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(54)发明名称

用于结直肠癌的新型肿瘤特异性抗原及其

用途

(57)摘要

结直肠癌(CRC)尚未从创新免疫疗法中获

益，主要是因为缺乏可操作的免疫靶标。本文描

述了由CRC细胞表达的新型肿瘤特异性抗原

(TSA)和肿瘤相关抗原(TAA)。本文所述的大多数

TSA源自异常表达的未突变基因组序列，诸如在

正常组织中不表达的内含子和基因间序列。描述

了来源于这些TSA的核酸、组合物、细胞、抗体和

疫苗。还描述了TSA、核酸、组合物、抗体、细胞和

疫苗用于治疗CRC的用途。
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1.一种肿瘤抗原肽(TAP)，包括以下氨基酸序列中的一种或由以下氨基酸序列中的一

种组成：

或编码所述TAP的核酸。

2.根据权利要求1所述的TAP或核酸，其中，所述TAP包括SEQ  ID  NO:6、1‑5和6‑17中限

定的序列中的一种。

3.根据权利要求1或2所述的TAP或核酸，其与HLA‑A*02:01分子结合并包括SEQ  ID  NO:

6的序列。

4.根据权利要求1或2所述的TAP或核酸，其与HLA‑A*03:01分子结合并包括SEQ  ID  NO:
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1、11或14的序列。

5.根据权利要求1或2所述的TAP或核酸，其与HLA‑A*03:02分子结合并包括SEQ  ID  NO:

3、5、7、16或23的序列。

6.根据权利要求1或2所述的TAP或核酸，其与HLA‑A*11:01分子结合并包括SEQ  ID  NO:

9或18的序列。

7.根据权利要求1或2所述的TAP或核酸，其与HLA‑A*30:01分子结合并包括SEQ  ID  NO:

19、20或23的序列。

8.根据权利要求1或2所述的TAP或核酸，其与HLA‑A*32:01分子结合并包括SEQ  ID  NO:

8的序列。

9.根据权利要求1或2所述的TAP或核酸，其与HLA‑B*07:02分子结合并包括SEQ  ID  NO:

2或21的序列。

10.根据权利要求1或2所述的TAP或核酸，其与HLA‑B*13:02分子结合并包括SEQ  ID 

NO:13的序列。

11.根据权利要求1或2所述的TAP或核酸，其与HLA‑B*27:05分子结合并包括SEQ  ID 

NO:4的序列。

12.根据权利要求1或2所述的TAP或核酸，其与HLA‑B*52:01分子结合并包括SEQ  ID 

NO:10、12或15的序列。

13.根据权利要求1或2所述的TAP或核酸，其与HLA‑C*06:02分子结合并包括SEQ  ID 

NO:17的序列。

14.根据权利要求1‑13中任一项所述的TAP或核酸，其中，所述TAP由位于基因组的非蛋

白编码区的序列编码。

15.根据权利要求14所述的TAP或核酸，其中，所述基因组的非蛋白编码区是非翻译转

录区(UTR)。

16.根据权利要求14所述的TAP或核酸，其中，所述基因组的非蛋白编码区是内含子。

17.根据权利要求14所述的TAP或核酸，其中，所述基因组的非蛋白编码区是基因间区。

18.根据权利要求14所述的TAP或核酸，其中，所述基因组的非蛋白编码区是长非编码

RNA。

19.根据权利要求1至18中任一项所述的核酸，其中，所述核酸是mRNA。

20.根据权利要求1至18中任一项所述的核酸，其中，所述核酸是DNA。

21.根据权利要求1至20中任一项所述的核酸，其中，所述核酸是病毒载体的组分。

22.一种组合，包括权利要求1‑21中任一项所限定的TAP或核酸中的至少两种。

23.一种合成长肽(SLP)，包括权利要求1所限定的氨基酸序列的至少一种。

24.一种囊泡或颗粒，包括权利要求1至23中任一项所述的TAP、核酸、组合或SLP。

25.根据权利要求24所述的囊泡或颗粒，其中，所述囊泡是脂质纳米颗粒(LNP)。

26.根据权利要求24或25所述的囊泡或颗粒，其包括阳离子脂质。

27.一种组合物，包括权利要求1至23中任一项所述的TAP、核酸、组合或SLP，或者权利

要求24‑26中任一项所述的囊泡或颗粒，以及药学上可接受的负载体。

28.一种疫苗，包括权利要求1至23中任一项所述的TAP、核酸、组合或SLP，权利要求24‑

26中任一项所述的囊泡或颗粒，或者权利要求27所述的组合物，以及佐剂。
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29.一种分离的主要组织相容性复合体(MHC)I类分子，在其肽结合槽中包括权利要求

1‑18中任一项所述的TAP。

30.根据权利要求29所述的分离的MHC  I类分子，所述分离的MHC  I类分子为多聚体形

式。

31.根据权利要求30所述的分离的MHC  I类分子，其中,所述多聚体是四聚体。

32.一种分离的细胞，包括(i)权利要求1‑18中任一项所述的TAP、(ii)权利要求19所述

的组合；(iii)权利要求23所述的SLP；或(iv)包括编码权利要求1‑18任一项所述的TAP、权

利要求19所述的组合或权利要求23所述的SLP的核苷酸序列的载体。

33.一种分离的细胞，所述分离的细胞在其表面表达主要组织相容性复合体(MHC)I类

分子，所述主要组织相容性复合体I类分子在其肽结合槽中包括权利要求1‑18中任一项所

述的TAP或权利要求19所述的组合。

34.根据权利要求33所述的细胞，所述细胞是抗原呈递细胞(APC)。

35.根据权利要求34所述的细胞，其中,所述APC是树突状细胞。

36.一种T细胞受体(TCR)，所述T细胞受体特异性识别权利要求29‑31中任一项所述的

分离的MHC  I类分子和/或在权利要求32‑35中任一项所述的细胞的表面表达的MHC  I类分

子。

37.一种抗体或其抗原结合片段，其特异性结合权利要求29‑31中任一项所述的分离的

MHC  I类分子和/或在权利要求33‑35中任一项所述的细胞的表面表达的MHC  I类分子。

38.根据权利要求37所述的抗体或其抗原结合片段，其为双特异性抗体或其抗原结合

片段。

39.根据权利要求38所述的抗体或其抗原结合片段，其中，所述双特异性抗体或其抗原

结合片段是单链双抗体(scDb)。

40.根据权利要求38或39所述的抗体或其抗原结合片段，其中，所述双特异性抗体或其

抗原结合片段也特异性结合T细胞信号传导分子。

41.根据权利要求40所述的抗体或其抗原结合片段，其中，所述T细胞信号传导分子是

CD3链。

42.一种分离的细胞，所述分离的细胞在其细胞表面表达权利要求36所述的TCR。

43.根据权利要求42所述的分离的细胞，所述分离的细胞是CD8+T淋巴细胞。

44.一种细胞群，所述细胞群包括至少0.5％的根据权利要求42或43所限定的分离的细

胞。

45.一种治疗受试者的结直肠癌的方法，所述方法包括向所述受试者给药有效量的：

(a)TAP或合成长肽(SLP)，所述TAP包括SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50中限定的氨基酸序列

中的一种或者由SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50中限定的氨基酸序列中的一种组成，所述合成长

肽包括SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50中列出的序列的至少一种；

(b)至少一种核酸，所述至少一种核酸编码(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP；

(c)囊泡或颗粒，所述囊泡或颗粒包括(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP或者(b)中限

定的所述至少一种核酸；

(d)组合物，所述组合物包括(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP，(b)中限定的所述至

少一种核酸，或(c)中限定的所述囊泡或颗粒，以及药学上可接受的负载体；
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(e)疫苗，所述疫苗包括(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP，(b)中限定的所述至少一

种核酸，(c)中限定的所述囊泡或颗粒，或者(d)中限定的所述组合物，以及佐剂；

(f)细胞，所述细胞在其表面表达主要组织相容性复合体(MHC)I类分子，所述主要组织

相容性复合体I类分子在其肽结合槽中包括(a)中限定的所述TAP或其组合；

(g)细胞，所述细胞在其细胞表面表达T细胞受体(TCR)，所述T细胞受体特异性识别在

(f)中限定的所述细胞表面表达的MHC  I类分子；或者

(h)可溶性TCR、抗体或其抗原结合片段，其特异性结合在(f)中限定的细胞表面表达的

所述MHC  I类分子。

46.根据权利要求45所述的方法，其中，所述TAP或核酸根据权利要求1至21中任一项所

限定，所述组合物根据权利要求22所限定，所述SLP根据权利要求23所限定；所述囊泡根据

权利要求24‑26中任一项所限定，所述组合物根据权利要求27所限定，所述疫苗根据权利要

求28所限定，所述细胞根据权利要求32‑35、42和43中任一项所限定，所述细胞群根据权利

要求44所述限定，和/或所述抗体或抗原结合片段根据权利要求37‑41中任一项所限定。

47.根据权利要求45或46所述的方法，其中，所述CRC是结肠癌。

48.根据权利要求45或46所述的方法，其中，所述CRC是直肠癌。

49.根据权利要求45‑48中任一项所述的方法，进一步包括向所述受试者施用至少一种

额外的抗肿瘤剂或疗法。

50.根据权利要求49所述的方法，其中，所述至少一种额外的抗肿瘤剂或疗法是化疗

剂、免疫疗法、免疫检查点抑制剂、放射疗法或外科手术。

51.以下：

(a)TAP或合成长肽(SLP)，所述TAP包括SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50中限定的氨基酸序列

中的一种或者由SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50中限定的氨基酸序列中的一种组成，所述合成长

肽包括SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50中列出的序列的至少一种；

(b)至少一种核酸，所述至少一种核酸编码(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP；

(c)囊泡或颗粒，所述囊泡或颗粒包括(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP或者(b)中限

定的所述至少一种核酸；

(d)组合物，所述组合物包括(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP，(b)中限定的所述至

少一种核酸，或(c)中限定的所述囊泡或颗粒，以及药学上可接受的负载体；

(e)疫苗，所述疫苗包括(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP，(b)中限定的所述至少一

种核酸，(c)中限定的所述囊泡或颗粒，或者(d)中限定的所述组合物，以及佐剂；

(f)细胞，所述细胞在其表面表达主要组织相容性复合体(MHC)I类分子，所述主要组织

相容性复合体I类分子在其肽结合槽中包括(a)中限定的所述TAP或其组合；

(g)细胞，所述细胞在其细胞表面表达T细胞受体(TCR)，所述T细胞受体特异性识别在

(f)中限定的所述细胞表面表达的MHC  I类分子；或者

(h)可溶性TCR、抗体或其抗原结合片段，其特异性结合在(f)中限定的所述细胞的表面

表达的所述MHC  I类分子；

用于治疗受试者的结直肠癌，或用于制备用于治疗受试者的结直肠癌的药物的用途。

52.根据权利要求55所述的用途，其中，所述TAP或核酸根据权利要求1至21中任一项所

限定，所述组合根据权利要求22所限定，所述SLP根据权利要求23所限定；所述囊泡根据权
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利要求24‑26中任一项所限定，所述组合物根据权利要求27所限定，所述疫苗根据权利要求

28所限定，所述细胞根据权利要求32‑35、42和43中任一项所限定，所述细胞群根据权利要

求44所述限定，和/或所述抗体或抗原结合片段根据权利要求37‑41中任一项所限定。

53.根据权利要求51或52所述的用途，其中，所述CRC是结肠癌。

54.根据权利要求51或52所述的用途，其中，所述CRC是直肠癌。

55.根据权利要求51‑54中任一项所述的用途，进一步包括向所述受试者使用至少一种

额外的抗肿瘤剂或疗法。

56.根据权利要求55所述的用途，其中所述至少一种额外的抗肿瘤剂或疗法是化疗剂、

免疫疗法、免疫检查点抑制剂、放射疗法或外科手术。

57.一种剂，用于治疗受试者的结直肠癌的用途，其中，所述剂是：

(a)TAP或合成长肽(SLP)，所述TAP包括SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50中限定的氨基酸序列

中的一种或者由SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50中限定的氨基酸序列中的一种组成，所述合成长

肽包括SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50中列出的序列的至少一种；

(b)至少一种核酸，所述至少一种核酸编码(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP；

(c)囊泡或颗粒，所述囊泡或颗粒包括(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP或者(b)中限

定的所述至少一种核酸；

(d)组合物，所述组合物包括(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP，(b)中限定的所述至

少一种核酸，或(c)中限定的所述囊泡或颗粒，以及药学上可接受的负载体；

(e)疫苗，所述疫苗包括(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP，(b)中限定的所述至少一

种核酸，(c)中限定的所述囊泡或颗粒，或者(d)中限定的所述组合物，以及佐剂；

(f)细胞，所述细胞在其表面表达主要组织相容性复合体(MHC)I类分子，所述主要组织

相容性复合体I类分子在其肽结合槽中包括(a)中限定的所述TAP或其组合；

(g)细胞，所述细胞在其细胞表面表达T细胞受体(TCR)，所述T细胞受体特异性识别在

(f)中限定的所述细胞表面表达的MHC  I类分子；或者

(h)可溶性TCR、抗体或其抗原结合片段，其特异性结合在(f)中限定的细胞表面表达的

所述MHC  I类分子。

58.根据权利要求61所述用途的剂，其中，所述TAP或核酸根据权利要求1至21中任一项

所限定，所述组合根据权利要求22所限定，所述SLP根据权利要求23所限定；所述囊泡根据

权利要求24‑26中任一项所限定，所述组合物根据权利要求27所限定，所述疫苗根据权利要

求28所限定，所述细胞根据权利要求32‑35、42和43中任一项所限定，所述细胞群根据权利

要求44所述限定，和/或所述抗体或抗原结合片段根据权利要求37‑41中任一项所限定。

59.根据权利要求57或58所述用途的剂，其中，所述CRC是结肠癌。

60.根据权利要求57或58所述用途的剂，其中，所述CRC是直肠癌。

61.根据权利要求57‑60中任一项所述用途的剂，进一步包括向所述受试者使用至少一

种额外的抗肿瘤剂或疗法。

62.根据权利要求61所述用途的剂，其中，所述至少一种额外的抗肿瘤剂或疗法是化疗

剂、免疫疗法、免疫检查点抑制剂、放射疗法或外科手术。
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用于结直肠癌的新型肿瘤特异性抗原及其用途

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求于2021年9月17日提交的美国临时专利申请号63/261 ,315的权益，其

通过援引并入本文。

技术领域

[0003] 本公开内容总体上涉及肿瘤学领域，并且更具体地涉及对癌症诸如结直肠癌的治

疗。

背景技术

[0004] 结直肠癌(CRC)是全球第三大最常诊断的癌症和第二大引起癌症死亡原因，仅在

2018年估计就有超过180万例病例和881,000例死亡(1)。随着全球社会经济的变化，CDC的

发生率预计增加，其中预计到2030年，每年将有220万例病例和110万例死亡(1，2)。这种显

著的疾病负担突显了开发针对这种疾病的新的且有效治疗的必要性。

[0005] 结肠癌和直肠癌两者中肿瘤浸润淋巴细胞(TIL)的丰度与总生存率的增加之间呈

正相关，这表明T细胞可以识别这些肿瘤中生物学相关的肿瘤抗原(3,4)。这些抗原的潜在

免疫原性使免疫检查点抑制(ICI)成为癌症患者的有前景的治疗；然而，评价其在CDC中功

效的早期临床试验产生了喜忧参半的结果。结直肠肿瘤的特征在于错配修复蛋白的缺陷导

致重复DNA序列(微卫星)的积累，称为微卫星不稳定性(MSI)，在抗PD1治疗的II期临床试验

中表现出相对的成功(5)。相比之下，在针对不具有高突变负荷的微卫星稳定(MSS)肿瘤的

临床试验中，这种治疗具有非常低的功效，其占CRC病例的大约80％(5，6)。

[0006] 鉴于免疫应答在CRC中的重要性以及ICI单独取得的有限成功，近年来一种有前景

的研究途径是基于新生抗原的疫苗或基于T细胞受体的疗法，其可以与ICI一起使用或不与

ICI一起使用，并将理想地弥合MSI和MSS肿瘤之间的治疗功效差距。例如，肿瘤相关抗原

(TAA)，即与正常细胞相比在癌细胞中过度表达的抗原，先前已在CRC中被识别(7，8)。虽然

若干种TAA已经在针对CRC的疫苗和I期试验中进行了测试，但大多数都获得了“有限的成

功”，这可能是由于胸腺对此类抗原的负向选择(9)。在一项研究中，用经基因工程化的抗

CEA  T细胞治疗转移性CRC导致一名患者肿瘤消退，但所有患者均出现“严重炎性结肠炎”，

这表明不利的自身免疫应答是使用TAA的另一个可能的负面后果(10)。

[0007] 由于对TAA的应答不一，有效的基于新生抗原的疗法更有可能利用肿瘤特异性抗

原(TSA)，其可以通过遗传、表观遗传和翻译后变异生成，包括但不限于单核苷酸变体、异常

表达的转录物或新的剪接事件，并且仅由肿瘤表达(11)。CRC中单核苷酸变体、剪接变体和

INDEL突变的高患病率表明由肿瘤的主要组织相容性复合体(MHC)呈递独特抗原的可能性

很高，是得有可能引起肿瘤特异性免疫应答(12)。最近在CRC中识别出了TSA，并证实在I期

和II期疫苗试验中取得了一些成功。一项2015年使用源自MSI高肿瘤的移码抗原的疫苗试

验表明，所有患者都产生了显著且特异性的免疫应答(13)。然而，由于这项研究使用了来源

于微卫星不稳定性移码的抗原，这些发现不适用于大多数CRC患者。迄今为止，在CRC中识别
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TSA的其他研究仅集中在来自基因组编码区的突变体TSA上(13，14)。一项MSS  CRC类器官的

调查显示，只有0.5％的非沉默突变体被识别为mTSA；这一比例显著低于由HLA结合预测软

件所预测的比例(15)。另外，先前的研究没有采用质谱(MS)技术来定量肿瘤细胞上那些TSA

的表达，这是可能影响靶向给定TSA的治疗潜力的信息(13，14)。

[0008] 鉴于此，迫切需要确定可再次引发针对CRC的治疗性免疫应答的肿瘤特异性抗原。

此类抗原可用作疫苗(±免疫检查点抑制剂)或作为基于T细胞受体的方法(细胞疗法、双特

异性生物制剂)的靶标。

[0009] 本说明书参考了许多文献，其内容通过引用以其全文并入本文。

发明内容

[0010] 在各个方面和实施方式中，本公开提供了以下项目1至62项：

[0011] 1 .一种肿瘤抗原肽(TAP)，包括以下氨基酸序列中的一种或由以下氨基酸序列中

的一种组成：

[0012]

[0013] 或编码所述TAP的核酸。
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[0014] 2.根据项1所述的TAP或核酸，其中，所述TAP包括SEQ  ID  NO:6、1‑5和6‑17中限定

的序列中的一种。

[0015] 3.根据项1或2所述的TAP或核酸，其与HLA‑A*02:01分子结合并包括SEQ  ID  NO:6

的序列。

[0016] 4.根据项1或2所述的TAP或核酸，其与HLA‑A*03:01分子结合并包括SEQ  ID  NO:1、

11或14的序列。

[0017] 5.根据项1或2所述的TAP或核酸，其与HLA‑A*03:02分子结合并包括SEQ  ID  NO:3、

5、7、16或23的序列。

[0018] 6.根据项1或2所述的TAP或核酸，其与HLA‑A*11:01分子结合并包括SEQ  ID  NO:9

或18的序列。

[0019] 7 .根据项1或2所述的TAP或核酸，其与HLA‑A*30:01分子结合并包括SEQ  ID  NO:

19、20或23的序列。

[0020] 8.根据项1或2所述的TAP或核酸，其与HLA‑A*32:01分子结合并包括SEQ  ID  NO:8

的序列。

[0021] 9.根据项1或2所述的TAP或核酸，其与HLA‑B*07:02分子结合并包括SEQ  ID  NO:2

或21的序列。

[0022] 10.根据项1或2所述的TAP或核酸，其与HLA‑B*13:02分子结合并包括SEQ  ID  NO:

13的序列。

[0023] 11.根据项1或2所述的TAP或核酸，其与HLA‑B*27:05分子结合并包括SEQ  ID  NO:4

的序列。

[0024] 12.根据项1或2所述的TAP或核酸，其与HLA‑B*52:01分子结合并包括SEQ  ID  NO:

10、12或15的序列。

[0025] 13.根据项1或2所述的TAP或核酸，其与HLA‑C*06:02分子结合并包括SEQ  ID  NO:

17的序列。

[0026] 14.根据项1‑13中任一项所述的TAP或核酸，其中，所述TAP由位于基因组的非蛋白

编码区的序列编码。

[0027] 15.根据项14所述的TAP或核酸，其中，所述基因组的非蛋白编码区是非翻译转录

区(UTR)。

[0028] 16.根据项14所述的TAP或核酸，其中，所述基因组的非蛋白编码区是内含子。

[0029] 17.根据项14所述的TAP或核酸，其中，所述基因组的非蛋白编码区是基因间区。

[0030] 18 .根据项14所述的TAP或核酸，其中，所述基因组的非蛋白编码区是长非编码

RNA。

[0031] 19.根据项1至18中任一项所述的核酸，其中，所述核酸是mRNA。

[0032] 20.根据项1至18中任一项所述的核酸，其中，所述核酸是DNA。

[0033] 21.根据项1至20中任一项所述的核酸，其中，所述核酸是病毒载体的组分。

[0034] 22.一种组合，包括项1‑21中任一项所限定的TAP或核酸中的至少两种。

[0035] 23.一种合成长肽(SLP)，包括项1所限定的氨基酸序列的至少一种。

[0036] 24.一种囊泡或颗粒，包括项1至23中任一项所述的TAP、核酸、组合或SLP。

[0037] 25.根据项24所述的囊泡或颗粒，其中，所述囊泡是脂质纳米颗粒(LNP)。
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[0038] 26.根据项24或25所述的囊泡或颗粒，其包括阳离子脂质。

[0039] 27.一种组合物，包括项1至23中任一项所述的TAP、核酸、组合或SLP，或者项24‑26

中任一项所述的囊泡或颗粒，以及药学上可接受的负载体。

[0040] 28.一种疫苗，包括项1至23中任一项所述的TAP、核酸、组合或SLP，或者项24‑26中

任一项所述的囊泡或颗粒，或者项27所述的组合物，以及佐剂。

[0041] 29.一种分离的主要组织相容性复合体(MHC)I类分子，在其肽结合槽(groove)中

包括项1‑18中任一项所述的TAP。

[0042] 30.根据项29所述的分离的MHC  I类分子，其为多聚体形式。

[0043] 31.根据项30所述的分离的MHC  I类分子，其中，所述多聚体是四聚体。

[0044] 32.一种分离的细胞，包括(i)项1‑18中任一项所述的TAP、(ii)项19所述的组合；

(iii)项23所述的SLP；或(iv)包括编码项1‑18任一项所述的TAP、项19所述的组合或项23所

述的SLP的核苷酸序列的载体。

[0045] 33.一种分离的细胞，所述分离的细胞在其表面表达主要组织相容性复合体(MHC)

I类分子，所述主要组织相容性复合体I类分子在其肽结合槽中包括项1‑18中任一项所述的

TAP或项19所述的组合。

[0046] 34.根据项33所述的细胞，其是抗原呈递细胞(APC)。

[0047] 35.根据项34所述的细胞，其中,所述APC是树突状细胞。

[0048] 36.一种T细胞受体(TCR)，其特异性识别项29‑31中任一项所述的分离的MHC  I类

分子和/或在项32‑35中任一项所述的细胞的表面表达的MHC  I类分子。

[0049] 37 .一种抗体或其抗原结合片段，其特异性结合项29‑31中任一项所述的分离的

MHC  I类分子和/或在项33‑35中任一项所述的细胞的表面表达的MHC  I类分子。

[0050] 38.根据项37所述的抗体或其抗原结合片段，其为双特异性抗体或其抗原结合片

段。

[0051] 39.根据项38所述的抗体或其抗原结合片段，其中，所述双特异性抗体或其抗原结

合片段是单链双抗体(scDb)。

[0052] 40.根据项38或39所述的抗体或其抗原结合片段，其中，所述双特异性抗体或其抗

原结合片段也特异性结合T细胞信号传导分子。

[0053] 41.根据项40所述的抗体或其抗原结合片段，其中，所述T细胞信号传导分子是CD3

链。

[0054] 42.一种分离的细胞，所述分离的细胞在其细胞表面表达项36所述的TCR。

[0055] 43.根据项42所述的分离的细胞，所述分离的细胞是CD8+T淋巴细胞。

[0056] 44 .一种细胞群，所述细胞群包括至少0 .5％的根据项42或43所限定的分离的细

胞。

[0057] 45.一种治疗受试者的癌症诸如结直肠癌的方法，所述方法包括向所述受试者给

药有效量的：

[0058] (a)TAP或合成长肽(SLP)，所述TAP包括SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50中限定的氨基酸

序列中的一种或者由SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50中限定的氨基酸序列中的一种组成，所述合

成长肽包括SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50中列出的序列的至少一种；

[0059] (b)至少一种核酸，所述至少一种核酸编码(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP；
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[0060] (c)囊泡或颗粒，所述囊泡或颗粒包括(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP或者(b)

中限定的所述至少一种核酸；

[0061] (d)组合物，所述组合物包括(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP，(b)中限定的所

述至少一种核酸，或(c)中限定的所述囊泡或颗粒，以及药学上可接受的负载体；

[0062] (e)疫苗，所述疫苗包括(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP，(b)中限定的所述至

少一种核酸，(c)中限定的所述囊泡或颗粒，或者(d)中限定的所述组合物，以及佐剂；

[0063] (f)细胞，所述细胞在其表面表达主要组织相容性复合体(MHC)I类分子，所述主要

组织相容性复合体I类分子在其肽结合槽中包括(a)中限定的所述TAP或其组合；

[0064] (g)细胞，所述细胞在其细胞表面表达T细胞受体(TCR)，所述T细胞受体特异性识

别在(f)中限定的所述细胞表面表达的MHC  I类分子；或者

[0065] (h)可溶性TCR、抗体或其抗原结合片段，其特异性结合在(f)中限定的所述细胞表

面表达的所述MHC  I类分子。

[0066] 46.根据项45所述的方法，其中，所述TAP或核酸根据项1至21中任一项所限定，所

述组合根据项22所限定，所述SLP根据项23所限定；所述囊泡根据项24‑26中任一项所限定，

所述组合物根据项27所限定，所述疫苗根据项28所限定，所述细胞根据项32‑35、42和43中

任一项所限定，所述细胞群根据项44所限定，和/或所述抗体或抗原结合片段根据项37‑41

中任一项所限定。

[0067] 47.根据项45或46所述的方法，其中，所述CRC是结肠癌。

[0068] 48.根据项45或46所述的方法，其中，所述CRC是直肠癌。

[0069] 49.根据项45‑48中任一项所述的方法，进一步包括向所述受试者施用至少一种额

外的抗肿瘤剂或疗法。

[0070] 50.根据项49所述的方法，其中，所述至少一种额外的抗肿瘤剂或疗法是化疗剂、

免疫疗法、免疫检查点抑制剂、放射疗法或外科手术。

[0071] 51.以下：

[0072] (a)TAP或合成长肽(SLP)，所述TAP包括SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50中限定的氨基酸

序列中的一种或者由SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50中限定的氨基酸序列中的一种组成，所述合

成长肽包括SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50中列出的序列的至少一种；

[0073] (b)至少一种核酸，所述至少一种核酸编码(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP；

[0074] (c)囊泡或颗粒，所述囊泡或颗粒包括(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP或者(b)

中限定的所述至少一种核酸；

[0075] (d)组合物，所述组合物包括(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP，(b)中限定的所

述至少一种核酸，或(c)中限定的所述囊泡或颗粒，以及药学上可接受的负载体；

[0076] (e)疫苗，所述疫苗包括(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP，(b)中限定的所述至

少一种核酸，(c)中限定的所述囊泡或颗粒，或者(d)中限定的所述组合物，以及佐剂；

[0077] (f)细胞，所述细胞在其表面表达主要组织相容性复合体(MHC)I类分子，所述主要

组织相容性复合体I类分子在其肽结合槽中包括(a)中限定的所述TAP或其组合；

[0078] (g)细胞，所述细胞在其细胞表面表达T细胞受体(TCR)，所述T细胞受体特异性识

别在(f)中限定的所述细胞表面表达的MHC  I类分子；或者

[0079] (h)可溶性TCR、抗体或其抗原结合片段，其特异性结合在(f)中限定的所述细胞的
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表面表达的所述MHC  I类分子；

[0080] 用于治疗受试者的癌症诸如结直肠癌，或用于制备用于治疗受试者的癌症诸如结

直肠癌的药物的用途。

[0081] 52.根据项55所述的用途，其中，所述TAP或核酸根据项1至21中任一项所限定，所

述组合物根据项22所限定，所述SLP根据项23所限定；所述囊泡根据项24‑26中任一项所限

定，所述组合物根据项27所限定，所述疫苗根据项28所限定，所述细胞根据项32‑35、42和43

中任一项所限定，所述细胞群根据项44所限定，和/或所述抗体或抗原结合片段根据项37‑

41中任一项所限定。

[0082] 53.根据项51或52所述的用途，其中，所述CRC是结肠癌。

[0083] 54.根据项51或52所述的用途，其中，所述CRC是直肠癌。

[0084] 55.根据项51‑54中任一项所述的用途，进一步包括对所述受试者使用至少一种额

外的抗肿瘤剂或疗法。

[0085] 56.根据项55所述的用途，其中，所述至少一种额外的抗肿瘤剂或疗法是化疗剂、

免疫疗法、免疫检查点抑制剂、放射疗法或外科手术。

[0086] 57.一种剂，用于治疗受试者的癌症诸如结直肠癌的用途，其中，所述剂是：

[0087] (a)TAP或合成长肽(SLP)，所述TAP包括SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50中限定的氨基酸

序列中的一种或者由SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50中限定的氨基酸序列中的一种组成，所述合

成长肽包括SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50中列出的序列的至少一种；

[0088] (b)至少一种核酸，所述至少一种核酸编码(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP；

[0089] (c)囊泡或颗粒，所述囊泡或颗粒包括(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP或者(b)

中限定的所述至少一种核酸；

[0090] (d)组合物，所述组合物包括(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP，(b)中限定的所

述至少一种核酸，或(c)中限定的所述囊泡或颗粒，以及药学上可接受的负载体；

[0091] (e)疫苗，所述疫苗包括(a)中限定的所述TAP、其组合或SLP，(b)中限定的所述至

少一种核酸，(c)中限定的所述囊泡或颗粒，或者(d)中限定的所述组合物，以及佐剂；

[0092] (f)细胞，所述细胞在其表面表达主要组织相容性复合体(MHC)I类分子，所述主要

组织相容性复合体I类分子在其肽结合槽中包括(a)中限定的所述TAP或其组合；

[0093] (g)细胞，所述细胞在其细胞表面表达T细胞受体(TCR)，所述T细胞受体特异性识

别在(f)中限定的所述细胞表面表达的MHC  I类分子；或者

[0094] (h)可溶性TCR、抗体或其抗原结合片段，其特异性结合在(f)中限定的所述细胞表

面表达的所述MHC  I类分子。

[0095] 58.根据项61所述用途的剂，其中，所述TAP或核酸根据项1至21中任一项所限定，

所述组合根据项22所限定，所述SLP根据项23所限定；所述囊泡根据项24‑26中任一项所限

定，所述组合物根据项27所限定，所述疫苗根据项28所限定，所述细胞根据项32‑35、42和43

中任一项所限定，所述细胞群根据项44所限定，和/或所述抗体或抗原结合片段根据项37‑

41中任一项所限定。

[0096] 59.根据项57或58所述用途的剂，其中，所述CRC是结肠癌。

[0097] 60.根据项57或58所述用途的剂，其中，所述CRC是直肠癌。

[0098] 61.根据项57‑60中任一项所述用途的剂，进一步包括对所述受试者使用至少一种
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额外的抗肿瘤剂或疗法。

[0099] 62 .根据项61所述用途的剂，其中，所述至少一种额外的抗肿瘤剂或疗法是化疗

剂、免疫疗法、免疫检查点抑制剂、放射疗法或外科手术。

[0100] 本公开的其他目的、优点和特征将在阅读以下仅以实例的方式参考附图给出的其

具体实施方式的非限制性描述之后变得更加显而易见。

附图说明

[0101] 在附图中：

[0102] 图1描述了在结直肠癌(CRC)来源的细胞系和原代肿瘤样品两者中发现肿瘤特异

性抗原(TSA)的蛋白基因组工作流。使从CRC衍生的细胞系和正常肠来源的细胞系生成的样

品以及从六名个体获得的匹配原代肿瘤/正常邻近组织(NAT)活检样品均经过RNA测序和主

要组织相容性复合体I类(MHC‑I)免疫沉淀(IP)处理。将RNA测序数据用于样品的转录组学

表征和定制的全球癌症蛋白质组数据库的生成。对于每种样品，经由IP分离的MHC‑I相关肽

(MAP)使用各自的数据库经由LC‑MS/MS进行识别。在验证了对TSA候选者的识别以及TSA候

选者的肿瘤特异性两者后，通过预测其免疫原性和瘤间分布来评价其治疗潜力。附图使用

BioRender.com创建。

[0103] 图2A‑E示出了原代肿瘤/正常邻近组织CRC活检的转录组学谱。图2A：在双端

RNAseq和用DESeq2进行基因读段计数(readcount)归一化后，对每个肿瘤/NAT样品的前500

个不同基因进行主成分分析(PCA)。将MSI组织(由MSISensor测定)圈起来。图2B：与CRC组织

的邻近NAT相比，对CRC组织中上调/下调的基因的GO术语分析。使用TPM归一化值，提交至GO

术语分析的基因是具有│log2FC│>1并且在所有样品中发现差异调控的那些基因。图2C：示

出MSS  NAT、MSI  NAT、MSS  CRC和MSI  CRC的平均ESTIMATE免疫评分的条形图，并示出了标准

偏差。图2D：示出NAT与CRC样品中可归因于5种不同转录物生物型的转录组的平均比例的堆

叠条形图，其中NAT与CRC之间非编码转录物比例的差异具有统计学显著性(p＝0.0156)。图

2E：显示由SNPEff基因组注释确定的MSS和MSI  CRC组织的非编码RNA转录物的表达(左)、

SNV计数(中)和INDEL计数(右)的散点图，带有平均值和标准误差棒。

[0104] 图3A‑E描述了CRC衍生的细胞系和组织的免疫肽组学分析的结果。图3A：顶小图：

显示在CRC细胞系中识别出的特有肽的数量的堆叠条形图，并且水平线指示每种细胞系的

MAP的平均数量。底小图：示出在每种细胞系中识别出的特有MAP的数量与细胞表面MHC  I的

呈递之间的相关性(皮尔逊相关系数(Pearson’s  r)＝0.96)的散点图。图3B：显示在原代组

织样品中识别出的特有肽的数量的堆叠条形图，并且水平线指示每种组织样品的MAP的平

均数量。图3A和3B中的“所有肽”表示用5％  FDR识别出的肽的数量，而“MHC  I肽”表示用相

应的肽评分识别的肽的数量，长度为8‑11个氨基酸，使用netpanMHC4.1b预测等级洗脱配体

阈值≤2％。图3C：指示使用洗脱等级预测，预测每种样品中与给定HLA等位基因结合的特有

MAP的比例的条形图。图3D：对CRC衍生细胞系和原代组织的MAP来源基因的GO术语分析。对

于组织，只有由4种或更多种组织共享的来源基因被包括在此分析中。图3E左小图：显示衍

生自蛋白编码、高变基因(免疫球蛋白或TCR)或非编码转录物的每种组织样品或来自未注

释转录物的那些中的MAP的比例的堆叠条形图。右小图：显示来源于经加工的转录物、保留

的内含子、无休止衰变产物、无义介导的衰变产物、lncRNA或具有未注释转录物的那些的非
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编码MAP的比例的堆叠条形图。

[0105] 图4A‑E示出了在CRC中识别的新型TSA主要来源于非编码区，而大多数TAA来源于

外显子。图4A：显示了每种样品中识别出的TSA的数量的条形图，每种组织样品中TSA的平均

数量用水平线表示。图4B：一种堆叠饼图，其在内部饼图中识别TSA的基因组来源，以及TSA

突变(mTSA)或异常表达(aeTSA)的比例。外部饼图说明了来自编码或非编码序列的TSA的比

例。图4C：显示了每种样品中识别出的TAA的数量的条形图。图4D：一种堆叠饼图，其内部饼

图中识别TAA的基因组来源，以及典型或非典型TAA的比例。外部饼图显示了来自编码或非

编码序列的TAA的比例。图4E：显示了关于CRC免疫肽组学的2篇先前出版物(8，15)，以及

IEDB和HLA配体图谱(Atlas)(所有组织，以及仅结肠组织)中存在和不存在推定的TSA和TAA

的热图。

[0106] 图5A‑B示出了推定的TSA和TAA的RNA表达谱。图5A：显示了与y轴上匹配的NAT相比

在CRC中以TPM表示的转录物的log2FC以及给定组织样品中的平均表达(CRC和NAT的平均

值)的MA图。突显的点表示推定的TAA和TSA的来源转录物。S4和S5图两者都有一个不可见的

典型TAA点，因为它与另一个典型TAA来源转录物重叠。图5B：来自基因型组织表达(GTEx)门

户的正常组织和合并的TEC样品中aeTSA编码序列和TAA编码序列(分为典型TAA(canTAA)和

非典型TAA(non‑canTAA))的以log(rphm+1)表示的平均RNA表达的热图。MHClow组织包括来

自脑、神经和睾丸的组织，这些组织已被证明低表达MHC  I。黑色轮廓表示平均RNA表达>

8.55rphm。

[0107] 图6A‑C示出了对TSA和TAA候选者的验证。图6A：热图显示了151例TCGA  COAD样品

中TSA和TAA的以log(rphm+1)表示的平均RNA表达。左侧显示了表达TSA和TAA序列的TCGA 

COAD样品的比例，该比例是合并的GTEx和mTEC样品的对数转化(log(rphm+1))平均表达的

至少10倍高。图6B：与Adamopoulou  et  al.2013年报道的据推测的无免疫原性的胸腺肽相

比，多组经验证的TSA和TAA的rEpitope免疫原性评分。由rEpitope建议的MHC  I肽免疫原性

阈值(0 .36)由虚线表示。图6C：美国人群中肿瘤抗原结合MHC  I类等位基因的预测患病率

(IEDB)。

[0108] 图7示出了集合图(upset  plot)，该图显示了给定样品的交集所特有的HLA等位基

因的数量，特别是给定样品所特有的MAP或2种样品独特共享的MAP。

[0109] 图8A‑D示出了CRC衍生细胞系的转录组学谱，CRC组织中免疫浸润的ssGSEA分析以

及所有样品的突变谱。图8A：在双端RNA  seq和用DESeq2进行基因读段计数(readcount)归

一化后，对CRC衍生的细胞系和一种正常肠细胞系(HIEC‑6)的前500个不同基因进行主成分

分析(PCA)。将已知的MSI细胞系圈出。图8B：使用在Danaher  et  al .2017和GSVA  R程序

(https://github.com/rcastelo/GSVA)中描述的基因对肿瘤和匹配的NAT中的免疫浸润进

行ssGSEA分析。图8C：显示通过SNPEff基因组注释确定的MSS和MSI  CRC衍生细胞系的SNV计

数和INDEL计数的散点图，具有平均值和标准误差棒。图8D：显示通过SNPEff基因组注释确

定的所有MSS和MSI样品(细胞系和组织)的SNV计数和INDEL计数的散点图，具有平均值和标

准误差棒。MSS和MSI样品之间的INDEL突变的数量差异具有统计学显著性(p＝0.00235)。

[0110] 图9A和B示出了对MSI和MSS原代组织样品的GO术语分析结果。图9A：与MSI肿瘤的

邻近NAT相比，对MSI肿瘤中上调/下调基因的GO术语分析。用于GO术语分析的基因是那些当

使用TPM归一化值与它们相应的NAT进行比较时|log2FC|>1的基因，并且发现这些基因在两
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种MSI肿瘤样品中特有地差异地表达(即，仅在两种MSI肿瘤中而不在任何MSS肿瘤中上调/

下调的基因)。图9B：与MSS肿瘤的NAT相比，对MSS肿瘤中上调/下调的基因的GO术语分析。用

于GO术语分析的基因是那些当使用TPM归一化值与它们相应的NAT进行比较时|log2FC|>1

的基因，并且发现这些基因在MSI肿瘤样品的3种或更多种中特有地差异地表达(即，在至少

三种MSS肿瘤中而不在任何MSI肿瘤中上调/下调的基因)。

[0111] 图10A‑D提供了CRC衍生细胞系和CRC/NAT组织样品中独有和共享MAP的概述。图

10A：显示了四种CRC衍生细胞系的MHC  I免疫肽组的MAP的重叠的维恩图。图10B：显示了六

种原代组织样品的MHC  I免疫肽组的MAP的重叠的维恩图。图10C：显示了给定样品的交集所

特有的MAP的数量的集合R图(UpsetR  plot)，特别是给定样品所特有的MAP或两种样品独特

共享的MAP。图10D：显示了任意两种细胞系或组织样品之间共享的MAP的数量的热图。

[0112] 图11A‑E提供了CRC衍生细胞系和CRC/NAT组织样品中独有和共享MAP来源基因的

概述。图11A：顶小图：显示了每种样品中识别出的特有来源基因数量的条形图。底小图：显

示了每种样品中识别出的特有MAP的数量与相应的特有来源基因的数量之间的相关性(皮

尔逊相关系数＝0.99)的散点图。从编码序列中识别出肽的来源基因；映射到大于一种来源

基因的任何肽都被排除在外。图11B：显示了给定样品的交集所特有的来源基因的数量的集

合R图(UpsetR  plot)，特别是给定样品所特有的来源基因或由两种样品独特共享的来源基

因。图11C：显示了四种CRC衍生细胞系的MHC  I免疫肽组的来源基因的重叠的维恩图。图

11D：显示了六种原代组织样品的MHC  I免疫肽组的来源基因的重叠的维恩图。图11E：显示

了任意两种细胞系或组织样品之间共享的来源基因的数量的热图。

[0113] 图12是表示每种样品中识别出的特有MAP的数量与经识别和经验证的TSA的数量

之间的相关性(皮尔逊相关系数＝0.76)的散点图。

[0114] 图13是描述本文所述TSA和TAA的免疫原性评分的图。与Adamopoulou  et  al.2013

年报道的据推测的无免疫原性的胸腺肽相比，不同组的经验证的TSA和TAA的rEpitope免疫

原性评分。由rEpitope建议的MHC  I肽免疫原性阈值(0.36)由虚线表示。该图与图6A的不同

之处在于，它包括了本工作中报告的所有TAA，而不仅仅是选择进行验证的九种TAA。

具体实施方式

[0115] 除非本文另有说明或上下文明显矛盾，否则在描述技术的上下文中(尤其是在所

附权利要求的上下文中)，术语“一个/一种(a/an)”和“所述/该(the)”以及类似的指代物的

使用应被解释为涵盖单数和复数两者。

[0116] 除非另有说明，否则术语“包括(comprising)”、“具有”、"包括(including)”和“包

含”应理解为开放式术语(即，意指“包括但不限于”)。

[0117] 除非本文另有说明或与上下文明显矛盾，否则本文所述的所有方法都可以任何合

适的顺序进行。

[0118] 除非另有声明，否则本文提供的任何和所有实例或示例性语言(例如，“诸如”)的

使用仅旨在更好地说明要求保护的技术的实施方式并且不对范围构成限制。

[0119] 说明书中的任何语言都不应被解释为表明任何未要求保护的元素对于实践所要

求保护的技术的实施方式是必不可少的。

[0120] 在本文中，术语“约”具有其普通含义。术语“约”用于表明值包括用于确定该值的
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设备或方法的固有误差变化，或涵盖接近所述值的值，例如在所述值(或值范围)的10％以

内。

[0121] 除非在本文中另有说明，否则本文对数值范围的引用仅旨在用作单独提及落入该

范围内的每个单独值的速记方法，并且将每个单独值并入说明书中，就好像其在本文中单

独引用一样。范围内的值的所有子集也被并入到说明书中，就好像它们在本文中被单独引

用一样。

[0122] 在本公开的特征或方面以马库什组或备选列表的形式描述的情况下，本领域技术

人员将认识到，本公开也因此根据马库什组或备选列表的任何单独成员或成员子组来描

述。

[0123] 除非另有明确定义，否则本文中使用的所有技术和科学术语应理解为与本领域

(例如，在干细胞生物学、细胞培养、分子遗传学、免疫学、免疫组织化学、蛋白化学和生物化

学中)中普通技术人员通常理解的含义相同。

[0124] 除非另有说明，否则本公开中利用的重组蛋白、细胞培养和免疫学技术是本领域

技术人员熟知的标准程序。这些技术在诸如以下的原始文献中有完整的描述和解释：

J .Perbal ,A  Practical  Guide  to  Molecular  Cloning ,John  Wiley  and  Sons(1984)、

J.Sambrook  et  al.,Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual,Cold  Spring  Harbour 

Laboratory  Press(1989) ,T .A .Brown(editor) ,Essential  Molecular  Biology:A 

Practical  Approach,Volumes  1and  2,IRL  Press(1991)、D.M.Glover  and  B.D.Hames

(editors) ,DNA  Cloning:A  Practical  Approach ,Volumes  1‑4 ,IRL  Press(1995and 

1996)以及F.M.Ausubel  et  al.(editors) ,Current  Protocols  in  Molecular  Biology,

Greene  Pub.Associates  and  Wiley‑Interscience(1988,including  all  updates  until 

present)、Ed  Harlow  and  David  Lane(editors)Antibodies:A  Laboratory  Manual,Cold 

Spring  Harbour  Laboratory ,(1988)以及J .E .Coligan  et  al .(editors)Current 

Protocols  in  Immunology,John  Wiley&Sons(including  all  updates  until  present)。

[0125] 在本文所述的研究中，本发明人已经使用基于蛋白质基因组学的方法从CRC细胞

系和CRC标本中识别出了TSA和TAA候选者。该TSA中有很大一部分源自异常表达的未突变基

因组序列，这些序列在正常组织中不表达，诸如非外显子序列(例如，内含子和基因间序

列)。本文所识别的新型CRC  TSA和TAA候选者可以用于例如基于CRC  T细胞的免疫疗法和疫

苗。

[0126] 因此，在一方面，本公开涉及肿瘤抗原肽(TAP)(或肿瘤特异性肽)，以及更具体地，

涉及分离的TAP，诸如CRC  TAP，其包括以下氨基酸序列中的一种或由以下氨基酸序列中的

一种组成：

[0127]
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[0128]

[0129] 在另一方面，本公开另外涉及包括以下氨基酸序列中的一种或由以下氨基酸序列

中的一种组成的TAP(例如，分离的TAP)用于治疗癌症，以及更具体地用于治疗CRC的用途：

[0130]
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[0131]

[0132] 在一种实施方式中，TAP包括以下氨基酸序列中的一种或由以下氨基酸序列中的

一种组成：SEQ  ID  NO:1‑23。在一种实施方式中，TAP包括以下氨基酸序列中的一种或由以

下氨基酸序列中的一种组成：SEQ  ID  NO:1‑17、22、25、27、29、31、33、38、40、41和46。在另外

的实施方式中，TAP包括以下氨基酸序列中的一种或由以下氨基酸序列中的一种组成：SEQ 

ID  NO:1‑17、22和25。在另外的实施方式中，TAP包括以下氨基酸序列中的一种或由以下氨

基酸序列中的一种组成：SEQ  ID  NO:1‑17和22。

[0133] 通常，在HLA  I类上下文中所呈现的肽诸如肿瘤抗原肽(TAP)的长度在约7或8至约

15个，或优选8至14个氨基酸残基之间变化。在本公开的方法的一些实施方式中，包括本文

限定的TAP序列的更长的肽被人工负载至细胞(诸如抗原呈递细胞(APC))中，由细胞处理并

且TAP由APC表面处的MHC  I类分子呈递。在该方法中，可以将长度超过15个氨基酸残基的
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肽/多肽负载至APC中，通过APC胞质溶胶中的蛋白酶进行处理，提供本文限定的相应TAP用

于呈递。在一些实施方式中，用于生成本文限定的TAP的前体肽/多肽是例如1000、500、400、

300、200、150、100、75、50、45、40、35、30、25、20或15个氨基酸或更少。因此，使用本文所述的

TAP的所有方法和过程包括使用更长的肽或多肽(包括天然蛋白)，即，肿瘤抗原前体肽/多

肽，以诱导在由细胞(APC)处理后呈递“最终”8‑14个TAP。在一些实施方式中，本文提及的

TAP为约8至14、8至13或8至12个氨基酸长(例如，8、9、10、11、12或13个氨基酸长)，足够小用

于直接配合HLA  I类分子。在一种实施方式中，TAP包括20个氨基酸或更少，优选15个氨基酸

或更少，更优选14个氨基酸或更少。在一种实施方式中TAP包括至少7个氨基酸，优选至少8

个氨基酸或更少，更优选至少9个氨基酸。

[0134] 如本文所用，术语“氨基酸”包括天然存在的氨基酸以及其他氨基酸(例如，天然存

在的氨基酸、非天然存在的氨基酸、不由核酸序列编码的氨基酸等)的L‑和D‑异构体，用于

肽化学以制备TAP的合成类似物。天然存在的氨基酸的实例是甘氨酸、丙氨酸、缬氨酸、亮氨

酸、异亮氨酸、丝氨酸、苏氨酸等。其他氨基酸包括例如氨基酸的非遗传编码形式，以及L‑氨

基酸的保守置换。天然存在的非遗传编码氨基酸包括例如β‑丙氨酸、3‑氨基‑丙酸、2,3‑二

氨基丙酸、α‑氨基异丁酸(Aib)、4‑氨基‑丁酸、N‑甲基甘氨酸(肌氨酸)、羟脯氨酸、鸟氨酸

(例如，L‑鸟氨酸)、瓜氨酸、叔丁基丙氨酸、叔丁基甘氨酸、N‑甲基异亮氨酸、苯基甘氨酸、环

己基丙氨酸、正亮氨酸(Nle)、正缬氨酸、2‑萘基丙氨酸、吡啶丙氨酸、3‑苯并噻吩丙氨酸、4‑

氯苯丙氨酸、2‑氟苯丙氨酸、3‑氟苯丙氨酸、4‑氟苯丙氨酸、青霉胺、1,2,3,4‑四氢‑异喹啉‑

3‑羧酸、β‑2‑噻吩丙氨酸、甲硫氨酸亚砜、L‑高精氨酸(Hoarg)、N‑乙酰赖氨酸、2‑氨基丁酸、

2‑氨基丁酸、2,4,‑二氨基丁酸(D‑或L‑)、对氨基苯丙氨酸、N‑甲基缬氨酸、高半胱氨酸、高

丝氨酸(HoSer)、磺基丙氨酸、ε‑氨基己酸、δ‑氨基戊酸或2,3‑二氨基丁酸(D‑或L‑)等。这些

氨基酸是生物化学/肽化学领域所熟知的。在一种实施方式中，TAP仅包括天然存在的氨基

酸。

[0135] 在实施方式中，本文所述的TAP包括具有改变的序列的肽，所述改变的序列含有相

对于本文提及的序列的功能等效氨基酸残基的置换。例如，序列内的一个或多个氨基酸残

基可以被具有相似极性(具有相似物理化学特性)的其他氨基酸置换，其充当功能等效物，

导致沉默改变。序列内氨基酸的置换可以选自该氨基酸所属类别的其他成员。例如，带正电

荷的(碱性)氨基酸包括精氨酸、赖氨酸和组氨酸(以及高精氨酸和鸟氨酸)。非极性(疏水)

氨基酸包括亮氨酸、异亮氨酸、丙氨酸、苯丙氨酸、缬氨酸、脯氨酸、色氨酸和甲硫氨酸。不带

电荷的极性氨基酸包括丝氨酸、苏氨酸、半胱氨酸、酪氨酸、天冬酰胺和谷氨酰胺。带负电荷

的(酸性)氨基酸包括谷氨酸和天冬氨酸。氨基酸甘氨酸可以包括在非极性氨基酸家族或不

带电(中性)极性氨基酸家族中。在氨基酸家族内进行的置换通常被理解为保守置换。本文

提及的TAP可以包括所有L‑氨基酸、所有D‑氨基酸或者L‑氨基酸和D‑氨基酸的混合物。在一

种实施方式中，本文提及的TAP包括所有L‑氨基酸。

[0136] 在一种实施方式中，在包括SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50的序列中的一种或者由SEQ 

ID  NO:1‑23和25‑50的序列中的一种组成的TAP的序列中，可以通过替换为其他氨基酸来改

性基本上不有助于与T细胞受体相互作用的氨基酸残基，该其他氨基酸的掺入基本上不影

响T细胞反应性并且不消除与相关MHC的结合。

[0137] TAP还可以是N‑末端和/或C‑末端封端的或改性的以防止降解，增加稳定性、亲和
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力和/或摄取。因此，在另一方面，本公开提供了式Z1‑X‑Z2的改性TAP，其中X是包括以下氨基

酸序列中的一种或由以下氨基酸序列中的一种组成的TAP：SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50。

[0138] 在一种实施方式中，TAP的氨基末端残基(即，N‑末端处的游离氨基基团)被改性

(例如，为了防止降解)，例如通过部分/化学基团(Z1)的共价连接。Z1可以是一至八个碳的直

链或支链烷基基团、或者酰基基团(R‑CO‑)(其中R为疏水部分(例如，乙酰基、丙酰基、丁酰

基、异丙酰基或异丁酰基))、或者芳酰基基团(Ar‑CO‑)(其中Ar是芳基基团)。在一种实施方

式中，酰基基团是C1‑C16或C3‑C16酰基基团(直链或支链、饱和或不饱和的)，在另一实施方式

中，是饱和的C1‑C6酰基基团(直链或支链)或不饱和的C3‑C6酰基基团(直链或支链)，例如乙

酰基基团(CH3‑CO‑，Ac)。在一种实施方式中，Z1不存在。TAP的羧基末端残基(即TAP的C‑末端

处的游离羧基基团)可以被改性(例如，为了保护以免受降解)，例如通过酰胺化(OH基团被

NH2基团取代)，因此在这种情况下Z2是NH2基团。在一种实施方式中，Z2可以是异羟肟酸基

团、腈基团、酰胺(伯、仲或叔)基团、具有一至十个碳的脂肪族胺(诸如甲胺、异丁胺、异戊胺

或环己胺)、芳族或芳烷基胺(诸如苯胺、萘胺、苄胺、肉桂胺或苯乙胺)、醇或CH2OH。在一种

实施方式中，Z2不存在。在一种实施方式中，TAP包括以下氨基酸序列中的一种：SEQ  ID  NO:

1‑24和26‑50。在一种实施方式中，TAP由以下氨基酸序列中的一种组成：SEQ  ID  NO:1‑24和

26‑50，即其中Z1和Z2不存在。

[0139] 在另一方面，本公开提供了与HLA‑A*02:01分子结合的TAP，该TAP包括SEQ  ID  NO:

6的序列或由SEQ  ID  NO:6的序列组成。由于HLA等位基因表现出混杂性(某些HLA等位基因

存在相似的表位)，上面识别的TAP可以另外与HLA‑A*02:05、HLA‑A*02:06和/或HLA‑A*02:

07分子结合。

[0140] 在另一方面，本公开提供了与HLA‑A*03:01分子结合的TAP，该TAP包括以下序列或

由以下序列组成：SEQ  ID  NO:1、11、14、38、45或46，优选SEQ  ID  NO:1、11或14。由于HLA等位

基因表现出混杂性(某些HLA等位基因存在相似的表位)，上面识别的TAP可以另外与HLA‑A*

03:02、HLA‑A*11:01或HLA‑A*30:01分子结合。

[0141] 在另一方面，本公开提供了与HLA‑A*03:02分子结合的TAP，该TAP包括以下序列或

由以下序列组成：SEQ  ID  NO:3、5、7、16、23、31、32、33或34，优选SEQ  ID  NO:3、5、7、16或23。

由于HLA等位基因表现出混杂性(某些HLA等位基因存在相似的表位)，上面识别的TAP可以

另外与HLA‑A*03:01、HLA‑A*11:01或HLA‑A*30:01分子结合。

[0142] 在另一方面，本公开提供了与HLA‑A*11:01分子结合的TAP，该TAP包括以下序列或

由以下序列组成：SEQ  ID  NO:9、18、33或34，优选SEQ  ID  NO:9或18。由于HLA等位基因表现

出混杂性(某些HLA等位基因存在相似的表位)，上面识别的TAP可以另外与HLA‑A*03:01、

HLA‑A*03:02、HLA‑A*31:01和/或HLA‑A*68:01分子结合。

[0143] 在另一方面，本公开提供了与HLA‑A*23:01分子结合的TAP，该TAP包括SEQ  ID  NO:

29的序列或由SEQ  ID  NO:29的序列组成。由于HLA等位基因表现出混杂性(某些HLA等位基

因存在相似的表位)，上面识别的TAP可以另外与HLA‑A*24:02分子结合。

[0144] 在另一方面，本公开提供了与HLA‑A*24:02分子结合的TAP，该TAP包括SEQ  ID  NO:

26、27或29的序列或者由SEQ  ID  NO:26、27或29的序列组成。由于HLA等位基因表现出混杂

性(某些HLA等位基因存在相似的表位)，上面识别的TAP可以另外与HLA‑A*23:01分子结合。

[0145] 在另一方面，本公开提供了与HLA‑A*30:01分子结合的TAP，该TAP包括SEQ  ID  NO:
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19、20或23的序列或者由SEQ  ID  NO:19、20或23的序列组成。由于HLA等位基因表现出混杂

性(某些HLA等位基因存在相似的表位)，上面识别的TAP可以另外与HLA‑A*30:02和/或HLA‑

B*15:02分子结合。

[0146] 在另一方面，本公开提供了与HLA‑A*32:01分子结合的TAP，该TAP包括以下序列或

由其组成：SEQ  ID  NO:8、37或39，优选SEQ  ID  NO:8。由于HLA等位基因表现出混杂性(某些

HLA等位基因存在相似的表位)，上面识别的TAP可以另外与HLA‑B*57:01和/或HLA‑B*58:01

分子结合。

[0147] 在另一方面，本公开提供了与HLA‑B*07:02分子结合的TAP，该TAP包括以下序列或

由以下序列组成：SEQ  ID  NO:2、21、24或50，优选SEQ  ID  NO:2或21。由于HLA等位基因表现

出混杂性(某些HLA等位基因存在相似的表位)，上面识别的TAP可以另外与HLA‑B*35:02、

HLA‑B*35:03、HLA‑B*55:01和/或HLA‑B*56:01分子结合。

[0148] 在另一方面，本公开提供了与HLA‑B*13:02分子结合的TAP，该TAP包括以下序列或

由其组成：SEQ  ID  NO:13或48，优选SEQ  ID  NO:13。

[0149] 在另一方面，本公开提供了与HLA‑B*18:01分子结合的TAP，该TAP包括SEQ  ID  NO:

25的序列或由SEQ  ID  NO:25的序列组成。由于HLA等位基因表现出混杂性(某些HLA等位基

因存在相似的表位)，上面识别的TAP可以另外与HLA‑B*40:01、HLA‑B*44:02、HLA‑B*44:03

和/或HLA‑B*45:01分子结合。

[0150] 在另一方面，本公开提供了与HLA‑B*27:05分子结合的TAP，该TAP包括SEQ  ID  NO:

4的序列或由SEQ  ID  NO:4的序列组成。由于HLA等位基因表现出混杂性(某些HLA等位基因

存在相似的表位)，上面识别的TAP可以另外与HLA‑B*27:02结合。

[0151] 在另一方面，本公开提供了与HLA‑B*52:01分子结合的TAP，该TAP包括以下序列或

由以下序列组成：SEQ  ID  NO:10、12、15或43，优选SEQ  ID  NO:10、12或15。由于HLA等位基因

表现出混杂性(某些HLA等位基因存在相似的表位)，上面识别的TAP可以另外与HLA‑B*51:

01结合。

[0152] 在另一方面，本公开提供了与HLA‑C*06:02分子结合的TAP，该TAP包括以下序列或

由以下序列组成：SEQ  ID  NO:17或44，优选SEQ  ID  NO:17。由于HLA等位基因表现出混杂性

(某些HLA等位基因存在相似的表位)，上面识别的TAP可以另外与HLA‑B*27:02、HLA‑C*07:

01和/或HLA‑C*07:02分子结合。

[0153] 在另一方面，本公开提供了与HLA‑C*12:02分子结合的TAP，该TAP包括SEQ  ID  NO:

47或49的序列或者由SEQ  ID  NO:47或49的序列组成。由于HLA等位基因表现出混杂性(某些

HLA等位基因存在相似的表位)，上面识别的TAP可以另外与HLA‑B*46:01、HLA‑C*03:02、

HLA‑C*03:03、HLA‑C*03:04、HLA‑C*08:01、HLA‑C*12:03、HLA‑C*15:02和/或HLA‑C*16:01分

子结合。

[0154] 在一种实施方式中，TAP由位于基因组的非蛋白编码区的序列编码。在一种实施方

式中，TAP由位于非翻译转录区(UTR)，即，3'‑UTR或5'‑UTR区中的序列编码。在另一实施方

式中，TAP由位于内含子中的序列编码。在另一实施方式中，TAP由位于基因间区中的序列编

码。在另一实施方式中，TAP由位于外显子中并且源自移码的序列编码。

[0155] 本公开的TAP可以通过在包括编码TAP的核酸的宿主细胞中表达(重组表达)或通

过化学合成(例如，固相肽合成)来产生。肽可以通过本领域熟知的手动和/或自动固相程序
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容易地合成。合适的合成可以例如通过利用“T‑boc”或“Fmoc”程序进行。固相合成的技术和

程序描述于例如由E.Atherton和R.C.Sheppard所著的固相肽合成：一种实用的方法，由IRL

出版，牛津大学出版社，1989。替代地，MiHA肽可以通过片段缩合来制备，如以下所述，例如：

Liu等人，Tetrahedron  Lett .37:933‑936 ,1996；Baca等人，J .Am .Chem .Soc .117:1881‑

1887,1995；Tam等人，Int.J.Peptide  Protein  Res.45:209‑216,1995；Schnolzer和Kent，

Science  256:221‑225,1992；Liu和Tam，J.Am.Chem.Soc.116:4149‑4153,1994；Liu和Tam，

Proc .Natl .Acad .Sci .USA  91:6584‑6588 ,1994；以及Yamashiro和Li，Int .J .Peptide 

Protein  Res .31:322‑334 ,1988)。其他可用于合成TAP的方法描述于Nakagawa等人，

J.Am.Chem.Soc.107:7087‑7092,1985。在一种实施方式中，TAP是化学合成的(合成肽)。本

公开的另一实施方式涉及非天然存在的肽，其中，所述肽由本文限定的氨基酸序列组成或

基本上由本文限定的氨基酸序列组成并且已经合成产生(例如，合成)为药学上可接受的

盐。根据本公开的TAP的盐与处于其体内一种或多种状态的肽显著不同，因为体内生成的肽

不是盐。肽的非天然盐形式可以调节肽的溶解度，特别是在包括肽的药物组合物的情况下，

例如，如本文公开的肽疫苗。优选地，盐是肽的药学上可接受的盐。

[0156] 在一种实施方式中，本文提及的TAP是分离的或基本上纯的。当化合物诸如肽或核

酸与存在于分子的自然环境中的组分或天然来源大分子(例如，包括其他核酸、蛋白、脂质、

糖，等等)分开时，该化合物是“分离的”或“基本上纯的”。通常，当化合物按重量计占样品中

总材料的至少60％，更通常75％、80％或85％，优选超过90％，和更优选超过95％时，该化合

物是基本上纯的。因此，例如，化学合成或通过重组技术产生的多肽通常基本上不含其天然

相关组分，例如，其来源大分子的组分。当核酸分子不与编码序列紧密接邻(即共价连接)

时，核酸分子是基本上纯的，在该核酸分子源自的生物体的天然存在的基因组中，该编码序

列通常与该核酸分子接邻。例如，可以通过从天然来源中提取；通过表达编码肽化合物的重

组核酸分子；或通过化学合成来获得基本上纯的化合物。纯度可以使用任何合适的方法测

量，例如柱色谱、凝胶电泳、HPLC等。在一种实施方式中，TAP在溶液中。在另一实施方式中，

TAP是固体形式，例如冻干的。

[0157] 在一种实施方式中，TAP由位于基因组的非蛋白编码区的序列编码。在一种实施方

式中，TAP由位于基因间区中的序列编码。在另一实施方式中，TAP由非编码RNA  (ncRNA)编

码。

[0158] 在另一方面，本公开另外提供了包括本文所述TAP的至少一种的合成长肽(SLP)。

在一种实施方式中，SLP包括至少两种TAP，其中TAP的至少一种是本文所描述的TAP。在一种

实施方式中，SLP包括本文所述的TAP的至少两种，三种，四种或五种。在一种实施方式中，

SLP包括与一个或多个氨基酸或结构域连接的本文所述的TAP的至少一种，该氨基酸或结构

域赋予SLP期望的特性，诸如稳定SLP和/或改善MHC分子加工和呈递的序列或结构域，例如

包括可被细胞蛋白酶诸如组织蛋白酶切割的基序的序列。在另一实施方式中，SLP包括本文

所述的TAP的至少一种，以及与MHC  II类分子结合的TAP。TAP可以直接相互附接，或者可以

经由接头诸如短氨基酸接头间接附接。在实施方式中，接头包括约4至约20个氨基酸，或约4

至约15个氨基酸，例如4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14或15个氨基酸。在一种实施方式中，接

头包括甘氨酸残基、丝氨酸残基、脯氨酸残基、苏氨酸残基或其混合物。在一种实施方式中，

SLP具有的长度为200、150、100、90、80、70、60或50个氨基酸或更少。在另外的实施方式中，
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SLP具有的长度为20至50、45或40个氨基酸，例如20或25个氨基酸至30、35或40个氨基酸。如

本文所用，“合成的”是指未从其天然来源中分离的肽或核酸分子，例如，通过重组技术或使

用化学合成产生的。

[0159] 在另一方面，本公开另外提供了编码本文提及的TAP或肿瘤抗原前体‑肽或SLP的

核酸(例如，分离的)。在一种实施方式中，核酸包括约21个核苷酸至约45个核苷酸，约24个

至约45个核苷酸，例如24、27、30、33、36、39、42或45个核苷酸。

[0160] 在一种实施方式中，编码本公开的TAP的核酸(DNA、RNA)包括以下的任何一种：SEQ 

ID  NO:51‑73和75‑100，或SEQ  ID  NO:51‑67、72、75、77、79、81、83、88、90、91和96，或SEQ  ID 

NO:51‑67、72和75(例如SEQ  ID  NO:51‑67和72)中限定的序列，或者相应的RNA序列(即，其

中胸腺嘧啶核碱基(T)被尿嘧啶核碱基(U)取代)。在一种实施方式中，编码TAP的核酸是

mRNA分子。在一种实施方式中，核酸呈溶液形式。在另一实施方式中，核酸呈固体形式，例如

冻干的。

[0161] 本公开的核酸可用于重组表达本公开TAP或SLP，并且可以被包括在载体或质粒

中，诸如克隆载体或表达载体，其可以被转染到宿主细胞中。在一种实施方式中，本公开提

供了包括编码本公开的TAP的核酸序列的克隆、表达或病毒载体或质粒。可选地，可以将编

码本公开的TAP的核酸掺入宿主细胞的基因组中。在任一情况下，宿主细胞表达由核酸编码

的TAP或蛋白。如本文所用，术语“宿主细胞”不仅指特定的受试者细胞，而且还指此类细胞

的后代或潜在后代。宿主细胞可以是能够表达本文所述的TAP的任何原核细胞(例如，大肠

杆菌(E.coli))或真核细胞(例如，昆虫细胞、酵母细胞、植物细胞或哺乳动物细胞)。载体或

质粒含有插入的编码序列的转录和翻译所必需的元件，以及可以含有其他组分(诸如，抗性

基因、克隆位点等)。可以使用本领域技术人员熟知的方法构建表达载体，该表达载体含有

编码肽或多肽的序列以及与其可操作地连接的合适的转录和翻译控制/调控元件。这些方

法包括体外重组DNA技术、合成技术和体内基因重组。此类技术描述于Sambrook .等人

(1989)Molecular  Cloning ,A  Laboratory  Manual ,Cold  Spring  Harbor  Press ,

Plainview ,N .Y .，和Ausubel ,F .M .等人(1989)Current  Protocols  in  Molecular 

Biology,John  Wiley&Sons,New  York,N.Y.。“可操作地连接”是指组分特别是核苷酸序列

的联接(juxtaposition)，使得可以进行组分的正常功能。因此，与调控序列可操作地连接

的编码序列是指核苷酸序列的构型，其中编码序列可以在调控序列的调控控制下，即转录

和/或翻译控制下表达。如本文所用，“调控/控制区”或“调控/控制序列”是指参与调控编码

核酸的表达的非编码核苷酸序列。因此，术语调控区包括启动子序列、调控蛋白结合位点、

上游激活序列等。载体(例如，表达载体)可以具有必需的5'上游和3'下游调控元件诸如启

动子序列(诸如CMV、PGK和EF‑1α启动子)、核糖体识别和结合TATA盒以及3'UTR  AAUAAA转录

终止序列，用于在其各自的宿主细胞中进行有效的基因转录和翻译。其他合适的启动子包

括以下的组成型启动子：猿猴病毒40(SV40)早期启动子、小鼠乳腺肿瘤病毒(MMTV)、HIV 

LTR启动子、MoMuLV启动子、禽白血病病毒启动子、EBV立即早期启动子和劳斯肉瘤病毒启动

子。还可以使用人基因启动子，包括但不限于肌动蛋白启动子、肌球蛋白启动子、血红蛋白

启动子和肌酸激酶启动子。在某些实施方式中，诱导型启动子也被认为是表达TAP的载体的

一部分。这提供了能够打开目的多核苷酸序列的表达或关闭表达的分子开关。诱导型启动

子的实例包括，但不限于金属硫蛋白启动子、糖皮质激素启动子、孕酮启动子或四环素启动
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子。载体的实例是质粒、自主复制序列和转座元件。其他示例性载体包括，但不限于质粒、噬

菌粒、粘粒、人工染色体(诸如酵母人工染色体(YAC)、细菌人工染色体(BAC)或PI来源的人

工染色体(PAC))、噬菌体(诸如λ噬菌体或M13噬菌体)和动物病毒。可用作载体的动物病毒

类别的实例包括，但不限于逆转录病毒(包括慢病毒)、腺病毒、腺相关病毒、疱疹病毒(例

如，单纯疱疹病毒)、痘病毒、杆状病毒、乳头瘤病毒和乳多空病毒(例如，SV40)。表达载体的

实例是在哺乳动物细胞中表达的Lenti‑XTM双顺反子表达系统(Neo)载体(Contech)、pClneo

载体(Promega)；在哺乳动物细胞中慢病毒介导的基因转移和表达的pLenti4/V5‑DESTTM、

pLenti6/V5‑DESTTM和pLenti6.2N5‑GW/lacZ(Invitrogen)。本文公开的TAP的编码序列可以

连接至此类表达载体中，用于在哺乳动物细胞中表达TAP。

[0162] 在某些实施方式中，编码本公开的TAP的核酸在病毒载体中提供。病毒载体可以是

来源于腺病毒、痘苗病毒、逆转录病毒、慢病毒或泡沫病毒的那些。如本文所用，术语“病毒

载体”是指核酸载体构建体，其包括至少一种病毒来源的元件并且具有被包装至病毒载体

颗粒中的能力。病毒载体可以含有本文所述的各种蛋白的编码序列来代替非必需的病毒基

因。在另一实施方式中，编码本公开的TAP的核酸在自扩增或自复制RNA(srRNA)载体中提

供。srRNA来源于正链RNA病毒，其中的结构蛋白已被移除并被目的异源基因取代。srRNA已

经成功地从黄病毒、诺达病毒(nodamura  viruse)、套式病毒和甲病毒中获得，其中治疗形

式的技术提供了反式结构蛋白以产生单周期病毒复制子颗粒(VRP)(参见，例如，Aliahmad 

et  al .Next  generation  self‑replicating  RNA  vectors  for  vaccines  and 

immunotherapies .Cancer  Gene  Ther(2022)。https://doi.org/10.1038/s41417‑022‑

00435‑8)。载体和/或颗粒可用于在体外或体内将DNA、RNA或其他核酸转移至细胞中。许多

形式的病毒载体是本领域已知的。

[0163] 在实施方式中，编码本公开的TAP的核酸(DNA、RNA)被包括在囊泡或纳米颗粒诸如

脂质囊泡(例如，脂质体)或脂质纳米颗粒(LNP)或任何其它合适的运载体(vehicle)中。因

此，在另一方面，本公开提供了囊泡或纳米颗粒，诸如脂质囊泡或纳米颗粒，其包括编码一

种或多种本文所述TAP的核酸，诸如mRNA。

[0164] 如本文使用的术语脂质体与其通常含义一致，是指由双层磷脂或任何类似的两亲

性脂质(例如，鞘脂)组成的包封内部水性介质的微小脂质囊泡。

[0165] 术语“脂质纳米颗粒”是指可以包括包围类似于脂质体的内部水性介质的一个或

多个脂质双层环的的脂质体样结构，或者是将分子(例如核酸)包封在非水性核心中的胶束

样结构。脂质纳米颗粒通常含有阳离子脂质，诸如可电离的阳离子脂质。可以用于LNP的阳

离子脂质的实例包括DOTMA、DOSPA、DOTAP、ePC、DLin‑MC3‑DMA、C12‑200、ALC‑0315、cKK‑

E12、脂质H(SM‑102)、OF‑Deg‑Lin、A2‑Iso5‑2DC18、306Oi10、BAME‑O16B、TT3、9A1P9、FTT5、

SS‑E、 SS‑EC、 SS‑OC以及

SS‑OP(参见，例如，Hou  et  al.,Nature  Reviews  Materials,volume  6,pages  1078‑1094

(2021)；Tenchov  et  al.,ACS  Nano,15,16982‑17015(2021)。

[0166] 脂质体和脂质纳米颗粒通常包括其他脂质组分，诸如脂质、脂质样物质和聚合物，

它们可以改善脂质体或纳米颗粒的特性，诸如稳定性、递送效力、耐受性和生物分布。这些

包括磷脂(例如，磷脂酰胆碱、磷脂酰乙醇胺、磷脂酰丝氨酸和磷脂酰甘油)，诸如1 ,2‑二硬

脂酰基‑sn‑甘油‑3‑磷酸胆碱(DSPC)和DOPE、甾醇(诸如胆固醇和胆固醇衍生物)、聚乙二醇

说　明　书 18/72 页

24

CN 118234745 A

24



化脂质(PEG‑脂质)诸如1 ,2‑二肉豆蔻酰基‑rac‑甘油‑3‑甲氧基聚乙二醇‑2000(PEG2000‑

DMG)和1,2‑二硬脂酰基‑rac‑甘油‑3‑甲氧基聚乙二醇‑2000(PEG2000‑DSG)。

[0167] 在一种实施方式中，根据本公开的脂质纳米颗粒包括一种或多种阳离子脂质，诸

如可电离的阳离子脂质。可电离阳离子脂质的实例包括PCT公开号WO  2017/061150和WO 

2019/188867中列出的那些，其涵盖以商品名 SS‑E、 SS‑EC、

SS‑OC和 SS‑OP商业化的可电离阳离子脂质。

[0168] 编码TAP的一种或多种的核酸(例如，mRNA)可以被修饰，例如以增加稳定性和/或

降低免疫原性。例如，5 '端可以被封端以稳定分子并降低免疫原性(例如，如美国专利号

10519189和US10494399所述)。可以用1‑甲基假尿苷修饰或取代mRNA的一个或多个核苷以

增加分子的稳定性或降低先天性免疫系统对分子的识别。US9371511中描述了经修饰核苷

的一种形式。可以对mRNA进行的其他类型的修饰包括掺入抗反向帽类似物(ARCA)、5'‑甲

基‑胞苷三磷酸酯(m5CTP)、N6‑甲基‑腺苷‑5 '‑三磷酸酯(m6ATP)、2‑硫代‑尿苷三磷酸酯

(s2UTP)、假尿苷三磷酸酯、N1甲基假尿苷三磷酸酯或5‑甲氧基尿苷三磷酸酯(5moUTP)。

mRNA还可以包括对5'‑和/或3'‑非翻译区(UTR)和聚腺苷酸化(多聚A)尾的额外修饰(参见，

例如，Kim  et  al.,Molecular&cellular  toxicology  vol.18,1(2022):1‑8)。对编码TAP的

核酸(例如，mRNA)的所有这些修饰和其他修饰都涵盖于本公开中。

[0169] 在另一方面，本公开提供了一种MHC  I类分子，其包括(即呈递或结合至)以下SEQ 

ID  NO的TAP的一种或多种：SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50，优选SEQ  ID  NO:1‑23，诸如SEQ  ID 

NO:1‑17和22。

[0170] 在一种实施方式中，MHC  I类分子是HLA‑A2分子，在另外的实施方式中是HLA‑A*

02:01分子。在一种实施方式中，MHC  I类分子是HLA‑A3分子，在另外的实施方式中是HLA‑A*

03:01或HLA‑A*03:02分子。在另一实施方式中，MHC  I类分子是HLA‑A11分子，在另外的实施

方式中是HLA‑A*11:01分子。在一种实施方式中，MHC  I类分子是HLA‑A23分子，在另外的实

施方式中是HLA‑A*23:01分子。在一种实施方式中，MHC  I类分子是HLA‑A24分子，在另外的

实施方式中是HLA‑A*24:02分子。在一种实施方式中，MHC  I类分子是HLA‑A30分子，在另外

的实施方式中是HLA‑A*30:01分子。在一种实施方式中，MHC  I类分子是HLA‑A32分子，在另

外的实施方式中是HLA‑A*32:01分子。在另一实施方式中，MHC  I类分子是HLA‑B07分子，在

另外的实施方式中是HLA‑B*07:02分子。在另一实施方式中，MHC  I类分子是HLA‑B13分子，

在另外的实施方式中是HLA‑B*13:02分子。在另一实施方式中，MHC  I类分子是HLA‑B18分

子，在另外的实施方式中是HLA‑B*18:01分子。在另一实施方式中，MHC  I类分子是HLA‑B27

分子，在另外的实施方式中是HLA‑B*27:05分子。在另一实施方式中，MHC  I类分子是HLA‑

B52分子，在另外的实施方式中是HLA‑B*52:01分子。在另一实施方式中，MHC  I类分子是

HLA‑C06分子，在另外的实施方式中是HLA‑C*06:02分子。在另一实施方式中，MHC  I类分子

是HLA‑C04分子，在另外的实施方式中是HLA‑C*04:01分子。在另一实施方式中，MHC  I类分

子是HLA‑C12分子，在另外的实施方式中是HLA‑C*12:02分子。

[0171] 在一种实施方式中，TAP(例如,SEQ  ID  NO：SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50，优选SEQ  ID 

NO:1‑23)与MHC  I类分子非共价结合(即，TAP被负载至或非共价结合至MHC  I类分子的肽结

合槽(groove)/口袋(pocket))。在另一实施方式中，TAP与MHC  I类分子(α链)共价附接/结
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合。在此类构建体中，TAP和MHC  I类分子(α链)作为合成融合蛋白产生，通常具有短的(例

如，5至20个残基，优选约8‑12个，例如，10个)柔性接头或间隔子(例如，聚甘氨酸接头)。在

另一方面，本公开提供了编码融合蛋白的核酸，该融合蛋白包括与MHC  I类分子(α链)融合

的本文限定的TAP。在一种实施方式中，MHC  I类分子(α链)‑肽复合体是多聚化的。因此，在

另一方面，本公开提供了(共价或非共价地)负载有本文提及的TAP的MHC  I类分子的多聚

体。此类多聚体可以附接至标签，例如荧光标签，其允许检测多聚体。已经开发了大量用于

产生MHC多聚体的策略，该MHC多聚体包括MHC二聚体、四聚体、五聚体、八聚体等(综述于

Bakker和Schumacher,Current  Opinion  in  Immunology  2005,17:428‑433)。例如，MHC多

聚体可用于检测和纯化抗原特异性T细胞。因此，在另一方面，本公开提供了用于检测或纯

化(分离、富集)对本文限定的TAP具有特异性的CD8+T淋巴细胞的方法，该方法包括将细胞

群与(共价或非共价地)负载有TAP的MHC  I类分子的多聚体接触；以及检测或分离被MHC  I

类多聚体结合的CD8+T淋巴细胞。可以使用已知方法分离被MHC  I类多聚体结合的CD8+T淋巴

细胞，例如荧光激活细胞分选(FACS)或磁激活细胞分选(MACS)。

[0172] 在又一方面，本公开提供了一种细胞(例如，宿主细胞)，在实施方式中是一种分离

的细胞，其包括本文提及的本公开的核酸、载体或质粒，即编码一种或多种TAP的核酸或载

体。在另一方面，本公开提供了在其表面表达结合或呈递根据本公开的TAP的MHC  I类分子

(例如，上文公开的等位基因中的MHC  I类分子)的细胞。在一种实施方式中，宿主细胞是真

核细胞，诸如哺乳动物细胞，优选人细胞，细胞系或永生化细胞。在另一实施方式中，细胞是

抗原呈递细胞(APC)。在一种实施方式中，宿主细胞是原代细胞、细胞系或永生化细胞。在另

一实施方式中，细胞是抗原呈递细胞(APC)。可以经由常规转化或转染技术将核酸和载体引

入细胞中。术语“转化”和“转染”是指将外源核酸引入宿主细胞的技术，包括磷酸钙或氯化

钙共沉淀、DEAE‑葡聚糖介导的转染、脂质体转染、电穿孔、微注射和病毒介导的转染。转化

或转染宿主细胞的合适方法可见于例如Sambrook等人(同上)和其他实验室手册。在体内将

核酸引入哺乳动物细胞的方法也是已知的，并且可用于将本公开的载体或质粒递送至受试

者以进行基因治疗。

[0173] 可以使用本领域已知的多种方法将一种或多种TAP负载至细胞(诸如APC)。如本文

所用，用TAP“负载细胞”是指将编码TAP的RNA或DNA或者或TAP转染至细胞中，或替代地，用

编码TAP的核酸转化APC。还可以通过将细胞与可以直接结合存在于细胞表面的MHC  I类分

子(例如，肽冲击细胞)的外源性TAP接触来负载细胞。还可以将TAP融合至促进其被MHC  I类

分子呈递的结构域或基序，例如融合至内质网(ER)回收信号、C末端Lys‑Asp‑Glu‑Leu序列

(参见Wang等人，Eur  J  Immunol.2004Dec；34(12):3582‑94)。

[0174] 在另一方面，本公开提供了一种组合物或肽组合/库，其包括本文限定的TAP(或编

码所述肽的核酸)中的任一种或其任何组合。在一种实施方式中，组合物包括本文限定的

TAP的任何组合(2、3、4、5、6、7、8、9、10种或更多种TAP的任何组合)，或编码所述TAP的核酸

的组合)。本公开涵盖包括本文限定的TAP的任何组合/亚组合的组合物。在另一实施方式

中，组合或库可以包括一种或多种已知的肿瘤抗原。

[0175] 因此，在另一方面，本公开提供了组合物，该组合物包括本文限定的TAP或者一种

或多种SLP(例如，其包括以下序列或由以下序列组成：SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50，优选SEQ 

ID  NO:1‑23，诸如SEQ  ID  NO:1‑17和22)中的任何一种或任何组合，以及表达MHC  I类分子
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(例如，上文公开的等位基因之一的MHC  I类分子)的细胞。用于本公开的APC不限于特定类

型的细胞并且包括专职性APC，诸如树突状细胞(DC)、朗格汉斯细胞、巨噬细胞和B细胞，已

知它们在其细胞表面呈递蛋白抗原以被CD8+T淋巴细胞识别。例如，可以通过从外周血单核

细胞中诱导DC，然后在体外、离体或体内接触(刺激)TAP来获得APC。APC还可以被激活以在

体内呈递TAP，其中向受试者给药一种或多种本公开的TAP并且在受试者体内诱导呈递TAP

的APC。短语“诱导APC”或“刺激APC”包括用一种或多种TAP或编码TAP的核酸接触或负载细

胞，使得由MHC  I类分子在其表面呈递TAP。如本文所述，根据本公开，可以间接负载TAP，例

如使用包括TAP序列的较长肽/多肽(包括天然蛋白)，然后在APC内对其进行处理(例如，通

过蛋白酶)以在细胞表面生成TAP/MHC  I类复合体。在用TAP负载APC并允许APC呈递TAP后，

APC可以作为疫苗向受试者给药。例如，离体给药可以包括以下步骤：(a)从第一受试者收集

APC，(b)将步骤(a)的APC与TAP接触/负载，以在APC表面形成MHC  I类/TAP复合体；以及(c)

向需要治疗的第二受试者给药负载有肽的APC。

[0176] 第一受试者和第二受试者可以是相同受试者(例如，自体疫苗)，或者可以是不同

受试者(例如，同种异体疫苗)。替代地，根据本公开，提供了本文所述的TAP(或其组合)用于

制备用于诱导抗原呈递细胞的组合物(例如，药物组合物)的用途。此外，本公开提供了制备

用于诱导抗原呈递细胞的药物组合物的方法或工艺，其中该方法或工艺包括将TAP或其组

合与药学上可接受的负载体混合或配制的步骤。负载有本文限定的TAP中的任何一种或任

何组合的细胞诸如表达MHC  I类分子(例如，上述HLA分子的任一种)可以用于刺激/扩增CD8
+T淋巴细胞，例如自体CD8+T淋巴细胞。因此，在另一方面，本公开提供了组合物，其包括本文

限定的TAP中的任一种或任何组合(或编码其的核酸或载体)；表达MHC  I类分子的细胞，以

及T淋巴细胞，更特别地CD8+T淋巴细胞(例如，包括CD8+T淋巴细胞的细胞群)。

[0177] 在一种实施方式中，组合物还包括缓冲剂、赋形剂、负载体、稀释剂和/或介质(例

如，培养基)。在另外的实施方式中，缓冲剂、赋形剂、负载体、稀释剂和/或介质是药学上可

接受的一种或多种缓冲剂、一种或多种赋形剂、一种或多种负载体、一种或多种稀释剂和/

或介质((多种)介质)。如本文所用，“药学上可接受的缓冲剂、赋形剂、负载体、稀释剂和/或

介质”包括任何和所有溶剂、缓冲剂、粘合剂、润滑剂、填充剂、增稠剂、崩解剂、增塑剂、包

衣、阻隔层制剂、润滑剂、稳定剂、缓释剂、分散介质、包衣、抗细菌和抗真菌剂、等渗剂等，它

们是生理学相容的，不干扰一种或多种活性成分的生物活性的有效性并且对受试者无毒。

此类介质和试剂用于药物活性物质的用途是本领域熟知的(Rowe  et  al .,Handbook  of 

pharmaceutical  excipients,2003,4th  edition,Pharmaceutical  Press,London  UK)。除

非任何常规介质或试剂与活性化合物(肽、细胞)不相容，否则预期将其用于本公开的组合

物中。在一种实施方式中，缓冲剂、赋形剂、负载体和/或介质是非天然存在的缓冲剂、赋形

剂、负载体和/或介质。在一种实施方式中，本文限定的一种或多种TAP，或编码所述一种或

多种TAP的核酸(例如，mRNA)包括在以下中或者与以下复合：囊泡诸如脂质囊泡或脂质体

(例如阳离子脂质囊泡或脂质体)(参见，例如，Vitor  MT  et  al.,Recent  Pat  Drug  Deliv 

Formul.2013Aug；7(2):99‑110)或者其他合适的负载体。

[0178] 在另一方面，本公开提供了组合物，该组合物包括本文限定的TAP或者一种或多种

SLP(例如，其包括SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50的序列或由SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50的序列组

成，优选SEQ  ID  NO:1‑23诸如SEQ  ID  NO:1‑17和22)(或编码所述一种或多种肽或者一种或
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多种SLP的一种或多种核酸)中的一种或多种、任何一种或任意组合，以及缓冲剂、赋形剂、

负载体、稀释剂和/或介质。对于包括细胞(例如，APC、T淋巴细胞)的组合物，该组合物包括

实现维持活细胞的合适介质。此类介质的典型实例包括盐水溶液、Earl’s平衡盐溶液(Life

)或 (Baxter )。在一种实施方式中，组合物

(例如药物组合物)是“免疫原性组合物”、“疫苗组合物”或“疫苗”。如本文所用，术语“免疫

原性组合物”、“疫苗组合物”或“疫苗”是指包括一种或多种TAP或疫苗载体的组合物或制

剂，并且当向受试者给药时，其能够诱导针对其中存在的一种或多种TAP的免疫应答。用于

在哺乳动物中诱导免疫应答的疫苗接种方法包括使用疫苗或疫苗载体通过疫苗领域已知

的任何常规途径给药，例如经由粘膜(例如，眼、鼻内、肺、口腔、胃、肠、直肠、阴道或泌尿道)

表面，经由肠胃外(例如，皮下、皮内、肌内、静脉内或腹腔)途径，或表面给药(例如，经由经

皮递送系统，诸如贴剂)。在一种实施方式中，TAP(或其组合)与负载体蛋白缀合(缀合疫苗)

以增加一种或多种TAP的免疫原性。因此，本公开提供了包括TAP(或其组合)、或编码TAP或

其组合的核酸以及负载体蛋白的组合物(缀合物)。例如，一种或多种TAP或者一种或多种核

酸可以 与以 下缀合或复合：T o l l样受体 (T L R)配体 (参 见，例如，Z o m等人，Ad v 

Immunol .2012 ,114:177‑201)或聚合物/树枝状聚合物 (参见，例如，Liu等人，

Biomacromolecules.2013Aug  12；14(8):2798‑806)。在一种实施方式中，免疫原性组合物

或疫苗还包括佐剂。“佐剂”是指当添加至免疫原性剂诸如抗原(根据本公开的TAP、核酸和/

或细胞)时，在暴露于混合物后非特异性地增强或加强宿主中对该剂的免疫应答的物质。目

前用于疫苗领域的佐剂的实例包括(1)矿物盐(铝盐诸如磷酸铝和氢氧化铝、磷酸钙凝胶)、

角鲨烯，(2)油基佐剂，诸如基于油乳剂和表面活性剂基制剂，例如MF59(微流化洗涤剂稳定

的水包油乳液)、QS21(纯化皂苷)、AS02[SBAS2](水包油乳液+MPL+QS‑21)，(3)颗粒佐剂，例

如病毒微体(并入流感血凝素的单层脂质体运载体)、AS04([SBAS4]铝盐与MPL)、ISCOMS(皂

苷和脂质的结构化复合体)、聚丙交酯co‑乙交酯(PLG)，(4)微生物衍生物(天然的和合成

的)，例如，单磷酰脂质A  (MPL)、Detox(MPL+草分枝杆菌(M.Phlei)细胞壁骨架)、AGP[RC‑

529](合成的酰化单糖)、DC_Chol(能够自组织成脂质体的类脂免疫刺激剂)、OM‑174(脂质A

衍生物)、CpG基序(含有免疫刺激性CpG基序的合成寡核苷酸)、改性LT和CT(遗传修饰的细

菌毒素以提供无毒佐剂效果)，(5)内源性人免疫调节剂，例如hGM‑CSF或hIL‑12(可以作为

蛋白或编码质粒给药的细胞因子)、Immudaptin(C3d串联阵列)，和/或(6)惰性运载体，诸如

金颗粒等。

[0179] 在一种实施方式中，一种或多种TAP或者一种或多种SLP(例如，其包括SEQ  ID  NO:

1‑23和25‑50的序列，或由SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50的序列组成，优选SEQ  ID  NO:1‑23)(或

编码所述一种或多种肽的核酸诸如mRNA)或者包括它们的组合物是冻干形式。在另一实施

方式中，一种或多种TAP、一种或多种SLP或者一种或多种核酸或包括其的组合物在液体组

合物中。在另外的实施方式中，在组合物中一种或多种TAP、一种或多种SLP或者一种或多种

核酸的浓度为约0.01μg/mL至约100μg/mL。在另外的实施方式中，组合物中的一种或多种

TAP、一种或多种SLP或者一种或多种核酸的浓度为约0.2μg/mL至约50μg/mL，约0.5μg/mL至
约10、20、30、40或50μg/mL，约1μg/mL至约10μg/mL，或约2μg/mL。
[0180] 如本文所述，表达负载有或结合有本文限定的TAP中的任一种或任何组合的MHC  I

类分子的细胞，诸如APC，可用于体内或离体刺激/扩增CD8+T淋巴细胞。因此，在另一方面，
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本公开提供了能够与本文提及的MHC  I类分子/TAP复合体相互作用或结合的T细胞受体

(TCR)分子，以及编码此类TCR分子的核酸分子，以及包括此类核酸分子的载体。根据本公开

的TCR能够特异性地与TAP相互作用或结合，该TAP负载于MHC  I类分子上或由MHC  I类分子

呈递，优选地在体外或体内的活细胞表面上。

[0181] 如本文所用，术语TCR是指具有可变结合结构域、恒定结构域、跨膜区和短细胞质

尾的免疫球蛋白超家族成员；参见，例如，Janeway  et  al ,Immunobiology:The  Immune 

Systemin  Health  and  Disease ,3rd  Ed .,Current  Biology  Publications ,p .4:33 ,

1997)，其能够特异性结合与MHC受体结合的抗原肽。TCR可见于细胞表面上，并且通常由具

有α和β链的异二聚体(也分别称为TCRα和TCRβ)组成。如免疫球蛋白，TCR链的细胞外部分

(例如，α‑链、β‑链)含有两个免疫球蛋白区、可变区(例如，TCR可变α区或Vα和TCR可变β区或

Vβ；通常基于N‑末端处的Rabat编号的氨基酸1至116)，和与细胞膜相邻的一个恒定区(例

如，TCR恒定结构域α或Cα和通常基于Rabat的氨基酸117至259，TCR恒定结构域β或Cβ，通常

基于Rabat的氨基酸117至295)。此外，如免疫球蛋白，可变结构域含有由框架区(FR)分隔的

互补决定区(CDR，每条链中3个)。在某些实施方式中，TCR可见于T细胞(或T淋巴细胞)的表

面上并且与CD3复合体缔合。

[0182] TCR，且特别是编码本公开的TCR的核酸可以例如应用于基因转化/改性T淋巴细胞

(例如，CD8+T淋巴细胞)或其他类型的淋巴细胞，产生特异性识别MHC  I类/TAP复合体的新T

淋巴细胞克隆。在具体实施方式中，从患者获得的T淋巴细胞(例如，CD8+T淋巴细胞)被转化

以表达识别TAP的一种或多种TCR，并向患者给药转化的细胞(自体细胞输血)。在具体实施

方式中，从供体获得的T淋巴细胞(例如CD8+T淋巴细胞)被转化以表达识别TAP的一种或多

种TCR，并向患者给药转化的细胞(同种异体细胞输血)。在另一实施方式中，本公开提供了T

淋巴细胞，例如，被编码TAP特异性TCR的载体或质粒转化/转染的CD8+T淋巴细胞。在另一实

施方式中，本公开提供了使用用TAP特异性TCR转化的自体或同种异体细胞治疗患者的方

法。在某些实施方式中，通过使用例如CRISPR、TALEN、锌指或其他靶向破坏系统替换内源性

基因座(例如内源性TRAC和/或TRBC基因座)，TCR在原代T细胞(例如，细胞毒性T细胞)中表

达。

[0183] 在另一实施方式中，本公开提供了编码上述TCR的核酸。在另外的实施方式中，核

酸存在于载体，诸如上述载体中。在另外的实施方式中，核酸是mRNA分子。

[0184] 在又另外的实施方式中，提供了肿瘤抗原特异性TCR在制造用于治疗癌症(例如，

结直肠癌)的自体或同种异体细胞中的用途。

[0185] 在一些实施方式中，用本公开的组合物(例如，药物组合物)治疗的患者在用抗肿

瘤剂和/或免疫疗法(例如，CAR疗法)治疗之前或之后接受治疗。本公开的组合物包括：针对

TAP离体激活的同种异体T淋巴细胞(例如，CD8+T淋巴细胞)；负载有TAP的同种异体或自体

APC疫苗；TAP疫苗以及用肿瘤抗原特异性TCR转化的同种异体或自体T淋巴细胞(例如，CD8+

T淋巴细胞)或淋巴细胞。根据本公开的提供能够识别TAP的T淋巴细胞克隆的方法可以特异

性靶向受试者(例如，移植接受者)，例如ASCT和/或供体淋巴细胞输注(DLI)接受者中表达

TAP的肿瘤细胞并且可以针对其产生。因此，本公开提供了编码和表达能够特异性识别或结

合TAP/MHC  I类分子复合体的T细胞受体的CD8+T淋巴细胞。所述T淋巴细胞(例如，CD8+T淋巴

细胞)可以是重组的(工程化的)或天然选择的T淋巴细胞。因此，本说明书提供了用于产生
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本公开的CD8+T淋巴细胞的至少两种方法，其包括以下步骤：在有利于触发T细胞激活和扩

增的条件下使未分化的淋巴细胞与TAP/MHC  I类分子复合体(通常在细胞诸如APC表面表

达)接触，这可以在体外或体内(即在给药了APC疫苗的患者中，其中APC负载有TAP，或在用

TAP疫苗治疗的患者中)进行。使用与MHC  I类分子结合的TAP的组合或库，可能产生能够识

别多种TAP的CD8+T淋巴细胞群。替代地，肿瘤抗原特异性或靶向肿瘤抗原的T淋巴细胞可以

通过克隆编码与MHC  I类分子/TAP复合体特异性结合的TCR(更特别地α和β链)的一种或多

种核酸(基因)来在体外或离体生产/产生(即工程化的或重组的CD8+T淋巴细胞)。编码本公

开的TAP特异性TCR的核酸可以使用本领域已知的方法从针对TAP离体激活的T淋巴细胞(例

如，用负载有TAP的APC)获得；或从针对肽/MHC分子复合体表现出免疫应答的个体获得。本

公开的TAP特异性TCR可以在从移植接受者或移植供体获得的宿主细胞和/或宿主淋巴细胞

中重组表达，并且任选地在体外分化以提供细胞毒性T淋巴细胞(CTL)。可以使用任何合适

的方法诸如转染(例如，电穿孔)或转导(例如，使用病毒载体)，来将编码TCRα和β链的核酸

(转基因)引入到T细胞(例如，来自待治疗的受试者或其他个体)中。可以使用熟知的培养方

法在体外扩增表达对TAP具有特异性的TCR的工程化CD8+T淋巴细胞。

[0186] 本公开提供了用于制备表达如本文所述的TCR的免疫效应细胞的方法。在一种实

施方式中，该方法包括转染或转导免疫效应细胞，例如，从受试者，诸如患有结直肠癌(例

如，结肠癌、直肠癌)的受试者分离的免疫效应细胞，使得免疫效应细胞表达如本文所述的

一种或多种TCR。在某些实施方式中，免疫效应细胞分离自个体并且在体外没有进一步操作

的情况下进行遗传修饰。然后可以将此类细胞直接重新给药于个体中。在另外的实施方式

中，免疫效应细胞在经遗传修饰以表达TCR之前首先在体外被激活和刺激以增殖。在这方

面，免疫效应细胞可以在经遗传修饰(即，如本文所述被转导或转染以表达TCR)之前或之后

培养。

[0187] 在本文所述的免疫效应细胞的体外操作或遗传修饰之前，细胞来源可以获自受试

者。特别地，与本文所述的TCR一起使用的免疫效应细胞包括T细胞。T细胞可以获自多种来

源，包括外周血单核细胞(PBMC)、骨髓、淋巴结组织、脐带血、胸腺组织、感染部位的组织、腹

水、胸腔积液、脾组织和肿瘤。在某些实施方式中，使用技术人员已知的任何数量的技术，诸

如FICOLLTM分离，可以从受试者收集的单位血液中获得T细胞。在一种实施方式中，来自个体

循环血液的细胞通过血浆分离置换法(单采法)获得。血浆分离置换法(单采法)的产物通常

含有淋巴细胞，包括T细胞、单核细胞、粒细胞、B细胞、其他有核白细胞、红细胞和血小板。在

一种实施方式中，可以洗涤通过血浆分离置换法(单采法)收集的细胞以移除血浆级分并将

细胞置于适当的缓冲剂或介质中用于后续处理。在本发明的一种实施方式中，细胞用PBS洗

涤。在替代的实施方式中，洗涤后的溶液缺乏钙并且可能缺乏镁或可能缺乏许多(如果并非

全部)二价阳离子。如本领域普通技术人员将理解的，洗涤步骤可以通过本领域技术人员已

知的方法来完成，诸如通过使用半自动流通式离心机。洗涤后，可以将细胞重悬于各种生物

相容性缓冲剂或其他含或不含缓冲剂的盐水溶液中。在某些实施方式中，可以在细胞直接

重悬培养基中移除血浆分离置换法(单采法)样品的非期望组分。在某些实施方式中，通过

裂解红细胞并耗竭单核细胞，例如通过PERCOLLTM梯度离心，从外周血单核细胞(PBMC)分离T

细胞。可以通过阳性或阴性选择技术进一步分离特定的T细胞亚群，诸如CD28+、CD4+、CD8+、

CD45RA+和CD45RO+T细胞。例如，通过负选择的T细胞群的富集可以用针对负选择细胞特有
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的表面标志物的抗体组合来完成。用于本文的方法是经由负磁免疫粘附或流式细胞术的细

胞分选和/或选择，其使用针对存在于负选择的细胞上的细胞表面标志物的单克隆抗体混

合物。例如，为了通过负选择富集CD8+细胞，单克隆抗体混合物通常包括针对CD14、CD20、

CD11b、CD16、HLA‑DR和CD4的抗体。流式细胞术和细胞分选也可用于分离目的细胞群以用于

本公开。PBMC可以直接用于使用本文所述的方法用TCR进行遗传修饰。在某些实施方式中，

在分离PBMC后，进一步分离T淋巴细胞，并且在某些实施方式中，细胞毒性和辅助T淋巴细胞

两者可在遗传修饰和/或扩增之前或之后分选成幼稚、记忆和效应T细胞亚群。

[0188] 本公开提供了分离的免疫细胞，诸如CD8+T淋巴细胞，其被TAP(即与在细胞表面表

达的MHC  I类分子结合的TAP)或TAP的组合特异性诱导、激活和/或扩增(扩大)。本公开还提

供了组合物，其包括能够识别根据本公开的TAP或其组合(即，一种或多种与MHC  I类分子结

合的TAP)的CD8+T淋巴细胞和所述一种或多种TAP。在另一方面，本公开提供了细胞群或细

胞培养物(例如，CD8+T淋巴细胞群)，其富集特异性识别如本文所述的一种或多种MHC  I类

分子/TAP复合体的CD8+T淋巴细胞。这种富集的群体可以通过使用细胞诸如表达负载有(例

如呈递)本文公开的一种或多种TAP的MHC  I类分子的APC进行特异性T淋巴细胞的离体扩增

来获得。如本文所用的“富集”意指群体中肿瘤抗原特异性CD8+T淋巴细胞的比例相对于天

然细胞群(即未经历特异性T淋巴细胞的离体扩增步骤)显著更高。在另外的实施方式中，细

胞群中TAP特异性CD8+T淋巴细胞的比例为至少约0.5％，例如至少约1％、1.5％、2％或3％。

在一些实施方式中，细胞群中TAP特异性CD8+T淋巴细胞的比例为约0.5至约10％、约0.5至

约8％、约0.5至约5％、约0.5至约4％、约0.5至约3％、约1％至约5％、约1％至约4％、约1％

至约3％、约2％至约5％、约2％至约4％、约2％至约3％、约3％至约5％或约3％至约4％。这

种富集特异性识别一种或多种目的MHC  I类分子/肽(TAP)复合体的CD8+T淋巴细胞的细胞

群或培养物(例如，CD8+T淋巴细胞群)可用于基于肿瘤抗原的癌症免疫疗法，如下详述。在

一些实施方式中，进一步富集TAP特异性CD8+T淋巴细胞群，例如使用基于亲和力的系统，诸

如(共价或非共价地)负载有本文限定的一种或多种TAP的MHC  I类分子的多聚体。因此，本

公开提供了纯化或分离的TAP特异性CD8+T淋巴细胞群，例如，其中TAP特异性CD8+T淋巴细胞

的比例为至少约50％、60％、70％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％。

[0189] 在另一方面，本公开提供了抗体或其抗原结合片段或可溶性TCR，其与包括结合到

HLA分子(诸如本文定义的HLA分子)的本文所述TAP的复合体特异性结合。这种抗体通常被

称为TCR样抗体。如本文所用的术语“抗体或其抗原结合片段”是指任何类型的抗体/抗体片

段，其包括单克隆抗体(包括全长单克隆抗体)、多克隆抗体、多特异性抗体、人源化抗体、

CDR移植抗体、嵌合抗体和抗体片段，只要它们表现出所需的抗原特异性/结合活性。抗体片

段包括全长抗体的一部分，通常是其抗原结合区或可变区。抗体片段的实例包括Fab、Fab'、

F(ab')2和Fv片段、双抗体、线性抗体、单链抗体分子(例如，单链Fv、scFv)、单域抗体(例如，

来自骆驼科的抗体)、鲨NAR单域抗体以及由抗体片段、单链双抗体(scDb)、双特异性T细胞

衔接体(BiTE)、双亲和重靶向分子(DART)、二价scFv‑Fcs和三价scFv‑Fcs形成的多特异性

抗体。抗体片段也可以是指包括CDR或抗原结合结构域的结合部分，包括但不限于VH区(VH、

VH‑VH)、抗运载蛋白(anticalin)、佩普体(PepBody)、抗体‑T细胞表位融合体(Troybody)或

肽体(Peptibody)。在一种实施方式中，抗体或其抗原结合片段是单链抗体，优选单链Fv

(scFv)。在一种实施方式中，抗体或其抗原结合片段包括至少一个恒定结构域，例如，轻链
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和/或重链的恒定结构域，或其片段。在另外的实施方式中，抗体或其抗原结合片段包括以

下的片段：抗体的恒定重链的可结晶片段(Fc)。在一种实施方式中，抗体或抗原结合片段是

包括Fc片段的scFv(scFv‑Fc)。在一种实施方式中，scFv组分通过接头(例如，铰链)与Fc片

段连接。Fc区的存在有助于诱导针对肿瘤细胞的补体依赖性细胞毒性(CDC)或抗体依赖性

细胞毒性(ADCC)应答。

[0190] 在一种实施方式中，抗体或其抗原结合片段是多特异性抗体或其抗原结合片段，

诸如双特异性抗体或其抗原结合片段，其中多特异性抗体或抗体片段的抗原结合结构域的

至少一种识别包括与HLA分子结合的本文所述TAP的复合体。在一种实施方式中，多特异性

抗体或抗体片段的抗原结合结构域的至少一种识别免疫细胞效应分子。术语“免疫细胞效

应分子”是指由免疫细胞表达的分子(例如，蛋白)，并且其由多特异性抗体或抗体片段引起

的接合导致免疫细胞的激活。免疫细胞效应分子的实例包括T细胞诸如CD8T细胞中的CD3信

号传导复合体和NK细胞上的各种激活受体(NKG2D、KIR2DS、NKp44等)。在另外的实施方式

中，多特异性抗体或抗体片段的抗原结合结构域的至少一种识别并接合T细胞中的CD3信号

传导复合体(例如，抗CD3)。在另外的实施方式中，多特异性抗体或抗体片段是单链双抗体

(scDb)。在另一实施方式中，scDb包括第一抗体片段(例如，scFv)和第二抗体片段(例如，

scFv)，该第一抗体片段与包括与HLA分子结合的本文所述TAP的复合体结合，该第二抗体片

段与免疫细胞效应分子诸如T细胞中的CD3信号传导复合体(例如，抗CD3  scFv)结合并接

合。此类构建体可用于例如诱导对表达由多特异性抗体或抗体片段识别的肿瘤抗原/MHC复

合体的肿瘤细胞的细胞毒性T细胞介导的杀伤。抗体或其抗原结合片段也可用作嵌合抗原

受体(CAR)来产生CAR  T细胞、CAR  NK细胞等。CAR将为所需抗原(例如MHC/TAP复合体)提供

特异性的配体结合结构域(例如，抗体或抗体片段)与活化的细胞内结构域(或信号转导结

构域)部分(诸如T细胞或NK细胞激活结构域)相结合，从而提供初级激活信号。能够与由肿

瘤细胞表达的分子结合的抗体的抗原结合片段，以及更特别地是scFv，通常用作CAR中的配

体结合结构域。因此，在另一方面，本公开提供了表达本文所述抗体或抗体片段(例如，

scFv)的宿主细胞，优选免疫细胞诸如T细胞或NK细胞。

[0191] 在一种实施方式中，可溶性TCR是可溶性治疗性双特异性TCR (参见，例如，

Robinson  et  al.,FEBS  J.2021Nov；288(21):6159‑6173；Dilchert  et  al.,Antibodies

(Basel) .2022May  10；11(2):34)。

[0192] 本公开另外涉及包括上述免疫细胞(CD8+T淋巴细胞，CAR  T细胞)或TAP特异性CD8+

T淋巴细胞群的药物组合物或疫苗。此类药物组合物或疫苗可以包括一种或多种药学上可

接受的赋形剂和/或佐剂，如上所述。

[0193] 本公开另外涉及以下的用途：根据本公开的任何TAP或SLP(例如，包括SEQ  ID  NO:

1‑23和25‑50的任何序列，或者由SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50组成的任何序列，优选SEQ  ID 

NO:1‑23，诸如SEQ  ID  NO:1‑17和22)、核酸、表达载体、T细胞受体、抗体/抗体片段、细胞(例

如T淋巴细胞、APC、CAR  T细胞)和/或组合物或其任何组合，作为药物或在药物制造中的用

途。在一种实施方式中，药物用于治疗癌症，例如，癌症疫苗。本公开涉及根据本公开的任何

TAP、SLP、核酸、表达载体、T细胞受体、抗体/抗体片段、细胞(例如，T淋巴细胞、APC)和/或组

合物(例如，疫苗组合物)或其任何组合，用于治疗癌症的用途，例如，作为癌症疫苗。本文识

别的TAP序列可用于产生合成肽，以用于i)体外引发和扩增肿瘤抗原特异性T细胞以注射到
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肿瘤患者和/或ii)作为疫苗以诱导或增强癌症患者(诸如CRC患者)的抗肿瘤T细胞应答。在

一种实施方式中，癌症(例如，CRC)表达本文所述的TAP的一种或多种。

[0194] 在另一方面，本公开提供了本文所述TAP(例如，SEQ  ID  NO:1‑23和25‑50，优选SEQ 

ID  NO:1‑23，诸如SEQ  ID  NO:1‑17和22)或其组合(例如，肽库)，或编码一种或多种TAP的一

种或多种核酸，作为用于治疗受试者的癌症(诸如CRC)的疫苗的用途。本公开还提供了本文

所述的TAP或其组合(例如，肽库)，或编码一种或多种TAP的一种或多种核酸用作用于治疗

受试者的癌症诸如CRC的疫苗。在一种实施方式中，受试者是TAP特异性T淋巴细胞(例如，

CD8+T淋巴细胞)的接受者。因此，在另一方面，本公开提供了治疗癌症诸如CRC的方法(例

如，减少肿瘤细胞的数量、杀死肿瘤细胞)，所述方法包括向有此需要的受试者给药(输注)

有效量的识别(即表达结合其的TCR)一种或多种MHC  I类分子/TAP复合体(在细胞(诸如

APC)的表面表达)的T淋巴细胞(例如，CD8+T淋巴细胞)。在一种实施方式中，该方法进一步

包括，在给药/输注所述CD8+T淋巴细胞之后，向所述受试者给药有效量的以下项：TAP或其

组合，或者编码一种或多种TAP的一种或多种核酸和/或表达负载有一种或多种TAP的一种

或多种MHC  I类分子的细胞(例如，APC，诸如树突状细胞)。在又另外的实施方式中，该方法

包括向有此需要的受试者给药治疗有效量的负载有一种或多种TAP的树突状细胞。在又另

外的实施方式中，该方法包括向有此需要的患者给药治疗有效量的同种异体或自体细胞，

该细胞表达与由MHC  I类分子呈递的TAP结合的重组TCR。

[0195] 在另一方面，本公开提供了识别负载有(呈递)TAP或其组合的一种或多种MHC  I类

分子的T淋巴细胞(例如，CD8+T淋巴细胞)用于治疗受试者的癌症(例如，减少肿瘤细胞数

量、杀死肿瘤细胞)诸如CRC的用途。在另一方面，本公开提供了识别负载有(呈递)TAP或其

组合的一种或多种MHC  I类分子的T淋巴细胞(例如,CD8+T淋巴细胞)在制备/制造用于治疗

受试者的癌症(例如，减少肿瘤细胞数量、杀死肿瘤细胞)诸如CRC的药物的用途。在另一方

面，本公开提供了识别负载有(呈递)TAP或其组合的一种或多种MHC  I类分子的T淋巴细胞

(例如，CD8+T淋巴细胞)，用于治疗受试者的癌症(例如，减少肿瘤细胞数量、杀死肿瘤细胞)

诸如CRC的用途。在另外的实施方式中，该用途还包括，在使用所述TAP特异性CD8+T淋巴细

胞之后，使用有效量的TAP(或其组合)和/或表达负载有(呈递)TAP的一种或多种MHC  I类分

子的细胞(例如，APC)。

[0196] 本公开还提供了在受试者中产生针对表达负载有本文公开的任何TAP(例如,SEQ 

ID  NO:1‑23和25‑50，优选SEQ  ID  NO:1‑23，诸如SEQ  ID  NO:1‑17和22)或其组合的人I类

MHC分子的肿瘤细胞(例如，结直肠癌细胞)的免疫应答的方法，该方法包括给药特异性识别

负载有TAP或TAP的组合的I类MHC分子的细胞毒性T淋巴细胞。本公开还提供了特异性识别

负载有本文公开的任何TAP或TAP的组合的I类MHC分子的细胞毒性T淋巴细胞用于产生针对

表达负载有TAP或其组合的人I类MHC分子的肿瘤细胞的免疫应答的用途。

[0197] 在一种实施方式中，癌症是结直肠癌。在另外的实施方式中，癌症是结肠癌。在一

种实施方式中，癌症是直肠癌。在一种实施方式中，结直肠癌的特征在于微卫星不稳定性

(MSI)。在一种实施方式中，结直肠癌的特征在于微卫星稳定性(MSS)。在一种实施方式中，

结直肠癌的特征在于RAS(例如，KRAS)和/或RAF突变。在另一实施方式中，结直肠癌对化疗

具有抗性/难治性。在另一实施方式中，结直肠癌对EGFR抑制剂具有抗性/难治性。

[0198] 在一种实施方式中，本文所述的方法或用途进一步包括在治疗/使用之前确定由
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患者表达的HLA  I类等位基因，并给药或使用与由患者表达的一种或多种HLA  I类等位基因

结合的TAP。例如，如果确定患者表达HLA‑A2*01和HLA‑B07*02，则可以在患者中给药或使用

SEQ  ID  NO:6(与HLA‑A2*01结合)和/或SEQ  ID  NO:2、21、24和/或50(与HLA‑B07*02结合)的

TAP的任何组合。

[0199] 在一种实施方式中，根据本公开的TAP、SLP、核酸、表达载体、T细胞受体、抗体/抗

体片段、细胞(例如，T淋巴细胞、CAR  T或NK细胞、APC)和/或组合物或其任何组合，可以与一

种或多种额外的活性剂或疗法组合使用以治疗癌症(例如，CRC)，诸如化疗(例如，长春花生

物碱、破坏微管形成的剂(诸如秋水仙碱及其衍生物)、抗血管生成剂、治疗性抗体、EGFR靶

向剂、酪氨酸激酶靶向剂(诸如酪氨酸激酶抑制剂)、过渡金属复合体、蛋白酶体抑制剂、抗

代谢药物(诸如核苷类似物)、烷化剂、铂基剂、蒽环类抗生素类、拓扑异构酶抑制剂、大环内

酯类、类视黄醇类(诸如全反式视黄酸或其衍生物)、格尔德霉素(geldanamycin)或其衍生

物(诸如17‑AAG)、外科手术、免疫检查点抑制剂或免疫治疗剂(例如，PD‑1/PD‑L1抑制剂(诸

如抗PD‑1/PD‑L1抗体)、CTLA‑4抑制剂(诸如抗CTLA‑4抗体)、B7‑1/B7‑2抑制剂(诸如抗B7‑

1/B7‑2抗体)、TIM3抑制剂(诸如抗TIM3抗体)、BTLA抑制剂(诸如抗BTLA抗体)、CD47抑制剂

(诸如抗CD47抗体)、GITR抑制剂(诸如抗GITR抗体)、针对肿瘤抗原的抗体(例如，抗CD19、抗

CD22抗体)、基于细胞的疗法(例如，CAR  T细胞、CAR  NK细胞)以及细胞因子(诸如IL‑2、IL‑

7、IL‑21和IL‑15)。在一种实施方式中，根据本公开的TAP、核酸、表达载体、T细胞受体、细胞

(例如，T淋巴细胞、APC)和/或组合物与免疫检查点抑制剂组合给药/使用。在一种实施方式

中，根据本公开的TAP、核酸、表达载体、T细胞受体、细胞(例如，T淋巴细胞、APC)和/或组合

物与用于治疗CRC的一种或多种疗法(例如，外科手术、化疗(例如，使用5‑氟尿嘧啶、卡培他

滨(capecitabine)、奥沙利铂(oxaliplatin)、伊立替康(irinotecan)、雷替曲塞

(raltitrexed)、曲氟尿苷(trifluridine)、替匹嘧啶(tipiracil))、放射疗法、贝伐珠单抗

(bevacizumab)、西妥昔单抗 (cetuximab)、帕木单抗 (panitumumab)、瑞戈非尼

(regorafenib))组合给药/使用。

[0200] 可以在给药根据本公开的TAP、SLP、核酸、表达载体、T细胞受体、抗体/抗体片段、

细胞(例如，T淋巴细胞、CAR  T或NK细胞、APC)和/或组合物之前、同时或之后给药额外的疗

法。

[0201] 实施例

[0202] 通过以下非限制性实施例另外详细说明本公开。

[0203] 实施例1：实验程序

[0204] 细胞系。从美国典型培养物保藏中心(American  Type  Culture  Collection ,

ATCC)获得四种结直肠癌细胞系[COLO  205( CCL‑222TM)、HCT  116( CCL‑

247TM)、RKO( CRL‑2577TM)、SW620[SW‑620]( CCL‑227TM)]和一种正常胎儿小

肠细胞系[HIEC6( CRL3266TM)]。使COLO205、HCT116和SW620在补充有10％胎牛血清

(FBS)的RPMI‑1640(Gibco)中生长，使RKO在补充有10％  FBS的伊格尔最低必需培养基

(EMEM)( )中生长，并且使HIEC‑6在补充有20mM  HEPES(Gibco)、10mM

(Gibco)、10ng/mL表皮生长因子(EGF)(Gibco)和FBS至最终浓度为4％的 1减血

清培养基(Gibco)中生长。将所有细胞保持在37℃和5％  CO2下。为了收集，用温PBS漂洗细
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胞，之后将其用TrypLEMTExpress酶(1X)(Gibco)在37℃和5％  CO2下胰酶消化5‑15分钟。然

后将收获的材料以1000rpm旋转5分钟，用温PBS漂洗一次，然后重悬于冰冷的PBS中。细胞计

数后，使2x  108个CRC细胞的拷贝呈团块状并在‑80℃下冷冻直至进一步使用。根据制造商

的说明，使用W6/32抗HLA  I类抗体(BioXCell)通过QifikitTM(Agilent)测定CRC细胞系的

MHC  I类表面密度。

[0205] 原代组织。由匹配的结肠腺癌肿瘤和正常邻近组织(NAT)组成的六对原代性人样

品购自Tissue  Solutions。组织样品取自接受作为一线治疗的外科手术的患者，并在液氮

中快速冷冻。关于原代组织样品的更多信息可在表2中找到。

[0206] RNA提取。对于细胞系的RNA提取，收集1‑2百万个细胞并用冰冷的PBS洗涤一次。然

后将细胞重悬于TrizolTM(Invitrogen)中。对于细胞系和原代组织样品，使用制造商推荐的

AllPrepTMDNA/RNA/miRNA通用试剂盒(Qiagen)或RNeasyTMMini试剂盒(Qiagen)分离总RNA。

[0207] RNA测序。将500ng的总RNA用于文库制备。使用2100BioanalyzerTM系统(Agilent 

Technologies)上的BioanalyzerTMRNA  6000纳米测定对RNA质量控制进行了评估，并且所有

样品的RIN均高于8。使用KAPA  mRNAseq  HyperprepTM试剂盒(Roche)制备文库。用Illumina

双端标志UMI(IDT)进行连接。在BioAnalyzerTMDNA1000芯片上进行验证并通过QuBit和qPCR

进行定量后，将文库合并至等摩尔浓度，并使用NextseqTM高输出150(2x75bp)循环试剂盒用

Illumina  Nextseq500进行测序。细胞系和组织样品分别生成了平均1.29亿和9500万个双

端PF读段。在免疫学和癌症研究所(Research  in  Immunology  and  Cancer,IRIC)的基因组

平台上进行文库制备和测序。

[0208] 生物信息学分析。使用Trimmomatic版本0.35对序列进行修剪(17)，并使用STAR版

本2 .7 .1a与参考人类基因组版本GRCh38(来自Gencode版本33的基因注释，基于Ensembl 

99)进行比对(18)。为了获得这些链RNA文库的归一化基因和转录水平表达(以TPM值表示)，

基因表达既可以直接从STAR获得读段计数，也可以使用RSEM(19)计算获得。

[0209] HLA基因分型。使用OptiType(https://github.com/FRED‑2/OptiType)对细胞系

和组织进行HLA基因分型(20)。

[0210] 微卫星不稳定性预测。利用MSIsensor程序使用配对肿瘤和NAT(https://

github.com/ding‑lab/msisensor)对原代肿瘤样品的MSI状态进行预测(21)。

[0211] 差异表达分析。将DESeq2版本1.22.2(22)用于归一化基因读段计数并计算肿瘤和

正常样品之间的差异表达。主成分分析(PCA)是使用前两个最有意义成分的归一化对数读

段计数生成的。对于细胞系的差异表达分析，计算与正常细胞系(HIEC‑6)相比四种CRC细胞

系的平均表达之间的倍数变化。使用Metascape工具将显著差异表达基因(DEG)(具有padj

低于0.05的基因)和具有│log2倍数变化│＞1的基因视为GO术语(23)。对于组织的成对差异

表达分析，将TPM归一化值用于比较肿瘤/NAT对。由于只对组织的单个复制品进行了测序，

而不是通过经调整的p值进行过滤，因此只选择了在所有六名受试者中对于GO术语分析具

有│log2倍数变化│＞1的显著差异表达的基因。当检查MSS和MSI组织之间的差异表达基因

时，应用了相同的倍数变化阈值。对于MSIDEG的GO术语分析，选择了在两种MSI组织中均排

他性差异表达的基因(即在任何MSS组织中不被认为是DEG)。对于MSSDEG的GO术语分析，如

果基因在3个或更多MSS组织中差异表达，则考虑这些基因。

[0212] 组织样品的转录组分析。如前所述，确定组织样品转录组中各种生物型的比例
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(24)。简而言之，在由Kallisto对Ensembl注释转录物进行定量和比对后(19)，使用

Kallisto索引对转录物和重复元件进行注释，该Kallisto索引包括补充有来自USCS表浏览

器GRCh38重复屏蔽数据库的遗传重复识别的Ensembl注释转录物(25)。

[0213] 突变谱/“遗传变体注释”。使用SNPEff(https://pcingola .github.io/SnpEff/#

snpeff)对细胞系和原始活检进行遗传变体识别(Genetic  variant  calling)(26)。

[0214] 数据库生成。如前所述构建全球癌症数据库(16)。简而言之，使用Trimmomatic版

本0.35对RNA‑seq读段进行修剪(17)，并使用STAR版本2.7.1a与参考人基因组版本GRCh38

(来自Gencode版本33的基因注释，基于Ensembl  99)进行比对(18)。将Kallisto(https://

pachterlab.github.io/kallisto)用于以TPM定量转录物表达(19)。通过将用Freebayes

(https://github.com/ekg/freebayes)识别出的单核苷酸变体(质量>20)整合到PyGeno中

来构建样品特异性外显子组(27)。然后将具有TPM>0的注释开放阅读框在计算机中进行翻

译并以fasta格式添加至典型蛋白质组中。为了生成癌症特异性蛋白质组，将RNA‑seq读段

切割成33个核苷酸的序列，称为kmer，并仅保留在细胞系的mTEC或组织的匹配NAT中存在的

<2的kmer。将重叠的kmer被组装成contigs，然后在计算机上对其进行3‑框架翻译。值得注

意的是，通过kmer方法生成的短肽序列随后被串联成大约一万个氨基酸的较长序列。使用

“JJ”序列作为分隔符串联这些肽，该分隔符被PeaksX+软件内部识别以便在序列出现时分

割该序列。然后，将典型蛋白质组和癌症特异性蛋白质组连串联以创建全球癌症数据库。细

胞系数据库平均由3.38x  106个序列组成。

[0215] MAP的分离。将CRC细胞系团块样品(每次复制2x108个细胞，每种细胞系4份复制

品)用PBS重悬至2mL，并且然后加入2mL冰冷的2X裂解缓冲剂(1％w/v  CHAPS)进行溶解。将

肿瘤和正常邻近组织样品(455mg至693mg之间)切成小块(立方体，大小～3mm)，并加入5ml

的冰冷的含蛋白抑制剂混合物(Sigma，cat#P8340‑5ml)的PBS。首先使用设定为速度

20000rpm的Ultra  Turrax  T25均质器(IKA‑Labortechnik)将组织均质两次，持续20秒，并

然后使用速度设定为25000rpm的Ultra  Turrax  T8均质器(IKA‑Labortechnik)均质20秒。

然后，将550μl冰冷的10X裂解缓冲剂(5％w/v  CHAPS)添加到各个样品中。在4℃下转动孵育

60分钟后，将组织样品和CRC细胞系样品在4℃下以10000g旋转30分钟。将上清液转移至含

1mg的W6/32抗体共价交联的蛋白A磁珠粒的新管中，并如前所述免疫沉淀MAP(28)。然后使

用Speed‑Vac干燥MAP提取物，并在MS分析前保持冷冻。

[0216] TMT标记。将MAP提取物重悬于pH  8.1的200mM  Hepes缓冲剂中。如下将在无水乙腈

中的50μg的TMT试剂(Thermo  Fisher  Scientific)加入样品中：将CRC细胞系复制品用

TMT6plex(lot#UG287166)通道TMT6‑126‑129标记；将组织样品用TMT10plex(lot#

UH285228)‑126(NAT)和‑127N(肿瘤)标记。将样品轻轻涡旋并在室温下反应1.5小时。然后

在室温下用50％羟胺猝灭样品30分钟，然后用4％FA/H2O稀释。将CRC细胞系复制品和单独

NAT‑肿瘤对进行组合。然后将样品在自制C18膜(Empore)柱上脱盐，并在‑20℃下储存直至

进样。为了定量原代组织样品中的目的MAP，将浓度为0 .75至192fmoles的合成肽用TMT 

10plex通道‑128N、‑128C、‑129N、‑129C、‑130N、‑130C、‑131标记，而NAT和CRC组织分别用‑

126和127N标记。请注意，通道‑127C是空的，以评估通道之间的污染。

[0217] 液相色谱‑串联MS分析。将干燥的肽提取物重悬于4％  FA中，并在EASY‑nLC  II系

统上使用106‑分钟梯度从0％至30％  ACN(0.2％  FA)和600nL/min的流速上样至自制C18分
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析柱(20cm  x  150μm  i.d .，填充有C18Jupiter  Phenomenex)上。使用Orbitrap  Exploris 

480光谱仪(Thermo  Fisher  Scientific)在正离子模式下使用2.8kV的Nanoflex源对样品

进行分析。每个完整的MS谱，以240,000分辨率采集，随后是20个MS/MS谱，其中选择最丰富

的多电荷离子进行MS/MS测序，分辨率为30 ,000，自动增益控制目标为100％，进样时间为

700ms，以及碰撞能量为40％。

[0218] MAP识别。使用PeaksX+软件(Bioinformatics  Solutions  Inc.)进行数据库搜索

(29)。将前体质量和碎片离子的误差容差分别设置为10.0ppm和0.01Da。使用了非特异性消

化模式(digest  mode)。将TMT6plex或10plex设定为固定PTM，并且可变修饰包括磷酸化

(STY)、氧化(M)、脱酰胺(NQ)和TMT6plex或10plex  STY。然后将峰搜索加载到MAPDP(30)中，

该MAPDP用于应用以下过滤器：基于NetMHCpan‑4.1b预测，使用5％  FDR，选择长度为8‑11个

氨基酸的肽，其中等级洗脱配体阈值≤2％。

[0219] RNA‑Seq数据中MAP编码序列的定量。如前所述，在RNA‑seq数据中定量MAP编码序

列(MCS)。简而言之，用内部python脚本(保藏于Zenodo，DOI：3739257)将MCS反向翻译成所

有可能的核苷酸序列。然后用GSNAP(32)将核苷酸序列映射到基因组上以确定能够编码给

定MAP的所有可能的基因组位置。MCS也被映射到转录组上以解释重叠了剪接位点的MAP，然

后用GSNAP将对应于这些MAP的转录组部分也映射到参考基因组上。对于感兴趣的MAP，对包

括MC的所有读段进行基因组比对。过滤GSNAP输出以仅保持序列和参考之间的完美匹配，从

而生成包含能够编码给定MAP的所有可能的基因组区域的文件。对每个所需RNA‑Seq样品

(诸如CRC和NAT、GTEx或TCGA样品)中其各自基因组位置含有MCS的读段进行求和，上述所需

RNA‑Seq在参考基因组上用STAR比对。最后，对给定MAP的所有读段计数进行求和，并对每个

目的样品中测序的读段总数进行归一化，以获得每亿读段(RPHM)计数。

[0220] MAP来源转录物的确定。为了研究来源于某些转录生物型的组织样品MAP的比例，

确定了基于每亿kmer(KPHM)定量的最丰富的推定的来源转录物。对于来自癌症特异性

(kmer)数据库的肽，将MCS反向翻译成所有可能的核苷酸序列，并识别出能够编码给定MAP

的所有可能的基因组区域(参见上文“RNA‑Seq数据中MAP编码序列的定量”)。最后，使用

Kallisto确定在该位置表达最多的转录物，然后将其指定为给定肽的最可能的转录物。将

具有大于一个推定来源转录物的肽从分析中排除。

[0221] TSA候选者的识别。TSA候选者是通过严格的TSA识别流程确定的。首先，MAP经历了

其中将肽序列成员从蛋白数据库中检索出并用于提取每个肽的核苷酸序列的肽分类。使用

Jellyfish  2.2.3(使用–C选项)将每种癌症和正常样品的RNA‑Seq数据转化为24个核苷酸

长的k‑mer数据库，并用于查询每种TSA候选者编码序列的24个核苷酸长的k‑mer集。使用k‑

mer集的最小出现次数(kmin)来估计与给定肽编码序列完全重叠的读段的数量，因为一般

来说，一个k‑mer总是来源于单个RNA‑Seq读段。然后使用以下公式将该kmin值转化为每108

个经测序的读段中检测到的若干个k‑mer(kphm)：kphm＝(kmin×108)rtot，rtot代表给定

RNA‑Seq实验中测序的读段总数。只有当肽的RNA编码序列在癌症中的表达是正常情况下的

至少10倍高(细胞系的合并mTEC样品，组织的匹配NAT)，并且在正常情况下的表达＜2KPHM

时，肽才被保留。随后的过滤去除了具有不可区分的异亮氨酸/亮氨酸变体的任何肽；只有

当表达最多的变体符合上述标准时，才保留具有IL变体的肽。如上所述，在RNA‑seq数据中

定量剩余肽的MCS，并且仅当它们在mTEC和其他正常组织(GTEx)中的表达＜8.55RPHM时才
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被保留。每种肽的基因组定位通过使用BLAT(https://genome.ucsc.edu/cgi‑bin/hgBlat，

Kent  WJ .BLAT‑the  BLAST‑like  alignment  tool .Genome  Res .2002Apr；12(4):656‑

64.PMID：11932250)将包含每种MCS的读段映射至参考基因组(GRCh38.99)来指定。如果基

因组定位不明确或如果肽映射至高变区(HLA、Ig或T细胞受体(TCR)基因)，则排除肽。最后，

手动验证剩余候选者的MS/MS谱。如果肽的氨基酸序列不同于参考序列，并且如果突变不是

已知的种系多态性，则将肽分类为mTSA。如果肽在肿瘤中是相比于正常情况下的过表达≥

10倍，并且在mTEC中的过表达≤0.2KPHM(以及在组织中的情况下为NAT)，则被归类为

aeTSA，以及如果肽在癌症中的过表达≥10倍，但在mTEC和/或NAT中的表达>0.2KPHM，则被

归类为TAA。最终，通过从kallisto定量文件中选择最高表达的肽重叠转录物来确定每种

TSA/TAA来源的转录物(参见数据库生成部分)。

[0222] 瘤间共享。为了检查TSA和TAA序列在其他CRC肿瘤中的瘤间分布，确定了来自TCGA

的151例结肠腺癌(COAD)样品中肽编码序列的log(RPHM+1)表达(参见“RNA‑Seq数据中MAP

编码序列的定量”)。

[0223] 免疫原性预测。用R软件包Repitope  v3 .0 .1(https://github .com/masato‑

ogishi/Repitope)来测定目的MAP的预测免疫原性(34)。

[0224] TSA肽候选者的验证。从Genscript获得TSA和选择TAA序列的合成肽。将合成肽溶

解在DMSO中至浓度为1nmol/μL，并将所有合成肽组合在浓度为10pmol/μL的储备溶液中。将

储备溶液在自制C18膜(Empore)柱上以150pmol的等份脱盐，并使用Speed‑Vac干燥。将干燥

的肽提取物用所述的TMT10plex通道进行标记(参见“TMT标记”部分)，脱盐，并在Speed‑Vac

中干燥。将经标记的合成肽重悬于4％  FA中，并将1pmol的各合成肽在EASY‑nLC  Ii系统上

使用76‑分钟梯度从0％至30％  ACN(0.2％  FA)和600nL/min的流速上样至自制C18分析柱

(20cm  x  150μm  i.d.，填充有C18Jupiter  Phenomenex)上。使用Orbitrap  Exploris  480光

谱仪(Thermo  Fisher  Scientific)在正离子模式下使用2.8kV的Nanoflex源对样品进行分

析。每种完整的MS谱都以120000的分辨率采集，并使用包含列表选择具有40％碰撞能量和

1m/z隔离窗口的碎片离子。以30000的分辨率采集MS/MS。如前所述计算MS/MS相关性(17)。

简而言之，使用pyteomics  v4.0.1(https://bitbucket.org/levitsky/pyteomics)计算预

期的肽片段，并识别出可重复检测的肽片段。这些片段的根标度强度(Root  scaled 

intensities)在内源和合成肽扫描对之间相关，并且使用SciPy  v1 .2 .1(https://

www .scipy .org/)计算皮尔逊相关系数、p值和置信区间。使用spectrum_utils  v0 .2 .1

(https://github.com/bittremieux/spectrum_utils)为每个肽生成了具有最低p值的扫

描对的镜像图。

[0225] 相对定量。为了相对定量原代组织样品中的目的MAP，将分别用TMT  10plex‑129N、

130N和131N标记的浓度为10、100或1000fmol的合成肽掺入分别用TMT10plex‑126和127N标

记的NAT和CRC组织样品的剩余纯化MAP中。注意通道TMT  10plex‑127C是空的，以评估污染。

使用Orbitrap  Fusion  Tribrid光谱仪(Thermo  Fisher  Scientific)在正离子模式下使用

2.4kV的Nanoflex源对样品进行分析。对于同步前体选择MS3(SPS‑MS3)，使用目的肽的包含

列表，以300‑1000m/z的范围、120  000的轨道阱分辨率、5.0e5的自动增益控制(AGC)和50ms

的最大进样时间来采集全MS扫描。离子阱中使用了3s最高速度的MS2方法，其中隔离窗口为

0.4m/z，碰撞诱导的解离为35％，离子阱扫描速率模式为“正常”，AGC目标为2.0e4，以及最
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大进样时间为50ms。随后选择八个同步前体离子进行MS3采集，扫描范围为110‑500m/z，轨

道阱分辨率为50000，AGC为1.0e5，最大进样时间为300ms，隔离窗口为2.0m/z，以及HCD碰撞

能量为65％。使用Xcalibur版本4.4(Thermo  Fisher  Scientific,Inc)控制LC‑MS仪器。将

前体质量和碎片离子的误差容差分别设置为10 .0ppm和0 .5Da。使用了非特异性消化模式

(digest  mode)。TMT10plex设定为固定PTM，并且可变修饰包括磷酸化(STY)、氧化(M)、脱酰

胺(NQ)和TMT10plex  STY。为了定量，对PSM进行过滤以排除TMT10plex‑127C通道中具有污

染物的PSM，并选择第70个强度百分位数内的PSM。手动检查所有相关通道的MS2前体谱和强

度谱，以选择用于定量的肽。使用高质量PSM的平均TMT10plex‑127N和TMT10plex‑126强度

来计算每种肽的强度比。

[0226] 数据分析和可视化。图1是用BioRender .com生成的。大多数其他图是用Python 

v3.7.6、R  v3.6.3或Origin(Pro)2019b创建的。R软件包包括：Repitope  v3.0.1(https://

github.com/masato‑ogishi/Repitope)(34)、UpsetR  v1.4.0(https://github.com/hms‑

dbmi/UpSetR)(35)、GSVA  v1.38.2(https://github.com/rcastelo/GSVA)(36)、ESTIMATE 

v1.0.13(https://bioinformatics.mdanderson.org/estimate/)(37)。

[0227] 实验设计和统计学原理。为了有效阐明结直肠癌的MHC  I免疫肽组，选择了4种CRC

细胞系，并获得了由匹配的肿瘤和正常邻近组织(NAT)组成的来自人受试者的6种样品。将

NAT用作健康组织的近似物，因为它是对每种肿瘤最有效的对照。由于无法获得对于细胞系

的匹配的样品，因此在创建全球癌症数据库时使用了6种mTEC样品池，以获得广泛的近似正

常RNA表达。使用双样品t检验来确定所有p值实例，但在确定免疫原性评分的显著性时除

外，在这种情况下，使用曼‑惠特尼检验，因为数据不具有正态分布，如夏皮罗检验所确定

的。对于t检验，进行f检验以确定数据集是否有显著变化；如果是，则使用假设变异的t检

验，否则使用假设无变异的t检验。对于CRC衍生的细胞系，制备了2x  108个细胞的四份技术

复制品，在注射前对其进行TMT标记和多重化(multiplexed)。由于组织材料有限，注射来自

原代样品的一半纯化MAP以获得全球免疫肽组学数据，并且将剩余的样品用于合成肽的靶

向分析，以确认推定的TSA的序列和丰度并选择TAA。为了选择高质量的PSM进行定量，排除

了低强度或空TMT通道中有污染物的PSM。此外，只有具有有利的MS2前体和强度分布的肽才

被定量。

[0228] 实施例2：使用蛋白质组学方法进行免疫肽组学分析

[0229] 为了确定结直肠癌的免疫肽组的组成，分析了由4种结直肠癌来源的细胞系和6组

原代性腺癌样品组成的样品集合，该原代性腺癌样品由匹配的肿瘤和正常邻近组织组成

(表1和2)。双端RNA测序(RNA‑seq)允许创建全球癌症数据库，该数据库由典型癌症蛋白质

组以及每个样品的癌症特异性蛋白质组组成，通过生成癌症特异性kmer来创建，这些kmer

被翻译成3个阅读框以涵盖来自任何基因组来源的非典型序列(图1)。髓质胸腺上皮细胞

(mTEC)在胸腺中呈递外周抗原并介导自身反应性T细胞的负选择(38)。在CRC来源的细胞系

的情况下，在减去mTEC来源的序列后获得了癌症特异性的kmer，其近似于这些序列在健康

组织中的表达。对于原代组织样品，从匹配的NAT中减去序列后生成癌症特异性kmer。这种

方法能够确定在肿瘤中表达并在同一个体的健康结肠组织中未观察到的序列。除了数据库

构建之外，RNA‑seq数据还用于转录组分析，包括GO术语分析、免疫浸润研究、突变谱分析和

转录物丰度测定(图1)。
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[0230] 表1.CRC衍生的细胞系的描述。

[0231]

[0232] 表2.原代肿瘤和匹配NAT的描述

说　明　书 34/72 页

40

CN 118234745 A

40



[0233]

[0234]
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[0235]

[0236] 使MHC  I:肽复合体通过免疫沉淀分离，并且将洗脱的MHC  I相关肽(MAP)用串联质

量标签(TMT)同量异序标记试剂来标记，因为TMT标记最近显示出通过增加其电荷状态和疏

水性来增强对MAP的检测(37)。然后使用通过RNA‑seq生成的个性化癌症数据库通过液相色

谱串联质谱(LC‑MS/MS)对MAP进行测序和分析。然后，已识别的MAP经过一系列严格的分类
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和验证，以确定推定的TSA和TAA。然后用合成肽对CRC组织中识别出的肿瘤抗原进行验证和

定量，以确定它们在肿瘤细胞表面的过表达程度，并研究它们预测的免疫原性和瘤间分布，

以获得它们临床潜力的灵敏度(sence)(图1)。

[0237] 在本研究中，使用了具有不同等位基因和特征的4种CRC来源的细胞系，如表1中所

总结。HCT116和RKO来源于原代肿瘤，并且其特征为微卫星不稳定性(MSI)，而Colo205和

SW620分别来源于腹水和淋巴结的转移，并且均为微卫星稳定性的(MSS)。这些细胞系具有

范围为1.44x  105至5.07x105MHC  I分子/细胞的大范围MHC  I表面表达和多种HLA等位基因。

在这4种细胞系中有若干种关键基因的突变，诸如BRAF、RAS、SMAD4、TP53和PI3CA。如通过

Qifikit所测定，这些细胞系具有范围为1.44x  105至5.07x  105MHC  I分子/细胞的不同MHC 

I表面表达，以及使用OptiType并结合文献中记载的这些细胞系的HLA等位基因来识别出的

多种HLA等位基因，该OptiType是一种HLA基因分型工具，其使用RNA‑Seq数据来预测样品的

HLA等位基因(表1)(22)。

[0238] 所有原代肿瘤样品均来源于II期腺癌，其肿瘤分级和TNM(肿瘤‑淋巴结‑转移)分

类仅略有不同(表2)。原代样品的肿瘤含量为95‑100％，以及平均质量为0.6625克。除S1(盲

肠)和S5(升结肠)外，肿瘤均来源于乙状结肠。除S2外，所有患者均为女性，并且患者年龄在

43‑85岁，平均年龄为62岁。与细胞系相似，组织样品也具有多种HLA等位基因。细胞系和组

织样品特有或共有的HLA等位基因数目的可视化可见于图7。每种细胞系和组织平均分别有

1.3和3.2个特有的等位基因。

[0239] 实施例3：CRC样品的转录组特征

[0240] 由于给定疾病阶段的CRC患者的结果基于肿瘤的分子特征而有很大差异(40，41)，

因此使用RNA测序数据来表征样品的分子异质性。在首先检查了临床上通常用于指导治疗

决策和预后的关键生物标志物(诸如KRAS、NRAS或BRAF)的突变状态后(40，41)(表1)，细胞

系和原代样品的微卫星状态分别从文献中确定(42，43)，并使用MSIsensor软件包(46)扩展

这些样品的分子特征知识。虽然在有限的CRC肿瘤的子集(即15％的散发性CRC和90％的非

息肉性病结直肠癌)中发现了MSI(47)，但在这项研究中，50％的致瘤细胞系和33％的原代

性活检显示了这种表型(表3)。尽管文献中的几个要素表明MSI和MSS肿瘤在免疫学上是不

同的(5，11，48，49)，但这项研究提供了在免疫肽组学水平上对MSI和MSS结直肠肿瘤的比

较。

[0241] 表3：CRC原代组织的MSISensor结果。
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[0242]

[0243] 对正常和肿瘤活检样品(图2A)或细胞系(图9A)之间前500个变化基因的主成分分

析证实了它们不同的转录组学谱。因此，对CRC来源的细胞系和活检样品两者的途径和过程

富集分析揭示了就与其致瘤状态相关而言富集的转录组学谱。最显著上调和下调的GO术语

分别与细胞增殖(图2B上图)和肌肉表型和收缩力(图2B下小图)相关联。虽然对与增殖和细

胞周期相关的GO术语的富集是癌症的一般标志(50，51)，但肌肉相关途径的下调是CRC所固

有的，并且是低分化肿瘤区域和高收缩性NAT之间的功能二分法的结果。在本文使用的数据

集的肿瘤样品中，似乎是MSI/MSS状态解释了肿瘤间转录组差异(图2A和9A)。MSI样品往往

紧密聚集在一起，而MSS肿瘤似乎更分散并且因此在转录上更具异质性。在功能上，当单独

分析时，MSS和MSI  CRC样品富含非常不同的基因组。当与其相应的NAT相比时，MSI肿瘤的特

征为各种免疫相关GO术语的显著上调(图9A)，而MSS肿瘤与Wnt和PI3K‑Akt信号传导相关基

因的表达增加更相关(图9B)。虽然这两种信号通路与CRC的联系是已知的(52)，但没有文献

支持它们在CRC中的贡献可能不同于在MSS和MSI肿瘤中的贡献。

[0244] 接下来，经由使用以下的两种独立的方法来估计每种样品的免疫浸润程度：来自

ESTIMATE软件包(37)的免疫浸润评分(图2C)，以及基于单样品基因组富集分析(ssGSEA)

(54)的已知肿瘤浸润性白细胞(TIL)标志物(53)的富集评分(图8B)。尽管所有NAT样品都表

现出相似的免疫浸润水平，但MSI和MSS肿瘤的特征分别为增加和减少的免疫浸润评分(图

2C和图8B)。这种差异表明MSI肿瘤可能比其MSS同源物更具免疫原性(48，55‑58)。

[0245] 由于TSA可由多种癌症特异性事件/失调引起(11，12)，且每种抗原来源的免疫肽

组的贡献在恶性肿瘤中差异显著(11)，因此RNA测序数据也被用于确定样品中可能富含的

TSA类别。通过观察转录物的基因组来源，观察到与NAT相比，肿瘤中非编码多腺苷酸化RNA

的比例和绝对丰度都显著增加(图2D)。虽然平均而言绝对丰度增加限于25％，但数据表明

MSI肿瘤中非编码转录物的肿瘤特异性增益可高于MSS。尽管由于MSI样品数量少(n＝2)，这

种比较仍然有限，但人们可以预期在MSI样品中比在MSS中识别出更多数量的来自非编码转

录物的aeTSA。类似地，尽管所有CRC样品都表现出相当的单核苷酸变体(SNV)负荷，并且因

此预计具有相似数量的mTSA(图2E)，但与MSS相比，MSI样品中的插入/缺失(得失位)负荷显

著增加，这一观察结果也在细胞系中得到注意(图8C)。事实上，同时考虑细胞系和组织样品
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导致MSS和MSI样品之间INDEL突变数量的统计学显著差异(p＝0.00235)(图8D)。因为MSI和

INDEL积累都是由DNA错配修复(MMR)途径的缺陷引起的(59)，人们可以假设在样品中识别

出的INDEL衍生的TSA(最有可能是移码衍生的抗原)的数量与其MSI水平成比例。

[0246] 实施例4：免疫肽组学分析突显了CRC抗原的多样性

[0247] 为了阐明CRC衍生细胞系的MHC  I免疫肽组，对每种细胞系免疫沉淀来自4份2x 

108个细胞的复制品的MAP，并且对于细胞系，每份复制品用单独的TMT6Plex通道(126,127,

128,129)衍生，或对于原始NAT和组织样品每份复制品分别用TMT10Plex‑126和‑127N衍生。

将每种细胞系的四份复制品，以及来自每个受试者的相应的NAT和肿瘤MAP的一半进行多重

化，并通过LC‑MS/MS进行分析。细胞系和组织样品的中值标记效率分别为72.4％或87.8％。

细胞系中较低的标记效率归因于MAP产量不足。在细胞系和组织数据集中分别识别出了

5281和27583个特有MAP，平均每种细胞系1433个特有MAP，以及每种组织5855个特有MAP(图

3A，上小图和图3B)。虽然每条线之间的识别不同，但所识别的MAP的数量与每种细胞的MHC 

I分子丰度密切相关(图3A，下小图；皮尔逊相关系数＝0.96)。

[0248] 当将细胞系和组织样品放在一起时，总计识别出30485个特有的MAP。在每种样品

的MAP库内，32‑68％的肽是样品特异性的，并且即使仅比较细胞系或原代样品，也很少有共

享MAP(图10A‑B)。这种大比例的特有MAP可归因于样品中HLA等位基因的多样性，这是影响

能够呈递在细胞表面的肽的主要因素(图3C；图7)。平均而言，任何两种细胞系或任何两种

组织样品共享的MAP数量分别为59或640个MAP。存在值得注意的异常值——组织样品S1和

S6共有2079个MAP(其中1673个是这些样品独有的(图10C))，代表超过它们各自的MHC  I免

疫肽组的三分之一(图10D)。两种组织之间MAP库的第二相似之处是两种MSI组织(S5和S6)

共享的1328个MAP，对应于其库的21％。细胞系中MAP识别的减少使得这些比较不那么引人

注目。例如，HCT116和RKO共享最多的MAP，尽管这些肽仅占其MAP的不到10％，并且可能是其

更大肽库的一个特征(图10C)。相比之下，COLO205和SW620共享152个MAP，接近其免疫肽组

的五分之一。

[0249] 为了将这些比较联系起来，可以再次考虑样品的HLA等位基因。在S1和S6共享的

2079个MAP中，有1542个MAP被预测为在两个样品中结合相同的等位基因，并且在超过93％

的情况下该等位基因为HLA‑B*07:02。类似地，由COLO205和SW620共享的152个MA中有136个

由相同的等位基因结合，并且其中113个这些情况中的等位基因为HLA‑A*02:01。因此，样品

的MHC  I免疫肽组主要受HLA库的影响。

[0250] 在基因水平上，识别出来源于超过8000个特有来源基因的肽，每个细胞系和组织

样品分别有平均1014和3168个来源基因(图11A，上小图)。在每种样品中识别出的来源基因

的数量与识别出的MAP的数量高度相关(图11A，下小图)。给定免疫肽组中大约6‑14％的来

源基因是样品特异性的(图11B)，这可能归因于样品特异性的生物学特征或它可能反映免

疫肽组的不完美采样(图11E)。不期望识别出在细胞表面呈递的每一个MAP，并且由于每种

样品中的大多数来源基因仅归因于一个MAP，几乎可以肯定的是，额外的来源基因对MAP库

有贡献并且只是未被检测到。当比较任何两种组织样品时，它们具有平均48％的共同来源

基因，而比较任何两种细胞系得到平均24％的基因是共享的(图11C‑E)。因此，不同的细胞

系在来源基因水平上似乎不太同质。这可能反映了样品组成的差异，因为组织样品具有来

源于NAT、基质、浸润细胞等的来源基因，而细胞系仅由单一细胞类型组成。另外，细胞系的
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较低的MHC  I呈递和由此导致的MAP识别下降意味着采样的的来源基因更少，重叠的可能性

更低。无论如何，与免疫肽组水平相比，所有样品在来源基因水平上更相似，样品特异性MAP

来源于共享的来源基因。

[0251] 为了获得MHC  I免疫肽组的基因组来源的概况并研究来源基因的共享性质，对细

胞系中识别出的所有来源基因以及4种或更多种组织中识别出的那些来源基因进行了GO术

语分析。在免疫肽组水平上可以检测到细胞系和组织之间的几个共同特征，包括参与RNA代

谢、核糖核蛋白复合体生物发生、翻译和细胞对应激应答的基因的显著富集(图3D)。因此，

尽管细胞系和组织样品之间的异质性，包括对肽库具有巨大影响的HLA等位基因的巨大多

样性，以及细胞系中的低MAP识别，但在对MHC  I免疫肽组有贡献的基因方面存在显著的相

似性。

[0252] 为了研究组织样品中来自非编码转录物的MAP的比例，首先确定了每种肽最丰富

的推定的来源转录物(Ensembl注释99)。对于癌症特异性数据库中的肽，MCS被映射到基因

组上，并确定了该位置表达最多的转录物(参见“方法”部分中的“RNA‑Seq数据中MAP编码序

列的定量”)。由此确定，平均而言，来自组织样品的MAP的95 .3％来自蛋白编码转录物(即

UTR或CDR)(图3E，左小图)。如果将来源于未注释的RNA转录物的2 .8％肽包括在内，大约

4.2％的肽来自非编码区，因为这些肽可能来自基因间序列。大约三分之一的非编码MAP(包

括来自未注释转录物的那些MAP)来源于无义介导的衰变转录物产物，而它们中的不到1％

来自lncRNA、不间断衰变产物、保留的内含子或加工转录物(不包含开放阅读框的转录物)

(图3E，右小图)。

[0253] 实施例5：CRC中肿瘤特异性和肿瘤相关抗原的识别

[0254] 在识别出超过30000个特有的MAP后，对肽编码序列进行了过滤，以选择在癌症中

过表达至少10倍并且在合并的mTEC样品或匹配的NAT中分别在细胞系和原始样品中表达<

2rphm的那些序列。最近对急性髓系白血病(AML)的免疫肽组学研究表明，RPHM<8.55的MCS

生成MAP的概率低于5％(18)。然后对RNA数据中的MAP编码序列进行定量，并且仅保留在

mTEC和其他正常组织(GTEx)中表达低于8.55rphm的那些序列。对其余肽进行人工验证后，

如果肽在肿瘤中过表达至少10倍，并在mTECs中表达<0.2kphm(在组织中为NAT)，则被分类

为异常表达的TSA(aeTSA)。如果MAP在癌症中也过表达至少10倍，但它们在mTEC和/或NAT中

的表达大于0.2kphm，则被归类为TAA。

[0255] 虽然CRC衍生细胞系中的TSA识别相对不足，可能部分由于低MAP识别，但平均每种

原代组织样品中识别出3个TSA(图4A)。总的来说，在CRC衍生的细胞系中识别了1个推定的

TSA，在原代组织中识别了18个推定的TSA，并且每种样品的TSA产量与识别出的MAP数量相

关(皮尔逊相关系数＝0.76)(图12)。其中，大约三分之一来源于编码区，而大多数识别出的

推定的TSA来源于非编码区(图4B)。在来自编码区的TSA中，两个来自非典型阅读框，衍生自

外显子移码序列，以及另外两个是在S2和S3的MSS组织中识别的突变TSA(图4A和4B)。在非

编码TSA中，所有的TSA都异常表达，并且大比例来源于内含子或基因间区，较少数量来源于

5'UTR、3'UTR或lncRNA(图4B)。九个aeTSA的序列(5个内含子、3个基因间序列、1个lncRNA)

与ERE序列重叠(表4)。由于ERE普遍存在的特性，来源于异常ERE表达的TSA可能为肿瘤所共

享，并显示出免疫原性(61，62)。值得注意的是，没有一个推定的TSA是在多种样品之间共享

的，即使是那些共享MAP的比例很高的样品。然而，在来源于COL11A1相同转录物的不同组织
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中鉴定出两个特有的TSA(一个外显子移码和一个5'UTR)，最近示出其在CRC发展和预后中

起作用(63)。大多数其他TSA来源基因也显示出与CRC生物学相关(表5)。

[0256] 表4：本研究中所识别的TSA和TAA的特征

[0257]
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[0258]
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[0259]
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[0260]

[0261]
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[0262]
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[0263]
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[0264]

[0265] 表5.TSA来源基因在CRC中的生物学相关性。
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[0266]
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[0267]

[0268] 虽然主要目的是在CRC中识别出推定的TSA，但在CRC组织样品中也识别出平均

6.33个TAA，尽管在CRC衍生的细胞系中没有识别出TAA(图4C)。与主要的非编码推定的TSA

相比之下，大多数经识别出的TAA来源于典型编码外显子序列，只有少量来源于内含子、基

因间序列或lncRNA(图4D)。两个非典型TAA被ERE序列重叠(表4)。值得注意的是，在不止一

种样品中识别出了4种不同的TAA，而在3种组织中识别出了一种TAA。这些重复的TAA都来源

于典型的外显子，其源转录物来源于ASPM、MKI67、DIAPH3、MMP12、NOS2和SPC25，所有这些转
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录物都与癌症有关(表6)。

[0269] 表6.TAA来源基因在CRC中的生物学相关性。

[0270]
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[0271]
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[0272]

[0273] 最初预计在MSI组织中识别出高于平均数量的TSA和TAA。这是S5中的情况，然而对

于其他MSI组织而言并非如此(图4A和4C)。这可能是由于S6的不稳定性“程度”较低，如

MSIsensor结果所示(表3)。此外，具有最高数量的所识别TSA的样品是S2，一种MSS组织。因

此，每种样品的TSA和TAA的产量似乎与MSI状态无关，并且可能是由于本研究范围之外的肿

瘤的其他特有生物学特征。

[0274] 为了确定是否有任何推定的TSA或TAA先前已被识别，验证了肽序列是否在以下中

有所报道：免疫表位数据库(IEDB)、HLA配体图谱(64)和试图从 et  al.2018(8)和

Newey  et  al.2019(15)中识别CRC中的肿瘤抗原的2个先前的出版物。值得注意的是，在这

些资源中先前没有报道过推定的aeTSA、mTSA或非典型的TAA。在识别出的26种推定的典型

TAA中，其中的24种是在IEDB、 et  al  2018(PXD009602)、Newey  et  al  2019

(PXD014017)或三者的某种组合中报道的(图4E)。其中的八种在HLA配体图谱中也有报道，

其中的一种在健康结肠组织中有明确记录。有趣的是，先前在这些较早期出版物中发现的

TAA都没有被报道为肿瘤抗原，并且与之相比，在Loffler  et  al.中报道的12种目的肿瘤抗

原中的6种也在本研究的免疫肽组中得到识别，尽管它们没有通过识别流程中建立的被认

为是TSA或TAA的阈值，最常见的原因是NAT中的高表达(表7A)。因此，在本研究中已经识别

出主要来源于非编码区的新型结直肠癌TSA，以及主要编码TAA的选择，其中一些先前已作

为MAP报道，但不在其生物学相关性的背景下作为TAA。表7B和7C分别描述了本研究中所识

别的TSA和TAA。

[0275] 表7A：排除Loffler  et  al.2018肿瘤抗原的理由。
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[0276]

[0277] 表7B：本研究中所识别的TSA

[0278]
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[0279]
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[0280]

[0281] 表7C：本研究中所识别的TAA

[0282]
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[0283]
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[0284]
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[0285]
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[0286]

[0287] 1
在多于一种样品中所识别出的肽可能具有多个预测的等位基因

[0288] 2
未被识别为肿瘤抗原

[0289] IEDB＝免疫表位数据库；PXD＝经由ProteomeXchange公布的数据集

[0290] 实施例6：推定的肿瘤特异性和肿瘤相关抗原的验证

[0291] 在确定推定的TSA和TAA后，对所有TSA和11个TAA的子集进行验证，这些TAA是基于

癌症与匹配的NAT中有利的初始TMT强度比和前体离子分数选择的，然后使用合成肽进行验

证。首先，研究了与匹配的NAT相比，各自肿瘤样品中的来源转录物的以TPM表示的表达，以

及CRC/NAT样品中该转录物的平均值(图5A)。这种分析自然不包括来源于基因间区的肽。在

被识别的样品中，推定的TSA和TAA的来源转录物的平均log2FC分别为3.6和3.2。在少数情

况下(S2，S6)，aeTSA的源转录物在NAT中比在肿瘤中更丰富，然而这仅反映了整个转录物的

总体丰度，并且事实上肽编码序列在癌症中更丰富。对于aeTSA也是如此，其中肽编码区在

NAT中完全缺失或低表达，但在癌症组织中更高表达。

[0292] 为了评价推定的肿瘤抗原的特异性，确定了由基因型‑组织表达项目(GTEx)提供

的健康组织大数据集中肽编码序列的平均表达(图5B)。TSA序列在任何健康组织中的表达
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都不高于8.55rphm，但RIGGVGVEK(在S2识别的aeTSA)除外，它在睾丸中的表达高于阈值(图

5B)。这表明这种TSA也可以被归类为癌症睾丸抗原(CTA)，一种在男性生殖细胞中表达但也

可能在癌症中异常表达的aeTSA。由于睾丸中缺乏MHC  I，这些抗原也是癌症免疫疗法的有

希望的候选者(65)。这个推定的TSA是LY6G6F‑LY6G6D外显子移码。虽然这些基因先前没有

被报道为CTA，但同一基因家族的另一个成员LY6K被报道为肺癌和食管癌中的CTA(66)。TAA

的表达在健康组织中低于阈值，尽管它在食管和横结肠中往往较高。这些肽中的七种在睾

丸中的表达也高于阈值。

[0293] 实施例7：TSA和TAA的癌症特异性和免疫原性

[0294] 推定的TSA和TAA通过MS与其相应的合成肽进行验证。这些TAA是基于癌症与匹配

的NAT中有利的初始TMT强度比和前体离子分数选择的。这些候选者具有的MS/MS与合成肽

具有的MS/MS拥有良好的相关性，其皮尔逊相关性评分≥0.6。合成肽分别以10、100和

1000fmol的浓度用TMT10plex‑129N、130N和131标记，并掺入用TMT  126(NAT)和127n(CRC)

标记的组织样品的剩余纯化MAP中。然后使用SPS‑MS3对这些样品中的目的肽进行定量。尽

管SPS‑MS3的灵敏度有所下降，但对七种TSA和七种TAA进行定量仍是可行的。选择质量好的

PSM进行定量，与NAT相比，所有在相应的CRC中都更丰富(表8)。确定TMT127N肽相比于

TMT126肽的强度的比率表明，与NAT相比，在CRC中TSA的强度中值倍数变化是NAT的16.96

倍，而TAA的倍数变化为6.93。另外，具有序列RYLEKFYGL的TSA在S1肿瘤中也过表达，尽管仅

超过S6的转录组阈值。因此，有可能证明本研究中使用的TSA识别方法成功识别出了在癌细

胞表面比NAT表面更丰富的TSA和TAA序列。表9A‑9B列出了经用合成肽验证的TSA和TAA候选

者。

[0295] 表8：CRC中已验证肿瘤抗原的相对定量比率。
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[0296]
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[0297]

[0298] 表9A和9B描述了经用合成肽验证的TSA和TAA候选者。

[0299] 表9A：经合成肽验证的TSA的列表

[0300]
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[0301]

[0302] 表9B：经合成肽验证的TAA的列表

[0303]
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[0304]

[0305] 为了检查这些TSA和TAA在其他CRC肿瘤中的瘤间分布，绘制了来自癌症基因组图

谱(TCGA)(图6A)的151个结肠腺癌样品中肽编码序列的log(RPHM+1)表达。为了评价抗原的

共享潜力，对于目的肽，首先计算合并的GTEx(n＝2442)和mTEC(n＝8)样品的对数转换(log

(rphm+1))值的平均值。总体而言，在至少5％的TCGA  COAD肿瘤中，九个TSA(53％)和九个

TAA(100％)具有的表达是其相应的平均GTEx/mTEC值的≥10倍高。这表明TAA在COAD  TCGA

肿瘤中比其TSA对应物更频繁地共享。然而，这也意指大多数TSA在这些样品中是高度共享

的。

[0306] 肿瘤抗原识别的另一个重要考虑因素是这些肽是否能够引起有效的抗肿瘤免疫

应答。免疫原性的表位预测揭露了，预计aeTSA的免疫原性显著高于推定无免疫原性的一组

胸腺肽(67)(图6B)。另外，与典型TAA和编码TA总体(来源于编码区的TSA和TAA)相比，aeTSA

的免疫原性评分显著更高。事实上，根据这些预测，来自典型区域的TAA的免疫原性显著低

于胸腺肽(p<0 .01)。这可能部分是由于经过验证的TAA数量较少。如果将这些预测与31种

TAA的整个集合一起考虑，则不再是这种情况(图13)。考虑到所有31种TAA，MSI  TA的免疫原

性预计比胸腺肽更强，同时与MSS相比，MSI组织来源的TA的免疫原性预计也有统计学上的

显著增加。

[0307] 最终，寻找了具有预期结合和呈递肿瘤抗原的等位基因的个体比例的近似值(图

6C)。样品中的许多抗原相当普遍，并且根据IEDB人口覆盖工具的估计，预期80.64％的美国

人口表达与本研究中所识别的TA相关的等位基因的至少一种。

[0308] 尽管已经通过其特定实施方式的方式在上文中描述了本发明，但是在不脱离所附

权利要求中限定的本发明的精神和本质的情况下可以对其进行修改。在权利要求中，词语

“包括(comprising)”用作开放式术语，基本上等同于短语“包括(including)但不限于”。除

非上下文另有明确规定，否则单数形式“一个”、“一种”和“该/所述”包括相应的复数参考。
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