施方案中，受试者(例如人)接受用包含本文所述的组合物例如SRE的免

疫细胞进行的初始施用，以及一次或多次后续细胞施用。在一些实施方案中，可向受试者施

用治疗有效量的本文所述的组合物和/或细胞。在一些实施方案中，治疗有效量可指示为抑

制肿瘤，降低肿瘤流行和/或肿瘤负荷所需的精确量。治疗有效量可在考虑受试者的年龄、

重量、肿瘤尺寸、性别、感染或转移程度的情况下确定。在一些实施方案中，表达本文所述的

组合物的细胞可在每kg受试者体重104至109个细胞的剂量下施用。细胞可通过使用免疫疗

法中通常已知的输注技术来施用(参见例如Rosenberg等,New  Eng .J .of  Med .319:1676,

1988；其内容以引用的方式整体并入本文)。

[0961] 在一些方面，受试者可经受白细胞单采术，其中离体收集、富集或消减白细胞以选

择和/或分离目标细胞例如T细胞。这些T细胞分离物可通过本领域中已知的方法来扩增并

处理以使本发明组合物可被引入细胞中。有需要的受试者可随后经受用高剂量化学疗法继

之以外周血液干细胞移植进行的标准治疗。在某些方面，在移植之后或与移植并行，受试者

接受本发明的免疫细胞的输注。在另一方面，在手术之前或之后施用经扩增细胞。

[0962] 以上治疗的待向患者施用的剂量将随所治疗的疾患的确切性质和治疗的接受者

而变化。可根据本领域接受的规范对用于向人施用的剂量进行缩放。

[0963] 在一个实施方案中，例如使用体外转录来将组合物引入免疫细胞(例如T细胞、NK

细胞)中，并且受试者(例如人)接受用本发明的免疫细胞(例如T细胞、NK细胞)进行的初始

施用，以及用本发明的免疫细胞(例如T细胞、NK细胞)进行的一次或多次后续施用，其中所

述一次或多次后续施用在前次施用之后小于15天，例如14、13、12、11、10、9、8、7、6、5、4、3或

2天施用。在一个实施方案中，每周向受试者(例如人)施用超过一次用本发明的免疫细胞

(例如T细胞、NK细胞)进行的施用，例如每周施用2、3或4次用本发明的免疫细胞(例如T细

胞、NK细胞)进行的施用。在一个实施方案中，受试者(例如人受试者)每周接受超过一次用

免疫细胞(例如T细胞、NK细胞)进行的施用(例如每周2、3或4次施用)(在本文中也称为循

环)，继之以一周不施用免疫细胞(例如T细胞、NK细胞)，接着向受试者施用一次或多次用免

疫细胞(例如T细胞、NK细胞)进行的额外施用(例如每周超过一次用免疫细胞(例如T细胞、

NK细胞)进行的施用)。在另一实施方案中，受试者(例如人受试者)接受超过一个循环的免

疫细胞(例如T细胞、NK细胞)，并且各循环之间的时间小于10、9、8、7、6、5、4或3天。在一个实

施方案中，每隔一天施用免疫细胞(例如T细胞、NK细胞)以达成每周3次施用。在一个实施方

案中，持续至少两周、三周、四周、五周、六周、七周、八周或更多周施用本发明的免疫细胞

(例如T细胞、NK细胞)。在一些实施方案中，表达本文所述的本发明组合物的免疫细胞的剂

量包括约1x106、1.1x106、2x106、3.6x106、5x106、1x107、1.8x107、2x107、5x107、1x108、2x108、

3x108、或5x108个细胞/kg。在一些实施方案中，免疫细胞的剂量包括至少约1x106、1.1x106、

2x106、3.6x106、5x106、1x107、1.8x107、2x107、5x107、1x108、2x108、3x108、或5x108个细胞/kg。

在一些实施方案中，免疫细胞的剂量包括多达约1x106、1.1x106、2x106、3.6x106、5x106、
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1x107、1.8x107、2x107、5x107、1x108、2x108、3x108、或5x108个细胞/kg。在一些实施方案中，免

疫细胞的剂量包括约1.1x106-1.8x107个细胞/kg。在一些实施方案中，免疫细胞的剂量包括

约1x107、2x107、5x107、1x108、2x108、3x108、5x108、1x109、2x109、或5x109个细胞。在一些实施

方案中，免疫细胞的剂量包括至少约1x107、2x107、5x107、1x108、2x108、3x108、5x108、1x109、

2x109、或5x109个细胞。在一些实施方案中，免疫细胞的剂量包括多达约1x107、2x107、5x107、

1x108、2x108、3x108、5x108、1x109、2x109、或5x109个细胞。在一些实施方案中，免疫细胞的剂

量包括多达约1x107、1.5x107、2x107、2.5x107、3x107、3.5x107、4x107、5x107、1x108、1.5x108、

2x108、2.5x108、3x108、3.5x108、4x108、5x108、1x109、2x109、或5x109个细胞。在一些实施方案

中，免疫细胞的剂量包括多达约1-3x107至1-3x108个细胞。

[0964] 在一个实施方案中，表达本文所述的组合物的细胞作为针对疾病例如癌症例如本

文所述的癌症的第一线治疗加以施用。在另一实施方案中，表达本文所述的组合物的细胞

作为针对疾病例如癌症例如本文所述的癌症的第二线、第三线、第四线治疗加以施用。在一

些实施方案中，受试者可在细胞施用之前经受预先调节。

[0965] 本文也提供向有需要的受试者施用本发明的配体的方法。配体可使用有效调谐本

发明的生物回路的任何量和任何施用途径来向受试者或向细胞施用。视受试者的物种、年

龄和总体状况、疾病的严重性、特定组合物、它的施用模式、它的活性模式等而定，所需精确

量将在受试者与受试者之间不同。受试者可为人、哺乳动物或动物。本发明的组合物通常以

单位剂型配制以易于达成剂量的施用和均一性。然而，应了解本发明组合物的总每日用量

将由主治医师在合理医学判断的范围内决定。在某些实施方案中，本发明的配体可在以下

剂量水平下施用，所述剂量水平足以在一天一次或多次的情况下每天递送每kg受试者体重

约0.0001mg至约100mg、约0.001mg至约0.05mg、约0.005mg至约0.05mg、约0.001mg至约

0.005mg、约0.05mg至约0.5mg、约0.01mg至约50mg、约0.1mg至约40mg、约0.5mg至约30mg、约

0.01mg至约10mg、约0.1mg/至约10mg、或约1mg至约25mg、约10mg至约100mg、约50mg至约

500mg、约100mg至约1000mg，以获得所需作用。在一些实施方案中，剂量水平可为分成一天

一次或多次的每天每kg受试者体重1mg、5mg、10mg、20mg、30mg、40mg、50mg、60mg、70mg、

80mg、90mg、100mg、100mg、110mg、120mg、130mg、140mg、150mg、160mg、170mg、180mg、190mg或

mg，以获得所需作用。

[0966] 本公开提供用于向细胞或组织递送任何本文所述的配体的方法，所述方法包括使

所述细胞或组织与所述配体接触，并且可在体外、离体或在体内实现。在某些实施方案中，

本发明的配体可在足以递送约1nM至约10nM、约5nM至约50nM、约10nM至约100nM、约50nM至

约500nM、约100nM至约1000nM、约1μM至约10μM、约5μM至约50μM、约10μM至约100μM、约25μM

至约250μM、约50μM至约500μM的剂量水平下向细胞施用。在一些实施方案中，配体可在选自

但不限于0.0064μM、0.0032μM、0.016μM、0.08μM、0.4μM、1μM、2μM、5μM、10μM、25μM、50μM、75μ

M、100μM、150μM、200μM、250μM的剂量下向细胞施用。

[0967] 本发明的配体的所需剂量可仅一次、一天三次、一天两次、一天一次、每隔一天、每

三天、每周、每两周、每三周、或每四周加以递送。在某些实施方案中，可使用多次施用(例如

两次、三次、四次、五次、六次、七次、八次、九次、十次、十一次、十二次、十三次、十四次或更

多次施用)来递送所需剂量。当采用多次施用时，可使用分次给药方案，诸如本文所述的那

些。如本文所用，“分次剂量”是将“单一单位剂量”或总每日剂量分成两次或更多次剂量，例
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如分两次或更多次施用“单一单位剂量”。如本文所用，“单一单位剂量”是任何治疗剂的以

一次剂量/一次/单一途径/单一接触点，即以单一施用事件施用的剂量。本发明的配体的所

需剂量可以“脉冲剂量”形式或以“连续流”形式施用。如本文所用，“脉冲剂量”是任何治疗

剂的以固定频率历经一段时期加以施用的一系列单一单位剂量。如本文所用，“连续流”是

治疗剂的以单一途径/单一接触点持续一段时期，即以连续施用事件加以连续施用的剂量。

总每日剂量，即在24小时时期中给与或指定的量，可通过这些方法中的任一者，或以这些方

法的组合，或通过适于药物施用的任何其他方法来施用。

[0968] 3.施用

[0969] 在一些实施方案中，用于免疫疗法的组合物可离体向细胞施用，并且随后向受试

者施用。免疫细胞可使用本领域中已知的多种方法来分离和离体扩增。举例来说，分离细胞

毒性T细胞的方法描述于美国专利号6,805,861和6,531,451中；所述专利各自的内容以引

用的方式整体并入本文。对NK细胞的分离描述于美国专利号：7,435,596中；所述专利的内

容以引用的方式整体并入本文。

[0970] 在一些实施方案中，视细胞的性质而定，细胞可以广泛多种方式引入宿主生物体

例如哺乳动物中，所述方式包括通过注射、输液、输注、局部滴注或植入。在一些方面，本发

明的细胞可被引入在肿瘤部位处。采用的细胞的数目将取决于许多事项，即引入目的、细胞

的寿命、待使用的方案例如施用次数、细胞繁殖的能力等。细胞可处于生理上可接受的培养

基中。

[0971] 在一些实施方案中，本发明的细胞可以多次剂量向患有疾病或疾患的受试者施

用。施用通常实现癌症或临床疾患的一种或多种症状的改进，和/或治疗或预防癌症或临床

疾患或其症状。

[0972] 在一些实施方案中，用于免疫疗法的组合物可在体内施用。在一些实施方案中，包

含本发明的生物回路、效应物分子、SRE、目标有效载荷(免疫治疗剂)和组合物的本发明的

多肽可在体内向受试者递送。免疫治疗剂的体内递送在本领域中得以充分描述。举例来说，

细胞因子的递送方法描述于欧洲专利号：EP0930892A1中，所述专利的内容以引用的方式并

入本文。

[0973] 递送途径

[0974] 本发明的药物组合物、生物回路、生物回路组分、包括它们的SRE(例如DD)的效应

物模块、有效载荷(即免疫治疗剂)、载体和细胞可通过用以实现治疗有效结果的任何途径

来施用。

[0975] 这些途径包括但不限于经肠(向肠中)、胃肠、硬膜外(向硬脑膜中)、口服(经口)、

经皮、硬膜外、脑内(向脑中)、脑室内(向脑室中)、上皮(施加于皮肤上)、真皮内(向皮肤自

身中)、皮下(皮肤下)、经鼻施用(经由鼻)、静脉内(向静脉中)、静脉内团注、静脉内滴注、动

脉内(向动脉中)、肌肉内(向肌肉中)、颅内(向心脏中)、骨内输注(向骨髓中)、鞘内(向脊髓

管中)、腹膜内(向腹膜中输注或注射)、脊柱内输注、玻璃体内(经由眼)、静脉内注射(向病

理性空腔中)、腔内(向阴茎的基底中)、阴道内施用、子宫内、羊膜外施用、经皮(穿过完整皮

肤进行扩散以达成全身性分布)、经粘膜(穿过粘膜进行扩散)、经阴道、吹入(鼻吸)、舌下、

唇下、灌肠剂、滴眼剂(于结膜上)、以滴耳剂、经耳(在耳中或经由耳)、经颊(向着面颊)、经

结膜、经皮肤、经牙(向一颗或多颗牙齿)、电渗、子宫颈内、窦内、气管内、体外、血液透析、浸
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润、经间质、腹内、羊膜内、关节内、胆囊内、支气管内、囊内、软骨内(在软骨内)、尾部内(在

马尾内)、脑池内(在小脑延髓大池内)、角膜内(在角膜内)、牙冠内、冠脉内(在冠状动脉

内)、海绵体内(在阴茎的海绵体的可膨胀间隙内)、椎间盘内(在椎间盘内)、导管内(在腺体

的导管内)、十二指肠内(在十二指肠内)、硬膜内(在硬膜内或下方)、表皮内(向表皮)、食道

内(向食道)、胃内(在胃内)、齿龈内(在齿龈内)、回肠内(在小肠的远侧部分内)、病变内(在

局部化病变内或直接引入局部化病变中)、管腔内(在管腔内)、淋巴内(在淋巴内)、髓内(在

骨的髓腔内)、脑膜内(在脑脊髓膜内)、心肌内(在心肌内)、眼内(在眼内)、卵巢内(在卵巢

内)、心包内(在心包内)、胸膜内(在胸膜内)、前列腺内(在前列腺内)、肺内(在肺或它的支

气管内)、脊柱内(在鼻或眶周窦内)、脊柱内(在脊柱内)、滑膜内(在关节的滑膜腔内)、腱内

(在肌腱内)、睾丸内(在睾丸内)、鞘内(在脑脊髓轴的任何层面的脑脊髓液内)、胸内(在胸

内)、小管内(在器官的小管内)、肿瘤内(在肿瘤内)、鼓室内(在中耳内)、血管内(在一个或

多个血管内)、室内(在室内)、离子电渗(借助于电流，其中可溶性盐的离子迀移至身体的组

织中)、冲洗(浸泡或冲洗开放性伤口或体腔)、经喉(直接在喉上)、鼻饲(穿过鼻并进入胃)、

封闭敷裹技术(表面途径施用，接着用对区域进行封闭的敷料覆盖)、经眼(向外眼)、口咽

(直接向口和咽)、胃肠外、经皮、关节周、硬膜外、神经周、牙周、经直肠、经呼吸道(在呼吸道

内，通过经口或经鼻吸入以达成局部或全身作用)、眼球后(在脑桥后或在眼球后)、心肌内

(进入心肌)、软组织、蛛网膜下、结膜下、粘膜下、经表面、经胎盘(穿过或跨越胎盘)、经气管

(穿过气管壁)、经鼓室(跨越或穿过鼓室)、经输尿管(向输尿管)、经尿道(向尿道)、经阴道、

骶管阻滞、诊断、神经阻滞、胆灌注、心脏灌注、光分离置换法或经脊柱。

[0976] 药盒

[0977] 也提供一种包括任何本文所述的多核苷酸或表达载体的药盒。

[0978] 本发明包括用于适宜地和/或有效地执行本发明方法的多种药盒。通常，药盒将包

括足够数量和/或数目的组分以允许使用者对受试者进行一次或多次治疗和/或进行一个

或多个实验。

[0979] 在一个实施方案中，本发明提供用于在体外或在体内抑制基因的药盒，所述药盒

包括本发明的生物回路或本发明的生物回路的组合，任选与任何其他适合活性剂组合。

[0980] 药盒可进一步包括包装和说明书和/或递送剂以形成配制组合物。递送剂可包括

例如盐水、缓冲溶液。

[0981] 在额外实施方案中，提供测定筛选药盒。药盒包括用于筛选测定的容器。关于测定

的使用的说明书和关于筛选方法的信息将被包括在药盒中。

[0982] 在一些实施方案中，本发明的DD、效应物模块和生物回路系统以及组合物可作为

研究工具用于探究生物系统诸如细胞和受试者中的蛋白质活性。在其他实施方案中，本发

明的DD、效应物模块和生物回路系统以及组合物可用于治疗疾病诸如癌症和遗传病症。

[0983] VI.应用

[0984] 在本发明的一个方面，提供用于使肿瘤体积或负荷降低的方法。方法包括向患有

肿瘤的受试者施用药学上有效量的包含至少一种生物回路系统、效应物模块、DD和/或目标

有效载荷(即免疫治疗剂)、至少一种载体、或细胞的药物组合物。具有如本文所述的任何免

疫治疗剂的生物回路系统和效应物模块可呈多肽、或多核苷酸诸如mRNA、或包含所述多核

苷酸的病毒载体、或被修饰来表达生物回路、效应物模块、DD和目标有效载荷(即免疫治疗
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剂)的细胞的形式。

[0985] 在本发明的另一方面，提供用于在受试者中诱导抗肿瘤免疫应答的方法。方法包

括向患有肿瘤的受试者施用药学上有效量的包含至少一种生物回路系统、效应物模块、DD

和/或目标有效载荷(即免疫治疗剂)、至少一种载体、或细胞的药物组合物。具有如本文所

述的任何免疫治疗剂的生物回路和效应物模块可呈多肽、或多核苷酸诸如mRNA、或包含所

述多核苷酸的病毒载体、或被修饰来表达生物回路、效应物模块、DD和目标有效载荷(即免

疫治疗剂)的细胞的形式。

[0986] 本发明的方法可为使用经遗传工程化细胞诸如本发明的免疫效应细胞进行的过

继性细胞转移(ACT)，包含本发明的生物回路系统、效应物模块、DD、目标有效载荷(即免疫

治疗剂)的癌症疫苗，或对肿瘤免疫抑制性微环境进行操作的组合物，或其组合。这些治疗

可进一步与其他癌症治疗诸如化学疗法和放射疗法一起采用。

[0987] 1.过继性细胞转移(过继性免疫疗法)

[0988] 在癌症免疫学领域的新近进展已允许开发若干方法来帮助免疫系统保持癌症陷

入绝境。所述免疫治疗方法包括通过单克隆抗体或通过过继性转移经离体工程化T细胞(例

如其含有嵌合抗原受体或经工程化的T细胞受体)来靶向癌症抗原。本发明也提供用于使用

本发明组合物来在受试者中诱导免疫应答的方法。也提供用于使用本发明组合物来使受试

者中的肿瘤负荷降低的方法。本发明也提供被工程化来包括一种或多种本发明的多肽、多

核苷酸或载体的免疫细胞。细胞可为免疫效应细胞，包括T细胞诸如细胞毒性T细胞、辅助T

细胞、记忆T细胞、调控性T细胞，天然杀伤(NK)细胞、NK  T细胞、细胞因子诱导的杀伤(CIK)

细胞、细胞毒性T淋巴细胞(CTL)和肿瘤浸润性淋巴细胞(TIL)。经工程化的细胞可用于过继

性细胞转移以治疗疾病(例如癌症)。

[0989] 在一些实施方案中，本发明的药物组合物、生物回路、生物回路组分、包括它们的

SRE的效应物模块或有效载荷可用于调节或改变或利用免疫系统以靶向一种或多种癌症。

这个方法也可与其他所述生物方法一起考虑，例如免疫应答调节疗法诸如施用干扰素、白

介素、集落刺激因子、其他单克隆抗体、疫苗、基因疗法和非特异性免疫调节剂也被设想为

待与本发明的药物组合物、生物回路、生物回路组分、包括它们的SRE的效应物模块或有效

载荷组合的抗癌疗法。

[0990] 癌症免疫疗法是指被设计来诱导患者的自身免疫系统对抗癌症的一组不同治疗

策略。在一些实施方案中，本发明的药物组合物、生物回路、生物回路组分、包括它们的SRE

的效应物模块或有效载荷被设计成免疫肿瘤学治疗剂。

[0991] 在一些实施方案中，被遗传修饰来表达至少一种生物回路系统、效应物模块、DD

和/或目标有效载荷(免疫治疗剂)的细胞可用于过继性细胞疗法(ACT)。如本文所用，过继

性细胞转移是指施用具有定向抗癌活性的免疫细胞(来自自体、同种异体或经遗传修饰宿

主)。ACT已在针对恶性和感染性疾病的临床应用中显示前景。举例来说，被遗传工程化来识

别CD19的T细胞已用于治疗滤泡性B细胞淋巴瘤(Kochenderfer等,Blood ,2010,116:4099-

4102；以及Kochenderfer和Rosenberg,Nat  Rev  Clin  Oncol.,2013,10(5):267-276)，并且

使用被遗传修饰来表达抗肿瘤T细胞受体的自体淋巴细胞的ACT已用于治疗转移性黑素瘤

(Rosenberg和Dudley,Curr.Opin.Immunol.2009,21:233-240)。

[0992] 用于过继性细胞疗法的免疫细胞可选自但不限于CD8+T细胞、CD4+T细胞、辅助T细
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胞、天然杀伤(NK)细胞、NKT细胞、细胞毒性T淋巴细胞(CTL)、肿瘤浸润性淋巴细胞(TIL)、记

忆T细胞、调控性T(Treg)细胞、细胞因子诱导的杀伤(CIK)细胞、树突细胞、人胚胎干细胞、

间质干细胞、造血干细胞或其混合物。

[0993] 存在若干类型的细胞免疫疗法，包括肿瘤浸润性淋巴细胞(TIL)疗法、携带嵌合抗

原受体(CAR)的经遗传工程化T细胞、以及重组TCR技术。在一些实施方案中，本发明组合物

可用于改变受试者中的TIL(肿瘤浸润性淋巴细胞)群体。在一个实施方案中，本文所述的任

何有效载荷都可用于改变CD4阳性细胞与CD8阳性群体的比率。在一些实施方案中，TIL可加

以离体分选并被工程化来表达任何本文所述的细胞因子。本发明的有效载荷可用于使TIL

的CD4和/或CD8群体扩增以使TIL介导的免疫应答增强。

[0994] 在一个实施方案中，本发明的嵌合抗原受体(CAR)可为条件性活性CAR。野生型蛋

白质或其结构域诸如本文所述的那些可用于产生在野生型正常生理条件下被可逆地或不

可逆地失活的条件性活性生物蛋白质，以及提供了所述条件性活性生物蛋白质和结构域以

及所述条件性活性生物蛋白质和结构域的用途。所述方法和条件性活性蛋白质在例如国际

公布号WO2016033331中教导，所述公布的内容以引用的方式整体并入本文。作为一非限制

性实例，CAR包含至少一个从野生型蛋白质或其结构域进化的抗原特异性靶向区域，并且包

含以下中的一者或多者：相较于野生型蛋白质或其结构域的抗原特异性靶向区域，在正常

生理条件下在测定中的活性降低；以及相较于野生型蛋白质或其结构域的抗原特异性靶向

区域，在异常条件下在测定中的活性增加。

[0995] 根据本发明，生物回路和系统可用于开发和实施细胞疗法诸如过继性细胞疗法。

适用于细胞疗法中的某些效应物模块在图7-图12中给出。生物回路、它们的组分、效应物模

块以及它们的SRE和有效载荷可在细胞疗法中用于实现TCR移除-TCR基因破坏、TCR工程化，

用于调控表位标签化受体，在用于刺激T细胞的APC平台中使用，用作用以使离体APC刺激增

强的工具，用于使T细胞扩增的方法改进，用于以抗原进行的离体刺激中，用于TCR/CAR组合

中，用于对TIL的操作或调控中，用于同种异体细胞疗法中，用于与其他治疗方式(例如放

射、细胞因子)的组合T细胞疗法中，用于编码经工程化的TCR或经修饰TCR，或用于使T细胞

在除TCR以外的方面增强(例如通过引入细胞因子基因；PD1、CTLA4检查点抑制剂的基因)。

[0996] 在一些实施方案中，获得改进的响应率，以支持细胞疗法。

[0997] 细胞群体的扩增和持久性可通过调控或精细调谐有效载荷来实现，所述有效载荷

例如是T细胞、NK细胞或其他免疫相关细胞中的受体或路径组分。在一些实施方案中，生物

回路、它们的组分、SRE或效应物模块被设计来在空间上和/或在时间上控制使T细胞或NK细

胞应答增强的蛋白质的表达。在一些实施方案中，生物回路、它们的组分、SRE或效应物模块

被设计来在空间上和/或在时间上控制抑制T细胞或NK细胞应答的蛋白质的表达。

[0998] 本文提供用于过继性细胞疗法中的方法。方法涉及预先调节有需要的受试者，用

本发明的SRE、生物回路和组合物调节免疫细胞，向受试者施用表达本发明组合物的经工程

化的免疫细胞以及在受试者内成功移入经工程化的细胞。

[0999] 在一些实施方案中，本发明的SRE、生物回路和组合物可用于使与过继性细胞疗法

相关的预先调节方案缩减至最低程度。如本文所用，“预先调节”是指向受试者施用以使过

继性细胞疗法的结果改进的任何治疗方案。预先调节策略包括但不限于全身照射和/或淋

巴细胞消减性化学疗法。不进行预先调节的过继性疗法临床试验已未能显示任何临床益
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处，从而指示它在ACT中的重要性。然而，预先调节与重大毒性相关联，并且使适于ACT的受

试者群组受限。在一些情况下，用于ACT的免疫细胞可被工程化来表达细胞因子诸如IL12和

IL15作为在使用本发明的SRE的情况下的有效载荷，以使对预先调节的需要降低(Pengram

等(2012)Blood  119(18):4133-41；其内容以引用的方式整体并入本文)。

[1000] 在一些实施方案中，神经毒性可与CAR或TIL疗法相关联。所述神经毒性可与CD19-

CAR相关联。毒性可归因于T细胞向脑中的过度浸润。在一些实施方案中，神经毒性可通过预

防T细胞迁移穿过血脑屏障来缓和。这可通过对内源性α-4整合素进行靶向基因缺失来实

现，诸如泰萨布里(tysabri)/那他珠单抗(natalizumab)的抑制剂也可适用于本发明中。

[1001] 在一些实施方案中，效应物模块可编码一种或多种细胞因子。在一些实施方案中，

细胞因子是IL15。编码IL15的效应物模块可被设计来诱导细胞毒性群体的增殖，并且避免

对Treg的刺激。在其他情况下，诱导细胞毒性群体的增殖的效应物模块也可刺激NK和NKT细

胞。

[1002] 在一些实施方案中，效应物模块可编码或被调谐或诱导来产生一种或多种用于在

本发明的生物回路的情况下达成细胞扩增的细胞因子。在所述情况下，可测试细胞的实际

扩增。扩增可为至少5％、10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％或更大。

[1003] 在一些实施方案中，肿瘤微环境可使用含有编码IL17的效应物模块的生物回路来

重塑。

[1004] 在一些实施方案中，生物回路、它们的组分、SRE或效应物模块被设计来调节Treg

以减弱自体免疫病症。在这种情况下，IL2可使用如本文所述的受单一调谐的模块或具有受

多重调谐的特征的模块来调控。

[1005] 在一些实施方案中，用于ACT的免疫细胞可为树突细胞、T细胞诸如CD8+T细胞和

CD4+T细胞、天然杀伤(NK)细胞、NK  T细胞、细胞毒性T淋巴细胞(CTL)、肿瘤浸润性淋巴细胞

(TIL)、淋巴因子活化的杀伤(LAK)细胞、记忆T细胞、调控性T细胞(Treg)、辅助T细胞、细胞

因子诱导的杀伤(CIK)细胞及其任何组合。在其他实施方案中，用于ACT的免疫刺激性细胞

可从胚胎干细胞(ESC)和诱导多能干细胞(iPSC)产生。在一些实施方案中，自体或同种异体

免疫细胞用于ACT。

[1006] 在一些实施方案中，用于ACT的细胞可为被工程化来表达具有新型特异性的T细胞

受体(TCR)或包含对目标肿瘤细胞上的抗原具有特异性的抗原结合结构域的CAR的T细胞。

在其他实施方案中，用于ACT的细胞可为被工程化来表达包含对目标肿瘤细胞上的抗原具

有特异性的抗原结合结构域的CAR的NK细胞。除过继性转移用于免疫疗法的经遗传修饰T细

胞(例如CAR  T细胞)之外，单独或与CAR  T细胞组合的替代类型的CAR表达性白细胞也可用

于过继性免疫疗法。在一个实例中，T细胞和NK细胞的混合物可用于ACT。根据本发明，T细胞

和NK细胞中的CAR的表达水平由结合在效应物模块中可操作地连接于CAR的DD的小分子调

谐和控制。

[1007] 在一些实施方案中，被工程化来表达本发明组合物的NK细胞可用于ACT。NK细胞活

化会诱导靶标细胞的穿孔素/粒酶依赖性凋亡。NK细胞活化也会诱导细胞因子分泌，诸如

IFNγ、TNF-α和GM-CSF。这些细胞因子使巨噬细胞的吞噬功能以及它们的抗微生物活性增

强，并且通过上调由抗原呈递细胞诸如树突细胞(DC)达成的抗原呈递来加强适应性免疫应

答(由Vivier等,Nat.Immunol.,2008,9(5):503-510综述)。
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[1008] 遗传修饰的其他实例可包括引入嵌合抗原受体(CAR)以及使抑制性NK细胞受体诸

如NKG2A下调。CAR的实例包括但不限于针对B细胞恶性肿瘤的CD19和CD20特异性CAR、靶向

白血病细胞上的CD33的CAR、关于骨髓瘤细胞的CS1  CAR和CD138  CAR、关于神经母细胞瘤细

胞的GD2  CAR、关于乳腺癌细胞的Her2/Neu和erbB2CAR、关于结肠癌的癌胚抗原(CEA)CAR、

关于上皮肿瘤的EpCAM  CAR、关于黑素瘤的GPA7  CAR、关于白血病和实体肿瘤的NKG2D配体

CAR、以及关于各种肿瘤靶标的TRAIL  R1  CAR。CAR可为效应物模块的POI，并且通过DD与它

的相应配体的结合来调控。

[1009] 在另一实例中，用于ACT的NK细胞可被修饰来表达包含高亲和力CD16-158V多态性

(HA-CD16)的效应物模块，所述多态性使NK细胞介导的针对肿瘤的抗体依赖性细胞细胞毒

性(ADCC)加强。输注被遗传修饰来表达HA-CD16的NK细胞可用作用以使基于抗体的疗法用

于癌症患者的功效改进的策略。

[1010] NK细胞也可被遗传重新编程来规避在与肿瘤细胞相互作用后的NK细胞抑制性信

号。举例来说，使用CRISPR、ZFN或TALEN来遗传修饰NK细胞以使它们的抑制性受体沉默可使

NK细胞的抗肿瘤能力增强。

[1011] 免疫细胞可使用本领域中已知的多种方法来分离和离体扩增。举例来说，分离和

扩增细胞毒性T细胞的方法描述于美国专利号6,805,861和6,531 ,451；美国专利公布号：

US20160348072A1和国际专利公布号：WO2016168595A1中；所述专利各自的内容以引用的方

式整体并入本文。NK细胞的分离和扩增描述于美国专利公布号：US20150152387A1、美国专

利号：7,435,596；以及Oyer,J.L.(2016) .Cytotherapy.18(5):653-63中；所述专利和文献

各自的内容以引用的方式整体并入本文。具体来说，可使人原代NK细胞在饲养细胞例如已

被遗传修饰来表达膜结合型IL15、IL21、IL12和4-1BBL的骨髓细胞系存在下扩增。

[1012] 在一些情况下，可使免疫细胞的子群体富集以用于ACT。用于免疫细胞富集的方法

在国际专利公布号：WO2015039100A1中教导。在另一实例中，B和T淋巴细胞弱化子标志物

BTLA阳性T细胞可用于富集抗癌反应性T细胞，如美国专利号：9,512,401中所述(所述专利

各自的内容以引用的方式整体并入本文)。

[1013] 在一些实施方案中，可使用于ACT的免疫细胞中的所选子群体消减以使T细胞扩增

增强。举例来说，可使用美国专利公布号：US20160298081A1中教导的方法来使免疫细胞中

的使抗肿瘤免疫应答最小化的Foxp3+T淋巴细胞消减；所述专利的内容以引用的方式整体

并入本文。

[1014] 在一些实施方案中，用于ACT的T细胞的活化和扩增通过对细胞表面上短暂表达的

嵌合抗原受体(CAR)进行抗原刺激来实现。所述活化方法在国际专利号：WO2017015427中教

导，所述专利的内容以引用的方式整体并入本文。

[1015] 在一些实施方案中，免疫细胞可通过与抗原呈递细胞(APC)缔合的抗原来活化。在

一些实施方案中，APC可为抗原特异性或非特异性的树突细胞、巨噬细胞或B细胞。APC在它

们的来源方面可为自体的或同源的。在一些实施方案中，APC可为人工抗原呈递细胞(aAPC)

诸如基于细胞的aAPC或无细胞aAPC。基于细胞的aAPC可选自经遗传修饰同种异体细胞诸如

人红白血病细胞或异种异体细胞诸如鼠纤维母细胞和果蝇(Drosophila)细胞。或者，APC可

为无细胞APC，其中抗原或共刺激性结构域在合成表面诸如乳胶珠粒、聚苯乙烯珠粒、脂质

囊泡或外体上呈递。
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[1016] 在一些实施方案中，过继性细胞疗法通过自体转移来进行，其中细胞源于需要治

疗的受试者，并且在分离和加工之后向同一受试者施用细胞。在其他情况下，ACT可涉及同

种异体转移，其中从除最终接受细胞疗法的接受受试者以外的供给受试者分离和/或制备

细胞。供给受试者和接受受试者可在遗传上是相同的或类似的，或可表达相同HLA类别或亚

型。

[1017] 在一些实施方案中，引入用于ACT的免疫细胞(例如T细胞和NK细胞)中的多种免疫

治疗剂可由同一生物回路系统控制。在一个实例中，细胞因子诸如IL12和CAR构建体诸如

CD19  CAR连接于同一hDHFR去稳定结构域。IL12和CD19  CAR的表达使用TMP来同时调谐。在

其他实施方案中，引入用于ACT的免疫细胞(例如T细胞和NK细胞)中的多种免疫治疗剂可由

不同生物回路系统控制。在一个实例中，细胞因子诸如IL12和CAR构建体诸如CD19  CAR在两

个单独效应物模块中连接于不同DD，由此可使用不同刺激物来单独调谐。在另一实例中，自

杀基因和CAR构建体可连接于两个单独效应物模块。

[1018] 在使用本发明的SRE、生物回路和组合物进行遗传调节之后，向有需要的受试者施

用细胞。用于施用用于过继性细胞疗法的细胞的方法是已知的，并且可与提供的方法和组

合物关联使用。举例来说，过继性T细胞治疗方法例如描述于属于Gruenberg等人的美国专

利申请公布号2003/0170238；属于Rosenberg的美国专利号4,690,915；Rosenberg(2011)

Nat  Rev  Clin  Oncol .8(10):577-85中。参见例如Themeli等(2013)Nat  Biotechnol .31

(10):928-933；Tsukahara等(2013)Biochem  Biophys  Res  Commun  438(1):84-9；Davila等

(2013)PLoS  ONE  8(4):e61338；其各自的内容以引用的方式整体并入本文。

[1019] 在一些实施方案中，用于ACT的免疫细胞可被修饰来表达一种或多种有助于免疫

细胞活化、浸润、扩增、存活和抗肿瘤功能的免疫治疗剂。免疫治疗剂可为对不同靶标分子

具有特异性的第二CAR或TCR；细胞因子或细胞因子受体；使抑制性信号转换成刺激性信号

的嵌合转换受体；将过继性转移的细胞导向靶标部位诸如肿瘤组织的归巢受体；使免疫细

胞的代谢最优化的药剂；或当在过继性细胞转移之后观察到重度事件时或当不再需要转移

的免疫细胞时杀灭活化的T细胞的安全性开关基因(例如自杀基因)。

[1020] 在一些实施方案中，用于过继性细胞转移的免疫细胞可被遗传操作来使它们在体

内的持久性、细胞毒性、肿瘤靶向能力以及归巢至疾病部位的能力改进，其中总体目标是进

一步改进它们杀灭癌症患者的肿瘤的能力。一个实例是将本发明的包含细胞因子诸如γ-

细胞因子(IL2和IL15)的效应物模块引入免疫细胞中以促进免疫细胞增殖和存活。将细胞

因子基因(例如γ-细胞因子IL2和IL15)转导至细胞中将能够在不添加外源性细胞因子下

使免疫细胞繁殖，并且细胞因子表达性NK细胞具有增强的肿瘤细胞毒性。

[1021] 另一实例包括使用遗传修饰来将所输注NK细胞导向适当肿瘤组织。NK细胞可用编

码CCR7受体的效应物模块加以遗传工程化以使它们朝向它的一种配体CCL19的迁移改进。

其他策略可涉及利用趋化因子受体诸如CXCR3来使NK细胞向发炎组织诸如受转移性肿瘤浸

润的那些组织的迁移改进。

[1022] NK细胞可被修饰来变得对抑制性细胞因子诸如TGF-β不敏感，由此保持它们的细

胞毒性。举例来说，NK细胞可被遗传修饰来在它们的表面上表达TGF-βII型受体的显性负性

突变形式(DNTβRII)，所述显性负性突变形式致使NK细胞对TGF-β的抑制作用具有抗性。

[1023] 在一些实施方案中，相比于本领域中的其他生物回路或开关，生物回路、它们的组
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分、SRE或效应物模块被设计来具有显著更小免疫原性。

[1024] 如本文所用，“显著更小免疫原性”是指免疫原性的可检测降低。在另一实施方案

中，所述术语是指免疫原性的倍数降低。在另一实施方案中，所述术语是指使得有效量的生

物回路、它们的组分、SRE或效应物模块可被施用而不触发可检测免疫应答的降低。在另一

实施方案中，所述术语是指使得生物回路、它们的组分、SRE或效应物模块可被重复施用而

不引发免疫应答的降低。在另一实施方案中，降低是如此以致生物回路、它们的组分、SRE或

效应物模块可被重复施用而不引发免疫应答。

[1025] 在另一实施方案中，相比于它的未修饰对应物或参照化合物，生物回路、它们的组

分、SRE或效应物模块的免疫原性减小至1/2。在另一实施方案中，免疫原性降低至1/3。在另

一实施方案中，免疫原性降低至1/5。在另一实施方案中，免疫原性降低至1/7。在另一实施

方案中，免疫原性降低至1/10。在另一实施方案中，免疫原性降低至1/15。在另一实施方案

中，免疫原性降低至1/。在另一实施方案中，免疫原性降低至1/50。在另一实施方案中，免疫

原性降低至1/100。在另一实施方案中，免疫原性降低至1/200。在另一实施方案中，免疫原

性降低至1/500。在另一实施方案中，免疫原性降低至1/1000。在另一实施方案中，免疫原性

降低至1/2000。在另一实施方案中，免疫原性以另一倍数差异降低。

[1026] 测定免疫原性的方法在本领域中是熟知的，并且包括例如测量细胞因子(例如

IL12、IFNα、TNF-α、RANTES、MIP-1α或MIP-1β、IL6、IFNβ、或IL8)的分泌，测量DC活化标志物

(例如CD83、HLA-DR、CD80和CD86)的表达，或测量充当适应性免疫应答的佐剂的能力。

[1027] 本发明提供在细胞中诱导免疫应答的方法。如本文所用，术语“免疫应答”是指免

疫系统的细胞应答于刺激物或抗原的活性。在一些实施方案中，抗原可为癌症抗原。在一些

方面，诱导免疫应答的方法可涉及向细胞施用治疗有效量的任何本文所述的组合物。在一

个方面，方法可涉及施用本文所述的药物组合物。在一个方面，方法可涉及施用多核苷酸、

载体。在一些实施方案中，对免疫应答的诱导由于本文所述的免疫治疗剂的表达和/或功能

而发生。诱导免疫应答的方法可进一步涉及向细胞施用有效量的刺激物以调谐免疫治疗剂

的表达。在一些实施方案中，免疫治疗剂能够响应于刺激物而诱导免疫应答。对免疫应答的

诱导可在受试者内的细胞中即在体内、离体或在体外发生。对免疫应答的诱导可通过测量

细胞因子诸如IL2和IFNγ从细胞的释放来评估。在一些实施方案中，对免疫应答的诱导可

通过评估细胞表面标志物诸如但不限于CD3、CD4、CD8、CD  14、CD20、CD11b、CD16、CD45和

HLA-DR、CD  69、CD28、CD44、IFNγ来测量。抗原呈递细胞的细胞表面标志物的实例包括但不

限于I类MHC、II类MHC、CD40、CD45、B7-1、B7-2、IFNγ受体和IL2受体、ICAM-1和/或Fcγ受

体。树突细胞的细胞表面标志物的实例包括但不限于I类MHC、II类MHC、B7-2、CD18、CD29、

CD31、CD43、CD44、CD45、CD54、CD58、CD83、CD86、CMRF-44、CMRF-56、DCIR和/或树凝素-1

(Dectin-1)等；而在一些情况下，也具有CD2、CD3、CD4、CD8、CD14、CD15、CD16、CD  19、CD20、

CD56和/或CD57的不存在性。NK细胞的细胞表面标志物的实例包括但不限于CCL3、CCL4、

CCL5、粒溶素(Granulysin)、粒酶B、粒酶K、IL10、IL22、IFNg、LAP、穿孔素和TNFa。

[1028] 2.癌症疫苗

[1029] 在一些实施方案中，本发明的生物回路、效应物模块、目标有效载荷(免疫治疗

剂)、载体、细胞和组合物可用于癌症疫苗。在一个方面，树突细胞被修饰来表达本发明组合

物，并且用作癌症疫苗。
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[1030] 在一些实施方案中，癌症疫苗可包含源于肿瘤相关抗原(TAA)的肽和/或蛋白质。

所述策略可用于在受试者中激起免疫应答，所述免疫应答在一些情况下可为细胞毒性T淋

巴细胞(CTL)应答。用于癌症疫苗的肽也可被修饰来匹配受试者的突变概况。举例来说，具

有与见于需要疗法的受试者中的突变匹配的突变的EGFR源性肽已成功用于患有肺癌的患

者中(Li  F等(2016)Oncoimmunology.10月7日；5(12):e1238539；其内容以引用的方式整体

并入本文)。

[1031] 在一个实施方案中，本发明的癌症疫苗可为源于TAA的超级激动剂经改变肽配体

(APL)。这些是与天然肽序列有一个或多个氨基酸的偏差的突变肽配体，相比于天然表位，

此更有效使特异性CTL克隆活化。这些改变可允许肽更好结合限定性I类MHC分子，或更有利

地与给定肿瘤特异性C T L子组的 T C R相互作用。A P L可使用美国专利公布号 ：

US20160317633A1中教导的方法来选择，所述专利的内容以引用的方式整体并入本文。

[1032] 3.肿瘤微环境(TME)

[1033] 在一些实施方案中，生物回路、它们的组分、SRE或效应物模块被设计来重新塑造

肿瘤微环境以使生物回路或药物组合物的效用超出定向细胞杀灭而得以扩展。

[1034] 在一些实施方案中，生物回路、它们的组分、SRE或效应物模块被设计来使CAR细胞

因子风暴降低、缓和或消除。在一些实施方案中，所述降低、缓解和/或消除发生在实体肿瘤

或肿瘤微环境中。

[1035] 在一些实施方案中，本发明的生物回路、效应物模块、目标有效载荷(免疫治疗

剂)、载体、细胞和药物组合物可用于转换免疫抑制性微环境以使免疫应答增加。

[1036] 在一些实施方案中，本发明提供用于使用本发明组合物来使来自由癌细胞或周围

肿瘤基质分泌的免疫抑制性细胞因子的抑制性免疫调控性信号转换成刺激性信号的方法。

免疫抑制性细胞因子包括不限于IL13、IL4、TGF-β、IL6、IL8和IL10。在一个方面，经遗传修

饰肿瘤特异性T细胞(例如CAR  T细胞)或具有天然肿瘤特异性的T细胞可被进一步工程化来

表达包含嵌合转换受体的效应物模块，所述嵌合转换受体结合抑制性/遏制性细胞因子，并

且使它们的细胞内结果转换成免疫刺激性/活化性信号，由此使肿瘤特异性T细胞的功效改

进。嵌合转换受体由抑制性细胞因子受体(例如IL13R、IL4R、IL10R、TGFβR1/ALK5、TGFβR2和

TGFβR3/β-聚糖)的细胞外结构域与源于刺激性细胞因子受体诸如IL2R(即IL2Rα/CD25、

IL2Rβ/CD122和由各种细胞因子受体共有的共同γ链受体/CD132)和/或IL7R(IL7Rα/

CD127、共同γ链受体/CD132)的细胞内信号转导结构域融合所组成。这些操作致使肿瘤特

异性T细胞或CAR  T细胞对抑制性肿瘤微环境具有抗性。

[1037] 在一些实施方案中，本发明提供用以消除由骨髓源性抑制细胞(MDSC)产生的免疫

抑制性作用的方法。肿瘤细胞分泌吲哚胺2,3-双加氧酶(IDO)，其通过募集MDSC来促进免疫

抑制。免疫抑制性环境由MDSC通过一氧化氮合成酶(NOS)和可使细胞外精氨酸降解的精氨

酸酶1(ARG1)来进一步促进。肿瘤微环境内的氨基酸剥夺会抑制T细胞抗肿瘤活性。在一些

实施方案中，本发明的有效载荷可包括NOS、ARG1和色氨酸代谢路径诸如IDO的抑制剂。在一

个实施方案中，有效载荷可包括为MDSC的增殖和功能所需的集落刺激因子受体1(CSFR1)的

抑制剂。

[1038] 在一些实施方案中，抑制性共受体诸如PD-1、CTLA-4、LAG-3、TIM-3、KIR或BTLA的

显性负性突变体可作为本发明的有效载荷用于克服肿瘤微环境中的抑制性信号。
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[1039] 4.组合治疗

[1040] 在一些实施方案中，可合乎需要的是使本发明的组合物、载体和细胞组合以向受

试者施用。包含不同免疫治疗剂的本发明组合物可组合用于使免疫疗法增强。

[1041] 免疫治疗剂

[1042] 在一些实施方案中，可合乎需要的是使本发明组合物与可使抗原特异性免疫应答

的效能和长久性增强的佐剂组合。在组合疗法中用作免疫刺激剂的佐剂包括生物分子或递

送抗原的递送载体。作为非限制性实例，本发明组合物可与生物佐剂诸如细胞因子、Toll样

受体、细菌毒素和/或皂素(saponin)组合。在其他实施方案中，本发明组合物可与递送载体

组合。示例性递送载体包括聚合物微球体、免疫刺激性复合物、乳液(水包油型或油包水

型)、铝盐、脂质体或病毒体。

[1043] 在一些实施方案中，被修饰来表达本发明的生物回路、效应物模块、DD和有效载荷

的免疫效应细胞可与本文所述的生物佐剂组合。对CAR以及细胞因子和配体进行双重调控

以使对靶标介导的活化的动态控制与内在细胞T细胞扩增分开。所述双重调控也使对在患

者中采用预先调节方案的需要最小化。作为一非限制性实例，受DD调控的CAR例如CD19  CAR

可与细胞因子例如IL12组合以使CAR的抗肿瘤功效增强(Pegram  H.J.等Tumor-targeted  T 

cells  modified  to  secrete  IL12  eradicate  systemic  tumors  without  need  for 

prior  conditioning.Blood .2012；119:4133–41；其各自的内容以引用的方式整体并入本

文)。作为另一非限制性实例，Merchant等人使基于树突细胞的疫苗接种与重组人IL7组合

以使在高风险儿科肉瘤患者中的结果改进(Merchant,M.S.等Adjuvant  immunotherapy  to 

Improve  Outcome  in  High-Risk  Pediatric  Sarcomas.Clin  Cancer  Res.2016.22(13):

3182-91；其各自的内容以引用的方式整体并入本文)。

[1044] 在一些实施方案中，被修饰来表达一种或多种抗原特异性TCR或CAR的免疫效应细

胞可与包含使免疫抑制性肿瘤微环境转换的免疫治疗剂的本发明组合物组合。

[1045] 在一个方面，可使被修饰来表达对同一细胞上的不同靶标分子具有特异性的CAR

的效应免疫细胞组合。在另一方面，被修饰来表达同一CAR构建体的不同免疫细胞诸如NK细

胞和T细胞可组合用于肿瘤治疗，例如被修饰来表达CD19  CAR的T细胞可与被修饰来表达同

一CD19  CAR的NK细胞组合以治疗B细胞恶性肿瘤。

[1046] 在其他实施方案中，被修饰来表达CAR的免疫细胞可与检查点阻断剂组合。

[1047] 在一些实施方案中，被修饰来表达本发明的生物回路、效应物模块、DD和有效载荷

的免疫效应细胞可与本发明的癌症疫苗组合。

[1048] 在一些实施方案中，包含CAR的效应物模块可与包含细胞因子的效应物模块、或包

含安全性开关的效应物模块、或包含代谢因子的效应物模块、或包含归巢受体的效应物模

块组合使用。

[1049] 在一个实施方案中，包含CD19  CAR的效应物模块可使用国际专利申请号：

WO2016164580中教导的方法来与氨基嘧啶衍生物诸如伯基特氏酪氨酸受体激酶(Burkit's 

tyrosine  receptor  kinase，BTK)抑制剂组合使用，所述专利的内容以引用的方式整体并

入本文。

[1050] 癌症

[1051] 在一些实施方案中，本发明方法可包括本发明组合物与有效治疗癌症、感染疾病
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和其他免疫缺陷病症的其他药剂诸如抗癌剂的组合。如本文所用，术语“抗癌剂”是指能够

负性影响受试者的癌症的任何药剂，例如通过杀灭癌细胞，诱导癌细胞的凋亡，降低癌细胞

的生长速率，降低转移的发生或数目，降低肿瘤尺寸，抑制肿瘤生长，降低向肿瘤或癌细胞

的血液供给，促进针对癌细胞或肿瘤的免疫应答，预防或抑制癌症的进展，或增加患有癌症

的受试者的寿命。

[1052] 在一些实施方案中，抗癌剂或抗癌疗法可为化学治疗剂、或放射疗法、免疫治疗

剂、手术、或在与本发明组合时会使治疗的治疗功效改进的任何其他治疗剂。

[1053] 在一些实施方案中，本发明组合物可与除本文所述的本发明疗法以外的免疫治疗

剂诸如对肿瘤细胞的表面上的一些靶标分子具有特异性的抗体组合使用。

[1054] 示例性化学疗法包括不限于阿西维辛(Acivicin)；阿柔比星(Aclarubicin)；盐酸

阿考达唑(Acodazole  hydrochloride)；阿克罗宁(Acronine)；阿多来新(Adozelesin)；阿

地白介素(Aldesleukin)；六甲蜜胺(Altretamine)；安波霉素(Ambomycin)；乙酸阿美蒽醌

(Ametantrone  acetate)；安吖啶(Amsacrine)；阿那曲唑(Anastrozole)；安曲霉素

(Anthramycin)；天冬酰胺酶(Asparaginase)；阿斯佩林(Asperrin)、舒林酸(Sulindac)、姜

黄素(Curcumin)、烷基化剂，包括：氮芥(Nitrogen  mustard)诸如二氯甲基二乙胺

(mechlorethamine)、环磷酰胺(cyclophosphamide)、异环磷酰胺(ifosfamide)、美法仑

(melphalan)和苯丁酸氮芥(chlorambucil)；亚硝基脲诸如卡莫司汀(carmustine，BC  U)、

洛莫司汀(CCNU)和司莫司汀(semustine，甲基-CC  U)；亚乙基亚胺/甲基蜜胺诸如三亚乙基

蜜胺(TEM)、三亚乙基硫代磷酰胺(噻替派(thiotepa))、六甲基蜜胺(HMM、六甲蜜胺)；烷基

磺酸酯诸如白消安(busulfan)；三嗪诸如达卡巴嗪(dacarbazine，DTIC)；抗代谢剂，包括叶

酸类似物诸如甲氨蝶呤(methotrexate)和三甲曲沙(trimetrexate)、吡咯烷类似物诸如5-

氟尿嘧啶(5-fluorouracil)、氟脱氧尿苷(fluorodeoxyuridine)、吉西他滨

(gemcitabine)、胞嘧啶阿拉伯糖苷(AraC、阿糖胞苷(cytarabine))、5-氮杂胞苷(5-

azacytidine)、2,2'-二氟脱氧胞苷、嘌呤类似物诸如6-巯基嘌呤(6-mercaptopurine)、6-

硫鸟嘌呤(6-thioguanine)、咪唑硫嘌呤(azathioprine)、2 '-脱氧柯福霉素(2 '-

deoxycoformycin)(喷司他汀(pentostatin))、赤式羟基壬基腺嘌呤(EHNA)、磷酸氟达拉滨

(fludarabine  phosphate)和2-氯脱氧腺苷(克拉屈滨(cladribine)、2-CdA)；天然产物，包

括抗有丝分裂药物诸如太平洋紫杉醇(paclitaxel)、长春花生物碱，包括长春花碱

(vinblastine，VLB)、长春新碱(vincristine)和长春瑞滨(vinorelbine)，泰索帝

(taxotere)、雌氮芥(estramustine)和磷酸雌氮芥(estramustine  phosphate)；表鬼臼毒

素(epipodophylotoxin)诸如依托泊苷(etoposide)和替尼泊苷(teniposide)；抗生素，诸

如放线菌素D(actimomycin  D)、道诺霉素(daunomycin)(红比霉素(rubidomycin))、多柔比

星(doxorubicin)、米托蒽醌(mitoxantrone)、伊达比星(idarubicin)、博莱霉素

(bleomycins)、光神霉素(plicamycin) (米拉霉素(mithramycin))、丝裂霉素C

(mitomycinC)和放线菌素(actinomycin)；酶诸如L-天冬酰胺酶、细胞因子诸如干扰素

(IFN)-γ、肿瘤坏死因子(TNF)-α、TNF-β和GM-CSF，抗血管生成因子诸如血管抑素和内皮抑

素、FGF或VEGF的抑制剂诸如血管生成因子的受体的可溶性形式，包括可溶性VGF/VEGF受

体，铂配位络合物诸如顺铂(cisplatin)和卡铂(carboplatin)、蒽二酮诸如米托蒽醌

(mitoxantrone)、经取代脲诸如羟基脲、甲基肼衍生物，包括N-甲基肼(MIFf)和丙卡巴肼

说　明　书 418/481 页

423

CN 111107866 A

423



(procarbazine)，肾上腺皮质抑制剂诸如米托坦(mitotane，ο,ρ'-DDD)和胺鲁米特

(aminoglutethimide)；激素和拮抗剂，包括肾上腺类固醇拮抗剂诸如泼尼松(prednisone)

和等效物、地塞米松(dexamethasone)和胺鲁米特；孕激素(progestin)诸如己酸羟孕酮

(hydroxyprogesterone  caproate)、乙酸甲羟孕酮(medroxyprogesterone  acetate)和乙

酸甲地孕酮(megestrol  acetate)；雌激素诸如己烯雌酚(diethylstilbestrol)和乙炔雌

二醇等效物；抗雌激素剂诸如他莫昔芬(tamoxifen)；雄激素，包括丙酸睾酮(testosterone 

propionate)和氟羟甲睾酮(fluoxymesterone)/等效物；抗雄激素剂诸如氟他胺

(flutamide)、促性腺激素释放激素(gonadotropin-releasing  hormone)类似物和亮脯利

特(leuprolide)；非类固醇抗雄激素剂诸如氟他胺(flutamide)；激酶抑制剂、组蛋白脱乙

酰基酶抑制剂、甲基化抑制剂、蛋白酶体抑制剂、单克隆抗体、氧化剂、抗氧化剂、端粒酶抑

制剂、BH3模拟物、泛素连接酶抑制剂、stat抑制剂和受体酪氨酸激酶抑制剂诸如甲磺酸伊

马替尼(imatinib  mesylate) (以格列卫(Gleevac/Glivac)销售)和现时以特罗凯

(Tarveca)销售的埃罗替尼(erlotinib)(一种EGF受体抑制剂)；抗病毒剂诸如磷酸奥司他

韦(oseltamivir  phosphate)、两性霉素B(Amphotericin  B)和帕利珠单抗(palivizumab)；

Sdi  1模拟物；司莫司汀；衰老源性抑制剂1；膦门冬酸(Sparfosic  acid)；斯卡霉素D

(Spicamycin  D)；螺莫司汀(Spiromustine)；脾脏五肽(Splenopentin)；海绵抑制素1

(Spongistatin  1)；角鲨胺(Squalamine)；斯提酰胺(Stipiamide)；基质裂解素

(Stromelysin)抑制剂；萨菲诺辛(Sulfinosine)；强效血管活性肠肽拮抗剂(Superactive 

vasoactive  intestinal  peptide  antagonist)；维拉雷琐(Velaresol)；藜芦明

(Veramine)；瓦尔丁(Verdin)；维替泊芬(Verteporfin)；长春瑞滨(Vinorelbine)；威科萨

汀(Vinxaltine)；维塔辛(Vitaxin)；伏氯唑(Vorozole)；扎诺特隆(Zanoterone)；折尼铂

(Zeniplatin)；亚苄维C(Zilascorb)；以及净司他汀斯酯(Zinostatin  stimalamer)；PI3Kβ

小分子抑制剂、GSK2636771；全PI3K抑制剂(BKM120)；BRAF抑制剂。威罗菲尼(Vemurafenib)

(泽波拉夫(Zelboraf))和达拉菲尼(dabrafenib)(塔菲拉(Tafinlar))；或前述各物的任何

类似物或衍生物和变体。

[1055] 在一个实施方案中，本发明进一步涉及本发明的药物组合物、生物回路、生物回路

组分、包括它们的SRE的效应物模块或有效载荷用于与其他药物和/或其他治疗方法组合，

例如与已知药物和/或已知治疗方法诸如像当前用于治疗这些病症的那些药物和/或治疗

方法组合来治疗一种或多种形式的癌症的用途。举例来说，本发明的药物组合物、生物回

路、生物回路组分、包括它们的SRE的效应物模块或有效载荷也可与一种或多种额外抗癌治

疗诸如生物制剂、化学疗法和放射疗法联合施用。因此，治疗可包括例如伊马替尼(格列

卫)、全反式视黄酸、单克隆抗体治疗剂(奥佐米星吉妥单抗(gemtuzumab,ozogamicin))、化

学疗法(例如苯丁酸氮芥、泼尼松、泼尼松龙、长春新碱、阿糖胞苷、氯法拉滨、法尼基

(farnesyl)转移酶抑制剂、地西他滨、MDR1的抑制剂、利妥昔单抗、干扰素-α、蒽环霉素药物

(诸如柔红霉素或伊达比星)、L-天冬酰胺酶、多柔比星、环磷酰胺、多柔比星、博莱霉素、氟

达拉滨、依托泊苷、喷司他汀或克拉屈滨)、骨髓移植、干细胞移植、放射疗法、抗代谢物药物

(甲氨蝶呤和6-巯基嘌呤)、或任何本文教导的抗体诸如共同拥有的美国临时专利申请号

62/320,864(2016年4月11日提交)、62/466,596(2017年3月3日提交)和国际公布WO2017/

180587的表6中的那些(所述专利各自的内容以引用的方式整体并入本文)、或其组合。
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[1056] 放射冶疗剂和放射冶疗因素包括诱导DNA损害的辐射和波，例如γ照射、X射线、UV

照射、微波、电子发射、放射性同位素等。疗法可通过用上述形式的辐射对局部化肿瘤部位

进行照射来实现。最可能的是所有这些因素都实现对DNA、DNA的前体、DNA的复制和修复、以

及染色体的组装和维持的广泛范围的损害。X射线的剂量范围在每日剂量50至200伦琴持续

延长时期(3至4周)直至单次剂量2000至6000伦琴的范围内。放射性同位素的剂量范围广泛

变化，并且取决于同位素的半衰期、发射的辐射的强度和类型、以及由赘生性细胞达成的摄

取。

[1057] 放射疗法(也称为放射治疗、X射线疗法、或照射)是使用电离辐射来杀灭癌细胞以

及使肿瘤收缩。放射疗法可通过外部射束放射疗法(EBRT)来在外部施用，或通过近距疗法

来在内部施用。放射疗法的作用是局部化的，并且限于所治疗区域。放射疗法可用于治疗几

乎每个类型的实体肿瘤，包括脑癌、乳腺癌、子宫颈癌、喉癌、肺癌、胰腺癌、前列腺癌、皮肤

癌、胃癌、子宫癌或软组织肉瘤。放射也用于治疗白血病和淋巴瘤。

[1058] 在一些实施方案中，化学治疗剂可为免疫调节剂诸如来那度胺(lenalidomide，

LEN)。新近研究已证明来那度胺可使经CAR修饰T细胞的抗肿瘤功能增强(Otahal等 ,

Oncoimmunology,2015,5(4):e1115940)。抗肿瘤抗体的一些实例包括托珠单抗、司妥昔单

抗。

[1059] 化学疗法是用可破坏癌细胞的药物治疗癌症。在当前使用中，术语“化学疗法”通

常是指一般性地影响快速分裂细胞的细胞毒性药物，这与靶向疗法不同。化学疗法药物以

各种可能方式干扰细胞分裂，例如干扰DNA的复制或新形成的染色体的分离。大多数形式的

化学疗法靶向所有快速分裂细胞，并且不对癌细胞具有特异性，但某一程度的特异性可来

自许多癌细胞不能修复DNA损害，而正常细胞通常可修复DNA损害。

[1060] 大多数化学疗法方案以组合形式给与。示例性化学治疗剂包括但不限于5-FU增强

剂、9-AC、AG2037、AG3340、蛋白聚糖酶抑制剂、胺鲁米特、安吖啶(m-AMSA)、天冬酰胺酶、阿

扎胞苷、巴马司他(Batimastat，BB94)、BAY  12-9566、BCH-4556、双萘二甲酰亚胺、白消安、

卡培他滨、卡铂、卡莫司汀+聚苯丙生(Polifepr  Osan)、cdk4/cdk2抑制剂、苯丁酸氮芥、CI-

994、顺铂、克拉屈滨、CS-682、盐酸阿糖胞苷(Cytarabine  HCl)、D2163、更生霉素、盐酸柔红

霉素、地泊赛特(DepoCyt)、德西氟萨米得(Dexifosamide)、多西他赛、多拉司他丁

(Dolastain)、脱氧氟尿苷、多柔比星、DX8951f、E  7070、EGFR、表柔比星、红血球生成素、雌

氮芥磷酸钠、依托泊苷(VP1 6 - 2 1 3)、法尼基转移酶抑制剂、FK  3 1 7、黄酮吡醇

(Flavopiridol)、氟尿苷、氟达拉滨、氟尿嘧啶(5-FU)、氟他胺、福吉林(Fragyline)、吉西他

滨、六甲基蜜胺(HMM)、羟基脲(羟基尿素)、异环磷酰胺、干扰素α-2a、干扰素α-2b、白介素-

2、伊立替康、ISI  641、云芝多糖(Krestin)、勒莫纳尔DP2202(Lemonal  DP2202)、乙酸亮丙

瑞林(LHRH释放因子类似物)、左旋咪唑(Levamisole)、LiGLA(γ亚麻酸锂)、罗丁粒子

(Lodine  Seed)、洛美曲索(Lometexol)、洛莫司汀(CCNU)、马立马司他(Marimistat)、盐酸

二氯甲基二乙胺(氮芥)、乙酸甲地孕酮、γ-亚麻酸甲葡胺(Meglamine  GLA)、巯基嘌呤、美

斯纳(Mesna)、米托胍腙(Mitoguazone，甲基-GAG；丙酮醛双脒基腙；MGBG)、米托坦(o.p'-

DDD)、米托蒽醌、盐酸米托蒽醌、MMI  270、MMP、MTA/LY231514、奥曲肽(Octreotide)、ODN 

698、OK-432、口服铂、口服类紫杉烷、太平洋紫杉醇(TAXOL.RTM.)、PARP抑制剂、PD  183805、

喷司他汀(2 '脱氧柯福霉素)、PKC  412、光神霉素、盐酸丙卡巴肼、PSC833、雷替曲塞
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(Ralitrexed)、法尼基转移酶抑制剂、RAS致癌基因抑制剂、司莫司汀(甲基-CCNU)、链脲霉

素(Streptozocin)、苏拉明(Suramin)、柠檬酸他莫昔芬(Tamoxifen  citrate)、紫杉烷类似

物、替莫唑胺(Temozolomide)、替尼泊苷(VM-26)、硫鸟嘌呤、噻替派、拓扑替康、酪氨酸激

酶、UFT(替加氟(Tegafur)/尿嘧啶)、戊柔比星(Valrubicin)、硫酸长春花碱、硫酸长春地辛

(Vindesine  sulfate)、VX-710、VX-853、YM  116、ZD  0101、ZD  0473/阿诺美德(Anormed)、ZD 

1839、ZD  9331。

[1061] 可与本发明组合物组合使用的其他药剂也可包括但不限于影响细胞表面受体和

它们的配体诸如Fas/Fas配体、DR4或DR5/TRAIL的上调以及间隙连接的药剂、细胞抑制剂和

分化剂、细胞粘附的抑制剂诸如粘着斑激酶(FAK)抑制剂和洛伐他汀(Lovastatin)、或使高

增殖细胞对凋亡诱导剂诸如抗体C225的敏感性增加的药剂。

[1062] 组合可包括同时或分开施用本发明组合物和其他药剂。或者，本发明免疫疗法可

在其他药剂/疗法之前或之后，间隔在数分钟、数天、数周至数月的范围内。

[1063] 5.治疗用途

[1064] 本发明中提供一种使有需要的受试者中的肿瘤体积或负荷降低的方法，所述方法

包括向所述受试者中引入本发明组合物。

[1065] 本发明也提供用于治疗受试者的癌症的方法，所述方法包括向所述受试者施用有

效量的被遗传修饰来表达至少一种本发明的效应物模块的免疫效应细胞。

[1066] 癌症

[1067] 各种癌症可用本发明的药物组合物、生物回路、生物回路组分、包括它们的SRE的

效应物模块或有效载荷治疗。如本文所用，术语“癌症”是指特征在于伴有倾向于侵袭周围

组织并向新的身体部位转移的间变性细胞的增殖的各种恶性赘瘤中的任一者，并且是指特

征在于所述恶性赘生性生长的病理性疾患。癌症可为肿瘤或血液恶性肿瘤，并且包括但不

限于所有类型的淋巴瘤/白血病、癌瘤和肉瘤，诸如见于以下中的那些癌症或肿瘤：肛门、膀

胱、胆管、骨、脑、乳腺、子宫颈、结肠/直肠、子宫内膜、食道、眼、胆囊、头颈部、肝、肾、喉、肺、

纵隔(胸部)、口、卵巢、胰腺、阴茎、前列腺、皮肤、小肠、胃、脊髓、尾骨、睾丸、甲状腺和子宫。

[1068] 可用本发明组合物治疗的癌瘤的类型包括但不限于乳头状瘤/癌瘤、绒毛膜癌、内

胚窦肿瘤、畸胎瘤、腺瘤/腺癌、黑素瘤、纤维瘤、脂肪瘤、平滑肌瘤、横纹肌瘤、间皮瘤、血管

瘤、骨瘤、软骨瘤、神经胶质瘤、淋巴瘤/白血病、鳞状细胞癌、小细胞癌、大细胞未分化癌、基

底细胞癌和鼻窦未分化癌。

[1069] 可用本发明组合物治疗的癌瘤的类型包括但不限于软组织肉瘤诸如腺泡状软组

织肉瘤、血管肉瘤、皮肤纤维肉瘤、硬纤维肿瘤、促结缔组织增生性小圆细胞肿瘤、骨骼外软

骨肉瘤、骨骼外骨肉瘤、纤维肉瘤、血管外皮细胞瘤、血管肉瘤、卡波西氏肉瘤(Kaposi 's 

sarcoma)、平滑肌肉瘤、脂肉瘤、淋巴管肉瘤、淋巴肉瘤、恶性纤维组织细胞瘤、神经纤维肉

瘤、横纹肌肉瘤、滑膜肉瘤、以及阿斯金氏肿瘤(Askin 's  tumor)、尤因氏肉瘤(Ewing 's 

sarcoma)(原始神经外胚层肿瘤)、恶性血管内皮细胞瘤、恶性神经鞘瘤、骨肉瘤和软骨肉

瘤。

[1070] 作为一非限制性实例，可治疗的癌瘤可为急性粒细胞性白血病、急性淋巴细胞性

白血病、急性骨髓源性白血病、腺癌、腺肉瘤、肾上腺癌、肾上腺皮质癌、肛门癌、间变性星形

细胞瘤、血管肉瘤、阑尾癌、星形细胞瘤、基底细胞癌、B细胞淋巴瘤、胆管癌、膀胱癌、骨癌、
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肠癌、脑癌、脑干神经胶质瘤、脑肿瘤、乳腺癌、类癌肿瘤、子宫颈癌、胆管癌、软骨肉瘤、慢性

淋巴细胞性白血病、慢性骨髓源性白血病、结肠癌、结肠直肠癌、颅咽管瘤、皮肤淋巴瘤、皮

肤黑素瘤、弥漫性星形细胞瘤、导管原位癌、子宫内膜癌、室管膜瘤、上皮样肉瘤、食道癌、尤

文肉瘤(Ewing  sarcoma)、肝外胆管癌、眼癌、输卵管癌、纤维肉瘤、胆囊癌、胃癌、胃肠癌、胃

肠类癌、胃肠基质肿瘤、一般性癌症、生殖细胞肿瘤、多形性胶质母细胞瘤、神经胶质瘤、毛

细胞白血病、头颈部癌、血管内皮瘤、霍奇金淋巴瘤、霍奇金氏病、霍奇金氏淋巴瘤、下咽癌、

浸润性导管癌、浸润性小叶癌、炎症性乳腺癌、肠癌、肝内胆管癌、侵袭性/浸润性乳腺癌、胰

岛细胞癌、颚癌、卡波西肉瘤、肾癌、喉癌、平滑肌肉瘤、柔脑膜转移瘤、白血病、唇癌、脂肉

瘤、肝癌、小叶原位癌、低级星形细胞瘤、肺癌、淋巴结癌、淋巴瘤、男性乳腺癌、髓样癌、神经

管母细胞瘤、黑素瘤、脑脊髓膜瘤、梅克尔(Merkel)细胞癌、间胚叶性软骨肉瘤、间质癌、间

皮瘤、转移性乳腺癌、转移性黑素瘤、转移性鳞状颈癌、混合性胶质细胞瘤、口癌、粘液癌、粘

膜黑素瘤、多发性骨髓瘤、鼻腔癌、鼻咽癌、颈癌、神经母细胞瘤、神经内分泌肿瘤、非霍奇金

淋巴瘤、非霍奇金氏淋巴瘤、非小细胞肺癌、燕麦细胞癌、眼癌、眼黑素瘤、寡树突神经胶质

细胞瘤、口癌、口腔癌、口咽癌、骨源性肉瘤、骨肉瘤、卵巢癌、卵巢上皮癌、卵巢生殖细胞肿

瘤、卵巢原发性腹膜癌、卵巢性索基质肿瘤、佩吉特氏病(Paget's  disease)、胰腺癌、乳头

状癌、鼻窦癌、甲状旁腺癌、骨盆癌、阴茎癌、外周神经癌、腹膜癌、咽癌、嗜铬细胞瘤、毛细胞

性星形细胞瘤(Pilocytic  astrocytoma)、松果体区域肿瘤、松果体母细胞瘤、垂体腺癌、原

发性中枢神经系统淋巴瘤、前列腺癌、直肠癌、肾细胞癌、肾盂癌、横纹肌肉瘤、唾液腺癌、肉

瘤、肉瘤、骨肉瘤、软组织肉瘤、子宫癌、窦癌、皮肤癌、小细胞肺癌、小肠癌、软组织肉瘤、脊

癌、脊柱癌、脊髓癌、脊肿瘤、鳞状细胞癌、胃癌、滑膜肉瘤、T细胞淋巴瘤、睾丸癌、喉癌、胸腺

瘤/胸腺癌、甲状腺癌、舌癌、扁桃体癌、移行细胞癌、移行细胞癌、移行细胞癌、三重阴性乳

腺癌、输卵管癌、管状癌、输尿管癌、输尿管癌、尿道癌、子宫腺癌、子宫癌、子宫肉瘤、阴道癌

和外阴癌。

[1071] 在一些实施方案中，本发明的CAR可为适用于治疗多发性骨髓瘤的CAR，诸如CS1 

CAR、CD38  CAR、CD138  CAR和BCMA  CAR。在一些实施方案中，本发明的CAR可为适用于治疗急

性骨髓性白血病的CAR，诸如CD33  CAR、CD123  CAR和CLL1  CAR。在一些实施方案中，本发明

的CAR可为适用于治疗T细胞白血病的CAR，诸如CD5  CAR和CD7  CAR。在一些实施方案中，本

发明的CAR可为适用于治疗实体肿瘤的CAR，诸如间皮素CAR、GD2  CAR、GPC3  CAR、Her2  CAR、

EGFR  CAR、Muc1  CAR、EpCAM  CAR、PD-L1  CAR、CEA  CAR、Muc16  CAR、CD133  CAR、CD171  CAR、

CD70  CAR、CLD18  CAR、cMET  CAR、EphA2  CAR、FAP  CAR、叶酸受体CAR、IL13Ra2  CAR、MG7 

CAR、PSMA  CAR、ROR1  CAR和VEGFR2  CAR。

[1072] 本发明也提供使受试者中的肿瘤负荷降低的方法。在一些实施方案中，如本文所

用，“肿瘤负荷”是指受试者中癌细胞的数目或癌的数量。在一些方面，肿瘤负荷也是指肿瘤

负担。在一些实施方案中，肿瘤可遍及受试者的身体加以散播。在一个方面，肿瘤可为液体

肿瘤诸如白血病或淋巴瘤。使肿瘤负荷降低的方法可涉及向受试者施用治疗有效量的免疫

细胞。免疫细胞可被工程化来表达本文所述的组合物。在一些实施方案中，表达本发明组合

物的免疫细胞可通过任何本文所述的递送途径来向受试者施用。本文也提供关于施用免疫

细胞的给药方案。在一些实施方案中，也可向受试者施用治疗有效量的刺激物以调谐免疫

治疗剂的表达。在一些方面，免疫治疗剂可能够使肿瘤负荷降低。也提供关于配体/刺激物
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给药的方案。肿瘤负荷降低可通过任何本领域中已知的方法来测量，所述方法包括肿瘤成

像和测量标志物蛋白质。在一些方面，生物发光成像可用于测量肿瘤负荷。生物发光成像利

用来自生物发光蛋白质诸如荧光素酶的天然光发射。通过添加适合底物，所述生物发光蛋

白质可参与使光子释放的化学反应。光子的释放可通过灵敏检测方法来捕集并定量。肿瘤

细胞可被工程化来表达荧光素酶，并且本文所述的组合物使肿瘤负荷降低的功效可通过成

像来定量。在一些方面，肿瘤负荷可通过光子通量(每秒光子数)来度量。在一些实施方案

中，光子通量与肿瘤负荷正性相关。

[1073] 疾病和毒素

[1074] 各种感染性疾病可用本发明的药物组合物、生物回路、生物回路组分、包括它们的

SRE的效应物模块或有效载荷治疗。如本文所用，术语“感染性疾病”是指由生物体诸如细

菌、病毒、真菌或寄生物引起的任何病症。作为一非限制性实例，感染性疾病可为急性细菌

性鼻窦炎、14天麻疹、痤疮、慢性萎缩性肢皮炎(ACA)-(潜伏性莱姆病(Lyme  disease)的晚

期皮肤表现形式)、急性出血性结膜炎、急性出血性膀胱炎、急性鼻窦炎、成人T细胞白血病-

淋巴瘤(ATLL)、非洲昏睡病(African  Sleeping  Sickness)、AIDS(获得性免疫缺陷综合

征)、肝泡状棘球蚴病(Alveolar  hydatid)、阿米巴病(Amebiasis)、阿米巴脑膜脑炎、边虫

病、炭疽、虫媒病毒病或类感染病、蛔虫病-(蛔虫感染)、无菌性脑膜炎、足癣(脚癣)、澳大利

亚蜱媒斑疹伤寒(Australian  tick  typhus)、禽流感、巴贝虫病、杆菌性血管瘤病、细菌性

脑膜炎、细菌性阴道病、龟头炎、小袋虫病、布氏病(Bang 's  disease)、巴马森林病毒感染

(Barmah  Forest  virus  infection)、巴尔通氏体病(Bartonellosis)(秘鲁疣(Verruga 

peruana)；卡里翁氏病(Carrion's  disease)；奥罗亚热(Oroya  fever))、蝙蝠丽沙病毒感

染(Bat  Lyssavirus  Infection)、湾疮(Bay  sore)(胶工溃疡(Chiclero's  ulcer))、贝利

蛔线虫感染(Baylisascaris  infection)(浣熊蛔虫感染)、河狸热(Beaver  fever)、牛肉绦

虫、非性病性梅毒(地方性梅毒)、双相脑膜脑炎、黑祸病、黑死病、黑色发结节病、黑尿热、芽

生菌病、新生儿脓溢、睑炎、疖、流行性胸痛病(胸膜痛)、宫本疏螺旋体病(Borrelia 

miyamotoi  Disease)、肉毒杆菌中毒、南欧斑疹热、巴西紫癜热、断骨热、布里尔病(Brill)、

细支气管炎、支气管炎、布鲁氏杆菌病(布氏病)、腺鼠疫、大疱性脓疱病、鼻疽伯克霍尔德氏

菌病(Burkholderia  mallei) (鼻疽病(Glanders))、类鼻疽伯克霍尔德氏菌病

(Burkholderia  pseudomallei)(类鼻疽病(Melioidosis))、布路里溃疡(Buruli  ulcers)

(也是分枝杆菌布路里溃疡(Mycoburuli  ulcers))、布斯病(Busse)、布斯-布施克病

(Busse-Buschke  disease) (隐球菌病)、加利福尼亚组脑炎(California  group 

encephalitis)、弯曲菌病(Campylobacteriosis)、假丝酵母病(Candidiasis)、蔗田热(犬

钩端螺旋体热；7天热；韦尔氏病(Weil's  disease)；钩端螺旋体病；蔗田热)、犬钩端螺旋体

热、毛细线虫病、品他病(Carate)、碳青霉烯抗性肠杆菌科(Carbapenem-resistant 

Enterobacteriaceae，CRE)病、痈、卡里翁氏病、猫抓热、洞穴病、中亚出血热、中欧蜱虫病、

子宫颈癌、查加斯病(Chagas  disease)、软下疳(软性下疳)、芝加哥病(Chicago  disease)、

禽痘(水痘)、胶工溃疡、切昆贡亚热(Chikungunya  fever)、衣原体感染、霍乱、着色芽生菌

病(Chromoblastomycosis)、鱼肉毒(Ciguatera)、淋病、华支睾吸虫病(肝片形吸虫感染)、

艰难梭菌(Clostridium  Difficile)感染、产气荚膜梭菌病(Clostridium  Perfringens)(ε

毒素)、球孢子菌病真菌性感染(溪谷热(Valley  f ever) ；球孢子菌病(desert 
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rheumatism))、多头蚴病、科罗拉多蜱传热、尖锐湿疣、尖锐湿疣(疣)、扁平湿疣、刚果热、刚

果出血热病毒病、结膜炎、牛痘、阴虱寄生病(Crabs)、克里米亚病(Crimean)、喉头炎、隐球

菌病、隐孢子虫病(Crypto)、皮肤幼虫移行症、环孢子虫病(Cyclosporiasis)、囊型包虫病

(Cystic  hydatid)、囊尾蚴病、膀胱炎、捷克斯洛伐克蜱虫病(Czechoslovak  tick)、D68

(EV-D68)、泪囊炎、登革热、达林氏病(Darling 's  Disease)、中室斑虻热、登革热(1、2、3和

4)、球孢子菌病、胸壁痛(Devil's  grip)、二相产乳热、白喉、散播性血管内凝血、狗绦虫病、

杜诺凡病(Donovanosis)、杜诺凡病(腹股沟肉芽肿)、麦地那龙线虫病(Dracontiasis)、成

线虫病、杜克氏病(Duke's  disease)、登登病(Dum  Dum  Disease)、迪朗-尼古拉斯-法夫尔

病(Durand-Nicholas-Favre  disease)、短小绦虫病(Dwarf  tapeworm)、大肠杆菌感染(大

肠杆菌)、东部马脑炎、埃博拉出血热(埃博拉病毒病EVD)、毛外癣菌病、埃里希体病

(Ehrlichiosis)(森里特苏热(Sennetsu  fever))、脑炎、地方性回归热、地方性梅毒、眼内

炎、毛内癣菌病、蛲虫病(蛲虫感染)、肠毒素-B中毒(葡萄球菌食物中毒)、肠病毒感染、流行

性角膜结膜炎、流行性回归热、流行性斑疹伤寒、会厌炎、丹毒、类丹毒(丹毒丝菌病)、慢性

游走性红斑、传染性红斑、边缘性红斑、多形性红斑、结节性红斑、麻风结节性红斑、红癣、鼻

咽粘膜利什曼病(Espundia)、真菌性足分枝菌病、欧洲芽生菌病、幼儿急疹(第六病)、眼丝

虫病、远东蜱虫病、片形吸虫病、南欧斑疹热(fievre  boutonneuse)(蜱媒斑疹伤寒)、第五

病(传染性红斑)、菲拉托夫-杜克斯病(Filatow-Dukes'Disease)(烫伤样皮肤综合征；里特

氏病(Ritter's  Disease))、鱼绦虫病、菲茨-休-柯蒂斯综合征-肝周炎、弗林德斯岛斑疹热

(Flinders  Island  Spotted  Fever)、流行性感冒(流感)、毛囊炎、四角病(Four  Corners 

Disease)、四角病(人肺综合征(HPS))、雅司病(Frambesia)、弗朗西斯病(Francis 

disease)、疖病、气性坏疽、胃肠炎、生殖器疱疹、生殖器疣、德国麻疹、格斯特曼-斯脱司勒-

史茵克(Gerstmann-Straussler-Scheinker，GSS)病、贾第鞭毛虫病、吉尔克里斯特氏病

(Gilchrist’s  disease)、齿龈炎、龈口炎、鼻疽病、腺热(感染性单核细胞增多症)、颚口线

虫病、淋球菌感染(淋病)、淋病、腹股沟肉芽肿(杜诺凡病)、丝虫病、流感嗜血杆菌病、汉堡

病(Hamburger  disease)、汉森氏病(Hansen 's  disease)-麻风病、汉坦病(Hantaan 

disease)、汉坦-韩国出血热、汉坦病毒肺综合征、汉坦病毒肺综合征(HPS)、硬质下疳、硬质

麻疹、哈弗希尔热(Haverhill  fever)-鼠咬热、头和身体虱病、腹地热、螺杆菌病、溶血性尿

毒综合征(HUS)、甲型肝炎、乙型肝炎、丙型肝炎、丁型肝炎、戊型肝炎、疱疹性咽峡炎、生殖

器疱疹、唇疱疹、新生儿疱疹、汗腺炎、组织胞浆菌病、组织胞浆菌病感染(组织胞浆菌病)、

希斯-沃纳病(His-Werner  disease)、HIV感染、钩虫传染、睑腺炎、睑腺炎(麦粒肿)、HTLV

病、HTLV相关骨髓病(HAM)、人粒细胞性埃里希体病、人单核细胞埃里希体病、人乳头状瘤病

毒(HPV)病、人肺综合征、包虫囊肿、狂犬病、脓疱病，包括先天性(德国麻疹)，包涵体结膜

炎、包涵体结膜炎-游泳池性结膜炎-血管翳、婴儿腹泻、感染性单核细胞增多症、感染性心

肌炎、感染性心包炎、流感、等孢球虫病、以色列斑疹热(Israeli  spotted  fever)、日本脑

炎、股癣、乔治拉宝病(Jorge  Lobo  disease)-洛博芽生菌病、丛林黄热病、呼宁阿根廷出血

热(Junin  Argentinian  hemorrhagic  fever)、黑热病(Kala  Azar)、卡波西氏肉瘤、瘢痕瘤

性芽生菌病、角膜结膜炎、库鲁病(Kuru)、卡萨努森林病(Kyasanur  forest  disease)、拉克

罗斯脑炎(LaCrosse  encephalitis)、拉沙出血热(Lassa  hemorrhagic  fever)、军团杆菌

病(军团病)、军团菌肺炎、勒米雷氏综合征(Lemierre's  Syndrome)(咽峡炎后败血症)、旅

说　明　书 424/481 页

429

CN 111107866 A

429



鼠热、麻风病、钩端螺旋体病(七日热；韦尔氏病)、李氏杆菌病(李斯特菌(Listeria))、肝片

形吸虫感染、拉宝氏霉菌病、破伤风、罗阿丝虫病、羊跳跃病(Louping  Ill)、路德维希氏咽

峡炎(Ludwig's  angina)、肺吸虫感染、肺吸虫感染(并殖吸虫病)、莱姆病(Lyme  disease)、

性病淋巴肉芽肿感染(LGV)、马丘坡波利维亚出血热(Machupo  Bolivian  hemorrhagic 

fever)、足分枝菌病、品他病(Mal  del  pinto)、疟疾、恶性脓泡、马尔他热、马尔堡出血热、

马斯特斯病(Masters  disease)、母性败血症(产褥热)、麻疹、地中海斑疹热、类鼻疽(惠特

莫尔氏病(Whitmore 's  disease))、脑膜炎、脑膜炎球菌病、MERS、挤奶员结节(Milker 's 

nodule)、触染性软疣、念珠菌病、猴痘、单核细胞增多症、单核细胞增多症样综合征、旅行者

腹泻(Montezuma's  Revenge)、麻疹、MRSA(甲氧西林抗性金黄色葡萄球菌(Staphylococcus 

aureus))感染、毛霉菌病-接合菌病、多器官功能异常综合征或MODS、多系统萎缩(MSA)、腮

腺炎、鼠型斑疹伤寒、墨累河谷脑炎(Murray  Valley  Encephalitis，MVE)、分枝杆菌布路里

溃疡、分枝杆菌布路里溃疡-布路里溃疡、霉菌性外阴阴道炎、肌炎、七日热、坏死性筋膜炎、

1型坏死性筋膜炎、2型坏死性筋膜炎、根岸病(Negishi)、新世界斑疹热(New  world 

spotted  fever)、诺卡氏菌病、非淋菌性尿道炎、非脊髓灰质炎(非脊髓灰质炎肠病毒)、诺

如病毒(Norovirus)感染、北美芽生菌病、北亚蜱媒斑疹伤寒、诺瓦克病毒(Norwalk  virus)

感染、挪威痒病(Norwegian  itch)、奥哈拉病(O'Hara  disease)、鄂木斯克出血热(Omsk 

hemorrhagic  fever)、科罗病(Onchoceriasis)、甲霉菌病、后睾吸虫病、新生儿眼炎

(Opthalmia  neonatorium)、口腔绒毛状粘膜白斑病、Orf、东方疖、东方斑疹热、鸟疫(鹦鹉

热；鹦鹉病)、奥罗亚热(Oroya  fever)、外耳炎、中耳炎、血管翳、副球孢子菌病、并殖吸虫

病、麻痹性贝毒(麻痹性贝毒)、甲沟炎(蹄冠炎)、腮腺炎、PCP肺炎、虱病、肝紫癜症、骨盆炎

症性疾病、百日咳(也称为喘息咳)、暗色丝孢霉病(Phaeohyphomycosis)、咽结膜热、毛孢子

菌病(白色毛孢子菌病)、毛孢子菌病(黑色毛孢子菌病)、坏死性肠炎(Pigbel)、红眼结膜

炎、品他病(Pinta)、蛲虫感染、窝状角质层分离、变色性皮癣(花斑癣)、鼠疫；腹股沟腺炎、

胸膜痛、肺炎球菌病、肺囊虫病、肺炎、肺炎性(鼠疫)、脊髓灰质炎或小儿麻痹症、多囊性包

虫病、庞蒂亚克热(Pontiac  fever)、猪肉绦虫病、波萨达-韦尼克病(Posada-Wernicke 

disease)、咽峡炎后败血症、波瓦桑病(Powassan)、进行性多灶性脑白质病、进行性风疹全

脑炎、前列腺炎、假膜性结肠炎、鹦鹉病、产褥热、脓疱皮疹病(天花)、肾盂肾炎、门静脉炎、Q

热、扁桃体周脓肿、五日热(5天热)、兔热、狂犬病、浣熊蛔虫感染、鼠咬热、大鼠绦虫病、莱特

尔综合征(Reiter  Syndrome)、回归热、呼吸道融合性病毒(RSV)感染、风湿热、红酵母菌病、

篦麻毒素中毒、立克次氏体痘、立克次氏体病、里夫特山谷热(Rift  Valley  Fever)、环癣、

里特氏病(Ritter's  Disease)、河盲症、洛基山斑疹热(Rocky  Mountain  spotted  fever)、

罗斯汉德勒氏病(Rose  Handler's  disease)(孢子丝菌病)、婴儿蔷薇疹、蔷薇疹、罗斯河热

(Ross  River  fever)、轮状病毒感染、蛔虫感染、风疹、麻疹、俄罗斯春型病(Russian 

spring)、沙门氏菌病胃肠炎、圣华金溪谷热(San  Joaquin  Valley  fever)、圣保罗脑炎

(Sao  Paulo  Encephalitis)、圣保罗热、SARS、疥疮侵扰(疥疮)(挪威痒病)、烫伤样皮肤综

合征、猩红热(Scarlet  fever/Scarlatina)、血吸虫病、鲭鱼病(Scombroid)、丛林斑疹伤

寒、森里特苏热、败血症(败血性休克)、重度急性呼吸综合征、重度急性呼吸综合征(SARS)、

志贺产毒大肠杆菌(STEC/VTEC)病、志贺氏菌病胃肠炎(志贺氏菌(Shigella))、胫骨热、带

状疱疹、航运热、西伯利亚蜱媒斑疹伤寒、窦炎、第六病、掴颊病(Slapped  cheek  disease)、
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昏睡病、天花(痘疮)、血吸虫病(Snail  Fever)、软性下疳、南方蜱虫相关皮疹病(Southern 

tick  associated  rash  illness)、裂头蚴病(Sparganosis)、洞穴探索者病(Spelunker’s 

disease)、散发性斑疹伤寒、孢子丝菌病、斑疹热、春季病、圣路易斯脑炎(St .Louis 

encephalitis)、葡萄球菌性食物中毒、葡萄球菌感染、链球菌咽炎、链球菌病、链球菌中毒

性休克综合征、类圆线虫病、麦粒肿、亚急性硬化性全脑炎、亚急性硬化性全脑炎(SSPE)、突

发性急性呼吸综合征、突发性皮疹、游泳者耳病、游泳者痒病、游泳池性结膜炎、森林黄热

病、梅毒、全身性炎症性应答综合征(SIRS)、脊髓痨(三期梅毒)、绦虫病、泰加脑炎(Taiga 

encephalitis)、制革工人病(Tanner's  disease)、绦虫感染、颞叶脑炎、颞叶脑炎、破伤风

(牙关紧闭症)、破伤风感染、蛲虫感染、鹅口疮、蜱虫病、蜱媒斑疹伤寒、须癣、发癣、体癣、股

癣、手癣、黑癣、脚癣、甲癣、花斑癣、球拟酵母病、隐球菌病、中毒性休克综合征、弓浆虫病、

可传播性海绵状病(CJD)、旅行者腹泻(Traveler's  diarrhea)、战壕热5、旋毛虫病、滴虫

病、腋毛菌病、鞭虫病、热带痉挛性下肢轻瘫(TSP)、锥虫病、结核病(TB)、结核病、野免热、伤

寒、斑疹伤寒、软下疳(Ulcus  molle)、波状热(Undulant  fever)、城市型黄热病(Urban 

yellow  fever)、尿道炎、阴道炎、阴道病、万古霉素中度抗性金黄色葡萄球菌病(VISA)、万

古霉素抗性金黄色葡萄球菌病(VRSA)、水痘、委内瑞拉马脑炎、秘鲁疣、霍乱弧菌病(霍乱)、

弧菌病(弧菌)、文森特氏病(Vincent's  disease)或战壕口炎、病毒性结膜炎、病毒性脑膜

炎、病毒性脑膜脑炎、病毒性皮疹、内脏幼虫移行症、黄热病、外阴阴道炎、疣、沃特豪斯病

(Waterhouse)、韦尔氏病、西尼罗河热、西部马脑炎、惠普尔氏病、鞭虫感染、白色毛孢子菌

病、蹄冠炎、惠特莫尔氏病、冬季腹泻、战壕热(Wolhynia  fever)、拣毛工病(Wool  sorters'

disease)、雅司病(Yaws)、黄热病、耶尔森菌病(Yersinosis)、耶尔森菌病(耶尔森氏菌

(Yersinia))、扎霍斯基氏病(Zahorsky's  disease)、寨卡病毒病、带状疱疹、接合菌病、约

翰坎宁安病毒(John  Cunningham  Virus，JCV)病、人免疫缺陷病毒(人免疫缺陷病毒)病、流

感病毒病、乙型肝炎、丙型肝炎、丁型肝炎、呼吸道融合性病毒(RSV)、单纯疱疹病毒1和2、人

巨细胞病毒病、艾伯斯坦-巴尔病毒病、水痘带状疱疹病毒病、冠状病毒病、痘病毒病、肠病

毒71病、风疹病毒病、人乳头状瘤病毒病、肺炎链球菌(Streptococcus  pneumoniae)病、草

绿色链球菌(Streptococcus  viridans)病、金黄色葡萄球菌(Staphylococcus  aureus/

S.aureus)病、甲氧西林抗性金黄色葡萄球菌(MRSA)病、万古霉素中度抗性金黄色葡萄球菌

(VISA)病、万古霉素抗性金黄色葡萄球菌病(VRSA)病、表皮葡萄球菌(Staphylococcus 

epidermidis/S.epidermidis)病、破伤风梭菌(Clostridium  Tetani)病、百日咳博德特氏

菌(Bordetella  pertussis)病、副百日咳博德特氏菌(Bordetella  paratussis)病、分支杆

菌(Mycobacterium)病、野兔热弗朗西斯氏菌(Francisella  tularensis)病、刚地弓形虫

(Toxoplasma  gondii)病、念珠菌(Candida)(白色念珠菌(C .albicans)、光滑念珠菌

(C.glabrata)、近平滑念珠菌(C.parapsilosis)、热带念珠菌(C.tropicalis)、克鲁斯念珠

菌(C.krusei)和葡萄牙念珠菌(C.lusitaniae))病和/或任何其他感染性疾病、病症或综合

征。

[1075] 各种毒素可用本发明的药物组合物、生物回路、生物回路组分、包括它们的SRE的

效应物模块或有效载荷处理。毒素的非限制性实例包括篦麻毒素、炭疽芽孢杆菌毒素、志贺

毒素和志贺样毒素、肉毒杆菌毒素。

[1076] 各种热带疾病可用本发明的药物组合物、生物回路、生物回路组分、包括它们的
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SRE的效应物模块或有效载荷治疗。热带疾病的非限制性实例包括切昆贡亚热、登革热、查

加斯病、狂犬病、疟疾、埃博拉病毒病、马伯格病毒病、西尼罗病毒病、黄热病、日本脑炎病毒

病、圣路易斯脑炎病毒病。

[1077] 各种食源性病和胃肠炎可用本发明的药物组合物、生物回路、生物回路组分、包括

它们的SRE的效应物模块或有效载荷治疗。食源性病和胃肠炎的非限制性实例包括轮状病

毒病、诺瓦克病毒(诺如病毒)病、空肠弯曲杆菌(Campylobacter  jejuni)病、艰难梭菌病、

溶组织内阿米巴病、幽门螺杆菌(Helicobacter  pylori)病、金黄色葡萄球菌的肠毒素B病、

甲型肝炎病毒(HAV)病、戊型肝炎、单核细胞增多性李斯特菌病、沙门氏菌病、产气荚膜梭菌

病和沙门氏菌病。

[1078] 各种感染物可用本发明的药物组合物、生物回路、生物回路组分、包括它们的SRE

的效应物模块或有效载荷处理。感染物的非限制性实例包括腺病毒、嗜吞噬细胞无形体

(Anaplasma  phagocytophilium)、人蛔虫(Ascaris  lumbricoides)、炭疽芽孢杆菌

(Bacillus  anthracis)、蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)、拟杆菌属某种(Bacteriodes 

sp.)、巴马森林病毒、杆菌状巴尔通氏体(Bartonella  bacilliformis)、汉赛巴尔通氏体

(Bartonella  henselae)、五日热巴尔通氏体(Bartonella  quintana)、产气荚膜梭菌的β毒

素、百日咳博德特氏菌、副百日咳博德特氏菌(Bordetella  parapertussis)、伯氏疏螺旋体

(Borrelia  burgdorferi)、宫本疏螺旋体(Borrelia  miyamotoi)、回归热疏螺旋体

(Borrelia  recurrentis)、疏螺旋体属某种(Borrelia  sp.)、肉毒杆菌毒素、布鲁氏菌属某

种(Brucella  sp.)、类鼻疽伯克霍尔德氏菌(Burkholderia  pseudomallei)、加利福尼亚脑

炎病毒、弯曲杆菌(Campylobacter)、白色念珠菌(Candida  albicans)、切昆贡亚病毒

(chikungunya  virus)、鹦鹉热衣原体(Chlamydia  psittaci)、沙眼衣原体(Chlamydia 

trachomatis)、中华枝睾吸虫(Clonorchis  sinensis)、艰难梭菌细菌、破伤风梭菌、科罗拉

多蜱传热病毒、白喉棒杆菌、微小棒杆菌(Corynebacterium  minutissimum)、贝纳特氏立克

次体(Coxiella  burnetii)、柯萨奇A、柯萨奇B、克里米亚-刚果出血热病毒、巨细胞病毒、登

革病毒、东方马脑炎病毒、埃博拉病毒、埃可病毒、查菲埃里希氏体(Ehrlichia 

chaffeensis)、马埃里希氏体(Ehrlichia  equi)、埃里希氏体属某种、溶组织内阿米巴、肠

杆菌属某种、粪肠球菌(Enterococcus  faecalis)、肠病毒71(Enterovirus  71)、艾伯斯坦-

巴尔病毒(EBV)、红斑丹毒丝菌(Erysipelothrix  rhusiopathiae)、大肠杆菌(Escherichia 

coli)、黄病毒(Flavivirus)、坏死梭杆菌(Fusobacterium  necrophorum)、阴道加德纳菌

(Gardnerella  vaginalis)、B组链球菌、埃及嗜血杆菌(Haemophilus  aegyptius)、杜克雷

嗜血杆菌(Haemophilus  ducreyi)、流感嗜血杆菌、汉坦病毒、幽门螺杆菌、甲型肝炎、乙型

肝炎、丙型肝炎、丁型肝炎、戊型肝炎、单纯疱疹病毒1和2、人疱疹病毒6、人疱疹病毒8、人免

疫缺陷病毒1和2、人T细胞白血病病毒I和II、流感病毒(A、B、C)、詹姆士城峡谷病毒

(Jamestown  Canyon  virus)、日本脑炎抗原、日本脑炎病毒、约翰坎宁安病毒、呼宁病毒

(juninvirus)、卡波西氏肉瘤相关疱疹病毒(KSHV)、肉芽肿克雷伯氏菌(Klebsiella 

granulomatis)、克雷伯氏菌属某种、卡萨努森林病病毒(Kyasanur  Forest  Disease 

virus)、拉克罗斯病毒、拉沙病毒(Lassavirus)、嗜肺军团菌、问号钩端螺旋体、单核细胞增

多性李斯特菌、淋巴细胞性脉络丛脑膜炎病毒、丽沙病毒(lyssavirus)、马丘坡病毒

(Machupovirus)、马伯格病毒、麻疹病毒、MERS冠状病毒(MERS-CoV)、栖息小球菌
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(Micrococcus  sedentarius)、动弯杆菌属某种(Mobiluncus  sp.)、软疣痘病毒、卡它莫拉

氏菌(Moraxella  catarrhalis)、麻疹-麻疹病毒(Morbilli-Rubeola  virus)、腮腺炎病毒、

麻风分枝杆菌(Mycobacterium  leprae)、结核分枝杆菌、溃疡分枝杆菌(Mycobacterium 

ulcerans)、生殖器支原体(Mycoplasma  genitalium)、支原体属某种、内罗毕病毒

(Nairovirus)、淋病奈瑟氏菌(Neisseria  gonorrhoeae)、脑膜炎奈瑟氏菌(Neisseria 

meningitidis)、诺卡菌、诺瓦克病毒、诺如病毒、鄂木斯克出血热病毒、乳头状瘤病毒、副流

感病毒1-3、副痘病毒、细小病毒B19、消化链球菌属某种(Peptostreptococccus  sp.)、疟原

虫属某种(Plasmodium  sp.)、I、II和III型脊髓灰质炎病毒型、变形杆菌属某种(Proteus 

sp.)、绿脓假单胞菌、惠特莫尔氏杆菌、假单胞菌属某种、狂犬病病毒、呼吸道融合性病毒、

篦麻毒素毒素、澳洲立克次氏体(Rickettsia  australis)、康诺尔立克次氏体(Rickettsia 

conori)、霍氏立克次氏体(Rickettsia  honei)、普氏立克次氏体(Rickettsia 

prowazekii)、罗斯河病毒、轮状病毒、风疹病毒、圣路易型脑炎、伤寒沙门氏菌、疥螨、SARS

相关冠状病毒(SARS-CoV)、沙雷氏菌属某种、志贺毒素和志贺样毒素、志贺氏菌属某种、辛

诺柏病毒、雪鞋野兔病毒、金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、念珠状链杆菌、肺炎链球菌、无

乳链球菌、无乳链球菌、A-H组链球菌、肺炎链球菌、化脓性链球菌、梅毒密螺旋体苍白亚种

(Treponema  pallidum  subsp.Pallidum)、梅毒密螺旋体斑点病变种(Treponema  pallidum 

var.carateum)、梅毒密螺旋体流行性变种(Treponema  pallidum  var.endemicum)、惠普尔

吸收不良菌(Tropheryma  whippelii)、解脲脲原体(Ureaplasma  urealyticum)、水痘-带状

疱疹病毒、天花病毒、霍乱弧菌、西尼罗病毒、黄热病毒、小肠结肠炎耶尔森氏菌、鼠疫耶尔

森氏菌和寨卡病毒。

[1079] 各种罕见疾病可用本发明的药物组合物、生物回路、生物回路组分、包括它们的

SRE的效应物模块或有效载荷治疗。如本文所用，术语“罕见疾病”是指影响群体中的小百分

比 成 员的 任何 疾 病。作为一非限 制性实 例 ，罕 见 疾 病可 为阿 佩 尔氏 综 合征

(Acrocephalosyndactylia)、肢皮炎、阿狄森病(Addison  Disease)、艾迪综合征(Adie 

Syndrome)、阿拉吉欧综合征(Alagille  Syndrome)、淀粉样变性、肌萎缩性侧索硬化、安吉

尔曼综合征(Angelman  Syndrome)、血管淋巴样增生伴嗜酸粒细胞增多(Angiolymphoid 

Hyperplasia  with  Eosinophilia)、阿诺德-吉亚利畸形(Arnold-Chiari  Malformation)、

关节炎、青少年类风湿病、亚斯伯格综合征(Asperger  Syndrome)、巴得-毕德综合征

(Bardet-Biedl  Syndrome)、巴雷特食道症(Barrett  Esophagus)、贝克威思-威德曼综合征

(Beckwith-Wiedemann  Syndrome)、贝塞特综合征(Behcet  Syndrome)、布卢姆综合征

(Bloom  Syndrome)、博文氏病(Bowen 's  Disease)、臂丛神经病变(Brachial  Plexus 

Neuropathies)、布朗-斯夸综合征(Brown-Sequard  Syndrome)、巴德-吉亚利综合征(Budd-

Chiari  Syndrome)、伯基特淋巴瘤、癌瘤256、沃克病(Walker)、卡罗利病(Caroli 

Disease)、恰克-马利-杜斯病(Charcot-Marie-Tooth  Disease)、切迪阿克-东综合征

(Chediak-Higashi  Syndrome)、基亚里-弗罗梅尔综合征(Chiari-Frommel  Syndrome)、点

状软骨发育不良(Chondrodysplasia  Punctata)、结肠假性梗阻、结肠直肠赘瘤、遗传性非

息肉病(Hereditary  Nonpolyposis)、颅骨面骨发育不全(Craniofacial  Dysostosis)、克

罗伊茨费尔特-雅各布综合征(Creutzfeldt-Jakob  Syndrome)、克罗恩病(Crohn 

Disease)、柯兴综合征(Cushing  Syndrome)、囊性纤维化、丹迪-沃克综合征(Dandy-Walker 
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Syndrome)、狄兰格综合征(De  Lange  Syndrome)、血管性痴呆、疱疹样皮炎、迪乔治综合征

(DiGeorge  Syndrome)、希尔德弥漫性脑硬化(Diffuse  Cerebral  Sclerosis  of 

Schilder)、杜安眼球退缩综合征(Duane  Retraction  Syndrome)、迪皮特朗挛缩

(Dupuytren  Contracture)、埃布斯坦畸形(Ebstein  Anomaly)、艾森门格复征

(Eisenmenger  Complex)、埃利斯-范克里威德综合征(Ellis-Van  Creveld  Syndrome)、脑

炎、软骨发育不良、表皮坏死溶解、中毒、单侧面萎缩、因子XII缺乏、范可尼贫血(Fanconi 

Anemia)、费尔提氏综合征(Felty's  Syndrome)、多骨性纤维性发育不良、福克斯-福代斯病

(Fox-Fordyce  Disease)、弗里德希共济失调(Friedreich  Ataxia)、梭杆菌病、加德纳综合

征(Gardner  Syndrome)、戈谢病(Gaucher  Disease)、格斯特曼综合征(Gerstmann 

Syndrome)、巨大淋巴结增生、I型糖原贮积病、II型糖原贮积病、IV型糖原贮积病、V型糖原

贮积病、VII型糖原贮积病、戈尔登哈综合征(Goldenhar  Syndrome)、格林-巴利综合征

(Guillain-Barre  Syndrome)、哈勒曼氏综合征(Hallermann's  Syndrome)、多发性错构瘤

综合征、哈勒普病(Hartnup  Disease)、肝豆状核变性(Hepatolenticular  Degeneration)、

肝豆状核变性、遗传性感觉和运动神经病变、赫什朋病(Hirschsprung  Disease)、组织细胞

坏死性淋巴腺炎、组织细胞增多症、朗格汉斯细胞(Langerhans-Cell)病、霍奇金病、霍纳尔

综合征(Horner  Syndrome)、亨廷顿病(Huntington  Disease)、高醛固酮症、多汗、弥漫性特

发性骨骼性骨肥厚、垂体机能减退、不当ADH综合征、肠息肉、艾萨克综合征(Isaacs 

Syndrome)、卡塔格内综合征(Kartagener  Syndrome)、卡恩斯-塞尔综合征(Kearns-Sayre 

Syndrome)、克利佩尔-费尔综合征(Klippel-Feil  Syndrome)、克利佩尔-崔罗雷-韦伯综合

征(Klippel-Trenaunay-Weber  Syndrome)、克鲁尔-布西综合征(Kluver-Bucy  Syndrome)、

科尔萨科夫综合征(Korsakoff  Syndrome)、拉福拉病(Lafora  Disease)、兰伯特-伊顿肌无

力综合征(Lambert-Eaton  Myasthenic  Syndrome)、兰达-克莱夫纳综合征(Landau-

Kleffner  Syndrome)、兰格-吉迪翁综合征(Langer-Giedion  Syndrome)、利病(Leigh 

Disease)、莱希-尼亨综合征(Lesch-Nyhan  Syndrome)、脑白质营养不良、球样细胞

(Globoid  Cell)病、李-弗劳明综合征(Li-Fraumeni  Syndrome)、长QT综合征、马查多-约瑟

夫病(Machado-Joseph  Disease)、马洛莱-韦斯综合征(Mallory-Weiss  Syndrome)、马雷克

病(Marek  Disease)、马凡综合征(Marfa n  Synd rome)、梅克尔憩室(Meckel 

Diverticulum)、梅杰综合征(Meige  Syndrome)、梅尔克松-罗森塔尔综合征(Melkersson-

Rosenthal  Syndrome)、梅尼埃尔病(Meniere  Disease)、米库利奇氏病(Mikulicz 's 

Disease)、米勒费雪综合征(Miller  Fisher  Syndrome)、默比厄斯综合征(Mobius 

Syndrome)、烟雾病(Moyamoya  Disease)、皮肤粘膜淋巴结综合征、粘多糖贮积症I、粘多糖

贮积症II、粘多糖贮积症III、粘多糖贮积症IV、粘多糖贮积症VI、1型多发性内分泌赘瘤形

成、代理孟乔森综合征(Munchausen  Syndrome  by  Proxy)、脊柱肌肉萎缩、猝睡症、神经轴

突营养不良(Neuroaxonal  Dystrophies)、视神经脊髓炎、神经元蜡样质脂褐质沉积症

(Neuronal  Ceroid-Lipofuscinoses)、尼曼-皮克病(Niemann-Pick  Disease)、努南综合征

(Noonan  Syndrome)、遗传性视神经萎缩(Optic  Atrophy ,Hereditary)、畸形性骨炎

(Osteitis  Deformans)、骨软骨炎、骨软骨发育不良、原发性骨质溶解(Osteolysis ,

Essential)、乳腺外佩吉特病(Paget  Disease  Extramammary)、乳腺佩吉特氏病(Paget's 

Disease,Mammary)、结节性非化脓性脂膜炎(Panniculitis,Nodular  Nonsuppurative)、帕
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皮永-勒菲弗病(Papillon-Lefevre  Disease)、麻痹、佩利措伊斯-梅茨巴赫病(Pelizaeus-

Merzbacher  Disease)、良性家族性天疱疮、纤维性海绵体炎、缩窄性心包炎、过氧化物酶体

病症、珀茨-杰格斯综合征(Peutz-Jeghers  Syndrome)、脑皮克病(Pick  Disease  of  the 

Brain)、比埃洛宾综合征(Pierre  Robin  Syndrome)、色素沉着病症、苔癣样糠疹、多囊性卵

巢综合征、自体免疫多内分泌病变、普拉德-威利综合征(Prader-Willi  Syndrome)、瞳孔病

症(Pupil  Disorder)、雷特综合征(Rett  Syndrome)、雷意综合征(Reye  Syndrome)、鲁宾斯

坦-泰必综合征(Rubinstein-Taybi  Syndrome)、山多夫病(Sandhoff  Disease)、尤因氏肉

瘤、史尼兹勒综合征(Schnitzler  Syndrome)、舍格伦氏综合征(Sjogren's  Syndrome)、舍

格伦-拉森综合征(Sjogren-Larsson  Syndrome)、史密斯-莱米莉-奥皮茨综合征(Smith-

Lemli-Opitz  Syndrome)、儿童期脊柱肌肉萎缩、斯特奇-韦伯综合征(Sturge-Weber 

Syndrome)、味觉性出汗、高安动脉炎(Takayasu  Arteritis)、丹吉尔病(Tangier 

Disease)、泰-萨斯病(Tay-Sachs  Disease)、血栓闭塞性脉管炎、自体免疫甲状腺炎、泰齐

氏综合征(Tietze's  Syndrome)、披膜病毒感染(Togaviridae  Infection)、托洛萨-亨特综

合征(Tolosa-Hunt  Syndrome)、妥瑞综合征(Tourette  Syndrome)、葡萄膜脑膜脑炎综合

征、瓦尔登布尔氏综合征(Waardenburg 's  Syndrome)、韦格纳肉芽肿病(Wegener 

Granulomatosis)、韦尔病(Weil  Disease)、沃纳综合征(Werner  Syndrome)、威廉姆斯综合

征(Williams  Syndrome)、威尔姆斯肿瘤(Wilms  Tumor)、沃夫-帕金森-怀特综合征(Wolff-

Parkinson-White  Syndrome)、沃尔弗拉姆综合征(Wolfram  Syndrome)、沃尔曼病(Wolman 

Disease)、齐薇格综合征(Zellweger  Syndrome)、佐林格-埃利森综合征(Zollinger-

Ellison  Syndrome)和冯威尔邦德病(von  Willebrand  Disease)。

[1080] 各种自体免疫疾病和自体免疫相关疾病可用本发明的药物组合物、生物回路、生

物回路组分、包括它们的SRE的效应物模块或有效载荷治疗。如本文所用，术语“自体免疫疾

病”是指其中身体产生攻击它的自身组织的抗体的疾病。作为一非限制性实例，自体免疫疾

病可为急性播散性脑脊髓炎(ADEM)、急性坏死性出血性脑白质炎、阿狄森氏病、无γ球蛋白

血症、斑形脱发、淀粉样变性、僵直性脊椎炎、抗GBM/抗TBM肾炎、抗磷脂综合征(APS)、自体

免疫血管性水肿、自体免疫再生障碍性贫血、自体免疫自主神经异常、自体免疫肝炎、自体

免疫高脂质血症、自体免疫免疫缺陷、自体免疫内耳病(AIED)、自体免疫心肌炎、自体免疫

卵巢炎、自体免疫胰腺炎、自体免疫视网膜病变、自体免疫血小板减少性紫癜(ATP)、自体免

疫甲状腺疾病、自体免疫荨麻疹、轴突和神经元神经病变、巴洛病(Balo  disease)、贝塞特

氏病、大疱性类天疱疮、心肌病变、卡斯尔曼病(Castleman  disease)、乳糜泻、查加斯病、慢

性疲劳综合征、慢性炎症性脱髓鞘性多发性神经病变(CIDP)、慢性复发性多灶性骨髓炎

(CRMO)、许尔-施特劳斯综合征(Churg-Strauss  syndrome)、瘢痕性类天疱疮/良性粘膜类

天疱疮、克罗恩氏病、柯根综合征(Cogans  syndrome)、冷凝集素病、先天性心脏阻滞、柯萨

奇心肌炎、CREST病、原发性混合冷球蛋白血症、脱髓鞘性神经病变、疱疹样皮炎、皮肤肌炎、

德维克氏病(Devic’s  disease)(视神经脊髓炎)、盘状狼疮、德雷斯勒氏综合征(Dressler’

s  syndrome)、子宫内膜异位症、嗜酸性粒细胞性食管炎、嗜酸性粒细胞性筋膜炎、结节性红

斑、实验性过敏性脑脊髓炎、埃文斯综合征(Evans  syndrome)、纤维肌痛**、纤维性肺泡炎、

巨细胞动脉炎(颞动脉炎)、巨细胞心肌炎、肾小球性肾炎、古德帕斯彻氏综合征

(Goodpasture’s  syndrome)、肉芽肿病伴多血管炎(GPA)(先前称为韦格纳氏肉芽肿病)、格
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雷夫斯病、格林-巴利综合征、桥本氏脑炎、桥本氏甲状腺炎、溶血性贫血、亨诺克-舍恩来因

紫癜(Henoch-Schonlein  purpura)、妊娠疱疹、低γ球蛋白血症、特发性血小板减少性紫癜

(ITP)、IgA肾病变、IgG4相关硬化病、免疫调控性脂蛋白病、包涵体肌炎、间质性膀胱炎、青

少年关节炎、青少年糖尿病(1型糖尿病)、青少年肌炎、川崎综合征、兰伯特-伊顿综合征、白

细胞破裂性血管炎、扁平苔癣、硬化性苔藓(Lichen  sclerosis)、木质性结膜炎、线性IgA疾

病(LAD)、狼疮(SLE)、慢性莱姆病、美尼尔氏病、显微性多血管炎、混合结缔组织疾病

(MCTD)、莫伦氏溃疡(Mooren’s  ulcer)、慕夏-哈伯曼病(Mucha-Habermann  disease)、多发

性硬化症、重症肌无力、肌炎、猝睡症、视神经脊髓炎(德维克氏)、嗜中性白细胞减少症、眼

瘢痕性类天疱疮、视神经炎、复发性风湿病、PANDAS(与链球菌相关的儿科自体免疫神经精

神病症)、副赘生性小脑变性、阵发性夜间血红蛋白尿(PNH)、帕里龙伯格综合征(Parry 

Romberg  syndrome)、帕森尼奇-特纳综合征(Parsonnage-Turner  syndrome)、扁平部睫状

体炎(周边葡萄膜炎)、天疱疮、外周神经病变、静脉周脑脊髓炎、恶性贫血、POEMS综合征、多

发性结节性动脉炎、I、II和III型自体免疫多腺性综合征、风湿性多肌痛、多发性肌炎、心肌

梗塞后综合征、心包切开术后综合征、孕酮皮炎、原发性胆汁性硬化、原发性硬化性胆管炎、

牛皮癣、牛皮癣性关节炎、特发性肺纤维化、坏疽性脓皮病、纯红细胞再生障碍、雷诺现象

(Raynauds  phenomenon)、反应性关节炎、反射交感神经性营养不良、莱特尔氏综合征、复发

性多软骨炎、多动腿综合征、腹膜后纤维化、风湿热、类风湿性关节炎、类肉瘤病、施密特综

合征(Schmidt  syndrome)、巩膜炎、硬皮病、舍格伦氏综合征、精子和睾丸自体免疫性、僵人

综合征、亚急性细菌性心内膜炎(SBE)、苏萨克氏综合征(Susac’s  syndrome)、交感性眼炎、

高安氏动脉炎、颞动脉炎/巨细胞动脉炎、血小板减少性紫癜(TTP)、托洛萨-亨特综合征、横

贯性脊髓炎、溃疡性结肠炎、未分化结缔组织疾病(UCTD)、葡萄膜炎、血管炎、水疱大疱性皮

肤病、白癜风和韦格纳氏肉芽肿病(现时被称为肉芽肿病伴多血管炎(GPA))。

[1081] 各种肾病可用本发明的药物组合物、生物回路、生物回路组分、包括它们的SRE的

效应物模块或有效载荷治疗。作为一非限制性实例，肾病可为阿博赫登-考夫曼-利尼亚克

综合征(Abderhalden-Kaufmann-Lignac  syndrome)(肾病变性胱氨酸贮积症)、腹部区室综

合征、急性肾衰竭/急性肾损伤、急性叶性肾病、急性磷酸盐肾病变、急性肾小管坏死、腺嘌

呤磷酸核糖基转移酶缺乏、腺病毒肾炎、奥尔波特综合征(Alport  Syndrome)、淀粉样变性、

与心内膜炎和其他感染相关的ANCA血管炎、血管肌脂瘤、止痛药肾病变、神经性厌食症和肾

病、血管紧张素抗体和局灶节段性肾小球硬化症、抗磷脂综合征、抗TNF-α疗法-相关肾小球

性肾炎、APOL1突变、表观盐皮质激素过多综合征(Apparent  Mineralocorticoid  Excess 

Syndrome)、马兜铃酸肾病变、中国草本肾病变、巴尔干地方性肾病变、巴特尔综合征

(Bartter  Syndrome)、甜菜尿、β-地中海贫血肾病、胆道铸型肾病变(Bile  Cast 

Nephropathy)、天然肾中的BK多瘤病毒肾病变、膀胱破裂、膀胱括约肌协同困难、膀胱填塞、

博德-克洛斯尔肾病变(Border-Crossers'Nephropathy)、波旁病毒和急性肾损伤、灼烧甘

蔗收集和急性肾功能异常、百泌达(Byetta)和肾衰竭、C1q肾病变、大麻素剧吐急性肾衰竭、

心肾综合征、卡非佐米(Carfilzomib)诱发的肾损伤、CFHR5肾病变、恰克–马利–杜斯病伴肾

小球病变、樱桃浓缩物和急性肾损伤、胆固醇血栓、许尔–施特劳斯综合征、乳糜尿、粘菌素

肾毒性、胶原纤维性肾小球病变、塌陷性肾小球病变、与CMV相关的塌陷性肾小球病变、先天

性肾病综合征、锥形骨骺肾性综合征(美因兹-萨尔迪诺综合征(Mainzer-Saldino 
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Syndrome)或萨尔迪诺-美因兹病(Saldino-Mainzer  Disease))、造影剂肾病变、硫酸铜中

毒、皮质坏死、克唑替尼(Crizotinib)相关急性肾损伤、冷球蛋白血症、晶体球蛋白诱发的

肾病变、晶体诱发的急性肾损伤、获得性囊肾病、胱氨酸尿、达沙替尼诱发的肾病范围蛋白

尿、致密沉积物病(2型MPGN)、登特病(Dent  Disease)(X染色体连锁的隐性肾石病)、透析平

衡失调综合征、糖尿病和糖尿病性肾病、尿崩症、膳食补充剂和肾衰竭、滥用药物和肾病、输

尿管重复、EAST综合征、埃博拉和肾病、肾异位、输尿管异位、水肿、肿胀、埃德海姆-切斯特

病(Erdheim-Chester  Disease)、法布里氏病(Fabry’s  Disease)、家族性低尿钙高钙血症、

范可尼综合征、弗雷泽综合征(Fraser  syndrome)、纤维连接蛋白肾小球病变、原纤维肾小

球性肾炎和免疫触发性肾小球病变、弗雷利综合征(Fraley  syndrome)、局灶节段性肾小球

硬化症、局灶性硬化、间灶性肾小球硬化症、盖洛威莫沃特综合征(Galloway  Mowat 

syndrome)、巨细胞(颞叶)动脉炎伴肾受累、妊娠性高血压、吉特尔曼综合征(Gitelman 

Syndrome)、肾小球病、肾小球管回流、糖尿、古德帕斯彻综合征(Goodpasture  Syndrome)、

染发剂摄取和急性肾损伤、汉坦病毒感染足细胞病变、血尿症(尿中有血)、溶血性尿毒综合

征(HUS)、非典型溶血性尿毒综合征(aHUS)、噬血细胞性综合征、出血性膀胱炎、出血热伴肾

综合征(HFRS、汉坦病毒肾病、韩国出血热、流行性出血热、流行性肾病)、与阵发性夜间血红

蛋白尿和溶血性贫血相关的含铁血黄素沉积、肝肾小球病变、肝静脉闭塞病、窦状隙阻塞综

合征、丙型肝炎相关肾病、肝肾综合征、草本补充剂和肾病、高血压和肾病、HIV相关肾病变

(HIVAN)、马蹄肾(肾融合)、洪纳氏溃疡(Hunner's  Ulcer)、高醛固酮症、高钙血症、高钾血

症、高镁血症、高钠血症、高草酸尿症、高磷酸盐血症、血钙过少、低钾血症、低钾血症诱发的

肾功能异常、低钾性周期性瘫痪、低镁血症、低钠血症、低磷酸盐血症、IgA肾病变、IgG4肾病

变、间质性膀胱炎、疼痛膀胱综合征(问卷)、间质性肾炎、伊韦马克氏综合征(Ivemark 's 

syndrome)、氯胺酮相关膀胱功能异常、肾结石、肾石病、红茶菌毒性(Kombucha  Tea 

Toxicity)、铅肾病变和铅相关肾毒性、钩端螺旋体病肾病、轻链沉积病、单克隆免疫球蛋白

沉积病、利德尔综合征(Liddle  Syndrome)、莱特伍德-欧博莱特综合征(Lightwood-

Albright  Syndrome)、脂蛋白肾小球病变、锂肾毒性、LMX1B突变导致的遗传性FSGS、腰部疼

痛血尿症、狼疮、全身性红斑狼疮、狼疮肾病、狼疮肾炎、狼疮肾炎伴抗中性粒细胞细胞质抗

体血清阳性、莱姆病病相关肾小球性肾炎、疟疾肾病变、恶性肿瘤相关肾病、恶性高血压、软

化斑、尿道口狭窄、髓质囊肾病、髓质海绵肾、巨输尿管、蜜胺毒性和肾病、膜增生性肾小球

性肾炎、膜性肾病变、中美洲肾病变、代谢性酸中毒、代谢性碱中毒、甲氨蝶呤相关肾衰竭、

显微性多血管炎、乳碱综合征(Milk-alkalai  syndrome)、微小变化疾病、MDMA(莫利

(Molly)；狂喜迷幻药(Ecstacy)；3,4-亚甲基二氧基甲基苯丙胺)和肾衰竭、多囊性发育不

良肾、多发性骨髓瘤、骨髓增生性赘瘤和肾小球病变、指甲-髌骨综合征(Nail-patella 

Syndrome)、肾钙质沉着、肾性全身性纤维化、肾下垂(活动肾、肾下垂症)、肾病综合征

(Nephrotic  Syndrome)、神经源性膀胱(Neurogenic  Bladder)、结节性肾小球硬化、非淋菌

性尿道炎、胡桃夹综合征(Nutcracker  syndrome)、口面指综合征、乳清酸尿、立位性低血

压、立位性蛋白尿、渗压性利尿(Osmotic  Diuresis)、卵巢过度刺激综合征、佩吉肾(Page 

Kidney)、乳头状坏死、乳头状肾综合征(肾缺损综合征、孤立肾发育不全)、细小病毒B19和

肾病、腹膜-肾综合征、后尿道瓣膜(Posterior  Urethral  Valve)病、感染后肾小球性肾炎、

链球菌感染后肾小球性肾炎、多发性结节性动脉炎、多囊性肾病、后尿道瓣膜病、子痫前期、
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丙泊酚(Propofol)输注综合征、增生性肾小球性肾炎伴单克隆IgG沉积(纳斯尔病(Nasr 

Disease))、蜂胶(蜜蜂树脂)相关肾衰竭、蛋白尿(尿中有蛋白)、假性醛固酮增多症、假性低

碳酸氢盐血症、假性甲状旁腺功能减退、肺-肾综合征、肾盂肾炎(肾感染)、脓性肾病、放射

性肾病、雷诺嗪(Ranolazine)和肾病、再喂食综合征(Refeeding  syndrome)、回流肾病变、

快速进行性肾小球性肾炎、肾脓肿、肾周脓肿、肾发育不全、肾弓脉微血栓相关急性肾损伤、

肾动脉动脉瘤、肾动脉狭窄、肾细胞癌、肾囊肿、肾低尿酸血症伴运动诱发的急性肾衰竭、肾

梗塞、肾性骨营养不良、肾小管性酸中毒、肾素分泌性肿瘤(近血管球细胞肿瘤)、渗透调定

点重设(Reset  Osmostat)、下腔静脉后榆尿管、腹膜后纤维化、横纹肌瘤、与减肥手术相关

的横纹肌瘤、类风湿性关节炎相关肾病、类肉瘤病肾病、肾和脑盐损耗(Salt  Wasting)、血

吸虫病和肾小球病、席姆克(Schimke)免疫骨性发育不良、硬皮病肾危象、蛇形腓骨-多囊肾

综合征(Serpentine  Fibula-Polycystic  Kidney  Syndrome)、埃克斯纳综合征(Exner 

Syndrome)、镰状细胞肾病变、二氧化硅暴露和慢性肾病、斯里兰卡农民肾病、舍格伦氏综合

征和肾病、合成大麻素使用和急性肾损伤、造血细胞移植后肾病、与干细胞移植相关的肾

病、薄基底膜病、良性家族性血尿、膀胱三角炎、泌尿道结核病、结节性硬化、小管发育不全

(Tubular  Dysgenesis)、归因于针对近端小管刷状缘的自体抗体的免疫复合物小管间质性

肾炎、肿瘤溶解综合征、尿毒症、尿毒性视神经病变、囊性输尿管炎、输尿管疝、尿道肉阜

(Urethral  Caruncle)、尿道狭窄、尿失禁、泌尿道感染、泌尿道梗阻、膀胱肠瘘、膀胱输尿管

回流、挥发性麻醉剂和急性肾损伤、冯希佩尔-林道病(Von  Hippel-Lindau  Disease)、瓦尔

登斯特伦氏巨球蛋白血症肾小球性肾炎、华法林(Warfarin)相关肾病变、黄蜂螫伤和急性

肾损伤、韦格纳氏肉芽肿病、肉芽肿病伴多血管炎、西尼罗病毒和慢性肾病以及文德利希综

合征(Wunderlich  syndrome)。

[1082] 各种心血管疾病可用本发明的药物组合物、生物回路、生物回路组分、包括它们的

SRE的效应物模块或有效载荷治疗。作为一非限制性实例，心血管疾病可为缺血性心脏病，

也称为冠状动脉疾病，脑血管疾病(中风)、外周血管疾病、心脏衰竭、风湿性心脏病和先天

性心脏病。

[1083] 各种抗体缺乏可用本发明的药物组合物、生物回路、生物回路组分、包括它们的

SRE的效应物模块或有效载荷治疗。作为一非限制性实例，抗体缺乏可为X染色体连锁的无

γ球蛋白血症(XLA)、常染色体隐性无γ球蛋白血症(ARA)、常见变异型免疫缺陷(CVID)、

IgG(IgG1、IgG2、IgG3和IgG4)子类缺乏、选择性IgA缺乏、特异性抗体缺乏(SAD)、婴儿期短

暂低γ球蛋白血症、抗体缺乏伴免疫球蛋白正常或升高、选择性IgM缺乏、免疫缺陷伴胸腺

瘤(古德氏综合征(Good’s  Syndrome))、运钴胺素蛋白II缺乏，疣、低γ球蛋白血症、感染、

先天性骨髓粒细胞缺乏症(WHIM)综合征、药物诱发的抗体缺乏、K链缺乏、重链缺乏、减数分

裂后分离(PMS2)病症和未指定的低γ球蛋白血症。

[1084] 各种眼病可用本发明的药物组合物、生物回路、生物回路组分、包括它们的SRE的

效应物模块或有效载荷治疗。作为一非限制性实例，眼病可为甲状腺眼病(TED)、格雷夫斯

病(Graves'disease，GD)和眼眶病、视网膜变性、白内障、视神经萎缩、黄斑变性、利伯先天

性黑朦(Leber  congenital  amaurosis)、视网膜变性、视锥-视杆营养不良、厄舍综合征

(Usher  syndrome)、豹斑综合征(leopard  syndrome)、畏光和厌光。

[1085] 各种神经疾病可用本发明的药物组合物、生物回路、生物回路组分、包括它们的
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SRE的效应物模块或有效载荷治疗。作为一非限制性实例，神经疾病可为不存在透明隔、酸

性脂酶病、酸性麦芽糖酶缺乏、获得性癫痫样失语、急性播散性脑脊髓炎、注意力缺陷-活动

过度障碍(ADHD)、艾迪氏瞳孔(Adie's  Pupil)、艾迪综合征(Adie's  Syndrome)、肾上腺脑

白质营养不良、胼胝体发育不全、认识不能(Agnosia)、艾卡尔迪综合征(Aicardi 

Syndrome)、艾卡尔迪-葛替尔斯综合征病症、AIDS-神经并发症、亚历山大病(Alexander 

Disease)、阿尔珀斯病(Alpers'Disease)、交替性半身不遂、阿尔茨海默氏病(Alzheimer's 

Disease)、肌萎缩性侧索硬化(ALS)、无脑、动脉瘤、安吉尔曼综合征、血管瘤病、缺氧症、抗

磷脂综合征、失语、精神性运动不能、蛛网膜囊肿、蛛网膜炎、阿诺德-吉亚利畸形(Arnold-

Chiari  Malformation)、动静脉畸形、亚斯伯格综合征、共济失调、共济失调性毛细血管扩

张症、共济失调和小脑或脊髓小脑变性、心房纤维性颤动和中风、注意力缺陷-活动过度障

碍、自闭症谱系障碍、自主功能异常、背痛、巴斯综合征(Barth  Syndrome)、巴登病(Batten 

Disease)、贝克尔氏肌强直(Becker 's  Myotonia)、贝塞特氏病、贝尔氏麻痹(Bell 's 

Palsy)、良性原发性眼睑痉布拉德伯里-埃格尔斯顿综合征(Bradbury-Eggleston 

Syndrome)、脑和脊柱肿瘤、脑动脉瘤、脑损伤、布朗-斯夸综合征、延髓脊髓性肌肉萎缩、脑

常染色体显性动脉病伴皮质下梗塞和脑白质病(CADASIL)、卡纳万病(Canavan  Disease)、

腕管综合征、灼痛、海绵状瘤、海绵形痣、海绵状畸形、中心颈脊髓综合征(Central 

Cervical  Cord  Syndrome)、中心脊髓综合征、中枢性疼痛综合征、脑桥中部髓鞘溶解、头部

病症、神经酰胺酶缺乏、小脑变性、小脑发育不全、脑动脉瘤、脑动脉硬化、脑萎缩、脑型脚气

病(Cerebral  Beriberi)、脑海绵状畸形、大脑性巨人症、脑缺氧、脑性麻痹、脑-眼-面-骨骼

综合征(COFS)、恰克-马利-杜斯病、吉亚利畸形、胆固醇酯贮积病、舞蹈病(Chorea)、舞蹈病

棘红细胞增多症(Choreoacanthocytosis)、慢性炎症性脱髓鞘性多发性神经病变(CIDP)、

慢性直立不耐受性、慢性疼痛、II型科凯恩综合征(Cockayne  Syndrome  Type  II)、柯芬洛

利综合征(Coffin  Lowry  Syndrome)、空洞脑(Colpocephaly)、昏迷、复杂性区域性疼痛综

合征、先天性两侧面瘫、先天性肌无力、先天性肌病变、先天性血管海绵状畸形、皮质基底变

性、颅动脉炎、颅缝早闭、克里脑炎(Cree  encephalitis)、克罗伊茨费尔特-雅各布病

(Creutzfeldt-Jakob  Disease)、累积创伤病症、库欣氏综合征(Cushing 's  Syndrome)、巨

细胞包涵体病、巨细胞病毒感染、舞蹈眼-舞蹈足综合征(Dancing  Eyes-Dancing  Feet 

Syndrome)、丹迪-沃克综合征、道森病(Dawson  Disease)、狄摩西尔氏综合征(De  Morsier'

s  Syndrome)、德热里纳-克隆普克麻痹(Dejerine-Klumpke  Palsy)、痴呆、多发性梗塞痴

呆、词义性痴呆、皮质下痴呆、路易体痴呆(Dementia  With  Lewy  Bodies)、齿状核小脑共济

失调(Dentate  Cerebellar  Ataxia)、齿状核红核萎缩、皮肤肌炎、发育性运动困难、德维克

氏综合征、糖尿病性神经病变、弥漫性硬化症、德拉韦综合征(Dravet  Syndrome)、自主神经

异常、书写困难、阅读困难、吞咽困难、运动困难、肌阵挛性小脑协同失调、进行性小脑协同

失调、肌张力障碍、早期婴儿癫痫性脑病变、空蝶鞍综合征(Empty  Sella  Syndrome)、脑炎、

昏睡性脑炎(Encephalitis  Lethargica)、脑膨出、脑病变、脑病变(家族性婴儿性)、脑三叉

神经性血管瘤病、癫痫、癫痫性半身不遂、厄尔布氏麻痹(Erb's  Palsy)、厄尔布-杜兴和德

热里纳-克隆普克麻痹(Erb-Duchenne  and  Dejerine-Klumpke  Palsy)、原发性震颤、脑桥

外髓鞘溶解症、法布里病(Fabry  Disease)、法尔氏综合征(Fahr's  Syndrome)、昏厥、家族

性自主神经异常、家族性血管瘤、家族性特发性基底神经节钙化、家族周期性麻痹、家族性
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痉挛性麻痹、法伯氏病(Farber's  Disease)、发热性癫痫发作、纤维肌性发育不良、费雪综

合征(Fisher  Syndrome)、婴儿松弛综合征、足下垂、弗里德希氏共济失调(Friedreich's 

A t a x i a ) 、额颞叶性痴呆、戈谢病、全身性神经节苷脂沉积症 (G e n e r a l i z e d 

Gangliosidoses)、格斯特曼氏综合征(Gerstmann's  Syndrome)、格斯特曼-斯脱司勒-史茵

克病(Gerstmann-Straussler-Scheinker  Disease)、巨轴突神经病变、巨细胞动脉炎、巨细

胞包涵体病、球样细胞性脑白质营养不良、舌咽神经痛、糖原贮积病、格林-巴利综合征、哈

勒沃登-施帕茨病(Hallervorden-Spatz  Disease)、头部损伤、头痛、持续性偏头痛、半面痉

挛、交叉性半身不遂、遗传性神经病变、遗传性痉孪性截瘫、多神经炎型遗传性运动失调、带

状疱疹、耳部带状疱疹、平山综合征(Hirayama  Syndrome)、霍姆斯-艾迪综合征(Holmes-

Adie  syndrome)、前脑无裂畸形、HTLV-1相关骨髓病、休斯综合征(Hughes  Syndrome)、亨廷

顿氏病(H u n t i n g t o n 's  D i s e a s e) 、积水性无脑畸形、脑积水、常压性脑积水

(Hydrocephalus-Normal  Pressure)、脊髓积水、皮质醇过多症、睡眠过度、张力亢进、张力

减退、缺氧、免疫介导的脑脊髓炎、包涵体肌炎、色素失调症、婴儿张力减退、婴儿神经轴突

营养不良、婴儿植烷酸贮积病、婴儿雷夫叙姆病(Infantile  Refsum  Disease)、婴儿痉挛、

炎症性肌病变、枕骨裂脑露畸形、肠原性脂肪代谢障碍、颅内囊肿、颅内高压、艾萨克综合

征、朱伯特综合征(Joubert  Syndrome)、卡恩斯-塞尔综合征(Kearns-Sayre  Syndrome)、肯

尼迪氏病(Kennedy's  Disease)、金斯伯恩综合征(Kinsbourne  syndrome)、克莱恩-莱文综

合征(Kleine-Levin  Syndrome)、克利佩尔-费尔综合征、克利佩尔-崔罗雷综合征(KTS)、克

鲁尔-布西综合征(Klüver-Bucy  Syndrome)、科尔萨科夫氏遗忘综合征(Korsakoff 's 

Amnesic  Syndrome)、克拉伯病(Krabbe  Disease)、库格伯格-维兰德病(Kugelberg-

Welander  Disease)、库鲁病(Kuru)、兰伯特-伊顿肌无力综合征、兰达-克莱夫纳综合征

(Landau-Kleffner  Syndrome)、股外侧皮神经卡压、侧髓综合征、学习失能、利氏病(Leigh'

s  Disease)、伦诺克斯-加斯托综合征(Lennox-Gastaut  Syndrome)、莱希-尼亨综合征、脑

白质营养不良、莱文-克里奇利综合征(Levine-Critchley  Syndrome)、路易体痴呆、脂质贮

积病、类脂蛋白沉积症、无脑回症、闭锁综合征、路格里克氏病(Lou  Gehrig's  Disease)、狼

疮-神经后遗症、莱姆病病-神经并发症、马查多-约瑟夫病(Machado-Joseph  Disease)、大

头畸形、巨头、梅尔克松-罗森塔尔综合征、脑膜炎、脑膜炎和脑炎、蒙克斯病(Menkes 

Disease)、感觉异常性股痛、异染性脑白质营养不良、小头畸形、偏头痛、米勒费雪综合征

(Miller  Fisher  Syndrome)、小中风、线粒体肌病变、莫必斯综合征(Moebius  Syndrome)、

单肢肌萎缩、运动神经元病、烟雾病、粘脂贮积症、粘多糖贮积症、多梗塞性痴呆、多灶性运

动神经病变、多发性硬化症、多系统萎缩、多系统萎缩伴立位性低血压、肌营养不良、先天性

肌无力、重症肌无力、脱髓鞘弥漫性硬化症、婴儿肌阵挛性脑病、肌阵挛、肌病变、先天性肌

病变、甲状腺毒性肌病变、肌强直、先天性肌强直、猝睡症、神经棘红细胞增多症、神经变性

伴脑铁积累、神经纤维瘤病、神经阻滞剂恶性综合征、AIDS的神经并发症、莱姆病的神经并

发症、巨细胞病毒感染的神经后果、蓬佩病(Pompe  Disease)的神经表现形式、狼疮的神经

后遗症、视神经脊髓炎、神经性肌强直、神经元蜡样质脂褐质沉积症、神经元迁移病症、遗传

性神经病变、神经类肉瘤病、神经梅毒、神经毒性、海绵形痣、尼曼-皮克病(Niemann-Pick 

Disease)、奥沙利文-麦克劳德综合征(O'Sullivan-McLeod  Syndrome)、枕神经痛、大田原

综合征(Ohtahara  Syndrome)、橄榄体脑桥小脑萎缩、斜视眼阵挛肌阵挛、立位性低血压、过
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度使用综合征(Overuse  Syndrome)、慢性疼痛、泛酸激酶相关神经变性、副赘生性综合征

(Paraneoplastic  Syndrome)、感觉异常、帕金森氏病、发作性舞蹈手足徐动症(Paroxysmal 

Choreoathetosis)、发作性偏头痛、帕里-龙伯格(Parry-Romberg)病、佩利措伊斯-梅茨巴

赫病(Pelizaeus-Merzbacher  Disease)、佩娜舒凯尔II综合征(Pena  Shokeir  II 

Syndrome)、神经周囊肿、周期性麻痹、外周神经病变、脑室周围白质软化、持续性植物状态、

广泛性发育障碍(Pervasive  Developmental  Disorder)、植烷酸贮积病、皮克氏病、神经挟

捏、梨状肌综合征(Piriformis  Syndrome)、垂体肿瘤、多发性肌炎、蓬佩病、孔洞脑、脊髓灰

质炎后综合征、带状疱疹后神经痛、感染后脑脊髓炎、体位性低血压、体位性直立心动过速

综合征、体位性心动过速综合征、原发性齿状核萎缩、原发性侧索硬化、原发性进行性失语、

朊病毒疾病、进行性面部单侧萎缩、进行性运动性共济失调、进行性多灶性脑白质病、进行

性硬化性灰质萎缩、进行性核上麻痹、脸盲症、假性Torch综合征(Pseudo-Torch 

syndrome)、假弓形体病综合征、假脑瘤、心因性运动障碍、拉姆齐亨特综合征I(Ramsay 

Hunt  Syndrome  I)、拉姆齐亨特综合征II、拉斯穆森氏脑炎(Rasmussen's  Encephalitis)、

反射性交感神经营养不良综合征、雷夫叙姆病、婴儿雷夫叙姆病、重复性动作障碍、反复性

应激损伤、多动腿综合征、逆转录病毒相关骨髓病、雷特综合征、雷意氏综合征、风湿性脑

炎、赖利-戴综合征(Riley-Day  Syndrome)、骶神经根囊肿、圣维特斯舞蹈病(Saint  Vitus 

Dance)、涎腺病、山多夫病(Sandhoff  Disease)、谢尔德氏病(Schilder's  Disease)、脑裂、

赛特贝格病(Seitelberger  Disease)、癫痫发作病症、词义性痴呆、中隔-眼发育不良、婴儿

期重度肌阵挛性癫痫(SMEI)、摇晃婴儿综合征(Shaken  Baby  Syndrome)、带状疱疹、香-德

尔格综合征(Shy-Drager  Syndrome)、舍格伦氏综合征、睡眠呼吸暂停、昏睡病、索托斯综合

征(Sotos  Syndrome)、僵直、脊柱裂、脊髓梗塞、脊髓损伤、脊髓肿瘤、脊髓性肌肉萎缩、脊髓

小脑萎缩、脊髓小脑变性、史提尔-理查德森-奥尔谢夫斯基综合征(Steele-Richardson-

Olszewski  Syndrome)、僵人综合征、纹状体黑质变性、中风、斯特奇-韦伯综合征(Sturge-

Weber  Syndrome)、亚急性硬化性全脑炎、皮质下动脉硬化性脑病变、短暂持续性单侧神经

痛样(SUNCT)头痛、吞咽障碍、辛登南舞蹈病(Sydenham  Chorea)、昏厥、梅毒性脊柱硬化、脊

髓积水空洞症、脊髓空洞症、全身性红斑狼疮、脊髓痨、迟发性运动障碍、塔勒夫囊肿

(Tarlov  Cysts)、泰-萨斯病(Tay-Sachs  Disease)、颞动脉炎、脊髓栓系综合征(Tethered 

Spinal  Cord  Syndrome)、汤姆森氏肌强直(Thomsen's  Myotonia)、胸部出口综合征、甲状

腺毒性肌病变、三叉神经痛、托德氏麻痹(Todd 's  Paralysis)、妥瑞综合征(Tourette 

Syndrome)、短暂性缺血性发作、传染性海绵状脑病变、横贯性脊髓炎、创伤性脑损伤、震颤、

三叉神经痛、热带痉挛性下肢轻瘫、特洛伊综合征(Troyer  Syndrome)、结节性硬化、血管勃

起肿瘤(Vascular  Erectile  Tumor)、中枢和外周神经系统血管炎综合征、冯艾克诺默氏病

(Von  Economo’s  Disease)、冯希佩尔-林道病(Von  Hippel-Lindau  Disease，VHL)、冯雷克

林豪森氏病(Von  Recklinghausen 's  Disease)、瓦伦伯格氏综合征(Wallenberg 's 

Syndrome)、韦德尼希-霍夫曼病(Werdnig-Hoffman  Disease)、韦尼克-科尔萨科夫综合征

(Wernicke-Korsakoff  Syndrome)、韦斯特综合征(West  Syndrome)、挥鞭伤(Whiplash)、惠

普尔氏病(Whipple's  Disease)、威廉姆斯综合征(Williams  Syndrome)、威尔逊病(Wilson 

Disease)、沃尔曼氏病(Wolman’s  Disease)、X染色体连锁的脊柱和延髓肌肉萎缩。

[1086] 各种心理障碍可用本发明的药物组合物、生物回路、生物回路组分、包括它们的
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SRE的效应物模块或有效载荷治疗。作为一非限制性实例，心理障碍可为意志力丧失、失神

性癫痫、急性应激障碍、适应障碍、药物不利作用(NOS)、年龄相关的认知衰退、广场恐怖症、

酒精成瘾、阿尔茨海默氏病(Alzheimer’s  Disease)、遗忘(也称为遗忘障碍)、安非他明成

瘾(Amphetamine  Addiction)、神经性厌食症、顺行性遗忘、反社会人格障碍(也称为社会性

病态)、焦虑障碍(也称为广泛性焦虑障碍)、抗焦虑剂相关障碍、亚斯伯格氏综合征(现时是

自闭症谱系障碍的一部分)、注意力缺陷障碍(也称为ADD)、注意力缺陷活动过度障碍(也称

为ADHD)、自闭症谱系障碍(也称为自闭症)、自体消瘦、回避性人格障碍、巴比妥相关障碍、

苯并二氮呯相关障碍、丧亡、藏书狂、暴食障碍、双相障碍(也称为躁狂抑郁，包括双相I和双

相II)、身体畸形障碍、边界智力功能、边缘人格障碍、呼吸相关睡眠障碍、短暂精神病性障

碍、夜间磨牙、神经性贪食症、咖啡因成瘾、大麻成瘾、紧张型障碍、紧张型精神分裂症、儿童

期遗忘、儿童期崩解障碍(现时是自闭症谱系障碍的一部分)、儿童期发作性流畅障碍(先前

称为口吃)、昼夜节律障碍、幽闭恐怖症、可卡因相关障碍、沟通障碍、品行障碍、转换障碍、

科塔尔妄想(Cotard  delusion)、循环性精神病(也称为循环性精神病障碍)、谵妄、妄想性

障碍、痴呆、依赖型人格障碍(也称为无力性人格障碍)、人格解体障碍(现时称为人格解体/

现实解体障碍)、抑郁(也称为重度抑郁障碍)、抑郁型人格障碍、现实解体障碍(现时称为人

格解体/现实解体障碍)、强迫性皮肤搔抓症(Dermotillomania)、同步失调、发育性协调障

碍、戴奥真尼斯综合征(Diogenes  Syndrome)、书写表达障碍、情感不快、反社会人格障碍、

分离性遗忘、分离性神游症、分离性身份障碍(先前称为多重人格障碍)、唐综合征(Down 

syndrome)、阅读困难、性交疼痛、心境恶劣(现时称为持续性抑郁障碍)、进食障碍(NOS)、埃

克波姆氏综合征(Ekbom’s  Syndrome)(妄想性寄生虫病)、情绪不稳定人格障碍、大便失禁、

遗尿(尿床)、色情狂、露阴障碍、表达性语言障碍、做作性障碍、女性性功能障碍、恋物障碍、

二联性精神病(Folie  à  deux)、佛列哥利妄想(Fregoli  delusion)、摩擦障碍、神游状态、

甘瑟综合征(Ganser  syndrome)、赌博成瘾、性别烦躁不安(先前称为性别认同障碍)、广泛

性焦虑障碍、全身性适应综合征、自大型妄想、迷幻剂成瘾、不稳定型人格障碍(Haltlose 

personality  disorder)、戏剧化人格障碍、原发性睡眠过度、亨廷顿氏病、机能减退性性欲

障碍、臆想症、轻度躁狂、运动过度综合征、睡眠过度、癔病、冲动控制障碍、冲动控制障碍

(NOS)、吸入剂成瘾、失眠、智力发展障碍、间歇性爆发性障碍、朱伯特综合征(Joubert 

syndrome)、盗窃癖、科尔萨科夫氏综合征(Korsakoff’s  syndrome)、空隙性遣忘、语言障

碍、学习障碍、重度抑郁(也称为重度抑郁障碍)、重度抑郁障碍、男性性功能障碍、装病、数

学障碍、药物相关障碍、忧郁症、智力迟钝(现时称为智力发展障碍)、恐音症、病态嫉妒、多

重人格障碍(现时称为分离性身份障碍)、孟乔森综合征(Munchausen  Syndrome)、代理孟乔

森病(Munchausen  by  Proxy)、自恋人格障碍、猝睡症、忽视儿童、神经认知障碍(先前称为

痴呆)、神经阻滞剂相关障碍、恶梦障碍、非快速眼动障碍、强迫症、强迫性人格障碍(也称为

强迫型人格障碍)、梦呓性精神病、咬甲癖、类鸦片成瘾、对立反抗障碍、健康食品痴迷症

(ON)、疼痛障碍、惊恐发作、惊恐障碍、妄想狂样人格障碍、帕金森氏病、伴侣关系问题、被动

攻击型人格障碍、病态赌博、恋童障碍、完美主义、迫害性妄想、持续性抑郁障碍(也称为心

境恶劣)、归因于一般性医学状况的人格改变、人格障碍、广泛性发育障碍(PDD)、苯环己哌

啶相关障碍、病态性恐惧障碍、音韵学障碍、身体虐待、异食癖、多物质相关障碍、产后抑郁、

创伤后愤懑障碍(PTED)、创伤后应激障碍、早泄、经前烦躁不安障碍、心因性遗忘、影响医学
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状况的心理因素、精神神经病性人格障碍、未另外指定的精神病障碍、放火狂、反应性依恋

障碍、阅读障碍、复发性短期抑郁、关系障碍、REM睡眠行为障碍、不宁腿综合征、逆行遗忘、

雷特障碍(Retts  Disorder)(现时是自闭症谱系障碍的一部分)、反刍综合征、虐待狂人格

障碍、分裂情感性障碍、精神分裂样人格障碍、精神分裂症、精神分裂症样障碍、分裂型人格

障碍、季节性情感障碍、镇静剂成瘾、安眠药成瘾或抗焦虑剂成瘾、选择性缄默症、自我挫败

型人格障碍、分离焦虑障碍、女性性功能障碍、男性性功能障碍、性成瘾、性受虐狂障碍、性

虐待症障碍、共有型精神病障碍、睡眠觉醒障碍、睡眠麻痹、睡眠恐怖障碍(现时是恶梦障碍

的一部分)、社交焦虑障碍、躯体症状障碍、特定恐惧症、司汤达综合征(Stendhal 

syndrome)、刻板型运动障碍(Stereotypic  movement  disorder)、刺激物成瘾、口吃(现时

称为儿童期发作流畅障碍)、物质相关障碍、迟发性运动障碍、烟草成瘾、妥瑞综合征、短暂

痉挛障碍、暂时性完全遗忘、异装障碍、拔毛狂、未分化型躯体形式障碍、阴道痉挛和偷窥障

碍。

[1087] 各种肺病可用本发明的药物组合物、生物回路、生物回路组分、包括它们的SRE的

效应物模块或有效载荷治疗。作为一非限制性实例，肺病可为石棉沉着病、哮喘、支气管扩

张、支气管炎、慢性咳嗽、慢性阻塞性肺病(COPD)、喉头炎、囊性纤维化、汉坦病毒病、特发性

肺纤维化、百日咳、胸膜炎、肺炎、肺栓塞、肺高血压、类肉瘤病、睡眠呼吸暂停、肺活量测定、

婴儿猝死综合征(SIDS)、结核病、阿拉吉欧综合征、自体免疫肝炎、胆道闭锁、肝硬化、ERCP

(内窥镜逆行性胆胰管造影)和血色素沉着病。非酒精性脂肪性肝炎、紫质症、原发性胆汁性

硬化、原发性硬化性胆管炎。

[1088] 各种骨病可用本发明的药物组合物、生物回路、生物回路组分、包括它们的SRE的

效应物模块或有效载荷治疗。作为一非限制性实例，骨病可为骨质疏松、神经纤维瘤病、成

骨不全(OI)、佝偻病、骨肉瘤、软骨发育不全、骨折、骨髓炎、骨尤因肿瘤、骨软化、髋关节发

育不良、骨佩吉特病、大理石状骨病、骨软骨瘤、骨癌、骨病、骨软骨病、骨瘤、纤维性发育不

良、锁骨颅骨发育不全、破骨细胞瘤、骨囊肿、代谢骨病、肢骨纹状肥大、愈伤组织、卡菲综合

征(Caffeysyndrome)和下颌面骨发育不全。

[1089] 各种血液疾病可用本发明的药物组合物、生物回路、生物回路组分、包括它们的

SRE的效应物模块或有效载荷治疗。作为一非限制性实例，血液疾病可为贫血和CKD(对于健

康护理专业人员来说)、再生障碍性贫血和骨髓发育不良综合征、深静脉血栓形成、血色素

沉着病、血友病、亨诺克-许兰紫癜( Purpura)、特发性血小板减少性紫

癜、缺铁性贫血、恶性贫血、肺栓塞、镰状细胞贫血、镰状细胞性状和其他血红蛋白病、地中

海贫血、血栓性血小板减少性紫癜和冯威尔邦德病(Von  Willebrand  Disease)。

[1090] 在某一实施方案中，本发明的生物回路可用于治疗感染性疾病。可将本发明的生

物回路引入适于进行过继性细胞转移的细胞诸如巨噬细胞、树突细胞、天然杀伤细胞和/或

T细胞中。通过本发明的生物回路来治疗的感染性疾病可为由病毒、细菌、真菌和/或寄生物

引起的疾病。本发明的IL15-IL15Ra有效载荷可用于使适用于治疗感染性疾病的免疫细胞

的免疫细胞增殖和/或持久性增加。

[1091] 6.微生物群系

[1092] 微生物群系的组成的改变可影响抗癌疗法的作用。互利共生、偏利共生和病原性

微生物的多样性群落存在于身体中的所有环境暴露部位中，并且在本文中被称为“微生物
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群系”。身体的可由微生物群系栖息的环境暴露部位包括皮肤、鼻咽、口腔、呼吸道、胃肠道

和生殖道。

[1093] 在一些实施方案中，用本发明的生物回路工程化的微生物群系可用于使抗癌免疫

疗法的功效改进。Sivan等人发现在皮下黑素瘤肿瘤模型中，在它们的消化道微生物群系中

具有双歧杆菌(Bifidobacterium)的小鼠对免疫检查点阻断例如抗PD-L1免疫疗法更具响

应性(Sivan  A .等Commensal  Bifidobacterium  promotes  antitumor  immunity  and 

facilitates  anti-PD-L1  efficacy.Science  2015；350:1084–9；其内容以引用的方式整

体并入本文)。在一个实施方案中，源于微生物群系的蛋白质、RNA和/或其他生物分子可作

为有效载荷用于影响抗癌免疫疗法的功效。在其他实施方案中，微生物可连同本发明的免

疫治疗组合物一起递送以使免疫疗法的功效改进。

[1094] 7.用于制备治疗剂的工具和试剂

[1095] 本发明中提供可用于产生用以使有需要的受试者中的肿瘤体积或负荷降低的免

疫治疗剂的工具和试剂。大量变量涉及于产生治疗剂中，诸如有效载荷的结构、细胞的类

型、基因转移的方法、离体扩增的方法和时间、预先调节以及受试者中肿瘤负荷的数量和类

型。所述参数可使用本文所述的工具和试剂来优化。

[1096] 细胞系

[1097] 本公开提供一种已用本发明组合物遗传修饰的哺乳动物细胞。适合哺乳动物细胞

包括原代细胞和永生化细胞系。适合哺乳动物细胞系包括但不限于人胚肾细胞系293、纤维

母细胞系NIH  3T3、人结肠直肠癌细胞系HCT116、卵巢癌细胞系SKOV-3、永生化T细胞系

Jurkat细胞、淋巴瘤细胞系Raji细胞、NALM-6细胞、K562细胞、HeLa细胞、PC12细胞、HL-60细

胞、NK细胞系(例如NKL、NK962和YTS)等。在一些情况下，细胞不是永生化细胞系，而是从个

体获得的细胞，并且在本文中被称为原代细胞。举例来说，细胞是从个体获得的T淋巴细胞。

其他实例包括但不限于从个体获得的细胞毒性细胞、干细胞、外周血液单核细胞或祖细胞。

[1098] 追踪SRE、生物回路和细胞系

[1099] 在一些实施方案中，可合乎需要的是追踪本发明组合物或通过本发明组合物来修

饰的细胞。追踪可通过使用有效载荷诸如报告子部分来实现，如本文所用，所述报告子部分

是指能够响应于输入而产生可检测信号的任何蛋白质。实例包括碱性磷酸酶、β-半乳糖苷

酶、氯霉素乙酰转移酶、β-葡萄糖醛酸苷酶、过氧化物酶、β-内酰胺酶、催化性抗体、生物发

光蛋白质例如荧光素酶和荧光蛋白诸如绿色荧光蛋白(GFP)。

[1100] 报告子部分可用于监测在添加对应于DD的配体后，DD的响应。在其他情况下，报告

子部分可用于在体外、在体内或离体追踪细胞存活、持久性、细胞生长和/或定位。

[1101] 在一些实施方案中，优选报告子部分可为荧光素酶蛋白质。在一个实施方案中，报

告子部分是海肾荧光素酶或萤火虫荧光素酶。

[1102] 动物模型

[1103] 本发明组合物的效用和功效可在动物模型优选是小鼠模型中加以体内测试。所用

小鼠模型可为同种同基因小鼠模型，其中小鼠细胞用本发明组合物修饰，并且在具有相同

遗传背景的小鼠中加以测试。实例包括pMEL-1和4T1小鼠模型。或者，在所述研究中也可利

用异种移植物模型，其中将人细胞诸如肿瘤细胞和免疫细胞引入免疫缺陷小鼠中。所用免

疫缺陷小鼠可为CByJ .Cg-Foxn1nu/J、B6；129S7-Rag1t  m1Mom/J、B6 .129S7-Rag1tm1Mom/J、
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B6 .CB17-Prkdcscid/SzJ、NOD.129S7(B6)-Rag1tm1Mom/J、NOD.Cg-Rag1tm1MomPrf1tm1Sdz/Sz、

NOD.CB17-Prkd  cscid/SzJ、NOD.Cg-PrkdcscidB2mtm1Unc/J、NOD-scid  IL2Rgnull、裸(nu)小鼠、

SCID小鼠、NOD小鼠、RAG1/RAG2小鼠、NOD-Scid小鼠、IL2rgnull小鼠、b2mnull小鼠、NOD-

scid  IL2rγnull小鼠、NOD-scid-B2mnull小鼠和HLA转基因小鼠。

[1104] 细胞测定

[1105] 在一些实施方案中，本发明组合物作为免疫治疗剂的有效性可使用细胞测定来评

估。本发明组合物的表达水平和/或身份可根据本领域中已知的用于鉴定蛋白质和/或定量

蛋白质水平的任何方法来测定。在一些实施方案中，所述方法可包括蛋白质印迹、流式细胞

术和免疫沉淀。

[1106] 本文提供用于在功能上表征表达本发明的SRE、生物回路和组合物的细胞的方法。

在一些实施方案中，功能性表征在原代免疫细胞或永生化免疫细胞系的情况下进行，并且

可通过细胞表面标志物的表达来确定。T细胞的细胞表面标志物的实例包括但不限于CD3、

CD4、CD8、CD  14、CD20、CD11b、CD16、CD45和HLA-DR、CD  69、CD28、CD44、IFNγ。抗原呈递细胞

的细胞表面标志物的实例包括但不限于I类MHC、II类MHC、CD40、CD45、B7-1、B7-2、IFNγ受

体和IL2受体、ICAM-1和/或Fcγ受体。树突细胞的细胞表面标志物的实例包括但不限于I类

MHC、II类MHC、B7-2、CD18、CD29、CD31、CD43、CD44、CD45、CD54、CD58、CD83、CD86、CMRF-44、

CMRF-56、DCIR和/或树凝素-1等；而在一些情况下，也具有CD2、CD3、CD4、CD8、CD14、CD15、

CD16、CD  19、CD20、CD56和/或CD57的不存在性。NK细胞的细胞表面标志物的实例包括但不

限于CCL3、CCL4、CCL5、粒溶素、粒酶B、粒酶K、IL10、IL22、IFNg、LAP、穿孔素和TNFa。

[1107] 8.基因编辑

[1108] CRISPR-Cas9系统是一种新型基因组编辑系统，其已被快速开发以及在众多模型

生物体和细胞类型中加以实施，并且取代其他基因组编辑技术诸如TALEN和ZFN。CRISPR是

存在于细菌和古细菌基因组中的序列基序，并且由以类似大小的独特间隔体分隔的短(约

24-48个核苷酸)同向重复序列组成(Grissa等BMC  Bioinformatics  8,172(2007))。它们通

常由为达成CRISPR维持和功能所需的一组CRISPR相关(Cas)蛋白质编码基因侧接

(Barrangou等,Science  315,1709(2007)，Brouns等,Science  321,960(2008)，Haft等PLoS 

Comput  Biol  1,e60(2005))。CRISPR-Cas系统提供针对侵袭性遗传元件(例如病毒、噬菌体

和质粒)的适应性免疫性(Horvath和Barrangou ,Science ,2010 ,327:167-170；Bhaya等,

Annu.Rev.Genet.,2011,45:273-297；以及Brrangou  R,RNA,2013,4:267-278)。已对细菌中

的三种不同类型的CRISPR-Cas系统进行分类，并且对II型CRISPR-Cas系统的研究最多。在

细菌性II型CRISPR-Cas系统中，从前重复序列-间隔体转录物(前crRNA)加工的小型CRISPR 

RNA(crRNA)在反式活化性RNA(tracrRNA)/Cas9存在下可与tracrRNA/Cas9复合物形成双链

体。成熟复合物被募集至互补于tracrRNA:crRNA双链体中的间隔体序列的靶标双链DNA序

列以由Cas9核酸内切酶对靶标DNA进行裂解(Garneau等,Nature ,2010,468:67-71；Jinek

等,Science ,2012 ,337:816-821；Gasiunas等,Proc .Natl  Acad .Sci .USA .,109:E2579-

2586；以及Haurwitz等,Science,2010,329:1355-1358)。在II型CRISPR-CAS系统的情况下，

由crRNA:tracrRNA/Cas9复合物达成的靶标识别和裂解不仅需要tracrRNA:crRNA双链体中

的互补于靶标序列(也称为“原间隔体”序列)的序列，而且也需要位于靶标多核苷酸的原间

隔体序列的3'末端的原间隔体邻近基序(PAM)序列。在不同CRISPR-Cas系统之间，PAM基序
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可变化。

[1109] CRISPR-Cas9系统已被开发和改进来用于遗传编辑中，并且被证明是一种用于编

辑即使真核细胞中的核酸序列的高度有效和特异性技术。许多研究者公开了对细菌性

CRISPR-Cas系统的各种改进，并且证明CRISPR-Cas系统可用于操作细胞中诸如哺乳动物细

胞中以及植物细胞中的核酸。代表性参考专利包括美国专利号：8,993,233；8,999,641；8,

945,839；8,932,814；8,906,616；8,895,308；8,889,418；8,889,356；8,871 ,445；8,865,

406；8,771,945；和8,697,359；美国专利公布号：20150031134；20150203872；20150218253；

20150176013；20150191744；20150071889；20150067922；和20150167000；所述专利各自以

引用的方式整体并入本文。

[1110] 然而，对CRISPR-Cas系统(例如引导RNA和核酸酶)的作用和活性进行控制已正具

有挑战性，并且经常可成问题。

[1111] 本发明的生物回路和/或它们的任何组分可用于调控或调谐CRISPR/Cas9系统以

使它的效用最优化。

[1112] 在一些实施方案中，本发明的效应物模块的有效载荷可包括Cas9酶的替代性亚型

或直系同源物。

[1113] 最通常使用的Cas9源于化脓性链球菌(Streptococcus  pyogenes)，并且RuvC结构

域可通过D10A突变来失活，并且HNH结构域可通过H840A突变来失活。

[1114] 除源于化脓性链球菌的Cas9之外，其他RNA引导的核酸内切酶(RGEN)也可用于可

编程基因组编辑。Cas9序列已在超过600个细菌菌株中被鉴定。尽管Cas9家族显示氨基酸序

列和蛋白质大小的高度多样性，但所有Cas9蛋白都共有具有中心HNH核酸酶结构域和拆分

RuvC/RNA酶H结构域的共同构造。来自其他细菌菌株的Cas9直系同源物的实例包括但不限

于在以下中鉴定的Cas蛋白：Acaryochloris  marina  MBIC11017；阿拉伯糖醋盐杆菌

(Acetohalobium  arabaticum)DSM  5501；喜温嗜酸硫杆菌(Acidithiobacillus  caldus)；

氧化亚铁嗜酸硫杆菌(Acidithiobacillus  ferrooxidans)ATCC  23270；酸热脂环酸芽孢杆

菌(Alicyclobacillus  acidocaldarius)LAA1；酸热脂环酸芽孢杆菌酸热亚种DSM  446

(Alicyclobacillus  acidocaldarius  subsp.acidocaldarius  DSM  446)；酒色别样着色菌

(Allochromatium  vinosum)DSM  180；丹氏制氨菌(Ammonifex  degensii)KC4；多变鱼腥藻

(Anabaena  variabilis)ATCC  29413；极大节旋藻(Arthrospira  maxima)CS-328；钝顶节旋

藻(Arthrospira  platensis)Paraca菌株；节旋藻属某种(Arthrospira  sp.)PCC8005；假蕈

状芽孢杆菌(Bacillus  pseudomycoides)DSM  12442；还原硒酸盐芽孢杆菌(Bacillus 

selenitireducens)MLS10；伯克氏菌目细菌(Burkholderiales  bacterium)1_1_47；毕氏热

解纤维素菌(Caldicelulosiruptor  becscii)DSM  6725；Candidatus  Desulforudis 

a ud a xvia to r  M P1 04 C；热液口热解纤维素菌_108 (Ca ld i ce ll ulos i ru pto r 

hydrothermalis_108)；棱状芽胞杆菌噬菌体(Clostridium  phage)c-st；肉毒梭菌A3马里

湖菌株(Clostridium  botulinum  A3  str.Loch  Maree)；肉毒梭菌Ba4  657菌株；艰难梭菌

(Clostridium  difficile)QCD-63q42；瓦氏鳄球藻(Crocosphaera  watsonii)WH  8501；蓝

丝菌属某种(Cyanothece  sp .)ATCC  51142；蓝丝菌属某种CCY0110；蓝丝菌属某种PCC 

7424；蓝丝菌属某种PCC  7822；西伯利亚微小杆菌(Exiguobacterium  sibiricum)255-15；

大芬戈尔德菌(Finegoldia  magna)ATCC  29328；成簇细枝菌(Ktedonobacter  racemifer)
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DSM44963；戴耳布吕克氏乳杆菌保加利亚亚种(Lactobacillus  delbrueckii 

subsp.bulgaricus)PB2003/044-T3-4；唾液乳酸杆菌(Lactobacillus  salivarius)ATCC 

11741；无害李斯特菌(Listeria  innocua)；鞘丝藻属某种(Lyngbya  sp.)PCC  8106；海杆菌

属某种(Marinobacter  sp .)ELB17；调查甲烷盐菌(Methanohalobium  evestigatum)Z-

7303；微囊藻噬菌体(Microcystis  phage)Ma-LMM01；铜绿微囊藻(Microcystis 

aeruginosa)NIES-843；海洋微颤菌(Microscilla  marina)ATCC  23134；喜泥微鞘藻

(Microcoleus  chthonoplastes)PCC  7420；脑膜炎奈瑟氏菌(Neisseria  meningitidis)；

嗜盐亚硝化球菌(Nitrosococcus  halophilus)Nc4；达松维尔拟诺卡氏菌达松维尔亚种

(Nocardiopsis  dassonvillei  subsp.dassonvillei)DSM  43111；泡沫节球藻(Nodularia 

spumigena)CCY9414；念珠藻属某种(Nostoc  sp.)PCC  7120；颤藻属某种(Oscillatoria 

sp.)PCC  6506；热丙酸盐暗色厌氧香肠状菌(Pelotomaculum  thermopropionicum)SI；运动

石袍菌(Petrotoga  mobilis)SJ95；萘降解极地单胞菌(Polaromonas  naphthalenivorans)

CJ2；极地单胞菌属某种(Polaromonas  sp.)JS666；游海假交替单胞菌(Pseudoalteromonas 

haloplanktis)TAC125；始旋链霉菌(Streptomyces  pristinaespiralis)ATCC  25486；始旋

链霉菌ATCC25486；嗜热链球菌(Streptococcus  thermophilus)；绿色产色链霉菌

(Streptomyces  viridochromogenes)DSM  40736；玫瑰链孢囊菌(Streptosporangium 

roseum)DSM  43021；聚球藻属某种(Synechococcus  sp .)PCC  7335；和非洲栖热腔菌

(Thermosipho  africanus)TCF52B(Chylinski等,RNA  Biol.,2013；10(5):726-737)。

[1115] 除Cas9直系同源物之外，其他Cas9变体诸如非活性dCas9和具有不同功能的效应

结构域的融合蛋白可充当用于遗传调节的平台。任何前述酶都可适用于本发明中。

[1116] 9.干细胞应用

[1117] 本发明的生物回路和/或它们的任何组分可用于受调控的细胞重新编程、干细胞

移入或其中所述重新编程因子的受控制或可调谐表达是适用的其他应用中。

[1118] 本发明的生物回路可用于对包括干细胞或诱导干细胞的细胞重新编程。对诱导多

能干细胞(iPSC)的诱导最初由Takahashi和Yamanaka(Cell,2006.126(4):663-76；以引用

的方式整体并入本文)使用用以表达另外总称为KMOS的KLF4、c-MYC、OCT4和SOX2的病毒载

体来实现。

[1119] 可切除慢病毒和转座子载体；重复应用短暂质粒载体、游离型载体和腺病毒载体

也已用于试图获得iPSC(Chang,C.-W.等,Stem  Cells,2009.27(5):1042-1049；Kaji,K.等,

Nature ,2009 .458(7239):771-5；Okita ,K .等 ,Science ,2008 .322(5903):949-53；

Stadtfeld,M.等,Science,2008.322(5903):945-9；Woltjen,K.等,Nature,2009；Yu,J.等,

Science ,2009:1172482；Fusaki ,N.等,Proc  Jpn  Acad  Ser  B  Phys  Biol  Sci ,2009.85

(8):348-62；其各自以引用的方式整体并入本文)。

[1120] 用以产生人iPSC的无DNA方法也已使用以下方式来获得：用并有细胞穿透肽部分

的重组蛋白进行连续蛋白质转导(Kim,D.等,Cell  Stem  Cell,2009.4(6):472-476；Zhou,

H.等,Cell  Stem  Cell,2009.4(5):381-4；其各自以引用的方式整体并入本文)以及使用仙

台病毒(Sendai  virus)进行感染性转基因递送(Fusaki,N.等,Proc  Jpn  Acad  Ser  B  Phys 

Biol  Sci,2009.85(8):第348-62页；以引用的方式整体并入本文)。

[1121] 本发明的效应物模块可包括包含支持对细胞重新编程的任何基因的有效载荷，所
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述基因包括但不限于OCT诸如OCT4，SOX诸如SOX1、SOX2、SOX3、SOX15和SOX18，NANOG、KLF诸

如KLF1、KLF2、KLF4和KLF5，MYC诸如c-MYC和n-MYC，REM2、TERT和LIN28及其变体。所述重新

编程因子的序列在例如国际申请PCT/US2013/074560中教导，所述申请的内容以引用的方

式整体并入本文。

[1122] 在一些实施方案中，本发明的有效载荷可为心脏谱系特化因子诸如脱中胚蛋白

(EOMES)，即一种T框转录因子；WNT信号传导路径组分诸如WNT3和WNT  3A。EOMES极其为心脏

的发育所需。通过EOMES达成的心肌细胞编程涉及典型WNT信号传导路径的自分泌活化，并

且反之亦然。在有益于促进心脏谱系的条件下，WNT信号传导使EOMES活化，并且EOMES转而

促进WNT信号传导，从而创建促进心脏谱系的自维持环路。太弱或太强的活化环路会促进非

心脏命运，诸如分别促进内胚层命运和其他中胚层命运。本发明的DD可用于调谐EOMES和

WNT有效载荷水平以产生在原肠胚形成期间启动和/或维持心脏特化的活化环路。

[1123] VII.定义

[1124] 在本说明书中的各处，以群组或范围形式公开本公开的组合物的特征或功能。明

确意图本公开包括所述群组和范围的成员的各个和每个个别子组合。以下是术语定义的非

限制性清单。

[1125] 活性：如本文所用，术语“活性”是指事情在发生或在进行所处的状况。本发明组合

物可具有活性，并且这个活性可涉及一个或多个生物事件。在一些实施方案中，生物事件可

包括细胞信号传导事件。在一些实施方案中，生物事件可包括细胞信号传导事件相关蛋白

质与一种或多种相应蛋白质、受体、小分子或任何本文所述的生物回路组分的相互作用。

[1126] 过继性细胞疗法(ACT)：如本文所用的术语“过继性细胞疗法”或“过继性细胞转

移”是指涉及将细胞转移至患者中的细胞疗法，其中细胞可已来源于所述患者或另一个体，

并且被工程化(改变)，随后转移回所述患者中。治疗性细胞可源于免疫系统，诸如免疫效应

细胞：CD4+T细胞；CD8+T细胞、天然杀伤细胞(NK细胞)；以及B细胞和源于所切除肿瘤的肿瘤

浸润性淋巴细胞(TIL)。最通常转移的细胞是在离体扩增或操作之后的自体抗肿瘤T细胞。

举例来说，自体外周血液淋巴细胞可被遗传工程化来通过表达T细胞受体(TCR)或嵌合抗原

受体(CAR)以识别特定肿瘤抗原。

[1127] 药剂：如本文所用，术语“药剂”是指生物化合物、药物化合物或化学化合物。非限

制性实例包括简单或复杂有机或无机分子、肽、蛋白质、寡核苷酸、抗体、抗体衍生物、抗体

片段、受体和可溶性因子。

[1128] 激动剂：如本文所用的术语“激动剂”是指与受体组合可产生细胞应答的化合物。

激动剂可为直接结合受体的配体。或者，激动剂可通过例如以下方式来与受体间接组合：

(a)与直接结合受体的另一分子形成复合物，或(b)另外导致对另一化合物的修饰以使另一

化合物直接结合受体。激动剂可被称为特定受体或受体家族的激动剂，例如共刺激性受体

的激动剂。

[1129] 拮抗剂：如本文所用的术语“拮抗剂”是指抑制或降低它所结合的靶标的生物活性

的任何药剂。

[1130] 抗原：如本文所用的术语“抗原”定义为当它被引入受试者中或由受试者产生时激

起免疫应答的分子，诸如由于癌症自身发展而出现的肿瘤抗原。免疫应答可涉及抗体产生，

或特异性免疫感受态细胞诸如细胞毒性T淋巴细胞和T辅助细胞的活化，或两者。抗原可源
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于生物体、蛋白质/抗原的亚单位、经杀灭或失活的全细胞或裂解物。在本发明的情形下，术

语“目标抗原”或“所需抗原”是指与本发明的抗体和/或本文所述的其片段、突变体、变体

和/或改变形式进行免疫特异性结合或相互作用的那些蛋白质和/或本文提供的其他生物

分子。在一些实施方案中，目标抗原可包括任何本文所述的多肽或有效载荷或蛋白质或其

片段或部分。

[1131] 近似：如本文所用，如应用于一个或多个目标值的术语“近似”或“约”是指数值类

似于所述参照值。在某些实施方案中，除非另外陈述或另外根据上下文显而易知，否则术语

“近似”或“约”是指一定范围的数值落在所述参照值在任一方向(大于或小于)上的25％、

20％、19％、18％、17％、16％、15％、14％、13％、12％、11％、10％、9％、8％、7％、6％、5％、

4％、3％、2％、1％或更小内(例外之处是当所述数值将超过可能值的100％时)。

[1132] 烷基：如本文所用的术语“烷基”、“烷氧基”、“羟基烷基”、“烷氧基烷基”和“烷氧基

羰基”包括含有1至12个碳原子，和/或可经取代或可未经取代的直链与支链两者。

[1133] 烯基：如本文所用的单独或作为较大部分的一部分的术语“烯基”和“炔基”将包括

含有2至12个碳原子的直链与支链两者。

[1134] 芳基：如本文所用的单独或如在“芳烷基”、“芳烷氧基”或“芳基氧基烷基”中作为

较大部分的一部分的术语“芳基”是指具有总计5至14个环成员的单环、双环和三环碳环系

统，其中至少一个环是芳族，并且其中系统中的各环含有3至8个环成员。术语“芳基”可与术

语“芳基环”互换使用。

[1135] 芳族：如本文所用的术语“芳族”是指具有离域π电子的不饱和烃环结构。如本文所

用，“芳族”可指单环、双环或多环芳族化合物。

[1136] 脂族：如本文所用的术语“脂族”或“脂族基团”是指直链或支链C1-C8烃链或单环

C3-C8烃或双环C8-C12烃，其是完全饱和的或含有一个或多个不饱和单元，是完全饱和的或

含有一个或多个不饱和单元，但不是芳族(在本文中也称为“碳环”或“环烷基”)，并且与分

子的其余部分具有单一连接点，其中所述双环系统中的任何个别环都具有3-7个成员。

[1137] 与……缔合：如本文所用，术语“与……缔合”、“缀合”、“连接”、“相连”和“栓系”在

关于两个或更多个部分使用时意指所述部分直接地或通过一个或多个充当连接剂的额外

部分来彼此以实体方式缔合或连接，以形成以下结构：所述结构足够稳定以使所述部分在

使用所述结构所处的条件例如生理条件下保持以实体方式缔合。“缔合”无需严格通过直接

共价化学键合来达成。它也可暗示足够稳定以使“所缔合”实体保持以实体方式缔合的离子

性键合或氢键合或基于杂交的连接性。

[1138] 自体：如本文所用的术语“自体”意指任何物质源于它稍后将被再引入其中的同一

个体。

[1139] 条形码：如本文所用的术语“条形码”是指将一个多核苷酸或氨基酸与另一多核苷

酸或氨基酸进行区分的多核苷酸或氨基酸序列。

[1140] 生物回路系统：如本文所用，“生物回路”或“生物回路系统”定义为生物系统内或

适用于生物系统中的包含刺激物和至少一个对刺激物起响应的效应物模块的回路，其中对

所述刺激物的响应产生在生物系统内，在生物系统之间，作为对生物系统的指示，或在生物

系统上的至少一个信号或结果。生物系统通常应理解为任何细胞、组织、器官、器官系统或

生物体，无论是动物性的、植物性的、真菌性的、细菌性的还是病毒性的。也应了解生物回路
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可为采用由本发明教导的刺激物或效应物模块，并且在诸如采用诊断性报告子系统、装置、

测定或试剂盒的无细胞环境中实现信号或结果的人工回路。人工回路可与一个或多个电

子、磁性或放射性部件或零件相关联。在本发明的情形下，生物回路包括去稳定结构域(DD)

生物回路系统。

[1141] 检查点因子：如本文所用，检查点因子是其功能在某一过程的交界处进行发挥的

任何部分或分子。举例来说，检查点蛋白质、配体或受体可起使细胞周期停滞或加速的作

用。

[1142] 共刺激性分子：如本文所用，根据它在免疫T细胞活化中的含义，是指一组免疫细

胞表面受体/配体，其在T细胞与APC之间进行啮合，并且产生T细胞中的刺激性信号，所述刺

激性信号与T细胞中的由T细胞受体(TCR)识别APC上的抗原/MHC复合物(pMHC)所产生的刺

激性信号组合。

[1143] 细胞因子：如本文所用的术语“细胞因子”是指一个家族的具有基因多效性功能的

小型可溶性因子，其由可影响和调控免疫系统的功能的许多细胞类型产生。

[1144] 递送：如本文所用的术语“递送”是指递送化合物、物质、实体、部分、运载物或有效

载荷的行为或方式。“递送剂”是指至少部分地有助于将一种或多种物质(包括但不限于本

发明的化合物和/或组合物)在体内递送至细胞、受试者或其他生物系统细胞中的任何试

剂。

[1145] 去稳定：如本文所用，术语“失稳定”、“去稳定”、“去稳定区域”或“去稳定结构域”

意指区域或分子相比于同一区域或分子的起始、参照、野生型或天然形式是较不稳定的。

[1146] 工程化：如本文所用，当本发明的实施方案被设计来具有从起始点、野生型或天然

分子变化的结构特征或性质或化学特征或性质时，它们被“工程化”。

[1147] 表达：如本文所用，核酸序列的“表达”是指一个或多个以下事件：(1)从DNA序列产

生RNA模板(例如通过转录)；(2)加工RNA转录物(例如通过剪接、编辑、5′帽形成和/或3′末

端加工)；(3)RNA翻译成多肽或蛋白质；(4)多肽或蛋白质的折叠；和(5)对多肽或蛋白质的

翻译后修饰。

[1148] 特征：如本文所用，“特征”是指特性、性质或独特要素。

[1149] 制剂：如本文所用，“制剂”包括至少本发明的化合物和/或组合物以及递送剂。

[1150] 片段：如本文所用的“片段”是指部分。举例来说，蛋白质的片段可包括通过消化全

长蛋白质来获得的多肽。在一些实施方案中，蛋白质的片段包括至少3、4、5、6、7、8、9、10、

11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95、

100、150、200、250个或更多个氨基酸。在一些实施方案中，抗体的片段包括抗体的部分。

[1151] 功能性：如本文所用，“功能性”生物分子是具有某一结构以及呈某一形式的生物

实体，在所述结构和所述形式的情况下，它展现它的特征所在于的性质和/或活性。

[1152] 杂环：如本文所用的术语“杂环”、“杂环基”或“杂环”是指具有3至14个环成员的单

环、双环或三环系统，其中一个或多个环成员是杂原子，其中系统中的各环含有3至7个环成

员，并且是非芳族。

[1153] 热点：如本文所用，“热点”或“突变热点”是指蛋白质编码基因中相对于同一基因

内的其他地方更加频繁突变(通过取代)的氨基酸位置。

[1154] 亲水性：如本文所用，“亲水性”是指分子与水相互作用或对水具有亲和力。
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[1155] 疏水性：如本文所用，“疏水性”是指分子不与水相互作用或不对水具有亲和力。

[1156] 免疫细胞：如本文所用的术语“免疫细胞”是指免疫系统的来源于骨髓中的造血干

细胞的任何细胞，所述造血干细胞产生两个主要谱系，即骨髓性祖细胞(其产生骨髓细胞诸

如单核细胞、巨噬细胞、树突细胞、巨核细胞和粒细胞)和淋巴样祖细胞(其产生淋巴样细胞

诸如T细胞、B细胞和天然杀伤(NK)细胞)。示例性免疫系统细胞包括CD4+T细胞、CD8+T细胞、

CD4-CD8-双重阴性T细胞、Tγδ细胞、Tαβ细胞、调控性T细胞、天然杀伤细胞和树突细胞。巨

噬细胞和树突细胞可被称为“抗原呈递细胞”或“APC”，其是当APC的表面上的与肽复合的主

要组织相容性复合物(MHC)受体与T细胞的表面上的TCR相互作用时，可使T细胞活化的特化

细胞。

[1157] 免疫疗法：如本文所用的术语“免疫疗法”是指一种类型的疾病治疗法，其使用免

疫工具诸如单克隆抗体、受体-免疫球蛋白融合蛋白、疫苗和/或免疫细胞。

[1158] 体外：如本文所用，术语“体外”是指事件发生在人工环境中，例如在试管或反应容

器中，在细胞培养中，在皮氏培养皿(Petri  dish)中等，而非在生物体(例如动物、植物或微

生物)内。

[1159] 体内：如本文所用，术语“体内”是指事件发生在生物体(例如动物、植物或微生物

或其细胞或组织)内。

[1160] 接头：如本文所用，接头是指连接两个或更多个结构域、部分或实体的部分。在一

个实施方案中，接头可包括10个或更多个原子。在另一实施方案中，接头可包括一组原子，

例如10-1,000个原子，并且可包含原子或基团诸如但不限于碳、氨基、烷基氨基、氧、硫、亚

砜、磺酰基、羰基和亚胺。在一些实施方案中，接头可包括一个或多个包含一个或多个核苷

酸的核酸。在一些实施方案中，接头可包括氨基酸、肽、多肽或蛋白质。在一些实施方案中，

由接头结合的部分可包括但不限于原子、化学基团、核苷、核苷酸、核苷碱基、糖、核酸、氨基

酸、肽、多肽、蛋白质、蛋白质复合物、有效载荷(例如治疗剂)、或标记(包括但不限于化学标

记、荧光标记、放射性标记或生物发光标记)。接头可用于达成任何适用目的，诸如用于形成

多聚体或缀合物，以及用于施用有效载荷，如本文所述。可并入接头中的化学基团的实例包

括但不限于烷基、烯基、炔基、酰胺基、氨基、醚、硫醚、酯、亚烷基、亚杂烷基、芳基或杂环基，

其各自可任选被取代，如本文所述。接头的实例包括但不限于不饱和烷烃、聚乙二醇(例如

多个乙二醇或丙二醇单体单元，例如二乙二醇、二丙二醇、三乙二醇、三丙二醇、四乙二醇或

四乙二醇)和右旋糖酐聚合物。其他实例包括但不限于接头内的可使用还原剂或光解来裂

解的可裂解部分，诸如像二硫键(-S-S-)或偶氮键(-N＝N-)。可选择性裂解键的非限制性实

例包括酰胺键，其可例如通过使用三(2-羧乙基)膦(TCEP)或其他还原剂和/或光解来裂解，

以及酯键，其可例如通过酸性或碱性水解来裂解。

[1161] 亲脂性：如本文所用，术语“亲脂性”是指对脂质或脂肪具有亲和力。

[1162] 代谢物：代谢物是由天然存在于细胞内的酶催化的代谢反应的中间产物。这个术

语通常用于描述小分子、较大生物分子的片段或经加工产物。

[1163] 修饰：如本文所用，术语“修饰”是指相较于母体或参照分子或实体，分子或实体的

状态或结构得以变化。分子可以许多方式加以修饰，包括以化学方式、在结构上以及在功能

上加以修饰。在一些实施方案中，本发明的化合物和/或组合物通过引入非天然氨基酸来修

饰。
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[1164] 突变：如本文所用，术语“突变”是指变化和/或改变。在一些实施方案中，突变可为

对蛋白质(包括肽和多肽)和/或核酸(包括多核酸)的变化和/或改变。在一些实施方案中，

突变包括对蛋白质和/或核酸序列的变化和/或改变。所述变化和/或改变可包括一个或多

个氨基酸(在蛋白质和/或肽的情况下)和/或核苷酸(在核酸和/或多核酸的情况下)的添

加、取代和/或缺失。在其中突变包括氨基酸和/或核苷酸的添加和/或取代的一些实施方案

中，所述添加和/或取代可包括1个或更多个氨基酸和/或核苷酸残基，并且可包括经修饰氨

基酸和/或核苷酸。具有突变、变化或改变的所得构建体、分子或序列可在本文中称为突变

体。

[1165] 新抗原：如本文所用的术语“新抗原”是指存在于肿瘤细胞而非正常细胞中，并且

不诱导对胸腺中它们的同源抗原特异性T细胞的删除(即中枢耐受性)的肿瘤抗原。类似于

病原体，这些肿瘤新抗原可提供“外来”信号，以诱导为癌症免疫疗法所需的有效免疫应答。

新抗原可局限于特定肿瘤。新抗原是具有错义突变的肽/蛋白质(错义新抗原)，或具有由新

型开放阅读框(neoORF)获得的长型完全新型氨基酸链段的新肽。neoORF可由于框外插入或

缺失(归因于导致微卫星不稳定性的DNA错配修复缺陷)、基因融合、终止密码子通读突变、

或对不恰当剪接RNA的翻译而在一些肿瘤中产生(例如Saeterdal等,Proc  Natl  Acad  Sci 

USA,2001,98:13255-13260)。

[1166] 脱靶：如本文所用，“脱靶”是指对任何一个或多个靶标、基因、细胞转录物、细胞

和/或组织的非意图影响。

[1167] 可操作地连接：如本文所用，短语“可操作地连接”是指两个或更多个分子、构建

体、转录物、实体、部分等之间的功能性连接。

[1168] 苯基：如本文所用，“苯基”是指具有式C6H5的原子环状基团。

[1169] 有效载荷或目标有效载荷(POI)：如本文所用的术语“有效载荷”和“目标有效载荷

(POI)”可互换使用。目标有效载荷(POI)是指其功能待改变的任何蛋白质或化合物。在本发

明的情形下，POI是包括先天性免疫系统与适应性免疫系统两者的免疫系统中的组分。目标

有效载荷可为蛋白质、编码融合蛋白的融合构建体、或非编码基因、或其变体和片段。当基

于氨基酸时，目标有效载荷可可被称为目标蛋白质。

[1170] 药学上可接受的赋形剂：如本文所用的术语“药学上可接受的赋形剂”是指存在于

药物组合物中的不同于活性剂(例如如本文所述的活性剂)，并且具有在受试者中大致上无

毒以及不导致炎症的性质的任何成分。在一些实施方案中，药学上可接受的赋形剂是能够

使活性剂混悬和/或溶解的媒介物。赋形剂可包括例如：抗粘附剂、抗氧化剂、粘合剂、包覆

剂、压制助剂、崩解剂、染料(着色剂)、润肤剂、乳化剂、填充剂(稀释剂)、成膜剂或包覆剂、

调味剂、芳香剂、助流剂(流动增强剂)、润滑剂、防腐剂、印刷墨水、吸附剂、混悬剂或分散

剂、甜味剂和水化水。示例性赋形剂包括但不限于：丁基化羟基甲苯(BHT)、碳酸钙、磷酸钙

(二碱式)、硬脂酸钙、交联羧甲基纤维素、交联聚乙烯吡咯烷酮、柠檬酸、交联聚维酮、半胱

氨酸、乙基纤维素、明胶、羟基丙基纤维素、羟基丙基甲基纤维素、乳糖、硬脂酸镁、麦芽糖

醇、甘露糖醇、甲硫氨酸、甲基纤维素、对羟基苯甲酸甲酯、微晶纤维素、聚乙二醇、聚乙烯吡

咯烷酮、聚维酮、预胶凝淀粉、对羟基苯甲酸丙酯、棕榈酸视黄酯、虫胶、二氧化硅、羧甲基纤

维素钠、柠檬酸钠、淀粉乙醇酸钠、山梨糖醇、淀粉(玉米)、硬脂酸、蔗糖、滑石、二氧化钛、维

生素A、维生素E、维生素C和木糖醇。
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[1171] 药学上可接受的盐：本文所述的化合物的药学上可接受的盐是所公开化合物的其

中酸或碱部分呈它的盐形式的形式(例如如通过使游离碱基团与适合有机酸反应所产生)。

药学上可接受的盐的实例包括但不限于碱性残基诸如胺的无机酸或有机酸盐；酸性残基诸

如羧酸的碱盐或有机盐；等。代表性酸加成盐包括乙酸盐、己二酸盐、海藻酸盐、抗坏血酸

盐、天冬氨酸盐、苯磺酸盐、苯甲酸盐、硫酸氢盐、硼酸盐、丁酸盐、樟脑酸盐、樟脑磺酸盐、柠

檬酸盐、环戊烷丙酸盐、二葡萄糖酸盐、十二烷基硫酸盐、乙烷磺酸盐、反丁烯二酸盐、葡庚

糖酸盐、甘油磷酸盐、半硫酸盐、庚糖酸盐、己酸盐、氢溴酸盐、盐酸盐、氢碘酸盐、2-羟基-乙

烷磺酸盐、乳糖醛酸盐、乳酸盐、月桂酸盐、月桂基硫酸盐、苹果酸盐、顺丁烯二酸盐、丙二酸

盐、甲烷磺酸盐、2-萘磺酸盐、烟酸盐、硝酸盐、油酸盐、草酸盐、棕榈酸盐、双羟萘酸盐、果胶

酸盐、过硫酸盐、3-苯基丙酸盐、磷酸盐、苦味酸盐、特戊酸盐、丙酸盐、硬脂酸盐、丁二酸盐、

硫酸盐、酒石酸盐、硫代氰酸盐、甲苯磺酸盐、十一酸盐、戊酸盐等。代表性碱金属或碱土金

属盐包括钠、锂、钾、钙、镁等，以及无毒铵、季铵和胺阳离子，包括但不限于铵、四甲铵、四乙

铵、甲胺、二甲胺、三甲胺、三乙胺、乙胺等。药学上可接受的盐包括例如由无毒无机酸或有

机酸获得的常规无毒盐。在一些实施方案中，药学上可接受的盐通过常规化学方法来从含

有碱性或酸性部分的母体化合物制备。通常，所述盐可通过使这些化合物的游离酸或碱形

式与化学计算量的适当碱或酸在水中或在有机溶剂中或在两者的混合物中反应来制备；通

常，非水性介质如乙醚、乙酸乙酯、乙醇、异丙醇或乙腈是优选的。适合盐的清单见于

Remington 's  Pharmaceutical  Sciences ,第17版,Mack  Publishing  Company ,Easton ,

Pa.,1985,第1418页，Pharmaceutical  Salts:Properties,Selection,and  Use,P.H.Stahl

和C .G .Wermuth(编) ,Wiley-VCH ,2008，以及Berge等,Journal  of  Pharmaceutical 

Science,66,1-19(1977)中，所述著作和文献各自以引用的方式整体并入本文。药学上可接

受的溶剂合物：如本文所用的术语“药学上可接受的溶剂合物”是指化合物的其中适合溶剂

的分子并入晶格中的结晶形式。举例来说，溶剂合物可通过从包括有机溶剂、水或其混合物

的溶液进行结晶、重结晶或沉淀来制备。适合溶剂的实例是乙醇、水(例如单水合物、二水合

物和三水合物)、N-甲基吡咯烷酮(NMP)、二甲亚砜(DMSO)、N,N’-二甲基甲酰胺(DMF)、N,N’-

二甲基乙酰胺(DMAC)、1 ,3-二甲基-2-咪唑烷酮(DMEU)、1 ,3-二甲基-3 ,4 ,5 ,6-四氢-2-

(1H)-嘧啶酮(DMPU)、乙腈(ACN)、丙二醇、乙酸乙酯、苯甲醇、2-吡咯烷酮、苯甲酸苯甲酯等。

当水是溶剂时，溶剂合物被称为“水合物”。在一些实施方案中，并入溶剂合物中的溶剂具有

以下类型或处于以下等级，所述类型或等级在生理上可为(例如以药物组合物的单位剂型)

向其施用溶剂合物的生物体所耐受。

[1172] 哌嗪：如本文所用，“哌嗪”是指在环中的相对位置处含有两个氮原子的六元环。

[1173] 目标蛋白质：如本文所用，术语“目标蛋白质”或“所需蛋白质”包括本文提供的那

些及其片段、突变体、变体和改变形式。

[1174] 嘌呤：如本文所用，“嘌呤”是指芳族杂环结构，其中一个杂环是咪唑环，并且一个

杂环是嘧啶环。

[1175] 嘧啶：如本文所用，“嘧啶”是指类似于苯的芳族杂环结构，但其中两个碳原子由氮

原子替换。

[1176] 吡啶并嘧啶：如本文所用，“吡啶并嘧啶”是指芳族杂环结构，其中一个杂环是嘌呤

环，并且一个杂环是嘧啶环。
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[1177] 喹唑啉：如本文所用，术语“喹唑啉”是指芳族杂环结构，其中一个杂环是苯环，并

且一个杂环是嘧啶环。

[1178] 稳定：如本文所用，“稳定”是指化合物或实体足够稳健以经受得住从反应混合物

进行分离以获得适用纯度，并且优选能够配制成有效治疗剂。

[1179] 稳定化：如本文所用，术语“稳定”、“稳定化”、“稳定化区域”意指使得或变得稳定。

在一些实施方案中，相对于绝对值来测量稳定性。在一些实施方案中，相对于次级状况或状

态或参照化合物或实体来测量稳定性。

[1180] 标准CAR：如本文所用，术语“标准CAR”是指嵌合抗原受体的标准设计。CAR融合蛋

白的包括细胞外scFv片段、跨膜结构域和一个或多个细胞内结构域的组分以线性方式构建

成单一融合蛋白。

[1181] 刺激物响应元件(SRE)：如本文所用的术语“刺激物响应元件(SRE)”是效应物模块

的组分，其与效应物模块的一个或多个有效载荷接合、相连、连接或缔合，并且在一些情况

下，导致效应物模块对一种或多种刺激物的响应性质。如本文所用，SRE对刺激物的“响应”

性质可通过与刺激物的共价或非共价相互作用、直接或间接缔合、或结构或化学反应来表

征。此外，任何SRE对刺激物的响应都可为关于程度或种类的问题。响应可为部分响应。响应

可为可逆响应。响应可最终导致受调控的信号或输出。所述输出信号可具有与刺激物相关

的性质，例如产生在1％与100％之间的调节作用，或倍数化增加或降低，诸如2倍、3倍、4倍、

5倍、10倍或更多倍。SRE的一个非限制性实例是去稳定结构域(DD)。

[1182] 受试者：如本文所用，术语“受试者”或“患者”是指本发明的组合物可例如出于实

验、诊断、防治和/或治疗目的向其施用的任何生物体。典型受试者包括动物(例如哺乳动物

诸如小鼠、大鼠、兔、非人灵长类动物和人)和/或植物。

[1183] T细胞：T细胞是产生T细胞受体(TCR)的免疫细胞。T细胞可为原初的(未暴露于抗

原；相较于TCM，CD62L、CCR7、CD28、CD3、CD127和CD45RA的表达增加，并且CD45RO的表达降

低)、记忆T细胞(TM)(经受过抗原，并且具有长寿命)和效应细胞(经受过抗原，具有细胞毒

性)。TM可被进一步分成中枢性记忆T细胞(TCM，相较于原初T细胞，CD62L、CCR7、CD28、

CD127、CD45RO和CD95的表达增加，并且CD54RA的表达降低)和效应记忆T细胞(TEM，相较于

原初T细胞或TCM，CD62L、CCR7、CD28、CD45RA的表达降低，并且CD127的表达增加)的子组。效

应T细胞(TE)是指经受过抗原的CD8+细胞毒性T淋巴细胞，相较于TCM，其具有降低的CD62L、

CCR7、CD28表达，并且呈粒酶和穿孔素阳性。其他示例性T细胞包括调控性T细胞，诸如CD4+

CD25+(Foxp3+)调控性T细胞和Treg17细胞，以及Tr1、Th3、CD8+CD28-和Qa-1限定的T细胞。

[1184] T细胞受体：T细胞受体(TCR)是指能够特异性结合与MHC受体结合的抗原肽的免疫

球蛋白超家族成员，其具有可变抗原结合结构域、恒定结构域、跨膜区域和短细胞质尾部。

TCR可见于细胞的表面上或以可溶性形式得见，并且通常包含具有α链和β链(也分别称为

TCRα和TCRβ)、或γ链和δ链(也分别称为TCRγ和TCRδ)的异二聚体。TCR链(例如α链、β链)的

细胞外部分含有两个免疫球蛋白结构域，即在N末端的可变结构域(例如α链可变结构域或V

α、β链可变结构域或Vβ)以及邻近于细胞膜的一个恒定结构域(例如α链恒定结构域或Cα以

及β链恒定结构域或Cβ)。类似于免疫球蛋白，可变结构域含有由框架区(FR)分隔的互补决

定区(CDR)。TCR通常与CD3复合物缔合以形成TCR复合物。如本文所用，术语“TCR复合物”是

指通过CD3与TCR的缔合所形成的复合物。举例来说，TCR复合物可由CD3γ链、CD3δ链、两个
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CD3ε链、CD3ζ链的同二聚体、TCRα链和TCRβ链组成。或者，TCR复合物可由CD3γ链、CD3δ链、

两个CD3ε链、CD3ζ链的同二聚体、TCRγ链和TCRδ链组成。如本文所用的“TCR复合物的组分”

是指TCR链(即TCRα、TCRβ、TCRγ或TCRδ)、CD3链(即CD3γ、CD3δ、CD3ε或CD3ζ)、或由两个或

更多个TCR链或CD3链形成的复合物(例如TCRα和TCRβ的复合物、TCRγ和TCRδ的复合物、CD3

ε和CD3δ的复合物、CD3γ和CD3ε的复合物、或TCRα、TCRβ、CD3γ、CD3δ和两个CD3ε链的子TCR

复合物)。

[1185] 治疗剂：术语“治疗剂”是指在向受试者施用时具有治疗、诊断和/或防治作用和/

或引发所需生物和/或药理学作用的任何药剂。本发明的治疗剂包括单独或与其他治疗剂

组合的任何本文教导的生物回路组分。

[1186] 治疗有效量：如本文所用，术语“治疗有效量”意指待递送药剂(例如核酸、药物、治

疗剂、诊断剂、防治剂等)的在向罹患或易患感染、疾病、病症和/或疾患的受试者施用时足

以治疗所述感染、疾病、病症和/或疾患，改善所述感染、疾病、病症和/或疾患的症状，诊断、

预防所述感染、疾病、病症和/或疾患，和/或延迟所述感染、疾病、病症和/或疾患的发作的

量。在一些实施方案中，治疗有效量以单次剂量提供。在一些实施方案中，治疗有效量以包

含多次剂量的剂量方案施用。本领域技术人员将了解，在一些实施方案中，如果单位剂型包

含的数量在作为这种剂量方案的一部分加以施用时是有效的，那么它可被视为包含治疗有

效量的特定药剂或实体。

[1187] 三嗪：如本文所用，“三嗪”是结构类似于苯的一类含氮杂环，但其中三个碳原子由

氮原子替换。

[1188] 治疗(Treatment/treating)：如本文所用，术语“治疗(treatment/treating)”表

示用于获得有益或所需结果(包括并且优选是有益或所需临床结果)的方法。所述有益或所

需临床结果包括但不限于以下中的一者或多者：使癌性细胞或其他患病细胞的增殖降低

(或破坏癌性细胞或其他患病细胞)，使见于癌症中的癌性细胞的转移降低，使肿瘤的尺寸

收缩，使由疾病所致的症状减轻，使罹患疾病者的生活质量增加，使为治疗疾病所需的其他

药物的剂量降低，使疾病的进展延迟，和/或使个体的存活期延长。

[1189] 调谐：如本文所用，术语“调谐”意指响应于刺激物或朝向特定结果来调整、平衡或

改适一个事物。在一个非限制性实例中，本发明的SRE和/或DD响应于特定刺激物和/或环境

来调整、平衡或改适它们所附接、相连或缔合的组合物的功能或结构。

[1190] 变体：如本文所用，术语“变体”是指与第二组合物(例如第二DD或有效载荷，也被

称为“母体”分子)相关的第一组合物(例如第一DD或有效载荷)。变异分子可源于母体分子，

从母体分子分离，基于母体分子，或与母体分子同源。术语变体可用于描述多核苷酸或多

肽。

[1191] VIII.等效物和范围

[1192] 本领域技术人员将仅使用常规实验就会认识到或能够确定本文所述的本发明的

特定实施方案的许多等效物。本发明的范围不意图限于以上描述，而是如随附权利要求中

所阐述。

[1193] 在权利要求中，除非相反指示或另外由上下文显而易知，否则诸如“一个(种)(a/

an)”和“这个(种)(the)”的冠词可意指一个(种)或超过一个(种)。除非相反指示或另外由

上下文显而易知，否则如果一个、超过一个或所有群组成员存在于、用于给定产品或过程中

说　明　书 450/481 页

455

CN 111107866 A

455



或另外与给定产品或过程相关，那么在群组的一个或多个成员之间包括“或”的权利要求或

描述被视为是符合的。本发明包括其中群组的恰好一个成员存在于、用于给定产品或过程

中或另外与给定产品或过程相关的实施方案。本发明包括其中超过一个或全部群组成员存

在于、用于给定产品或过程中或另外与给定产品或过程相关的实施方案。

[1194] 也应注意术语“包含”意图是开放的，并且允许但不要求包括额外要素或步骤。当

术语“包含”在本文中使用时，术语“由……组成”因此也被涵盖和公开。

[1195] 当给出范围时，包括端点。此外，应了解除非另外指示或另外由上下文和本领域普

通技术人员的理解显而易知，否则表示为范围的值可在本发明的不同实施方案中表现为所

陈述范围内的任何特定值或子范围，达到范围的下限单位的十分之一，除非上下文另外明

确规定。

[1196] 此外，应了解本发明的属于先前技术的任何特定实施方案都可从任何一个或多个

权利要求明确排除。因为所述实施方案被视为本领域普通技术人员已知，所以它们可被排

除，即使在本文中未明确阐述所述排除。本发明组合物的任何特定实施方案(例如任何抗

生、治疗或活性成分；任何产生方法；任何使用方法；等)都可由于无论是否与先前技术的存

在性相关的任何原因而从任何一个或多个权利要求排除。

[1197] 应了解已使用的措辞是描述措辞而非限制措辞，并且可在不脱离本发明在它的较

广泛方面的真实范围和精神下在随附权利要求的界限内进行变化。

[1198] 尽管本发明已关于若干所描述的实施方案相当详细地以及以一定特定性加以描

述，但不意图它将限于任何所述特定事项或实施方案或任何特定实施方案，而是它应参照

随附权利要求加以解释以便鉴于先前技术来提供对所述权利要求的最广泛可能阐释，因此

以便有效涵盖本发明的预定范围。本发明由以下非限制性实施例进一步说明。

[1199] 实施例

[1200] 实施例1.通过诱变筛选来产生新型配体响应性DD

[1201] 研究设计

[1202] 为工程化显示配体依赖性稳定性的构建体，选择候选配体结合结构域(LBD)，并且

使用黄色荧光蛋白(YFP)作为蛋白质稳定性报告子的基于细胞的筛选被设计来鉴定所述候

选LBD的具有去稳定结构域的以下所需特征的突变体：在不存在LBD的配体下蛋白质水平较

低(即低基础稳定性)，大动态范围，稳健和可预测的剂量-响应行为，以及快速降解动力学

(Banaszynski等,(2006)Cell；126(5):995–1004)。候选LBD结合至所需配体而非内源性信

号传导分子。

[1203] 首先使用核苷酸类似物诱变和易出错PCR的组合来使候选LBD序列(作为模板)突

变，以产生基于模板候选结构域序列的突变体的文库。将产生的文库同框克隆在YFP基因的

5′末端或3′末端，并且逆转录病毒表达系统用于将YFP融合物的文库稳定转导至NIH3T3纤

维母细胞中。

[1204] 使经转导NIH3T3细胞经受三轮至四轮使用荧光激活的细胞分选(FACS)进行的分

选以筛选候选DD的文库。在不存在配体结合结构域(LBD)的高亲和力配体下培养经转导的

NIH3T3细胞，并且通过FACS来选择展现低水平的YFP表达的细胞。

[1205] 筛选策略I

[1206] 在配体结合结构域的高亲和力配体存在下培养所选细胞群体一段时期(例如24小
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时)，此时，通过FACS来再次对细胞进行分选。通过FACS来选择展现高水平的YFP表达的细

胞，并且将所选细胞群体分成两组，并且用配体结合结构域的高亲和力配体在不同浓度下

再次处理；一个组用较低浓度的配体处理，并且另一组用高浓度的配体处理，持续一段时期

(例如24小时)，此时，通过FACS来再次对细胞进行分选。将表达对较低浓度的配体起响应的

突变体的细胞进行分离。

[1207] 对较低浓度的配体起响应的经分离细胞用配体再次处理，并且在从培养基移除配

体之后4小时收集展现低荧光水平的细胞。这个第四次分选被设计来使展现快速降解动力

学的细胞富集(Iwamoto等,Chem  Biol.2010年9月24日；17(9):981–988)。

[1208] 筛选策略II

[1209] 在不存在LBD的高亲和力配体下，使所选细胞群体经受额外一次或多次通过FACS

进行的分选，并且展现低水平的YFP表达的细胞被选择用于进一步分析。将细胞用配体结合

结构域的高亲和力配体处理一段时期(例如24小时)，并且通过FACS来再次分选。通过FACS

来选择表达高水平的YFP的细胞。用配体再次处理具有高YFP表达的细胞，并且在从培养基

移除配体之后4小时收集展现低荧光水平的细胞以使展现快速降解动力学的细胞富集。可

重复任何分选步骤以鉴定具有配体依赖性稳定性的DD。

[1210] 在分选之后回收细胞。收集所鉴定的候选细胞，并且提取基因组DNA。候选DD通过

PCR来扩增，并且分离。对候选DD测序，并且与LBD模板进行比较以鉴定候选DD中的突变。

[1211] 实施例2.通过定点诱变来由人PDE5获得的新型DD

[1212] 为鉴定新型去稳定结构域突变，使用非天然核苷酸来对人PDE5催化结构域(SEQ 

ID  NO.3)的开放阅读框进行诱变PCR。将突变体文库在C末端与AcGFP报告子同框连接，并且

克隆至pLVX-IRES-Puro载体中。慢病毒文库接着用于感染HEK  293T细胞。用嘌呤霉素选择

细胞，并且使用实施例1中所述的筛选策略来筛选文库。将DNA从细胞汇集物提取，克隆至载

体中，并且转化至大肠杆菌中。对各个克隆测序，并且在C末端与接头GGSGGGSGG(SEQ  ID 

NO .77)和AcGFP同框克隆至pLVX .IRES  puro中。也将野生型hPDE5的催化结构域克隆至

pLVX.IRES.Puro中，并且用作对照。将HEK293细胞用各个克隆转导，并且用嘌呤霉素加以选

择。

[1213] 使表达OT-hPDE5N构建体的HEK293细胞与10μM西地那非或媒介物对照DMSO一起孵

育48小时，并且在蛋白质水平下评价hPDE5突变体的稳定性。使用AcGFP抗体(Clonetech ,

Mountain  View,CA)对从hPDE5N构建体表达性细胞获得的细胞裂解物进行免疫印迹。样品

也用GAPDH抗体进行免疫印迹以确保均一蛋白质上样。免疫印迹显示当相较于DMSO处理时，

在西地那非处理的情况下，OT-hPDE5N-002、OT-hPDE5N-003、OT-hPDE5N-006、OT-hPDE5N-

008、OT-hPDE5N-009、OT-hPDE5N-010显示PDE5-GFP蛋白质水平增加，从而表明构建体的西

地那非依赖性稳定化。此外，相比于在野生型hPDE5构建体OT-hPDE5N-001中，在OT-hPDE5N-

002、OT-hPDE5N-003和OT-hPDE5N-006中，在DMSO处理的情况下的hPDE5-GFP水平是较低的，

从而指示这些构建体在不存在配体下去稳定。

[1214] 表达hPDE5构建体的细胞中的GFP表达通过FACS来测量。使表达OT-hPDE5N-001至

OT-hPDE5N-010的HEK293细胞与10μM西地那非或媒介物对照DMSO一起孵育48小时，并且计

算平均荧光强度(MFI)。将稳定化比率计算为在同一构建体的情况下，相较于用DMSO进行的

处理(即在不存在配体下)，经西地那非处理样品中的GFP强度的变化倍数。将去稳定突变系
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数计算为在不存在配体下，相较于hPDE5野生型构建体(OT-hPDE5N-001)，hPDE5突变构建体

(OT-hPDE5N-002至OT-hPDE5N-010)中的GFP强度的变化倍数。去稳定突变系数小于1以及稳

定化比率大于1在DD中是所需的。结果和比率呈现于表19中。

[1215] 表19：在hPDE5源性DD中的GFP表达

[1216]

[1217]

[1218] 如表19中所示，所有构建体都显示稳定化比率大于1，从而指示所有构建体都显示

配体(西地那非)依赖性稳定化。OT-hPDE5N-006、OT-hPDE5N-008和OT-hPDE5N-009的稳定化

比率大于10，从而指示强烈配体依赖性稳定化。构建体OT-hPDE5N-002、OT-hPDE5N-003、OT-

hPDE5N-005和OT-hPDE5N-010显示稳定化比率在2至10的范围内，从而指示适度配体依赖性

稳定化。以所有构建体观察到的去稳定突变系数都小于1，从而指示相较于野生型hPDE5，所

有hPDE5突变体都去稳定。值得注意的是，构建体OT-hPDE5N-002、OT-hPDE5N-003、OT-

hPDE5N-004、0T-hPDE5N-006、OT-hPDE5N-008和OT-hPDE5N-009显示去稳定突变系数小于

0.2，从而指示在不存在配体下的强烈去稳定。将OT-hPDE5N-006、OT-hPDE5N-008和OT-

hPDE5N-009鉴定为具有DD的合乎需要特征的突变体，即在不存在配体下的低基础表达，并

且在配体存在下的高表达。

[1219] 实施例3.hPDE5突变体的西地那非依赖性稳定化

[1220] 使表达OT-hPDE5N-006、OT-hPDE5N-008或OT-hPDE5N-009构建体的HEK293细胞与

在0.005μM至10μM的范围内的不同浓度的西地那非、或媒介物对照(DMSO)一起孵育48小时。

使用FACS来测量hPDE5突变体的稳定性，并且计算GFP的平均荧光强度(MFI)。将稳定化比率

计算为在同一构建体的情况下，相较于用DMSO进行的处理(即不存在配体)，经西地那非处

理样品中的GFP强度的变化倍数。稳定化比率大于1在DD中是所需的。MFI和稳定化比率呈现

于表20中。

[1221] 表20：西地那非剂量滴定

[1222]
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[1223]

[1224] 如表20中所示，所有三个构建体都显示稳定化比率随西地那非的剂量增加而增

加，从而指示hPDE5突变体的配体剂量依赖性稳定化。半数最大有效浓度或EC50是约1μM。

[1225] 也历经一段时期测量hPDE5突变体的西地那非依赖性稳定化。用10μM西地那非处

理表达OT-hPDE5N-006、OT-hPDE5N-008和OT-hPDE5N-009的HEK293细胞2、4、6、16、24和48小

时。使用FACS来测量hPDE5突变体的稳定性，并且计算GFP的平均荧光强度(MFI)。将稳定化

比率计算为在同一构建体的情况下，相较于用DMSO进行的处理(即不存在配体)，经西地那

非处理样品中的GFP强度的变化倍数。稳定化比率大于1在DD中是所需的。MFI和稳定化比率

呈现于表21中。

[1226] 表21：西地那非处理的时程

[1227]

[1228] 如表21中所示，所有三个构建体都显示稳定化比率随用西地那非进行处理的持续

时间增加而增加，从而指示hPDE5突变体的稳定化的时间依赖性增加。

[1229] 实施例4.hPDE5  DD的伐地那非依赖性稳定化

[1230] 伐地那非具有0.7nM的IC50，并且相比于具有3.9nM的IC50的西地那非是hPDE5的更

强效抑制剂(Doggrell  S等(2007)Int  J  Impot.Res  19(3):281-95)。为测试伐地那非是否

能够使hPDE5  DD稳定，用伐地那非在0.0005μM至10μM的范围内的浓度下处理表达OT-

hPDE5-006、OT-hPDE5-008和OT-hPDE5-009的HEK293细胞48小时。使用FACS来测量hPDE5突

变体的稳定性，并且计算GFP的平均荧光强度(MFI)。将稳定化比率计算为在同一构建体的

情况下，相较于用DMSO进行的处理(即不存在配体)，经伐地那非处理样品中的GFP强度的变

化倍数。稳定化比率大于1在DD中是所需的。MFI和稳定化比率呈现于表22中。
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[1231] 表22：伐地那非剂量滴定

[1232]

[1233] 如表22中所示，所有三个构建体都显示稳定化比率随伐地那非的剂量增加而增

加，从而指示hPDE5  DD的伐地那非剂量依赖性稳定化。半数最大有效浓度或EC50是约0.1-

0.3μM，其小于以西地那非观察到的EC50(约1μM)，从而指示伐地那非相比于西地那非可更强

效地使hPDE5  DD稳定。

[1234] 在用hPDE5  DD稳定转导的细胞系例如HEK293细胞、HCT-116细胞和SKOV-3细胞中

测量伐地那非稳定hPDE5源性DD的能力。将细胞用OT-hPDE5N-006、008和009构建体转导，并

且与1μM或10μM伐地那非或与DMSO一起孵育48小时。使用FACS来测量hPDE5突变体的稳定

性，并且计算GFP的平均荧光强度(MFI)。将稳定化比率计算为在同一构建体的情况下，相较

于用DMSO进行的处理(即不存在配体)，经伐地那非处理样品中的GFP强度的变化倍数。稳定

化比率大于1在DD中是所需的。MFI和稳定化比率呈现于表23中。

[1235] 表23：伐地那非剂量滴定

[1236]

[1237] 如表23中所示，所有三个构建体都显示在伐地那非的两个剂量的情况下稳定化比

率均增加，从而指示hPDE5  DD的配体剂量依赖性稳定化。这些数据与表22中所观察的以伐

地那非的剂量响应所观察到的结果一致。

[1238] 实施例5.hPDE5  C末端融合蛋白

[1239] DD在SRE内可位于有效载荷的上游或下游。使通过如实施例2中讨论的位点诱变来

产生的hPDE5突变体融合在GFP的C末端以测试hPDE5突变体在融合于目标蛋白质的C末端时

是否可使目标蛋白质去稳定。将接头放置在GFP与hPDE5之间，并且克隆至pLVX.IRES.Puro

中。使稳定表达GFP-hPDE5(野生型和突变)构建体的HEK  293T细胞与10μM西地那非或10μM
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伐地那非或DMSO(对照)一起孵育48小时。在孵育之后，使用FACS来测量平均荧光强度

(MFI)。当融合于C末端时，所有hPDE5(突变)-GFP构建体都被预期会在配体存在下使GFP稳

定，同时它们被预期会在不存在配体下使GFP去稳定。

[1240] 实施例6.通过定点诱变来由人hPDE获得的新型DD

[1241] 鉴定了磷酸二酯酶中影响蛋白质稳定性的已知突变，并且将其用于鉴定新型hPDE

源性DD。先前鉴定的突变包括但不限于hPDE5(I778T)、或hPDE6C(H602L)、hPDE6C(E790K)、

hPDE6C(R104W)、hPDE6C(Y323N)和hPDE6C(P391L)、或hPDE4D(S752A)、hPDE4D(S754A)、

hPDE4D(S752A、S754A)和hPDE4D(E757A、E758A、D759A)(Zhu等(2010)Mol  Cell  Biol.4379-

4390；Alexandre等(2015) .Endocr.Relat.Cancer  22(4):519-30；Cheguru  P.等(2015)Mol 

Cell  Neurosci；64:1–8.；其各自的内容以引用的方式整体并入本文)。使人PDE突变体融合

于接头和报告基因例如GFP。将报告子构建体转染至细胞诸如NIH  3T3细胞和293T细胞中。

使经转染细胞与适当配体例如hPDE5的配体西地那非和伐地那非或hPDE4的配体阿普司特

和罗氟司特一起孵育。通过FACS来测量荧光信号，并且计算平均荧光信号强度。

[1242] 实施例7.使用热迁移测定来表征hPDE5突变体

[1243] 热迁移测定可用于测量蛋白质的热变性温度作为它响应于不同条件诸如pH、离

子、盐、添加剂、药物和/或突变的稳定性的指标。另外，热迁移测定可用于了解配体结合、酶

促活性和稳定化效能之间的关联。使人PDE5突变体与热测定染料、热测定缓冲液和配体(或

DMSO对照)混合。也用不同浓度的因子诸如药物、盐、离子或其他参数处理样品。将样品上样

至仪器诸如实时PCR仪器中，并且在每分钟约0.1-10摄氏度的范围内设置温度斜坡速率。历

经跨越典型蛋白质展开温度25-95摄氏度的温度范围，在固定间隔下测量各条件下的荧光。

[1244] 实施例8.表征hPDE5截短突变体

[1245] 先前实施例中显示的数据显示hPDE5的催化结构域是适于鉴定去稳定结构域的模

板。产生了全长hPDE5的若干截短突变体以鉴定催化结构域内除催化区域以外的可充当用

于鉴定DD的模板的区域。测试的截短突变体包含hPDE5  WT的氨基酸535-860(E535-Q860)、

hPDE5  WT的氨基酸535至836(E535-S836)、hPDE5  WT的氨基酸590至860(M590-Q860)、hPDE5 

WT的氨基酸590至836(M590-S836)，其中氨基酸位置是就SEQ  ID  NO .1来说的。将DD突变

R732L掺入所有截短突变体中，并且通过使突变体融合于SG接头和报告子AcGFP来将它的去

稳定潜力与E535-Q860野生型进行比较。将HCT-116细胞用上述构建体稳定转导，并且用10μ

M致稳定配体西地那非或伐地那非或DMSO处理48小时。作为对照，亲本未转导细胞和表达

OT-hPDE5N-001或OT-hPDE5N-028的细胞也被包括在分析中。通过FACS来分析GFP的平均荧

光强度(MFI)。将稳定化比率计算为在同一构建体的情况下，相较于用DMSO进行的处理(即

在不存在配体下)，经西地那非处理样品中的GFP强度的变化倍数。将去稳定突变系数计算

为在不存在配体下，相较于hPDE5野生型构建体(OT-hPDE5N-019)，hPDE5突变构建体中的

GFP强度的变化倍数。去稳定突变系数小于1是合乎需要的。稳定化比率大于1在DD中是所需

的。结果和比率呈现于表24中。

[1246] 表24：hPDE5截短突变体的表达
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[1247]

[1248]

[1249] 如表24中所示，在两种配体的情况下，由hPDE5的E535-Q860氨基酸组成的具有

R732L突变的OT-hPDE5N-020构建体均在最高稳定化比率的情况下显示最强烈配体依赖性

稳定化。也对构建体020-024计算去稳定突变系数，并且这个分析显示所述构建体全都有效

使有效载荷去稳定。这表明从催化结构域移除残基似乎不使hPDE5的配体依赖性稳定化潜

力增强。

[1250] 通过蛋白质印迹来并行进行截短突变体的蛋白质表达分析。将表达OT-hPDE5N-

019至OT-hPDE5N-024的HCT  116细胞用10μM伐地那非处理24小时，并且使用抗AcGFP抗体

(目录号63277，Clonetech,Mountain  View,California)来针对AcGFP进行免疫印迹。也分

析GAPDH水平以确保均匀蛋白质上样。由E535-Q860即hPDE5  WT(SEQ  ID  NO.1)的氨基酸535

至860组成的具有R732L突变的OT-hPDE5N-020构建体显示伐地那非依赖性稳定化。这个结

果与FACS分析一致。未以OT-hPDE5N-021观察到稳定化，而构建体OT-hPDE5N-022、OT-

hPDE5N-023和OT-hPDE5N-024在存在以及不存在伐地那非下均不显示AcGFP表达，从而指示

在这些突变体中，构建体的表达低于蛋白质印迹方法的检测水平。

[1251] 实施例9.表征hPDE5组合突变体

[1252] 使鉴定的单一去稳定突变体组合以测试使两个或更多个突变组合是否会以累加

方式或以协同方式产生具有更大去稳定潜力的结构域。DD的合乎需要品质包括在不存在配

体下SRE的表达较低以及SRE的配体依赖性稳定化。使用利用SG接头来连接于GFP的DD产生

构建体。将HCT-116细胞用上述构建体稳定转导，并且用10μM致稳定配体西地那非或伐地那

非或DMSO处理48小时。作为对照，亲本未转导细胞和表达OT-hPDE5N-001或OT-hPDE5N-028

的细胞也被包括在分析中。通过FACS来分析GFP的平均荧光强度(MFI)。将稳定化比率计算

为在同一构建体的情况下，相较于用DMSO进行的处理(即在不存在配体下)，经西地那非处

理样品中的GFP强度的变化倍数。将去稳定突变系数计算为在不存在配体下，相较于hPDE5

野生型构建体(OT-hPDE5N-019)，hPDE5突变构建体中的GFP强度的变化倍数。去稳定突变系

数小于1是合乎需要的。稳定化比率大于1在DD中是所需的。结果和比率呈现于表25中。

[1253] 表25：hPDE5组合突变体的表达
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[1254]

[1255] 如表25中所示，仅有具有R732L和D764N突变的OT-hPDE5N-026构建体以5.63的比

率显示西地那非依赖性稳定化。类似结果以OT-hPDE5N-026在用伐地那非处理后获得。然

而，OT-hPDE5N-025仅以4.26的比率显示伐地那非依赖性稳定化。两个构建体均在不存在配

体下去稳定。如所预期，hPDE5野生型构建体不显示任何显著配体依赖性稳定化。这些数据

表明使突变组合的策略可用于鉴定改进的DD以及由特定配体加以稳定的DD。

[1256] 通过蛋白质印迹来并行进行组合突变体的蛋白质表达分析。将表达OT-hPDE5N-

025和26的HCT  116细胞用10μM伐地那非处理24小时，并且使用抗AcGFP抗体(目录号63277，

Clonetech,Mountain  View,California)来针对AcGFP进行免疫印迹。也分析GAPDH水平以

确保均匀蛋白质上样。具有hPDE5(F736A、D764N)的OT-hPDE5N-025构建体和具有hPDE5

(R732L、D764N)的OT-hPDE5N-026构建体显示如通过蛋白质印迹测量的AcGFP蛋白质水平的

伐地那非依赖性稳定化。这个结果与FACS分析一致。

[1257] 测试hPDE5组合突变体对递增剂量的西地那非的响应。用西地那非在0.04μM至30μ

M的范围内的剂量下处理用hPDE5构建体转导的HCT116细胞24小时。通过FACS来测量平均荧

光强度(MFI)。也包括亲本HCT116和表达OT-hPDE5N-019野生型构建体的细胞作为对照。将

组合突变体对西地那非的响应与单突变构建体OT-hPDE5N-020的响应进行比较。将在表26

中指示为SR的稳定化比率计算为在同一构建体的情况下，相较于用DMSO进行的处理(即在

不存在配体下)，经西地那非处理样品中的GFP强度的变化倍数。将去稳定突变系数比率计

算为在不存在配体下，相较于hPDE5野生型构建体(OT-hPDE5N-019)，hPDE5突变构建体中的

GFP强度的变化倍数。去稳定突变系数比率小于1是合乎需要的。稳定化比率大于1在DD中是

所需的。结果和稳定化比率呈现于表26中。

[1258] 表26：组合突变体的西地那非剂量响应

[1259]
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[1260] 如表26中所示，OT-hPDE5N-026构建体的跨越西地那非的多个剂量获得的稳定化

比率高于单突变OT-hPDE5N-020构建体。对于任何给定配体剂量，相比于026构建体，组合突

变体025实现的稳定化比率都低得多。对OT-hPDE5N-020(比率＝0.1)、OT-hPDE5N-025(比率

＝0.17)和OT-hPDE5N-026(比率＝0.1)获得的去稳定突变系数比率指示所有构建体都在不

存在配体下去稳定。这些数据指示当致稳定配体是西地那非时，组合突变体OT-hPDE5N-026

是强力DD候选物。

[1261] 测试hPDE5组合突变体对递增剂量的伐地那非的响应。用伐地那非在0.04μM至30μ

M的范围内的剂量下处理用hPDE5构建体转导的HCT116细胞24小时。通过FACS来测量平均荧

光强度(MFI)。也包括亲本HCT116和表达包含hPDE5野生型构建体的OT-hPDE5N-019的细胞

作为对照。将组合突变体对伐地那非的响应与单突变构建体OT-hPDE5N-020的响应进行比

较。将稳定化比率(SR)计算为在同一构建体的情况下，相较于用DMSO进行的处理(即在不存

在配体下)，经伐地那非处理样品中的GFP强度的变化倍数。将去稳定突变系数比率计算为

在不存在配体下，相较于hPDE5野生型构建体(OT-hPDE5N-019)，hPDE5突变构建体中的GFP

强度的变化倍数。去稳定突变系数比率小于1是合乎需要的。稳定化比率大于1在DD中是所

需的。结果和稳定化比率呈现于表27中。

[1262] 表27：组合突变体的伐地那非剂量响应

[1263]

[1264] 如表27中所示，OT-hPDE5N-026构建体的跨越伐地那非的多个剂量获得的稳定化

比率高于单突变OT-hPDE5N-020构建体。对于任何给定配体剂量，相比于026构建体，组合突

变体025实现的稳定化比率都低得多。对OT-hPDE5N-020(比率＝0.13)、OT-hPDE5N-025(比

率＝0.12)和OT-hPDE5N-026(比率＝0.08)获得的去稳定突变系数指示所有构建体都在不

存在配体下去稳定。这些数据指示当致稳定配体是伐地那非时，组合突变体OT-hPDE5N-026

是强力DD候选物。

[1265] 测试hPDE5组合突变体对递增剂量的他达那非的响应。用他达那非在0.14至100μM

的范围内的剂量下处理用hPDE5构建体转导的HCT116细胞24小时。通过FACS来测量平均荧

光强度(MFI)。也包括亲本HCT116和表达包含hPDE5野生型构建体的OT-hPDE5N-019的细胞

作为对照。将组合突变体对他达那非的响应与单突变构建体OT-hPDE5N-020的响应进行比

较。将稳定化比率(SR)计算为在同一构建体的情况下，相较于用DMSO进行的处理(即在不存

在配体下)，经他达那非处理样品中的GFP强度的变化倍数。将去稳定突变系数计算为在不

存在配体下，相较于hPDE5野生型构建体(OT-hPDE5N-0019)，hPDE5突变构建体中的GFP强度

的变化倍数。去稳定突变系数小于1是合乎需要的。稳定化比率大于1在DD中是所需的。结果
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和稳定化比率呈现于表28中。

[1266] 表28：组合突变体的他达那非剂量响应

[1267]

[1268] 如表28中所示，OT-hPDE5N-026构建体的跨越他达那非的多个剂量获得的稳定化

比率高于单突变OT-hPDE5N-020构建体，例外之处是在100μM浓度的药物下。对于任何给定

配体剂量，相比于OT-hPDE5-026构建体，组合突变体OT-hPDE5-025实现的稳定化比率都低

得多。对OT-hPDE5N-020(比率＝0.1)、OT-hPDE5N-025(比率＝0.17)和OT-hPDE5N-026(比率

＝0.1)获得的去稳定突变系数指示所有构建体都在不存在配体下去稳定。这些数据指示当

致稳定配体是他达那非时，组合突变体OT-hPDE5N-026是强力DD候选物。

[1269] 将在所有三种配体西地那非、伐地那非和他达那非的最高浓度下对每个构建体获

得的稳定化比率进行比较，并且显示于表29中。

[1270] 表29：hPDE5配体的比较分析

[1271]

[1272] 如表29中所示，基于稳定化比率，明显的是相较于单突变构建体以及另一组合突

变构建体(OT-hPDE5N-025)，OT-hPDE5N-026由所有三种配体加以有效稳定。两个组合突变

体均由作为hPDE5的最强效抑制剂的伐地那非加以最有效稳定。他达那非比西地那非更有

效使构建体OT-hPDE5N-025稳定，尽管这仅以小差数达成-这个观察结果是值得注意的，因

为相比于他达那非，西地那非是hPDE5的强力得多的抑制剂。

[1273] 测试hPDE5组合突变体对递增的西地那非处理持续时间的响应。用西地那非在0.5

或5μM下处理用hPDE5构建体转导的HCT116细胞0-72小时。通过FACS来测量平均荧光强度

(MFI)。将组合突变体对西地那非的响应与单突变构建体OT-hPDE5-020的响应进行比较。将

稳定化比率计算为在同一构建体的情况下，相较于用DMSO进行的处理(即在不存在配体

下)，经西地那非处理样品中的GFP强度的变化倍数。将去稳定突变系数计算为在不存在配

体下，相较于hPDE5野生型构建体(OT-hPDE5N-019)，hPDE5突变构建体中的GFP强度的变化
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倍数。去稳定突变系数小于1是合乎需要的。稳定化比率大于1在DD中是所需的。用5或0.5μM

进行的时程实验的结果和稳定化比率分别呈现于表30和表31中。

[1274] 表30：随时间对西地那非(5μM)的响应

[1275]

[1276] 表31：随时间对西地那非(0.5μM)的响应

[1277]

[1278] 如表30和表31中所示，在5μM剂量的西地那非下，OT-hPDE5N-026构建体的随时间

获得的稳定化比率高于单突变OT-hPDE5N-020构建体。然而，在0.5μM的较低剂量下，这个样

式被逆转，其中单突变构建体显示更大稳定化。对于两个配体剂量，在任何给定时间下，相

比于OT-hPDE5-026构建体，组合突变体OT-hPDE5-025实现的稳定化比率都低得多。这些数

据指示对适合DD的选择有时可取决于所需配体处理持续时间以及可供在系统中使用的配

体浓度。

[1279] 实施例10.DD热点的诱变

[1280] 对通过定点诱变鉴定的突变体的分析鉴定了其突变会对hPDE5赋予去稳定化和配

体依赖性稳定化性质的氨基酸热点。为使这些构建体的DD特征改进，使在热点位置处的氨

基酸突变成任何已知氨基酸，包括但不限于赖氨酸、天冬氨酸、谷氨酸、谷氨酰胺、天冬酰

胺、组氨酸、丝氨酸、苏氨酸、酪氨酸、半胱氨酸、甲硫氨酸、色氨酸、丙氨酸、异亮氨酸、亮氨

酸、苯丙氨酸、缬氨酸、脯氨酸和甘氨酸。热点突变的文库通过定点诱变来产生，并且文库中

的各突变体都通过接头来融合于报告蛋白例如AcGFP。如先前所述通过蛋白质印迹和FACS

来分析DD在存在以及不存在配体下的性质。评价的配体包括但不限于西地那非、伐地那非
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和他达那非。

[1281] 实施例11.使生物回路行为最优化

[1282] 本发明的生物回路包含可被优化的多个模块。产生各组分的文库以允许快速产生

具有所需行为的新型构建体。配体药物动力学是用于达成体内有效载荷特异性调谐的强力

工具，视调节因子而定，其可用于使效应物模块的配体响应曲线向左侧或右侧移动。测试若

干调节因子，包括但不限于配体剂量、浓度、量级、持续时间和施用途径。去稳定结构域也可

被修饰来使生物回路行为改进。去稳定结构域是生物回路的动态范围的核心决定因素。视

所选DD而定，可使效应物模块的配体响应曲线向上或向下移动。对效应物模块内DD的性质、

位置以及效应物模块内DD的数目进行修改。视它的所需降解动力学而定，也改变DD选择。使

以转录方式控制SRE的表达的启动子最优化。对启动子的选择会影响基础关闭状态，并且影

响稳定化的动态范围。此外，启动子选择会促进产生的经稳定有效载荷的程度。生物回路的

其他可优化要素包括载体、翻译元件、前导序列、组分在SRE内的放置、密码子选择、蛋白酶

位点、接头和mRNA稳定性。

[1283] 实施例12.在hPDE5突变体中的伐地那非剂量响应曲线

[1284] 如实施例9中所述来产生组合突变体。在用hPDE5构建体转导的HCT116细胞中测试

hPDE5组合突变体对递增剂量的伐地那非的响应，所述HCT116细胞用伐地那非在0.1至10μM

的范围内的剂量下处理48小时，或用媒介物对照(DMSO)处理。通过FACS来测量GFP的平均荧

光强度(MFI)。将组合突变体对伐地那非的响应与单突变构建体OT-hPDE5N-020的响应进行

比较。超过DMSO的MFI变化倍数呈现于表32中。

[1285] 表32：伐地那非剂量响应

[1286] 西地那非(μM) OT-hPDE5-020 OT-hPDE5-025 OT-hPDE5-026

0.01 4026 4444 3815

0.04 6970 4934 3839

0.12 14832 5133 4870

0.37 26429 5007 8107

1.11 34932 5751 21857

3.33 49739 10516 49105

10.00 51306 24927 64734

[1287] 如表32中所示，相较于其他两种构建体，在较低剂量即0.1和0.3微摩尔浓度的伐

地那非下观察到对OT-hPDE5N-020构建体获得的配体依赖性稳定化，从而指示极低剂量的

配体足以使这个hPDE5突变体稳定。在类似剂量下，OT-hPDE5N-026构建体不显示配体依赖

性稳定化。然而，相比于OT-hPDE5N-020，在最高剂量的伐地那非下，获得的GFP表达高得多。

相比之下，在较低剂量下，OT-hPDE5N-025显示极其少许GFP表达，并且在较高剂量下，相较

于其他两个构建体，仅显示适度GFP表达。这些实验指示单一hPDE5DD突变的组合会产生不

由单一突变体的性质所预测的协同作用。因此，基于目标有效载荷的性质和所需表达水平，

可选择适合的hPDE5DD。

[1288] 实施例13.受DD调控的免疫治疗剂在体外表达

[1289] 使本发明的免疫治疗性有效载荷诸如细胞因子(例如IL2、IL12、IL15、IL15-

IL15Ra)、嵌合抗原受体(CD19  CAR)、调控蛋白(例如FOXP3)、安全性开关(例如胱天蛋白酶
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9)融合于本文所述的任何DD，并且克隆至表达载体中。添加任选接头和裂解位点以使效应

物模块的构象最优化。

[1290] 为测试配体依赖性免疫治疗性有效载荷产生，将细胞涂铺在生长培养基例如具有

10％FBS的DMEM中，并且在37℃、5％CO2下孵育过夜。使用Lipofectamine  2000来用构建体

短暂转染或转导细胞，并且孵育48小时。在孵育之后，将生长培养基换成含有配体(例如西

地那非、伐地那非和他达那非)的培养基。在与配体一起孵育24小时之后，使细胞裂解，并且

使用对有效载荷具有特异性的抗体来进行免疫印迹。对于分泌型有效载荷诸如细胞因子，

从表达本发明的效应物模块的培养物收集生长培养基。类似于免疫印迹，使用本领域中已

知的方法诸如ELISA和MSD测定来测定培养基中的有效载荷表达。对于细胞表面表达型有效

载荷，也使用本领域中已知的细胞表面表达分析方法诸如流式细胞术来测定有效载荷的表

达。将在配体存在下获得的有效载荷表达与在不存在配体下的表达进行比较。有效载荷的

水平随配体浓度和/或处理持续时间增加而增加指示DD介导的对有效载荷的调控。也将表

达与亲本未转导细胞以及表达未附接于DD的免疫治疗性有效载荷(即组成性表达的)的细

胞进行比较。

[1291] 实施例14.受DD调控的免疫治疗剂在体外的功能

[1292] 为测试受DD调控的IL12表达是否能够使IL12信号传导活化，从PBMC分离人T细胞，

并且用植物血球凝集素(PHA，2μg/ml)活化3天，随后用50IU/ml的白介素-2(IL2)处理24小

时。将细胞洗涤，再混悬于新鲜培养基中，并且静息4小时。将T细胞用受DD调控的IL12构建

体转导，并且基于所用DD来用配体(例如西地那非、伐地那非和他达那非)处理或用媒介物

对照处理。通过IL12达成的活化会导致STAT4磷酸化。另外，IL12促进原初T细胞分化成Th1

细胞，这导致从T细胞分泌IFNγ。收集细胞，并且使用STAT4抗体(CellSignaling 

Technology,Danvers,MA)来测量STAT4磷酸化。分析细胞上清液和细胞裂解物中的IFNγ。

在配体存在下，预期表达受DD调控的IL12的细胞会具有增加的STAT4磷酸化以及增加的IFN

γ表达。

[1293] IL15和IL15/IL15Ra融合分子可赋予T细胞上的记忆表型，并且使NK细胞的增殖增

加(Hurton  L等(2016) ,PNAS,113:E7788-7797)。NK细胞增殖对细胞因子的这种依赖性可用

于测试受DD调控或组成性表达的细胞因子和细胞因子融合蛋白的功能性。使用一组其表达

增加与NK活化相关联的标志物，通过FACS来评价NK-92细胞响应于配体处理的活化。这些包

括NKG2D、CD71、CD69；趋化因子受体诸如CCR5、CXCR4和CXCR3，穿孔素、粒酶B和干扰素γ

(IFNg)。预期受DD调控的IL15或IL15-IL15Ra融合分子的表达会使NK细胞活化增加。为评价

IL15和IL15-IL15Ra的配体依赖性稳定化对原代T细胞的影响，用DD-IL15Ra构建体转导T细

胞。通过使用流式细胞术来测量在存在或不存在配体下的T细胞增殖和记忆表型标志物(例

如CD62L)。

[1294] 为测试受DD调控的CD19  CAR细胞在体外杀灭靶标细胞的能力，将原代T细胞群体

用受DD调控的CD19  CAR构建体转导，在存在或不存在对DD具有特异性的配体下与表达CD19

的K562细胞(靶标细胞)一起共培养。建立T细胞和靶标细胞的多个组合。这些组合包括与

K562细胞一起(在存在或不存在配体下)共培养的受DD调控的CAR表达性T细胞，与表达CD19

的K562细胞一起共培养的T细胞，以及不进行T细胞共培养的表达CD19的K562细胞。额外对

照包括仅靶标细胞；未转导的T细胞；用空载体转导的T细胞。用丝裂霉素C处理靶标细胞以
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阻止它们的增殖。将K562细胞用NucLight  Red加以荧光标记，并且与T细胞一起共培养300

小时。通过用膜联蛋白V(Annexin  V)标记细胞来监测细胞死亡，并且靶标K562细胞中的细

胞死亡通过使用 活细胞分析系统(Essen  Biosciences,Ann  Arbor,MI)评价关

于膜联蛋白V与NucLight  Red两者均呈阳性的细胞来监测。预期仅在配体存在下以及当利

用异位表达CD19的K562靶标细胞时，以受DD调控的CAR构建体达成靶标细胞杀灭。预期在具

有相同共培养设置的未处理对照的情况下以及当T细胞与不表达CD19的亲本K562细胞一起

在存在或不存在配体下共培养时，无细胞杀灭。预测组成型构建体会在存在以及不存在配

体下均显示细胞杀灭。

[1295] 实施例15.受DD调控的免疫治疗剂在体内的功能

[1296] 受DD调控的免疫治疗性有效载荷的配体依赖性体内功能通过以下方式来表征：评

价在用本发明的配体处理后，表达受DD调控的构建体的T细胞抑制所建立肿瘤的生长的能

力。将肿瘤细胞诸如HCT116细胞在皮下异种移植至小鼠中。将用本文所述的受DD调控的构

建体稳定转导的T细胞在静脉内注射至小鼠中。大约在注射之后两周当肿瘤达到约300立方

毫米的尺寸时，在不同浓度下每两天用配体(例如西地那非、伐地那非和他达那非)或媒介

物对照对小鼠给药。一周两次监测肿瘤体积和体重。在末次配体给药之后也收集血浆和肿

瘤样品，并且测量有效载荷水平以及配体水平。预期相较于经媒介物治疗动物，在用配体治

疗的小鼠中，肿瘤体积显著更小。预期肿瘤有效载荷水平与肿瘤体积正相关。

[1297] 为测量本发明组合物是否促进免疫细胞持久性，将用DD-IL15/IL15Ra构建体转导

的T细胞注射至小鼠中。用配体(例如西地那非、伐地那非和他达那非)处理小鼠，并且历经

40-50天的时期加以监测。将用组成型OT-IL15-008构建体转导的T细胞和未转导亲本T细胞

注射至单独小鼠中作为对照。以常规方式从小鼠抽取血液，并且测试T细胞的存在性。预期

用配体处理的小鼠会保留表达hPDE5DD-IL15-IL15Ra的T细胞，而不预期经媒介物处理小鼠

中的T细胞会持续存在。

[1298] 实施例16.受DD调控的有效载荷的共同表达

[1299] 与全身性施用白介素相关的毒性可通过使用CAR-T细胞来将白介素递送至靶标组

织中加以规避。相比于单独白介素和CAR疗法，这个组合方法也具有更大抗肿瘤活性。用

CD19  CAR(组成型或受DD调控)和DD-白介素例如DD-IL2、DD-IL12、DD-IL15和DD-IL15/

IL15Ra构建体共转染细胞。视所用DD而定，用致稳定配体处理经转染的细胞。CD19  CAR表达

通过对CD3ζ进行免疫印迹来评价。培养基中的DD-IL2、DD-IL12、DD-IL15和DD-IL15/IL15Ra

表达通过ELISA来测量。

[1300] 受DD调控的胱天蛋白酶9有可能使安全性改进，并且使与CD19CAR疗法相关的毒性

最小化。用CD19  CAR(组成型或受DD调控)和DD-胱天蛋白酶9构建体共转染细胞。视所用DD

而定，用致稳定配体处理经转染的细胞。CD19  CAR和胱天蛋白酶9表达通过分别对CD3ζ和胱

天蛋白酶9进行免疫印迹来评价。

[1301] 实施例17.在hPDE5突变体中的西地那非和他达那非剂量响应曲线

[1302] 如先前在实施例9中所述来产生组合突变。测试表达hPDE5组合突变体的HCT  116

细胞对在0.1μM至100μM的范围内的递增剂量的他达那非和西地那非(持续48小时)或媒介

物对照(DMSO)的响应。通过FACS来测量平均荧光强度(MFI)。将组合突变体对配体处理的响

应与单突变构建体OT-hPDE5N-020进行比较。在配体处理的情况下的MFI显示于表33和表34
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中。

[1303] 表33：他达那非剂量响应

[1304] 他达那非(μM) OT-hPDE5-020 OT-hPDE5-025 OT-hPDE5-026

0.14 3616 4328 3720

0.41 5811 5002 3804

1.23 11694 5503 4810

3.70 24185 5744 7893

11.11 40380 8299 24617

33.33 57233 15831 52927

100.00 72587 31020 84334

[1305] 表34：西地那非剂量响应

[1306] 西地那非(μM) OT-hPDE5-020 OT-hPDE5-025 OT-hPDE5-026

0.14 3771 4398 3401

0.41 5463 4832 3681

1.23 10479 5031 4477

3.70 22441 4974 7625

11.11 35561 5675 24104

33.33 52029 9677 51416

100.00 101226 37494 136010

[1307] 如表33和表34中所示，在所有三种构建体的情况下都获得了配体剂量依赖性稳定

化。相较于其他两种构建体，在单突变构建体OT-hPDE5-020中，在较低剂量下(例如直至11μ

M的西地那非和他达那非)的剂量依赖性稳定化是更明显的。在较高浓度的配体下，OT-

hPDE5-025与OT-hPDE5-026两者均显示配体依赖性稳定化。实际上，相较于OT-hPDE5-020与

OT-hPDE5-025两者，在33和100μM下，OT-hPDE5-026构建体显示高得多的MFI值。这些实验指

示单一hPDE5  DD突变的组合会产生不由单一突变体的性质所预测的协同作用。因此，适合

的hPDE5  DD可基于目标有效载荷的性质和所需表达水平来选择。

[1308] 实施例18.hPDE5突变体的动力学

[1309] hPDE5突变体OT-hPDE5-020和OT-hPDE5-026的关闭动力学通过处理表达这些构建

体或野生型对照构建体OT-hPDE5-019的HCT116细胞来测试。用配体处理细胞48小时。移除

含有配体的培养基，并且添加不具有配体的新鲜培养基。在0小时(即在开始实验之前)、配

体处理之后48小时，以及在配体洗脱之后若干时间点直至96小时，通过FACS来分析MFI。将

稳定化比率计算为在同一构建体的情况下，相较于在不存在配体下的GFP强度，经配体处理

样品中的GFP强度的变化倍数。结果显示于表35中。

[1310] 表35：关闭动力学
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[1311]

[1312] 如表35中所示，在移除配体之后，hPDE5突变体的稳定化比率降低。相较于OT-

hPDE5-020构建体，在组合突变体OT-hPDE5-026的情况下，稳定化比率值更快速降低，从而

表明在OT-hPDE5-026构建体中，更快速实现DD的去稳定化。相比于OT-hPDE5-020构建体，以

OT-hPDE5-026构建体实现的如由稳定化比率指示的配体依赖性稳定化是较低的，这也可促

进以OT-hPDE5-026构建体所观察到的优越关闭动力学。

[1313] 实施例19.hPDE5  C末端突变体的行为

[1314] 测试当附接于有效载荷的C末端时，hPDE5突变体调谐有效载荷的表达的能力。将

OT-hPDE5C-030与OT-hPDE5C-036进行比较。使NIH  3T3细胞与不同剂量的西地那非或伐地

那非一起孵育48小时，并且通过FACS来分析MFI。将稳定化比率(SR)计算为在同一构建体的

情况下，相较于在不存在配体下的GFP强度，经配体处理样品中的GFP强度的变化倍数。结果

显示于表36中。

[1315] 表36：hPDE5  C末端突变体对西地那非和伐地那非的响应

[1316]

[1317]

[1318] 如表36中所示，OT-hPDE5C-030构建体显示稳定化比率大于1，从而指示伐地那非

配体与他达那非配体两者均可使GFP表达稳定。如所预期，野生型构建体OT-hPDE5C-036不

稳定化远大于1，从而指示以野生型构建体实际上未实现稳定化。

[1319] 也测量在24和48小时时的GFP表达以监测hPDE5-DD  GFP构建体对配体暴露持续时

间的依赖性。结果显示于表37和表38A中，其中SR指示稳定化比率。

[1320] 表37：hPDE5  C末端突变体在西地那非处理的情况下的剂量响应
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[1321]

[1322] 表38A：hPDE5  C末端突变体在伐地那非处理的情况下的剂量响应

[1323]

[1324] 与在48小时时测量的响应一致，在24小时时测量的响应显示hPDE5突变构建体使

GFP表达稳定，如由稳定化比率大于1所证实，而野生型构建体OT-hPDE5C-036显示稳定化比

率约1，从而指示无配体依赖性稳定化。在西地那非处理与伐地那非处理之间，结果是一致

的。注意到在48小时时获得的稳定化比率远大于在24小时时获得的值，从而表明GFP表达的

时间依赖性稳定化。类似结果通过使用GFP抗体进行蛋白质印迹分析来获得。在0.1μM西地

那非下，通过蛋白质印迹观察到GFP蛋白质水平的适度稳定化。当用1μM西地那非处理细胞

时，GFP的稳定化增加。0.1μM与1μM剂量的伐地那非两者均显示GFP水平的稳定化。在24小时

和48小时，均观察到这些趋势。所有比较都相对于未用任一配体处理的细胞来进行。

[1325] 也测试hPDE5C末端突变体对较低剂量的伐地那非的响应，并且显示于表38B中。

[1326] 表38B：hPDE5  C末端突变体在伐地那非处理的情况下的剂量响应

[1327] 伐地那非(nM) MFI 稳定化比率

0 137 -

1 163 1.19

3 230 1.68

10 477 3.48

30 909 6.64

100 1417 10.34

1000 1789 13.06

[1328] 如表38B中所示，hPDE5C末端突变体即使在较低剂量的伐地那非下也显示剂量依

赖性稳定化，如由稳定化比率增加所指示。因此，即使低纳摩尔浓度剂量的伐地那非也足以

诱导hPDE5  DD的配体依赖性稳定化。

[1329] 实施例20.hPDE5荧光素酶构建体的行为
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[1330] 使PDE5源性DD附接于报告子有效载荷诸如荧光素酶以产生构建体OT-hPDE5-031、

OT-hPDE5-032、OT-hPDE5-033和OT-hPDE5-035构建体。所述构建体可适用于在体内研究DD

的去稳定化和稳定化的动态。将这些构建体转导至HCT116细胞中。将细胞在每孔2000个细

胞下接种至96孔板中，并且与1μM或DMSO伐地那非一起孵育48小时。接着使用读板仪测定来

测量荧光素酶活性。亲本未转导细胞作为对照用于测量本底荧光水平。结果显示于表39中。

在表39中，将稳定化比率计算为在同一构建体的情况下，相较于用DMSO进行的处理(即在不

存在配体下)，经伐地那非处理样品中的荧光素酶信号的变化倍数。将去稳定突变系数计算

为在不存在配体下，相较于hPDE5野生型构建体(OT-hPDE5-031)，hPDE5突变构建体中的GFP

强度的变化倍数。去稳定突变系数小于1是合乎需要的。稳定化比率大于1在DD中是所需的。

[1331] 表39：荧光素酶构建体的稳定性

[1332]

[1333] 在不表达构建体的亲本细胞中观察到的荧光素酶信号强度指示一些信号可能是

本底噪声。构建体OT-hPDE5-033显示最低去稳定突变系数，从而指示所述构建体去稳定。以

包括野生型hPDE5构建体OT-hPDE5-031的所有构建体观察到稳定化比率增加。构建体OT-

hPDE5-035显示最高稳定化比率，从而指示最强烈配体依赖性稳定化。在测试的构建体之

中，OT-hPDE5-033显示在不存在配体下的去稳定化以及在存在配体下的稳定化。

[1334] 实施例21.对hPDE5的氨基酸732的诱变

[1335] 对通过定点诱变鉴定的突变体的分析鉴定了其突变会对hPDE5赋予去稳定化和配

体依赖性稳定化性质的氨基酸热点。选择在位置735处的氨基酸用于进一步分析，因为

hPDE5(R732L)突变具有上述性质。为使这个DD的DD特征改进，使在位置732处的氨基酸突变

成任何已知氨基酸，包括但不限于天冬氨酸、谷氨酸、谷氨酰胺、天冬酰胺、组氨酸、丝氨酸、

苏氨酸、酪氨酸、半胱氨酸、甲硫氨酸、色氨酸、丙氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸、缬氨

酸、脯氨酸和甘氨酸。突变的文库通过定点诱变来产生，并且文库中的各突变体都通过接头

来融合于报告蛋白质例如AcGFP并转导至HCT116细胞中。如先前所述通过FACS来分析DD在

存在以及不存在配体下的性质。评价的配体包括但不限于西地那非和伐地那非。结果显示

于表40A和表40B中。

[1336] 表40A：热点构建体的配体响应性行为
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[1337]

[1338] 表40B：热点构建体的稳定化比率和去稳定突变系数

[1339]
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[1340]

[1341] 分析用所指示配体对各构建体获得的去稳定突变系数和稳定化比率以鉴定具有

最低去稳定突变系数比率的构建体，并且接着对数据进行第二分选以鉴定具有最高稳定化

比率的构建体。这个分析允许鉴定具有最低去稳定突变系数、也具有最高稳定化比率的构

建体。基于这个分析，认明了实际上所有测试突变体都显示在西地那非处理的DMSO对照的

情况下，去稳定突变系数小于1，从而指示所有构建体都在不存在西地那非下去稳定。在西

地那非存在下，具有精氨酸至赖氨酸取代的OT-hPDE5-081构建体显示高度西地那非依赖性

稳定化比率。在伐地那非的情况下对构建体的类似分析将OT-hPDE5-081、OT-hPDE5-066、

OT-hPDE5-067和OT-hPDE5-065鉴定为具有低去稳定突变系数和高配体依赖性稳定化比率。

具有低去稳定突变系数和高稳定化比率的其他构建体包括OT-hPDE5-067、OT-hPDE5-065、

OT-hPDE5-069、OT-hPDE5-074和OT-hPDE5-075。

[1342] 也在用配体处理48小时的HCT  116细胞中测试所选突变体对增加剂量的西地那

非、伐地那非和他达那非的响应。以各配体处理获得的MFI值显示于表41A、表41B和表41C

中。

[1343] 表41A：伐地那非剂量响应
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[1344]

[1345] 表41B：西地那非剂量响应

[1346]

[1347] 表41C：他达那非剂量响应

[1348]

[1349] 在所有三种测试配体的情况下，在最高剂量下，具有精氨酸至苏氨酸取代的OT-

hPDE5-074都显示GFP表达最强烈增加。在低于1μM的剂量的伐地那非下，所有构建体都显示

配体依赖性稳定化。在低于1μM的剂量的西地那非下，OT-hPDE5-069、OT-hPDE5-074和OT-

hPDE5-075显示配体依赖性稳定化。在他达那非的剂量低于1μM的情况下，OT-hPDE5-065、

OT-hPDE5-069和OT-hPDE5-074显示配体依赖性稳定化。通过对R732基因座的诱变，获得了

具有多种性质的DD。对特定DD的选择可基于所用有效载荷和关于有效载荷的所需表达程度
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来进行。在各配体的情况下针对各构建体的EC50值显示于表41D中。

[1350] 表41D：针对热点突变体的EC50

[1351]

[1352] 这些结果与对用这些突变体稳定转导的HCT  116细胞中的GFP蛋白质水平的蛋白

质印迹分析一致。以下构建体显示在伐地那非存在下以及当相较于DMSO对照时，GFP水平的

强烈稳定化：OT-hPDE5-009、OT-hPDE5-064、OT-hPDE5-065、OT-hPDE5-068、OT-hPDE5-070、

OT-hPDE5-071、OT-hPDE5-072、OT-hPDE5-073、OT-hPDE5-074、OT-hPDE5-075、OT-hPDE5-

076、OT-hPDE5-077、OT-hPDE5-078、OT-hPDE5-079和OT-hPDE5-080。以OT-hPDE5-066、OT-

hPDE5-067、OT-hPDE5-069和OT-hPDE5-081观察到GFP水平的适度配体依赖性稳定化。所有

样品都显示相等蛋白质上样，如由GAPDH蛋白质水平所测量。

[1353] 实施例22：hPDE5调控的动态范围

[1354] 将HCT116细胞用hPDE5-GFP构建体OT-hPDE5-083、OT-hPDE5-084、OT-hPDE5-085和

OT-hPDE5-094转导，并且与所指示浓度的配体一起孵育48小时。通过FACS来测量GFP荧光。

在伐地那非、西地那非和他达那非的情况下，超过未处理DMSO对照的GFP表达变化倍数分别

显示于表42A、表42B和表42C中。

[1355] 表42A：伐地那非剂量响应

[1356]

[1357] 表42B：西地那非剂量响应
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[1358]

[1359] 表42C：他达那非剂量响应

[1360]

[1361]

[1362] 如表42A、表42B和表42C中所示，以OT-hPDE5-083、OT-hPDE5-084和OT-hPDE5-085

观察到对hPDE5  DD的动态调控。在所有三种配体的情况下，hPDE5野生型构建体都显示几乎

无乃至无配体依赖性稳定化。也计算在每种配体的情况下针对所有四种构建体的稳定化浓

度50或(SC50)(其是配体的为实现50％稳定化所需的浓度)，和结果显示于表42D中。

[1363] 表42D：hPDE5  DD的稳定化浓度50(SC50)

[1364] 配体 OT-hPDE5-83 OT-hPDE5-84 OT-hPDE5-85 OT-hPDE5-94

伐地那非 0.04 1.15 >30 0.07

西地那非 0.38 6.82 >30 0.67

他达那非 1.97 9.54 >100 0.77

[1365] 总之，这些结果指示结构引导的对PDE5中配体结合位点的诱变产生23nM配体-DD

相互作用。具有Y612F、R732L的OT-hPDE5-083能够以23nM的SC50结合至伐地那非，从而表明

强效DD-配体相互作用。

[1366] 实施例23.受DD调控的IL15-IL15-Ra在体外的表达

[1367] 使本发明的免疫治疗性有效载荷诸如IL15-IL15Ra融合蛋白融合于本文所述的任

何DD，并且克隆至表达载体诸如pLVX和pELNS载体中。为测试配体依赖性IL15-IL15Ra产生，
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用构建体短暂转染HEK293T细胞。接着将细胞涂铺在具有10％FBS的DMEM中，并且在37℃、

5％CO2下孵育过夜。将生长培养基交换成含有配体例如在10μM下的伐地那非的培养基。在

与配体一起孵育48小时之后，使细胞裂解，并且使用对IL15Ra具有特异性的抗体来进行免

疫印迹。在所有三种测试构建体OT-IL15-043、OT-IL15-044和OT-IL15-045的情况下，

hPDE5-DD都能够在伐地那非存在下调控IL15Ra水平。相比之下，在组成型构建体OT-IL15-

008的情况下，在存在以及不存在配体下，IL15Ra水平均保持不变。注意到配体依赖性稳定

化仅在伐地那非存在下伴有IL15Ra的迁移性的向上偏移，从而指示稳定化可能伴有翻译后

蛋白质修饰。样品的均一上样使用肌动蛋白作为上样对照来证明。

[1368] 载体骨架对有效载荷的表达的影响通过将OT-IL15-031构建体克隆至pELPS载体

骨架中以产生OT-IL15-079构建体来考查。将构建体转导至HEK293T细胞中，并且如上所述

来测定IL15Ra表达。仅有OT-IL15-031显示IL15Ra蛋白质水平的伐地那非依赖性稳定化。在

伐地那非存在下，以OT-IL15-079构建体仅观察到适度配体依赖性稳定化。

[1369] 也使用MSD测定来考查IL15水平。从表达IL15-IL15Ra并且暴露于10μM伐地那非或

媒介物对照48小时的细胞收集生长培养基。结果显示于表43中，其中稳定化比率定义为目

标蛋白质即IL15-IL15Ra响应于刺激物即伐地那非的表达、功能或水平与IL15-IL15Ra在不

存在刺激物下即在DMSO对照的情况下的表达的比率。将去稳定化比率计算为IL15Ra在不存

在对效应物模块具有特异性的刺激物即伐地那非下的表达与以组成性方式(OT-IL15-008)

以及在不存在对SRE具有特异性的刺激物下表达的目标蛋白质的表达、功能或水平的比率。

稳定化比率大于1，并且去稳定化比率小于1是所需的。

[1370] 表43：IL15水平(pg/ml)

[1371] 构建体 对照 伐地那非 去稳定化比率 稳定化比率

OT-IL15-008 710.73 799.39 - 1.12

OT-IL15-043 63.37 93.63 0.09 1.48

OT-IL15-044 193.09 203.21 0.27 1.05

OT-IL15-045 255.05 320.39 0.36 1.26

[1372] 如表43中所示，所有三个受hPDE5调控的构建体都显示去稳定化比率小于1，从而

指示在不存在配体下的去稳定化。OT-IL15-043似乎是去稳定化程度最大的构建体。它也是

配体稳定化程度最大的构建体，具有最高稳定化比率。

[1373] 也通过蛋白质印迹来分析OT-IL15-031构建体在HCT-116细胞中的表达。使细胞暴

露于10μM伐地那非48小时，并且通过蛋白质印迹来分析IL15和IL15Ra水平。类似于HEK293T

细胞，HCT  116细胞也显示伐地那非依赖性稳定化，伴有IL15Ra蛋白的迁移性的相伴向上偏

移，从而指示蛋白质修饰。

[1374] 实施例24.接头对DD调控IL15-IL15Ra的影响

[1375] 测试所用接头的类型和接头的长度对有效载荷表达调控的影响。使用GSGSGS(SEQ 

ID  NO.8330)作为接头(如在OT-IL15-111中)，或使用GSGSGSGS(SEQ  ID  NO.8331)作为接头

(如在OT-IL15-112中)，或使用GSGSGGGSGS(SEQ  ID  NO.8332)作为接头(如在OT-IL15-113

中)，使IL15-IL15Ra融合构建体连接于hPDE5(R732L)DD。构建体的IL15部分用Flag标签加

以标签化，而IL15Ra部分用HA标签加以标签化。这些标签允许构建体的两个组分在实验中

被个别地追踪。将构建体短暂转染至HEK293T细胞中，接着与1μM伐地那非一起孵育24小时。
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如先前所述通过使用HA抗体进行FACS来分析在存在以及不存在配体下，受DD调控的IL15-

IL15Ra有效载荷的性质。结果显示于表44中，其中稳定化比率定义为目标蛋白质即IL15-

IL15Ra响应于刺激物即伐地那非的表达、功能或水平与IL15-IL15Ra在不存在刺激物下即

经DMSO对照处理样品的表达的比率。

[1376] 表44：在不同接头的情况下的HA阳性细胞％

[1377] 构建体名称 对照 伐地那非 稳定化比率

OT-IL15-111 37.5 63.2 1.69

OT-IL15-112 41.6 74.6 1.79

OT-IL15-113 42 69.1 1.65

[1378] 如表44中所示，各自具有不同接头的所有三个构建体都产生了有点类似的稳定化

比率，从而指示接头长度和身份不影响由DD对有效载荷的调控。所有三个构建体也都具有

大于1的稳定化比率，从而表明有效载荷表达在配体存在下得以稳定。在三个测试构建体之

中，相比于其他两个构建体，OT-IL15-112显示略微更高的稳定化比率，从而指示使用

GSGSGSGS接头可导致略微改进的配体依赖性稳定化。

[1379] 实施例25.受DD调控的CD19  CAR表达和功能

[1380] 使本发明的免疫治疗性有效载荷诸如CD19  CAR融合于本文所述的任何DD，并且克

隆至表达载体pLVX和pELNS载体中。以这个方式，OT-CD19-052(hPDE5(WT))和OT-CD19-053

(hPDE5(R732L))。添加HA标签以使得能够易于检测嵌合蛋白。

[1381] 为测试配体依赖性CD19  CAR产生，用构建体短暂转染NIH  3T3细胞。接着将细胞涂

铺在生长培养基例如具有10％FBS的DMEM中，并且在37℃、5％CO2下孵育过夜。将生长培养

基换成含有在30nM至10,000nM的范围内的各种伐地那非浓度下的配体的培养基。在与配体

一起孵育48小时之后，通过使用HA抗体进行FACS来分析细胞，并且计算平均荧光强度

(MFI)。结果显示于表45A中，其中稳定化比率定义为目标蛋白质即CD19  CAR响应于刺激物

即伐地那非的表达、功能或水平与CD19  CAR在不存在刺激物下即在DMSO对照的情况下的表

达的比率。稳定化比率大于1是所需的。

[1382] 表45A：CD19  CAR表达

[1383]

[1384] 如表45A中所示，以所有剂量的伐地那非，以及甚至以最低浓度的伐地那非(30nM)

观察到稳定化比率大于1，从而表明低剂量的配体可足以实现配体依赖性稳定化。也注意到

在配体的最高浓度即10,000nM下获得的稳定化比率低于以1000nM配体获得的比率，从而表

明稳定化的双峰模式。

[1385] 在用2ug  DNA转染并且使用2ug/ml嘌呤霉素加以稳定选择的HEK  293细胞中测量

对OT-CD19-052和OT-CD19-053的剂量依赖性调控。在所指示浓度下进行24小时的配体处理
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之后，使用蛋白L染色来检测CAR表面表达。中值蛋白L荧光显示于表45B中。

[1386] 表45B：配体剂量依赖性CAR表达

[1387]

[1388] 如表45B中所示，仅有OT-CD19-053对递增剂量的配体起响应，伴有表面CAR表达增

加，而WT构建体OT-CD19-052并非如此。这以所有三个配体观察到。然而，最高水平的CAR表

达以递增剂量的伐地那非观察到。伐地那非、他达那非和西地那非的EC50分别被测定为

25nM、380nM和1500nM。

[1389] 也用配体持续不同持续时间来处理细胞，其中配体浓度显示于表45C中，并且使用

FACS来测量蛋白L表达。结果显示于表45C和表45D中。稳定化比率显示于表45E中。

[1390] 表45C：在伐地那非的情况下CAR表达的时间依赖性增加

[1391]

[1392] 表45D：在他达那非和西地那非的情况下CAR表达的时间依赖性增加
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[1393]

[1394] 表45E：CAR表达的时间依赖性增加

[1395]

[1396] 对稳定化比率的分析指示随着与配体一起孵育的持续时间的增加，OT-CD19-053

由所有三个配体加以稳定。如所预期，相比于1μM剂量，10μM剂量的配体显示大得多的CAR表

达。即使在较低剂量下，调控也是明显的。

[1397] 将构建体OT-CD19-130、OT-CD19-131和OT-CD19-132克隆至pELNS载体中，并且转

导至T细胞中。对细胞测试慢病毒上清液的三个不同体积，即1μl、10μl和20μl。在转导之后，

在第4天开始，将细胞用10μM伐地那非处理或保持不处理24小时。也包括未转导细胞作为阴

性对照。在第5天，通过使用1μg/ml  CD19  Fc进行FACS来测量CAR阳性细胞百分比。结果显示

于图19A中。

[1398] 如图19A中所示，所有三个构建体都显示在伐地那非存在下，CAR阳性细胞百分比

的病毒剂量依赖性增加。尽管在未处理对照的情况下观察到类似趋势，但以不进行伐地那

非处理观察到的CAR阳性细胞百分比实质上小于经伐地那非处理的对照。在三个构建体之

中，OT-CD19-132显示在不存在配体下CAR的基础表达最低，以及在存在伐地那非下，CAR阳

性细胞的百分比最高。当比较在使用20μl病毒的情况下以不同构建体获得的CAR阳性细胞

百分比时进行类似观察，如图19B中所示，其中观察到相较于未转导细胞以及未处理细胞，

经伐地那非处理细胞(标记为处理)中CAR阳性细胞的数目发生转变。

[1399] 维持培养超过10天的T细胞达到静息，并且因此用OT-CD19-131转导的T细胞在第

11天不显示伐地那非依赖性CAR表达。然而，在第11天用CD3/CD28珠粒再刺激相同T细胞(在

3:1珠粒:细胞比率下，与配体处理相伴持续24小时)恢复了用20μl病毒转导的T细胞中的伐

地那非依赖性CAR表达(图19C)。再刺激对CAR的表达的影响在病毒的所有测试浓度下都是
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明显的，图19D。总之，这些数据显示可操作地连接于hPDE5  DD的CD19  CAR显示配体依赖性

CAR表达。此外，配体响应性和后续CAR表达可通过用CD3/CD28珠粒进行再刺激来在静息T细

胞中加以恢复。

[1400] 为测试不同配体对hPDE5-CAR构建体的影响，将构建体包装至质粒中，并且使用10

μl病毒来转导至T细胞中。在第9天，用在0.1nM至10μM的范围内的不同剂量的配体处理表达

OT-CD19-111、OT-CD19-130、OT-CD19-131或OT-CD19-132的T细胞24小时。包括组成型构建

体OT-CD19-063作为阳性对照，并且用空载体(pELNS)转导的细胞充当阴性对照。测试hPDE5

的三种不同配体，包括西地那非、他达那非和伐地那非。将细胞通过FACS来分析，并且针对

单态/活CAR阳性细胞加以分选。结果显示于图19E中。在三个测试配体之中，所有构建体都

对伐地那非起最大响应，继之以他达那非和西地那非。如先前所见，相比于其他构建体，OT-

CD19-131和OT-CD19-132显示较低基础表达，并且具有较高EC50值。通过使用10μL、2μL、0.4

μL或0.08μL的病毒，用向T细胞中转导的不同体积的病毒转导T细胞来用OT-CD19-131构建

体重复实验，并且通过FACS来测量在存在所有三个配体下以及在不存在配体下的CAR表达。

结果显示于表45F中，其中“基础CAR+％”指示在不存在配体下的CAR阳性细胞的百分比，并

且“最大CAR+％”指示在配体存在下的最大CAR表达。EC50定义为药物/配体的产生半数最大

响应的浓度。本文的响应是指嵌合抗原受体的表达。

[1401] 表45F.hPDE5对CD19-CAR的调控

[1402]

[1403] 在三个测试配体之中，较高转导体积使实现的最大CAR表达水平增加，但不改变配

体EC50值。

[1404] 为测试配体可以多快速度使hPDE5-CAR稳定，在T细胞中测试所指示的构建体。使

来自供体的T细胞解冻，并且在CD3/CD28Dynabeads存在下在3:1珠粒:细胞比率下活化过

夜。次日，用10μL从OT-CD19-063、OT-CD19-111、OT-CD19-130、OT-CD19-131和OT-CD19-132

构建体制备的慢病毒转导细胞。通过历经10天的过程添加新鲜培养基来使细胞扩增，维持

细胞在约0.5x10^6个细胞/mL下，接着冷冻。使经扩增的T细胞解冻，并且用CD3/CD28珠粒再

刺激48小时。用10μM他达那非或伐地那非在各种时间下处理细胞，以使所有情况都接受48

小时珠粒刺激，伴有0、2、4、6、24或48小时的配体处理。用1μg/mL  CD19-Fc测量CAR表面表

达。结果显示于图19F中。在活化的T细胞中，截至配体添加之后2小时，CAR表面表达在近乎

最大水平下发生。
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[1405] 为测试显示受调控表达的CD19-CAR是否也显示受调控的细胞毒性，在针对CD19表

达性Nalm6肿瘤细胞系的细胞毒性测定中测试经转导的T细胞，使来自人供体的T细胞解冻，

并且在CD3/CD28Dynabeads存在下在3:1珠粒:细胞比率下活化过夜。次日，用10μL来自OT-

CD19-063、OT-CD19-111、OT-CD19-130、OT-CD19-131和OT-CD19-132的慢病毒转导细胞。通

过历经10天的过程添加新鲜培养基来使细胞扩增，维持细胞在约0.5x10^6个细胞/mL下，接

着冷冻。使经扩增T细胞解冻，并且与CD19表达性靶标细胞Nalm6-Katushka一起在效应细

胞:靶标细胞比率10:1下在不存在或存在他达那非下共培养6天。通过随时间测量红色荧光

(总NucRed面积)来分析在Incucyte  Zoom上捕集的图像以获得靶标细胞的增殖。在不存在

配体下即在DMSO的情况下，OT-CD19-131和OT-CD19-132显示靶标细胞增殖，如由总NucRed

面积(红色荧光)增加所测量。构建体OT-CD19-130、OT-CD19-111显示极低水平的红色荧光，

从而指示与组成性表达的CAR构建体OT-CD19-063类似的基础活性。当用3μM他达那非或10μ

M他达那非处理时，所有测试构建体都显示红色荧光降低，此与以组成性表达的CAR观察到

的红色荧光水平类似。如所预期，未转导细胞在存在以及不存在配体下均显示高水平的红

色荧光。

[1406] 在T细胞中显示较高基础CAR表达的构建体OT-CD19-111和OT-CD19-130在不存在

他达那非下抑制靶标细胞生长。用就CAR表达而言具有最高他达那非EC50的OT-CD19-132转

导的T细胞需要较高浓度的配体来产生体外功能性响应。

[1407] 为测量T细胞中的细胞因子水平，在48小时时收集来自先前共培养测定的上清液，

并且通过MSD测定(Meso  Scale  Discovery的ELISA)来分析IFNγ和IL2水平。结果显示于图

19G中。细胞因子水平在以下效应细胞与靶标细胞比率下获得：10:1、3:1、1:1、0.3:1和0.1:

1。当与Nalm6靶标共培养时，仅在3μM他达那非存在下，由经OT-CD19-131转导T细胞产生高

水平的IFNγ与IL2两者，这与观察到的细胞毒性相关联。

[1408] 为确认细胞毒性和细胞因子分泌与CAR表达直接相关，使经OT-CD19-131转导的T

细胞与Nalm6-Katushka靶标细胞在10:1效应细胞:靶标细胞比率下在从10μM至10nM进行剂

量滴定的他达那非存在下共培养6天。历经6天的时期测量Nalm6细胞响应于以下剂量的他

达那非的荧光：0.01μM、0.04μM、0.12μM、0.37μM、1.11μM、3.33μM、10μM。在0.37μM、1.11μM、

3.33μM、10μM下的他达那非剂量显示历经6天，Nalm6增殖降低。较低浓度(<0.37μM)他达那

非不导致Nalm6荧光降低，实际上，历经6天的跨度，Nalm6细胞继续增殖。在处于或高于

300nM的他达那非浓度下，通过使用CD19-Fc进行的FACS，检测到显著CAR表达。这个CAR表达

对应于他达那非剂量依赖性细胞毒性(图19H)以及IFNγ和IL2的细胞因子分泌(图19I)。

[1409] 也在体外测试经CAR转导的T细胞的功能性。用OT-CD19-131或组成型构建体OT-

CD19-063转导T细胞。接着使细胞冷冻。在实验之前，使T细胞解冻过夜，并且与稳定表达

Katushka  RFP的Nalm6靶标细胞共培养。Nalm6细胞表达高水平的CD19抗原，并因此是细胞

杀灭测定中测试CD19  CAR构建体的理想靶标细胞。使T细胞与Nalm6细胞在效应细胞与靶标

细胞(E:T)比率5:1下在10μM伐地那非或DMSO存在下混合12小时。靶标细胞凋亡通过使用

Incucyte仪器来随时间测量膜联蛋白V荧光加以测定。将细胞杀灭测量为总体经杀灭靶标

面积与NALM6-Katushka面积(μM2)的比率。如图19J中所示，当使Nalm6细胞与OT-CD19-131

表达性T细胞在伐地那非存在下共培养时，总体经杀灭的靶标细胞面积增加。在Nalm6细胞

的增殖方面观察到类似趋势(图19K)。相同细胞在DMSO存在下不导致显著细胞杀灭，从而显
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示由T细胞达成的靶标细胞杀灭特异性响应于配体的存在。如所预期，组成型构建体OT-

CD19-063在存在以及不存在配体下均显示总体经杀灭靶标细胞面积增加，其中在配体存在

下具有朝向更大程度杀灭的趋势。与未转导T细胞共培养的Nalm6细胞和未与T细胞共培养

的Nalm6细胞不显示总体经杀灭靶标面积增加。总之，这些数据显示受调控的CAR构建体OT-

CD19-131仅响应于配体来对抗原阳性细胞具有活性。

[1410] 也在66小时时从T细胞/Nalm6细胞毒性共培养测定收集细胞上清液，并且通过MSD

测定来测量干扰素γ水平。结果显示于表45G中。

[1411] 表45G：干扰素γ产生(pg/mL)

[1412] 构建体 DMSO 伐地那非10μM

OT-CD19-131 443.99 2282.98

OT-CD19-063 3268.72 1980.48

未转导 16.57 18.48

[1413] 如表45G中所示，在添加伐地那非下，在经OT-CD19-131转导的T细胞中，干扰素γ

水平显示五倍诱导。伐地那非处理不诱导经OT-CD19-063转导的T细胞或未转导的T细胞中

的干扰素γ产生，从而指示对干扰素γ的配体特异性诱导与在类似条件下观察到的增加的

CAR表达和细胞杀灭相关联。在经DMSO处理的OT-CD19-131的情况下，干扰素γ水平低于以

组成型构建体观察到的水平，从而指示OT-CD19-131细胞具有CD19  CAR的低基础表达。

[1414] 实施例26.体内评估受hPDE5调控的CD19  CAR

[1415] 为测试受配体调控的CAR在肿瘤排斥模型中的功效，将500万个CAR阳性T细胞(总

计2500万个T细胞)注射于携带Nalm6肿瘤的雌性NSG小鼠中。Nalm6-Luc是一种用于产生静

脉内散播肿瘤模型以研究血液肿瘤的B细胞前体白血病细胞系。用媒介物或他达那非在以

下mg/kg体重或mpk下每日治疗小鼠：10mpk、30mpk或100mpk。经组成型OT-CD19-063转导的T

细胞充当阳性对照，并且未转导的T细胞充当阴性对照。在植入Nalm6细胞之后7天注射T细

胞。他达那非组中的动物在注射T细胞之前接受2剂配体。研究的目的在于测试对hPDE5  DD 

CD19  CAR-T的配体剂量响应调控以及它对功效的影响。此外，研究也用于阐明抗原的存在

性是否为达成CAR的检测和表达所必需。剂量组包括(a)未转导的T细胞，(b)未转导的经媒

介物处理的细胞，(c)用100mg/kg他达那非给药的未转导细胞，(d)500万个CD19+OT-CD19-

063  CAR  T细胞，(e)500万个CD19阳性Nalm6细胞的OT-CD19-063  CAR  T细胞(媒介物)，(f)

500万个CD19阳性Nalm6细胞与OT-CD19-063  CAR  T细胞(100mg他达那非)，(g)500万个CD19

阳性Nalm6细胞与OT-CD19-131  CAR  T细胞(媒介物)，(h)500万个CD19阳性Nalm6细胞与OT-

CD19-131(10mg/kg他达那非)，(i)500万个CD19阳性Nalm6细胞与OT-CD19-131  CAR  T细胞

(30mg/kg他达那非)，(j)500万个CD19阳性Nalm6细胞与OT-CD19-131CAR  T细胞(100mg/kg

他达那非)。所有动物都一天一次口服给药，持续25天。使用生物发光成像来每两周进行肿

瘤负荷评估，并且随时间观察Nalm6  Luc细胞的荧光强度。进行两端收集以评估骨髓、血液

和脾细胞群体。肿瘤负荷/流行的降低通过来自Nalm6-荧光素酶细胞的发光的降低来测量，

并且在经他达那非治疗的CD19-131动物中被观察到(图20A)。在图20A中，“恒定”是指OT-

CD19-063，并且“受调控”是指OT-CD19-131。总之，这些数据显示用他达那非进行每日口服

给药导致药量依赖性肿瘤生长抑制和/或肿瘤负荷降低。最大肿瘤抑制与组成型CAR相当，

其中在不存在药物下，活性极低。也对在以所指示剂量水平下单次剂量之后，hPDE5抑制剂
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他达那非和伐地那非在非携带肿瘤的小鼠中的血浆PK进行确定，并且显示于图20B和图20C

中。
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1.一种用于在细胞或受试者中诱导免疫应答的包含效应物模块的组合物，所述效应物

模块包含：

(a)刺激物响应元件(SRE)；和

(b)至少一个与所述SRE相连、附接或缔合的有效载荷，

其中所述SRE包含去稳定结构域(DD)，所述DD完全地或部分地包含cGMP特异性3',5'-

环状磷酸二酯酶(hPDE5；SEQ  ID  NO.1)。

2.如权利要求1所述的组合物，其中所述有效载荷附接于所述SRE。

3.如权利要求1所述的组合物，其中所述DD包含hPDE5的催化结构域(SEQ  ID  NO.3)，所

述催化结构域包含hPDE5(SEQ  ID  NO.1)的氨基酸535至860。

4.如权利要求3所述的组合物，其中所述DD包含在SEQ  ID  NO .1的位置732处的氨基酸

(R732)的突变。

5.如权利要求4所述的组合物，其中在位置732处的氨基酸(R732)的所述突变选自由以

下组成的组：R732L、R732A、R732G、R732V、R732I、R732P、R732F、R732W、R732Y、R732H、R732S、

R732T、R732D、R732E、R732Q、R732N、R732M、R732C和R732K。

6.如权利要求4或权利要求5所述的组合物，其中所述DD选自由以下组成的组：hPDE5

(WT的氨基酸535-860，R732L)(SEQ  IDNO.12)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732A)(SEQ  ID 

NO .384)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732G)(SEQ  ID  NO .383)；hPDE5(WT的氨基酸535-

860，R732V)(SEQ  ID  NO.385)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732I)(SEQ  ID  NO.386)；hPDE5

(WT的氨基酸535-860，R732P)(SEQ  ID  NO.387)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732F)(SEQ 

ID  NO.388)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732W)(SEQ  ID  NO.389)；hPDE5(WT的氨基酸535-

860，R732Y)(SEQ  ID  NO.390)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732H)(SEQ  ID  NO.391)；hPDE5

(WT的氨基酸535-860，R732S)(SEQ  ID  NO.392)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732T)(SEQ 

ID  NO.393)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732D)(SEQ  ID  NO.394)；hPDE5(WT的氨基酸535-

860，R732E)(SEQ  ID  NO.395)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732Q)(SEQ  ID  NO.396)；hPDE5

(WT的氨基酸535-860，R732N)(SEQ  ID  NO.397)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732M)(SEQ 

ID  NO.398)；hPDE5(WT的氨基酸535-860，R732C)(SEQ  ID  NO.399)；以及hPDE5(WT的氨基酸

535-860，R732K)(SEQ  ID  NO.400)。

7.如权利要求4所述的组合物，其中在位置R732处的氨基酸的所述突变是R732L，并且

其中所述DD包含SEQ  ID  NO.12的氨基酸序列。

8.如权利要求4所述的组合物，其中在位置R732处的氨基酸的所述突变是R732A，并且

其中所述DD包含SEQ  ID  NO.384的氨基酸序列。

9.如权利要求4所述的组合物，其中在位置R732处的氨基酸的所述突变是R732G，并且

其中所述DD包含SEQ  ID  NO.383。

10.如权利要求5所述的组合物，其中所述DD进一步包含一个或多个独立地选自由以下

组成的组的突变：H653A、F736A、D764A、D764N、Y612F、Y612W、Y612A、W853F、I821A、Y829A、

F787A、D656L、Y728L、M625I、E535D、E536G、Q541R、K555R、F559L、F561L、F564L、F564S、

K591E、N587S、K604E、K608E、N609H、K630R、K633E、N636S、N661S、Y676D、Y676N、C677R、

H678R、D687A、T712S、D724N、D724G、L738H、N742S、A762S、D764G、D764V、S766F、K795E、

L797F、I799T、T802P、S815C、M816A、I824T、C839S、K852E、S560G、V585A、I599V、I648V、

按照条约第19条修改的权利要求书 1/4 页

515

CN 111107866 A

515



S663P、L675P、T711A、F744L、L746S、F755L、L804P、M816T和F840S。

11.如权利要求10所述的组合物，其中所述DD包含突变H653A，并且其中所述DD包含SEQ 

ID  NO.509的氨基酸序列。

12.如权利要求10所述的组合物，其中所述DD包含突变F736A，并且其中所述DD包含SEQ 

ID  NO.227的氨基酸序列。

13.如权利要求10所述的组合物，其中所述DD包含突变D764A，并且其中所述DD包含SEQ 

ID  NO.510的氨基酸序列。

14.如权利要求10所述的组合物，其中所述DD包含突变Y612F，并且其中所述DD包含SEQ 

ID  NO.506的氨基酸序列。

15.如权利要求10所述的组合物，其中所述DD包含突变Y612W，并且其中所述DD包含SEQ 

ID  NO.507的氨基酸序列。

16.如权利要求10所述的组合物，其中所述DD包含突变Y612A，并且其中所述DD包含SEQ 

ID  NO.508的氨基酸序列。

17.如权利要求10所述的组合物，其中所述DD包含突变D764N，并且其中所述DD包含SEQ 

ID  NO.505的氨基酸序列。

18.如权利要求2所述的组合物，其中所述有效载荷是免疫治疗剂。

19.如权利要求18所述的组合物，其中所述免疫治疗剂选自嵌合抗原受体(CAR)和细胞

因子-细胞因子受体融合多肽。

20.如权利要求19所述的组合物，其中所述免疫治疗剂是嵌合抗原受体，并且所述嵌合

抗原受体包含

(a)细胞外靶向部分；

(b)铰链和跨膜结构域；

(c)细胞内信号传导结构域；和

(d)任选地，一个或多个共刺激性结构域。

21.如权利要求20所述的组合物，其中所述CAR是标准CAR、拆分CAR、关闭开关CAR、开启

开关CAR、第一代CAR、第二代CAR、第三代CAR或第四代CAR。

22.如权利要求20所述的组合物，其中所述CAR部分的所述细胞外靶标对癌细胞的表面

上的靶标分子具有亲和力或结合至癌细胞的表面上的靶标分子。

23.如权利要求22所述的组合物，其中所述CAR的所述细胞外靶标部分是scFv。

24.如权利要求22所述的组合物，其中所述靶标分子是CD19。

25.如权利要求23或权利要求24所述的组合物，其中所述CAR的所述细胞外靶标部分是

CD19  scFv(SEQ  ID  NO.8233)。

26.如权利要求20所述的组合物，其中所述CAR的所述铰链和跨膜结构域是配对的，并

且其中所述配对的铰链和跨膜结构域源于由以下组成的组的任何成员：

(a)选自以下的分子：CD8a、CD5、CD4、CD9、CD16、CD22、CD33、CD28、CD37、CD45、CD64、

CD80、CD86、CD148、DAP  10、EpoRI、GITR、LAG3、ICOS、Her2、OX40(CD134)、4-1BB(CD137)、

CD152、CD154、PD-1或CTLA-4；

(b)T细胞受体的CD3ε链；

(c)T细胞受体的α、β或ζ链的跨膜区域；和
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(d)选自IgG1、IgD、IgG4和IgG4  Fc区的免疫球蛋白。

27.如权利要求26所述的组合物，其中所述CAR的所述配对的铰链和跨膜结构域源于

CD8a，并且所述配对的铰链和跨膜结构域包含SEQ  ID  NO.8235的氨基酸序列。

28.如权利要求20所述的组合物，其中

(a)所述CAR的所述细胞内信号传导结构域是源于CD3ζ或选自由以下组成的组的细胞

表面分子的信号传导结构域：FcRγ、FcRβ、CD3γ、CD3δ、CD3ε、CD5、CD22、CD79a、CD79b和

CD66d；并且

(b)所述共刺激性结构域是存在的，并且源于由以下组成的组：4-1BB(CD137)2B4、

HVEM、ICOS、LAG3、DAP10、DAP12、CD27、CD28、OX40(CD134)、CD30、CD40、ICOS(CD278)、糖皮质

素诱导的肿瘤坏死因子受体(GITR)、淋巴细胞功能相关抗原-1(LFA-1)、CD2、CD7、LIGHT、

NKG2C和B7-H3。

29.如权利要求28所述的组合物，其中所述CAR的所述细胞内信号传导结构域源于CD3

ζ，并且所述细胞内信号传导结构域包含SEQ  ID  NO.8236的氨基酸序列。

30.如权利要求28所述的组合物，其中所述CAR的所述共刺激性结构域是存在的，所述

共刺激性结构域源于4-1BB，其中所述共刺激性结构域包含SEQ  ID  NO.8237的氨基酸序列。

31.如权利要求20所述的组合物，其中所述嵌合抗原受体进一步包含信号序列。

32.如权利要求31所述的组合物，其中所述信号序列源于CD8α，并且其中所述信号序列

包含SEQ  ID  NO.278的氨基酸序列。

33.如权利要求19所述的组合物，其中所述免疫治疗剂是细胞因子-细胞因子受体融合

多肽。

34.如权利要求33所述的组合物，其中所述细胞因子-细胞因子受体融合多肽包含融合

于完整或一部分IL15Ra以产生IL15-IL15Ra融合多肽的完整或一部分IL15。

35.如权利要求34所述的组合物，其中所述细胞因子-细胞因子受体融合多肽包含融合

于SEQ  ID  NO.8329的氨基酸序列以产生融合多肽的SEQ  ID  NO.8324的氨基酸序列。

36.如权利要求1-32中任一项所述的组合物，其中所述效应物模块是选自由以下组成

的组的DD-CD19  CAR融合多肽：SEQ  ID  NO .8283；SEQ  ID  NO .8271-8282；以及SEQ  ID 

NO.8284。

37.如权利要求1-19和权利要求33-35所述的组合物，其中所述效应物模块是选自由以

下组成的组的DD-IL15-IL15Ra融合多肽：SEQ  ID  NO.8338；SEQ  ID  NO.8334-8337；以及SEQ 

ID  NO.8339-8343。

38.如权利要求1-37所述的组合物，其中所述SRE对一种或多种刺激物起响应。

39.如权利要求38所述的组合物，其中所述刺激物是小分子，并且其中所述小分子选自

他达那非、伐地那非、西地那非、阿伐那非、罗地那非、米罗那非、乌地那非、本扎那非、达生

他非和贝米那非。

40.如权利要求39所述的组合物，其中所述小分子是他达那非。

41.一种药物组合物，所述药物组合物包含如权利要求1-40中任一项所述的组合物以

及药学上可接受的赋形剂。

42.一种多核苷酸，所述多核苷酸编码如权利要求1-40所述的组合物中的任一者或如

权利要求41所述的药物组合物。
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43.一种载体，所述载体包含如权利要求42所述的多核苷酸。

44.一种用于过继性细胞转移(ACT)的免疫细胞，所述免疫细胞表达如权利要求1-40中

任一项所述的组合物、如权利要求41所述的药物组合物、如权利要求42所述的多核苷酸，

和/或用如权利要求43所述的载体转导或转染。

45.一种在细胞中诱导免疫应答的方法，所述方法包括：

(a)向所述细胞施用治疗有效量的如权利要求41所述的药物组合物中的任一者；以及

(b)向所述细胞施用治疗有效量的刺激物以调节所述免疫治疗剂的表达，其中所述刺

激物是配体，并且其中所述免疫治疗剂能够响应于所述刺激物而在所述细胞中诱导免疫应

答。

46.一种降低受试者中的肿瘤负荷的方法，所述方法包括：

(a)向所述受试者施用治疗有效量的如权利要求44所述的免疫细胞；以及

(b)向所述受试者施用治疗有效量的刺激物，其中所述刺激物是配体，以调节所述免疫

治疗剂的表达，由此降低所述肿瘤负荷。

47.如权利要求46所述的方法，其中所述配体是他达那非。

48.如权利要求47所述的方法，其中他达那非在处于所述受试者的约0.1mg至约100mg/

体重kg的范围内的剂量下向所述受试者施用。

49.如权利要求48所述的方法，其中所述他达那非在所述受试者的10mg/体重kg的剂量

下向所述受试者施用。

50.如权利要求48所述的方法，其中所述他达那非在所述受试者的30mg/体重kg的剂量

下向所述受试者施用。

51.如权利要求48所述的方法，其中所述他达那非在所述受试者的100mg/体重kg的剂

量下向所述受试者施用。
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