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本文提供了通过与T细胞扩增化合物(“T细

胞扩增剂”)，即能够驱动针对疫苗表位的特异性

克隆T细胞扩增的化合物组合，任选地进一步与

检查点抑制剂组合，向患有癌症的受试者施用个

性化新抗原DNA癌症疫苗来治疗所述受试者的方

法、组合和组合物。
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1.一种用于治疗患有癌症的受试者的方法，所述方法包括：

向所述受试者施用(i)针对来自肿瘤新抗原的多个新表位的抗癌DNA疫苗，和(ii)有效

刺激/扩增T细胞的产生的化合物。

2.一种用于治疗患有癌症的受试者的方法，所述方法包括：

向所述受试者施用(i)针对来自肿瘤新抗原的多个新表位的抗癌DNA疫苗，(ii)有效刺

激/扩增T细胞的产生的化合物，和(iii)检查点抑制剂。

3.如权利要求1或2所述的方法，其中所述疫苗中包含的新表位作为疫苗体二聚蛋白呈

递至免疫系统。

4.如任一前述权利要求所述的方法，其中所述抗癌DNA疫苗包含免疫有效量的DNA多核

苷酸，所述DNA多核苷酸包含编码以下项的核苷酸序列：(i)靶向单位，诸如hMIP‑1α，(ii)二

聚化单位，诸如hIgG3的h1和h4及CH3结构域，(iii)第一接头，和(iv)抗原单位。

5.如权利要求4所述的方法，其中所述抗原单位包含n‑1个抗原亚单位。

6.如权利要求5所述的方法，其中每个亚单位包含癌症新表位序列的至少一部分和第

二接头，并且所述抗原单位进一步包含最终的癌症新表位序列。

7.如权利要求5或6所述的方法，其中n是3至50的整数。

8.如权利要求1‑3中任一项所述的方法，其中所述抗癌DNA疫苗包含免疫有效量的DNA

多核苷酸，所述DNA多核苷酸包含编码抗原单位的核苷酸序列。

9.如权利要求8所述的方法，其中所述抗原单位包含n‑1个抗原亚单位。

10.如权利要求8或9所述的方法，其中每个亚单位包含癌症新表位序列的至少一部分

和接头，并且所述抗原单位进一步包含最终的癌症新表位序列。

11.如权利要求9或10所述的方法，其中n是3至50的整数。

12.如任一前述权利要求所述的方法，其中所述抗癌DNA疫苗是包含10至50个新表位的

疫苗体DNA疫苗。

13.如任一前述权利要求所述的方法，其中所述抗癌DNA疫苗是包含15至40个新表位的

疫苗体DNA疫苗。

14.如权利要求4至13中任一项所述的方法，其中所述第一接头和/或所述第二接头是

氨基酸接头，例如富含甘氨酸/丝氨酸的接头和/或选自SEQ  ID  NO:67‑76的接头。

15.如任一前述权利要求所述的方法，其中所述抗癌DNA疫苗包含人DNA多核苷酸序列

(例如SEQ  ID  NO:77或与之具有95％或更高序列同一性的质粒骨架序列，不包括所述抗原

单位)。

16.如任一前述权利要求所述的方法，其中所述施用有效增强针对疫苗新表位的特异

性克隆T细胞扩增，超过在不存在所述有效刺激/扩增T细胞的产生的化合物的情况下施用

所述抗癌DNA疫苗时达到的效果，增强程度大于相加作用。

17.如任一前述权利要求所述的方法，其中所述有效刺激/扩增T细胞的产生的化合物

是白介素‑2(IL‑2)的前药，其中所述IL‑2通过多个聚乙二醇部分的可释放共价附接而修

饰。

18.如权利要求17所述的方法，其中所述IL‑2是白介素‑2受体β(IL‑2Rβ)选择性激动

剂。

19.如权利要求17或18所述的方法，其中所述IL‑2是阿地白介素。
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20.如权利要求1至16中任一项所述的方法，其中所述有效刺激/扩增T细胞的产生的化

合物是式(I)的IL‑2Rβ选择性激动剂，

其中IL‑2是白介素‑2，

‑NH‑IL‑2是白介素‑2的氨基，

每个整数(n)具有约200‑300的值；

或其药学上可接受的盐形式。

21.如权利要求1至16中任一项所述的方法，其中所述有效刺激/扩增T细胞的产生的化

合物是(2,7‑(双‑甲氧基PEG10kd‑甲酰胺)(9h‑芴‑9‑基)甲基N‑氨基甲酸酯)6avg白介素‑2。

22.如任一前述权利要求所述的方法，其中所述癌症包括癌性肿瘤。

23.如任一前述权利要求所述的方法，其中，当在临床或临床前环境中评价时，施用所

述抗癌DNA疫苗和所述有效刺激/扩增T细胞的产生的化合物有效增加所述肿瘤中疫苗诱导

的T细胞的数目，超过单独施用一个或多个剂量的所述抗癌DNA疫苗后测得的此类T细胞。

24.如任一前述权利要求所述的方法，其中所述癌症是实体癌。

25.如任一前述权利要求所述的方法，其中所述癌症选自由以下项组成的组：乳腺癌、

卵巢癌、结肠癌、前列腺癌、骨癌、结直肠癌、胃癌、淋巴瘤、恶性黑素瘤、肝癌、小细胞肺癌、

非小细胞肺癌、胰腺癌、甲状腺癌、肾癌、肾细胞癌、胆管癌、头颈癌、头颈部鳞状细胞癌、脑

癌、宫颈癌、上颌窦癌、膀胱癌、尿路上皮癌、食管癌、霍奇金病和肾上腺皮质癌。

26.如任一前述权利要求所述的方法，其中所述癌症是黑素瘤或结肠癌。

27.如权利要求1或3‑26中任一项所述的方法，其中所述抗癌DNA疫苗和所述T细胞扩增

剂同时或依次施用。

28.如权利要求1或3‑27中任一项所述的方法，其中所述抗癌DNA疫苗和所述T细胞扩增

剂经由相同或不同的施用途径施用。

29.如权利要求1或3‑28中任一项所述的方法，其中所述抗癌DNA疫苗和所述T细胞扩增

剂在同一天、不同天施用，或以同一天和不同天混合的方式施用。

30.如权利要求2‑26中任一项所述的方法，其中所述抗癌DNA疫苗、所述T细胞扩增剂

和/或所述检查点抑制剂同时、依次施用，或以同时和依次的组合方式施用。

31.如权利要求2‑26或30中任一项所述的方法，其中所述抗癌DNA疫苗、所述T细胞扩增

剂和/或所述检查点抑制剂经由相同或不同的施用途径施用。

32.如权利要求2‑26或30‑31中任一项所述的方法，其中所述抗癌DNA疫苗、所述T细胞

扩增剂和/或所述检查点抑制剂在同一天、不同天施用，或以同一天和不同天混合的方式施

用。

33.如任一前述权利要求所述的方法，其中所述施用包括单个施用周期或多个施用周
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期。

34.如任一前述权利要求所述的方法，其中所述施用包括施用一个或多个剂量的所述

抗癌DNA疫苗和所述有效刺激/扩增T细胞的产生的化合物中的每一种或两种。

35.如权利要求2‑26或30‑34中任一项所述的方法，其中所述施用包括施用一个或多个

剂量的所述抗癌DNA疫苗、所述有效刺激/扩增T细胞的产生的化合物和/或所述检查点抑制

剂中的每一种、组合或全部。

36.如任一前述权利要求所述的方法，其中在施用所述抗癌DNA疫苗后施用所述有效刺

激/扩增T细胞的产生的化合物。

37.如任一前述权利要求所述的方法，其中在抗癌DNA疫苗诱导期之后施用所述有效刺

激/扩增T细胞的产生的化合物，其中此类诱导期能够跨越所述抗癌DNA疫苗的一次或多次

施用。

38.如权利要求37所述的方法，其中所述诱导期包括在给定时间段内1、2、3或更多次施

用所述抗癌DNA疫苗。

39.如权利要求37或38所述的方法，其中在一次或多次疫苗接种后施用所述有效刺激/

扩增T细胞的产生的化合物，此时新表位特异性T细胞应答已基本上趋平，即不再显著增加。

40.如权利要求37至39中任一项所述的方法，其中在新表位特异性T细胞应答已达到最

大值后施用所述有效刺激/扩增T细胞的产生的化合物。

41.如权利要求40所述的方法，其中在新表位特异性T细胞应答已达到其最大值的±

25％，或在其最大值的±15％以内，或在其最大值的约±10％以内之后，施用所述有效刺

激/扩增T细胞的产生的化合物。

42.如任一前述权利要求所述的方法，其中施用包括施用所述抗癌DNA疫苗和所述有效

刺激/扩增T细胞的产生的化合物中的每一种，以调准或基本上调准所述抗癌DNA疫苗和所

述有效刺激/扩增T细胞的产生的化合物两者的峰值T细胞应答，从而提供优化的T细胞应

答。

43.如任一前述权利要求所述的方法，其中在施用一个或多个剂量的所述抗癌DNA疫苗

后的一段时间处施用所述有效刺激/扩增T细胞的产生的化合物。

44.如权利要求43所述的方法，其中在1‑5个剂量的所述抗癌DNA疫苗后施用所述有效

刺激/扩增T细胞的产生的化合物。

45.如任一前述权利要求所述的方法，其中所述施用包括在1‑5个剂量的所述抗癌DNA

疫苗后，和或在1‑4个剂量的所述抗癌DNA疫苗后，或在1‑3个剂量的所述抗癌DNA疫苗后5‑

10天施用所述有效刺激/扩增T细胞的产生的化合物。

46.如权利要求44或45所述的方法，其中所述抗癌DNA疫苗和所述抗癌DNA疫苗的施用

有效提供所述特异性T细胞应答的增强。

47.如权利要求44至46中任一项所述的方法，其中在2或3个剂量的所述抗癌DNA疫苗后

施用所述有效刺激/扩增T细胞的产生的化合物。

48.如权利要求37至47中任一项所述的方法，其中所述疫苗诱导期包括一次以上的疫

苗接种，每次后续疫苗接种在所述抗癌DNA疫苗的第一次施用后间隔1周、2周、3周、4周、5

周、6周或更长时间。

49.如权利要求48所述的方法，其中每次后续疫苗接种在所述抗癌DNA疫苗的第一次施
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用后间隔3周或4周。

50.如权利要求37至49中任一项所述的方法，其中所述疫苗诱导期包括3次疫苗接种，

每次间隔1‑6周。

51.如权利要求2‑26或30‑50中任一项所述的方法，其中所述检查点抑制剂是抗PD‑1抗

体。

52.如权利要求2‑26或30‑51中任一项所述的方法，其中所述检查点抑制剂按以下方式

施用一轮或多轮：(i)与所述抗癌DNA疫苗同一天施用，(ii)与所述有效刺激/扩增T细胞的

产生的化合物同一天施用，(iii)在施用所述抗癌DNA疫苗之后施用，(iv)在施用所述有效

刺激/扩增T细胞的产生的化合物之后施用，(v)在施用所述抗癌DNA疫苗之后但在施用所述

有效刺激/扩增T细胞的产生的化合物之前施用，或(vi)与所述抗癌DNA疫苗和所述有效刺

激/扩增T细胞的产生的化合物同一天，在施用所述抗癌DNA疫苗和所述有效刺激/扩增T细

胞的产生的化合物之后施用，其中所述化合物在所述疫苗之后施用。

53.如权利要求2‑26或30‑52中任一项所述的方法，其中施用所述检查点抑制剂包括在

治疗过程中施用所述检查点抑制剂一次以上。

54.如权利要求2‑26或30‑50中任一项所述的方法，其中施用包括在同一天按所述疫

苗、所述化合物和所述检查点抑制剂的顺序施用所述疫苗、所述化合物和所述检查点抑制

剂。

55.如任一前述权利要求所述的方法，其中所述癌症包括癌性肿瘤并且当与治疗前所

述肿瘤的大小相比时，所述施用有效地减小所述癌性肿瘤的大小。

56.如任一前述权利要求所述的方法，其中所述癌症包括癌性肿瘤，并且当与所述施用

前所述肿瘤的大小相比时，所述施用有效地将所述癌性肿瘤的大小减小至少约30％、至少

约40％、至少约50％、至少约60％、至少约70％、至少约80％、至少约90％，或引起肿瘤完全

消退。

57.如任一前述权利要求所述的方法，其中所述癌症包括癌性肿瘤，并且所述施用有效

地引起肿瘤完全消退。
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用于治疗癌症的免疫治疗组合

相关申请的交叉引用

[0001] 本申请根据美国法典第35篇第119条第e款(35  U.S.C.§119(e))要求2019年2月27

日提交的美国临时专利申请号62/811,459、2019年3月28日提交的美国临时专利申请号62/

825,487、2019年4月24日提交的美国临时专利申请号62/838,180和2019年8月1日提交的美

国临时专利申请号62/881,832的优先权权益，这些临时专利申请的披露内容各自通过援引

并入本文。

技术领域

[0002] 本申请(尤其)涉及免疫疗法的领域，并且在一个特定方面涉及癌症免疫疗法，并

且涉及通过与T细胞扩增剂组合，任选地进一步与检查点抑制剂组合向患有癌症的个体施

用抗癌疫苗(诸如DNA新抗原疫苗)而对该个体进行的治疗。

背景技术

[0003] 癌症是由体细胞中的遗传改变或表观遗传改变引起的遗传病症，并且代表发达国

家中最致命的疾病之一。人类中的肿瘤发生是多步骤过程，其涉及最终驱动正常细胞恶性

转化的各种遗传变化或表观遗传变化。虽然我们对导致恶性肿瘤的机制的了解持续取得巨

大进步，但是驱动癌症发展、生长和扩散的过程的复杂性使得开发新的且有效的治疗特别

具有挑战性。

[0004] 癌症治疗的常规方法包括手术、放疗和传统化疗，它们各自具有其自身公知的优

点和缺点。最近，已经作为治疗癌症的替代方法探索了治疗性癌症疫苗。治疗性癌症疫苗代

表通过刺激或恢复受试者的免疫系统对抗感染和疾病的能力而起作用的一类物质。与预防

性或防治性疫苗形成对照，治疗性疫苗用于通过增强身体针对癌症的天然免疫应答来治疗

现有癌症并且代表一种类型的免疫疗法。癌症治疗疫苗被设计来激活细胞毒性T细胞并且

指导它们识别并抵抗特定类型的癌症或诱导产生与癌细胞表面上的分子结合的抗体。此类

分子的一种类型(称为肿瘤相关抗原)是在正常组织中以低水平表达，但在肿瘤组织中以高

得多的水平表达的抗原。然而，产生与肿瘤相关抗原结合的有效的治疗性疫苗已被证明是

具有挑战性的工作，至少部分是因为疫苗干预必须对抗身体免疫系统，而身体免疫系统受

到维持癌症的机制的限制。另外，以基于肿瘤相关抗原的疫苗为基础的治疗方法也可能由

于正常的细胞破坏而导致毒性。为了有效，治疗性癌症疫苗不仅必须刺激针对预期靶标的

特异性免疫应答，而且必须足够强大来克服癌细胞用于保护它们自身免受杀伤性T细胞攻

击的屏障。在过去几年中，在开发涵盖各种平台的治疗性癌症疫苗方面已经做了大量努力。

例如，已经在患有乳腺癌、肺癌、黑素瘤、胰腺癌、结直肠癌和肾癌的患者中评价了治疗性疫

苗(Melero,I.等人,Nat  Rev  Clin  Oncol[自然综述：临床肿瘤学],2014,11(9) ,509‑524)，

但此类治疗性抗癌疫苗只取得了有限的成功。

[0005] 最近，用于治疗癌症的免疫治疗方法已经扩展到针对源自肿瘤中随机体细胞变异

的肿瘤特异性新抗原的疫苗接种。针对肿瘤特异性新抗原的疫苗接种可使对中枢和外周耐
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受的潜在诱导以及自身免疫的风险降至最低。

[0006] 虽然对免疫介导的肿瘤控制中所涉及的机制的认识持续快速增长，但是将免疫疗

法成功地转化到临床中仍然是一项挑战。尽管迄今为止在开发涵盖各种平台的治疗性疫苗

方面已经做了大量努力，但是仍然需要鉴定和提供新的且更有效的免疫治疗方法，诸如可

以有效地靶向肿瘤特异性抗原并且提供有效且稳健的抗肿瘤应答的疫苗相关治疗形式。因

此，本披露力图解决这些和其他需求。

发明内容

[0007] 本披露提供了用于治疗患有癌症的受试者的新的且令人惊讶地有益的免疫治疗

方法。更具体地讲，本文提供了用于治疗患有癌症的受试者的方法，该方法包括向该受试者

施用：(i)针对来自患者自身肿瘤特异性抗原(称为“新抗原”)的多个新表位的抗癌DNA疫苗

(“基于新抗原的DNA癌症疫苗”)，和(ii)有效刺激/扩增T细胞的产生的化合物(即效应T细

胞，“T细胞扩增剂”)。

[0008] 再一方面，本披露提供了用于治疗患有癌症的受试者的方法，该方法包括向该受

试者施用(i)针对来自肿瘤新抗原的多个新表位的抗癌DNA疫苗，(ii)有效刺激/扩增T细胞

的产生的化合物，和任选的(iii)检查点抑制剂。

[0009] 在一个或多个实施例中，DNA疫苗中包含的新表位作为称为疫苗体(vaccibody)的

二聚体蛋白(将在本文中更详细地描述)呈递至免疫系统，即在此类实施例中，疫苗称为疫

苗体DNA疫苗。WO2004/076489详细描述了称为疫苗体的二聚体蛋白。在WO2011/161244中详

细描述了靶向单位(包含在疫苗内并在下文进行描述)。

[0010] 在一个或多个其他实施例中，基于新抗原的DNA癌症疫苗包含免疫有效量的DNA多

核苷酸，该DNA多核苷酸包含编码以下的核苷酸序列：(i)靶向单位，(ii)二聚化单位，(iii)

第一接头和(iv)抗原单位，其中该抗原单位包含n‑1个抗原亚单位(其中n是约3至50的整

数)，每个亚单位包含癌症新表位序列的至少一部分和第二接头，并且进一步包含最终的癌

症新表位序列。在通过援引并入本文的美国专利公开号US  2019/0022202中描述了基于新

抗原的代表性DNA癌症疫苗，以及制备(即构建和表达)和使用此类疫苗的方法。

[0011] 在一些其他实施例中，基于新抗原的DNA癌症疫苗包含免疫有效量的DNA多核苷

酸，该DNA多核苷酸包含编码抗原单位的核苷酸序列。抗原单位包含n‑1个抗原亚单位，其中

每个亚单位包含癌症新表位序列的至少一部分和接头，并且进一步包含最终的癌症新表位

序列，其中n是3至50的整数。

[0012] 在一些其他实施例中，疫苗是包含10至50个新表位、或15至40个新表位、或10至30

个新表位、或10至20个新表位的疫苗体DNA疫苗。

[0013] 在另一些实施例中，疫苗包含含有编码如上所述的抗原单位的核苷酸序列的DNA

多核苷酸，其中接头是氨基酸接头。示例性接头包括例如富含甘氨酸/丝氨酸的接头。其他

示例性接头包括，例如，标识为SEQ  ID  NO:67‑76的接头。

[0014] 支持性实施例中描述了包含VB10.NEO  pDNA构建体VB4011和VB4061的基于新抗原

的小鼠示例性DNA癌症疫苗。

[0015] 在一些另外的实施例中，疫苗包含人DNA多核苷酸序列。在另一些实施例中，疫苗

包含如图12提供的DNA  pVB10.NEO质粒骨架序列。
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[0016] 在另一些实施例中，T细胞扩增剂当与基于新抗原的DNA癌症疫苗组合施用时，有

效增强针对疫苗表位的特异性克隆T细胞扩增，超过在不存在T细胞扩增剂的情况下施用基

于新抗原的DNA癌症疫苗时达到的效果，增强程度高于相加作用。

[0017] 在一个或多个特定实施例中，T细胞扩增剂是白介素‑2(例如阿地白介素、脱丙氨

酰‑1、丝氨酸‑125人白介素‑2)的前药，其中该白介素‑2通过多个聚乙二醇部分的可释放共

价附接而改性。在一个或多个另外的实施例中，T细胞扩增剂是白介素‑2受体β(IL‑2Rβ)选

择性激动剂。

[0018] 在另一些实施例中，T细胞扩增剂是IL‑2Rβ选择性激动剂组合物，多(2,7‑(双‑甲

氧基PEG‑甲酰胺)(9H‑芴‑9‑基)甲基N‑氨基甲酸酯)白介素‑2(在本文中也称为“RSLAIL‑

2”)，其包含式(I)的化合物，

其中IL‑2是白介素‑2(例如阿地白介素)，“‑NH‑IL‑2”表示白介素‑2的氨基，每个

整数(n)具有约200‑300的值；或其药学上可接受的盐形式。在某些实施例中，每条聚乙二醇

链中的“n”为约227(即，其中从中心芴基核延伸的每条聚乙二醇链的重均分子量为约10,

000道尔顿，使得每个总体支化PEG部分的重均分子量为约20,000道尔顿)。

[0019] 在又一些其他实施例中，T细胞扩增剂是(2,7‑(双‑甲氧基PEG10kd‑甲酰胺)(9h‑

芴‑9‑基)甲基N‑氨基甲酸酯)6avg白介素‑2。

[0020] 在该方法的一个或多个实施例中，其中该癌症包括癌性肿瘤，当在临床或临床前

环境中评价时，肿瘤中基于新抗原的DNA癌症疫苗诱导的T细胞(诸如对每种疫苗编码的新

抗原具有反应性的CD4和CD8  T细胞)的数目比单独施用一个或多个剂量的基于新抗原的

DNA癌症疫苗后测定的此类T细胞的数目增加。

[0021] 在一些实施例中，该癌症是实体癌。

[0022] 在该方法的另一些实施例中，该癌症选自例如由以下组成的组：乳腺癌、卵巢癌、

结肠癌、前列腺癌、骨癌、结直肠癌、胃癌、淋巴瘤、恶性黑素瘤、肝癌、小细胞肺癌(SCLC)、非

小细胞肺癌(NSCLC)、胰腺癌、甲状腺癌、肾癌(例如肾细胞癌)、胆管癌、头颈癌(例如头颈部

鳞状细胞癌)、脑癌、宫颈癌、上颌窦癌、膀胱癌(例如尿路上皮癌)、食管癌、霍奇金病

(Hodgkin's  disease)以及肾上腺皮质癌等。

[0023] 在一些其他实施例中，该癌症选自局部晚期或转移性黑素瘤、非小细胞肺癌、透明

肾细胞癌、尿道上皮癌和头颈部鳞状细胞癌。

[0024] 在一个或多个其他实施例中，该癌症是黑素瘤或结肠癌。

[0025] 为了清楚起见，关于施用顺序，基于新抗原的DNA癌症疫苗和T细胞扩增剂，以及任

选的检查点抑制剂，可以同时或依次，以任何顺序，并且经由相同和/或不同的施用途径施

用。更具体地，组合疗法的治疗组分可以各自在同一天、不同天或两者混合的方式施用(两
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种免疫治疗组分在同一天施用，一种免疫治疗组分在不同天施用)。而且，治疗可包括单个

治疗周期，或者可包括多个周期，包括一个或多个剂量的基于新抗原的DNA癌症疫苗、T细胞

扩增剂和任选的检查点抑制剂中的每一种。应当理解的是，治疗可包括单个周期和多个周

期的混合，例如将基于新抗原的DNA癌症疫苗、T细胞扩增剂和任选的检查点抑制剂中的至

少一种施用单个周期，并且将基于新抗原的DNA癌症疫苗、T细胞扩增剂和任选的检查点抑

制剂中的一种或多种施用多个周期。

[0026] 在一些实施例中，在施用基于新抗原的DNA癌症疫苗后施用T细胞扩增剂。

[0027] 在一些更特定的实施例中，在基于新抗原的DNA癌症疫苗诱导期之后施用T细胞扩

增剂，其中此类诱导期可以跨越一次或多次疫苗施用，例如在给定时间段内的1、2、3、4次或

更多次疫苗接种。在一些实施例中，诱导期后的时间是一次或多次疫苗接种后新表位特异

性T细胞应答已基本上趋平，即不再显著增加的时间。例如，在一个或多个实施例中，此类时

间处于新表位特异性T细胞应答已达到其最大值，或在其最大值的±25％以内，或在其最大

值的±15％以内，或在其最大值的约±10％以内的时间范围内。例如，可以在诱导期的最后

一次疫苗接种后约3‑20天内，或在诱导期的最后一次疫苗接种后约3‑15天内，或在诱导期

的最后一次疫苗接种后约7‑20天内，诸如在约7‑15天内或在7‑12天内施用T细胞扩增剂。也

可考虑其他范围。在一些实施例中，在诱导期的最后一次疫苗施用后至少3天施用T细胞扩

增剂。以可替代的方式测量，可以例如在疫苗接种开始后约4‑20周内(即在诱导期的第一次

疫苗接种后)，或在诱导期的第一次疫苗接种后约6‑16周内，或在诱导期的第一次疫苗接种

后约8‑12周内，例如在诱导期的第一次疫苗接种后11周内首先施用T细胞扩增剂。

[0028] 在另一些实施例中，施用包括施用新表位特异性的基于DNA的癌症疫苗和T细胞扩

增剂中的每一种，以调准或基本上调准新表位特异性的基于DNA的癌症疫苗和T细胞扩增剂

两者的峰值T细胞应答，从而实现优化的(优选协同的)T细胞应答。

[0029] 在一些其他实施例中，在施用一个或多个剂量的基于新抗原的DNA癌症疫苗，例如

在1‑5个剂量(即，疫苗接种)之后，或在1‑4个剂量(疫苗接种)之后，或在1‑3个剂量(疫苗接

种)之后，或在1‑2个剂量(疫苗接种)后的一段时间处施用T细胞扩增剂，例如从而引起特异

性T细胞应答的增强。在一些特定实施例中，在2或3次疫苗接种或4次疫苗接种后施用T细胞

扩增剂。在一些其他实施例中，在4次疫苗接种后施用T细胞扩增剂。在一些更特定的实施例

中，在诱导期的最后一次疫苗接种后1‑20天施用T细胞扩增剂。例如，最初在诱导期的最后

一次疫苗接种后的第1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19或20天施用T

细胞。在一些情况下，疫苗接种期包括4次疫苗接种，并且在第4次疫苗接种后5‑10天，例如

在第4次疫苗接种后5、6、7、8、9或10天，例如在第7天施用第一剂的T细胞扩增剂。在另一些

实施例中，在初始剂量的T细胞扩增剂之后，在同一天或不同天施用疫苗和T细胞扩增剂。在

一些特定的实施例中，在初始剂量的T细胞扩增剂之后，在同一天施用疫苗和T细胞扩增剂。

[0030] 在另一些实施例中，如上所述的疫苗诱导期包括一次以上的疫苗接种，在第一次

施用后每次后续疫苗接种间隔1周、2周、3周或4周或更长时间。在一些其他实施例中，疫苗

接种诱导期包括4次单独的疫苗接种，每次间隔1‑8周，或2‑8周，或2‑6周，或3‑8周，或4‑8

周，或4‑6周。例如，在一些特定实施例中，对于前一个、两个或三个或四个剂量而言，疫苗每

3周施用一次，随后疫苗接种间隔更长时间，例如每4周，或每5周或每6周，或更长时间。

[0031] 在与前述内容有关的一些实施例中，检查点抑制剂当包含在组合疗法中时，按以
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下方式施用一轮或多轮：(i)在施用基于新抗原的DNA癌症疫苗的同一天施用，(ii)在施用T

细胞扩增剂的同一天施用，(iii)在施用基于新抗原的DNA癌症疫苗之后施用，(iv)在施用T

细胞扩增剂之后施用，(v)在施用基于新抗原的DNA癌症疫苗之后但在施用T细胞扩增剂之

前施用。在治疗性组分全部在同一天施用的一些实施例中，示例性的施用顺序是基于新抗

原的DNA癌症疫苗、T细胞扩增剂，接着是检查点抑制剂。

[0032] 在另外的一些实施例中，检查点抑制剂(CPI)，诸如抗PD‑1抗体或其他合适的CPI，

在治疗过程中施用一次以上。在又一些其他实施例中，检查点抑制剂最初在初始疫苗接种

之后和在施用T细胞扩增剂之后施用。在又一些其他实施例中，检查点抑制剂最初在初始疫

苗接种之后但在施用T细胞扩增剂之前施用。

[0033] 在一些其他实施例中，检查点抑制剂当包含在组合疗法中时，在基于新抗原的DNA

癌症疫苗的第一次疫苗接种(即，施用)之前和在T细胞扩增剂的第一次施用之前施用。

[0034] 示例性检查点抑制剂包括例如抗PD‑1抗体、抗CTLA‑4抗体或抗PD‑L1抗体。

[0035] 在另外的实施例中，该癌症包括癌性肿瘤并且当与治疗前肿瘤的大小相比时，该

方法有效地减小癌性肿瘤的大小。在一些更特定的实施例中，该癌症包括癌性肿瘤，并且当

与施用前肿瘤的大小相比时，该方法有效地将癌性肿瘤的大小减小至少约30％(部分应

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

90％，或引起肿瘤完全消退。在该方法的一些其他实施例中，该癌症包括癌性肿瘤，并且该

方法有效地引起肿瘤完全消退。

[0036] 在以下描述(包括实例)和权利要求书中阐述了另外的方面和实施例。

附图说明

[0037] 图1提供了示例性VB10.NEO  pDNA小鼠构建体VB4011(SEQ  ID  NO:1)的氨基酸序

列，其编码来自B16的10个新表位，其中每个肽被十个氨基酸的接头(GGGGS)2(SEQ  ID  NO:

33)隔开，如表2所述。

[0038] 图2A‑2D说明，如实例1所述，在B16小鼠黑素瘤模型中当与示例性的基于DNA的免

疫治疗性新抗原疫苗VB10.NEO组合施用时，施用T细胞扩增剂诸如RSLAIL‑2加强新表位特

异性IFN‑γT细胞应答。图2A是用对照(VB1026)、单独的疫苗(VB4011)或T细胞扩增剂和疫

苗的组合(VB4011+RSLAIL‑2)治疗后，B16肿瘤模型中总T细胞应答(IFN‑γ+斑点数/106个

脾细胞)的图表。图2B是用对照(VB1026)、单独的疫苗(VB4011)或T细胞扩增剂和疫苗的组

合(VB4011+RSLAIL‑2)治疗后每个脾脏的总T细胞应答(即IFN‑γ+斑点数/脾脏)的图表。图

2C是用对照(VB1026)、单独的疫苗(VB4011)或T细胞扩增剂和疫苗的组合(VB4011+RSLAIL‑

2)治疗后，以IFN‑γ+斑点数/脾脏表示的总CD8+T细胞应答(使用抗CD4抗体包被的

Dynabead获得的CD4+T细胞耗竭的脾细胞)的图表。图2D是用对照(VB1026)、单独的疫苗

(VB4011)或T细胞扩增剂和疫苗的组合(VB4011+RSLAIL‑2)治疗后，以IFN‑γ+斑点数/脾脏

表示的总CD4+T细胞应答(使用抗CD8抗体包被的Dynabead获得的CD8+T细胞耗竭的脾细胞)

的图表。如图所示，T细胞扩增剂在小鼠黑素瘤模型中协同加强疫苗诱导的新表位特异性

IFN‑γT细胞应答。

[0039] 图3A‑3D说明，如实例2所述，在CT26小鼠结肠癌模型中当与示例性的基于DNA的免

疫治疗性新抗原疫苗VB10.NEO组合施用时，施用T细胞扩增剂加强新表位特异性IFN‑γT细
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胞应答。图3A是用对照(VB1026)、单独的疫苗(VB4061)、单独的T细胞扩增剂(RSLAIL‑2)或T

细胞扩增剂和疫苗的组合(VB4011+RSLAIL‑2)治疗后，CT26肿瘤模型中总T细胞应答(IFN‑

γ+斑点数/106个脾细胞)的图表。图3B是用对照(VB1026)、单独的疫苗(VB4061)、单独的T

细胞扩增剂(RSLAIL‑2)以及T细胞扩增剂和疫苗的组合(VB4011+RSLAIL‑2)治疗后，每个脾

脏的总T细胞应答(即IFN‑γ+斑点数/脾脏)的图表。图3C是用对照(VB1026)、单独的疫苗

(VB4061)、单独的T细胞扩增剂(RSLAIL‑2)或T细胞扩增剂和疫苗的组合(VB4011+RSLAIL‑

2)治疗后，以IFN‑γ+斑点数/脾脏表示的总CD8+T细胞应答(使用抗CD4抗体包被的

Dynabead获得的CD4+T细胞耗竭的脾细胞)的图表。图3D是用对照(VB1026)、单独的疫苗

(VB4061)、单独的T细胞扩增剂(RSLAIL‑2)或T细胞扩增剂和疫苗的组合(VB4011+RSLAIL‑

2)治疗后，以IFN‑γ+斑点数/脾脏表示的总CD4+T细胞应答(使用抗CD8抗体包被的

Dynabead获得的CD8+T细胞耗竭的脾细胞)的图表。如图所示，T细胞扩增剂在小鼠结肠癌模

型中协同加强疫苗诱导的新表位特异性IFN‑γT细胞应答。

[0040] 图4A‑4D说明，如实例3所述，在CT26小鼠结肠癌模型中当与示例性的基于DNA的免

疫治疗性新抗原疫苗VB4061和抗PD‑1抗体组合施用时，施用T细胞扩增剂加强新表位特异

性IFN‑γT细胞应答。图4A是CT26肿瘤细胞注射后5‑25天，在CT26小鼠结肠癌模型中施用单

独的疫苗(VB4061)、疫苗和抗PD‑1抗体的组合(VB4061+抗PD‑1抗体)，或疫苗、抗PD‑1抗体

和T细胞扩增剂的组合(VB4061+抗PD‑1抗体+RSLAIL‑2)后，以肿瘤体积(cm3)表示的肿瘤生

长图表。图4B是CT26肿瘤细胞注射后0‑49天，施用单独的疫苗(VB4061)、疫苗和抗PD‑1抗体

的组合(VB4061+抗PD‑1抗体)，或疫苗、抗PD‑1抗体和T细胞扩增剂的组合(VB4061+抗PD‑1

抗体+RSLAIL‑2)后，无肿瘤小鼠(即，从未建立肿瘤的小鼠)的百分比的图表。“无瘤小鼠”

(Tumor  take)是指从未建立肿瘤的小鼠，其不同于建立肿瘤，后来肿瘤消退或清除的小鼠。

图4C是CT26肿瘤细胞注射后0‑80天，施用单独的疫苗(VB4061)、疫苗和抗PD‑1抗体的组合

(VB4061+抗PD1抗体)，或疫苗、抗PD‑1抗体和T细胞扩增剂的组合(VB4061+抗PD‑1抗体+

RSLAIL‑2)后，小鼠的存活％的图表。图4D是CT26肿瘤细胞注射后0‑70天，施用单独的疫苗

(VB4061)、疫苗和抗PD‑1抗体的组合(VB4061+抗PD‑1抗体)，或疫苗、抗PD‑1抗体和T细胞扩

增剂的组合(VB4061+抗PD‑1抗体+RSLAIL‑2)后，用5×104个CT26肿瘤再次激发后而未再次

治疗的无肿瘤小鼠的百分比的图表。如图所示，通过施用T细胞扩增剂进一步强化了接种个

性化DNA抗癌疫苗和抗PD1抗体的小鼠中的肿瘤保护。

[0041] 图5A‑5C提供了如实例1中进一步描述的在一次或多次施用抗癌疫苗后延期施用T

细胞扩增剂的结果。图5A是用对照(VB1026)、第1天施用单独的疫苗(VB4011)或在抗癌疫苗

后第11天或第14天施用T细胞扩增剂和疫苗的组合(VB4011+RSLAIL‑2)治疗后，B16肿瘤模

型中总T细胞应答(IFN‑γ+斑点数/脾脏)的图表。在抗癌疫苗后第14天、第18天或第21天和

将T细胞扩增剂施用后第7天分析T细胞应答。当在抗癌疫苗后11天施用T细胞扩增剂时观察

到最佳应答(最大T细胞应答如箭头所示)。图5B是用对照(VB1026)、第1天和第21天施用单

独的疫苗(VB4061)以及在第21天(第2次疫苗接种的同一天)或第24天(第2次疫苗接种后3

天)施用T细胞扩增剂和疫苗的组合(VB4061+RSLAIL‑2)治疗后，CT26肿瘤模型中总T细胞应

答(IFN‑γ+斑点数/脾脏)的图表。在施用RSLAIL‑2后7天(例如，21+7或24+7)进行ELISpot。

图中的天数是指在ELISpot中分析脾细胞的时间。(疫苗在第1天施用)。对于VB4061+

RSLAIL‑2d21，疫苗和RSLAIL‑2(第二剂)的施用发生在同一天。对于VB4061+RSLAIL‑2d28，
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在第二次施用疫苗(第21天)后三天(第24天)施用RSLAIL‑2。图5C是经三次施用对照(3x 

VB1026)、三次施用单独的疫苗(3xVAC)、三次施用疫苗且在第三剂疫苗的同一天施用T细胞

扩增剂(3xVAC+RSLAIL‑2d35)以及三次施用疫苗且在第三剂疫苗后三天施用T细胞扩增剂

(3x  VAC+RSLAIL‑2)进行治疗后，B16肿瘤模型中总T细胞应答(IFN‑γ+斑点数/脾脏)的图

表。该图表明当RSLAIL‑2晚至第3次疫苗接种施用时，当天和延期3天之间的差异不再存在。

延期施用T细胞扩增剂似乎协同加强特异性T细胞应答。

[0042] 图6A‑6C .如实例3所述，第一次施用T细胞扩增剂时的肿瘤负荷似乎预示着应答

(肿瘤生长减少)。图6A‑6C提供了肿瘤长度(mm)的图表，其中在CT26小鼠结肠癌模型中，在

第0、9、18、27天(虚线)当第一次施用时的肿瘤负荷为1‑5mm(图6A)、6‑10mm(图6B)或>10mm

(图6C)时开始施用T细胞扩增剂。另外用疫苗VB4061+抗PD‑1抗体(红色、绿色和蓝色图例)

或仅用VB4061+抗PD‑1抗体(黑色图例)治疗小鼠。图6A和6C中的粉色线对应于第32天的

RSLAIL‑2。在大量小鼠中观察到完全应答，其中在第一次施用T细胞扩增剂时肿瘤大小<

6mm。

[0043] 图7A‑7B.如实例3所述，图7A‑7B说明在CT26小鼠结肠癌模型中当与示例性的基于

DNA的免疫治疗性新抗原疫苗VB4061和抗PD‑1抗体组合施用时，施用T细胞扩增剂提供了相

对小的肿瘤的快速、完全和持久消退以及较大肿瘤的持久稳定。图7A是作为对照的CT26肿

瘤细胞注射后0‑42天以肿瘤长度(mm)表示的肿瘤生长图表。图7B是CT26肿瘤细胞注射后0‑

56天，在CT26小鼠结肠癌模型中施用疫苗(VB4061)、抗PD‑1抗体和T细胞扩增剂的组合后，

以肿瘤长度(mm)表示的肿瘤生长图表。每个图表中的线1‑10代表在该时间段内各个小鼠(n

＝10)的肿瘤长度。

[0044] 图8提供了VB10.NEO  pDNA小鼠构建体VB4061(SEQ  ID  NO:2)的氨基酸序列，其编

码来自CT26的20个新表位，其中每个肽被十个氨基酸的富含甘氨酸/丝氨酸的接头

(GGGGS)2隔开，如表2所述。

[0045] 图9提供了VB4061小鼠构建体中包含的来自CT26的各个新表位的氨基酸序列(SEQ 

ID  NO:3‑22)。

[0046] 图10提供了VB4011小鼠构建体中包含的来自B16的各个新表位的氨基酸序列(SEQ 

ID  NO:23‑32)。

[0047] 图11A‑D提供了在实例4中描述的整个临床研究中进行的给药和评价的概况。

[0048] 图12提供了完整的pVB10.NEO质粒骨架序列，其包括表达产物(SEQ  ID  NO:77)的

靶向模块(hMIP‑1α，核苷酸1143‑1421)和二聚化模块(hIgG3的h1和h4及CH3结构域，核苷酸

1422‑1853)的编码序列。灰色方块是内部SfiI克隆位点(核苷酸1854‑1866和1869‑1881)。

斜体序列是侧翼NotI/BglII限制性位点(核苷酸1884‑1889)。加下划线的序列是富含甘氨

酸/丝氨酸的接头(核苷酸1503‑1532和1854‑1868)。核苷酸编号不包括新抗原模块核苷

酸)。

[0049] 图13提供了pVB10.NEO质粒图谱。

具体实施方式

[0050] 本披露(尤其)涉及免疫疗法领域，并且在一个特定方面涉及癌症免疫疗法，并且

通常涉及通过与T细胞扩增化合物(“T细胞扩增剂”)，即能驱动针对疫苗表位的特异性克隆
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T细胞扩增的化合物组合，任选地进一步与检查点抑制剂组合向患有癌症的患者施用个性

化新抗原DNA癌症疫苗而对该患者进行的治疗。

定义

[0051] 在描述和要求保护本披露的某些特征时，除非另外指明，否则将依据下述定义使

用以下术语。

[0052] 如本说明书中所用，除非上下文另外明确指出，否则单数形式“一”、“一种(个)”和

“所述(该)”包括复数指代物。

[0053] 提及范围或子范围意在明确地列举由所公开范围的任两个成员形成的子范围。例

如，描述为20至50或10至30的范围将由此明确地包括10至20、20至30、10至50、30至50等的

范围。

[0054] “基本上”或“实质上”意指几乎全部地或完全地，例如给定量的约95％或更大。

[0055] 类似地，如本文所使用的“约”或“大约”意指在给定量的加或减5％内。

[0056] 应当理解，无论在什么情况下本文用语言“包含”描述方面时，还提供了关于

“由……组成”和/或“实质上由……组成”描述的其他类似方面。

[0057] 如本文使用的“PEG”或“聚乙二醇”意指包括任何水溶性的聚(环氧乙烷)。除非另

外指明，否则“PEG聚合物”或聚乙二醇是如下物质，其中基本上所有(优选所有)单体亚单位

是环氧乙烷亚单位，但是，该聚合物可以含有不同的封端部分或官能团，例如用于缀合的封

端部分或官能团。用于在本文所述的部分中使用的PEG聚合物典型地将包括以下两种结构

之一：“‑(CH2CH2O)n‑”或“‑(CH2CH2O)n‑1CH2CH2‑”，具体取决于末端的一个或多个氧是否被置

换(例如在合成转化期间)。如上所述，对于基于PEG的聚合物或基于PEG的聚合物缀合物，变

量(n)典型地将落在约3至4000的范围内，并且整个PEG的末端基团和结构可以变化。T细胞

扩增剂RSLAIL‑2(下面有更详细地描述)的(n)的优选范围/值，例如关于式(I)、(II)、(III)

和(IV)，包括约200至300和约227。对于(n)的另外的示例性范围是适于提供总重均分子量

在约250道尔顿至约90,000道尔顿的范围内的支化聚合物，诸如式(I)、(II)、(III)和(IV)

中所提供的。(n)的另外的示例性范围是适于提供具有在以下范围内的总重均分子量的支

化聚合物，诸如式(I)、(II)、(III)和(IV)所提供的聚合物：在选自约1,000道尔顿至约60,

000道尔顿的范围内，在约5,000道尔顿至约60,000道尔顿的范围内，在约10,000道尔顿至

约55,000道尔顿的范围内，在约15,000道尔顿至约50,000道尔顿的范围内，以及在约20,

000道尔顿至约50,000道尔顿的范围内。

[0058] 关于任选地形成聚合物‑缀合物的一部分的聚合物的几何形状或总体结构而言的

“支化”是指具有从分支点或中心结构特征延伸的两条或更多条聚合物“臂”或“链”的聚合

物。在一些实施例中，支化聚合物包含源于中心结构特征的两条聚合物臂或链。

[0059] 共价的“可释放”键联(例如，在与活性部分诸如白介素‑2(例如，阿地白介素)共价

附接的聚乙二醇的背景下)是在生理条件下通过任何合适的释放机制释放，从而使聚乙二

醇聚合物从活性部分释放或脱离的键联。

[0060] 在水溶性聚合物(诸如PEG)的情况下，分子量可以表示为数均分子量或重均分子

量。除非另外指明，否则所有对分子量的提及本文均指重均分子量。两种分子量测定(数均

与重均分子量)均可以使用凝胶渗透色谱法或其他液相色谱技术来测量。也可以使用用于

测量分子量值的其他方法，如使用端基分析或测量依数性(colligative  property)(例如
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凝固点降低、沸点升高或渗透压)来确定数均分子量或使用光散射技术、超速离心法

(ultracentrifugation)或粘度测定法来确定重均分子量。PEG聚合物典型地是多分散的

(即，聚合物的数均分子量和重均分子量不相等)，具有优选小于约1.2、更优选小于约1.15、

还更优选小于约1.10、再更优选小于约1.05且最优选小于约1.03的低多分散性值。

[0061] 术语“蛋白质”、“多肽”和“肽”在本文中可互换使用，并且是指任何肽连接的氨基

酸链，无论长度、共翻译或翻译后修饰如何。

[0062] “药学上可接受的赋形剂”或“药学上可接受的载剂”是指可以包含在本文描述的

组合物中并且不会对受试者引起显著不良毒理学作用的组分。

[0063] 如本文使用的术语“患者”或“受试者”是指患有或易于患有通过施用如本文提供

的化合物或组合物或组合来预防或治疗的病症(诸如癌症)的活生物体，并且包括人和动

物。受试者包括但不限于哺乳动物(例如，鼠类、猿猴、马科、牛科、猪科、犬科、猫科等)，并且

优选是人。

[0064] “施用”是指使用本领域技术人员已知的各种方法和递送系统中的任一种将治疗

剂递送至受试者。示例性的施用途径包括静脉内、肌肉内、皮下、腹膜内、脊柱或其他胃肠外

施用途径，例如通过注射或输注。如本文所用的短语“胃肠外施用”意指除了肠施用和局部

施用之外，通常通过注射的施用方式，并且包括但不限于静脉内、肌肉内、动脉内、鞘内、淋

巴管内、病灶内、囊内、眼眶内、心脏内、皮内、腹膜内、经气管、皮下、表皮下、关节内、囊下、

蛛网膜下、脊柱内、硬膜外和胸骨内注射和输注，以及体内电穿孔。治疗剂可以经由非胃肠

外途径或口服施用。其他非胃肠外途径包括局部、表皮或粘膜施用途径，例如鼻内、经阴道、

经直肠、舌下或局部。一种或多种治疗剂的施用也可以针对每种治疗剂进行，例如，一次、多

次和/或在一个或多个延长的时间段内进行。

[0065] “癌症”是指广泛的各种疾病，其特征在于体内异常细胞不受控制地生长。“癌症”

或“癌症组织”包括肿瘤，并且如本文所用，涵盖实体瘤以及在体液诸如血液中发现的肿瘤

细胞，并且包括转移性癌症。不受调控的细胞分裂和生长导致恶性肿瘤的形成，这些恶性肿

瘤可侵袭邻近组织并且还可通过淋巴系统或血流转移至身体的远端部分。转移后，可以说

远端肿瘤是“源自”转移前肿瘤的。

[0066] 术语“免疫疗法”是指通过包括诱导、增强、阻抑或以其他方式改变免疫应答的方

法治疗受试者。

[0067] 术语“肿瘤新抗原”用于描述与宿主的外显子组相比包含一个或多个突变的任何

肿瘤特异性抗原，并且在本文中与术语“癌症新抗原”同义使用。

[0068] 术语“肿瘤新表位”用于肿瘤抗原中的任何免疫原性突变，并且在本文中与术语

“癌症新表位”同义使用。

[0069] 如本文所用的“肿瘤新表位序列”是在抗原亚单位中包含新表位的序列，并且与术

语“癌症新表位序列”同义使用。

[0070] 如本文所用，“多个”是指3个或更多个给定项。

[0071] 术语“治疗性抗癌疫苗”和“治疗性癌症疫苗”同义地用于描述用于破坏或减少患

者体内已经存在的肿瘤细胞数目的疫苗。

[0072] 治疗剂的“治疗有效量”或“治疗有效剂量”是当单独使用或与另一种治疗剂组合

使用时，有效地(例如)保护受试者免于疾病(诸如癌症)的发作或促进通过疾病症状的严重

说　明　书 9/39 页

14

CN 113631185 A

14



程度降低、无疾病症状期的频率和持续时间的增加、或由于疾病折磨所致的损伤或残疾的

预防而证实的疾病消退的药剂的任何量。可以使用熟练的从业人员已知的各种方法诸如在

临床试验期间在人受试者中、在预测人体功效的动物模型系统中或通过在体外测定法中测

定治疗剂的活性来评价该治疗剂促进疾病消退的能力。例如，参见支持性实例。

[0073] 术语“基本上同源”或“基本上相同”意指特定主题序列(例如突变序列)因一个或

多个取代、缺失或添加而不同于参考序列，其净效应不导致该参考序列与该主题序列之间

不利的官能差异。出于本文的目的，与给定序列具有大于95％的同源性(同一性)、等效的生

物活性(但并非必须是等效强度的生物活性)、以及等效的表达特征的序列被认为是基本上

同源的(相同的)。出于确定同源性的目的，应当忽略成熟序列的截短。

[0074] 关于多肽和多核苷酸序列比较，在本文中可使用短语“至少80％的序列同一性”。

这种表述是指与相应的参考多肽或相应的参考多核苷酸至少80％、至少81％、至少82％、至

少83％、至少84％、至少85％、至少86％、至少87％、至少88％、至少89％、至少90％、至少

91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％

的序列同一性。优选地，所讨论的多肽和参考多肽在20、30、40、45、50、60、70、80、90、100个

或更多个氨基酸的连续链段上或在参考多肽的整个长度上表现出所指出的序列同一性。优

选地，所讨论的多核苷酸和参考多核苷酸在60、90、120、135、150、180、210、240、270、300个

或更多个核苷酸的连续链段上或在参考多肽的整个长度上表现出所指出的序列同一性。

概述

[0075] 在试图解决与当前抗癌疫苗策略相关的至少一些缺点，例如，由于癌性肿瘤本身

对T细胞生长能力的阻抑而引起的弱免疫应答时，本文提供了基于施用基于新抗原的个性

化DNA癌症疫苗和T细胞扩增剂(即，有效驱动针对疫苗表位的特异性克隆T细胞扩增的实

体)的组合免疫疗法。

[0076] IL‑2通过含有α(IL2Rα，CD25)、β(IL2Rβ，CD122)和常见γ链受体(γc，CD132)的受

体‑信号传导复合物刺激免疫细胞增殖和激活。在高剂量时，IL‑2与异二聚体IL2Rβγ受体

结合，引起肿瘤杀伤性CD8+记忆效应T(CD8  T)细胞的所需扩增。然而，IL‑2还以更大的亲和

力结合至其异三聚体受体IL2Rαβγ，其扩增免疫阻抑性CD4+、CD25+调控性T细胞(Treg)，这

可能导致对癌症免疫疗法的不良作用。因此，在试图克服与基于IL‑2的抗癌疫苗接种策略

相关的一个或多个缺点时，本文提供了将针对肿瘤特异性抗原的基于新抗原的DNA癌症疫

苗与施用T细胞扩增剂组合的治疗方式。在一个或多个优选的实施例中，T细胞扩增剂是IL‑

2Rαβ偏向性激动剂。不受理论束缚，已经发现通过利用长效IL‑2化合物，其中与负责激活免

疫阻抑性Treg的IL2Rα亚单位相互作用的区域被掩蔽(即，其活性被阻抑或遏制)，例如

RSLAIL‑2，任选地进一步与检查点抑制剂组合，可以扩增疫苗接种诱导的表位特异性T细胞

应答以实现优异的治疗功效，如将从本披露和支持实例中变得显而易见。

疫苗

[0077] 本文提供的治疗方法包括施用(i)疫苗，即针对来自肿瘤新抗原的多个新表位的

抗癌DNA疫苗(“基于新抗原的DNA癌症疫苗”)，和(ii)有效刺激/扩增T细胞的产生(即效应T

细胞，“T细胞扩增剂”)以治疗患有癌症的患者的化合物，任选地与检查点抑制剂组合。

[0078] 本文提供的组合物、组合和方法(尤其)可用于临床应用和临床前应用两者中。如

在建立的体内癌症模型中进行的支持性临床前实例中所证明的，与基于新抗原的DNA癌症
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疫苗组合，任选地进一步与检查点抑制剂组合施用T细胞扩增剂(诸如RSLAIL‑2)有效地显

著扩增/增强受试者中对疫苗编码的新抗原的T细胞应答，从而提供对抗癌症的强新抗原聚

焦的免疫应答。

[0079] 更具体地，所附实例中描述的临床前研究说明，与示例性T细胞扩增剂RSLAIL‑2组

合施用的示例性的基于新抗原的DNA癌症疫苗VB10.NEO的组合似乎协同增强新表位特异性

T细胞应答，导致新表位特异性T细胞应答的量与单独的VB10.NEO相比增加5倍。用VB10.NEO

与T细胞扩增剂RSLAIL‑2组合治疗的小鼠表现出对每种新表位和增加数目的新表位更强烈

的应答，证明免疫应答的广度和深度都由于组合疗法而升高。VB10.NEO和RSLAIL‑2的组合

对CD8+T细胞应答产生甚至更大的作用，因为与任一种免疫治疗剂单独施用时相比，该组合

引起对更多新表位的新表位特异性CD8+T细胞应答，进一步强化了该组合诱导强烈的新表

位特异性CD8+T细胞应答的能力。在治疗性肿瘤模型中，在用VB10.NEO、RSLAIL‑2和抗PD‑1

抗体的示例性三重免疫治疗组合(作为包括施用基于新抗原的个性化DNA癌症疫苗、T细胞

扩增剂和任选的检查点抑制剂的组合疗法的代表)治疗的小鼠中观察到增加数目的完全应

答者，进一步证明了组合此类试剂从而激活免疫疗法的非重叠机制并产生对已建立的肿瘤

的有效治疗的优点。

[0080] 在美国专利公开号2019/0022202中描述了适用于本文提供的方法的治疗性抗癌

新表位疫苗，连同描述其制备和使用的方法，该专利通过援引并入本文。简言之，治疗性新

表位疫苗是针对来自肿瘤新抗原的多个新表位的抗癌DNA疫苗。个性化DNA疫苗中所包含的

新表位作为称为疫苗体的二聚体蛋白呈递至免疫系统。在WO2004/076489中详细描述了称

为疫苗体的二聚体蛋白，其通过援引并入本文。

[0081] 例如，基于新抗原的DNA癌症疫苗可包含免疫有效量的DNA多核苷酸，该DNA多核苷

酸包含编码以下的核苷酸序列：(i)靶向单位(也称为靶向模块)，(ii)二聚化单位(也称为

二聚化模块)，(iii)第一接头和(iv)抗原单位(也称为抗原模块)，其中该抗原单位包含n‑1

个抗原亚单位；n是3至50的整数。每个抗原亚单位包含癌症新表位序列的至少一部分和第

二接头。另外，抗原单位进一步包含最终的癌症新表位序列。

[0082] 适用于本发明方法的疫苗设计成通过激活针对新抗原的T细胞引起细胞介导的免

疫应答。当T细胞被加工并与MHC分子复合呈递时，T细胞识别新表位。

[0083] 优选地，新抗原疫苗包含编码多肽的DNA多核苷酸，该多肽包含三个单位，即靶向

单位(或模块)、二聚化单位(或模块)和抗原单位(或模块)。由于二聚化单位，多肽形成称为

疫苗体的二聚体蛋白。编码三个单位的基因经基因工程改造以作为一个基因表达。当在体

内表达时，多肽/二聚体蛋白靶向抗原呈递细胞(APC)，这导致与相同的非靶向抗原相比疫

苗效力增强。例如，参见图13，其提供了说明不同功能元件的示例性质粒图谱。

[0084] 在本文所述的疫苗中，抗原单位包含抗原亚单位，其中每个亚单位包含癌症新表

位序列或癌症新表位序列的至少一部分。通过对肿瘤DNA(或RNA)测序并鉴定代表新抗原的

肿瘤特异性突变获得新表位序列。因此，获得了特异性靶向所鉴定的肿瘤抗原的个性化新

抗原疫苗。

[0085] 在一些实施例中，治疗性抗癌新表位疫苗包含免疫有效量的多核苷酸，该多核苷

酸包含编码以下的核苷酸序列：(i)靶向单位，(ii)二聚化单位，(iii)第一接头，(iv)抗原

单位，其中抗原单位包含n‑1个抗原亚单位，并且每个亚单位包含癌症新表位序列的至少一
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部分和第二接头，其中抗原单位进一步包含最终的癌症新表位序列，其中n是3至50的整数。

因此，在该实施例中，疫苗包含n个新表位或新表位序列和n‑1个第二接头，其中n是3至50的

整数(下文提供了另外的示例性子范围)。

[0086] 抗原单位包含多个肿瘤新表位，其中每个新表位与在特定患者的肿瘤新抗原中鉴

定的突变相对应。也就是说，所有选择的新抗原对于个体患者而言是独特的和特异性的。突

变可以是导致至少一个氨基酸变化的任何突变。例如，突变可以是以下之一：导致氨基酸变

化的非同义突变、导致移码并由此在突变后方向上导致完全不同的开放阅读框的突变、其

中终止密码子经修饰或缺失产生具有肿瘤特异性新表位的较长蛋白质的通读突变、产生独

特的肿瘤特异性蛋白质序列的剪接突变、产生在两种蛋白质的连接处具有肿瘤特异性新表

位的嵌合蛋白质的染色体重排。

[0087] 在抗原单位中，除了最后一个肿瘤新表位外，所有的肿瘤新表位均排列在抗原亚

单位中，其中每个亚单位由肿瘤新表位序列和第二接头组成，而最后一个亚单位仅包含新

表位，即没有第二接头。由于肿瘤新表位序列被第二接头隔开，因此每个新表位以最佳方式

呈递至免疫系统。

[0088] 癌症新表位序列优选具有适于MHC分子呈递的长度。因此，在一个优选的实施例

中，癌症新表位的长度为7至30个氨基酸。更优选的是具有7至10个氨基酸长度的癌症新表

位序列或具有13至30个氨基酸，例如20至30个氨基酸的长度，例如由27个氨基酸组成的癌

症新表位序列。优选地，抗原单位中包括多个不同的新表位。因此，优选的方法是在疫苗中

包括尽可能多的新表位，从而有效地攻击肿瘤，同时不会由于所需T细胞效应的稀释而损害

疫苗激活T细胞对抗新表位的能力。而且，为了确保所有新表位都有效地负载到相同的抗原

呈递细胞上，将新表位排列为一条氨基酸链而不是离散的肽。

[0089] 为了制备疫苗，分析肿瘤外显子组以鉴定新抗原并选择最具抗原性的新表位。通

常，向疫苗中掺入至少3个新表位，优选至少5个新表位，更优选至少7个新表位，诸如至少10

个新表位等，以便能够有效地靶向基本上所有肿瘤细胞。

[0090] 更优选地，疫苗包含至少10个新表位。在另一个优选的实施例中，疫苗包含至少15

个新表位，诸如至少20个新表位。例如，疫苗可包含3至50个新表位，或3至30个新表位，或3

至20个新表位，或3至15个新表位，诸如3至10个新表位，因此n优选为3至50的整数，诸如3至

30，诸如5至25，诸如3至20，诸如3至15，诸如3至10。在一些优选的实施例中，疫苗包含10至

20个新表位。

[0091] 例如，抗原单位可以包含每个癌症新表位的一个拷贝，使得当疫苗中包含10个新

表位时，可以引发针对10个不同新表位的细胞介导的免疫应答。替代性地，然而如果只鉴定

了一些相关的抗原突变，则抗原单位可包含至少一个新表位的至少两个拷贝，以便强化对

这些新表位的免疫应答。

[0092] 抗原单位的长度主要由抗原单位中新表位的长度和排列的新表位的数目决定，例

如为约21至1500个，优选约30个氨基酸至约1000个氨基酸，更优选约50至约500个氨基酸，

诸如约100至约400个氨基酸，约100至约300个氨基酸。

[0093] 新表位可以如下所述在抗原单位中排列，以便增强免疫应答。例如，根据所选择的

新表位，抗原亚单位可以在从第一接头到最后一个新表位的方向上以更高抗原性到更低抗

原性的顺序排列。替代性地，特别是如果新表位之间的亲水性/疏水性变化很大，则优选疏
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水性最强的抗原亚单位基本上位于抗原单位的中间，而亲水性最强的抗原亚单位位于抗原

单位的起始和/或末端。替代性地，新表位可以在亲水性新表位和疏水性新表位之间交替排

列。优选地，富含GC的新表位被间隔开，从而避免GC簇，优选地富含GC的新表位被至少一个

亚单位间隔开。

[0094] 第二接头设计为非免疫原性，并且优选地也是柔性接头，由此尽管抗原单位中存

在大量抗原亚单位，但是肿瘤新表位以最佳方式呈递至T细胞。优选地，第二接头的长度为4

至20个氨基酸以保护柔性。在另一个优选的实施例中，第二接头的长度为8至20个氨基酸，

诸如8至15个氨基酸，例如8至12个氨基酸或诸如10至15个氨基酸。在一个特定实施例中，第

二接头的长度为10个氨基酸。

[0095] 例如，在一个具体实施例中，疫苗编码由包含10个新表位的新表位抗原单位组成

的蛋白质，其中第二接头的长度为8至20个氨基酸，诸如8至15个氨基酸，例如8至12个氨基

酸或诸如10至15个氨基酸。在一个特定实施例中，疫苗编码由包含10个新表位的新表位抗

原单位组成的蛋白质，其中第二接头的长度为10个氨基酸。

[0096] 在另一个说明性的实施例中，DNA疫苗编码由包含10‑20个新表位的新表位抗原单

位组成的蛋白质，每个新表位各含27个氨基酸，其中第二接头的长度为10个氨基酸。

[0097] 第二接头优选地在所有抗原亚单位中均是相同的。然而，如果一个或多个新表位

包含与接头相似的氨基酸基序，则用不同序列的第二接头取代相邻的第二接头可能是有利

的。而且，如果预测新表位‑第二接头连接处本身构成表位，则可以使用不同序列的第二接

头。第二接头优选是富含丝氨酸‑甘氨酸的接头，诸如柔性GGGGS(SEQ  ID  NO:34)接头，诸如

GGGSS(SEQ  ID  NO:35)、GGGSG(SEQ  ID  NO:36)、GGGGS(SEQ  ID  NO:34)或其多种变体，诸如

GGGGSGGGGS(SEQ  ID  NO:33)或(GGGGS)m,(GGGSS)m,(GGGSG)m，其中m是1至5(例如1、2、3、4或

5)、1至4或1至3的整数。在一些优选的实施例中，m为2。在一些其他优选的实施例中，丝氨

酸‑甘氨酸接头进一步包含至少一个亮氨酸(L)，诸如至少2个或至少3个亮氨酸。丝氨酸‑甘

氨酸接头可以例如包含1、2、3或4个亮氨酸。在一些情况下，丝氨酸‑甘氨酸接头包含1个亮

氨酸或2个亮氨酸。

[0098] 第二接头的实例包括以下这些：例如，第二接头可以包含以下序列或由以下序列

组成：LGGGS(SEQ  ID  NO:37)、GLGGS(SEQ  ID  NO:38)、GGLGS(SEQ  ID  NO:39)、GGGLS(SEQ  ID 

NO:40)或GGGGL(SEQ  ID  NO:41)；替代性地，第二接头可以包含以下序列或由以下序列组

成：LGGSG(SEQ  ID  NO:42)、GLGSG(SEQ  ID  NO:43)、GGLSG(SEQ  ID  NO:44)、GGGLG(SEQ  ID 

NO:45)或GGGSL(SEQ  ID  NO:46)；或第二接头可以包含以下序列或由以下序列组成：LGGSS

(SEQ  ID  NO:47)、GLGSS(SEQ  ID  NO:48)、GGLSS(SEQ  ID  NO:49)、GGGLS(SEQ  ID  NO:50)或

GGGSL(SEQ  ID  NO:51)。作为进一步的实例，第二接头可以包含以下序列或由以下序列组

成：LGLGS(SEQ  ID  NO:52)、GLGLS(SEQ  ID  NO:53)、GLLGS(SEQ  ID  NO:54)、LGGLS(SEQ  ID 

NO:55)或GLGGL(SEQ  ID  NO:56)，或者可以包含以下序列或由以下序列组成：LGLSG(SEQ  ID 

NO:57)、GLLSG(SEQ  ID  NO:58)、GGLSL(SEQ  ID  NO:59)、GGLLG(SEQ  ID  NO:60)或GLGSL(SEQ 

ID  NO:61)组成，或者可以包含以下序列或由以下序列组成：LGLSS(SEQ  ID  NO:62)、GLGLS

(SEQ  ID  NO:63)、GGLLS(SEQ  ID  NO:64)或GLGSL(SEQ  ID  NO:65)。

[0099] 用于新表位抗原单位中将新表位隔开的另外的示例性第二接头包括富含丝氨酸‑

甘氨酸的接头，诸如以下接头：SGGGGSGGGG(SEQ  ID  NO:67)、GSGGGGSGGG(SEQ  ID  NO:68)、
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GGSGGGGSGG(SEQ  ID  NO:69)、GGGSGGGGSG(SEQ  ID  NO:70)、GGGSSGGGSS(SEQ  ID  NO:71)、

SGGGSSGGGS(SEQ  ID  NO:72)、SSGGGSSGGG(SEQ  ID  NO:73)、GSSGGGSSGG(SEQ  ID  NO:74)、

GGSSGGGSSG(SEQ  ID  NO:75)和GGGSSGGGSG(SEQ  ID  NO:76)。在一些优选的实施例中，第二

接头选自SEQ  ID  NO:67至SEQ  ID  NO:76的接头。在一些其他实施例中，第二接头选自SEQ 

ID  NO:67至SEQ  ID  NO:76的接头，按照SEQ  ID  NO:67的接头比SEQ  ID  NO:68的接头更优

选，以此类推的优先顺序。如上所述，对于各种个性化疫苗，接头可以随构建体而变化，因为

在组装构建体的新表位抗原单位时，评价了连接序列。因而，第一优选接头可以用另一候选

接头代替，该候选接头排除了类似于在人蛋白质组中发现的序列的连接表位。优选的富含

丝氨酸/甘氨酸的接头(例如10个氨基酸的接头)含有6至9个甘氨酸(例如6、7、8或9个)或6

至8个甘氨酸。在一些优选的实施例中，接头中所含的剩余非甘氨酸氨基酸是丝氨酸。

[0100] 在美国专利公开号2019/0022202中描述了第二接头的其他说明性序列。

[0101] 优选疫苗的实例包括那些包含至少10个被10个氨基酸的接头隔开的新表位的疫

苗，或那些包含至少15个被10个氨基酸的接头隔开的新表位，诸如至少20个被10个氨基酸

的接头隔开的新表位的疫苗。

[0102] 如本文所用的术语“靶向单位”是指将多肽/蛋白质与其抗原一起递送至抗原呈递

细胞，用于向CD4+T细胞的MHC  Il类限制性呈递或用于通过MHC  I类限制向CD8+T细胞提供

交叉呈递的单位。靶向单位通过二聚化单位与抗原单位连接，其中后者处于多肽/二聚体蛋

白的COOH端或NH2端。优选抗原单位处于多肽/二聚体蛋白的COOH端。将靶向单位设计为将

多肽/二聚体蛋白靶向在相关抗原呈递细胞上表达的表面分子，诸如仅在树突细胞(DC)亚

群上表达的分子。

[0103] APC上的此类靶表面分子的实例是人白细胞抗原(HLA)、分化簇14(CD14)、分化簇

40(CD40)、趋化因子受体和Toll样受体(TLR)。HLA是人类中的主要组织相容性复合体

(MHC)。Toll样受体可以例如包括TLR‑2、TLR‑4和/或TLR‑5。可借助于靶向单位将多肽/二聚

体蛋白靶向此类表面分子，这些靶向单位包含例如对CD14、CD40或Toll样受体具有特异性

的抗体结合区；配体，例如可溶性CD40配体；天然配体如趋化因子，例如RANTES或MIP‑1a；或

细菌抗原，例如鞭毛蛋白。

[0104] 说明性的靶向单位对MHC  II类蛋白具有亲和力。因此，在一个实施例中，编码靶向

单位的核苷酸序列编码对MHC  II类蛋白具有特异性的抗体可变结构域(VL和VH)，这些抗体

可变结构域选自由抗HLA‑DP、抗HLA‑DR和抗HLA‑II组成的组。替代性地，靶向单位对选自由

CD40、TLR‑2、TLR‑4和TLR‑5组成的组的表面分子具有亲和力。因此，在一个实施例中，编码

靶向单位的核苷酸序列编码对于抗CD40、抗TLR‑2、抗TLR‑4和抗TLR‑5而言具有特异性的抗

体可变结构域(VL和VH)。在一个实施例中，编码靶向单位的核苷酸序列编码对TLR‑5具有亲

和力的鞭毛蛋白。优选地，靶向单位对选自CCR1、CCR3和CCR5的趋化因子受体具有亲和力。

更优选地，编码靶向单位的核苷酸序列编码人趋化因子巨噬细胞炎性蛋白‑1α即hMIP‑1α

(LD78β)，其与抗原呈递细胞(APC)的细胞表面上表达的其同源受体CCR1、CCR3和CCR5结合。

参见例如图12，其包括编码具有本文鉴定的靶向单位的VB10.NEO蛋白的核苷酸序列(参见，

例如核苷酸1143‑1421)。

[0105] 如本文所用的术语“二聚化单位”是指抗原单位和靶向单位之间的氨基酸序列。因

此，二聚化单位用于连接抗原单位和靶向单位，并促进两个单体多肽二聚化成二聚体蛋白。
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此外，二聚化单位还提供多肽/二聚体蛋白的灵活性，以允许靶向单位与抗原呈递细胞

(APC)上的表面分子的最佳结合，即使它们位于可变的距离。二聚化单位可以是满足这些要

求的任何单位。

[0106] 术语“铰链区”是指二聚体蛋白的促进二聚化的肽序列。铰链区在单位之间起到柔

性间隔区的作用，允许两个靶向单位同时与APC上的两个靶分子结合，即使它们以可变的距

离表达。铰链区可以是Ig来源的，如IgG3来源的。铰链区可通过形成共价键(例如二硫键)而

有助于二聚化。因此，在一个实施例中，铰链区具有形成一个或多个共价键的能力。共价键

可以例如是二硫桥。

[0107] 在优选的实施例中，二聚化单位由通过第三接头与人IgG3的CH3结构域连接的铰

链外显子h1和h4组成。参见例如图12和其中鉴定的说明性二聚化单位(hIgG3的h1和h4及

CH3结构域，核苷酸1422‑1853)。

[0108] 二聚化单位可以相对于抗原单位和靶向单位具有任何取向。在一个实施例中，抗

原单位处于二聚化单位的COOH末端，而靶向单位处于二聚化单位的N末端。在另一个实施例

中，抗原单位处于二聚化单位的N末端，而靶向单位处于二聚化单位的COOH末端。优选抗原

单位处于二聚化单位的COOH末端。

[0109] 抗原单位和二聚化单位优选通过第一接头连接。第一接头可包含限制性位点以便

促进多核苷酸的构建。在一些情况下，优选第一接头是GLGGL(SEQ  ID  NO:56)接头或GLSGL

(SEQ  ID  NO:66)接头。

[0110] 多核苷酸可以进一步包含编码信号肽的核苷酸序列。构建信号肽以允许在用多核

苷酸转染的细胞中分泌由所述多核苷酸编码的多肽。可以使用任何合适的信号肽。合适的

肽的实例是Ig  VH信号肽、人TPA信号肽和信号肽。

[0111] 关于多核苷酸序列，多核苷酸典型地包含双链或单链的DNA核苷酸序列。优选地，

将多核苷酸针对所需物种优化以表达多肽，即优选多核苷酸序列是人密码子优化的。

[0112] 支持性实施例中描述了包含VB10.NEO  pDNA构建体VB4011和VB4061的基于新抗原

的小鼠示例性DNA癌症疫苗。另外，实例4中描述了示例性的基于人新抗原的DNA癌症疫苗。

图13中示出了说明性的pVB10.NEO质粒图谱。

[0113] 疫苗可以进一步包含药学上可接受的载剂、稀释剂、佐剂或缓冲剂。药学上可接受

的载剂、稀释剂和缓冲剂包括但不限于盐水、缓冲盐水、右旋糖、水、甘油、乙醇、无菌等渗水

性缓冲剂及其组合。

[0114] 具体而言，对于包含多核苷酸的疫苗，载剂可以包括易于转染细胞的分子和佐剂，

并且可以包括包含编码趋化因子或细胞因子的核苷酸序列的质粒以增强免疫应答。

[0115] 疫苗可配制成任何合适的配制品，诸如用于皮内或肌内注射的液体配制品。对于

多肽/蛋白质疫苗或多核苷酸疫苗，可以以任何合适的方式施用疫苗，诸如通过皮内、肌内、

皮下注射施用，或通过粘膜或上皮施加来施用，诸如鼻内、口服、肠内或向膀胱施用。当疫苗

是多核苷酸疫苗时，优选肌内或皮内施用疫苗。在一些实施例中，通过结节内注射施用疫

苗。如本文所用，术语“结节内注射”意指将疫苗注射到淋巴结中。

T细胞扩增剂

[0116] 本文所述的治疗组合、方法等包括T细胞扩增剂。如上所述，T细胞扩增剂是有效刺

激/扩增T细胞的产生的化合物或组合物。优选地，当与基于新抗原的DNA癌症疫苗组合施用

说　明　书 15/39 页

20

CN 113631185 A

20



时，T细胞扩增剂有效增强针对疫苗表位的特异性克隆T细胞扩增。优选地，T细胞扩增剂有

效增强针对疫苗表位的特异性克隆T细胞扩增，超过在不存在T细胞扩增剂的情况下施用基

于新抗原的DNA癌症疫苗时达到的效果，增强程度高于相加作用，并且该组合不限于此。甚

至更优选地，T细胞扩增剂有效地以协同方式增强针对疫苗表位的特异性克隆T细胞扩增，

超过在不存在T细胞扩增剂的情况下施用基于新抗原的DNA癌症疫苗时达到的效果。

[0117] 说明性T细胞扩增剂包括白介素‑2(例如阿地白介素)、白介素‑15和干扰素‑α，以

及抗CD3抗体，例如OKT3。在一个或多个特定实施例中，T细胞扩增剂是白介素‑2(例如阿地

白介素，化学名称脱丙氨酰‑1、丝氨酸‑125人白介素‑2)的前药，其中该白介素‑2通过多个

聚乙二醇部分的可释放共价附接而改性。在一些特定实施例中，前药在施用后基本上无活

性，并且在施用后，聚乙二醇部分缓慢释放以提供生物活性物质，从而避免免疫系统的过度

刺激。例如在美国专利号9,861,705中描述了通过共价附接一个或多个聚乙二醇部分而改

性的白介素‑2部分的缀合物。

[0118] 在一个或多个特定的实施例中，T细胞扩增剂是白介素‑2受体β(IL‑2Rβ)选择性激

动剂，如例如美国专利号10,101,587中所述，并且在本文中通常称为RSLAIL‑2。

[0119] RSLAIL‑2中包含的可释放PEG基于如下所示的2,7,9‑取代的芴，其中聚(乙二醇)

链经由酰胺键联(芴‑C(O)‑NH～)从芴环上的2‑和7‑位置延伸，并且经由与经由亚甲基(‑

CH2‑)附接至芴环的9‑位置的氨基甲酸酯氮原子附接与白介素‑2具有可释放的共价附接。

在这方面，在一些实施例中，T细胞扩增剂是包含下式所涵盖的化合物的组合物：

其中IL‑2是白介素‑2；或其药学上可接受的盐，其中每个“n”为约3至约4000的整

数，或更优选为约200‑300的整数。前述组合物通常称为RSLAIL‑2或多(2,7‑(双‑甲氧基

PEG‑甲酰胺)(9H‑芴‑9‑基)甲基N‑氨基甲酸酯)白介素‑2。关于前述式，RSLAIL‑2是包含式

(I)所涵盖的化合物的组合物，即具有如上所示的四、五或六个支化PEG部分，即，可释放地

共价附接至IL‑2的氨基基团的2,7‑(双‑甲氧基PEG‑甲酰胺)(9H‑芴‑9‑基)甲基N‑氨基甲酸

酯部分。在某些优选的实施例中，每条聚乙二醇链中的“n”平均值为约227(即，从中心芴基

核心延伸的每个聚乙二醇链的重均分子量为约10,000道尔顿，使得整个支链PEG部分的重

均分子量为约20,000道尔顿)，即，本文中更具体地称为多(2,7‑(双‑甲氧基PEG10kD‑甲酰

胺)(9H‑芴‑9‑基)甲基N‑氨基甲酸酯)白介素‑2或称为(2,7‑(双‑甲氧基PEG10kD‑甲酰胺)

(9H‑芴‑9‑基)甲基N‑氨基甲酸酯)4‑6白介素‑2。在一个或多个实施例中，每条聚乙二醇链中

的“n”值基本上相同，也就是说，例如，从中心芴基核延伸的两条PEG链具有基本上相同的重

均分子量。

[0120] 关于上述实施例，多(2,7‑(双‑甲氧基PEG‑甲酰胺)(9H‑芴‑9‑基)甲基N‑氨基甲酸

酯)白介素‑2包括下式所涵盖的化合物：
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其中支化PEG部分中所包含的每条聚乙烯链的平均分子量为约10,000道尔顿，使

得每个支化PEG部分的总分子量为约20,000道尔顿。

[0121] 关于其他相关实施例，多(2,7‑(双‑甲氧基PEG‑甲酰胺)(9H‑芴‑9‑基)甲基N‑氨基

甲酸酯)白介素‑2包括下式所涵盖的化合物：

其中具有所示结构并可释放地共价附接至IL‑2部分的支化PEG部分的平均数目为

6，即(2,7‑(双‑甲氧基PEG10kd‑甲酰胺)(9h‑芴‑9‑基)甲基N‑氨基甲酸酯)白介素‑2，在一些

情况下也称为落入名称“RSLAIL‑2”(可释放的IL‑2)内。式(I)、(II)和(III)所涵盖的T细胞

扩增剂化合物和组合物通常命名为“RSLAIL‑2”。

[0122] RSLAIL‑2中所包含的可释放PEG部分(多个部分)基于具有聚(乙二醇)链的2,7,9‑

取代的芴，这些聚(乙二醇)链经由酰胺键联(芴‑C(O)‑NH～)从芴环的2‑位和7‑位延伸，以

提供支化PEG。基于芴基的支化PEG部分可释放地共价附接到白介素‑2部分的氨基基团。白

介素‑2氨基基团和基于芴基的支化PEG部分之间的键联是通过亚甲基基团(‑CH2‑)附接到

芴环9位的氨基甲酸酯键联。具有这种一般结构的可释放PEG典型地在生理条件下经历β‑消

除反应，以缓慢释放与IL‑2共价附接的PEG部分。据信PEG部分在给药后依次释放。

[0123] 在一个或多个实施例中，IL‑2Rβ偏向性激动剂组合物RSLAIL‑2含有不超过10％

(基于摩尔量)、并且优选地不超过5％(基于摩尔量)的由下式所涵盖的化合物:
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其中IL‑2是白介素‑2(例如，阿地白介素)，并且“m”(指与IL‑2附接的聚乙二醇部

分的数目)是选自由1、2、3、7和>7组成的组的整数；或其药学上可接受的盐。

[0124] 在一些实施例中，例如，关于式(I)或式(II)，IL‑2Rβ偏向性激动剂平均具有约六

个可释放地附接到IL‑2的支化聚乙二醇部分。参见例如式(III)。在一些其他特定实施例

中，例如，关于式(I)、式(II)、式(III)，IL‑2Rβ选择性激动剂通常被认为是无活性的前药，

即，其在施用时无活性，并且在施用后凭借聚乙二醇部分在体内的缓慢释放提供附接有比

初始施用的缀合物少的PEG部分的白介素‑2的活性缀合形式。

[0125] 如本文提供的，提及“多(2,7‑(双‑甲氧基PEG‑甲酰胺)(9H‑芴‑9‑基)甲基N‑氨基

甲酸酯)白介素‑2”或“RSLAIL‑2”明确地意在涵盖如式(I)、式(II)和/或式(III)中阐述的

化合物和组合物，包括由式(IV)涵盖的关于式(I)、式(II)和式(III)中的任何一个或多个

的组合物。

[0126] 如本文所述，将RSLAIL‑2认为是IL‑2Rβ偏向性(即选择性)激动剂。例如，在所附实

例中提及的RSLAIL‑2表现出对IL‑2Rαβ的亲和力相对于IL‑2降低约60倍，但对IL‑2Rβ的亲

和力相对于IL‑2仅降低约5倍。参见例如PCT公开号WO  2018/132496中的实例20，其描述了

RSLAIL‑2对IL‑2Rα和IL‑2Rβ的结合亲和力。

[0127] 为了确定组合物(诸如上式中描述的)的平均聚乙二醇化程度，典型地通过诸如二

辛可宁酸(BCA)测定法等方法或通过UV分析来定量蛋白质，以确定样品中蛋白质的摩尔数。

然后通过使样品暴露于释放PEG部分的条件而释放PEG部分，并且然后定量所释放的PEG(例

如，通过BCA或UV)并与蛋白质摩尔数相关以确定平均聚乙二醇化程度。

[0128] 可以将RSLAIL‑2认为是无活性的前药，即，其在施用时无活性，而是凭借聚乙二醇

部分在体内的缓慢释放，提供有效地在肿瘤部位实现持续浓度的白介素‑2的活性缀合形

式。

[0129] RSLAIL‑2的另外的示例性组合物包含根据上式的化合物，其中该分子的整个聚合

物部分的重均分子量在约250道尔顿至约90,000道尔顿的范围内。其他合适的范围包括在

以下范围的重均分子量：在选自约1,000道尔顿至约60,000道尔顿的范围内，在约5,000道

尔顿至约60,000道尔顿的范围内，在约10,000道尔顿至约55,000道尔顿的范围内，在约15,

000道尔顿至约50,000道尔顿的范围内，以及在约20,000道尔顿至约50,000道尔顿的范围

内。

[0130] 聚乙二醇聚合物部分的其他说明性重均分子量包括约200道尔顿、约300道尔顿、

约400道尔顿、约500道尔顿、约600道尔顿、约700道尔顿、约750道尔顿、约800道尔顿、约900

道尔顿、约1,000道尔顿、约1,500道尔顿、约2,000道尔顿、约2,200道尔顿、约2,500道尔顿、

约3,000道尔顿、约4,000道尔顿、约4,400道尔顿、约4,500道尔顿、约5,000道尔顿、约5,500

道尔顿、约6,000道尔顿、约7,000道尔顿、约7,500道尔顿、约8,000道尔顿、约9,000道尔顿、

约10,000道尔顿、约11,000道尔顿、约12,000道尔顿、约13,000道尔顿、约14,000道尔顿、约

15,000道尔顿、约20,000道尔顿、约22,500道尔顿、约25,000道尔顿、约30,000道尔顿、约

35,000道尔顿、约40,000道尔顿、约45,000道尔顿、约50,000道尔顿、约55,000道尔顿、约

60,000道尔顿、约65,000道尔顿、约70,000道尔顿和约75,000道尔顿。在一些实施例中，支

化聚乙二醇聚合物的重均分子量为约20,000道尔顿。

[0131] 如上所述，RSLAIL‑2可以呈药学上可接受的盐的形式。典型地，此类盐通过与药学
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上可接受的酸或酸等效物反应而形成。术语“药学上可接受的盐”在此方面通常将是指相对

无毒的无机和有机酸加成盐。这些盐可以在施用媒介物或剂型制造过程中原位制备，或通

过将如本文描述的长效白介素‑2与适合的有机酸或无机酸分别反应并分离因此形成的盐

来制备。代表性盐包括氢溴酸盐、盐酸盐、硫酸盐、硫酸氢盐、磷酸盐、硝酸盐、乙酸盐、戊酸

盐、油酸盐、棕榈酸盐、硬脂酸盐、月桂酸盐、苯甲酸盐、乳酸盐、磷酸盐、甲苯磺酸盐、柠檬酸

盐、马来酸盐、富马酸盐、琥珀酸盐、酒石酸盐、萘酸盐(napthylate)、草酸盐、甲磺酸盐、葡

庚糖酸盐、乳糖醛酸盐、和月桂基磺酸盐等。(参见，例如Berge等人(1977)"Pharmaceutical 

Salts"[药用盐]，J.Pharm.Sci.[药物科学杂志]66:1‑19)。因此，如所描述的盐可以衍生自

无机酸，这些无机酸诸如盐酸、氢溴酸、硫酸、氨基磺酸、磷酸、硝酸等；或由有机酸制备，这

些有机酸诸如乙酸、丙酸、琥珀酸、乙醇酸、硬脂酸、乳酸、苹果酸、酒石酸、柠檬酸、抗坏血

酸、棕榈酸、马来酸、羟基马来酸、苯基乙酸、谷氨酸、苯甲酸、水杨酸、磺胺酸、2‑乙酰氧基苯

甲酸、富马酸、甲苯磺酸、甲烷磺酸、乙烷二磺酸、草酸、衣康酸等。

[0132] 关于RSLAIL‑2，如本文所用的术语“IL‑2”是指具有人IL‑2活性的部分。在IL‑2残

基的背景下，术语‘残基’意指IL‑2分子在一个或多个共价附接位点处共价附接至聚合物

(如聚乙二醇)之后保留的部分，如以上式中所示。应理解的是，当未修饰的IL‑2附接至聚合

物(如聚乙二醇)时，由于存在与这种或这些聚合物的键联相关的一个或多个共价键而使

IL‑2轻微改变。有时将这种附接至另一个分子的IL‑2的轻微改变形式称为IL‑2的“残基”。

[0133] 具有对应于国际专利公开号WO  2012/065086中描述的SEQ  ID  NO:1至4中任一者

的氨基酸序列的蛋白质是示例性IL‑2蛋白。术语基本上同源意指特定主题序列(例如突变

序列)因一个或多个取代、缺失或添加而不同于参考序列，其净效应不导致在该参考序列与

主题序列之间不利的官能差异。出于本文的目的，具有大于95％的同源性、等效的生物活性

(不过不必需是等效强度的生物活性)、以及等效的表达特征的序列被认为是基本上同源

的。出于确定同源性的目的，应当忽略成熟序列的截短。IL‑2可以是天然存在的或者可以是

重组产生的。另外，IL‑2可以来源于人类来源、动物来源以及植物来源。最优选地，IL‑2是阿

地白介素。

[0134] RSLAIL‑2通常被称为是长效的。出于本文的目的，IL‑2Rβ偏向性激动剂的长效性

质典型地使用流式细胞术来测定以测量在给予有待在小鼠中评估的激动剂之后的不同时

间点在淋巴细胞中的STAT5磷酸化。作为参考，在IL‑2的情况下信号丢失约24小时，但是持

续时间段大于长效IL‑2Rβ偏向性激动剂的时间段。作为说明，对于(2 ,7‑(双‑甲氧基

PEG10kD‑甲酰胺)(9H‑芴‑9‑基)甲基N‑氨基甲酸酯)6avg白介素‑2，信号持续几天。

[0135] RSLAIL‑2具有免疫调节特性‑在肿瘤环境中，RSLAIL‑2通过靶向在抗癌细胞表面

上发现的CD122受体，优先于阻抑调节性T细胞(Treg)，诸如CD4+Treg来激活CD8+效应T细胞

和天然杀伤(NK)细胞。参见例如PCT公开号WO  2018/132496中的实例20，其还描述了

RSLAIL‑2的某些免疫治疗特性。尤其是，RSLAIL‑2还诱导CD4+T细胞激活并促进外周血中

CD4+细胞、CD8+细胞和NK细胞的增殖。因此，由于RSLAIL‑2优先于Treg有效地激活和扩增效

应CD8+T细胞和NK细胞，因此适合用作本文所述的T细胞扩增剂。

[0136] 根据本文所述的方法、组合物和组合，RLSAIL‑2以IL‑2Rβ激活量提供，从而产生T

细胞扩增活性。本领域的普通技术人员可以确定多少RSLAIL‑2足以提供针对IL‑2Rβ的临床

相关激动活性。
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[0137] 然而，在一个或多个示例中，RSLAIL‑2的IL‑2Rβ激活量是以蛋白质的量表示的由

以下范围中的一个或多个所涵盖的量：约0.01至100mg/kg；约0.01mg/kg至约75mg/kg；约

0.02mg/kg至约60mg/kg；约0.03mg/kg至约50mg/kg；约0.05mg/kg至约40mg/kg；约0.05mg/

kg至约30mg/kg；约0.05mg/kg至约25mg/kg；约0.05mg/kg至约15mg/kg；约0.05mg/kg至约

10mg/kg；约0.05mg/kg至约5mg/kg；约0.05mg/kg至约1mg/kg。特定的说明性给药范围包括

例如约0.1mg/kg至约10mg/kg、或约0.2mg/kg至约7mg/kg、或约0.2mg/kg至小于约0.7mg/

kg。

[0138] 在一些优选的实施例中，RSLAIL‑2的IL‑2Rβ激活量为约0.0005至0.3mg/kg；约

0.001mg/kg至约0.3mg/kg；约0.001mg/kg至约0.25mg/kg；约0.001mg/kg至约0.15mg/kg；约

0.001mg/kg至约0.05mg/kg；约0.001mg/kg至约0.01mg/kg；约0.001mg/kg至约0.008mg/kg；

约0 .001mg/kg至约0 .005mg/kg；约0 .002mg/kg至约0 .005mg/kg；约0 .002mg/kg至约

0.004mg/kg，或约0.003mg/kg至约0.006mg/kg。在一些特定的实施例中，以约0.006mg/kg的

剂量施用RSLAIL‑2。

[0139] 为了确认，关于RSLAIL‑2，当与施用基于新抗原的DNA癌症疫苗，任选地与检查点

抑制剂诸如抗PD‑1抗体相结合时，激活的量和程度可以广泛变化并且仍然有效，以有效地

驱动新表位特异性T细胞的扩增。

检查点抑制剂

[0140] 组合疗法还可以包括施用另外的免疫治疗剂，诸如检查点抑制剂。适合在本文提

供的方法中使用的检查点抑制剂包括靶向PD‑1、PD‑L1或CTLA‑4的抗体，诸如单克隆抗体。

在如本文所提供的某些治疗组合中，检查点抑制剂是抗PD‑1抗体或抗PD‑L1抗体。例如，示

例性PD‑1抑制剂包括但不限于派姆单抗(pembrolizumab)、纳武单抗(nivolumab)和西米普

利单抗(cemiplimab)。代表性的PD‑L1抑制剂包括例如阿特珠单抗(atezolizumab)、阿维单

抗(avelumab)和度伐利尤单抗(durvalumab)。

[0141] 替代性地，伊匹单抗(ipilimumab)或替西木单抗(tremelimumab)，抗CTLA‑4单克

隆抗体，也可用于治疗方法中。两者分别是IgG1和IgG2的全人源化抗CTLA‑4单克隆抗体。

[0142] 作为实例，可以施用PD‑1途径抑制量的抗PD‑1抗体诸如纳武单抗。本领域的普通

技术人员可以确定多少抗PD‑1抗体(诸如纳武单抗)或抗PD‑L1抗体分别足以提供PD‑1途径

或PD‑L1途径的临床相关抑制。例如，本领域的普通技术人员可以参考文献和/或施用一系

列增加量的纳武单抗或另一种抗PD‑1抗体或抗PD‑L1抗体以确定哪个或哪些量提供PD‑1途

径或PD‑L1途径的临床相关抑制。类似地，可以施用CTLA‑4途径抑制量的抗CTLA‑4抗体。

[0143] 然而，在一个或多个示例中，抗PD‑1抗体(例如纳武单抗)或抗PD‑L1抗体的PD‑1途

径抑制量由以下范围中的一个或多个涵盖：约1mg/kg至约1000mg/kg；约2mg/kg至约900mg/

kg；约3mg/kg至约800mg/kg；约4mg/kg至约700mg/kg；约5mg/kg至约600mg/kg；约6mg/kg至

约550mg/kg；约7mg/kg至约500mg/kg；约8mg/kg至约450mg/kg；约9mg/kg至约400mg/kg；约

5mg/kg至约200mg/kg；约2mg/kg至约150mg/kg；约5mg/kg至约100mg/kg；约10mg/kg至约

100mg/kg；以及从约10mg/kg至约60mg/kg。可以基于癌症疗法中施用免疫检查点抑制剂的

现行护理标准提供进一步的指导。

治疗

[0144] 为了确认，如本文所用，关于抗PD‑1抗体诸如纳武单抗或其他合适的检查点抑制
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剂的PD‑1途径抑制量，抑制的量和程度可广泛变化且甚至当与施用T细胞扩增剂和基于新

抗原的DNA癌症疫苗组合时仍可有效。例如，仅最低限度地抑制PD‑1途径的抗PD‑1抗体即纳

武单抗的量仍然可以是如本文所用的抑制量，只要该方法产生临床上有意义的应答。对于

每种免疫治疗组分而言，待施用的实际剂量将根据受试者的年龄、体重和一般状况，以及所

治疗的癌症的严重程度、健康专家的判断以及每种免疫治疗组分的具体性质和特性而变

化。

[0145] 在组合疗法的某些实施例中，受试者已经接受了一种、两种、三种、四种、五种或更

多种先前的癌症治疗。在其他实施例中，受试者是未经治疗的。在一些实施例中，受试者已

经进行了其他癌症治疗。在某些实施例中，先前的癌症治疗包括免疫疗法。在其他实施例

中，先前的癌症治疗包括化疗。在一些实施例中，肿瘤已经复发。在一些实施例中，肿瘤是转

移性的。在其他实施例中，肿瘤不是转移性的。

[0146] 在一些实施例中，受试者已经接受了治疗肿瘤的先前疗法并且肿瘤是复发性或难

治性的。在一些实施例中，受试者已经接受了治疗肿瘤的先前免疫肿瘤学疗法并且肿瘤是

复发性或难治性的。在一些实施例中，受试者已经接受了一种以上治疗肿瘤的先前疗法并

且肿瘤是复发性或难治性的。

[0147] 在一些治疗方式中，首先施用基于新抗原的DNA癌症疫苗以在受试者中产生新抗

原特异性免疫应答，接着一次或多次后续施用基于新抗原的DNA癌症疫苗(诱导期)。基于新

抗原的DNA癌症疫苗的后续施用可以在第一次施用后1周、2周、3周或4周或更长时间内施

用。

[0148] 本文描述的治疗方法可以持续长达监督患者护理的临床医生认为该治疗方法有

效的时间。指示该治疗方法有效的非限制性参数包括以下中的任何一个或多个：肿瘤缩小

(就重量和/或体积而言)；个体肿瘤集落的数量减少；肿瘤消除；以及无进展存活期。肿瘤大

小的变化可以通过任何合适的方法如成像来确定。可以采用各种诊断成像方式，如计算机

断层摄影术(CT扫描)、双能CDT、正电子发射断层摄影术和MRI。

[0149] 关于任选地与检查点抑制剂组合施用基于新抗原的DNA癌症疫苗和T细胞扩增剂

的频率和计划，本领域的普通技术人员将能够确定该组合的每种组分的适当频率。例如，在

治疗周期中，临床医生可以决定以单剂量或一系列剂量(例如，在数天或数周的过程内)施

用基于新抗原的DNA癌症疫苗。与基于新抗原的DNA癌症疫苗同时，在疫苗接种之前，或在施

用癌症疫苗之后施用T细胞扩增剂。优选地，并且在一些治疗方式中，在疫苗接种诱导期后

施用T细胞扩增剂，例如RSLAIL‑2。基于说明性T细胞扩增剂RSLAIL‑2的长效性质，此类组合

物可以相对不频繁地施用(例如，每四周一次、每三周一次、每两周一次、每8‑10天一次、每

周一次等)。

[0150] 在优选的给药方案中，将新表位特异性的基于DNA的癌症疫苗和T细胞扩增剂的给

药计划为调准或基本上调准两种治疗剂的峰值T细胞应答，从而实现优化的(优选协同的)

应答。

[0151] 例如，在一个或多个实施例中，T细胞扩增剂诸如RSLAIL‑2的初始施用是在新表位

特异性的基于DNA的癌症疫苗的一次或多次施用之后，并且优选以这样的方式，其中由于每

种免疫治疗剂的施用而引起的峰值T细胞应答基本上匹配，特别是在初始或早期多轮疫苗

接种和/或施用T细胞扩增剂之后。
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[0152] 在一些实施例中，治疗方案包括筛选和制造针对肿瘤特异性新抗原的基于新抗原

的治疗性DNA癌症疫苗的时间段，施用抗癌疫苗的疫苗接种诱导期，和施用T细胞扩增剂的

疫苗接种维持期。在疫苗接种维持期间，抗癌疫苗优选与T细胞扩增剂同时或分开施用一次

或多次。在施用前，可以通过本领域已知的任何手段制备抗癌疫苗。在一些实施例中，针对

肿瘤特异性新抗原的抗癌疫苗通过以下方式制备：对肿瘤的基因组或外显子组测序；鉴定

包含来自肿瘤的新表位的肿瘤新抗原；并基于预测的抗原性选择新表位。在美国专利公开

号2019/0022202中描述了制备此类抗癌疫苗的示例性方法，该制备方法通过援引并入本

文。在筛选肿瘤和制造抗癌疫苗后，例如约12‑16周，更优选约6‑10周，或6‑8周，根据提供抗

癌疫苗和T细胞扩增剂之一或两者的峰值应答的给药计划或方案施用针对肿瘤特异性新抗

原的基于新抗原的DNA癌症疫苗和/或T细胞剂。基于新抗原的DNA癌症疫苗最初可以作为疫

苗接种诱导施用一段时间(例如4‑8周或更长时间)。在诱导期期间，患者可以用基于新抗原

的DNA癌症疫苗接种一次或多次。在诱导期后，在施用或不施用另外抗癌疫苗的或维持抗癌

疫苗的情况下，施用T细胞扩增剂一次或多次。T细胞扩增剂和/或基于新抗原的DNA癌症疫

苗可以根据治疗需要施用一段时间(例如1‑12个月或更长时间)。下面提供了用于治疗的示

例性施用计划：

[0153] 表1.示例性施用计划

[0154] 与治疗过程相关的示例性时间长度包括约一周；约两周；约三周；约四周；约五周；

约六周；约七周；约八周；约九周；约十周；约十一周；约十二周；约十三周；约十四周；约十五

周；约十六周；约十七周；约十八周；约十九周；约二十周；约二十一周；约二十二周；约二十

三周；约二十四周；约七个月；约八个月；约九个月；约十个月；约十一个月；约十二个月；约

十三个月；约十四个月；约十五个月；约十六个月；约十七个月；约十八个月；约十九个月；约

二十个月；约二十一个月；约二十二个月；约二十三个月；约二十四个月；约三十个月；约三

年；约四年以及约五年。

[0155] 本文描述的治疗方法典型地持续长达监督患者护理的临床医生认为该治疗方法

有效(即该患者对治疗有应答，包括疾病(例如，癌症)没有进一步进展)的时间。指示该治疗

方法有效的非限制性参数可以包括以下中的一个或多个：肿瘤缩小(就重量和/或体积和/

或视觉外观而言)；个体肿瘤集落的数量减少；肿瘤消除；无进展存活期；通过合适的肿瘤标

志物(如果适用)的适当应答、NK(自然杀伤)细胞的数量增加、T细胞的数量增加、记忆T细胞

的数量增加、中心记忆T细胞的数量增加、调节性T细胞(诸如CD4+Treg、CD25+Treg和FoxP3+

Treg)的数量减少等。

[0156] 本文提供的方法(尤其)可用于治疗患有癌症的患者。例如，患者可对单独的基于

新抗原的DNA以及对与T细胞扩增剂，任选地与检查点抑制剂(CPI)的组合有应答，但对组合

的施用应答性更强。通过另一个实例，患者可对基于新抗原的DNA癌症疫苗，或T细胞扩增
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剂，或检查点抑制剂无应答或仅少量应答，但对该组合的应答更强。再通过另一个实例，患

者可对基于新抗原的DNA癌症疫苗，或对T细胞扩增剂，或对检查点抑制剂无应答，但对该组

合有应答。

[0157] 施用例如基于新抗原的DNA癌症疫苗和/或T细胞扩增剂(例如，RSLAIL‑2)和/或检

查点抑制剂典型地经由注射进行。还涵盖其他施用方式，诸如经肺、经鼻、经颊、经直肠、舌

下和经皮施用。如本文所使用，术语“肠胃外”包括皮下、静脉内、动脉内、瘤内、淋巴管内、腹

膜内、心脏内、鞘内和肌肉内注射，以及输注注射。

[0158] 当前描述的方法、组合和组合物等可以用于治疗患有可以通过本文提供的方法医

治或预防的任何病状诸如癌症的患者。示例性的病状是癌症，如例如纤维肉瘤、粘液肉瘤、

脂肪肉瘤、软骨肉瘤、成骨肉瘤、脊索瘤、血管肉瘤、内皮肉瘤、淋巴管肉瘤、淋巴管内皮肉

瘤、滑膜瘤、间皮瘤、尤因氏瘤、平滑肌肉瘤、横纹肌肉瘤、结肠癌、胰腺癌、脑癌、乳腺癌、卵

巢癌、前列腺癌、鳞状细胞癌、基底细胞癌、腺癌、汗腺癌、皮脂腺癌、乳头状癌、乳头状腺癌、

囊腺癌、髓样癌、支气管癌、肾细胞癌、肝癌、胆管癌、绒毛膜癌、精原细胞瘤、胚胎性癌、维尔

姆斯氏肿瘤、宫颈癌、霍奇金淋巴瘤、非霍奇金淋巴瘤、睾丸癌、肺癌、小细胞肺癌、脑癌、膀

胱癌、上皮癌、胶质瘤、星形细胞瘤、成神经管细胞瘤、颅咽管瘤、室管膜瘤、松果体瘤、成血

管细胞瘤、听神经瘤、少突神经胶质瘤、脑膜瘤、黑素瘤、多发性骨髓瘤、成神经细胞瘤、成视

网膜细胞瘤、以及白血病。

[0159] 在一些特定实施例中，有待治疗的癌症是实体癌，如例如乳腺癌、卵巢癌、结肠癌、

前列腺癌、骨癌、结肠直肠癌、胃癌、淋巴瘤、恶性黑素瘤、肝癌、小细胞肺癌、非小细胞肺癌、

胰腺癌、甲状腺癌、肾癌、胆管癌、脑癌、宫颈癌、上颌窦癌、膀胱癌、食管癌、霍奇金病和肾上

腺皮质癌。

[0160] 本发明的方法、组合和组合物可用于例如通过改善受试者对基于新抗原的DNA癌

症疫苗组合物的免疫应答而增强基于新抗原的DNA癌症疫苗的治疗有效性。可以在治疗期

间、单轮治疗之后、2‑3个治疗周期之后等的任何合适的时间点并且通过多种合适方法中的

任一种来评估增强的应答，包括肿瘤的缩小(部分应答)(即肿瘤大小或体积的评估)、肿瘤

的消失、疾病进展的减少(癌症未进展)以及在适当时一种或多种肿瘤测试标志物的分析。

本文提供的方法、试剂盒、组合物等也可用于减少经历治疗的受试者的肿瘤生长或大小(或

体积)。在一个或多个实施例中，通过施用如本文所述的治疗组合的治疗有效减少受试者中

的肿瘤生长或大小。例如，在一些实施例中，当与治疗前肿瘤的尺寸比较时，一个或多个治

疗周期有效于使肿瘤尺寸减少约25％、或约30％、或约40％、或约50％、或甚至约60％、或约

70％或更多。

[0161] 在又一些其他实施例中，本文提供的方法、组合物等有效抑制经历癌症治疗的受

试者中调节性T细胞(Treg)的积聚。在又一些其他实施例中，本文提供的方法、组合物等有

效刺激受试者中的T细胞和/或NK细胞活性和/或增殖。在一些实施例中，该方法是有效的，

例如，当在相应癌症的癌症小鼠模型中评价时，与单独用基于新抗原的DNA癌症疫苗接种相

比，增加受试者中CD8+T细胞和/或CD4  T细胞的数目是有效的。例如，当与单独用基于新抗

原的DNA癌症疫苗治疗相比时，受试者的CD8+T细胞可增加2倍或更多，或3倍或更多，或甚至

4倍或更多。在一些实施例中，当与未治疗的受试者相比时，该治疗可以有效地使受试者的

针对新抗原的CD8+T细胞或CD4  T细胞增加至少2倍或更多、或3倍或更多、或甚至4倍或更
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多、或5倍或更多、或6倍或更多。

[0162] 转到实例，支持性临床前研究提供了当伴随施用示例性T细胞扩增剂RSLAIL‑2和

任选的检查点抑制剂时由于施用基于新抗原的DNA癌症疫苗引起的协同效应的指示。

[0163] 如实例1所示，发现当在小鼠的临床前黑素瘤模型中进行评价时，与针对来自肿瘤

新抗原的多个新表位的示例性个性化抗癌DNA疫苗(例如，VB4011)组合施用示例性T细胞扩

增剂RSLAIL‑2不仅可有效增加新表位特异性T细胞的频率，而且可有效增加新表位特异性T

细胞的总数。

[0164] 因此，用治疗性新表位特异性的基于DNA的癌症疫苗接种可有效诱导新表位特异

性T细胞应答，然后通过施用T细胞扩增剂诸如RSLAIL‑2进一步扩增新表位特异性T细胞应

答，该T细胞扩增剂有效地非特异性地进一步扩增现有的T细胞群。通过调准或基本上调准

两种治疗剂(即，新表位特异性的基于DNA的癌症疫苗和T细胞扩增剂)的峰值T细胞应答，可

以实现优化的(优选协同的)应答。参见，例如，图5A和图5B中所示的结果，其基于该临床前

癌症模型支持下述方法作为优选方法，T细胞扩增剂诸如RSLAIL‑2的施用在新表位特异性

的基于DNA的癌症疫苗的一次或多次施用之后，并且优选以这样的方式，其中由于每种免疫

治疗剂的施用而引起的峰值T细胞应答基本上匹配，特别是在初始或早期多轮疫苗接种和/

或施用T细胞扩增剂之后。例如，在双联体组合中，并且仅基于疫苗的单次初始施用，当T细

胞扩增剂RSLAIL‑2的施用发生在疫苗施用后11天时，观察到最佳应答。因此，这些结果表

明，通过基于施用后每种治疗剂的峰值T细胞应答对每种治疗剂的给药进行策略性调准，可

以实现优化应答。如图5B所示，相对于施用第二剂的新表位特异性的基于DNA的癌症疫苗的

时间，施用T细胞扩增剂RSLAIL‑2的时间影响T细胞应答。也就是说，如图5B所示，在施用第

二剂疫苗后的一段时间处(在这种情况下，是3天后)施用RSLAIL‑2，引起特异性T细胞应答

的显著增强。

[0165] 图5C提供了在示例性疫苗接种计划的不同阶段施用RSLAIL‑2的结果，例如在同一

天施用第3剂疫苗和RSLAIL‑2，以及施用第3剂疫苗并延迟施用RSLAIL‑2。如果两次或更多

次疫苗接种，则RSLAIL‑2施用延迟3天；在单次疫苗接种的情况下，RSLAIL‑2的施用延迟7

天、11天或14天。基于该临床前B16模型中的这些结果，似乎T细胞扩增剂RSLAIL‑2与第二剂

基于新抗原的DNA癌症疫苗的施用适度地协同加强特异性T细胞应答，并且在该相同模型

中，RSLAIL‑2与第3剂疫苗的施用似乎以相似的程度协同地影响特异性T细胞应答，无论是

在同一天施用还是延迟。基于这些结果，似乎可优选在新表位特异性的基于DNA的癌症疫苗

诱导期后(例如，在多于一次的疫苗接种后，例如在2次或3次或4次或更多次疫苗接种后)施

用T细胞扩增剂诸如RSLAIL‑2，从而协同加强或至少最大化特异性T细胞应答，优选降低对

施用T细胞扩增剂的时间的敏感性。

[0166] 如实例2中所述，还进行了研究以调查T细胞扩增剂即(2,7‑(双‑甲氧基PEG10kD‑甲

酰胺)(9H‑芴‑9‑基)甲基N‑氨基甲酸酯)6avg白介素‑2(“RLSAIL‑2”)当在结肠癌CT  26小鼠

肿瘤模型中进行的疫苗接种研究中与示例性的基于DNA的免疫治疗性新抗原疫苗VB10.NEO

组合施用时是否可以加强新表位特异性IFN‑γT细胞应答，并且评价任何增强的新表位特

异性T细胞应答的程度。这些数据清楚地证明并且在另一个不同的临床前小鼠模型中证实，

RSLAIL‑2在接种VB4061的小鼠中强烈地协同加强新表位特异性IFN‑γT细胞应答，因此进

一步验证了本文提供的方法，其通过借助于施用基于DNA的个性化新抗原疫苗与T细胞增强
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剂诸如RSLAIL‑2的组合而引起强烈的、新抗原聚焦的免疫应答，从而改善患者的临床结果。

更具体地，当在结肠癌CT  26小鼠肿瘤模型中评价时，示例性的新表位癌症疫苗VB10.NEO和

T细胞扩增剂RSLAIL‑2的组合显著协同加强新表位特异性T细胞应答，导致新表位特异性T

细胞应答的量与VB10.NEO单一疗法相比增加多达5倍。而且，在这些实验中，为小鼠注射肿

瘤细胞以模拟荷瘤临床环境。观察到VB4061+RSLAIL‑2的组合有效增加新表位特异性T细胞

应答的广度(更多的新表位)和深度(对每种新表位更强的应答)。

[0167] 在实例3中进一步证明了组合疗法的意外优点，该实例探索了在CT26肿瘤模型中，

T细胞扩增剂RSLAIL‑2是否可以增加接种了VB4061和抗PD‑1抗体的小鼠(作为用检查点抑

制剂进一步联合施用基于新抗原的个性化DNA癌症疫苗进行癌症治疗的受试者的例证)中

的肿瘤保护性免疫应答。单独用VB4061治疗和与抗PD‑1组合治疗诱导肿瘤保护性应答(数

据未示出)。然而，在实例3所述的研究中，证实疫苗接种可诱导肿瘤保护性免疫应答(图4A‑

4D)。而且，结果进一步说明，当与T细胞扩增剂RSLAIL‑2组合施用时，接种VB4061和抗PD‑1

的小鼠中的肿瘤保护被进一步且显著地加强。在三联疗法VB4061+抗PD‑1抗体+RSLAIL‑2治

疗组中观察到肿瘤生长减少，其中50％的三联治疗小鼠保持无肿瘤并且从未建立肿瘤。相

比之下，仅20％接受VB4061+抗PD‑1抗体而无RSLAIL‑2的小鼠(图4B)受到保护。在两个治疗

分组中，观察到建立的肿瘤的肿瘤消退，并且在VB4061+抗PD‑1和VB4061+抗PD‑1+RSLAIL‑2

治疗组的总存活率分别为70％和80％(图4C)。在再次激发实验中，两个治疗组都对致死剂

量的CT26细胞具有完全的保护作用，并且两组在肿瘤生长和总存活率方面与对照组均有统

计学差异。

[0168] 如在接种了VB4061+抗PD1的小鼠中观察到的肿瘤保护作用，当与T细胞扩增剂即

RSLAIL‑2组合时进一步强化。这些结果证明这些独特且非重叠的机制的整合可用于产生对

已建立肿瘤的有效治疗。在用致死剂量的肿瘤细胞再次激发的小鼠中，两个治疗组都受到

完全保护，证明该疗法诱导长效的肿瘤保护性记忆免疫应答。

[0169] 未治疗的小鼠(对照)和用VB4061+抗PD‑1+RSLAIL‑2治疗的小鼠组的肿瘤长度通

过使用电子卡尺测量肿瘤长度大小(mm)来进一步定期监测。在该研究中，证实在CT26结肠

癌小鼠模型中疫苗接种可以诱导肿瘤消退和稳定(图7A‑7B)。该实验的结果说明，当与

RSLAIL‑2组合施用时，接种了VB4061和抗PD‑1的小鼠中的肿瘤保护作用得以进一步加强。

如图7B所示，用VB4061和检查点抑制剂抗PD‑1为小鼠接种并联合施用RSLAIL‑2在具有相对

较小肿瘤(例如小于约5‑6mm的肿瘤)的小鼠中引起快速、完全且持久的肿瘤消退，以及较大

肿瘤(例如大于约5‑6mm且甚至大于约10mm的肿瘤)的持久稳定。

[0170] 本文援引的所有论文、书籍、专利、专利公开和其他出版物都明确地通过援引以其

全文并入本文。在本说明书的传授内容与通过援引并入的技术之间不一致的情况下，以本

说明书中的传授内容和定义的含义为准(特别是关于在本文所附的权利要求中使用的术

语)。例如，如果本申请和通过援引并入的出版物以不同方式定义了同一术语，则将该术语

的定义保留在该定义所处文件的传授内容内。

实例

[0171] 应理解，前述描述以及随后的实例旨在说明而不是限制本文提供的本发明的范

围。本发明范围内的其他方面、优点和修改对本发明所属领域的技术人员而言将是显而易

见的。
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材料与方法

[0172] (2,7‑(双‑甲氧基PEG10kd‑甲酰胺)(9h‑芴‑9‑基)甲基N‑氨基甲酸酯)6avg白介素‑2：

克隆并表达具有与阿地白介素(脱丙氨酰‑1，丝氨酸‑125人白介素‑2)相同的氨基酸序列的

重组人IL‑2，并将其用于制备示例性的T细胞扩增剂(2,7‑(双‑甲氧基PEG10kD‑甲酰胺)(9H‑

芴 ‑ 9 ‑基)甲基N ‑氨基甲酸酯) 6 a v g白介素 ‑ 2 (C A S号1 9 3 9 1 2 6 ‑ 7 4 ‑ 5) ，也称为

bempegaldesleukin，或更一般地在这些实例中称为“RSLAIL‑2”。(2,7‑(双‑甲氧基PEG10kD‑

甲酰胺)(9H‑芴‑9‑基)甲基N‑氨基甲酸酯)6avg白介素‑2的制备例如在WO  2018/132496(实

例19)中有描述；实例20描述了该分子的受体偏向/选择性。对于临床前研究，将RSLAIL‑2在

稀释缓冲液中稀释到0.1mg/ml的浓度，并基于小鼠的肿瘤确定体积以达到0.8mg/kg的最终

剂量，并注射到小鼠的尾静脉中。对于临床研究，以无菌的白色至黄色冻干粉形式提供

RSLAIL‑2用于复溶，如实例4所述。

[0173] VB10.NEO(用于临床前研究的基于新抗原的治疗性DNA疫苗)。在下述临床前研究

中，对照质粒VB1026和两种VB10.NEO  pDNA构建体即VB4011和VB4061，用作示例性的基于新

抗原的DNA抗癌疫苗。如下表2所述，pDNA构建体VB4011和VB4061分别编码来自B16的10个新

表位和来自CT26的20个新表位。小鼠的疫苗接种与电穿孔组合进行。图13中示出了

pVB10.NEO质粒的不同功能元件。

[0174] 抗PD‑1抗体(临床前实验)：InVivoMAb抗小鼠PD‑1，克隆RMP1‑14。目录号：BE0146

(Bio  X )。

[0175] 表2.VB10.NEO  pDNA质粒描述

[0176] VB4011的氨基酸序列对应于SEQ  ID  NO:1(图1)。VB4061的氨基酸序列对应于SEQ 

ID  NO:2(图8)。VB4061小鼠构建体中包含的20种新表位的列表示于图9并且对应于SEQ  ID 

NO:3‑22。VB4011构建体中包含的10种单独新表位的列表示于图10并且对应于SEQ  ID  NO:

23‑32。在美国专利公开号2019/0022202中描述了以上示例性疫苗体疫苗的构建和表达方

法，其内容明确地以其全文并入本文。

[0177] 脾脏的收获、脾细胞的分离以及CD4±或CD8±T细胞耗竭型脾细胞：处死小鼠，并

无菌收获脾脏。将来自单独小鼠的脾脏通过70μM组织过滤器进行筛选以分离单个脾细胞。

将脾细胞在重悬于1xACK缓冲液中的培养基中洗涤一次以溶解红细胞。洗涤后，将细胞重悬

于培养基中并计数。为了耗竭C D 4 +或 C D 8 + 脾细胞 ，根据制造商的说明使 用

小鼠CD4(L3T4)或 小鼠CD8(Lyt2)。
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[0178] IFN‑γELISpot测定法：简言之，将脾细胞、CD4+或CD8+T细胞耗竭型脾细胞重悬至

6×105个细胞的细胞浓度。将细胞一式三份平板接种(如果细胞数目有限，则使用一式两

份)并用2μg/ml对应于疫苗接种期间使用的原始VB10.NEO构建体(表2)中的新表位的单独

肽再刺激24小时。用IFN‑γELISpot  Plus试剂盒(瑞典迈博太科公司(Mabtech  AB ,

Sweden))分析免疫原性。在来自细胞技术公司(Cellular  Technology)的CTL  ELISpot读数

器ImmunoSpot  5.0.3中对斑点形成单位(SPU)计数。结果示为IFN‑γ+斑点数/106个脾细胞

或IFN‑γ+斑点/个脾脏。

[0179] 用CT26结肠癌细胞系进行的皮下肿瘤激发：简言之，将CT26肿瘤细胞(#CRL‑2638，

ATCC)在具有培养基(RPMI  1640，10mM  HEPES、1mM丙酮酸钠、1％非必需氨基酸溶液、1％青

霉素/链霉素、10％FBS)的瓶中培养。注射前，将细胞在1x  PBS中洗涤两次，同时仍粘附于烧

瓶上，然后用胰蛋白酶处理，洗涤并重悬于1xPBS中达到5×105个细胞/ml的最终浓度。在左

大腿为BALB/cJRj小鼠皮下注射100μl的5×104个CT26细胞。

[0180] VB10 .NEO(用于临床研究的基于新抗原的治疗性DNA疫苗)。个性化新抗原疫苗

pVB10.NEO是6297‑7407个碱基对的非复制、非整合、遗传稳定和非致病性的裸露的、共价闭

合、环状和超螺旋的双链脱氧核糖核酸(DNA)质粒，这取决于个性化人类疫苗中所包含的新

表位的数目。DNA质粒基于pUMVC4a载体主链，其编码包括三个模块的单一重组同型二聚体

蛋白：靶向模块、二聚化模块和新表位抗原模块。靶向模块编码与抗原呈递细胞(APC)的细

胞表面上的其同源受体结合的人趋化因子巨噬细胞炎性蛋白‑1α(hMIP‑1α)，而二聚化模块

编码来自人IgG3的上铰链区和下铰链区以及重链3(CH3)恒定结构域。下铰链区通过二硫桥

连接两个疫苗体单体，而CH3结构域通过疏水相互作用促进二聚化。上铰链区促进靶向模块

与其同源受体的柔性二价结合，从而增强疫苗的免疫原性。

[0181] 新表位抗原模块由多个(10‑20个)包括跨越几个(14‑27个)氨基酸总长的体细胞

突变/改变以形成新表位序列并通过10个氨基酸的富含甘氨酸/丝氨酸的柔性接头连接在

一起的患者特异性新表位组成。基于对连接序列的评价，富含甘氨酸/丝氨酸的接头典型地

在个性化疫苗的构建体之间变化，使得所选择的接头典型地将排除类似于在人前蛋白质组

中发现的序列的连接表位。新表位抗原模块经由如上所述源自人IgG3的二聚化模块与天然

人趋化因子巨噬细胞炎性蛋白‑1α(靶向模块)连接。转录物翻译为大约100kDa的含603‑973

个氨基酸的蛋白质，其形成大约200kDa的二聚体蛋白。

[0182] 一旦通过肌内施用递送给患者，pVB10.NEO就被细胞摄取并且导致VB10.NEO蛋白

的局部瞬时产生和分泌。设计并选择所编码的蛋白质的结构以支持针对患者特异性新抗原

的强细胞免疫应答的诱导。

[0183] pVB10 .NEO  DNA主链序列(具有新表位抗原模块的通用指示物)示于图12并作为

SEQ  ID  NO:77提供。图13中示出了pVB10.NEO质粒的不同功能元件。

实例1

在黑素瘤小鼠模型(B16)中用VB10 .NEO新抗原DNA疫苗和(2 ,7‑(双‑甲氧基

PEG10KD‑甲酰胺)(9H‑芴‑9‑基)甲基N‑氨基甲酸酯)6avg白介素‑2进行的组合疗法

[0184] 进行了研究以调查T细胞扩增剂即(2,7‑(双‑甲氧基PEG10kD‑甲酰胺)(9H‑芴‑9‑

基)甲基N‑氨基甲酸酯)6avg白介素‑2当在黑素瘤B16小鼠肿瘤模型中进行的疫苗接种研究

中与示例性的基于DNA的免疫治疗性新抗原疫苗VB10.NEO组合施用时是否可以加强新表位
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特异性IFN‑γT细胞应答，并且评价任何增强的新表位特异性T细胞应答的程度。

[0185] 从詹维尔实验室(Janvier  Laboratories)获得15只雌性C57BL/6小鼠。研究设计

和疫苗接种计划的概述示于表3。

[0186] B16模型：在第0、21和35天用20μg对照pDNA  VB1026或20μg  VB4011为C56Bl/6小鼠

接种3次。在第三次VB4011疫苗接种的同一天静脉内施用RSLAIL‑2(0.8mg/kg)。在第一次

VB4011疫苗接种后第42天(第三次疫苗接种后第7天)通过IFN‑γELISpot测量免疫原性。

表3.B16小鼠模型疫苗接种计划

[0187] 如本文进一步所述，还探索了其他疫苗接种/施用计划。

[0188] B16黑素瘤小鼠模型中的ELISpot结果：如图2A和表4所示，RSLAIL‑2与VB4011组合

施用有效加强新表位特异性IFN‑γT细胞应答。在接种VB4011的小鼠中，新表位M2、M3、M4、

M7、M9和M10是免疫原性的(表4(免疫原性应答以灰色方框示出)和图2A)。对于从经过

VB4011+RSLAIL‑2处理的小鼠分离的脾细胞，新表位M2、M4、M6、M7、M9和M10是免疫原性的。

对于在两个治疗分组中都具有免疫原性的新表位，与VB4011单一疗法相比，在用VB4011+

RSLAIL‑2组合疗法治疗的小鼠中观察到更强的免疫应答。

[0189] 免疫原性表位的标准定义为与平均阴性对照(pDNA  VB1026)+2xSD相比，≥25个

IFN‑γ+斑点/106个细胞和>IFN‑γ+斑点数/106个细胞。然而，在该实验中，由于合并了脾细

胞(5只小鼠)，不能使用2xSD。

表4.当用对应于VB4011疫苗中编码的新表位的肽再刺激时(B16黑素瘤模型)，来

自单独接种VB4011或与RSLAIL‑2组合接种VB4011的小鼠的合并脾细胞(N＝5)的IFN‑γ+斑

点数(SPU)

组别 VB1026 VB4011 VB4011+RSLAIL‑2

肽 SPU/106个脾细胞 SPU/106个脾细胞 SPU/106个脾细胞

B‑pep  M01 16 7 22

B‑pep  M02 5 1262 907

B‑pep  M03 0 28 20

B‑pep  M04 15 109 367

B‑pep  M05 11 7 12

B‑pep  M06 3 2 32

B‑pep  M07 0 69 222

B‑pep  M08 0 3 9

B‑pep  M09 3 261 565

B‑pep  M10 8 142 306

总斑点数 61 1890 2461

[0190] 数字代表ELISpot中一式三份的平均值，并且表示为SPU/106个脾细胞。从针对每

个新表位引发的平均SPU中减去培养基对照中SPU的平均数。将斑点计数<0的孔报告为0。将
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免疫原性表位的标准定义为≥25SPU/106个细胞。确定为免疫原性的表位加灰色方框。

[0191] 报告IFN‑γ+斑点/106个细胞证明在用RSLAIL‑2+VB4011(双联体)处理的小鼠中

新表位特异性T细胞的频率增加。在双联体处理的小鼠中，观察到当与接种VB4011的小鼠相

比时，脾脏通常增大2‑3倍(表5)。因此，在用VB4011‑RSLAIL‑2组合治疗的小鼠中，新表位特

异性T细胞的总数也增加。为了适应这种增加，计算每个脾脏中分泌IFN‑γ+的T细胞的总数

(SPU)(表5)，并因此，确定新表位特异性T细胞增加3.7倍(也参见图2B)。这种增加对于CD8+

T细胞和CD4+T细胞都很明显(分别为图2C和图2D)。这一发现证明RSLAIL‑2与VB4011组合施

用不仅有效增加小鼠临床前黑素瘤模型中新表位特异性T细胞的频率，而且有效增加小鼠

临床前黑素瘤模型中新表位特异性T细胞的总数。

表5.经治疗的小鼠(B16黑素瘤模型)中的脾细胞总数

[0192] 另外的研究：在达到上述研究方案之前和之后，探索了替代的给药计划。假设为了

获得由于主题组合疗法引起的特别强烈且持久的T细胞应答，RSLAIL‑2的施用优选在新表

位特异性T疫苗诱导的T细胞应答建立后进行，即在疫苗接种后(即在第一剂、第二剂或后续

剂量的疫苗后)进行。因此，用治疗性新表位特异性的基于DNA的癌症疫苗接种可有效诱导

新表位特异性T细胞应答，然后通过施用T细胞扩增剂诸如RSLAIL‑2进一步扩增新表位特异

性T细胞应答，该T细胞扩增剂有效地非特异性地进一步扩增现有的T细胞群。研究揭示通过

调准或基本上调准两种治疗剂(即，新表位特异性的基于DNA的癌症疫苗和T细胞扩增剂)的

峰值T细胞应答，可以实现优化的(优选协同的)应答。参见，例如，图5A和图5B中所示的结

果，其基于该临床前癌症模型支持T细胞扩增剂诸如RSLAIL‑2的施用在新表位特异性的基

于DNA的癌症疫苗的一次或多次施用之后，并且优选以这样的方式，其中由于每种免疫治疗

剂的施用而引起的峰值T细胞应答基本上匹配，特别是在初始或早期多轮疫苗接种和/或施

用T细胞扩增剂之后。例如，在双联体组合中，并且仅基于疫苗的单次初始施用，当T细胞扩

增剂RSLAIL‑2的施用发生在疫苗施用后11天时，观察到最佳应答。因此，这些结果表明，通

过基于施用后每种治疗剂的峰值T细胞应答对每种治疗剂的给药进行策略性调准，可以实

现优化应答。如图5B所示，相对于施用第二剂的新表位特异性的基于DNA的癌症疫苗的时

间，施用T细胞扩增剂RSLAIL‑2的时间影响T细胞应答。也就是说，如图5B所示，在施用第二

剂疫苗后的一段时间处(在这种情况下，是3天后)施用RSLAIL‑2，引起特异性T细胞应答的

显著增强。

[0193] 在进一步探索给药计划时，图5C提供了在疫苗接种计划的不同阶段施用RSLAIL‑2

的结果，例如在同一天施用第3剂疫苗和RSLAIL‑2，以及施用第3剂疫苗并延迟施用RSLAIL‑

2。如果两次或更多次疫苗接种，则RSLAIL‑2施用延迟3天；在单次疫苗接种的情况下，

RSLAIL‑2的施用延迟7天、11天或14天。基于该B16模型中的这些结果，似乎T细胞扩增剂

RSLAIL‑2与第二剂疫苗的施用适度地协同加强特异性T细胞应答，并且在该相同模型中，
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RSLAIL‑2与第3剂疫苗的施用似乎以相似的程度协同地影响特异性T细胞应答，无论是在同

一天施用还是延迟。基于这些结果，似乎可优选在新表位特异性的基于DNA的癌症疫苗诱导

期后(例如，在多于一次的疫苗接种后，例如在2次或3次或4次或更多次疫苗接种后)施用T

细胞扩增剂诸如RSLAIL‑2，从而协同加强特异性T细胞应答，优选降低对施用T细胞扩增剂

的时间的敏感性。

实例2

在结肠癌小鼠模型(CT26)中用VB10 .NEO新抗原DNA疫苗和(2 ,7‑(双‑甲氧基

PEG10KD‑甲酰胺)(9H‑芴‑9‑基)甲基N‑氨基甲酸酯)6avg白介素‑2进行的组合疗法

[0194] 进行了研究以调查T细胞扩增剂即(2,7‑(双‑甲氧基PEG10kD‑甲酰胺)(9H‑芴‑9‑

基)甲基N‑氨基甲酸酯)6avg白介素‑2当在结肠癌CT  26小鼠肿瘤模型中进行的疫苗接种研

究中与示例性的基于DNA的免疫治疗性新抗原疫苗VB10.NEO组合施用时是否可以加强新表

位特异性IFN‑γT细胞应答，并且评价任何增强的新表位特异性T细胞应答的程度。

[0195] 从詹维尔实验室获得20只雌性BALB/cJRj小鼠。研究设计和疫苗接种计划的概述

示于表5。

[0196] CT26模型：在CT26模型中，用50μg对照pDNA  VB1026或50μg  VB4061为BALB/c小鼠

接种1次。在VB4061疫苗接种后第7天静脉内施用RSLAIL‑2(0.8mg/kg)。为了模拟疫苗接种

过程中的肿瘤环境，在pDNA(VB1026或VB4061)疫苗接种前7天注射5×104个CT26肿瘤细胞。

在VB4061疫苗接种后第14天通过IFN‑γELISpot测量免疫原性。

表6.CT26小鼠模型疫苗接种计划

也可将肿瘤日视为发生在第(‑)7天，疫苗接种发生在第0天且RSLAIL‑2的施用在

第7天。

[0197] 还探索了其他疫苗接种/施用计划。

[0198] CT26结肠癌模型中的ELISpot：与上述实例1中描述的示例性B16黑素瘤模型中观

察到的强烈协同作用一致，在CT26小鼠肿瘤模型中VB4061和RSLAIL‑2的组合的新表位特异

性IFN‑γT细胞应答也显著升高(图3A‑3D和表7)。

[0199] 在接种VB4061的小鼠中，引发了针对新表位M1、M30、M103和M106的免疫应答(图3A

和表7，免疫原性表位以灰色方框指出)。相比之下，在用VB4061+RSLAIL‑2治疗的小鼠中，还

有6种新表位诱导了免疫应答(M2、M8、M65、M112和M125)。从经过RSLAIL‑2单一疗法治疗的

小鼠中分离的脾细胞仅引发针对新表位M112的免疫应答。

[0200] 这些数据清楚地证明并且在另一个不同的临床前小鼠模型中证实，RSLAIL‑2在接

种VB4061的小鼠中强烈地协同加强新表位特异性IFN‑γT细胞应答，因此进一步验证了本

文提供的方法，其通过借助于施用基于DNA的个性化新抗原疫苗与T细胞增强剂诸如

RSLAIL‑2的组合而引起强烈的、新抗原聚焦的免疫应答，从而改善患者的临床结果。而且，
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在这些实验中，为小鼠注射肿瘤细胞以模拟荷瘤临床环境。观察到VB4061+RSLAIL‑2的组合

有效增加新表位特异性T细胞应答的广度(更多的新表位)和深度(对每种新表位更强的应

答)。

[0201] 在ELISpot测定法中分析单独小鼠的脾细胞，并且免疫原性表位的标准定义为≥

25个IFN‑γ+斑点/106个细胞和>平均阴性对照(VB1026)+2xSD(表7，平均阴性对照(VB1026

+2xSD)的数目在第二列中加阴影。

[0202] 数字代表ELISpot中各个小鼠的重复，并且表示为SPU/106个脾细胞。从每份样品

针对每个新表位引发的平均SPU中减去培养基对照中SPU的平均数。将斑点计数<0的样品报

告为0。免疫原性表位定义为≥25个SPU/106个脾细胞和>平均阴性对照(VB1026)+2xSD。被

认为具有免疫原性的表位由灰色方框指出。

表7.当用对应于VB4061疫苗中编码的新表位的肽再刺激时，来自分离自在有或没

有RSLAIL‑2的情况下接种VB4061的小鼠的脾细胞的IFN‑γ+细胞数(SPU)

[0203] 如在B16小鼠模型中观察到的，观察到用RSLAIL‑2治疗的小鼠的脾脏与接种

VB4061的小鼠相比增大约2‑3倍(表8)。正如B16模型的情况一样，计算每个脾脏中分泌IFN‑

γ+的T细胞的总数。在经过RSLAIL‑2+VB4061治疗的小鼠中观察到新表位特异性T细胞总数

增加4倍(图3B)。

[0204] RSLAIL‑2与VB4061组合对CD8+T细胞限制性新表位的协同作用甚至更显著，在组

合治疗组中增加6倍(参见图3C和图3D)。效应CD8+T细胞的诱导激活与RSLAIL‑2的机制一

致，已经证实RSLAIL‑2通过IL‑2Rβγ特异性地发出信号，已经证实IL‑2Rβγ由于IL‑2R链的

不同表达会促进肿瘤杀伤性淋巴细胞诸如NK细胞和CD8+T细胞的扩增和激活超过CD4+T细

胞。每个CT26肿瘤模型研究组关于总CD4+T细胞应答的结果示于图3D，其显示组合治疗组增
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加2.5倍。

表8.每个脾脏中的脾细胞总数和T细胞应答(SPU)

[0205] 至少基于上述结果，示例性的新表位癌症疫苗VB10.NEO和RSLAIL‑2的组合显著协

同加强新表位特异性T细胞应答，导致新表位特异性T细胞应答的量与VB10.NEO单一疗法相

比增加多达5倍。用VB10.NEO与RSLAIL‑2组合治疗的小鼠对每种新表位并且还对更多的新

表位表现出更强烈的应答，证明该组合增加了免疫应答的广度和深度。另外，新表位特异性

T细胞的频率和总数均升高。而且，与CD4+T细胞应答相比，对CD8+T细胞应答的协同作用甚

至更显著，这支持了该组合诱导强烈的新表位特异性CD8+T细胞应答的能力。

实例3

在CT26结肠癌小鼠模型中用VB10.NEO新抗原DNA疫苗和(2,7‑(双‑甲氧基PEG10KD‑

甲酰胺)(9H‑芴‑9‑基)甲基N‑氨基甲酸酯)6avg白介素‑2以及抗PD‑1抗体进行的组合疗法

[0206] 进行该实验以探索RSLAIL‑2是否能在CT26肿瘤模型中增加接种了VB4061和抗PD‑

1抗体的小鼠中的肿瘤保护性免疫应答。采用的示例性治疗性新抗原DNA疫苗VB4061编码来

自CT26的20种新表位，如上表2以及图7和图8所示。

[0207] 在该研究中，从詹维尔实验室获得36只雌性BALB/cJRj小鼠。所有Balb/c小鼠在第

0天用致死剂量的5×104个CT26肿瘤细胞激发。在第0天、第3天、第7天、第10天、第14天、第

27天和第64天，经电穿孔肌内(i.m.)施用50μg  VB4061。腹膜内(i.p.)注射200μg抗PD‑1抗

体。第7天开始每天7次(Q7d)，并静脉内(i.v.)注射0.8mg/kg  RSLAIL‑2。第18天开始每天9

次(Q9d)。VB1026(如表2所述)用作阴性对照，并与VB4061同一天施用。本研究中使用的pDNA

质粒示于表2并且疫苗接种方案示于表9。

表9.治疗性疫苗接种计划

[0208] 在肿瘤细胞注射后第56天，用VB4061+抗PD‑1抗体(n＝6)或用VB4061+抗PD‑1抗体

+RSLAIL‑2的三重组合(n＝7)治疗的无肿瘤小鼠用第二致死剂量的5×104个CT26肿瘤细胞
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再次激发。包括原初Balb/c小鼠(n＝6)作为体内肿瘤细胞生长的对照。未进行进一步疫苗

接种。

[0209] 通过使用电子卡尺来测量体重和肿瘤体积大小而定期监测CT26细胞的肿瘤生长。

根据评分表密切跟踪小鼠的健康状况。在肿瘤达到>体重的10％之前处死小鼠。

[0210] 单独的和与抗PD‑1组合的VB4061诱导肿瘤保护性应答(数据未示出)。在该研究

中，证实疫苗接种可诱导肿瘤保护性免疫应答(图4A‑4D)。而且，该实验的结果说明，当与

RSLAIL‑2组合施用时，接种了VB4061和抗PD‑1的小鼠中的肿瘤保护作用得以进一步加强。

肿瘤生长、无瘤小鼠和总存活率示于图4A‑4C。

[0211] 再次激发：用第二致死剂量的5×104个CT26肿瘤细胞再次激发两个治疗分组中在

第56天无肿瘤的Balb/c小鼠，而不进一步治疗。包括原初Balb/c小鼠(n＝6)作为对照以监

测肿瘤生长。在再次激发后观察小鼠的肿瘤生长直至第71天。所有6只对照小鼠快速发展肿

瘤并处死。相比之下，用VB4061+抗PD‑1或VB4061+抗PD‑1+RSLAIL‑2预处理的所有小鼠受到

针对第二致死剂量的CT26肿瘤细胞的完全保护‑证明诱导保护性记忆免疫应答(图4D)。

[0212] 统计分析：两个治疗组的肿瘤生长曲线(图4A)与对照组有统计学差异，然而，两个

治疗组没有统计学差异(表10)。

表10.治疗组肿瘤生长的统计分析(来自双因素ANOVA的邓尼特多重比较检验)

(各组肿瘤生长(平均值)的多重比较(通过Graph  Pad  Prism  6.05分析)

ns＝不显著，P<0.05。＊＝P<0.05，＊＊＝P≤0.01，＊＊＊＝P≤0.001，＊＊＊＊

＝P≤0.0001。

[0213] 在三联疗法VB4061+抗PD‑1抗体+RSLAIL‑2治疗组中观察到肿瘤生长减少，其中

50％的三联治疗小鼠保持无肿瘤并且从未建立肿瘤。相比之下，仅20％接受VB4061+抗PD‑1

抗体而无RSLAIL‑2的小鼠(图4B)受到保护。尽管治疗组之间存在数值差异，但使用Mantel‑

Cox检验的统计学分析得到P＝0.2083的P值(表11)。

[0214] 在两个治疗分组中，观察到建立的肿瘤的肿瘤消退，并且在VB4061+抗PD‑1和
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VB4061+抗PD‑1+RSLAIL‑2治疗组的总存活率分别为70％和80％(图4C)。使用两个治疗分组

的存活曲线的Mantel‑Cox检验的统计学分析显示，在这两组中没有统计学显著差异，但是

与对照组相比时，两个治疗组都达到显著性(表11)。

表11.治疗组的统计分析(Mantel‑Cox检验)：原发性肿瘤激发中的肿瘤生长和总

存活率

ns＝不显著且＊＊＊＊＝P≤0.0001。在Graph  Pad  Prism  6.05中进行分析

[0215] 在再次激发实验中，两个治疗组都对致死剂量的CT26细胞具有完全的保护作用，

并且两组在肿瘤生长和总存活率方面与对照组均有统计学差异(表12)。

表12.治疗组的统计分析(Mantel‑Cox检验)：再次激发中的肿瘤生长和总存活率

ns＝不显著且＊＊＊＊＝P≤0.0001。

[0216] 如在接种了VB4061+抗PD1的小鼠中观察到的肿瘤保护作用，当与T细胞扩增剂即

RSLAIL‑2组合时进一步强化。这些结果证明这些独特且非重叠的机制的整合可用于产生对

已建立肿瘤的有效治疗。在用致死剂量的肿瘤细胞再次激发的小鼠中，两个治疗组都受到

完全保护，证明该疗法诱导长效的肿瘤保护性记忆免疫应答。

[0217] 在小鼠中进行的肿瘤激发实验中，似乎在开始用RSLAIL‑2治疗时的肿瘤负荷可以

预测应答‑例如，当施用第一剂RSLAIL‑2时肿瘤大小小于6mm时，对于更多数目的小鼠观察

到完全应答。

[0218] 未治疗的小鼠(对照)和用VB4061+抗PD‑1+RSLAIL‑2治疗的小鼠组的肿瘤长度通

过使用电子卡尺测量肿瘤长度大小(mm)来进一步定期监测。在该研究中，证实在CT26结肠

癌小鼠模型中疫苗接种可以诱导肿瘤消退和稳定(图7A‑7B)。该实验的结果说明，当与

RSLAIL‑2组合施用时，接种了VB4061和抗PD‑1的小鼠中的肿瘤保护作用得以进一步加强。

如图7B所示，用VB4061和抗PD‑1为小鼠接种并联合施用RSLAIL‑2在具有相对较小肿瘤(例

如小于约5‑6mm的肿瘤)的小鼠中引起快速、完全且持久的肿瘤消退，以及较大肿瘤(例如大

于约5‑6mm且甚至大于约10mm的肿瘤)的持久稳定。

实例4

在患有局部晚期或转移性黑素瘤、非小细胞肺癌(NSCLC)、透明肾细胞癌、尿路上
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皮癌或头颈部鳞状细胞癌的用现行护理标准免疫检查点阻断未达到完全应答的患者中单

独用个性化VB10.NEO新抗原DNA疫苗或用(2,7‑(双‑甲氧基PEG10KD‑甲酰胺)(9H‑芴‑9‑基)

甲基N‑氨基甲酸酯)6avg白介素‑2进行的人类1/2A期研究。

[0219] 目的：该1/2a期研究的主要目的是评估(i)多个剂量的3mg  VB10.NEO免疫疗法和

(ii)多个剂量的3mg  VB10.NEO免疫疗法与0.006mg/kg  RSLAIL‑2组合的安全性/耐受性。次

要目的包括(i)评估多个剂量的3mg  VB10 .NEO免疫疗法的免疫原性和多个剂量的3mg 

VB10.NEO免疫疗法与0.006mg/kg  RSLAIL‑2组合的免疫原性，以及(ii)另外初步评估多个

剂量的3mg  VB10.NEO免疫疗法的功效和多个剂量的3mg  VB10.NEO免疫疗法与0.006mg/kg 

RSLAIL‑2组合的功效。另外的探索性目的包括，例如，在治疗期间免疫特征改变的研究，以

及在单独的VB10.NEO免疫疗法或与RSLAIL‑2组合之后免疫应答和临床功效之间的相关性

的探索。

[0220] 理由：临床前研究(上文)已经证实，VB10.NEO和RSLAIL‑2的组合协同加强新表位

特异性T细胞应答，导致新表位特异性T细胞应答的量与单独的VB10.NEO相比增加5倍。用

VB10.NEO与RSLAIL‑2组合治疗的小鼠表现出对每种新表位和增加数目的新表位更强的应

答，表明免疫应答的广度和深度都升高。该组合对CD8+T细胞应答显示出甚至更明显的作

用，因为与任一种药剂单独施用时相比，该组合引起对更多新表位的新表位特异性CD8+T细

胞应答，进一步强化了该组合诱导强烈的新表位特异性CD8+T细胞应答的能力。在治疗性肿

瘤模型中，在用VB10.NEO、RSLAIL‑2和检查点抑制剂即抗PD‑1抗体的三重组合治疗的小鼠

中观察到增加数目的完全应答者，证明将已在临床前模型中证实会产生对已建立肿瘤的有

效治疗的这些独特且非重叠的机制集合在一起的强有力的理由。

[0221] 该试验研究了多个剂量的VB10.NEO与RSLAIL‑2组合对局部晚期或转移性实体瘤

患者中检查点抑制背景的安全性、免疫原性和有效性。在组合分组中，患者接受VB10.NEO疫

苗接种和0.006mg/kg  IV  RSLAIL‑2，第一剂在VB10.NEO疫苗接种开始后11周施用。更具体

地，这项开放标签的首次人体1/2a期研究设计用于评价在局部晚期或转移性实体瘤(包括

黑素瘤、NSCLC(非小细胞肺癌)、透明细胞RCC(肾细胞癌)、尿道上皮癌或SCCHN(头颈部鳞状

细胞癌))的患者中以个性化VB10.NEO或VB10.NEO和RSLAIL‑2免疫疗法组合多次给药的安

全性和功效，这些患者用现行护理标准(即，检查点抑制剂疗法，CPI)没有达到完全应答。

CPI护理标准包括，例如，纳武单抗、派姆单抗或阿特珠单抗。该研究方案可在研究过程中进

行修改。

[0222] 该研究的A部分由5个不同肿瘤实体中的6个分组组成。所有患者在CPI疗法背景下

施用VB10.NEO。患者至少从疫苗制造开始接受CPI(分组1、5A和5B)或再持续≥12周(分组2‑

4)。分组5(SCCHN)分为分组5A和分组5B。分组5A施用VB10.NEO，而分组5B接受VB10.NEO和

RSLAIL‑2的组合。

·分组1黑素瘤         VB10.NEO

·分组2  NSCLC         VB10.NEO

·分组3  RCC           VB10.NEO

·分组4尿路上皮癌     VB10.NEO

·分组5A  SCCHN        VB10.NEO

·分组5B  SCCHN        VB10.NEO+RSLAIL‑2(组合)
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[0223] 在研究的第一阶段(部分A)中，每个分组中治疗最多10名患者。

[0224] 研究的部分B将在一定数量的患者入组并在部分A中分析后开放。扩展部分B将包

括最多3个肿瘤特异性扩展队列。

[0225] 该研究分为3个周期：筛选及制造期、治疗期和长期随访期。

[0226] 新抗原疫苗pVB10.NEO是6297‑7407个碱基对的非复制、非整合、遗传稳定和非致

病性的裸露的、共价闭合、环状和超螺旋的双链脱氧核糖核酸(DNA)质粒，这取决于个性化

疫苗中所包含的新表位的数目。它编码由3个模块组成的单一重组同型二聚体蛋白：靶向模

块、二聚化模块和新表位抗原模块。后者由多个(10‑20个)包括跨越几个(14‑27个)氨基酸

总长的体细胞突变/改变以形成新表位序列并通过10个氨基酸的富含甘氨酸/丝氨酸的柔

性接头连接在一起的患者特异性新表位组成。新表位抗原模块经由源自人IgG3的二聚化模

块与天然人趋化因子巨噬细胞炎性蛋白‑1α(靶向模块)连接。转录物翻译为大约100kDa的

含603‑973个氨基酸的蛋白质，其形成大约200kDa的二聚体蛋白。参见图12。

[0227] 在新表位之间使用的富含甘氨酸/丝氨酸的接头典型地对于不同患者疫苗而言基

于对连接序列的评价在构建体之间变化，使得优选的接头是排除类似于在人类基因组中发

现的序列的连接表位的接头。可在新表位之间使用的说明性接头包括SEQ  ID  NO:67‑76中

提供的接头。

[0228] VB10.NEO疫苗的筛选、制造和递送：VB10.NEO在2mL无菌环烯烃共聚物小瓶中作为

在磷酸盐缓冲盐水pH7.4中浓度为3mg/mL的无菌即用型溶液提供。将小瓶储存在‑20℃(±5

℃)。使用无针注射系统， Stratis  0.5mL无针注射系统施用疫苗。

[0229] 为了制备个性化疫苗，基于鉴定诱导自身免疫性风险低的免疫原性新表位的合格

算法选择新表位。然后合成单独的VB10.NEO疫苗；估计从肿瘤取样到施用的过程将花费大

约12至16周，优选6‑10周，更优选4‑6周。通过肌内注射给予疫苗接种。

[0230] 满足所有合格标准(例如，预期寿命≥6个月且持续良好的体力状态(东部肿瘤协

作组[ECOG]体力状态≤1)的患者可接受进入试验。

[0231] 分组1‑4：作为患者的护理标准并根据当前批准的适应症，筛选的患者必须接受至

少12周的检查点抑制剂(抗PD‑1或抗PD‑L1)。

[0232] 分组5A和分组5B：只要按照患者的SCCHN护理标准开始了CPI治疗，就可以筛选患

者。

[0233] 在筛选访视时，合格患者提供一份血样和至少一份肿瘤标本。血样和肿瘤标本是

强制性的。一旦获得足够的肿瘤标本，患者就入组，并且开始个性化新抗原疫苗制造期(大

约12‑16周)。

[0234] 将血液和组织样品纳入外显子组测序程序，其中将从血液和肿瘤样品测序的外显

子组进行比较以鉴定患者的个体体细胞肿瘤特异性突变(新表位)。将血液和组织样品纳入

外显子组测序程序，其中将从血液和筛选肿瘤样品测序的外显子组进行比较以鉴定患者的

个体体细胞肿瘤特异性突变(新表位)。当设计/组装VB10.NEO疫苗时，优先选择在多于一份

样品(新鲜活检组织、可获得的存档肿瘤标本和来自血液中的无细胞(cf)DNA)中发现的新

表位。

[0235] 对肿瘤样品进行RNA测序以选择在肿瘤中表达的蛋白质中发现的新表位。另外，将

血样用于HLA分型以选择结合个体患者的HLA分子的新表位。一旦获得患者特异性VB10.NEO

说　明　书 36/39 页

41

CN 113631185 A

41



疫苗并且如果患者特异性疫苗在制造后满足所有预先指定的产品发布标准，就开始用个性

化VB10.NEO免疫疗法进行疫苗接种。

[0236] 作为冻干粉提供的RSLAIL‑2在施用前由临床医生复溶，并且每个患者的剂量由患

者的体重(以千克计)决定。根据给药计划，在30(±5)分钟内以0.006mg/kg的起始剂量静脉

内施用RSLAIL‑2。除第一剂以外，RSLAIL‑2与VB10.NEO在同一天施用。首先进行疫苗接种，2

小时后进行RSLAIL‑2施用。如果在同一天进行CPI治疗，则给药以一定时间间隔按以下顺序

进行：(1)VB10.NEO(等待2小时)；(2)RSLAIL‑2(等待30分钟)；(3)CPI。

[0237] RSLAIL‑2容许剂量延迟和减少。RSLAIL‑2的施用可以延迟或基于观察到的药物相

关毒性将剂量减少至0.003mg/kg。如果RSLAIL‑2的剂量减少到0.003mg/kg，则在剩余研究

整个期间剂量水平都应该保持在该水平。

[0238] 在个性化疫苗制造期间，成像程序(计算机断层扫描/磁共振成像，例如CT/MRI)作

为标准患者护理的一部分进行，并且最新的成像程序用作功效评估的基线。具有完全应答

的患者或在治疗期开始之前已经停止CPI治疗的患者或已经开始另一种抗癌治疗的患者将

仍有可能在疫苗制造完成后与研究人员和申办者达成协议后接受VB10.NEO(和RSLAIL‑2

(对于分组5B而言))。

[0239] VB10.NEO(所有分组)：疫苗接种在第1次访视时开始。患者将至少从制造开始接受

CPI(分组5A和分组5B)或再持续≥12周(分组1‑4)。除CPI外，患者在预先指定的时间点接受

最多14次每次3mg  VB10.NEO的疫苗接种，持续长达1年。将VB10.NEO疫苗添加到这种持续的

CPI治疗中，并且不会代替、省略、推迟或终止标准疗法。在疫苗接种诱导期，除了他们的CPI

之外，患者还接受3次3mg  VB10.NEO的疫苗接种，每周3次。从第10周起，除了他们的CPI之

外，患者还将接受每周4次疫苗接种的维持治疗，从第一次疫苗接种起持续长达1年。

[0240] RSLAIL‑2(分组5B)：RSLAIL‑2给药开始于第11周(第8A次访视)，第四次VB10.NEO

疫苗接种后1周，并且是预计VB10.NEO已经产生稳健的新抗原特异性T细胞应答时。入组到

分组5A中的SCCHN患者，如果愿意并满足分组5B的所有纳入标准，可移入分组5B(在研究人

员和申办者同意后)，并且在第11周或在持续到第34周的维持期中任何稍后VB10.NEO疫苗

接种访视1周后开始用RSLAIL‑2治疗(即VB10 .NEO剂量10，第18周+1周)。接受至少1剂

VB10.NEO疫苗接种的患者有资格施用RSLAIL‑2。

[0241] 分组5B中的患者除了VB10.NEO和CPI之外还接受0.006mg/kg  IV  RSLAIL‑2。前2剂

RSLAIL‑2  4以每周3次的间隔施用，随后剂量以每周4次的间隔施用。继续治疗直至第18次

访视(第50周)时治疗结束(EoT)。根据RSLAIL‑2开始的时间点，患者接受最多11个剂量的

RSLAIL‑2。除第一RSLAIL‑2剂量外，所有随后剂量均与VB10.NEO在同一天施用。

活检和血液程序：

[0242] 分组1‑4：为了捕获筛选与第一次VB10.NEO疫苗接种之间的变化以及对VB10.NEO

疫苗接种的应答的变化，在第1次访视(第一次VB10.NEO疫苗接种)时进行至多3次活检并且

在第10次访视(第18周)时进行1次活检。这样产生总共最多10次活检(筛选时3次，第1次访

视时3次，第10次访视时1次，以及在第一次疫苗接种后的任何时间点最多3次另外的活检)。

[0243] 分组5A和分组5B：为了表征RSLAIL‑2施用之前与之后的变化，要求患者在第一次

施用RSLAIL‑2之前7天和之后15‑21天内提供任选的活检。另外，可在第1次访视时进行活

检。在这些时间点中的每个时间点，进行最多3次活检。这样产生总共最多13次活检(筛选时
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3次，第1次访视时3次，第一RSLAIL‑2剂量前1周3次，第一次施用后15‑21天3次，和第一次疫

苗接种后任何时间点1次另外的活检)。

[0244] 如果患者在试验过程中因任何原因接受切除，则应保护肿瘤材料以进一步分析。

[0245] 上述所有活检都是可选的，仅应在患者同意和安全可触及的病变的情况下进行，

根据研究人员的意见，该病变不会将患者置于不合理的风险中。研究人员将决定哪些肿瘤

病变是优选的，以及是否需要CT引导活检来保护具有足够肿瘤细胞含量的高质量样品。为

了最大程度降低患者的辐射负担，在本研究过程中，将CT引导活检限制为最多5次活检。

[0246] 所有分组：在筛选，第2、8、10、13和18次访视时采集血样以分离cfDNA用于外显子

组测序和监测治疗期间血浆中的患者特异性肿瘤突变。

[0247] 所有分组：在第1次访视(基线)、第8A次访视(第11周)、第11次访视(第22周)、第14

次访视(第34周)和第19次访视(最后一次疫苗接种后30天)时采集血样(外周血单核细胞

[PBMC])，以定量外周新表位特异性T细胞应答。对于在第50周之前终止参与或停止治疗的

患者，在最后一次疫苗接种后30天的随访时采集PBMC的血样。

[0248] 在分组5A和分组5B中，在第8B次访视/第12周时采集另外的血样(PBMC)。该样品用

于定量由T细胞扩增剂RSLAIL‑2诱导的外周新表位特异性T细胞应答。

[0249] 在分组5A和分组5B中，在第三次VB10.NEO疫苗接种后7‑14天(第7A次访视/第7周)

和第一次RSLAIL‑2施用后7天(第8B次访视/第12周)采集血样，以便精细表征新表位特异性

T细胞。功能分析可包括例如流式细胞术、ELISpot、酶联免疫吸附测定法和细胞毒性测定

法，并将与分离自肿瘤组织/标本的T细胞克隆进行比较。

[0250] 对治疗功效的评估如下。根据实践标准定定期通过iRECIST评估肿瘤对VB10.NEO

和RSLAIL‑2的应答。成像程序作为标准患者护理的一部分进行，并且由于参与本研究，患者

不暴露于任何进一步的辐射。

[0251] 由于VB10.NEO的12至16周的制造期，按照标准实践进行的至少2次成像程序应该

在治疗开始前可用，其中这两次中的后一次在第1次访视4周以内。

[0252] 第1次访视4周以内进行的成像是根据iRECIST进行肿瘤评估的基线。对于分组5B，

成像评估应优选尽可能接近第一剂RSLAIL‑2之前进行。

[0253] 理想地，使用相同的评估方法(成像方式，例如MRI或CT)，根据个体场所的标准护

理实践，在基线和所有随访检查期间，对个体患者表征每个鉴定和报告的病变。

[0254] 功效分析：VB10.NEO免疫疗法单独或与RSLAIL‑2组合的功效的早期迹象将基于总

应答率(ORR)、应答持续时间(DOR)、无进展存活期(PFS)、总存活期(OS)。对部分A和部分B中

的每个肿瘤实体特异性队列单独进行功效分析。将描述性地分析功效终点，包括适用比例

的95％置信区间。将使用Kaplan‑Meier乘积极限方法分析DOR、PFS和OS。

[0255] 进行的其他评估包括生命体征(体温、氧合、脉率、收缩和舒张BP、BP监测、脉搏和

ECG，以及血液评估。血液分析包括以下内容：白细胞差异分析、血红蛋白、血细胞比容、红细

胞计数、血小板计数、尿素、钙、氯化物、磷‑无机、钾、钠、肌酸酐、尿酸、C反应蛋白、ALT、AST、

γ‑谷氨酰转移酶、胆红素、脂肪酶、碱性磷酸酶、乳酸脱氢酶、促甲状腺激素(TSH)、游离三

碘甲状腺原氨酸(fT3)、游离甲状腺素(fT4)、葡萄糖、蛋白质、白蛋白、部分促凝血酶原激酶

时间、国际标准化比率、胆固醇、甘油三酯、胆碱酯酶、肌酸激酶。如果需要，还将收集血清并

冷冻以进行评估。还将进行尿分析。还将收集血样用于PBMC的分离和冷冻保存。
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[0256] 通过IFN‑γ酶联免疫斑点测定法(ELISpot)(一种T细胞活性的替代物)测量个性

化VB10.NEO疫苗策略的外周免疫应答。将单独地评估对疫苗中包含的每种新表位的免疫应

答。对于具有足够PBMC的患者，可以通过细胞表面标志物的流式细胞术分析、四聚体分析和

细胞内细胞因子染色来进行进一步分析，以表征T细胞分布。另外，可通过TCR测序进行T细

胞受体(TCR)库的进一步分析。
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序列表

<110>  内克塔治疗公司（Nektar  Therapeutics）

瓦西博迪公司（Vaccibody  AS）

<120>   用于治疗癌症的免疫治疗组合

<130>   SHE0567.PCT

<160>   77

<170>   PatentIn版本3.5

<210>   1

<211>   710

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   VB4011构建体

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(710)

<223>   VB4011构建体

<400>   1

Met  Gln  Val  Ser  Thr  Ala  Ala  Leu  Ala  Val  Leu  Leu  Cys  Thr  Met  Ala

1                5                    10                   15

Leu  Cys  Asn  Gln  Val  Leu  Ser  Ala  Pro  Leu  Ala  Ala  Asp  Thr  Pro  Thr

            20                   25                   30

Ala  Cys  Cys  Phe  Ser  Tyr  Thr  Ser  Arg  Gln  Ile  Pro  Gln  Asn  Phe  Ile

        35                   40                   45

Ala  Asp  Tyr  Phe  Glu  Thr  Ser  Ser  Gln  Cys  Ser  Lys  Pro  Ser  Val  Ile

    50                   55                   60

Phe  Leu  Thr  Lys  Arg  Gly  Arg  Gln  Val  Cys  Ala  Asp  Pro  Ser  Glu  Glu

65                   70                   75                   80

Trp  Val  Gln  Lys  Tyr  Val  Ser  Asp  Leu  Glu  Leu  Ser  Ala  Glu  Leu  Lys

                85                   90                   95

Thr  Pro  Leu  Gly  Asp  Thr  Thr  His  Thr  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Thr

            100                  105                  110

Pro  Pro  Pro  Cys  Pro  Arg  Cys  Pro  Gly  Gly  Gly  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                  120                  125

Ser  Gly  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser

    130                  135                  140

Arg  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys

145                  150                  155                  160
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Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Ser  Gly  Gln

                165                  170                  175

Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Asn  Thr  Thr  Pro  Pro  Met  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly

            180                  185                  190

Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln

        195                  200                  205

Gln  Gly  Asn  Ile  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn

    210                  215                  220

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

225                  230                  235                  240

Gly  Leu  Met  His  Gly  Asp  Thr  Pro  Thr  Leu  His  Glu  Tyr  Met  Leu  Asp

                245                  250                  255

Leu  Gln  Pro  Glu  Thr  Thr  Asp  Leu  Tyr  Gly  Tyr  Gly  Gln  Leu  Asn  Asp

            260                  265                  270

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

        275                  280                  285

Pro  Asp  Arg  Ala  His  Tyr  Asn  Ile  Val  Thr  Phe  Cys  Cys  Lys  Cys  Asp

    290                  295                  300

Ser  Thr  Leu  Arg  Leu  Cys  Val  Gln  Ser  Thr  His  Val  Asp  Ile  Arg  Thr

305                  310                  315                  320

Leu  Glu  Asp  Leu  Leu  Met  Gly  Thr  Leu  Gly  Ile  Val  Cys  Pro  Ile  Cys

                325                  330                  335

Ser  Gln  Lys  Pro  Gly  Gly  Gly  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Pro  Ser

            340                  345                  350

Lys  Pro  Ser  Phe  Gln  Glu  Phe  Val  Asp  Trp  Glu  Asn  Val  Ser  Pro  Glu

        355                  360                  365

Leu  Asn  Ser  Thr  Asp  Gln  Pro  Phe  Leu  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly

    370                  375                  380

Gly  Gly  Ser  Arg  Glu  Gly  Val  Glu  Leu  Cys  Pro  Gly  Asn  Lys  Tyr  Glu

385                  390                  395                  400

Met  Arg  Arg  His  Gly  Thr  Thr  His  Ser  Leu  Val  Ile  His  Asp  Gly  Gly

                405                  410                  415

Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Ser  His  Cys  His  Trp  Asn  Asp  Leu

            420                  425                  430

Ala  Val  Ile  Pro  Ala  Gly  Val  Val  His  Asn  Trp  Asp  Phe  Glu  Pro  Arg

        435                  440                  445

Lys  Val  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Arg  Gly

    450                  455                  460

His  Leu  Leu  Gly  Arg  Leu  Ala  Ala  Ile  Val  Gly  Lys  Gln  Val  Leu  Leu
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465                  470                  475                  480

Gly  Arg  Lys  Val  Val  Val  Val  Arg  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

                485                  490                  495

Gly  Ser  Phe  Arg  Arg  Lys  Ala  Phe  Leu  His  Trp  Tyr  Thr  Gly  Glu  Ala

            500                  505                  510

Met  Asp  Glu  Met  Glu  Phe  Thr  Glu  Ala  Glu  Ser  Asn  Met  Gly  Gly  Gly

        515                  520                  525

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Val  Val  Asp  Arg  Asn  Pro  Gln  Phe  Leu

    530                  535                  540

Asp  Pro  Val  Leu  Ala  Tyr  Leu  Met  Lys  Gly  Leu  Cys  Glu  Lys  Pro  Leu

545                  550                  555                  560

Ala  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Ser  Ser  Pro  Asp

                565                  570                  575

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

            580                  585                  590

Arg  Leu  Lys  Asp  Asn  Tyr  Met  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

        595                  600                  605

Ser  Glu  Phe  Lys  His  Ile  Lys  Ala  Phe  Asp  Arg  Thr  Phe  Ala  Asn  Asn

    610                  615                  620

Pro  Gly  Pro  Met  Val  Val  Phe  Ala  Thr  Pro  Gly  Met  Gly  Gly  Gly  Gly

625                  630                  635                  640

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Ser  Thr  Ala  Asn  Tyr  Asn  Thr  Ser  His  Leu

                645                  650                  655

Asn  Asn  Asp  Val  Trp  Gln  Ile  Phe  Glu  Asn  Pro  Val  Asp  Trp  Lys  Glu

            660                  665                  670

Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ser  Gly  Ser  Pro

        675                  680                  685

Phe  Pro  Ala  Ala  Val  Ile  Leu  Arg  Asp  Ala  Leu  His  Met  Ala  Arg  Gly

    690                  695                  700

Leu  Lys  Tyr  Leu  His  Gln

705                  710

<210>   2

<211>   1081

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(1081)

<223>   VB4061构建体
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<400>   2

Met  Gln  Val  Ser  Thr  Ala  Ala  Leu  Ala  Val  Leu  Leu  Cys  Thr  Met  Ala

1                5                    10                   15

Leu  Cys  Asn  Gln  Val  Leu  Ser  Ala  Pro  Leu  Ala  Ala  Asp  Thr  Pro  Thr

            20                   25                   30

Ala  Cys  Cys  Phe  Ser  Tyr  Thr  Ser  Arg  Gln  Ile  Pro  Gln  Asn  Phe  Ile

        35                   40                   45

Ala  Asp  Tyr  Phe  Glu  Thr  Ser  Ser  Gln  Cys  Ser  Lys  Pro  Ser  Val  Ile

    50                   55                   60

Phe  Leu  Thr  Lys  Arg  Gly  Arg  Gln  Val  Cys  Ala  Asp  Pro  Ser  Glu  Glu

65                   70                   75                   80

Trp  Val  Gln  Lys  Tyr  Val  Ser  Asp  Leu  Glu  Leu  Ser  Ala  Glu  Leu  Lys

                85                   90                   95

Thr  Pro  Leu  Gly  Asp  Thr  Thr  His  Thr  Ile  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp

            100                  105                  110

Thr  Pro  Pro  Pro  Cys  Pro  Arg  Cys  Pro  Gly  Gly  Gly  Ser  Ser  Gly  Gly

        115                  120                  125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro

    130                  135                  140

Ser  Arg  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val

145                  150                  155                  160

Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Ser  Gly

                165                  170                  175

Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Asn  Thr  Thr  Pro  Pro  Met  Leu  Asp  Ser  Asp

            180                  185                  190

Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp

        195                  200                  205

Gln  Gln  Gly  Asn  Ile  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His

    210                  215                  220

Asn  Arg  Phe  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu

225                  230                  235                  240

Gly  Gly  Leu  Met  His  Gly  Asp  Thr  Pro  Thr  Leu  His  Glu  Tyr  Met  Leu

                245                  250                  255

Asp  Leu  Gln  Pro  Glu  Thr  Thr  Asp  Leu  Tyr  Gly  Tyr  Gly  Gln  Leu  Asn

            260                  265                  270

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

        275                  280                  285

Glu  Pro  Asp  Arg  Ala  His  Tyr  Asn  Ile  Val  Thr  Phe  Cys  Cys  Lys  Cys

    290                  295                  300
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Asp  Ser  Thr  Leu  Arg  Leu  Cys  Val  Gln  Ser  Thr  His  Val  Asp  Ile  Arg

305                  310                  315                  320

Thr  Leu  Glu  Asp  Leu  Leu  Met  Gly  Thr  Leu  Gly  Ile  Val  Cys  Pro  Ile

                325                  330                  335

Cys  Ser  Gln  Lys  Pro  Gly  Gly  Gly  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Ser

            340                  345                  350

Gly  Ala  Arg  Ser  Gly  His  Ala  Arg  Ser  Ala  Tyr  Gln  Phe  Leu  Gln  Lys

        355                  360                  365

Gln  Val  Thr  Ala  Trp  Thr  Val  Ser  Gly  Thr  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

    370                  375                  380

Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Leu  Val  Cys  Asp  Phe  Gln  Ser  Phe  Lys  Tyr  Tyr

385                  390                  395                  400

Ala  His  Ala  Thr  Ser  Leu  Ala  Gly  His  Leu  Val  Ser  Cys  Pro  Leu  Gly

                405                  410                  415

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

            420                  425                  430

Phe  Asp  Leu  Ala  Ser  His  Tyr  His  Val  Lys  Phe  His  Tyr  Ala  Phe  Ala

        435                  440                  445

Leu  Asn  Arg  Arg  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Phe

    450                  455                  460

Ile  Ile  Leu  Leu  Val  Ser  Ser  Leu  Lys  Ile  Trp  Arg  Lys  Lys  Arg  Asp

465                  470                  475                  480

Arg  Arg  Cys  Ala  Ile  His  Asp  Ile  Arg  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly

                485                  490                  495

Gly  Gly  Ser  Asp  Glu  Ser  Glu  Met  Glu  Ser  Val  Lys  Lys  Ala  Thr  Ala

            500                  505                  510

Ile  Thr  Thr  Trp  Met  Val  Pro  Thr  Ala  Gln  Asp  Ala  Pro  Thr  Gly  Gly

        515                  520                  525

Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Leu  His  Ser  Gly  Gln  Asn  His  Leu

    530                  535                  540

Lys  Glu  Met  Ala  Ile  Ser  Val  Leu  Glu  Ala  Arg  Ala  Cys  Ala  Ala  Ala

545                  550                  555                  560

Gly  Gln  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Ile

                565                  570                  575

Gln  Thr  Ser  Lys  Tyr  Tyr  Met  Arg  Asp  Val  Ile  Ala  Ile  Glu  Ser  Ala

            580                  585                  590

Trp  Leu  Leu  Glu  Leu  Ala  Pro  His  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        595                  600                  605

Gly  Ser  Ser  Arg  Ala  Leu  Pro  Trp  Tyr  Arg  His  Trp  Leu  Arg  Ala  Leu
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    610                  615                  620

Arg  Ala  Ile  Pro  Thr  Gln  Ala  Asp  Val  Leu  Gln  Ile  His  Gly  Gly  Gly

625                  630                  635                  640

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Val  Ile  Leu  Pro  Gln  Ala  Pro  Ser  Gly

                645                  650                  655

Pro  Ser  Tyr  Ala  Thr  Tyr  Leu  Gln  Pro  Ala  Gln  Ala  Gln  Met  Leu  Thr

            660                  665                  670

Pro  Pro  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Met  Asp  Leu  Val

        675                  680                  685

Gly  Leu  Gln  Asn  Val  Arg  Asn  Ile  Pro  Ala  Ile  Pro  Leu  Thr  Gly  Leu

    690                  695                  700

Val  Gly  Phe  Pro  Ala  Gly  Phe  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

705                  710                  715                  720

Ser  Leu  Thr  Gly  Ile  Gln  Glu  Ile  Glu  Phe  Asn  Ile  Cys  Leu  Ile  Gln

                725                  730                  735

Met  Phe  Leu  Ile  His  Ala  Leu  Ser  Ala  Met  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

            740                  745                  750

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Pro  Ser  Leu  Ile  Met  Leu  Asn  Arg  Tyr  Phe

        755                  760                  765

Asn  Lys  Arg  His  Pro  Ile  Ala  Asn  Gly  Leu  Ala  Ala  Ala  Gly  Ser  Pro

    770                  775                  780

Val  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Lys  Glu  Pro  Pro  Leu

785                  790                  795                  800

His  Leu  Ala  Val  Ile  Asn  Asn  Arg  Leu  Ala  Val  Val  Asn  Ser  Leu  Leu

                805                  810                  815

Ser  Ala  Arg  His  Asp  Val  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            820                  825                  830

Gly  Asp  Val  Lys  Ile  His  Ala  His  Lys  Val  Val  Leu  Ala  Asn  Ile  Ser

        835                  840                  845

Pro  Tyr  Phe  Lys  Ala  Met  Phe  Thr  Gly  Asn  Leu  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

    850                  855                  860

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  His  Ile  His  Arg  Ala  Gly  Gly  Leu  Phe  Val

865                  870                  875                  880

Ala  Asp  Ala  Ile  Gln  Val  Gly  Phe  Gly  Arg  Ile  Gly  Lys  His  Phe  Trp

                885                  890                  895

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Leu  Thr  Lys  Gly  Val  Ile

            900                  905                  910

Val  Glu  Arg  Arg  Gly  Met  Pro  Phe  Val  Gly  Leu  Ala  Asp  Gly  Thr  Pro

        915                  920                  925
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Val  Asp  Met  Asp  His  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Ile

    930                  935                  940

Lys  Gly  Phe  Arg  Tyr  Glu  Leu  Tyr  Cys  Leu  Ala  Arg  Thr  Ala  Arg  Thr

945                  950                  955                  960

Pro  Leu  Cys  Leu  Leu  Tyr  Cys  Val  Arg  Pro  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

                965                  970                  975

Gly  Gly  Gly  Ser  Leu  Val  Glu  Gln  Ser  Asn  Val  Val  Leu  Ser  Thr  Leu

            980                  985                  990

Trp  Lys  Ser  His  Val  Thr  Gln  Ser   Gln  Val  Glu  Lys  Ala   Trp  Asn  Gly

        995                  1000                  1005

Gly  Gly   Gly  Ser  Gly  Gly  Gly   Gly  Ser  Asp  Lys  Pro   Leu  Arg  Arg

    1010                  1015                  1020

Asn  Asn   Ser  Tyr  Thr  Ser  Tyr   Ile  Met  Ala  Ile  Cys   Gly  Met  Pro

    1025                  1030                  1035

Leu  Asp   Ser  Phe  Arg  Ala  Gly   Gly  Gly  Gly  Ser  Gly   Gly  Gly  Gly

    1040                  1045                  1050

Ser  Gln   Pro  Leu  Ser  Ser  Thr   Pro  Val  Ser  Pro  Ile   Glu  Met  Arg

    1055                  1060                  1065

Lys  Leu   Ser  Gly  Lys  Gly  Arg   Ile  Thr  Ile  Arg  Ile   Thr

    1070                  1075                  1080

<210>   3

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)

<223>   CT26新表位

<400>   3

Ser  Gly  Ala  Arg  Ser  Gly  His  Ala  Arg  Ser  Ala  Tyr  Gln  Phe  Leu  Gln

1                5                    10                   15

Lys  Gln  Val  Thr  Ala  Trp  Thr  Val  Ser  Gly  Thr

            20                   25

<210>   4

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠（Mus  musculus）

<220>

<221>  尚未归类的特性
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<222>   (1) ..(27)

<223>   CT26新表位

<400>   4

Asp  Leu  Val  Cys  Asp  Phe  Gln  Ser  Phe  Lys  Tyr  Tyr  Ala  His  Ala  Thr

1                5                    10                   15

Ser  Leu  Ala  Gly  His  Leu  Val  Ser  Cys  Pro  Leu

            20                   25

<210>   5

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)

<223>   CT26新表位

<400>   5

Thr  Leu  Glu  Lys  Leu  Pro  Thr  Phe  Asp  Leu  Ala  Ser  His  Tyr  His  Val

1                5                    10                   15

Lys  Phe  His  Tyr  Ala  Phe  Ala  Leu  Asn  Arg  Arg

            20                   25

<210>   6

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)

<223>   CT26新表位

<400>   6

Glu  Phe  Ile  Ile  Leu  Leu  Val  Ser  Ser  Leu  Lys  Ile  Trp  Arg  Lys  Lys

1                5                    10                   15

Arg  Asp  Arg  Arg  Cys  Ala  Ile  His  Asp  Ile  Arg

            20                   25

<210>   7

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性
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<222>   (1) ..(27)

<223>   CT26新表位

<400>   7

Asp  Glu  Ser  Glu  Met  Glu  Ser  Val  Lys  Lys  Ala  Thr  Ala  Ile  Thr  Thr

1                5                    10                   15

Trp  Met  Val  Pro  Thr  Ala  Gln  Asp  Ala  Pro  Thr

            20                   25

<210>   8

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)

<223>   CT26新表位

<400>   8

Leu  His  Ser  Gly  Gln  Asn  His  Leu  Lys  Glu  Met  Ala  Ile  Ser  Val  Leu

1                5                    10                   15

Glu  Ala  Arg  Ala  Cys  Ala  Ala  Ala  Gly  Gln  Ser

            20                   25

<210>   9

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)

<223>   CT26新表位

<400>   9

Glu  Val  Ile  Gln  Thr  Ser  Lys  Tyr  Tyr  Met  Arg  Asp  Val  Ile  Ala  Ile

1                5                    10                   15

Glu  Ser  Ala  Trp  Leu  Leu  Glu  Leu  Ala  Pro  His

            20                   25

<210>   10

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性
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<222>   (1) ..(27)

<223>   CT26新表位

<400>   10

Ser  Arg  Ala  Leu  Pro  Trp  Tyr  Arg  His  Trp  Leu  Arg  Ala  Leu  Arg  Ala

1                5                    10                   15

Ile  Pro  Thr  Gln  Ala  Asp  Val  Leu  Gln  Ile  His

            20                   25

<210>   11

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)

<223>   CT26新表位

<400>   11

Val  Ile  Leu  Pro  Gln  Ala  Pro  Ser  Gly  Pro  Ser  Tyr  Ala  Thr  Tyr  Leu

1                5                    10                   15

Gln  Pro  Ala  Gln  Ala  Gln  Met  Leu  Thr  Pro  Pro

            20                   25

<210>   12

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)

<223>   CT26新表位

<400>   12

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

1                5                    10                   15

Leu  Thr  Gly  Leu  Val  Gly  Phe  Pro  Ala  Gly  Phe

            20                   25

<210>   13

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性
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<222>   (1) ..(27)

<400>   13

Leu  Thr  Gly  Ile  Gln  Glu  Ile  Glu  Phe  Asn  Ile  Cys  Leu  Ile  Gln  Met

1                5                    10                   15

Phe  Leu  Ile  His  Ala  Leu  Ser  Ala  Met  Glu  Ser

            20                   25

<210>   14

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)

<223>   CT26新表位

<400>   14

Pro  Ser  Leu  Ile  Met  Leu  Asn  Arg  Tyr  Phe  Asn  Lys  Arg  His  Pro  Ile

1                5                    10                   15

Ala  Asn  Gly  Leu  Ala  Ala  Ala  Gly  Ser  Pro  Val

            20                   25

<210>   15

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)

<223>   CT26新表位

<400>   15

Lys  Glu  Pro  Pro  Leu  His  Leu  Ala  Val  Ile  Asn  Asn  Arg  Leu  Ala  Val

1                5                    10                   15

Val  Asn  Ser  Leu  Leu  Ser  Ala  Arg  His  Asp  Val

            20                   25

<210>   16

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)
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<223>   CT26新表位

<400>   16

Gly  Asp  Val  Lys  Ile  His  Ala  His  Lys  Val  Val  Leu  Ala  Asn  Ile  Ser

1                5                    10                   15

Pro  Tyr  Phe  Lys  Ala  Met  Phe  Thr  Gly  Asn  Leu

            20                   25

<210>   17

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)

<223>   CT26新表位

<400>   17

Glu  His  Ile  His  Arg  Ala  Gly  Gly  Leu  Phe  Val  Ala  Asp  Ala  Ile  Gln

1                5                    10                   15

Val  Gly  Phe  Gly  Arg  Ile  Gly  Lys  His  Phe  Trp

            20                   25

<210>   18

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)

<223>   CT26新表位

<400>   18

Leu  Thr  Lys  Gly  Val  Ile  Val  Glu  Arg  Arg  Gly  Met  Pro  Phe  Val  Gly

1                5                    10                   15

Leu  Ala  Asp  Gly  Thr  Pro  Val  Asp  Met  Asp  His

            20                   25

<210>   19

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)
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<223>   CT26新表位

<400>   19

Ile  Lys  Gly  Phe  Arg  Tyr  Glu  Leu  Tyr  Cys  Leu  Ala  Arg  Thr  Ala  Arg

1                5                    10                   15

Thr  Pro  Leu  Cys  Leu  Leu  Tyr  Cys  Val  Arg  Pro

            20                   25

<210>   20

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)

<223>   CT26新表位

<400>   20

Leu  Val  Glu  Gln  Ser  Asn  Val  Val  Leu  Ser  Thr  Leu  Trp  Lys  Ser  His

1                5                    10                   15

Val  Thr  Gln  Ser  Gln  Val  Glu  Lys  Ala  Trp  Asn

            20                   25

<210>   21

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)

<223>   CT26新表位

<400>   21

Asp  Lys  Pro  Leu  Arg  Arg  Asn  Asn  Ser  Tyr  Thr  Ser  Tyr  Ile  Met  Ala

1                5                    10                   15

Ile  Cys  Gly  Met  Pro  Leu  Asp  Ser  Phe  Arg  Ala

            20                   25

<210>   22

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)
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<223>   CT26新表位

<400>   22

Gln  Pro  Leu  Ser  Ser  Thr  Pro  Val  Ser  Pro  Ile  Glu  Met  Arg  Lys  Leu

1                5                    10                   15

Ser  Gly  Lys  Gly  Arg  Ile  Thr  Ile  Arg  Ile  Thr

            20                   25

<210>   23

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)

<223>   B16新表位

<400>   23

Pro  Ser  Lys  Pro  Ser  Phe  Gln  Glu  Phe  Val  Asp  Trp  Glu  Asn  Val  Ser

1                5                    10                   15

Pro  Glu  Leu  Asn  Ser  Thr  Asp  Gln  Pro  Phe  Leu

            20                   25

<210>   24

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)

<223>   B16新表位

<400>   24

Arg  Glu  Gly  Val  Glu  Leu  Cys  Pro  Gly  Asn  Lys  Tyr  Glu  Met  Arg  Arg

1                5                    10                   15

His  Gly  Thr  Thr  His  Ser  Leu  Val  Ile  His  Asp

            20                   25

<210>   25

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)
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<223>   B16新表位

<400>   25

Ser  His  Cys  His  Trp  Asn  Asp  Leu  Ala  Val  Ile  Pro  Ala  Gly  Val  Val

1                5                    10                   15

His  Asn  Trp  Asp  Phe  Glu  Pro  Arg  Lys  Val  Ser

            20                   25

<210>   26

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)

<223>   B16新表位

<400>   26

Gly  Arg  Gly  His  Leu  Leu  Gly  Arg  Leu  Ala  Ala  Ile  Val  Gly  Lys  Gln

1                5                    10                   15

Val  Leu  Leu  Gly  Arg  Lys  Val  Val  Val  Val  Arg

            20                   25

<210>   27

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)

<223>   B16新表位

<400>   27

Phe  Arg  Arg  Lys  Ala  Phe  Leu  His  Trp  Tyr  Thr  Gly  Glu  Ala  Met  Asp

1                5                    10                   15

Glu  Met  Glu  Phe  Thr  Glu  Ala  Glu  Ser  Asn  Met

            20                   25

<210>   28

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)
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<223>   B16新表位

<400>   28

Val  Val  Asp  Arg  Asn  Pro  Gln  Phe  Leu  Asp  Pro  Val  Leu  Ala  Tyr  Leu

1                5                    10                   15

Met  Lys  Gly  Leu  Cys  Glu  Lys  Pro  Leu  Ala  Ser

            20                   25

<210>   29

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)

<223>   B16新表位

<400>   29

Ser  Ser  Pro  Asp  Glu  Val  Ala  Leu  Val  Glu  Gly  Val  Gln  Ser  Leu  Gly

1                5                    10                   15

Phe  Thr  Tyr  Leu  Arg  Leu  Lys  Asp  Asn  Tyr  Met

            20                   25

<210>   30

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)

<223>   B16新表位

<400>   30

Glu  Phe  Lys  His  Ile  Lys  Ala  Phe  Asp  Arg  Thr  Phe  Ala  Asn  Asn  Pro

1                5                    10                   15

Gly  Pro  Met  Val  Val  Phe  Ala  Thr  Pro  Gly  Met

            20                   25

<210>   31

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)
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<223>   B16新表位

<400>   31

Ser  Thr  Ala  Asn  Tyr  Asn  Thr  Ser  His  Leu  Asn  Asn  Asp  Val  Trp  Gln

1                5                    10                   15

Ile  Phe  Glu  Asn  Pro  Val  Asp  Trp  Lys  Glu  Lys

            20                   25

<210>   32

<211>   27

<212>   PRT

<213>   小家鼠

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(27)

<223>   B16新表位

<400>   32

Asp  Ser  Gly  Ser  Pro  Phe  Pro  Ala  Ala  Val  Ile  Leu  Arg  Asp  Ala  Leu

1                5                    10                   15

His  Met  Ala  Arg  Gly  Leu  Lys  Tyr  Leu  His  Gln

            20                   25

<210>   33

<211>   10

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(10)

<223>   接头

<400>   33

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

1                5                    10

<210>   34

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>
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<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<223>   接头

<400>   34

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

1                5

<210>   35

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<223>   接头

<400>   35

Gly  Gly  Gly  Ser  Ser

1                5

<210>   36

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<223>   接头

<400>   36

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

1                5

<210>   37

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>
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<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<223>   接头

<400>   37

Leu  Gly  Gly  Gly  Ser

1                5

<210>   38

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<400>   38

Gly  Leu  Gly  Gly  Ser

1                5

<210>   39

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<223>   接头

<400>   39

Gly  Gly  Leu  Gly  Ser

1                5

<210>   40

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性
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<222>   (1) ..(5)

<223>   接头

<400>   40

Gly  Gly  Gly  Leu  Ser

1                5

<210>   41

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<400>   41

Gly  Gly  Gly  Gly  Leu

1                5

<210>   42

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<223>   接头

<400>   42

Leu  Gly  Gly  Ser  Gly

1                5

<210>   43

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)
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<223>   接头

<400>   43

Gly  Leu  Gly  Ser  Gly

1                5

<210>   44

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<223>   接头

<400>   44

Gly  Gly  Leu  Ser  Gly

1                5

<210>   45

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<223>   接头

<400>   45

Gly  Gly  Gly  Leu  Gly

1                5

<210>   46

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)
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<223>   接头

<400>   46

Gly  Gly  Gly  Ser  Leu

1                5

<210>   47

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<223>   接头

<400>   47

Leu  Gly  Gly  Ser  Ser

1                5

<210>   48

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<223>   接头

<400>   48

Gly  Leu  Gly  Ser  Ser

1                5

<210>   49

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)
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<223>   接头

<400>   49

Gly  Gly  Leu  Ser  Ser

1                5

<210>   50

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<223>   接头

<400>   50

Gly  Gly  Gly  Leu  Ser

1                5

<210>   51

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<223>   接头

<400>   51

Gly  Gly  Gly  Ser  Leu

1                5

<210>   52

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)
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<223>   接头

<400>   52

Leu  Gly  Leu  Gly  Ser

1                5

<210>   53

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<223>   接头

<400>   53

Gly  Leu  Gly  Leu  Ser

1                5

<210>   54

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<223>   接头

<400>   54

Gly  Leu  Leu  Gly  Ser

1                5

<210>   55

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)
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<223>   接头

<400>   55

Leu  Gly  Gly  Leu  Ser

1                5

<210>   56

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<223>   接头

<400>   56

Gly  Leu  Gly  Gly  Leu

1                5

<210>   57

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<223>   接头

<400>   57

Leu  Gly  Leu  Ser  Gly

1                5

<210>   58

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)
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<223>   接头

<400>   58

Gly  Leu  Leu  Ser  Gly

1                5

<210>   59

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<223>   接头

<400>   59

Gly  Gly  Leu  Ser  Leu

1                5

<210>   60

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<223>   接头

<400>   60

Gly  Gly  Leu  Leu  Gly

1                5

<210>   61

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)
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<223>   接头

<400>   61

Gly  Leu  Gly  Ser  Leu

1                5

<210>   62

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<223>   接头

<400>   62

Leu  Gly  Leu  Ser  Ser

1                5

<210>   63

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<223>   接头

<400>   63

Gly  Leu  Gly  Leu  Ser

1                5

<210>   64

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)
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<223>   接头

<400>   64

Gly  Gly  Leu  Leu  Ser

1                5

<210>   65

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<223>   接头

<400>   65

Gly  Leu  Gly  Ser  Leu

1                5

<210>   66

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1) ..(5)

<223>   接头

<400>   66

Gly  Leu  Ser  Gly  Leu

1                5

<210>   67

<211>   10

<212>   DNA

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<400>   67

sggggsgggg                                                              10

<210>   68
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<211>   10

<212>   DNA

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<400>   68

gsggggsggg                                                              10

<210>   69

<211>   10

<212>   DNA

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<400>   69

ggsggggsgg                                                              10

<210>   70

<211>   10

<212>   DNA

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<400>   70

gggsggggsg                                                              10

<210>   71

<211>   10

<212>   DNA

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<400>   71

gggssgggss                                                              10

<210>   72

<211>   10

<212>   DNA

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<400>   72

sgggssgggs                                                              10
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<210>   73

<211>   10

<212>   DNA

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<400>   73

ssgggssggg                                                              10

<210>   74

<211>   10

<212>   DNA

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<400>   74

gssgggssgg                                                              10

<210>   75

<211>   10

<212>   DNA

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<400>   75

ggssgggssg                                                              10

<210>   76

<211>   10

<212>   DNA

<213>  人工序列

<220>

<223>   接头

<400>   76

gggssgggsg                                                              10

<210>   77

<211>   5215

<212>   DNA

<213>  人工序列

<220>

<223>   pVB10.骨架构建体

<220>
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<221>  尚未归类的特性

<222>   (1143) ..(1421)

<223>   靶向模块

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1422) ..(1502)

<223>  二聚化模块

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1503) ..(1532)

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1533) ..(1853)

<223>  二聚化模块

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1854) ..(1868)

<223>   接头

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1854) ..(1866)

<223>   SfiI克隆位点

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1869) ..(1869)

<223>   n是新抗原模块

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1870) ..(1882)

<223>   SfiI克隆位点

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1885) ..(1889)

<223>  限制性位点

<220>

<221>  尚未归类的特性

<222>   (1885) ..(1890)

<223>  限制性位点
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<400>   77

tggccattgc  atacgttgta  tccatatcat  aatatgtaca  tttatattgg  ctcatgtcca       60

acattaccgc  catgttgaca  ttgattattg  actagttatt  aatagtaatc  aattacgggg      120

tcattagttc  atagcccata  tatggagttc  cgcgttacat  aacttacggt  aaatggcccg      180

cctggctgac  cgcccaacga  cccccgccca  ttgacgtcaa  taatgacgta  tgttcccata      240

gtaacgccaa  tagggacttt  ccattgacgt  caatgggtgg  agtatttacg  gtaaactgcc      300

cacttggcag  tacatcaagt  gtatcatatg  ccaagtacgc  cccctattga  cgtcaatgac      360

ggtaaatggc  ccgcctggca  ttatgcccag  tacatgacct  tatgggactt  tcctacttgg      420

cagtacatct  acgtattagt  catcgctatt  accatggtga  tgcggttttg  gcagtacatc      480

aatgggcgtg  gatagcggtt  tgactcacgg  ggatttccaa  gtctccaccc  cattgacgtc      540

aatgggagtt  tgttttggca  ccaaaatcaa  cgggactttc  caaaatgtcg  taacaactcc      600

gccccattga  cgcaaatggg  cggtaggcgt  gtacggtggg  aggtctatat  aagcagagct      660

cgtttagtga  accgtcagat  cgcctggaga  cgccatccac  gctgttttga  cctccataga      720

agacaccggg  accgatccag  cctccgcggc  cgggaacggt  gcattggaac  gcggattccc      780

cgtgccaaga  gtgacgtaag  taccgcctat  agactctata  ggcacacccc  tttggctctt      840

atgcatgcta  tactgttttt  ggcttggggc  ctatacaccc  ccgcttcctt  atgctatagg      900

tgatggtata  gcttagccta  taggtgtggg  ttattgacca  ttattgacca  ctccaacggt      960

ggagggcagt  gtagtctgag  cagtactcgt  tgctgccgcg  cgcgccacca  gacataatag     1020

ctgacagact  aacagactgt  tcctttccat  gggtcttttc  tgcagtcacc  gtcgtcgacg     1080

gtatcgataa  gcttgatatc  gaattcacgt  gggcccggta  ccgtatactc  tagagcggcc     1140

gcatgcaggt  ctccactgct  gcccttgccg  tcctcctctg  caccatggct  ctctgcaacc     1200

aggtcctctc  tgcaccactt  gctgctgaca  cgccgaccgc  ctgctgcttc  agctacacct     1260

cccgacagat  tccacagaat  ttcatagctg  actactttga  gacgagcagc  cagtgctcca     1320

agcccagtgt  catcttccta  accaagagag  gccggcaggt  ctgtgctgac  cccagtgagg     1380

agtgggtcca  gaaatacgtc  agtgacctgg  agctgagtgc  cgagctcaaa  accccacttg     1440

gtgacacaac  tcacacagag  cccaaatctt  gtgacacacc  tcccccgtgc  ccaaggtgcc     1500

caggcggtgg  aagcagcgga  ggtggaagtg  gaggacagcc  ccgagaacca  caggtgtaca     1560

ccctgccccc  atcccgggag  gagatgacca  agaaccaggt  cagcctgacc  tgcctggtca     1620

aaggcttcta  ccccagcgac  atcgccgtgg  agtgggagag  cagcgggcag  ccggagaaca     1680

actacaacac  cacgcctccc  atgctggact  ccgacggctc  cttcttcctc  tacagcaagc     1740

tcaccgtgga  caagagcagg  tggcagcagg  ggaacatctt  ctcatgctcc  gtgatgcatg     1800

aggctctgca  caaccgcttc  acgcagaaga  gcctctccct  gtctccgggt  aaaggcctcg     1860

gtggcctgng  gcctgcaggg  cctgagatct  ttttccctct  gccaaaaatt  atggggacat     1920

catgaagccc  cttgagcatc  tgacttctgg  ctaataaagg  aaatttattt  tcattgcaat     1980

agtgtgttgg  aattttttgt  gtctctcact  cggaaggaca  tatgggaggg  caaatcattt     2040

aaaacatcag  aatgagtatt  tggtttagag  tttggcaaca  tatgcccatt  cttccgcttc     2100

ctcgctcact  gactcgctgc  gctcggtcgt  tcggctgcgg  cgagcggtat  cagctcactc     2160

aaaggcggta  atacggttat  ccacagaatc  aggggataac  gcaggaaaga  acatgtgagc     2220

aaaaggccag  caaaaggcca  ggaaccgtaa  aaaggccgcg  ttgctggcgt  ttttccatag     2280
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gctccgcccc  cctgacgagc  atcacaaaaa  tcgacgctca  agtcagaggt  ggcgaaaccc     2340

gacaggacta  taaagatacc  aggcgtttcc  ccctggaagc  tccctcgtgc  gctctcctgt     2400

tccgaccctg  ccgcttaccg  gatacctgtc  cgcctttctc  ccttcgggaa  gcgtggcgct     2460

ttctcatagc  tcacgctgta  ggtatctcag  ttcggtgtag  gtcgttcgct  ccaagctggg     2520

ctgtgtgcac  gaaccccccg  ttcagcccga  ccgctgcgcc  ttatccggta  actatcgtct     2580

tgagtccaac  ccggtaagac  acgacttatc  gccactggca  gcagccactg  gtaacaggat     2640

tagcagagcg  aggtatgtag  gcggtgctac  agagttcttg  aagtggtggc  ctaactacgg     2700

ctacactaga  agaacagtat  ttggtatctg  cgctctgctg  aagccagtta  ccttcggaaa     2760

aagagttggt  agctcttgat  ccggcaaaca  aaccaccgct  ggtagcggtg  gtttttttgt     2820

ttgcaagcag  cagattacgc  gcagaaaaaa  aggatctcaa  gaagatcctt  tgatcttttc     2880

tacggggtct  gacgctcagt  ggaacgaaaa  ctcacgttaa  gggattttgg  tcatgagatt     2940

atcaaaaagg  atcttcacct  agatcctttt  aaattaaaaa  tgaagtttta  aatcaatcta     3000

aagtatatat  gagtaaactt  ggtctgacag  ttaccaatgc  ttaatcagtg  aggcacctat     3060

ctcagcgatc  tgtctatttc  gttcatccat  agttgcctga  ctcggggggg  gggggcgctg     3120

aggtctgcct  cgtgaagaag  gtgttgctga  ctcataccag  ggcaacgttg  ttgccattgc     3180

tacaggcatc  gtggtgtcac  gctcgtcgtt  tggtatggct  tcattcagct  ccggttccca     3240

acgatcaagg  cgagttacat  gatcccccat  gttgtgcaaa  aaagcggtta  gctccttcgg     3300

tcctccgatc  gttgtcagaa  gtaagttggc  cgcagtgtta  tcactcatgg  ttatggcagc     3360

actgcataat  tctcttactg  tcatgccatc  cgtaagatgc  ttttctgtga  ctggtgagta     3420

ctcaaccaag  tcattctgag  aatagtgtat  gcggcgaccg  agttgctctt  gcccggcgtc     3480

aatacgggat  aataccgcgc  cacatagcag  aactttaaaa  gtgctcatca  ttggaaaacg     3540

ttcttcgggg  cgaaaactct  caaggatctt  accgctgttg  agatccagtt  cgatgtaacc     3600

cactcgtgca  cctgaatcgc  cccatcatcc  agccagaaag  tgagggagcc  acggttgatg     3660

agagctttgt  tgtaggtgga  ccagttggtg  attttgaact  tttgctttgc  cacggaacgg     3720

tctgcgttgt  cgggaagatg  cgtgatctga  tccttcaact  cagcaaaagt  tcgatttatt     3780

caacaaagcc  gccgtcccgt  caagtcagcg  taatgctctg  ccagtgttac  aaccaattaa     3840

ccaattctga  ttagaaaaac  tcatcgagca  tcaaatgaaa  ctgcaattta  ttcatatcag     3900

gattatcaat  accatatttt  tgaaaaagcc  gtttctgtaa  tgaaggagaa  aactcaccga     3960

ggcagttcca  taggatggca  agatcctggt  atcggtctgc  gattccgact  cgtccaacat     4020

caatacaacc  tattaatttc  ccctcgtcaa  aaataaggtt  atcaagtgag  aaatcaccat     4080

gagtgacgac  tgaatccggt  gagaatggca  aaagcttatg  catttctttc  cagacttgtt     4140

caacaggcca  gccattacgc  tcgtcatcaa  aatcactcgc  atcaaccaaa  ccgttattca     4200

ttcgtgattg  cgcctgagcg  agacgaaata  cgcgatcgct  gttaaaagga  caattacaaa     4260

caggaatcga  atgcaaccgg  cgcaggaaca  ctgccagcgc  atcaacaata  ttttcacctg     4320

aatcaggata  ttcttctaat  acctggaatg  ctgttttccc  ggggatcgca  gtggtgagta     4380

accatgcatc  atcaggagta  cggataaaat  gcttgatggt  cggaagaggc  ataaattccg     4440

tcagccagtt  tagtctgacc  atctcatctg  taacatcatt  ggcaacgcta  cctttgccat     4500

gtttcagaaa  caactctggc  gcatcgggct  tcccatacaa  tcgatagatt  gtcgcacctg     4560

attgcccgac  attatcgcga  gcccatttat  acccatataa  atcagcatcc  atgttggaat     4620
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ttaatcgcgg  cctcgagcaa  gacgtttccc  gttgaatatg  gctcataaca  ccccttgtat     4680

tactgtttat  gtaagcagac  agttttattg  ttcatgatga  tatattttta  tcttgtgcaa     4740

tgtaacatca  gagattttga  gacacaacgt  ggctttcccc  ccccccccat  tattgaagca     4800

tttatcaggg  ttattgtctc  atgagcggat  acatatttga  atgtatttag  aaaaataaac     4860

aaataggggt  tccgcgcaca  tttccccgaa  aagtgccacc  tgacgtctaa  gaaaccatta     4920

ttatcatgac  attaacctat  aaaaataggc  gtatcacgag  gccctttcgt  ctcgcgcgtt     4980

tcggtgatga  cggtgaaaac  ctctgacaca  tgcagctccc  ggagacggtc  acagcttgtc     5040

tgtaagcgga  tgccgggagc  agacaagccc  gtcagggcgc  gtcagcgggt  gttggcgggt     5100

gtcggggctg  gcttaactat  gcggcatcag  agcagattgt  actgagagtg  caccatatgc     5160

ggtgtgaaat  accgcacaga  tgcgtaagga  gaaaataccg  catcagattg  gctat          5215
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图1
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图2A

图2B
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图2C

图2D
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图3A

图3B
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图3C

图3D
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图4A

图4B
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图4C

图4D
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图5A

说　明　书　附　图 8/23 页
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图5B

说　明　书　附　图 9/23 页
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图5C

说　明　书　附　图 10/23 页
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