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(57)摘要

本公开涉及CD4‑CD8‑双阴性T(DNT)细胞的

开发和用途，该DNT细胞经基因修饰以例如通过

嵌合抗原受体(CAR)与一种或多种靶抗原结合从

而增强DNT细胞抗癌活性。基因修饰的DNT细胞可

以从同种异体健康供体细胞离体产生并扩增，并

且用作现成可用型疗法以克服癌症治疗中的同

种异体移植物抗宿主病(GvHD)和/或宿主抗移植

物排斥反应。
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1.一种治疗有需要的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

已经基因修饰以与一种或多种靶抗原结合的双阴性T(DNT)细胞群。

2.有效量的已经基因修饰以与一种或多种靶抗原结合的双阴性T(DNT)细胞群用于治

疗有需要的受试者的癌症的用途。

3.根据权利要求1所述的方法或权利要求2所述的用途，其中所述DNT细胞经基因修饰

以表达编码与所述靶抗原结合的嵌合抗原受体(CAR)的核酸分子。

4.根据权利要求1至3中任一项所述的方法或用途，其中所述基因修饰的DNT细胞群包

含以下细胞或由以下细胞组成：CD4‑、CD8‑、CD3+、γδ‑TCR+和/或αβ‑TcR+。

5.根据权利要求1至4中任一项所述的方法或用途，其中所述基因修饰的DNT细胞群包

含自体细胞或由自体细胞组成。

6.根据权利要求1至5中任一项所述的方法或用途，其中所述基因修饰的DNT细胞群包

含同种异体细胞或由同种异体细胞组成，所述同种异体细胞任选地来自一个或多个健康供

体。

7.根据权利要求1至6中任一项所述的方法或用途，其中所述基因修饰的DNT细胞群不

诱导所述受试者的移植物抗宿主病(GvHD)，或者相对于常规T细胞或基因修饰的常规T细

胞，诱导所述受试者的较轻的GvHD。

8.根据权利要求1至7中任一项所述的方法或用途，其中所述基因修饰的DNT细胞群防

止或抑制所述受试者的宿主抗移植物(HvG)排斥反应，任选地，其中相对于常规T细胞或基

因修饰的常规Tconv细胞，所述DNT细胞群防止或抑制所述受试者的HvG排斥反应。

9.根据权利要求8所述的方法或用途，其中相比对照CD4+CD8+CAR  T细胞群，所述基因

修饰的DNT细胞群在所述受试者中持续更长，任选地超过2周、3周或4周，和/或基因修饰的

同种异体DNT细胞群防止HvG排斥反应而无需另外的免疫抑制疗法。

10.根据权利要求1至9中任一项所述的方法或用途，其中所述受试者在施用所述基因

修饰的DNT细胞群后不接受免疫抑制疗法。

11.根据权利要求9所述的方法或用途，其中所述受试者在施用所述基因修饰的DNT细

胞群后的60天、30天、21天或14天内不接受免疫抑制疗法。

12.根据权利要求1至10中任一项所述的方法或用途，其中所述受试者在施用所述基因

修饰的DNT细胞群之前接受淋巴细胞清除化疗预处理，任选地，其中所述淋巴细胞清除化疗

包括氟达拉滨和/或环磷酰胺。

13.根据权利要求1至11中任一项所述的方法或用途，其中所述基因修饰的DNT细胞群

包含用载体、质粒或mRNA转导的DNT细胞，所述载体、质粒或mRNA包含编码一种或多种嵌合

抗原受体的核酸序列。

14.根据权利要求1至12中任一项所述的方法或用途，其中所述基因修饰的DNT细胞是

CAR‑DNT，并且所述CAR包含细胞外结合结构域、铰链区、跨膜结构域和/或细胞内信号传导

结构域。

15.根据权利要求1至14中任一项所述的方法或用途，其中所述基因修饰的DNT细胞是

CAR‑DNT，并且所述CAR包含与在所述受试者的癌细胞上表达的靶抗原结合的细胞外抗原结

合结构域。

16.根据权利要求1至15中任一项所述的方法或用途，其中所述靶抗原选自CD4、CD8、
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CD33、CD19、CD20、CD123和/或LeY、间皮素、EGFR、ROR1、EpCam、MUC1、HER1/2、MET/HGF、新抗

原(驱动子、非驱动子)、MAGE家族和NY‑ESO‑1。

17.根据权利要求16所述的方法或用途，其中所述靶抗原是CD4。

18.根据权利要求16所述的方法或用途，其中所述靶抗原是CD19。

19.根据权利要求1至18中任一项所述的方法或用途，其中所述基因修饰的DNT群已被

冷冻保存。

20.根据权利要求1至19中任一项所述的方法或用途，其中所述癌症是血液恶性肿瘤，

任选地白血病或淋巴瘤。

21.根据权利要求20所述的方法或用途，其中所述癌症是非霍奇金淋巴瘤、急性成淋巴

细胞白血病、急性骨髓性白血病或慢性淋巴细胞白血病。

22.根据权利要求20所述的方法或用途，其中所述癌症是急性成淋巴细胞白血病。

23.根据权利要求1至19中任一项所述的方法或用途，其中所述受试者的癌症包括一种

或多种实体瘤。

24.根据权利要求23所述的方法或用途，其中所述癌症是肺癌。

25.根据权利要求1至24中任一项所述的方法或用途，其中所述癌症是对所述靶抗原呈

阴性的复发性癌症，或其中所述受试者既往接受过CAR‑Tconv细胞群治疗，任选地接受

CAR19‑Tconv细胞群或CAR20‑Tconv细胞群治疗。

26.根据权利要求1至25中任一项所述的方法或用途，其中所述癌症表现出所述靶抗原

的异质表达。

27.根据权利要求25所述的方法或用途，其中所述癌症是复发性急性成淋巴细胞白血

病，任选地是复发性B细胞急性成淋巴细胞白血病或复发性CD19‑B细胞急性成淋巴细胞白

血病。

28.根据权利要求1至27中任一项所述的方法或用途，其中所述基因修饰的DNT细胞是

CAR‑DNT，并且所述CAR‑DNT对所述受试者的癌细胞表现出CAR靶向和CAR非依赖性杀伤。

29.根据权利要求1至27中任一项所述的方法或用途，其中所述基因修饰的DNT未进行

降低或消除选自编码HLA、T细胞受体CD7和CD52的基因的一种或多种基因的表达的基因修

饰。

30.根据权利要求1至29中任一项所述的方法或用途，其中相对于常规T细胞(Tconv)，任

选地CAR‑Tconv细胞，产生的细胞因子，所述基因修饰的DNT群产生的细胞因子刺激单核细胞

产生较低水平的IL‑1β和/或IL‑6。

31.根据权利要求1至30中任一项所述的方法或用途，其中所述基因修饰的DNT细胞群

不诱导所述受试者的重度细胞因子释放综合征(CRS)或者相对于常规T细胞(Tconv)，任选地

CAR‑Tconv细胞，诱导较少CRS。

32.一种治疗有需要的受试者的CD4+癌症的方法，所述方法包括向所述受试者施用有

效量的已经基因修饰以与CD4靶抗原结合的DNT细胞群。

33.已经基因修饰以与CD4靶抗原结合的DNT细胞群用于治疗有需要的受试者的CD4+癌

症的用途。

34.根据权利要求32所述的方法或权利要求33所述的用途，其中所述基因修饰的DNT细

胞是靶向CD4的嵌合抗原受体(CAR)‑DNT细胞(CAR4‑DNT细胞)。
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35.根据权利要求32至34中任一项所述的方法或用途，其中所述CD4+癌症是T细胞急性

成淋巴细胞白血病(T‑ALL)、外周T细胞淋巴瘤(PTCL)或皮肤T细胞淋巴瘤(CTCL)。

36.根据权利要求32至35中任一项所述的方法或用途，其中所述基因修饰的DNT细胞群

包含以下细胞或由以下细胞组成：CD4‑、CD8‑、CD3+、γδ‑TCR+和/或αβ‑TcR+。

37.根据权利要求32至36中任一项所述的方法或用途，其中所述基因修饰的DNT细胞群

不诱导自相残杀或相对于CAR4转导的常规T细胞群诱导较轻的自相残杀。

38.根据权利要求32至37中任一项所述的方法或用途，其中所述基因修饰的DNT细胞群

包含同种异体细胞或由同种异体细胞组成，所述同种异体细胞任选地来自一个或多个健康

供体。

39.根据权利要求31至35中任一项所述的方法或用途，其中所述基因修饰的DNT细胞群

不诱导所述受试者的移植物抗宿主病(GvHD)，或者相对于常规T细胞或CAR‑Tconv细胞，诱导

所述受试者的较轻的GvHD

40.根据权利要求32至39中任一项所述的方法或用途，其中所述基因修饰的DNT细胞群

防止或抑制所述受试者的宿主抗移植物(HvG)排斥反应，任选地其中相对于常规T细胞或

CAR‑Tconv细胞，所述基因修饰的DNT细胞群防止或抑制所述受试者的HvG排斥反应。

41.根据权利要求32至40中任一项所述的方法或用途，其中相比对照CAR4  CD4+CD8+T

细胞(CAR4‑Tconv细胞)群，所述基因修饰的DNT细胞群在所述受试者中持续更长，任选地超

过2周、3周或4周，和/或其中基因修饰的同种异体DNT细胞群防止或抑制HvG排斥反应而无

需另外的免疫抑制疗法。

42.根据权利要求32至41中任一项所述的方法或用途，其中所述受试者在施用所述基

因修饰的DNT细胞群后不接受免疫抑制疗法。

43.根据权利要求42所述的方法或用途，其中所述受试者在施用所述基因修饰的DNT细

胞群后的60天、30天、21天或14天内不接受免疫抑制疗法。

44.根据权利要求32至43中任一项所述的方法或用途，其中所述癌症是复发性癌症，并

且所述受试者既往接受过CAR‑Tconv细胞群治疗，或者其中所述癌症是对所述CD4靶抗原呈

阴性的复发性癌症。

45.根据权利要求32至44中任一项所述的方法或用途，其中所述癌症表现出所述CD4靶

抗原的异质表达。

46.根据权利要求32至45中任一项所述的方法或用途，其中所述基因修饰的DNT未进行

降低或消除选自编码HLA、内源性T细胞受体、CD7和CD52的基因的一种或多种基因的表达的

基因修饰。

47.根据权利要求32至46中任一项所述的方法或用途，其中相对于CAR4‑Tconv细胞产生

的细胞因子，所述基因修饰的DNT群产生的细胞因子刺激单核细胞产生较低水平的IL‑1β

和/或IL‑6。

48.根据权利要求32至47中任一项所述的方法或用途，其中所述基因修饰的DNT细胞群

不诱导所述受试者的细胞因子释放综合征(CRS)，或者相对于CAR4‑Tconv细胞，诱导受试者

的较轻的CRS。

49.一种双阴性T(DNT)细胞，所述DNT细胞经基因修饰以与靶抗原结合。

50.根据权利要求49所述的基因修饰的DNT细胞，其中所述DNT细胞经基因修饰以表达
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编码与所述靶抗原结合的嵌合抗原受体(CAR)的核酸序列。

51.根据权利要求49或50所述的基因修饰的DNT细胞，其中所述DNT细胞是CD4‑、CD8‑、

CD3+、γδ‑TCR+和/或αβ‑TcR+。

52.根据权利要求49至51中任一项所述的基因修饰的DNT细胞，其中基因修饰的同种异

体DNT细胞群不诱导受试者的移植物抗宿主病(GvHD)，或者相对于常规T细胞或常规CAR‑T

细胞(CAR‑Tconv细胞)，诱导受试者的较轻的GvHD。

53.根据权利要求49至52中任一项所述的基因修饰的DNT细胞，其中基因修饰的同种异

体DNT细胞群防止或抑制所述受试者的宿主抗移植物排斥反应，任选地其中相对于CAR‑

Tconv细胞，所述CAR‑DNT细胞群抑制受试者的HvG排斥反应。

54.根据权利要求49至53中任一项所述的基因修饰的DNT细胞，其中所述DNT细胞用载

体、质粒或mRNA转导，任选地所述载体、质粒或mRNA包含编码CAR的核酸序列。

55.根据权利要求49至54中任一项所述的基因修饰的DNT细胞，其中所述CAR包含细胞

外结合结构域、铰链区、跨膜结构域和/或细胞内信号传导结构域。

56.根据权利要求49至55中任一项所述的基因修饰的DNT细胞，其中所述CAR包含与在

癌细胞上表达的靶抗原结合的细胞外抗原结合结构域。

57.根据权利要求56所述的基因修饰的DNT细胞，其中所述DNT细胞经基因修饰以与靶

抗原结合，所述靶抗原选自CD4、CD8、CD33、CD19、CD20、CD123、LeY、间皮素、EGFR、ROR1、

EpCam、MUC1、HER1/2、MET/HGF、新抗原(驱动子、非驱动子)、MAGE家族和NY‑ESO‑1。

58.根据权利要求57所述的基因修饰的DNT细胞，其中所述靶抗原是CD4。

59.根据权利要求57所述的基因修饰的DNT细胞，其中所述靶抗原是CD19。

60.根据权利要求49至59中任一项所述的基因修饰的DNT细胞，其中所述CAR‑DNT细胞

已被冷冻保存。

61.根据权利要求49至60中任一项所述的基因修饰的DNT细胞，其中所述CAR‑DNT未进

行降低或消除选自编码HLA、内源性T细胞受体、CD7或CD52的基因的一种或多种基因的表达

的基因修饰。

62.根据权利要求49至61中任一项所述的基因修饰的DNT细胞，其中相对于CAR‑Tconv细

胞产生的细胞因子，所述基因修饰的DNT细胞群产生的细胞因子刺激单核细胞产生较低水

平的IL‑1β和/或IL‑6。

63.根据权利要求49至62中任一项所述的基因修饰的DNT细胞，其中所述基因修饰的

DNT细胞群不诱导细胞因子释放综合征(CRS)，或者相对于CAR‑Tconv细胞，诱导较轻的CRS。

64.一种组合物，所述组合物包含权利要求49至63中任一项所述的基因修饰的DNT细胞

群和药学上可接受的运载体。

65.权利要求64所述的组合物用于治疗有需要的受试者的癌症的用途。
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作为过继细胞疗法的基因工程化双阴性T细胞

[0001] 相关申请

[0002] 本申请要求于2019年12月6日提交的美国临时专利申请号62/944,634的优先权，

其全部内容通过引用并入本文。

技术领域

[0003] 本公开涉及细胞疗法，并且更具体地涉及用于过继细胞疗法的双阴性T细胞，其已

经基因修饰以与一种或多种靶抗原结合。

背景技术

[0004] 同种异体造血干细胞移植(allo‑HSCT)是用于高风险造血系统恶性肿瘤患者的潜

在治愈性治疗方法，并且与常规化疗相比具有更高无病生存率(Alatrash和Molldrem ,

2009)。供体来源的T细胞介导的抗白血病作用有助于延长患者的生存期，因为T细胞耗竭的

移植物导致更高复发率(Alatrash和Molldrem  2010)。然而，由于缺乏合适的供体、治疗的

毒性和其他相关并发症，特别是移植物抗宿主病(GvHD)，allo‑HSCT在临床上的使用受到限

制(Shlomchik  2007；Alatrash和Molldrem  2010)。GvHD主要由供体来源的淋巴细胞引起，

这些淋巴细胞将患者的正常组织识别为异物(Shlomchik  2007)。随后，可以对正常组织诱

导有效免疫应答，导致组织损伤，并在严重情况下可能导致患者死亡(Shlomchik  2007 ,

Alatrash和Molldrem  2010)。因此，GvHD是限制细胞疗法在同种异体环境中使用的主要障

碍。

[0005] 尽管如此，allo‑HSCT获得的临床益处为科学家探索免疫细胞的抗白血病功能奠

定了基础。现在，癌症免疫疗法与化疗、放疗和手术一起被认为是癌症治疗的第四大支柱。

特别是，使用T细胞治疗不同血液和实体恶性肿瘤的过继细胞疗法(ACT)的有效性已在多项

临床研究中得到证实(Tran,Robbins等人2016；Park,Riviere等人2018)。技术的进步，例如

基因修饰免疫细胞以表达嵌合抗原受体(CAR)或转基因T细胞受体，以及已经使用人工抗原

呈递细胞来提高ACT的治疗效力(Maus ,Thomas等人2002；Kalos和June  2013；Harris和

Kranz  2016)。特别是，使用CD19‑CAR技术对患者自体T细胞进行基因修饰，在治疗B细胞白

血病和淋巴瘤患者方面取得了巨大成功。在难治性或复发性CD19+B细胞急性成淋巴细胞白

血病(B‑ALL)患者已经实现了高达90％的完全缓解(CR)率，其中常规化疗的预期应答率为

约30％(Neelapu,Locke等人2017；Schuster,Svoboda等人2017；Maude,Laetsch等人2018)。

CD19‑CAR  T细胞疗法已获FDA批准用于这些疾病的临床治疗(Ruella和Kenderian  2017 ,

2018)。然而，随着越来越多的患者接受CAR19‑T细胞疗法治疗，当前形式的局限性变得明

显。复杂的扩增方法导致产生治疗相关数量的T细胞的不确定性；细胞扩增所需的时间使得

疾病进展，这可能导致患者在治疗前死亡；以及对临床批准的机构和训练有素的人员进行

细胞扩增的要求导致生产的细胞产品不一致和高生产成本(June ,Riddell等人2015；

Dwarshuis，Parratt等人2017；Ren,Liu等人2017)。总体上，CAR‑T细胞疗法的当前形式成本

高而使许多患者无法获得，这使得它们对于广泛的临床转化在实践上具有挑战性。此外，
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CD19下调是B‑ALL用来逃逸CAR19介导的细胞毒性的常见耐药机制，尽管初始应答率很高，

但导致中位生存期相对较短，为12.9个月(Park,Riviere等人,2018)。

[0006] 双阴性T细胞(DN  T细胞或DNT)是成熟的外周T淋巴细胞，其表达CD3‑TCR复合物，

但不表达CD4、CD8或NKT细胞标志物；它们占外周血单核细胞(PBMC)的1～3％(Zhang ,Yang

等人2000)。已经描述了从健康供体(HD)扩增DNT的方案，并且DNT对各种癌症类型具有显著

的抗白血病活性(Lee,Minden等人2017)。DNT通过穿孔素/颗粒酶依赖性途径以剂量依赖性

方式诱导对同种异体急性骨髓性白血病(AML)胚细胞(blast)的杀伤(Merims,Li等人2011；

Lee,Minden等人2017)。已知同种异体免疫细胞的使用具有非期望的同种异体免疫应答的

风险，例如GvHD和宿主抗移植物(HvG)排斥反应。然而，在动物模型中，已经证明，与常规的

CD4+或CD8+  T细胞不同，同种异体小鼠DNT的输注不导致GvHD(Zhang ,Yang等人2000；

Young,DuTemple等人2003；He,Ma等人2007)。与这些发现一致，在接受allo‑HSCT的患者中，

GvHD的减少的发病率和严重程度与血液中较高频率的DNT细胞水平相关(McIver,Serio等

人2008)。最近，证明从HD外周血(PB)扩增的同种异体DNT对正常细胞没有毒性，并且将DNT

输注至小鼠体内未引起异种GvHD(Lee,Minden等人2017)。此外，同种异体DNT与常规T细胞

共存，而未在体外和异种移植模型中产生同种异体反应性，这表明DNT可以防止HvG排斥反

应(Lee,Kang等人2019)。此外，DNT以供体非依赖性方式靶向一系列血液学癌症靶标，共同

支持将DNT用作现成可用型(off‑the‑shelf)细胞疗法。

[0007] 目前的CAR‑T产品形式以高度个性化方式生产，CAR‑T疗法的广泛适用性受到生产

成本高、批次间不一致性和物流复杂的限制，这推动了产生可以以现成可用型方式使用的

新CAR‑T疗法的需求(Dwarshius,Parrat等人,2017；Torikai,Cooper等人,2016)。最近，探

索使用ACT作为现成可用型治疗的研究数量有所增加(Torikai,Cooper等人2016；Ruella ,

Kenderian等人2017；Poirot,Ren等人2015；Ren等人2017；Qasim等人2017；Boyiadzis等人

2017；Sheridan,C.等人2018；Suck等人2016；Zeng,Tang等人2017)。由于现成可用型ACT不

具有患者特异性，因此可以将细胞产品预生产成即用型治疗。此外，在集中式设施中对较大

规模生产的细胞产品进行验证可以以较低的成本提高产品的一致性和可靠性(Dwarshius,

Parrat等人2017；Torikai,Cooper等人2016；Ruella,Kenderian等人2017)。然而，有效的临

床适用的现成可用型同种异体T细胞疗法应满足以下标准：1)在临床依从性条件下可扩增

至治疗数量；2)可以以不受供体限制的方式靶向一系列癌症；3)不引起移植物抗宿主病

(GvHD)；4)能够防止HvG排斥反应；并且5)可在当前药品生产质量管理规范(current  Good 

Manufacturing  Practice，cGMP)条件下储存而不妨碍其功能(June,Riddell等人2015)。几

种不同的方法已经在进行临床前开发以满足这些标准，包括使用不同的细胞产品

(Boyiadzis等人2017；Suck等人2016；Zeng ,Tang等人2017；Li ,Hermanson等人2018；

Deniger等人2014)；然而，将同种异体免疫细胞产品重复输注至患者体内的可扩展性、持久

性或可行性问题仍有待解决(Boyiadzis等人2017)。目前，最成熟的现成可用型CAR转导的

细胞产品，称为通用CAR19  T(UCART19)细胞，涉及使用遗传工具破坏常规T细胞(Tconv)上的

αβTCR受体(Poirot,Ren等人2015；Ren等人2017；Qasim等人2017)，其为GvHD的主要介质。此

外，CD52通过基因编辑被扰乱，使UCART19细胞对强免疫抑制药物阿仑单抗(Alemtuzumab)

产生抗药性，阿仑单抗是广泛耗竭表达CD52的免疫细胞的抗体药物。为了使同种异体

UCART19持续存在，患者接受阿仑单抗治疗以延长免疫抑制，但这增加各种免疫抑制不良事
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件(例如感染)的风险。尽管目前在临床试验中投入巨资策略(Qasim等人2017；Sheridan ,

C.2018)，但不完全修饰已导致所有接受UCART19细胞治疗的患者出现有害的GvHD(Qasim等

人2017)。其他途径提出了一些想法，例如敲除HLA  I类以防止HvG排斥反应，但是，由于“缺

失自我”信号，这些细胞可能容易发生NK细胞介导的排斥反应。此外，引入另外的基因修饰

将降低产品产量并增加CAR‑T生产的成本，这已经对CAR‑T疗法的广泛应用构成了重大障

碍。总之，这突出了依赖另外的基因修饰来开发现成可用型CAR‑T疗法可能产生的潜在问题

和增加的复杂性。

发明内容

[0008] 在一方面，提供了一种双阴性T(DNT)细胞，其已经基因修饰以与一种或多种靶抗

原结合，以及提供了基因修饰的DNT细胞用于治疗癌症的相关用途。靶抗原可以是任何合适

的抗原，例如在癌细胞表面富集或优先表达的抗原。在一个实施方案中，提供了一种双阴性

T(DNT)细胞，其已经修饰以表达编码与靶抗原结合的嵌合抗原受体(CAR)的核酸分子。在一

个实施方案中，DNT细胞是CD4‑、CD8‑、CD3+、γδ‑TCR+和/或αβ‑TcR+。

[0009] 在一个实施方案中，靶抗原是在癌细胞上表达的抗原。在一个实施方案中，CAR包

含与癌细胞上表达的靶抗原结合的细胞外抗原结合结构域。例如，在一个实施方案中，靶抗

原选自CD4、CD33、CD19、CD20、CD123、LeY、间皮素、EGFR、ROR1、EpCam、MUC1、HER1/2、MET/

HGF、新抗原(驱动子(driver)、非驱动子)、MAGE家族和NY‑ESO‑1。在一个实施方案中，靶抗

原是CD4。在一个实施方案中，靶抗原是CD19。任选地，本文所述的DNT细胞可以经基因修饰

以与多种靶抗原结合(例如通过修饰细胞以表达靶向不同抗原的多种CAR)。还提供了本文

所述的CAR‑DNT细胞用于治疗癌症的方法和用途。

[0010] 如实施例所示，经修饰以表达针对CD19的CAR(CAR19)的DNT细胞保留了与未进行

CAR转导扩增的细胞相当的扩增曲线(expansion  profile)。此外，在小鼠异种移植模型中

使用CAR19‑DNT的体内实验显示，在降低白血病负荷和增加存活率方面的剂量依赖性作用。

值得注意的是，CAR19‑DNT在靶细胞上没有CD19表达的情况下也被证明表现出细胞毒性作

用，证实了它们的双重细胞毒性功能和CAR‑DNT靶向癌症的能力，这些癌症在治疗后或治疗

期间可表现出靶抗原表达减少。

[0011] 此外，虽然非转导的同种异体DNT和CD19  CAR转导的DNT均已被证明不引起移植物

抗宿主病(GvHD)，但尚不清楚DNT的CAR修饰是否将导致宿主抗移植反应和/或同种异体反

应。值得注意的是，虽然用同种异体抗原预激(primed)的常规CAR  Tconv细胞引起对同种异

体供体细胞强杀伤，但CAR‑DNT未对同种异体细胞产生细胞毒性(图7a和7b)。此外，与CAR‑

Tconv细胞共培养的同种异体PBMC产生同种异体反应，因为PBMC杀伤的CAR‑Tconv细胞数量显

著增加，而与CAR‑DNT共培养的那些在随后共培养时未对CAR‑DNT产生细胞毒性。

[0012] 因此，在一个实施方案中，提供了一种治疗有需要的受试者的癌症的方法，该方法

包括向受试者施用有效量的已经基因修饰以与靶抗原结合的双阴性T(DNT)细胞群。还提供

了有效量的已经基因修饰以与靶抗原结合的DNT细胞群用于治疗有需要的受试者的癌症的

用途。还提供了一种治疗有需要的受试者的CD4+癌症的方法，该方法包括向受试者施用有

效量的已经基因修饰以与CD4靶抗原结合的DNT细胞群。还提供了有效量的已经基因修饰以

与CD4靶抗原结合的DNT细胞群用于治疗有需要的受试者的CD4+癌症的用途。还提供了DNT
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细胞或DNT细胞群，其已经基因修饰以与如本文所述的靶抗原结合，以及包含基因修饰的

DNT细胞的药物组合物。在一个实施方案中，DNT细胞经基因修饰以表达编码与靶抗原结合

的嵌合抗原受体(CAR)的核酸分子。

[0013] 在一个实施方案中，DNT细胞群包含同种异体细胞或由其组成，所述同种异体细胞

任选地来自一个或多个健康供体。在一个实施方案中，用于产生基因修饰的DNT细胞的DNT

细胞是来自多个供体的合并的DNT细胞。在一个实施方案中，基因修饰的DNT细胞群不诱导

受试者的移植物抗宿主病(GvHD)。在一个实施方案中，相对于常规CD4+CD8+  T细胞(Tconv细

胞)，基因修饰的DNT细胞群诱导受试者较轻的GvHD。在一个实施方案中，基因修饰的DNT细

胞群防止或抑制受试者的宿主抗移植物(HvG)排斥反应。在一个实施方案中，相对于CAR‑

Tconv细胞，基因修饰的DNT细胞群抑制受试者中的HvG排斥反应。在一个实施方案中，基因修

饰的DNT细胞群在受试者体内持续超过2周、3周或4周。在一个实施方案中，基因修饰的DNT

细胞群在受试者体内持续的时间比对照CD4+CD8+CAR  T细胞群更长，任选地超过2周、3周或

4周。在一个实施方案中，受试者在施用基因修饰的DNT细胞群后不接受免疫抑制疗法。例

如，在一个实施方案中，受试者在施用基因修饰的DNT细胞群后60、30、21或14天内不接受免

疫抑制疗法。

[0014] 在一个实施方案中，相对于基因修饰的Tconv细胞产生的细胞因子，基因修饰的DNT

细胞群产生的细胞因子刺激单核细胞产生较低水平的IL‑1β和/或IL‑6。在一个实施方案

中，基因修饰的DNT细胞不诱导细胞因子释放综合征(CRS)，或者相对于基因修饰的Tconv细

胞，例如CAR‑Tconv细胞，诱导较轻的CRS。

[0015] 在一个实施方案中，基因修饰的DNT细胞未进行降低或消除选自编码HLA、内源性T

细胞受体、CD7和CD52的基因的一种或多种基因的表达的基因修饰。

[0016] 在一个实施方案中，靶抗原是CD4或CD8。在一个实施方案中，相对于常规T细胞群

或CAR4或CAR8转导的常规T细胞群，与例如CD4或CD8靶抗原结合的基因修饰的DNT细胞群不

诱导自相残杀(fratricide)或诱导较轻的自相残杀。

[0017] 在一个实施方案中，癌症是血液恶性肿瘤，任选地白血病或淋巴瘤。在一个实施方

案中，癌症是非霍奇金淋巴瘤、急性成淋巴细胞白血病、急性骨髓性白血病或慢性淋巴细胞

白血病。在一个实施方案中，受试者的癌症包括一种或多种实体瘤。在一个实施方案中，癌

症是肺癌。

[0018] 在一个实施方案中，癌症是复发性癌症。在一个实施方案中，癌症是既往接受CAR‑

Tconv(CD4+/CD8+)细胞群治疗的受试者的复发性癌症。在一个实施方案中，癌症表现出靶抗

原的异质表达。

[0019] 前述部分仅作为实例提供，并不旨在限制本公开和所附权利要求的范围。根据本

发明的权利要求、描述和实施例，本领域普通技术人员将理解与本公开的组合物和方法相

关的其他目的和优点。例如，本公开的各个方面和实施方案可以以多种组合使用，本说明书

明确设想了所有这些。这些另外的优点、目的和实施方案明确地包括在本公开的范围内。本

文用于阐明本公开的背景并且在特定情况下提供关于实践的另外详细信息的出版物和其

他材料通过引用并入，并且为了方便在所附的参考文献部分中列出。

说　明　书 4/20 页

9

CN 114929865 A

9



附图说明

[0020] 本公开的其他目的、特征和优点将通过以下详细描述结合示出本公开的说明性实

施方案的附图变得显而易见，其中：

[0021] 图1a‑d显示了离体扩增的DNT细胞可以用CAR转导而不影响它们的表型和扩增曲

线。体外扩增的DNT细胞是非转导的(NT‑DNT)或是用CAR‑19转导的(CAR19‑DNT)。1a)直方图

显示了对CAR19‑DNT(空心)或NT‑DNT(实心)的蛋白L和链霉亲和素染色。数字代表表达

CAR19的DNT细胞的百分比。点图显示了源自5个不同个体的DNT细胞的CAR19转导率的总结。

每个点代表从单个供体扩增的DNT的转导率。水平线代表平均值，并且误差线代表SD。1b)

DNT细胞上的CAR19表达随时间保持。CAR19表达水平通过在转导后第0、3、6、9和12天对从两

个不同的供体(供体A和供体B)获得的CAR19转导的DNT细胞的蛋白L染色来确定。每条线代

表不同的供体。1c离体扩增的DNT细胞(用或未用CAR19转导)用抗CD3抗体、抗CD4抗体和抗

CD8抗体染色。所示图对CD3+细胞进行设门。左图显示NT‑DNT细胞，右图显示CAR19转导的

DNT细胞。1d)来自两个不同供体的NT‑DNT和CAR19转导的DNT细胞的扩增曲线。

[0022] 图2a‑c显示了CAR19转导在体外增强DNT细胞针对CD19+B‑ALL靶标的抗白血病活

性。2a和2b)由DNT细胞在以指定的效应物与靶标的比(a)孵育4小时后针对CD19+B‑ALL细胞

系NALM‑6或以4比1的效应物与靶标的比(b)进行2小时针对来自5名患者的CD19+原发性B‑

ALL胚细胞诱导的特异性杀伤百分比。2c)使用ELISA测量与NALM‑6共培养后NT‑DNT或

CAR19‑DNT细胞上清液中的IFNγ水平。

[0023] 图3a‑d显示了在异种移植模型中CAR19转导增强DNT细胞针对CD19+B‑ALL靶标的

抗白血病活性。在第0天，经亚致死辐照的NSG小鼠接种106个NALM‑6细胞，然后在第3天静脉

内施用各种剂量的CAR19‑DNT细胞(每只小鼠0.33×106、106或3×106个细胞)或媒介物对

照。在NALM‑6注射后3周收集骨髓样品，用抗人CD10染色并通过流式细胞术分析以检测

NALM6。3a和3b)NALM‑6在NALM‑6移植的NSG小鼠的骨髓中的频率。3a.每个点代表每只小鼠

的NALM‑6移植水平。水平条代表每组的平均值。误差线代表SD。单因素ANOVA用于确定不同

处理组之间的差异。3b.流式细胞术点图显示了每只小鼠中NALM‑6的频率，对人CD10+细胞

设门。用媒介物(虚线)或CAR19‑DNT(实线；每只小鼠3×106个细胞)处理的NALM‑6移植的

NSG小鼠的总体疾病评分(3c)和存活率(3d)。

[0024] 图4a和4b显示了在异种移植模型中CAR19‑DNT诱导针对B细胞成淋巴细胞系Daudi

的优异的抗白血病活性。在第0天，经亚致死辐照的NSG小鼠接种106个Daudi细胞，然后在第

3天静脉施用NT‑DNT细胞或CAR19‑DNT细胞(每只小鼠3×106个细胞)。4a)在Daudi注射后48

天收集骨髓样品，用抗人CD20染色并通过流式细胞术分析以检测Daudi。每个点代表每只小

鼠的Daudi移植水平。水平条代表每组的平均值。误差线代表SD。Student  t检验用于确定不

同处理组之间的差异。4b)监测体重变化以评估小鼠的健康状况。每个点代表每组的平均

值。误差线代表SEM。双因素ANOVA用于确定两组之间的差异。

[0025] 图5a‑c显示了CAR19‑DNT可以杀伤CD19低NALM‑6。5a)CD10+NALM‑6细胞(获自未处

理或CAR19‑DNT细胞处理的小鼠的骨髓)的CD19表达水平的代表性流式图(flow  plot)。数

字代表CD19+细胞的频率。5b)在人道终点测量的NALM‑6的CD19表达水平的总结。水平条代

表每组的平均值，误差条代表SD。每个点代表单只小鼠。5c)NALM‑6细胞从CAR19‑DNT处理

(CD19低)或BPS处理(CD19高)的小鼠中分离，并在2小时体外细胞毒性测定中用作CAR19‑
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DNT的靶标。观察到相当程度的细胞毒性。

[0026] 图6a‑c显示了在体外和体内CAR19‑DNT和CAR19‑Tconv细胞对CD19+B‑ALL具有相当

程度的抗白血病活性。6a)CAR19‑DNT或CAR19‑Tconv细胞与NALM‑6以指定的效应物与靶标的

比共培养2小时。通过流式细胞术测定对NALM‑6的特异性杀伤％。6b)使用ELISA测量与

NALM‑6共培养的CAR19‑DNT或‑CAR19  Tconv细胞的上清液中的IFNγ水平。6c)NALM‑6移植

NSG小鼠骨髓中NALM‑6的频率，通过流式细胞术测定，所述小鼠在NALM‑6注射后三周静脉内

施用3×106个CAR19‑DNT细胞、CAR‑Tconv细胞或媒介物对照。

[0027] 图7a‑c显示了CAR19‑DNT可以通过内源性抗白血病活性靶向CD19阴性白血病细

胞。7a)使用针对CD19阴性白血病细胞系OCI‑AML3的CAR19‑DNT(实心符号)或NT‑DNT(空心

符号)以指定的效应物与靶标的比进行的两小时体外杀伤测定表明，CAR19‑DNT和NT‑DNT均

可以以相当的水平有效地靶向OCI‑AML3。7b)以不同的效应物与靶标的比，使用DNT细胞对

获自患者(其疾病在CD19‑CAR  Tconv细胞治疗后复发)的原发性CD19阴性B‑ALL样品进行两

小时体外杀伤测定，证明DNT针对抗CAR19‑Tconv细胞的胚细胞的内源性白血病活性。7c)在

以所示的各种DNT与Daudi比进行的两小时体外杀伤试验中，NT‑DNT或CAR19‑DNT均用作针

对CD19+淋巴瘤细胞系Daudi的效应物。

[0028] 图8a‑b显示了NT‑DNT(而非NT‑Tconv细胞)介导针对B‑ALL的抗白血病活性，并且对

于Tconv和DNT细胞，CAR19‑转导增强针对B‑ALL的抗白血病活性。NALM‑6细胞在有或没有

NT‑DNT细胞、CAR19‑DNT细胞、NT‑Tconv细胞或CAR19‑Tconv细胞的情况下，以1:1的DNT与NALM‑

6的比培养2或5天。确定有活力的NALM‑6细胞的绝对数量(8a)和频率的相对变化(8b)。图8c

显示了每个共培养物在不同天数的代表性流式细胞术图。单因素(a)或双因素(b)ANOVA检

验用于统计分析。ns‑不显著；*p<0.05；**p<0.01；***p<0.001；****p<0.0001。

[0029] 图9a‑f显示了CAR19‑DNT未发展针对正常细胞的同种异体反应性并且通过对同种

异体效应物进行抑制来防止它们的同种异体反应性。9a.混合淋巴细胞反应(MLR)示意图。

CAR19‑DNT和CAR19‑Tconv细胞用经辐照的同种异体PBMC预激6天，然后在随后的过夜杀伤测

定中用作针对相同同种异体PBMC的效应细胞。9b.CAR19‑Tconv细胞(实心符号)和CAR19‑DNT

细胞(空心符号)介导的同种异体PBMC在各种效应物与靶标的比下的特异性杀伤百分比，表

明CAR19‑Tconv细胞诱导同种异体反应性，而CAR19‑DNT细胞未诱导。9c)MLR示意图，进行MLR

以确定CAR19‑Tconv细胞或CAR19‑DNT是否诱导同种异体PBMC的同种异体反应性。同种异体

PBMC与源自另一供体的CAR19‑Tconv细胞或CAR19‑DNT细胞共培养6天。随后，分离PBMC来源

的CD8+  T细胞并将其用作针对相同Tconv细胞或DNT细胞(用于在过夜体外杀伤测定中共培

养)的效应细胞。9d)如上所述，在与CD8+  T细胞培养过夜后剩余的有活力的CAR‑Tconv细胞

(实心符号)或CAR‑DNT细胞(空心符号)的数量减少，表明与同种异体CAR19‑Tconv细胞相比，

同种异体CAR19‑DNT未诱导受体免疫细胞的同种异体反应，并且可以逃避宿主抗移植物排

斥反应。9e)用于确定在存在或不存在DNT的情况下，用同种异体抗原预激时同种异体反应

性CD8+  T细胞的细胞毒性程度的测定的示意图。在有或没有DNT的情况下，同种异体CD8+  T

细胞用经辐照的PBMC刺激4天。随后，将CD8+  T细胞分离并用作针对最初用于刺激的相同同

种异体细胞的效应细胞。9f)显示了在存在或不存在DNT的情况下，以各种效应物与靶标的

比刺激的CD8+  T细胞对同种异体细胞的杀伤百分比。**p<0.01；****p<0.0001。

[0030] 图10a‑d显示了CAR19‑DNT细胞未诱导异种GvHD，而CAR19‑Tconv细胞诱导异种
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GvHD。幼稚 ‑NSG小鼠输注5×106个CAR19转导的DNT或Tconv细胞。监测每组小鼠体重

的变化(10a)、总体疾病评分(10b)和存活率。10d)对小鼠肝组织进行苏木精和伊红染色以

评估组织损伤。使用双因素ANOVA检验(10a和10b)和Mantel‑Cox检验(10c)进行统计分析。

n.s.‑不显著；**p<0.01；***p<0.001；****p<0.0001

[0031] 图11a‑b显示了CAR19‑DNT可导致较轻的重度CRS。NT或CAR19转导的DNT细胞或

Tconv细胞与NALM‑6以5:1(a)或1:1(b)的T细胞与NALM‑6的比培养3天。将从共培养物收集的

上清液添加到巨噬细胞样细胞系mTHP‑1(11a)或单核细胞系THP‑1(11b)中。在培养3‑4天后

通过ELISA测定分别由mTHP‑1和THP‑1产生的IL‑1β(11a)和IL‑6(11b)水平。双因素ANOVA检

验用于统计分析。ns‑不显著；*p<0.05；****p<0.0001。

[0032] 图12显示了CAR19‑DNT细胞在冷冻保存后保留它们的抗肿瘤功能。使用新鲜和冷

冻保存的CAR19‑DNT对NALM‑6进行两小时的体外杀伤测定，显示冷冻保存超过一个月的

CAR19‑DNT在介导针对CD19+白血病靶标的细胞毒性方面与新鲜扩增的CAR19‑DNT一样有

效。

[0033] 图13显示了CAR19转导的DNT细胞以供体非依赖性方式发挥作用。从三个不同供体

获得的DNT细胞用CAR19转导并用作针对NALM‑6的效应细胞。每条线代表来自每个供体的

CAR19转导的DNT细胞，并显示出对NALM‑6细胞的相似杀伤(供体A、B或C)

[0034] 图14a‑c显示了DNT可以用作靶向一系列癌症类型的平台。14a)使用NT‑DNT或

CAR19‑DNT作为针对肺癌细胞系A549(野生型或经基因修饰以表达CD19)的效应物，以1比1

的效应物与癌细胞比过夜进行体外杀伤测定。14b)使用针对肺癌细胞系H460(野生型或经

基因修饰以表达CD19)的NT‑DNT或CAR19‑DNT，以1比1的效应物与癌细胞比过夜进行体外杀

伤测定。14c)NT‑DNT或CAR19‑DNT与A549或CD19转导的A549以1:1的DNT:A549的比例共培养

1天。使用ELISA测定从每组收集的上清液中的IFNγ。

[0035] 图15a‑b显示了CAR‑DNT细胞在肺癌异种移植模型中对实体瘤表现出有效的抗肿

瘤活性。在第0天，NSG小鼠皮下输注CD19转导的A549(106/小鼠)。在第11天，每只小鼠未处

理或通过肿瘤周围注射接受5×106个NT‑DNT或CAR‑19+DNT细胞处理。随后，每2‑4天监测肿

瘤体积(15a)，并在研究结束时测量肿瘤重量(15b)。双因素(15a)或单因素(15b)ANOVA检验

用于统计分析。n.s‑不显著；*p<0.05；***p<0.001；****p<0.0001。

[0036] 图16a‑b显示了DNT可以用作不同CAR构建体的平台以靶向表达CD19以外的抗原的

癌症，并且可以用作CD4‑CAR的运载体(carrier)而不自相残杀。16a)NT‑DNT(●)和CD4‑CAR

(CAR4；■)转导的DNT的相当的扩增倍数支持在生产CAR4‑DNT中缺乏自相残杀。16b)在两小

时杀伤测定中，NT‑DNT(实心符号)或用CD4‑CAR转导的DNT(CAR4‑DNT；空心符号)以所示的

各种DNT与CCRF‑CEM的比，用作针对CD4+急性淋巴细胞性T细胞白血病系CCRF‑CEM的效应细

胞。

[0037] 图17a‑b显示了CAR4‑DNT的抗原特异性。健康供体来源的同种异体PBMC与NT或空

病毒载体(EV)或者CAR19或CAR4转导的DNT细胞以不同的DNT:PBMC比共培养。针对CD4+

(17a)和CD4‑(17b)PBMC测量特异性杀伤％。双因素ANOVA检验用于统计分析。n.s‑不显

著；****p<0.0001。

[0038] 图18a‑b显示了DNT可以用CAR4转导而无自相残杀。Tconv细胞或DNT细胞未转导或

用CAR4转导。在转导后第4天，比较相对数量(18a)和CD4+、CD8+和CD4‑CD8‑(DN；18b)的组
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成。

具体实施方式

[0039] 以下是详细描述，其被提供以助于本领域技术人员实施本公开。除非另有定义，否

则本文使用的所有技术和科学术语均具有与本公开所属领域的普通技术人员通常理解的

含义相同的含义。本文描述中使用的术语仅用于描述特定实施方案，并不旨在限制本公开。

本文提及的所有出版物、专利申请、专利、附图和其他参考文献均通过引用以其整体明确并

入本文。

[0040] I.定义

[0041] 如本文所用，除非另有说明，否则以下术语可以具有下文赋予它们的含义。然而，

应当理解，本领域普通技术人员已知或理解的其他含义也是可能的，并且在本公开的范围

内。本文提及的所有出版物、专利申请、专利和其他参考文献均通过引用以其全文并入。在

冲突的情况下，以本说明书(包括定义)为准。此外，材料、方法和实施例仅是说明性的而不

是限制性的。

[0042] 如本文所用，术语“癌症”是指由可扩散到邻近组织或身体其他部位的细胞的不受

控制的异常生长引起的一组疾病中的一种。癌细胞可以形成实体瘤，其中癌细胞聚集在一

起，或者作为分散的细胞存在，如在血液学癌症(例如白血病)中。

[0043] 术语“癌细胞”是指以不受控制的异常生长和侵入另一组织的能力为特征的细胞

或源自这种细胞的细胞。癌细胞包括，例如，从癌症患者获得的原发性癌细胞或源自这种细

胞的细胞系。在一个实施方案中，癌细胞是血液学癌细胞，例如白血病细胞或淋巴瘤细胞。

[0044] 如本文所用，术语“受试者”包括动物界的所有成员，包括哺乳动物，并且适当地是

指人。任选地，术语“受试者”包括已被诊断患有癌症或处于缓解期的哺乳动物。在一个实施

方案中，术语“受试者”是指患有或怀疑患有癌症的人。

[0045] 在一个实施方案中，本文所述的方法和用途提供了癌症的治疗。如本文所用且如

本领域所熟知的，术语“治疗(treating或treatment)”是指用于获得有益或期望结果(包括

临床结果)的方法。有益的或期望的临床结果可以包括但不限于减轻或改善一种或多种症

状或病况、减轻疾病程度、稳定(即不恶化)疾病状态(例如使患者保持缓解)、预防疾病或防

止疾病扩散、延缓或减缓疾病进展、改善或减轻疾病状态、减少疾病的复发和缓解(无论是

部分的还是全部的)，无论是可检测还是不可检测。“治疗还可以意指与未接受治疗的预期

生存率相比延长生存率。如本文所用，治疗还包括预防性治疗。在一个实施方案中，治疗方

法包括向受试者施用治疗有效量的如本文所述的CAR‑DNT细胞并且任选地由单次施用组

成，或可选地包括一系列施用。

[0046] 如本文所用，短语“有效量”或“治疗有效量”意指在达到期望结果所需的剂量和时

间段内有效的量。例如，在治疗癌症的背景中，有效量是与未施用化合物获得的反应相比，

例如诱导缓解、降低肿瘤负荷和/或防止肿瘤扩散或癌细胞生长的量。有效量可根据各种因

素而变化，例如动物的疾病状态、年龄、性别和体重。对应于该量的给定化合物的量将根据

各种因素而变化，例如给定的药物或化合物、药物制剂、施用途径、疾病或病症的类型、接受

治疗的受试者或宿主的身份等，但仍然可以由本领域技术人员常规确定。

[0047] 在一个实施方案中，本文所述的方法、用途和组合物涉及产生、施用或使用已经基
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因修饰以与一种或多种靶抗原结合的DNT细胞。例如，在一个实施方案中，本文所述的方法、

用途和组合物涉及CAR‑DNT细胞或CAR‑DNT的产生、施用或使用。如本文所用，“CAR‑DNT细

胞”或“CAR‑DNT”是指已经修饰以表达一种或多种嵌合抗原受体(CAR)分子的双阴性T细胞

(“DNT细胞”或“DNT”)。此类CAR‑DNT细胞可以被描述为源自DNT细胞。

[0048] DNT表现出许多将它们与其他类型的T细胞区分的特征。在一个实施方案中，DNT不

表达CD4或CD8。在一个实施方案中，扩增10‑20天的DNT表达CD3‑TCR复合物并且不表达CD4

和CD8。在一个实施方案中，DNT是CD4‑、CD8‑、CD3+、γδ‑TCR+和/或αβ‑TcR+。在一个实施方

案中，DNT是CD4‑、CD8‑、CD3+、γδ‑TCR+和αβ‑TcR+。在一个实施方案中，扩增的DNT可以是

CD11a+、CD18+、CD10‑和/或TCR  Vα24‑Jα18‑。在一个实施方案中，扩增的DNT可以是CD49d+、

CD45+、CD58+CD147+CD98+CD43+CD66b‑CD35‑CD36‑和/或CD103‑。

[0049] DNT可以使用本领域已知的技术获得，例如但不限于荧光激活细胞分选(FACS)。用

于产生和/或扩增DNT细胞的方法还描述于WO2007056854以及WO2016023134中，它们通过引

用并入本文。

[0050] 如本文所用，术语“自体(autologous)”是指最初从作为所述细胞的预期受体的受

试者获得的细胞。在一个实施方案中，本文所述的DNT细胞或DNT细胞群包含自体细胞或由

其组成。

[0051] 如本文所用，术语“同种异体(allogenic)”是指最初从受试者获得的细胞，该受试

者是与所述细胞的预期受体不同的个体，但与受体属于同一物种。任选地，同种异体细胞可

以是来自细胞培养物的细胞。在一个实施方案中，DNT是从健康供体获得的同种异体细胞。

如本文所用，术语“健康供体”(“HD”)是指一名或多名未患癌症的受试者。在一个实施方案

中，健康供体是没有可检测的癌细胞的受试者，例如没有可检测的白血病细胞的受试者。在

一个实施方案中，本文所述的基因修饰的DNT细胞是同种异体细胞，任选地来自一个或多个

健康供体。在一个实施方案中，所述的基因修饰的DNT细胞群包含同种异体细胞或由其组

成，任选地所述同种异体细胞来自一个或多个健康供体。

[0052] 如本文所用，术语“CAR”是指嵌合抗原受体。在一个实施方案中，CAR分子包含细胞

外抗原结合结构域、铰链区、跨膜结构域和一个或多个细胞内结构域，例如共刺激信号传导

结构域和/或CD3ζ结构域。抗原结合结构域可以结合任何合适的抗原，例如在癌细胞表面富

集或优先表达的抗原。在一个实施方案中，抗原结合结构域结合CD19。在一个实施方案中，

抗原结合结构域结合CD4。

[0053] 在一个实施方案中，基因修饰的DNT细胞通过将细胞基因修饰成在DNT细胞表面上

表达与靶抗原结合的蛋白质而源自DNT细胞。例如，在一个实施方案中，CAR‑DNT细胞通过修

饰DNT细胞以表达一种或多种CAR分子而源自DNT细胞。可以通过任何合适的技术修饰DNT细

胞以表达一种或多种CAR分子。任选地，可以通过用合适的表达载体、质粒或mRNA转导对DNT

进行基因修饰。

[0054] 在一个实施方案中，基因修饰的DNT可以在施用或用于受试者之前冷冻保存。如本

文所用，“冷冻保存”是指通过冷却至极低温度来保存细胞，例如基因修饰的DNT(例如CAR‑

DNT)的过程。这种低温可以在‑70℃至‑90℃(使用‑80℃冰箱或固体二氧化碳)或至‑196℃

(使用液氮)的范围内，并用于减缓/停止可能损害细胞的任何酶促或化学活性。冷冻保存方

法寻求达到低温而不会因冷冻过程中细胞内冰晶的形成而造成另外的损害。可选地，未经
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冷冻保存的新鲜扩增的DNT细胞可以如本文所述进行基因修饰和使用或施用。

[0055] 如本文所用，“免疫抑制疗法”是指施用或使用一种或多种药剂来抑制受试者的免

疫系统，以预防或减轻移植物抗宿主病(GvHD)、宿主抗移植物排斥反应和/或同种异体反

应。免疫抑制疗法的实例包括但不限于阿仑单抗、钙调磷酸酶抑制剂例如环孢素A(CSA)、他

克莫司(TAC)、雷帕霉素靶标(TOR)抑制剂例如西罗莫司(SIR)和/或抗增殖剂例如霉酚酸酯

(MMF)。

[0056] 如本文所用，“细胞因子释放综合征”或“CRS”是指可以在免疫疗法之后发生的病

况，其特征在于由输注的产品和受免疫疗法影响的宿主免疫细胞大量、快速和全身释放炎

性细胞因子，导致全身性炎症反应。

[0057] 在提供数值范围的情况下，除非上下文另有明确规定，否则应理解每个至下限单

位的十分之一的中间值，该范围的上限和下限之间的中间值、以及所述范围内的任何其他

所述值或中间值均包含在本说明书内。从任何下限至任何上限的范围均被考虑。这些可以

独立包括在较小范围内的较小范围的上限和下限也涵盖在本说明书内，但受所述范围内任

何具体排除限定的限制。在所述范围包括一个或两个限值的情况下，排除所包含的那些限

值中的一个或两个限值的范围也包括在说明书中。

[0058] 必须注意，如本文和所附权利要求中使用的，单数形式“一种(a、an)”和“该”包括

复数指代，除非上下文另有明确规定。

[0059] 本文的详细描述和权利要求中的所有数值均以“约”或“近似”所示值来修饰，并考

虑了本领域普通技术人员预期的实验误差和变化。

[0060] 如本文在说明书和权利要求书中使用的短语“和/或”，应理解为表示如此结合的

要素中的“一个或两个”，即，在一些情况下结合存在而在其他情况下分离存在的要素。用

“和/或”列出的多个要素应以相同的方式解释，即“一个或多个”这样结合的要素。除了由

“和/或”子句具体标识的要素之外，可以可选地存在其他要素，无论是否与那些具体标识的

要素相关或不相关。

[0061] 如本文在说明书和权利要求书中使用的，“或”应理解为与如上定义的“和/或”具

有相同的含义。例如，当分隔列表中的项目时，“或”或“和/或”应解释为是包括性的，即包括

至少一个，但还包括多个要素或要素列表中的超过一个要素，以及任选地包括其他未列出

的项目。只有明确相反表示的术语，例如“仅…中一个”或“就…中一个”或，当在权利要求中

使用时，“由...组成”是指就包括多个要素中的一个要素或列出的要素。通常，如果前面带

有排他性术语，例如“任一”、“…中一个”、“仅…中一个”或“就…中一个”，本文使用的术语

“或”仅应解释为表示排他性的替代方案(即“一个或另一个，但不是两者”)。

[0062] 在权利要求以及上述说明书中，所有过渡性短语，例如“包含”、“包括”、“携带”、

“具有”、“含有”、“涉及”、“持有”、“由……构成”等应被理解为是开放式的，即意指包括但不

限于。仅过渡词组“由……组成”和“主要由……组成”分别是封闭或半封闭过渡词组。

[0063] 如本文在说明书和权利要求书中使用的，对于一个或多个要素的列表的短语“至

少一个”应理解为表示选自要素列表中的任何一个或多个要素的至少一个要素，但不一定

包括在要素列表中具体列出的每个要素中的至少一个，并且不排除要素列表中的要素的任

何组合。该定义还允许除了在短语“至少一个”所指的要素列表中具体标识的要素之外的要

素可以任选地存在，无论是否与那些具体标识的要素相关或不相关。
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[0064] 如本文所用，术语“约”是指被引用的数字加或减0.1至50％、5‑50％、或10‑40％、

10‑20％、10％‑15％、优选地5‑10％、最优选地约5％。

[0065] 还应理解，在本文所述的某些包括多于一个步骤或动作的方法中，除非上下文另

有说明，否则该方法的步骤或动作的顺序不一定限于描述的该方法的步骤或动作的顺序。

[0066] 尽管与本文描述的那些相似或等同的任何方法和材料也可以用于本公开的实践

或测试，但是现在描述优选的方法和材料。

[0067] II.产品和组合物

[0068] 在一方面，提供了一种双阴性T(DNT)细胞，其已经基因修饰以与一种或多种靶抗

原结合。在一个实施方案中，DNT细胞经基因修饰以表达编码与特定靶抗原结合的嵌合抗原

受体(CAR)的核酸分子。

[0069] 可以使用任何合适的方法来修饰DNT细胞以表达编码与靶抗原结合的蛋白(例如，

但不限于CAR)的核酸。如实施例中所示，修饰的DNT细胞可以通过用包含编码CAR的序列的

载体、质粒或mRNA转导产生。因此，在一个实施方案中，修饰的DNT细胞通过用载体转导产

生，该载体包含编码CAR或与靶抗原结合的另一种合适的蛋白的核酸分子。

[0070] 靶抗原可以是任何合适的抗原，例如在癌细胞表面上表达的靶标。合适的抗原包

括，但不限于CD4、CD33、CD19、CD20、CD123  LeY、间皮素、EGFR、ROR1、EpCam、MUC1、HER1/2、

MET/HGF、新抗原(驱动子、非驱动子)、MAGE家族和NY‑ESO‑1。在一个实施方案中，靶抗原是

CD19。在一个实施方案中，靶抗原是CD4

[0071] 在一个实施方案中，CAR包含细胞外结合结构域、铰链区、跨膜结构域和/或细胞内

信号传导结构域。在一个实施方案中，CAR的细胞外结合结构域与合适的靶抗原结合。例如，

CAR可以包含与癌细胞上表达的靶抗原结合的细胞外抗原结合结构域。

[0072] 如实施例中所示，本文所述的基因修饰的DNT细胞在冷冻保存后保持活性。因此，

在一个实施方案中，基因修饰的DNT细胞已被冷冻或冷冻保存。例如，在一个实施方案中，如

本文所述的基因修饰的同种异体DNT细胞群可以离体扩增和修饰，然后冷冻保存以产生适

合临床使用的现成可用型细胞疗法。在一个实施方案中，细胞在低于‑20℃、低于50℃、低于

60℃、‑20至‑196℃之间、‑70℃至‑196℃之间、或‑70℃至‑90℃之间的温度下冷冻。

[0073] 根据本公开的修饰的DNT细胞可以以组合物的形式提供。例如，在一个实施方案

中，提供了一种组合物，其包含本文所述的修饰的DNT细胞群和药学上可接受的运载体。

CAR‑DNT可以使用本领域已知的药学上可接受的配方来配制以供使用或制备用于施用于受

试者。用于选择和制备合适制剂的常规程序和成分描述于，例如，雷明顿药物科学

(Remington's  Pharmaceutical  Sciences)(2003–第20版)和1999年发表的美国药典：国家

处方集(The  United  States  Pharmacopeia:The  National  Formulary)(USP  24NF19)中。

术语“药学上可接受的”是指与动物(特别是人)的治疗相容。还提供了包含本文所述的基因

修饰的DNT的试剂盒，以及合适的容器或包装和/或它们的使用说明，例如用于治疗受试者

的癌症。

[0074] 还提供了如本文所述的修饰的DNT细胞群。在一个实施方案中，提供了从一个或多

个健康供体产生的基因修饰的同种异体DNT群。在一个实施方案中，基因修饰的同种异体

DNT细胞群不诱导受试者的移植物抗宿主病(GvHD)。在一个实施方案中，相对于常规CAR‑T

细胞(CAR‑Tconv细胞)，基因修饰的同种异体DNT细胞群诱导受试者较轻的GvHD。
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[0075] 在一个实施方案中，基因修饰的同种异体DNT细胞群防止或抑制受试者的宿主抗

移植物排斥反应。在一个实施方案中，相对于CAR‑Tconv细胞，CAR‑DNT细胞群防止或抑制受

试者的HvG排斥反应。在一个实施方案中，提供了CAR4‑DNT群。在一个实施方案中，CAR4‑DNT

群不诱导自相残杀。还提供了CAR8‑DNT群。

[0076] 在一个实施方案中，本文所述的基因修饰的DNT细胞不需要修饰以防止HvG排斥反

应或GvHD。例如，在一个实施方案中，本文所述的基因修饰的DNT细胞，任选的CAR‑DNT，例如

CAR4‑DNT，未进行减少或消除选自编码HLA(任选地I类或II类)、T细胞受体、CD7或CD52的基

因的一种或多种基因的表达的基因修饰。

[0077] III.方法和用途

[0078] 如实施例中所示，已证明基因修饰的DNT细胞可增强对癌细胞的细胞毒性，所述癌

细胞包括B细胞急性成淋巴细胞白血病(B‑ALL)细胞系(NALM‑6)以及患者ALL胚细胞。在鼠

NALM‑6异种移植模型中，CAR19‑DNT还显示出可有效延长生存期，相对于对照，接受CAR19‑

DNT处理的小鼠表现出更高的总体健康评分。值得注意的是，与非转导对照相比，CAR19‑DNT

还表现出对CD19+肺癌细胞系的细胞毒性活性增加。与常规CAR19  T细胞相比，还证明CAR‑

DNT不诱导脱肿瘤(off‑tumor)同种异体反应。值得注意的是，虽然Tconv细胞的基因修饰可

能由于外源肽而增加宿主抗移植物(HvG)排斥反应，但修饰的DNT不诱导显著的同种异体反

应或表现出比常规CAR  T细胞更轻的同种异体反应。不受理论的限制，这可能是由于DNT抑

制Tconv细胞介导的免疫应答的能力所致。还产生了用抗CD4  CAR转导的DNT，并证明其对CD4

+白血病细胞系有效，而无任何自相残杀体征，这表明DNT可能可用作通用CAR运载体或用于

其他靶向细胞疗法。

[0079] 因此，在一方面，提供了一种治疗有需要的受试者的癌症的方法，该方法包括向受

试者施用有效量的与靶抗原结合的基因修饰的DNT群。还提供了有效量的与一种或多种靶

抗原结合的基因修饰的DNT细胞群用于治疗有需要的受试者的癌症的用途。在一个实施方

案中，CAR‑DNT细胞群包含以下细胞或由以下细胞组成：CD4‑、CD8‑、CD3+、γδ‑TCR+和/或α

β‑TcR+。在一个实施方案中，靶抗原在癌细胞表面上表达。在一个实施方案中，基因修饰的

DNT是嵌合抗原受体(CAR)‑双阴性T(DNT)细胞。

[0080] 用于本文所述的方法或用途的基因修饰的DNT细胞群可以来自一个或多个合适的

供体。合适的供体包括被治疗的受试者或与被治疗的受试者相同物种的一个或多个供体。

因此，在一个实施方案中，基因修饰的DNT细胞群包含自体细胞或由其组成。在一个实施方

案中，基因修饰的DNT细胞群包含同种异体细胞或由其组成。任选地，基因修饰的DNT细胞群

包含来自一个或多个健康供体的同种异体细胞或由其组成。在一个实施方案中，CAR‑DNT细

胞群包含来自一个或多个供体的基因修饰的DNT或由其组成，该DNT在其用于治疗癌症或施

用之前被冷冻保存。

[0081] 目前可获得的同种异体CAR免疫细胞疗法涉及另外的基因修饰，以敲除同种异体

CAR‑T细胞上的HLA或耗竭CD52+受体T细胞以避免HvG排斥反应(Zhao等人2018年)。可选地，

利用免疫抑制剂的重复施用以允许同种异体CAR产品的多次输注。然而，这些将增加产品生

产的成本和复杂性，或阻碍受体免疫系统抵抗感染。如图7所示，如本文所述的同种异体

CAR‑DNT细胞可与常规T细胞持续共存而不产生同种异体反应和/或相对于常规(CD4+/CD8

+)CAR  T细胞产生较轻的同种异体反应。在一个实施方案中，本文提供的基因修饰的同种异
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体DNT未进行防止HvG排斥反应的基因修饰。在一个实施方案中，基因修饰的DNT未进行减少

或消除选自编码HLA(任选地I类或II类)、内源性T细胞受体、CD7或CD52的基因的一种或多

种基因的表达的修饰。

[0082] 在一个实施方案中，基因修饰的同种异体DNT在施用于或用于受试者时不引起移

植物抗宿主病。在一个实施方案中，基因修饰的同种异体DNT避免宿主抗移植物同种异体排

斥反应。在一个实施方案中，相对于常规(CD4+/CD8+)CAR  T细胞，基因修饰的同种异体DNT

对宿主抗移植物同种异体排斥反应具有抗性，在一个实施方案中，基因修饰的同种异体DNT

通过抑制同种异体反应性T细胞来避免宿主抗移植物同种异体排斥反应，因此，在标准的淋

巴细胞清除(lymphodepletion)预处理后，可以使用而无需另外的免疫抑制治疗。

[0083] 在一个实施方案中，在施用基因修饰的DNT细胞群之前，受试者接受淋巴细胞清除

化疗。淋巴细胞清除预处理一般被认为在受试者中为过继转运的淋巴细胞的扩增和生长创

造空间和有利的稳态细胞因子环境。例如，在一个实施方案中，可以在施用T细胞疗法(包括

DNT)之前使用化疗(例如氟达拉滨+环磷酰胺)进行淋巴细胞清除。淋巴细胞清除预处理通

常持续数周，这与长期免疫抑制不同，长期免疫抑制可以在施用细胞疗法的同时或之后使

用，以助于防止或减少同种异体反应，例如GvHD或HvG排斥反应。

[0084] 在一个实施方案中，受试者在施用或使用基因修饰的DNT细胞治疗癌症的同时或

之后不接受免疫抑制疗法。在一个实施方案中，在淋巴细胞清除化疗预处理的受试者中不

需要另外的免疫抑制剂(例如阿仑单抗)来抑制或降低对输注的基因修饰的同种异体DNT细

胞的同种异体反应或HvG。例如，在一个实施方案中，受试者在施用基因修饰的DNT细胞群后

的60、30、21、14、0或‑7天内不接受另外的免疫抑制治疗。

[0085] 在一个实施方案中，虽然常规同种异体CD4+/CD8+  T细胞易受宿主抗移植物(HvG)

排斥反应的影响，并且需要另外的免疫抑制疗法(例如阿仑单抗)来抑制HvG，但是基因修饰

的DNT细胞群防止或抑制HvG而不需要另外的免疫抑制疗法(例如阿仑单抗)。例如，在一个

实施方案中，基因修饰的同种异体DNT细胞在淋巴细胞清除预处理的受试者中持续超过2

周、3周、4周、6周或8周，而无需另外的免疫抑制疗法来抑制HvG。在一个实施方案中，在向受

试者施用或使用细胞后2周、3周、4周、6周或8周，可以在来自受试者的生物样品中检测到基

因修饰的DNT细胞。

[0086] 在一个实施方案中，可以将多剂量的基因修饰的同种异体DNT细胞输注至患者中，

而无需对细胞或患者进行另外的操作。例如，在实施方案中，可以在初始输注后约1周、2周、

3周和/或4周内将基因修饰的同种异体DNT细胞再输注至患者中。

[0087] 可以通过任何合适的方法产生与适用于本文所述方法的一种或多种靶抗原结合

的基因修饰的DNT细胞。例如，在一个实施方案中，CAR‑DNT细胞群包含用载体、质粒或mRNA

转导的DNT细胞，该载体、质粒或mRNA包含编码一种或多种嵌合抗原受体的核酸序列。

[0088] 用于根据本文所述方法使用的CAR‑DNT细胞可以表达一种或多种合适的CAR分子。

在一个实施方案中，CAR包含细胞外结合结构域、铰链区、跨膜结构域和/或细胞内信号传导

结构域。CAR的细胞外结合结构域可以结合适用于本文所述方法的任何靶抗原。因此，在一

个实施方案中，CAR包含与在受试者的癌细胞上表达的靶抗原结合的细胞外抗原结合结构

域。合适的靶抗原包括CD4、CD33、CD19、CD20、CD123、LeY、间皮素、EGFR、ROR1、EpCam、MUC1、

HER1/2、MET/HGF、新抗原(驱动子、非驱动子)、MAGE家族和NY‑ESO‑1。在一个实施方案中，靶
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抗原是CD19。在一个实施方案中，靶抗原是CD4。

[0089] 本文所述的基因修饰的DNT细胞可以用于治疗各种癌症。在一个实施方案中，癌症

是血液恶性肿瘤，例如白血病或淋巴瘤。任选地，癌症是非霍奇金淋巴瘤、急性成淋巴细胞

白血病、急性骨髓性白血病或慢性淋巴细胞白血病。在一个实施方案中，癌症包括一种或多

种实体瘤，包括但不限于肺癌。

[0090] 在一个实施方案中，提供了一种治疗有需要的受试者的CD4+癌症的方法，该方法

包括向受试者施用有效量的已经基因修饰以与CD4结合的DNT细胞群。还提供了有效量的已

经基因修饰以与CD4结合的DNT用于治疗有需要的受试者的CD4+癌症的用途。在一个实施方

案中，DNT细胞是靶向CD4的CAR‑DNT(CAR4‑DNT)。在一个实施方案中，基因修饰的DNT是同种

异体的。在一个实施方案中，癌症是血液恶性肿瘤。在一个实施方案中，癌症是T细胞癌，例

如T细胞急性成淋巴细胞白血病(T‑ALL)、外周T细胞淋巴瘤(PTCL)和/或皮肤T细胞淋巴瘤

(CTCL)。鉴于患者体内的癌性T细胞可污染用于制备CART细胞的自体T细胞产品，因此T细胞

癌对使用自体常规CART疗法提出了挑战。此外，常规T细胞本身中的CD4表达可导致靶向CD4

的常规CART细胞之间自相残杀，而CAR4‑DNT细胞制备没有显示出自相残杀的迹象(图10a)。

如图10b所示，同种异体CAR4‑DNT细胞对CD4+急性淋巴细胞性T细胞白血病细胞系显示出细

胞毒性。此外，同种异体CAR4‑DNT可以避免与自体T细胞疗法相关的问题，因为它们不表达

CD4，并且可以由健康供体产生而不污染癌性T细胞。

[0091] 如实施例中所述，本文所述的CAR‑DNT表现出对癌细胞的双重CAR靶向和CAR非依

赖性杀伤。在一个实施方案中，本文所述的基因修饰的DNT用于或施用于患有复发性或反复

发作的癌症的受试者。例如，在一个实施方案中，本文所述的基因修饰的DNT在常规CAR  T细

胞治疗(例如常规CAR19  T细胞治疗)之后用于或施用于患有复发性癌症的受试者。在一个

实施方案中，癌症是复发性急性成淋巴细胞白血病，任选地是B细胞急性成淋巴细胞白血病

(B‑ALL)。在一个实施方案中，癌症包括CD19‑B‑ALL或由其组成。

[0092] 在一个实施方案中，本文所述的方法和用途用于治疗表现出靶抗原的异质表达的

癌症，例如表现出CD4、CD33、CD19、CD20、CD123和/或LeY的异质表达的癌症。在一个实施方

案中，本文所述的方法和用途用于治疗表现出间皮素、EGFR、ROR1、EpCam、MUC1、HER1/2、

MET/HGF、新抗原(驱动子、非驱动子)、MAGE家族和/或NY‑ESO‑1的异质表达的癌症。

[0093] IV.实施例

[0094] 实施例1

[0095] 为了确定是否可以用嵌合抗原受体(CAR)转导DNT，用广泛使用的CD19‑CAR

(CAR19)转导DNT，并使用蛋白L结合确定其表达。用CAR19转导DNT，平均转导率为55.5％±

7.51％(图1a)，并且CAR19表达保持至少12天(图1b)。通过CAR19转导未观察到DNT的表型变

化；DNT保留了CD3阳性CD4和CD8双阴性表型(图1c)，并且DNT保留了与没有CAR19转导的那

些扩增的细胞相当的扩增曲线(图1d)。

[0096] 使用针对CD19+B‑ALL细胞系NALM‑6(图2a)和五种原发性B‑ALL患者胚细胞(图2b)

的非转导(NT)‑DNT或CAR19‑DNT细胞进行的体外杀伤测定表明，虽然非转导(NT)‑DNT可以

诱导针对NALM‑6和一些B‑ALL患者样品(100709、110291和090652)的一定程度的细胞毒性，

但CAR19转导显著增强了细胞毒性程度。此外，与NT‑DNT细胞相比，CAR19+DNT细胞与B‑ALL

共培养后，上清液中检测到更高水平的IFNγ(图2c)。

说　明　书 14/20 页

19

CN 114929865 A

19



[0097] 为了确定CAR19‑DNT在体内的抗白血病活性，移植NALM‑6的免疫缺陷NSG小鼠未经

处理或用不同数量的CAR19‑DNT细胞(每只小鼠0.33×106、106或3×106个细胞)处理，并且

比较白血病负荷和小鼠的生存率。通过流式细胞术测定骨髓中NALM‑6移植水平。CAR19‑DNT

细胞以剂量依赖性方式降低白血病负荷，其中用最高剂量CAR19‑DNT细胞处理的小鼠的平

均NALM‑6移植水平为0.19％±0.11％，而未处理组为79.2％±3.6％(图3a和3b)。此外，用3

×106个CAR19‑DNT细胞处理的小鼠显示出生存期延长，中位生存期为44天，相比之下，未处

理组的中位生存期为28天(图3c)。与此一致的是，在CAR19‑DNT处理的受体中观察到通过邋

遢(scruffiness)、弓背、脱毛和活性损失评价的显著优异的总体健康评分(图3d)。

[0098] 为了使用不同的B‑ALL靶标验证我们的发现，移植B细胞成淋巴细胞系Daudi的NSG

小鼠接受NT‑DNT或CAR19‑DNT细胞处理。在用CAR19‑DNT细胞处理的小鼠的骨髓中观察到的

Daudi移植水平显著低于在用NT‑DNT处理的小鼠中观察到的水平(图4a)。此外，在NT‑DNT组

中观察到小鼠体重显著低于CAR‑DNT组(图4b)，表明与用NT‑DNT细胞处理的小鼠相比，用

CAR19‑DNT细胞处理的小鼠具有更好的健康状况(fitness)。

[0099] 在人道终点对NALM‑6的离体分析显示，从CAR19‑DNT细胞处理组获得的NALM‑6的

CD19表达低于未处理组(图5a和5b；53.22％±5.12％相对于91.67％±0.30％)，表明NALM‑

6可能通过CD19下调来逃逸CAR19‑DNT细胞介导的抗白血病活性，如CAR‑T细胞治疗后CD19‑

B‑ALL复发患者所观察到的。出人意料的是，当从CAR19‑DNT处理的小鼠获得的NALM‑6被离

体用作CAR19‑DNT的靶标时，它们与未经处理的NALM‑6一样被CAR19‑DNT细胞有效杀死(图

5c)，表明用CAR19‑DNT细胞进行另外的治疗可增强CAR19‑DNT细胞的治疗效果。

[0100] 为了比较CAR19‑DNT与CAR19‑Tconv细胞的效力，使用源自相同健康供体的CAR19‑

DNT和CAR19‑Tconv细胞进行针对NALM‑6的体外杀伤测定，结果表明这两种细胞类型均诱导

相当程度的细胞毒性(图6a)。类似地，在与NALM‑6共培养后，CAR19‑DNT和CAR19‑Tconv产生

相当数量的IFNγ(图6b)。此外，用相同数量的CAR19‑DNT和CAR19‑Tconv细胞处理NALM‑6移

植NSG小鼠均导致白血病根除，这支持CAR19‑DNT与CAR19‑Tconv细胞诱导相当程度的抗白血

病活性(图6c)。

[0101] Ruella等人(Ruella,Barrett等人2016)表明具有双重特异性的CAR可以通过CD19

下调来预防B‑ALL复发。鉴于DNT细胞具有由NKG2D和DNAM‑1介导的内源性抗白血病活性，检

测CAR19转导的DNT和NT‑DNT介导对CD19白血病细胞系和来自CAR19‑Tconv细胞治疗后复发

患者的原发性B‑ALL胚细胞的细胞毒性的能力。值得注意的是，CAR19‑DNT在靶细胞上没有

CD19表达的情况下有效地诱导细胞毒性(图7a)。有趣的是，对于从以剂量依赖性方式接受

常规CD19‑CAR  T细胞治疗后复发的患者获得的原发性B‑ALL胚细胞，观察到显著程度的体

外DNT介导的细胞毒性(图7b)。此外，虽然CAR19‑DNT对CD19+非霍奇金淋巴瘤细胞系Daudi

表现出优异的细胞毒性，但NT‑DNT以剂量依赖性方式对Daudi诱导显著程度的细胞毒性(图

7c)。这些结果表明，通过其双重细胞毒性功能、CAR介导的和内源性抗白血病活性，CAR‑DNT

具有预防患者抗原阴性复发的潜力，从而提高其总体治疗值。总之，CAR19‑DNT可以通过

CAR‑抗原下调来防止免疫逃逸，从而相比CAR19‑Tconv细胞诱导更优异的抗白血病活性，并

具有治疗常规CAR19  T细胞治疗后的复发患者的潜能。

[0102] 为了比较内源性和CAR19介导的对B‑ALL的抗白血病活性，将NALM‑6细胞在有或没

有NT‑DNT细胞、CAR19‑DNT细胞、NT‑Tconv细胞或CAR19‑Tconv细胞的情况下培养2或5天。观察
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到相比用NT‑Tconv细胞处理的培养物，NT‑DNT细胞处理的培养物中NALM‑6细胞的数量显著

更低，这表明DNT细胞(而不是Tconv细胞)介导针对NALM‑6的内源性抗白血病活性(图8a和

8b)。然而，在CAR19‑DNT细胞和CAR19‑Tconv细胞之间培养的NALM‑6细胞的数量没有观察到

显著差异(图8a和8b)。类似地，当与NT‑DNT细胞共培养时，观察到NALM‑6细胞频率随时间显

著降低，而与NT‑Tconv细胞共培养并没有降低相对NALM‑6频率(图8c)。与CAR19‑DNT细胞和

CAR19‑Tconv细胞两者的共培养在2天内将NALM‑6细胞频率降低至低于10％(图8c)。

[0103] 先前已证明非基因修饰的DNT不引起GvHD或诱导同种异体反应。为了使用同种异

体CAR‑DNT作为现成可用型细胞疗法，重要的是确定这些细胞是否引发GvHD和/或HvG排斥

反应，因为CAR19转导的T细胞由于来自CAR的细胞内结构域的激活增加而具有更高的基础

激活水平，并且可由于来自CAR的外来抗原而诱导同种异体反应。因此，进行体外混合淋巴

细胞反应(MLR)测定以确定CAR19‑DNT诱导同种异体免疫应答的潜力。用经辐照的同种异体

PBMC刺激CAR19‑DNT(图9a)。平行地，刺激CAR19‑Tconv细胞作为对照。然后收获用同种异体

抗原预激的CAR19‑DNT和CAR19‑Tconv细胞，并用作针对来自相同同种异体供体的有活力的

PBMC的效应物。如由不含CAR修饰的DNT(NT‑DNT)所见，同种异体抗原预激的CAR19‑DNT未产

生同种异体反应，这通过缺乏针对用于刺激的相同同种异体细胞引起的细胞毒性得到证

明，而CAR19‑Tconv细胞以剂量依赖性方式产生高度同种异体反应性(图9b)。同时，如图9c所

示，将CAR19‑Tconv细胞与先前用CAR19‑Tconv细胞预激的同种异体CD8+  T细胞共培养，以剂量

依赖性方式诱导显著程度的杀伤(图9d)，表明同种异体CAR19‑Tconv细胞可以引起受体免疫

系统的同种异体反应并被排斥。相反，被用CAR19‑DNT细胞刺激的同种异体CD8+  T细胞杀伤

的CAR19‑DNT数量显著减少(图9c‑d)，这再次支持CAR19‑DNT细胞的同种异体反应性较低，

并可以避免HvG排斥反应。为了了解CAR19‑DNT细胞如何避免同种异体反应，进行体外测定，

其中DNT细胞与同种异体CD8+  T细胞在同种异体抗原(allo‑Ags)存在下共培养(图9e)。出

人意料的是，DNT细胞的存在抑制CD8+  T细胞同种异体反应的发生，而在不存在DNT的情况

下被刺激的那些诱导有效的同种异体反应(图9f)，这表明CAR19‑DNT细胞正在积极抑制同

种异体反应以保护自己免受同种异体排斥。

[0104] 为了进一步确定同种异体CAR19‑DNT的安全性，幼稚NSG小鼠未经处理或输注

CAR19‑DNT细胞或CAR19‑Tconv细胞。观察到CAR19‑Tconv细胞处理的小鼠出现GvHD的症状，因

为小鼠开始体重减轻并表现出其他疾病症状，例如弓背和减少的活动性(图10a和10b)。还

观察到用CAR19‑Tconv细胞处理的小鼠的生存率降低，相比之下，CAR19‑DNT组没有显示死亡

病例(图10c)。在CAR19‑Tconv细胞处理组的肝组织学中也观察到严重的组织损伤，但在未处

理和CAR19‑DNT细胞处理的小鼠中未观察到(图10d)。

[0105] 细胞因子释放综合征是患者中常见的CAR‑T细胞相关毒性(Giavridis等人，

2018)，主要由CAR‑T细胞激活的单核细胞产生的IL‑1β和IL‑6介导。为了评价CAR‑DNT细胞

相对于CAR‑Tconv细胞对单核细胞产生IL‑1β和IL‑6的影响，将NALM‑6细胞与NT或CAR转导

的‑DNT细胞或CAR‑Tconv细胞一起培养。随后，T细胞产生的细胞因子用于刺激单核细胞系

THP‑1或mTHP‑1持续3‑4天，并测量CRS相关细胞因子IL‑1β和IL‑6的水平。与NT‑DNT相比，当

使用CAR19‑DNT细胞产生的上清液刺激时，观察到单核细胞系产生的IL‑1β和IL‑6显著增

加。然而，相比CAR19‑DNT细胞，在CAR19‑Tconv细胞产生的细胞因子存在下，获得显著更高水

平的IL‑1β和IL‑6(分别见图11a和11b)。总之，结果表明，相比CAR‑Tconv细胞，基因修饰的
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DNT细胞，包括但不限于CAR19‑DNT细胞以及靶向其他抗原(例如CD4、CD8)的CAR‑DNT，引起

重度CRS的可能性更低。

[0106] 为了确定CAR19‑DNT细胞在冷冻保存后是否保留了它们的现成可用型特性，测定

冷冻保存的CAR19‑DNT细胞的抗白血病活性和CAR19‑DNT细胞对Tconv细胞的同种异体反应

性的抗性。与新鲜CAR19‑DNT细胞抗NALM‑6相比，冷冻保存超过60天的CAR19‑DNT细胞表现

出相似程度的抗白血病活性(图12)。

[0107] 先前已经证明NT‑DNT细胞以供体非依赖性方式介导其抗白血病活性，满足现成可

用型T细胞疗法的要求之一。为了确定CAR‑DNT细胞是否以类似的方式发挥作用，在体外细

胞毒性测定中，使用从三个不同供体获得的DNT细胞生产的CAR19‑DNT细胞被用作针对

NALM‑6的效应细胞。所有三个供体均观察到对NALM‑6相当的剂量依赖性杀伤(图13)，这支

持了CAR19‑DNT细胞以供体非依赖性方式发挥作用，保持其现成可用型潜力。

[0108] 为了确定CAR‑DNT技术是否适用于其他形式的恶性肿瘤(包括实体瘤)，检测

CAR19‑DNT靶向肺癌细胞系A549和H460(针对CD19表达被转导)的功效。与B‑ALL的相似，

CAR19‑DNT对CD19+A549和CD19+H460诱导的细胞毒性活性优于NT‑DNT的，而CAR19‑DNT和

NT‑DNT对野生型A549(图14a)和H460(图14b)诱导相似程度的细胞毒性。此外，仅当CAR19‑

DNT细胞与CD19转导的A549共培养时，才观察到上清液中IFNγ水平增加(图14c)。总之，结

果表明，用识别实体瘤上表达的抗原的受体进行基因修饰的DNT可以显著增强其抗癌活性。

[0109] 为了进一步评价基因修饰的DNT细胞是否可以在异种移植模型中有效靶向实体

癌，NSG小鼠皮下注射CD19转导的A549细胞。随后，小鼠未经处理或用NT‑DNT或CAR19‑DNT细

胞处理。相对于未处理的对照，在用NT‑DNT细胞处理的小鼠中观察到显著延迟的肿瘤生长，

表明NT‑DNT细胞的不完全但有效的内源性抗肿瘤活性(图15a)。来自CAR19‑DNT细胞处理的

小鼠的肿瘤大小基本没有变化，并且与未处理组和NT‑DNT细胞处理组相比，显示肿瘤体积

的倍数变化显著降低。类似地，在研究结束时，与未处理的小鼠相比，观察到NT‑DNT和

CAR19‑DNT细胞处理的小鼠的肿瘤重量均减少，其中通过CAR19‑DNT细胞处理观察到更大的

减少(图15b)。

[0110] 由于抗CD4  CAR  T细胞在产生过程中自相残杀，使用常规T细胞产生抗CD4  CAR来

治疗T细胞白血病和淋巴瘤一直很困难。此外，T细胞癌对制备自体CART产品提出了挑战，因

为患者的癌性T细胞可污染自体CART产品。为了确定同种异体DNT是否可以通过基因修饰来

靶向T细胞癌，例如T‑ALL、PTCL和CTCL等，我们利用DNT细胞缺乏CD4表达的优势，开发并用

抗CD4  CAR(CAR4)转导了同种异体DNT。我们没有发现自相残杀的迹象，因为CAR4‑DNT的扩

增与非转导的DNT一样好(图16a)。如预期，CAR4‑DNT比NT‑DNT更有效地靶向CD4+  T细胞白

血病细胞系CCRF‑CEM(图16b)。由于CAR4‑DNT可以由同种异体健康供体产生而不污染癌性T

细胞或自相残杀，因此同种异体CAR4‑DNT在治疗CD4+  T细胞癌方面具有独特的优势。由于

DNT细胞也不表达CD8，因此预期抗CD8  CAR(CAR8)可以转导至DNT并用于治疗CD8  T细胞恶

性肿瘤。

[0111] 为了进一步评价CAR4‑DNT细胞的抗原特异性，健康供体来源的PBMC与NT或空病毒

载体(EV)、CAR19或CAR4转导的DNT细胞以增加的DNT与PBMC的比例共培养。观察到CAR4‑DNT

细胞对PBMC内CD4+细胞的杀伤显著提高，而NT‑DNT、EV‑DNT和CAR19‑DNT显示对CD4+PBMC的

极小毒性(图17a)。相比之下，观察到CD4‑DNT、EV‑DNT、NT‑DNT细胞对CD4‑PBMC的极小毒性，
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而CD19‑DNT细胞显示出增加的毒性，这可能是由于对CD19+PBMC的靶向。总之，这些结果表

明CAR4‑DNT细胞的抗原特异性以及在DNT细胞平台上使用不同CAR技术靶向各种抗原的灵

活性。如上所述，自相残杀是转化(translation)CAR‑T细胞以治疗T细胞恶性肿瘤的主要障

碍。为了评估CAR4‑T细胞制造过程中自相残杀的程度，比较NT或CAR4转导的DNT或Tconv细胞

的数量和组成。当用CAR4转导Tconv细胞时，观察到细胞数量显著减少(图18a)。此外，与NT‑

Tconv细胞相比，在CAR4‑Tconv细胞中观察到CD4+T细胞的频率显著降低(图18b)。相比之下，与

NT‑DNT相比，CAR4‑DNT的相对数量和组成相当。这些结果表明，在没有自相残杀的情况下，

可以将CAR4有效地转导到DNT上。因此，CAR4和CAR8群可以以比NT‑DNT和CAR4‑Tconv和CAR8‑

Tconv低得多的剂量使用或施用来治疗癌症。

[0112] 总之，这些结果支持DNT作为平台的广泛适用性，其可以1)用作现成可用型疗法；

2)采用不同的抗原靶向技术，例如CAR‑技术；和3)用于治疗其他液体和实体癌症类型。
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