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提供了通过新辅助疗法治疗个体的肿瘤的

方法，其中，个体先前未经历过肿瘤切除，该方法

包括施用单独的免疫毒素或免疫检查点抑制剂

和免疫毒素，例如D2C7‑免疫毒素(D2C7‑IT)，然

后切除肿瘤。该方法可进一步包括在切除术后施

用免疫检查点抑制剂。
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1.治疗患者的肿瘤的方法，包括：

(a)在手术切除肿瘤之前，向个体施用治疗有效量的免疫毒素或治疗有效量的免疫毒

素和免疫检查点抑制剂，

(b)减轻肿瘤负荷，任选地通过进行手术切除所述肿瘤或用放射治疗减轻肿瘤负荷，以

及

(c)在肿瘤切除后，任选地向所述个体施用免疫检查点抑制剂；其中，所述免疫毒素包

含与PE38截短的假单胞菌属(Pseudomonas)外毒素融合的抗体或其抗原结合区，任选地单

链可变区抗体或其抗原结合片段，其中，所述抗原结合区包含至少两个选自由SEQ  ID  NO:

1-6组成的组的CDR区。

2.根据权利要求1所述的方法，其中，所述抗体或其抗原结合区包含至少四个选自由

SEQ  ID  NO:1-6组成的组的CDR区。

3.根据权利要求1或2所述的方法，其中，所述抗体或其抗原结合区包含SEQ  ID  NO:1-6

的六个CDR。

4.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中，所述抗体或其抗原结合区是单链可

变区抗体，并且包含SEQ  ID  NO:7的VH和SEQ  ID  NO:9的VL。

5.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中，所述PE38截短的假单胞菌属外毒素

融合于KDEL肽。

6.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中，所述抗体或其抗原结合区是单链可

变区抗体，且包含SEQ  ID  NO:11。

7.根据权利要求1-6中任一项所述的方法，其中，所述肿瘤是恶性胶质瘤。

8.根据权利要求1-6中任一项所述的方法，其中，所述肿瘤是乳腺癌。

9.根据权利要求1-6中任一项所述的方法，其中，所述肿瘤是头颈部鳞状细胞癌。

10.根据权利要求1-6中任一项所述的方法，其中，所述肿瘤是肺癌。

11.根据权利要求1-6中任一项所述的方法，其中，将所述免疫毒素直接施用于所述肿

瘤。

12.根据权利要求1-6中任一项所述的方法，其中，所述免疫检查点选自由PD-1、PD-L1、

CTLA-4、LAG-3、TIM-3和CSF-1R组成的组。

13.根据权利要求12所述的方法，其中，所述检查点抑制剂是抗PD-1抗体。

14.根据权利要求12所述的方法，其中，所述检查点抑制剂是抗PD-L1抗体。

15.根据权利要求12所述的方法，其中，所述检查点抑制剂是抗CTLA4抗体。

16.根据权利要求12所述的方法，其中，所述检查点抑制剂是抗LAG-3抗体。

17.根据权利要求12所述的方法，其中，所述检查点抑制剂是抗TIM-3抗体。

18.权利要求12所述的方法，其中，所述检查点抑制剂是抗CSF-1R抗体。

19.根据权利要求12所述的方法，其中，所述检查点抑制剂是CSF-1R的小分子抑制剂。

20.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中，在步骤(a)中，在施用免疫毒素之前

数天施用所述在肿瘤切除之前施用的免疫检查点抑制剂。

21.根据前述权利要求中任一项所述的方法，进一步包括在切除所述肿瘤之后施用多

剂量的免疫检查点抑制剂，其中所述剂量间隔数天或数周。
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利用免疫毒素和检查点抑制剂组合的新辅助癌症治疗

[0001] 对相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求于2018年5月16日提交的美国临时申请62/672,150、2018年5月23日提

交的美国临时申请62/675,263和2019年5月8日提交的美国临时申请62/844,857的优先权，

每件申请的内容均通过引用整体并入本文。

[0003] 关于联邦政府赞助的研究或开发的声明

[0004] 本发明是在国立卫生研究院(National  Institute  of  Health)授予的联邦资助

号CA197264的政府支持下进行的。政府拥有本发明的某些权利。

技术领域

[0005] 本发明涉及抗肿瘤免疫治疗领域。特别是，本发明涉及在新辅助疗法中利用免疫

毒素本身或与免疫检查点抑制剂组合的癌症治疗。

背景技术

[0006] 胶质母细胞瘤是所有原发性脑和中枢神经系统肿瘤中最严重的恶性脑瘤。使用目

前的标准疗法或甚至新开发的药剂的胶质母细胞瘤患者的中位存活时间少于15个月。因

此，迫切需要开发先进和有效的治疗方法以改善胶质母细胞瘤患者以及其他表达EGFR受体

的肿瘤的不良存活前景。

发明内容

[0007] 根据本发明的一个方面，提供了通过新辅助疗法治疗个体的肿瘤的方法。在这种

方法中，该个体先前未经历过治疗肿瘤的切除术(例如，未进行减轻肿瘤负荷的手术疗法)。

通过新辅助疗法治疗个体的肿瘤的方法包括施用有效量的免疫毒素或治疗有效量的免疫

毒素和免疫检查点抑制剂，其中免疫毒素包含与PE38截短的假单胞菌属(Pseudomonas)外

毒素融合的抗体或其抗原结合区，合适地是单链可变区抗体，然后治疗该个体以减轻肿瘤

负荷。在组合疗法中，可以同时或相继将免疫毒素和免疫检查点抑制剂施用于个体。可以例

如通过手术切除减轻肿瘤负荷。这种肿瘤切除术可以发生于施用免疫检查点抑制剂和免疫

毒素后2周到几个月的时间内。免疫毒素包含与PE38截短的假单胞菌属外毒素融合的抗体

或其抗原结合区，例如单链可变区抗体，其中单链可变区抗体具有SEQ  ID  NO:1-6(“D2C7-

IT”)所示的CDR1、CDR2和CDR3区或包含其抗原结合片段。

[0008] 根据本发明的另一个方面，提供了用于癌症的新辅助免疫疗法的方法，包括：a)向

患有肿瘤的个体施用治疗有效量的免疫治疗剂的组合，包括免疫毒素与另一免疫治疗剂例

如免疫检查点抑制剂的组合，该免疫毒素包含与PE38截短的假单胞菌外毒素融合的抗体或

或其抗原结合区，例如单链可变区抗体，其中所述免疫治疗剂包含在组合疗法中顺序施用

的免疫毒素和免疫检查点抑制剂；b)在接受免疫治疗剂后，用有效减轻个体的肿瘤负荷(例

如肿瘤量)的选自由手术、放射疗法及其组合组成的组的抗癌疗法治疗个体(即，在抗癌治

疗之前施用免疫治疗剂)。免疫治疗剂还可以进一步包括添加药学上可接受的载体。一方
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面，免疫毒素包含与外毒素融合的单链可变区抗体，其中单链可变区抗体具有SEQ  ID  NO:

1-6(“D2C7-IT”)所示的CDR1、CDR2和CDR3区或其抗原结合片段。

[0009] 在这种方法中，个体先前未经历过减轻肿瘤负荷的治疗(例如，未进行减轻肿瘤负

荷的治疗)。将免疫检查点抑制剂施用于荷瘤个体。将有效量的免疫毒素施用于个体，其中

所述免疫毒素包含可以结合EGFRwt和EGFRvIII的单链可变区抗体(因此，所述免疫毒素靶

向在肿瘤细胞的细胞表面上表达的EGFRwt和EGFRvIII)，并且其中所述抗体与PE38截短的

假单胞菌属外毒素融合。一方面，所述单链可变区抗体具有如SEQ  ID  NO:1-6所示的CDR1、

CDR2和CDR3区或其抗原结合片段。在施用包含免疫毒素的新辅助疗法后，个体经历切除肿

瘤的手术，或减轻肿瘤负荷的其他疗法。这种肿瘤负荷的减轻可以发生于新辅助疗法后2周

到几个月的时间内。新辅助疗法还可以任选地进一步包括向荷瘤个体施用免疫检查点抑制

剂。

[0010] 根据本发明的另一方面，本文所述的任一方法还可以包括辅助疗法，其包括在切

除肿瘤后向个体施用靶向EGFRwt和EGFRvIII的所述免疫毒素或所述免疫检查点抑制剂中

的一种或多种。例如，在切除术之后，可以根据维持疗法的需要向个体施用免疫检查点抑制

剂。在另一实例中，如果肿瘤在切除之后复发，则可以向个体施用免疫毒素。

[0011] 根据本发明的另一方面，提供了个体肿瘤的新辅助疗法，和靶向EGFRwt和

EGFRvIII的免疫毒素在肿瘤新辅助疗法中作为药物或作为组合物的用途，以及任选地包括

免疫检查点抑制剂在肿瘤新辅助疗法中作为药物或作为组合物的用途，其中荷瘤个体先前

未经历过治疗肿瘤的切除术。一方面，免疫毒素包含与PE38截短的假单胞菌属外毒素融合

的单链可变区抗体，其中所述单链可变区抗体具有SEQ  ID  NO:1-6所示的CDR1、CDR2和CDR3

区或其抗原结合片段；并且其中在用治疗有效量的靶向EGFRwt和EGFRvIII的免疫毒素，任

选地包括治疗有效量的免疫检查点抑制剂治疗肿瘤后，其中在这种治疗之后，然后切除肿

瘤，或以其他方式减轻肿瘤负荷。在切除肿瘤(维持疗法)之后新辅助疗法还可以包括一种

或多种疗法，包括施用治疗有效量的免疫毒素或治疗有效量的免疫检查点抑制剂或其组

合。

[0012] 提供了个体肿瘤的新辅助疗法，包括向先前未经历过减轻肿瘤负荷治疗的荷瘤个

体施用治疗有效量的靶向EGFRwt和EGFRvIII的免疫毒素。该方法还可以进一步包括向所述

荷瘤个体施用有效量的免疫检查点抑制剂，其中施用在减轻肿瘤负荷的治疗之前进行。一

方面，免疫毒素包含与PE38截短的假单胞菌属外毒素融合的单链可变区抗体，其中所述单

链可变区抗体具有SEQ  ID  NO:1-6所示的CDR1、CDR2和CDR3区或其抗原结合片段。在另一方

面，用免疫毒素或免疫毒素与免疫检查点抑制剂的组合治疗肿瘤，然后切除肿瘤。与单独使

用免疫毒素或使用免疫毒素与免疫检查点抑制剂的组合的辅助疗法相比，新辅助疗法提供

了改善的治疗益处。使用本领域技术人员已知的适当反应评价标准，并取决于治疗的癌症

的类型(例如，对于淋巴瘤，参见Cheson  et  al .,2014 ,J .Clin .Oncology32(27):3059-

3067；对于实体非淋巴样肿瘤，参见Response  Evaluation  Criteria  In  Solid  Tumors(实

体肿瘤的反应评价标准)(RECIST))，治疗益处可包括以下中的一项或多项：肿瘤部位周围

的炎症减轻(切除之前和/或之后)；改善总存活率；改善无病存活率；复发的可能性降低(在

原发器官复发和/或远处复发)；转移性疾病的发生率降低；和增强抗肿瘤免疫应答；或改善

总体客观有效率(overall  objective  response  rate)。
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[0013] 通过阅读说明书，这些和其他方面对于本领域技术人员而言会是显而易见的，并

且为本领域提供了用于治疗癌症的新治疗方案。

附图说明

[0014] 图1.D2C7-IT+(αCTLA-4或αPD-1)mAb组合疗法在携带皮下CT2A-D2C7胶质瘤的

C57BL/6免疫活性小鼠中的体内疗效。图1显示了所有治疗组(D2C7-IT+αCTLA-4、D2C7-IT+α

PD-1、αCTLA-4、αPD-1、D2C7-IT、载剂对照(Vehicle  Control))相对于植入后天数的存活百

分比，跟踪至第100天(如适用)。

[0015] 图2是显示了以下小鼠相对于肿瘤植入后天数的肿瘤体积的图：用PBS治疗且随后

不切除肿瘤的小鼠(-■-,PBS+无切除)；用D2C7-IT-治疗且随后不切除肿瘤的小鼠(-▲-,

D2C7-IT+无切除)；用PBS治疗且随后切除肿瘤的小鼠(-▼-，PBS+切除)；以及用D2C7-IT-治

疗且随后切除肿瘤的小鼠(-◆-,D2C7-IT+切除)。

[0016] 图3显示了对于所有治疗组(载剂对照、D2C7-IT、D2C7-IT+αPD-1、D2C7-IT+αPD-

L1、D2C7-IT+αTim-3、D2C7-IT+αLag-3以及D2C7-IT+αCD73)，跟踪至第80天(如适用)，携带

皮下CT2A-D2C7胶质瘤的C57BL/6免疫活性小鼠相对于植入后天数的存活百分比。

具体实施方式

[0017] 本发明人通过将D2C7单克隆抗体(mAb)的单链可变片段(scFv)与假单胞菌属外毒

素A(PE)融合，任选地与KDEL肽融合，已经开发出了靶向免疫毒素(IT)，即D2C7-(scdsFv)-

PE38KDEL(D2C7-IT，SEQ  ID  NO:5)。D2C7-IT与野生型表皮生长因子受体(EGFRwt)和EGFR变

体III(EGFRvIII)反应,这两种蛋白质都在胶质母细胞瘤中过表达。在免疫受损小鼠的原位

胶质瘤异种移植模型中，PE介导D2C7-IT的稳健抗肿瘤疗效。除了直接杀伤肿瘤细胞外,免

疫毒素单一疗法还通过T细胞的参与诱导再次抗肿瘤免疫应答。在新辅助疗法中将免疫毒

素与免疫检查点抑制剂以组合方案施用时，观察到改善的协同效果。

[0018] 其他可以被附着到抗体的部分包括其他提供额外的有益性质的部分。例如，可以

将KDEL(lys-asp-glu-leu)四肽添加于蛋白质的羧基末端，以保留在内质网中。也可以使用

发挥类似功能的变体，例如DKEL、RDEL和KNEL。本文描述的单链可变区抗体衍生自D2C7单克

隆抗体。其他包含D2C7抗体的抗原结合区的抗体衍生物也可以用于本文所述的方法中。本

文所述的抗体和单链可变区抗体的这些抗原结合区或片段，维持了D2C7单克隆抗体的抗原

结合能力，也可以用于所述方法中，这些包括单链可变区抗体的片段以及D2C7抗体的片段，

例如本文所述的单链可变区抗体。其他抗原结合区可以包括Fab、scFv和包括少于所有6个

CDR的单结构域或小型化抗体。为了用于本文所述的方法中，免疫毒素包含融合于PE38截短

的假单胞菌属外毒素的单链可变区抗体。在一些方面，单链可变区抗体具有SEQ  ID  NO:1-6

所示的CDR1、CDR2和CDR3区或其抗原结合片段。“其抗原结合片段”是指这样的肽，其特异性

且选择性结合EGFRwt和EGFRvIII，包含两个或更多个被鉴定为SEQ  ID  NO:1-6的CDR，优选

SEQ  ID  NO:1-6的三个或更多个CDR，或SEQ  ID  NO:1-6的四个或更多个CDR，或者SEQ  ID 

NO:1-6的五个或更多CDR。例如，其抗原结合片段可以包含：(a)SEQ  ID  NO:7的VH链，(b)SEQ 

ID  NO:9的VL链，(c)SEQ  ID  NO:7和SEQ  ID  NO:9的通过合适的接头连接的VH链和VL链，(d)

SEQ  ID  NO:7和SEQ  ID  NO:9的通过接头SEQ  ID  NO:8连接的VH链和VL链；(e)来自重链和轻
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链的两个或更多个保留了特异性结合EGFRwt和EGFRvIII能力的CDR的任何组合，选自VH 

CDR1(SEQ  ID  NO:1)、VH  CDR2(SEQ  ID  NO:2)、VH  CDR3(SEQ  ID  NO:3)以及VL  CDR1(SEQ  ID 

NO:4)、VL  CDR2(SEQ  ID  NO:5)和VL  CDR3(SEQ  ID  NO:6)；(f)连续包含SEQ  ID  Nos:7-4的

肽，和(g)其任何组合。其抗原结合片段中的任一个都可以融合于PE38截短的假单胞菌属外

毒素，例如PE38KDEL(SEQ  ID  NO:10)。免疫毒素的一个合适的实例提供于SEQ  ID  NO:5(编

码该免疫毒素的DNA序列见于SEQ  ID  NO:12)或与SEQ  ID  NO:5具有至少90％序列同一性的

序列。“选择性”或“特异性”是指单链可变区抗体或其片段能够结合EGFRwt和EGFRvIII(其

见于肿瘤细胞上)，但不结合正常细胞上发现的其他受体。

[0019] 可以治疗的肿瘤是与D2C7抗体或其抗原结合片段反应的任何肿瘤。这些包括但不

限于存在至少一种EGFRvIII等位基因的那些肿瘤。这些可见于乳腺、头颈、脑、多形胶质母

细胞瘤、星形细胞瘤、肺或其他肿瘤中。可期望的是在治疗之前确定这种等位基因的存在。

这可以使用基于寡核苷酸的技术例如PCR或使用免疫技术例如免疫组织化学进行。可期望

的是确定肿瘤中表达EGFR和/或EGFRvIII的细胞的数量、分数、比率或百分比。在表面上表

达EGFR的细胞越多，这种抗体疗法可能越有益。由于抗体与野生型EGFR结合的能力，即使表

达很少甚至不表达EGFRvIII的肿瘤也可以治疗。任选地，可以在治疗前测试肿瘤与D2C7抗

体的反应性。免疫毒素本身可以在治疗之前、治疗期间或治疗之后用作免疫组织化学药剂。

为了进行检测，可以将第二试剂与免疫毒素一起使用。例如，它可以识别免疫毒素的假单胞

菌属成分。

[0020] 免疫毒素可以通过本领域已知的任何技术来施用。为了避免对表达EGFR的正常组

织的细胞毒性，隔室递送可以是期望的。合适的隔室递送方法包括但不限于递送至脑，递送

至手术产生的肿瘤切除腔，递送至天然肿瘤囊肿以及递送至肿瘤实质。

[0021] 可以通过本发明的方法治疗的肿瘤是任何表达表皮生长因子受体(EGFR)的肿瘤，

无论是野生型、EGFRvIII还是其他变体。优选地，肿瘤表达的受体的量远远超过正常组织表

达的量。高水平表达的机制可以是通过基因扩增或其他改变来进行，无论是遗传的还是表

观遗传的。可以治疗的示例性肿瘤包括但不限于：恶性胶质瘤、乳腺癌、头颈部鳞状细胞癌、

肺癌。

[0022] 可以针对任何此类靶标，包括但不限于PD-1、PD-L1、TIM-3、LAG-3、CTLA-4和CSF-

1R以及这类检查点抑制剂的组合，进行T细胞免疫检查点受体的阻断。免疫检查点受体可以

位于免疫细胞上，例如T细胞、单核细胞、小胶质细胞和巨噬细胞，但不限于此。宣称免疫检

查点阻断的试剂可以是小的化学实体或聚合物、抗体、抗体片段、单链抗体或其他抗体构建

体，包括但不限于双特异性抗体和双抗体(diabody)。

[0023] 可以根据本发明使用的免疫检查点抑制剂是破坏细胞毒性T细胞和肿瘤细胞的抑

制性相互作用的任何抑制剂。这些抑制剂包括但不限于抗PD-1抗体、抗PD-L1抗体、抗CTLA4

抗体、抗LAG-3抗体和/或抗TIM-3抗体。在美国，已批准的检查点抑制剂包括阿特珠单抗、易

普米单抗(ipimilumab)、派姆单抗(Pembrolizumab)和纳武单抗(nivolumab)。3期临床试验

中的其他抑制剂包括替雷利珠单抗(tislelizumab)。抑制剂不必是抗体，而可以是小分子

或其他聚合物。如果抑制剂是抗体，则其可以是多克隆、单克隆、片段、单链或其他抗体变体

构建体。抑制剂可以靶向本领域已知的任何免疫检查点，包括但不限于CTLA-4、PDL1、PDL2、

PD1、B7-H3、B7-H4、BTLA、HVEM、TIM3、GAL9、LAG3、VISTA、KIR、2B4、CD160、CGEN-15049、CHK1、
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CHK2、A2aR和B-7配体家族。可以使用针对单个靶免疫检查点的抑制剂的组合或针对不同免

疫检查点的不同抑制剂。另外，CSF-1R阻断可与免疫检查点抑制剂组合使用或用作免疫检

查点抑制剂的替代选项，以确保产生有效消除远处转移和复发性肿瘤的有效且持久的免疫

力。对CSF-1R具有特异性的抗体或抑制或阻断CSF-1R的药物可用于此目的，包括但不限于

艾马妥珠单抗(emactuzumab)和AMG820。检查点抑制剂可商购获得，并且是本领域已知的。

例如，替西利姆单抗(tremelimumab)，其是抗CTL4抗体，可从MedImmune(AstraZeneca)获

得，并描述于美国专利号6682736和欧洲专利号1141028中；阿特珠单抗是可从Genentech,

Inc.(Roche)获得，并描述于美国专利号8217149中的抗PD-L1；易普米单抗是可从Bristol-

Myers  Squibb  Co.获得的抗CTLA-4，并尤其描述于美国专利号7605238、6984720、5811097

和欧洲专利号EP1212422中；派姆单抗是可从Merck  and  Co获得并描述于美国专利号

8952136、83545509、8900587和EP2170959中的抗PD-1抗体；纳武单抗(nivolumab)是可从

Bristol-Myers  Squibb  Co获得的抗PD-1抗体，并描述于美国专利号7595048、8728474、

9073994、9067999、8008449和8779105中；替雷利珠单抗可从BeiGene获得，并描述于美国专

利号8735553中；等等。

[0024] 在组合疗法可与免疫毒素一起使用的CSF-1R抑制剂的实例包括但不限于临床开

发中的以下药剂：PLX3397、PLX486、RG7155、AMG820、ARRY-382、FPA008、IMC-CS4、JNJ-

40346527和MCS110。这些CSF-1R抑制剂可商购获得，例如艾马妥珠单抗(RG7155)，其是结合

酪氨酸激酶受体集落刺激因子1受体(CSF1R)的人源化单克隆抗体，可从Genentech/Roche

获得并描述于US20110165156、美国专利号9499624、9499626和9499625中；AMG820，其是抗

CSF1单克隆抗体，可从Amg e n获得并描述于8182 81 3中；PLX33 97 (培西达替尼

(Pexidartinib)，即5-[(5-氯代-1H-吡咯[2,3-b]吡啶-3-基)甲基]-N-{[6-(三氟甲基)-3-

吡啶基]甲基}-2-吡啶胺)和PLX7486，其是CSF-1R的抑制剂，可从Plexxikon获得；ARRY-

382，其是CSF1R激酶抑制剂，可从Array  BioPharma  Inc .获得，FPA008(卡比拉单抗

(cabiralizumab))，可从Five  Prime  Therapeutics获得并描述于WO2016106180；IMC-CS4，

其是抗CSF1R抗体，可从ImClone(Eli  Lilly子公司)获得并描述于WO2011123381中；JNJ-

40346527，其是抗CSFR1抗体(也称为埃克替尼(Edicotinib)，即小分子4-氰基-1H-咪唑-2-

羧酸N-(2-(4,4-二甲基环己-1-烯基)-6-(2,2,6,6-四甲基四氢吡喃-4-基)吡啶-3-基)酰

胺)，可从MedKoo  Biosciences获得，以及MCS110，其是抗M-CSF单克隆抗体，也称为

lacnotuzumab，可从Novartis获得并描述于PCT专利公开WO2007016240A2中，等等。

[0025] 在新辅助疗法的方法中，在个体经历肿瘤负荷减轻之前，施用治疗有效量的一种

或多种免疫治疗剂(靶向EGFRwt和EGFRvIII的免疫毒素，或免疫毒素和免疫检查点抑制

剂)。通常，在使用两种免疫治疗剂时，治疗剂彼此会在几天之内施用。例如，施用免疫检查

点抑制剂，然后在施用免疫检查点抑制剂后30、28、21、14、10、9、8、7、6、5、4、3、2或1天后施

用免疫毒素。或者，在施用免疫检查点抑制剂之前施用免疫毒素可能是有利的，其中然后在

接受免疫毒素后的几天内将免疫检查点抑制剂施用于个体。免疫毒素引发细胞毒性T淋巴

细胞反应可能需要约5天到约14天。检查点抑制剂的给药可以有利地在该引发期之前、之中

或之后开始。可以通过本领域已知的用于具体抑制剂的任何适当方式来施用免疫检查点抑

制剂。这些方式包括静脉内、口服、腹膜内、舌下、鞘内、腔内、肌肉内和皮下。

[0026] 任何人类肿瘤都可以通过这种新辅助疗法的方法来治疗，包括小儿肿瘤和成人肿
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瘤。肿瘤可以在任何器官中，例如脑、前列腺、乳腺、肺、结肠和直肠。可以治疗各种类型的肿

瘤，包括例如胶质母细胞瘤、髓母细胞瘤、癌、腺癌等。肿瘤的其他实例包括肾上腺皮质癌、

肛门癌、阑尾癌、I级(间变性)星形细胞瘤、II级星形细胞瘤、III级星形细胞瘤、IV级星形细

胞瘤、中枢神经系统非典型畸胎瘤/横纹样瘤、基底细胞癌、膀胱癌、乳腺肉瘤、支气管癌、支

气管肺泡癌、宫颈癌、颅咽管瘤、子宫内膜癌、子宫内膜子宫癌、室管膜母细胞瘤、室管膜瘤、

食管癌、鼻腔神经胶质瘤、尤因氏肉瘤、颅外生殖细胞瘤、性腺外生殖细胞瘤、肝外胆管癌、

纤维组织细胞瘤、胆囊癌、胃癌、胃肠道类癌瘤、胃肠道间质瘤、妊娠滋养细胞瘤、妊娠滋养

细胞瘤、胶质瘤、头颈癌、肝细胞癌、肝门部胆管癌、下咽癌、眼内黑素瘤、胰岛细胞瘤、卡波

西肉瘤、朗格汉斯细胞组织细胞增生症、大细胞未分化肺癌、喉癌、唇癌、肺腺癌、恶性纤维

组织细胞瘤、髓上皮瘤、黑素瘤、Merker细胞癌、间皮瘤、内分泌腺瘤、鼻腔癌、鼻咽癌、神经

母细胞瘤、口腔癌、口咽癌、骨肉瘤、卵巢透明细胞癌、卵巢上皮癌、卵巢生殖细胞瘤、胰腺

癌、乳头瘤病、副鼻窦癌、甲状旁腺癌、阴茎癌、咽喉癌、松果体实质肿瘤、松果体母细胞瘤、

垂体瘤、胸膜肺母细胞瘤、肾细胞癌、具有15号染色体变化的呼吸道癌、视网膜母细胞瘤、横

纹肌肉瘤、唾腺癌、小细胞肺癌、小肠癌、软组织肉瘤、鳞状细胞癌、鳞状非小细胞肺癌、鳞颈

癌(squamous  neck  cancer)、幕上原始神经外胚层肿瘤、幕上原始神经外胚层肿瘤、睾丸

癌、喉癌、胸腺癌、胸腺瘤、甲状腺癌、肾盂癌、尿道癌、子宫肉瘤、阴道癌、外阴癌和肾母细胞

瘤。肿瘤负荷减轻是指肿瘤疗法的去除(例如，手术或“切除术”)或破坏(例如，放射疗法)全

部或大量肿瘤(减瘤)，从而减少剩余的肿瘤量。

[0027] 新辅助疗法包括施用靶向EGFRwt和EGFRvIII的免疫毒素，或免疫毒素和一种或多

种免疫检查点抑制剂，随后手术切除肿瘤或减轻肿瘤负荷，除了该新辅助疗法外，个体的治

疗还可以包括一种或多种化学疗法、生物疗法和放射疗法。这些方式可能是目前用于某些

人类肿瘤的护理标准。可以在用于治疗肿瘤的护理标准之前、过程中或之后施用新辅助疗

法。例如，可以在护理标准失败后施用包含新辅助疗法的免疫毒素和免疫检查点抑制剂的

组合。当指定组合时，该组合可以单一组合方案中的两个单独的药剂单独适时施用。或者，

可以将两种(或多种)药剂混合施用。

[0028] 免疫毒素可以直接杀伤表达高水平靶向肿瘤抗原的癌细胞。免疫毒素单一疗法可

以在免疫受损小鼠的异种移植恶性脑瘤模型中有效且直接地破坏表达诸如PDPN、EGFRwt

和/或其截短的变体EGFRvIII等靶向表位的肿瘤细胞。免疫毒素疗法可以在小鼠胶质瘤模

型和其他肿瘤模型中诱导再次抗肿瘤免疫应答，这与直接杀伤机制不同，并且需要免疫系

统的配合。由于恶性脑瘤始终是异质团块，由于缺乏表位，一些肿瘤细胞有可能逃避免疫毒

素疗法的直接靶向攻击。因此，免疫毒素刺激的再次抗肿瘤免疫应答可以在消除那些未被

直接靶向的肿瘤细胞中起重要作用。

[0029] 最近，数项研究成功地证明，通过抑制诸如CTLA4和PD1等共抑制分子，在鼠胶质瘤

模型中实现了肿瘤消退并提高了存活率。基于有希望的临床前数据，一些临床试验已开始

研究利用免疫检查点抑制剂作为单一疗法或与其他抗肿瘤剂的组合疗法来治疗恶性脑瘤。

[0030] 但是，与诸如黑色素瘤和NSCLC等其他对免疫疗法反应良好的肿瘤相比，包括胶质

母细胞瘤在内的恶性胶质瘤的突变率相对较低，而相对较低的突变率产生的抗原较少和微

不足道，从而导致基础免疫原性相对较差。因此，使用免疫毒素和免疫检查点抑制剂的靶向

细胞毒性免疫疗法的组合可以提供协同抗肿瘤作用。
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[0031] 期望的组合治疗方法可以具有较低剂量的包含免疫毒素的靶向细胞毒性免疫疗

法，以限制其副作用并获得长期抗肿瘤免疫力。免疫毒素疗法可以通过其独特的细胞毒性

机制有效且直接地杀伤表达高水平靶向抗原的癌细胞。被局部免疫毒素疗法破坏的癌细胞

释放肿瘤抗原和/或其他新抗原。然后，这些抗原可以由APC呈递给局部引流淋巴结中的T细

胞，后者激活CTL迁移并消除在肿瘤部位表达特定肿瘤抗原的剩余或复发性肿瘤细胞。在此

整个过程中，T细胞与APC之间和/或T细胞与肿瘤细胞之间的各种共抑制性检查点途径可以

触发不同的机制来使T细胞失活，并调节抗肿瘤免疫力的持续性和强度。免疫检查点抑制

剂，例如抗CTLA4和抗PD1  mAb，可以阻断这些免疫抑制途径，因此增加由靶向免疫毒素疗法

激活的淋巴细胞引起的肿瘤细胞死亡。

[0032] 虽然相信肿瘤学和医学领域的普通技术人员会充分理解描述本发明时所用的术

语，但是为了方便本发明的描述，并且为了提供使用术语的说明性实例，阐述了本文提供的

定义

[0033] 本文所用术语“一(a/an)”和“该/所述”表示“一个/种或多个/种”，除非明确指定

单数(例如，在短语“单个药剂”中明确指定单数)。

[0034] 本文所用术语“药学上可接受的载体”是指可用于本文所述组合物或组合的给药、

递送、储存、稳定性中的任何一种或多种的任何化合物或组合物或载体介质。本领域已知，

这些载体包括但不限于制药领域众所周知的稀释剂、水、盐水、合适的载剂(例如脂质体、微

粒、纳米颗粒、乳剂、胶囊)、缓冲剂、示踪剂、医药肠胃外媒介物、赋形剂、水溶液、悬浮液、溶

剂、乳液、洗涤剂、螯合剂、增溶剂、盐、着色剂、聚合物、水凝胶、表面活性剂、乳化剂、佐剂、

填充剂、防腐剂、稳定剂、油、粘合剂、崩解剂、吸收剂、调味剂等。

[0035] “新辅助疗法”在本文中用来表示，在荷瘤个体经历除去或减轻肿瘤量的手术或者

减轻肿瘤负荷的其他治疗之前，给予该个体的抗癌疗法。手术可以包括肿瘤的全部切除或

部分切除。新辅助疗法可以减轻肿瘤负荷，从而有助于后续切除。

[0036] “辅助疗法”在本文中用来表示，首先在进行切除肿瘤的手术或其他减轻肿瘤负荷

的方法之后施用癌症疗法。

[0037] “维持疗法”在本文中用来表示，为了降低疾病进展或复发的可能性而给予的治疗

方案。可以根据评估对疗法的反应的临床参数的评估，提供任何时间长度的维持疗法。

[0038] 在本文中“存活率”用来表示治疗后仍存活的个体，包括总存活率和无病存活率。

存活率通常通过Kaplan-Meier方法来测量。无病存活率是指在没有癌症复发迹象的情况下

仍然存活的治疗个体。总存活率是指在规定的时间内仍然存活的个体。

[0039] 以上公开内容总体上描述了本发明。通过参考以下具体实施例可以获得更完整的

理解，本文提供的这些具体实施例仅出于说明的目的，而无意限制本发明的范围。

[0040] 实施例1

[0041] 仅使用免疫毒素D2C7-IT对患有肿瘤的个体进行I期临床试验。肿瘤为复发性胶质

母细胞瘤(GBM)，肿瘤切除后(辅助疗法)仅施用D2C7-IT。截至2018年4月11日，单次瘤内施

用D2C7-IT的I期剂量递增试验已治疗了41名患者。已研究了十七种剂量水平(剂量水平1＝

40ng/mL)。剂量水平17(35 ,032ng/mL)被确定为剂量限制。目前正针对剂量水平16(23 ,

354ng/mL)招募其他患者，以确认中位耐受剂量(2期剂量)。自D2C7-IT输注以来，超过32.7

个月后，剂量水平2(80ng/mL)的一名患者无需其他治疗便保持不生病。此外，在以剂量水平
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10(2,050ng/mL)治疗的一名患者和以剂量水平13(6,920ng/mL)治疗的一名患者中，现在分

别在治疗后多于12.8和6.8个月，在无其他治疗的情况下观察到肿瘤反应。现已死亡的三名

患者存活了23.7个月、23.2个月和21.4个月。肿瘤内输注D2C7-IT后，又有两名患者存活超

过18.9个月和18.2个月。

[0042] 实施例2

[0043] D2C7-(scdsFv)-PE38KDEL免疫毒素的构建、表达和纯化。将D2C7  VH结构域的羧基

末端通过15个氨基酸的肽(Gly4Ser)3接头连接于VL结构域的氨基末端。为了获得稳定的

IT，必须确保在复性过程中VH位于VL附近。这通过将每条链中的单个关键残基突变为半胱

氨酸以使二硫键形成稳定来实现。基于使用分子模型进行的预测和利用其他dsFv重组IT的

经验数据，我们在每条链中选择一个氨基酸突变为半胱氨酸。这些是VH的框架区2(FR2)中

的残基44和VL的FR4中的残基100(根据Kabat编号)。因此，我们制备了同时包含肽接头和由

半胱氨酸残基产生的二硫键的Fv，该半胱氨酸残基取代了VH的Ser44和VL的Gly100。然后将

D2C7(scdsFv)PCR片段融合于假单胞菌属外毒素A结构域II和III的DNA上。此处使用的假单

胞菌属外毒素A的版本即PE38KDEL具有增加其细胞内滞留性，进而增强其细胞毒性的修饰

的C末端。使D2C7-(scdsFv)-PE38KDEL(DNA序列SEQ  ID  NO:12)在T7启动子的控制下在

E.coli中表达，并作为包涵体收获。

[0044] 实施例3

[0045] 本实施例说明了癌症的辅助疗法。建立了过表达D2C7-IT抗原小鼠EGFRvIII

(dmEGFRvIII)的小鼠胶质瘤系CT-2A-dmEGFRvIII-Luc。分别通过流式细胞术和体外细胞毒

性试验测定了D2C7-IT对CT-2A-dmEGFRvIII-Luc(经修饰表达萤火虫荧光素酶或“FFLuc”的

肿瘤细胞)的反应性和疗效。通过流式细胞术进一步分析了CT-2A-dmEGFRvIII-Luc的MHC  I

类和PD-L1表达。在颅内携带CT-2A-dmEGFRvIII-Luc胶质瘤的C57BL/6免疫活性小鼠中评估

了D2C7-IT或αCTLA-4或αPD-1单一疗法或D2C7-IT+αCTLA-4或D2C7-IT+αPD-1组合疗法的体

内疗效。对于肿瘤的这种辅助治疗，将60只小鼠随机分为6个治疗组(载剂对照、D2C7-IT、α

PD-1、αCTLA-4、D2C7-IT+αPD-1和D2C7-IT+αCTLA-4，10-12只小鼠/组)，并从6-9天开始通过

对流增强递送(CED)用总剂量为0 .1μg的D2C7-IT/载剂对照进行治疗。植入CT-2A-

dmEGFRvIII-Luc后，在第6、9、12、15和18天，通过腹膜内注射递送五剂250μg/剂量的大鼠

IgG2a同种型对照抗体、αPD-1抗体或100μg/剂量的αCTLA-4抗体。通过针对特定神经系统终

点(痫样发作、重复转圈(repeating  circling)或其他细微变化，例如食欲下降)或死亡的

时间增加百分比来评估颅内(ic)肿瘤对治疗的抗肿瘤反应。每天两次观察动物的痛苦或神

经系统症状发展的迹象，此时，对小鼠实施安乐死。在D2C7-IT+αPD-1组合治疗组中观察到

显著的肿瘤生长延迟(中位存活增加120％)和治愈率(4/12小鼠)，并且在D2C7-IT+αCTLA-4

组合治疗组中观察到显著的肿瘤生长延迟(中位存活增加80％)(图1)。

[0046] 重复此实验，但有以下更改。D2C7-IT用于与其他免疫检查点抑制剂的组合疗法

中：抗Tim-3抗体(图3，“αTim-3”)、抗Lag-3抗体(图3，“αLag-3”)、抗PD-L1抗体(图3，“αPD-

L1”)和抗CD73抗体(图3，“αCD73”)。因此，不同的组合疗法包括D2C7-IT+αPD-1、D2C7-IT+α

PD-L1、D2C7-IT+αTim-3、D2C7-IT+αLag-3以及D2C7-IT+αCD73。同样，在施用D2C7-IT之前开

始使用免疫检查点抑制剂的剂量给药。因此，在第3、6、9、12和15天施用免疫检查点抑制剂；

从第6-9天开始施用D2C7-IT(如上文针对D2C7-IT所述)。如图3所示，与其他疗法和载剂对
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照相比，在组合疗法中使用D2C7-IT和免疫检查点抑制剂αPD-L1显著提高了存活率。

[0047] 实施例4

[0048] 本实施例说明了个体中肿瘤的新辅助疗法，该疗法包括向该个体施用有效量的免

疫毒素(例如，D2C7-IT)，在该治疗之后，然后减轻该个体的肿瘤负荷。在雌性C57B16/J(≈

20g；7-8周)小鼠的右侧腹皮下注射3x106个悬浮在100μl  PBS中的CT2A-mEGFRVIII-D2C7-

FFLuc细胞。当植入的肿瘤达到50-100mm3时，随机选择每组十只小鼠进行载剂给药或新辅

助(D2C7-IT)给药，并进行减少肿瘤负荷的手术或不进行手术。在第12天(肿瘤接种后)，通

过单次肿瘤内(i.t.)注射4μg在20μl  PBS中稀释的D2C7-(scdsFv)-PE38KDEL，治疗测试小

鼠。以相同方式处理对照小鼠，并仅用20μl  PBS治疗。在肿瘤接种后第18天和新辅助疗法后

7天，使一组对照和新辅助疗法小鼠处于未治疗状态，而使另一组对照和新辅助疗法小鼠进

行肿瘤部分切除，估计剩余肿瘤的体积为0.5-1 .5mm3。使用手持式数字卡尺每周三次测量

肿瘤，并使用以下公式以立方毫米为单位计算肿瘤体积：([长度]×[宽度2])/2。当肿瘤体

积达到1500-2000mm3或发生肿瘤溃疡(开放性疮)时，在研究之外测试动物。如图2所示，在

用PBS治疗并且没有随后切除肿瘤的小鼠(-■-，PBS+无切除)中，10只小鼠有0只的肿瘤完

全消退；在用D2C7-IT-治疗并且没有随后切除肿瘤的小鼠(-▲-，D2C7-IT+无切除)中，10只

小鼠中有0只的肿瘤完全消退；在用PBS治疗并随后切除肿瘤的小鼠(-▼-，PBS+切除术)中，

10只小鼠有2只的肿瘤完全消退；在用D2C7-IT-治疗并随后切除肿瘤的小鼠(-◆-，D2C7-IT

+切除术)中，10小鼠有5只的肿瘤完全消退。因此，当使用新辅助疗法治疗荷瘤个体时，观察

到肿瘤消退增加的治疗益处。本实施例中新辅助治疗方法的另一个例证是包括施用有效量

的免疫检查点抑制剂组合(依次)施用有效量的靶向EGFRwt和EGFRvIII的免疫毒素，二者均

在手术切除肿瘤或其他减轻肿瘤负荷的方法之前施用。鉴于仅使用D2C7-IT的新辅助方法

可带来治疗益处，采用使用D2C7-IT和免疫检查点抑制剂的新辅助方法组合免疫检查点抑

制剂的治疗益处会是显然的(部分由于来自这种组合疗法观察到的治疗益处)。

[0049] 实施例5

[0050] 提供了治疗患有肿瘤的个体的方法，包括在手术切除肿瘤之前向该个体施用治疗

有效量的靶向EGFRwt和EGFRvIII的免疫毒素，然后进行手术以从该个体切除肿瘤。新辅助

疗法的这种方法还可以进一步包括在切除肿瘤之前向患有肿瘤的个体施用治疗有效量的

免疫检查点抑制剂。例如，在开始抗PD-1抗体治疗几天后，然后肿瘤内施用免疫毒素(D2C7-

IT)(对于患有胶质母细胞瘤的个体而言，会用输注进行肿瘤内给药)。免疫毒素给药后一周

后，向个体施用另一剂量的免疫检查点抑制剂(例如，抗PD-1抗体，240mg)。免疫毒素给药后

三周后，向个体施用另一剂量的免疫检查点抑制剂(例如，抗PD-1抗体，240mg)。免疫毒素给

药后四周后，手术切除肿瘤。免疫毒素给药后五周后，且手术切除后1周后，向个体施用另一

剂量的免疫检查点抑制剂(例如抗PD-1抗体，240mg)。免疫毒素给药后7、9、11和13周后，向

个体施用另一剂量的免疫检查点抑制剂(例如抗PD-1抗体，240mg)。然后可以根据医学需要

进行包括施用免疫检查点抑制剂的维持疗法。例如，在免疫毒素给药后的第17、21、25周和

每隔4周直至～101周，可以施用免疫检查点抑制剂，例如，可以每2周一次施用240mg抗PD-1

抗体，持续4个月，然后每4周一次施用480mg，最多2年。

[0051] 序列表声明

[0052] 文本格式的序列表是同时提交的，并且通过引用并入，作为本申请的一部分。序列
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表提供了免疫毒素成分的氨基酸序列和核酸序列。具体而言，序列表提供了：VH  CDR1的氨

基酸序列(SEQ  ID  NO:1)、VH  CDR2的氨基酸序列(SEQ  ID  NO:2)、VH  CDR3的氨基酸序列(SEQ 

ID  NO:3)、VL  CDR1的氨基酸序列(SEQ  ID  NO:4)、VL  CDR2的氨基酸序列(SEQ  ID  NO:5)以及

VL  CDR3的氨基酸序列(SEQ  ID  NO:6)的氨基酸序列；可变重链(VH)的氨基酸序列(SEQ  ID 

NO:7)、可变轻链(VL链)的氨基酸序列(SEQ  ID  NO:9)、如SEQ  ID  NO:8的连接VH和VL链的适

当氨基酸接头；免疫毒素D2C7-scdsFv-PE38KDEL的完整氨基酸序列(SEQ  ID  NO:5)和编码

完整免疫毒素D2C7-scdsFv-PE38KDEL的核酸序列(SEQ  ID  NO:12)；以及D2C7-scdsFv部分

的核酸序列(SEQ  ID  NO:13)和PE38KDEL部分的核酸序列(SEQ  ID  NO:14)。

[0053] 本领域的技术人员应当容易地理解，本公开非常适合于实现所述目的并获得结果

和优点以及其中固有的结果和优点。本文描述的本公开目前代表优选的实施方案，是示例

性的，并且无意限制本公开的范围。本领域技术人员会想到其中的变化和其他用途，这些变

化和其他用途包含在权利要求书范围所限定的本公开的精神内。

[0054] 不承认本说明书中引用的任何参考文献，包括任何非专利文献或专利文献，构成

现有技术。特别是，应当理解的是，除非另有说明，否则本文对任何文件的引用并不构成对

这些文献中的任何文献构成美国或任何其他国家的本领域公知常识的一部分的承认。对参

考文献的任何讨论均陈述了其作者的主张，并且申请人保留对本文引用的任何文献的准确

性和相关性提出质疑的权利。除非另外明确指出，否则本文引用的所有参考文献通过引用

完全并入。在所引用的参考文献中发现的任何定义和/或描述之间存在任何差异的情况下，

以本公开为准。
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序列表

<110>  D·D·比格纳

S·耐尔

V·钱德拉莫汉

<120>  利用免疫毒素和检查点抑制剂组合的新辅助癌症治疗

<130>  155554.00500

<150>  62/672150

<151>  2018-05-16

<150>  62/844857

<151>  2019-05-08

<150>  62/675263

<151>  2018-05-23

<160>  14

<170>  PatentIn  version  3.5

<210>  1

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VH,  CDR1

<400>  1

Gly  Tyr  Asn  Met  Asn

1               5

<210>  2

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VH,  CDR2

<400>  2

Asn  Ile  Asp  Pro  Tyr  Tyr  Gly  Asp  Thr  Asp  Tyr  Asp  Gln  Lys  Phe  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  3

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>
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<223>  VH,  CDR3

<400>  3

Gly  Ala  His  Arg  Asp  Tyr  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr

1               5                   10

<210>  4

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VL,  CDR1

<400>  4

Arg  Thr  Ser  Glu  Asn  Ile  Tyr  Ile  Tyr  Leu  Ala

1               5                   10

<210>  5

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VL,  CDR2

<400>  5

Asn  Ala  Lys  Thr  Leu  Ala  Glu

1               5

<210>  6

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VL,  CDR3

<400>  6

Gln  Gln  His  Tyr  Gly  Thr  Pro  Tyr  Thr

1               5

<210>  7

<211>  120

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  D2C7  VH

<400>  7

Glu  Val  His  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Pro  Glu  Leu  Glu  Lys  Pro  Gly  Ala
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1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Ile  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Ser  Phe  Thr  Gly  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Met  Asn  Trp  Val  Lys  Gln  Ser  Asn  Gly  Lys  Cys  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Asn  Ile  Asp  Pro  Tyr  Tyr  Gly  Asp  Thr  Asp  Tyr  Asp  Gln  Lys  Phe

    50                  55                  60

Lys  Gly  Lys  Ala  Thr  Leu  Thr  Ala  Asp  Lys  Ser  Ser  Asn  Thr  Val  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Gln  Leu  Gln  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Gly  Ala  His  Arg  Asp  Tyr  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  8

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  氨基酸接头

<400>  8

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

1               5                   10                  15

<210>  9

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  D2C7  VL

<400>  9

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Thr  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Thr  Ser  Glu  Asn  Ile  Tyr  Ile  Tyr

            20                  25                  30

Leu  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Gln  Gly  Lys  Ser  Pro  Gln  Leu  Leu  Val

        35                  40                  45

Tyr  Asn  Ala  Lys  Thr  Leu  Ala  Glu  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60
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Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Gln  Phe  Ser  Leu  Lys  Ile  Asn  Gly  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Gly  Gly  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  His  Tyr  Gly  Thr  Pro  Tyr

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Cys  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Lys  Lys

            100                 105

<210>  10

<211>  351

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  PE38KDEL

<400>  10

Lys  Ala  Ser  Gly  Gly  Pro  Glu  Gly  Gly  Ser  Leu  Ala  Ala  Leu  Thr  Ala

1               5                   10                  15

His  Gln  Ala  Cys  His  Leu  Pro  Leu  Glu  Thr  Phe  Thr  Arg  His  Arg  Gln

            20                  25                  30

Pro  Arg  Gly  Trp  Glu  Gln  Leu  Glu  Gln  Cys  Gly  Tyr  Pro  Val  Gln  Arg

        35                  40                  45

Leu  Val  Ala  Leu  Tyr  Leu  Ala  Ala  Arg  Leu  Ser  Trp  Asn  Gln  Val  Asp

    50                  55                  60

Gln  Val  Ile  Arg  Asn  Ala  Leu  Ala  Ser  Pro  Gly  Ser  Gly  Gly  Asp  Leu

65                  70                  75                  80

Gly  Glu  Ala  Ile  Arg  Glu  Gln  Pro  Glu  Gln  Ala  Arg  Leu  Ala  Leu  Thr

                85                  90                  95

Leu  Ala  Ala  Ala  Glu  Ser  Glu  Arg  Phe  Val  Arg  Gln  Gly  Thr  Gly  Asn

            100                 105                 110

Asp  Glu  Ala  Gly  Ala  Ala  Asn  Gly  Pro  Ala  Asp  Ser  Gly  Asp  Ala  Leu

        115                 120                 125

Leu  Glu  Arg  Asn  Tyr  Pro  Thr  Gly  Ala  Glu  Phe  Leu  Gly  Asp  Gly  Gly

    130                 135                 140

Asp  Val  Ser  Phe  Ser  Thr  Arg  Gly  Thr  Gln  Asn  Trp  Thr  Val  Glu  Arg

145                 150                 155                 160

Leu  Leu  Gln  Ala  His  Arg  Gln  Leu  Glu  Glu  Arg  Gly  Tyr  Val  Phe  Val

                165                 170                 175

Gly  Tyr  His  Gly  Thr  Phe  Leu  Glu  Ala  Ala  Gln  Ser  Ile  Val  Phe  Gly

            180                 185                 190

Gly  Val  Arg  Ala  Arg  Ser  Gln  Asp  Leu  Asp  Ala  Ile  Trp  Arg  Gly  Phe

        195                 200                 205
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Tyr  Ile  Ala  Gly  Asp  Pro  Ala  Leu  Ala  Tyr  Gly  Tyr  Ala  Gln  Asp  Gln

    210                 215                 220

Glu  Pro  Asp  Ala  Arg  Gly  Arg  Ile  Arg  Asn  Gly  Ala  Leu  Leu  Arg  Val

225                 230                 235                 240

Tyr  Val  Pro  Arg  Ser  Ser  Leu  Pro  Gly  Phe  Tyr  Arg  Thr  Ser  Leu  Thr

                245                 250                 255

Leu  Ala  Ala  Pro  Glu  Ala  Ala  Gly  Glu  Val  Glu  Arg  Leu  Ile  Gly  His

            260                 265                 270

Pro  Leu  Pro  Leu  Arg  Leu  Asp  Ala  Ile  Thr  Gly  Pro  Glu  Glu  Glu  Gly

        275                 280                 285

Gly  Arg  Leu  Glu  Thr  Ile  Leu  Gly  Trp  Pro  Leu  Ala  Glu  Arg  Thr  Val

    290                 295                 300

Val  Ile  Pro  Ser  Ala  Ile  Pro  Thr  Asp  Pro  Arg  Asn  Val  Gly  Gly  Asp

305                 310                 315                 320

Leu  Asp  Pro  Ser  Ser  Ile  Pro  Asp  Lys  Glu  Gln  Ala  Ile  Ser  Ala  Leu

                325                 330                 335

Pro  Asp  Tyr  Ala  Ser  Gln  Pro  Gly  Lys  Pro  Pro  Lys  Asp  Glu  Leu

            340                 345                 350

<210>  11

<211>  593

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  D2C7  -(scdsFv)-PE38KDEL

<400>  11

Glu  Val  His  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Pro  Glu  Leu  Glu  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Ile  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Ser  Phe  Thr  Gly  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Met  Asn  Trp  Val  Lys  Gln  Ser  Asn  Gly  Lys  Cys  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Asn  Ile  Asp  Pro  Tyr  Tyr  Gly  Asp  Thr  Asp  Tyr  Asp  Gln  Lys  Phe

    50                  55                  60

Lys  Gly  Lys  Ala  Thr  Leu  Thr  Ala  Asp  Lys  Ser  Ser  Asn  Thr  Val  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Gln  Leu  Gln  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Gly  Ala  His  Arg  Asp  Tyr  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110
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Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ala

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Glu  Thr  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Thr

145                 150                 155                 160

Ser  Glu  Asn  Ile  Tyr  Ile  Tyr  Leu  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Gln  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ser  Pro  Gln  Leu  Leu  Val  Tyr  Asn  Ala  Lys  Thr  Leu  Ala  Glu  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Gln  Phe  Ser  Leu

        195                 200                 205

Lys  Ile  Asn  Gly  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Gly  Gly  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  His  Tyr  Gly  Thr  Pro  Tyr  Thr  Phe  Gly  Cys  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu

225                 230                 235                 240

Lys  Lys  Lys  Ala  Ser  Gly  Gly  Pro  Glu  Gly  Gly  Ser  Leu  Ala  Ala  Leu

                245                 250                 255

Thr  Ala  His  Gln  Ala  Cys  His  Leu  Pro  Leu  Glu  Thr  Phe  Thr  Arg  His

            260                 265                 270

Arg  Gln  Pro  Arg  Gly  Trp  Glu  Gln  Leu  Glu  Gln  Cys  Gly  Tyr  Pro  Val

        275                 280                 285

Gln  Arg  Leu  Val  Ala  Leu  Tyr  Leu  Ala  Ala  Arg  Leu  Ser  Trp  Asn  Gln

    290                 295                 300

Val  Asp  Gln  Val  Ile  Arg  Asn  Ala  Leu  Ala  Ser  Pro  Gly  Ser  Gly  Gly

305                 310                 315                 320

Asp  Leu  Gly  Glu  Ala  Ile  Arg  Glu  Gln  Pro  Glu  Gln  Ala  Arg  Leu  Ala

                325                 330                 335

Leu  Thr  Leu  Ala  Ala  Ala  Glu  Ser  Glu  Arg  Phe  Val  Arg  Gln  Gly  Thr

            340                 345                 350

Gly  Asn  Asp  Glu  Ala  Gly  Ala  Ala  Asn  Gly  Pro  Ala  Asp  Ser  Gly  Asp

        355                 360                 365

Ala  Leu  Leu  Glu  Arg  Asn  Tyr  Pro  Thr  Gly  Ala  Glu  Phe  Leu  Gly  Asp

    370                 375                 380

Gly  Gly  Asp  Val  Ser  Phe  Ser  Thr  Arg  Gly  Thr  Gln  Asn  Trp  Thr  Val

385                 390                 395                 400

Glu  Arg  Leu  Leu  Gln  Ala  His  Arg  Gln  Leu  Glu  Glu  Arg  Gly  Tyr  Val

                405                 410                 415

Phe  Val  Gly  Tyr  His  Gly  Thr  Phe  Leu  Glu  Ala  Ala  Gln  Ser  Ile  Val
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            420                 425                 430

Phe  Gly  Gly  Val  Arg  Ala  Arg  Ser  Gln  Asp  Leu  Asp  Ala  Ile  Trp  Arg

        435                 440                 445

Gly  Phe  Tyr  Ile  Ala  Gly  Asp  Pro  Ala  Leu  Ala  Tyr  Gly  Tyr  Ala  Gln

    450                 455                 460

Asp  Gln  Glu  Pro  Asp  Ala  Arg  Gly  Arg  Ile  Arg  Asn  Gly  Ala  Leu  Leu

465                 470                 475                 480

Arg  Val  Tyr  Val  Pro  Arg  Ser  Ser  Leu  Pro  Gly  Phe  Tyr  Arg  Thr  Ser

                485                 490                 495

Leu  Thr  Leu  Ala  Ala  Pro  Glu  Ala  Ala  Gly  Glu  Val  Glu  Arg  Leu  Ile

            500                 505                 510

Gly  His  Pro  Leu  Pro  Leu  Arg  Leu  Asp  Ala  Ile  Thr  Gly  Pro  Glu  Glu

        515                 520                 525

Glu  Gly  Gly  Arg  Leu  Glu  Thr  Ile  Leu  Gly  Trp  Pro  Leu  Ala  Glu  Arg

    530                 535                 540

Thr  Val  Val  Ile  Pro  Ser  Ala  Ile  Pro  Thr  Asp  Pro  Arg  Asn  Val  Gly

545                 550                 555                 560

Gly  Asp  Leu  Asp  Pro  Ser  Ser  Ile  Pro  Asp  Lys  Glu  Gln  Ala  Ile  Ser

                565                 570                 575

Ala  Leu  Pro  Asp  Tyr  Ala  Ser  Gln  Pro  Gly  Lys  Pro  Pro  Lys  Asp  Glu

            580                 585                 590

Leu

<210>  12

<211>  1779

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  D2C7-(scdsFv)-PE38KDEL

<400>  12

gaggtccacc  tgcagcagtc  tggacctgag  ctggagaagc  ctggcgcttc  agtgaagata  60

tcctgcaagg  cttctggtta  ctcattcact  ggctacaaca  tgaactgggt  gaagcagagc  120

aatggcaagt  gccttgagtg  gattggaaat  attgatcctt  actatggtga  tactgactac  180

gaccagaagt  tcaagggcaa  ggccacattg  actgcagaca  aatcctccaa  cacagtctac  240

atgcagctcc  agagcctgac  atctgaggac  tctgcagtct  attactgtgc  aagaggggcc  300

catagggatt  actatgctat  ggactactgg  ggtcaaggga  cctcagtcac  cgtctcctca  360

ggtggtggcg  gttcaggcgg  aggtggctct  ggcggtggcg  gatcggacat  ccagatgact  420

cagtctccag  cctccctatc  tgcatctgtg  ggagaaactg  tcaccatcac  atgtcgaaca  480

agtgagaata  tttacattta  tttagcatgg  tatcagcaga  aacagggaaa  atctcctcag  540

ctcctggtct  ataatgcaaa  aaccttagca  gaaggtgtgc  catcaaggtt  cagtggcagt  600
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gggtcaggca  cacagttttc  tctgaagatc  aacggcctgc  agcctgaaga  ttttgggggt  660

tattactgtc  aacagcatta  tggcactccg  tacacgttcg  gatgcgggac  caagctggaa  720

aaaaaaaaag  cttccggagg  tcccgagggc  ggcagcctgg  ccgcgctgac  cgcgcaccag  780

gcttgccacc  tgccgctgga  gactttcacc  cgtcatcgcc  agccgcgcgg  ctgggaacaa  840

ctggagcagt  gcggctatcc  ggtgcagcgg  ctggtcgccc  tctacctggc  ggcgcggctg  900

tcgtggaacc  aggtcgacca  ggtgatccgc  aacgccctgg  ccagccccgg  cagcggcggc  960

gacctgggcg  aagcgatccg  cgagcagccg  gagcaagccc  gtctggccct  gaccctggcc  1020

gccgccgaga  gcgagcgctt  cgtccggcag  ggcaccggca  acgacgaggc  cggcgcggcc  1080

aacggcccgg  cggacagcgg  cgacgccctg  ctggagcgca  actatcccac  tggcgcggag  1140

ttcctcggcg  acggcggcga  cgtcagcttc  agcacccgcg  gcacgcagaa  ctggacggtg  1200

gagcggctgc  tccaggcgca  ccgccaactg  gaggagcgcg  gctatgtgtt  cgtcggctac  1260

cacggcacct  tcctcgaagc  ggcgcaaagc  atcgtcttcg  gcggggtgcg  cgcgcgcagc  1320

caggacctcg  acgcgatctg  gcgcggtttc  tatatcgccg  gcgatccggc  gctggcctac  1380

ggctacgccc  aggaccagga  acccgacgca  cgcggccgga  tccgcaacgg  tgccctgctg  1440

cgggtctatg  tgccgcgctc  gagcctgccg  ggcttctacc  gcaccagcct  gaccctggcc  1500

gcgccggagg  cggcgggcga  ggtcgaacgg  ctgatcggcc  atccgctgcc  gctgcgcctg  1560

gacgccatca  ccggccccga  ggaggaaggc  gggcgcctgg  agaccattct  cggctggccg  1620

ctggccgagc  gcaccgtggt  gattccctcg  gcgatcccca  ccgacccgcg  caacgtcggc  1680

ggcgacctcg  acccgtccag  catccccgac  aaggaacagg  cgatcagcgc  cctgccggac  1740

tacgccagcc  agcccggcaa  accgccgaaa  gacgagctc  1779

<210>  13

<211>  726

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  D2C7-(scdsFv)

<400>  13

gaggtccacc  tgcagcagtc  tggacctgag  ctggagaagc  ctggcgcttc  agtgaagata  60

tcctgcaagg  cttctggtta  ctcattcact  ggctacaaca  tgaactgggt  gaagcagagc  120

aatggcaagt  gccttgagtg  gattggaaat  attgatcctt  actatggtga  tactgactac  180

gaccagaagt  tcaagggcaa  ggccacattg  actgcagaca  aatcctccaa  cacagtctac  240

atgcagctcc  agagcctgac  atctgaggac  tctgcagtct  attactgtgc  aagaggggcc  300

catagggatt  actatgctat  ggactactgg  ggtcaaggga  cctcagtcac  cgtctcctca  360

ggtggtggcg  gttcaggcgg  aggtggctct  ggcggtggcg  gatcggacat  ccagatgact  420

cagtctccag  cctccctatc  tgcatctgtg  ggagaaactg  tcaccatcac  atgtcgaaca  480

agtgagaata  tttacattta  tttagcatgg  tatcagcaga  aacagggaaa  atctcctcag  540

ctcctggtct  ataatgcaaa  aaccttagca  gaaggtgtgc  catcaaggtt  cagtggcagt  600

gggtcaggca  cacagttttc  tctgaagatc  aacggcctgc  agcctgaaga  ttttgggggt  660

tattactgtc  aacagcatta  tggcactccg  tacacgttcg  gatgcgggac  caagctggaa  720
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aaaaaa  726

<210>  14

<211>  1053

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  PE38KDEL

<400>  14

aaagcttccg  gaggtcccga  gggcggcagc  ctggccgcgc  tgaccgcgca  ccaggcttgc  60

cacctgccgc  tggagacttt  cacccgtcat  cgccagccgc  gcggctggga  acaactggag  120

cagtgcggct  atccggtgca  gcggctggtc  gccctctacc  tggcggcgcg  gctgtcgtgg  180

aaccaggtcg  accaggtgat  ccgcaacgcc  ctggccagcc  ccggcagcgg  cggcgacctg  240

ggcgaagcga  tccgcgagca  gccggagcaa  gcccgtctgg  ccctgaccct  ggccgccgcc  300

gagagcgagc  gcttcgtccg  gcagggcacc  ggcaacgacg  aggccggcgc  ggccaacggc  360

ccggcggaca  gcggcgacgc  cctgctggag  cgcaactatc  ccactggcgc  ggagttcctc  420

ggcgacggcg  gcgacgtcag  cttcagcacc  cgcggcacgc  agaactggac  ggtggagcgg  480

ctgctccagg  cgcaccgcca  actggaggag  cgcggctatg  tgttcgtcgg  ctaccacggc  540

accttcctcg  aagcggcgca  aagcatcgtc  ttcggcgggg  tgcgcgcgcg  cagccaggac  600

ctcgacgcga  tctggcgcgg  tttctatatc  gccggcgatc  cggcgctggc  ctacggctac  660

gcccaggacc  aggaacccga  cgcacgcggc  cggatccgca  acggtgccct  gctgcgggtc  720

tatgtgccgc  gctcgagcct  gccgggcttc  taccgcacca  gcctgaccct  ggccgcgccg  780

gaggcggcgg  gcgaggtcga  acggctgatc  ggccatccgc  tgccgctgcg  cctggacgcc  840

atcaccggcc  ccgaggagga  aggcgggcgc  ctggagacca  ttctcggctg  gccgctggcc  900

gagcgcaccg  tggtgattcc  ctcggcgatc  cccaccgacc  cgcgcaacgt  cggcggcgac  960

ctcgacccgt  ccagcatccc  cgacaaggaa  caggcgatca  gcgccctgcc  ggactacgcc  1020

agccagcccg  gcaaaccgcc  gaaagacgag  ctc  1053
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