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利用泛等位基因模型进行的新抗原鉴别

(57)摘要

一种用于鉴别可能被MHC等位基因呈递在受

试者的肿瘤细胞表面上的新抗原的方法。通过对

所述受试者的肿瘤细胞进行测序来获得肿瘤新

抗原的肽序列和MHC等位基因的肽序列。将所述

肿瘤新抗原的肽序列和所述MHC等位基因的肽序

列输入机器学习呈递模型中以产生所述肿瘤新

抗原的呈递可能性，每个呈递可能性代表了新抗

原被所述MHC等位基因中的至少一个呈递在所述

受试者的肿瘤细胞表面上的可能性。基于所述呈

递可能性选择所述新抗原的子集。

权利要求书5页  说明书156页

序列表72页  附图59页

CN 111868080 B

2024.11.29

CN
 1
11
86
80
80
 B



1.一种用于鉴别来自受试者的一个或多个肿瘤细胞的可能被一个或多个MHC等位基因

呈递在所述肿瘤细胞表面上的至少一种新抗原的方法，所述方法包括以下步骤：

从所述受试者的所述肿瘤细胞和正常细胞获得外显子组、转录组或全基因组核苷酸测

序数据中的至少一种，其中所述核苷酸测序数据被用于获得代表通过比较来自所述肿瘤细

胞的核苷酸测序数据和来自所述正常细胞的核苷酸测序数据鉴别的新抗原集合中每一种

新抗原的肽序列的数据，其中每种新抗原的肽序列包含至少一个使其不同于从所述受试者

的正常细胞鉴别的相应野生型肽序列的变化；

将所述新抗原中的每一种的肽序列编码成相应的数字矢量，每个数字矢量包含有关构

成所述肽序列的多个氨基酸和所述氨基酸在所述肽序列中的位置的集合的信息；

从所述受试者的所述肿瘤细胞获得外显子组、转录组或全基因组核苷酸测序数据中的

至少一种，其中所述核苷酸测序数据被用于获得代表所述受试者的所述一个或多个MHC等

位基因中的每一个的肽序列的数据；

将所述受试者的所述一个或多个MHC等位基因中的每一个的肽序列编码成相应的数字

矢量，每个数字矢量包含有关构成所述肽序列的多个氨基酸和所述氨基酸在所述肽序列中

的位置的集合的信息；

使用计算机处理器将编码所述新抗原中的每一种的肽序列的数字矢量和编码所述一

个或多个MHC等位基因中的每一个的肽序列的数字矢量输入机器学习呈递模型中，以产生

对于所述新抗原集合的呈递可能性集合，所述集合中的每个呈递可能性代表了相应的新抗

原被所述一个或多个MHC等位基因呈递在所述受试者的肿瘤细胞表面上的可能性，所述机

器学习呈递模型包含：

至少基于训练数据集鉴别的多个参数，所述训练数据集包含：

对于多个样品中的每个样品，通过质谱测量与被鉴别为存在于所述样品中的MHC等位

基因集合中的至少一个MHC等位基因结合的肽的存在而获得的标记；

对于每个样品，编码为包含有关构成所述肽的多个氨基酸和所述氨基酸在所述肽中的

位置的集合的信息的数字矢量的训练肽序列；以及

对于每个样品，编码为包含有关构成与所述样品的所述肽结合的至少一个MHC等位基

因的多个氨基酸以及所述氨基酸在所述至少一个MHC等位基因中的位置的集合的信息的数

字矢量的训练肽序列；

代表作为输入接收的编码所述新抗原中的每一种的肽序列的数字矢量和编码所述一

个或多个MHC等位基因中的每一个的肽序列的数字矢量与基于所述数字矢量和所述参数作

为输出生成的呈递可能性之间的关系的函数；

其中，所述受试者的一个或多个MHC等位基因包括机器学习呈递模型先前未遇到过的

至少一个未知MHC等位基因，

其中，所述多个参数包括在MHC等位基因集合之间共享的参数；

基于所述呈递可能性集合选择所述新抗原集合的子集，以产生选定的新抗原的集合；

以及

回收所述选定的新抗原的集合。

2.根据权利要求1所述的方法，其中将编码所述新抗原中的每一种的肽序列的数字矢

量和编码所述一个或多个MHC等位基因中的每一个的肽序列的数字矢量输入所述机器学习
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呈递模型中包括：

将所述机器学习呈递模型应用于所述新抗原的所述肽序列并应用于所述一个或多个

MHC等位基因的所述肽序列，以生成所述一个或多个MHC等位基因中的每一个的依赖性分

数，所述依赖性分数指示所述MHC等位基因是否会基于所述肽序列的特定位置处的特定氨

基酸呈递所述新抗原。

3.根据权利要求2所述的方法，其中将编码所述新抗原中的每一种的肽序列的数字矢

量和编码所述一个或多个MHC等位基因中的每一个的肽序列的数字矢量输入所述机器学习

呈递模型中进一步包括：

变换所述依赖性分数以产生每一MHC等位基因的相应独立等位基因可能性，由此指示

所述相应MHC等位基因会呈递所述相应新抗原的可能性；及

将所述独立等位基因可能性组合以产生所述新抗原的呈递可能性。

4.根据权利要求3所述的方法，其中变换所述依赖性分数将所述新抗原的呈递建模为

在所述一个或多个MHC等位基因之间相互排斥。

5.根据权利要求2所述的方法，其中将编码所述新抗原中的每一种的肽序列的数字矢

量和编码所述一个或多个MHC等位基因中的每一个的肽序列的数字矢量输入所述机器学习

呈递模型中进一步包括：

变换所述依赖性分数的组合以产生呈递可能性，其中变换所述依赖性分数的组合将所

述新抗原的呈递建模为在所述一个或多个MHC等位基因之间存在干扰。

6.根据权利要求2‑5中任一项所述的方法，其中所述呈递可能性集合通过至少一个或

多个等位基因非相互作用特征进一步鉴别，并且进一步包括：

将所述机器学习呈递模型应用于所述等位基因非相互作用特征，以产生所述等位基因

非相互作用特征的依赖性分数，所述依赖性分数指示所述相应新抗原的肽序列是否将基于

所述等位基因非相互作用特征而被呈递。

7.根据权利要求6所述的方法，其进一步包括：

将所述一个或多个MHC等位基因的每个MHC等位基因的依赖性分数与所述等位基因非

相互作用特征的依赖性分数组合；

变换每个MHC等位基因的所述组合的依赖性分数以产生每个MHC等位基因的独立等位

基因可能性，由此指示所述相应MHC等位基因将呈递所述相应新抗原的可能性；及

组合所述独立等位基因可能性以产生所述呈递可能性。

8.根据权利要求6所述的方法，其进一步包括：

组合所述MHC等位基因中每一个的所述依赖性分数与所述等位基因非相互作用特征的

所述依赖性分数；及

变换所述组合的依赖性分数以产生所述呈递可能性。

9.根据权利要求1‑8中任一项所述的方法，其中所述一个或多个MHC等位基因包括两个

或更多个不同的MHC等位基因。

10.根据权利要求1‑9中任一项所述的方法，其中所述肽序列包括长度不为9个氨基酸

的肽序列。

11.根据权利要求1‑10中任一项所述的方法，其中编码肽序列包括使用独热编码方案

编码所述肽序列。
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12.根据权利要求1‑11中任一项所述的方法，其中所述多个样品包括以下中的至少一

种：

(a)被工程改造成表达单个MHC等位基因的一种或多种细胞系；

(b)被工程改造成表达多个MHC等位基因的一种或多种细胞系；

(c)从多个患者获得或得到的一种或多种人细胞系；

(d)从多个患者获得的新鲜或冷冻的肿瘤样品；以及

(e)从多个患者获得的新鲜或冷冻的组织样品。

13.根据权利要求1‑12中任一项所述的方法，其中所述训练数据集还包含以下中的至

少一种：

(a)与所述肽中的至少一种的肽‑MHC结合亲和力测量值相关的数据；及

(b)与所述肽中的至少一种的肽‑MHC结合稳定性测量值相关的数据。

14.根据权利要求1‑13中任一项所述的方法，其中所述呈递可能性集合进一步通过至

少由RNA‑seq或质谱法测量的所述受试者中所述一个或多个MHC等位基因的表达水平鉴别。

15.根据权利要求1‑14中任一项所述的方法，其中所述呈递可能性集合通过特征进一

步鉴别，所述特征包括以下中的至少一种：

(a)预测的所述新抗原集合中的新抗原与所述一个或多个MHC等位基因之间的亲和力；

及

(b)预测的所述新抗原编码的肽‑MHC复合物的稳定性。

16.根据权利要求1‑15中任一项所述的方法，其中所述数字可能性集合通过特征进一

步鉴别，所述特征包括以下中的至少一种：

(a)在源蛋白质序列内侧接所述新抗原编码肽序列的C末端序列；及

(b)在源蛋白质序列内侧接所述新抗原编码肽序列的N末端序列。

17.根据权利要求1‑16中任一项所述的方法，其中选择所述选定的新抗原的集合包括

基于所述机器学习呈递模型，选择被呈递在所述肿瘤细胞表面上的可能性相对于未选择的

新抗原有所增加的新抗原。

18.根据权利要求1‑17中任一项所述的方法，其中选择所述选定的新抗原的集合包括

基于所述机器学习呈递模型，选择能够在所述受试者体内诱导肿瘤特异性免疫应答的可能

性相对于未选择的新抗原有所增加的新抗原。

19.根据权利要求1‑18中任一项所述的方法，其中选择所述选定的新抗原的集合包括

基于所述呈递模型，选择能够被专职抗原呈递细胞(APC)呈递至天然T细胞的可能性相对于

未选择的新抗原有所增加的新抗原，任选地其中所述APC是树突状细胞(DC)。

20.根据权利要求1‑19中任一项所述的方法，其中选择所述选定的新抗原的集合包括

基于所述机器学习呈递模型，选择经历中枢或外周耐受性抑制的可能性相对于未选择的新

抗原有所降低的新抗原。

21.根据权利要求1‑20中任一项所述的方法，其中选择所述选定的新抗原的集合包括

基于所述机器学习呈递模型，选择能够在所述受试者体内诱导针对正常组织的自体免疫应

答的可能性相对于未选择的新抗原有所降低的新抗原。

22.根据权利要求1‑21中任一项所述的方法，其中所述一种或多种肿瘤细胞选自由以

下组成的组：肺癌、黑素瘤、乳癌、卵巢癌、前列腺癌、肾癌、胃癌、结肠癌、睾丸癌、头颈癌、胰
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腺癌、脑癌、B细胞淋巴瘤、急性骨髓性白血病、慢性骨髓性白血病、慢性淋巴细胞性白血病

和T细胞淋巴细胞性白血病、非小细胞肺癌和小细胞肺癌。

23.根据权利要求1‑22中任一项所述的方法，其进一步包括从所述选定的新抗原的集

合产生用于构建个性化癌症疫苗的输出。

24.根据权利要求23所述的方法，其中所述用于所述个性化癌症疫苗的输出包括编码

所述选定的新抗原的集合的至少一个肽序列或至少一个核苷酸序列。

25.根据权利要求1‑24中任一项所述的方法，其中所述机器学习呈递模型是神经网络

模型。

26.根据权利要求25所述的方法，其中所述神经网络模型包括包含布置在一个或多个

层中的一系列节点的单个神经网络模型，所述单个神经网络模型被配置为接收编码多个不

同MHC等位基因的肽序列的数字矢量。

27.根据权利要求26所述的方法，其中所述神经网络模型通过更新所述神经网络模型

的参数来进行训练。

28.根据权利要求25‑27中任一项所述的方法，其中所述机器学习呈递模型是包括一个

或多个节点层的深度学习模型。

29.根据权利要求1‑28中任一项所述的方法，

其中被编码为包含有关构成与所述样品的所述肽结合的至少一个MHC等位基因的多个

氨基酸以及所述氨基酸在所述至少一个MHC等位基因中的位置的集合的信息的数字矢量的

训练肽序列不包括：被输入所述机器学习呈递模型中以生成所述新抗原集合的呈递可能性

集合的受试者的MHC等位基因的肽序列。

30.根据权利要求1‑29中任一项所述的方法，其中与所述训练数据集的所述多个样品

中的每个样品的肽结合的至少一个MHC等位基因属于所述受试者的一个或多个MHC等位基

因所属于的基因家族。

31.根据权利要求1‑30中任一项所述的方法，其中与所述训练数据集的所述多个样品

中的每个样品的肽结合的至少一个MHC等位基因包括一个MHC等位基因。

32.根据权利要求1‑30中任一项所述的方法，其中与所述训练数据集的所述多个样品

中的每个样品的肽结合的至少一个MHC等位基因包括多于一个MHC等位基因。

33.根据权利要求1‑32中任一项所述的方法，其中所述一个或多个MHC等位基因是I类

MHC等位基因。

34.一种计算机系统，其包括：

计算机处理器；

内存，其用于存储计算机程序指令，所述指令在由所述计算机处理器执行时会导致所

述计算机处理器执行以下操作：

从受试者的肿瘤细胞和正常细胞获得外显子组、转录组或全基因组核苷酸测序数据中

的至少一种，其中所述核苷酸测序数据被用于获得代表通过比较来自所述肿瘤细胞的核苷

酸测序数据和来自所述正常细胞的核苷酸测序数据鉴别的新抗原集合中每一种新抗原的

肽序列的数据，其中每种新抗原的肽序列包含至少一个使其不同于从所述受试者的正常细

胞鉴别的相应野生型肽序列的变化；

将所述新抗原中的每一种的肽序列编码为相应的数字矢量，每个数字矢量包含有关构
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成所述肽序列的多个氨基酸和所述氨基酸在所述肽序列中的位置的集合的信息；

从所述受试者的一个或多个MHC等位基因中的每一个获得外显子组、转录组或全基因

组核苷酸测序数据中的至少一种，其中所述核苷酸测序数据被用于获得代表所述受试者的

一个或多个MHC等位基因中的每一个的肽序列的数据；

将所述受试者的一个或多个MHC等位基因中的每一个的肽序列编码为相应的数字矢

量，每个数字矢量包含有关构成所述肽序列的多个氨基酸和所述氨基酸在所述肽序列中的

位置的集合的信息；

使用计算机处理器将编码所述新抗原中的每一种的肽序列的数字矢量和编码所述一

个或多个MHC等位基因中的每一个的肽序列的数字矢量输入机器学习呈递模型中，以产生

对于所述新抗原集合的呈递可能性集合，所述集合中的每个呈递可能性代表了相应的新抗

原被所述一个或多个MHC等位基因呈递在所述受试者的肿瘤细胞表面上的可能性，所述机

器学习呈递模型包含：

至少基于训练数据集鉴别的多个参数，所述训练数据集包含：

对于多个样品中的每个样品，通过质谱测量与被鉴别为存在于所述样品中的MHC等位

基因集合中的至少一个MHC等位基因结合的肽的存在而获得的标记；

对于每个样品，编码为包含有关构成所述肽的多个氨基酸和所述氨基酸在所述肽中的

位置的集合的信息的数字矢量的训练肽序列；以及

对于每个样品，编码为包含有关构成与所述样品的所述肽结合的至少一个MHC等位基

因的多个氨基酸以及所述氨基酸在所述至少一个MHC等位基因中的位置的集合的信息的数

字矢量的训练肽序列；

代表作为输入接收的编码所述新抗原中的每一种的肽序列的数字矢量和编码所述一

个或多个MHC等位基因中的每一个的肽序列的数字矢量与基于所述数字矢量和所述参数作

为输出生成的呈递可能性之间的关系的函数；

其中，所述受试者的一个或多个MHC等位基因包括机器学习呈递模型先前未遇到过的

至少一个未知MHC等位基因，

其中，所述多个参数包括在MHC等位基因集合之间共享的参数；

基于所述呈递可能性集合选择所述新抗原集合的子集，以产生选定的新抗原的集合；

以及

回收所述选定的新抗原的集合。
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利用泛等位基因模型进行的新抗原鉴别

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求于2018年2月27日提交的美国临时申请号62/636 ,061的权益和优先

权。上面引用的申请的内容通过引用整体并入。

背景技术

[0003] 基于肿瘤特异性新抗原的治疗性疫苗和T细胞疗法作为下一代个性化癌症免疫疗

法具有广阔的前景。1–3鉴于产生新抗原的可能性相对较高，具有高突变负荷的癌症，如非小

细胞肺癌(NSCLC)和黑素瘤成为此类疗法的特别值得关注的靶标。4,5早期有证据显示，基于

新抗原的疫苗接种能够引起T细胞应答
6
并且靶向新抗原的T细胞疗法在某些情况下能够在

选择的患者中引起肿瘤消退。7I类MHC和II类MHC都对T细胞响应具有影响
70‑71。

[0004] 但是，鉴别新抗原和识别新抗原的T细胞已成为评估肿瘤响应
77 ,110、检查肿瘤进

展
111

和设计下一代个性化疗法
112

的主要挑战。目前的新抗原鉴别技术是费时和费力的
84,96

，

或者不够精确
87,91–93。尽管最近已证明识别新抗原的T细胞是TIL的主要成分

84,96,113,114
并且

在癌症患者的外周血中循环
107

，但目前用于鉴别新抗原反应性T细胞的方法具有以下三个

局限性的组合：(1)其依赖于难以获得的临床试样，例如TIL 9 7 ,9 8
或白细胞分离术

(leukaphereses)107(2)其需要筛选不切实际的大肽库
95
或(3)其依赖于MHC多聚体，这实际

上只对很小数量MHC等位基因数可用。

[0005] 另外，提出的初步方法并入了使用下一代测序的基于突变的分析、RNA基因表达及

候选新抗原肽的MHC结合亲和力预测
8。然而，提出的这些方法都无法模拟整个表位产生过

程，该过程除含有基因表达和MHC结合外，还含有许多步骤(例如TAP转运、蛋白酶体裂解、

MHC结合、将肽‑MHC复合物转运至细胞表面和/或TCR对MHC‑I的识别；内吞或自噬、通过细胞

外或溶酶体蛋白酶(例如组织蛋白酶)裂解、与CLIP肽竞争HLA‑DM催化的HLA结合、将肽‑MHC

复合物转运至细胞表面和/或TCR对MHC‑II的识别)9。因此，现有的方法可能会有低阳性预

测值(PPV)降低的问题。(图1A)

[0006] 事实上，多个研究团队所进行的关于由肿瘤细胞呈递的肽的分析显示，预计使用

基因表达和MHC结合亲和力呈递的肽中不到5％可以在肿瘤表面MHC上发现
10,11(图1B)。近期

观察到的仅针对突变数量的检查点抑制剂反应无法提高对结合受限的新抗原的预测准确

性进一步支持了结合预测与MHC呈递之间的这一低相关性。12

[0007] 现有的呈递预测方法的这一低阳性预测值(PPV)提出了有关基于新抗原的疫苗设

计和基于新抗原的T细胞疗法的问题。如果使用PPV低的预测方法来设计疫苗，则大多数患

者不太可能接受治疗性新抗原，且少数患者可能要接受一种以上新抗原(即使假设所有呈

递的肽都具有免疫原性)。同样，如果治疗性T细胞是基于低PPV的预测设计的，则大多数患

者不太可能接受对肿瘤新抗原具有反应性的T细胞，以及使用下游实验室技术在预测后鉴

定预测性新抗原的时间和物理资源成本可能过高。因此，用当前方法进行新抗原疫苗接种

和T细胞疗法不太可能在众多具有肿瘤的受试者中取得成功。(图1C)

[0008] 此外，先前的方法仅使用顺式作用突变来产生候选新抗原，而在很大程度上忽视

说　明　书 1/156 页

7

CN 111868080 B

7



了考虑neo‑ORF的其它来源，包括在多种肿瘤类型中出现且导致许多基因异常剪接的剪接

因子突变
13
，及产生或移除蛋白酶裂解位点的突变。

[0009] 最后，由于文库构建、外显子组和转录组捕捉、测序或数据分析的条件并非最佳条

件，故肿瘤基因组和转录组分析的标准方法可能会遗漏产生候选新抗原的体细胞突变。同

样，标准肿瘤分析方法可能会无意中促成序列伪影或生殖系多态现象作为新抗原，而分别

导致疫苗能力的低效使用或自身免疫的风险。

发明内容

[0010] 本文公开了一种鉴别和选择用于个性化癌症疫苗、用于T细胞疗法或其二者的新

抗原的优化方法。首先，提出了使用下一代测序(NGS)鉴别新抗原候选物的优化的肿瘤外显

子组和转录组分析方法。这些方法建立在标准NGS肿瘤分析方法的基础之上，以确保在所有

类别的基因组变化内推进最高敏感性和特异性的新抗原候选物。其次，提出了选择高PPV新

抗原的新颖方法来克服特异性问题并确保打算包括在疫苗中和/或作为T细胞疗法的靶标

的新抗原较大可能地引发抗肿瘤免疫。取决于实施方案，这些方法包括训练的统计回归或

非线性深度学习模型，该模型被配置成预测多种长度的肽的呈递，从而在泛等位基因(pan‑

allele)的基础上共享跨越不同长度的肽的统计强度。该模型能够预测肽将被任何MHC等位

基因(包括该模型先前在训练过程中未遇到的未知MHC等位基因)呈递的可能性。非线性深

度学习模型可以被特别地设计和训练成将同一细胞中的不同MHC等位基因视为独立的，由

此解决了线性模型所具有的不同MHC等位基因会相互干扰的问题。最后，解决了基于新抗原

的个性化疫苗设计和制造以及用于T细胞疗法的个性化新抗原特异性T细胞生产的其它需

要考虑的问题。

[0011] 本文公开的模型优于在结合亲和力上训练的最新预测器和基于MS肽数据的早期

预测器多达一个数量级。通过更可靠地预测肽的呈递，该模型可以使用临床实践方法以更

具时间和成本效益的方式鉴别用于个性化疗法的新抗原特异性或肿瘤抗原特异性T细胞，

其使用有限量的患者外周血，每位患者筛查少量的肽，并且不一定依赖于MHC多聚体。然而，

在另一个实施方案中，本文公开的模型可通过减少为了鉴别新抗原或肿瘤抗原特异性T细

胞而需要筛选的与MHC多聚体结合的肽的数目，来使用MHC多聚体以更具时间和成本效益的

方式鉴别肿瘤抗原特异性T细胞。

[0012] 本文公开的模型在TIL新表位数据集上的预测性能和前瞻性新抗原反应性T细胞

鉴别任务证明，现在有可能通过对HLA处理和呈递进行建模来获得治疗上有用的新表位预

测。总而言之，这项工作为抗原靶向免疫治疗提供了实用的计算机模拟抗原鉴别，从而加快

了治愈患者的进程。

附图说明

[0013] 参照以下描述和附图将更好地理解本发明的这些和其它特征、方面及优势，在附

图中：

[0014] 图1A显示当前用于鉴别新抗原的临床方法。

[0015] 图1B显示<5％的预测结合肽被呈递在肿瘤细胞上。

[0016] 图1C显示新抗原预测特异性问题的影响。
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[0017] 图1D显示结合预测不足以进行新抗原鉴别。

[0018] 图1E显示MHC‑I呈递的概率随肽长度的变化。

[0019] 图1F显示由Promega动态范围标准(dynamic  range  standard)生成的示例性肽

谱。

[0020] 图1G显示添加特征如何增加模型阳性预测值。

[0021] 图2A是根据一个实施方案，用于鉴别患者体内肽呈递的可能性的环境的概述。

[0022] 图2B和2C示出了根据一个实施方案的获得呈递信息的方法。

[0023] 图3是一个高级框图，示出了根据一个实施方案的呈递鉴别系统的计算机逻辑组

件。

[0024] 图4示出了根据一个实施方案的一组示例训练数据。

[0025] 图5示出了与MHC等位基因相关联的示例网络模型。

[0026] 图6示出了根据一个实施方案的由MHC等位基因共享的示例网络模型NNH(·)。

[0027] 图7示出了使用示例网络模型生成与一个MHC等位基因相关联的肽的呈递可能性。

[0028] 图8示出了使用示例网络模型生成与一个MHC等位基因相关联的肽的呈递可能性。

[0029] 图9示出了使用示例网络模型生成与多个MHC等位基因相关联的肽的呈递可能性。

[0030] 图10示出了使用示例网络模型生成与多个MHC等位基因相关联的肽的呈递可能

性。

[0031] 图11示出了使用示例网络模型生成与多个MHC等位基因相关联的肽的呈递可能

性。

[0032] 图12示出了使用示例网络模型生成与多个MHC等位基因相关联的肽的呈递可能

性。

[0033] 图13示出了根据一个实施方案的由MHC等位基因共享的示例网络模型NNH(·)。

[0034] 图14示出了与MHC等位基因不相关联的示例网络模型。

[0035] 图15示出了使用由MHC等位基因共享的示例网络模型来产生与MHC等位基因相关

联的肽的呈递可能性。

[0036] 图16示出了针对第一测试样品的由包含神经网络并且在包含测试的HLA等位基因

的样品上加以训练的泛等位基因模型输出的精确率/召回率曲线，以及针对第一测试样品

的由包含神经网络但没有在包含测试的HLA等位基因的样品上加以训练的泛等位基因模型

输出的精确率/召回率曲线。

[0037] 图17示出了针对第二测试样品的由包含神经网络并且在包含测试的HLA等位基因

的样品上加以训练的泛等位基因模型输出的精确率/召回率曲线，以及针对第二测试样品

的由包含神经网络但没有在包含测试的HLA等位基因的样品上加以训练的泛等位基因模型

输出的精确率/召回率曲线。

[0038] 图18示出了针对第三测试样品的由包含神经网络并且在包含测试的HLA等位基因

的样品上加以训练的泛等位基因模型输出的精确率/召回率曲线，以及针对第三测试样品

的由包含神经网络但没有在包含测试的HLA等位基因的样品上加以训练的泛等位基因模型

输出的精确率/召回率曲线。

[0039] 图19示出了由包含神经网络的泛等位基因模型、随机森林模型(random  forest 

model)、二次判别模型(quadratic  discriminant  model)，以及在包含测试的HLA等位基因
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的样品上加以训练的MHCFlurry模型输出的精确率/召回率曲线。

[0040] 图20示出了第一测试样品的由包含神经网络的泛等位基因模型、随机森林模型、

二次判别模型，以及在包含测试的HLA等位基因的样品上加以训练的MHCFlurry模型输出的

精确率/召回率曲线。

[0041] 图21示出了第二测试样品的由包含神经网络的泛等位基因模型、随机森林模型、

二次判别模型，以及在包含测试的HLA等位基因的样品上加以训练的MHCFlurry模型输出的

精确率/召回率曲线。

[0042] 图22示出了第三测试样品的由包含神经网络的泛等位基因模型、随机森林模型、

二次判别模型，以及在包含测试的HLA等位基因的样品上加以训练的MHCFlurry模型输出的

精确率/召回率曲线。

[0043] 图23A示出了NSCLC患者中突变负荷的样品频率分布。

[0044] 图23B示出了根据一个实施方案的基于患者是否满足最小突变负荷的纳入标准选

择的患者的模拟疫苗中呈递的新抗原的数量。

[0045] 图23C根据一个实施方案比较了与包含基于呈递模型鉴别的治疗子集的疫苗相关

的所选患者和与包含通过现有技术水平模型鉴别的治疗子集的疫苗相关的所选患者之间

的模拟疫苗中呈递的新抗原的数量。

[0046] 图23D比较了与包含基于HLA‑A*02:01的单独立等位基因呈递模型鉴别的治疗子

集的疫苗相关的所选患者和与包含基于HLA‑A*02:01和HLA‑B*07:02的双独立等位基因呈

递模型鉴别的治疗子集的疫苗相关的所选患者之间的模拟疫苗中呈递的新抗原的数量。根

据一个实施方案，疫苗容量设置为v＝20个表位。

[0047] 图23E根据一个实施方案比较了基于突变负荷选择的患者和通过期望效用分数选

择的患者之间的模拟疫苗中呈递的新抗原的数量。

[0048] 图24比较了当在五个留出测试样品上测试使用呈递热点参数的泛等位基因呈递

模型和不使用呈递热点参数的泛等位基因呈递模型时该泛等位基因模型在40％召回率下

的阳性预测值(PPV)。

[0049] 图25A比较了对于包含12个不同测试样品(每个测试样品均取自具有至少一种预

先存在的T细胞应答的患者)的测试集而言，在排名前5位、前10位和前20位的体细胞突变中

由T细胞(例如，预先存在的T细胞应答)识别的体细胞突变所占的比例，所述排名前5位、前

10位和前20位的体细胞突变是使用标准HLA结合亲和力预测以>2TPM阈值对如通过RNA‑

seq、等位基因特异性神经网络模型和泛等位基因神经网络模型测定的基因表达鉴别出的。

[0050] 图25B比较了对于包含12个不同测试样品(每个测试样品均取自具有至少一种预

先存在的T细胞应答的患者)的测试集而言，在排名前5位、前10位和前20位的最小新表位中

由T细胞(例如，预先存在的T细胞应答)识别的最小新表位所占的比例，所述排名前5位、前

10位和前20位的最小新表位是使用标准HLA结合亲和力预测以>2TPM阈值对如通过RNA‑

seq、等位基因特异性神经网络模型和泛等位基因神经网络模型测定的基因表达鉴别出的。

[0051] 图26A描绘了对于9位患者的患者特异性新抗原肽库的T细胞应答的检测。

[0052] 图26B描绘了对于4位患者的个体患者特异性新抗原肽的T细胞应答的检测。

[0053] 图26C描绘了患者CU04的ELISpot孔的示例图像。

[0054] 图27A描绘了来自在HLA匹配的健康供体中用新抗原进行的对照实验的结果。
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[0055] 图27B描绘了来自在HLA匹配的健康供体中用新抗原进行的对照实验的结果。

[0056] 图28描绘了对于图26A中描绘的每个供体和每个体外扩增，对PHA阳性对照的T细

胞应答的检测。

[0057] 图29A描绘了针对患者CU04对库#2中的每个个体患者特异性新抗原肽的T细胞应

答的检测。

[0058] 图29B描绘了对于患者CU04的三次访问中的每一次访问以及对于患者1‑024‑002

的两次访问中的每一次访问，针对对个体患者特异性新抗原肽的T细胞应答的检测，每次访

问发生在不同的时间点。

[0059] 图29C描绘了对于患者CU04的两次访问中的每一次访问以及对于患者1‑024‑002

的两次访问中的每一次访问，针对对个体患者特异性新抗原肽和患者特异性新抗原肽库的

T细胞应答的检测，每次访问发生在不同的时间点。

[0060] 图30描绘了对于图26A的患者，对两个患者特异性新抗原肽库和DMSO阴性对照的T

细胞应答的检测。

[0061] 图31A描绘了泛等位基因模型和等位基因特异性模型的针对每个包含II类MHC等

位基因的测试样品0的精确率‑召回率曲线。

[0062] 图31B描绘了泛等位基因模型和等位基因特异性模型的针对每个包含II类MHC等

位基因的测试样品1的精确率‑召回率曲线。

[0063] 图31C描绘了泛等位基因模型和等位基因特异性模型的针对每个包含II类MHC等

位基因的测试样品2的精确率‑召回率曲线。

[0064] 图31D描绘了泛等位基因模型和等位基因特异性模型的针对每个包含II类MHC等

位基因的测试样品4的精确率‑召回率曲线。

[0065] 图32描绘了对来自NSCLC患者的外周血的新抗原特异性记忆T细胞的TCR进行测序

的方法。

[0066] 图33描绘了用于将TCR引入到受体细胞中的TCR构建体的示例性实施方案。

[0067] 图34描绘了用于将TCR克隆到表达系统中以进行疗法开发的示例性P526构建体骨

架核苷酸序列。

[0068] 图35描绘了用于将患者新抗原特异性TCR，克隆型1TCR克隆到表达系统中以进行

疗法开发的示例性构建体序列。

[0069] 图36描绘了用于将患者新抗原特异性TCR，克隆型3克隆到表达系统中以进行疗法

开发的示例性构建体序列。

[0070] 图37是根据实施方案的用于向患者提供定制的新抗原特异性治疗的方法的流程

图。

[0071] 图38示出了用于实施图1和3中所示实体的示例计算机。

具体实施方式

[0072] I.定义

[0073] 一般说来，权利要求书和说明书中使用的术语意图解释为具有与本领域普通技术

人员所理解的普通含义。为清楚起见，以下定义某些术语。如果普通含义与所提供的定义之

间存在矛盾，应使用所提供的定义。
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[0074] 如本文所使用，术语“抗原”是诱导免疫应答的物质。

[0075] 如本文所使用，术语“新抗原”是具有至少一个使其不同于相应野生型亲本抗原的

变化的抗原，例如，该变化是肿瘤细胞突变或肿瘤细胞特异性翻译后修饰。新抗原可以包括

多肽序列或核苷酸序列。突变可以包括移码或非移码插入缺失、错义或无义取代、剪接位点

变化、基因组重排或基因融合，或产生neoORF的任何基因组或表达变化。突变还可以包括剪

接变体。肿瘤细胞特异性翻译后修饰可以包括异常磷酸化。肿瘤细胞特异性翻译后修饰还

可以包括蛋白酶体产生的剪接抗原。参见Liepe等人,A  large  fraction  of  HLA  class  I 

ligands  are  proteasome‑generated  spliced  peptides；Science .2016Oct  21；354

(6310):354‑358。

[0076] 如本文所使用，术语“肿瘤新抗原”是存在于受试者的肿瘤细胞或组织中但不存在

于受试者的相应正常细胞或组织中的新抗原。

[0077] 如本文所使用，术语“基于新抗原的疫苗”是基于一个或多个新抗原，例如多种新

抗原的疫苗构建体。

[0078] 如本文所使用，术语“候选新抗原”是产生可以代表新抗原的新序列的突变或其它

异常。

[0079] 如本文所使用，术语“编码区”是基因中编码蛋白质的部分。

[0080] 如本文所使用，术语“编码突变”是在编码区中存在的突变。

[0081] 如本文所使用，术语“ORF”是指开放阅读框。

[0082] 如本文所使用，术语“NEO‑ORF”是由突变或其它异常如剪接而产生的肿瘤特异性

ORF。

[0083] 如本文所使用，术语“错义突变”是导致一个氨基酸被另一个氨基酸取代的突变。

[0084] 如本文所使用，术语“无义突变”是导致一个氨基酸被终止密码子取代的突变。

[0085] 如本文所使用，术语“移码突变”是导致蛋白质框架改变的突变。

[0086] 如本文所使用，术语“插入缺失”是一个或多个核酸的插入或缺失。

[0087] 如本文在两个或更多个核酸或多肽序列的情况下使用的术语“同一性”百分比是

指当比较并对准达到最大对应性时，如使用以下描述的序列比较算法(例如BLASTP和

BLASTN，或技术人员可用的其它算法)之一测量或通过目测检查得到的两个或更多个序列

或子序列具有指定百分比的核苷酸或氨基酸残基是相同的。取决于应用，“同一性”百分比

可以存在于所比较的序列的某一区域内，例如在功能结构域内，或者存在于待比较的两个

序列的全长内。

[0088] 为进行序列比较，通常，一个序列充当参考序列，以与测试序列相比较。当使用序

列比较算法时，将测试序列和参考序列输入计算机，必要时指定子序列座标，并且指定序列

算法程序参数。然后，序列比较算法基于指定的程序参数计算测试序列相对于参考序列的

序列同一性百分比。或者，可以通过组合在所选序列位置(例如序列基元)处特定核苷酸，或

对于翻译的序列来说特定氨基酸的存在或不存在来确定序列相似性或不相似性。

[0089] 用于比较的最佳序列比对可以例如通过Smith和Waterman,Adv.Appl.Math.2:482

(1981)的局部同源性算法；Needleman和Wunsch,J.Mol.Biol.48:443(1970)的同源性比对

算法；Pearson和Lipman,Proc.Nat'l.Acad.Sci.USA  85:2444(1988)的相似性搜索方法；这

些算法的计算机化实施(Wisconsin  Genetics软件包中的GAP、BESTFIT、FASTA和TFASTA；
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Genetics  Computer  Group,575Science  Dr.,Madison,Wis.)；或通过目测检查(一般参见

Ausubel等人,见下文)来进行。

[0090] 适于测定序列同一性和序列相似性百分比的算法的一个实例是Altschul等人 ,

J.Mol.Biol.215:403‑410(1990)中描述的BLAST算法。执行BLAST分析的软件通过National 

Center  for  Biotechnology  Information公开可用。

[0091] 如本文所使用，术语“无终止或通读”是导致天然终止密码子移除的突变。

[0092] 如本文所使用，术语“表位”是抗原中通常由抗体或T细胞受体结合的特定部分。

[0093] 如本文所使用，术语“免疫原性”是例如通过T细胞、B细胞或两者引发免疫应答的

能力。

[0094] 如本文所使用，术语“HLA结合亲和力”、“MHC结合亲和力”意思指特定抗原与特定

MHC等位基因之间的结合亲和力。

[0095] 如本文所使用，术语“诱饵(bait)”是用于自样品富集特定DNA或RNA序列的核酸探

针。

[0096] 如本文所使用，术语“变体”是受试者的核酸与用作对照的参考人基因组之间的差

异。

[0097] 如本文所使用，术语“变体识别(variant  call)”是对通常由测序确定的变体存在

的算法确定。

[0098] 如本文所使用，术语“多态现象”是生殖系变体，即，在个体的所有带有DNA的细胞

中所发现的变体。

[0099] 如本文所使用，术语“体细胞变体”是在个体的非生殖系细胞中产生的变体。

[0100] 如本文所使用，术语“等位基因”是基因的一种形式，或是基因序列的一种形式，或

是蛋白质的一种形式。

[0101] 如本文所使用，术语“HLA型”是HLA基因等位基因的互补序列。

[0102] 如本文所使用，术语“无义介导的衰变”或“NMD”是由过早终止密码子引起的细胞

对mRNA的降解。

[0103] 如本文所使用，术语“躯干突变”是起源于肿瘤发展早期且存在于大多数肿瘤细胞

中的突变。

[0104] 如本文所使用，术语“亚克隆突变”是起源于肿瘤发展后期且仅存在于一小部分肿

瘤细胞中的突变。

[0105] 如本文所使用，术语“外显子组”是编码蛋白质的基因组的子组。外显子组可以是

基因组的全体外显子。

[0106] 如本文所使用，术语“逻辑回归”是由统计得到的二进制数据的回归模型，其中因

变量等于1的概率的分对数被建模为因变量的线性函数。

[0107] 如本文所使用，术语“神经网络”是用于分类或回归的机器学习模型，由多层线性

变换，继之以通常通过随机梯度下降和反向传播训练的逐元素非线性组成。

[0108] 如本文所使用，术语“蛋白质组”是由细胞、细胞群或个体表达和/或翻译的所有蛋

白质的集合。

[0109] 如本文所使用，术语“肽组”是由MHC‑I或MHC‑II呈递于细胞表面上的所有肽的集

合。肽组可以指一个细胞或一组细胞(例如肿瘤肽组，意思指构成肿瘤的所有细胞的肽组的
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联合)的特性。

[0110] 如本文所使用，术语“ELISPOT”意思指酶联免疫吸附斑点测定，这是一种用于监测

人和动物的免疫应答的常用方法。

[0111] 如本文所使用，术语“dextramer”是在流式细胞术中用于抗原特异性T细胞染色的

基于葡聚糖的肽‑MHC多聚体。

[0112] 如本文所用，术语“MHC多聚体”是包含多个肽‑MHC单体单元的肽‑MHC复合物。

[0113] 如本文所用，术语“MHC四聚体”是包含四个肽‑MHC单体单元的肽‑MHC复合物。

[0114] 如本文所使用，术语“耐受性或免疫耐受性”是对一种或多种抗原，例如自身抗原

免疫无反应性的状态。

[0115] 如本文所使用，术语“中枢耐受性”是通过缺失自身反应性T细胞克隆或通过促进

自身反应性T细胞克隆分化成免疫抑制性调控性T细胞(Treg)而在胸腺中经历的耐受性。

[0116] 如本文所使用，术语“外周耐受性”是通过使经历中枢耐受性而存活的自身反应性

T细胞下调或无反应性(anergizing)，或通过促进这些T细胞分化成Treg而在外周经历的耐

受性。

[0117] 术语“样品”可以包括借助于包括静脉穿刺、排泄、射精、按摩、活组织检查、针抽

吸、灌洗样品、刮取、手术切口或干预在内的手段，或本领域中已知的其它手段从受试者获

取单个细胞或多个细胞，或细胞碎片，或体液等分试样。

[0118] 术语“受试者”涵盖细胞、组织或生物体、人或非人，无论是体内、离体还是体外，雄

性还是雌性的。术语受试者包括含人在内的哺乳动物。

[0119] 术语“哺乳动物”涵盖人和非人两种，并且包括但不限于人、非人灵长类动物、犬科

动物、猫科动物、鼠科动物、牛科动物、马科动物及猪科动物。

[0120] 术语“临床因素”是指受试者状况，例如疾病活动性或严重程度的量度。“临床因

素”涵盖受试者健康状况的所有标志物，包括非样品标志物，和/或受试者的其它特征，如但

不限于年龄和性别。临床因素可以是能通过在确定条件下评价来自受试者的一个样品(或

样品群)或受试者而获得的分数、一个值或一组值。临床因素也可以由标志物和/或如基因

表达替代物之类其它参数进行预测。临床因素可以包括肿瘤类型、肿瘤亚型和吸烟史。

[0121] 缩写：MHC：主要组织相容性复合物；HLA：人白细胞抗原或人MHC基因座；NGS：下一

代测序；PPV：阳性预测值；TSNA：肿瘤特异性新抗原；FFPE：福尔马林固定、石蜡包埋；NMD：无

义介导的衰变；NSCLC：非小细胞肺癌；DC：树突状细胞。

[0122] 除非上下文另外清楚地规定，否则如本说明书和所附权利要求中所使用，单数形

式“一个(种)(a/an)”和“所述”包括多个参照物。

[0123] 本文中未直接定义的任何术语应理解为具有与本发明领域内所理解的通常与之

相关的含义。本文论述的某些术语是为了向从业人员描述本发明各方面的组合物、装置、方

法等以及其制备或使用提供额外的指导。应了解，相同的事物可以按超过一种方式表示。因

此，替代性措辞和同义词可以用于本文所论述的任一个或多个术语。无论本文中是否阐述

或论述术语都无关紧要。提供了一些同义词或可取代的方法、材料等。除非明确陈述，否则

对一个或数个同义词或等效物的叙述不排除其它同义词或等效物的使用。实例，包括术语

实例的使用只是出于说明的目的，且并非在本文中限制本发明各方面的范围和含义。

[0124] 说明书正文内引用的所有参考文献、颁布的专利和专利申请都是以引用的方式整
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体并入本文中用于所有目的。

[0125] II鉴别新抗原的方法

[0126] 本文公开了用于鉴别来自受试者的一个或多个肿瘤细胞的可能被一个或多个MHC

等位基因呈递在所述肿瘤细胞表面上的至少一种新抗原的方法。所述方法包括从受试者的

肿瘤细胞以及正常细胞获得外显子组、转录组和/或全基因组核苷酸测序数据。该核苷酸测

序数据被用于获得新抗原集合中的每种新抗原的肽序列。通过比较来自肿瘤细胞的核苷酸

测序数据和来自正常细胞的核苷酸测序数据来鉴别新抗原集合。具体地，新抗原集合中的

每种新抗原的肽序列包含至少一个使其不同于从受试者的正常细胞鉴别的相应野生型肽

序列的变化。所述方法进一步包括将新抗原集合中每种新抗原的肽序列编码成相应的数字

矢量。每个数字矢量包含描述构成肽序列的氨基酸和该氨基酸在肽序列中的位置的信息。

所述方法进一步包括从受试者肿瘤细胞获得外显子组、转录组和/或全基因组核苷酸测序

数据。这种核苷酸测序数据被用于获得受试者的一个或多个MHC等位基因中的每一个的肽

序列。将受试者的一个或多个MHC等位基因中的每一个的肽序列编码为相应的数字矢量。每

个数字矢量包含描述构成MHC等位基因肽序列的氨基酸以及这些氨基酸在MHC等位基因的

肽序列中的位置的信息。所述方法进一步包括将编码新抗原中的每一种的肽序列的数字矢

量以及编码一个或多个MHC等位基因中的每一个的肽序列的数字矢量输入机器学习呈递模

型中，以产生对于新抗原集合中每种新抗原的呈递可能性。每个呈递可能性代表了相应的

新抗原被一个或多个MHC等位基因呈递在受试者的肿瘤细胞表面上的可能性。机器学习呈

递模型包含多个参数和函数。所述多个参数基于训练数据集鉴别。所述训练数据集包含：对

于多个样品中的每个样品，通过质谱测量与被鉴别为存在于所述样品中的MHC等位基因集

合中的至少一个MHC等位基因结合的肽的存在而获得的标记、编码为包含描述构成肽的氨

基酸和该氨基酸在肽中的位置的信息的数字矢量的训练肽序列，以及编码为包含描述构成

与样品的肽结合的至少一个MHC等位基因的氨基酸和该氨基酸在MHC等位基因肽中的位置

的信息的数字矢量的训练肽序列。所述函数代表由机器学习呈递模型作为输入接收的所述

数字矢量与由机器学习呈递模型基于所述数字矢量和所述多个参数作为输出生成的呈递

可能性之间的关系。所述方法进一步包括基于所述呈递可能性选择所述新抗原集合的子

集，以产生选定的新抗原的集合；以及回收所选定新抗原的集合。

[0127] 在一些实施方案中，将编码新抗原中的每一种的肽序列的数字矢量和编码一个或

多个MHC等位基因中的每一个的肽序列的数字矢量输入机器学习呈递模型包括：将机器学

习呈递模型应用于新抗原的肽序列并应用于一个或多个MHC等位基因的肽序列，以生成一

个或多个MHC等位基因中的每一个的依赖性分数。MHC等位基因的依赖性分数指示MHC等位

基因是否会基于肽序列的特定位置处的特定氨基酸呈递新抗原。在进一步的实施方案中，

将编码新抗原中的每一种的肽序列的数字矢量和编码一个或多个MHC等位基因中的每一个

的肽序列的数字矢量输入机器学习呈递模型进一步包括：变换依赖性分数以得到每一MHC

等位基因的相应独立等位基因可能性，由此指示相应MHC等位基因会呈递相应新抗原的可

能性；及将独立等位基因可能性组合以产生新抗原的呈递可能性。在一些实施方案中，变换

依赖性分数将新抗原的呈递建模为在一个或多个MHC等位基因之间相互排斥。在可替代实

施方案中，将编码新抗原中的每一种的肽序列的数字矢量和编码一个或多个MHC等位基因

中的每一个的肽序列的数字矢量输入机器学习呈递模型进一步包括：变换依赖性分数的组
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合以产生呈递可能性。在这样的实施方案中，变换依赖性分数的组合将新抗原的呈递建模

为在一个或多个MHC等位基因之间进行干扰。

[0128] 在一些实施方案中，呈递可能性的集合通过至少一个或多个等位基因非相互作用

特征进一步鉴别。在这样的实施方案中，所述方法进一步包括将机器学习呈递模型应用于

等位基因非相互作用特征，以产生所述等位基因非相互作用特征的依赖性分数。依赖性分

数指示相应新抗原的肽序列是否将基于所述等位基因非相互作用特征而被呈递。在一些实

施方案中，所述方法进一步包括将一个或多个MHC等位基因中的每个MHC等位基因的依赖性

分数与等位基因非相互作用特征的依赖性分数组合，变换每个MHC等位基因的组合的依赖

性分数以产生每个MHC等位基因的独立等位基因可能性，及组合独立等位基因可能性以产

生呈递可能性。MHC等位基因的独立等位基因可能性指示MHC等位基因将呈递相应新抗原的

可能性。在替代实施方案中，所述方法进一步包括组合每个MHC等位基因的依赖性分数与所

述等位基因非相互作用特征的依赖性分数；及变换组合的依赖性分数以产生呈递可能性。

[0129] 在一些实施方案中，所述一个或多个MHC等位基因包括两个或更多个不同的MHC等

位基因。

[0130] 在一些实施方案中，肽序列包含长度不为9个氨基酸的肽序列。

[0131] 在一些实施方案中，编码肽序列包括使用独热编码方案编码所述肽序列。

[0132] 在一些实施方案中，所述多个样品包括以下至少一种：被工程改造成表达单个MHC

等位基因的细胞系；被工程改造成表达多个MHC等位基因的细胞系；从多个患者获得或得到

的人细胞系；从多个患者获得的新鲜或冷冻的肿瘤样品；以及从多个患者获得的新鲜或冷

冻的组织样品。

[0133] 在一些实施方案中，所述训练数据集还包含以下至少一种：与所述肽中的至少一

个的肽‑MHC结合亲和力测量值相关的数据；及与所述肽中的至少一个的肽‑MHC结合稳定性

测量值相关的数据。

[0134] 在一些实施方案中，呈递可能性集合进一步通过如由RNA‑seq或质谱法测量的所

述受试者中一个或多个MHC等位基因的表达水平鉴别。

[0135] 在一些实施方案中，呈递可能性集合通过特征进一步鉴别，所述特征包括以下中

的至少一种：预测的所述新抗原集合中的新抗原与一个或多个MHC等位基因之间的亲和力；

及预测的新抗原编码的肽‑MHC复合物的稳定性。

[0136] 在一些实施方案中，所述数字可能性集合通过特征进一步鉴别，所述特征包括以

下中的至少一种：在其源蛋白质序列内侧接所述新抗原编码肽序列的C末端序列；及在其源

蛋白质序列内侧接所述新抗原编码肽序列的N末端序列。

[0137] 在一些实施方案中，选择所述选定的新抗原的集合包括基于机器学习呈递模型，

选择被呈递在所述肿瘤细胞表面上的可能性相对于未选择的新抗原有所增加的新抗原。

[0138] 在一些实施方案中，选择所述选定的新抗原的集合包括基于机器学习呈递模型，

选择能够在受试者体内诱导肿瘤特异性免疫应答的可能性相对于未选择的新抗原有所增

加的新抗原。

[0139] 在一些实施方案中，选择所述选定的新抗原的集合包括基于呈递模型，选择能够

被专职抗原呈递细胞(APC)呈递至天然T细胞的可能性相对于未选择的新抗原有所增加的

新抗原。在这样的实施方案中，APC任选地是树突状细胞(DC)。

说　明　书 10/156 页

16

CN 111868080 B

16



[0140] 在一些实施方案中，选择所述选定的新抗原的集合包括基于机器学习呈递模型，

选择经历中枢或外周耐受性抑制的可能性相对于未选择的新抗原有所降低的新抗原。

[0141] 在一些实施方案中，选择所述选定的新抗原的集合包括基于机器学习呈递模型，

选择能够在所述受试者体内诱导针对正常组织的自体免疫应答的可能性相对于未选择的

新抗原有所降低的新抗原。

[0142] 在一些实施方案中，所述一种或多种肿瘤细胞选自由以下组成的组：肺癌、黑素

瘤、乳癌、卵巢癌、前列腺癌、肾癌、胃癌、结肠癌、睾丸癌、头颈癌、胰腺癌、脑癌、B细胞淋巴

瘤、急性骨髓性白血病、慢性骨髓性白血病、慢性淋巴细胞性白血病和T细胞淋巴细胞性白

血病、非小细胞肺癌和小细胞肺癌。

[0143] 在一些实施方案中，该方法进一步包括从所述选定的新抗原的集合产生用于构建

个性化癌症疫苗的输出。在这样的实施方案中，个性化癌症疫苗的输出可包括编码所述选

定的新抗原的集合的至少一个肽序列或至少一个核苷酸序列。

[0144] 在一些实施方案中，机器学习呈递模型是神经网络模型。在这样的实施方案中，神

经网络模型可以是包括布置在一个或多个层中的一系列节点的单个神经网络模型。该单个

神经网络模型可以被配置为接收编码多个不同MHC等位基因的肽序列的数字矢量。在这样

的实施方案中，神经网络模型可通过更新神经网络模型的参数来进行训练。在一些实施方

案中，机器学习呈递模型可以是包括一个或多个节点层的深度学习模型。

[0145] 在一些实施方案中，被编码为包括有关构成与样品的肽结合的至少一个MHC等位

基因的多个氨基酸以及该氨基酸在该至少一个MHC等位基因中的位置的集合的信息的数字

矢量的训练肽序列不包括：被输入机器学习呈递模型中以产生新抗原集合的呈递可能性集

合的受试者的MHC等位基因的肽序列。

[0146] 在本文公开的某些方面，与训练数据集的多个样品中的每个样品的肽结合的至少

一个MHC等位基因属于受试者的一个或多个MHC等位基因所属于的基因家族。

[0147] 在一些实施方案中，与训练数据集的多个样品中的每个样品的肽结合的至少一个

MHC等位基因包括一个MHC等位基因。在替代实施方案中，与训练数据集的多个样品中的每

个样品的肽结合的至少一个MHC等位基因包括多于一个MHC等位基因。

[0148] 在一些实施方案中，该一个或多个MHC等位基因是I类MHC等位基因。

[0149] 本文还公开了计算机系统，其包括计算机处理器和存储计算机程序指令的内存，

该计算机程序指令在被计算机处理器执行时使计算机处理器执行上述方法的实施方案。

[0150] III.鉴别新抗原中的肿瘤特异性突变

[0151] 本文还公开了用于鉴别某些突变(例如癌细胞中存在的变体或等位基因)的方法。

确切地说，这些突变可以存在于患有癌症的受试者的癌细胞的基因组、转录组、蛋白质组或

外显子组中，但不存在于受试者的正常组织中。

[0152] 若肿瘤中的基因突变仅导致肿瘤中蛋白质的氨基酸序列改变，则认为这些突变可

用于免疫靶向肿瘤。有用的突变包括：(1)导致蛋白质中的氨基酸不同的非同义突变；(2)通

读突变，其中终止密码子被修饰或缺失，导致翻译得到在C末端具有新肿瘤特异性序列的较

长蛋白质；(3)导致在成熟mRNA中包括内含子且由此产生独特肿瘤特异性蛋白质序列的剪

接位点突变；(4)产生在2种蛋白质的接合处具有肿瘤特异性序列的嵌合蛋白的染色体重排

(即，基因融合)；(5)产生具有新肿瘤特异性蛋白质序列的新开放阅读框的移码突变或缺
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失。突变还可以包括非移码插入缺失、错义或无义取代、剪接位点变化、基因组重排或基因

融合，或产生neoORF的任何基因组或表达变化中的一种或多种。

[0153] 在肿瘤细胞中具有突变的肽或由例如剪接位点突变、移码突变、通读突变或基因

融合突变产生的突变多肽可以通过对肿瘤和正常细胞中的DNA、RNA或蛋白质进行测序来鉴

别。

[0154] 突变还可以包括先前鉴别的肿瘤特异性突变。已知的肿瘤突变可以见于癌症体细

胞突变目录(Catalogue  of  Somatic  Mutations  in  Cancer，COSMIC)数据库。

[0155] 多种方法可用于检测个体的DNA或RNA中特定突变或等位基因的存在。本领域中的

改进之处在于提供准确、容易且便宜的大规模SNP基因分型。举例来说，已描述若干技术，包

括动态等位基因特异性杂交(DASH)、微板阵列对角线凝胶电泳(microplate  array 

diagonal  gel  electrophoresis，MADGE)、焦磷酸测序、寡核苷酸特异性连接、TaqMan系统

以及各种DNA“芯片”技术，如Affymetrix  SNP芯片。这些方法通常通过PCR扩增靶基因区。一

些其它的方法基于通过侵袭式裂解产生小信号分子，随后进行质谱法或固定化挂锁探针

(padlock  probe)和滚环扩增。本领域中已知用于检测特定突变的若干方法概述于下。

[0156] 基于PCR的检测手段可以包括同时多重扩增多个标志物。举例来说，本领域中众所

周知，选择PCR引物产生尺寸不重叠且可以同时分析的PCR产物。或者，可用以不同方式标记

且由此可以通过不同方式检测的引物扩增不同标志物。当然，基于杂交的检测手段能够以

不同方式检测样品中的多个PCR产物。本领域中已知能够多重分析多个标志物的其它技术。

[0157] 已经开发出数种方法来促进基因组DNA或细胞RNA中单核苷酸多态性的分析。举例

来说，可以通过使用专用的核酸外切酶抗性核苷酸检测单碱基多态性，如例如Mundy,C.R.

(美国专利第4,656,127号)中所公开的。根据该方法，与紧靠多态性位点3'端的等位基因序

列互补的引物能够与从特定动物或人获得的靶分子杂交。如果靶分子上的多态性位点含有

与存在的特定核酸外切酶抗性核苷酸衍生物互补的核苷酸，则该衍生物将被合并至杂交引

物的末端上。此类合并使得引物对核酸外切酶具有抗性，并由此允许其检测。由于样品的核

酸外切酶抗性衍生物的身份是已知的，故引物对核酸外切酶产生抗性的发现披露，靶分子

多态性位点中存在的核苷酸与反应中使用的核苷酸衍生物互补。该方法的优势在于，它不

需要测定大量无关的序列数据。

[0158] 可以使用基于溶液的方法来确定多态性位点的核苷酸的身份。Cohen,D.等人(法

国专利2,650,840；PCT申请第WO91/02087号)。如在美国专利第4,656,127号的Mundy方法中

所述，采用与紧靠多态性位点3'端的等位基因序列互补的引物。该方法使用标记过的双脱

氧核苷酸衍生物来确定该位点的核苷酸的身份，如果与多态性位点的核苷酸互补，则该核

苷酸将被合并至引物末端上。Goelet,P.等人(PCT申请第92/15712号)描述了一种替代性方

法，称为遗传位点分析(Genetic  Bit  Analysis)或GBA。Goelet,P.等人的方法使用了标记

过的终止子和与在多态性位点3'端的序列互补的引物的混合物。由此通过存在于所评价靶

分子的多态性位点中的核苷酸来确定合并的标记过的终止子并且该终止子与存在于所评

价靶分子的多态性位点中的核苷酸互补。与Cohen等人(法国专利2 ,650 ,840；PCT申请第

WO91/02087号)的方法相比，Goelet,P.等人的方法可以是非均相测定，其中引物或靶分子

被固定于固相。

[0159] 已描述数种引物引导的用于测定DNA中的多态性位点的核苷酸并入程序(Komher,
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J .S.等人,Nucl.Acids .Res .17:7779‑7784(1989)；Sokolov,B.P.,Nucl.Acids  Res .18:

3671(1990)；Syvanen ,A.‑C.等人 ,Genomics  8:684‑692(1990)；Kuppuswamy ,M.N .等人 ,

Proc.Natl.Acad .Sci.(U.S.A.)88:1143‑1147(1991)；Prezant,T.R.等人,Hum.Mutat.1:

159‑164 (1992)；Ugozzoli ,L .等人 ,GATA  9:107‑112 (1992)；Nyren ,P .等人 ,

Anal.Biochem.208:171‑175(1993))。这些方法与GBA的不同之处在于，它们利用并入经过

标记的脱氧核苷酸来区别多态性位点处的碱基。在此类形式中，由于信号与并入的脱氧核

苷酸的数量成比例，故在同一核苷酸的操作中出现的多态现象可以产生与该操作的长度成

比例的信号(Syvanen,A.‑C.等人,Amer.J.Hum.Genet.52:46‑59(1993))。

[0160] 许多方案直接从数百万个独立DNA或RNA分子中并行获得序列信息。实时单分子边

合成边测序技术依赖于荧光核苷酸的检测，因为这些核苷酸被并入与测序模板互补的新生

DNA链中。在一种方法中，将30‑50个碱基长度的寡核苷酸以5'端共价锚定至玻璃盖玻片上。

这些锚定链执行两种功能。首先，如果模板被配置成具有与表面结合的寡核苷酸互补的捕

捉尾部，则其充当靶模板链的捕捉位点。这些锚定链还充当模板引导的引物延伸的引物，形

成序列读取的基础。捕捉引物用作固定位点以便使用多个合成、检测以及染料‑连接子化学

裂解以移除染料的循环进行序列测定。每个循环由添加聚合酶/标记过得核苷酸混合物、冲

洗、成像及染料裂解组成。在一种替代方法中，聚合酶被修饰成具有荧光供体分子并且被固

定于玻璃载片上，而各核苷酸用附接至 γ ‑磷酸的受体萤光部分进行颜色编码。当核苷酸被

并入从头合成的链中时，该系统检测荧光标记的聚合酶与荧光修饰的核苷酸之间的相互作

用。还存在其它边合成边测序技术。

[0161] 任何适合的边合成边测序平台都可以用于鉴别突变。如上文所描述，目前有四个

主要的边合成边测序平台：来自Roche/454Life  Sciences的基因组测序仪、来自Illumina/

Solexa的1G分析仪、来自Applied  BioSystems的SOLiD系统以及来自Helicos  Biosciences

的Heliscope系统。Pacific  BioSciences和VisiGen  Biotechnologies也描述过边合成边

测序平台。在一些实施方案中，使所测序的多个核酸分子结合至支撑物(例如固体支撑物)

上。为了将核酸固定于支撑物上，可以在模板的3'和/或5'端添加捕捉序列/通用引发位点。

可以通过使捕捉序列与共价附接至支撑物的互补序列杂交而使核酸结合至支撑物。捕捉序

列(又称为通用捕捉序列)是与附接至支撑物的序列互补的核酸序列，该序列还可以充当通

用引物。

[0162] 作为捕捉序列的替代，可以将偶合对(如抗体/抗原、受体/配体，或抗生物素‑生物

素对，如例如美国专利申请第2006/0252077号中所述)的一个成员连接至各片段以将其捕

捉在涂有该偶合对的相应第二成员的表面上。

[0163] 在捕捉后，可以例如实施例和美国专利第7,283,337号中所描述，通过例如单分子

检测/测序，包括模板依赖性边合成边测序对该序列进行分析。在边合成边测序时，使表面

结合的分子在聚合酶存在下暴露于多个标记过得核苷酸三磷酸。模板序列由并入正在生长

的链的3 '端的标记过的核苷酸的顺序决定。这可以实时进行或者可以按分步重复模式进

行。对于实时分析，可以将不同光学标记并入各核苷酸并且可以利用多种激光器刺激并入

的核苷酸。

[0164] 测序还可以包括其它大规模平行测序或下一代测序(NGS)技术和平台。大规模平

行测序技术和平台的其它实例有Illumina  HiSeq或MiSeq、Thermo  PGM或Proton、Pac  Bio 
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RS  II或Sequel、Qiagen公司的Gene  Reader及Oxford  Nanopore  MinION。可以使用当前其

它类似的大规模平行测序技术，以及这些技术的改进形式。

[0165] 任何细胞类型或组织都可以用于获得用于本文所描述的方法中的核酸样品。举例

来说，DNA或RNA样品可以从肿瘤或体液，例如利用已知技术(例如静脉穿刺)获得的血液，或

唾液获得。或者，可以对干燥样品(例如毛发或皮肤)进行核酸测试。此外，可以从肿瘤获得

一份测序样品，并且可以从正常组织获得另一份测序样品，其中正常组织与肿瘤同属相同

组织类型。可以从肿瘤获得一份测序样品，并且可以从正常组织获得另一份测序样品，其中

正常组织与肿瘤属于不同组织类型。

[0166] 肿瘤可以包括以下一种或多种：肺癌、黑素瘤、乳癌、卵巢癌、前列腺癌、肾癌、胃

癌、结肠癌、睾丸癌、头颈癌、胰腺癌、脑癌、B细胞淋巴瘤、急性骨髓性白血病、慢性骨髓性白

血病、慢性淋巴细胞性白血病和T细胞淋巴细胞性白血病、非小细胞肺癌和小细胞肺癌。

[0167] 或者，可以使用蛋白质质谱法鉴别或验证结合至肿瘤细胞上的MHC蛋白质的突变

肽的存在。肽可以用酸从肿瘤细胞或从自肿瘤免疫沉淀的HLA分子洗脱，并且接着使用质谱

法鉴别。

[0168] IV.新抗原

[0169] 新抗原可以包括核苷酸或多肽。举例来说，新抗原可以是编码多肽序列的RNA序

列。因此，可用于疫苗中的新抗原包括核苷酸序列或多肽序列。

[0170] 本文公开了包含通过本文所公开的方法鉴别的肿瘤特异性突变的分离的肽、包含

已知肿瘤特异性突变的肽，以及通过本文所公开的方法鉴别的突变多肽或其片段。新抗原

肽可以在其编码序列背景下描述，其中新抗原包括编码相关多肽序列的核苷酸序列(例如

DNA或RNA)。

[0171] 由新抗原核苷酸序列编码的一个或多个多肽可以包含以下至少一种：以低于

1000nM的IC50值的与MHC的结合亲和力；对于长度是8‑15个，即8、9、10、11、12、13、14或15个

氨基酸的I类MHC肽，在该肽内或附近存在促进蛋白酶体裂解的序列基元；及存在促进TAP转

运的序列基元。对于长度是6‑30个，即6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、

22、23、24、25、26、27、28、29或30个氨基酸的II类MHC肽，在该肽内或附近存在促进通过细胞

外或溶酶体蛋白酶(组织蛋白酶)的切割或HLA‑DM催化的HLA结合的序列基元。

[0172] 一种或多种新抗原可以被呈递在肿瘤表面上。

[0173] 一种或多种新抗原可以在患肿瘤的受试者中具有免疫原性，例如能够在该受试者

体内引起T细胞应答或B细胞应答。

[0174] 在产生用于患肿瘤的受试者的疫苗的情况下，可以考虑排除在受试者体内诱导自

体免疫应答的一种或多种新抗原。

[0175] 至少一个新抗原肽分子的尺寸可以包括但不限于约5个、约6个、约7个、约8个、约9

个、约10个、约11个、约12个、约13个、约14个、约15个、约16个、约17个、约18个、约19个、约20

个、约21个、约22个、约23个、约24个、约25个、约26个、约27个、约28个、约29个、约30个、约31

个、约32个、约33个、约34个、约35个、约36个、约37个、约38个、约39个、约40个、约41个、约42

个、约43个、约44个、约45个、约46个、约47个、约48个、约49个、约50个、约60个、约70个、约80

个、约90个、约100个、约110个、约120个或更多个氨基分子残基，以及由其中可衍生的任何

范围。在特定实施方案中，新抗原肽分子等于或少于50个氨基酸。
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[0176] 新抗原肽和多肽可以：对于I类MHC是15个或更少残基长度并且通常由介于约8个

与约11个之间的残基，特别是9个或10个残基组成；对于II类MHC是6‑30个残基(包括端点在

内)。

[0177] 必要时，可以通过若干方式设计出更长的肽。在一种情况下，当预测出或已知肽在

HLA等位基因上呈递的可能性时，较长的肽可以由以下任一种组成：(1)朝各相应基因产物

的N末端和C末端延伸2‑5个氨基酸的个别呈递的肽；(2)一些或全部呈递肽与各自的延伸序

列的串接。在另一情况下，当测序披露在肿瘤中存在较长的(>10个残基)新表位序列(例如

由产生新颖肽序列的移码、通读或包括内含子引起)时，较长的肽将由以下组成：(3)由新颖

肿瘤特异性氨基酸组成的整个延伸段，由此绕过了对基于计算或体外测试来选择HLA呈递

最强的较短肽的需求。在两种情况下，较长链的使用使患者细胞能够进行内源性加工并且

可以产生更有效的抗原呈递和T细胞应答的诱导作用。

[0178] 新抗原肽和多肽可以被呈递于HLA蛋白质上。在一些方面，新抗原肽和多肽是以高

于野生型肽的亲和力呈递于HLA蛋白质上。在一些方面，新抗原肽或多肽的IC50值可以是至

少低于5000nM、至少低于1000nM、至少低于500nM、至少低于250nM、至少低于200nM、至少低

于150nM、至少低于100nM、至少低于50nM或更低。

[0179] 在一些方面，新抗原肽和多肽当施用给受试者时不会诱导自体免疫应答和/或激

发免疫耐受性。

[0180] 还提供了包含至少两个或更多个新抗原肽的组合物。在一些实施方案中，该组合

物含有至少两个不同的肽。至少两个不同的肽可以来源于同一多肽。不同的多肽意味着，该

肽的长度、氨基酸序列或两者不同。这些肽来源于已知或被发现含有肿瘤特异性突变的任

何多肽。可以作为新抗原肽的来源的适合多肽可以见于例如COSMIC数据库。COSMIC策划了

有关人癌症中的体细胞突变的全面信息。肽含有肿瘤特异性突变。在一些方面，肿瘤特异性

突变是特定癌症类型的驱动突变。

[0181] 具有所希望的活性或特性的新抗原肽和多肽可以被修饰成用于提供某些所希望

的属性，例如改良的药理学特征，同时增加或至少保持未修饰肽的大体上所有生物活性以

结合所希望的MHC分子并活化适当T细胞。举例来说，新抗原肽和多肽可以经历各种变化，如

保守性或非保守性取代，其中此类变化可能在其使用中提供某些优势，如改良的MHC结合、

稳定性及呈递。保守性取代意思指氨基酸残基被在生物上和/或化学上类似的另一氨基酸

残基置换，例如一个疏水性残基被另一个置换，或一个极性残基被另一个置换。取代包括如

Gly、Ala；Val、Ile、Leu、Met；Asp、Glu；Asn、Gln；Ser、Thr；Lys、Arg；及Phe、Tyr等的组合。单

氨基酸取代的影响还可以使用D‑氨基酸探测。此类修饰可以使用众所周知的肽合成程序进

行，如例如Merrifield,Science  232:341‑347(1986) ,Barany&Merrifield,The  Peptides,

Gross&Meienhofer编辑(N.Y.,Academic  Press) ,第1‑284页(1979)；及Stewart和Young ,

Solid  Phase  Peptide  Synthesis,(Rockford,Ill.,Pierce) ,第2版(1984)中所述。

[0182] 用各种氨基酸模拟物或非天然氨基酸修饰肽和多肽特别适用于增加该肽和多肽

的体内稳定性。稳定性可以通过多种方式测定。举例来说，使用肽酶和各种生物介质如人血

浆和血清测试稳定性。参见例如，Verhoef等人,Eur.J.Drug  Metab  Pharmacokin.11:291‑

302(1986)。肽的半衰期可以使用25％人血清(v/v)测定，按常规方式测定。方案大致如下。

在使用前，通过离心使汇集的人血清(AB型，未热灭活)脱脂。接着，用RPMI组织培养基将该
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血清稀释至25％并用于测试肽稳定性。按预定时间间隔，取出少量反应溶液并添加至6％三

氯乙酸水溶液或乙醇中。冷却混浊的反应样品(4℃)，保持15分钟，然后离心以使沉淀的血

清蛋白聚结。接着，通过反相HPLC，使用稳定性特异性色谱条件测定肽的存在。

[0183] 这些肽和多肽可以经过修饰以提供除改良的血清半衰期外的所希望的属性。举例

来说，可以通过将这些肽连接至含有至少一个能够诱导T辅助细胞应答的表位的序列来增

强其诱导CTL活性的能力。免疫原性肽/T辅助偶联物可以借助于间隔子分子连接。间隔子通

常包含在生理条件下大体上不带电荷的相对较小的中性分子，如氨基酸或氨基酸模拟物。

这些间隔子通常选自例如Ala、Gly或由非极性氨基酸或中性极性氨基酸组成的其它中性间

隔子。应理解，任选存在的间隔子无需包含相同残基且因此可以是异低聚物或同低聚物。当

存在时，间隔子通常是至少一个或二个残基，更通常是三个至六个残基。或者，可以在无间

隔子情况下将肽连接至T辅助肽。

[0184] 新抗原肽可以直接地或通过间隔子在肽的氨基或羧基末端连接至T辅助肽。新抗

原肽或T辅助肽的氨基末端可以被酰基化。示例性T辅助肽包括破伤风类毒素830‑843、流感

307‑319、疟疾环子孢子382‑398和378‑389。

[0185] 蛋白质或肽可以通过本领域技术人员已知的任何技术制备，包括通过标准分子生

物学技术表达蛋白质、多肽或肽、从天然来源分离蛋白质或肽，或化学合成蛋白质或肽。先

前已公开对应于各种基因的核苷酸和蛋白质、多肽和肽序列，并且可以见于本领域普通技

术人员已知的计算机化数据库。一种此类数据库是位于美国国家卫生研究院(National 

Institutes  of  Health)网站的国家生物技术信息中心 (National  Center  for 

Biotechnology  Information)的Genbank和GenPept数据库。已知基因的编码区可以使用本

文所公开或本领域普通技术人员已知的技术扩增和/或表达。或者，本领域技术人员已知蛋

白质、多肽和肽的各种市售制剂。

[0186] 在另一方面，新抗原包括了编码新抗原肽或其部分的核酸(例如多核苷酸)。该多

核苷酸可以是例如单链和/或双链DNA、cDNA、PNA、CAN、RNA(例如mRNA)，或多核苷酸的天然

或稳定化形式，如例如具有硫代磷酸酯主链的多核苷酸，或其组合，并且该多核苷酸可以含

有或可以不含内含子。又另一方面提供了一种能够表达多肽或其部分的表达载体。用于不

同细胞类型的表达载体是本领域众所周知的并且可以在无过度实验情况下进行选择。一般

来说，将DNA以适当取向和正确的表达阅读框插入表达载体，如质粒中。必要时，可以将DNA

连接至能被所希望的宿主识别的适当转录和翻译调控性控制核苷酸序列，不过此类控制一

般在表达载体中可用。接着，通过标准技术将载体插入宿主中。相关指导可见于例如

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

Laboratory,Cold  Spring  Harbor,N.Y.

[0187] IV.疫苗组合物

[0188] 本文还公开了一种能够引起特异性免疫应答，例如肿瘤特异性免疫应答的免疫原

性组合物，例如疫苗组合物。疫苗组合物通常包含多个例如使用本文所描述的方法选择的

新抗原。疫苗组合物又可以称为疫苗。

[0189] 疫苗可以含有个数在1个与30个之间的肽，即2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、

15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29或30个不同的肽；6、7、8、9、10  11、12、

13或14个不同肽；或12、13或14个不同的肽。肽可以包括翻译后修饰。疫苗可以含有个数在1

说　明　书 16/156 页

22

CN 111868080 B

22



个与100个之间或更多个核苷酸序列，即2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、

19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、

44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、

69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、

94,95、96、97、98、99、100或更多个不同的核苷酸序列；6、7、8、9、10  11、12、13或14个不同的

核苷酸序列；或12、13或14个不同的核苷酸序列。疫苗可以含有个数在1个与30个之间的新

抗原序列，即2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、

26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、

51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、

76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94,95、96、97、98、99、100或

更多个不同的新抗原序列；6、7、8、9、10  11、12、13或14个不同的新抗原序列；或12、13或14

个不同的新抗原序列。

[0190] 在一个实施方案中，不同肽和/或多肽或编码其的核苷酸序列的选择使得这些肽

和/或多肽能够与不同MHC分子，如不同的I类MHC分子和/或不同的II类MHC分子缔合。在一

些方面，一种疫苗组合物包含能够与最常出现的I类MHC分子和/或II类MHC分子缔合的肽

和/或多肽的编码序列。因此，疫苗组合物可以包含能够与至少2个优选的、至少3个优选的

或至少4个优选的I类MHC分子和/或II类MHC分子缔合的不同片段。

[0191] 该疫苗组合物能够引起特异性细胞毒性T细胞应答和/或特异性辅助T细胞应答。

[0192] 疫苗组合物还可以包含佐剂和/或载体。有用的佐剂和载体的实例提供于下文中。

组合物可以与载体缔合，如例如蛋白质或抗原呈递细胞，如能够将肽呈递至T细胞的树突状

细胞(DC)。

[0193] 佐剂是混合至疫苗组合物中增加或以其它方式改变针对新抗原的免疫应答的任

何物质。载体可以是能够与新抗原缔合的支架结构，例如多肽或多糖。任选地，佐剂是共价

或非共价缀合的。

[0194] 佐剂增加针对抗原的免疫应答的能力通常通过免疫介导的反应的显著或实质上

增加，或疾病症状的减少来表现。举例来说，体液免疫的增加通常表现为针对抗原所产生的

抗体的效价的显著增加，并且T细胞活性增加通常表现为细胞增殖，或细胞毒性，或细胞因

子分泌的增加。佐剂也可以通过例如将主要体液或Th反应变成主要细胞或Th反应来改变免

疫应答。

[0195] 适合的佐剂包括但不限于1018ISS、矾、铝盐、Amplivax、AS15、BCG、CP‑870 ,893、

CpG7909、CyaA、dSLIM、GM‑CSF、IC30、IC31、咪喹莫特(Imiquimod)、ImuFact  IMP321、IS 

Patch、ISS、ISCOMATRIX、JuvImmune、LipoVac、MF59、单磷酰脂质A、Montanide  IMS  1312、

Montanide  ISA  206、Montanide  ISA  50V、Montanide  ISA‑51、OK‑432、OM‑174、OM‑197‑MP‑

EC、ONTAK、PepTel载体系统、PLG微粒、雷西莫特(resiquimod)、SRL172、病毒颗粒和其它类

病毒颗粒、YF‑17D、VEGF捕捉剂、R848、β‑葡聚糖、Pam3Cys、Aquila的来源于皂素的QS21刺激

子(Aquila  Biotech,Worcester,Mass.,USA)、分枝杆菌提取物和合成细菌细胞壁模拟物，

以及其它专用佐剂，如Ribi的Detox.Quil或Superfos。佐剂，如不完全弗氏佐剂或GM‑CSF是

有用的。先前已描述若干专用于树突状细胞的免疫佐剂(例如MF59)和其制备方法(Dupuis 

M等人 ,Cell  Immunol.1998；186(1):18‑27；Allison  A  C；Dev  Biol  Stand .1998；92:3‑
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11)。也可以使用细胞因子。若干细胞因子与以下直接相关：影响树突状细胞向淋巴组织(例

如TNF‑α)的迁移；加速树突状细胞成熟成为T淋巴细胞的有效抗原呈递细胞(例如GM‑CSF、

IL‑1及IL‑4)(美国专利第5,849,589号，特定地以引用的方式整体并入本文中)及充当免疫

佐剂(例如IL‑12)(Gabrilovich  D  I等人,J  Immunother  Emphasis  Tumor  Immunol.1996

(6):414‑418)。

[0196] 也已经报导过CpG免疫刺激性寡核苷酸能增强佐剂在疫苗环境中的作用。也可以

使用其它TLR结合分子，如RNA结合性TLR  7、TLR  8和/或TLR  9。

[0197] 有用佐剂的其它实例包括但不限于化学修饰的CpG(例如CpR、Idera)、聚(I:C)(例

如聚i:CI2U)、非CpG细菌DNA或RNA以及免疫活性小分子和抗体，如环磷酰胺、舒尼替尼

(sunitinib)、贝伐单抗(bevacizumab)、西乐葆(celebrex)、NCX‑4016、西地那非

(sildenafil)、他达那非(tadalafil)、伐地那非(vardenafil)、索拉非尼(sorafinib)、XL‑

999、CP‑547632、帕佐盘尼(pazopanib)、ZD2171、AZD2171、伊匹单抗(ipilimumab)、曲美单

抗(tremelimumab)及SC58175，这些可以起到治疗作用和/或充当佐剂。佐剂和添加剂的量

和浓度可以由熟练技术人员容易地确定，无需过度实验。其它佐剂包括集落刺激因子，如粒

细胞巨噬细胞集落刺激因子(GM‑CSF，沙格司亭(sargramostim))。

[0198] 疫苗组合物可以包含超过一种不同的佐剂。此外，治疗组合物可以包含任何佐剂

物质，包括上述任一种或其组合。另外，预期疫苗和佐剂可以一起施用或按任何适当的次序

分开施用。

[0199] 载体(或赋形剂)可以独立于佐剂而存在。载体的功能可以是例如增加特定突变体

的分子量以增加活性或免疫原性；赋予稳定性、增加生物活性或增加血清半衰期。此外，载

体可以帮助将肽呈递至T细胞。载体可以是本领域技术人员已知的任何适合的载体，例如蛋

白质或抗原呈递细胞。载体蛋白可以是但不限于匙孔血蓝蛋白、血清蛋白如转铁蛋白、牛血

清白蛋白、人血清白蛋白、甲状腺球蛋白或卵白蛋白、免疫球蛋白或激素，如胰岛素或棕榈

酸。对于人的免疫，载体一般是对人生理学上可接受的载体并且是安全的。不过，破伤风类

毒素及/或白喉类毒素是适合的载体。或者，载体可以是葡聚糖，例如琼脂糖。

[0200] 细胞毒性T细胞(CTL)识别呈结合至MHC分子的肽形式的抗原，而非整个外来抗原

本身。MHC分子本身位于抗原呈递细胞的细胞表面上。因此，如果存在肽抗原、MHC分子和APC

的三聚体复合物，则可能活化CTL。相应地，如果该肽不仅用于活化CTL，而且如果另外添加

具有相应MHC分子的APC，则其可以增强免疫应答。因此，在一些实施方案中，疫苗组合物另

外含有至少一种抗原呈递细胞。

[0201] 新抗原也可以被包括在基于病毒载体的疫苗平台中，如牛痘、禽痘、自复制型α病
毒、马拉巴病毒(marabavirus)、腺病毒(参见例如Tatsis等人,Adenoviruses ,Molecular 

Therapy(2004)10,616—629)或慢病毒，包括但不限于第二代、第三代和/或混合第二/第三

代慢病毒和设计成靶向特定细胞类型或受体的任何一代重组慢病毒(参见例如，Hu等人 ,

Immunization  Deliveredby  Lentiviral  Vectors  for  Cancer  and  Infectious 

Diseases,Immunol  Rev.  (2011)239(1):45‑61；Sakuma等人,Lentiviral  vectors:basic 

to  translational,Biochem  J.(2012)443(3):603‑18；Cooper等人,Rescue  of  splicing‑

mediated  intron  loss  maximizes  expression  in  lentiviral  vectors  containing 

the  human  ubiquitin  C  promoter,Nucl.Acids  Res.(2015)43(1):682‑690；Zufferey等
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人,Self‑Inactivating  Lentivirus  Vector  for  Safe  and  Efficient  In  Vivo  Gene 

Delivery,J.Virol.(1998)72(12):9873‑9880)。取决于以上提到的基于病毒载体的疫苗平

台的包装能力，此方法可以递送编码一种或多种新抗原肽的一个或多个核苷酸序列。这些

序列可以侧接非突变序列，可以由连接子分开，或者可以在前面具有一个或多个靶向亚细

胞区室的序列(参见例如，Gros等人 ,Prospective  identification  of  neoantigen‑

specific  lymphocytes  in  the  peripheral  blood  of  melanoma  patients ,Nat  Med .

(2016)22(4):433‑8；Stronen等人 ,Targeting  of  cancer  neoantigens  with  donor‑

derived  T  cell  receptor  repertoires,Science.(2016)352(6291):1337‑41；Lu等人,

Efficient  identification  of  mutated  cancer  antigens  recognized  by  T  cells 

associated  with  durable  tumor  regressions,Clin  Cancer  Res.(2014)20(13):3401‑

10)。在引入宿主中后，受感染的细胞表达新抗原，并由此引起针对肽的宿主免疫(例如CTL)

反应。可用于免疫方案的牛痘载体和方法描述于例如美国专利第4,722,848号中。另一载体

是卡介苗(Bacille  Calmette  Guerin，BCG)。BCG载体描述于Stover等人(Nature  351:456‑

460(1991))中。根据本文的描述，本领域技术人员将显而易见可用于新抗原的治疗性施用

或免疫的多种其它疫苗载体，例如，伤寒沙门氏菌(Salmonella  typhi)载体。

[0202] IV.A.有关疫苗设计和制造的其它考虑因素

[0203] IV.A.1.确定涵盖所有肿瘤亚克隆的肽集合

[0204] 躯干肽(Truncal  peptide)，意思指由所有或大部分肿瘤亚克隆呈递的肽，将优先

被包括在疫苗中。53任选地，如果不存在预测会以较高概率呈递并具有免疫原性的躯干肽，

或者如果预测能够以较高概率呈递并具有免疫原性的躯干肽的数量足够小以致可以在疫

苗中包括其它非躯干肽，则可以通过估计肿瘤亚克隆的数量和属性并选择肽以使该疫苗所

涵盖的肿瘤亚克隆的数量最大来对其它肽进行优先排序。54

[0205] IV.A.2.新抗原优先排序

[0206] 与疫苗技术可以支持的量相比，在应用所有以上新抗原过滤器后，仍有许多候选

新抗原可包括在疫苗中。另外，可以保留有关新抗原分析的各个方面的不确定性，并且在候

选疫苗新抗原的不同特性之间可能存在折中。因此，可以考虑用整合式多维模型代替在选

择过程的每个步骤中的预定过滤器，该多维模型将候选新抗原放入具有至少以下轴的空间

中并使用整合方法优化选择。

[0207] 1.自体免疫或耐受的风险(生殖系的风险)(通常优选较低的自体免疫风险)。

[0208] 2.测序伪影的概率(通常优选较低的伪影概率)。

[0209] 3.免疫原性的概率(通常优选较高的免疫原性概率)。

[0210] 4.呈递概率(通常优选较高的呈递概率)。

[0211] 5.基因表达(通常优选较高表达)。

[0212] 6.HLA基因的覆盖率(参与呈递新抗原集合的HLA分子数量增多可以降低肿瘤通过

HLA分子下调或突变而逃避免疫攻击的概率)。

[0213] 7.HLA类别的覆盖率(同时覆盖HLA‑I和HLA‑II可能会增加治疗反应的概率并降低

肿瘤逃逸的概率)。

[0214] V.治疗和制造方法

[0215] 还提供了一种通过向受试者施用一种或多种新抗原，如使用本文所公开的方法鉴
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别的多个新抗原来诱导受试者的肿瘤特异性免疫应答、针对肿瘤接种疫苗、治疗和或缓解

受试者的癌症症状的方法。

[0216] 在一些方面，受试者被诊断患有癌症或有发生癌症的风险。受试者可以是需要肿

瘤特异性免疫应答的人、狗、猫、马或任何动物。肿瘤可以是任何实体肿瘤，如乳房肿瘤、卵

巢肿瘤、前列腺肿瘤、肺肿瘤、肾肿瘤、胃肿瘤、结肠肿瘤、睾丸肿瘤、头颈部肿瘤、胰腺肿瘤、

脑肿瘤、黑素瘤及其它组织器官肿瘤；以及血液肿瘤，如淋巴瘤和白血病，包括急性骨髓性

白血病、慢性骨髓性白血病、慢性淋巴细胞性白血病、T细胞淋巴细胞性白血病及B细胞淋巴

瘤。

[0217] 新抗原的施用量应足以诱导CTL反应。

[0218] 新抗原可以单独施用或与其它治疗剂组合施用。治疗剂是例如化学治疗剂、放射

或免疫疗法。针对特定癌症的任何适合的治疗性治疗都可以施用。

[0219] 此外，还可以向受试者施用抗免疫抑制/免疫刺激剂，如检查点抑制剂。举例来说，

还可以向受试者施用抗CTLA抗体或抗PD‑1或抗PD‑L1。抗体阻断CTLA‑4或PD‑L1可以增强针

对患者体内癌细胞的免疫应答。确切地说，经显示，当遵循疫苗接种方案时，有效阻断CTLA‑

4。

[0220] 可以确定包括在疫苗组合物中的每种新抗原的最佳量和最佳剂量方案。举例来

说，可以制备供静脉内(i.v.)注射、皮下(s.c.)注射、皮内(i.d.)注射、腹膜内(i.p.)注射、

肌肉内(i .m .)注射的新抗原或其变体。注射方法包括皮下(s .c .)、皮内(i .d .)、腹腔

(i.p.)、肌内(i.m.)及静脉内。DNA或RNA注射方法包括皮内、肌内、皮下、腹腔及静脉内。本

领域技术人员已知施用疫苗组合物的其它方法。

[0221] 疫苗可以被设计成使得组合物中存在的新抗原的选择、数量和/或量具有组织、癌

症和/或患者特异性。举例来说，肽的确切选择可以由给定组织中亲本蛋白质的表达模式来

指导。该选择可以取决于癌症的具体类型、疾病状态、先前的治疗方案、患者的免疫状态及

当然要考虑的患者的HLA单倍型。此外，根据特定患者的个人需要，疫苗还可以含有个性化

组分。实例包括根据特定患者体内新抗原的表达来改变新抗原的选择或遵循第一轮治疗方

案调整后续治疗。

[0222] 对于打算用作癌症疫苗的组合物，在正常组织中大量表达的具有类似正常自身肽

的新抗原应当避免或以少量存在于本文所描述的组合物中。另一方面，如果已知患者的肿

瘤大量表达某一新抗原，则用于治疗此癌症的相应药物组合物可以大量存在和/或可以包

括超过一种对于此特定新抗原或此新抗原的路径具有特异性的新抗原。

[0223] 可以将包含新抗原的组合物施用给患上癌症的个体。在治疗应用中，组合物是以

足以引起针对肿瘤抗原的有效CTL反应及治愈或至少部分停滞症状和/或并发症的量施用

给患者。适于实现此目的的量定义为“治疗有效剂量”。有效用于此用途的量将取决于例如

组成、施用方式、所治疗的疾病的分期和严重程度、患者的体重和一般健康状态，以及处方

医师的判断。应了解，组合物一般可以用于严重疾病状态，也就是说，危及生命或可能危及

生命的状况，特别是当癌症已经转移的时候。在此类情况下，考虑到要使外来物质最少以及

新抗原的相对无毒性质，治疗医师有可能并且会感觉需要施用大体上过量的这些组合物。

[0224] 对于治疗用途，施用可以在检测到或手术移除肿瘤时开始。这之后是增加剂量，直

到至少症状大体上减轻并且之后持续一段时间。
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[0225] 用于治疗性治疗的药物组合物(例如疫苗组合物)意图用于肠胃外、表面、鼻、口或

局部施用。药物组合物可以通过肠胃外施用，例如静脉内、皮下、皮内或肌肉内施用。这些组

合物可以施用到手术切除的部位处以诱导针对肿瘤的局部免疫应答。本文公开了供肠胃外

施用的组合物，这些组合物包含新抗原溶液并且疫苗组合物被溶解或悬浮于可接受的载

体，例如水性载体中。可以使用多种水性载体，例如水、缓冲水、0.9％生理盐水、0.3％甘氨

酸、透明质酸等。这些组合物可以通过众所周知的常规灭菌技术灭菌，或者可以经历无菌过

滤。由此得到的水溶液可以被包装起来按原样使用，或者被冻干；冻干的制剂在施用之前与

无菌溶液组合。必要时，这些组合物可以含有药学上可接受的辅助物质以接近生理条件，如

pH调节剂和缓冲剂、张力调节剂、润湿剂等，例如乙酸钠、乳酸钠、氯化钠、氯化钾、氯化钙、

脱水山梨糖醇单月桂酸酯、三乙醇胺油酸酯等。

[0226] 新抗原还可以通过脂质体施用，使脂质体靶向特定细胞组织，如淋巴组织。脂质体

还可用于增加半衰期。脂质体包括乳液、泡沫状物、胶束、不溶性单层、液晶、磷脂分散体、薄

层状层等。在这些制剂中，待递送的新抗原是单独或与结合至例如淋巴细胞间普遍存在的

受体的分子如结合至CD45抗原的单克隆抗体，或与其它治疗或免疫原性组合物缀合作为脂

质体的一部分并入。因此，填充有所希望的新抗原的脂质体可以被引导至淋巴细胞部位，接

着脂质体递送所选治疗性/免疫原性组合物。脂质体可以由标准囊泡形成脂质形成，这些脂

质一般包括中性和带负电的磷脂以及固醇如胆固醇。脂质的选择一般通过考虑例如脂质体

尺 寸 、酸 不 稳 定 性 和 脂 质 体 在 血 流 中 的 稳 定 性 来 指 导 。如 例 如 S z o k a 等 人 ,

Ann.Rev.Biophys.Bioeng .9；467(1980)；美国专利第4,235,871号、第4,501 ,728号、第4,

501,728号、第4,837,028号及第5,019,369号中所述，有多种可用于制备脂质体的方法。

[0227] 为靶向免疫细胞，打算并入脂质体中的配体可以包括例如对所希望的免疫系统细

胞的细胞表面决定子具有特异性的抗体或其片段。脂质体悬浮液可以经静脉内、局部、表面

等途径施用，其剂量尤其根据施用方式、所递送的肽及所治疗疾病的分期等而变化。

[0228] 出于治疗或免疫接种目的，还可以向患者施用编码肽的核酸和任选地一种或多种

本文所描述的肽。常常使用多种方法将核酸递送给患者。举例来说，核酸可以直接被递送，

如“裸DNA”。这一方法描述于例如Wolff等人,Science  247:1465‑1468(1990)以及美国专利

第5,580,859号和第5,589,466号。核酸还可以使用例如美国专利第5,204,253号中所描述

的冲击递送法(ballistic  delivery)施用。可以施用仅包含DNA的粒子。或者，可以使DNA附

着至粒子，如金粒子。用于递送核酸序列的方法可以包括病毒载体、mRNA载体及DNA载体，利

用或不利用电穿孔。

[0229] 核酸也可以与阳离子性化合物，如阳离子性脂质形成复合物来递送。脂质介导的

基因递送方法描述于例如9618372WOAWO  96/18372；9324640WOAWO  93/24640；Mannino和

Gould‑Fogerite,BioTechniques  6(7):682‑691(1988)；美国专利第5,279,833号；Rose美

国 专 利 第 5 ,2 7 9 ,8 3 3 号 ；9 1 0 6 3 0 9 W O A W O  9 1 / 0 6 3 0 9 ；及 F e l g n e r 等 人 ,

Proc.Natl.Acad.Sci.USA  84:7413‑7414(1987)。

[0230] 新抗原也可以被包括在基于病毒载体的疫苗平台中，如牛痘、禽痘、自复制型α病
毒、马拉巴病毒、腺病毒(参见例如Tatsis等人,Adenoviruses,Molecular  Therapy(2004)

10,616—629)或慢病毒，包括但不限于第二代、第三代和/或混合第二/第三代慢病毒和设

计成靶向特定细胞类型或受体的任何一代重组慢病毒(参见例如，Hu等人 ,Immunization 
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Delivered  by  Lentiviral  Vectors  for  Cancer  and  Infectious  Diseases ,Immunol 

Rev.(2011)239(1):45‑61；Sakuma等人,Lentiviral  vectors:basic  to  translational,

Biochem  J.(2012)443(3):603‑18；Cooper等人,Rescue  of  splicing‑mediated  intron 

loss  maximizes  expression  in  lentiviral  vectors  containing  the  human 

ubiquitinC  promoter ,Nucl .Acids  Res .(2015)43(1):682‑690；Zufferey等人 ,Self‑

Inactivating  Lentivirus  Vector  for  Safe  and  Efficient  In  Vivo  Gene  Delivery,

J.Virol.(1998)72(12):9873‑9880)。取决于以上提到的基于病毒载体的疫苗平台的包装

能力，此方法可以递送编码一种或多种新抗原肽的一个或多个核苷酸序列。这些序列可以

侧接非突变序列，可以由连接子分开，或者可以在前面具有一个或多个靶向亚细胞区室的

序列(参见例如，Gros等人 ,Prospective  identification  of  neoantigen‑specific 

lymphocytes  in  the  peripheral  blood  of  melanoma  patients,Nat  Med.(2016)22(4):

433‑8；Stronen等人,Targeting  of  cancer  neoantigens  with  donor‑derived  T  cell 

receptor  repertoires ,Science .(2016)352(6291):1337‑41；Lu等人 ,Efficient 

identification  of  mutated  cancer  antigens  recognized  by  T  cells  associated 

with  durable  tumor  regressions,Clin  Cancer  Res.(2014)20(13):3401‑10)。在引入宿

主中后，受感染的细胞表达新抗原，并由此引起针对肽的宿主免疫(例如CTL)反应。可用于

免疫方案的牛痘载体和方法描述于例如美国专利第4 ,722 ,848号中。另一载体是卡介苗

(BCG)。BCG载体描述于Stover等人(Nature  351:456‑460(1991))中。根据本文的描述，本领

域技术人员将显而易见可用于新抗原的治疗性施用或免疫的多种其它疫苗载体。

[0231] 施用核酸的方式使用了编码一个或多个表位的微型基因构建体。为了产生用于在

人细胞中表达的编码所选CTL表位的DNA序列(微型基因)，对这些表位的氨基酸序列进行逆

翻译。使用人密码子用法表指导各氨基酸的密码子选择。将这些表位编码DNA序列直接邻

接，产生连续多肽序列。为了优化表达和/或免疫原性，可以将另外的元件并入微型基因设

计中。可以被逆翻译并且包括在微型基因序列中的氨基酸序列的实例包括：辅助T淋巴细

胞、表位、前导(信号)序列及内质网滞留信号。此外，通过邻近CTL表位包括合成(例如聚丙

氨酸)或天然存在的侧接序列可以改善CTL表位的MHC呈递。通过组装编码微型基因正链和

负链的寡核苷酸，将微型基因序列转化成DNA。使用众所周知的技术，在适当条件下合成、磷

酸化、纯化重叠寡核苷酸(30‑100个碱基长)并使其退火。使用T4  DNA连接酶接合寡核苷酸

的末端。接着，可以将这一编码CTL表位多肽的合成微型基因克隆至所希望的表达载体中。

[0232] 可以使用多种配制物制备注射用纯化质粒DNA。这些方法中最简单的方法是在无

菌磷酸盐缓冲生理盐水(PBS)中使冻干的DNA复水。多种方法已有描述，并且新技术也可以

使用。如上文所述，核酸宜用阳离子性脂质配制。此外，还可以使统称为保护性、相互作用

性、非缩合性(PINC)的糖酯、促融脂质体、肽和化合物与纯化的质粒DNA形成复合物以影响

各种变量，如稳定性、肌肉内分散或向特定器官或细胞类型的运输。

[0233] 还公开了一种制造肿瘤疫苗的方法，该方法包括执行本文所公开的方法的各个步

骤；及产生包含多个新抗原或该多个新抗原的子集的肿瘤疫苗。

[0234] 本文所公开的新抗原可以使用本领域中已知的方法制造。举例来说，本文所公开

的产生新抗原或载体(例如包括至少一个编码一种或多种新抗原的序列的载体)的方法可

以包括在适于表达该新抗原或载体的条件下培养宿主细胞，其中该宿主细胞包含至少一个
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编码该新抗原或载体的多核苷酸；及纯化该新抗原或载体。标准纯化方法包括色谱技术、电

泳技术、免疫技术、沉淀、透析、过滤、浓缩及等电聚焦技术。

[0235] 宿主细胞可以包括中国仓鼠卵巢(CHO)细胞、NS0细胞、酵母或HEK293细胞。宿主细

胞可以用一个或多个多核苷酸转化，该一个或多个多核苷酸包含至少一个编码本文所公开

的新抗原或载体的核酸序列，任选地其中分离的多核苷酸另外包含可操作地连接到该至少

一个编码新抗原或载体的核酸序列的启动子序列。在某些实施方案中，该分离的多核苷酸

可以是cDNA。

[0236] VI.新抗原鉴别

[0237] VI.A.新抗原候选物的鉴别。

[0238] 有关以NGS分析肿瘤和正常外显子组和转录组的研究方法已有描述且被应用于新

抗原鉴别邻域中。6 ,14 ,15以下实施例考虑了在临床环境中对于新抗原鉴别具有较高灵敏度

和特异性的某些优化措施。这些优化措施可以分为两个领域，即与实验室方法有关的优化

和与NGS数据分析有关的优化。

[0239] VI.A.1.实验室方法优化

[0240] 此处提出的方法改进通过将所开发的有关可靠地评估靶癌症组中的癌症驱动基

因的概念
16

扩展至新抗原鉴别所需的全外显子组和全转录组环境，解决了从肿瘤含量较低

并且体积较小的临床试样中高准确性发现新抗原的难题。确切地说，这些改进包括：

[0241] 1.靶向整个肿瘤外显子组的深度(>500×)独特平均覆盖率，以检测由于肿瘤含量

低或处于亚克隆状态而以低突变等位基因频率存在的突变。

[0242] 2.靶向整个肿瘤外显子组的均匀覆盖率，其中在<100×下覆盖<5％的碱基，由此

通过例如以下方式使遗漏新抗原的可能性最低：

[0243] a.采用基于DNA的捕捉探针和个别探针QC17

[0244] b.包括针对覆盖较少的区域的额外诱饵

[0245] 3.靶向整个正常外显子组的均匀覆盖率，其中在<20×下覆盖<5％的碱基，由此对

于体细胞/生殖系状态可能有最少的新抗原未被分类(并因此不能用作TSNA)

[0246] 4 .为了使需要测序的总量减到最少，序列捕捉探针应被设计成仅针对基因编码

区，因为非编码RNA不会产生新抗原。其它优化包括：

[0247] a .针对HLA基因的补充探针，这些基因富含GC并且通过标准外显子组测序很难捕

捉
18

[0248] b.排除由于如表达水平不足、蛋白酶体消化欠佳或不常见的序列特征等因素而被

预测产生极少或不产生候选新抗原的基因。

[0249] 5.肿瘤RNA将通常同样在高深度(>100M个读段)下测序，以便能够进行变体检测、

基因和剪接变体(“同功型”)表达水平的定量，及融合物检测。来自FFPE样品的RNA将使用基

于探针的富集方法
19
，使用与捕捉DNA中的外显子组相同或类似的探针进行提取。

[0250] VI.A.2.NGS数据分析优化

[0251] 分析方法的改进解决了常用研究突变调用方法灵敏度和特异性欠佳的问题，并且

特别考虑到了在临床环境中与新抗原鉴别相关的定制。这些包括：

[0252] 1 .使用HG38参考人基因组或后续版本进行比对，因为相对于先前的基因组版本，

该基因组含有多个MHC区域组装体，较佳地反映了群体多态性。
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[0253] 2.通过合并由不同程序得到的结果
5
，克服单个变体调用程序的局限性

20

[0254] a .利用一套工具，检测肿瘤DNA、肿瘤RNA及正常DNA中的单核苷酸变体和插入缺

失，该套工具包括：基于肿瘤与正常DNA的比较的程序，如Strelka21和Mutect22；和并入了肿

瘤DNA、肿瘤RNA及正常DNA的程序，如UNCeqR，特别适用于低纯度样品
23。

[0255] b.插入缺失将利用执行局部再组装的程序测定，如Strelka和ABRA24。

[0256] c.结构重排将使用专用工具测定，如Pindel25或Breakseq26。

[0257] 3.为了检测并防止样品调换，将在选定的多态性位点数量下，比较来自同一患者

的样品中的变体调用。

[0258] 4.针对伪调用的广泛过滤将例如通过以下方式进行：

[0259] a.移除在正常DNA中发现的变体，在低覆盖率下可能使用不严格的检测参数，并且

在插入缺失情况下使用容许的接近标准。

[0260] b.移除由低定位质量或低碱基质量引起的变体
27。

[0261] c.移除来源于反复出现的测序伪影的变体，即使在相应的正常情况下未观察到
27。

实例包括主要在一条链上检测到的变体。

[0262] d.移除不相关的对照物集合中检测到的变体
27

[0263] 5 .使用seq2HLA28、ATHLATES29或Optitype之一，从正常外显子组中准确地调用

HLA，并且还将外显子组与RNA测序数据组合
28。其它可能的优化包括采用专用于HLA分型的

分析，如长读段DNA测序
30
，或调适用于接合RNA片段的方法以保持连续性

31。

[0264] 6 .针对由肿瘤特异性剪接变体产生的neo‑ORF的稳健检测将通过使用CLASS32、

Bayesembler33、StringTie34或类似程序以其参考引导的模式，根据RNA‑seq数据组装转录

物来进行(即，使用已知的转录物结构而非尝试在每个实验中重新构建整个转录物)。尽管

Cufflinks35通常被用于此目的，但它常常会不合情理地产生大量剪接变体，其中有许多比

全长基因要短得多，并且无法回收简单的阳性对照。编码序列及无义介导的衰变可能性将

通过如SpliceR36
和MAMBA37

等工具，利用重新引入的突变序列测定。基因表达将利用如

Cufflinks35或Express(Roberts和Pachter,2013)等工具测定。野生型和突变体特异性表达

计数和/或相对水平将利用开发用于这些目的的工具，如ASE38或HTSeq39测定。可能的过滤

步骤包括：

[0265] a.移除被认为表达不足的候选neo‑ORF。

[0266] b.移除被预测会触发无义介导的衰变(NMD)的候选neo‑ORF。

[0267] 7 .仅在RNA中观察到的无法直接验证为肿瘤特异性抗原的候选新抗原(例如

neoORF)将根据额外参数，例如通过考虑以下因素而归类为可能是肿瘤特异性的：

[0268] a.存在仅支持肿瘤DNA的顺式作用移码或剪接位点突变

[0269] b.在剪接因子中存在仅证实肿瘤DNA的反式作用突变。举例来说，在利用R625突变

型SF3B1进行的三个独立公布的实验中，尽管一个实验检查到葡萄膜黑素瘤患者
40
，第二个

实验检查到葡萄膜黑素瘤细胞系
41
，而第三个实验检查到乳癌患者

42
，但展现最大剪接差异

的基因是一致的。

[0270] c.对于新剪接同功型，在RNASeq数据中存在确证的“新”剪接‑接合读段。

[0271] d.对于新重排，有确证在肿瘤DNA中存在而在正常DNA中不存在的近似外显子读段

[0272] e.基因表达概略中缺乏，如GTEx43(即，使得不太可能为生殖系起源)
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[0273] 8.通过直接比较组装的DNA肿瘤与正常读段(或来自这些读段的k‑mer)来补充基

于参考基因组比对的分析以避免基于比对和注释的错误和伪影。(例如对于在生殖系变体

或重复序列插入缺失附近出现的体细胞变体)

[0274] 在具有聚腺苷酸化RNA的样品中，RNA‑seq数据中病毒和微生物RNA的存在将使用

RNA  CoMPASS44或类似方法评估，以鉴别可以预测患者响应的其它因素。

[0275] VI.B.HLA肽的分离和检测

[0276] HLA‑肽分子的分离在溶胞和溶解组织样品之后，使用经典免疫沉淀(IP)方法进

行
55‑58。使用澄清的溶解产物进行HLA特异性IP。

[0277] 免疫沉淀是使用偶合至珠粒的抗体进行，其中该抗体对HLA分子具有特异性。对于

全I类HLA免疫沉淀，使用全I类CR抗体，对于II类HLA–DR，使用HLA–DR抗体。在过夜培育期

间，将抗体共价连接至NHS‑琼脂糖珠粒。在共价连接后，洗涤珠粒并等分试样用于IP。59,60免

疫沉淀也可以使用未共价结合至磁珠的抗体进行。通常，使用包被有蛋白A和/或蛋白G的琼

脂糖或磁珠将抗体固定在色谱柱上来完成此操作。下面列出了一些可用于选择性富集MHC/

肽复合物的抗体。

[0278] 抗体名称 特异性

W6/32 I类HLA‑A,B,C

L243 II类–HLA‑DR

Tu36 II类–HLA‑DR

LN3 II类–HLA‑DR

Tu39 II类–HLA‑DR,DP,DQ

[0279] 将澄清的组织溶解产物添加至抗体珠粒中进行免疫沉淀。免疫沉淀后，从溶解产

物移除珠粒，并储存溶解产物用于另外的实验，包括另外的IP。洗涤IP珠粒以移除非特异性

结合并使用标准技术，从珠粒洗脱下HLA/肽复合物。使用分子量旋转柱或C18分级分离，从

肽移除蛋白质组分。通过SpeedVac蒸发使所得肽变干并且在一些情形中在‑20C下储存以待

MS分析。

[0280] 干燥的肽在适于反相色谱法的HPLC缓冲液中复水并装载至C‑18微毛细管HPLC柱

上以在Fusion  Lumos质谱仪(Thermo)中进行梯度洗脱。在Orbitrap检测器中在高分辨率下

收集肽质/荷比(m/z)的MS1谱，随后在所选离子经历HCD片段化后，在离子阱检测器中收集

MS2低分辨率扫描谱。另外，可以使用CID或ETD片段化方法，或三种技术的任何组合获得MS2

谱，以达到该肽的较高氨基酸覆盖率。还可以在Orbitrap检测器中用高分辨率质量精确率

测量MS2谱。

[0281] 使 用C o m e t 6 1 ,6 2
，针对蛋白 质数据库搜索由各分析得到的 M S 2谱并使 用

Percolator63‑65对肽鉴别进行评分。可以使用PEAKS  studio(Bioinformatics  Solutions 

Inc.)进行另外的测序，并且可以使用其它搜索引擎或其它测序方法，包括光谱匹配和从头

测序
75。

[0282] VI.B.1.支持全面HLA肽测序的MS检测限研究。

[0283] 使用肽YVYVADVAAK，利用装载至LC柱上的不同量的肽确定检测限。测试肽的量是

1pmol、100fmol、10fmol、1fmol及100amol。(表1)结果显示于图1F中。这些结果表明，最低检

测限(LoD)是埃摩尔(attomol)范围(10‑18)，动态范围跨五个数量级，并且信噪比看来足以
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在低飞摩尔(femtomol)范围(10‑15)内进行测序。

[0284]

[0285]

[0286] VII.呈递模型

[0287] VII.A.系统综述

[0288] 图2A是根据一个实施方案，用于鉴别患者体内肽呈递的可能性的环境100的概述。

环境100提供背景以便引入呈递鉴别系统160，该系统本身包括呈递信息存储器165。

[0289] 呈递鉴别系统160是一个或多个在如以下关于图38所论述的计算系统中体现的计

算机模型，其接收与MHC等位基因集合有关的肽序列并测定这些肽序列将被该相关MHC等位

基因集合中的一个或多个MHC等位基因呈递的可能性。呈递鉴别系统160可以应用于I类和

II类MHC等位基因两者。这在多种情形中都适用。呈递鉴别系统160的一个具体使用情形是，

它能够接收与来自患者110的肿瘤细胞的MHC等位基因集合有关的候选新抗原的核苷酸序

列，并测定这些候选新抗原将被该肿瘤的相关MHC等位基因中的一个或多个呈递和/或在患

者110的免疫系统中诱导免疫原性反应的可能性。可以选出被系统160测定具有高可能性的

候选新抗原用于包括在疫苗118中，此类抗肿瘤免疫应答可以由提供肿瘤细胞的患者110的

免疫系统引发。另外，可以产生具有TCR的T细胞以用于T细胞疗法，所述T细胞对具有高呈递

可能性的候选新抗原具有响应，从而还引起来自患者110的免疫系统的抗肿瘤免疫应答。

[0290] 呈递鉴别系统160通过一个或多个呈递模型测定呈递可能性。确切地说，呈递模型

生成给定肽序列是否将由相关MHC等位基因集合呈递的可能性，并且这是基于存储在存储

器165中的呈递信息生成的。举例来说，呈递模型可以生成肽序列“YVYVADVAAK”是否将被等

位基因HLA‑A*02:01、HLA‑A*03:01、HLA‑B*07:02、HLA‑B*08:03、HLA‑C*01:04的集合呈递在

样品的细胞表面上的可能性。作为另一个实例，呈递模型还可以产生肽序列“YVYVADVAAK”

是否将被具有HLA等位基因序列“AYANGPW”、“UIIKNFDL”、“WRTSAOGH”的HLA等位基因呈递的

可能性。呈递信息165含有关于肽是否结合至不同类型的MHC等位基因以使得这些肽被MHC

等位基因呈递的信息，该信息在模型中是根据肽序列中氨基酸的位置确定。呈递模型可以

基于呈递信息165预测未被识别的肽序列的呈递是否会与相关MHC等位基因集合相关联。如

前所述，呈递模型可以应用于I类和II类MHC等位基因两者。

[0291] 在本说明书中使用了术语“HLA覆盖率”。如在整个说明书中所使用的，“HLA覆盖

率”可以应用于个体和/或个体群体。当应用于个体时，“HLA覆盖率”是指在个体的基因组内

发现的存在呈递模型的HLA等位基因的比例。例如，对于具有HLA类型A*02:01,A*02:01,B*

07:02,B*07:02,C*07:02,C*07:02的纯合子个体，如果等位基因A*02:01和B*07:02存在呈

递模型，但C*07:02不存在呈递模型，则该个体的HLA覆盖率为4/6。
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[0292] 当应用于个体群体时，“HLA覆盖率”是指对于存在呈递模型的个体HLA覆盖率的每

个可能水平而言的群体中个体的比例。在人类个体的情况下，每个人类基因组包含六个HLA

等位基因。因此，个体HLA覆盖率的可能水平包括0/6，1/6，2/6，……，6/6。因此，例如，在个

体的群体中，如果群体中一半的个体具有2/6的个体HLA覆盖率，并且群体中一半的个体具

有6/6的个体HLA覆盖率，那么对于个体HLA覆盖率0/6而言，群体的HLA覆盖率为0％，对于个

体HLA覆盖率1/6而言，群体的HLA覆盖率为0％，对于个体HLA覆盖率2/6而言，群体的HLA覆

盖率为50％，对于个体HLA覆盖率3/6而言，群体的HLA覆盖率为0％，对于个体HLA覆盖率4/6

而言，群体的HLA覆盖率为0％，对于个体HLA覆盖率5/6而言，群体的HLA覆盖率为0％，对于

个体HLA覆盖率6/6而言，群体的HLA覆盖率为50％。

[0293] 如以下关于VIII部分更详细描述的，训练呈递模型的目的是使群体的每个个体具

有最高的可能的HLA覆盖率，并且因此对于群体的HLA覆盖率，使得就较高的个体HLA覆盖率

而言，群体中个体的比例尽可能高。

[0294] VII.B.呈递信息

[0295] 图2A示出了根据一个实施方案的获得呈递信息的方法。呈递信息165包括两个通

用信息类别：等位基因相互作用信息和等位基因非相互作用信息。等位基因相互作用信息

包括影响与MHC等位基因的类型相关的肽序列的呈递的信息。等位基因非相互作用信息包

括影响与MHC等位基因的类型无关的肽序列的呈递的信息。

[0296] VII.B.1.等位基因相互作用信息

[0297] 等位基因相互作用信息主要包括经过鉴别的肽序列，已知这些肽序列已经被来自

人、小鼠等的一个或多个经过鉴别的MHC分子呈递。值得注意的是，这可能包括或可能不包

括从肿瘤样品获得的数据。可以从表达单个MHC等位基因的细胞鉴别出所呈递的肽序列。在

这一情形中，所呈递的肽序列一般是从单个等位基因细胞系收集，这些细胞系被工程改造

成表达预定MHC等位基因并且随后暴露于合成蛋白质。在MHC等位基因上呈递的肽是通过如

酸洗脱等技术分离并通过质谱法鉴别。图2B示出了这一情形的一个实施例，其中分离出在

预定MHC等位基因HLA‑DRB1*12:01上呈递的示例肽YEMFNDKSQRAPDDKMF并通过质谱法鉴别。

由于在此情况下，肽是通过被工程改造成表达单一预定MHC蛋白质的细胞鉴别，故呈递的肽

与其所结合的MHC蛋白质之间的直接关联是确定已知的。

[0298] 也可以从表达多个MHC等位基因的细胞收集所呈递的肽序列。通常，在人体中，一

种细胞表达6种不同类型的MHC‑I和至多12种不同类型的MHC‑II分子。如此呈递的肽序列可

以从被工程改造成表达多个预定MHC等位基因的多等位基因细胞系鉴别到。还可以从组织

样品，如正常组织样品或肿瘤组织样品鉴别如此呈递的肽序列。特别就这一情形来说，MHC

分子可以从正常或肿瘤组织免疫沉淀。在多个MHC等位基因上呈递的肽可类似地通过如酸

洗脱等技术分离并通过质谱法鉴别。图2C示出了此种情形的一个实施例，其中将六个示例

肽YEMFNDKSF、HROEIFSHDFJ、FJIEJFOESS、NEIOREIREI、JFKSIFEMMSJDSSUIFLKSJFIEIFJ及

KNFLENFIESOFI呈递于所鉴别的I类MHC等位基因HLA‑A*01:01、HLA‑A*02:01、HLA‑B*07:02、

HLA‑B*08:01及II类MHC等位基因HLA‑DRB1*10:01、HLA‑DRB1:11:01并且分离，并通过质谱

法鉴别。相对于单等位基因细胞系，呈递的肽与其所结合的MHC蛋白质之间的直接关联可能

是未知的，因为结合肽是在鉴别之前与MHC分子分离。

[0299] 等位基因相互作用信息还可以包括质谱离子流，其取决于肽‑MHC分子复合物的浓
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度和肽电离效率。电离效率以序列依赖性方式随肽而变化。一般来说，电离效率随肽而在约

两个数量级内变化，而肽‑MHC复合物的浓度在比其更大的范围内变化。

[0300] 等位基因相互作用信息还可以包括给定MHC等位基因与给定肽之间结合亲和力的

测量或预测。(72,73,74)一个或多个亲和力模型可以生成此类预测。举例来说，再看回图1D

中所示的实施例，呈递信息165可以包括肽YEMFNDKSF与等位基因I类HLA‑A*01:01之间的

1000nM的结合亲和力预测值。IC50>1000nm的肽很少被MHC呈递，且较低的IC50值使呈递概

率增加。呈递信息165可以包括肽KNFLENFIESOFI和II类等位基因HLA‑DRB1:11:01之间的结

合亲和力预测。

[0301] 等位基因相互作用信息也可以包括该MHC复合物稳定性的测量或预测。一个或多

个稳定性模型可以生成此类预测。较稳定的肽‑MHC复合物(即，半衰期较长的复合物)比较

可能在肿瘤细胞上及在遭遇疫苗抗原的抗原呈递细胞上以高拷贝数呈递。举例来说，再看

回图2C中所示的实施例，呈递信息165可以包括I类分子HLA‑A*01:01的半衰期是1小时的稳

定性预测值。呈递信息165可以包括II类分子HLA‑DRB1:11:01的半衰期的稳定性预测值。

[0302] 等位基因相互作用信息也可以包括测量或预测的肽‑MHC复合物的形成反应速率。

以较高速率形成的复合物比较可能以高浓度呈递于细胞表面上。

[0303] 等位基因相互作用信息还可以包括肽的序列和长度。I类MHC分子通常偏好呈递长

度介于8与15个肽之间的肽。所呈递的肽中有60‑80％的长度是9个。II类MHC分子通常更优

先呈递介于6到30个肽之间的肽。

[0304] 等位基因相互作用信息还可以包括新抗原编码肽上激酶序列基元的存在，以及新

抗原编码肽上特定翻译后修饰的不存在或存在。激酶基元的存在会影响翻译后修饰的概

率，该翻译后修饰可能增强或干扰MHC结合。

[0305] 等位基因相互作用信息还可以包括翻译后修饰过程中所涉及的蛋白质，例如激酶

的表达水平或活性水平(如由RNA  seq、质谱法或其它方法所测量或预测)。

[0306] 等位基因相互作用信息还可以包括来自表达特定MHC等位基因的其它个体的细胞

中具有相似序列的肽的呈递概率，这可通过质谱蛋白组学或其它手段评估。

[0307] 等位基因相互作用信息还可以包括所讨论的个体中特定MHC等位基因的表达水平

(例如，如通过RNA‑seq或质谱法测量)。相较于最强地结合至以低水平表达的MHC等位基因

的肽，最强地结合至以高水平表达的MHC等位基因的肽比较可能被呈递。

[0308] 等位基因相互作用信息还可以包括不依赖于总体新抗原编码肽序列而在表达特

定MHC等位基因的其它个体中由特定MHC等位基因呈递的概率。

[0309] 等位基因相互作用信息还可以包括不依赖于总体肽序列而在其它个体中由同一

家族分子(例如HLA‑A、HLA‑B、HLA‑C、HLA‑DQ、HLA‑DR、HLA‑DP)中的MHC等位基因呈递的概

率。举例来说，HLA‑C分子的表达水平通常低于HLA‑A或HLA‑B分子，且由此可推断，由HLA‑C

呈递肽的概率低于由HLA‑A或HLA‑B呈递的概率。再举一个例子，HLA‑DP的表达水平通常低

于HLA‑DR或HLA‑DQ，且由此可推断，由HLA‑DP呈递肽的概率低于由HLA‑DR或HLA‑DQ呈递的

概率。

[0310] 等位基因相互作用信息还可以包括特定MHC等位基因的蛋白质序列。

[0311] 以下部分中所列的任何MHC等位基因非相互作用信息也可以按MHC等位基因相互

作用信息的方式进行建模。
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[0312] VII.B.2.等位基因非相互作用信息

[0313] 等位基因非相互作用信息可以包括在源蛋白质序列内侧接新抗原编码肽的C末端

序列。对于MHC‑I，C末端侧接序列可能影响肽的蛋白酶体加工。不过，C末端侧接序列是在肽

转运至内质网并遇到细胞表面上的MHC等位基因之前，在蛋白酶体作用下自该肽裂解得到。

因此，MHC分子接收不到有关C末端侧接序列的信息，且由此，C末端侧接序列的影响不会随

MHC等位基因类型而变化。举例来说，再参看图2C中所示的实施例，呈递信息165可以包括从

肽的源蛋白鉴别到的呈递肽FJIEJFOESS的C末端侧接序列FOEIFNDKSLDKFJI。

[0314] 等位基因非相互作用信息也可以包括mRNA定量测量。举例来说，可以获得与提供

质谱训练数据相同的样品的mRNA定量数据。如稍后描述的，RNA表达水平被鉴别为肽呈递的

强预测因子。在一个实施方案中，mRNA定量测量值是由软件工具RSEM鉴别得到。有关RSEM软

件工具的详细实施方式可见于Bo  Li及Colin  N .Dewey .RSEM:accurate  transcript 

quantification  from  RNA‑Seq  data  with  or  without  a  reference  genome .BMC 

Bioinformatics,12:323,2011年8月。在一个实施方案中，mRNA定量是以每一百万条定位读

段数中每千碱基转录物的片段数(FPKM)为单位度量。

[0315] 等位基因非相互作用信息还可以包括在源蛋白质序列内侧接所述肽的N末端序

列。

[0316] 等位基因非相互作用信息还可以包括肽序列的源基因。可以将源基因定义为肽序

列的Ensembl蛋白家族。在另一些例子中，源基因可以被定义为肽序列的源DNA或源RNA。可

以例如将源基因表示为编码蛋白质的一串核苷酸，或者基于已知编码特定蛋白质的已知

DNA或RNA序列的命名集合将更直接地表示。在另一个例子中，等位基因非相互作用信息还

可以包括从数据库如Ensembl或RefSeq中提取的肽序列的源转录本或同工型或潜在的源转

录本或同工型的集合。

[0317] 等位基因非相互作用信息还可以包括肽序列来源的细胞的组织类型、细胞类型或

肿瘤类型。

[0318] 等位基因非相互作用信息还可以包括在该肽中蛋白酶裂解基元的存在，任选地根

据肿瘤细胞中相应蛋白酶的表达(如通过RNA‑seq或质谱法测量)加权。含有蛋白酶裂解基

元的肽不太可能被呈递，因为这些肽比较容易被蛋白酶降解，并因此在细胞内不太稳定。

[0319] 等位基因非相互作用信息还可以包括如在适当细胞类型中测量的源蛋白的转换

率。转换率较快(即，半衰期较短)会增加呈递概率；不过，如果在不相似的细胞类型中测量，

则此特征的预测能力较低。

[0320] 等位基因非相互作用信息还可以包括如通过RNA‑seq或蛋白质组质谱法所测量，

或如根据在DNA或RNA序列数据中检测到的生殖系或体细胞剪接突变的注释所预测的源蛋

白的长度，任选地考虑在肿瘤细胞中表达水平最高的特定剪接变体(“同功型”)。

[0321] 等位基因非相互作用信息还可以包括肿瘤细胞中蛋白酶体、免疫蛋白酶体、胸腺

蛋白酶体或其它蛋白酶的表达水平(可以通过RNA‑seq、蛋白质组质谱法或免疫组织化学分

析测量)。不同的蛋白酶体具有不同的裂解位点偏好。与表达水平成比例的各类型蛋白酶体

的裂解偏好将被给予较大权重。

[0322] 等位基因非相互作用信息还可以包括肽的源基因的表达水平(例如通过RNA‑seq

或质谱法测量)。可能的优化措施包括调整表达水平测量值以说明肿瘤样品内基质细胞和
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肿瘤浸润淋巴细胞的存在。来自表达水平较高的基因的肽比较可能被呈递。来自表达水平

不可检测的基因的肽可以不予考虑。

[0323] 等位基因非相互作用信息还可以包括如由无义介导的衰变模型，例如来自Rivas

等人 ,Science  2015的模型所预测的新抗原编码肽的源mRNA将经历无义介导的衰变的概

率。

[0324] 等位基因非相互作用信息还可以包括在各种细胞周期阶段期间肽的源基因的典

型肿瘤特异性表达水平。以总体较低水平表达(如通过RNA‑seq或质朴蛋白质组学所测量)

但已知在特定细胞周期阶段期间高水平表达的基因所产生的呈递肽可能多于以极低水平

稳定表达的基因。

[0325] 等位基因非相互作用信息还可以包括例如uniProt或PDB  http://www.rcsb.org/

pdb/home/home.do中提供的源蛋白特征的综合目录。这些特征尤其可以包括：蛋白质的二

级和三级结构、亚细胞定位11、基因本体(Gene  ontology，GO)项。确切地说，这一信息可以

含有在蛋白质水平上起作用的注释，例如5’UTR长度；及在特定残基水平上起作用的注释，

例如在残基300与310之间的螺旋基元。这些特征还可以包括转角基元、折叠基元和无序残

基。

[0326] 等位基因非相互作用信息还可以包括描述含有该肽的源蛋白的结构域的特性的

特征，例如：二级或三级结构(例如α螺旋对比β折叠)；选择性剪接。

[0327] 等位基因非相互作用信息还可以包括新抗原的肽序列与新抗原源基因的多个k聚

体单元中的一个或多个k聚体单元之间的关联(如受试者的核苷酸测序数据中所存在的)。

在呈递模型的训练期间，新抗原的肽序列和新抗原核苷酸测序数据的k聚体单元之间的这

些关联被输入模型中，并且部分地被模型用来学习代表与训练肽序列相关联的k聚体单元

的呈递热点的存在或不存在的模型参数。然后，在训练后的模型使用期间，将测试肽序列与

测试肽序列的源基因的一个或多个k聚体单元之间的关联输入模型中，并且模型在训练过

程中所学习的参数使得呈递模型能够对测试肽序列的呈递可能性做出更准确的预测。

[0328] 一般来说，表示k聚体单元的呈递热点存在或不存在的模型参数表示在控制了所

有其他变量(如肽序列、RNA表达，通常在HLA结合肽等中发现的氨基酸)后，k聚体单元将产

生所呈递的肽的残余倾向。表示k聚体单元的呈递热点的存在或不存在的参数可以是二进

制系数(例如，0或1)或沿着标度的模拟系数(例如，在0和1之间，包括0和1)。在这两种情况

的任一情况下，较大的系数(例如，接近1或1)表示k聚体单元将产生控制其他因素的所呈递

肽的可能性较大，而较低的系数(例如，接近0或0)表示k聚体单元将产生所呈递肽的可能性

较低。例如，具有低热点系数的k聚体单元可能是来自具有高RNA表达的基因的k聚体单元，

其中氨基酸通常存在于HLA结合肽中，在这里源基因产生许多其他所呈递肽，但所呈递肽很

少出现在k聚体单元中。由于其他肽存在来源可能已经由其他参数(例如，通常在HLA结合肽

中发现的在k聚体单元或更大单元基础上的RNA表达)所解释，因此这些热点参数提供了新

的、单独的信息，这些信息不会“双重计数”由其他参数捕获的信息。

[0329] 等位基因非相互作用信息还可以包括其它个体中来自相关肽的源蛋白的肽的呈

递概率(在调整这些个体中源蛋白的表达水平及这些个体的不同HLA类型的影响之后)。

[0330] 等位基因非相互作用信息还可以包括由于技术偏差而无法通过质谱法检测到或

过量表示该肽的概率。
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[0331] 通过基因表达测定如RNASeq、微阵列、靶向组如Nanostring所测量的各种基因模

块/路径的表达，或通过如RT‑PCR等测定(无需含有该肽的源蛋白)所测量的基因模块的单

基因/多基因代表提供了有关肿瘤细胞、基质或肿瘤浸润淋巴细胞(TIL)的状态的信息。

[0332] 等位基因非相互作用信息还可以包括肿瘤细胞中肽的源基因的拷贝数。举例来

说，在肿瘤细胞中经历纯合子缺失的基因的肽可以指定为呈递概率是零。

[0333] 等位基因非相互作用信息还可以包括肽结合至TAP的概率或肽与TAP的结合亲和

力测量值或预测值。比较可能结合至TAP的肽，或以较高亲和力结合TAP的肽比较可能被

MHC‑I呈递。

[0334] 等位基因非相互作用信息还可以包括肿瘤细胞中TAP的表达水平(可以通过RNA‑

seq、蛋白质组质谱法、免疫组织化学分析测量)。对于MHC‑I，较高的TAP表达水平会增加所

有肽的呈递概率。

[0335] 等位基因非相互作用信息还可以包括肿瘤突变的存在或不存在，包括但不限于：

[0336] i.已知癌症驱动基因，如EGFR、KRAS、ALK、RET、ROS1、TP53、CDKN2A、CDKN2B、NTRK1、

NTRK2、NTRK3中的驱动突变

[0337] ii.编码抗原呈递机器中所涉及的蛋白质的基因(例如B2M、HLA‑A、HLA‑B、HLA‑C、

TAP‑1、TAP‑2、TAPBP、CALR、CNX、ERP57、HLA‑DM、HLA‑DMA、HLA‑DMB、HLA‑DO、HLA‑DOA、HLA‑

DOBHLA‑DP、HLA‑DPA1、HLA‑DPB1、HLA‑DQ、HLA‑DQA1、HLA‑DQA2、HLA‑DQB1、HLA‑DQB2、HLA‑

DR、HLA‑DRA、HLA‑DRB1、HLA‑DRB3、HLA‑DRB4、HLA‑DRB5或编码蛋白酶体或免疫蛋白酶体的

组分的任何基因)中的突变。呈递依赖于肿瘤中经历功能丧失性突变的抗原呈递机器组分

的肽具有降低的呈递概率。

[0338] 存在或不存在功能性生殖系多态现象，包括但不限于：

[0339] i.  编码抗原呈递机器中所涉及的蛋白质的基因(例如B2M、HLA‑A、HLA‑B、HLA‑C、

TAP‑1、TAP‑2、TAPBP、CALR、CNX、ERP57、HLA‑DM、HLA‑DMA、HLA‑DMB、HLA‑DO、HLA‑DOA、HLA‑

DOBHLA‑DP、HLA‑DPA1、HLA‑DPB1、HLA‑DQ、HLA‑DQA1、HLA‑DQA2、HLA‑DQB1、HLA‑DQB2、HLA‑

DR、HLA‑DRA、HLA‑DRB1、HLA‑DRB3、HLA‑DRB4、HLA‑DRB5或编码蛋白酶体或免疫蛋白酶体的

组分的任何基因)中的功能性生殖系多态现象

[0340] 等位基因非相互作用信息还可以包括肿瘤类型(例如NSCLC、黑素瘤)。

[0341] 等位基因非相互作用信息还可以包括HLA等位基因的已知功能，如由例如HLA等位

基因的后缀所反映。举例来说，等位基因名称HLA‑A*24:09N中的N后缀指示未表达并因此不

可能呈递表位的无效等位基因；完整 HL A等位基因后缀命名法描述于h t t ps :/ /

www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/nomenclature/suffixes.html。

[0342] 等位基因非相互作用信息还可以包括临床肿瘤亚型(例如鳞状肺癌对比非鳞状肺

癌)。

[0343] 等位基因非相互作用信息也可以包括吸烟史。

[0344] 等位基因非相互作用信息还可以包括晒伤史、太阳曝晒史或暴露于其它诱变剂的

历史。

[0345] 等位基因非相互作用信息还可以包括肽的源基因在相关肿瘤类型或临床亚型中

的典型表达，任选地利用驱动基因突变分层。通常在相关肿瘤类型中高水平表达的基因比

较可能被呈递。
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[0346] 等位基因非相互作用信息还可以包括所有肿瘤中，或同一类型肿瘤中，或来自具

有至少一个共有MHC等位基因的个体的肿瘤中，或具有至少一个共有MHC等位基因的个体体

内的同一类型肿瘤中的突变频率。

[0347] 就突变的肿瘤特异性肽而言，用于预测呈递概率的特征清单也可以包括突变注释

(例如错义、通读、移码突变、融合等)或预测该突变是否会引起无义介导的衰变(NMD)。举例

来说，来自因纯合子早期终止突变而在肿瘤细胞中不翻译的蛋白质区段的肽可以指定为呈

递概率是零。NMD使mRNA翻译减少，由此降低呈递概率。

[0348] VII.C.呈递鉴别系统

[0349] 图3是一个高级框图，示出了根据一个实施方案的呈递鉴别系统160的计算机逻辑

组件。在本示例实施方案中，呈递鉴别系统160包括数据管理模块312、编码模块314、训练模

块316及预测模块320。呈递鉴别系统160还包括训练数据存储器170和呈递模型存储器175。

该模型管理系统160的一些实施方案具有与此处所描述不同的模块。类似地，这些模块的功

能分布可能不同于此处描述的模块。

[0350] VII.C.1.数据管理模块

[0351] 数据管理模块312根据呈递信息165生成数组训练数据170。每组训练数据含有多

个数据实例，其中每个数据实例i含有一组自变量zi，这些自变量包括至少一个呈递或未呈

递的肽序列pi、一个或多个与该肽序列pi相关联的相关MHC等位基因ai，和/或一个或多个与

该肽序列pi相关联的MHC等位基因序列di；和一个因变量yi，该因变量表示呈递鉴别系统160

有意预测自变量的新值的信息。

[0352] 在本说明书其余部分通篇提到的一个特定的实施方式中，因变量yi是一种二元标

记，其指示肽pi是否被该一个或多个相关MHC等位基因ai并且/或者被一个或多个与一个或

多个MHC等位基因序列di相关联的MHC等位基因呈递。不过，应理解，在其它实施方式中，取

决于自变量zi，因变量yi可以表示呈递鉴别系统160有意进行预测的任何其它类别的信息。

举例来说，在另一实施方案中，因变量yi还可以是指示所鉴别的数据实例的质谱离子电流

的数值。

[0353] 数据实例i的肽序列pi是具有ki个氨基酸的序列，其中ki可以在随数据实例i而在

一定范围内变化。举例来说，该范围对于I类MHC可以是8‑15，或对于II类MHC是6‑30。在系统

160的一个具体实施方案中，一个训练数据集中的所有肽序列pi可以具有相同长度，例如9。

肽序列中氨基酸的数量可以取决于MHC等位基因的类型(例如人体中的MHC等位基因等)而

变化。数据实例i的MHC等位基因ai指示存在的与相应肽序列pi相关的MHC等位基因。类似地，

在一些实施方案中，数据实例i的MHC等位基因序列di指示哪些MHC等位基因序列与对应的

肽序列pi相关联地存在。

[0354] 数据管理模块312还可以包括另外的等位基因相互作用变量，如与训练数据170中

所包含的肽序列pi和相关MHC等位基因ai
有关的结合亲和力bi和稳定性预测值si。举例来

说，训练数据170可以含有肽pi与以ai指示的各相关MHC分子之间的结合亲和力预测值bi。作

为另一个实施例，训练数据170可以含有以ai指示的各MHC等位基因的稳定性预测值si。

[0355] 数据管理模块312还可以包括等位基因非相互作用变量wi，如与肽序列pi有关的C

末端侧接序列和mRNA定量测量值。

[0356] 数据管理模块312还鉴别不被MHC等位基因呈递的肽序列，以生成训练数据170。一
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般来说，这涉及在呈递之前，鉴别包括呈递肽序列在内的源蛋白的“较长”序列。当呈递信息

含有工程改造的细胞系时，数据管理模块312鉴别这些细胞所暴露的合成蛋白质中未呈递

于细胞的MHC等位基因上的一系列肽序列。当呈递信息含有组织样品时，数据管理模块312

鉴别作为呈递肽序列的来源的源蛋白，并且鉴别源蛋白中未呈递于组织样品细胞的MHC等

位基因上的一系列肽序列。

[0357] 数据管理模块312还可以利用随机氨基酸序列人工产生肽，并将所产生的序列鉴

别为不呈递于MHC等位基因上的肽。这可以通过随机产生肽序列实现，使得数据管理模块

312能够容易地生成大量有关不呈递于MHC等位基因上的肽的合成数据。由于实际上，只有

少量肽序列被MHC等位基因呈递，故合成产生的肽序列很有可能不会被MHC等位基因呈递，

即使这些序列被包括在细胞加工的蛋白质中。

[0358] 图4示出了根据一个实施方案的一组示例性训练数据170A。确切地说，训练数据

1 7 0 A中 的 前 3个 数 据 实 例 指 示由 包 含 等 位 基 因 H L A ‑ C * 0 1 : 0 3以 及 3个 肽 序 列

QCEIOWAREFLKEIGJ、FIEUHFWI及FEWRHRJTRUJR的单等位基因细胞系得到的肽呈递信息。注

意，在训练数据170A的可替代实施方案中，HLA等位基因类型可被HLA等位基因序列替代。例

如，等位基因类型HLA‑C*1:03可被等位基因HLA‑C*1:03的氨基酸序列替代。训练数据170A

中的第四个数据实例指示由包含等位基因HLA‑B*07:02、HLA‑C*01:03、HLA‑A*01:01和一个

肽序列QIEJOEIJE的多等位基因细胞系得到的肽信息。第一个数据实例指示，肽序列

QCEIOWARE不被等位基因HLA‑DRB3:01:01呈递。如前两段所论述，阴性标记的肽序列可以由

数据管理模块312随机产生，或从呈递肽的源蛋白鉴别得到。训练数据170A还包括肽序列‑

等位基因对的1000nM的结合亲和力预测值以及半衰期是1小时的稳定性预测值。训练数据

170A还包括等位基因非相互作用变量，如肽FJELFISBOSJFIE的C末端侧接序列，以及102TPM

的mRNA定量测量值。第四个数据实例指示，肽序列QIEJOEIJE被等位基因HLA‑B*07:02、HLA‑

C*01:03或HLA‑A*01:01之一呈递。训练数据170A还包括各等位基因的结合亲和力预测值和

稳定性预测值，以及该肽的C末端侧接序列和该肽的mRNA定量测量值。在进一步实施方案

中，训练数据170A还可以包括额外的等位基因非相互作用变量，如所呈递肽的肽家族。

[0359] VII.C.2.编码模块

[0360] 编码模块314将训练数据170中所包含的信息编码成可以用于产生一个或多个呈

递模型的数字表示。在一个实施方案中，编码模块314在预定的20字母氨基酸字母表内独热

编码序列(例如肽序列和/或C末端侧接序列和/或MHC等位基因序列)。确切地说，具有ki个

氨基酸的肽序列pi表示为具有20·ki个元素的行向量，其中pi20·(j‑1)+1 ,p
i
20·(j‑1)+2 ,… ,

pi20·j当中对应于字母表中在肽序列第j位的氨基酸的单一元素的值是1。另外，其余元素

的值是0。举个例子，对于给定的字母表{A,C,D,E,F,G,H,I,K,L,M,N,P,Q,R,S,T,V,W,Y}，数

据实例i的具有3个氨基酸的肽序列EAF可以由具有60个元素的行向量表示pi＝[0  0  0  1  0 

0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  1  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0 

1  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0]。C末端侧接序列ci，以及MHC等位基因的蛋白质序列di

和呈递信息中的其它序列数据都可以按与上文所描述类似的方式编码。

[0361] 当训练数据170含有氨基酸长度不同的序列时，编码模块314也可以通过添加PAD

字符以扩充预定字母表，将肽编码成相等长度的向量。举例来说，这可以通过用PAD字符对

肽序列进行左侧填充，直到该肽序列的长度达到训练数据170中具有最大长度的肽序列来

说　明　书 33/156 页

39

CN 111868080 B

39



进行。因此，当具有最大长度的肽序列具有kmax个氨基酸时，编码模块314将各序列以数字方

式表示为具有(20+1)kmax个元素的行向量。举个例子，对于扩充的字母表{PAD,A,C,D,E,F,

G,H,I,K,L,M,N,P,Q,R,S,T,V,W,Y}和kmax＝5的最大氨基酸长度，该具有3个氨基酸的相同

示例肽序列EAF可以由具有105个元素的行向量表示：pi＝[1  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0 

0  0  0  0  0  0  0  1  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  1  0  0  0  0  0  0 

0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  1  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  1  0  0 

0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0]。C末端侧接序列ci、MHC等位基因的蛋白质序列di或其它序列

数据可以按与上文描述类似的方式编码。因此，肽序列pi、ci或di的每个自变量或每一列表

示在该序列特定位置处特定氨基酸的存在。

[0362] 尽管以上编码序列数据的方法是参照具有氨基酸序列的序列描述，但该方法可以

类似地扩展至其它类型的序列数据，如DNA或RNA序列数据等。

[0363] 编码模块314还将数据实例i的一个或多个MHC等位基因ai编码成具有m个元素的

行向量，其中每个元素h＝1,2,…,m对应于唯一鉴别的MHC等位基因。对应于所鉴别的数据

实例i的MHC等位基因的元素的值是1。另外，其余元素的值是0。举个例子，m＝4种唯一鉴别

的MHC等位基因类型{HLA‑A*01:01,HLA‑C*01:08,  HLA‑B*07:02,HLA‑DRB1*10:01}当中对

应于多等位基因细胞系的数据实例i的等位基因HLA‑B*07:02和HLA‑DRB1*10:01可以由具

有4个元素的行向量表示：ai＝[0  0  1  1]，其中a3
i
＝1和a4

i
＝1。尽管本文中用4种鉴别的MHC

等位基因类型描述该实施例，但MHC等位基因类型的数量实际上可以是数百或数千。如先前

所论述，每个数据实例i通常含有最多6种不同的与肽序列pi相关的MHC等位基因类型。

[0364] 编码模块314还将每个数据实例i的标记yi编码为具有来自集合{0,1}的值的二元

变量，其中值1指示肽xi由相关的MHC等位基因ai中的一个呈递，而值0指示肽xi不被任何相

关的MHC等位基因ai呈递。当因变量yi表示质谱离子电流时，编码模块314可以另外使用各种

函数，如对[0,∞)之间的离子电流具有(‑∞,∞)范围的对数函数等缩放这些值。

[0365] 编码模块314可以将有关肽pi和相关MHC等位基因h的一对等位基因相互作用变量

xh
i
表示为行向量，其中等位基因相互作用变量的数字表示相继地串接。举例来说，编码模块

314可以将xh
i
表示为等于[pi]、[pi  bh

i]、[pi  sh
i]或[pi  bh

i
  sh

i]的行向量，其中bh
i
是肽pi和

相关MHC等位基因h的结合亲和力预测值，并且类似地sh
i
是关于稳定性。或者，等位基因相互

作用变量的一个或多个组合可以个别地存储(例如以个别向量或矩阵形式)。

[0366] 在一个实例中，编码模块314通过将结合亲和力的测量值或预测值并入等位基因

相互作用变量xh
i
中来表示结合亲和力信息。

[0367] 在一个实例中，编码模块314通过将结合稳定性的测量值或预测值并入等位基因

相互作用变量xh
i
中来表示结合稳定性信息。

[0368] 在一个实例中，编码模块314通过将结合缔合速率的测量值或预测值并入等位基

因相互作用变量xh
i
中来表示结合缔合速率信息。

[0369] 在一个实例中，对于由I类MHC分子呈递的肽，编码模块314将肽长度表示为向量

其中 是指示函数，并且Lk表示肽pk的长度。向量Tk可以被包括在等位基因相互作用变量xh
i

中。在另一个实例中，对于由II类MHC分子呈递的肽，编码模块314将肽长度表示为向量
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其中 是指示函数，并且Lk表示肽pk

的长度。向量Tk可以被包括在等位基因相互作用变量xh
i
中。

[0370] 在一个实例中，编码模块314通过将基于RNA‑seq的MHC等位基因表达水平并入等

位基因相互作用变量xh
i
中来表示MHC等位基因的RNA表达信息。

[0371] 类似地，编码模块314可以将等位基因非相互作用变量wi表示为行向量，其中等位

基因非相互作用变量的数字表示相继地串接。举例来说，wi可以是等于[ci]或[ci  mi  wi]的

行向量，其中wi是除肽pi的C末端侧接序列和与该肽相关的mRNA定量测量值mi外，还表示任

何其它等位基因非相互作用变量的行向量。或者，等位基因非相互作用变量的一个或多个

组合可以个别地存储(例如以个别向量或矩阵形式)。

[0372] 在一实例中，编码模块314通过将转换率或半衰期并入等位基因非相互作用变量

wi中来表示肽序列的源蛋白的转换率。

[0373] 在一个实例中，编码模块314通过将蛋白质长度并入等位基因非相互作用变量wi

中来表示源蛋白或同功型的长度。

[0374] 在一个实例中，编码模块314通过将包括β1i、β2i、β5i亚单元在内的免疫蛋白酶体

特异性蛋白酶体亚单元的平均表达水平并入等位基因非相互作用变量wi中来表示免疫蛋

白酶体的活化情况。

[0375] 在一个实例中，编码模块314通过将源蛋白的丰度并入等位基因非相互作用变量

wi中来表示肽的源蛋白或者肽的基因或转录物的RNA‑seq丰度(通过如RSEM等技术以FPKM、

TPM为单位定量)。

[0376] 在一个实例中，编码模块314通过将利用Rivas等人,Science,2015中的模型估计

的肽的源转录物会经历无义介导的衰变(NMD)的概率并入等位基因非相互作用变量wi中来

表示此概率。

[0377] 在一个实例中，编码模块314例如通过使用例如路径中每个基因的RSEM，以TPM为

单位定量该路径中基因的表达水平，接着计算该路径中所有基因的概括统计量，例如平均

值，以此表示经RNA‑seq评估的基因模块或路径的活化状态。该平均值可以并入等位基因非

相互作用变量wi中。

[0378] 在一个实例中，编码模块314通过将拷贝数并入等位基因非相互作用变量wi中来

表示源基因的拷贝数。

[0379] 在一个实例中，编码模块314通过将测量的或预测的TAP结合亲和力例如以纳摩尔

浓度为单位)包括在等位基因非相互作用变量wi中来表示TAP结合亲和力。

[0380] 在一个实例中，编码模块314通过将利用RNA‑seq测量(并利用例如RSEM，以TPM为

单位定量)的TAP表达水平包括在等位基因非相互作用变量wi中来表示TAP表达水平。

[0381] 在一个实例中，编码模块314在等位基因非相互作用变量wi中将肿瘤突变表示为

指示变量的向量(即，如果肽pk来自具有KRAS  G12D突变的样品，则dk＝1，否则是0)。

[0382] 在一个实例中，编码模块314将抗原呈递基因中的生殖系多态性表示为指示变量
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的向量(即，如果肽pk来自在TAP中具有物种生殖系多态性的样品，则dk＝1)。这些指示变量

都可以被包括在等位基因非相互作用变量wi中。

[0383] 在一个实例中，编码模块314根据肿瘤类型(例如NSCLC、黑素瘤、结肠直肠癌等)的

字母表将肿瘤类型表示为长度一独热编码的向量。这些独热编码的变量都可以被包括在等

位基因非相互作用变量wi中。

[0384] 在一个实例中，编码模块314通过用不同后缀处理有4个数字的HLA等位基因来表

示MHC等位基因后缀。举例来说，出于该模型的目的，HLA‑A*24:09N被认为是与HLA‑A*24:09

不同的等位基因。或者，由于以N后缀结尾的HLA等位基因不表达，故可以将以N为后缀的MHC

等位基因对所有肽的呈递概率设置成零。

[0385] 在一个实例中，编码模块314根据肿瘤亚型(例如肺腺癌、肺鳞状细胞癌等)的字母

表将肿瘤亚型表示为长度一独热编码的向量。这些独热编码的变量都可以被包括在等位基

因非相互作用变量wi中。

[0386] 在一个实例中，编码模块314将吸烟史表示为二元指示变量(如果患者有吸烟史，

则dk＝1，否则是0)，该变量可以包括在等位基因非相互作用变量wi中。或者，可以根据吸烟

严重程度的字母表，将吸烟史编码为长度一独热编码的变量。举例来说，吸烟状态可以在1‑

5级量表上评级，其中1指示非吸烟者，并且5指示当前多量吸烟者。由于吸烟史主要与肺部

肿瘤相关，故当训练有关多种肿瘤类型的模型时，此变量也可以在患者有吸烟史时定义为

等于1并且肿瘤类型是肺部肿瘤，否则是零。

[0387] 在一个实例中，编码模块314将晒伤史表示为二元指示变量(如果患者有重度晒伤

史，则dk＝1，否则是0)，该变量可以包括在等位基因非相互作用变量wi中。由于重度晒伤主

要与黑素瘤相关，故当训练有关多种肿瘤类型的模型时，此变量也可以在患者有重度晒伤

史时定义为等于1并且肿瘤类型是黑素瘤，否则是零。

[0388] 在一个实例中，编码模块314通过使用参考数据库如TCGA将有关人基因组中各基

因或转录物的特定基因或转录物的表达水平分布表示为表达水平分布的概括统计量(例如

平均值、中值)。确切地说，对于肿瘤类型是黑素瘤的样品中的肽pk，不仅可以将肽pk的源基

因或转录物的基因或转录物表达水平测量值包括在等位基因非相互作用变量wi中，而且还

包括通过TCGA测量的黑素瘤中肽pk的源基因或转录物的平均和/或中值基因或转录物表达

水平。

[0389] 在一个实例中，编码模块314根据突变类型(例如错义突变、移码突变、NMD诱导的

突变等)的字母表将突变类型表示为长度一独热编码的变量。这些独热编码的变量都可以

被包括在等位基因非相互作用变量wi中。

[0390] 在一个实例中，编码模块314在等位基因非相互作用变量wi中将蛋白质的蛋白质

水平特征表示为源蛋白的注释值(例如5’UTR长度)。在另一个实例中，编码模块314通过在

等位基因非相互作用变量wi中包括指示变量来表示pi的残基水平的源蛋白注释，即，如果肽

pi与螺旋基元重叠则等于1，否则是0，或者如果肽pi完全包含在螺旋基元内则等于1。在另一

个实例中，表示肽pi中包含在螺旋基元注释内的残基的比例的特征可以包括在等位基因非

相互作用变量wi中。

[0391] 在一个实例中，编码模块314将人蛋白质组中蛋白质或同功型的类型表示为指示

向量ok，该向量的长度等于人蛋白质组中蛋白质或同功型的数量，并且如果肽pk来自蛋白质
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i，则相应元素oki是1，否则是0。

[0392] 在一个实例中，编码模块314将肽pi的源基因G＝gene(pi)表示为具有L个可能类别

的分类变量，其中L表示索引的源基因1、2、...L的数目的上限。

[0393] 在一个实例中，编码模块314将肽pi的组织类型、细胞类型、肿瘤类型或肿瘤组织

学类型T＝tissue(pi)表示为具有M个可能类别的分类变量，其中M表示索引类型1、2、...M

的数目的上限。组织的类型可以包括，例如，肺组织、心脏组织、肠组织、神经组织等。细胞的

类型可以包括树突状细胞、巨噬细胞、CD4T细胞等。肿瘤类型可以包括肺腺癌、肺鳞状细胞

癌、黑素瘤、非霍奇金淋巴瘤等。

[0394] 编码模块314还可以将有关肽pi和相关MHC等位基因h的变量zi的总体集合表示为

行向量，其中等位基因相互作用变量xi和等位基因非相互作用变量wi的数字表示相继地串

接。举例来说，编码模块314可以将zh
i
表示为等于[xh

i
  wi]或[wi  xh

i]的行向量。

[0395] VIII.训练模块

[0396] 训练模块316构建一个或多个呈递模型，这些模型生成肽序列是否会被与这些肽

序列相关的MHC等位基因呈递的可能性。具体来说，给定肽序列pk及与肽序列pk相关联的一

组MHC等位基因ak和/或MHC等位基因序列dk，每个呈递模型生成估计值uk，指示肽序列pk会

被与一个或多个相关MHC等位基因ak呈递的可能性。

[0397] VIII.A.综述

[0398] 训练模块316基于由存储在165中的呈递信息产生的存储于存储器170中的训练数

据集来构建一个或多个呈递模型。一般来说，不管呈递模型的具体类型如何，所有呈递模型

都捕捉训练数据170中自变量与因变量之间的相关性以使损失函数减到最小。确切地说，损

失函数 表示训练数据170中一个或多个数据实例S的因变量yi∈S与由呈递模

型生成的数据实例S的估计可能性ui∈S值之间的偏差。在本说明书其余部分通篇所提到的一

个特定实施方式中，损失函数(yi∈S,ui∈S；θ)是由以下等式(1a)提供的负对数可能性函数：

[0399]

[0400] 不过，实际上，可以使用另一损失函数。举例来说，当对质谱离子电流进行预测时，

损失函数是由以下等式1b提供的均方损失：

[0401]

[0402] 呈递模型可以是一种参数模型，其中一个或多个参数θ在数学上指明自变量与因

变量之间的相关性。通常，使损失函数(yi∈S,ui∈S；θ)最小的参数型呈递模型的各种参数是

通过基于梯度的数值优化算法，如批量梯度算法、随机梯度算法等来确定。或者，呈递模型

可以是非参数模型，其中模型结构是由训练数据170决定并且并不严格基于固定参数集合。

[0403] VIII.B.独立等位基因模型

[0404] 训练模块316可以在独立等位基因(per‑allele)基础上构建呈递模型以预测肽的

呈递可能性。在此情况下，训练模块316可以基于由表达单个MHC等位基因的细胞产生的训

练数据170中的数据实例S训练呈递模型。

[0405] 在一种实施方式中，训练模块316通过下式使特定等位基因h对于肽pk的估计呈递
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可能性uk建模：

[0406]

[0407] 其中xh
k
表示编码的有关肽pk和相应MHC等位基因h的等位基因相互作用变量，f

(·)是任何函数，并且为便于说明，在本文通篇称为变换函数。此外，gh(·)是任何函数，为

便于说明，在本文通篇称为依赖性函数(dependency  function)，并且基于所测定的MHC等

位基因h的参数集合θh产生等位基因相互作用变量xh
k
的依赖性分数。有关各MHC等位基因h

的参数集合θh的值可以通过使关于θh的损失函数减到最小来测定，其中i是由表达单个MHC

等位基因h的细胞所产生的训练数据170的子集S中的每个实例。

[0408] 依赖性函数gh(xh
k
；θh)的输出值表示至少基于等位基因相互作用特征xh

k
，并且确

切地说，基于肽pk的肽序列中氨基酸的位置的针对MHC等位基因h的依赖性分数，其指示MHC

等位基因h将呈递相应新抗原。举例来说，如果MHC等位基因h可能呈递肽pk，则MHC等位基因

h的依赖性分数可能具有较高值，而如果不可能呈递，则可能具有较低值。变换函数f(·)将

输入，并且更确切地说，在此情形中将由gh(xh
k
；θh)生成的依赖性分数变换成适当值以指示

肽pk将由MHC等位基因呈递的可能性。

[0409] 在本说明书其余部分通篇提到的一个特定实施方式中，f(·)是对于适当域范围

具有在[0,1]内的范围的函数。在一个实施例中，f(·)是由下式提供的expit函数：

[0410]

[0411] 作为另一个实施例，当域z的值等于或大于0时，f(·)也可以是由下式提供的双曲

正切函数：

[0412] f(z)＝tanh(z)   (4)

[0413] 或者，当质谱离子电流的预测值超出范围[0,1]时，f(·)可以是任何函数，如恒等

函数、指数函数、对数函数等。

[0414] 因此，可以通过将有关MHC等位基因h的依赖性函数gh(·)应用于肽序列pk的编码

形式以产生相应依赖性分数来产生肽序列pk将由MHC等位基因h呈递的独立等位基因可能

性。依赖性分数可以由变换函数f(·)变换以产生肽序列pk将由MHC等位基因h呈递的独立

等位基因可能性。

[0415] VIII.B.1有关等位基因相互作用变量的依赖性函数

[0416] 在整个说明书中提到的一个特定实施方案中，依赖性函数gh(·)是由下式提供的

仿射函数：

[0417]

[0418] 该函数将xh
k
中的每个等位基因相互作用变量与所测定的相关MHC等位基因h的参

数集合θh中的相应参数线性地组合。

[0419] 在本说明书通篇提到的另一个特定实施方式中，依赖性函数gh(·)是由下式提供

的网络函数：

[0420]

[0421] 该网络函数由具有布置在一个层或多个层中的一系列节点的网络模型NNh(·)表

说　明　书 38/156 页

44

CN 111868080 B

44



示。一个节点可以通过连接物而连接至其它节点，该连接物各自在参数集合θh中具有相关

参数。在一个特定节点处的值可以表示为连接至该特定节点的节点值的总和，该值由与该

特定节点相关联的激活函数所映射的相关参数加权。由于呈递模型可以并入具有不同氨基

酸序列长度的非线性和工艺数据，与仿射函数相比，网络模型是有利的。具体而言，通过非

线性建模，网络模型可以捕捉在肽序列不同位置处的氨基酸之间的相互作用，并且可以捕

捉这些相互作用如何影响肽呈递。

[0422] 一般来说，网络模型NNh(·)可以被构造成前馈网络，如人工神经网络(ANN)、卷积

神经网络(CNN)、深度神经网络(DNN)，和/或循环网络，如长短期记忆网络(LSTM)、双向循环

网络、深度双向循环网络等。

[0423] 在本说明书其余部分通篇提到的一个实例中，h＝1,2,…,m中的每个MHC等位基因

与独立网络模型相关联，并且NNh(·)表示来自与MHC等位基因h相关联的网络模型的输出。

[0424] 图5示出了与任意MHC等位基因h＝3相关联的示例网络模型NN3(·)。如图5中所

示，关于MHC等位基因h＝3的网络模型NN3(·)包括在层l＝1处的三个输入节点、在层l＝2

处的四个节点、在层l＝3处的两个节点及在层l＝4处的一个输出节点。网络模型NN3(·)与

一组十个参数θ3(1) ,θ3(2) ,…,θ3(10)相关。网络模型NN3(·)接收关于MHC等位基因h＝3的

三个等位基因相互作用变量x3
k(1)、x3

k(2)及x3
k(3)的输入值(包括编码的多肽序列数据和

所用任何其它训练数据的个别数据实例)并输出值NN3(x3
k)。网络函数还可以包括一个或多

个网络模型，每个网络模型采用不同的等位基因相互作用变量作为输入。

[0425] 在另一个实施例中，鉴别的MHC等位基因h＝1 ,2,…,m与单个网络模型NNH(·)相

关联，并且NNh(·)表示与MHC等位基因h相关的单个网络模型的一个或多个输出。在此类实

例中，参数集合θh可以对应于该单个网络模型的参数集合，并因此，参数集合θh可以是所有

MHC等位基因共有的。

[0426] 图6示出了MHC等位基因h＝1,2,…,m共享的示例网络模型NNH(·)。如图6中所示，

网络模型NNH(·)包括m个输出节点，各自对应于MHC等位基因。网络模型NN3(·)接收有关

MHC等位基因h＝3的等位基因相互作用变量x3
k
并输出m值，包括对应于MHC等位基因h＝3的

值NN3(x3
k)。

[0427] 在又另一个实施例中，依赖性函数gh(·)可以表示为：

[0428]

[0429] 其中g’h(xh
k
；θ’h)是具有参数集合θ’h的仿射函数、网络函数等，其中有关MHC等位

基因的等位基因相互作用变量的参数集合的偏差参数θh
0
表示MHC等位基因h的基线呈递概

率。

[0430] 在另一种实施方式中，偏差参数θh
0
可以是根据MHC等位基因h的基因家族共享的。

也就是说，MHC等位基因h的偏差参数θh
0
可以等于θ

基因(h)
0
，其中基因(h)是MHC等位基因h的基

因家族。举例来说，I类MHC等位基因HLA‑A*02:01、HLA‑A*02:02及HLA‑A*02:03可以指定给

“HLA‑A”基因家族，并且这些MHC等位基因各自的偏差参数θh
0
可以是共享的。作为另一个实

例，II类MHC等位基因HLA‑DRB1:10:01、HLA‑DRB1:11:01及HLA‑DRB3:01:01可以指定给

“HLA‑DRB”基因家族，并且这些MHC等位基因各自的偏差参数θh
0
可以是共享的。

[0431] 再回到等式(2)，作为一个实例，在使用仿射依赖性函数gh(·)鉴别的m＝4种不同
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的MHC等位基因当中，肽pk将被MHC等位基因h＝3呈递的可能性可以由下式得出：

[0432]

[0433] 其中x3
k
是鉴别的MHC等位基因h＝3的等位基因相互作用变量，并且θ3是通过损失

函数最小化测定的MHC等位基因h＝3的参数集合。

[0434] 作为另一个实施例，在使用独立网络变换函数gh(·)鉴别的m＝4种不同的MHC等

位基因当中，肽pk将由MHC等位基因h＝3呈递的可能性可以由下式得到：

[0435]

[0436] 其中x3
k
是鉴别的MHC等位基因h＝3的等位基因相互作用变量，并且θ3是测定的与

MHC等位基因h＝3相关联的网络模型NN3(·)的参数集合。

[0437] 图7示出了使用示例网络模型NN3(·)生成与MHC等位基因h＝3相关联的肽pk的呈

递可能性。如图7中所示，网络模型NN3(·)接收有关MHC等位基因h＝3的等位基因相互作用

变量x3
k
并生成输出NN3(x3

k)。该输出由函数f(·)映射以产生估计的呈递可能性uk。

[0438] VIII.B.2.具有等位基因非相互作用变量的独立等位基因

[0439] 在一种实施方式中，训练模块316并入等位基因非相互作用变量并通过下式使肽

pk的估计呈递可能性uk建模：

[0440]

[0441] 其中wk表示肽pk的编码的等位基因非相互作用变量，gw(·)是基于测定的等位基

因非相互作用变量的参数集合θw的等位基因非相互作用变量wk的函数。确切地说，有关各

MHC等位基因h的参数集合θh和有关等位基因非相互作用变量的参数集合θw的值可以通过使

关于θh和θw的损失函数减到最小来测定，其中i是由表达单个MHC等位基因的细胞所产生的

训练数据170的子集S中的每个实例。

[0442] 依赖性函数gw(w
k
；θw)的输出表示基于等位基因非相互作用变量的影响的等位基

因非相互作用变量的依赖性分数，其指示肽pk是否会由一个或多个MHC等位基因呈递。举例

来说，如果肽pk与已知会积极地影响肽pk的呈递的C末端侧接序列相关，则等位基因非相互

作用变量的依赖性分数可能具有较高值，并且如果肽pk与已知会不利地影响肽pk的呈递的C

末端侧接序列相关，则可能具有较低值。

[0443] 根据等式(7)，可以通过将有关MHC等位基因h的函数gh(·)应用于肽序列pk的编码

形式以产生等位基因相互作用变量的相应依赖性分数来产生肽序列pk将由MHC等位基因h

呈递的独立等位基因可能性。有关等位基因非相互作用变量的函数gw(·)也应用于等位基

因非相互作用变量的编码形式以产生等位基因非相互作用变量的依赖性分数。将两个分数

合并，并通过变换函数f(·)变换该合并的分数以产生肽序列pk将由MHC等位基因h呈递的

独立等位基因可能性。

[0444] 或者，训练模块316可以通过将等位基因非相互作用变量wk添加至等式(2)中的等

位基因非相互作用变量xh
k
中，来将等位基因非相互作用变量wk包括在预测值中。因此，呈递

可能性可以由下式得到：

[0445]
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[0446] VIII.B.3有关等位基因非相互作用变量的依赖性函数

[0447] 与有关等位基因相互作用变量的依赖性函数gh(·)类似，有关等位基因非相互作

用变量的依赖性函数gw(·)可以是仿射函数或网络函数，其中独立网络模型与等位基因非

相互作用变量wk相关联。

[0448] 确切地说，依赖性函数gw(·)是由下式提供的仿射函数：

[0449] gw(w
k
；θw)＝wk·θw。

[0450] 该函数将等位基因非相互作用变量wk与参数集合θw中的相应参数线性地组合。

[0451] 依赖性函数gw(·)还可以是由下式提供的网络函数：

[0452] gh(w
k
；θw)＝NNw(w

k
；θw)。

[0453] 该函数是由具有参数集合θw中的相关参数的网络模型NNw(·)表示。网络函数可能

还包括一个或多个网络模型，每个网络模型采用不同的等位基因非相互作用变量作为输

入。

[0454] 在另一个实施例中，有关等位基因非相互作用变量的依赖性函数gw(·)可以由下

式提供：

[0455]

[0456] 其中g’w(w
k
；θ’w)是仿射函数，具有等位基因非相互作用参数集合θ’w的网络函数

等，mk是肽pk的mRNA定量测量值，h(·)是变换该定量测量值的函数，并且θw
m
是有关等位基

因非相互作用变量的参数集合中的一个参数，该参数与mRNA定量测量值组合以生成有关

mRNA定量测量值的依赖性分数。在本说明书其余部分通篇所提到的一个特定实施方案中，h

(·)是对数函数，不过实际上，h(·)可以是多种不同函数中的任一种。

[0457] 在又另一个实例中，有关等位基因非相互作用变量的依赖性函数gw(·)可以由下

式提供：

[0458]

[0459] 其中g’w(w
k
；θ’w)是仿射函数、具有等位基因非相互作用参数集合θ’w的网络函数

等，ok是VII.C.2部分中描述的表示人蛋白质组中有关肽pk的蛋白质和同功型的指示向量，

并且θw
o
是有关等位基因非相互作用变量的参数集合中的参数集合，其与指示向量组合。在

一种变化形式中，当ok的维度和参数集合θw
o
明显较高时，可以在测定参数值时将参数正则

项，如 添加至损失函数中，其中||·||表示L1范数、L2范数、组合等。超参数λ的最

佳值可以通过适当方法测定。

[0460] 在又另一个实例中，有关等位基因非相互作用变量的依赖性函数gw(·)可以由下

式提供：

[0461]

[0462] 其中g’w(w
k
；θ’w)是仿射函数、具有等位基因非相互作用参数集合θ’w的网络函数

等， (基因(pk＝l))是指示函数，如上文对于等位基因非相互作用变量所述，如果肽pk来自

源基因l，则其等于1，并且θw
l
是指示源基因l的“抗原性”的参数。在一种变化形式中，当L显

著较高并且因此参数θw
l＝1 ,2,…,L

数量也显著较高时，可以在测定参数值时将参数正则项，如
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添加至损失函数中，其中||·||表示L1范数、L2范数、组合等。可以通过适当的方

法来确定超参数λ的最优值。

[0463] 在又另一个实例中，有关等位基因非相互作用变量的依赖性函数gw(·)可以由下

式提供：

[0464]

[0465] 其中g’w(w
k
；θ’w)是仿射函数、具有等位基因非相互作用参数集合θ’w的网络函数

等， (基因(pk)＝l,组织(pk)＝m)是指示函数，如上文对于等位基因非相互作用变量所述，

如果肽pk来自源基因l并且如果肽pk来自组织类型m，则其等于1，并且θw
lm
是指示源基因l和

组织类型m的组合的抗原性的参数。具体地，组织类型m的基因l的抗原性可以表示在控制

RNA表达和肽序列背景之后，组织m的细胞呈递来自基因l的肽的残余倾向。

[0466] 在一种变化形式中，当L或M显著较高并且因此参数θw
lm＝1 ,2,

…,LM数量也显著较高

时，可以在测定参数值时将参数正则项，如 添加至损失函数中，其中||·||表示L1

范数、L2范数、组合等。可以通过适当的方法来确定超参数λ的最优值。在另一种变化形式

中，可以在测定参数值时将参数正则项添加至损失函数中，使得相同源基因的参数不会在

组织类型之间有显著差异。例如，惩罚项如：

[0467]

[0468] 可以惩罚损失函数中不同组织类型之间抗原性的标准偏差，其中 是源基因l的

组织类型之间的平均抗原性。

[0469] 在又另一个实例中，等位基因非相互作用变量的依赖性函数gw(·)可由下式给

出：

[0470]

[0471] 其中g’w(w
k
；θ’w)是仿射函数、具有等位基因非相互作用参数θ’w的集合的网络函

数等； (基因(pk＝l))是这样的指示函数，如果肽pk来自如上参考等位基因非相互作用变

量所描述的源基因l，则该指示函数等于1；并且θw
l
是指示源基因l的“抗原性”的参数；并且

是这样的指示函数，如果肽pk来自蛋白质组位置m，则该指示函数等于1；并且

是指示蛋白质组位置m是呈递“热点”的程度的参数。在一个实施方案中，蛋白质组位置

可以包含来自相同蛋白质的n个相邻肽的单元，其中n是经由适当方法例如网格搜索交叉验

证确定的模型的超参数。

说　明　书 42/156 页

48

CN 111868080 B

48



[0472] 实际上，等式(9)、(10)、(11)、(12a)和(12b)中的任一个的附加项可以组合以产生

等位基因非相互作用变量的依赖性函数gw(·)。例如，可以将等式(9)中表示mRNA定量测量

的项h(·)和等式(11)、(12a)和(12b)中表示源基因抗原性的项与任何其它仿射或网络函

数一起相加，以生成等位基因非相互作用变量的依赖性函数。

[0473] 再回到等式(7)，作为一个实例，在使用仿射变换函数gh(·)、gw(·)鉴别的m＝4种

不同的MHC等位基因当中，肽pk将被MHC等位基因h＝3呈递的可能性可以由下式得出：

[0474]

[0475] 其中wk是所鉴别的肽pk的等位基因非相互作用变量，并且θw是测定的等位基因非

相互作用变量的参数的集合。

[0476] 作为另一个实施例，在使用网络变换函数gh(·)、gw(·)鉴别的m＝4种不同的MHC

等位基因当中，肽pk将由MHC等位基因h＝3呈递的可能性可以由下式得到：

[0477]

[0478] 其中wk是所鉴别的肽pk的等位基因相互作用变量，并且θw是测定的等位基因非相

互作用变量的参数的集合。

[0479] 图8示出了使用示例网络模型NN3(·)和NNw(·)生成与MHC等位基因h＝3相关联的

肽pk的呈递可能性。如图8中所示，网络模型NN3(·)接收有关MHC等位基因h＝3的等位基因

相互作用变量x3
k
并生成输出NN3(x3

k)。网络模型NNw(·)接收有关肽pk的等位基因非相互作

用变量wk并生成输出NNw(w
k)。将输出合并，并由函数f(·)映射以产生估计的呈递可能性

uk。

[0480] VIII.C.多等位基因模型

[0481] 训练模块316还可以在存在两个或更多个MHC等位基因的多等位基因环境中构建

呈递模型以预测肽的呈递可能性。在此情况下，训练模块316可以基于由表达单个MHC等位

基因的细胞、表达多个MHC等位基因的细胞或其组合产生的训练数据170中的数据实例S训

练呈递模型。

[0482] VIII.C.1.实施例1:独立等位基因模型的最大值

[0483] 在一种实施方式中，训练模块316使与一组多个MHC等位基因H相关联的肽pk的估

计呈递可能性uk随基于表达单等位基因的细胞所测定的集合H中每个MHC等位基因h的呈递

可能性uk
h∈H

的变化建模，如上文结合等式(2)‑(10)所描述。确切地说，呈递可能性uk可以是

uk
h∈H

的任何函数。在一种实施方式中，如等式(11)、(12a)和(12b)中所示，该函数是最大值

函数，并且呈递可能性uk可以测定为集合H中每个MHC等位基因h的呈递可能性最大值。

[0484]

[0485] VIII.C.2.实施例2.1:和的函数(Funciton‑of‑Sums)模型

[0486] 在一种实施方式中，训练模块316通过下式使肽pk的估计呈递可能性uk建模：

[0487]

[0488] 其中元素ah
k
对于与肽序列pk相关的多个MHC等位基因H是1，并且xh

k
表示编码的有
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关肽pk和相应MHC等位基因的等位基因相互作用变量。有关各MHC等位基因h的参数集合θh的
值可以通过使关于θh的损失函数减到最小来测定，其中i是由表达单个MHC等位基因的细胞

和/或表达多个MHC等位基因的细胞所产生的训练数据170的子集S中的每个实例。依赖性函

数gh可以呈以上VIII.B.1部分中介绍的依赖性函数gh中的任一种的形式。

[0489] 根据等式(13)，可以通过将依赖性函数gh(·)应用于有关MHC等位基因H中的每一

个的肽序列pk的编码形式以产生等位基因相互作用变量的相应分数来产生肽序列pk将由一

个或多个MHC等位基因h呈递的呈递可能性。将每个MHC等位基因h的分数合并，并通过变换

函数f(·)变换以产生肽序列pk将由MHC等位基因集合H呈递的呈递可能性。

[0490] 等式(13)的呈递模型与等式(2)的独立等位基因模型的不同之处在于，每个肽pk

的相关等位基因的数量可以大于1。换句话说，对于与肽序列pk相关的多个MHC等位基因H，

ah
k
中超过一个元素值可以是1。

[0491] 举个例子，在使用仿射变换函数gh(·)鉴别的m＝4种不同的MHC等位基因当中，肽

pk将由MHC等位基因h＝2、h＝3呈递的可能性可以由下式得到：

[0492]

[0493] 其中x2
k、x3

k
是鉴别的MHC等位基因h＝2、h＝3的等位基因相互作用变量，并且θ2、θ3

是测定的MHC等位基因h＝2、h＝3的参数的集合。

[0494] 作为另一个实例，在使用网络变换函数gh(·)、gw(·)鉴别的m＝4种不同的MHC等

位基因当中，肽pk将由MHC等位基因h＝2、h＝3呈递的可能性可以由下式得到：

[0495]

[0496] 其中NN2(·)、NN3(·)是鉴别的MHC等位基因h＝2、h＝3的网络模型，并且θ2、θ3是
测定的MHC等位基因h＝2、h＝3的参数的集合。

[0497] 图9示出了使用示例网络模型NN2(·)和NN3(·)生成与MHC等位基因h＝2、h＝3相

关联的肽pk的呈递可能性。如图9中所示，网络模型NN2(·)接收有关MHC等位基因h＝2的等

位基因相互作用变量x2
k
并生成输出NN2(x2

k)，并且网络模型NN3(·)接收有关MHC等位基因h

＝3的等位基因相互作用变量x3
k
并生成输出NN3(x3

k)。将输出合并，并由函数f(·)映射以产

生估计的呈递可能性uk。

[0498] VIII.C.3.实施例2.2:利用等位基因非相互作用变量的和的函数模型

[0499] 在一种实施方式中，训练模块316并入等位基因非相互作用变量并通过下式使肽

pk的估计呈递可能性uk建模：

[0500]

[0501] 其中wk表示编码的有关肽pk的等位基因非相互作用变量。确切地说，有关各MHC等

位基因h的参数集合θh和有关等位基因非相互作用变量的参数集合θw的值可以通过使关于

θh和θw的损失函数减到最小来测定，其中i是由表达单个MHC等位基因的细胞和/或表达多个

MHC等位基因的细胞所产生的训练数据170的子集S中的每个实例。依赖性函数gw可以呈以

上VIII.B.3部分中介绍的依赖性函数gw中的任一种的形式。

[0502] 因此，根据等式(14)，可以通过将函数gh(·)应用于有关MHC等位基因H中的每一
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个的肽序列pk的编码形式以产生有关每个MHC等位基因h的等位基因相互作用变量的相应

依赖性分数来产生肽序列pk将由一个或多个MHC等位基因H呈递的呈递可能性。有关等位基

因非相互作用变量的函数gw(·)也应用于等位基因非相互作用变量的编码形式以产生等

位基因非相互作用变量的依赖性分数。将分数合并，并通过变换函数f(·)变换该合并的分

数以产生肽序列pk将由MHC等位基因H呈递的呈递可能性。

[0503] 在等式(14)的呈递模型中，每个肽pk的相关等位基因的数量可以大于1。换句话

说，对于与肽序列pk相关的多个MHC等位基因H，ah
k
中超过一个元素的值可以是1。

[0504] 举个例子，在使用仿射变换函数gh(·)、gw(·)鉴别的m＝4种不同的MHC等位基因

当中，肽pk将由MHC等位基因h＝2、h＝3呈递的可能性可以由下式得到：

[0505]

[0506] 其中wk是所鉴别的肽pk的等位基因非相互作用变量，并且θw是测定的等位基因非

相互作用变量的参数的集合。

[0507] 作为另一个实施例，在使用网络变换函数gh(·)、gw(·)鉴别的m＝4种不同的MHC

等位基因当中，肽pk将由MHC等位基因h＝2、h＝3呈递的可能性可以由下式得到：

[0508]

[0509] 其中wk是所鉴别的肽pk的等位基因相互作用变量，并且θw是测定的等位基因非相

互作用变量的参数的集合。

[0510] 图10示出了使用示例网络模型NN2(·)、NN3(·)及NNw(·)生成与MHC等位基因h＝

2、h＝3相关联的肽pk的呈递可能性。如图10中所示，网络模型NN2(·)接收有关MHC等位基因

h＝2的等位基因相互作用变量x2
k
并生成输出NN2(x2

k)。网络模型NN3(·)接收有关MHC等位

基因h＝3的等位基因相互作用变量x3
k
并生成输出NN3(x3

k)。网络模型NNw(·)接收有关肽pk

的等位基因非相互作用变量wk并生成输出NNw(w
k)。将输出合并，并由函数f(·)映射以产生

估计的呈递可能性uk。

[0511] 或者，训练模块316可以通过将等位基因非相互作用变量wk添加至等式(15)的等

位基因非相互作用变量xh
k
中，来将等位基因非相互作用变量wk包括在预测值中。因此，呈递

可能性可以由下式得到：

[0512]

[0513] VIII.C.4.实施例3.1:使用隐式独立等位基因可能性的模型

[0514] 在另一种实施方式中，训练模块316通过下式使肽pk的估计呈递可能性uk建模：

[0515]

[0516] 其中元素ah
k
对于与肽序列pk相关联的多个MHC等位基因h∈H是1，u’k

h
是MHC等位基

因h的隐式独立等位基因呈递可能性，向量v是其中元素vh对应于ah
k·u’k

h
的向量，s(·)是

映射元素v的函数，并且r(·)是限幅函数(clipping  function)，其将输入值削减至给定范

围中。如以下更详细地描述，s(·)可以是求和函数或二阶函数，但应理解在其它实施方案

说　明　书 45/156 页

51

CN 111868080 B

51



中，s(·)可以是任何函数，如最大值函数。有关隐式独立等位基因可能性的参数集合θ的值

可以通过使关于θ的损失函数减到最小来测定，其中i是由表达单个MHC等位基因的细胞和/

或表达多个MHC等位基因的细胞所产生的训练数据170的子集S中的每个实例。

[0517] 使等式(16)的呈递模型中的呈递可能性随各自对应于肽pk将由个别MHC等位基因

h呈递的可能性的隐式独立等位基因呈递可能性u’k
h
的变化建模。隐式独立等位基因可能性

与VIII.B部分的独立等位基因呈递可能性的不同之处在于，有关隐式独立等位基因可能性

的参数可以从多等位基因环境习得，其中除单等位基因环境外，呈递肽与相应MHC等位基因

之间的直接关联也是未知的。因此，在多等位基因环境中，呈递模型不仅可以估计肽pk是否

会由作为整体的一组MHC等位基因H呈递，而且还可以提供指示最可能呈递肽pk的MHC等位

基因h的个别可能性u’k
h∈H。其优势在于，呈递模型可以在无有关表达单MHC等位基因的细胞

的训练数据存在下产生隐式可能性。

[0518] 在本说明书其余部分通篇提到的一个特定实施方式中，r(·)是具有范围[0,1]的

函数。举例来说，r(·)可以是限幅函数：

[0519] r(z)＝min(max(z，0)，1)，

[0520] 其中选择z与1之间的最小值作为呈递可能性uk。在另一种实施方式中，当域z的值

等于或大于0时，r(·)是由下式提供的双曲正切函数：

[0521] r(z)＝tanh(z)。

[0522] VIII.C.5.实施例3.2:函数的和(Sum‑of‑Functions)模型

[0523] 在一个特定实施方式中，s(·)是求和函数，并且呈递可能性是通过对隐式独立等

位基因呈递可能性求和得到：

[0524]

[0525] 在一种实施方式中，MHC等位基因h的隐式独立等位基因呈递可能性是由下式得

到：

[0526]

[0527] 由此通过下式估计出呈递可能性：

[0528]

[0529] 根据等式(19)，可以通过将函数gh(·)应用于有关MHC等位基因H中的每一个的肽

序列pk的编码形式以产生等位基因相互作用变量的相应依赖性分数来产生肽序列pk将由一

个或多个MHC等位基因H呈递的呈递可能性。每个依赖性分数都先通过函数f(·)变换以产

生隐式独立等位基因呈递可能性u’k
h。将独立等位基因可能性u’k

h
合并，并且可以将限幅函

数应用于合并的可能性以将值削减至范围[0,1]中以产生肽序列pk将由MHC等位基因集合H

呈递的呈递可能性。依赖性函数gh可以呈以上VIII.B.1部分中介绍的依赖性函数gh中的任

一种的形式。

[0530] 举个例子，在使用仿射变换函数gh(·)鉴别的m＝4种不同的MHC等位基因当中，肽
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pk将由MHC等位基因h＝2、h＝3呈递的可能性可以由下式得到：

[0531]

[0532] 其中x2
k、x3

k
是鉴别的MHC等位基因h＝2、h＝3的等位基因相互作用变量，并且θ2、θ3

是测定的MHC等位基因h＝2、h＝3的参数的集合。

[0533] 作为另一个实施例，在使用网络变换函数gh(·)、gw(·)鉴别的m＝4种不同的MHC

等位基因当中，肽pk将由MHC等位基因h＝2、h＝3呈递的可能性可以由下式得到：

[0534]

[0535] 其中NN2(·)、NN3(·)是鉴别的MHC等位基因h＝2、h＝3的网络模型，并且θ2、θ3是
测定的MHC等位基因h＝2、h＝3的参数的集合。

[0536] 图11示出了使用示例网络模型NN2(·)和NN3(·)生成与MHC等位基因h＝2、h＝3相

关联的肽pk的呈递可能性。如图11中所示，网络模型NN2(·)接收有关MHC等位基因h＝2的等

位基因相互作用变量x2
k
并生成输出NN2(x2

k)，并且网络模型NN3(·)接收有关MHC等位基因h

＝3的等位基因相互作用变量x3
k
并生成输出NN3(x3

k)。每个输出由函数f(·)映射以产生估

计的呈递可能性uk。

[0537] 在另一种实施方式中，当预测质谱离子电流的对数时，r(·)是对数函数并且f

(·)是指数函数。

[0538] VIII.C.6.实施例3.3:利用等位基因非相互作用变量的函数的和模型

[0539] 在一种实施方式中，MHC等位基因h的隐式独立等位基因呈递可能性是由下式得

到：

[0540]

[0541] 由此通过下式产生呈递可能性：

[0542]

[0543] 以并入等位基因非相互作用变量对肽呈递的影响。

[0544] 根据等式(21)，可以通过将函数gh(·)应用于有关MHC等位基因H中的每一个的肽

序列pk的编码形式以产生有关每个MHC等位基因h的等位基因相互作用变量的相应依赖性

分数来产生肽序列pk将由一个或多个MHC等位基因H呈递的呈递可能性。有关等位基因非相

互作用变量的函数gw(·)也应用于等位基因非相互作用变量的编码形式以产生等位基因

非相互作用变量的依赖性分数。将等位基因非相互作用变量的分数与等位基因相互作用变

量的各个依赖性分数合并。每个合并的分数都通过函数f(·)变换以产生隐式独立等位基

因呈递可能性。将隐式可能性合并，并且可以将限幅函数应用于合并的输出以将值削减至

范围[0,1]中以产生肽序列pk将由MHC等位基因集合H呈递的呈递可能性。依赖性函数gw可以

呈以上VIII.B.3部分中介绍的依赖性函数gw中的任一种的形式。

[0545] 举个例子，在使用仿射变换函数gh(·)、gw(·)鉴别的m＝4种不同的MHC等位基因

当中，肽pk将由MHC等位基因h＝2、h＝3呈递的可能性可以由下式得到：
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[0546]

[0547] 其中wk是所鉴别的肽pk的等位基因非相互作用变量，并且θw是测定的等位基因非

相互作用变量的参数的集合。

[0548] 作为另一个实施例，在使用网络变换函数gh(·)、gw(·)鉴别的m＝4种不同的MHC

等位基因当中，肽pk将由MHC等位基因h＝2、h＝3呈递的可能性可以由下式得到：

[0549]

[0550] 其中wk是所鉴别的肽pk的等位基因相互作用变量，并且θw是测定的等位基因非相

互作用变量的参数的集合。

[0551] 图12示出了使用示例网络模型NN2(·)、NN3(·)及NNw(·)生成与MHC等位基因h＝

2、h＝3相关联的肽pk的呈递可能性。如图12中所示，网络模型NN2(·)接收有关MHC等位基因

h＝2的等位基因相互作用变量x2
k
并生成输出NN2(x2

k)。网络模型NNw(·)接收有关肽pk的等

位基因非相互作用变量wk并生成输出NNw(w
k)。将输出合并，并且通过函数f(·)映射。网络

模型NN3(·)接收有关MHC等位基因h＝3的等位基因相互作用变量x3
k
并生成输出NN3(x3

k)，

再次将该输出与同一网络模型NNw(·)的输出NNw(w
k)合并，并且通过函数f(·)映射。将两

个输出合并以产生估计的呈递可能性uk。

[0552] 在另一种实施方式中，MHC等位基因h的隐式独立等位基因呈递可能性由下式得

到：

[0553]

[0554] 由此通过下式得到呈递可能性：

[0555]

[0556] VIII.C.7.实施例4:二阶模型

[0557] 在一种实施方式中，s(·)是二阶函数，并且肽pk的估计呈递可能性uk由下式得到：

[0558]

[0559] 其中元素u’k
h
是MHC等位基因h的隐式独立等位基因可能性。有关隐式独立等位基

因可能性的参数集合θ的值可以通过使关于θ的损失函数减到最小来测定，其中i是由表达

单个MHC等位基因的细胞和/或表达多个MHC等位基因的细胞所产生的训练数据170的子集S

中的每个实例。隐式独立等位基因呈递可能性可以呈以上描述的等式(18)、(20)及(22)中

所示的任何形式。

[0560] 在一方面，等式(23)的模型可以暗示存在肽pk将同时由两个MHC等位基因呈递的

可能，其中两个HLA等位基因的呈递在统计学上是独立的。

[0561] 根据等式(23)，肽序列pk将由一个或多个MHC等位基因H呈递的呈递可能性可以通

过组合隐式独立等位基因呈递可能性并自总和中减去每对MHC等位基因将同时呈递肽pk的

可能性以产生肽序列pk将由MHC等位基因H呈递的呈递可能性来产生。
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[0562] 举个例子，在使用仿射变换函数gh(·)鉴别的m＝4种不同的HLA等位基因当中，肽

pk将由HLA等位基因h＝2、h＝3呈递的可能性可以由下式得到：

[0563]

[0564] 其中x2
k、x3

k
是鉴别的HLA等位基因h＝2、h＝3的等位基因相互作用变量，并且θ2、θ3

是测定的HLA等位基因h＝2、h＝3的参数的集合。

[0565] 作为另一个实施例，在使用网络变换函数gh(·)、gw(·)鉴别的m＝4种不同的HLA

等位基因当中，肽pk将由HLA等位基因h＝2、h＝3呈递的可能性可以由下式得到：

[0566]

[0567] 其中NN2(·)、NN3(·)是鉴别的HLA等位基因h＝2、h＝3的网络模型，并且θ2、θ3是
测定的HLA等位基因h＝2、h＝3的参数的集合。

[0568] VIII.D.泛等位基因模型

[0569] 与独立等位基因模型相比，泛等位基因模型是能够基于泛等位基因预测肽的呈递

可能性的呈递模型。具体而言，与独立等位基因模型(其能够预测肽将被一个或多个先前已

用于训练该独立等位基因模型的已知MHC等位基因呈递的概率)不同，泛等位基因模型是这

样的呈递模型，其能够预测肽将被任何MHC等位基因(包括该模型先前在训练期间未遇到过

的未知MHC等位基因)呈递的概率。

[0570] 简要地，泛等位基因模型由训练模块316训练。类似于独立等位基因模型的训练，

训练模块316可以基于由表达单个MHC等位基因的细胞、表达多个MHC等位基因的细胞或其

组合产生的训练数据170中的数据实例S来训练泛等位基因呈递模型。然而，训练模块316不

是使用特定的MHC等位基因或特定的一组MHC等位基因akh来训练泛等位基因呈递模型，而是

使用训练数据170中所有可用的MHC等位基因肽序列dh来训练泛等位基因呈递模型。具体而

言，训练模块316基于训练数据170中可用的MHC等位基因的氨基酸位置来训练泛等位基因

呈递模型。

[0571] 在泛等位基因模型已被训练之后，当将肽序列和已知或未知的MHC等位基因肽序

列输入该模型中以确定已知或未知的MHC等位基因将呈递该肽的概率时，该模型能够通过

使用在用类似MHC等位基因肽序列训练期间学习到的信息来准确地预测这种概率。例如，使

用不包含任何A*02:07等位基因的出现的训练数据170训练的泛等位基因模型仍可以通过

利用在用类似等位基因(例如，A*02基因家族中的等位基因)训练期间学习到的信息来准确

地预测A*02:07等位基因对肽的呈递。这样，单个呈递泛等位基因模型可以预测肽在任何

MHC等位基因上的呈递可能性。

[0572] VIII.D.2.泛等位基因模型的优势

[0573] 泛等位基因呈递模型的主要优势是，泛等位基因呈递模型比独立等位基因呈递模

型具有更大的通用性。如上所提到的，独立等位基因模型能够预测肽将被用于训练该独立

等位基因模型的一个或多个已鉴别的MHC等位基因呈递的概率。换句话说，独立等位基因模

型与一个或多个已知MHC等位基因的有限集合相关联。

[0574] 因此，给定一个含有一个或多个MHC等位基因的特定集合的样品，为了确定肽被该

MHC等位基因的特定集合呈递的概率，选择使用利用该MHC等位基因的特定集合训练的独立

等位基因模型。换句话说，当依靠独立等位基因模型预测肽将被MHC等位基因呈递的概率
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时，只能为训练数据170中已出现的MHC等位基因作出预测。因为存在大量的MHC等位基因

(特别是对于同一基因家族内的微小变异)，所以将需要非常大的数量的训练样品来训练要

装备的独立等位基因呈递模型，以便为所有MHC等位基因作出肽呈递预测。

[0575] 相比之下，泛等位基因模型不限于对在其上进行训练的一个或多个MHC等位基因

的特定集合进行预测。取而代之的是，在使用过程中，泛等位基因模型能够通过使用在用类

似MHC等位基因肽序列训练期间学习到的信息来准确地预测先前见过的和/或先前未见过

的MHC等位基因将呈递给定肽的概率。结果是，泛等位基因模型不与一个或多个MHC等位基

因的特定集合相关联，并且能够预测肽将被任何MHC等位基因呈递的概率。泛等位基因模型

的这种多功能性意味着可以使用单个模型来预测任何肽将被任何MHC等位基因呈递的可能

性。因此，使用泛等位基因模型减少了最大程度地增大如上文VII .A部分中所定义的个体

HLA覆盖率和群体HLA覆盖率所需的训练数据的量。

[0576] VIII.D.3.泛等位基因模型的使用

[0577] 以下在VIII.D.4.–VIII.D.7.部分中的讨论涉及使用泛等位基因模型预测肽将被

一个或多个MHC等位基因呈递的概率。为简单起见，该讨论是在训练模块316已经训练了该

泛等位基因模型的假设下进行的。下面将在VIII.D.8.部分中详细讨论泛等位基因模型的

训练。

[0578] 此外，以下在VIII.D.4.–VIII.D.6.部分中的讨论涉及到使用泛等位基因模型预

测肽将被给定样品中单个MHC等位基因和/或被给定样品中多个MHC等位基因呈递的可能

性。然而，如下面在VIII.D.7.部分中详细描述的，在使用泛等位基因模型预测肽将被样品

中单个MHC等位基因呈递的可能性与使用泛等位基因模型预测肽将被样品中多个MHC等位

基因呈递的可能性之间存在细微差异。

[0579] 简要地，当使用泛等位基因模型预测肽将被单个MHC等位基因呈递的可能性时，如

下所述地，一组输入被提供给泛等位基因模型，并且泛等位基因模型产生单个输出。

[0580] 另一方面，当使用泛等位基因模型预测肽将被多个MHC等位基因呈递的可能性时，

针对多个MHC等位基因中的每个MHC等位基因迭代使用泛等位基因模型。具体而言，当使用

泛等位基因模型预测肽将被多个MHC等位基因呈递的可能性时，与多个MHC等位基因中的第

一MHC等位基因相关联的第一组输入被提供给泛等位基因模型，并且泛等位基因模型产生

针对第一MHC等位基因的第一输出。然后，与多个MHC等位基因中的第二MHC等位基因相关联

的第二组输入被提供给泛等位基因模型，并且泛等位基因模型产生针对第二MHC等位基因

的第二输出。针对多个MHC等位基因中的每个MHC等位基因迭代地执行这个过程。最后，泛等

位基因模型产生的针对多个MHC等位基因中的每个MHC等位基因的输出被组合，以产生多个

MHC等位基因呈递给定肽的单一概率，如VIII.D.7.部分所述的。

[0581] VIII.D.4.泛等位基因模型概述

[0582] 在一个实施方式中，泛等位基因模型被用于估计等位基因h对肽pk的呈递可能性

uk。在一些实施方案中，泛等位基因模型由下面的等式表示：

[0583]

[0584] 其中pk表示肽序列，dh表示MHC等位基因h的肽序列，f(·)是任何变换函数，而gH

(·)是任何依赖性函数。泛等位基因模型基于为所有MHC等位基因确定的一组共享参数θH
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产生肽序列pk和MHC等位基因肽序列dh的依赖性分数。该组共享参数θH的值是在泛等位基因

模型训练期间学习到的，并将在下面的VIII.D.8.部分中详细讨论。

[0585] 依赖性函数gH([p
k  dh]；θH)的输出表示MHC等位基因h的依赖性分数，其指示MHC等

位基因h是否将至少基于肽序列pk的氨基酸的位置和MHC等位基因肽序列dh的氨基酸的位置

来呈递肽pk。例如，如果MHC等位基因h在给定输入MHC等位基因肽序列dh的情况下有可能呈

递肽pk，则MHC等位基因h的依赖性分数可能具有高的值，而如果不太可能呈递则可能具有

低的值。变换函数f(·)变换输入，更具体地说，将在这种情况下由gH([p
k
  dh]；θH)产生的依

赖性分数变换为合适的值，以指示肽pk将被MHC等位基因h呈递的可能性。

[0586] 在整个说明书的其余部分中提到的一个特定实施方式中，f(·)是对于适当域范

围具有在[0,1]内的范围的函数。在一个实例中，f(·)是expit函数。作为另一个实例，当域

z的值等于或大于0时，f(·)也可以是双曲正切函数。可替代地，当预测到质谱离子电流具

有超出范围[0,1]的值时，f(·)可以是任何函数，例如恒等函数、指数函数、对数函数等。

[0587] 因此，可以通过将依赖性函数gH(·)应用于肽序列pk的编码形式以及应用于MCH等

位基因肽序列dh的编码形式以产生相应依赖性分数来产生肽序列pk将被MHC等位基因h呈递

的可能性。依赖性分数可以由变换函数f(·)变换以产生肽序列pk将被MHC等位基因h呈递

的可能性。

[0588] VIII.D.5.等位基因相互作用变量的依赖性函数

[0589] 在整个说明书中提到的一个特定实施方式中，依赖性函数gH(·)是由下式得到的

仿射函数：

[0590]

[0591] 其中α是截距； 表示在肽pk的位置i处的残基；dhj表示在MHC等位基因h的位置j

处的残基；1[ ]表示指示变量，如果方括号内的条件是真，则该指示变量的值为1，否则为0；

如果肽pk的位置i处的氨基酸为氨基酸k，则 为真，否则为假；如果MHC等位基因h的

位置j处的氨基酸是氨基酸l，则dhj＝l为真，否则为假；npep表示所建模的肽的长度；nMHC表示

模型中所考虑的MHC残基的数目；并且θH，ijkl是描述了在肽的位置i处具有残基k和在MHC等

位基因的位置j处具有残基l对呈递可能性的贡献的系数。这是一个热编码的肽序列和一个

热编码的MHC等位基因序列中的线性模型，其具有针对所有肽残基和MHC等位基因残基的

肽‑残基‑MHC‑残基相互作用。

[0592] 在整个说明书中提到的一个特定实施方式中，依赖性函数gH(·)是由下式得到的

网络函数：

[0593] gH([p
k
  dh]；θH)＝NNH([p

k
  dh]；θH)   (26)

[0594] 该网络函数由具有布置在一个或多个层中的一系列节点的网络模型NNH(·)表

示。一个节点可以通过连接而连接至其它节点，这些连接各自在参数集合θH中具有相关参

数。在一个特定节点处的值可以表示为连接至该特定节点的节点值的总和，该值由与该特

定节点相关联的激活函数映射的相关参数加权。由于呈递模型可以并入具有不同氨基酸序

列长度的非线性和工艺数据，与仿射函数相比，网络模型是有利的。具体而言，通过非线性
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建模，网络模型可以捕捉在肽序列中不同位置处的氨基酸之间的相互作用以及在MHC等位

基因肽序列中的不同位置处的氨基酸之间的相互作用，并且可以捕捉这些相互作用如何影

响肽呈递。

[0595] 一般来说，网络模型NNH(·)可以被构造成前馈网络，如人工神经网络(ANN)、卷积

神经网络(CNN)、深度神经网络(DNN)，和/或循环网络，如长短期记忆网络(LSTM)、双向循环

网络、深度双向循环网络等。

[0596] 在一个实例中，单个网络模型NNH(·)可以是在被给予MHC等位基因h的编码肽序

列pk和编码蛋白序列dh时能输出依赖性分数的网络模型。在这样的实例中，参数集合θH可以

对应于单个网络模型的参数集合，因此，参数集合θH可以被所有MHC等位基因共享。因此，在

这样的实例中，在向单个网络模型提供任何输入[pkdh]时，NNH(·)可以表示单个网络模型

NNH(·)的输出。如上所讨论的，此种网络模型是有利的，因为仅通过鉴别MHC等位基因的蛋

白质序列就可以预测训练数据中未知的MHC等位基因的肽呈递概率。

[0597] 图13示出了MHC等位基因共享的示例网络模型NNH(·)。如图13所示，网络模型NNH
(·)接收MHC等位基因h的肽序列pk和蛋白质序列dh作为输入，并输出对应于MHC等位基因h

的依赖性分数NNH([p
k  dh])。

[0598] 图14示出了示例网络模型NNH(·)。如图14中所示，网络模型NNH(·)包括在层l＝1

处的四个输入节点、在层l＝2处的五个节点、在层l＝3处的两个节点以及在层l＝4处的一

个输出节点。在可替代实施方案中，网络模型NNH(·)可含有任意数量的层，并且每一层可

以含有任意数量的节点。网络模型NNH(·)与13个非零参数θH(1) ,θH(2) ,……,θH(13)的集

合相关联。这些参数用于变换通过网络模型从一个节点传播到另一个节点的值。

[0599] 如图14所示，在网络模型NNH(·)的层l＝1处的四个输入节点接收包括编码的多

肽序列数据和编码的MHC等位基因肽序列数据的输入值。编码的多肽序列数据含有肽的氨

基酸序列，而编码的MHC等位基因肽序列数据含有可能(或可能不)呈递该肽的MHC等位基因

的氨基酸序列。在某些实施方案中，一旦经由在层l＝1处的输入节点输入网络模型NNH(·)

中，编码的多肽序列就被串接至网络模型NNH(·)的一层内的编码的MHC等位基因肽序列的

前面。这些输入值然后根据参数值通过网络模型NNH(·)传播。在一些实施方案中，网络模

型NNH(·)的层包括两个完全连接的密集网络层。在进一步的实施方案中，这两个完全连接

的密集网络层中的第一层包括64‑128个节点，具有已校正的线性单元激活函数。在甚至进

一步的实施方案中，这两个完全连接的密集网络层中的第二层包括具有线性输出的单个节

点。在这样的实施方案中，该单个节点可以是网络模型NNH(·)的输出节点。最后，网络模型

NNH(·)输出值NNH([p
k
  dh])。该输出代表MHC等位基因h的依赖性分数，指示MHC等位基因h

是否将呈递肽序列pk。该网络函数还可以包括一个或多个网络模型，每个网络模型采用不

同的等位基因相互作用变量(例如，肽序列)作为输入。

[0600] 在又一个实例中，依赖性函数gH(·)可以表示为：

[0601]

[0602] 其中g’H([p
k  dh]；θ’H)是具有参数集合θ’H的仿射函数、网络函数等，其中等位基因

相互作用变量的共享参数集合θH中的偏差参数θH
0
表示任何MHC等位基因的基线呈递概率。

[0603] 在另一种实施方式中，偏差参数θH
0
可以是根据MHC等位基因h的基因家族共享的。
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也就是说，MHC等位基因h的偏差参数θH
0
可以等于θ

基因(h)
0
，其中基因(h)是MHC等位基因h的基

因家族。举例来说，I类MHC等位基因HLA‑A*02:01、HLA‑A*02:02及HLA‑A*02:03可以指定给

“HLA‑A”基因家族，并且这些MHC等位基因各自的偏差参数θH
0
可以是共享的。作为另一个实

例，II类MHC等位基因HLA‑DRB1:10:01、HLA‑DRB1:11:01及HLA‑DRB3:01:01可以指定给

“HLA‑DRB”基因家族，并且这些MHC等位基因中的每一种的偏差参数θH
0
可以是共享的。如上

所讨论的，基因家族可能是与MHC等位基因h相关联的等位基因相互作用变量之一。

[0604] 再回到等式(23)，作为一个实例，在使用仿射依赖性函数gH(·)时，肽pk将被MHC等

位基因h呈递的可能性可以由下式得出：

[0605]

[0606] 其中α是截距； 表示在肽pk的位置i处的残基；dhj表示在MHC等位基因h的位置j

处的残基；1[ ]表示指示变量，如果方括号内的条件是真，则该指示变量的值为1，否则为0；

如果肽pk的位置i处的氨基酸为氨基酸k，则 为真，否则为假；如果MHC等位基因h的

位置j处的氨基酸是氨基酸l，则dhj＝l为真，否则为假；npep表示所建模的肽的长度；nMHC表示

模型中所考虑的MHC残基的数目；并且θH，ijkl是描述了在肽的位置i处具有残基k和在MHC等

位基因的位置j处具有残基l对呈递可能性的贡献的系数。这是一个热编码的肽序列和一个

热编码的MHC等位基因序列中的线性模型，其具有针对所有肽残基和MHC等位基因残基的

肽‑残基‑MHC‑残基相互作用。

[0607] 作为另一个实例，使用网络变换函数gH(·)时，肽pk将被MHC等位基因h呈递的可能

性可以由下式得出：

[0608]

[0609] 其中pk表示肽序列，dh表示MHC等位基因h的肽序列，θH是为与所有MHC等位基因相

关联的网络模型NNH(·)确定的参数的集合。

[0610] 图15示出了使用示例共享网络模型NNH(·)产生与MHC等位基因h相关联的肽pk的

呈递可能性。如图15所示，共享网络模型NNH(·)接收肽序列pk和MHC等位基因肽序列dh，并

产生输出NNH([p
k
  dh])。输出由函数f(·)映射，以生成估计的呈递可能性uk。

[0611] VIII.D.6.等位基因非相互作用变量

[0612] 如上所述，等位基因非相互作用变量包括影响与MHC等位基因的类型无关的肽的

呈递的信息。例如，等位基因非相互作用变量可包括该肽的N端上和C端上的蛋白质序列、所

呈递肽的蛋白质家族、该肽的源基因的RNA表达水平，以及任何另外的等位基因非相互作用

变量。

[0613] 在一种实施方式中，训练模块316以与针对独立等位基因模型和复等位基因模型

(multiple  allele  model)所描述的相似的方式，将等位基因非相互作用变量并入到泛等

位基因呈递模型中。例如，在一些实施方案中，等位基因非相互作用变量可作为输入被键入

到与用于等位基因相互作用变量的依赖性函数分开的依赖性函数中。在这样的实施方案

中，两个单独的依赖性函数的输出可以被求和，并且所得的总和可以被输入变换函数中以
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生成呈递预测。上文VIII.B.2.、VIII.B.3.、VIII.C.3.和VIII.C.6.部分中讨论了将等位基

因非相互作用变量并入到泛等位基因模型以及其他模型中的此类实施方案。

[0614] VIII.D.7.复等位基因样品

[0615] 如上所述，测试样品可以含有多个MHC等位基因而不是单个MHC等位基因。实际上，

大多数取自自然界的样品都包含多于一个MHC等位基因。例如，每个人类基因组均含有六个

I类MHC基因座。因此，含有人类基因组的样品可以含有多达六个不同的I类MHC等位基因。因

此，含有多个MHC等位基因而不是单个MHC等位基因的样品是现实生活中测试案例的典型样

品。

[0616] 在测试样品含有多个MHC等位基因的实施方案中，上文VIII.D.4.–VIII.D.6.部分

中描述的泛等位基因模型可以用来确定来自测试样品的给定肽被多个MHC等位基因呈递的

概率。然而，如上所简要描述的，当使用泛等位基因模型预测肽将被多个MHC等位基因呈递

的可能性时，针对多个MHC等位基因中的每个MHC等位基因迭代地使用上述泛等位基因模

型。换句话说，对于多个MHC等位基因中的每个MHC等位基因，该MHC等位基因肽序列和该肽

序列被独立地输入所有MHC等位基因共享的依赖性函数中。基于这些输入，依赖性函数生成

与MHC等位基因相对应的输出。对多个MHC等位基因中的每个MHC等位基因迭代地执行此过

程。因此，多个MHC等位基因中的每个MHC等位基因独立地与依赖性函数的输出相关联。然

后，将对与多个MHC等位基因中的每个MHC等位基因相关联的输出进行组合。

[0617] 与多个MHC等位基因中的每个MHC等位基因相关联的依赖性函数的输出可以如关

于VIII.C.–VIII.C.7.部分所述的那样进行组合。如关于VIII.C.–VIII.C.7.部分所述的，

依赖性函数的多个输出组合的方式可以改变。例如，在一些实施方案中，可以对依赖性函数

迭代的输出进行求和，并且可以将所得的总和输入变换函数中以生成呈递预测。捕获此类

实施方案的等式可写为：

[0618]

[0619] 其中T是含有多个等位基因的样品中的独特MHC等位基因的总数。在可替代实施方

案中，依赖性函数迭代的每个单独的输出可以被输入变换函数中，并且来自变换函数的结

果输出可以被求和以产生呈递预测。捕获此可替代实施方案的等式可写为：

[0620]

[0621] 这样的实施方案以及其中依赖性函数的多个输出被组合以预测肽将在复等位基

因环境中被呈递的可能性的其他实施方案在上文VIII.C.‑VIII.C7.部分中有进一步的讨

论。

[0622] VIII.D.8.泛等位基因模型的训练

[0623] 训练泛等位基因模型涉及对与依赖性函数相关联的共享参数集合θH中的每个参

数的值进行优化。具体而言，优化参数θH，以使得依赖性函数能够输出准确地指示一个或多

个给定MHC等位基因是否将呈递给定肽序列的依赖性分数。

[0624] 为了优化参数θH的值，使用了训练数据170。如上所提到的，用于训练模型的训练

数据170可以包括含有表达单个MHC等位基因的细胞的训练样品、含有表达多个MHC等位基

说　明　书 54/156 页

60

CN 111868080 B

60



因的细胞的训练样品，或含有表达单个MHC等位基因和多个MHC等位基因二者的组合的细胞

的训练样品。因此，来自训练数据170的每个数据实例i被输入泛等位基因模型中，并且更具

体而言，被输入泛等位基因模型的依赖性函数中。例如，在某些实施方案中，可以将MHC等位

基因肽序列和肽序列输入泛等位基因模型中。然后，泛等位基因模型对这些输入进行处理，

就好像该模型是按上文关于VIII.D.3–VIII.D.7.部分所述的那样被常规地使用。然而，与

VIII.D.3–VIII.D.7.部分中描述的泛等位基因模型的运行过程不同，在泛等位基因模型训

练期间，还将该肽呈递的已知结果输入该模型中。换句话说，标记yi也被输入该模型中。在

输入泛等位基因模型中的训练样品含有表达多个MHC等位基因的细胞的实施方案中，针对

样品中多个MHC等位基因中的每个等位基因，将yi设置为1。

[0625] 在使用数据实例i的泛等位基因模型的每次迭代之后，该模型确定所预测的MHC等

位基因呈递肽的概率与已知标记yi之间的差值。然后，为了最大程度地减小这种差值，泛等

位基因模型会修改参数θH。换句话说，泛等位基因模型通过最大程度地减小关于θH的损失函

数来确定参数θH的值。当泛等位基因模型达到一定水平的预测准确率时，训练就完成了，并

且该模型就已准备就绪，可以按VIII.D.3–VIII.D.7.部分中所述的那样使用。

[0626] VIII.D.9.泛等位基因模型实例

[0627] 以下实例比较了示例独立等位基因呈递模型和示例泛等位基因呈递模型的预测

精确率(即阳性预测值)。在这个实例中，使用相同的训练数据集来训练等位基因呈递模型

和泛等位基因呈递模型。训练后，使用六个测试样品对独立等位基因呈递模型和泛等位基

因呈递模型进行测试。注意，训练数据集含有在每个测试样品中测试的每个MHC等位基因的

充足训练数据。下表2示出了在使用独立等位基因模型和泛等位基因模型时在40％召回率

下的预测精确率(或阳性预测值)。由于在六个样品中测试的每个MHC等位基因都具有充足

训练数据，因此独立等位基因模型以平均精确率高出0.04而略优于泛等位基因模型。

[0628]

[0629] 表2

[0630] 然而，可以在针对图16‑22讨论的可替代实验中观察到泛等位基因模型预测未包

括在用于训练模型的训练数据集中的MHC等位基因的呈递可能性的能力。

[0631] 图16‑22描绘了被设计用于测试泛等位基因模型预测未训练的MHC等位基因将呈

递给定肽的概率的实验的结果。特别地，图16‑18描绘了被设计用于测试包含神经网络模型

的泛等位基因模型预测未训练的MHC等位基因将呈递给定肽的概率的实验的结果。另一方

面，图19‑22描绘了被设计用于测试包含非神经网络模型的泛等位基因模型预测未训练的

MHC等位基因将呈递给定肽的概率的实验的结果。

[0632] 首先来看与图16‑18相关联的实验，为了证明包含神经网络模型的泛等位基因模

型预测未训练的MHC等位基因将呈递给定肽的概率的能力，将由未用正在测试的MHC等位基

因训练的包含神经网络模型的泛等位基因模型产生的预测与已用正在测试的MHC等位基因
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训练的相同的泛等位基因模型产生的预测进行比较。换句话说，该泛等位基因模型之间的

唯一差异是用来对其进行训练的训练数据集。尚未在包含测试的HLA等位基因的样品上进

行训练的泛等位基因模型的预测精确率相对于已经在包含测试的HLA等位基因的样品上进

行训练的泛等位基因模型的预测精确率越高，则泛等位基因模型预测未用于训练该泛等位

基因模型的MHC等位基因的呈递可能性的能力越大。

[0633] 如上所注意到的，在与图16‑18相关联的实验内使用的泛等位基因模型在用不同

的训练数据集训练之前是相同的。同样如上所注意到的，在与图16‑18相关联的实验内使用

的每个泛等位基因模型均包含神经网络模型作为其依赖性函数。泛等位基因模型中使用的

神经网络模型含有单个隐藏层。在神经网络模型的隐藏层之间的激活函数是已校正的线性

单元(ReLU)函数，f(x)＝max(0,x)。神经网络模型的最后一层包含线性激活层f(x)＝x。神

经网络模型的每个子网络的隐藏单元的数目取决于对神经网络模型的输入。具体而言，对

于被配置为接收mRNA丰度的神经网络模型，该神经网络模型的mRNA丰度子网络中的隐藏单

元数目为16。对于被配置为接收编码的侧接序列的神经网络模型，该神经网络模型的侧接

序列子网络中的隐藏单元数目为32。对于被配置为接收编码的多肽序列的神经网络模型，

神经网络模型的多肽序列子网络中的隐藏单元数目为256。对于被配置为接收编码的多肽

序列和编码的MHC等位基因肽序列的神经网络模型(如在泛等位基因模型的情况下)，神经

网络模型的多肽和MHC等位基因肽序列子网络中的隐藏单元数目为128。

[0634] 与图16‑18相关联的每个实验均包括唯一的测试样品，每个唯一的测试样品均包

含不同的HLA等位基因。为了证明这些实验产生的结果不限于特定的基因座，从三个基因座

A、B和C的每一个中选择出等位基因。因此，第一测试样品含有HLA‑A等位基因，第二样品含

有HLA‑B等位基因，第三样品含有HLA‑C等位基因。具体而言，第一测试样品含有HLA等位基

因A*02:03，第二测试样品含有HLA等位基因B*54:01，第三测试样品含有HLA等位基因C*08:

02。这些HLA等位基因中每一种的蛋白质序列均从Anthony  Nolan  Research  Institute维

护的HLA蛋白质序列数据库(https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/)中获得。

[0635] 针对三个样品中的每一个，将该特定HLA等位基因的蛋白质序列和所讨论的肽的

蛋白质序列输入尚未使用该HLA等位基因训练的第一泛等位基因模型中，并输入已使用该

HLA等位基因训练的第二相同泛等位基因模型中。该泛等位基因模型输出所预测的HLA等位

基因将呈递该肽的概率。将这些预测的概率与该肽呈递的已知结果(即标记yi)进行比较，

以产生图16‑18所示的精确率/召回率曲线。具体而言，图16对应于由泛等位基因模型输出

的针对第一测试样品的数据输出。图17对应于由泛等位基因模型输出的针对第二测试样品

的数据输出，而图18对应于由泛等位基因模型输出的针对第三测试样品的数据输出。在每

个图中，蓝色线表示已在包含测试的HLA等位基因的样品上训练的泛等位基因模型的精确

率/召回率曲线，橙色线表示尚未在包含测试的HLA等位基因的任何样品上训练的泛等位基

因模型的精确率/召回率曲线。另外，每个图均指示出训练和未训练的泛等位基因模型的平

均预测精确率(即阳性预测值)。例如，如在图18中可以看到的，已经在包含测试的HLA等位

基因的样品上训练的泛等位基因模型的平均预测精确率是0.256，而尚未在包含测试的HLA

等位基因的样品上训练的泛等位基因模型的平均预测精确率是0.231。

[0636] 如图16‑18所示，即使由橙色线表示的泛等位基因模型从未见过正在测试的HLA等

位基因，这些泛等位基因模型仍能够获得与在培训期间已见过正在测试的HLA等位基因的
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由蓝色线表示的泛等位基因模型相当的性能。因此，这些结果证明了包含神经网络模型的

泛等位基因模型能够准确地预测未用于训练该泛等位基因模型的HLA等位基因的呈递可能

性。

[0637] 接下来看与图19‑22相关联的实验，为了证明包含非神经网络模型的泛等位基因

模型预测未被训练的MHC等位基因将呈递给定肽的概率的能力，在每个实验内比较了四种

模型的性能。该四种模型包括：如上针对图16‑18所述的包含神经网络模型的泛等位基因呈

递模型、由1 ,000棵树组成的现用随机森林模型、适合多元高斯函数(multivariate 

Gaussians)的现用二次判别分析(QDA)模型，以及适合每个等位基因的独特前馈的完全连

接的神经网络的当前最先进的MHC  1类结合亲和力模型MHCFlurry。随机森林模型和二次判

别模型都基于包含非神经网络模型的泛等位基因模型架构。

[0638] 与图19‑22相关联的每个实验均包括测试样品，并且每个测试样品均含有HLA等位

基因。为了证明这些实验产生的结果不限于特定的基因座，从三个基因座A、B和C的每一个

中选择出等位基因。因此，第一测试样品和第二测试样品含有HLA‑A等位基因，第三样品含

有HLA‑B等位基因，第四样品含有HLA‑C等位基因。具体而言，第一测试样品和第二测试样品

含有HLA等位基因A*02:01，第三测试样品含有HLA等位基因B*44:02，第四测试样品含有HLA

等位基因C*08:02。这些HLA等位基因中的每一种的蛋白质序列均从Anthony  Nolan 

Research  Institute维护的HLA蛋白质序列数据库(https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/

hla/)中获得。

[0639] 在针对四个测试样品中的每个样品训练用于预测呈递可能性的四个模型期间，泛

等位基因呈递模型、随机森林模型和二次判别模型各自在由来自31个不同等位基因的9‑聚

体组成并包含HLA‑A、HLA‑B和HLA‑C的单等位基因数据上进行训练。另一方面，MHCFlurry模

型由其作者使用包括来自HLA‑A、HLA‑B和HLA‑C的等位基因的IEDB和BD2013结合亲和力数

据集的子集进行训练。每个等位基因均利用8个神经网络的集合体单独建模，等位基因名称

直接传递给模型，以选择要使用哪个等位基因子模型来生成呈递预测。[76]。

[0640] 用于针对四个测试样品中的每个样品训练该四个模型的特定等位基因取决于给

定测试样品中含有的HLA等位基因。具体而言，对于含有HLA等位基因A*02:01的第一测试样

品，用于训练该四个模型以预测HLA等位基因A*02:01的呈递可能性的训练数据包括HLA等

位基因A*02:01。对于含有HLA等位基因A*02:01的第二测试样品，用于训练该四个模型以预

测HLA等位基因A*02:01的呈递可能性的训练数据不包括HLA等位基因A*02:01。对于含有

HLA等位基因B*44:02的第三测试样品，用于训练该四个模型以预测HLA等位基因B*44:02的

呈递可能性的训练数据不包括HLA等位基因B*44:02。对于含有HLA等位基因C*08:02的第四

测试样品，用于训练该四个模型以预测HLA等位基因C*08:02的呈递可能性的训练数据不包

括HLA等位基因C*08:02。

[0641] 在对该四个样品中的每个样品进行测试期间，在留出的单等位基因数据集上测试

每个模型，所述单等位基因数据集包括给定样品中的HLA等位基因，并且由约250,000个肽

(对呈递肽和非呈递肽二者进行计数)组成。具体而言，在对该四个样品中的每个样品进行

测试期间，泛等位基因呈递模型、随机森林模型和二次判别模型各自接收相同的输入。特别

地，对于该四个样品中的每个样品，泛等位基因呈递模型、随机森林模型和二次判别模型各

自接收了样品内HLA等位基因的34聚体的独热编码HLA等位基因蛋白质序列以及所讨论的
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肽的9聚体的独热编码(即，二值化)的蛋白质序列。另一方面，对于该四个样品中的每个样

品，MHCFlurry模型都接收样品内HLA等位基因的名称，以及所讨论肽的9聚体的独热编码

(即二值化)蛋白质序列。如上所述，该模型之间的输入差异是以下事实的结果：MHCFlurry

模型被配置为使用等位基因的名称来选择使用哪个等位基因子模型来生成呈递预测。

[0642] 在这些输入被输入该四个模型中之后，该四个模型中的每个模型然后均输出HLA

等位基因将呈递肽的预测概率。将这些预测概率与肽呈递的已知结果(即标记yi)进行比

较，以产生图19‑22所示的精确率/召回率曲线。具体而言，图19对应于由该四个模型中的每

个模型输出的针对第一测试样品的数据，图20对应于由该四个模型中的每个模型输出的针

对第二测试样品的数据，图21对应于由该四个模型中的每个模型输出的针对第三测试样品

的数据，而图22对应于由该四个模型中的每个模型输出的针对第四测试样品的数据。在每

个图中，蓝色线显示了泛等位基因模型的精确率/召回率曲线，橙色线显示了MHCFlurry模

型的精确率/召回率曲线，绿色线显示了随机森林模型的精确率/召回率曲线，而红色线显

示了二次判别模型的精确率/召回率曲线。另外，每个图指示出每个模型的平均预测精确率

(即阳性预测值)。例如，如在图19中可以看到的，泛等位基因模型的平均预测精确率为

0.32。

[0643] 如图19‑22中所示，随机森林模型和二次判别模型都使用了包含非神经网络模型

的泛等位基因模型架构，它们的性能大约是MHCFlurry模型的两倍。此外，包含神经网络模

型的泛等位基因呈递模型的性能大约是使用包含非神经网络模型的泛等位基因模型架构

的随机森林模型和二次判别模型的两倍。换句话说，相对于其他模型，包含神经网络模型的

泛等位基因呈递模型获得了最高的精确率。然而，使用包含非神经网络模型的泛等位基因

模型架构的随机森林模型和二次判别模型的性能仍然优于定制的独立等位基因结合亲和

力模型MHCFlurry。因此，这些结果表明，泛等位基因模型架构可以很好地推广到其他非神

经网络机器学习模型(这些模型与基于决策树的随机森林和贝叶斯方法(Bayesian 

method)(如二次判别分析)一样多种多样)中，同时仍提供高水平的预测精确率。

[0644] 另外，如图20‑22中进一步所示，尽管泛等位基因呈递模型、随机森林模型和二次

判别模型从未见过正在测试的HLA等位基因，但包括使用了包含非神经网络模型的泛等位

基因模型架构的随机森林模型和二次判别模型在内的这些模型能够获得与对应于图19的

在训练期间已看到过正在测试的HLA等位基因的模型相当的性能。因此，这些结果证明了包

含非神经网络的泛等位基因模型架构能够准确地预测未用于训练该模型的HLA等位基因的

呈递可能性。

[0645] IX.实施例5:预测模块

[0646] 预测模块320接收序列数据并使用呈递模型在序列数据中选择候选新抗原。确切

地说，序列数据可以是从患者的肿瘤组织细胞中提取的DNA序列、RNA序列和/或蛋白质序

列。预测模块320将序列数据处理成对于MHC‑I具有8‑15个氨基酸或对于MHC‑II具有6‑30个

氨基酸的多个肽序列pk。举例来说，预测模块320可以将给定序列“IEFROEIFJEF”处理成具

有9个氨基酸的三个肽序列“IEFROEIFJ”、“EFROEIFJE”及“FROEIFJEF”。在一个实施方案中，

预测模块320可以通过将从患者的正常组织细胞提取的序列数据与从患者的肿瘤组织细胞

提取的序列数据相比较以鉴别含有一个或多个突变的部分，由此鉴别出作为突变肽序列的

候选新抗原。
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[0647] 预测模块320将一个或多个呈递模型应用于处理的肽序列以估计这些肽序列的呈

递可能性。确切地说，预测模块320可以通过将呈递模型应用于候选新抗原来选择一个或多

个可能被呈递于肿瘤HLA分子上的候选新抗原肽序列。在一种实施方式中，预测模块320选

出估计呈递可能性超过预定阈值的候选新抗原序列。在另一种实施方式中，呈递模块选出v

个具有最高估计呈递可能性的候选新抗原序列(其中v一般是可以在疫苗中递送的表位的

最大数量)。包括选择用于给定患者的候选新抗原的疫苗可以注射到患者体内以诱导免疫

应答。

[0648] X.实施例6:患者选择模块

[0649] 患者选择模块324基于患者是否满足纳入标准来选择用于疫苗治疗和/或T细胞疗

法的患者子集。在一个实施方案中，基于由呈递模块产生的患者新抗原候选物的呈递可能

性来确定纳入标准。通过调整纳入标准，患者选择模块324可以基于患者新抗原候选物的呈

递可能性来调整将要接受疫苗和/或T细胞疗法的患者数量。具体地，严格的纳入标准导致

较少数量的患者将被用疫苗和/或T细胞疗法治疗，但是可以导致较高比例的疫苗和/或T细

胞疗法所治疗患者接受有效治疗(例如接受一种或多种肿瘤特异性新抗原(TSNA)和/或一

种或多种新抗原响应性T细胞)。另一方面，宽松的纳入标准导致较大数量的患者将被用疫

苗和/或T细胞疗法治疗，但是可导致较低比例的疫苗和/或T细胞疗法所治疗患者接受有效

治疗。患者选择模块324基于将要接受治疗的患者的目标比例与接受有效治疗的患者比例

之间的期望平衡来修改纳入标准。

[0650] 在一些实施方案中，用于选择接受疫苗治疗的患者的纳入标准与用于选择接受T

细胞疗法的患者的纳入标准相同。然而，在替代实施方案中，用于选择接受疫苗治疗的患者

的纳入标准可能不同于用于选择接受T细胞疗法的患者的纳入标准。以下X.A和X.B部分分

别讨论了用于选择接受疫苗治疗的患者的纳入标准和用于选择接受T细胞疗法的患者的纳

入标准。

[0651] X.A.对于疫苗治疗的患者选择

[0652] 在一个实施方案中，患者与v种新抗原候选物的相应治疗子集相关联，所述v种新

抗原候选物可以潜在地包含在具有疫苗容量v的为患者定制疫苗中。在一个实施方案中，患

者的治疗子集是通过呈递模型确定的具有最高呈递可能性的新抗原候选物。例如，如果疫

苗可以包含v＝20种表位，则疫苗可以包含每个患者的通过呈递模型确定的具有最高呈递

可能性的治疗子集。但是，应当理解，在另一些实施方案中，可以基于其它方法来确定患者

的治疗子集。例如，患者的治疗子集可以从患者的新抗原候选物集合中随机选择，或者可以

部分地基于对肽序列的结合亲和力和稳定性建模的当前现有技术模型，或者包括来自呈递

模型的呈递可能性和关于这些肽序列的亲和力或稳定性信息的一些因素组合来确定。

[0653] 在一个实施方案中，如果患者的肿瘤突变负荷等于或高于最小突变负荷，则患者

选择模块324确定患者满足纳入标准。患者的肿瘤突变负荷(TMB)指示肿瘤外显子组中非同

义突变的总数。在一种实施方式中，如果患者的TMB的绝对数量等于或高于预定阈值，则患

者选择模块324可以选择患者进行疫苗治疗。在另一种实施方式中，如果患者的TMB在为患

者集合确定的TMB中的阈值百分位数之内，则患者选择模块324可以选择患者用于进行疫苗

治疗。

[0654] 在另一个实施方案中，如果基于患者治疗子集的患者效用分数等于或高于最小效
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用分数，则患者选择模块324确定患者满足纳入标准。在一种实施方式中，效用分数是对治

疗子集中被呈递的新抗原的估计数目的度量。

[0655] 可以通过将新抗原呈递建模为一种或多种概率分布的随机变量来预测被呈递的

新抗原的估计数目。在一种实施方式中，患者i的效用分数是治疗子集中被呈递的新抗原候

选物的预期数目，或其一些函数。作为示例，每种新抗原的呈递可以建模为伯努利随机变

量，其中呈递(成功)概率由新抗原候选物的呈递可能性给出。具体来说，对于v种新抗原候

选物pi1、pi2、…、piv的治疗子集Si，每种新抗原候选物具有最高呈递可能性ui1、ui2、…、uiv，

则新抗原候选物pij的呈递由随机变量Aij给出，其中：

[0656] P(Aij＝1)uij，P(Aij＝0)＝1‑uij。   (29)

[0657] 被呈递的新抗原的预期数目由每种新抗原候选物的呈递可能性之和给出。换句话

说，患者i的效用分数可以表示为：

[0658]

[0659] 患者选择模块324选择效用分数等于或高于最小效用的患者子集进行疫苗治疗。

[0660] 在另一种实施方式中，患者i的效用分数是至少阈值数目k的新抗原将被呈递的概

率。在一个示例中，将新抗原候选物的治疗子集Si中被呈递的新抗原的数目建模为泊松二

项式随机变量，其中呈递(成功)概率由每种表位的呈递可能性给出。具体来说，患者i的被

呈递的新抗原的数目可以通过随机变量Ni给出，其中：

[0661]

[0662] 其中PBD(·)表示泊松二项式分布。至少阈值数目k的新抗原将被呈递的概率由被

呈递的新抗原的数目Ni等于或大于k的概率的总和给出。换句话说，患者i的效用分数可以

表示为：

[0663]

[0664] 患者选择模块324选择效用分数等于或高于最小效用的患者子集进行疫苗治疗。

[0665] 在另一种实施方式中，患者i的效用分数是新抗原候选物的治疗子集Si中具有低

于对一种或多种患者HLA等位基因的固定阈值(例如500nM)的结合亲和力或预测的结合亲

和力的新抗原的数目。在一个实例中，固定阈值在1000nM至10nM的范围。任选地，效用分数

可以仅计数通过RNA‑seq检测到的那些新抗原。

[0666] 在另一种实施方式中，患者i的效用分数是新抗原候选物的治疗子集Si中对一种

或多种患者HLA等位基因的结合亲和力等于或低于随机肽对该HLA等位基因的结合亲和力

的阈值百分位数的新抗原的数量。在一个实例中，阈值百分位数是从第10个百分位数到第

0.1个百分位数的范围。任选地，效用分数可以仅计数通过RNA‑seq检测到的那些新抗原。

[0667] 应当理解，关于等式(25)和(27)示出的生成效用分数的实例仅是示例性的，并且

患者选择模块324可以使用其它统计学或概率分布来生成效用分数。
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[0668] X.B.对于T细胞疗法的患者选择

[0669] 在另一个实施方案中，代替接受疫苗治疗或除了接受疫苗治疗之外，患者可以接

受T细胞疗法。像疫苗治疗一样，在患者接受T细胞疗法的实施方案中，患者可以如上所述与

v种新抗原候选物的相应治疗子集相关联。v种新抗原候选物的该治疗子集可用于体外鉴别

来自患者的对v种新抗原候选物中的一种或多种有响应的T细胞。然后可以扩增鉴别的T细

胞并且输注回患者体内以进行定制的T细胞疗法。

[0670] 可以选择患者以在两个不同的时间点接受T细胞疗法。第一个点是在已经使用模

型为患者预测了v种新抗原候选物的治疗子集之后，但在体外筛选对v种新抗原候选物的预

测的治疗子集具有特异性的T细胞之前。第二个点是在体外筛选对v种新抗原候选物的预测

的治疗子集具有特异性的T细胞之后。

[0671] 首先，可以在已经为患者预测了v种新抗原候选物的治疗子集之后，但在体外鉴别

来自患者的对v种新抗原候选物的预测的子集具有特异性的T细胞之前来选择患者以接受T

细胞疗法。具体地，由于来自患者的新抗原特异性T细胞的体外筛选可能是昂贵的，所以可

能期望的是仅在患者可能具有新抗原特异性T细胞的情况下才选择患者来筛选新抗原特异

性T细胞。为了在体外T细胞筛选步骤之前选择患者，可以使用与用于选择对于疫苗治疗的

患者相同的标准。具体地，在一些实施方案中，如果如上所述患者的肿瘤突变负荷等于或高

于最小突变负荷，则患者选择模块324可选择患者以接受T细胞疗法。在另一个实施方案中，

如果如上所述基于患者的v种新抗原候选物治疗子集的患者效用分数等于或高于最小效用

分数，则患者选择模块324可选择患者以接受T细胞疗法。

[0672] 第二，除了或代替在体外鉴别来自患者的对v种新抗原候选物的预测的子集具有

特异性的T细胞之前来选择患者以接受T细胞疗法，还可在体外鉴别对v种新抗原候选物的

预测的治疗子集具有特异性的T细胞之后选择患者以接受T细胞疗法。具体地，如果在患者T

细胞的新抗原识别的体外筛选过程中对患者鉴别了至少阈值量的新抗原特异性TCR，则可

以选择患者以接受T细胞疗法。例如，仅在对患者鉴别了至少两种新抗原特异性TCR或者仅

在针对两种不同新抗原鉴别了新抗原特异性TCR时，才可选择患者以接受T细胞疗法。

[0673] 在另一个实施方案中，仅在患者的v种新抗原候选物的治疗子集中的至少阈值量

的新抗原被患者TCR识别时，才可选择患者以接受T细胞疗法。例如，仅在患者的v种新抗原

候选物的治疗子集中的至少一种新抗原被患者TCR识别时，才可选择患者以接受T细胞疗

法。在另一些实施方案中，仅在患者的至少阈值量的TCR被鉴别为对特定HLA限制类别的新

抗原肽具有新抗原特异性时，才可选择患者以接受T细胞疗法。例如，仅在患者的至少一种

TCR被鉴别为对I类HLA限制的新抗原肽具有新抗原特异性时，才可选择患者以接受T细胞疗

法。

[0674] 在甚至另一些实施方案中，仅在特定HLA限制类别的至少阈值量的新抗原肽被患

者TCR识别时，才可选择患者以接受T细胞疗法。例如，仅在至少一种I类HLA限制的新抗原肽

被患者TCR识别时，才可选择患者接受T细胞疗法。又例如，仅在至少两种II类HLA限制的新

抗原肽被患者TCR识别时，才可选择患者以接受T细胞疗法。在体外鉴别对患者的v种新抗原

候选物的预测治疗子集具有特异性的T细胞之后，上述标准的任何组合也可以用于选择患

者以接受T细胞疗法。

[0675] XI.实施例7:显示示例患者选择表现的实验结果
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[0676] 通过对模拟患者集合进行患者选择来测试在X部分中描述的患者选择方法的有效

性，每个模拟患者均与模拟新抗原候选物的测试集相关联，其中已知模拟新抗原的子集存

在于质谱数据中。具体地，测试集中的每个模拟新抗原候选物都与指示新抗原是否存在于

来自Bassani‑Sternberg数据集(数据集“D1”)(数据可在www.ebi.ac.uk/pride/archive/

projects/PXD0000394上找到)的多等位基因JY细胞系HLA‑A*02:01和LA‑B*07:02质谱数据

集的标记相关联。如以下结合图23A更详细地描述的，基于非小细胞肺癌(NSCLC)患者中突

变负荷的已知频率分布，从人蛋白质组中取样了模拟患者的许多新抗原候选物。

[0677] 使用训练集训练相同HLA等位基因的独立等位基因呈递模型，所述训练集是来自

IEDB(数据集“D2”)(数据可以在http://www.iedb.org/doc/mhc_ligand_full.zip中找到)

的单等位基因HLA‑A*02:01和HLA‑B*07:02质谱数据的子集。具体地，每个等位基因的呈递

模型是等式(8)中所示的独立等位基因模型，其并入了N末端和C末端侧接序列作为等位基

因非相互作用变量，以及网络依赖性函数gh(·)和gw(·)，及expit函数f(·)。等位基因

HLA‑A*02:01的呈递模型产生了给定肽将在等位基因HLA‑A*02:01上呈递的呈递概率，给出

了肽序列作为等位基因相互作用变量，并且N末端和C末端侧接序列作为等位基因非相互作

用变量。等位基因HLA‑B*07:02的呈递模型产生了给定肽将在等位基因HLA‑B*07:02上呈递

的呈递概率，给出了肽序列作为等位基因相互作用变量，并且N末端和C末端侧接序列作为

等位基因非相互作用变量。

[0678] 如在以下实施例中并且参照图23A‑23E所阐述的，将用于肽结合预测的多种模型

例如经训练的呈递模型和当前现有技术模型应用于每个模拟患者的新抗原候选物的测试

集，以基于预测来鉴别患者的不同治疗子集。选择满足纳入标准的患者进行疫苗治疗，并将

其与包含患者治疗子集中的表位的定制疫苗相关联。治疗子集的大小根据不同疫苗容量而

变化。在用于训练呈递模型的训练集和模拟新抗原候选物的测试集之间没有引入重叠。

[0679] 在以下实施例中，分析了具有在疫苗中所包含的表位中的至少一定数量的被呈递

新抗原的选定患者的比例。该统计数据指示了模拟疫苗递送将在患者中引发免疫应答的潜

在新抗原的有效性。具体地，如果新抗原存在于质谱数据集D2中，则呈递在测试集中的模拟

新抗原。高比例的具有被呈递新抗原的患者指示通过诱导免疫应答通过新抗原疫苗成功治

疗的潜力。

[0680] XI.A.实施例7A:NSCLC癌症患者的突变负荷的频率分布

[0681] 图23A示出了NSCLC患者中突变负荷的样品频率分布。包括NSCLC在内的不同肿瘤

类 型 的 突 变 负 荷 和 突 变 可 以 在 例 如 癌 症 基 因 组 图 谱 ( T C G A ) ( h t t p s : / /

cancergenome.nih.gov)上找到。x轴代表每个患者中非同义突变的数目，并且y轴代表具有

给定数目的非同义突变的样品患者的比例。图23A的样品频率分布显示了一系列3‑1786种

突变，其中30％的患者具有少于100个突变。尽管未在图23A中示出，研究表明吸烟者的突变

负荷比不吸烟者高，而且突变负荷可能是患者中新抗原负荷的强指标。

[0682] 如在以上XI部分开始时所介绍的，许多模拟患者中的每一个都与新抗原候选物的

测试集相关联。对于每个患者，通过从图23A中所示的频率分布对突变负mi采样来产生每个

患者的测试集。对于每个突变，随机选择来自人类蛋白质组的21聚体肽序列以代表模拟突

变序列。通过鉴别跨越21聚体中的突变的每种(8、9、10、11)聚体肽序列，为每个患者i产生

新抗原候选物序列的测试集。每种新抗原候选物与都指示新抗原候选物序列是否存在于质
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谱D1数据集中的标记相关联。例如，存在于数据集D1中的新抗原候选物序列可以与标记“1”

相关联，而不存在于数据集D1中的序列可以与标记“0”相关联。如以下更详细描述的，图23B

至23E示出了基于测试集中患者的被呈递新抗原进行的患者选择的实验结果。

[0683] XI.B.实施例7B:基于肿瘤突变负荷纳入标准具有新抗原呈递的选定患者的比例

[0684] 图23B示出了对于基于患者是否满足最小突变负荷的纳入标准选择的患者，模拟

疫苗中被呈递的新抗原的数目。确定在相应的测试中具有至少一定数量的被呈递的新抗原

的选定患者的比例。

[0685] 在图23B中，x轴表示基于最小突变负荷(如通过标记“最小突变数”指示的)从疫苗

治疗中排除的患者的比例。例如，200“最小突变数”处的数据点表示患者选择模块324仅选

择具有至少200个突变的突变负荷的模拟患者的子集。又例如，300“最小突变数”处的数据

点表示患者选择模块324选择了具有至少300个突变的较低比例的模拟患者。y轴表示在没

有任何疫苗容量v的测试集中与至少一定数量的被呈递的新抗原相关联的选定患者的比

例。具体来说，上方的图显示了呈递至少一种新抗原的选定患者的比例，中间的图显示了呈

递至少两种新抗原的选定患者的比例，并且底部的图显示了呈递至少三种新抗原的选定患

者的比例。

[0686] 如图23B所示，随着更高的突变负荷，具有被呈递的新抗原的选定患者的比例显著

增加。这表明突变负荷作为纳入标准可以有效地选择新抗原疫苗更有可能诱导成功免疫应

答的患者。

[0687] XI.C.实施例7C:通过呈递模型对比于现有技术模型鉴别的疫苗的新抗原呈递的

比较

[0688] 图23C在与包含基于呈递模型鉴别的治疗子集的疫苗相关的选定患者和与包含通

过当前现有技术模型鉴别的治疗子集的疫苗相关的选定患者之间，比较了模拟疫苗中被呈

递的新抗原的数目。左图假定有限的疫苗容量v＝10，而右图假定有限的疫苗容量v＝20。基

于效用分数选择患者，所述效用分数指示被呈递新抗原的预期数目。

[0689] 在图23C中，实线表示与包含基于等位基因HLA‑A*02:01和HLA‑B*07:02的呈递模

型鉴别治疗子集的疫苗相关的患者。通过将每个呈递模型应用于测试集中的序列，并且鉴

别具有最高呈递可能性的v个新抗原候选物，来鉴别每个患者的治疗子集。虚线表示与包含

基于单等位基因HLA‑A*02:01的当前现有技术模型NETMHCpan鉴别的治疗子集的疫苗相关

的患者。NETMHCpan的实现细节在http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCpan中详细提

供。通过将NETMHCpan模型应用于测试集中的序列，并且鉴别具有最高估计结合亲和力的v

个新抗原候选物，来鉴别每个患者的治疗子集。两个图的x轴表示基于预期效用分数从疫苗

治疗中排除的患者的比例，所述预期效用分数指示基于呈递模型鉴别的治疗子集中被呈递

的新抗原的预期数目。预期效用分数的确定如参考X部分中的等式(25)所述。y轴表示呈递

疫苗中所包含的至少一定数量的新抗原(1、2或3种新抗原)的选定患者的比例。

[0690] 如图23C中所示，同与包含基于现有技术模型的治疗子集的疫苗相关的患者相比，

与包含基于呈递模型的治疗子集的疫苗相关的患者以显著更高的比例接受包含被呈递新

抗原的疫苗。例如，如右图所示，与基于呈递模型的疫苗相关的选定患者中有80％接受疫苗

中至少一种被呈递的新抗原，相比之下，与基于当前现有技术模型的疫苗相关的选定患者

中仅有40％。结果表明，如本文所述的呈递模型对于选择可能引发用于治疗肿瘤的免疫应
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答的疫苗的新抗原候选物是有效的。

[0691] XI.D.实施例7D:HLA覆盖率对通过呈递模型鉴别的疫苗的新抗原展呈递的影响

[0692] 图23D在与包含基于HLA‑A*02:01的单独立等位基因呈递模型鉴别的治疗子集的

疫苗相关的选定患者和与包含基于HLA‑A*02:01和HLA‑B*07:02的双独立等位基因呈递模

型鉴别的治疗子集的疫苗相关的选定患者之间，比较了模拟疫苗中被呈递的新抗原的数

目。疫苗容量设定为v＝20个表位。对于每个实验，根据基于不同治疗子集确定的期望效用

分数选择患者。

[0693] 在图23D中，实线表示与包含基于HLA等位基因HLA‑A*02:01和HLA‑B*07:02的双呈

递模型的治疗子集的疫苗相关的患者。通过将每个呈递模型应用于测试集中的序列，并且

鉴别具有最高呈递可能性的v个新抗原候选物，来鉴别每个患者的治疗子集。虚线表示与包

含基于HLA等位基因HLA‑A*02:01的单呈递模型的治疗子集的疫苗相关的患者。通过将仅单

个HLA等位基因的呈递模型应用于测试集中的序列，并且鉴别具有最高呈递可能性的v个新

抗原候选物，来鉴别每个患者的治疗子集。对于实线图，x轴表示基于通过双呈递模型鉴别

的治疗子集的预期效用分数从疫苗治疗中排除的患者的比例。对于虚线图，x轴表示基于通

过单呈递模型鉴别的治疗子集的预期效用分数从疫苗治疗中排除的患者的比例。y轴表示

呈递至少一定数量的新抗原(1、2或3种新抗原)的选定患者的比例。

[0694] 如图23D中所示，同与包含通过单呈递模型鉴别的治疗子集的疫苗相关的患者相

比，与包含通过双HLA等位基因的呈递模型鉴别治疗子集的疫苗相关的患者以显著更高的

比例呈递新抗原。结果表明了建立具有高HLA等位基因覆盖率的呈递模型的重要性。

[0695] XI.E.实施例7E:通过肿瘤突变负荷对比于通过被呈递抗原的预期数目选择的患

者的新抗原呈递的比较

[0696] 图23E在基于肿瘤突变负荷选择的患者和通过预期效用分数选择的患者之间，比

较了模拟疫苗中被呈递的新抗原的数量。基于通过具有v＝20个表位的呈递模型鉴别的治

疗子集确定预期效用分数。

[0697] 在图23E中，实线表示与包含通过呈递模型鉴别的治疗子集的疫苗相关的基于预

期效用分数选择的患者。通过将呈递模型应用于测试集中的序列，并且鉴别具有最高呈递

可能性的v＝20个新抗原候选物，来鉴别每个患者的治疗子集。基于根据X部分中的等式

(25)的鉴别的治疗子集的呈递可能性来确定预期效用分数。虚线表示与还包含通过呈递模

型鉴别的治疗子集的疫苗相关的基于突变负荷选择的患者。实线图的x轴表示基于预期效

用分数从疫苗治疗中排除的患者的比例，虚线图的x轴表示基于突变负荷从疫苗治疗中排

除的患者的比例。y轴表示接受包含至少一定数量的被呈递的抗原(1、2或3种新抗原)的疫

苗的选定患者的比例。

[0698] 如图23E中所示，与基于突变负荷选择的患者相比，基于预期效用分数选择的患者

以更高的比率接受包含被呈递新抗原的疫苗。然而，基于突变负荷选择的患者比未选择的

患者以更高的比率接受包含被呈递新抗原的疫苗。因此，突变负荷是成功的新抗原疫苗治

疗的有效患者选择标准，尽管预期效用分数更有效。

[0699] XII.实施例8:根据留出质谱数据的质谱训练模型的评估

[0700] 由于肿瘤细胞的HLA肽呈递是抗肿瘤免疫的关键要求
91 ,96,97

，产生了具有配对的I

类HLA肽序列的人类肿瘤和正常组织样品、HLA类型和转录组RNA‑seq(方法)的大的(N＝74
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位患者)综合数据集，目的是使用这些和可公开获得的数据
92 ,98 ,99

训练新型深度学习模

型
100

，以预测人癌症中的抗原呈递。从数种感兴趣的肿瘤类型中选择样品以进行免疫疗法

开发并根据组织的可用性进行选择。质谱在肽水平FDR<0.1(范围344‑11,301)鉴别了每个

样品平均3 ,704个肽。肽遵循特征性I类HLA长度分布：长度8‑15aa，模态长度为9(占肽的

56％)。与以前的报告一致，通过MHCflurry90预测大多数肽(中值79％)以标准500nM亲和力

阈值结合至少一个患者HLA等位基因，但样品之间存在很大差异(例如，一个样品中33％的

肽具有预测亲和力>500nM)。阈值为50nM的常用
101
“强结合剂”捕获中值为仅42％的呈递肽。

转录组测序平均每个样品产生131M独特读段，并且至少一个样品中68％的基因以每百万至

少1个转录本(TPM)的水平表达，突显了大型多样的样品组对于观察最大数量的基因表达的

价值。HLA的肽呈递与mRNA表达密切相关。观察到肽呈递速率的显著且可重现的基因间差

异，超出了仅通过RNA表达或序列差异可以解释的。观察到的HLA类型符合主要来自欧洲血

统患者组的试样预期。

[0701] 对于每位患者，阳性标记的数据点是通过质谱检测到的肽，并且阴性标记的数据

点是来自参考蛋白质组(SwissProt)的在该样品中未通过质谱检测到的肽。将数据分为训

练集、验证集和测试集(方法)。训练集由来自101个样品(本研究中新描述的69个样品和先

前发表的32个样品)的142,844个HLA呈递肽(FDR<约0.02)组成。验证集(用于早期停止)由

来自相同101个样品的18,004个呈递的肽组成。使用两个质谱数据集进行测试：(1)肿瘤样

品测试集，其由来自5个另外的肿瘤样品(2个肺样品、2个结肠样品、1个卵巢样品)的571个

呈递肽组成，这些肽不包含在训练数据中；和(2)一个单等位基因细胞系测试集，其由来自

与训练数据中包含的单等位基因肽的位置相邻但有区别的2 ,128个来自基因组定位窗口

(单元)的呈递肽组成(参见方法以获取有关训练/测试分类的更多详细信息)。

[0702] 使用这些和可公开获得的HLA肽数据
92,98,99

，训练神经网络(NN)模型以预测HLA抗

原呈递。具体而言，在实施例9中，上文VIII.D部分中所讨论的泛等位基因模型使用以上数

据来进行训练，以预测HLA抗原呈递。另一方面，在实施例11中，下面详细描述的等位基因特

异性模型使用以上数据来进行训练，以预测HLA抗原呈递。在实施例10中，上文VIII.D部分

中讨论的泛等位基因模型和下面详细描述的等位基因特异性模型都使用以上数据来进行

训练，以预测HLA抗原呈递。

[0703] 特别地，在实施例10和11中，为了从肿瘤质谱数据(其中每种肽可能已经由六个

HLA等位基因中的任何一个呈递)中学习等位基因特异性模型，开发了能够共同学习等位基

因肽图谱和等位基因特异性呈递基序的新型网络架构(见下文XVII.B部分)。训练数据鉴别

了53个HLA等位基因的预测模型。与先前的工作
92,104

相反，这些模型捕获HLA呈递对多种长

度的肽的每个序列位置的依赖性。该模型还正确地学习了对基因RNA表达和基因特异性呈

递倾向的关键依赖性，其中mRNA丰度和学习的独立等位基因呈递倾向独立地组合，以产生

最低表达最小呈递倾向和最高表达最大呈递倾向基因之间的呈递率的高达约60倍的差异。

进一步观察到，即使在控制预测的结合亲和力之后(对于10个测试的等位基因中的8个，p<

0.05)，模型预测的HLA/肽复合物的测量的稳定性为IEDB88(对于10个等位基因，p<1e‑10)。

这些特征共同构成了改进的免疫原性I类HLA肽预测的基础。

[0704] XII1.实施例9:包括呈递热点建模在内的实验结果

[0705] 为了具体评价在HLA呈递建模中使用呈递热点参数的益处，将并入呈递热点参数
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的泛等位基因神经网络呈递模型的性能与未并入呈递热点参数的泛等位基因神经网络呈

递模型的性能进行了比较。这两个泛等位基因模型的基本神经网络架构相同，并且与上面

在VII‑VIII部分中描述的泛等位基因呈递模型相同。简言之，该泛等位基因模型包括肽和

侧接氨基酸序列参数、RNA测序转录数据(TPM)、蛋白质家族数据、每样品鉴别以及HLA‑A、B、

C类型。每个泛等位基因模型使用5个网络的集合体。包含呈递热点参数的泛等位基因模型

使用上面在VIII.B.3.部分中描述的等式12b，独立基因蛋白质组的单元大小为10，肽长度

为8‑12。

[0706] 通过使用上面在XII部分中描述的质谱数据集进行实验，比较了两种泛等位基因

模型。具体来说，为了公平评价竞争模型，从模型训练和验证中留出了5个样品。其余样品随

机分为用于模型训练的90％和用于验证训练的10％。

[0707] 图24比较了当在五个留出测试样品上测试泛等位基因模型时，使用呈递热点参数

的泛等位基因呈递模型和不使用呈递热点参数的泛等位基因呈递模型在40％召回率下的

阳性预测值(PPV)。如图24所示，并入呈递热点参数的泛等位基因模型的性能始终优于未并

入呈递热点参数的泛等位基因模型。

[0708] XIV.实施例10:回顾性新抗原T细胞数据的模型评价

[0709] 我们然后评价了泛等位基因模型的HLA肽呈递的准确预测是否可以转化为鉴别人

类肿瘤CD8T细胞表位(即免疫疗法靶标)的能力。为该评估定义合适的测试数据集具有挑战

性，因为它需要既可被T细胞识别又可被HLA呈递在肿瘤细胞表面上的肽。另外，正式的性能

评估不仅需要阳性标记的(即，T细胞识别的)肽，而且还需要足够数量的阴性标记的(即，经

测试但未被识别的)肽。质谱数据集解决肿瘤呈递，但不能解决T细胞识别；相反地，引发或

疫苗接种后的T细胞测定解决了T细胞前体的存在以及T细胞识别，但是不能解决肿瘤呈递

(例如，源基因在肿瘤中的表达水平太低以致于不能支持该肽的呈递的强结合肽可能会在

疫苗施用后引起强烈的CD8  T细胞应答，但不是治疗上有用的靶标，因为它不能被肿瘤呈

递)。

[0710] 为了获得合适的数据集，我们收集了4项符合要求标准的近期研究中已公开的CD8 

T细胞表位：研究A140在自体DC中使用串联小基因(TMG)方法检查了9位患有胃肠道肿瘤的患

者的TIL，并且报道了通过IFN‑y  ELISPOT测试的12/1,053个体细胞SNV突变的T细胞识别。

研究B84也使用TMG，并报道了来自4名黑素瘤患者的CD8+PD‑1+循环淋巴细胞对6/574  SNV的

T细胞识别。研究C141使用冲击肽刺激评估了来自3名黑素瘤患者的TIL，并且发现对5/381测

试的SNV突变的响应。研究D108使用TMG测定和利用最小表位肽的冲击的组合评估了来自一

名乳腺癌患者的TIL，并报道了对2/62SNV的识别。被组合的数据集由来自17位患者的2,023

个测定的SNV(包括26个具有预先存在的T细胞应答的TSNA)组成。重要的是，由于该数据集

主要包含肿瘤浸润淋巴细胞对新抗原的识别，因此成功的预测暗示着不仅能够鉴别如文

献
81,82,141

中的能够引发T细胞的新抗原，而且(更严格地说)能够鉴别肿瘤向T细胞呈递的新

抗原。

[0711] 我们使用标准的HLA结合亲和力预测，以>2TPM阈值在如通过RNA‑seq、VIII.B部分

中描述的等位基因特异性神经网络模型和VIII.D部分中描述的泛等位基因神经网络模型

测定的基因表达上，按照呈递概率的顺序对突变进行了排名。因为抗原特异性免疫疗法的

能力在作为靶的特异性的数量上受到限制(例如，当前的个性化疫苗编码约10‑20个突
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变
6 ,81 ,82)，因此我们通过对每个患者的前5位、前10位或前20位突变中的预先存在的T细胞

应答的数目进行计数来比较预测方法。这些结果描绘在图25A中。具体而言，图25A比较了对

于包含12个不同测试样品(每个测试样品均取自具有至少一种预先存在的T细胞应答的患

者)的测试集而言，在排名前5位、前10位和前20位的体细胞突变中由T细胞(例如，预先存在

的T细胞应答)识别的体细胞突变所占的比例，所述排名前5位、前10位和前20位的体细胞突

变是使用标准HLA结合亲和力预测以>2TPM阈值对如通过RNA‑seq、等位基因特异性神经网

络模型和泛等位基因神经网络模型测定的基因表达鉴别出的。

[0712] 如所预期的，结合亲和力预测在优先的突变当中仅包括少数预先存在的T细胞应

答，例如在前20位当中有9/26(35％)的预先存在的T细胞应答。相比之下，大多数(19/26，

73％)预先存在的T细胞应答排在由等位基因特异性模型和泛等位基因NN模型鉴别的前20

位中(图25A)。这些结果证实了泛等位基因模型能够以与等位基因特异性模型相当的准确

率(统计学上无显著性)鉴别人类肿瘤CD8  T细胞表位。

[0713] 然后，我们在最小新表位水平下评价了突变(即，识别出与突变重叠的8‑11聚体)，

这对于鉴别用于细胞疗法的T细胞/TCR可能是有用的。换句话说，使用标准HLA结合亲和力

预测，以>2TPM阈值在如通过RNA‑seq、VIII.B部分中描述的等位基因特异性神经网络模型

和VIII.D部分中描述的泛等位基因神经网络模型鉴别的基因表达上，按呈递概率的顺序对

最小新表位进行排序。如上所提到的，由于抗原特异性免疫疗法在作为靶的特异性的数目

上受到技术限制，因此通过对具有至少一种预先存在的T细胞应答的每位患者的排名前5

位、前10位或前20位最小新表位中预先存在的T细胞应答的数目进行计数来比较预测方法。

阳性标记的表位是通过基于肽的方法(而不是基于TMG的测定法，或者外加基于TMG的测定

法)被确认为具有免疫原性最小表位的那些，而阴性实例是在基于肽的测定法中未被识别

的所有表位，以及包含在未被识别的微小基因中的所有跨越突变的表位(mutation‑

spanning  epitope)。结果描绘在图25B中。

[0714] 具体而言，图25B比较了对于包含12个不同测试样品(每个测试样品均取自具有至

少一种预先存在的T细胞应答的患者)的测试集而言，在排名前5位、前10位和前20位的最小

新表位中由T细胞(例如，预先存在的T细胞应答)识别的最小新表位所占的比例，所述排名

前5位、前10位和前20位的最小新表位是使用标准HLA结合亲和力预测以>2TPM阈值对如通

过RNA‑seq、等位基因特异性神经网络模型和泛等位基因神经网络模型测定的基因表达鉴

别出的。

[0715] 如图25B所示，当在最小表位水平下评价突变时，泛等位基因模型继续表现得与等

位基因特异性模型相当。

[0716] XIV.A.数据

[0717] 我们从Gros等人
84、Tran等人

140、Stronen等人
141

和Zacharakis等人的补充信息中

获得了突变调用、HLA类型和T细胞识别数据。患者特异性RNA‑seq数据是无法获得的。推测

肿瘤RNA的表达在具有相同肿瘤类型的不同患者之间是相关的，因此替换了TCGA中的肿瘤

类型匹配的患者的RNA‑seq数据，将其用于神经网络预测以及结合亲和力预测之前的RNA表

达过滤。肿瘤类型匹配的RNA‑seq数据的添加改善了预测性能。

[0718] 对于突变水平分析(图25A)，Gros等人、Tran等人和Zacharakis等人的阳性标记的

数据点是在TMG测定或最小表位肽冲击测定中被患者T细胞识别的突变。阴性标记的数据点
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是在TMG测定中测试的所有其它突变。对于Stronen等人，阳性标记的突变是被至少一个识

别肽跨越的突变，并且阴性数据点是经过测试但是在四聚体测定中未被识别的所有突变。

对于Gros、Tran和Zacharakis数据，通过对所有跨突变肽的呈递概率求和或采用最小结合

亲和力对突变进行排名，因为突变的25聚体TMG测定测试了所有跨突变肽的T细胞识别。对

于Stronen数据，通过对在四聚体测定中测试的所有跨突变肽的呈递概率求和或采用最小

结合亲和力来对突变进行排名。

[0719] 对于表位水平分析，阳性标记的数据点是在肽冲击或四聚体测定中被患者T细胞

识别的所有最小表位，并且阴性数据点是在肽冲击或四聚体测定中未被T细胞识别的所有

最小表位以及来自测试的TMG的未被患者T细胞识的所有跨突变肽。在Gros等人,Tran等人

和Zacharakis等人的情况下，从分析中除去了未通过肽冲击测定进行测试的在TMG分析中

识别的跨突变的最小表位肽，因为这些肽的T细胞识别状态尚未通过实验确定。

[0720] XV.实施例11:在癌症患者中鉴别新抗原反应性T细胞

[0721] 该实施例证明改进的预测可以从常规患者样品中鉴别新抗原。为此，分析了接受

抗PD(L)1疗法的9位转移性NSCLC患者的存档FFPE肿瘤活检和5‑30ml外周血(补充表1：图

26A‑C中研究的N＝9位患者的患者人口统计学和治疗信息。关键字段包括肿瘤分期和亚型、

接受的抗PD1疗法以及NGS结果的概述)。肿瘤全外显子组测序、肿瘤转录组测序和匹配的正

常外显子组测序产生每位患者平均198个体细胞突变(SNV和短插入缺失)，其中平均表达

118个(方法，补充表1)。应用完全MS模型对每位患者确定20个新表位的优先级，以针对预先

存在的抗肿瘤T细胞应答进行测试。为了将分析重点放在可能的CD8应答上，将优先肽合成

为8‑11聚体最小表位(方法)，然后在短的体外刺激(IVS)培养中用合成的肽培养外周血单

核细胞(PBMC)以扩增新抗原反应性T细胞(补充表2)。两周后，使用IFN‑ γ  ELISpot针对优

先的新表位评估了抗原特异性T细胞的存在。在有足够PBMC可用的7位患者中，还进行了单

独的实验以对所识别的特异性抗原进行完全或部分去卷积。结果在图26A‑C和27A‑30中示

出。

[0722] 图26A描绘了对于9位患者的患者特异性新抗原肽库的T细胞应答的检测。对于每

位患者，根据模型排名和任何序列同源性，将预测的新抗原组合成10个肽的2个库(同源肽

分到不同的库中)。然后，对于每位患者，在IFN‑ γ ELISpot中用2个患者特异性新抗原肽库

刺激该患者的体外扩增PBMC。图26A中的数据表示为减去了背景(相应的DMSO阴性对照)的

每105个铺板细胞的斑点形成单位(SFU)。背景测量(DMSO阴性对照)显示在图30中。对于患

者1‑038‑001、1‑050‑001、1‑001‑002、CU04、1‑024‑001、1‑024‑002和CU05，显示了针对同源

肽库#1和#2的单孔(患者1‑038‑001、CU02、CU03和1‑050‑001)或具有均值和标准差的重复

(所有其它患者)的应答。对于患者CU02和CU03，仅允许针对特定肽库#1测试细胞数。值比背

景增加>2倍的样品被认为是阳性的，并标有星号(响应性供体包括患者1‑038‑001、CU04、1‑

024‑001、1‑024‑002和CU02)。非响应性供体包括患者1‑050‑001、1‑001‑002、CU05和CU03。

图15C描绘了具有来自患者CU04的体外扩增的PBMC的ELISpot孔的照片，其在IFN‑ γ
ELISpot中用DMSO阴性对照、PHA阳性对照、CU04特异性新抗原肽库#1、CU04特异性肽1、CU04

特异性肽6和CU04特异性肽8进行刺激。

[0723] 图27A‑B描绘了来自利用HLA匹配的健康供体中的患者新抗原的对照实验的结果。

这些实验的结果证实了体外培养条件仅扩增预先存在的体内引发的记忆T细胞，而不能够
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在体外从头引发。

[0724] 图28描绘了对于图26A中描绘的每个供体和每个体外扩增，对PHA阳性对照的T细

胞应答的检测。对于图26A中的每个供体和每个体外扩增，用PHA刺激体外扩增的患者PBMC

以使T细胞激活最大化。图28中的数据表示为减去了背景(相应的DMSO阴性对照)的每105个

铺板细胞的斑点形成单位(SFU)。对于患者1‑038‑001、1‑050‑001、1‑001‑002、CU04、1‑024‑

001、1‑024‑002、CU05和CU03，显示了单孔或生物学重复的应答。未对患者CU02进行PHA测

试。在分析中包括来自患者CU02的细胞，因为针对肽库#1的阳性应答(图26A)表明有活力和

功能性T细胞。如图26A所示，对肽库有响应的供体包括患者1‑038‑001，CU04、1‑024‑001和

1‑024‑002。同样如图26A所示，对肽库无响应的供体包括患者1‑050‑001、1‑001‑002、CU05

和CU03。

[0725] 图29A描绘了患者CU04对库#2中的每个个体患者特异性新抗原肽的T细胞应答的

检测。图29A还描绘了患者CU04对PHA阳性对照的T细胞应答的检测。(该阳性对照数据也显

示在图28中。)对于患者CU04，用来自患者CU04的库#2的患者特异性个体新抗原肽在IFN‑ γ
ELISpot中刺激患者体外扩增的PBMC。还用PHA作为阳性对照在IFN‑ γ ELISpot中刺激患者

的体外扩增的PBMC。数据表示为减去背景(相应的DMSO阴性对照)的每105个铺板细胞的斑

点形成单位(SFU)。

[0726] 图29B描绘了对于患者CU04的三次访问中的每一次以及对于患者1‑024‑002的两

次访问中的每一次，对个体患者特异性新抗原肽的T细胞应答的检测，每次访问发生在不同

的时间点。对于这两位患者，使用患者特异性个体新抗原肽在IFN‑ γ ELISpot中刺激患者的

体外扩增PBMC。对于每位患者，每次访问的数据表示为减去背景(相应的DMSO阴性对照)的

每105个铺板细胞的累积(增加的)斑点形成单位(SFU)。患者CU04的数据显示为3次访问的

减去背景的累积SFU。对于患者CU04，显示了初次访问(T0)以及初次访问(T0)之后2个月(T0

+2个月)和14个月(T0+14个月)的后续访问的减去背景的SFU。患者1‑024‑002的数据显示为

2次访问的减去背景的累积SFU。对于患者1‑024‑002，显示了初次访问(T0)以及初次访问

(T0)之后1个月(T0+1个月)的后续访问的减去背景的SFU。值比背景增加>2倍的样品被认为

是阳性的，并标有星号。

[0727] 图29C描绘了对于患者CU04的两次访问中的每一次以及对于患者1‑024‑002的两

次访问中的每一次，对个体患者特异性新抗原肽和患者特异性新抗原肽库的T细胞应答的

检测，每次访问发生在不同的时间点。对于两位患者，使用患者特异性个体新抗原肽以及患

者特异性新抗原肽库在IFN‑ γ ELISpot中刺激患者体外扩增的PBMC。具体而言，对于患者

CU04，用CU04特异性个体新抗原肽6和8以及CU04特异性新抗原肽库在IFN‑ γ ELISpot中刺

激患者CU04的体外扩增PBMC，并且对于患者1‑024‑002，用1‑024‑002特异性个体新抗原肽

16以及1‑024‑002特异性新抗原肽库在IFN‑ γ ELISpot中刺激患者1‑024‑002的体外扩增

PBMC。图29C的数据表示为对于具有平均值和范围的每个技术重复的减去背景(相应的DMSO

阴性对照)的每105个铺板细胞的斑点形成单位(SFU)。患者CU04的数据显示为2次访问的减

去背景的SFU。对于患者CU04显示了初次访问(T0；技术一式三份)以及初次访问(T0)之后2

个月(T0+2个月；技术一式三份))的后续访问的减去背景的SFU。患者1‑024‑002的数据显示

为2次访问的减去背景的SFU。对于患者1‑024‑002显示了初次访问(T0；技术一式三份)以及

初次访问(T0)之后1个月(T0+1个月；技术重复，除了用患者1‑024‑002特异性新抗原肽库刺
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激的样品外)的后续访问的减去背景的SFU。

[0728] 图30描绘了对于图26A的患者，对两个患者特异性新抗原肽库和DMSO阴性对照的T

细胞应答的检测。对于每位患者，在IFN‑ γ ELISpot中用两个患者特异性新抗原肽库刺激患

者的体外扩增PBMC。对于每个供体和每个体外扩增，还用DMSO作为阴性对照在IFN‑ γ
ELISpot中刺激体外扩增的患者PBMC。图30中的数据表示为对患者特异性新抗原肽库和相

应DMSO对照的包括背景(相应的DMSO阴性对照)的每105个铺板细胞的斑点形成单位(SFU)。

对于患者1‑038‑001、1‑050‑001、1‑001‑002、CU04、1‑024‑001、1‑024‑002和CU05，显示了针

对同源肽库#1和#2的单孔(1‑038‑001、CU02、CU03和1‑050‑001)或生物学重复的具有标准

偏差的平均值(所有其它样品)的应答。对于患者CU02和CU03，仅允许针对特定肽库#1测试

细胞数。值比背景增加>2倍的样品被认为是阳性的，并标有星号(响应性供体包括患者1‑

038‑001、CU04、1‑024‑001、1‑024‑002和CU02)。非响应性供体包括患者1‑050‑001、1‑001‑

002、CU05和CU03。

[0729] 如以上关于图27A‑B所简要讨论的，为了证实了体外培养条件仅扩增预先存在的

体内引发的记忆T细胞，而不能够在体外从头引发，在HLA匹配的健康供体中用新抗原进行

了一系列对照实验。这些实验的结果示出在图27A‑B和补充表4中。这些实验的结果证实了

使用IVS培养技术在健康供体中不存在从头引发和不存在可检测到的新抗原特异性T细胞

应答。

[0730] 相比之下，使用IFN‑ γ ELISpot在用患者特异性肽库(图26A和29‑30)测试的大多

数患者(5/9,56％)中鉴别出预先存在的新抗原反应性T细胞。在其细胞数允许完全或部分

测试个体新抗原同源肽的7位患者中，有4位患者对至少一种所测的新抗原肽有响应，并且

所有这些患者均具有相应的库响应(图26B)。其余3位用个体新抗原测试的患者(患者1‑

001‑002、1‑050‑001和CU05)对单个肽没有可检测到的响应(数据未显示)，证实了这些患者

缺乏对新抗原库的响应(图26A)。在这4位响应患者中，对于2位具有响应的患者(患者1‑

024‑001和1‑038‑001)可获得来自单次访问的样品，而对于另外2位具有响应的患者(CU04

和1‑024‑002)可获得来自多次访问的样品。对于具有来自多次访问的样品的2位患者，来自

3次访问(患者CU04)或2次访问(患者1‑024‑002)的累积(增加的)斑点形成单位(SFU)示出

在图26B中，并且通过图29B中的访问分解。对于患者1‑024‑002和CU04，来自相同访问的另

外的PBMC样品也是可获得的，并且重复IVS培养和ELISpot证实了对患者特异性新抗原的应

答(图29C)。

[0731] 总的来说，在如通过图26A中的10个肽的库的应答所示鉴别了其至少一种T细胞识

别表位的患者中，识别的新表位的数目平均为每位患者至少2个(在5位患者中鉴别了最少

10个表位，对不能去卷积为1个识别肽的识别库计数)。除了通过ELISpot测试IFN‑ γ 应答

外，还通过ELISA测试培养上清液中的颗粒酶B，并且通过MSD细胞因子多重测定测试TNF‑α、
IL‑2和IL‑5。来自5位具有阳性ELISpot的患者中的4位的细胞分泌3种或更多种分析物，包

括颗粒酶B(补充表3)，表明新抗原特异性T细胞具有多功能性。重要的是，由于组合预测和

IVS方法不依赖于可用的MHC多聚体的有限集合，因此对限制性HLA等位基因进行了广泛的

应答测试。此外，与鉴别已识别的突变并且需要单独的去卷积步骤以识别最小表位的串联

小基因筛选相反，该方法直接识别最小表位。总的来说，新抗原鉴别的产量与先前最好的方

法
96
相当，后者利用单采血液分离样品测试针对所有突变的TIL，同时利用常规5‑30mL全血
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仅筛选20种合成肽。

[0732] XV.A.肽

[0733] 定制的重组冻干肽购自JPT  Peptide  Technologies(Berlin ,Germany)或

Genscript(Piscataway,NJ ,USA)，并以10‑50mM的浓度在无菌DMSO(VWR  International,

Pittsburgh,PA,USA)中重构，等分并储存在‑80℃。

[0734] XV.B.人外周血单个核细胞(PBMC)

[0735] 来自健康供体的冷冻保存的HLA型PBMC(已确认的HIV、HCV和HBV血清阴性)购自

Precision  for  Medicine(Gladstone,NJ,USA)或Cellular  Technology,Ltd.(Cleveland,

OH ,USA)，并储存在液氮中直到使用。新鲜血液样品购自Research  Blood  Components

(Boston ,MA ,USA)，leukopak购自AllCells(Boston ,MA ,USA)，并且在冷冻保存之前通过

Ficoll‑Paque密度梯度法分离PBMC(GE  Healthcare  Bio,Marlborough,MA,USA)。根据当地

临床标准操作程序(SOP)和IRB批准的方案，在当地临床处理中心对患者PBMC进行了处理。

批准IRB是Quorum  Review  IRB、Comitato  Etico  Interaziendale  A .O .U .、San  Luigi 

Gonzaga  di  Orbassano和Comité de  la  Investigación  del  Grupo  Hospitalario 

Quirón  en  Barcelona。

[0736] 简单地说，通过密度梯度离心分离PBMC，洗涤，计数并以5x  106个细胞/ml的密度

冷冻保存在CryoStor  CS10(STEMCELL  Technologies,Vancouver,BC,V6A  1B6,Canada)中。

将冷冻保存的细胞在cryoport中运输，并且在到达后转移到LN2中储存。补充表1中列出了

患者的人口统计学资料。将冷冻保存的细胞解冻，并在含有Benzonase(EMD  Millipore ,

Billerica ,MA,USA)的OpTmizer  T细胞扩增基础培养基(Gibco,Gaithersburg ,MD,USA)中

洗涤两次，并在无Benzonase的情况下洗涤一次。使用Guava  ViaCount试剂和Guava 

easyCyte  HT细胞计数器(EMD  Millipore)上的模块评估细胞计数和活力。随后将细胞以适

合进行测定的浓度和培养基进行重悬(参见下一部分)。

[0737] XV.C.体外刺激(IVS)培养

[0738] 以与Ott等人
81
相似的方法，在同源肽和IL‑2存在下扩增来自健康供体或患者样品

的预先存在的T细胞。简单地说，将解冻的PBMC放置过夜，并且在24孔组织培养板中在含

10IU/ml  rhIL‑2(R&D  Systems  Inc.,Minneapolis,MN)的ImmunoCultTM‑XF  T细胞扩增培养

基(STEMCELL  Technologies)中在肽库(每种肽10μM，每个库10种肽)的存在下刺激14天。以

2x  106个细胞/孔接种细胞，并且每2‑3天通过更换2/3的培养基来补料。一个患者样品显示

出偏离方案，并且应视为潜在的假阴性：患者CU03在解冻后未产生足够数量的细胞，并且以

每个肽库2x  105个细胞接种细胞(比每个方案少10倍)。

[0739] XV.D.IFN γ 酶联免疫斑点(ELISpot)测定

[0740] 通过ELISpot测定
142

进行产生IFN γ 的T细胞的检测。简单地说，收获PBMC(离体或

体外扩增)，在无血清RPMI(VWR  International)中洗涤，并在用抗人IFN γ 捕获抗体

(Mabtech ,Cincinatti ,OH ,USA)包被的ELISpot  Multiscreen板(EMD  Millipore)中在

OpTmizer  T细胞扩增基础培养基(离体)或ImmunoCultTM‑XF  T细胞扩增培养基(扩增培养

物)中在对照或同源肽的存在下培养。在5％CO2、37℃的潮湿培养箱中孵育18小时后，将细

胞从板中移出，并使用抗人IFN γ 检测抗体(Mabtech)、Vectastain  Avidin过氧化物酶复合

物(Vector  Labs,Burlingame,CA,USA)和AEC底物(BD  Biosciences,San  Jose,CA,USA)检
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测膜结合的IFN γ 。使ELISpot板干燥，避光保存，然后发送至Zellnet  Consulting ,Inc.,

Fort  Lee,NJ,USA)以进行标准化评估
143。数据表示为每铺板细胞数的斑点形成单位(SFU)。

[0741] XV.E.颗粒酶BELISA和MSD多重测定

[0742] 使用3重测定MSD  U‑PLEX  Biomarker测定(目录号K15067L‑2)进行ELISpot上清液

中分泌的IL‑2、IL‑5和TNF‑α的检测。根据制造商的说明进行测定。对于每种细胞因子，使用

已知标准品的系列稀释液计算分析物浓度(pg/ml)。对于图形数据表示，低于标准曲线最小

范围的值表示为零。根据制造商的说明，使用Granzyme  B ELISA(R&D  Systems ,

Minneapolis,MN)进行ELISpot上清液中颗粒酶B的检测。简单地说，将ELISpot上清液在样

品稀释液中以1:4稀释，并与颗粒酶B标准品的系列稀释液一起运行以计算浓度(pg/ml)。对

于图形数据表示，低于标准曲线最小范围的值表示为零。

[0743] XV.F.IVS测定的阴性对照实验‑在健康供体中测试的来自肿瘤细胞系的新抗原

[0744] 图27A示出了用于在健康供体中测试的来自肿瘤细胞系的新抗原的IVS测定的阴

性对照实验。在IVS培养中，用含有阳性对照肽(先前暴露于感染性疾病)、源自肿瘤细胞系

的HLA匹配的新抗原(未暴露)和源自所述供体为血清阴性的病原体的肽的肽库刺激健康供

体PBMC。在用DMSO(阴性对照，黑色圆圈)、PHA和常见感染性疾病多肽(阳性对照，红色圆

圈)、新抗原(未暴露，浅蓝色圆圈)或HIV和HCV肽(已确认供体是血清阴性的，藏青色，A和B)

刺激之后，随后通过IFN γ ELISpot(105个细胞/孔)分析扩增的细胞。数据显示为每105个接

种细胞的斑点形成单位(SFU)。显示了具有均值和SEM的生物学重复。没有观察到对新抗原

或对源自供体未暴露的病原体(血清阴性)的肽的应答。

[0745] XV.G.IVS测定的阴性对照实验‑在健康供体中测试的来自患者的新抗原

[0746] 图27A示出了用于在健康供体中测试反应性的来自患者的新抗原的IVS测定的阴

性对照实验。评估健康供体中对HLA匹配的新抗原肽库的T细胞应答。左图：在离体IFN‑ γ
ELISpot中用对照(DMSO、CEF和PHA)或HLA匹配的患者来源的新抗原肽刺激健康供体PBMC。

数据表示为一式三份孔的每2x  105
个铺板细胞的斑点形成单位(SFU)。右图：在IFN‑ γ

ELISpot中用对照(DMSO、CEF和PHA)或HLA匹配的患者来源的新抗原肽库刺激在新抗原库或

CEF库的存在下扩增的IVS培养后的健康供体PBMC。数据表示为一式三份孔的每1x  105个铺

板细胞的SFU。在健康的供体中未见对新抗原的应答。

[0747] XV.H.补充表2:NSCLC患者中测试T细胞识别的肽

[0748] 在图26A‑C中研究了对N＝9位患者测试的新抗原肽的细节(来自NSCLC患者的新抗

原反应性T细胞的鉴别)。关键字段包括来源突变、肽序列、库和所观察到的个体肽响应。“最

可能的限制(most_probable_restriction)”列表示模型预测的哪个等位基因最有可能呈

递每种肽。还包括通过结合亲和力预测(方法)计算的每位患者的所有突变肽中这些肽的排

名。

[0749] 有四种肽通过完全MS模型排名很高并且被CD8  T细胞识别，其通过结合亲和力预

测具有低的预测结合亲和力或排名较低。

[0750] 对于这些肽中的三种，这是由该模型和MHCflurry  1.2.0之间的HLA覆盖率差异引

起的。肽YEHEDVKEA被HLA‑B*49:01预测为呈递的，其未被MHCflurry  1.2.0覆盖。类似地，肽

SSAAAPFPL和FVSTSDIKSM被HLA‑C*03:04预测为呈递的，其也未被MHCflurry  1.2.0覆盖。在

线NetMHCpan  4.0(BA)预测器(一种原则上覆盖所有等位基因的泛特异性结合亲和力预测
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器)将SSAAAPFPL排名为HLA‑C*03:04的强结合剂(23.2nM，对于患者1‑024‑002排名第二)，

预测了FVSTSDIKSM与HLA‑C*03:04的弱结合(943.4nM，对于患者1‑024‑002排名第39)以及

YEHEDVKEA与HLA‑B*49:01的弱结合(3387.8nM)，但是与HLA‑B*41:01的更强结合(208.9nM，

对于患者1‑038‑001排名第11)，其也存在于该患者中，但未被模型覆盖。因此，在这三种肽

中，FVSTSDIKSM被结合亲和力预测错过了，SSAAAPFPL已被捕获并且YEHEDVKEA的HLA限制尚

不确定。

[0751] 对其发展了肽特异性T细胞应答的其余五种肽来自这样的患者，其中通过模型确

定的最可能的呈递等位基因也被MHCflurry  1.2.0所覆盖。在这五种肽中，4/5的预测结合

亲和力强于标准500nM阈值，并排名前20，尽管其排名比模型中的排名稍低(肽DENITTIQF、

QDVSVQVER、EVADAATLTM、DTVEYPYTSF被模型分别排名为0、4、5、7，对比于被MHCflurry排名

为2、14、7和9)。肽GTKKDVDVLK被CD8  T细胞识别并且通过模型排名第1，但通过MHCflurry排

名第70，且预测的结合亲和力为2169nM。

[0752] 总体上，通过完全MS模型排名高的个体识别肽中的6/8使用结合亲和力预测也排

名高，并且预测的结合亲和力<500nM，而如果使用结合亲和力预测而不是完全MS模型，则个

体识别肽中的2/8将被错过。

[0753] XV .I .补充表3：对来自NSCLC新抗原肽的ELISpot上清液的MSD细胞因子多重和

ELISA测定

[0754] 显示了从阳性ELISpot(IFN γ )孔的上清液中检测到的分析物颗粒酶B(ELISA)、

TNFα、IL‑2和IL‑5(MSD)。值显示为来自技术重复的平均pg/ml。阳性值以斜体显示。颗粒酶B 

ELISA：值比DMSO背景高≥1.5倍被认为是阳性。U‑Plex  MSD测定：值比DMSO背景高≥1.5倍

被认为是阳性。

[0755] XV.J.补充表4:IVS对照实验中的新抗原和感染性疾病抗原表位

[0756] 在图27A‑B中示出了IVS对照实验中测试的肿瘤细胞系新抗原和病毒肽的细节。关

键字段包括源细胞系或病毒、肽序列以及预测的呈递HLA等位基因。

[0757] XV.K.数据

[0758] 用于训练和测试预测模型的MS肽数据集 (图25A‑B)可从MassIVE档案馆

(massive.ucsd.edu)获得，登录号MSV000082648。文件中包含通过ELISpot测试的新抗原肽

(图26A‑C和27A‑B)(补充表2和4)。

[0759] XVI.实施例8‑11的方法

[0760] XVIA.质谱

[0761] XVI.A.1.试样

[0762] 用于质谱分析的存档冷冻组织试样获自商业来源，包括BioServe(Beltsville ,

MD)、ProteoGenex(Culver  City,CA)、iSpecimen(Lexington,MA)和Indivumed(Hamburg ,

Germany)。根据Comité  de  Protection  des  Personnes,Ile‑de‑France  VII批准的研究方

案下，还从Hopital  Marie  Lannelongue(Le  Plessis‑Robinson,France)的患者中前瞻性

地收集了一部分试样。

[0763] XVI.A.2.HLA免疫沉淀

[0764] 在组织样品裂解和溶解之后，使用建立的免疫沉淀(IP)方法进行HLA‑肽分子的分

离
87 ,124‑126。将新鲜冷冻组织粉碎(CryoPrep；Covaris ,Woburn ,MA)，加入裂解缓冲液(1％
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CHAPS,20mM  Tris‑HCl,150mM  NaCl,蛋白酶和磷酸酶抑制剂,pH＝8)以溶解组织，并将所得

溶液在4C下离心2小时以沉淀碎屑。将澄清的裂解物用于HLA特异性IP。如先前所描述的使

用抗体W6/32进行免疫沉淀
127。将裂解物添加至抗体珠粒，并在4C旋转过夜以进行免疫沉

淀。免疫沉淀后，将珠粒从裂解物中除去。洗涤IP珠粒以除去非特异性结合，并用2N乙酸从

珠粒上洗脱HLA/肽复合物。使用分子量旋转柱从肽中去除蛋白质组分。将所得肽通过

SpeedVac蒸发至干，并在MS分析之前保存在‑20C。

[0765] XVI.A.3.肽测序

[0766] 将干燥的肽在HPLC缓冲液A中复原，并加载到C‑18微毛细管HPLC柱上，以梯度洗脱

到质谱仪中。使用180分钟内0‑40％B(溶剂A–0.1％甲酸，溶剂B‑80％乙腈的0.1％甲酸)的

梯度将肽洗脱到Fusion  Lumos质谱仪(Thermo)中。在所选离子的HCD裂解后，在Orbitrap检

测器中以120,000的分辨率收集肽质量/电荷(m/z)的MS1图谱，然后在Orbitrap或离子阱检

测器中收集了20个MS2低分辨率扫描。MS2离子的选择使用依赖数据的采集模式进行，并且

在离子的MS2选择之后30秒进行动态排除。MS1扫描的自动增益控制(AGC)设置为4x105，并

且MS2扫描的设置为1x104。对于测序HLA肽，可以选择+1、+2和+3电荷状态用于MS2片段化。

[0767] 使 用C o m e t 1 2 8 ,1 2 9
针对蛋白 质数据库搜索每个分析的 M S 2图谱，并使 用

Percolator130‑132对肽鉴定进行评分。

[0768] XVI.B.机器学习

[0769] XVI.B.1.数据编码

[0770] 对于每个样品，训练数据点是来自参考蛋白质组的所有8‑11聚体(含)肽，这些肽

正确映射到样品中表达的一个基因。通过将每个训练样品的训练数据集连接形成整体训练

数据集。选择长度8‑11，因为该长度范围捕获了所有I类HLA呈递肽的约95％；但是，可以使

用相同的方法来为模型增加长度12‑15，但要以适度增加计算需求为代价。使用独热编码方

案将肽和侧接序列向量化。通过使用填充字符扩展氨基酸字母并将所有肽填充到最大长度

11来将多种长度(8‑11)的肽表示为固定长度的向量。训练肽的源蛋白的RNA丰度表示为从

RSEM133获得的同工型水平每百万转录物(TPM)估计值的对数。对于每个肽，将每个肽的TPM

计算为对于包含肽的每个同工型的每同工型TPM估计值的总和。训练数据中排除了来自以

0TPM表达的基因的肽，并且在测试时，为未表达基因的肽的分配0的呈递概率，最后，为每个

肽分配Ensembl蛋白质家族ID，并且每个唯一Ensembl蛋白家族ID对应于每基因呈递倾向截

距(参见下一部分)

[0771] XVII.B.2.模型架构的说明

[0772] 完整呈递模型具有以下功能形式：

[0773]

[0774] Pr(由等位基因α呈递的肽i)

[0775] 其中k索引数据集中的HLA等位基因，范围从1到m，并且 是指示变量，如果肽i来

源的样品中存在等位基因k，则其值为1，否则为0。注意，对于给定的肽i，所有但最多6个

(6对应于肽i来源的样品中的HLA类型)将为零。概率之和固定为1‑∈，例如∈＝10‑6。

[0776] 独立等位基因呈递概率建模如下：
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[0777]

[0778] 其中变量具有以下含义：sigmoid是sigmoid(又称expit)函数，肽i是肽i的独热编

码的中间填充氨基酸序列，NNα是具有线性最后一层激活的神经网络，其模拟了肽序列对呈

递概率的贡献，侧接i是其源蛋白中肽i的独热编码的侧接序列，NN
侧接

是具有线性最后一层

激活的神经网络，其模拟了侧接序列对呈递概率的贡献，TPMi是肽i的源mRNA的以TPM为单

位的表达，样品(i)是肽i来源的样品(即患者)，α
样品(i)是每样品截距，蛋白(i)是肽i的源蛋

白，并且β
蛋白(i)是每蛋白质截距(也就是每基因的呈递倾向)。

[0779] 对于结果部分中描述的模型，组件神经网络具有以下架构：

[0780] ·每个NNα是单隐藏层多层感知器(MLP)的一个输出节点，具有输入维度231(11个

残基x每个残基21种可能的字符(包括填充字符))，宽度256，隐藏层中的已校正的线性单元

(ReLU)激活，以及训练数据集中每HLA等位基因α的一个输出节点。

[0781] ·NN
侧接

是单隐藏层MLP，具有输入维度210(N末端侧接序列的5个残基+C末端侧接

序列的5个残基x每个残基21种可能的字符(包括填充字符))，宽度32，隐藏层中的已校正的

线性单元(ReLU)激活和输出层中的线性激活。

[0782] ·NNRNA是单隐藏层MLP，具有输入维度1，宽度16，隐藏层中的已校正的线性单元

(ReLU)激活和输出层中的线性激活。

[0783] 应注意，模型的一些组件(例如NNα)取决于特定的HLA等位基因，但是许多组件

(NN
侧接

、NNRNA、α样品(i)、β蛋白(i))不是。前者称为“等位基因相互作用”，后者称为“等位基因非相

互作用”。根据生物学现有技术知识选择模拟为等位基因相互作用或非相互作用的特征：

HLA等位基因能识别肽，因此应将肽序列建模为等位基因相互作用，但是没有关于源蛋白、

RNA表达或侧接序列的信息被传递至HLA分子(因为肽在其在内质网中遇到HLA时已从同源

蛋白分离)，因此这些特征应建模为等位基因非相互作用。该模型在Keras  v2 .0 .4134
和

Theano  v0.9.0135中实现。

[0784] 肽MS模型使用与完全MS模型相同的去卷积程序(等式1)，但是使用仅考虑肽序列

和HLA等位基因的简化的等位基因模型生成了独立等位基因呈递概率：

[0785] Pr(由等位基因α呈递的肽i)＝sigmoid{NNa(肽i)}。

[0786] 肽MS模型使用与结合亲和力预测相同的特征，但是模型的权重是在不同的数据类

型上进行训练的(即质谱数据相比于HLA肽结合亲和力数据)。因此，肽MS模型和完全MS模型

的预测性能的比较揭示了非肽特征(即RNA丰度、侧接序列、基因ID)对总体预测性能的贡

献，并且肽MS模型和结合亲和力模型的预测性能的比较揭示了改进肽序列建模对整体预测

性能的重要性。

[0787] XVI.B.3.训练/验证/测试分组

[0788] 我们使用以下程序确保没有肽出现在多于一个训练/验证/测试集中：首先从参考

蛋白质组中去除出现在多于一种蛋白质中的所有肽，然后将蛋白质组划分为10个相邻的肽

单元。每个单元都被唯一分配到训练、验证或测试集。这样，没有肽出现在多于一个训练、验

证或测试集中。验证集仅用于提前停止。

[0789] XVI.B.4模型训练
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[0790] 对于模型训练，将所有肽建模为独立的，其中每肽损失是负的伯努利对数似然损

失函数(又称对数损失)。形式上，肽i对总损失的贡献为

[0791] 损失(i)＝‑log(伯努利(yi|Pr(呈递的肽i)))，

[0792] 其中yi是肽i的标记；即，如果肽i被呈递，则yi＝1，否则为0，并且伯努利(y|p)表示

考虑i.i.d .二进制观测向量y的参数p∈[0，1]的伯努利似然性。通过使损失函数最小化来

训练模型。

[0793] 为了减少训练时间，可通过随机去除90％的负标记训练数据来调整类平衡，从而

产生每约2000个未呈递肽中一个呈递肽的总体训练集类平衡。将模型权重使用Glorot统一

程序61初始化，并在Nvidia  MaxwellTITAN  X  GPU上使用具有标准参数的ADAM62随机优化

器进行训练。由总数据的10％组成的验证集用于早期停止。在每个四分之一周期对验证集

进行模型评价，并在验证损失(即验证集上的负伯努利对数似然)未能降低时在第一个四分

之一周期后停止模型训练。

[0794] 完全呈递模型是10个模型副本的集合体，每个副本在相同训练数据的混洗副本上

独立训练，其中集合体中每个模型的模型权重都有不同的随机初始化。在测试时，通过取模

型副本输出的概率平均值来生成预测。

[0795] XVI.B.5.基序徽标

[0796] 使用weblogolib  Python  API  v3.5.0138产生基序徽标。为了产生结合亲和力徽

标，2017年7月从免疫表位数据库(IEDB88)下载了mhc_ligand_full.csv文件，并保留了符合

以下标准的肽：以纳摩尔(nM)为单位的测量，2000年后的参考日期，对象类型等于“线性肽”

并且肽中的所有残基均来自规范的20个字母的氨基酸字母表。使用具有低于500nM的常规

结合阈值的测量的结合亲和力的经过滤肽的子集产生徽标。对于在IEDB中具有太少结合剂

的等位基因对，不产生徽标。为了产生代表学习的呈递模型的徽标，针对每个等位基因和每

个肽长度预测了2,000,000个随机肽的模型预测。对于每个等位基因和每个长度，通过学习

的呈递模型使用排名前1％(即前20,000)的肽产生徽标。重要的是，来自IEDB的这种结合亲

和力数据未用于模型训练或测试，而仅用于比较学习的基序。

[0797] XVI.B.6.结合亲和力预测

[0798] 我们使用来自MHCflurry  v1.2.0139的仅结合亲和力预测器预测了肽‑MHC结合亲

和力，MHCflurry  v1 .2 .0139是一种开源、GPU兼容的I类HLA结合亲和力预测器，其性能与

NetMHC系列模型相当。为组合多个HLA等位基因中的单个肽的结合亲和力预测，选择最小结

合亲和力。为了组合多个肽的结合亲和力(即，为了对被多个突变肽所跨越的突变进行排

名，如图25A‑B所示)，选择了肽中的最小结合亲和力。对于T细胞数据集上的RNA表达阈值，

使用了从TCGA到TPM>1阈值的肿瘤类型匹配RNA‑seq数据。在原始出版物中，所有原始T细胞

数据集均以TPM>0进行过滤，因此未使用要以TPM>0进行过滤的TCGA  RNA‑seq数据。

[0799] XVI.B.7.呈递预测

[0800] 为了组合多个HLA等位基因的单个肽的呈递概率，如等式1中所示鉴别了概率的总

和。为了组合多个肽的呈递概率(即，为了对被多个突变肽所跨越的突变进行排名，如图

25A‑B所示)，鉴别了呈递概率的总和。概率上，如果肽的呈递被认为是i.i.d.伯努利随机变

量，则概率的总和对应于所呈递的突变肽的预期数目：
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[0801]

[0802] 其中Pr[被呈递的表位j]是通过将经训练的呈递模型应用于表位j获得的，ni表示

跨越突变i的突变表位的数目。例如，对于远离其源基因末端的SNV  i，有8个跨8聚体、9个跨

9聚体、10个跨10聚体和11个跨11聚体，总共ni＝38个跨越突变的表位。

[0803] XVI.C.下一代测序

[0804] XVI.C.1.试样

[0805] 对于对冷冻切除的肿瘤的转录组分析，从用于MS分析的相同组织试样(肿瘤或邻

近的正常组织)中获得RNA。对于进行抗PD1疗法的患者中的新抗原外显子组和转录组分析，

从存档FFPE肿瘤活检中获得DNA和RNA。使用邻近的正常、相配的血液或PBMC获得用于正常

外显子组和HLA分型的正常DNA。

[0806] XVI.C.2.核酸提取与文库构建

[0807] 使用Qiagen  DNeasy柱(Hilden,Germany)按照制造商推荐的程序分离来自血液的

正常/生殖细胞DNA。使用Qiagen  Allprep  DNA/RNA分离试剂盒按照制造商推荐的程序分离

来自组织试样的DNA和RNA。分别通过Picogreen和Ribogreen荧光(Molecular  Probes)对

DNA和RNA进行定量，并且将产量>50ng的试样进行文库构建。按照制造商推荐的方案，通过

声学剪切(Covaris，Woburn，MA)和随后的DNA  Ultra  II(NEB，Beverly，MA)文库制备试剂盒

产生DNA测序文库。通过热裂解和利用RNA  Ultra  II(NEB)的文库构建来产生肿瘤RNA测序

文库。通过Picogreen(Molecular  Probes)定量得到的文库。

[0808] XVI.3.全外显子组捕获

[0809] 使用xGEN  Whole  Exome  Panel(Integrated  DNA  Technologies)对DNA和RNA测序

文库进行外显子富集。将1至1.5μg正常DNA或肿瘤DNA或RNA来源的文库用作输入，并使其杂

交超过12小时，然后进行链霉亲和素纯化。将捕获的文库通过PCR进行最少扩增，并通过

NEBNext文库定量试剂盒(NEB)进行定量。将捕获的文库以等摩尔浓度合并，并使用c‑bot

(Illumina)进行聚类，并在HiSeq4000(Illumina)上以75个碱基配对的末端进行测序，以达

到靶标独特的平均覆盖率>500x肿瘤外显子组，>100x正常外显子组和>100M读段肿瘤转录

组。

[0810] XVI.C.4.分析

[0811] 使用BWA‑MEM144(v.0.7.13‑r1126)将外显子组读段(FFPE肿瘤和匹配的正常)与参

考人基因组(hg38)进行比对。使用STAR(v.2.5.1b)将RNA‑seq读段(FFPE和冷冻的肿瘤组织

样品)与基因组和GENCODE转录本(v.25)进行比对。使用RSEM133(v.1.2.31)和相同的参考转

录本对RNA表达进行定量。Picard(v.2.7.1)用于标记重复的比对并计算比对量度。对于用

GATK145(v .3 .5‑0)对碱基质量评分进行重新校准后的FFPE肿瘤样品，利用FreeBayes146

(1.0.2)使用配对肿瘤‑正常外显子组确定取代和短插入缺失变体。过滤器包括等位基因频

率>4％；中值碱基质量>25，支持读段的最小映射质量30和正常中的替代读段计数<＝2且获

得足够的覆盖率。还必须在两条链上都检测到变体。排除发生在重复区域的体细胞变体。使

用RefSeq转录本用snpEff147(v.4.2)进行翻译和注释。在肿瘤RNA比对中鉴别的非同义、非

终止变体进入新抗原预测。Optitype148  1.3.1用于产生HLA类型。
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[0812] XVI.C.5.图27A‑B:用于IVS控制实验的肿瘤细胞系和匹配的正常细胞系

[0813] 肿瘤细胞系H128、H122、H2009、H2126、Colo829及其正常供体匹配的对照细胞系

BL128、BL2122、BL2009、BL2126和Colo829BL均购自ATCC(Manassas，VA)，根据销售者的说明

生长至1083
‑1084

个细胞，然后速冻用于核酸提取和测序。NGS程序基本上如上所述，只是

MuTect149(3.1‑0)仅用于取代突变检测。IVS对照测定中使用的肽列在补充表4中。

[0814] XVI.D.II类模型概念验证

[0815] 为了证明泛等位基因神经网络(NN)模型预测被II类MHC分子呈递的能力，使用人B

细胞淋巴瘤样品(n＝39)进行了实验。39个样品中的每一个均包含HLA‑DR分子，更具体地，

HLA‑DRB1分子、HLA‑DRB3分子、HLA‑DRB4分子和/或HLA‑DRB5分子。将其中四个样品留作测

试集，其余35个样品用于训练和验证。训练集由长度为9‑20个氨基酸(AA)(包括端值)的20,

136种呈递的肽组成，具有13个氨基酸和14个氨基酸长度的模式。验证集和测试集分别由2,

279种和301种呈递的肽组成。

[0816] II类MHC泛等位基因NN模型架构与I类MHC泛等位基因NN模型架构相同，但有3个例

外：(1)II类模型接受每个样品的最多4个独特HLA‑DRB等位基因(而不是HLA‑A、HLA‑B、HLA‑

C的6个等位基因)，(2)II类模型在更长的肽序列(9‑20聚体而不是8‑11聚体)上进行训练，

以及(3)独立等位基因模型适合每个等位基因的不同的子网络模型，而泛等位基因模型通

过使用所有等位基因的共享密集网络而在等位基因之间共享知识。将泛等位基因模型的性

能与等位基因特异性NN模型进行了比较。这两种模型都在相同的肽上进行训练。这两种NN

模型之间的模型输入的唯一差异是，泛等位基因模型使用34个长度的AA序列来描述HLA类

型，而等位基因特异性模型则使用标准HLA命名法(例如，HLA‑DRB1*01:01)。

[0817] 图31A‑D显示了泛等位基因模型和等位基因特异性模型的每个测试样品的精确

率‑召回率曲线。具体而言，图31A描绘了泛等位基因模型和等位基因特异性模型的针对每

个测试样品0的精确率‑召回率曲线。图31B描绘了泛等位基因模型和等位基因特异性模型

的针对每个测试样品1的精确率‑召回率曲线。图31C描绘了泛等位基因模型和等位基因特

异性模型的针对每个测试样品2的精确率‑召回率曲线。图31D描绘了泛等位基因模型和等

位基因特异性模型的针对每个测试样品4的精确率‑召回率曲线。如图31A‑D所示，这两种NN

模型都获得相当的(统计上无显著性的)阳性预测分数，并且接收器工作特性曲线下的面积

(ROC  AUC)也同样相当(另见下表3和4)。这证明了在II类MHC肽呈递预测任务中，泛等位基

因模型的能力能够比得上等位基因特异性模型的性能。

[0818]

[0819] 表3
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[0820]

[0821] 表4

[0822] XVII.实施例12:对来自NSCLC患者的外周血的新抗原特异性记忆T细胞的TCR进行

测序

[0823] 图32描绘了对来自NSCLC患者的外周血的新抗原特异性记忆T细胞的TCR进行测序

的方法。在ELISpot孵育后，收集来自NSCLC患者CU04的外周血单核细胞(PBMC)(以上关于图

26A‑30所述)。具体地，如上所述，用CU04特异性个体新抗原肽(图29C)、CU04特异性新抗原

肽库(图29C)和DMSO阴性对照(图30)在IFN‑ γ ELISpot中刺激来自患者CU04的2次访问的体

外扩增的PBMC。在孵育之后并且添加检测抗体之前，将PBMC转移至新的培养板中，并在完成

ELISpot分析期间保持在孵育箱中。根据ELISpot结果鉴别阳性(响应性)孔。如图32所示，鉴

别出的阳性孔包括用CU04特异性个体新抗原肽8刺激的孔和用CU04特异性新抗原肽库刺激

的孔。合并来自这些阳性孔和阴性对照(DMSO)孔的细胞，并用磁性标记的抗体对CD137进行

染色，以用于使用Miltenyi磁性分离柱进行富集。

[0824] 使用10x  Genomics单细胞分辨率配对免疫TCR分析方法对如上所述分离和扩增的

富含CD137和耗尽CD137的T细胞级分进行测序。具体来说，将活T细胞分配到单细胞乳剂中，

以用于随后的单细胞cDNA产生和全长TCR分析(5’UTR至恒定区——确保α和β配对)。一种方

法使用在转录物的5’端的分子条形码化模板转换寡核苷酸，第二种方法使用在3’端的分子

条形码化恒定区寡核苷酸，并且第三种方法是将RNA聚合酶启动子与TCR的5’端或3’端偶

联。所有这些方法能够在单细胞水平上进行α和β  TCR对的鉴别和去卷积。所得条形码化的

cDNA转录本经历优化的酶和文库构建工作流程，以减少偏差并确保细胞库内克隆型的准确

表示。在Illumina的MiSeq或HiSeq4000仪器(配对末端150个循环)上对文库进行测序，目标

测序深度为每个细胞约五千至五万个读段。所得TCR核酸序列描述于补充表5中。补充表5中

描述的TCRa和TCRb链的存在通过基于正交锚定PCR的TCR测序方法(Archer)证实。与基于

10x  Genomics的TCR测序相比，此特定方法的优势在于使用有限的细胞数作为输入，并且酶

操作较少。

[0825] 使用10x软件和定制生物信息学管线分析测序输出，以鉴别T细胞受体(TCR)α和β
链对，如补充表5所示。补充表5进一步列出了最常见的TCR克隆型的α和β可变(V)、连接(J)、

恒定(C)和β多样性(D)区域以及CDR3氨基酸序列。克隆型定义为独特的CDR3氨基酸序列的

α、β链对。针对以大于2个细胞的频率出现的单α和单β链对，对克隆型进行过滤，以产生患者

CU04中每个靶标肽的克隆型的最终列表(补充表5)。

[0826] 总而言之，使用关于图32的上述方法，鉴别了来自患者CU04的外周血的记忆CD8+T

细胞，所述细胞对于如上文XV部分中关于实施例11所讨论而鉴别的CU04的肿瘤新抗原是新
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抗原特异性的。对这些鉴别的新抗原特异性T细胞的TCR进行测序。此外，还鉴别了对于通过

上述呈递模型鉴别的患者CU04的肿瘤新抗原是新抗原特异性的经测序TCR。

[0827] XVII1.实施例13:新抗原特异性记忆T细胞在T细胞疗法中的用途

[0828] 在鉴别出对患者肿瘤呈递的新抗原具有新抗原特异性的T细胞和/或TCR之后，这

些鉴别出的新抗原特异性T细胞和/或TCR可用于患者的T细胞疗法。具体地，这些鉴别出的

新抗原特异性T细胞和/或TCR可用于产生治疗量的用于在T细胞疗法期间输注到患者体内

的新抗原特异性T细胞。在本文XVIII.A.和XVIII.B.部分中讨论了两种用于产生治疗量的

用于患者中的T细胞疗法的新抗原特异性T细胞的方法。第一种方法包括从患者样品中扩增

鉴别出的新抗原特异性T细胞(XVIII.A.部分)。第二种方法包括对已鉴别的新抗原特异性T

细胞的TCR进行测序，并将经测序TCR克隆到新的T细胞中(XVIII.B.部分)。本文未明确提及

的用于产生用于T细胞疗法的新抗原特异性T细胞的替代方法也可以用于产生治疗量的用

于T细胞疗法的新抗原特异性T细胞。一旦通过一种或多种这些方法获得了新抗原特异性T

细胞，就可以将这些新抗原特异性T细胞输注到患者体内以用于T细胞疗法。

[0829] XVIII.A.从患者样品中鉴别和扩增新抗原特异性记忆T细胞以用于T细胞疗法

[0830] 产生治疗量的用于患者中的T细胞疗法的新抗原特异性T细胞的第一种方法包括

扩增从患者样品中鉴别出的新抗原特异性T细胞。

[0831] 具体地，为了将新抗原特异性T细胞扩增至用于患者的T细胞疗法中的治疗量，使

用上述呈递模型鉴别最有可能由患者癌细胞呈递的新抗原肽集。另外，从患者获得包含T细

胞的患者样品。患者样品可能包含患者的外周血、肿瘤浸润淋巴细胞(TIL)或淋巴结细胞。

[0832] 在其中患者样品包含患者外周血的实施方案中，可以使用以下方法将新抗原特异

性T细胞扩增至治疗量。在一个实施方案中，可以进行引发。在另一个实施方案中，可以使用

一种或多种上述方法鉴别已激活T细胞。在另一个实施方案中，可以进行引发和已激活T细

胞的鉴别二者。引发和鉴别已激活T细胞二者的优点是使所代表的特异性的数目最大化。引

发和鉴别已激或T细胞二者的缺点是这种方法是困难的和费时的。在另一个实施方案中，可

以分离不一定被激活的新抗原特异性细胞。在这样的实施方案中，也可以进行这些新抗原

特异性细胞的抗原特异性或非特异性扩增。在收集这些引发的T细胞之后，可以对引发的T

细胞进行快速扩增方案。例如，在一些实施方案中，可以对引发的T细胞进行Rosenberg快速

扩增方案

[0833] https://www.ncbiplm.nib.gov/pmc/articles/PMC2978753/，

[0834] https://www.nvbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC2305721/)153，154。

[0835] 在其中患者样品包含患者的TIL的实施方案中，可以使用以下方法将新抗原特异

性T细胞扩增至治疗量。在一个实施方案中，新抗原特异性TIL可以在体外进行四聚体/多聚

体分选，然后可以对分选的TIL进行如上所述的快速扩增方案。在另一个实施方案中，可以

进行TIL的新抗原非特异性扩增，然后可以对新抗原特异性TIL进行四聚体分选，然后可以

对分选的TIL进行如上所述的快速扩增方案。在另一个实施方案中，可以在使TIL经历快速

扩增方案之前进行抗原特异性培养。

[0836] (https://www.ncbi.nim.nib.gow/pmc/artcles/PMC4607110/，

[0837] https://onlinelibrary.wiley.com/doi/pdf/10.1002/eji.201545849)155，156。

[0838] 在一些实施例中，可以修改Rosenberg快速扩增方案。例如，可以将抗PD1和/或抗
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41BB添加到TIL培养物中以模拟更快速的扩增。

[0839] (https.//jitc.oionedceooal.com/arocies/10.1186/s40425‑016‑0164‑7)157。

[0840] XVIII.B.鉴别新抗原特异性T细胞，对鉴别的新抗原特异性T细胞的TCR进行测序

并且将经测序的TCR克隆到新的T细胞中

[0841] 用于产生治疗量的用于患者中的T细胞疗法的新抗原特异性T细胞的第二种方法

包括从患者样品中鉴别新抗原特异性T细胞，对鉴别的新抗原特异性T细胞的TCR进行测序，

并且将经测序的TCR克隆到新的T细胞中。

[0842] 首先，从患者样品中鉴别新抗原特异性T细胞，并对鉴别的新抗原特异性T细胞的

TCR进行测序。可以从其分离出T细胞的患者样品可以包含血液、淋巴结或肿瘤中的一种或

多种。更具体地，可以从其分离T细胞的患者样品可以包含外周血单核细胞(PBMC)、肿瘤浸

润细胞(TIL)、离体肿瘤细胞(DTC)、体外引发的T细胞和/或分离自淋巴结的细胞中的一种

或多种。这些细胞可以是新鲜的和/或冷冻的。PBMC和体外引发的T细胞可获自癌症患者和/

或健康受试者。

[0843] 在获得患者样品之后，可以扩增和/或引发样品。可以实施各种方法来扩增和引发

患者样品。在一个实施方案中，可以在肽或串联小基因的存在下模拟新鲜和/或冷冻的

PBMC。在另一个实施方案中，可以在肽或串联小基因的存在下用抗原呈递细胞(APC)模拟和

引发新鲜和/或冷冻的分离的T细胞。APC的实例包括B细胞、单核细胞、树突状细胞、巨噬细

胞或人工抗原呈递细胞(例如呈递相关HLA和共刺激分子的细胞或珠粒，在https://

www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2929753中有综述)。在另一个实施方案中，可以

在细胞因子(例如IL‑2、IL‑7和/或IL‑15)存在下刺激PBMC、TIL和/或分离的T细胞。在另一

个实施方案中，可以在最大刺激物、细胞因子和/或饲养细胞的存在下刺激TIL和/或分离的

T细胞。在这样的实施方案中，可以通过激活标志物和/或多聚体(例如，四聚体)分离T细胞。

在另一个实施方案中，可以用刺激性和/或共刺激性标志物(例如，CD3抗体、CD28抗体和/或

珠粒(例如，DynaBeads)刺激TIL和/或分离的T细胞。在另一个实施方案中，可以在富培养基

中以高剂量IL‑2在饲养细胞上使用快速扩增方案扩增DTC。

[0844] 然后，鉴别和分离新抗原特异性T细胞。在一些实施方案中，从患者离体样品分离T

细胞，而无需事先扩增。在一个实施方案中，以上关于XVII.部分描述的方法可用于从患者

样品中鉴别新抗原特异性T细胞。在另一个实施方案中，通过阳性选择富集特定细胞群或通

过阴性选择耗尽特定细胞群来进行分离。在一些实施方案中，通过将细胞与一种或多种抗

体或其它结合剂孵育来实现阳性或阴性选择，所述抗体或其它结合剂与分别在阳性或阴性

选择的细胞上表达(标志物+)或以相对高的水平表达(标志物
高)的一种或多种表面标志物

特异性结合。

[0845] 在一些实施方案中，通过在非T细胞(例如B细胞、单核细胞或其它白细胞)上表达

的标志物(例如CD14)的阴性选择从PBMC样品分离T细胞。在一些方面，CD4+或CD8+选择步骤

用于分离CD4+辅助细胞和CD8+细胞毒性T细胞。可以通过对在一种或多种天然、记忆和/或

效应T细胞亚群上表达或以相对较高的程度表达的标志物的阳性或阴性选择将这样的CD4+

和CD8+种群进一步分选为亚群。

[0846] 在一些实施方案中，例如通过基于与各个亚群相关的表面抗原的阳性或阴性选择

进一步富集或耗尽CD8+细胞的天然、中枢记忆、效应记忆和/或中枢记忆干细胞。在一些实
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施方案中，进行中枢记忆T(TCM)细胞的富集以提高效力，例如改善施用后的长期存活、扩增

和/或植入，其在一些方面在这样的亚群中特别强效。参见Terakura等人(2012)Blood .1:

72‑82；Wang等人(2012)J  Immunother.35(9):689‑701。在一些实施方案中，组合富含TCM的

CD8+T细胞和CD4+T细胞进一步增强了功效。

[0847] 在一些实施方案中，记忆T细胞存在于CD8+外周血淋巴细胞的CD62L+和CD62L‑亚

群二者中。可以富集或耗尽PBMC的CD62L‑CD8+和/或CD62L+CD8+级分，例如使用抗CD8和抗

CD62L抗体。

[0848] 在一些实施方案中，中枢记忆T(TCM)细胞的富集是基于CD45RO、CD62L、CCR7、

CD28、CD3和/或CD  127的阳性或高表面表达；在一些方面，其基于对表达或高表达CD45RA

和/或颗粒酶B的细胞的阴性选择。在一些方面，通过表达CD4、CD14、CD45RA的细胞的耗尽以

及表达CD62L的细胞的阳性选择或富集来进行富集TCM细胞的CD8+群的分离。在一方面，从

基于CD4表达选择的细胞的阴性级分开始，对其进行基于CD14和CD45RA表达的阴性选择以

及基于CD62L的阳性选择来进行中枢记忆T(TCM)细胞的富集。在一些方面，这样的选择同时

进行，而在另一些方面，以任一顺序依次进行。在一些方面，用于制备CD8+细胞群或亚群的

相同的基于CD4表达的选择步骤也用于产生CD4+细胞群或亚群，使得任选地在一个或多个

阳性或阴性选择步骤之后，保留来自基于CD4‑的分离的阳性和阴性级分二者并且用于方法

的后续步骤。

[0849] 在特定的实例中，对PBMC样品或其它白细胞样品进行CD4+细胞的选择，其中保留

阴性级分和阳性级分二者。然后，对阴性级分进行基于CD14和CD45RA或ROR1的表达的阴性

选择，以及基于中枢记忆T细胞的标志物特征(例如CD62L或CCR7)的阳性选择，其中阳性和

阴性选择以任一顺序进行。

[0850] 通过鉴别具有细胞表面抗原的细胞群，将CD4+T辅助细胞分选为天然、中枢记忆和

效应细胞。CD4+淋巴细胞可以通过标准方法获得。在一些实施方案中，天然CD4+T淋巴细胞

是CD45RO‑、CD45RA+、CD62L+、CD4+T细胞。在一些实施方案中，中枢记忆CD4+细胞是CD62L+

和CD45RO+。在一些实施方案中，效应CD4+细胞是CD62L‑和CD45RO‑。

[0851] 在一个实施方案中，为了通过阴性选择富集CD4+细胞，单克隆抗体混合物通常包

括针对CD14、CD20、CD11b、CD16、HLA‑DR和CD8的抗体。在一些实施方案中，抗体或结合配偶

体结合至固体支持物或基质，例如磁珠或顺磁珠，以允许分离细胞以用于阳性和/或阴性选

择。例如，在一些实施方案中，使用免疫‑磁性(或亲和‑磁性)分离技术分离或分隔细胞和细

胞群(综述于Methods  in  Molecular  Medicine ,第58卷:Metastasis  Research 

Protocols,第2卷:Cell  Behavior  In  Vitro  and  In  Vivo,第17‑25页，编辑:S.A.Brooks 

and  U.Schumacher  Humana  Press  Inc.,Totowa,N.J.)。

[0852] 在一些方面，将待分离的样品或细胞组合物与小的可磁化或磁响应的材料，例如

磁响应颗粒或微粒，例如顺磁珠(例如，Dynabeads或MACS珠粒)一起孵育。磁响应材料(例如

颗粒)通常直接或间接附着至结合配偶体(例如抗体)，该结合配偶体特异性结合存在于期

望分离(例如期望阴性或阳性选择)的细胞、多个细胞或细胞群上的分子(例如表面标志

物)。

[0853] 在一些实施方案中，磁性颗粒或珠粒包含结合至特异性结合成员(例如抗体或其

它结合配偶体)的磁响应材料。存在许多用于磁分离方法中的众所周知的磁响应材料。合适

说　明　书 82/156 页

88

CN 111868080 B

88



的磁性颗粒包括在Molday的美国专利第4,452,773号以及欧洲专利说明书EP  452342B中描

述的那些，所述专利通过引用并入本文。胶体大小的颗粒，例如在Owen的美国专利第4,795,

698号和Liberti等人的美国专利第5,200,084号中描述的那些是其它示例。

[0854] 孵育通常在一定的条件下进行，所述条件使得附着于磁性颗粒或磁珠的抗体或结

合配偶体或者与这样的抗体或结合配偶体特异性结合的分子(例如二抗或其它试剂)特异

性地结合细胞表面分子(如果存在于样品中的细胞上的话)。

[0855] 在一些方面，将样品放置在磁场中，并且具有附着于其上的磁响应或可磁化颗粒

的那些细胞将被磁体吸引并与未标记的细胞分离。对于阳性选择，保留被磁体吸引的细胞。

对于阴性选择，保留未被吸引的细胞(未标记的细胞)。在一些方面，在同一选择步骤期间进

行阳性选择和阴性选择的组合，其中保留阳性和阴性级分并进一步处理或经受进一步的分

离步骤。

[0856] 在某些实施方案中，将磁响应颗粒包被在一抗或其它结合配偶体、二抗、凝集素、

酶或链霉亲和素中。在某些实施方案中，磁性颗粒通过对一种或多种标志物具有特异性的

一抗涂层附着到细胞上。在某些实施方案中，用一抗或结合配偶体标记细胞而不是珠粒，然

后添加细胞类型特异性的二抗或其它结合配偶体(例如链霉亲和素)包被的磁性颗粒。在某

些实施方案中，链霉亲和素包被的磁性颗粒与生物素化的一抗或二抗结合使用。

[0857] 在一些实施方案中，使磁响应颗粒附着于待随后孵育、培养和/或工程改造的细

胞；在一些方面，使颗粒附着于用于向患者施用的细胞。在一些实施方案中，从细胞中去除

可磁化或磁响应颗粒。用于从细胞中去除可磁化颗粒的方法是已知的，并且包括例如使用

竞争性未标记的抗体、与可切割接头缀合的可磁化颗粒或抗体等。在一些实施方案中，可磁

化颗粒是可生物降解的。

[0858] 在一些实施方案中，基于亲和力的选择是通过磁激活细胞分选(MACS)(Miltenyi 

Biotech,Auburn,Calif.)进行的。磁激活细胞分选(MACS)系统能够高纯度选择附着有磁化

颗粒的细胞。在某些实施方案中，MACS以其中在施加外部磁场之后非靶物质和靶物质顺序

洗脱的模式操作。即，附着于磁化颗粒上的细胞被保持在原位，而未附着的物质被洗脱。然

后，在完成该第一洗脱步骤后，以某种方式将捕获在磁场中并被阻止洗脱的物质释放出来，

以便可以将其洗脱并回收。在某些实施方案中，非靶T细胞被标记并从异质细胞群中耗尽。

[0859] 在某些实施方案中，使用执行所述方法的分离、细胞制备、分隔、加工、孵育、培养

和/或配制步骤中的一个或多个的系统、装置或设备来执行所述分离或分隔。在一些方面，

系统用于在封闭或无菌环境中执行这些步骤中的每一个，例如以使错误、用户操作和/或污

染最小化。在一个实例中，系统是如国际专利申请公开号WO2009/072003或US  20110003380 

A1中所述的系统。

[0860] 在一些实施方案中，系统或设备在集成或自包含系统中和/或以自动化或可编程

方式执行分离、加工、工程改造和配制步骤中的一个或多个，例如全部。在一些方面，系统或

设备包括与该系统或设备通信的计算机和/或计算机程序，其允许用户对加工、分离、工程

改造和配制步骤进行编程、控制、评估结果和/或调整多个方面。

[0861] 在一些方面，使用CliniMACS系统(Miltenyi  Biotic)进行分离和/或其它步骤，例

如，用于在封闭和无菌系统中在临床规模水平上自动分离细胞。组件可以包括集成的微型

计算机、磁分离单元、蠕动泵和各种夹管阀。在一些方面，集成计算机控制仪器的所有组件，
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并指示系统以标准化顺序执行重复程序。在一些方面，磁分离单元包括可移动的永磁体和

用于选择柱的保持器。蠕动泵控制整个管组的流速，并与夹管阀一起确保缓冲液通过系统

的受控流动和细胞的连续悬浮。

[0862] 在一些方面，CliniMACS系统使用提供在无菌、无热原溶液中的抗体偶联的可磁化

颗粒。在一些实施方案中，在用磁性颗粒标记细胞后，洗涤细胞以除去过量的颗粒。然后将

细胞制备袋连接到管组，该管组又连接到包含缓冲液的袋和细胞收集袋。管组由预组装的

无菌管道组成，包括前置柱和分离柱，并且仅供一次性使用。启动分离程序后，系统会自动

将细胞样品上样到分离柱上。标记的细胞保留在柱内，而未标记的细胞通过一系列洗涤步

骤除去。在一些实施方案中，用于本文所述方法的细胞群体是未标记的并且不保留在柱中。

在一些实施方案中，用于本文所述方法的细胞群体是标记的并保留在柱中。在一些实施方

案中，在除去磁场后从柱中洗脱用于本文所述方法的细胞群体，并收集在细胞收集袋中。

[0863] 在某些实施方案中，使用CliniMACS  Prodigy系统(Miltenyi  Biotec)进行分离

和/或其它步骤。在一些方面，CliniMACS  Prodigy系统配备了细胞处理单元，该单元允许通

过离心自动洗涤和分级分离细胞。CliniMACS  Prodigy系统还可以包括机载摄像头和图像

识别软件，该软件通过辨别源细胞产品的宏观层来确定最佳的细胞分级分离终点。例如，可

以将外周血自动分离为红细胞、白细胞和血浆层。CliniMACS  Prodigy系统还可以包括集成

的细胞培养室，该室完成细胞培养方案，例如细胞分化和扩增、抗原加载和长期细胞培养。

输入口可以允许无菌去除和补充培养基，并且可以使用集成显微镜监控细胞。参见，例如，

Klebanoff等人.(2012)J  Immunother.35(9):651‑660,Terakura等人.(2012)Blood.1:72‑

82,和Wang等人.(2012)J  Immunother.35(9):689‑701。

[0864] 在一些实施方案中，通过流式细胞术收集和富集(或耗尽)本文所述的细胞群，其

中针对多种细胞表面标志物染色的细胞被携带在流体流中。在一些实施方案中，通过制备

规模(FACS)分选收集和富集(或耗尽)本文所述的细胞群。在某些实施方案中，通过使用与

基于FACS的检测系统组合的微机电系统(MEMS)芯片来收集和富集(或耗尽)本文所述的细

胞群(参见，例如，WO  2010/033140,Cho等人(2010)Lab  Chip  10,1567‑1573；和Godin等人.

(2008)J  Biophoton.1(5):355‑376。在两种情况下，可以用多种标志物标记细胞，从而允许

以高纯度分离定义明确的T细胞亚群。

[0865] 在一些实施方案中，用一种或多种可检测的标志物标记抗体或结合配偶体，以促

进用于阳性和/或阴性选择的分离。例如，分离可以基于与荧光标记的抗体的结合。在一些

实例中，基于对一种或多种细胞表面标志物特异性的抗体或其它结合配偶体的结合的细胞

的分离在流体流中进行，例如通过荧光激活细胞分选(FACS)，包括制备规模(FACS)和/或微

机电系统(MEMS)芯片，例如与流式细胞术检测系统组合使用。这样的方法允许同时基于多

种标志物进行阳性和阴性选择。

[0866] 在一些实施方式中，制备方法包括在分离、孵育和/或工程改造之前或之后冷冻

(例如冷冻保存)细胞的步骤。在一些实施方案中，冷冻和随后的解冻步骤去除了细胞群中

的粒细胞，并且在一定程度上去除了单核细胞。在一些实施方案中，例如在洗涤步骤以除去

血浆和血小板之后，将细胞悬浮在冷冻溶液中。在一些方面，可以使用多种已知的冷冻溶液

和参数中的任何一种。一个实例涉及使用含有20％DMSO和8％人血清白蛋白(HSA)或其它合

适的细胞冷冻介质的PBS。然后可以用培养基将其1:1稀释，以使DMSO和HSA的终浓度分别为
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10％和4％。其它实例包括 CTL‑CryoTMABC冷冻介质等。然后将细胞以每分钟1度

的速率冷冻至‑80摄氏度，并存储在液氮储罐的蒸汽相中。

[0867] 在一些实施方案中，所提供的方法包括培养、孵育、培养和/或基因工程步骤。例

如，在一些实施方案中，提供了用于孵育和/或工程改造耗尽的细胞群体和培养起始组合物

的方法。

[0868] 因此，在一些实施方案中，将细胞群体在培养起始组合物中孵育。孵育和/或工程

改造可以在培养容器中进行，例如单元、腔室、孔、柱、管、管组、阀、小瓶、培养皿、袋或用于

培养或培养细胞的其它容器。

[0869] 在一些实施方案中，在基因工程之前或与基因工程相结合孵育和/或培养细胞。孵

育步骤可包括培养、培养、刺激、激活和/或繁殖。在一些实施方案中，将组合物或细胞在刺

激条件或刺激剂的存在下孵育。这样的条件包括被设计以诱导群体中细胞的增殖、扩增、活

化和/或存活、模拟抗原暴露和/或引发细胞以进行基因工程(例如用于引入重组抗原受体)

的那些条件。

[0870] 条件可以包括以下一种或多种：特定培养基、温度、氧含量、二氧化碳含量、时间、

剂(例如营养素、氨基酸、抗生素、离子)和/或刺激因子(例如细胞因子、趋化因子、抗原、结

合配偶体、融合蛋白、重组可溶性受体)和旨在激活细胞的任何其它剂。

[0871] 在一些实施方案中，刺激条件或剂包括能够激活TCR复合物的细胞内信号传导结

构域的一种或多种剂，例如配体。在一些方面，该剂打开或启动T细胞中的TCR/CD3细胞内信

号传导级联。这样的剂可以包括抗体，例如对TCR组分和/或共刺激受体具有特异性的抗体，

例如抗CD3、抗CD28，其例如与固体支持物如珠粒和/或一种或多种细胞因子结合。任选地，

扩增方法可以进一步包括将抗CD3和/或抗CD28抗体添加到培养基中的步骤(例如，以至少

约0.5ng/ml的浓度)。在一些实施方案中，刺激剂包括IL‑2和/或IL‑15，例如，IL‑2浓度为至

少约10单位/mL。

[0872] 在一些方面，根据例如以下中描述的那些技术进行孵育：Riddell等人的美国专利

第6 ,040 ,177号，Klebanoff等人(2012)J  Immunother .35(9):651‑660 ,Terakura等人

(2012)Blood.1:72‑82,和/或Wang等人(2012)J  Immunother.35(9):689‑701。

[0873] 在一些实施方案中，通过向培养起始组合物添加饲养细胞，例如非分裂外周血单

核细胞(PBMC)(例如，使得对于待扩增的起始群体中的每个T淋巴细胞，所得细胞群体包含

至少约5、10、20或40或更多个PBMC饲养细胞)；以及孵育培养物(例如足以扩增T细胞的数目

的时间)来扩增T细胞。在一些方面，非分裂饲养细胞可以包含 γ 辐照的PBMC饲养细胞。在一

些实施方案中，用约3000至3600拉德范围内的 γ 射线辐照PBMC以防止细胞分裂。在一些实

施方案中，将PBMC饲养细胞用丝裂霉素C灭活。在一些方面，在添加T细胞群体之前将饲养细

胞添加至培养基。

[0874] 在一些实施方案中，刺激条件包括适合于人T淋巴细胞生长的温度，例如，至少约

25摄氏度，通常至少约30摄氏度，并且通常在或约37摄氏度。任选地，孵育还可以包括添加

非分裂的EBV转化的类淋巴母细胞(LCL)作为饲养细胞。LCL可以用约6000至10,000拉德范

围内的 γ 射线辐照。在一些方面，以任何合适的量提供LCL饲养细胞，例如LCL饲养细胞与初

始T淋巴细胞的比率为至少约10:1。

[0875] 在一些实施方案中，通过用抗原刺激天然或抗原特异性T淋巴细胞来获得抗原特
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异性T细胞，例如抗原特异性CD4+和/或CD8+T细胞。例如，可以通过从受感染的受试者中分

离T细胞并用相同的抗原体外刺激细胞来产生巨细胞病毒抗原的抗原特异性T细胞系或克

隆。

[0876] 在一些实施方案中，在用功能测定(例如，ELISpot)刺激后，鉴别和/或分离新抗原

特异性T细胞。在一些实施方案中，通过细胞内细胞因子染色对多功能细胞进行分选来分离

新抗原特异性T细胞。在一些实施方案中，使用活化标志物(例如，CD137、CD38、CD38/HLA‑DR

双阳性和/或CD69)鉴别和/或分离新抗原特异性T细胞。在一些实施方案中，使用I类或II类

多聚体和/或活化标志物鉴别和/或分离新抗原特异性CD8+、自然杀伤T细胞、记忆T细胞和/

或CD4+T细胞。在一些实施方案中，使用记忆标志物(例如，CD45RA、CD45RO、CCR7、CD27和/或

CD62L)鉴别和/或分离新抗原特异性CD8+和/或CD4+T细胞。在一些实施方案中，鉴别和/或

分离增殖细胞。在一些实施方案中，鉴别和/或分离活化的T细胞。

[0877] 从患者样品中鉴别出新抗原特异性T细胞之后，对鉴别出的新抗原特异性T细胞中

的新抗原特异性TCR进行测序。为了对新抗原特异性TCR进行测序，必须首先鉴别TCR。鉴别T

细胞的新抗原特异性TCR的一种方法可以包括使T细胞与包含至少一种新抗原的HLA‑多聚

体(例如，四聚体)接触；以及通过HLA‑多聚体和TCR之间的结合鉴别TCR。鉴别新抗原特异性

TCR的另一种方法可以包括获得包含TCR的一种或多种T细胞；用在至少一种抗原呈递细胞

(APC)上呈递的至少一种新抗原活化所述一种或多种T细胞；以及通过选择通过与至少一种

新抗原相互作用而活化的一种或多种细胞来鉴别TCR。

[0878] 在鉴别出新抗原特异性TCR之后，可以对TCR进行测序。在一个实施方案中，以上关

于XVII.部分描述的方法可用于对TCR进行测序。在另一个实施方案中，可以对TCR的TCRa和

TCRb进行批量测序，然后基于频率进行配对。在另一个实施方案中，可以使用Howie等人，

Science  Translational  Medicine  2015(doi：10.1126/scitranslmed.aac5624)的方法对

TCR进行测序和配对。在另一个实施方案中，可以使用Han等人.，Nat  Biotech  2014(PMID 

24952902，doi  10.1038/nbt.2938)的方法对TCR进行测序和配对。在另一个实施方案中，可

以使用以下中描述的方法获得配对的TCR序列：

[0879] https://www.biorxiv.org/comept/eary/2017/05/05/134841和

[0880] httos://patents.google.com/patent/US20160244825A1/。158，159

[0881] 在另一个实施方案中，可以通过有限稀释产生T细胞的克隆群，然后可以对T细胞

的克隆群的TCRa和TCRb进行测序。在又一个实施方案中，可以将T细胞分选到具有孔的板

上，使得每个孔有一个T细胞，然后可以对每个孔中每个T细胞的TCRa和TCRb进行测序和配

对。

[0882] 接下来，在从患者样品中鉴别出新抗原特异性T细胞并且对所鉴别的新抗原特异

性T细胞的TCR进行测序之后，将经测序的TCR克隆到新的T细胞中。这些经克隆的T细胞含有

新抗原特异性受体，例如含有细胞外结构域，包括TCR。还提供了这样的细胞的群体以及包

含这样的细胞的组合物。在一些实施方案中，使组合物或群体富集这样的细胞，例如其中表

达TCR的细胞占某类型的组合物或细胞(例如T细胞或CD8+或CD4+细胞)中总细胞的至少1、

5、10、20、30、40、50、60、70、80、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99或超过99百分比。在一些

实施方案中，组合物包含至少一种包含本文公开的TCR的细胞。组合物包括用于施用，例如

用于过继细胞疗法的药物组合物和制剂。还提供了用于将细胞和组合物施用给受试者(例
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如患者)的治疗方法。

[0883] 因此，还提供了表达TCR的基因工程细胞。细胞通常是真核细胞，例如哺乳动物细

胞，并且通常是人细胞。在一些实施方案中，细胞源自血液、骨髓、淋巴或淋巴器官，是免疫

系统的细胞，例如先天或适应性免疫的细胞，例如髓样或淋巴样细胞，包括淋巴细胞，通常

为T细胞和/或NK细胞。其它示例性细胞包括干细胞，例如多能和多潜能干细胞，包括诱导性

多能干细胞(iPSC)。细胞通常是原代细胞，例如直接从受试者中分离和/或从受试者中分离

并冷冻的细胞。在一些实施方案中，细胞包括T细胞或其它细胞类型的一个或多个子集，例

如整个T细胞群体、CD4+细胞、CD8+细胞及其亚群，例如由功能、活化状态、成熟度、潜能分

化、扩增、再循环、定位和/或持久能力、抗原特异性、抗原受体的类型、在特定器官或区室中

的存在、标志物或细胞因子的分泌谱和/或分化程度定义的那些。关于待治疗的受试者，细

胞可以是同种异体的和/或自体的。这些方法包括现成的方法。在一些方面，例如对于现成

技术，细胞是多能的和/或多潜能的，例如干细胞，例如诱导多能干细胞(iPSC)。在一些实施

方案中，该方法包括如本文所述从受试者分离细胞、制备、加工、培养和/或工程改造它们，

以及在冷冻保存之前或之后将其重新引入同一患者。

[0884] T细胞和/或CD4+和/或CD8+T细胞的亚型和亚群是天然T(TN)细胞、效应T细胞

(TEFF)、记忆T细胞及其亚型，例如干细胞记忆T(TSCM)、中枢记忆T(TCM)、效应记忆T(TEM)

或终末分化的效应记忆T细胞、肿瘤浸润淋巴细胞(TIL)、未成熟T细胞、成熟T细胞、辅助T细

胞、细胞毒性T细胞、粘膜相关性不变T(MALT)细胞、天然和适应性调节性T(Treg)细胞、辅助

T细胞(例如TH1细胞、TH2细胞、TH3细胞)、TH17细胞、TH9细胞、TH22细胞、滤泡辅助T细胞、α/
βT细胞和δ/ γ T细胞。

[0885] 在一些实施方案中，细胞是自然杀伤(NK)细胞。在一些实施方案中，细胞是单核细

胞或粒细胞，例如髓样细胞、巨噬细胞、嗜中性粒细胞、树突状细胞、肥大细胞、嗜酸性粒细

胞和/或嗜碱性粒细胞。

[0886] 可以对细胞进行遗传修饰以减少表达或敲除内源TCR。这样的修饰描述在以下中：

Mol  Ther  Nucleic  Acids.2012  Dec；1(12):e63；Blood .2011Aug  11；118(6):1495‑503；

Blood.2012Jun  14；119(24):5697–5705；Torikai,Hiroki等人"HLA  and  TCR  Knockout  by 

Zinc  Finger  Nucleases:Toward “off‑the‑Shelf”Allogeneic  T‑Cell  Therapy  for 

CD19+Malignancies .."Blood  116 .21(2010):3766；Blood .2018Jan  18；131(3):311‑

322.doi:10.1182/blood‑2017‑05‑787598；和WO2016069283，所述文献通过引用整体并入。

[0887] 可以对细胞进行遗传修饰以促进细胞因子的分泌。这样的修饰描述在以下中：Hsu 

C ,Hughes  MS ,Zheng  Z ,Bray  RB ,Rosenberg  SA ,Morgan  RA .Primary  human  T 

lymphocytes  engineered  with  a  codon‑optimized  IL‑15gene  resist  cytokine 

withdrawal‑induced  apoptosis  and  persist  long‑term  in  the  absence  of 

exogenous  cytokine.J  Immunol.2005；175:7226–34；Quintarelli  C,Vera  JF,Savoldo 

B ,Giordano  Attianese  GM ,Pule  M ,Foster  AE ,Co‑expression  of  cytokine  and 

suicide  genes  to  enhance  the  activity  and  safety  of  tumor‑specific  cytotoxic 

T  lymphocytes .Blood .2007；110:2793–802；和Hsu  C ,Jones  SA ,Cohen  CJ ,Zheng  Z ,

Kerstann  K ,Zhou  J ,Cytokine‑independent  growth  and  clonal  expansion  of  a 

primary  human  CD8+T‑cell  clone  following  retroviral  transduction  with  the  IL‑
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15gene.Blood.2007；109:5168–77。

[0888] 已显示T细胞上趋化因子受体和肿瘤分泌的趋化因子的错配是造成T细胞向肿瘤

微环境的次佳运输的原因。为了提高治疗效果，可以对细胞进行遗传修饰，以提高对肿瘤微

环境中趋化因子的识别。这样的修饰描述在以下中：Moon ,EKCarpenito ,CSun ,JWang ,

LCKapoor,VPredina ,J  Expression  of  a  functional  CCR2  receptor  enhances  tumor 

localization  and  tumor  eradication  by  retargeted  human  T‑cells  expressing  a 

mesothelin‑specific  chimeric  antibody  receptor.Clin  Cancer  Res.2011；17:4719‑

4730；和Craddock ,JALu,ABear,APule ,MBrenner,MKRooney ,CM  et  al.Enhanced  tumor 

trafficking  of  GD2  chimeric  antigen  receptor  T‑cellsby  expression  of  the 

chemokine  receptor  CCR2b.J  Immunother.2010；33:780‑788。

[0889] 可以对细胞进行遗传修饰以增强共刺激/增强受体(例如CD28和41BB)的表达。

[0890] T细胞疗法的不良反应可包括细胞因子释放综合征和延长的B细胞耗竭。在受体细

胞中引入自杀/安全开关可以改善基于细胞的疗法的安全性谱。因此，可以对细胞进行遗传

修饰以包含自杀/安全开关。自杀/安全开关可以是这样的基因，其在表达该基因的细胞上

赋予对剂例如药物的敏感性，并且当细胞与该剂接触或暴露于该剂时导致该细胞死亡。示

例性的自杀/安全开关描述于Protein  Cell.2017Aug；8(8):573–589中。自杀/安全开关可

以是HSV‑TK。自杀/安全开关可以是胞嘧啶脱氨酶、嘌呤核苷磷酸化酶或硝基还原酶。自杀/

安全开关可以是美国专利申请公开No.US20170166877A1中描述的RapaCIDeTM。自杀/安全开

关系统可以是Haematologica.2009  Sep；94(9):1316–1320中描述的CD20/利妥昔单抗。这

些参考文献通过引用整体并入。

[0891] TCR可以作为分裂受体(split  receptor)引入受体细胞，分裂受体仅在异二聚化

小分子的存在下组装。这样的系统描述在Science.2015年10月16日；350(6258):aab4077和

美国专利第9,587,020号中，所述文献通过引用并入。

[0892] 在一些实施方案中，细胞包含一种或多种核酸，例如编码本文公开的TCR的多核苷

酸，其中所述多核苷酸通过基因工程引入，并因此表达本文公开的重组或基因工程TCR。在

一些实施方案中，核酸是异源的，即，通常不存在于从所述细胞获得的细胞或样品中，例如

是从另一种生物或细胞获得的，例如其通常不在所工程改造的细胞和/或这样的细胞所来

源的生物中发现。在一些实施方案中，核酸不是天然存在的，例如自然界中不存在的核酸，

包括包含编码来自多种不同细胞类型的多个结构域的核酸的嵌合组合的核酸。

[0893] 核酸可包括密码子优化的核苷酸序列。不受特定理论或机制的束缚，据信核苷酸

序列的密码子优化增加了mRNA转录物的翻译效率。核苷酸序列的密码子优化可以包括将天

然密码子替换为另一种密码子，所述另一种密码子编码相同氨基酸，但是可以通过在细胞

内更容易获得的tRNA进行翻译，从而提高翻译效率。核苷酸序列的优化还可以减少将会干

扰翻译的二级mRNA结构，从而提高翻译效率。

[0894] 可使用构建体或载体将TCR引入受体细胞。本文描述了示例性构建体。编码TCR的α
和β链的多核苷酸可以在单个构建体中或在分开的构建体中。编码α和β链的多核苷酸可以

可操作地连接至启动子，例如异源启动子。异源启动子可以是强启动子，例如EF1α、CMV、
PGK1、Ubc、β肌动蛋白、CAG启动子等。异源启动子可以是弱启动子。异源启动子可以是诱导

型启动子。示例性诱导型启动子包括但不限于TRE、NFAT、GAL4、LAC等。其它示例性诱导型表
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达系统描述于美国专利第5 ,514 ,578号、第6 ,245 ,531号、第7 ,091 ,038号和欧洲专利第

0517805号中，所述专利通过引用整体本文。

[0895] 用于将TCR引入受体细胞的构建体还可包含编码信号肽的多核苷酸(信号肽元

件)。信号肽可以促进引入的TCR的表面运输。示例性信号肽包括但不限于CD8信号肽、免疫

球蛋白信号肽，其中具体实例包括GM‑CSF和IgGκ。这样的信号肽在以下中进行了描述：

Trends  Biochem  Sci .2006年10月；31(10):563‑71 .Epub  2006年8月21日；和An ,等人

“Construction  of  a  New  Anti‑CD19  Chimeric  Antigen  Receptor  and  the  Anti‑

Leukemia  Function  Study  of  the  Transduced  T‑cells .”Oncotarget  7 .9(2016):

10638–10649.PMC.Web.2018年8月16日，所述文献通过引用并入本文。

[0896] 在一些情况下，例如，在从单个构建体或开放阅读框表达α和β链的情况，或在该构

建体中包含标志基因的情况，该构建体可包含核糖体跳读序列。核糖体跳读序列可以是2A

肽，例如P2A或T2A肽。示例性的P2A和T2A肽在Scientific  Reports第7卷,文章编号:2193

(2017)中进行了描述，所述文献通过引用整体并入。在一些情况下，在2A元件上游引入了

FURIN/PACE切割位点。FURIN/PACE切割位点描述于例如http://www .nuolan .net/

substrates.html中。切割肽也可以是因子Xa的切割位点。在从单个构建体或开放阅读框表

达α和β链的情况下，该构建体可包含内部核糖体进入位点(IRES)。

[0897] 构建体可以进一步包含一种或多种标志基因。示例性标志基因包括但不限于GFP、

荧光素酶、HA、lacZ。如本领域技术人员已知的，标志物可以是可选择的标志物，例如抗生素

抗性标志物、重金属抗性标志物或抗生物杀灭剂标志物。标志物可以是用于营养缺陷宿主

的互补标志物。示例性的互补标志物和营养缺陷的宿主在Gene.2001年1月24日；263(1‑2):

159‑69中进行了描述。这样的标志物可以通过IRES、移码序列、2A肽接头、与TCR融合表达，

或者由单独的启动子分开表达。

[0898] 用于将TCR引入受体细胞的示例性载体或系统包括但不限于腺相关病毒、腺病毒、

腺病毒+修饰的牛痘病毒、安卡拉病毒(MVA)、腺病毒+逆转录病毒、腺病毒+仙台病毒、腺病

毒+牛痘病毒、甲病毒(VEE)复制子疫苗、反义寡核苷酸、长双歧杆菌(Bifidobacterium 

longum)、CRISPR‑Cas9、大肠杆菌(E.coli)、黄病毒、基因枪、疱疹病毒、单纯疱疹病毒、乳酸

乳球菌、电穿孔、慢病毒、脂质体转染、单核细胞性李斯特菌(Listeria  monocytogenes)、麻

疹病毒、修饰的牛痘安卡拉病毒(MVA)、mRNA电穿孔、裸/质粒DNA、裸/质粒DNA+腺病毒、裸/

质粒DNA+修饰的牛痘安卡拉病毒(MVA)、裸/质粒DNA+RNA转移、裸/质粒DNA+牛痘病毒、裸/

质粒DNA+水泡性口炎病毒、新城疫病毒、非病毒、PiggyBacTM(PB)转座子、基于纳米颗粒的系

统、脊髓灰质炎病毒、痘病毒、痘病毒+牛痘病毒、逆转录病毒、RNA转移、RNA转移+裸/质粒

DNA、RNA病毒、酿酒酵母(Saccharomyces  cerevisiae)、鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella 

typhimurium)、塞姆利基森林病毒(Semliki  forest  virus)、仙台病毒、痢疾志贺氏菌

(Shigella  dysenteriae)、猿猴病毒、siRNA、睡美人转座子、变形链球菌(Streptococcus 

mutans)、牛痘病毒、委内瑞拉马脑炎病毒复制子、水泡性口炎病毒和霍乱弧菌(Vibrio 

cholera)。

[0899] 在优选的实施方案中，将TCR通过腺相关病毒(AAV)、腺病毒、CRISPR‑CAS9、疱疹病

毒、慢病毒、脂转染、mRNA电穿孔、PiggyBacTM(PB)转座子、逆转录病毒、RNA转移或睡美人转

座子引入受体细胞。
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[0900] 在一些实施方案中，用于将TCR引入受体细胞的载体是病毒载体。病毒载体的实例

包括腺病毒载体、腺相关病毒(AAV)载体、慢病毒载体、疱疹病毒载体、逆转录病毒载体等。

这样的载体在本文中描述。

[0901] 用于将TCR引入受体细胞的TCR构建体的示例性实施方案在图33中示出。在一些实

施方案中，TCR构建体在5'‑3'方向包含以下多核苷酸序列：启动子序列、信号肽序列、TCRβ
可变(TCRβv)序列、TCRβ恒定(TCRβc)序列、切割肽(例如，P2A)、信号肽序列、TCRα可变(TCRα
v)序列和TCRα恒定(TCRαc)序列。在一些实施方案中，构建体的TCRβc和TCRαc序列包含一个

或多个鼠区域，例如，如本文所述的完整鼠恒定序列或人鼠氨基酸交换。在一些实施方案

中，构建体进一步在TCRαc序列的3’包含切割肽序列(例如，T2A)然后是报告基因。在一个实

施方案中，该构建体在5'‑3'方向包含以下多核苷酸序列：启动子序列、信号肽序列、TCRβ可
变(TCRβv)序列、包含一个或多个鼠区域的TCRβ恒定(TCRβc)序列、切割肽(例如P2A)、信号

肽序列、TCRα可变(TCRαv)序列和包含一个或多个鼠区域的TCRα恒定(TCRαc)序列、切割肽

(例如(T2A)和报告基因。

[0902] 图34描绘了用于将TCR克隆到表达系统中以进行疗法开发的示例性P526构建体骨

架核苷酸序列。

[0903] 图35描绘了用于将患者新抗原特异性TCR，克隆型1克隆到表达系统中以进行疗法

开发的示例性构建体序列。

[0904] 图36描绘了用于将患者新抗原特异性TCR，克隆型3克隆到表达系统中以进行疗法

开发的示例性构建体序列。

[0905] 还提供了编码TCR的分离的核酸，包含所述核酸的载体以及包含所述载体和核酸

的宿主细胞，以及用于产生TCR的重组技术。

[0906] 核酸可以是重组的。可通过将天然或合成核酸片段连接至可在活细胞中复制的核

酸分子或其复制产物来在活细胞外部构建重组核酸。出于本文的目的，复制可以是体外复

制或体内复制。

[0907] 为了重组产生TCR，可以分离编码它的核酸并将其插入可复制的载体中以进一步

克隆(即，DNA的扩增)或表达。在一些方面，核酸可以通过同源重组产生，例如，如美国专利

第5,204,244号中所述，其通过引用整体并入本文。

[0908] 许多不同的载体是本领域已知的。载体组分通常包括以下一种或多种：信号序列、

复制起点、一种或多种标志基因、增强子元件、启动子和转录终止序列，例如美国专利第5,

534,615号中所述，其通过引用并入本文。

[0909] 适用于表达TCR、抗体或其抗原结合片段的示例性载体或构建体包括，例如，pUC系

列(Fermentas  Life  Sciences)、pBluescript系列(Stratagene，LaJolla，CA)、pET系列

(Novagen ,Madison ,WI)，pGEX系列(Pharmacia  Biotech ,Uppsala ,Sweden)和pEX系列

(Clontech,Palo  Alto,CA)。噬菌体载体，例如AGT10、AGT11、AZapII(Stratagene)、AEMBL4

和ANM1149也适用于表达本文公开的TCR。

[0910] XIX.治疗概述流程图

[0911] 图37是根据一个实施方案的用于向患者提供定制的新抗原特异性治疗的方法的

流程图。在其它实施方案中，该方法可以包括与图37所示的步骤不同的步骤和/或另外的步

骤。另外，该方法的步骤可以以与多个实施方案中结合图37描述的顺序不同的顺序执行。
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[0912] 如上所述，使用质谱数据训练呈递模型3701。获得患者样品3702。在一些实施方案

中，患者样品包含肿瘤活检和/或患者的外周血。对在步骤3702中获得的患者样品进行测

序，以鉴别输入呈递模型中的数据，以预测来自患者样品的肿瘤抗原肽将被呈递的可能性。

使用训练的呈递模型来预测在步骤3702中获得的来自患者样品的肿瘤抗原肽的呈递可能

性3703。基于预测的呈递可能性为患者鉴别治疗新抗原3704。接下来，获得另一个患者样品

3705。该患者样品可以包含患者的外周血、肿瘤浸润淋巴细胞(TIL)、淋巴、淋巴结细胞和/

或任何其它T细胞来源。将步骤3705中获得的患者样品在体内筛选3706新抗原特异性T细

胞。

[0913] 在治疗过程中的这一点上，患者可以接受T细胞疗法和/或疫苗治疗。为了接受疫

苗治疗，鉴别患者的T细胞对其特异的新抗原3714。然后，产生包含已鉴别的新抗原的疫苗

3715。最后，向患者施用疫苗3716。

[0914] 为了接受T细胞疗法，对新抗原特异性T细胞进行扩增和/或对新的新抗原特异性T

细胞进行基因工程改造。为了扩增新抗原特异性T细胞以用于T细胞疗法，简单地将细胞扩

增3707并输注3708到患者。

[0915] 为了对新的新抗原特异性T细胞进行基因工程改造以用于T细胞疗法，对在体内鉴

别出的新抗原特异性T细胞的TCR进行测序3709。接下来，将这些TCR序列克隆到表达载体中

3710。然后将表达载体3710转染到新的T细胞中3711。扩增转染的T细胞3712。最后，将扩增

的T细胞输注到患者体内3713。

[0916] 患者可以同时接受T细胞疗法和疫苗疗法。在一个实施方案中，患者首先接受疫苗

疗法，然后接受T细胞疗法。这种方法的一个优点是疫苗疗法可以增加肿瘤特异性T细胞的

数量和由可检测水平的T细胞识别的新抗原的数量。

[0917] 在另一个实施方案中，患者可以接受T细胞疗法后进行疫苗疗法，其中疫苗中包含

的表位集包含由T细胞疗法靶向的一个或多个表位。该方法的一个优点是疫苗的施用可以

促进治疗性T细胞的扩增和持久性。

[0918] XX.示例计算机

[0919] 图38示出了用于实施图1和3中所示实体的示例计算机3800。计算机3800包括耦合

至芯片组3804的至少一个处理器3802。芯片组3804包括内存控制器集线器3820和输入/输

出(I/O)控制器集线器3822。内存3806和图形适配器3812耦合至内存控制器集线器3820，并

且显示器3818耦合至图形适配器3812。存储装置3808、输入装置3814和网络适配器3816耦

合至I/O控制器集线器3822。计算机3800的其它实施方案具有不同的架构。

[0920] 存储装置3808是非暂时性计算机可读存储介质，如硬盘驱动器、致密光盘只读存

储器(CD‑ROM)、DVD或固态内存装置。内存3806保存处理器3802所使用的指令和数据。输入

接口3814是触摸屏界面、鼠标、轨迹球或其它类型的指向装置、键盘或其某一组合，并且用

于将数据输入计算机3800中。在一些实施方案中，计算机3800可以被配置成通过用户的示

意动作从输入接口3814接收输入(例如，命令)。图形适配器3812将图像和其它信息显示于

显示器3818上。网络适配器3816将计算机3800耦合至一个或多个计算机网络。

[0921] 计算机3800被调适成执行计算机程序模块以提供本文所述的功能。如本文所使

用，术语“模块”是指用于提供指定功能的计算机程序逻辑。因此，模块可以在硬件、固件和/

或软件中实施。在一个实施方案中，程序模块被存储于存储装置3808上，装载至内存3806中
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并由处理器3802执行。

[0922] 图1的实体所使用的计算机3800的类型可以根据实施方案和实体所需的处理能力

而变化。举例来说，呈递鉴别系统160可以在单一计算机3800或在通过网络，如在服务器群

中彼此通信的多台计算机3800中运行。计算机3800可以缺少以上描述的组件中的一些，如

图形适配器3812和显示器3818。
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