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本披露提供包括IgG Fc结构域、三聚结构

域、和GITR配体的受体结合结构域的GITRL融合

多肽亚基，其中这些融合多肽亚基可自组装成六

聚体蛋白。还提供制造融合多肽亚基和六聚体蛋

白的方法，以及例如用于治疗癌症的方法。
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1.一种分离的单链多肽亚基，包括：IgG  Fc结构域；功能性多聚结构域；和糖皮质激素

诱导的TNF受体配体(GITRL)的受体结合结构域，其中该多肽亚基可以自组装成三聚体或六

聚体蛋白。

2.如权利要求1所述的多肽亚基，其中该多聚结构域是三聚结构域。

3.如权利要求1或2所述的多肽亚基，该多肽亚基从氨基末端到羧基末端包括该IgG  Fc

结构域，随后是该多聚或三聚结构域，随后是该GITRL受体结合结构域。

4.如权利要求1至3中任一项所述的多肽亚基，其中该IgG  Fc结构域的羧基末端经由第

一接头区与该多聚或三聚结构域的氨基末端融合。

5.如权利要求1至4中任一项所述的多肽亚基，其中该多聚或三聚结构域的羧基末端经

由第二接头区与该GITRL受体结合结构域的氨基末端融合。

6.如权利要求1至4中任一项所述的多肽亚基，其中该IgG  Fc结构域的羧基末端直接与

该多聚或三聚结构域的氨基末端融合。

7.如权利要求5或6所述的多肽亚基，其中该IgG  Fc结构域在其氨基末端包括IgG铰链

区。

8.如权利要求5或6所述的多肽亚基，其中该IgG铰链区包括赋予完整的重链间二硫键

形成的突变。

9.如权利要求7或8所述的多肽亚基，其中该IgG铰链区包括IgG1铰链区、IgG4铰链区或

其变体。

10.如权利要求9所述的多肽亚基，其中该IgG4铰链区具有根据EU编号(IgG4P)的在位

置228处的丝氨酸至脯氨酸突变(S228P)。

11.如权利要求1至10中任一项所述的多肽亚基，其中该IgG  Fc结构域是人IgG  Fc结构

域。

12.如权利要求1至4或6至10中任一项所述的多肽亚基，其中该多聚或三聚结构域的羧

基末端直接与该GITRL受体结合结构域的氨基末端融合。

13.如权利要求5至12中任一项所述的多肽亚基，其中当存在时，该第一接头区、该第二

接头区、或者该第一接头区和该第二接头区独立地选自下组，该组由以下各项组成：包含

(Gly4)n基序、(Gly4Ser)n基序(SEQ  ID  NO:19)、Ser(Gly4Ser)n基序(SEQ  ID  NO:22)、

GGGGSGGGGSGGGGSAL(SEQ  ID  NO:23)、GGGGSGGGGSGGGGSA(SEQ  ID  NO:24)及其组合的接头

区，其中n是选自下组的正整数，该组由以下各项组成：1、2、3、4、5、6、7、8、9和10。

14.如权利要求13所述的多肽亚基，其中该第一接头区和该第二接头区独立地选自下

组，该组由以下各项组成：GGGGSGGGGSGGGGS(SEQ  ID  NO:25)和GGGGSGGGGSGGGG(SEQ  ID 

NO:26)。

15.如权利要求 1 3或权利要求 1 4所述的 多肽亚基 ，其中该第一接头区是

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS(SEQ  ID  NO:20)，并且该第二接头区是(Gly4)基序。

16.如权利要求1至15中任一项所述的多肽亚基，其中该IgG  Fc结构域包括IgG1、IgG2、

IgG3、IgG4、IG4P  Fc结构域或其变体。

17.如权利要求1至16中任一项所述的多肽亚基，其中该IgG  Fc结构域含有选自下组的

一个或多个氨基酸残基取代，该组由以下各项组成：252Y、254T、256E及其组合，其中这些残

基是根据EU编号进行编号。
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18.如权利要求1至17中任一项所述的多肽亚基，其中该IgG  Fc结构域包含CH2区。

19.如权利要求18所述的多肽亚基，其中该IgG  Fc结构域进一步包含CH3区。

20.如权利要求19所述的多肽亚基，其中该IgG  Fc结构域包含与SEQ  ID  NO:21具有至

少85％、至少90％、至少95％、或至少99％序列一致性的氨基酸序列。

21.如权利要求19所述的多肽亚基，其中该IgG  Fc结构域包括SEQ  ID  NO:21的氨基酸

序列。

22.如权利要求1至21中任一项所述的多肽亚基，其中该三聚结构域包括α-螺旋卷曲螺

旋结构域、亮氨酸拉链结构域、或它们的组合。

23.如权利要求22所述的多肽亚基，其中该三聚结构域源自于母系蛋白1、冠蛋白1a、营

养不良性肌强直激酶(DMPK)、朗格汉斯蛋白或其组合。

24.如权利要求23所述的多肽亚基，其中该三聚结构域源自于母系蛋白1或冠蛋白1a。

25.如权利要求24所述的多肽亚基，其中该三聚结构域源自于冠蛋白1a。

26.如权利要求25所述的多肽亚基，其中该三聚结构域包括与SEQ  ID  NO:11具有至少

85％、至少90％、至少95％或至少99％序列一致性的冠蛋白1a三聚结构域。

27.如权利要求26所述的多肽亚基，其中该冠蛋白1a三聚结构域包括SEQ  ID  NO:11的

氨基酸序列。

28.如权利要求26所述的多肽亚基，其中该三聚结构域包括SEQ  ID  NO:10的冠蛋白1a

三聚结构域。

29.如权利要求26所述的多肽亚基，其中该冠蛋白1a三聚结构域包括SEQ  ID  NO:11、

SEQ  ID  NO:12、SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID  NO:14、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:16、SEQ  ID  NO:

17、SEQ  ID  NO:18的氨基酸序列或其任何组合或变体。

30.如权利要求24所述的多肽亚基，其中该三聚结构域包括与SEQ  ID  NO:28具有至少

80％、至少85％、至少90％、至少95％或至少99％序列一致性的母系蛋白1三聚结构域。

31.如权利要求23所述的多肽亚基，其中该三聚结构域包括与SEQ  ID  NO:30具有至少

80％、至少85％、至少90％、至少95％或至少99％序列一致性的DMPK三聚结构域。

32.如权利要求23所述的多肽亚基，其中该三聚结构域包括与SEQ  ID  NO:32具有至少

80％、至少85％、至少90％、至少95％或至少99％序列一致性的朗格汉斯蛋白三聚结构域。

33.如权利要求23所述的多肽亚基，其中该三聚结构域包括SEQ  ID  NO:28、SEQ  ID  NO:

29、SEQ  ID  NO:30、SEQ  ID  NO:31、SEQ  ID  NO:32或SEQ  ID  NO:33的氨基酸序列。

34.如权利要求1至33中任一项所述的多肽亚基，其中该GITRL受体结合结构域包括与

SEQ  ID  NO:34具有至少85％、至少90％、至少95％、或至少99％序列一致性的氨基酸序列。

35.如权利要求1至33中任一项所述的多肽亚基，其中该GITRL受体结合结构域包括与

SEQ  ID  NO:37具有至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、或至少99％序列一致性的氨

基酸序列，其中残基161不是天冬酰胺酰残基。

36.如权利要求35所述的多肽亚基，其中该GITRL受体结合结构域包括SEQ  ID  NO:35的

氨基酸序列。

37.如权利要求1至33中任一项所述的多肽亚基，其中该GITRL受体结合结构域包括SEQ 

ID  NO:35的氨基酸序列，其中残基161是天冬氨酰残基。

38.如权利要求37所述的多肽亚基，其中该GITRL受体结合结构域包括SEQ  ID  NO:36的
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氨基酸序列。

39.如权利要求38所述的多肽亚基，其中该GITRL受体结合结构域包括SEQ  ID  NO:37的

氨基酸序列。

40.如权利要求1至39中任一项所述的多肽亚基，其中从六个该多肽亚基组装的六聚体

蛋白可特异性地结合至人GITR。

41.如权利要求1至40中任一项所述的多肽亚基，其中该蛋白质是非糖基化的。

42.如权利要求1至41中任一项所述的多肽亚基，包括与SEQ  ID  NO:6具有至少80％、至

少85％、至少90％、至少95％或至少99％序列一致性的氨基酸序列。

43.如权利要求42所述的多肽亚基，包括SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列。

44.如权利要求1至43中任一项所述的多肽亚基，其中该亚基具有激动剂活性。

45.如权利要求1至44中任一项所述的多肽亚基，进一步包括相关联的异源剂。

46.如权利要求45所述的多肽亚基，其中该异源剂是异源多肽并经由肽键融合到该多

肽亚基。

47.如权利要求46所述的多肽亚基，其中该异源多肽融合至该IgG-Fc结构域的N-末端、

融合至GITRL的该受体结合结构域的C末端、融合至该IgG-Fc结构域的C-末端和该三聚结构

域的N-末端，或融合至该三聚结构域的C-末端和GITRL的该受体结合结构域的N-末端。

48.如权利要求45所述的多肽亚基，其中该异源剂以化学方式轭合至该多肽亚基。

49.如权利要求45至48中任一项所述的多肽亚基，其中该异源剂包括细胞毒性分子、稳

定剂、免疫应答调节剂、或可检测的药剂。

50.一种三聚体蛋白，包括三个如权利要求1至49中任一项所述的多肽亚基。

51.一种六聚体蛋白，包括六个如权利要求1至49中任一项所述的多肽亚基。

52.如权利要求51所述的六聚体蛋白，其可以特异性地结合在CD4+或CD8+T细胞、B细胞

或NK细胞上表达的糖皮质激素诱导的TNF受体(GITR)，其中这些CD4+或CD8+T细胞或B细胞任

选地是抗原处理的或这些NK细胞任选地是活化的，这些细胞来自人或非人灵长类动物，任

选地食蟹猴、恒河猴，或其任何组合。

53.如权利要求52所述的六聚体蛋白，该六聚体蛋白可特异性地结合在来自人，或非人

灵长类动物，任选地食蟹猴、恒河猴，或其任何组合的初级CD4+或CD8+T细胞上表达的GITR。

54.如权利要求52或53中任一项所述的六聚体蛋白，其中这些CD4+或CD8+T细胞是抗原

处理的。

55.如权利要求51或权利要求54所述的六聚体蛋白，其中如通过动力学排除测定测量

的，对人GITR的结合亲和力是约54nM至约111nM。

56.如权利要求55所述的六聚体蛋白，其中如在动力学排除测定(KinExA)中测量的，该

结合亲和力是约82nM。

57.如权利要求51至56中任一项所述的六聚体蛋白，其可诱导剂量依赖性增殖和自

GITR阳性免疫细胞的剂量依赖性细胞因子释放。

58.如权利要求57所述的六聚体蛋白，其中这些GITR阳性免疫细胞是基于板的测定中

的T细胞。

59.如权利要求52至58中任一项所述的六聚体蛋白，其中这些细胞是CD4+、CD8+、NK、或B

细胞。
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60.如权利要求57至59中任一项所述的六聚体蛋白，其中这些GITR阳性免疫细胞、T细

胞、CD4+、CD8+或B细胞是抗原处理的和/或NK细胞是活化的。

61.如权利要求60所述的六聚体蛋白，如通过胸苷掺入测量的，该六聚体蛋白可刺激抗

原处理的初级人T细胞的增殖，EC50是约0.1至约2.7nM。

62.如权利要求61所述的六聚体蛋白，其中该EC50是约0.5nM。

63.如权利要求57所述的六聚体蛋白，其中该细胞因子是IFNγ、TNFα、IL-5、IL-10、IL-

2、IL-4、IL-13、IL-8、IL-12p70、IL-1β、或其任何组合。

64.如权利要求51至63中任一项所述的六聚体蛋白，其可以活化表达GITR的细胞中的

下游信号传导途径，任选地，其中该下游信号传导途径是NFκB途径或MAPK途径。

65.如权利要求64所述的六聚体蛋白，其中这些表达GITR的细胞是T细胞。

66.如权利要求64所述的六聚体蛋白，其中这些表达GITR的T细胞是表达GITR的Jurkat 

NFκB-荧光素酶报告细胞，该Jurkat  NFκB-荧光素酶报告细胞响应于NFκB信号传导途径的

刺激产生荧光素酶。

67.如权利要求51至66中任一项所述的六聚体蛋白，其中向需要癌症治疗的受试者给

予有效剂量可抑制该受试者中的肿瘤生长。

68.如权利要求67所述的六聚体蛋白，其中该肿瘤生长抑制是在GITR阳性免疫细胞任

选地T-细胞或NK细胞的存在下实现的。

69.如权利要求67或68所述的六聚体蛋白，其中与给予同种型匹配的对照相比，肿瘤生

长被抑制至少10％、至少20％、至少30％、至少40％、至少50％、至少60％、至少70％、至少

80％、至少90％、至少95％、至少98％或至少100％。

70.如权利要求51至69中任一项所述的六聚体蛋白，其中该多肽亚基包括IgG1、IgG2、

IgG3、IgG4或IgG4P  Fc结构域，并且可通过结合GITR而诱导表达GITR的CD4+或CD8+T细胞的

细胞因子活化和增殖，但基本上不触发针对这些CD4+或CD8+T细胞的补体依赖性或抗体依赖

性细胞毒作用。

71.如权利要求51至69中任一项所述的六聚体蛋白，其中该多肽亚基包括IgG1Fc结构

域并且触发针对表达高水平GITR的细胞的Fc受体依赖性细胞毒作用。

72.如权利要求51至69中任一项所述的六聚体蛋白，其中该多肽亚基包括IgG2、IgG3、

IgG4或IG4P  Fc结构域并且可通过结合GITR而诱导表达GITR的细胞的增殖。

73.如权利要求71所述的六聚体蛋白，其中该Fc受体依赖性细胞毒作用是抗体依赖性

细胞毒作用或抗体依赖性吞噬作用。

74.如权利要求71所述的六聚体蛋白，其中这些表达高水平GITR的细胞是肿瘤细胞。

75.如权利要求71所述的六聚体蛋白，其中这些表达高水平GITR的细胞是CD4+FOXP3+T

细胞或抗原处理的CD4+FOXP3-T细胞。

76.如权利要求71所述的六聚体蛋白，其中该六聚体蛋白与对照相比提供了CD4+FOXP3+

调节性T细胞频率的降低。

77.如权利要求71所述的六聚体蛋白，其中该六聚体蛋白与对照相比提供了肿瘤内CD4+

FOXP3+调节性T细胞频率的降低。

78.一种组合物，包括如权利要求51至77中任一项所述的六聚体蛋白、以及载体。

79.一种多核苷酸，包括编码如权利要求1至49中任一项所述的多肽亚基或如权利要求
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51至78中任一项所述的六聚体蛋白的核酸。

80.如权利要求79所述的多核苷酸，其中该多核苷酸进一步包括编码与该多肽亚基可

操作连接的信号肽的核酸序列。

81.如权利要求80所述的多核苷酸，其中编码该信号肽的核酸与编码该多肽亚基的IgG 

Fc结构域的氨基末端的核酸可操作地连接。

82.如权利要求79所述的多核苷酸，包括SEQ  ID  NO:5。

83.一种载体，其包括如权利要求79至82中任一项所述的多核苷酸。

84.一种宿主细胞，其包括如权利要求79至权利要求82中任一项所述的多核苷酸或如

权利要求83所述的载体。

85.一种生产如权利要求1至49中任一项所述的多肽亚基或如权利要求51至77中任一

项所述的六聚体蛋白的方法，该方法包括在表达由该多核苷酸或载体编码的该多肽亚基或

六聚体蛋白的条件下培养如权利要求84所述的宿主细胞，并且回收该多肽亚基或六聚体蛋

白。

86.一种用以促进抗原处理的T细胞和/或NK细胞的存活或增殖的方法，该方法包括使

抗原处理的T细胞和/或NK细胞与如权利要求51至77中任一项所述的六聚体蛋白或如权利

要求78所述的组合物接触，其中该六聚体蛋白可以特异性地结合这些T细胞和/或NK细胞表

面上的GITR。

87.一种诱导从活化的表达GITR的免疫细胞释放细胞因子的方法，该方法包括使这些

细胞接触如权利要求51至77中任一项所述的六聚体蛋白或如权利要求78所述的组合物，其

中该六聚体蛋白可特异性地结合这些细胞表面上的GITR。

88.如权利要求87所述的方法，其中该细胞因子是IFNγ、TNFα、IL-10、GM-CSF、或其任

何组合。

89.如权利要求87或88中任一项所述的方法，其中这些表达GITR的免疫细胞是抗原处

理的CD4+T细胞、抗原处理的CD8+T细胞、活化的NK细胞或其组合。

90.如权利要求86至89中任一项所述的方法，其中这些活化的NK细胞、抗原处理的CD4+T

细胞或抗原处理的CD8+T细胞是人NK细胞、CD4+或CD8+T细胞，食蟹猴NK细胞、CD4+或CD8+T细

胞，恒河猴NK细胞、CD4+或CD8+T细胞，或其组合。

91.一种促进T细胞或NK细胞活化的方法，该方法包括使T细胞或NK细胞接触如权利要

求51至77中任一项所述的六聚体蛋白或如权利要求78所述的组合物，其中该六聚体蛋白可

特异性地结合这些T细胞或NK细胞表面上的GITR。

92.如权利要求91所述的方法，进一步包括通过该Fc结构域与表达FcγR的细胞的相互

作用使该六聚体蛋白交联。

93.如权利要求92所述的方法，其中该表达FcγR的细胞是B细胞、单核细胞、巨噬细胞、

髓样树突状细胞或浆细胞样树突状细胞、滤泡树突状细胞、朗格汉斯细胞、内皮细胞、NK细

胞、嗜中性粒细胞、嗜酸性粒细胞、血小板、肥大细胞、来自原发人肿瘤或肿瘤引流或非引流

淋巴结的CD45+细胞、来自其他二级或三级淋巴样结构的CD45+细胞、或它们的组合。

94.如权利要求91至93中任一项所述的方法，其中NK细胞或T-细胞活化可以通过NFκB

或MAPK信号传导途径的刺激来测量。

95.如权利要求91至94中任一项所述的方法，其中这些NK或T细胞是活化的NK细胞、抗
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原处理的CD4+T细胞、抗原处理的CD8+T细胞、或其组合。

96.如权利要求95所述的方法，其中这些NK细胞、CD4+或CD8+T细胞是初级人NK细胞、CD4
+或CD8+T细胞，食蟹猴NK细胞、CD4+或CD8+T细胞，恒河猴NK细胞、CD4+或CD8+T细胞，或其组

合。

97.如权利要求86至96中任一项所述的方法，其中该接触包括向受试者给予有效量的

该六聚体蛋白或包括该六聚体蛋白的组合物。

98.一种治疗受试者的癌症的方法，该方法包括向需要治疗的受试者给予有效量的如

权利要求51至77中任一项所述的六聚体蛋白、或如权利要求78所述的组合物。

99.如权利要求98所述的方法，其中该受试者是人类受试者或犬受试者。

100.如权利要求98所述的方法，其中该癌症是实体瘤。

101.如权利要求100所述的方法，其中该实体瘤与选自下组的癌症相关联，该组由以下

各项组成：结直肠癌、乳腺癌、肝细胞癌、非小细胞肺癌、小细胞肺癌、间皮瘤、头颈癌、胃癌、

胰腺癌、黑色素瘤、葡萄膜黑色素瘤、肾癌、卵巢癌、宫颈癌、成胶质细胞瘤、睾丸癌、甲状腺

癌、前列腺癌和食管癌。

102.如权利要求98所述的方法，其中该癌症是血癌。

103.如权利要求102所述的方法，其中该血癌选自下组，该组由以下各项组成：霍奇金

氏淋巴瘤、非霍奇金氏淋巴瘤、多发性骨髓瘤、急性成淋巴细胞性白血病、急性骨髓性白血

病、慢性淋巴细胞性白血病、以及慢性骨髓性白血病。

104.如权利要求98至103中任一项所述的方法，其中该六聚体蛋白或组合物的给予可

抑制肿瘤生长，可促进肿瘤减小，或两者。

105.如权利要求98至104中任一项所述的方法，其中肿瘤生长抑制是在NK细胞或T细胞

的存在下实现的。

106.如权利要求104或权利要求105所述的方法，其中与给予缺乏GITRL受体结合结构

域的同种型匹配对照相比，肿瘤生长被抑制至少10％、至少20％、至少30％、至少40％、至少

50％、至少60％、至少70％、至少80％、至少90％、至少95％、至少98％或100％。

107.如权利要求98至106中任一项所述的方法，其中该六聚体蛋白包括IgG1、IgG2、

IgG3、IgG4或IgG4P  Fc结构域，并且可以通过结合GITR而诱导抗原处理的表达GITR的免疫

细胞的增殖，但基本上不触发针对活化的免疫细胞的补体依赖性或抗体依赖性细胞毒作

用。

108.如权利要求107所述的方法，其中这些表达GITR的免疫细胞是CD4+T细胞、NK细胞或

CD8+T细胞。

109.如权利要求98至106中任一项所述的方法，其中该六聚体蛋白包括IgG1Fc结构域

并且触发表达高水平GITR的细胞的NK细胞介导的和/或巨噬细胞介导的抗体依赖性细胞毒

作用(ADCC)或抗体依赖性细胞吞噬作用。

110.如权利要求109所述的方法，其中这些表达高水平GITR的细胞是肿瘤细胞。

111.如权利要求109所述的方法，其中这些表达高水平GITR的细胞是CD4+FOXP3+T细胞。

112.如权利要求111所述的方法，其中该六聚体蛋白与对照相比提供了CD4+FOXP3+调节

性T细胞频率的降低。

113.如权利要求111所述的方法，其中该六聚体蛋白与对照相比提供了肿瘤内CD4+
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FOXP3+调节性T细胞频率的降低。

114.一种增强受试者的免疫应答的方法，该方法包括向对其有需要的受试者给予治疗

有效量的如权利要求51至77中任一项所述的六聚体蛋白、或如权利要求78所述的组合物。

115.如权利要求114所述的方法，其中该受试者是人类受试者或犬受试者。

116.如权利要求115所述的方法，其中该对其有需要的受试者患有癌症。

117.如权利要求116所述的方法，其中该癌症是实体瘤。

118.如权利要求114至117中任一项所述的方法，其中该受试者患有结直肠癌、乳腺癌、

肝细胞癌、非小细胞肺癌(NSCLC)、小细胞肺癌、间皮瘤、头颈癌、胃癌、胰腺癌、黑色素瘤、葡

萄膜黑色素瘤、肾癌、卵巢癌、宫颈癌、成胶质细胞瘤、睾丸癌、甲状腺癌、前列腺癌、食管癌、

膀胱癌、头颈部鳞状细胞癌(SCCHN)、结直肠癌(CRC)、血癌或其组合。

119.如权利要求118所述的方法，其中该癌症是血癌。

120.如权利要求119所述的方法，其中该血癌选自下组，该组由以下各项组成：霍奇金

氏淋巴瘤、非霍奇金氏淋巴瘤、多发性骨髓瘤、急性成淋巴细胞性白血病、急性骨髓性白血

病、慢性淋巴细胞性白血病、以及慢性骨髓性白血病。

121.如权利要求114至120中任一项所述的方法，其中该六聚体蛋白或组合物的给予可

抑制肿瘤生长，可促进肿瘤减小，或两者。

122.如权利要求114至121中任一项所述的方法，其中肿瘤生长抑制是在NK细胞或T细

胞的存在下实现的。

123.如权利要求121或122中任一项所述的方法，其中与给予缺乏GITRL受体结合结构

域的同种型匹配对照相比，肿瘤生长被抑制至少10％、至少20％、至少30％、至少40％、至少

50％、至少60％、至少70％、至少80％、至少90％、至少95％、至少98％或100％。

124.如权利要求114至123中任一项所述的方法，其中该六聚体蛋白包括IgG1、IgG2、

IgG3、IgG4或IgG4P  Fc结构域，并且可以通过结合GITR而诱导活化的表达GITR的免疫细胞

的增殖，但基本上不触发针对这些活化的免疫细胞的补体依赖性或抗体依赖性细胞毒作

用。

125.如权利要求124所述的方法，其中这些表达GITR的免疫细胞是CD4+T细胞、NK细胞或

CD8+T细胞。

126.如权利要求114至123中任一项所述的方法，其中该六聚体蛋白包括IgG1Fc结构域

并且触发表达高水平GITR的细胞的NK细胞介导的和/或巨噬细胞介导的抗体依赖性细胞毒

作用(ADCC)或抗体依赖性细胞吞噬作用。

127.如权利要求126所述的方法，其中这些表达高水平GITR的细胞是肿瘤细胞。

128.如权利要求126所述的方法，其中这些表达高水平GITR的细胞是CD4+FOXP3+T细胞。

129.如权利要求126所述的方法，其中该六聚体蛋白与对照相比提供了CD4+FOXP3+调节

性T细胞频率的降低。

130.如权利要求126所述的方法，其中该六聚体蛋白与对照相比提供了肿瘤内CD4+

FOXP3+调节性T细胞频率的降低。

131.一种治疗受试者的实体瘤的方法，该方法包括向该受试者给予如权利要求1所述

的分离的单链多肽亚基和OX40激动剂。

132.如权利要求131所述的方法，其中该OX40激动剂是OX40配体融合蛋白或抗-OX40抗
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体中的一种或多种。

133.如权利要求132所述的方法，其中该OX40配体融合蛋白是MEDI6383。

134.如权利要求132所述的方法，其中该抗OX40抗体是MEDI0562。

135.一种治疗受试者的癌症的方法，该方法包括向需要治疗的受试者给予有效量的与

T-细胞引发剂组合的如权利要求51至77中任一项所述的六聚体蛋白或如权利要求78所述

的组合物。

136.如权利要求136所述的方法，其中该T-细胞引发剂是E7合成长肽(SLP)和加CpG寡

脱氧核苷酸。
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GITRL融合蛋白及其用途

对以电子方式提交的序列表的引用

[0001] 与本申请一起提交的ASCII文本文件的以电子方式提交的序列表内容(名称：

GITRLF-100P2_ST25.txt；大小：56,159字节；以及创建日期：2016年6月15日)通过引用以其

全部内容结合在此。

背景技术

[0002] 糖皮质激素诱导的肿瘤坏死因子受体(TNFR)相关蛋白(GITR)，也称为TNFRSF18、

AITR或CD357，是在调节性T细胞上表达，并在抗原处理的CD4+辅助细胞和CD8+细胞毒性T细

胞以及活化的NK细胞上上调(Stephens等人J.Immunol.[免疫学杂志](2004)173(8):5008-

5020；Clothier和Watts ,Cytokine  Growth  Factor  Rev .[细胞因子生长因子评论]

(2014))。GITR是涉及通过抗原暴露控制T-细胞活化的受体和配体的复杂系统的一部分。

GITR具有一个已知的内源性配体，GITR配体(GITRL)，该GITR配体以松散三聚体的形式存

在，并且可以使GITR聚集，在T细胞内导致有效的细胞信号传导事件(Chattopadhyay等人

(2007)Proc.Natl.Acad .Sci.USA[美国国家科学院院刊]104(49):19452-19457)。GITR和

GITRL之间的相互作用导致向T细胞递送正共刺激信号，这通过抗原暴露增强其增殖和活

化，帮助促进记忆细胞产生并重编程调节性T细胞；降低其抑制功能(Clothier和Watts ,

Cytokine  Growth  FactorRev.[细胞因子生长因子评论](2014)1月4日；Schaer等人Curr 

Opin  Immunol.[当前免疫学观点](2012))。

发明内容

[0003] 本披露涉及多肽亚基，每一个作为融合多肽都包括GITR配体(GITRL)的受体结合

结构域、多聚结构域(例如三聚结构域)和IgG  Fc结构域，这些多肽亚基能够形成稳定的多

聚体(例如，六聚体蛋白)。提供了可用于癌症免疫疗法和病毒感染治疗的组合物和方法。

[0004] 在某些方面中，提供了分离的单链多肽亚基，其包括：IgG  Fc结构域；功能性多聚

结构域；和糖皮质激素诱导的TNF受体配体(GITRL)的受体结合结构域，其中该多肽亚基可

以自组装成三聚体或六聚体蛋白。

[0005] 在某些方面中，提供了包括三个单链多肽亚基的三聚体蛋白，每一个单链多肽亚

基包括：IgG  Fc结构域；功能性多聚结构域；和糖皮质激素诱导的TNF受体配体(GITRL)的受

体结合结构域。

[0006] 在某些方面中，提供了包括六个单链多肽亚基的六聚体蛋白，每一个单链多肽亚

基包括：IgG  Fc结构域；功能性多聚结构域；和糖皮质激素诱导的TNF受体配体(GITRL)的受

体结合结构域。

[0007] 在某些方面中，提供了包括六聚体蛋白和载体的组合物。

[0008] 在某些方面中，提供了包括编码单链多肽亚基或六聚体蛋白的核酸的多核苷酸。

[0009] 在某些方面中，提供了包括编码单链多肽亚基或六聚体蛋白的多核苷酸的载体。

[0010] 在某些方面中，提供了包括编码单链多肽亚基或六聚体蛋白的多核苷酸的宿主细
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胞或包括包含这些多核苷酸的载体的宿主细胞。

[0011] 在某些方面中，提供了产生多肽亚基或产生六聚体蛋白的方法，其中这些方法包

括：在如下条件下培养包括编码这些多肽亚基或六聚体蛋白的多核苷酸或载体的宿主细

胞，在这些条件中由该多核苷酸或载体编码的多肽亚基或六聚体蛋白得以表达；并回收多

肽亚基或六聚体蛋白。

[0012] 在某些方面中，提供了用以促进抗原处理的T细胞和/或活化的NK细胞的存活或增

殖的方法，其中这些方法包括使抗原处理的T细胞和/或活化的NK细胞与该六聚体蛋白或组

合物接触，其中该六聚体蛋白可以特异性地结合T细胞和/或NK细胞表面上的GITR。

[0013] 在某些方面中，提供了诱导细胞因子从活化的表达GITR的免疫细胞释放的方法，

其中这些方法包括使这些细胞与该六聚体蛋白或组合物接触，其中该六聚体蛋白可以特异

性地结合这些细胞表面上的GITR。

[0014] 在某些方面中，提供了促进T细胞或NK细胞活化的方法，其中这些方法包括使T细

胞或NK细胞与该六聚体蛋白或组合物接触，其中该六聚体蛋白可以特异性地结合T细胞或

NK细胞表面上的GITR。

[0015] 在某些方面中，提供了治疗受试者的癌症的方法，其中这些方法包括向需要治疗

的受试者给予有效量的六聚体蛋白或组合物。

[0016] 在某些方面中，提供了增强受试者的免疫应答的方法，其中这些方法包括向对其

有需要的受试者给予治疗有效量的六聚体蛋白或组合物。

[0017] 在某些方面中，提供了治疗受试者的实体瘤的方法，包括向受试者给予以上披露

的分离的单链多肽亚基和OX40激动剂。

[0018] 另一方面中，提供了治疗受试者的实体瘤的方法，包括向受试者给予以上披露的

分离的单链多肽亚基和T-细胞引发剂。

附图说明

[0019] 图1.使用蛋白G和尺寸排阻色谱法纯化的重组GITRL融合蛋白(FP)(母系蛋白1wt)

和GITRL  FP(冠蛋白1a  wt)蛋白的SDS-PAGE分析。

[0020] 图2A-D.显示六聚体GITRL  FP变体与表达GITR的CHO细胞的结合特征曲线的图表。

[0021] 图3A-D.显示与三聚体GITRL竞争结合GITR-Fc的六聚体GITRL  FP变体的抑制特征

曲线的图表。

[0022] 图4A-D.显示使用人GITR转染的NF-κB荧光素酶基因报告细胞系，GITRL  FP分子的

相对效力的图表。

[0023] 图5A-D.GITRL  FP(GCN4pII)、GITRL  FP(冠蛋白1a  wt)、GITRL  FP(朗格汉斯蛋白

wt)和GITRL  FP(朗格汉斯蛋白变体)的去折叠转变。

[0024] 图6.洗脱的峰的摩尔质量组成。该图表显示溶液中的多聚体GITRL  FP母系蛋白-1

蛋白(虚线)形成重均摩尔质量(从左到右)为612、312和215kDa的三种物质，其中没有容易

鉴别的主要种类。另一方面，>90％的多聚体GITRL  FP(冠蛋白1a  wt；虚线)和多聚体GITRL 

FP(GCN4pII；实线)蛋白质量洗脱为单一蛋白种类。这些峰虽然不是完全单分散的，但最可

能是由于附接至蛋白质上的聚糖的异质性。

[0025] 图7.六聚体GITRL  FP分子的示意图。
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[0026] 图8.代表性GITRL  IgG1融合多肽亚基的核苷酸和经翻译的蛋白质序列。各结构域

被突出显示并注释。ECD＝胞外结构域；GITRL＝糖皮质激素诱导的肿瘤坏死因子受体配体；

HA＝血凝素。图8的核酸序列提供为SEQ  ID  NO:7，并且编码的前体蛋白质序列提供为SEQ 

ID  NO:8。

[0027] 图9.针对还原的GITRL  IgG1  FP亚基的解卷积LC-QTOF  MS谱。如通过与四极杆飞

行时间(QTOF)质谱法(LC-QTOF  MS)偶联的液相色谱法测定的，GITRL  IgG1  FP单体亚基

(SEQ  ID  NO:6)的精确质量与在Fc结构域中的典范糖基化位点处每个链加入一个双触角聚

糖(主要为G0f)的预期氨基酸序列一致。

[0028] 图10.在均相时间分辨荧光测定中，与铕穴状化合物轭合的人GITR-Fc与hGITRL-

HA结合。IgG1同种型对照抗体的滴定不抑制此结合。包括具有在SEQ  ID  NO:6中列出的氨基

酸序列的单体亚基的六聚体GITRL  IgG1  FP以0.562nM的半最大抑制浓度(IC50)抑制hGITR

和hGITRL之间的结合。实验在一式两份的孔中进行。误差条代表均值的标准误差。GITR(L)

＝糖皮质激素诱导的肿瘤坏死因子受体(配体)。

[0029] 图11.六聚体GITRL  FP是GITR受体的有效激动剂。将测试品在溶液中以指示浓度

添加到用hGITR和与NFκB启动子连接的荧光素酶报告基因转染的Jurkat细胞。在三小时后

测定荧光素酶活性，测量为发光。包括具有在SEQ  ID  NO:6中列出的氨基酸序列的单体亚基

的六聚体GITRL  IgG1  FP或包括具有在SEQ  ID  NO:40中列出的氨基酸序列的单体亚基的六

聚体GITRL  IgG4P  FP导致发光的浓度依赖性增加。关于此影响，六聚体GITRL  IgG1  FP的

EC50为182pM。关于此影响，六聚体GITRL  IgG4P  FP的EC50为289pM。同种型对照抗体没有影

响。实验在一式三份的孔中进行。误差条代表均值的标准误差。

[0030] 图12.六聚体GITRL  FP增强初级人T细胞响应于抗CD3和抗CD28的增殖。通过添加

板结合的包括具有在SEQ  ID  NO:6中列出的氨基酸序列的单体亚基的六聚体GITRL  IgG1 

FP或包括具有在SEQ  ID  NO:40中列出的氨基酸序列的单体亚基的六聚体GITRL  IgG4P  FP，

增加了初级人T细胞响应于抗CD3和抗CD28的增殖。该影响是浓度依赖性的，GITRL  IgG1  FP

的EC50为0.3nM，并且GITRL  IgG4P  FP的EC50为0.5nM。加入同种型对照抗体没有影响。实验

在一式三份的孔中进行。误差条代表均值的标准误差。

[0031] 图13.通过添加板结合的包括具有在SEQ  ID  NO:6中列出的氨基酸序列的单体亚

基的六聚体GITRL  IgG1  FP或包括具有在SEQ  ID  NO:40中列出的氨基酸序列的单体亚基的

六聚体GITRL  IgG4P  FP，增加了初级人T细胞响应于抗CD3和抗CD28的IFN-γ释放。该影响

是浓度依赖性的，GITRL  IgG1  FP的EC50为0.6nM，并且GITRL  IgG4P  FP的EC50为0.8nM。加入

同种型对照抗体没有影响。实验在一式三份的孔中进行。误差条代表均值的标准误差。

[0032] 图14.六聚体GITRL  IgG1  FP通过NK细胞介导初级人T细胞的ADCC。将抗原处理的

初级人T细胞进行荧光标记，并以1个T细胞与32个NK细胞的比率与初级人NK细胞混合。按指

示加入测试品，并在孵育24小时后计算T细胞的裂解％。包括具有在SEQ  ID  NO:6中列出的

氨基酸序列的单体亚基的六聚体GITRL  FP  IgG1导致裂解百分比增加。该影响是浓度依赖

性的，EC50是239pM。包括具有在SEQ  ID  NO:40中列出的氨基酸序列的单体亚基的阴性对照

六聚体GITRL  IgG4P  FP不会导致T细胞裂解百分比的任何增加。

[0033] 图15.由六聚体GITRL  IgG1  FP介导的ADCC有利于产生增加的CD8:CD4  T细胞比

率。将抗原处理的初级人T细胞进行荧光标记，并以1个T细胞与32个NK细胞的比率与初级人
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NK细胞混合。按指示加入测试品，并在在24小时孵育后通过流式细胞术评估存在于总T细胞

群中的CD4+和CD8+T细胞的百分比。包括具有在SEQ  ID  NO:6中列出的氨基酸序列的单体亚

基的六聚体GITRL  IgG1  FP导致CD8:CD4  T细胞比率的浓度依赖性转变，这有利于CD8  T细

胞。

[0034] 图16.六聚体GITRL  IgG1  FP克服了调节性T细胞介导的效应T细胞增殖抑制。在用

抗CD3和抗CD28抗体刺激五天后，通过流式细胞术分析分裂的CD4+CD25-效应T细胞的百分

比。在存在渐增数目的T-reg的情况下，分裂细胞的百分比降低。添加板结合的同种型对照

进一步降低分裂细胞的百分比。在指示浓度添加板结合的包括具有在SEQ  ID  NO:6中列出

的氨基酸序列的单体亚基的六聚体GITRL  IgG1  FP将分裂细胞的百分比恢复到不存在T-

reg时观察到的百分比。单独使用效应物的实验在单个孔中进行。所有其他的实验都在一式

两份的孔中进行。误差条代表均值的标准误差。

[0035] 图17.用mGITRL  FP处理的小鼠的存活是同种型依赖性的。在皮下植入CT26细胞后

第6天至第23天，每天通过腹膜内给予mGITRL  FP  mIgG2a或mGITRL  IgG1  FP(两者均为5或

10mg/kg)对小鼠进行处理。盐水作为阴性对照给予。

[0036] 图18.mGITRL  FP导致T细胞增殖增加。在用单剂量的0.2mg/kg或1mg/kg  mGITRL 

FP处理后7天，通过流式细胞术在脾T细胞中测量Ki67的表达。带圆圈的黑色线＝CD8  T细

胞；带正方形的深灰色线＝CD4+Foxp3-；带三角形的浅灰色线＝CD4+Foxp3+细胞。显著性是

使用学生T检验(Student’s  T  test)来计算，其中*p<0.05；**p<0.01，***p<0.001，****p<

0.0001。

[0037] 图19.mGITRL  FP导致T细胞上活化标记物ICOS的表达增加。在用单剂量的0.2mg/

kg或1mg/kg  mGITRL  FP处理后7天，通过流式细胞术在脾T细胞中测量ICOS的表达。带圆圈

的深灰色线＝CD8  T细胞；带正方形的黑色线＝CD4+Foxp3。显著性是使用学生T检验

(Student’s  T  test)来计算，其中*p<0 .05；**p<0 .01，***p<0 .001，****p<0 .0001。用

mGITRL  FP处理导致肿瘤内CD4+FOXP3+调节性T细胞和CD4+FOXP3-辅助细胞的频率降低，但

不改变CD8+细胞毒性T细胞的频率。总体结果是肿瘤微环境内的CD8:CD4比率增加。

[0038] 图20.mGITRL  FP导致肿瘤内CD8:CD4比率升高。在用单剂量的0.2mg/kg或1mg/kg 

mGITRL  FP处理后7天，通过流式细胞术测量肿瘤内CD8  T细胞(带圆圈的黑色线)、CD4+

Foxp3-细胞(带正方形的深灰色线)、CD4+Foxp3+细胞(带三角形的浅灰色线)的频率。显著性

是使用学生T检验(Student’s  T  test)来计算，其中*p<0.05；**p<0.01，***p<0.001，****p

<0.0001。

[0039] 图21.ELISA数据证明六聚体hGITRL  IgG1  FP结合人和食蟹猴GITR-Fc。包括具有

在SEQ  ID  NO:6中列出的氨基酸序列的单体亚基的生物素化六聚体hGITRL  IgG1  FP与重组

人和食蟹猴(cyno)GITR的结合。使用CD137-Fc作为阴性对照以确定该测定中的背景信号。

实验在一式三份的孔中进行。误差条代表标准偏差。CD137＝分化群137(TNFRSF9)；CD137-

Fc＝与hIgG1的Fc结构域连接的分化群137胞外结构域；Cyno＝食蟹猴；ELISA＝酶联免疫吸

附测定；GITR-Fc＝与hIgG1的Fc结构域连接的糖皮质激素诱导的肿瘤坏死因子受体胞外结

构域；OD450nm＝在450nm波长下的光密度读数。

[0040] 图22.六聚体hGITRL  IgG1  FP处理的食蟹猴中KI67阳性T细胞亚群％的测量。持续

20天监测食蟹猴的KI67阳性T细胞亚群％的基线水平，在第0天用运载体对照(圆圈)、1mg/
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kg  hGITRL  IgG1  FP(三角形)或10mg/kg  hGITRL  IgG1  FP(正方形)处理，并且然后在第1、

3、5、9、11、15、18、22和29天监测KI67阳性T细胞亚群％。

[0041] 图23A-B.与三聚体hGITRL竞争结合hGITR-Fc的hGITRL  FP蛋白的抑制特征曲线和

IC50值。hGITRL  FP  wt，N92D和N104D(A)以及hGITRL  FP，N161D(B)

[0042] 图24.hGITRL  FP蛋白结合hGITR-Fc的结合特征曲线和Kd值。

[0043] 图25A-C.显示使用人GITR转染的NF-κB荧光素酶基因报告细胞系，GITRL  FP分子

的相对效力的图表和EC50值。hGITRL  FP  wt和N92D(A)；hGITRL  FP  wt，N161D，N129A和

N129A/N161D(B)；N161D和N129A/N161D(C)

[0044] 图26A-C.显示使用具有胸苷掺入读出的人初级CD3+T细胞再刺激测定，GITRL  FP

分子的相对效力的图表。hGITRL  FP  wt和N92D(A)；hGITRL  FP  wt，N92D和N104D(B)；wt和

N161D(C)。

[0045] 图27.GITRL  FP  wt和N92D变体的去折叠转换。

[0046] 图28.在中国仓鼠卵巢细胞中产生的hGITRL  FP中发现的主要寡糖结构；复合型

(A)；高甘露糖(B)。Man＝甘露糖；GlcNAc＝N-乙酰葡糖胺；Fuc＝海藻糖；Gal＝半乳糖；NANA

＝N-乙酰神经氨酸(唾液酸)。

[0047] 图29A-C.GITRL  FP肽作图。对于GITRL  FP  wt(Ai)和GITRL  FP  N161D(Aii)，含有

Fc  N-糖基化位点的胰蛋白酶水解的肽7(T7)的提取离子色谱图。对于GITRL  FP  wt(Aiii)

和GITRL  FP  N161D(Aiv)，T7的组合的解卷积质谱，显示了主要糖型。对于GITRL  FP  wt(Bi)

和GITRL  FP  N161D(Bii)，含有GITRL  ECD  N129N-糖基化共有序列的胰蛋白酶水解的肽40

(T40)的提取离子色谱图。对于GITRL  FP  wt(Biii)和GITRL  FP  N161D(Biv)，T40的组合的

解卷积质谱，显示了与在N129处不存在N-糖基化的情况一致的质量。分别对于GITRL  FP  wt

(Ci)和GITRL  FP  N161D(Cii)，胰蛋白酶水解的肽42-43(T42-43)和43(T43)的提取离子色

谱图。对于GITRL  FP  wt(Ciii)，T42-43的组合的解卷积质谱，显示了GITRL  ECD  N161N-糖

基化位点处的主要糖型。对于GITRL  FP  N161D(Civ)，T43的组合的解卷积质谱，显示了证实

N161D取代和N-糖基化不存在的质量。

[0048] 图30A-C.鼠GITR配体融合蛋白的结构和激动潜力。(A)从N-至C-末端，由免疫球蛋

白G1(IgG1)或2a(IgG2a)的片段可结晶(Fc)区、多聚结构域(MD)和鼠GITR配体的胞外(GITR

结合)结构域(ECD)组成的鼠GITRL-FP的示意图(B)经纯化的鼠GITRL-FP的SDS-PAGE。(C)在

用mGITRL-FP、DTA-1rIgG2b同种型对照或mOX40L-FP处理后，在鼠GITR受体转导的Jurkat细

胞系中的NF-κB相关发光。数据代表至少两个独立实验。

[0049] 图31A-E.全面FcγR接合增加抗肿瘤活性但不驱动GITR下游的T-细胞增殖的增加

(A)Balb/c小鼠中的肿瘤生长。通过按指示将小鼠通过i.p .注射盐水对照、mGITRL-FP 

mIgG1或mGITRL-FP  mIgG2a处理一次。在每个单独的图表上指示消退数(B)在治疗CT26荷瘤

小鼠后4天，脾T-细胞中Ki67表达的频率。(C)按指示用10mg/kg的mGITRL-FP或盐水对照处

理CT26荷瘤小鼠后4天肿瘤内T-细胞亚组的频率和(D)肿瘤内CD8+与CD4+FoxP3+细胞的比

率。(E)处理后4天，脾脏和肿瘤内T-细胞亚组上GITR表达的荧光强度中值。误差条指示均值

的标准误差；n＝7-10只小鼠/组。对于(B)和(C)，**p<0.005***p<0.001和****p<0.0001，如

通过双向ANOVA计算的；C的显著性对于CD4+Foxp3+细胞的变化是黑色的，并且对于CD4+

Foxp3-细胞的变化是灰色的；对于(D)，*P<0.05，如通过单向ANOVA计算的；对于(E)，****p<
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0.0001，如通过学生T检验计算的。

[0050] 图32A-B.用mGITRL-FP  mIgG2a或mIgG1处理后肿瘤内T-reg耗减和CD4+Foxp3-:T-

reg比率。在CT26植入后6天，向CT26荷瘤小鼠i.p.注射盐水对照、mGITRL-FP  mIgG1(10mg/

kg)或mGITRL-FP  mIgG2a(10mg/kg)一次。(A)显示处理后4天肿瘤中CD4+Foxp3+T-reg的比

例的流式细胞术绘图。CD4+Foxp3+流式细胞术分析设门是基于Foxp3荧光减一

(Foxp3fluorescence  minus  one)(FMO)对照定位的。(B)按指示处理后第4天测量的肿瘤内

CD4+Foxp3-:T-reg比率。使用单向ANOVA进行统计分析，其中****指示P-值<0.0001。

[0051] 图33A-C.鼠GITRL-FP  mIgG2a以剂量和方案依赖性方式介导抗肿瘤活性。在Balb/

c小鼠中的肿瘤生长。通过i.p.注射以下项对小鼠进行处理：(A)指示剂量水平的单剂量

mGITRL-FP  mIgG2a或(B)每天[Q1D]或每周[Q1W]给予的多剂量的0.2mg/kg  mGITRL-FP 

mIgG2a。(C)使用指示剂量和方案给予后mGITRL-FP的预测血清浓度。虚线指示实现最大抗

肿瘤活性所需的mGITRL-FP  mIgG2a的血液浓度阈值。

[0052] 图34A-D.鼠GITRL-FP  mIgG2a以剂量和方案依赖性方式介导T-细胞增殖和活化的

PD改变。在用0.2或1mg/kg  mIgG2a  mGITRL-FP一次、每三天[Q3D]或每天[Q1D]处理后7天

CT26荷瘤小鼠的肿瘤引流淋巴结中的(A)Ki67、(B)ICOS、(C)PD-1和(D)OX40阳性CD4+  T-细

胞的频率。误差条表示来自7-8只小鼠/组的均值的标准误差。*p<0 .05，**p<0 .01***p<

0.001，****0<0.0001，如通过单向ANOVA计算的。

[0053] 图35A-B .小鼠OX40配体融合蛋白的结合和效力特征曲线。(A)结合ELISA，显示

mGITRL-FP  mIgG1和mIgG2a各自特异性地结合重组小鼠GITR-Fc(黑色条)而不是重组小鼠

OX40-Fc，并且mOX40L-FP  mIgG1和mIgG2a各自特异性地结合重组小鼠OX40(灰色条)而不是

重组小鼠GITR。mOX40L-FP  Y182A同种型对照最低限度地结合重组小鼠OX40-Fc。(B)

mOX40L-FP  mIgG1(黑色圆圈)或Y182A同种型对照(空心圆圈)与Jurkat人OX40NF-κB报告细

胞系上的人OX40的结合。在报告物测定中，小鼠OX40L  FP  mIgG1诱导NFκB信号传导，但是这

对于mOX40L-FP  Y182A同种型对照不明显。

[0054] 图36A-B.mGITRL-FP的抗肿瘤活性优于CT26模型中的mOX40L-FP。(A)在Balb/c小

鼠中的肿瘤生长。每周两次i.p.注射5mg/kg  mIgG2a或mIgG1mGITRL-FP或mOX40L-FP、5mg/

kg  mIgG1融合蛋白同种型对照或盐水对小鼠进行处理。在每个单独的图表上指示总消退

数。(B)按指示处理后第10天，CT26荷瘤Balb/c小鼠的肿瘤内CD4+，FoxP3+T-reg的频率。

[0055] 图37A-E.由mGITRL-FP  mIgG2a和mOX40L-FP  mIgG1介导的药效学(PD)变化是有差

别的，并且可通过组合增强。在用25mg/kg  mGITRL-FP  mIgG2a、15mg/kg  mOX40L-FP  mIgG1

或两种分子的组合每周两次处理后14天，在CT26荷瘤小鼠的脾脏中的(A)CD4+FoxP3-或CD8

+，Ki67+，(B)CD4+或CD8+，CD44+CD62L  Lo/-效应记忆，(C)CD4+CD44+CD62L+中枢记忆，(D)

CD4+或CD8+，T-bet+和(E)CD4+EOMES+T-细胞的频率。*p<0.05，**p<0.01***p<0.001，****0

<0.0001，如通过单向ANOVA计算的。

[0056] 图38A-B.mGITRL-FP  mIgG2a和mOX40L-FP  mIgG1的组合在B16F10-Luc2和CT26荷

瘤小鼠中协同诱导增加的抗肿瘤活性。B16F10-Luc2和CT26荷瘤小鼠的肿瘤生长。(A)向

B16F10-Luc2荷瘤小鼠i.p.给予生理盐水、25mg/kg  mGITRL-FP  mIgG2a(每两周一次持续两

周)、15mg/kg  mOX40L-FP  mIgG1(每两周一次持续三周)或两种分子的组合并测量肿瘤生

长。(B)CT26荷瘤小鼠未经处理或通过i.p.注射同种型对照、7.5mg/kg的mOX40L-FP  mIgG1
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(每周两次，持续两个剂量)、0.1mg/kg的单个次最佳剂量的mGITRL-FP  mIgG2a或两种分子

的组合进行处理。在每个单独的图表旁边指示总消退数。

[0057] 图39.与单一疗法治疗相比，mGITRL-FP  mIgG2a和mOX40L-FP  mIgG1的组合诱导

B16F10-Luc2荷瘤小鼠的存活率增加。向B16F10-Luc2荷瘤小鼠i.p.给予生理盐水、25mg/kg 

mGITRL-FP  mIgG2a(每两周一次持续两周)、15mg/kg  mOX40L-FP  mIgG1(每两周一次持续三

周)或两种分子的组合并测量存活率。对数秩检验，其中***指示P-值<0.001，**指示P-值<

0.01，并且*指示P-值<0.05。

[0058] 图40(A)-(G) .(A)将CT26细胞皮下植入Balb/C小鼠中，5x105个细胞/小鼠。在第6

天将小鼠按肿瘤体积随机化并开始给药(组n＝10只小鼠)。向小鼠IP给予mGITRL  FP 

IgG2a，(B)单次剂量或(C)每隔一天持续给予9个剂量，Q2Dx9。以5、1、0 .5、0 .2、0 .1和

0.04mg/kg向它们给药。显示的数据代表两个重复实验。(D)在第11天，将它们基于肿瘤大小

随机化，并且用以下项进行处理：无、DTA-1(抗GITR  mAb)或mGITRL-FP(组n＝9)。(E)在第8、

10、12、14和16天，小鼠耗减CD8T-细胞。在第11天，将它们基于肿瘤大小随机化，并且用以下

项进行处理：无、DTA-1或mGITRL-FP  IgG2a。(F)存活期中值。(G)在第18天，处死具有CT26肿

瘤的未经处理的小鼠，以检查脾脏和肿瘤中的CD8  T-细胞以及Treg上的GITR表达。

[0059] 图41(A)-(H) .(A)将CT26细胞皮下植入Balb/C小鼠中，5x105个细胞/小鼠。在第10

天将小鼠按肿瘤体积随机化并开始给药。向小鼠IP给予mGITRL-FP  IgG2a，每两周一次持续

4次总剂量。在第18天处死小鼠以检查(B)Treg，(C)CD8  T-细胞。(D)小鼠脾脏和肿瘤用10μ

g/mL  AH1肽/蛋白转运抑制剂再刺激5小时，并针对IFNγ和TNFα进行染色。(E)CD8细胞上的

GITR表达。(F)脾脏、淋巴结和肿瘤中的Treg上的GITR表达。(G)CD4  T-细胞上的KI-67(H)

CD8  T-细胞上的KI-67。

[0060] 图42(A)-(C) .mGITRL  FP以剂量依赖性方式扩增抗原特异T-细胞。(A)用单剂量的

mGITRL  FP  IgG2a处理的CT26荷瘤小鼠清除肿瘤并在第85天免受5E5C  T26细胞/小鼠的再

激发[R箭头]。(B)用CT26再激发后，第120天，收获小鼠脾脏[PD箭头]，加工成单细胞，并用

10μg/mL  AH1肽/蛋白转运抑制剂再刺激5小时。小鼠的AH1特异性T细胞有剂量依赖性的增

加。(C)来自每个组的5只小鼠的代表图。为了比较，在第10天包括初试小鼠和未经处理的具

有CT26肿瘤的小鼠。

[0061] 图43(A)-(D) .(A)-(B)将TC-1细胞植入C57BL/6小鼠的足垫中，2x104个细胞/小

鼠。在第14天将小鼠按肿瘤体积随机化并开始给药。向小鼠IP给予mGITRL-FP  IgG2a，每两

周一次持续4次总剂量。在第24天，处死未经处理的小鼠以检查(C)Treg上的GITR表达和CD8 

T-细胞上的GITR表达。对小鼠进行针对E7特异性T-细胞的评价，并且通过E7  restim或

dextramer未检测到。

[0062] 图44(A)-(K) .(A)为了产生E7特异性T-细胞，将初试C57BL/6小鼠在尾根部注射

CpG(Addavax)中的10ug  E7  SLP。然后将小鼠用1mg/kg的mGITRL-FP  IgG2a进行处理，持续3

次剂量。对小鼠进行针对以下项的评价：脾(B)CD4  T-细胞，(C)CD8  T-细胞，(D)E7 

Dextramer+T-细胞，(E)Treg，(F)抗原特异性细胞上的GITR水平。(G)将TC-1细胞植入

C57BL/6小鼠的足垫中，2x104个细胞/小鼠。在第14天将小鼠按肿瘤体积随机化并开始给

药。将C57BL/6小鼠在尾根部注射CpG(Addavax)中的10ug  E7  SLP。在第28天，将小鼠处死。

对脾脏和肿瘤进行针对(H)-(I)E7和特异性CD8  T-细胞(J)-(K)的评价。
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[0063] 图45.(A)将TC-1细胞植入C57BL/6小鼠的足垫中，2x104个细胞/小鼠。在第14天将

小鼠按肿瘤体积随机化并开始给药。(B)将接种疫苗的C57BL/6小鼠在尾根部注射CpG

(Addavax)中的3.3ug  E7  SLP。向经处理的小鼠IP给予GITRL-FP  IgG2a，每两周一次持续4

次总剂量。(C)TC-1植入后小鼠的Kaplan-Meier存活率，P<0.05。(D)各组的存活期中值。(E)

为了检查药效学效应，处死(A)中相同处理的小鼠的组，并收获脾脏和肿瘤。合并肿瘤，并将

脾脏按个体留下。(F)评价肿瘤中的CD45+细胞。(G)将小鼠脾脏和肿瘤用1μg/mL  E7肽/蛋白

转运抑制剂再刺激5小时，并针对IFNγ和TNFα进行染色，并测量脾脏和肿瘤Treg。

具体实施方式

[0064] 在由抗原引发的过程中或之后不久，在T细胞(例如，CD4+T细胞或CD8+T细胞)上的

GITR受体的接合导致T细胞(例如，CD4+T细胞或CD8+T细胞)对抗原的应答增加。例如在活化

信号(例如抗原暴露)引发期间或之后不久，在NK细胞或B细胞上的GITR受体的接合导致这

些NK细胞或B细胞的应答增加。在本披露的上下文中，术语“接合”是指结合至GITR受体并刺

激由GITR受体介导的至少一种活性。例如，与单独对抗原的应答相比，在抗原特异性物(例

如，CD4+T-细胞和/或CD8+T-细胞)上的GITR受体的接合导致增加的T-细胞增殖和增加的细

胞因子产生。对抗原的增加的应答可以比在没有GITR受体接合的情况下维持实质上更长的

一段时间。因此，经由GITR受体的刺激通过提高非自身的例如肿瘤抗原或病毒抗原的T-细

胞、NK细胞或B细胞识别来增强抗原特异性免疫应答。GITR牵涉入某些慢性病毒感染的T-细

胞介导的控制(Pascutti等人,PLoS  Pathog.[科学公共图书馆·病原学]2015年3月4日；11

(3)；Clouthier等人,PLoS  Pathog.[科学公共图书馆·病原学]2015年1月15日；11(1))。

[0065] 当在由抗原引发T细胞的过程中或之后不久向受试者给予时，GITR激动剂可在受

试者(如人受试者)中增强抗原特异性免疫应答。GITR激动剂包括GITR配体(“GITRL”)如可

溶性GITRL融合蛋白和抗GITR抗体或其片段。具体的实例是融合多肽亚基，包含GITRL的受

体结合结构域、多聚结构域(例如三聚结构域(例如源自冠蛋白1a的α-螺旋卷曲螺旋结构域

(helical  coiled  coil  domain)))和IgG  Fc结构域，其中该多肽亚基自组装成多聚体(例

如，三聚体或六聚体)融合蛋白。在此还描述了包括编码此类融合多肽的多核苷酸序列的核

酸。本披露还提供了用于在受试者中使用多聚体GITRL融合蛋白来增强抗原特异性免疫应

答的方法。更一般地，在此披露的关于GITRL融合蛋白的组合物和方法可以应用于多聚体

(例如三聚体和六聚体)受体结合融合蛋白的生产和例如在治疗癌症的方法、治疗病毒感染

的方法、或增强受试者的免疫应答的方法中对它的使用。

定义

[0066] 术语“一个/种(a或an)”实体是指一个/种或多个/种该实体；例如，“多肽亚基”应

理解为代表一种或多种多肽亚基。因此，术语“一个”(或“一种”)、“一个或多个(一种或多

种)”、以及“至少一个(至少一种)”在此可以互换地使用。

[0067] 除非另外定义，在此所使用的所有技术和科学术语具有与本披露涉及的领域所属

的技术人员通常所理解的相同的意义。例如，Concise  Dictionary  ofBiomedicine  and 

Molecular  Biology[生物医学与分子生物学简明词典]，Juo、Pei-Show，第2版，2002，CRC出

版社；The  Dictionary  of  Cell  and  Molecular  Biology[细胞与分子生物学词典]第3版，

1999，学术出版社(AcademicPress)；以及Oxford  Dictionary  Of  Biochemistry  And 
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Molecular  Biology[生物化学和分子生物学牛津词典]，修订版，2000，牛津大学出版社

(Oxford  University  Press)为技术人员提供在本披露中使用的许多术语的通用词典注

释。

[0068] 单位、前缀和符号均以它们的国际单位系统(SI)接受形式表示。数值范围包括定

义该范围的数字。除非另外指明，否则氨基酸序列以氨基到羧基的方向从左到右书写。在此

提供的小标题不是本披露的不同方面或方面的限制，可以通过作为一个整体参考本说明书

来获得这些方面。因此，通过以其全文参考说明书，更完全地定义了就在以下定义的术语。

[0069] 如在此使用，短语“抗原处理的”用于描述已经暴露于抗原的细胞，其中暴露于该

抗原已在该细胞中引起应答。

[0070] 如在此使用，术语“多肽”旨在涵盖单数“多肽”和复数“多肽”，并且是指由通过酰

胺键(也称为肽键)线性连接的单体(氨基酸)组成的分子。术语“多肽”是指具有两个或更多

个氨基酸的任何一个或多个链，并且不是指产物的具体长度。因此，肽、二肽、三肽、寡肽、

“蛋白质”、“氨基酸链”或用于指具有两个或更多个氨基酸的一个或多个链的任何其他术语

包含在“多肽”的定义中，并且术语“多肽”可以代替这些术语中的任何一个、或可与其互换

使用。术语“多肽”还旨在指多肽在表达后修饰的产物，包括而不限于糖基化、乙酰化、磷酸

化、酰胺化、通过已知保护/阻断基团来进行的衍生、蛋白水解裂解或通过非标准的氨基酸

来进行的修饰。多肽可来自天然生物来源或通过重组技术来产生，但不是必然从一个指定

的核酸序列翻译而来。它可以按任何方式、包括通过化学合成来产生。

[0071] 如在此使用的，“蛋白质”可指单个多肽，即，如上所定义的单个氨基酸链，而且还

可以指相关联的两个或更多个多肽，例如，通过二硫键、氢键、或疏水相互作用来产生多聚

体蛋白。如在此使用的，术语“多肽亚基”是指氨基酸的多肽链，该多肽链可以与其他多肽亚

基(无论是相同或不同的)相互作用以形成多聚体蛋白，例如，如在此所描述的六聚体蛋白。

[0072] 如在此披露的多肽可以具有约3个或更多个、5个或更多个、10个或更多个、20个或

更多个、25个或更多个、50个或更多个、75个或更多个、100个或更多个、200个或更多个、500

个或更多个、1,000个或更多个，或2,000个或更多个氨基酸的大小。多肽可以具有一种限定

的三维结构，但是它们不是必然具有这种结构。具有限定的三维结构的多肽称为折叠的，并

且不具有限定的三维结构而可采用很多不同构象的多肽称为去折叠的。

[0073] “分离的”物质、组合物、实体，和/或物质、组合物或实体的任何组合，或其任何语

法变体(例如分离的生物材料)是不处于其自然环境的物质。不需要特定的纯化水平。例如，

分离的抗体是不会产生于或位于其天然或自然环境中的抗体。如在此所披露的，认为重组

生产的生物材料是分离的，如在非天然细胞(如杂交瘤)中产生的材料一样。如果已经通过

任何合适的技术分离、分馏或者部分地或基本上纯化，则该物质例如生物材料也被认为是

“分离的”。在某些方面中，分离的物质(例如分离的生物材料)可以是“非天然存在的”。

[0074] 如在此所使用，术语“非天然存在的”物质、组合物、实体和/或物质、组合物或实体

的任何组合或其任何语法变化形式是明确排除但仅排除本领域普通技术人员熟知为“天然

存在”或由法官或行政机关(如美国专利及商标局)或司法机构确定或解释为或可能在任何

时候确定或解释为“天然存在”的物质、组合物、实体和/或物质、组合物或实体的任何组合

的那些形式的条件术语。例如，术语“非天然存在的抗体”明确排除天然存在的那些抗体，例

如会天然存在于暴露于抗原刺激正常环境的小鼠的免疫系统中的抗体，或由行政机构(例
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如美国专利及商标局)或司法机构(例如联邦法院)最终确定为“天然存在”的抗体。

[0075] 在此披露的其他多肽是前述多肽的片段、衍生物、类似物或变体，以及其任何组

合。当提及如在此披露的多肽亚基或多聚体蛋白时，术语“片段”、“变体”、“衍生物”和“类似

物”可包括保留完整多肽或蛋白质的至少一些活性的任何多肽或蛋白质，但其在结构上不

同。多肽的片段包括，例如，蛋白水解片段、以及缺失片段。变体包括如上所述的片段，而且

还有由于氨基酸取代、缺失或插入而具有改变的氨基酸序列的多肽。变体可自发产生或有

意构造。有意构造的变体可以使用本领域已知的诱变技术来产生。变体多肽可以包括保守

或非保守氨基酸取代、缺失或添加。衍生物是已被改变使得展现出在天然多肽上找不到的

附加特征的多肽。实例包括融合蛋白。变体多肽在此还可以称为“多肽类似物”。如在此所使

用的，“衍生物”是指具有通过官能侧基的反应来化学衍生的一个或多个氨基酸的主题多

肽。含有二十种标准氨基酸的一种或多种标准或合成的氨基酸衍生物的那些肽也作为“衍

生物”包括在内。例如，4-羟基脯氨酸可以取代脯氨酸；5-羟基赖氨酸可以取代赖氨酸；3-甲

基组氨酸可以取代组氨酸；高丝氨酸可以取代丝氨酸；并且鸟氨酸可以取代赖氨酸。

[0076] “保守的氨基酸取代”是一个氨基酸被具有相似侧链的另一个氨基酸置换。在本领

域中已经定义了具有相似侧链的氨基酸家族，包括碱性侧链(例如，赖氨酸、精氨酸、组氨

酸)、酸性侧链(例如，天门冬氨酸、谷氨酸)，不带电荷的极性侧链(例如，天冬酰胺、谷氨酰

胺、丝氨酸、苏氨酸、酪氨酸、半胱氨酸)、非极性的侧链(例如，甘氨酸、丙氨酸、缬氨酸、亮氨

酸、异亮氨酸、脯氨酸、苯丙氨酸、甲硫氨酸、色氨酸)、β-分支侧链(例如，苏氨酸、缬氨酸、异

亮氨酸)、以及芳香族侧链(例如，酪氨酸、苯丙氨酸、色氨酸、组氨酸)。例如，苯丙氨酸对于

酪氨酸的取代是保守取代。鉴定不消除蛋白质活性的核苷酸和氨基酸保守取代的方法是本

领域公知的(参见，例如，Brummell等人,Biochem .[生物化学]32:1180-1187(1993)；

Kobayashi等人,Protein  Eng .[蛋白质工程]12(10):879-884(1999)；以及Burks等人,

Proc.Natl.Acad.Sci.USA[美国国家科学院院刊]94:412-417(1997))。

[0077] 如在此使用的术语“抗体”(或其片段、变体、或衍生物)是指能够结合至抗原的抗

体的至少最小部分，例如，在由B细胞产生的典型抗体的情况下，至少重链(VH)的可变结构

域和轻链(VL)的可变结构域。脊椎动物系统中的基础抗体结构相对较好理解。参见，例如，

Harlow等人,Antibodies:A  Laboratory  Manual ,(Cold  Spring  Harbor  Laboratory 

Press,2nd  ed.1988)[抗体:实验室手册(冷泉港实验室出版社,第2版,1988)]。

[0078] 抗体或其抗原结合片段、变体或衍生物包括但不限于多克隆抗体、单克隆抗体、人

抗体、人源化抗体或嵌合抗体、单链抗体、表位结合片段，例如Fab、Fab'和F(ab')2、Fd、Fvs、

单链Fvs(scFv)、单链抗体、二硫化物连接的Fvs(sdFv)、包括VL或VH域的片段、由Fab表达文

库产生的片段。ScFv分子在本领域中是已知的并且描述于例如美国专利5,892,019之中。本

披露涵盖的免疫球蛋白或抗体分子可以是免疫球蛋白分子的任何类型(例如IgG、IgE、IgM、

IgD、IgA、以及IgY)、类别(例如IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA1、以及IgA2)或子类。

[0079] 术语“多核苷酸”旨在涵盖单数核酸以及复数核酸，并且是指经分离的核酸分子或

构建体，例如信使RNA(mRNA)或质粒DNA(pDNA)。多核苷酸可包括常规磷酸二酯键或非常规

键(例如酰胺键，诸如在肽核酸(PNA)中所发现)。术语“核酸”是指存在于多核苷酸中的任何

一个或多个核酸节段，例如DNA或RNA片段。“分离的”核酸或多核苷酸意指已经从其天然环

境中去除的核酸分子DNA或RNA。例如，在一个载体中所包含的编码多肽亚基的重组多核苷
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酸被视为是分离的，如在此披露。分离的多核苷酸的另外实例包括维持在异源宿主细胞中

的重组多核苷酸或溶液中的纯化(部分地或基本上)多核苷酸。分离的RNA分子包括多核苷

酸的体内或体外RNA转录物。分离的多核苷酸或核酸进一步包括合成产生的这类分子。另

外，多核苷酸或核酸可以是或可以包括调节元件如启动子、核糖体结合位点或转录终止子。

[0080] 如在此使用，“编码区”是包含翻译成氨基酸的密码子的核酸的一部分。虽然“终止

密码子”(TAG、TGA或TAA)未被翻译成氨基酸，它可被认为是编码区的一部分，但是任何侧翼

序列(例如启动子、核糖体结合位点、转录终止子、内含子、以及类似序列)并非编码区的一

部分。两个或更多个编码区可以存在于单一多核苷酸构建体中，例如在单一载体上，或在单

独的多核苷酸构建体中，例如在单独(不同)载体上。此外，任何载体可以含有单一编码区，

或可以包括两个或更多个编码区，例如单一载体可以单独地编码一个免疫球蛋白重链可变

区和一个免疫球蛋白轻链可变区。另外，载体、多核苷酸、或核酸可以编码异源编码区，无论

是融合或非融合至编码如在此提供的多肽亚基或融合蛋白的核酸。异源编码区包括但不限

于特化的元件或基序，如分泌信号肽或异源功能域。

[0081] 在一些实施例中，多核苷酸或核酸是DNA。在DNA的情况下，包括编码多肽的核酸的

多核苷酸通常可以包括启动子和/或可操作地与一个或多个编码区相关联的其他转录或翻

译控制元件。可操作地关联或连接是针对基因产物(例如多肽)的编码区按以下这种方式与

一个或多个调节序列相关联，该方式使得该基因产物的表达处于这种或这些调节序列的影

响或控制之下。如果启动子功能的诱导导致编码所希望的基因产物的mRNA的转录，并且如

果两个DNA片段之间的连接的性质不干扰表达调节序列引导基因产物的表达的能力或不干

扰有待转录的DNA模板的能力，那么两个DNA片段(如多肽编码区和与其关联的启动子)“可

操作地关联”或“可操作地连接”。因此，启动子区将可操作地与编码多肽的核酸相关联，只

要启动子能够实现所述核酸的转录。启动子可以是只在预定细胞中引导DNA的实质性转录

的细胞特异性启动子。除了启动子以外，其他转录控制元件例如增强子、操纵子、阻遏子以

及转录终止信号可以可操作地与多核苷酸相关联以便引导细胞特异性转录。在此披露了合

适的启动子和其他转录控制区。

[0082] 多种转录控制区是本领域技术人员已知的。这些转录控制区包括但不限于在脊椎

动物细胞中起作用的转录控制区，诸如但不限于来自巨细胞病毒的启动子和增强子片段

(立即早期启动子，它与内含子A相结合)、猿病毒40(早期启动子)和逆转录病毒(诸如劳斯

(Rous)肉瘤病毒)。其他转录控制区包括得自脊椎动物基因如肌动蛋白、热休克蛋白、牛生

长激素以及兔β-球蛋白的那些转录控制区域，连同能够控制真核细胞中的基因表达的其他

序列。另外的合适转录控制区包括组织特异性启动子和增强子，连同淋巴因子可诱导的启

动子(例如可由干扰素或白介素诱导的启动子)。

[0083] 类似地，多种翻译控制元件是本领域普通技术人员已知的。这些翻译控制元件包

括但不限于核糖体结合位点、翻译起始和终止密码子，以及得自小核糖核酸病毒的元件(特

别是内核糖体进入位点，或IRES，也称为CITE序列)。

[0084] 在其他实施例中，多核苷酸可以是例如处于信使RNA(mRNA)形式的RNA。

[0085] 多核苷酸和核酸编码区可与编码分泌肽或信号肽的另外的编码区相关联，这些另

外的编码区引导由如在此披露的多核苷酸(例如编码在此提供的多肽亚基的多核苷酸)所

编码的多肽的分泌。根据信号假设，由哺乳动物细胞分泌的蛋白质具有信号肽或分泌前导
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序列，一旦已经开始将生长的蛋白质链输出横穿粗面内质网，该信号肽或分泌前导序列就

从成熟蛋白质上裂解。本领域普通技术人员意识到由脊椎动物细胞分泌的多肽一般具有融

合至多肽的N末端的信号肽，这种信号肽从完整或“全长”多肽上裂解以便产生分泌或“成

熟”形式的多肽。在一些实施例中，使用天然信号肽，例如免疫球蛋白重链或轻链信号肽，或

保持引导与其可操作关联的多肽的分泌的能力的所述序列的功能衍生物。可替代地，可以

使用异源哺乳动物信号肽，或其功能衍生物。例如，野生型前导序列可以用甲型流感病毒血

细胞凝集素、人组织纤溶酶原活化剂(TPA)或小鼠β-葡糖醛酸酶的前导序列来取代。

[0086] “载体”是导入宿主细胞的核酸分子，从而产生转化的宿主细胞。载体可包括允许

其在宿主细胞中复制的核酸序列，如复制起点。载体也可以包括一种或多种可选择的标记

基因和本领域已知的其他遗传元件。

[0087] “转化的”细胞或“宿主”细胞是已经通过分子生物学技术将核酸分子引入的细胞。

如在此使用的，术语转化涵盖可将核酸分子引入这样的细胞的所有技术，这些技术包括转

染病毒载体，用质粒载体转化，以及通过电穿孔、脂转染、和粒子枪加速引入裸DNA。转化的

细胞或宿主细胞可以是细菌细胞或真核细胞。

[0088] “特异性地结合”一般是指分子(例如，GITRL或其受体结合片段)经由其受体结合

结构域来结合至另一个分子(例如，GITR)，并且这种结合需要配体与其受体之间有某种互

补性。根据此定义，当与配体将结合至随机、不相关的分子相比，该配体更容易经由其受体

结合域来结合至那个受体时，该配体被认为是“特异性地结合”至该受体。术语“特异性”在

此用于对某种配体结合至某种受体的相对亲和力进行定性。例如，与配体“B”相比，配体“A”

可被视为针对给定的受体具有较高特异性，或与配体“A”针对相关受体“D”所具有的特异性

相比，配体“A”可被认为以较高特异性结合至受体“C”。

[0089] “受体-结合结构域”意指包括在配体(例如，如在此所披露的GITRL)中的结合结构

域。

[0090] 配体，例如，如在此所披露的GITRL融合多肽亚基或多聚体GITRL融合蛋白可以结

合到受体，该受体例如是具有解离速率(k(解离))小于或等于5x  10-2sec-1、10-2sec-1、5x 

10-3sec-1或10-3sec-1的GITR。配体，例如，如在此所披露的GITRL融合多肽亚基或多聚体

GITRL融合蛋白可以结合到受体，该受体例如是具有解离速率(k(解离))小于或等于5x  10-

4sec-1、10-4sec-1、5x  10-5sec-1或10-5sec-15x  10-6sec-1、10-6sec-1、5x  10-7sec-1或10-7sec-1

的GITR。

[0091] 术语“抑制”、“阻断”、以及“阻遏”在此可互换地使用，并且指生物活性的任何统计

学显著的降低，包括活性的完全阻断。例如，“抑制”可以指生物活性大约10％、20％、30％、

40％、50％、60％、70％、80％、90％或100％的降低。

[0092] 如在此使用，术语“亲和力”是指配体与其同源受体的结合强度的度量。如在此使

用的，术语“亲合力”是指配体和受体的群体之间复合体的总体稳定性，即，配体和受体的组

合的功能性结合强度，例如，六聚体GITRL  IgG4融合蛋白(GITRL  FP)与细胞表面GITR的相

互作用。亲合力与群体中的单独受体结合域与特定受体的亲和力相关，并且还与配体和受

体的效价相关。

[0093] 配体，例如，在此所披露的GITRL融合多肽亚基或多聚体GITRL融合蛋白也可以就

其对配体的结合亲和力方面来描述或指定。例如，配体可以按不大于5x  10-2M、10-2M、5x  10
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-3M、10-3M、5x  10-4M、10-4M、5x10-5M、10-5M、5x  10-6M、10-6M、5x  10-7M、10-7M、5x  10-8M、10-8M、

5x  10-9M、10-9M、5x  10-10M、10-10M、5x  10-11M、10-11M、5x  10-12M、10-12M、5x  10-13M、10-13M、5x 

10-14M、10-14M、5x  10-15M或10-15M的解离常数或KD来结合至受体。

[0094] 配体，例如，如在此所披露的GITRL融合多肽亚基或多聚体GITRL融合蛋白可以结

合到受体，该受体例如是具有结合速率(k(结合))大于或等于103M-1sec-1、5X  103M-1sec-1、

104M-1sec-1或5X  104M-1sec-1的GITR。配体，例如，如在此所披露的GITRL融合多肽亚基或多

聚体GITRL融合蛋白可以结合到受体，该受体例如是具有结合速率(k(结合))大于或等于

105M-1sec-1、5X  105M-1sec-1、106M-1sec-1、或5X  106M-1sec-1、或107M-1sec-1的GITR。

[0095] GITR或“GITR受体”是蛋白质，也称为糖皮质激素诱导的TNF相关蛋白、肿瘤坏死因

子配体超家族成员18、TNSF18、活化诱导型TNF相关受体、AITR、CD357和RP5-902P8.2，在活

化的NK细胞和抗原处理的T-细胞(例如CD4+和CD8+T-细胞)以及CD4+CD25+FOXP3+调节性T-细

胞(Treg)的表面上表达(Stephens等人J.Immunol .[免疫学杂志](2004)173(8):5008-

5020)。GITR是例如SEQ  ID  NO:47的蛋白质。“GITR配体”(“GITRL”)，也称为糖皮质激素诱导

的TNF相关配体、肿瘤坏死因子配体超家族成员18配体、TNFSF18配体、TL6、活化诱导型TNF

相关配体、AITR配体、AITRL和RP1-15D23，主要在抗原呈递细胞(APC)上发现(Stephens等人

J.Immunol.[免疫学杂志](2004)173(8):5008-5020))。GITRL表达于细胞的表面上，并包括

细胞内、跨膜和胞外受体结合结构域。

[0096] 如在此使用，术语“GITRL”是指整个GITR配体、可溶性GITR配体和GITR配体的功能

活性部分。GITRL的定义内还包括GITRL的天然存在的等位基因变体、与天然存在的GITR配

体分子在氨基酸序列上不同的GITR配体变体、以及这样的变体的组合，其中这些变体保留

特异性地结合GITR受体的能力。GITRL的包括氨基酸残基取代的某些变体在此以SEQ  ID 

NO:1的成熟GITRL蛋白中的残基编号来鉴定。例如，N161D是指在SEQ  ID  NO:1的成熟人

GITRL的位置161处天冬酰胺酰残基被天冬氨酰残基取代，并且也指在SEQ  ID  NO:6和SEQ 

ID  NO:8的人GITRL的胞外结构域的等同位置中的相同取代。在提及SEQ  ID  NO:1的GITRL序

列中的各个取代时，在此还提供了除了SEQ  ID  NO:1的GITRL多肽之外的GITRL多肽中的相

应残基的等同取代。通过将SEQ  ID  NO:1序列与待取代的GITRL序列进行比对，可以容易地

鉴定出这些相应的残基。例如，具有SEQ  ID  NO:1的单个氨基酸N-末端添加的GITRL肽可以

具有在位置162处的天冬酰胺酰残基的取代，其将等同于在SEQ  ID  NO:1的位置161处的天

冬酰胺酰残基的取代。

[0097] 如在此使用，术语“GITRL融合多肽亚基”或“GITRL  FP亚基”是指单链多肽亚基，其

包括：人IgG  Fc结构域；功能性三聚结构域；和糖皮质激素诱导的TNF受体配体(GITRL)的受

体结合结构域，其中该多肽亚基可以自组装成多聚体例如三聚体或六聚体蛋白。术语“多聚

体GITRL融合蛋白”或“多聚体GITRL  FP”是指GITRL融合多肽亚基的自组装多聚体，包括例

如三聚体和六聚体。当在GITRL  FP亚基中使用某个同种型的IgG  Fc结构域时，将具有该同

种型的GITRL  FP描述为“GITRL  IgGX  FP”，其中X可以是1、2、2a、3、4或4P，例如GITRL  IgG1 

FP、GITRL  IgG2  FP、GITRL  IgG2a  FP、GITRL  IgG3  FP、GITRL  IgG4  FP和GITRL  IgG4P  FP。

[0098] 如在此使用，“OX40多肽”意指与NCBI登录号NP_003318具有至少约85％氨基酸一

致性的多肽或其片段。OX40是受体TNFR超家族中的在抗原活化的哺乳动物CD4+和CD8+T淋

巴细胞的表面上表达的成员。参见，例如，Paterson等人，Mol  Immunol[分子免疫学]24，

说　明　书 13/69 页

22

CN 108026158 A

22



1281-1290(1987)；Mallett等人，EMBO  J.[欧洲分子生物学学会杂志]9，1063-1068(1990)；

以及Calderhead等人，J  Immunol[免疫学杂志]151，5261-5271(1993))。OX40还被称为

CD134、ACT-4以及ACT35。OX40受体序列是本领域中已知的并且例如以GenBank登录号：

AAB33944或CAE11757提供。

[0099] 以下提供了示例性人OX40氨基酸序列：

[0100] “OX40配体”意指与NCBI登录号NP_003317具有至少约85％氨基酸一致性并且特异

性地结合OX40受体的多肽或其片段。参见，例如，Baum  P.R.等人EMBOJ.[欧洲分子生物学学

会杂志]13：3992-4001(1994))。术语OX40L包括整个OX40配体、可溶性OX40配体、以及包含

OX40配体的共价地连接到第二部分例如蛋白结构域的功能活性部分的融合蛋白。还包括在

OX40L的定义内的是与天然存在的OX40L在氨基酸序列上不同但是保留特异性地结合到

OX40受体的能力的变体。还包括在OX40L的定义内的是增强OX40的生物活性的变体。OX40配

体序列在本领域中是已知的并且例如以Genbank登录号：NP_003318提供。

[0101] 以下提供了示例性人OX40配体氨基酸序列：

MERVQPLEENVGNAARPRFERNKLLLVASVIQGLGLLLCFTYICLHFSALQVSHRYPRIQSIKVQFTEYKKEK

GFILTSQKEDEIMKVQNNSVIINCDGFYLISLKGYFSQEVNISLHYQKDEEPLFQLKKVRSVNSLMVASLTYKDKVY

LNVTTDNTSLDDFHVNGGELILIHQNPGEFCVL(SEQ  ID  NO：53)

[0102] 如在此使用，“OX40激动剂”意指与OX40受体特异性地相互作用并且增加OX40受体

的生物活性的OX40配体。令人希望的是，该生物活性增加至少约10％、20％、30％、50％、

70％、80％、90％、95％或甚至100％。在某些方面中，如在此所披露的OX40激动剂包括OX40

结合多肽，诸如抗OX40抗体(例如，OX40激动剂抗体)、OX40配体、或这些分子的片段或衍生

物。

[0103] 如在此使用，“OX40抗体”意指特异性地结合OX40的抗体。OX40抗体包括对OX40具

有特异性的单克隆抗体和多克隆抗体以及其抗原结合片段。在某些方面，如在此所述的抗

OX40抗体是单克隆抗体(或其抗原结合片段)，例如鼠类、人源化或全人单克隆抗体。在一个

具体实施例中，该OX40抗体是OX40受体激动剂，诸如由Weinberg等人,J  Immunother[免疫

学治疗杂志]29,575-585(2006)所描述的小鼠抗人OX40单克隆抗体(9B12)。在其他实施例

中，特异性地结合到OX40的抗体或其抗原结合片段结合到与mAb  9B12相同的OX40表位。在

另一个方面中，该抗体是MEDI0562。参见例如，美国公开号2016/0137740。

[0104] 如在此使用，“OX40配体融合蛋白(OX40L  FP)”意指特异性地结合OX40受体并增加

免疫应答的蛋白质。在一个实施例中，OX40配体融合蛋白结合到OX40受体通过加强T-细胞

识别来增强肿瘤抗原特异性免疫应答。示例性OX40配体融合蛋白在标题为“三聚体OX40免

疫球蛋白融合蛋白和使用方法”(“Trimeric  OX40Immunoglobulin  Fusion  Protein  and 

Methods  of  Use”)的美国专利7,959,925中有所描述。其他OX40配体融合蛋白例如在美国

专利号6,312,700中有所描述。在一个实施例中，OX40配体融合蛋白增强肿瘤特异性T-细胞
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免疫性。在一个实施例中，OX40配体融合蛋白是MEDI6383(SEQ  ID  NO:50)。参见例如，美国

公开号2016/0024176。

[0105] “三聚结构域”是在多肽内促进该多肽装配成三聚体的氨基酸序列。例如，三聚结

构域可经由与其他三聚结构域(具有相同或不同的氨基酸序列的另外的多肽的三聚结构

域)关联来促进装配成三聚体。该术语也用于指编码这样的肽或多肽的多核苷酸。

[0106] 术语“Fc”结构域是指抗体恒定区的一部分。传统上，术语Fc结构域是指涵盖抗体

的配对CH2、CH3和铰链区的蛋白酶(例如，木瓜蛋白酶)裂解产物。在本披露的上下文中，术

语Fc结构域或Fc是指不管产生手段的任何多肽(或编码这样一种多肽的核酸)，其包括免疫

球蛋白多肽的CH2、CH3和铰链区的全部或一部分。

[0107] 如在此使用，术语“IgG  Fc结构域”是指IgG1、IgG2、IgG3或IgG4免疫球蛋白的Fc结

构域，以及这样的Fc结构域的变体。IgG4  Fc结构域的变体包括但不限于IgG4P  Fc结构域。

[0108] 如在此使用，术语“CH2结构域”包括重链分子的Fc结构域的部分，使用常规的编号

方案该部分例如从抗体的约氨基酸244延伸至氨基酸360(氨基酸244至360，卡巴特编号系

统；以及氨基酸231-340，EU编号系统)。还被文献充分证明的是CH3结构域从CH2结构域延伸

至IgG分子的C末端并且包括近似108个氨基酸。

[0109] 如在此使用，术语“接头区”包括用于融合或连接两个蛋白质结构域的任何肽。这

样的接头包括但不限于包括一个或多个(Gly4)n基序、一个或多个(Gly4Ser)n基序(SEQ  ID 

NO:19)和一个或多个Ser(Gly4Ser)n基序(SEQ  ID  NO:22)的肽。

[0110] 如在此使用，术语“IgG铰链区”包括重链IgG分子的Fc结构域的将CH1结构域接合

至CH2结构域的那部分。这个铰链区包括近似25个氨基酸并且是柔性的，由此允许两个N末

端抗原结合区独立地移动。铰链区可细分成三个相异的结构域：上、中和下铰链结构域

(Roux等人,J.Immunol.[免疫学杂志]161:4083(1998))。

[0111] 如在此使用，术语“二硫键”包括在两个硫原子之间形成的共价键。氨基酸半胱氨

酸包括可以与第二硫醇基形成二硫键或二硫桥的硫醇基。在在此提供的某些方面中，人

IgG4  Fc结构域可以在铰链区进行突变以确保两个铰链区之间二硫键形成，具体地，在位置

228处丝氨酸至脯氨酸(根据EU编号)的突变。包含S228P突变的人IgG4  Fc结构域在此被称

为“IgG4P  Fc结构域”。

[0112] 如在此使用，术语“连接”、“融合(fused)”或“融合(fusion)”可互换地使用。这些

术语是指通过包括化学轭合或重组手段的任何手段将两个更多个元件或组分接合在一起。

“框内融合”是指连接两个或更多个多核苷酸开放阅读框架(ORF)以便以维持原始ORF的正

确翻译阅读框架的方式来形成连续更长的ORF。因此，重组融合蛋白是含有对应于由原始

ORF编码的多肽的两个或更多个节段的单一蛋白质(这些节段天然地通常并不这样连接)，

例如，如在此提供的GITRL融合多肽亚基。虽然阅读框架由此在整个融合节段上被致使连

续，但是这些节段可以被例如框内接头序列在物理上或空间上分离。

[0113] 在多肽的情况下，“线性序列”或“序列”是多肽中的在氨基至羧基末端方向上的氨

基酸顺序，其中在多肽的一级活化结构中，在序列上彼此邻接的氨基酸是连续的。

[0114] 如在此使用的术语“表达”是指基因产生生物化学物质例如多肽的过程。该过程包

括基因在细胞内的功能性存在的任何表现，包括但不限于基因敲除和瞬态表达与稳定表达

两者。它包括而不限于将基因转录成信使RNA(mRNA)，和将这种mRNA翻译成多肽。如果最终
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所希望的产物是生物化学物质，那么表达包括所述生物化学物质和任何前体的产生。基因

的表达产生“基因产物”。如在此使用，基因产物可以是核酸，例如通过基因转录来产生的信

使RNA，或从转录物翻译的多肽。在此描述的基因产物进一步包括具有转录后修饰(例如多

聚腺苷酸化)的核酸，或具有翻译后修饰(例如甲基化、糖基化、添加脂质、与其他蛋白质亚

基相关联、蛋白裂解等)的多肽。

[0115] 如在此使用，在治疗癌症的上下文中使用时，术语“治疗(treat、treatment、或

treatment  of)”(例如，在短语“治疗癌症患者”中)是指减少疾病病理的可能性，减少疾病

症状的发生，例如在一定程度上受试者具有更长的存活率或减少的不适。例如，治疗可以是

指当向受试者给予疗法时该疗法减少疾病症状、体征或病因的能力。治疗还指缓和或减少

至少一种临床症状和/或抑制或延迟病症的进展和/或预防或延迟疾病或疾患的发作。

[0116] 如在此使用，在治疗病毒感染的上下文中使用时，术语“治疗(treat、treatment、

或treatment  of)”(例如，在短语“治疗病毒感染”中)是指减少与病毒感染相关的病理状况

和/或症状。

[0117] “受试者”或“个体”或“动物”或“患者”或“哺乳动物,”是指希望诊断、预后或治疗

的任何受试者，特别是哺乳动物受试者。哺乳动物受试者包括人、家畜、农畜、体育动物、和

动物园动物，包括例如人、非人灵长类、狗、猫、豚鼠、兔、大鼠、小鼠、马、牛、熊等。

[0118] 术语“药物组合物”是指如下制剂，该制剂处于允许该活性成分的生物活性有效的

形式，并且不含有另外的、对其将要给予的受试者具有不可接受的毒性的组分。这样的组合

物可以是无菌的。

[0119] 如在此披露的，抗体的“有效量”是足以进行具体阐述目的的量。关于阐述的目的，

“有效量”可以经验为主地并且以常规方式来确定。

GITRL融合多肽亚基

[0120] 本披露涉及GITRL融合多肽亚基，其可以组装成具有改进的性质的多聚体(例如，

三聚体或六聚体蛋白)，这些性质包括但不限于在经转染的哺乳动物细胞培养物中表达时

改进的产量；改进的GITR结合亲和力；与先前披露的含有GITRL的多肽(参见例如Wyzgol等

人,JImmunol[免疫学杂志]2009；183:1851-1861)相比，在各种生物学测定中改进的活性

和/或在纯化或部分纯化时改进的同质性。在此提供的GITRL融合多肽亚基可以包括IgG  Fc

结构域(例如人IgG  Fc结构域)、三聚结构域和人GITRL的受体结合结构域。示例性实施例示

意性地在图7示出。典型地，IgG  Fc结构域、三聚结构域和GITRL受体结合结构域以N-末端至

C-末端方向排列。示例性GITRL  IgG1融合多肽亚基由SEQ  ID  NO:6代表。

[0121] 在某些实施例中，GITRL受体结合结构域是人GITRL的胞外结构域。一个这样的结

构域的序列是由SEQ  ID  NO:37代表。

[0122] 在某些方面中，GITRL受体结合结构域是GITRL变体胞外结构域。可以使用的GITRL

变体胞外结构域包括但不限于在SEQ  ID  NO:37的整个长度上具有至少70％、75％、80％、

85％、90％、95％、97％、98％、99％、或100％序列一致性的多肽。在某些方面中，该GITRL变

体胞外结构域是在SEQ  ID  NO:34的整个长度上具有至少70％、75％、80％、85％、90％、

95％、97％、98％、99％、或100％序列一致性的多肽。在某些方面中，对应于SEQ  ID  NO:1的

天冬酰胺酰161的GITRL变体胞外结构域残基被任何氨基酸或被天冬氨酰残基取代。GITRL

变体胞外结构域(其中对应于SEQ  ID  NO:1的天冬酰胺酰161的残基被任何氨基酸或被天冬
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氨酰残基取代)包括但不限于在SEQ  ID  NO:35、SEQ  ID  NO:36和SEQ  ID  NO:37的整个长度

上具有至少70％、75％、80％、85％、90％、、95％、97％、98％、或99％序列一致性的多肽。这

样的取代可以减少或消除该GITRL变体胞外结构域中此位点的N联糖基化。在某些方面中，

对应于SEQ  ID  NO:1的天冬酰胺酰106的GITRL变体胞外结构域残基被丙氨酰残基取代。在

某些背景下，hGITRL的N106A取代可导致与GITR的结合增加和改进的T-细胞增殖应答

(Chattopadhyay等人(2007)Proc .Natl .Acad .Sci .USA[美国国家科学院院刊]104(49):

19452-19457)。在某些方面中，对应于Glu  52、Phe  62、Pro  66、Pro  67、Met  71、Pro  77、Val 

79、Asn  92、Ser  83、Gly  99、Asn  104、Pro  112、Arg  116、Met  123、Asn  153、Val  158、Asn 

161、Iso  167、Iso  168及其组合的GITRL变体胞外结构域残基独立地被非天然存在的氨基

酸残基或等位基因变体的氨基酸残基取代。SEQ  ID  NO:35中提供了GITRL变体胞外结构域

的非限制性实例，其中X1＝Glu或Ala，X2＝Ser或Phe，X3＝Thr或Pro，X4＝Leu或Ser，X5＝Thr

或Met，X6＝Leu或Pro，X7＝Met或Val，X8＝Thr，Phe,或Ser，X9＝Ser或Gly，X10＝Arg或Pro，X11

＝Trp或Arg，X12＝Leu或Met，X13＝Ser或Asn，X14＝Phe或Val，X15＝除Asn或Asp外的任何氨基

酸，X16＝Val或Ile，X17＝Leu或Ile，并且其中X1-X17是独立地选择的并且可以以任何组合存

在。

[0123] 保留结合于GITR受体所希望的性质的任何GITRL多肽序列适用于在此所述的融合

多肽和方法。

[0124] 毗连GITRL受体结合结构域的是三聚结构域。术语“毗连”包括，例如，经由接头区

或异源剂邻接或关联。这样的结构域在彼此邻接时是直接彼此融合的结构域。三聚结构域

的作用是促进单个GITRL融合多肽亚基自组装成三聚体蛋白或六聚体蛋白。在某些实施例

中，具有三聚结构域的GITRL融合多肽亚基自组装成六聚体GITRL融合蛋白。在一个实施例

中，该三聚结构域是螺旋卷曲螺旋结构域，例如，亮氨酸拉链结构域。示例性三聚体亮氨酸

拉链结构域是工程化的酵母GCN4pII变体，被描述于Harbury等人(1993)Science[科学]

262:1401-1407，将其披露内容结合在此用于所有目的。示例性的三聚结构域包括：TNF受体

相关因子2(TRAF2)( 登录号Q12933[gi:23503103]；氨基酸310-349)；血小板

反应蛋白1(登录号PO7996[gi:135717]；氨基酸291-314)；母系蛋白-4(登录号O95460[gi:

14548117]；氨基酸594-618；软骨基质蛋白(母系蛋白-1)(登录号NP002370[gi:4505111]；

氨基酸463-496；热休克转录因子(HSF)(登录号AAX42211[gi:61362386]；氨基酸165-191；

和吞饮受体(登录号NP001072[gi:4557503]；氨基酸104-138。

[0125] 在某些方面中，三聚结构域包括α-螺旋卷曲螺旋结构域。有用的α-螺旋卷曲螺旋

结构域包括但不限于衍生自母系蛋白1、冠蛋白1a、营养不良性肌强直激酶(DMPK)、朗格汉

斯蛋白及其组合的那些。这样的衍生物包括但不限于具有野生型序列的卷曲螺旋结构域以

及在卷曲螺旋结构域野生型序列中包括一个或多个氨基酸取代的变体。含有冠蛋白1a三聚

结构域的冠蛋白1a蛋白有时也被同义地称为冠蛋白样蛋白A、Clipin-A、冠蛋白样蛋白p57、

含色氨酸天冬氨酸酯的外壳蛋白和HUGO名称CORO1A中的任一项。衍生自可以使用的各种蛋

白质的野生型卷曲螺旋结构域的非限制性实例包括母系蛋白1(SEQ  ID  NO:28)、DMPK(SEQ 

ID  NO:30)、朗格汉斯蛋白(SEQ  ID  NO:32)和冠蛋白1a(SEQ  ID  NO:11)。α-螺旋卷曲螺旋结

构域的变体可以包括等位基因变体、工程变体及其组合。α-螺旋卷曲螺旋结构域典型地组

织成七残基序列重复“hpphcpc”(或abcdefg)，其可在一个或多个重复的一个或多个“h”位
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置(“a”和/或“d”位置)处被丙氨酸、亮氨酸、异亮氨酸或缬氨酸残基独立取代。在这样的

“hpphcpc”七残基重复序列中，h代表疏水性残基，c典型地代表带电荷的残基，并且p代表极

性(并且因此是亲水性的)残基。提供了母系蛋白1、冠蛋白1a、营养不良性肌强直激酶

(DMPK)和朗格汉斯蛋白的α-螺旋卷曲螺旋结构域变体，其中那些三聚结构域的七残基重复

的一个或多个中的一个或多个“a”和/或“d”位置被丙氨酸、亮氨酸、异亮氨酸或缬氨酸残基

取代。可以使用的α-螺旋卷曲螺旋结构域变体的非限制性实例包括母系蛋白1(SEQ  ID  NO:

29)、DMPK(SEQ  ID  NO:31)、朗格汉斯蛋白(SEQ  ID  NO:32)和冠蛋白1a(SEQ  ID  NO:12-18)。

在某些方面中，用于GITRL融合多肽亚基中的变体母系蛋白1三聚结构域可以包括但不限于

在SEQ  ID  NO:29的整个长度上具有至少70％、75％、80％、85％、90％、95％、97％、98％、或

99％序列一致性的多肽。在某些方面中，用于GITRL融合多肽亚基中的变体DMPK三聚结构域

可以包括但不限于在SEQ  ID  NO:31的整个长度上具有至少70％、75％、80％、85％、90％、

95％、97％、98％、或99％序列一致性的多肽。在某些方面中，用于GITRL融合多肽亚基中的

变体朗格汉斯蛋白三聚结构域可以包括但不限于在SEQ  ID  NO:33的整个长度上具有至少

70％、75％、80％、85％、90％、95％、97％、98％、或99％序列一致性的多肽。在某些方面中，

用于GITRL融合多肽亚基中的冠蛋白1a三聚结构域可以包括但不限于在SEQ  ID  NO:11的整

个长度上具有至少70％、75％、80％、85％、90％、95％、97％、98％、或99％序列一致性的多

肽。在某些方面中，以SEQ  ID  NO:10提供了可用于GITRL融合多肽亚基的冠蛋白1a三聚结构

域变体共有序列，其中那些三聚结构域的七残基重复的一个或多个中的一个或多个“A”和/

或“D”位置被丙氨酸、亮氨酸、异亮氨酸或缬氨酸残基取代。表A中呈现了可用于GITRL融合

多肽亚基的示例性冠蛋白1a  wt和变体序列。

表A冠蛋白1a卷曲螺旋结构域及其变体
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[0126] 当与具有不同三聚结构域的其他GITRL融合多肽亚基相比时，具有在此提供的某

些三聚结构域(例如，冠蛋白1a三聚结构域或其变体)的GITRL融合多肽亚基可以展现出改

进的性质。更确切地说，具有冠蛋白1a三聚结构域或其变体的GITRL融合多肽亚基可以展现

出改进的性质，这些性质包括但不限于在经转化的哺乳动物细胞培养物中表达时改进的产
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量，例如CHO细胞；改进的GITR结合亲和力；在各种生物学测定中改进的活性(例如NF-κB信

号传导途径的活化)；和/或在纯化或部分纯化时改进的同质性。不寻求受理论的限制，认为

具有冠蛋白1a三聚结构域或其变体的GITRL融合多肽亚基的这些改进的性质可以促进

GITRL融合多肽亚基的制造和/或改进多聚体GITRL融合蛋白质在各种治疗应用中的功效。

[0127] 除了GITRL受体结合结构域和三聚结构域之外，如在此提供的GITRL融合多肽亚基

包括免疫球蛋白结构域，例如恒定区或“Fc”结构域。在某些方面中，本披露提供了包括至少

铰链区的人IgG1和IgG4  Fc结构域。在某些方面中，人IgG1或IgG4  Fc结构域进一步包括CH2

结构域。在某些方面中，人IgG1或IgG4  Fc结构域进一步包括CH3结构域。在某些方面中，Fc

结构域是人IgG1  Fc结构域或其变体。人IgG  Fc结构域可包括具有如下氨基酸序列的肽，该

氨基酸序列与SEQ  ID  NO:21具有至少70％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％、

或100％的序列一致性。可以使用的IgG  Fc结构域(例如IgG1  Fc结构域)的变体包括但不限

于含有独立选自下组的一个或多个氨基酸残基的IgG  Fc结构域，该组由以下各项组成：

252Y、254T、256E及其组合，其中这些残基是根据EU编号进行编号。在某些方面中，IgG4  Fc

区的铰链区可包括在位置228(根据EU编号)处的丝氨酸至脯氨酸的突变，该突变赋予完整

的重链间二硫键形成。在某些方面中，该IgG4铰链区包括SEQ  ID  NO:40的氨基酸1至12。在

某些方面中，人IgG4  Fc结构域是SEQ  ID  NO:38的具有S228P突变的IgG4P-Fc结构域。

[0128] 与将三个GITRL受体结合结构域带到一起的三聚结构域结合，在两个IgG  Fc结构

域之间的二硫键形成导致六聚体蛋白的形成(图7)。因此，免疫球蛋白结构域用作二聚结构

域，促进两个三聚体GITRL融合蛋白之间经由不配对的免疫球蛋白结构域之间的相互作用

组装成稳定的六聚体(即包含六个GITRL融合多肽亚基的多聚体)。在某些方面中，人IgG4 

Fc结构域为六聚体蛋白提供稳定性而不促进效应功能例如抗体依赖性细胞毒作用(ADCC)

或补体依赖性细胞毒作用。在其他方面中，人IgG1  Fc结构域为六聚体蛋白提供稳定性，同

时促进效应功能例如抗体依赖性细胞毒作用(ADCC)或补体依赖性细胞毒作用。

[0129] 在某些方面中，本披露提供自组装以形成能够特异性地结合GITR的六聚体蛋白的

单链多肽亚基。示例性多肽亚基包括：人IgG  Fc结构域、功能性三聚结构域、和GITRL的受体

结合结构域。在某些方面中，该多肽亚基可以自组装成六聚体蛋白。在某些方面中，该多肽

亚基(从氨基末端到羧基末端)被安排如下：人IgG  Fc结构域，随后是三聚结构域，随后是

GITRL受体结合结构域。三个结构域可以是直接毗连的。例如，在某些方面中，人IgG  Fc结构

域的羧基末端直接融合到三聚结构域的氨基末端，且三聚结构域的羧基末端直接融合到

GITRL受体结合结构域的氨基末端。可替代地，两个或三个结构域可以被一个或多个接头、

间隔子或其他异源多肽分离。有用的接头包括但不限于(Gly4)n基序、(Gly4Ser)n基序(SEQ 

ID  NO:19)、Ser(Gly4Ser)n基序(SEQ  ID  NO:22)、GGGGSGGGGSGGGGSAL(SEQ  ID  NO:23)或

GGGGSGGGGSGGGGSA(SEQ  ID  NO:24)及其组合，其中n是选自下组的正整数，该组由以下各项

组成：1、2、3、4、5、6、7、8、9和10。

[0130] 在某些方面中，如在此提供的GITRL融合多肽亚基可以特异性地结合至人GITR。在

某些方面中，如在此提供的GITRL融合多肽亚基可以特异性地结合至非人灵长类GITR，例

如，食蟹猴GITR或恒河猴GITR。在某些方面中，如在此提供的GITRL融合多肽亚基不结合小

鼠GITR或大鼠GITR。

[0131] 如在此提供的GITRL融合多肽亚基可以包含一个或多个保守氨基酸改变，例如，多
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达十个保守性变化(例如，两个取代的氨基酸、三个取代的氨基酸、四个取代的氨基酸、或五

个取代的氨基酸等)，只要可以在该多肽中进行该变化而不改变GITRL融合多肽亚基或多聚

体GITRL  FP的生化功能。

[0132] 例如，可以在GITRL受体结合结构域中进行一个或多个保守性改变，而不改变其结

合GITR能力。同样地，可以在三聚结构域中进行一个或多个保守性变化，而不改变其进行三

聚的能力。

[0133] 在此提供的GITRL融合多肽亚基还可以含有阻断或减少GITRL的天冬酰胺酰残基

161的N联糖基化的一个或多个氨基酸取代、插入或缺失。在某些方面中，GITRL的天冬酰胺

酰残基161被除了天冬酰胺酰残基以外的任何氨基酸取代以阻断或减少糖基化。在某些方

面中，GITRL的天冬酰胺酰残基161被天冬氨酰残基取代，例如，如SEQ  ID  NO:4所示的GITRL

的N161D变体。在某些方面中，通过破坏GITRL残基161-163的N联糖基化位点序列NNT的氨基

酸取代、插入或缺失来阻断或减少GITRL的天冬酰胺酰残基161的N联糖基化，使得此序列不

再符合于典范的N联糖基化位点序列NX(T、S或C)。在某些实施例中，用除了丝氨酰或半胱氨

酰以外的氨基酸残基取代苏氨酰残基163可用于阻断或减少GITRL的天冬酰胺酰残基161的

N联糖基化，条件是可以在多肽中进行改变而不改变GITRL融合多肽亚基或多聚体GITRL融

合蛋白的生物化学功能。

[0134] 另外，一个多肽结构域的一部分可以被缺失而不损害或消除它的全部功能。同样

地，如下所述，可以在多肽链中进行插入或添加，例如，添加表位标签，而不损害或消除其功

能。可以进行的、不实质性损害多肽的一个或多个功能的其他修饰包括，例如，在体内或体

外结合了不常见氨基酸的化学和生化修饰。这样的修饰包括，例如，乙酰化、羧化、磷酸化、

糖基化、标记(例如，使用放射性核素)、以及各种酶修饰，如本领域的普通技术人员将很容

易理解的。各种用于标记多肽的方法和对于这样的目的有用的标记在本领域中是公知的，

并且包括放射性同位素如32P、荧光团、化学发光剂、酶和抗配体。

[0135] 融合多肽亚基可进一步包括异源剂，例如，稳定剂、免疫应答调节剂、或可检测的

药剂。在某些方面中，异源剂包括经由肽键融合到多肽亚基的一个或多个另外的多肽序列，

例如信号序列(例如，分泌信号序列)、接头序列、氨基酸标签或标记、或有助于纯化的肽或

多肽序列。在某些方面中，异源多肽可融合到IgG-Fc结构域的N-末端，异源多肽可融合至

GITRL的受体结合结构域的C-末端，异源多肽可融合至IgG-Fc结构域的C-末端和三聚结构

域的N-末端，或异源多肽可融合至三聚结构域的C-末端和GITRL的受体结合结构域的N-末

端。可替代地，异源多肽可以在任何IgG  Fc结构域、三聚结构域、或GITRL受体结合结构域内

发生内部融合，只要保持该结构域的功能特性。

[0136] 在某些方面中，可以将异源剂化学轭合至多肽亚基。可以化学轭合至多肽亚基的

示例性异源剂包括但不限于，接头、药物、毒素、显像剂、放射性化合物、有机和无机聚合物、

以及能够提供不为多肽亚基本身所提供的希望的活性的任何其他组合物。具体的试剂包括

但不限于聚乙二醇(PEG)、细胞毒性剂、放射性核素、显像剂、生物素。

[0137] 在某些方面中，GITRL融合多肽亚基以及包括那些亚基的任何三聚体或六聚体蛋

白可用作对照、用于开发或执行诊断测定(例如用于给药确定)的参考标准或研究工具。例

如，本披露提供了如上所述的GITRL融合多肽亚基，其中GITRL受体结合结构域包括SEQ  ID 

NO:34、35、36或37中的任一个。在某些方面中，对照、参照标准或工具可以包括与SEQ  ID 
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NO:6具有至少70％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、或100％序列一

致性的GITRL融合多肽亚基。在另一个实例中，本披露提供了可以形成如上所述的多聚体蛋

白的GITRL融合多肽亚基，但是其中GITRL受体结合结构域是小鼠或大鼠GITRL受体结合结

构域，并且Fc结构域是人或鼠来源的Fc结构域，并且多聚结构域是例如三聚结构域，例如冠

蛋白1a三聚结构域。这种融合蛋白可用于在啮齿类动物中进行体内实验。不寻求受理论的

限制，小鼠中由不同的IgG同种型赋予的IgG  Fc结构域效应子功能通常不同于人类中由相

同IgG同种型赋予的那些。然而，之前已经显示，认为特异性小鼠IgG同种型与人类中的可选

IgG同种型是类似的或可比较的，例如认为小鼠IgG2a与人IgG1是类似的，而认为小鼠IgG1

与人IgG4是可比较的。这样，在具有给定小鼠IgG  Fc结构域同种型的小鼠中获得的结果可

用于预测在具有类似或可比较的人IgG同种型的人中获得的结果。

多聚体GITRL融合蛋白

[0138] 如上所述的GITRL融合多肽亚基可自组装成六聚体GITRL  FP。因此，本披露提供包

括六个如上所述的多肽亚基的六聚体蛋白。在实例中所描述的示例性多肽亚基自组装成在

此指定为“六聚体GITRL  FP”的六聚体蛋白。自组装成六聚体GITRL  FP的GITRL融合多肽亚

基的氨基酸序列的非限制性实例提供于SEQ  ID  NO:6中。尽管如此，鉴于本披露内容，本领

域的普通技术人员将认识到，许多其他序列也满足在此阐述的关于六聚体GITRL  FP的标

准。在此提供了包括六个GITRL融合多肽亚基的六聚体GITRL  FP，该多肽亚基与SEQ  ID  NO:

6具有至少70％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％、99.5％或100％的序列一致

性。

[0139] 在某些方面中，在此提供的某些GITRL融合多肽亚基还可以自组装成包括三个

GITRL融合多肽亚基的三聚体GITRL  FP。例如，在GITRL  FP中使用不能二聚化的Fc结构域来

产生三聚体蛋白时，可能发生这种情况。不能二聚化并因此适于生产三聚体GITRL  FP的Fc

结构域的实例包括但不限于单体IgG1  Fc分子(Ying等人J  Biol  Chem.Jun  1,2012[生物化

学杂志2012年6月1日]；287(23):19399–19408)和单价IgG4分子(Wilkinson等人MAbs.2013

年5月1日；5(3):406–417)。

[0140] 当GITR在抗原处理的初级T-细胞(例如，来自人、食蟹猴、恒河猴或其任意组合的

抗原处理的初级T-细胞)上表达时，如在此提供的多聚体GITRL融合蛋白(例如，六聚体

GITRL  FP)可以特异性地结合该GITR。

[0141] 如在此提供的六聚体蛋白，例如六聚体GITRL  FP，可以特异性地结合重组GITR。在

某些方面中，如在此提供的六聚体蛋白(例如六聚体GITRL  FP)可以结合重组人GITR，结合

亲和力为约1nM至约120nM，例如约10nM至约100nM，例如约20nM至约100nM，例如约60nM至约

100nM，所有均如通过动力学排除测定测量的。例如，如在此提供的六聚体蛋白(例如，六聚

体GITRL  FP)可以结合至重组人GITR，结合亲和力为约0.1nM、约0.5nM、约1nM、约2nM、约

3nM、约4nM、约5nM、约6nM、约7nM、约8nM、约9nM、约10nM、约20nM、约30nM、约40nM、约50nM、约

60nM、约70nM、约80nM、约90nM、约100nM、约120nM、约250nM、或约500nM，所有均如通过动力

学排除测定测量的。在某些方面中，如在此提供的六聚体蛋白(例如，六聚体GITRL  FP)可以

结合至重组人GITR，结合亲和力为约0.1nM、约0.5nM、约1nM、约2nM、约3nM、约4nM、约5nM、约

6nM、约7nM、约8nM、约9nM、约10nM、约20nM、约30nM、约40nM、约50nM、约60nM、或约70nM中任

一个至约90nM、约100nM、约120nM、约250nM、或约500nM中任一个，所有均如通过动力学排除
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测定测量的。在某些方面中，如在此提供的六聚体蛋白(例如，六聚体GITRL  FP)可以结合重

组人GITR，结合亲和力为约82nM，如通过动力学排除测定测量的。结合亲和力可通过许多不

同的方法和/或仪器进行测量，相对结合亲和力可以依赖于方法或仪器而变化，如本领域的

技术人员或普通技术人员将很好地理解的。

[0142] 在另一个实例中，如在此提供的六聚体蛋白(例如GITRL  FP)可以结合抗原处理的

初级食蟹猴T细胞(例如CD4+或CD8+T细胞)上表达的食蟹猴GITR。

[0143] 在某些方面中，如在此提供的六聚体蛋白(例如，GITRL  FP)在基于板的测定法中

可诱导抗原处理的CD3+T细胞的剂量依赖性增殖。例如，在体外测定中使用如在此提供的六

聚体蛋白(例如，GITRL)，在抗原处理的初级人CD3+T细胞中在约0.03nM至约0.2nM(例如，约

0.16nM)的六聚体蛋白浓度下可实现20％最大增殖应答(EC20)，在抗原处理的初级人CD3+T

细胞中在约0.2nM至约1nM(例如，约0.4nM)的六聚体蛋白浓度下可实现50％最大增殖应答

(EC50)，并且在抗原处理的初级人CD3+T细胞中在约0.7nM至约5nM(例如，约1.8nM)的六聚体

蛋白浓度下可实现90％最大增殖应答(EC90)，所有如通过胸苷掺入测量的。

[0144] 在某些方面中，如在此提供的六聚体蛋白(例如，GITRL  IgG融合蛋白)可诱导细胞

因子从抗原处理的CD3+T细胞(例如，抗原处理的人初级CD3+T细胞)的剂量依赖性释放。在某

些方面中，释放的细胞因子是IFNγ、TNFα、IL-5、IL-10、IL-2、IL-4、IL-13、IL-8、IL-12p70、

IL-1β、或其任何组合。在某些方面中，该细胞因子是IFNγ、TNFα、IL-5、IL-10、或其任何组

合。类似地，如在此提供的六聚体蛋白(例如GITRL  FP)可增强抗原处理的初级食蟹猴T细胞

和抗原处理的初级恒河猴T细胞中的T细胞增殖和细胞因子释放。

[0145] 在另外的方面中，如在此提供的六聚体蛋白(例如GITRL  FP)可以活化表达GITR的

T细胞中的NFκB途径。例如，如在此提供的六聚体蛋白(例如，GITRL  FP)可以活化表达GITR

的Jurkat  NFκB荧光素酶报告细胞(这些报告细胞响应于NFκB信号传导途径的刺激而产生

荧光素酶)中的NFκB途径，EC50为约20pm至约300pM，例如对于六聚体GITRL  IgG1  FP，为约

182pM，而对于六聚体GITRL  IgG4FP为289pM。可替代地，如在此提供的六聚体蛋白(例如，

GITRL  FP)可在表达人GITR、食蟹猴GITR或恒河猴GITR的细胞中活化NFκB途径。

[0146] 在又另一个方面中，如在此提供的六聚体蛋白(例如，GITRL  FP)，当作为有效剂量

向需要癌症治疗的受试者给予时，可以促进癌症治疗，例如通过减缓肿瘤生长、停止肿瘤生

长、或减小现有肿瘤的尺寸。在某些方面中，可以在T细胞的存在下实现癌症治疗的促进。在

某些方面中，当作为有效剂量向需要治疗的受试者给予时，与给予同种型匹配的对照分子

相比，如在此提供的六聚体蛋白(例如，GITRL  FP)可以使肿瘤生长减少至少10％、至少

20％、至少30％、至少40％、至少50％、至少60％、至少70％、至少80％、至少90％、至少95％、

至少98％、或至少100％。

[0147] 在又另一方面中，如在此提供的六聚体蛋白(例如GITRL  FP)当作为有效剂量给予

需要治疗的受试者(例如感染病毒的受试者)时，可以例如通过减缓病毒增殖、停止病毒增

殖或者减少感染复发或感染复发频率来促进病毒感染的治疗。这样的受试者可能具有慢性

或潜伏性病毒感染。在某些方面中，这些治疗是对具有潜伏性病毒感染的受试者的治疗，并

且与用安慰剂治疗的受试者相比，减少了感染复发或感染复发频率。在某些方面中，可以在

T细胞的存在下实现病毒感染治疗的促进。在某些方面中，当作为有效剂量向需要治疗的受

试者给予时，与给予同种型匹配的对照分子相比，如在此提供的六聚体蛋白(例如，GITRL 
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FP)可以使病毒载量减少至少10％、至少20％、至少30％、至少40％、至少50％、至少60％、至

少70％、至少80％、至少90％、至少95％、至少98％、或至少100％。在某些方面中，当作为有

效剂量向需要治疗的受试者给予时，与给予同种型匹配的对照分子相比，如在此提供的六

聚体蛋白(例如，GITRL  FP)可以使病毒感染复发率减少至少10％、至少20％、至少30％、至

少40％、至少50％、至少60％、或至少70％、至少80％、至少90％、至少95％、至少98％、或至

少100％。

[0148] 在又进一步方面中，如在此提供的六聚体蛋白(例如，GITRL  IgG4融合蛋白)，可通

过结合至GITR来诱导抗原处理的表达GITR的T细胞的增殖，但基本上不触发针对抗原处理

的T细胞的补体依赖性或抗体依赖性细胞毒作用。此外，在某些方面中，如在此提供的六聚

体蛋白(例如多聚体GITRL  IgG1融合蛋白)可通过结合GITR来诱导抗原处理的表达GITR的T

细胞的增殖，但确实结合C1q并触发抗原处理的CD4+T细胞(特别是FOXP3+CD4+调节性T细胞)

的Fc受体介导的抗体依赖性细胞毒作用或吞噬作用。

编码GITRL  IgG融合多肽亚基的多核苷酸

[0149] 本披露进一步提供了包含编码GITRL融合多肽亚基、或如在此提供的六聚体蛋白

(例如，GITRL  FP)的核酸的多核苷酸。编码GITRL融合多肽亚基的示例性多核苷酸序列由

SEQ  ID  NO:5表示。在某些方面中，编码IgG  Fc结构域、三聚结构域和GITRL受体结合结构域

的核酸序列以5'至3'方向连接，例如，以5'至3’方向连续地连接起来。在其他方面中，所提

供的多核苷酸可进一步包括信号序列，该信号序列编码，例如，分泌信号肽或膜定位序列。

本披露提供了编码任何和所有GITRL融合多肽亚基或多聚体(例如，包含该亚基的六聚体蛋

白)的多核苷酸。

[0150] 在某些方面，本披露提供了包含编码GITRL融合多肽亚基的核酸的多核苷酸。在某

些方面中，核酸序列包含SEQ  ID  NO:5。

[0151] 编码如在此提供的GITRL融合多肽亚基或六聚体蛋白(例如GITRL  FP)的多核苷酸

包括编码在此描述的融合多肽的脱氧核糖核苷酸(DNA，cDNA)或核糖核苷酸(RNA)序列、或

任一核苷酸的修饰形式。该术语包括单链和双链形式的DNA和/或RNA。

[0152] 还提供包含含有一个或少数个缺失、添加和/或取代的核酸序列的多核苷酸。这样

的改变可以是连续的，或者可以分布在该核酸的不同位置。基本上相同的核酸序列可以，例

如，具有1个、或2个、或3个、或4个、或甚至更多的核苷酸缺失、添加和/或取代。在某些方面

中，一个或更多个缺失、添加和/或取代不改变由多核苷酸序列编码的阅读框，使得修饰的

(“突变体”)但基本上相同的多肽经核酸的表达而产生。

[0153] 氨基酸(和/或核酸)的序列之间的相似性按照序列之间的相似性来表达，否则被

称为序列一致性。序列一致性经常按照一致性(或相似性)百分比来测量；百分比越高，两个

序列的初级活化结构越相似。“一致性百分比(％)”在此被定义为在比对序列并且(必要时)

在候选和/或选择的序列中引入空位以便获得最大的序列一致性百分比之后，并且不考虑

将任何保守氨基酸取代作为序列一致性的一部分，在候选序列中与所选择的序列中的氨基

酸残基相同的氨基酸残基的百分比。

[0154] 因此，包括含有编码如在此提供的GITRL融合多肽亚基或六聚体蛋白(例如，GITRL 

FP)的核酸的多核苷酸可以是至少约70％、至少约75％、至少约80％、至少约85％、至少约

90％、至少约95％、或至少96％、经常至少97％、98％、或99％相同于SEQ  ID  NO:5或相同于
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其中的至少一个子序列。出于确定百分比同源性(即，序列相似性)或一致性百分比的目的

的比对可以用在本领域的技术范围内的各种方式(例如，使用公众或专有算法)来实现。例

如，可使用成对比对方法来确定序列相似性，这些成对比对方法例如是BLAST、BLAST-2、

ALIGN、或ALIGN-2、或多重序列比对方法，如Megalign(DNASTAR)、ClustalW或T-咖啡(T-

Coffee)软件。本领域的技术人员可确定适当的计分函数，例如，缺口罚分或得分矩阵用于

测量比对，包括在被比较序列的全长上实现最佳比对质量所需的任何算法。此外，可以用结

构比对方法(例如，使用二级或三级结构信息来对齐两个或更多个序列的方法)，或组合序

列、结构和系统发育信息来鉴定和最佳对齐候选蛋白质序列的混合法来实现序列比对。

[0155] NCBI基本局部比对搜索工具(BLAST)(Altschul等人,J.Mol.Biol.[分子生物学杂

志](1990)215:403)可从若干来源获得，这些来源包括国家生物技术信息中心(NCBI，贝塞

斯达，马里兰州)和在互联网上，用于与序列分析程序blastp、blastn、blast、tblastn和

tblastx连接使用。如何使用这个程序确定序列一致性的描述在互联网的NCBI网站上可获

得。

[0156] 因此，基本上相同或基本上相似于SEQ  ID  NO:5的核酸序列被涵盖在本披露之内。

如果序列是以逐个核苷酸为基础与参比序列(例如，SEQ  ID  NO:4)的至少一个子序列相同，

则序列基本上与SEQ  ID  NO:5相同。这样的核酸可以包括，例如，相对于SEQ  ID  NO:4的插

入、缺失和取代。例如，这些核酸可以与参比核酸至少约70％、80％、90％、95％、96％、97％、

98％、或甚至99％相同，或可以编码与参考多肽序列(例如，SEQ  ID  NO:4)至少70％、80％、

90％、95％、96％、97％、98％、或甚至99％相同的多肽。

[0157] 另外，包括编码如在此提供的GITRL融合多肽亚基或六聚体蛋白(例如，GITRL  FP)

的核酸的多核苷酸也可以包括多核苷酸序列，例如，促进核酸的表达或复制的表达调节序

列和/或载体序列。同样地，包括编码如在此提供的GITRL融合多肽亚基或六聚体蛋白(例

如，GITRL  FP)的核酸的多核苷酸可以包括对所编码的多肽赋予功能属性的另外的编码序

列。这样的序列包括但不限于分泌信号序列和膜定位信号。SEQ  ID  NO:7中提供了编码如下

信号肽的核酸的非限制性实例，该信号肽与编码GITRL融合多肽亚基的核酸是可操作连接

的。

[0158] 可以通过常规技术将包括编码如在此提供的GITRL融合多肽亚基或六聚体蛋白

(例如，GITRL  FP)的核酸的多核苷酸引入载体，例如真核表达载体。因此，本披露提供了包

含在此提供的多核苷酸的载体。将表达载体设计来通过提供启动和增强cDNA的转录和保证

其正确的剪接和聚腺苷酸化的调节序列允许编码如在此提供的GITRL融合多肽亚基或六聚

体蛋白(例如，GITRL  FP)的多核苷酸序列在细胞中的转录。许多表达载体是对本领域的普

通技术人员而言已知的，并且是商业上可获得的，或可以根据传统的分子生物学程序从个

别组件组装的。

[0159] 表达控制序列和表达载体的选择将取决于宿主细胞的选择。可以采用多种多样的

表达宿主/载体组合。对于真核宿主有用的表达载体包括例如包含来自SV40、牛乳头瘤病

毒、腺病毒、以及巨细胞病毒的表达控制序列的载体。对于细菌宿主有用的表达载体包括已

知细菌质粒，诸如来自大肠杆菌的质粒，包括pCR  1、pBR322、pMB9以及其衍生物，更广泛的

宿主范围质粒，诸如M13和丝状单链DNA噬菌体。

[0160] 对于表达如在此提供的GITRL融合多肽亚基或六聚体蛋白(例如，GITRL  FP)的合
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适的宿主细胞包括在适当的启动子控制下的原核生物、酵母、昆虫或高等真核细胞。原核细

胞包括革兰阴性或革兰阳性生物体，例如大肠杆菌或杆菌。高等真核细胞包括如下所述哺

乳动物起源的已建立的细胞系。还可以采用无细胞翻译系统。关于蛋白质产生(包括抗体产

生)方法的其他信息可以在例如美国专利公开号2008/0187954、美国专利号6,413,746和6,

660,501、以及国际专利公开号WO  2004/009823中找到，这些专利各自通过引用以其全文结

合在此。

[0161] 还提供的是包括如在此提供的多核苷酸或载体的宿主细胞。还可以有利地采用不

同的哺乳动物或昆虫细胞培养系统，以表达在此提供的多肽亚基或六聚体蛋白。可以在哺

乳动物细胞中进行重组蛋白质的表达，因为此类蛋白质总体上被正确地折叠，适当地修饰

并且完全起作用。适合的哺乳动物宿主细胞系的实例包括HEK-293和HEK-293T、由格卢兹曼

(Gluzman)(细胞23:175,1981)描述的猴肾细胞的COS-7系、以及包括例如L细胞、C127、3T3、

中国仓鼠卵巢(CHO)、HeLa以及BHK细胞系的其他细胞系。哺乳动物表达载体可以包括非转

录元件(如复制起点)、连接至待表达的基因上的合适的启动子和增强子以及其他5’或3’侧

翼非转录序列和5’或3’非翻译序列，如必要的核糖体结合位点、聚腺苷酸化位点、剪接供体

和受体位点以及转录终止序列。用于产生昆虫细胞中的异源蛋白质的杆状病毒系统通过

Luckow和Summers，BioTechnology[生物技术]6:47(1988)评价。

[0162] 蛋白质例如如在此提供的GITRL融合多肽亚基或六聚体蛋白(例如，GITRL  FP)的

表达和纯化可以使用标准的实验室技术进行。在此讨论或参考了这样的方法的实例。表达

后，纯化的蛋白质有许多用途，包括例如功能分析、抗体产生和诊断，以及如下所述的预防

和治疗用途。例如，在此提供的多肽亚基或六聚体蛋白可被用于生产药物组合物，包括适合

用于预防和/或治疗给药的疫苗组合物。

[0163] 通过转化的宿主产生的如在此提供的GITRL融合多肽亚基或六聚体蛋白(例如，

GITRL  FP)可以按照任何合适的方法来纯化。此类标准方法包括色谱法(例如，离子交换色

谱、亲和色谱以及尺寸分级柱色谱)、离心、差别溶解度，或者通过用于蛋白质纯化的任何其

他标准技术。亲和标签诸如六组氨酸、麦芽糖结合结构域、流感外壳序列以及谷胱甘肽-S-

转移酶可以附接至蛋白质，以便允许蛋白质通过合适的亲和柱后较容易地得到纯化。还可

以使用诸如蛋白质水解、核磁共振和x射线结晶的此类技术来物理性表征分离的蛋白质。

[0164] 例如，可以首先使用商业上可获得的蛋白浓缩过滤器例如艾美康恩(Amicon)或密

理博皮里康恩(Millipore  Pellicon)超滤单元浓缩来自将重组蛋白分泌到培养基中的系

统的上清液。浓缩步骤之后，浓缩物可以施加到适合的纯化基质。可替代地，可以采用阴离

子交换树脂，例如具有侧接的二乙氨基乙基(DEAE)基团的基质或基底。基质可以是丙烯酰

胺、琼脂糖、右旋糖酐、纤维素或在蛋白质纯化中常用的其他类型。可替代地，可以采用阳离

子交换步骤。适合的阳离子交换剂包括含有磺丙基或羧甲基的各种不可溶基质。最后，可以

使用采用疏水性RP-HPLC介质(例如，具有侧接甲基或其他脂族基团的硅胶)的一个或多个

反相高效液相色谱(RP-HPLC)步骤，以便进一步纯化流感B/山形病毒结合分子。还可以采用

不同组合的一些或所有上述纯化步骤以便提供均质的重组蛋白。

[0165] 在细菌培养物中产生的如在此提供的GITRL融合多肽亚基或六聚体蛋白(例如，

GITRL  FP)可以例如通过以下方法分离：最初从细胞沉淀提取，然后进行一次或多次浓缩、

盐析、水性离子交换或尺寸排阻色谱步骤。可以采用高效液相色谱(HPLC)进行最终纯化步
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骤。用于重组蛋白表达的微生物细胞可以通过任何常规方法来破坏，这些方法包括冻融循

环、超声处理、机械破坏或使用细胞溶解剂。

药物组合物和给药方法

[0166] 制备如在此提供的六聚体蛋白(例如，如在此提供的GITRL  FP)的方法和将其给予

至对其有需要的受试者例如以便增强在癌症患者中的免疫应答的方法，例如以便抑制或减

少肿瘤生长的方法，或给予至具有病毒感染的患者例如以便减少病毒载量或减少病毒感染

复发率的方法，是本领域的技术人员熟知的或可以容易地确定的。如在此提供的六聚体蛋

白(例如，GITRL  FP)的给药途径可以是，例如，口服、肠胃外、通过吸入或局部。如在此所用

的术语肠胃外包括例如静脉内、动脉内、腹膜内、肌内、皮下、直肠或经阴道给药。虽然所有

这些给药形式可清楚地考虑为适合的形式，但对于给予形式的另一个实例是用于注射、特

别是用于静脉内或动脉内注射或滴注的溶液。通常，合适的药物组合物可以包括但不限于

缓冲液(例如乙酸盐、磷酸盐或柠檬酸盐缓冲液)、表面活性剂(如聚山梨酯)、稳定剂试剂

(例如人白蛋白)等。在与在此的传授内容相容的其他方法中，如在此提供的六聚体蛋白(例

如，如在此提供的GITRL  FP)可直接递送到有害细胞群的位点，从而增加患病组织对治疗剂

的暴露。

[0167] 在此提供的某些药物组合物可以按一种可接受的剂型(包括例如胶囊、片剂、水性

混悬液或溶液)来口服给予。某些药物组合物也可以通过鼻气雾剂或吸入来给予。使用苄醇

或其他合适的防腐剂、提高生物利用度的吸收促进剂、和/或其他常规增溶剂或分散剂，这

样的组合物可以作为盐水中的溶液来制备。

[0168] 可与载体材料相组合以便产生单一剂型的如在此提供的六聚体蛋白(例如，GITRL 

FP)的量将取决于所治疗的受试者和具体给予模式而变化。该组合物可以作为单次剂量，多

次剂量或在一个既定时间段中的输注给药。也可以调整剂量方案以便提供最佳期望应答

(例如治疗性或预防性应答)。

[0169] “治疗有效剂量或量”或“有效量”意指如在此提供的六聚体蛋白(例如，GITRL  FP)

当被给予时引起对患有待治疗疾病或病症的治疗的积极治疗应答的量。

试剂盒

[0170] 本披露进一步提供包含如在此提供的六聚体蛋白(例如，在此描述的GITRL  FP)和

可用于执行在此描述的方法的试剂盒。在某些实施例中，试剂盒在一个或多个容器中包含

至少一种纯化的如在此提供的六聚体蛋白(例如，GITRL  FP)。本领域的技术人员将容易地

认识到所披露的、如在此提供的六聚体蛋白(例如，GITRL  FP)可以容易地与在本领域中熟

知的已建立的试剂盒形式之一结合。

免疫测定

[0171] 如在此提供的六聚体蛋白(例如，GITRL  FP)可以通过本领域中已知的任何方法测

定特异性和/或选择性结合。可使用的免疫测定包括但不限于使用如以下技术的竞争性和

非竞争性测定系统，例如：蛋白质印迹、放射免疫测定、ELISA(酶联免疫吸附测定)、荧光集

落测定(FFA)、微量中和测定、血凝抑制测定(HAI)、“夹心”免疫测定、免疫沉淀测定、沉淀素

反应、凝胶扩散沉淀素反应、免疫扩散测定、凝集测定、补体固定测定、免疫放射测定、荧光

免疫测定、仅举几个例子。此类测定是常规的并且在本领域是熟知的(参见例如，Ausubel等

人编辑(1994)Current  Protocols  in  Molecular  Biology(John  Wiley&Sons,Inc.,NY)
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Vol.1[当前分子生物学方案(约翰威利父子公司,纽约)第1卷]，其通过引用以整体结合在

此)。FFA，微量中和测定，和HAI将在以下实例中进行详细讨论。

[0172] 适合于确定在此提供的六聚体蛋白的结合特性的方法和试剂是在本领域中已知

的和/或可商购的。设计用于此类动力学分析的设备和软件是可商购的 (例如，

软件，GE医疗集团(GE  Healthcare)； 软件，

Sapidyne仪器)。

免疫增强和治疗的方法

[0173] 在抗原活化过程中或之后通过在抗原处理的T细胞(例如，抗原处理的CD4+或CD8+T

细胞)上接合GITR在受试者(例如，哺乳动物受试者，如人受试者)内增强抗原特异性免疫应

答可以利用各种各样的方法来实现。选择的方法将主要取决于期望增强免疫应答的抗原的

类型，并且可用的各种方法将在下面讨论。无论哪种方法被选中，可向受试者(例如人类受

试者)给予如在此提供的六聚体蛋白(例如，GITRL  FP)使得在T细胞被抗原致敏过程中或之

后不久它呈现于受试者的T细胞。使用OX40六聚体蛋白活化受试者(例如人受试者)中的免

疫应答的示例方法在US公开号2016/0024176(将其通过引用以其全文结合在此)中呈现，并

且可以适用于在此提供的GITRL  FP。

[0174] 在某些方面中，本披露提供了促进抗原处理的T细胞(例如，抗原处理的CD4+或CD8+

T细胞)存活或增殖的方法，该方法包括在该六聚体蛋白可特异性地结合在T细胞(例如，抗

原处理的CD4+或CD8+T细胞)表面上的GITR的条件下使抗原处理的T细胞(例如，抗原处理的

CD4+或CD8+T细胞)接触如在此提供的六聚体蛋白(例如，GITRL  FP)。在某些方面中，该接触

是体外的。在某些方面中，该接触是体内的，例如，经由向需要治疗的受试者给予有效剂量

的六聚体蛋白。在某些方面中，该接触与T-细胞活化(例如，抗原活化)同时发生，在某些方

面中，该接触在T-细胞活化后发生。

[0175] 在另外的方面中，本披露提供了增强自抗原处理的T细胞(例如，抗原处理的CD4+

或CD8+T细胞)的细胞因子释放的方法，该方法包括使抗原处理的T细胞(例如，抗原处理的

CD4+或CD8+T细胞)接触如在此提供的六聚体蛋白(例如，FP)，其中该六聚体蛋白可特异性地

结合在抗原处理的T细胞(例如，抗原处理的CD4+或CD8+T细胞)表面上的GITR。在某些方面

中，该接触是体外的。在某些方面中，该接触是体内的，例如，经由向需要治疗的受试者给予

有效剂量的六聚体蛋白。在某些方面中，该接触与T-细胞活化(例如，抗原活化)同时发生，

在某些方面中，该接触在T-细胞活化后发生。在某些方面中，该细胞因子可以是IFNγ、TNF

α、IL-5、IL-10、IL-2、IL-4、IL-13、IL-8、IL-12p70、IL-1β、GM-CSF或其任何组合。在某些方

面中，该细胞因子是IFNγ、TNFα、IL-5、IL-10、IL-4、IL-13、GM-CSF或其任何组合。

[0176] 在某些方面中，抗原处理的T细胞(例如，抗原处理的CD4+或CD8+T细胞)是人CD4+或

CD8+T细胞、食蟹猴CD4+或CD8+T细胞、恒河猴CD4+或CD8+T细胞或其组合。

[0177] 本披露进一步提供促进T-细胞活化的方法，该方法包括使T-细胞接触如在此提供

的六聚体蛋白(例如，GITRL融合蛋白)，其中该六聚体蛋白可以特异性地结合T-细胞表面上

的GITR。在某些方面中，在抗原，例如，肿瘤抗原的存在下接触发生。在某些方面中，该方法

进一步包括通过GITRL  FP的IgG-Fc结构域与表达FcγR的细胞的相互作用使六聚体GITRL

融合蛋白交联，这些表达FcγR的细胞例如是：B细胞、单核细胞、巨噬细胞、髓样树突状细胞

或浆细胞样树突状细胞、滤泡树突状细胞、朗格汉斯细胞、内皮细胞、NK细胞、嗜中性粒细
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胞、嗜酸性粒细胞、血小板、肥大细胞、来自原发人肿瘤或肿瘤引流或非引流淋巴结的CD45+

细胞、来自其他二级或三级淋巴样结构的CD45+细胞，或它们的组合。在某些方面中，T-细胞

活化可以按NFκB信号传导途径的刺激进行测量。在某些方面中，促进T-细胞活化的GITRL 

FP是GITRL  IgG1  FP、GITRL  IgG4  FP或其变体。在某些方面中，该接触是体外的。在某些方

面中，该接触是体内的，例如，经由向需要治疗的受试者给予有效剂量的六聚体蛋白。

[0178] 还在此提供了用于治疗癌症的方法，这些方法包括给予GITRL  FP和OX40激动剂

(例如，OX40配体融合蛋白或OX40激动剂抗体)。在小鼠肿瘤模型中，给予GITRL  FP和OX40配

体融合蛋白导致肿瘤体积的减小和存活期的增加。在某些方面中，对呈现有实体瘤的患者

给予GITRL  FP和OX40配体融合蛋白(例如，MEDI6383)。

[0179] 使用癌症疗法(包括GITRL  FP和OX40激动剂)的有效治疗包括例如降低癌症的进

展速率，阻滞或稳定化原发性肿瘤部位处或一个或多个转移中的肿瘤或转移生长、肿瘤收

缩、和/或肿瘤消退。在一些方面中，肿瘤生长的降低或阻滞可以是统计学上显著的。可以通

过与基线处的患者肿瘤的生长、针对预期的肿瘤生长、针对基于大的患者群体的预期肿瘤

生长或针对对照群体的肿瘤生长进行比较来测量肿瘤生长的减少。在其他实施例中，本发

明的这些方法增加存活。

[0180] 对给予癌症疗法(包括GITRL  FP和OX40激动剂)的临床应答可以使用临床医生已

知的诊断技术来评估，这些诊断技术包括但不限于磁共振成像(MRI)扫描、x-射线照相成

像、计算机断层照相(CT)扫描、流式细胞术或荧光活化的细胞分选器(FACS)分析、组织学、

宏观病理学、以及血液化学，包括但不限于可通过ELISA、RIA和色谱法检测到的变化。

[0181] 本披露进一步提供在受试者中治疗癌症或病毒感染的方法，该方法包括向需要治

疗的受试者给予有效量的在此提供的六聚体蛋白(例如，GITRL  FP)或包含六聚体蛋白的组

合物或配制品。在某些方面中，该癌症是实体瘤。根据这个方法，该六聚体蛋白或组合物的

给予可以抑制肿瘤生长；可以促进肿瘤缩小、或两者。在某些方面中，在T细胞存在下实现肿

瘤生长抑制。

[0182] 术语“癌症”、“肿瘤”、“癌性”、和“恶性”指或描述在哺乳动物中典型地是特征为不

受控制的细胞生长的生理病症。癌症的实例包括但不限于上皮癌，包括腺癌、淋巴瘤、胚细

胞瘤、黑色素瘤、肉瘤、和白血病。此类癌症的更具体的实例包括鳞状细胞癌、小细胞肺癌、

非小细胞肺癌、胃肠癌、霍奇金氏淋巴瘤和非霍奇金氏淋巴瘤、胰腺癌、成胶质细胞瘤、神经

胶质瘤、宫颈癌、卵巢癌、肝癌(诸如肝癌和肝细胞瘤)、膀胱癌、乳腺癌(包括激素介导的乳

腺癌，参见例如，Innes等人(2006)Br.J.Cancer[英国癌症杂志]94:1057-1065)、结肠癌、结

直肠癌、子宫内膜癌、骨髓瘤(诸如多发性骨髓瘤)、唾液腺癌、肾癌(诸如肾细胞癌和维尔姆

斯氏瘤)、基底细胞癌、黑色素瘤、前列腺癌、外阴癌、甲状腺癌、睾丸癌、食道癌、血癌(包括

但不限于急性髓细胞性白血病(AML)和多发性骨髓瘤(MM))、各种类型的头颈癌(包括但不

限于鳞状细胞癌)、以及粘液性起源的癌症(诸如粘液性卵巢癌)、胆管癌(肝)以及肾乳头状

癌。在某些实施例中，该血癌选自下组，该组由以下各项组成：霍奇金氏淋巴瘤、非霍奇金氏

淋巴瘤、多发性骨髓瘤、急性成淋巴细胞性白血病、急性骨髓性白血病、慢性淋巴细胞性白

血病、以及慢性骨髓性白血病。

[0183] 一些实施例针对在有需要的受试者中预防或治疗癌症或病毒感染的方法，该方法

包括向受试者给予有效量的如在此提供的六聚体蛋白(例如，GITRL  FP)、包含该六聚体蛋
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白的组合物或配制品、或如在此所述的多核苷酸、载体、或宿主细胞。

[0184] 提供了在有需要的受试者中治疗病毒感染的方法，该方法包括向该受试者给予有

效量的六聚体蛋白或包含该六聚体蛋白的组合物。在某些实施例中，病毒感染可以是慢性

或潜伏性病毒感染。这种慢性病毒感染是由发生病毒体增殖的数周、数月或数年的病毒感

染表征的病毒感染。这种潜伏性病毒感染是由病毒体不增殖的一段时间表征的病毒感染。

在某些实施例中，可以通过在受试者或从受试者获得的样品中进行针对病毒存在的分析诊

断来鉴定有需要的受试者。在某些实施例中，该治疗可以提供病毒载量的减少、病毒再活化

的减少、与所述感染相关的症状的改善或其组合。在某些实施例中，病毒载量、再活化或症

状的减少是与用安慰剂治疗的对照受试者相比。在任何上述方法的某些实施例中，病毒感

染是由选自下组的病毒造成，该组由以下各项组成：人免疫缺陷病毒(HIV)、乙型肝炎病毒、

丙型肝炎病毒、麻疹、埃-巴二氏病毒(EBV)、巨细胞病毒(CMV)、腺病毒(AdV)、人乳头瘤病毒

(HPV)、单纯疱疹病毒(HSV)、水痘-带状疱疹病毒(VZV)及其组合。

[0185] 本披露的组合物可以通过任何合适方法来给予，例如肠胃外、心室内、口服、通过

吸入喷雾剂、局部、直肠、经鼻、经颊、经阴道或经由植入的储槽。如在此使用的术语“肠胃

外”包括皮下、静脉内、肌内、关节内、滑膜内、胸骨内、鞘内、肝内、病灶内以及颅内注射或输

注技术。

[0186] 本披露进一步提供增强受试者的免疫应答的方法，该方法包括向对其有需要的受

试者给予治疗有效量的如在此提供的六聚体蛋白(例如，GITRL  FP)或包含六聚体蛋白的组

合物或配制品。

[0187] 待治疗的受试者可以是需要治疗的任何动物，例如，哺乳动物，在某些方面中，受

试者是人受试者。

[0188] 在其最简单的形式中，将向受试者给予的制剂是以常规的剂量形式给予的如在此

提供的六聚体蛋白(例如，GITRL  FP)，并且优选地，与如在此别处描述的药用赋形剂、载体

或稀释剂组合。

[0189] 如在此提供的六聚体蛋白(例如，GITRL  FP)可以通过如在此别处所述的任何合适

的方法给予，例如，通过静脉内输注给予。在某些方面中，如在此提供的六聚体蛋白(例如，

GITRL  FP)可被引入到肿瘤中或引入到肿瘤细胞附近。

[0190] 所有类型的肿瘤都潜在适合于通过这个方法来治疗，这些肿瘤包括但不限于乳腺

癌、肺癌、胰腺癌、卵巢癌、肾癌、结肠癌和膀胱癌、以及黑色素瘤、肉瘤和淋巴瘤。

T细胞引发剂

[0191] 提供了在有需要的受试者中治疗癌症的方法，该方法包括向该受试者给予有效量

的六聚体蛋白或包括与T细胞引发剂组合的六聚体蛋白的组合物。在某些方面中，该T-细胞

引发剂是DNA疫苗加佐剂。在具体的方面中，这种组合是例如E7合成长肽(SLP)和CpG寡脱氧

核苷酸。在另外的方面中，该T细胞引发剂是表观遗传修饰剂，例如5-氮杂-2'-脱氧胞苷或

组蛋白修饰剂，例如HDAC抑制剂。在另外的方面中，该T细胞引发剂是病毒，例如牛痘、李斯

特菌属或新城疫病毒。

***

[0192] 除非另外指示，否则本披露采用细胞生物学、细胞培养、分子生物学、转基因生物

学、微生物学、重组DNA以及免疫学的常规技术，这些技术在本领域的技能范围内。此类技术
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在文献中得到充分解释。参见，例如，Sambrook等人编辑(1989)，Molecular  Cloning  A 

Laboratory  Manual[分子克隆：实验室手册](第2版，冷泉港实验室出版社(Cold  Spring 

Harbor  Laboratory  Press))；Sambrook等人编辑(1992)Molecular  Cloning:A 

Laboratory  Manual[分子克隆：实验室手册]，(冷泉港实验室(Cold  Spring  Harbor 

Laboratory)，纽约)；D.N.Glover编辑(1985)DNA  Cloning[DNA克隆]，第I卷和第II卷；Gait

编辑(1984)Oligonucleotide  Synthesis[寡核苷酸合成]；Mullis等人，美国专利号4,683,

195；Hames和Higgins编辑(1984)Nucleic  Acid  Hybridization[核酸杂交]；Hames和

Higgins编辑(1984)Transcription  And  Translation[转录与翻译]；Freshney(1987)

Culture  Of  Animal  Cells[动物细胞的培养](Alan  R .Liss公司)；Immobilized  Cells 

And  Enzymes[固定化细胞与酶](IRL出版社)(1986)；Perbal(1984)A  Practical  Guide  To 

Molecular  Cloning[分子克隆实用指南]；专题论文，Methods  In  Enzymology[酶学方法]，

(学术出版社公司，纽约州)；Miller和Calos编辑(1987)Gene  Transfer  Vectors  For 

Mammalian  Cells[哺乳动物细胞的基因转移载体]，(冷泉港实验室)；Wu等人编辑，Methods 

In  Enzymology[酶学方法]，第154卷和第155卷；Mayer和Walker编辑(1987)

Immunochemical  Methods  In  Cell  And  Molecular  Biology[细胞与分子生物学中的免疫

化学方法](学术出版社，伦敦)；Weir和Blackwell编辑(1986)Handbook  Of  Experimental 

Immunology[实验免疫学手册]，第I-IV卷；Manipulating  the  Mouse  Embryo[操纵小鼠胚

胎]，冷泉港实验室出版社，冷泉港，纽约州，(1986)；以及Ausubel等人(1989)Current 

Protocols  in  Molecular  Biology[当代分子生物学方案](John  Wiley  and  Sons(约翰威

利父子公司)，巴尔的摩，马里兰州)。

[0193] 在Borrebaeck编辑(1995)Antibody  Engineering(2nd  ed.；Oxford  Univ.Press)

[抗体工程(第二版；牛津大学出版社)]中，提出了抗体工程的普遍原理。蛋白质工程化的一

般原理列举在Rickwood等人编辑(1995)Protein  Engineering ,A  Practical  Approach

(IRL  Press  at  Oxford  Univ.Press,Oxford,Eng.)[蛋白质工程化,实用方法(牛津大学出

版社的IRL出版社,牛津,英国)]中。在Nisonoff(1984)Molecular  Immunology(2nd  ed .；

Sinauer  Associates,Sunderland ,Mass.)[分子免疫学(第2版；西诺埃联合公司,桑德兰,

马萨诸塞州)]；以及Steward(1984)Antibodies,Their  Structure  and  Function(Chapman 

and  Hall,New  York,N.Y.)[抗体,它们的结构和功能(Chapman和Hall,纽约,纽约州)]中阐

明了抗体和抗体半抗原结合的普遍原理。另外，本领域中已知的免疫学标准方法，不再做具

体的描述，大体上遵循以下：Current  Protocols  in  Immunology,John  Wiley&Sons ,New 

York[免疫学现代方法,约翰威利父子公司,纽约]；Stites等人编辑(1994)Basic  and 

Clinical  Immunology(8th  ed；Appleton&Lange,Norwalk,Conn.)[基础和临床免疫学(第8

版；阿普尔顿和兰格公司,诺瓦克,康涅狄格州)]；以及Mishell和Shiigi(编辑)(1980)

Selected  Methods  in  Cellular  Immunology(W.H.Freeman  and  Co.,NY)[细胞免疫学中

所选择的方法(W.H.弗里曼与公司,纽约州)]。

[0194] 列举免疫学的一般原理的标准参考工作包括Curre n t  P ro to c o ls  i n 

Immunology ,John  Wiley&Sons ,New  York[当代免疫学实验技术,约翰威利父子公司,纽

约]；Klein(1982)J.,Immunology:The  Science  of  Self-Nonself  Discrimination(John 

Wiley&Sons,NY)[免疫学:自我-非自身辨别的科学(约翰威利父子公司,纽约)]；Kennett等
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人编辑(1980)Monoclonal  Antibodies ,Hybridoma:A  New  Dimension  in  Biological 

Analyses(Plenum  Press ,NY)[单克隆抗体,杂交瘤:生物分析的一个新维度(普莱南出版

社,纽约)]；Campbell(1984)“Monoclonal  Antibody  Technology”in  Laboratory 

Techniques  in  Biochemistry  and  Molecular  Biology,ed.Burden  et  al.,(Elsevier,

Amsterdam)[“单克隆抗体技术”,生物化学和分子生物学实验室技术,Burden等人编辑(爱

思唯尔,阿姆斯特丹)]；Goldsby等人编辑(2000)Kuby  Immunology(4th  ed .；H.Freemand&

Co .)[Kuby免疫性(第4版；H.弗里曼出版社)]；Roitt等人(2001)Immunology(6th  ed .；

London:Mosby)[免疫学(第6版；伦敦:莫斯比出版社)]；Abbas等人(2005)Cellular  and 

Molecular  Immunology(5th  ed .；Elsevier  Health  Sciences  Division)[细胞与分子免

疫学(第5版；爱思唯尔健康科学部)]；Kontermann和Dubel(2001)Antibody  Engineering

(Springer  Verlag)[抗体工程化(施普林格维拉格出版社)]；Sambrook和Russell(2001)

Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual(Cold  Spring  Harbor  Press)[分子克隆:实验

室手册(冷泉港出版社)]；Lewin(2003)Genes  VIII(Prentice  Hall  2003)[基因VIII(普伦

蒂斯·霍尔出版社2003)]；Harlow和Lane(1988)Antibodies:A  Laboratory  Manual(Cold 

Spring  Harbor  Press)[抗体:实验室手册(冷泉港出版社)]；Dieffenbach和Dveksler

(2003)PCR  Primer(Cold  Spring  Harbor  Press)[PCR引物(冷泉港出版社)]。

[0195] 以上引用的所有参考文献，连同在此引用的所有参考文献，是通过引用以其全文

结合在此。

[0196] 以说明的方式而不是以限制的方式提供以下实例。

实例

表B：缩略词列表与术语定义
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实例1：GITRL  IgG  Fc融合蛋白的工程化

可用于产生多聚体人GITRL-FP分子的合适的人三聚化基序的鉴定

[0197] 对产生人六聚体GITRL  FP的努力最初集中于使用GCN4pII三聚化基序来稳定

GITRL三聚体并形成六聚体蛋白。然而，此基序源自酵母蛋白质，并且将含有非人类基序的

GITRL  FP给予人可导致免疫原性。因此，认为理想的是产生含有源自人蛋白质的三聚化基

序的等同GITRL  FP。通过蛋白质数据库(PDB；可通过互联网经由万维网站“wwpdb.org”访

问)鉴定来自形成三聚体卷曲螺旋基序的51个蛋白质的氨基酸序列，如其三维晶体结构或

直向同源物的那些所证明的，并且对于经验性实验测试，选择4个卷曲螺旋基序的子组并入

GITRL  FP分子中。

方法

[0198] 使用PyMol  Visualization  Graphics软件分析了冠蛋白-1A(PDB代码：2akf)、母

系蛋白1(1aq5)、朗格汉斯蛋白(3kqg)和营养不良性肌强直激酶DMPK(PDB代码：1wt6)卷曲

螺旋基序的三维晶体结构。

结果

[0199] 在蛋白质数据库(PDB)搜索了鉴定51个候选序列的三聚体卷曲螺旋蛋白质序列之

后，选择了四个序列用于产生多聚体GITRL  FP(表1-1)。这四个序列是来自人蛋白质冠蛋白

1a、母系蛋白1、朗格汉斯蛋白和DMPK的卷曲螺旋序列。据报道来自小鼠冠蛋白1a(PDB代码：

2akf)的卷曲螺旋基序的结构在溶液中是稳定的三聚体(Kammerer,R.A.等人PNAS,卷:102,

第13891-13896页(2005))。人冠蛋白1a卷曲螺旋序列显示与小鼠蛋白的高度序列一致性

(78.1％序列一致性)，所以预测此序列形成三聚体卷曲螺旋结构。类似地，据报道来自鸡母

系蛋白1 (P D B代码：1aq 5)的卷曲螺旋基序的结构是三聚体(Da m e s ,S .A .等人

NAT.STRUCT.BIOL.[自然结构生物学]5:687-691(1998)；PDB代码：1aq5)。预测人母系蛋白1

卷曲螺旋序列基于其与鸡直向同源物的高度序列一致性(60.0％序列一致性)形成三聚体
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卷曲螺旋结构。据报道人朗格汉斯蛋白(PDB代码：3kqg)和人DMPK(PDB代码：1wt6)卷曲螺旋

序列是三聚体(Feinberg ,H .等人,J .BIOL .CHEM .[生物化学杂志]285:13285-13293

(2010))，并被选择用于产生多聚体人GITRL融合蛋白。

[0200] 为了提供用于GITRL融合蛋白的另外的卷曲螺旋序列，产生来自人冠蛋白-1A、母

系蛋白-1、朗格汉斯蛋白和DMPK的野生型卷曲螺旋序列的变体。为了产生这些变体序列，使

用ProCoil算法的在线实现(可通过互联网经由万维网站“bioinf .jku .at/software/

procoil/”访问)。此算法预测给定序列形成二聚体和三聚体卷曲螺旋结构的概率。与野生

型序列相比，上面提到的野生型卷曲螺旋序列的几种变体被预测具有形成三聚体的更高概

率评分。选择具有成为三聚体的最高可能性的变体序列用于产生六聚体GITRL  FP。

[0201] 上述四种人蛋白质的变体卷曲螺旋序列示于表1-1。

表1-1：在GITRL  FP构建体中用作三聚体卷曲螺旋基序的序列

用以对三聚化基序进行排序的计算机模拟分析

[0202] 通过用算法(LOGICOIL)分析表1-1中的序列以预测其寡聚状态而进行对将产生更

稳定的GITRL三聚体并因此产生更稳定的多聚体GITRL  FP的基序的计算机模拟预测。此外，

通过两种算法(MARCOIL和LOGICOIL)的组合，将针对形成平行三聚体获得的评分与来自从

整个人蛋白质组中鉴定的卷曲螺旋的那些进行比较。

方法

[0203] 在从ftp站点“ftp .ncbi .nlm .nih .gov/refseq/H_sapiens/mRNA_Prot/

human.protein.faa.gz”下载的人蛋白质组上进行全基因组预测。此版本包括总数71861个

蛋白质序列。扫描这些序列，并通过执行从万维网站“bcf .isb-sib .ch/Delorenzi/
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Marcoil/Marcoilcode.tar.gz”下载的软件MARCOIL来鉴定卷曲螺旋基序。使用从互联网上

经由万维网站“coiledcoils.chm.bris.ac.uk/LOGICOIL/LOGICOIL_Source.zip”下载的

LOGICOIL算法进一步分析了所有通过某些特定阈值(即0.01、0.10、0.50、0.90和0.99)的基

序，来预测卷曲螺旋序列的寡聚状态(平行或反平行二聚体、三聚体或四聚体)。此软件包是

用R语言实现的(版本3.0.2-2013-09-25)。ad-hoc  perl脚本是为了将MARCOIL的输出转换

成LOGICOIL预期的文件格式而开发的。使用格点软件包(lattice  package，版本0.20-23)

在R中绘制直方图。

结果

[0204] 预测了来自Refseq的所有人序列中的卷曲螺旋基序(使用MARCOIL)。通过MARCOIL

算法对不同阈值预测的卷曲螺旋基序的数目显示于表1-2中。然后使用LOGICOIL预测0.99

阈值的所有基序的寡聚状态，以及表1-2中的八个选定的三聚体卷曲螺旋结构域。

这些评分的分布和在此项研究中使用的基序的等级显示于表1-3中。

表1-2：通过MARCOIL算法对不同阈值预测的卷曲螺旋基序的数目

表1-3：整个蛋白质组的背景下八个卷曲螺旋基序的等级，包括LOGICOIL  TRIM评分

含有不同人三聚化基序的GITRL  FP变体的产生

[0205] 除了GCN4  pII序列之外，将每个选择的三聚化基序的序列以适当的构型克隆到编

码GITRL  FP的其他元件的DNA载体中，即在人Fc结构域和人GITRL的胞外结构域之间，由短
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的柔性氨基酸接头序列分开。这些载体被用于瞬时转染哺乳动物细胞，使重组六聚体GITRL 

FP蛋白的分泌和随后的纯化成为可能。

方法

[0206] 使用PEI将悬浮CHO细胞用编码不同六聚体GITRL  FP的DNA载体瞬时转染并使其在

37℃下生长八天，以80％湿度在140rpm下振荡。通过在1600x  g离心并过滤，将40毫升含有

分泌蛋白的条件培养基与细胞和细胞碎片分离。使用Mab  SelectSureTM树脂纯化蛋白质，并

通过还原性SDS-PAGE分析其大小和完整性。

随后对六聚体GITRL  FP(冠蛋白1a  wt)和六聚体GITRL  FP(母系蛋白1wt)采用较大规

模表达和两步纯化方案。在此，使较大体积的CHO条件培养基(400ml)经受蛋白G色谱，随后

尺寸排阻色谱步骤(S20016/60)。将这些纯化的蛋白质用于SEC-MALLS分析。

结果

[0207] 所有重组六聚体GITRL  FP蛋白质以相似水平表达，但含有冠蛋白1a  wt基序的六

聚体GITRL-FP显现比其他蛋白质提供更高的产量(表1-4：图1)。

表1-4：针对八种GITRL  FP蛋白来自在CHO细胞中瞬时表达的蛋白质产量

GITRL  FP 浓度(mg/ml)

母系蛋白1wt 0.51

母系蛋白1变体 0.57

冠蛋白1awt 0.9

冠蛋白1a变体 0.63

DMPKwt 0.66

DMPK变体 0.34

朗格汉斯蛋白wt 0.37

朗格汉斯蛋白变体 0.48

含有不同人三聚化基序的GITRL  FP变体的表征

GITRL  FP变体与表达GITR的细胞的结合

[0208] 为了确定六聚体GITRL  FP分子是否能结合细胞表面表达的GITR，将它们与过表达

GITR的细胞一起孵育，并通过其Fc结构域检测它们的结合。

方法

[0209] 以一式两份的孔将固定浓度的DyLight-649轭合的抗人IgG抗体缓冲液、随后是以

上在1 .3节中所述的经纯化的六聚体GITRL  FP蛋白的2倍稀释液和同种型对照抗体

(NIP228)添加到384孔黑色壁透明底板。向所有孔中加入稳定表达GITR的CHO细胞，并将该

板在室温下孵育4小时。使用具有640nm激光的MirrorballTM平板细胞计数器测定与CHO-

GITR细胞的结合，并测量荧光。

结果

[0210] 结果呈现在图2A-D中。所获得的结合特征曲线证明了当六聚体GITRL  FP的浓度超

过DyLight-649轭合的检测抗体的浓度时观察到的“钩效应”，导致在较高浓度的六聚体

GITRL  FP下检测到较少的结合；因此产生钟形的结合特征曲线。尽管有这种现象，不同的六

聚体GITRL  FP分子产生非常相似的结合特征曲线。

GITRL的竞争GITRL  FP变体与重组三聚体配体竞争结合GITR
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[0211] 使用均相时间分辨荧光(HTRF)测定来确定六聚体GITRL  FP分子对人GITRL与人

GITR的结合的影响。

方法

[0212] 将六聚体GITRL  FP分子滴定到HTRF测定中，其中测量了GITRL-HA(血凝素标签)与

GITR-Fc的结合。将人GITR  Fc与铕穴状化合物轭合，并将与XL665轭合的抗HA抗体用于检测

GITRL-HA蛋白。通过用Prism  5.01软件(GraphPad)将分析的数据曲线拟合到四参数逻辑方

程来确定IC50值。

结果

[0213] 结果呈现于图3A-D和表1-5中。具有不同三聚化基序的六聚体GITRL  FP分子都是

三聚体GITRL-HA与GITR-Fc结合的有效抑制剂。除GITRL  FP(朗格汉斯蛋白wt)证明比GITRL 

FP(GCN4)低8倍的效力外，大部分GITRL  FP变体产生相似的抑制曲线和IC50值。GITRL  FP(冠

蛋白1a)在0.61nM处具有最低的IC50值。

表1-5：与三聚体GITRL竞争结合GITR-Fc的GITRL  FP蛋白的IC50(nM)值

在报告物测定中GITRL  FP变体的活性

[0214] 在使用稳定表达GITR的NFκB荧光素酶报告细胞的测定中确定不同GITRL  FP分子

(六聚体GITRL  IgG1  FP(SEQ  ID  NO:6)和六聚体GITRL  IgG4  FP(SEQ  ID  NO:40))的功能活

性。测量了由GITR的激动和随后的NFκB途径的活化驱动的发光。
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方法

[0215] 针对六点数据曲线将GITRL  FP蛋白以4倍连续稀释并一式三份加入到96孔板中。

然后将用人GITR转染的Jurkat  NF-κB荧光素酶报告细胞加入到测定板的所有孔中，并在37

℃孵育3小时。通过将Steady-Glo试剂添加到测定板的所有孔中来检测荧光素酶表达。将各

板在室温下孵育5分钟，并且然后测量发光，并在GraphPad  Prism  5.01(GraphPad)中使用

log(激动剂)与响应可变斜率非线性曲线拟合产生EC50值。

结果

[0216] 结果呈现于图4A-D和表1-6中。所有的六聚体GITRL  FP蛋白都能触发NF-κB信号传

导。蛋白质产生与GITRL  FP(GCN4)相似的效力特征曲线和EC50值。

表1-6：使用人GITR转染的NF-κB荧光素酶基因报告细胞系，GITRL  FP变体的EC50(nM)

值

GITRL  FP变体的解链温度

[0217] 使用荧光染料(Sypro  Orange)测定GITRL  FP蛋白的解链温度，在去折叠蛋白的存

在下该荧光染料的发射特性改变。

方法

[0218] 使用基于Sypro  Orange的测定来评估多聚体GITRL  FP变体的热稳定性以计算解

链温度(Tm)。在分配到96孔PCR板中之前，首先将不同的蛋白质在2×PBS中稀释至0.5mg/

mL。将Sypro  OrangeTM加入到板上的每个孔中，然后将其密封。使用Chromo4TM连续荧光检测

器在Real-TimeTM  PCR仪上读板。温度设定为从20℃增加到90℃，每1℃读取一次，并且保持
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时间为1s。通过绘制荧光强度和荧光衍生物作为温度的函数来确定去折叠转变。一式两份

对每个多聚体GITRL-FP蛋白进行分析。

结果

[0219] 结果呈现在图5A-D中。下表1-7中总结了九个多聚体GITRL-FP蛋白中每一个的解

链温度。除GITRL  FP(DMPK  wt)外，所有变体都具有类似的特征曲线，GITRL  FP(DMPK  wt)在

59℃展示单一转变峰，相比之下其他大多数为62℃-64℃，GITRL  FP(朗格汉斯蛋白wt)和

GITRL  FP(朗格汉斯蛋白变体)都在低温(45℃-50℃)下显示另外的转变峰，这表明一些结

构不稳定性。

表1-7：九种GITRL  FP蛋白的转变温度

GITRL  FP变体的计算机模拟免疫原性分析

[0220] 使用ProPred算法确定8个卷曲螺旋结构域和其周围序列的预测的免疫原性。

方法

[0221] 使用ProPred[Singh&Raghava(2001)Bioinformatics[生物信息学]17(12)]，评价

8个选定的人三聚化基序和酵母GCN4pII的T评分。相对于氨基酸序列的总长度，任意氨基酸

序列的T评分定量强结合MHC  II类表位的数目。如果ProPred返回的结合评分高于通过评价

一组10,000个随机产生的九-mer序列获得的评分的95个百分点，则九-mer子序列被认为是

强结合表位。针对最常见的八个人等位基因计算每个基序的T-评分，包括基序之前的2x

[G4S]序列以及基序之后GITRL结构域的[G4]序列和前4个氨基酸。然后总体T评分形成个体

等位基因T评分的总和。

结果
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[0222] 每个三聚化基序及其周围序列的总体T评分示于表1-8中。注意，最高评分等于8，

这对应于针对所有测试的八个等位基因，序列中每个九-mer都是强结合表位的情况。有趣

的是，这个全局分析预测，除了DMPK  wt之外，几乎所有候选物都具有比GCN4略强的免疫原

性特征曲线。母系蛋白wt和变体都具有最高的总体T评分。

表1-8：八个人三聚化基序和GCN4pII的总体T评分

# 卷曲螺旋基序 T评分

1 GCN4  pII 0.131579

2 母系蛋白1 0.270833

3 母系蛋白1变体 0.270833

4 冠蛋白1a  wt 0.142857

5 冠蛋白1a变体 0.166667

6 DMPK  wt 0.0875

7 DMPK变体 0.175

8 朗格汉斯蛋白wt 0.209302

9 朗格汉斯蛋白变体 0.186047

GITRL  FP变体的SEC-MALLS分析

方法

[0223] 在BioSep-Sec-STM  4000(空隙体积，V0＝5.7ml)上分析蛋白质，并且所有运行都以

0.5ml/min的流速进行30min。用UV280、折射率和多角度激光散射检测器监测洗脱。将样品

(1-2mg/ml)加载到柱上，并且然后计算摩尔质量和粒径。

结果

多聚体GITRL  FP(母系蛋白1wt)

[0224] 具有母系蛋白-1三聚化基序的GITRL  FP在凝胶过滤柱上产生三个不同的峰：峰2

具有312kDa的重均摩尔质量，与糖基化六聚体的预期摩尔质量一致，并且构成总蛋白质质

量的40.9％，而峰1具有对应于六聚体(约610kDa)的二聚体的重均摩尔质量并且构成注入

总质量的41.3％。峰3的质量低于预期(约215kDa)，这可能是来自六聚体的二聚体碎裂或损

失的结果。它构成总蛋白质质量的17.7％。因此这种蛋白质制剂的组成是非均匀的，没有单

一主要寡聚种类。

多聚体GITRL  FP(冠蛋白1a  wt)

[0225] UV280、折射率和900-激光散射迹线的叠加分析表明，此蛋白质的93 .9％在

16.4min洗脱为300kDa的单分散物质。这个观察到的质量与六聚体GITRL  FP多肽的预测质

量(274.95kDa)一致。计算的和观察到的质量之间的25kDa的差异最可能是由糖基化引起

的。在14.7min处的次要峰具有690kDa的重均摩尔质量，这可归因于六聚体的二聚体。

多聚体GITRL  FP(GCN4  pII)

[0226] 类似地，具有GCN4  pII三聚化基序的GITRL  FP的激光散射和折射率色谱的分析证

明，此蛋白质的93.75％洗脱为330kDa的单分散物质，与糖基化六聚体一致。在15分钟洗脱

的峰仅含有总蛋白质的6.25％，并且具有大约700kDa的重均摩尔质量，可能反映了六聚体

的二聚体的存在。

摩尔质量与时间特征曲线
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[0227] 图6显示了三种多聚体GITRL  FP蛋白各自的洗脱峰的摩尔质量组成。对于所有三

种蛋白质，保留时间约15min的早期峰的摩尔质量是高度可变的，特别是在GITRL  FP(母系

蛋白1wt)的情况下，其中在相同峰开始和结束时洗脱的分子的质量相差超过100kDa。在约

17分钟时洗脱的峰在其分子组成上较不均匀，GITRL  FP(冠蛋白1a  wt)中的最大摩尔质量

变化小于20kDa。重均摩尔质量的变化最有可能是由于在相同峰内洗脱的糖蛋白的聚糖含

量差异引起的。

表征数据的总结

[0228] 在分析如

[0229] 表1-9中所示的编译数据中，比较了多聚体GITRL  FP中各卷曲螺旋三聚结构域的

性能，冠蛋白1a卷曲螺旋结构域提供了改进的表达产量。然而，冠蛋白-1a卷曲螺旋基序与

来自分类为三聚体卷曲螺旋的人类序列的基序的预测评分的比较显示，冠蛋白-1a  wt的

LOGICOIL等级为5。

表1-9：表征数据的总结

实例2：GITRL融合蛋白的产生和表征，相同物的表征，以及小鼠GITRL融合蛋白的表征

衍生物和组成

[0230] 构建了六聚体GITRL  IgG1融合蛋白，其包括具有SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列的单

体亚基。SEQ  ID  NO:6的每个GITRL  IgG1  FP单体亚基包括3个不同的结构域：1)人IgG1  Fc
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结构域；2)源自人冠蛋白1A蛋白的α螺旋卷曲螺旋三聚结构域和3)人GITRL  ECD，其中人

GITRL  ECD中的单点突变(N161D)消除了唯一被占据的糖基化位点。每个结构域由富含甘氨

酸和丝氨酸或富含甘氨酸的(例如(Gly)4)柔性接头分开(图8)。每个单体中的人GITRL  ECD

结构域与溶液中的另外两个单体形成弱的非共价三聚体，并且通过这些人冠蛋白1A三聚结

构域之间的相互作用增强了这种缔合，导致稳定的三聚体结构。存在于每个三聚体中的

IgG1  Fc结构域的相互作用导致随后形成GITRL三聚体的二聚体，得到最终的六聚体构象。

[0231] 合成在SEQ  ID  NO:7中列出的DNA分子，其编码具有SEQ  ID  NO:8的氨基酸序列的

前体GITRL  IgG1  FP多肽亚基，并使用标准分子生物学技术将其克隆到表达载体中，使得有

效的瞬时重组蛋白表达成为可能。

[0232] 在SEQ  ID  NO:6中列出的GITRL  IgG1  FP多肽亚基的亚基单体的核苷酸和推导的

氨基酸序列显示在图8中。

重组蛋白的表达和纯化

[0233] 在波袋生物反应器中，将生长于类似于CD-CHO TM(生命技术有限公司(Life 

Technologies  Ltd)，佩斯利，英国)的化学限定培养基的悬浮液中的CHO细胞用编码不同六

聚体GITRL  FP的DNA载体进行转染。使用类似于CHO  CD-Efficient  Feed  ATM(生命技术有限

公司，佩斯利，英国)的营养物饲料，将培养物以补料分批维持10-12天，此时使用过滤以除

去细胞来收获它们。然后在纯化之前将该条件培养基冷藏。

[0234] 使用MabSelectSureTM树脂从条件培养基纯化蛋白质。在羟基磷灰石1型树脂上进

一步纯化之前，将洗脱的峰中和并过滤。用盐梯度进行洗脱。在整个过程中通过SEC  HPLC监

测纯度。

GITRL  IgG1  FP多肽亚基的糖基化分析

[0235] 使用与四极杆飞行时间(QTOF)质谱(LC-QTOF  MS)偶联的液相色谱法测定SEQ  ID 

NO:6的GITRL  IgG1  FP多肽亚基的糖基化状态，并用质谱进行肽作图。结果显示于图9中。

[0236] 通过对还原的多肽亚基的LC-QTOF  MS分析获得的SEQ  ID  NO:6的GITRL  IgG1  FP

多肽亚基的精确质量与每个链加入一个双触角聚糖(主要为G0f)的预期氨基酸序列一致。

如通过肽作图所证实的，该质量特征曲线与在SEQ  ID  NO:6的GITRL  IgG1  FP多肽亚基的

GITRL  ECD(融合蛋白中的N369)中N129处无N-聚糖占据的Fc结构域糖基化一致。这些数据

还证实GITRL  ECD中的N161D突变(融合蛋白中的N401)导致未糖基化的GITRL  ECD，其中N-

糖基化仅存在于Fc结构域中的典范糖基化位点处。

六聚体GITRL  IgG1  FP的体外表征

六聚体GITRL  IgG1  FP对配体-受体结合的影响

[0237] 使用均相时间分辨荧光(HTRF)测定来确定具有SEQ  ID  NO:6的单体GITRL  IgG1 

FP亚基序列的六聚体GITRL  IgG1  FP对人GITRL与人GITR的结合的影响。将GITRL  IgG1  FP

滴定到HTRF测定中，其中测量了GITRL-HA(血凝素标签)与GITR-Fc的结合。将人GITR-Fc与

铕穴状化合物轭合，并将与XL665轭合的抗HA抗体用于检测GITRL-HA蛋白。通过用Prism 

6.0x软件(GraphPad)将分析的数据曲线拟合到四参数逻辑方程来确定IC50值。图10中显示

的代表性结果证明GITRL  IgG1  FP以0.562nM的IC50抑制GITRL-HA与GITR的结合。对同种型

对照抗体NIP228没有观察到抑制。

GITR激动作用
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[0238] 本实验的目的是确定GITRL融合蛋白(FP)通过GITR受体递送信号的能力。

方法

[0239] 将六聚体GITRL  FP在溶液中添加到转染了hGITR和与核因子κB(NFκB)启动子连接

的荧光素酶报告基因的Jurkat细胞。在本测定中，GITR受体的活化导致经由NFκB途径的信

号传导，其继而导致可以通过发光测量的荧光素酶活性的增加。

结果

[0240] 在测定系统中加入六聚体GITRL  FP导致发光增加。观察到的影响是浓度依赖性

的，EC50是大约180pM。相比之下，加入同种型对照抗体没有影响。结果示于图11中。这些数据

证明六聚体GITRL  FP是GITR受体的有效激动剂。

初级T细胞活化

[0241] 本实验旨在评估由六聚体GITRL  FP介导的GITR激动作用对人T细胞的增殖和功能

的影响。

方法

[0242] 从健康人的血液分离总人T细胞并经抗原处理，通过在板结合的抗CD3的存在下培

养4天，以上调GITR的表达。在六聚体GITRL  FP存在下用次最佳浓度的抗CD3和抗CD28再刺

激之前，通过仅在培养基中培养使抗原处理的细胞静止2天。通过在18小时内定量掺入细胞

的胸苷来评估细胞的增殖。使用中等规模的发现来定量干扰素γ(IFN-γ)的释放。

结果

[0243] 一起加入抗CD3与抗CD28导致最小水平的增殖和IFN-γ的最小释放。加入板结合

的六聚体GITRL  FP与板结合的抗CD3和抗CD28导致增殖水平和IFN-γ释放的浓度依赖性增

加。代表性数据示于图12和图13中。同种型对照抗体对增殖或细胞因子的释放没有影响。

ADCC

[0244] 小鼠六聚体GITRL  IgG1  FP已经在体内显示耗减肿瘤内CD4阳性T细胞，包括FOXP3

阳性调节性T细胞，导致肿瘤内CD8+与CD4+T细胞的比率增加。进行本实验是来确定六聚体

GITRL  FP通过ADCC介导人T细胞耗减的能力，并评估存活细胞群体中所得的CD8:CD4比率改

变。

方法

[0245] 从健康人血液中分离的初级人T细胞是用植物凝集素(PHA)和IL-2进行抗原处理

的，以上调GITR表达。然后用荧光染料标记它们，并按指示比率将它们与初级NK细胞连同指

示浓度的六聚体GITRL  FP孵育24小时。使用流式细胞术定量测定结束时存在的活T细胞的

百分比，并将此用于计算经处理的孔相对于未经处理的孔的裂解百分比。还通过流式细胞

术定量CD4和CD8细胞的比率。

结果

[0246] 单独的NK细胞介导初级T细胞的少量溶解，其通过添加包括在SEQ  ID  NO:6中列出

的GITRL融合多肽亚基(含有IgG1  Fc结构域)的六聚体GITRL  FP而以浓度依赖性方式显著

增强。包括SEQ  ID  NO:40的GITRL融合多肽亚基(含有不能结合NK细胞上的Fcγ受体的IgG4 

Fc结构域)的六聚体GITRL  FP用作阴性对照，并且对所测量的溶解水平没有影响(图14)。

在测定结束时存在的CD8+与CD4+T细胞的百分比的流式细胞分析指示，由六聚体GITRL 

FP介导的ADCC有利于产生增加的CD8:CD4  T细胞比率(图15)。
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调节性T-细胞测定

[0247] GITR在调节性T细胞(T-reg)上以增加的水平表达，并且已经提出通过GITR的信号

传导影响T-reg抑制其他T细胞的能力。进行本实验是为了评估六聚体GITRL  FP对T-reg功

能的影响。

方法

[0248] 从健康人供体的外周血中分离CD4+CD25-效应T细胞和CD4+CD25+T-reg。在存在抗

CD3抗体、抗CD28抗体、指示比率的T-reg和测试品的情况下培养之前，用CFSE标记效应T细

胞。通过流式细胞术分析增殖型效应T细胞的百分比。

结果

[0249] 响应于添加抗CD3和抗CD28，观察到效应T细胞增殖。添加增加数目的T-reg导致在

测定过程中已分裂的效应T细胞的百分比降低。板结合的同种型对照的添加进一步降低了

分裂细胞的百分比，而添加板结合的六聚体GITRL  FP则将分裂的百分比恢复到在不存在T-

reg时观察到的百分比。结果示于图16中。

[0250] 本研究证明了六聚体GITRL  FP克服调节性T-细胞介导的对其他T-细胞的抑制作

用的能力。

体内生物学/功能活性的测试

同种型依赖性抗肿瘤活性

[0251] 因为人GITRL不与小鼠GITR交叉反应，所以人GITRL  FP不能在免疫感受态小鼠癌

症模型中测试。为了使这个测试成为可能，产生了替代品小鼠mGITRL  IgG1  FP和mGITRL 

IgG2a  FP。进行本研究是为了评价mGITRL  FP在CT26癌症模型中的抗肿瘤活性，并确定Fc同

种型对此活性大小的影响。

方法

[0252] 用CT26小鼠结直肠癌细胞系植入Balb/c小鼠。植入后第6天，向动物通过腹膜内

(i.p.)注射一次或每天(持续17天)给予mGITRL  FP。测试了两种不同形式的mGITRL  FP；一

个含有mIgG2a  Fc结构域，而另一个含有mIgG1  Fc结构域测试了两个不同剂量水平的每种

mGITRL  FP；5mg/kg和10mg/kg。盐水处理用为阴性对照。

结果

[0253] 盐水处理组的生存期中值为22天，且本组中的小鼠都没有存活到研究结束。用

10mg/kg的mGITRL  FP处理将存活期中值延长至32天，并且在研究结束时得到50％的存活

率。在用5mg/kg的mGITRL  FP处理的组中，10只小鼠中的9只在研究结束时存活并且不能定

义存活期中值。用5或10mg/kg的mGITRL  FP  mIgG1处理分别使存活期中值延长至28天和

22.5天，并导致10只小鼠中有2只存活至研究结束。结果示于图17中。

本研究证明了mGITRL  FP介导抗肿瘤活性的潜力，并且指示FP的同种型可以影响观察

到的抗肿瘤活性的水平。

药效学效应

[0254] 进行本研究是为了确定mGITRL  FP对荷瘤小鼠脾脏和肿瘤中T-细胞活化状态和比

例的影响。

方法

[0255] 如所示以0.2或1mg/kg腹膜内注射mGITRL  FP处理7-9周龄的CT26荷瘤Balb/c雌性
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小鼠。盐水处理用为阴性对照。处理开始7天后处死小鼠，并使用流式细胞术来评估脾脏和

肿瘤中细胞的频率和表型。

结果

[0256] 用mGITRL  FP处理导致脾脏中所有T-细胞亚组中增殖标记物Ki67的表达增加，表

明这些细胞的增殖增加。参见图18。

[0257] 用mGITRL  FP处理导致脾脏中所有T-细胞亚组中活化标记物ICOS的表达增加，表

明这些细胞的活化增加。参见图19。

[0258] 用mGITRL  FP处理导致肿瘤内CD4+FOXP3+调节性T-细胞和CD4+FOXP3-辅助细胞的

频率降低，但不改变CD8+细胞毒性T-细胞的频率。总体结果是肿瘤微环境内的CD8:CD4比率

增加。参见图20。

方法

细胞系和试剂

[0259] TC-1肿瘤系获自ATCC(目录号CRL  6475，马纳萨斯，弗吉尼亚州)并保持在DMEM+

10％FBS+1％青霉素/链霉素中。CT26肿瘤系获自ATCC(马纳萨斯，弗吉尼亚州)并维持在补

充有10％胎牛血清的RPMI  1640培养基中。DTA-1和同种型抗体购自Bio  X  Cell(西黎巴嫩，

新罕布什尔州)。

肿瘤模型

[0260] TC-1实验使用获自杰克逊实验室(Jackson  Labs)(巴港，缅因州)的雌性C57BL/6

小鼠(目录号000664)小鼠。CT26实验使用获自Envigo(弗雷德里克，马里兰州)的雌性Balb/

C小鼠。在肿瘤植入时小鼠在6-8周龄之间。所有动物实验均按照研究机构动物护理和使用

委员会制定的指导方针进行。对于TC-1肿瘤植入，将2x  104个活TC-1细胞皮下植入左后足

垫。对于CT26肿瘤植入，将5x  105个细胞植入右侧腹。通过用卡尺1直接测量来评价肿瘤生

长。每2-4天收集双向测量，并使用体积＝(长度·宽度2)/2计算肿瘤体积。允许肿瘤发展6-

14天，并且然后将荷瘤小鼠按肿瘤体积随机分配到处理组。按照IACUC方案，当TC-1/足垫的

原发性肿瘤超过1000mm3和CT  26/侧腹的原发性肿瘤超过2000mm3时使小鼠安乐死。对于PD

研究，使小鼠安乐死，并收集肿瘤和脾脏，通过70μM滤器(Corning，康宁公司(Corning)，纽

约)粉碎，并加工成单细胞悬浮液。

功能性T-细胞响应和流式细胞术

[0261] 对于抗原特异性刺激，每孔铺板1-2x106个活细胞和1ug  AH1肽序列SPSYVYHQF

(SEQ  ID  NO:56)(Anaspec，弗里蒙特，加利福尼亚州)。对于所有染色剂，染色顺序为live/

dead  blue (生命技术公司)、胞外蛋白、FOXP3  Fix/Perm  Kit (E生物科学公司

(Ebioscience))并且随后是细胞内细胞因子。抗体包括GITR(克隆DTA-1)。所有样品都在

LSR-II或Fortessa(BD，圣何塞，加利福尼亚州)上运行。使用FlowJo(树星(Treestar)，阿什

兰，俄勒冈州)来分析所有数据。

结果

mGITRL-FP是一种高效的GITR激动剂，并且这导致CT26肿瘤的排斥

[0262] 先前已经显示，GITR激动作用可有效引起Bablc小鼠中CT26肿瘤的消退和消除。给

Balb/c小鼠植入CT26肿瘤细胞，并且6天后按肿瘤体积随机化(组n＝10)，并且以单次给予

或重复给予mGITRL-FP  IgG2a(Q2Dx9)进行处理。剂量范围从5mg/kg体重降至0.04mg/kg体
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重。对于单次给予，剂量降至1mg/kg的mGITRL-FP到第30天时消除所有CT26小鼠肿瘤，除一

个肿瘤外(图40B)。最低剂量在0.2mg/kg组产生3次消除，并且在0.1mg/kg组产生2次。增加

mGITRL-FP的额外给予增加了疗效，并且除0.04mg/kg的最低剂量组外，所有组均可见100％

的清除率(图40C)。最低的重复给予组可见4次消除。

[0263] 为了评价mGITRL-FP功能，将其与已知的单克隆GITR激动剂DTA-1进行比较。之前

已经描述了使用100ug至500ug/小鼠范围的剂量。估计每只小鼠大约20克，因此剂量范围从

5mg/kg到25mg/kg。给Balb/c小鼠植入CT26肿瘤细胞，并且10天后按肿瘤体积随机化(组n＝

10)，并且然后通过单次给予1mg/kg的mGITRL-FP  IgG2a或者5mg/kg或25mg/kg的DTA-1进行

处理(图40D)。

[0264] 增加DTA-1的剂量增加了功效，然而1mg/kg的mGITRL-FP显示出与5mg/kg的DTA-1

类似的功效和肿瘤生长动力学。为了确定CD8  T-细胞是否对我们的药物效应是必需的，评

价相同组，但使用单克隆耗减抗体选择性地耗减CD8  T-细胞(图40E)。在没有CD8  T-细胞的

情况下，DTA-1或mGITRL-FP完全消除CT26肿瘤的能力显著降低。每组仅有1-2只小鼠无瘤存

活。

[0265] 此外，在没有CD8  T-细胞的情况下，mGITRL-FP在增加总体存活期中值方面不如

DTA-1有效(图40F)。为了解mGITRL-FP如何与CD8相互作用，评价了单个淋巴样细胞群体的

GITR表达。CD4+  Treg比CD8  T-细胞表达更高水平的GITR；然而，肿瘤中的Treg和CD8  T-细

胞均比脾脏中其各自群体表达更高水平的GITR(图40G)。

mGITRL-FP耗减Treg并增加肿瘤抗原特异性T-细胞

[0266] 先前已经显示GITR激动剂减少Treg以及增加高亲合力T-细胞应答。为了解GITRL-

FP能够介导什么药效学效应，在肿瘤消退期间评价CT26模型。用mGITRL-FP  IgG2a处理具有

CT26的Balb/c小鼠，并且在给药开始后8天，收获脾脏和肿瘤。包括两个研究组，一个TGI(肿

瘤生长抑制)组(n＝5)和一个PD(药效)组(n＝5)。所有用mGITRL-FP处理的小鼠(除单个小

鼠外)的CT26都被治愈(图41A)。在第18天，PD组被处死并评价脾脏和肿瘤二者中存在的免

疫细胞的表型。然后通过用AH1(CT26免疫显性表位)再刺激来评价CD8  T-细胞功能。

mGITRL-FP显著增加减少脾脏和肿瘤中的Treg数目(图41B)。虽然mGITRL-FP没有改变CD8的

百分比，但其显著增加了对AH1具有抗原特异性的CD8的数目(图41C-D)。在脾脏中，总CD8的

5％-10％是抗原特异性的并且能够产生IFNγ和TNFα。在肿瘤中，数目是5％-15％。这是两

种肿瘤浸润淋巴细胞以及外周库的显著扩增。为了评价mGITRL-FP是否与CD4  Treg和CD8 

T-细胞结合，使用DTA-1抗体对GITR进行染色(图41E-F)。Treg显示GITR  MFI(荧光强度均

值)超过75％的减少。在CD8  T-细胞上观察到这种相同的影响，显示mGITRL-FP改变CD8  T-

细胞上的DTA-1结合。基于这个数据，假设T-细胞会显示增加的KI-67增殖。治疗后第8天进

行评价后，CD4和CD8  T-细胞在肿瘤和脾脏中都显示出显著更多的KI-67阳性细胞(图41G-

H)。

mGITRL-FP以剂量依赖性方式扩增抗原特异性CD8  T-细胞

[0267] 接下来研究治愈CT26的小鼠是否免于受到相同肿瘤的再激发。为了评价这一点，

从用单剂量1.0、0.5或0.2mg/kg的mGITRL-FP  IgG2a处理的组将治愈的小鼠再激发(图

42A)。显示从起始剂量开始的所有小鼠，但仅在D85治愈的小鼠受到再激发。所有原来治愈

CT26的小鼠均免于该肿瘤的再激发，尽管在最低剂量组中测量到一小块，但很快消除。为了
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进一步查询这个结果，在第120天将小鼠处死，取出脾细胞，并针对AH1肽进行再刺激。AH1特

异性T-细胞的数目存在剂量依赖性增加(图42B-C)。在1mg/kg  mGITRL-FP组中，25％的脾

CD8  T-细胞对CT26的单个表位是特异性的。这些小鼠在再激发期间没有显示肿瘤大小增

加。最低剂量0.2mg/kg具有6％抗原特异性CD8，并且在再激发时显示出生长中的小块，该小

块在第120天被清除。

六聚体GITRL  IgG1  FP与人GITR的结合亲和力

[0268] 使用KinExA  3200仪器(萨比戴恩仪器公司(Sapidyne  Instruments)，博伊西，爱

达荷州)，使用动力学排除测定(KinExA)确定包括SEQ  ID  NO:6的GITRL  IgG1  FP单体亚基

的六聚体GITRL  IgG1  FP针对重组人GITR的溶液KD(解离常数)。

[0269] 用重组人GITR滴定在D-PBS、0.02％钠和1mg  mL-1牛血清白蛋白缓冲液中六聚体

GITRL  IgG1  FP的2nM溶液，并在25℃平衡过夜。将样品转移到温度控制在25℃的KinExA 

3200仪器中。平衡的混合物的取样是使用已用最少的胺-生物素化的人GITR滴定的、吖内酯

珠结合的链霉亲和素来实现。使用的二级检测试剂是Fc特异性试剂DyLight  650标记的蛋

白G'(可得自西格玛公司(Sigma)的蛋白G的片段)。使用KinExAPro软件(版本3.6.8)处理和

解释数据。针对六聚体GITRL  IgG1  FP与人GITR的结合获得82nM的KD。

通过KinExA将六聚体GITRL  IgG1  FP与重组食蟹猴GITR结合

[0270] 使用KinExA，以与6.1节中针对人GITR所述的相同方式确定包括SEQ  ID  NO:6的

GITRL  IgG1  FP单体亚基的六聚体GITRL  IgG1  FP针对重组食蟹猴GITR的溶液KD。针对六聚

体GITRL  IgG1  FP与食蟹猴GITR的结合获得107nM的KD。

通过ELISA将六聚体GITRL  IgG1  FP与重组食蟹猴GITR结合

[0271] 使用ELISA确定包括SEQ  ID  NO:6的GITRL  IgG1  FP单体亚基的六聚体GITRL  IgG1 

FP与食蟹猴GITR的交叉反应性。将六聚体GITRL  IgG1  FP生物素化，并且使用链霉亲和素-

HRP和TMB底物检测其与固定的食蟹猴GITR-Fc的结合。图21显示六聚体GITRL  IgG1  FP与食

蟹猴GITR的结合非常类似于人GITR，并且没有观察到与阴性对照CD137-Fc蛋白的结合。

实例3：在食蟹猴中静脉内GITRL  IgG1  FP处理的体内药效学效应

[0272] 为了确定食蟹猴中六聚体GITRL  IgG1融合蛋白(FP)的药效学参数，通过静脉内

(IV)推注向雄性食蟹猴组(5只/组)给予包括SEQ  ID  NO:6的GITRL  IgG1  FP单体亚基的六

聚体GITRL  IgG1  FP。

方法

[0273] 在第1天、第3天和第5天用1或10mg/kg六聚体GITRL  IgG1  FP注射单独的动物组。

对照动物接受运载体(20mM磷酸钠，230mM蔗糖，0.02％P80，pH  7.5)。在给药前阶段期间和

在第1、3、5、9、11、15、18、22和29天采集血样以测量药效学终点。

使用标准流式细胞术方法，从全血中测量Ki67阳性T-细胞群体。

结果

[0274] 观察到Ki67阳性T-细胞亚群％的增加，例如(CD3+CD4+CD95高CD28+/dim/-总记忆

CD4+和CD3+CD8+CD95高CD28+/dim/-总记忆CD8+T-细胞)，指示细胞增殖(图22)。这个观察

在给药阶段的第11或15天达到最大值，并且然后在研究结束时下降。

实例4：GITRL  FP内的氨基酸突变及其对受体结合、激动剂活性和热稳定性的影响

[0275] 在GITRL受体结合结构域中具有突变的hGITRL  FP变体的产生产生hGITRL  FP变体
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并测试其结合和激动GITR的能力。在一些情况下，也评估了它们的热稳定性。

方法

[0276] 使用基因合成和标准DNA克隆技术，产生编码GITRL  FP变体的DNA载体。使用PEI将

悬浮CHO细胞用编码不同六聚体hGITRL融合蛋白的DNA载体瞬时转染并使其在37℃下以

80％湿度在140rpm振荡下生长八天。通过在1600x  g离心并过滤，将40毫升含有分泌蛋白的

条件培养基与细胞和细胞碎片分离。使用Mab  SelectSureTM树脂纯化蛋白质，并通过还原性

SDS-PAGE分析其大小和完整性。

GITRL  FP变体与重组三聚体配体竞争结合GITR

[0277] 使用均相时间分辨荧光(HTRF)测定来确定GITRL  FP分子对人GITRL与人GITR的结

合的影响。

方法

[0278] 将GITRL  FP分子滴定到HTRF测定中，其中测量了GITRL-HA(血凝素标签)与GITR-

Fc的结合。将人GITR  Fc与铕穴状化合物轭合，并将与XL665轭合的抗HA抗体用于检测

GITRL-HA蛋白。通过用Prism  5.01软件(GraphPad)将分析的数据曲线拟合到四参数逻辑方

程来确定IC50值。

结果

[0279] 突变的六聚体GITRL  FP分子(hGITRL-FP  wt、N92D、N104D和N161D)全是三聚体

GITRL-HA与GITR-Fc结合的有效抑制剂并产生类似的抑制特征曲线和IC50值(图23A、B)。

GITRL  FP变体与重组GITR-Fc的结合

[0280] 在使用稳定表达hGITR的NFκB-荧光素酶报告细胞的测定中确定不同hGITRL  FP分

子的功能活性。测量了由hGITR的激动和随后的NFκB途径的活化驱动的发光。

方法

[0281] 将hGITRL  FP分子滴定到HTRF测定中，其中测量了hGITRL  FP与hGITR-Fc的结合。

将人hGITR  Fc与铕穴状化合物轭合，并将与XL665轭合的抗FLAG抗体用于检测hGITRL  FP蛋

白。通过用Prism  5.01软件(GraphPad)将分析的数据曲线拟合到单点饱和结合方程来确定

KD值。

结果

[0282] hGITRL  FP  wt和hGITRL  FP  N161D的结合特征曲线非常类似(KD分别为1.225nM和

1.079nM)，而N129A突变的hGITRL  FP显示与hGITRFc的结合降低(KD＝3.774nM)。当N129A突

变与N161D突变组合时，hGITRL  FP分子的结合能力进一步受到负面影响(KD＝11.85nM)(参

见图24)。

在报告物测定中GITRL  FP变体的活性

[0283] 在使用稳定表达hGITR的NFκB-荧光素酶报告细胞的测定中确定不同hGITRL-FP分

子的功能活性。测量了由hGITR的激动和随后的NFκB途径的活化驱动的发光。

方法

[0284] 针对6点数据曲线将hGITRL  FP蛋白以4倍连续稀释并一式三份加入到96孔板中。

然后将用人GITR转染的Jurkat  NF-κB荧光素酶报告细胞加入到测定板的所有孔中，并在37℃

孵育3小时。通过将Steady-Glo试剂添加到测定板的所有孔中来检测荧光素酶表达。将各板在

室温下孵育5分钟，并且然后测量发光，并在GraphPadTM  Prism  5.01(GraphPad软件公司，拉荷
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亚，加利福尼亚州，美国)中使用log(激动剂)与响应可变斜率非线性曲线拟合产生EC50值。

结果

[0285] 所有GITRL  FP蛋白均触发NF-κB信号传导。N92D和N161D突变型hGITRL  FP蛋白产

生与GITRL  FP(wt)类似的效力特征曲线和EC50值。在本测定中，N129A和N129A/N161D突变负

面影响了hGITRL  FP激动GITR的能力(图25A-C)。

在T细胞再刺激测定中GITRL  FP变体的活性

[0286] 在使用初级人T细胞和胸苷掺入读出的共刺激测定中确定不同hGITRL  FP分子的

功能活性。

方法

[0287] 人外周血单核细胞(PBMC)衍生的CD3+T细胞是通过在37℃下在用小鼠抗人CD3抗

体包被的TC处理的板中孵育4天来刺激。然后通过离心使它们沉淀，重悬于测定培养基中，

加入到TC处理的板中并在37℃孵育两天(静止期)。将hGITRL  FP分子在测定培养基中经10

点以2倍连续稀释，并一式三份加入预先用小鼠抗人CD3包被的TC处理的板中。两小时后，将

测定板洗涤并将预先制备的CD3+T细胞加入到每个孔中，并在37℃下孵育4天。四天后，将测

定培养基中的氚标记胸苷加入到每个孔中，并将板在37℃进一步孵育18小时。孵育后，使用

TopcountTM测量胸苷的掺入。

结果

[0288] 除了在两个独立实验中具有降低的活性的N92D以外，所有测试的hGITRL  FP突变

体均证明与hGITRL  FP  wt等同的活性(图26A-C)。

GITRL  FP变体的解链温度

[0289] 使用荧光染料(SyproTM  Orange)测定GITRL  FP  wt和N92D蛋白的解链温度，在去折

叠蛋白的存在下该荧光染料的发射特性改变。

方法

[0290] 使用基于Sypro  Orange的测定来评估wt和N92D  GITRL  FP变体的热稳定性以计算

解链温度(Tm)。在分配到96孔PCR板中之前，首先将蛋白质在2×PBS中稀释至0.5mg/mL。将

SyproTM  Orange加入到板上的每个孔中，然后将其密封。使用Chromo4TM连续荧光检测器在

实时PCR仪上读板。温度设定为从20℃增加到90℃，每1℃读取一次，并且保持时间为1s。通

过绘制荧光强度和荧光衍生物作为温度的函数来确定去折叠转变。一式两份对每种GITRL 

FP蛋白进行分析。

结果

[0291] 两种GITRL  FP蛋白的解链温度总结在下表4-1中。两种变体在67℃均有转变峰，然

而，hGITRL  FP  N92D在低温(54℃)下显示出另外一个宽的转变峰，表明结构不稳定(图27)。

表4-1：2种GITRL  FP蛋白的转变温度

  测试样品 Tm1(℃) Tm2(℃)

  GITRLFPwt / 67

  GITRLFPN92D 54 67

数据总结和结论

[0292] 在GITR/GITRL竞争结合测定中，N104D  GITRL  FP蛋白证明与野生型hGITRL  FP对

应物等同的活性，并且初级T细胞再刺激测定表明N104在hGITRL  FP的活性中不起关键作
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用。Asn161至Asp的突变表示N联糖基化位点的去除(参见实例4中的数据)，并且此突变体

(hGITRL  FP  N161D)在所有测定(GITR/GITRL竞争结合、直接结合、报告物和初级T细胞再刺

激测定)中保持活性，表明Asn161以及此位点上的聚糖不涉及重要功能，如与GITR的结合和

激动作用。

[0293] N129A突变体证明与hGITR的结合降低，并且在报告物测定中活性降低，表明它在

结合hGITR和随后的hGITR激动作用中起作用。有趣的是，当这种突变与N161D突变(单独不

影响活性)组合时，GITR的结合和激动作用甚至进一步降低。

[0294] N92D突变显现不影响hGITRL  FP在报告物测定中测试时的活性，然而在初级T细胞

再刺激测定中观察到hGITRL  FP  N92D活性降低。当研究N92D突变体的热稳定性时，与

hGITRL  FP相比，观察到额外的非常宽的较低解链温度转变峰，表明在较低温度(包括37℃)

下一定程度的结构不稳定性。由于初级T细胞测定(4天)的更长时间过程，可以设想hGITRL 

FP  N92D分子变得不稳定并且去折叠，与报告物测定(3小时)相比，导致在此测定中活性降

低。因此，就结构稳定性而言，Asn92至Asp的突变显现是不利的。

实例5：hGITRL  FP内糖基化的氨基酸残基的鉴定。

[0295] GITR结合结构域(N161和N129)内有两个潜在的N-糖基化共有位点。通过质谱法确

定在这些位点处以及在Fc结构域内的典范N-糖基化位点(在IgG背景下为N297；成熟hGITRL 

FP序列中的N78)处聚糖的存在和结构。

方法

重组蛋白质表达和纯化

[0296] 使用亲和色谱法和随后的尺寸排阻色谱法从用编码相关蛋白的载体瞬时转染的

CHO细胞的条件培养基中纯化重组hGITRL  FP  wt和N161D蛋白。

胰蛋白酶水解肽作图

[0297] 将hGITRL  FP  wt和hGITRL  FP  N161D的样品变性、还原，并且将还原的半胱氨酸烷

基化。然后用胰蛋白酶消化样品。在37℃下4小时后，通过添加酸淬灭消化。在UPLC上通过反

相分离肽并使用UV检测器和质谱仪测量。所得的胰蛋白酶水解的肽序列在表5-1中提供。

结果：

表5-1
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N＝天冬酰胺部分N-糖基化共有序列。

D＝在hGITRL  FP  N161D中的N161D取代

[0298] 在图28中提供了在各hGITRL  FP中发现的寡糖结构类型的示意图。在图29A、B和C

中提供了质谱数据。

结论

[0299] 使用肽作图分析来确定GITRL和Fc结构域中的N-糖基化位点占据以及每个位点处

主要寡糖的结构。在hGITRL  FP  wt和hGITRL  FP  N161D蛋白中，典范的Fc  N-糖基化位点

(N78)被糖基化，并且主要的碳水化合物结构是中性的双触角复合型寡糖；针对在CHO细胞

中表达的IgG  Fc区是典型的。在hGITRL  FP  wt或hGITRL  FP  N161D中GITRL  RBD内的N129处

的N-糖基化共有位点未被任何寡糖结构占据。在hGITRL  FP  wt中GITRL  RBD内的N161处的

N-糖基化共有位点被占据，并且发现主要的碳水化合物结构是中性和带电的双触角复合型

寡糖。在hGITRL  FP  N161D蛋白中，肽作图证实N161D氨基酸取代，其从GITRL  RBD中去除

N161N-糖基化共有位点。正如所料，在D161处没有检测到N-糖基化。

实例6：鼠模型和OX40组合研究

[0300] 为了更好地理解GITR的靶向，将鼠GITRL-FP的活性和药效学效应与靶向OX40的激

动性鼠OX40L  FP的情况进行比较。

材料和方法

NF-κB报告物测定

[0301] 以50,000个细胞(Jukat  mGITR)或200,000个细胞(Jurkat人OX40)/孔，将Jurkat 

mGITR或人OX40NFκB细胞，与抗GITR抗体DTA-1(生物传奇公司(Biolegend))、NIP  rIgG2b同

种型对照、mGITRL-FP  mIgG2a或板固定的mOX40L-FP  mIgG1或同种型对照(包括在位置

(Y182A)的单个氨基酸突变，使蛋白质不能经由OX40发信号)一起在37℃、5％CO2和85％湿

度下在96孔板中进行培养。针对含有mOX40L-FP  mIgG1的测定，在5小时后或16小时后将含

有荧光素底物的Steady 试剂(普洛麦格公司(Promega))添加至板并在板振荡器上在

暗处将板孵育30min。使用Envision酶标仪(珀金埃尔默公司(Perkin  Elmer))检测测定信

号。

SDS  PAGE

[0302] 将5微克蛋白质与上样缓冲液和还原剂混合，在80℃变性10分钟，并加载到4％-

20％Tris-甘氨酸SDS-PAGE凝胶(Thermo  Fisher)上，连同蛋白质分子量标记物(彩虹标记

物(Rainbow  Marker)，GE医疗集团(GE  Healthcare))。将蛋白质在200V下电泳45分钟，并使

用瞬时蓝(Instant  Blue)蛋白染色剂(西格玛公司(Sigma))染色。

小鼠和肿瘤模型

[0303] 8-10周龄的BALB/c或C57BL/6雌性小鼠获自查尔斯河实验室(英国)(Charles 

River  UK  Ltd.)或哈兰实验室公司(Harlan  Laboratories  Inc)。将CT26或B16F10-Luc2细

胞在PBS中的100μL悬浮液以5×106个细胞/mL或5×104个细胞/mL  100μl的细胞密度皮下注

射到每只动物的右侧腹。B16F10-Luc2细胞系在CAG启动子的控制下掺入荧光素酶报告基

因，并将细胞植入50％PBS和50％生长因子(还原)及不含酚红的基质胶(康宁公司)中。基于

肿瘤体积将可测量的肿瘤随机化。每个肿瘤的长度(mm)和宽度(mm)用电子卡尺每周测量3

次。基于公式(长度[mm]×宽度[mm]2)/2计算肿瘤体积(mm3)。如果不存在可测量的肿瘤或持
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续的肿瘤生长抑制，使得在研究结束时体积小于200mm3，则将肿瘤生长应答分类为应答。每

个蜘蛛图上指示的消退数目是相对于植入肿瘤的总数的比例。在同基因肿瘤植入后第6天，

或当它们达到200mm3的体积时向小鼠i.p.给予mGITRL-FP或mOX40L-FP。在荷B16F10-Luc2

小鼠中给予25mg/kg的mGITRL-FP只能耐受四次剂量。

流式细胞术

[0304] 将肿瘤、脾脏或肿瘤引流淋巴结解剖并置于冰上的RPMI-1640培养基中。将组织分

别通过40或100μm尼龙细胞过滤器(Falcon)进行解聚，并且通过离心沉淀细胞并使其重悬

于红细胞裂解缓冲液(西格玛公司)中。在室温下孵育2分钟后，将细胞洗涤并重悬于流式细

胞术缓冲液(E生物科学公司)中。使用温和的MACS解离器和肿瘤解离试剂盒(美天旎生物技

术公司(Miltenyi  Biotec))按照制造商的说明处理肿瘤组织样品。

[0305] 使用live  dead  fixable  blue(生命技术公司)按照制造商的说明对样品进行活

力染色，并且然后在用荧光染料轭合的抗体染色之前用抗CD16/32(e生物科学公司)阻断。

CD4(Rm4.5)、Foxp3(FJK-16S)、Ki67(Sol  A15)、ICOS(7E.17G9)、Eomes(Dan11mag)、T-bet

(Apr-46)和GITR(DTA-1)购自e生物科学公司。CD45(30-F11)、CD44(IM7)、CD62L(MEL-14)、

PD-1(29F.1A12)和OX40(OX86)购自生物传奇公司。CD8(53-6.7)购自BD  Pharmingen。对于

细胞内抗原的染色，根据制造商的说明使用Foxp3染色试剂盒(e生物科学公司)。在使用

Fortessa(贝迪公司(Becton  Dickinson))采集样品之前，将样品固定在3.7％福尔马林中。

用FlowJo软件(阿什兰，俄勒冈州)来分析数据。

药代动力学建模

[0306] 向Balb/c小鼠给予5或15mg/kg  mGITRL-FP  mIgG2a一次。处理后5分钟、0.5、1、2、

6、24、72、144和240小时，将每组三只小鼠处死。收集血清样品，并使用抗鼠GITRL  mAb(R&D

系统公司(R&D  Systems))，作为捕获和检测，在夹心ELISA中评估存在的循环mGITRL-FP 

mIgG2a的水平。

[0307] 将从2个给药组获得的药代动力学(PK)数据合并并同时使用群体方法建模。使用

药理统计软件包NONMEM(7.2版本，ICON开发解决方案(ICON  Development  Solutions)，埃

利科特城，马里兰州)进行群体分析。使用具有交互选项的FOCE方法。鼠GITRL-FP  mIgG2a 

PK由二室模型充分描述。

细胞系

[0308] 将HEK293T-17细胞(ATCC，CRL-11268)保持在DMEM(英杰公司)加10％v/v热灭活的

胎牛血清(HI  FBS，HyClone)和1X非必需氨基酸(NEAA，英杰公司(Invitrogen))中。将

Jurkat细胞(ATCC，TIB-152)保持在RPMI  1640(英杰公司)加10％v/v  HI  FBS中。将Jurkat 

mGITR  NFκB细胞保持在补充有10％HI  FBS、5μg/mL杀稻瘟素(英杰公司)和5μg/mL嘌呤霉素

(英杰公司)的RPMI  1640中。

细胞系产生

[0309] 使用第三代慢病毒系统(系统生物科学公司(Systems  Biosciences))通过慢病毒

转导产生Jurkat  mGITR  NFκB细胞系。将鼠GITR基因(NM_009400.2)克隆到在CAG启动子的

控制下且含有嘌呤霉素抗性基因的表达质粒中。NFκB报告基因表达质粒被设计为在萤火虫

荧光素酶报告基因(luc2，普洛麦格公司)的最小启动子下和上游，与杀稻瘟素抗性基因一

起，表达5个拷贝的NFκB应答元件。使用脂质转染胺2000(英杰公司)将每个表达质粒与包装
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质粒(系统生物科学公司)一起共转染到HEK293T-17中。在转染后48小时收集含有病毒粒子

的上清液并用于转导Jurkat细胞。从转导后48小时，将病毒转导的Jurkat细胞在加选择性

抗生素5μg/mL杀稻瘟素和5μg/mL嘌呤霉素的培养基中培养。使用类似的程序产生Jurkat人

OX40NFκB细胞系，除了转导被设计为组成型表达人OX40的慢病毒载体。小鼠OX40L结合人

OX40；因此，可以使用表达OX40的人NFκB荧光素酶报告Jurkat细胞系来评估鼠OX40L融合蛋

白的活性。

ELISA

[0310] 将重组小鼠GITR-Fc和OX40-Fc(R&D系统公司)糖蛋白以PBS中1μg/mL包被在96孔

板(格雷内尔公司(Greiner))上过夜。将板用PBST(PBS+0.01％Tween-20)洗涤，在室温下用

含有1％(w/v)BSA的PBS阻断1小时，并再次在PBST中洗涤。将在测定缓冲液[PBS+1％牛血清

白蛋白(BSA)]中稀释的25微升的1μg/mL小鼠GITRL或OX40LFP加入到孔中，并且将板在室温

下孵育2小时。洗涤3次后，向各孔中加入25μL在测定缓冲液中稀释的1μg/mL辣根过氧化物

酶轭合的抗小鼠Fc抗体(西格玛公司)，并将板孵育1小时。孵育后，将板在PBST中洗涤3次，

向各孔中加入25μL四甲基联苯胺底物溶液(KPL)，并将板孵育5分钟。孵育后，将15μL  0.5M

硫酸终止液加入所有孔中。使用EnVision酶标仪(珀金埃尔默公司)测量450nm处的光密度。

统计

[0311] 使用Prism统计软件版本6进行所有统计学分析。

结果

mGITRL-FP体外效力

[0312] 为了研究GITR受体信号传导对体内免疫细胞活化和抗肿瘤活性的影响，产生四聚

体mGITRL-FP。mGITRL-FP被设计为引起与效应细胞上的GITR受体和FcγR的热烈结合。该分

子从N-末端至C-末端由免疫球蛋白G(IgG)的片段可结晶(Fc)区、异亮氨酸拉链结构域

(ILZ)和鼠GITR配体的胞外(GITR结合)结构域(ECD)组成(图30A)。当通过SDS-PAGE(图30B)

可视化经纯化的变性mGITRL-FP时，证明了高度均一性和略高于预期的48kDa分子量的分子

量(大概归因于Fc和mGITRL结构域的糖基化)。在GITR依赖性NF-κB报告基因细胞测定中，

mGITRL-FP  mIgG2a和抗GITR抗体(DTA-1)二者均能够诱导NFκB信号传导，而鼠OX40L  FP 

mIgG1(mOX40L-FP  mIgG1)和同种型对照缺少任何可检测的信号(图30C)。重要的是，在本测

定中，四聚体mGITRL-FP证明针对GITR激动作用EC50为0.05nM，其比证明EC50为2.31nM的

DTA-1有效近50倍。

用mIgG2a  Fc工程化的mGITRL-FP的抗肿瘤活性

[0313] 先前的研究显示活化FcγR对于DTA-1抗体的抗肿瘤活性是必需的，并且当携带

mIgG2a  Fc时，与缺少FcγR结合的rIgG2b  Fc或N297A突变体Fc相比较，此抗体的抗肿瘤活

性增加。为了确定Fc同种型对mGITRL-FP的抗肿瘤活性的影响，将CT26荷瘤小鼠用具有

mIgG2a或mIgG1  Fc同种型的mGITRL-FP进行处理。如通过减少的肿瘤体积所证明的，与盐水

处理的对照相比，用5或10mg/kg的任一个同种型处理小鼠产生显著的抗肿瘤活性(图31A)。

然而，与mGITRL-FP  mIgG1(7/20总消退，图31A)相反，用mGITRL-FP  mIgG2a(11/20总消退)

处理后整体抗肿瘤活性更大。

[0314] 为了确定Fc变体的这种活性差异是否是归因于它们介导T-细胞活化和GITR激动

作用下游的后续事件的能力差异，使用CD4+FoxP3-(效应T-细胞)、CD8+(效应T-细胞)和CD4+
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FoxP3+(T-reg)细胞上的Ki67表达的流式细胞术分析来评估脾T-细胞群的增殖。与盐水对

照相比时，mGITRL-FP的两个同种型都引起所有三个脾脏T-细胞亚群的增殖的可比较的显

著增加(图31B)。脾T-reg细胞群在处理后展现最高Ki67表达(mGITRL-FP  mIgG2a后为

53 .95％±0 .75且mGITRL-FP  mIgG1处理后为58 .43％±1 .26)，随后是CD4+FoxP3-(用

mGITRL-FP  mIgG1时为9.52％±0.58且用mGITRL-FP  mIgG1时为10.89％±0.56)和CD8+T-

细胞(用mGITRL-FP  mIgG2a时为7.60％±0.27且用mGITRL-FP  mIgG1时为7.79±0.43)。此

数据表明单单脾脏T-细胞活化不能说明mGITRL-FP的mIgG1和mIgG2a  Fc同种型之间在抗肿

瘤免疫方面观察到的差异的原因。

[0315] 接下来研究了T-细胞群体中肿瘤内变化是否可以解释用mGITRL-FP的mIgG2a与

mIgG1变体时观察到的抗肿瘤活性增加。用mGITRL-FP  mIgG2a处理小鼠诱导肿瘤内T-reg的

频率从盐水处理的动物中的13.31±1 .06显著降低至3.60％±0.79(显著性值p<0.0001)

(图31C和图32)，并且随后CD8:T-reg(图31D)和CD4:T-reg(图32B)比率与对照处理的动物

相比增加。相比之下，对于mGITRL-FP的mIgG1  Fc变体(12.95％±1.34)，肿瘤内T-reg减少

不明显。也有证据表明，与对照动物相比(13.01％±1.12)，用mGITRL-FP  mIgG2a处理后肿

瘤内CD4+Foxp3-T-细胞的比例显著降低(8.64％±1.21)，但这没有到对于T-reg观察到的程

度。mGITRL-FP  mIgG2a优先耗减T-reg可能归因于GITR在肿瘤内T-reg上的高表达(图31E)

和CT26肿瘤的肿瘤微环境中活化FcγR的高表达，并且表明通过抗体依赖性细胞毒作用

(ADCC)或抗体依赖性细胞吞噬作用(ADCP)进行的清除。总之，这些数据表明，对于mGITRL-FP

处理后的最佳抗肿瘤活性，与肿瘤内T-reg减少一致的外周CD4+和CD8+T-细胞增殖是必需的。

mGITRL-FP  mIgG2a介导的抗肿瘤活性

[0316] 因为mGITRL-FP  mIgG2a引起与mGITRL-FP  mIgG1相比增加的抗肿瘤活性，接下来

表征了mGITRL-FP  mIgG2a在血液中的暴露水平和暴露时间与CT26荷瘤小鼠中的抗肿瘤应

答如何相关。首先，通过用单剂量盐水对照或0.2、1或5mg/kg  mGITRL-FP  mIgG2a处理小鼠，

测量增加剂量水平对肿瘤生长的影响。用0.2mg/kg  mGITRL-FP  mIgG2a处理导致仅1/10完

全消退，然而有证据表明当剂量从0.2mg/kg增加到1mg/kg或5mg/kg时抗肿瘤免疫性的剂量

依赖性增加(分别导致6/10和9/10消退)(图33A)。此外，抗肿瘤活性也可以通过将0.2mg/kg

给药频率增加到每天一次(Q1D)或每周一次(Q1W)来改进(图33B)。这些结果指示，如通过完

全肿瘤消退和最小剩余肿瘤体积(其仅在使用Q1D方案时达到)所定义的，存在诱导最佳抗

肿瘤活性需要的mGITRL-FP  mIgG2a的必需暴露水平。为了确定此阈值，在用2个可替代剂量

水平的mGITRL-FP处理的小鼠的血液中测量mGITRL-FP  mIgG2a的浓度，并且然后将这些结

果并入PK模型中。基于这个模型，计算出由Q1D方案保持的mGITRL-FP  mIgG2a的血液浓度且

认为是维持最佳抗肿瘤活性所需的血液浓度等于或大于1μg/mL(图33C)。

[0317] 接下来研究在mGITRL-FP  mIgG2a处理之后抗肿瘤活性的PD生物标记物。使用Ki67

的表达来评估增殖，同时也分析了所有已知在活化后在T-细胞上表达的ICOS、PD-1和OX40。

通过增加剂量水平或增加给药频率来增加mGITRL-FP  mIgG2a的暴露导致表达Ki67、ICOS、

PD-1和OX40的外周CD4+T-细胞的频率逐渐更大增加(图34A-D)。

mGITRL-FP和mOX40L-FP抗肿瘤活性的比较分析

[0318] 为了理解GITR的相对机制，与OX40靶向相反，将mGITRL-FP的抗肿瘤活性直接与

mOX40L-FP相比较，该mOX40L-FP包括类似蛋白质结构，不与GITR受体交叉反应并且能够在
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OX40报告细胞测定中诱导NFκB表达(图35A和B)。

[0319] 将CT26荷瘤小鼠每周用5mg/kg  mIgG1或mIgG2a  Fc同种型的mGITRL-FP或mOX40L-

FP处理，并测量肿瘤生长。如在用mGITRL-FP的情况下所见，与用mIgG1处理后(1/10消退)相

比在用mIgG2a同种型处理后用mOX40L-FP观察到的抗肿瘤活性较高(9/10消退)(图36A)。然

而，相对于用mOX40L-FP  mIgG1处理后所见，用mGITRL-FP  mIgG1处理引起抗肿瘤活性增加

(6/10消退)，并且mIgG2a同种型(10/10)相比mOX40L-FP  mIgG2a略微更好(图36A)。在用

mGITRL-FP和mOX40L-FP两者以mIgG2a  Fc同种型进行处理后观察到肿瘤内T-reg的类似耗

减，但是这对任一分子的mIgG1  Fc同种型都不明显(图5B)。此数据指示在CT26荷瘤小鼠中，

对于诱导GITR和OX40激动剂二者的抗肿瘤活性，mIgG2a同种型优于mIgG1。

mGITRL-FP  mIgG2a和mOX40L-FP  mIgG1组合研究

[0320] 考虑到用mGITRL-FP  mIgG2a处理后CD4+T-细胞上OX40受体的上调(图34D)，进一

步研究了使T-细胞活化最大化的潜力。使用mGITRL-FP  mIgG2a和mOX40L-FP  mIgG1来评估

将靶向GITR和OX40途径的药物相组合的潜在益处。

[0321] 用mGITRL-FP  mIgG2a和mOX40L-FP  mIgG1组合每两周一次处理导致相比于盐水对

照(7.82％±0.30和9.22％±0.31)或用任一单一疗法进行的处理(mGITRL-FP处理的CD4和

CD8  T-细胞为14.2％±0 .45和15 .52％±0 .66，且mOX40L-FP处理的CD4和CD8T-细胞为

17.02％±0.49和16.22％±1.22)，脾CD4+(29.16％±1.51)和CD8+(24.4％±0.87)T-细胞

中的Ki67表达显著增加(图37A)，显示了将两个分子组合的累加效应。对脾CD4+和CD8+T-细

胞群体的另外分析表明，与单一疗法处理相比，组合处理增加了定义为CD44+和CD62lo的CD4
+和CD8+效应记忆区室(图37B)及定义为CD44+和CD62+的CD4+中枢记忆群体(图37C)二者的频

率。在CD4+和CD8+T-细胞上，在组合中已显示IFNy产生冗余性和CD8+T-细胞中的细胞毒作用

并且在Th1分化中也具有作用的转录因子T-bet(图37D)和Eomes(图37E)的表达也增加到比

任一单一疗法更大的程度。GITR和OX40途径之间的机械差异是：与用mGITRL-FP  mIgG2a处理

的动物相比，在mOX40L-FP  mIgG1处理的动物中CD4+T-细胞上T-bet和Eomes的表达显著更高。

[0322] 基于这些发现，确定了将mGITRL-FP  mIgG2a与mOX40L-FP  mIgG1相组合对肿瘤生

长的影响。接下来研究用mOX40L-FP  mIgG1处理小鼠是否可以通过与单个次最佳剂量的

mGITRL-FP  mIgG2a的组合而进一步改进。用mOX40L-FP  mIgG1单一疗法处理诱导5/10消退，

mGITRL-FP  mIgG2a单一疗法处理诱导3/10消退，而mGITRL-FP  mIgG2a和mOX40L-FP  mIgG1

两者的组合导致抗肿瘤活性增强，显示8/10消退(图38A)。

[0323] 考虑到高剂量的mGITRL-FP  mIgG2a的单一疗法处理在CT26模型的大多数小鼠中

诱导完全肿瘤消退，针对在B16F10-Luc  2模型增加益处研究了高剂量的mOX40L-FP  mIgG1

和mGITRL-FP  mIgG2a的组合。在这个模型中用单一疗法给药没有诱导任何肿瘤消退，然而

两种分子的组合导致改进的抗肿瘤活性；与单一疗法处理相比，延迟肿瘤生长并且增加存

活率(图38B和图39)。

实例7：T细胞引发剂与mGITRL-FP组合

材料和方法

细胞系和试剂

[0324] TC-1肿瘤系获自ATCC(目录号CRL  6475，马纳萨斯，弗吉尼亚州)并保持在DMEM+

10％FBS+1％青霉素/链霉素中。CT26肿瘤系获自ATCC(马纳萨斯，弗吉尼亚州)并维持在补
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充有10％胎牛血清的RPMI  1640培养基中。DTA-1和同种型抗体购自Bio  X  Cell(西黎巴嫩，

新罕布什尔州)。

E7  SLP和疫苗接种

[0325] 由新英格兰肽(New  England  Peptide)(加德纳，马萨诸塞州)合成由45-mer 

HPV16-E7序列SSEEEDEIDGPAGQAEPDRAHYNIVTFCCKCDSTLRLCVQSTHVD(SEQ  ID  NO:57)组成的

E7合成长肽(SLP)。将E7  SLP以10或3.3μg的剂量给予，并且在Addavax(生命技术公司，卡尔

斯巴德，加利福尼亚州)和PBS中用20μg  CpG  ODN  2395(曲林克公司(TriLink)，圣地亚哥，

加利福尼亚州)配制，总体积为50μL。将疫苗皮下给予到尾根部的背面。

肿瘤模型

[0326] TC-1实验使用获自杰克逊实验室(Jackson  Labs)(巴港，缅因州)的雌性C57BL/6

小鼠(目录号000664)小鼠。CT26实验使用获自Envigo(弗雷德里克，马里兰州)的雌性Balb/

C小鼠。在肿瘤植入时小鼠在6-8周龄之间。所有动物实验均按照研究机构动物护理和使用

委员会制定的指导方针进行。对于TC-1肿瘤植入，将2x  104个活TC-1细胞皮下植入左后足

垫。对于CT26肿瘤植入，将5x  105个细胞植入右侧腹。通过用卡尺1直接测量来评价肿瘤生

长。每2-4天收集双向测量，并使用体积＝(长度·宽度2)/2计算肿瘤体积。允许肿瘤发展6-

14天，并且然后将荷瘤小鼠按肿瘤体积随机分配到处理组。按照IACUC方案，当TC-1/足垫的

原发性肿瘤超过1000mm3和CT  26/侧腹的原发性肿瘤超过2000mm3时使小鼠安乐死。对于PD

研究，使小鼠安乐死，并收集肿瘤和脾脏，通过70μM滤器(CorningTM，康宁公司，纽约)粉碎，

并加工成单细胞悬浮液。

功能性T-细胞响应和流式细胞术

[0327] 对于抗原特异性刺激，以1-2x106个活细胞/孔进行铺板，每孔具有1ug  AH1肽序列

SPSYVYHQF(SEQ  ID  NO:56) (Anaspec，弗里蒙特，加利福尼亚州)或10μg  E7肽序列

RAHYNIVTF(SEQ  ID  NO:58)(Anaspec)和蛋白质转运抑制剂(E生物科学公司，圣克拉拉

(Santa  Clara)，加利福利亚州)。5小时后，将细胞染色。对于所有染色剂，染色顺序为live/

dead  blue (生命技术公司)、胞外蛋白、FOXP3  Fix/Perm  Kit (E生物科学公司

(Ebioscience))并且随后是细胞内细胞因子。抗体包括CD45(克隆30-F11)、CD4(克隆RM4-

5)CD8(克隆53-6.7)、GITR(克隆DTA-1)、IFNγ(克隆XMG  1.2)、TNFα(克隆MP6-XT22)、FOXP3

(克隆FJK-16s)、KI-67(克隆SolA15)。装载有RAHYNIVTF的H2-Db  E7  Dextramer购自

Immudex(费尔法克斯郡，弗吉尼亚州)，并且我们遵循其染色方案进行。所有样品都在LSR-

II或Fortessa(BD，圣何塞，加利福尼亚州)上运行。使用FlowJo(树星(TreeStar)，阿什兰，

俄勒冈州)来分析所有数据。

mGITRL-FP需要抗原特异性细胞

[0328] CT26是一种非常有免疫原性的肿瘤模型，具有高的肿瘤内CD45和基础CTL水平。已

经显示CT26能自引发低水平的AH1特异性T-细胞。为了评估mGITRL-FP是否能够导致抗原特

异性应答的从头生成，使用E6/E7转化的TC-1肿瘤模型。该模型具有已知的CD8  T-细胞表

位，并且E7特异性免疫应答可导致针对携带E7的肿瘤的保护。将TC-1肿瘤细胞植入C57/b6

小鼠的足垫中。在第14天测量小鼠，基于肿瘤大小随机化并用1mg/kg、5mg/kg和20mg/kg的

mGITRL-FP  IgG2a处理(图43A)。在任何测试剂量下都有肿瘤生长的延迟或抑制(图43B)。在

第24天，将未经处理和1mg/kg处理的小鼠的子组处死，并收获脾脏和肿瘤。评估T-细胞群和
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E7抗原特异性应答。GITR水平存在于CD4和CD8  T-细胞中，并且在肿瘤中显著更高(图43C)。

没有E7引发的情况下，mGITRL-FP不能延迟TC-1肿瘤生长或产生抗肿瘤免疫应答。

mGITRL-FP扩增了引发的抗原特异性CD8  T-细胞

[0329] DNA疫苗的疫苗接种已显示可有效产生E7特异性应答，其导致预防和抑制TC-1肿

瘤模型的肿瘤生长。本研究假设mGITRL-FP可需要引发的抗原特异性T-细胞来驱动抗肿瘤

应答。为了产生这种应答，在尾根部用10ug  E7合成长肽(SLP)与CpG(addavax)接种初试的

C57/b6小鼠。在此期间，将小鼠用3个剂量的mGITRL-FP  IgG2a处理。7天后，取出脾细胞并用

E7  dextramer评价T-细胞的抗原特异性(图44A)。未看到CD4和CD8百分比的差异，但是用

mGITRL-FP处理时观察到抗原特异性细胞的大量增加(图44B-D)。另外，评价单独接种的小

鼠的GITR水平，抗原特异性Dex+细胞具有比Dex-CD8  T-细胞更高的GITR  MFI(图44E-F)。假

设在荷瘤小鼠中这种差异甚至更高，因为在肿瘤微环境中GITR水平似乎是最高的。将C57/

b6小鼠植入TC-1肿瘤并用E7  SLP/CpG(Addavax)接种(图44G)。通过dextamer测量，观察在

脾脏和肿瘤二者中的抗原特异性E7细胞的引发(图44H-1)。在脾脏和肿瘤中，用dextramer

呈染色阳性的细胞的GITR也较高(图44J-K)。在有或没有肿瘤存在的情况下，E7  SLP能够成功

引发E7特异性应答，并且引发的抗原特异性细胞比其他CD8  T-细胞表达更高水平的GITR。

mGITRL-FP可扩增由E7  SLP引发的抗原特异性细胞并产生对TC-1肿瘤的保护性免疫应答

[0330] 为了评价mGITRL-FP是否可扩增对TC-1肿瘤细胞的E7特异性应答，将TC-1肿瘤细

胞植入足垫并在第14天将小鼠按肿瘤体积随机化。在尾根部给予单剂量的E7  SLP与CpG

(Addavax)，以及mGITRL-FP  IgG2a，以四种剂量开始疫苗接种日(图45A)。包括两个研究组，

一个TGI(肿瘤生长抑制)组(n＝10)和一个PD(药效)组(n＝5)。对照小鼠肿瘤迅速生长，并

且所有小鼠死亡，存活期中值为27天。单独的E7  SLP为具有TC-1肿瘤的小鼠提供了存活优

势，其中10只小鼠中的1只在第85天活着并且无肿瘤，且存活期中值为46.5天(图45B)。E7 

SLP+mGITRL-FP显著延迟肿瘤生长，其中3/10只小鼠无肿瘤，并且5/10在第85天活着，且存

活期中值为80.5天(图45C-D)。单独的疫苗接种提供了肿瘤进展的延迟，并且在上面添加

mGITRL-FP进一步延迟进展。假设这是由于肿瘤特异性CD8的选择扩增而发生的。在第21天，

处死PD小鼠组并收获脾脏和肿瘤用于药效学分析。归因于收获的组织量，合并来自足垫的

肿瘤(图45E)。单独接种或与mGITRL-FP组合导致进入肿瘤的CD45+细胞显著增加(图45F)。

为了评价抗原特异性功能，用1ug/mL的E7肽再刺激肿瘤或脾脏的单细胞悬浮液。疫苗接种

提供了抗原特异性细胞的基础增加，并且添加mGITRL-FP进一步将此提高至在脾脏和肿瘤

二者中均更高的水平(图45G)。mGITRL-FP显现不会耗减脾脏中的Treg，并且当E7  SLP疫苗

存在时仅能够耗减肿瘤中的Treg(图45G)。

实例8：核苷酸和蛋白质序列。

[0331] 在此披露的核苷酸和蛋白质序列的注释版本在表6-1中提供。

表6-1.
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***

[0332] 本披露的宽度和范围应当不限于以上描述的示例性实施例中的任一个，而应当仅

根据以下权利要求书和它们的等效物来限定。
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<110>   Stewart,  Ross  A

        Tigue,  Natalie  J

        Young,  Lesley  L

        Higazi,  Daniel  R

        Bamber,  Lisa

        Sridharan,  Sudharsan

        Leyland,  Rebecca

<120>   GITRL融合蛋白及其用途

<130>   GITRLF-100WO1

<160>   47

<170>   PatentIn  3.5版

<210>   1

<211>   177

<212>   PRT

<213>   智人

<400>   1

Met  Cys  Leu  Ser  His  Leu  Glu  Asn  Met  Pro  Leu  Ser  His  Ser  Arg  Thr

1                5                    10                   15

Gln  Gly  Ala  Gln  Arg  Ser  Ser  Trp  Lys  Leu  Trp  Leu  Phe  Cys  Ser  Ile

             20                   25                   30

Val  Met  Leu  Leu  Phe  Leu  Cys  Ser  Phe  Ser  Trp  Leu  Ile  Phe  Ile  Phe

         35                   40                   45              

Leu  Gln  Leu  Glu  Thr  Ala  Lys  Glu  Pro  Cys  Met  Ala  Lys  Phe  Gly  Pro

     50                   55                   60                  

Leu  Pro  Ser  Lys  Trp  Gln  Met  Ala  Ser  Ser  Glu  Pro  Pro  Cys  Val  Asn

65                   70                   75                   80

Lys  Val  Ser  Asp  Trp  Lys  Leu  Glu  Ile  Leu  Gln  Asn  Gly  Leu  Tyr  Leu

                 85                   90                   95

Ile  Tyr  Gly  Gln  Val  Ala  Pro  Asn  Ala  Asn  Tyr  Asn  Asp  Val  Ala  Pro

             100                  105                  110

Phe  Glu  Val  Arg  Leu  Tyr  Lys  Asn  Lys  Asp  Met  Ile  Gln  Thr  Leu  Thr

         115                  120                  125

Asn  Lys  Ser  Lys  Ile  Gln  Asn  Val  Gly  Gly  Thr  Tyr  Glu  Leu  His  Val

     130                  135                  140                 

Gly  Asp  Thr  Ile  Asp  Leu  Ile  Phe  Asn  Ser  Glu  His  Gln  Val  Leu  Lys

145                  150                  155                  160

Asn  Asn  Thr  Tyr  Trp  Gly  Ile  Ile  Leu  Leu  Ala  Asn  Pro  Gln  Phe  Ile

                 165                  170                  175
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Ser

<210>   2

<211>   177

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (33) ..(33)

<223>   Xaa 是  Gly 或  Val

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (34) ..(34)

<223>   Xaa 是  Thr、Met、或  Val

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (52) ..(52)

<223>   Xaa 是  Glu 或  Ala

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (62) ..(62)

<223>   Xaa 是  Ser 或  Phe

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (66) ..(66)

<223>   Xaa 是  Thr 或  Pro

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (67) ..(67)

<223>   Xaa 是  Leu 或  Ser

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (71) ..(71)

<223>   Xaa 是  Thr 或  Met

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (77) ..(77)

<223>   Xaa 是  Leu 或  Pro
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<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (79) ..(79)

<223>   Xaa 是  Met 或  Val

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (83) ..(83)

<223>   Xaa 是  Thr、Phe、或  Ser

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (99) ..(99)

<223>   Xaa 是  Ser 或  Gly

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (112) ..(112)

<223>   Xaa 是  Arg 或  Pro

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (116) ..(116)

<223>   Xaa 是  Trp 或  Arg

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (123) ..(123)

<223>   Xaa 是  Leu 或  Met

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (153) ..(153)

<223>   Xaa 是  Ser 或  Asn

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (158) ..(158)

<223>   Xaa 是  Phe 或  Val

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (161) ..(161)

<223>   Xaa 是除了Asn外的任何氨基酸

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (167) ..(167)
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<223>   Xaa 是  Val 或  Ile

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (168) ..(168)

<223>   Xaa 是  Leu 或  Ile

<400>   2

Met  Cys  Leu  Ser  His  Leu  Glu  Asn  Met  Pro  Leu  Ser  His  Ser  Arg  Thr

1                5                    10                   15

Gln  Gly  Ala  Gln  Arg  Ser  Ser  Trp  Lys  Leu  Trp  Leu  Phe  Cys  Ser  Ile

             20                   25                   30

Xaa  Xaa  Leu  Leu  Phe  Leu  Cys  Ser  Phe  Ser  Trp  Leu  Ile  Phe  Ile  Phe

         35                   40                   45        

Leu  Gln  Leu  Xaa  Thr  Ala  Lys  Glu  Pro  Cys  Met  Ala  Lys  Xaa  Gly  Pro

     50                   55                   60                  

Leu  Xaa  Xaa  Lys  Trp  Gln  Xaa  Ala  Ser  Ser  Glu  Pro  Xaa  Cys  Xaa  Asn

65                   70                   75                   80

Lys  Val  Xaa  Asp  Trp  Lys  Leu  Glu  Ile  Leu  Gln  Asn  Gly  Leu  Tyr  Leu

                 85                   90                   95

Ile  Tyr  Xaa  Gln  Val  Ala  Pro  Asn  Ala  Asn  Tyr  Asn  Asp  Val  Ala  Xaa

             100                  105                  110         

Phe  Glu  Val  Xaa  Leu  Tyr  Lys  Asn  Lys  Asp  Xaa  Ile  Gln  Thr  Leu  Thr

         115                  120                  125

Asn  Lys  Ser  Lys  Ile  Gln  Asn  Val  Gly  Gly  Thr  Tyr  Glu  Leu  His  Val

     130                  135                  140                 

Gly  Asp  Thr  Ile  Asp  Leu  Ile  Phe  Xaa  Ser  Glu  His  Gln  Xaa  Leu  Lys

145                  150                  155                  160

Xaa  Asn  Thr  Tyr  Trp  Gly  Xaa  Xaa  Leu  Leu  Ala  Asn  Pro  Gln  Phe  Ile

                 165                  170                  175

Ser

<210>   3

<211>   177

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (161) ..(161)

<223>   Xaa 是除了Asn外的任何氨基酸

序　列　表 4/32 页

82

CN 108026158 A

82



<400>   3

Met  Cys  Leu  Ser  His  Leu  Glu  Asn  Met  Pro  Leu  Ser  His  Ser  Arg  Thr

1                5                    10                   15

Gln  Gly  Ala  Gln  Arg  Ser  Ser  Trp  Lys  Leu  Trp  Leu  Phe  Cys  Ser  Ile

             20                   25                   30

Val  Met  Leu  Leu  Phe  Leu  Cys  Ser  Phe  Ser  Trp  Leu  Ile  Phe  Ile  Phe

         35                   40                   45              

Leu  Gln  Leu  Glu  Thr  Ala  Lys  Glu  Pro  Cys  Met  Ala  Lys  Phe  Gly  Pro

     50                   55                   60     

Leu  Pro  Ser  Lys  Trp  Gln  Met  Ala  Ser  Ser  Glu  Pro  Pro  Cys  Val  Asn

65                   70                   75                   80

Lys  Val  Ser  Asp  Trp  Lys  Leu  Glu  Ile  Leu  Gln  Asn  Gly  Leu  Tyr  Leu

                 85                   90                   95

Ile  Tyr  Gly  Gln  Val  Ala  Pro  Asn  Ala  Asn  Tyr  Asn  Asp  Val  Ala  Pro

             100                  105                  110

Phe  Glu  Val  Arg  Leu  Tyr  Lys  Asn  Lys  Asp  Met  Ile  Gln  Thr  Leu  Thr

         115                  120                  125

Asn  Lys  Ser  Lys  Ile  Gln  Asn  Val  Gly  Gly  Thr  Tyr  Glu  Leu  His  Val

     130                  135                  140                 

Gly  Asp  Thr  Ile  Asp  Leu  Ile  Phe  Asn  Ser  Glu  His  Gln  Val  Leu  Lys

145                  150                  155                  160

Xaa  Asn  Thr  Tyr  Trp  Gly  Ile  Ile  Leu  Leu  Ala  Asn  Pro  Gln  Phe  Ile

                 165                  170                  175

Ser

<210>   4

<211>   177

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   4

Met  Cys  Leu  Ser  His  Leu  Glu  Asn  Met  Pro  Leu  Ser  His  Ser  Arg  Thr

1                5                    10                   15

Gln  Gly  Ala  Gln  Arg  Ser  Ser  Trp  Lys  Leu  Trp  Leu  Phe  Cys  Ser  Ile

             20                   25                   30

Val  Met  Leu  Leu  Phe  Leu  Cys  Ser  Phe  Ser  Trp  Leu  Ile  Phe  Ile  Phe

         35                   40                   45              

Leu  Gln  Leu  Glu  Thr  Ala  Lys  Glu  Pro  Cys  Met  Ala  Lys  Phe  Gly  Pro

     50                   55                   60                  
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Leu  Pro  Ser  Lys  Trp  Gln  Met  Ala  Ser  Ser  Glu  Pro  Pro  Cys  Val  Asn

65                   70                   75                   80

Lys  Val  Ser  Asp  Trp  Lys  Leu  Glu  Ile  Leu  Gln  Asn  Gly  Leu  Tyr  Leu

                 85                   90                   95

Ile  Tyr  Gly  Gln  Val  Ala  Pro  Asn  Ala  Asn  Tyr  Asn  Asp  Val  Ala  Pro

             100                  105                  110

Phe  Glu  Val  Arg  Leu  Tyr  Lys  Asn  Lys  Asp  Met  Ile  Gln  Thr  Leu  Thr

         115                  120                  125

Asn  Lys  Ser  Lys  Ile  Gln  Asn  Val  Gly  Gly  Thr  Tyr  Glu  Leu  His  Val

     130                  135                  140            

Gly  Asp  Thr  Ile  Asp  Leu  Ile  Phe  Asn  Ser  Glu  His  Gln  Val  Leu  Lys

145                  150                  155                  160

Asp  Asn  Thr  Tyr  Trp  Gly  Ile  Ile  Leu  Leu  Ala  Asn  Pro  Gln  Phe  Ile

                 165                  170                  175

Ser

<210>   5

<211>   1251

<212>   DNA

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   5

ctggacaaga  cccatacctg  tcctccatgc  cctgcccccg  aactgctggg  aggcccttct       60

gtgttcctgt  tccccccaaa  gcccaaggac  accctgatga  tctcccggac  ccccgaagtg      120

acctgcgtgg  tggtggatgt  gtcccacgag  gaccctgaag  tgaagttcaa  ttggtacgtg      180

gacggcgtgg  aagtgcacaa  cgccaagacc  aagcccagag  aggaacagta  caactccacc      240

taccgggtgg  tgtccgtgct  gaccgtgctg  caccaggatt  ggctgaacgg  caaagagtac      300

aagtgcaagg  tgtccaacaa  ggccctgcct  gcccccatcg  aaaagaccat  ctccaaggcc      360

aagggccagc  cccgggaacc  ccaggtgtac  acactgcccc  ctagccggga  agagatgacc      420

aagaaccagg  tgtccctgac  ctgtctcgtg  aagggcttct  acccctccga  tatcgccgtg      480

gaatgggagt  ccaacggcca  gcctgagaac  aactacaaga  ccaccccccc  tgtgctggac      540

tccgacggct  cattcttcct  gtactccaag  ctgacagtgg  acaagtcccg  gtggcagcag      600

ggcaacgtgt  tctcctgctc  cgtgatgcac  gaggccctgc  acaaccacta  cacccagaag      660

tccctgtccc  tgagccctgg  aaaaggcggc  ggaggatctg  gcggaggcgg  ttctggtggt      720

ggcggatctg  ggggcggagg  tagcggaggt  ggtggctctg  tgtctcggct  ggaagaggaa      780

atgcggaagc  tgcaggccac  cgtgcaggaa  ctgcagaagc  ggctggacag  actggaagag      840

acagtgcagg  ctaagggcgg  tggcggacag  ctcgagacag  ccaaagaacc  ctgcatggcc      900

aagttcggcc  ccctgccttc  caagtggcag  atggcctctt  ccgagccccc  ctgcgtgaac      960

aaagtgtccg  actggaagct  ggaaatcctg  cagaacggcc  tgtacctgat  ctacggccag     1020
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gtggccccca  acgccaacta  caacgatgtg  gcccccttcg  aagtgcggct  gtacaagaac     1080

aaggacatga  tccagaccct  gaccaacaag  agcaagatcc  agaacgtggg  cggcacctac     1140

gagctgcacg  tgggcgatac  catcgacctg  atcttcaact  ccgagcacca  ggtgctgaag     1200

gacaacacct  actggggcat  catcctgctg  gccaaccccc  agttcatctc  c              1251

<210>   6

<211>   417

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   6

Leu  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu

1                5                    10                   15

Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu

             20                   25                   30

Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser

         35                   40                   45              

His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu

     50                   55                   60     

Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr

65                   70                   75                   80

Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn

                 85                   90                   95      

Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro

             100                  105                  110

Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln

         115                  120                  125

Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val

     130                  135                  140                 

Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val

145                  150                  155                  160

Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro

                 165                  170                  175

Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr

             180                  185                  190

Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val

         195                  200                  205

Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu

     210                  215                  220                 
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Ser  Pro  Gly  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly

225                  230                  235                  240

Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Val  Ser  Arg

                 245                  250                  255

Leu  Glu  Glu  Glu  Met  Arg  Lys  Leu  Gln  Ala  Thr  Val  Gln  Glu  Leu  Gln

             260                  265                  270

Lys  Arg  Leu  Asp  Arg  Leu  Glu  Glu  Thr  Val  Gln  Ala  Lys  Gly  Gly  Gly

         275                  280                  285

Gly  Gln  Leu  Glu  Thr  Ala  Lys  Glu  Pro  Cys  Met  Ala  Lys  Phe  Gly  Pro

     290                  295                  300

Leu  Pro  Ser  Lys  Trp  Gln  Met  Ala  Ser  Ser  Glu  Pro  Pro  Cys  Val  Asn

305                  310                  315                  320

Lys  Val  Ser  Asp  Trp  Lys  Leu  Glu  Ile  Leu  Gln  Asn  Gly  Leu  Tyr  Leu

                 325                  330                  335     

Ile  Tyr  Gly  Gln  Val  Ala  Pro  Asn  Ala  Asn  Tyr  Asn  Asp  Val  Ala  Pro

             340                  345                  350

Phe  Glu  Val  Arg  Leu  Tyr  Lys  Asn  Lys  Asp  Met  Ile  Gln  Thr  Leu  Thr

         355                  360                  365

Asn  Lys  Ser  Lys  Ile  Gln  Asn  Val  Gly  Gly  Thr  Tyr  Glu  Leu  His  Val

     370                  375                  380                 

Gly  Asp  Thr  Ile  Asp  Leu  Ile  Phe  Asn  Ser  Glu  His  Gln  Val  Leu  Lys

385                  390                  395                  400

Asp  Asn  Thr  Tyr  Trp  Gly  Ile  Ile  Leu  Leu  Ala  Asn  Pro  Gln  Phe  Ile

                 405                  410                  415

Ser

<210>   7

<211>   1295

<212>   DNA

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   7

tggccatcat  ctacctgatc  ctgctgttca  ccgccgtgcg  gggcctggac  aagacccata       60

cctgtcctcc  atgccctgcc  cccgaactgc  tgggaggccc  ttctgtgttc  ctgttccccc      120

caaagcccaa  ggacaccctg  atgatctccc  ggacccccga  agtgacctgc  gtggtggtgg      180

atgtgtccca  cgaggaccct  gaagtgaagt  tcaattggta  cgtggacggc  gtggaagtgc      240

acaacgccaa  gaccaagccc  agagaggaac  agtacaactc  cacctaccgg  gtggtgtccg      300

tgctgaccgt  gctgcaccag  gattggctga  acggcaaaga  gtacaagtgc  aaggtgtcca      360

acaaggccct  gcctgccccc  atcgaaaaga  ccatctccaa  ggccaagggc  cagccccggg      420
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aaccccaggt  gtacacactg  ccccctagcc  gggaagagat  gaccaagaac  caggtgtccc      480

tgacctgtct  cgtgaagggc  ttctacccct  ccgatatcgc  cgtggaatgg  gagtccaacg      540

gccagcctga  gaacaactac  aagaccaccc  cccctgtgct  ggactccgac  ggctcattct      600

tcctgtactc  caagctgaca  gtggacaagt  cccggtggca  gcagggcaac  gtgttctcct      660

gctccgtgat  gcacgaggcc  ctgcacaacc  actacaccca  gaagtccctg  tccctgagcc      720

ctggaaaagg  cggcggagga  tctggcggag  gcggttctgg  tggtggcgga  tctgggggcg      780

gaggtagcgg  aggtggtggc  tctgtgtctc  ggctggaaga  ggaaatgcgg  aagctgcagg      840

ccaccgtgca  ggaactgcag  aagcggctgg  acagactgga  agagacagtg  caggctaagg      900

gcggtggcgg  acagctcgag  acagccaaag  aaccctgcat  ggccaagttc  ggccccctgc      960

cttccaagtg  gcagatggcc  tcttccgagc  ccccctgcgt  gaacaaagtg  tccgactgga     1020

agctggaaat  cctgcagaac  ggcctgtacc  tgatctacgg  ccaggtggcc  cccaacgcca     1080

actacaacga  tgtggccccc  ttcgaagtgc  ggctgtacaa  gaacaaggac  atgatccaga     1140

ccctgaccaa  caagagcaag  atccagaacg  tgggcggcac  ctacgagctg  cacgtgggcg     1200

ataccatcga  cctgatcttc  aactccgagc  accaggtgct  gaaggacaac  acctactggg     1260

gcatcatcct  gctggccaac  ccccagttca  tctcc                                1295

<210>   8

<211>   432

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   8

Met  Ala  Ile  Ile  Tyr  Leu  Ile  Leu  Leu  Phe  Thr  Ala  Val  Arg  Gly  Leu

1                5                    10                   15

Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly

             20                   25                   30

Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met

         35                   40                   45         

Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His

     50                   55                   60                  

Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val

65                   70                   75                   80

His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr

                 85                   90                   95

Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly

             100                  105                  110         

Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile

         115                  120                  125

Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val
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     130                  135                  140                 

Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser

145                  150                  155                  160

Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu

                 165                  170                  175

Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro

             180                  185                  190

Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val

         195                  200                  205

Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met

     210                  215                  220                 

His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser

225                  230                  235                  240

Pro  Gly  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

                 245                  250                  255

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Val  Ser  Arg  Leu

             260                  265                  270

Glu  Glu  Glu  Met  Arg  Lys  Leu  Gln  Ala  Thr  Val  Gln  Glu  Leu  Gln  Lys

         275                  280                  285

Arg  Leu  Asp  Arg  Leu  Glu  Glu  Thr  Val  Gln  Ala  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly

     290                  295                  300                 

Gln  Leu  Glu  Thr  Ala  Lys  Glu  Pro  Cys  Met  Ala  Lys  Phe  Gly  Pro  Leu

305                  310                  315                  320 

Pro  Ser  Lys  Trp  Gln  Met  Ala  Ser  Ser  Glu  Pro  Pro  Cys  Val  Asn  Lys

                 325                  330                  335

Val  Ser  Asp  Trp  Lys  Leu  Glu  Ile  Leu  Gln  Asn  Gly  Leu  Tyr  Leu  Ile

             340                  345                  350         

Tyr  Gly  Gln  Val  Ala  Pro  Asn  Ala  Asn  Tyr  Asn  Asp  Val  Ala  Pro  Phe

         355                  360                  365

Glu  Val  Arg  Leu  Tyr  Lys  Asn  Lys  Asp  Met  Ile  Gln  Thr  Leu  Thr  Asn

     370                  375                  380                 

Lys  Ser  Lys  Ile  Gln  Asn  Val  Gly  Gly  Thr  Tyr  Glu  Leu  His  Val  Gly

385                  390                  395                  400

Asp  Thr  Ile  Asp  Leu  Ile  Phe  Asn  Ser  Glu  His  Gln  Val  Leu  Lys  Asp

                 405                  410                  415

Asn  Thr  Tyr  Trp  Gly  Ile  Ile  Leu  Leu  Ala  Asn  Pro  Gln  Phe  Ile  Ser

             420                  425                  430

<210>   9

<211>   461
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<212>   PRT

<213>   智人

<400>   9

Met  Ser  Arg  Gln  Val  Val  Arg  Ser  Ser  Lys  Phe  Arg  His  Val  Phe  Gly

1                5                    10                   15

Gln  Pro  Ala  Lys  Ala  Asp  Gln  Cys  Tyr  Glu  Asp  Val  Arg  Val  Ser  Gln

             20                   25                   30

Thr  Thr  Trp  Asp  Ser  Gly  Phe  Cys  Ala  Val  Asn  Pro  Lys  Phe  Val  Ala

         35                   40                   45              

Leu  Ile  Cys  Glu  Ala  Ser  Gly  Gly  Gly  Ala  Phe  Leu  Val  Leu  Pro  Leu

     50                   55                   60                  

Gly  Lys  Thr  Gly  Arg  Val  Asp  Lys  Asn  Ala  Pro  Thr  Val  Cys  Gly  His

65                   70                   75                   80

Thr  Ala  Pro  Val  Leu  Asp  Ile  Ala  Trp  Cys  Pro  His  Asn  Asp  Asn  Val

                 85                   90                   95

Ile  Ala  Ser  Gly  Ser  Glu  Asp  Cys  Thr  Val  Met  Val  Trp  Glu  Ile  Pro

             100                  105                  110

Asp  Gly  Gly  Leu  Met  Leu  Pro  Leu  Arg  Glu  Pro  Val  Val  Thr  Leu  Glu

         115                  120                  125

Gly  His  Thr  Lys  Arg  Val  Gly  Ile  Val  Ala  Trp  His  Thr  Thr  Ala  Gln

     130                  135                  140                 

Asn  Val  Leu  Leu  Ser  Ala  Gly  Cys  Asp  Asn  Val  Ile  Met  Val  Trp  Asp

145                  150                  155                  160

Val  Gly  Thr  Gly  Ala  Ala  Met  Leu  Thr  Leu  Gly  Pro  Glu  Val  His  Pro

                 165                  170                  175

Asp  Thr  Ile  Tyr  Ser  Val  Asp  Trp  Ser  Arg  Asp  Gly  Gly  Leu  Ile  Cys

             180                  185                  190

Thr  Ser  Cys  Arg  Asp  Lys  Arg  Val  Arg  Ile  Ile  Glu  Pro  Arg  Lys  Gly

         195                  200                  205

Thr  Val  Val  Ala  Glu  Lys  Asp  Arg  Pro  His  Glu  Gly  Thr  Arg  Pro  Val

     210                  215                  220                 

Arg  Ala  Val  Phe  Val  Ser  Glu  Gly  Lys  Ile  Leu  Thr  Thr  Gly  Phe  Ser

225                  230                  235                  240

Arg  Met  Ser  Glu  Arg  Gln  Val  Ala  Leu  Trp  Asp  Thr  Lys  His  Leu  Glu

                 245                  250                  255

Glu  Pro  Leu  Ser  Leu  Gln  Glu  Leu  Asp  Thr  Ser  Ser  Gly  Val  Leu  Leu

             260                  265                  270

Pro  Phe  Phe  Asp  Pro  Asp  Thr  Asn  Ile  Val  Tyr  Leu  Cys  Gly  Lys  Gly

         275                  280                  285
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Asp  Ser  Ser  Ile  Arg  Tyr  Phe  Glu  Ile  Thr  Ser  Glu  Ala  Pro  Phe  Leu

     290                  295                  300                 

His  Tyr  Leu  Ser  Met  Phe  Ser  Ser  Lys  Glu  Ser  Gln  Arg  Gly  Met  Gly

305                  310                  315                  320

Tyr  Met  Pro  Lys  Arg  Gly  Leu  Glu  Val  Asn  Lys  Cys  Glu  Ile  Ala  Arg

                 325                  330                  335

Phe  Tyr  Lys  Leu  His  Glu  Arg  Arg  Cys  Glu  Pro  Ile  Ala  Met  Thr  Val

             340                  345                  350

Pro  Arg  Lys  Ser  Asp  Leu  Phe  Gln  Glu  Asp  Leu  Tyr  Pro  Pro  Thr  Ala

         355                  360                  365

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

     370                  375                  380            

Ala  Gly  Pro  Leu  Leu  Ile  Ser  Leu  Lys  Asp  Gly  Tyr  Val  Pro  Pro  Lys

385                  390                  395                  400

Ser  Arg  Glu  Leu  Arg  Val  Asn  Arg  Gly  Leu  Asp  Thr  Gly  Arg  Arg  Arg

                 405                  410                  415

Ala  Ala  Pro  Glu  Ala  Ser  Gly  Thr  Pro  Ser  Ser  Asp  Ala  Val  Ser  Arg

             420                  425                  430

Leu  Glu  Glu  Glu  Met  Arg  Lys  Leu  Gln  Ala  Thr  Val  Gln  Glu  Leu  Gln

         435                  440                  445             

Lys  Arg  Leu  Asp  Arg  Leu  Glu  Glu  Thr  Val  Gln  Ala  Lys

     450                  455                  460

<210>   10

<211>   32

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (1) ..(1)

<223>   Xaa 是  Ala、Leu、Ile、或  Val

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (4) ..(4)

<223>   Xaa 是  Ala、Leu、Ile、或  Val

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (8) ..(8)
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<223>   Xaa 是  Ala、Leu、Ile、或  Val

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (11) ..(11)

<223>   Xaa 是  Ala、Leu、Ile、或  Val

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (15) ..(15)

<223>   Xaa 是  Ala、Leu、Ile、或  Val

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (22) ..(22)

<223>   Xaa 是  Ala、Leu、Ile、或  Val

<400>   10

Xaa  Ser  Arg  Xaa  Glu  Glu  Glu  Xaa  Arg  Lys  Xaa  Gln  Ala  Thr  Xaa  Gln

1                5                    10                   15      

Glu  Leu  Gln  Lys  Arg  Xaa  Asp  Arg  Leu  Glu  Glu  Thr  Val  Gln  Ala  Lys

             20                   25                   30

<210>   11

<211>   32

<212>   PRT

<213>   智人

<400>   11

Val  Ser  Arg  Leu  Glu  Glu  Glu  Met  Arg  Lys  Leu  Gln  Ala  Thr  Val  Gln

1                5                    10                   15

Glu  Leu  Gln  Lys  Arg  Leu  Asp  Arg  Leu  Glu  Glu  Thr  Val  Gln  Ala  Lys

             20                   25                   30

<210>   12

<211>   32

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   12

Val  Ser  Arg  Leu  Glu  Glu  Glu  Ile  Arg  Lys  Leu  Gln  Ala  Thr  Val  Gln

1                5                    10                   15

Glu  Leu  Gln  Lys  Arg  Leu  Asp  Arg  Leu  Glu  Glu  Thr  Val  Gln  Ala  Lys

             20                   25                   30

<210>   13
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<211>   32

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   13

Val  Ser  Arg  Ile  Glu  Glu  Glu  Ile  Arg  Lys  Leu  Gln  Ala  Thr  Val  Gln

1                5                    10                   15

Glu  Leu  Gln  Lys  Arg  Leu  Asp  Arg  Leu  Glu  Glu  Thr  Val  Gln  Ala  Lys

             20                   25                   30

<210>   14

<211>   32

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   14

Ile  Ser  Arg  Ile  Glu  Glu  Glu  Ile  Arg  Lys  Leu  Gln  Ala  Thr  Val  Gln

1                5                    10                   15

Glu  Leu  Gln  Lys  Arg  Leu  Asp  Arg  Leu  Glu  Glu  Thr  Val  Gln  Ala  Lys

             20                   25                   30

<210>   15

<211>   32

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   15

Ile  Ser  Arg  Ile  Glu  Glu  Glu  Ile  Arg  Lys  Ile  Gln  Ala  Thr  Val  Gln

1                5                    10                   15

Glu  Leu  Gln  Lys  Arg  Leu  Asp  Arg  Leu  Glu  Glu  Thr  Val  Gln  Ala  Lys

             20                   25                   30

<210>   16

<211>   32

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   16
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Ile  Ser  Arg  Ile  Glu  Glu  Glu  Ile  Arg  Lys  Ile  Gln  Ala  Thr  Val  Gln

1                5                    10                   15

Glu  Leu  Gln  Lys  Arg  Ile  Asp  Arg  Leu  Glu  Glu  Thr  Val  Gln  Ala  Lys

             20                   25                   30

<210>   17

<211>   32

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   17

Ile  Ser  Arg  Ile  Glu  Glu  Glu  Ile  Arg  Lys  Ile  Asn  Ala  Thr  Val  Gln

1                5                    10                   15

Glu  Leu  Gln  Lys  Arg  Ile  Asp  Arg  Leu  Glu  Glu  Thr  Val  Gln  Ala  Lys

             20                   25                   30

<210>   18

<211>   32

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   18

Ile  Ser  Arg  Ile  Glu  Glu  Glu  Ile  Arg  Lys  Ile  Asn  Ala  Thr  Ile  Gln

1                5                    10                   15

Glu  Leu  Gln  Lys  Arg  Ile  Asp  Arg  Leu  Glu  Glu  Thr  Val  Gln  Ala  Lys

             20                   25                   30

<210>   19

<211>   5

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   19

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

1                5

<210>   20

<211>   25

<212>   PRT

<213>  人工
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<220>

<223>  合成

<400>   20

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

1                5                    10                   15

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

             20                   25

<210>   21

<211>   228

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   21

Leu  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu

1                5                    10                   15

Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu

             20                   25                   30

Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser

         35                   40                   45              

His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu

     50                   55                   60                  

Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr

65                   70                   75                   80

Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn

                 85                   90                   95

Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro

             100                  105                  110

Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln

         115                  120                  125

Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val

     130                  135                  140                 

Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val

145                  150                  155                  160

Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro

                 165                  170                  175

Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr

             180                  185                  190

Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val
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         195                  200                  205

Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu

     210                  215                  220                 

Ser  Pro  Gly  Lys

225             

<210>   22

<211>   6

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   22

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

1                5

<210>   23

<211>   17

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   23

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Ala

1                5                    10                   15

Leu

<210>   24

<211>   16

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   24

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Ala

1                5                    10                   15

<210>   25

<211>   15

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成
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<400>   25

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

1                5                    10                   15

<210>   26

<211>   14

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   26

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

1               5                   10

<210>   27

<211>   28

<212>   PRT

<213>  酿酒酵母

<400>   27

Ile  Lys  Gln  Ile  Glu  Asp  Lys  Ile  Glu  Glu  Ile  Leu  Ser  Lys  Ile  Tyr

1                5                    10                   15

His  Ile  Glu  Asn  Glu  Ile  Ala  Arg  Ile  Lys  Lys  Leu

             20                   25              

<210>   28

<211>   39

<212>   PRT

<213>   智人

<400>   28

Cys  Ala  Cys  Glu  Ser  Leu  Val  Lys  Phe  Gln  Ala  Lys  Val  Glu  Gly  Leu

1                5                    10                   15

Leu  Gln  Ala  Leu  Thr  Arg  Lys  Leu  Glu  Ala  Val  Ser  Lys  Arg  Leu  Ala

             20                   25                   30

Ile  Leu  Glu  Asn  Thr  Val  Val

         35                  

<210>   29

<211>   39

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   29
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Cys  Ala  Cys  Glu  Ser  Leu  Val  Lys  Phe  Gln  Ala  Lys  Val  Glu  Gly  Leu

1                5                    10                   15

Ile  Gln  Ala  Leu  Thr  Arg  Lys  Leu  Glu  Ala  Val  Ser  Lys  Arg  Ile  Ala

             20                   25                   30

Ile  Leu  Glu  Asn  Thr  Val  Val

         35                  

<210>   30

<211>   70

<212>   PRT

<213>   智人

<400>   30

Glu  Ala  Glu  Ala  Glu  Val  Thr  Leu  Arg  Glu  Leu  Gln  Glu  Ala  Leu  Glu

1                5                    10                   15

Glu  Glu  Val  Leu  Thr  Arg  Gln  Ser  Leu  Ser  Arg  Glu  Met  Glu  Ala  Ile

             20                   25                   30

Arg  Thr  Asp  Asn  Gln  Asn  Phe  Ala  Ser  Gln  Leu  Arg  Glu  Ala  Glu  Ala

         35                   40                   45              

Arg  Asn  Arg  Asp  Leu  Glu  Ala  His  Val  Arg  Gln  Leu  Gln  Glu  Arg  Met

     50                   55                   60                  

Glu  Leu  Leu  Gln  Ala  Glu

65                   70

<210>   31

<211>   70

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   31

Ile  Ala  Glu  Ile  Glu  Val  Thr  Ile  Arg  Glu  Leu  Gln  Glu  Ala  Ile  Glu

1                5                    10                   15

Glu  Glu  Val  Leu  Thr  Arg  Gln  Ser  Leu  Ser  Arg  Glu  Ile  Glu  Ala  Ile

             20                   25                   30

Arg  Thr  Asp  Ile  Gln  Asn  Ile  Ala  Ser  Gln  Leu  Arg  Glu  Ile  Glu  Ala

         35                   40                   45              

Arg  Ile  Arg  Asp  Leu  Glu  Ala  His  Val  Arg  Gln  Leu  Gln  Glu  Arg  Met

     50                   55                   60                  

Glu  Leu  Leu  Gln  Ala  Glu

65                   70

<210>   32
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<211>   33

<212>   PRT

<213>   智人

<400>   32

Ala  Ser  Ala  Leu  Asn  Thr  Lys  Ile  Arg  Ala  Leu  Gln  Gly  Ser  Leu  Glu

1                5                    10                   15

Asn  Met  Ser  Lys  Leu  Leu  Lys  Arg  Gln  Asn  Asp  Ile  Leu  Gln  Val  Val

             20                   25                   30

Ser

<210>   33

<211>   33

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   33

Ile  Ser  Ala  Leu  Asn  Thr  Lys  Ile  Arg  Ala  Ile  Gln  Gly  Ser  Ile  Glu

1                5                    10                   15

Asn  Met  Ser  Lys  Leu  Ile  Lys  Arg  Gln  Asn  Asp  Ile  Ile  Gln  Val  Val

             20                   25                   30          

Ser

<210>   34

<211>   128

<212>   PRT

<213>   智人

<400>   34

Gln  Leu  Glu  Thr  Ala  Lys  Glu  Pro  Cys  Met  Ala  Lys  Phe  Gly  Pro  Leu

1                5                    10                   15

Pro  Ser  Lys  Trp  Gln  Met  Ala  Ser  Ser  Glu  Pro  Pro  Cys  Val  Asn  Lys

             20                   25                   30

Val  Ser  Asp  Trp  Lys  Leu  Glu  Ile  Leu  Gln  Asn  Gly  Leu  Tyr  Leu  Ile

         35                   40                   45         

Tyr  Gly  Gln  Val  Ala  Pro  Asn  Ala  Asn  Tyr  Asn  Asp  Val  Ala  Pro  Phe

     50                   55                   60                  

Glu  Val  Arg  Leu  Tyr  Lys  Asn  Lys  Asp  Met  Ile  Gln  Thr  Leu  Thr  Asn

65                   70                   75                   80

Lys  Ser  Lys  Ile  Gln  Asn  Val  Gly  Gly  Thr  Tyr  Glu  Leu  His  Val  Gly

                 85                   90                   95

Asp  Thr  Ile  Asp  Leu  Ile  Phe  Asn  Ser  Glu  His  Gln  Val  Leu  Lys  Asn
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             100                  105                  110

Asn  Thr  Tyr  Trp  Gly  Ile  Ile  Leu  Leu  Ala  Asn  Pro  Gln  Phe  Ile  Ser

         115                  120                  125

<210>   35

<211>   128

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (3) ..(3)

<223>   Xaa 是  Glu 或  Ala

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (13) ..(13)

<223>   Xaa 是  Ser 或  Phe

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (17) ..(17)

<223>   Xaa 是  Thr 或  Pro

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (18) ..(18)

<223>   Xaa 是  Leu 或  Ser

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (22) ..(22)

<223>   Xaa 是  Thr 或  Met

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (28) ..(28)

<223>   Xaa 是  Leu 或  Pro

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (30) ..(30)

<223>   Xaa 是  Met 或  Val

<220>

<221>  尚未归类的特征
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<222>   (34) ..(34)

<223>   Xaa 是  Thr、Phe、或  Ser

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (50) ..(50)

<223>   Xaa 是  Ser 或  Gly

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (63) ..(63)

<223>   Xaa 是  Arg 或  Pro

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (67) ..(67)

<223>   Xaa 是  Trp 或  Arg

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (74) ..(74)

<223>   Xaa 是  Leu 或  Met

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (104) ..(104)

<223>   Xaa 是  Ser 或  Asn

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (109) ..(109)

<223>   Xaa 是  Phe 或  Val

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (112) ..(112)

<223>   Xaa 是  Xaa 是除了Asn外的任何氨基酸

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (118) ..(118)

<223>   Xaa 是  Val 或  Ile

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (119) ..(119)

<223>   Xaa 是  Leu 或  Ile

<400>   35
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Gln  Leu  Xaa  Thr  Ala  Lys  Glu  Pro  Cys  Met  Ala  Lys  Xaa  Gly  Pro  Leu

1                5                    10                   15

Xaa  Xaa  Lys  Trp  Gln  Xaa  Ala  Ser  Ser  Glu  Pro  Xaa  Cys  Xaa  Asn  Lys

             20                   25                   30

Val  Xaa  Asp  Trp  Lys  Leu  Glu  Ile  Leu  Gln  Asn  Gly  Leu  Tyr  Leu  Ile

         35                   40                   45              

Tyr  Xaa  Gln  Val  Ala  Pro  Asn  Ala  Asn  Tyr  Asn  Asp  Val  Ala  Xaa  Phe

     50                   55                   60                  

Glu  Val  Xaa  Leu  Tyr  Lys  Asn  Lys  Asp  Xaa  Ile  Gln  Thr  Leu  Thr  Asn

65                   70                   75                   80

Lys  Ser  Lys  Ile  Gln  Asn  Val  Gly  Gly  Thr  Tyr  Glu  Leu  His  Val  Gly

                 85                   90                   95

Asp  Thr  Ile  Asp  Leu  Ile  Phe  Xaa  Ser  Glu  His  Gln  Xaa  Leu  Lys  Xaa

             100                  105                  110

Asn  Thr  Tyr  Trp  Gly  Xaa  Xaa  Leu  Leu  Ala  Asn  Pro  Gln  Phe  Ile  Ser

         115                  120                  125

<210>   36

<211>   128

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<220>

<221>  尚未归类的特征

<222>   (112) ..(112)

<223>   Xaa 是除了Asn外的任何氨基酸

<400>   36

Gln  Leu  Glu  Thr  Ala  Lys  Glu  Pro  Cys  Met  Ala  Lys  Phe  Gly  Pro  Leu

1                5                    10                   15

Pro  Ser  Lys  Trp  Gln  Met  Ala  Ser  Ser  Glu  Pro  Pro  Cys  Val  Asn  Lys

             20                   25                   30

Val  Ser  Asp  Trp  Lys  Leu  Glu  Ile  Leu  Gln  Asn  Gly  Leu  Tyr  Leu  Ile

         35                   40                   45              

Tyr  Gly  Gln  Val  Ala  Pro  Asn  Ala  Asn  Tyr  Asn  Asp  Val  Ala  Pro  Phe

     50                   55                   60                  

Glu  Val  Arg  Leu  Tyr  Lys  Asn  Lys  Asp  Met  Ile  Gln  Thr  Leu  Thr  Asn

65                   70                   75                   80

Lys  Ser  Lys  Ile  Gln  Asn  Val  Gly  Gly  Thr  Tyr  Glu  Leu  His  Val  Gly

                 85                   90                   95
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Asp  Thr  Ile  Asp  Leu  Ile  Phe  Asn  Ser  Glu  His  Gln  Val  Leu  Lys  Xaa

             100                  105                  110

Asn  Thr  Tyr  Trp  Gly  Ile  Ile  Leu  Leu  Ala  Asn  Pro  Gln  Phe  Ile  Ser

         115                  120                  125

<210>   37

<211>   128

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   37

Gln  Leu  Glu  Thr  Ala  Lys  Glu  Pro  Cys  Met  Ala  Lys  Phe  Gly  Pro  Leu

1                5                    10                   15

Pro  Ser  Lys  Trp  Gln  Met  Ala  Ser  Ser  Glu  Pro  Pro  Cys  Val  Asn  Lys

             20                   25                   30

Val  Ser  Asp  Trp  Lys  Leu  Glu  Ile  Leu  Gln  Asn  Gly  Leu  Tyr  Leu  Ile

         35                   40                   45              

Tyr  Gly  Gln  Val  Ala  Pro  Asn  Ala  Asn  Tyr  Asn  Asp  Val  Ala  Pro  Phe

     50                   55                   60                  

Glu  Val  Arg  Leu  Tyr  Lys  Asn  Lys  Asp  Met  Ile  Gln  Thr  Leu  Thr  Asn

65                   70                   75                   80

Lys  Ser  Lys  Ile  Gln  Asn  Val  Gly  Gly  Thr  Tyr  Glu  Leu  His  Val  Gly

                 85                   90                   95

Asp  Thr  Ile  Asp  Leu  Ile  Phe  Asn  Ser  Glu  His  Gln  Val  Leu  Lys  Asp

             100                  105                  110

Asn  Thr  Tyr  Trp  Gly  Ile  Ile  Leu  Leu  Ala  Asn  Pro  Gln  Phe  Ile  Ser

         115                  120                  125

<210>   38

<211>   229

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   38

Glu  Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro  Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Phe

1                5                    10                   15

Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr

             20                   25                   30

Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val
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         35                   40                   45         

Ser  Gln  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val

     50                   55                   60                  

Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Phe  Asn  Ser

65                   70                   75                   80

Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu

                 85                   90                   95

Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser

             100                  105                  110         

Ser  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro

         115                  120                  125

Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln

     130                  135                  140                 

Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala

145                  150                  155                  160

Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr

                 165                  170                  175

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

             180                  185                  190

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

         195                  200                  205

Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser

     210                  215                  220                 

Leu  Ser  Leu  Gly  Lys

225                 

<210>   39

<211>   1254

<212>   DNA

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   39

gagtctaagt  acggccctcc  ttgtcctcct  tgccctgccc  ctgagtttct  gggcggacct       60

tccgtgttcc  tgttcccccc  aaagcccaag  gacaccctga  tgatctcccg  gacccccgaa      120

gtgacctgcg  tggtggtgga  tgtgtcccag  gaagatcccg  aggtgcagtt  caattggtac      180

gtggacggcg  tggaagtgca  caacgccaag  accaagccca  gagaggaaca  gttcaactcc      240

acctaccggg  tggtgtccgt  gctgaccgtg  ctgcaccagg  attggctgaa  cggcaaagag      300

tacaagtgca  aggtgtccaa  caagggcctg  ccctccagca  tcgaaaagac  catctccaag      360

gccaagggcc  agccccggga  accccaggtg  tacacactgc  ctccaagcca  ggaagagatg      420
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accaagaacc  aggtgtccct  gacctgtctc  gtgaagggct  tctacccctc  cgatatcgcc      480

gtggaatggg  agtccaacgg  ccagcctgag  aacaactaca  agaccacccc  ccctgtgctg      540

gactccgacg  gctccttctt  cctgtactcc  cgcctgaccg  tggacaagtc  cagatggcag      600

gaaggcaacg  tgttctcctg  ctccgtgatg  cacgaggccc  tgcacaacca  ctacacccag      660

aagtccctgt  ccctgtctct  gggcaagggc  ggcggaggat  ctggcggagg  cggttctggt      720

ggtggtggat  ctggtggcgg  aggaagtggg  ggagggggat  ctgtgtctcg  gctggaagag      780

gaaatgcgga  agctgcaggc  caccgtgcag  gaactgcaga  agcggctgga  cagactggaa      840

gagacagtgc  aggctaaggg  cggtggcgga  cagctcgaga  cagccaaaga  accctgcatg      900

gccaagttcg  gccccctgcc  ttccaagtgg  cagatggcct  cttccgagcc  cccctgcgtg      960

aacaaagtgt  ccgactggaa  gctggaaatc  ctgcagaacg  gcctgtacct  gatctacggc     1020

caggtggccc  ccaacgccaa  ctacaacgat  gtggccccct  tcgaagtgcg  gctgtacaag     1080

aacaaggaca  tgatccagac  cctgaccaac  aagagcaaga  tccagaacgt  gggcggcacc     1140

tacgagctgc  acgtgggcga  taccatcgac  ctgatcttca  actccgagca  ccaggtgctg     1200

aaggacaaca  cctactgggg  catcatcctg  ctggccaacc  cccagttcat  ctcc           1254

<210>   40

<211>   418

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   40

Glu  Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro  Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Phe

1                5                    10                   15

Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr

             20                   25                   30

Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val

         35                   40                   45              

Ser  Gln  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val

     50                   55                   60                  

Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Phe  Asn  Ser

65                   70                   75                   80

Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu

                 85                   90                   95

Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser

             100                  105                  110

Ser  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro

         115                  120                  125

Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln

     130                  135                  140                 

序　列　表 26/32 页

104

CN 108026158 A

104



Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala

145                  150                  155                  160

Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr

                 165                  170                  175

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

             180                  185                  190

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

         195                  200                  205

Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser

     210                  215                  220                 

Leu  Ser  Leu  Gly  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

225                  230                  235                  240

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Val  Ser

                 245                  250                  255

Arg  Leu  Glu  Glu  Glu  Met  Arg  Lys  Leu  Gln  Ala  Thr  Val  Gln  Glu  Leu

             260                  265                  270

Gln  Lys  Arg  Leu  Asp  Arg  Leu  Glu  Glu  Thr  Val  Gln  Ala  Lys  Gly  Gly

         275                  280                  285

Gly  Gly  Gln  Leu  Glu  Thr  Ala  Lys  Glu  Pro  Cys  Met  Ala  Lys  Phe  Gly

     290                  295                  300                 

Pro  Leu  Pro  Ser  Lys  Trp  Gln  Met  Ala  Ser  Ser  Glu  Pro  Pro  Cys  Val

305                  310                  315                  320

Asn  Lys  Val  Ser  Asp  Trp  Lys  Leu  Glu  Ile  Leu  Gln  Asn  Gly  Leu  Tyr

                 325                  330                  335

Leu  Ile  Tyr  Gly  Gln  Val  Ala  Pro  Asn  Ala  Asn  Tyr  Asn  Asp  Val  Ala

             340                  345                  350

Pro  Phe  Glu  Val  Arg  Leu  Tyr  Lys  Asn  Lys  Asp  Met  Ile  Gln  Thr  Leu

         355                  360                  365

Thr  Asn  Lys  Ser  Lys  Ile  Gln  Asn  Val  Gly  Gly  Thr  Tyr  Glu  Leu  His

     370                  375                  380                 

Val  Gly  Asp  Thr  Ile  Asp  Leu  Ile  Phe  Asn  Ser  Glu  His  Gln  Val  Leu

385                  390                  395                  400

Lys  Asp  Asn  Thr  Tyr  Trp  Gly  Ile  Ile  Leu  Leu  Ala  Asn  Pro  Gln  Phe

                 405                  410                  415

Ile  Ser

<210>   41

<211>   1299

<212>   DNA

<213>  人工
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<220>

<223>  合成

<400>   41

atggccatca  tctacctgat  cctgctgttc  accgccgtgc  ggggcgagtc  taagtacggc       60

cctccttgtc  ctccttgccc  tgcccctgag  tttctgggcg  gaccttccgt  gttcctgttc      120

cccccaaagc  ccaaggacac  cctgatgatc  tcccggaccc  ccgaagtgac  ctgcgtggtg      180

gtggatgtgt  cccaggaaga  tcccgaggtg  cagttcaatt  ggtacgtgga  cggcgtggaa      240

gtgcacaacg  ccaagaccaa  gcccagagag  gaacagttca  actccaccta  ccgggtggtg      300

tccgtgctga  ccgtgctgca  ccaggattgg  ctgaacggca  aagagtacaa  gtgcaaggtg      360

tccaacaagg  gcctgccctc  cagcatcgaa  aagaccatct  ccaaggccaa  gggccagccc      420

cgggaacccc  aggtgtacac  actgcctcca  agccaggaag  agatgaccaa  gaaccaggtg      480

tccctgacct  gtctcgtgaa  gggcttctac  ccctccgata  tcgccgtgga  atgggagtcc      540

aacggccagc  ctgagaacaa  ctacaagacc  accccccctg  tgctggactc  cgacggctcc      600

ttcttcctgt  actcccgcct  gaccgtggac  aagtccagat  ggcaggaagg  caacgtgttc      660

tcctgctccg  tgatgcacga  ggccctgcac  aaccactaca  cccagaagtc  cctgtccctg      720

tctctgggca  agggcggcgg  aggatctggc  ggaggcggtt  ctggtggtgg  tggatctggt      780

ggcggaggaa  gtgggggagg  gggatctgtg  tctcggctgg  aagaggaaat  gcggaagctg      840

caggccaccg  tgcaggaact  gcagaagcgg  ctggacagac  tggaagagac  agtgcaggct      900

aagggcggtg  gcggacagct  cgagacagcc  aaagaaccct  gcatggccaa  gttcggcccc      960

ctgccttcca  agtggcagat  ggcctcttcc  gagcccccct  gcgtgaacaa  agtgtccgac     1020

tggaagctgg  aaatcctgca  gaacggcctg  tacctgatct  acggccaggt  ggcccccaac     1080

gccaactaca  acgatgtggc  ccccttcgaa  gtgcggctgt  acaagaacaa  ggacatgatc     1140

cagaccctga  ccaacaagag  caagatccag  aacgtgggcg  gcacctacga  gctgcacgtg     1200

ggcgatacca  tcgacctgat  cttcaactcc  gagcaccagg  tgctgaagga  caacacctac     1260

tggggcatca  tcctgctggc  caacccccag  ttcatctcc                            1299

<210>   42

<211>   433

<212>   PRT

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   42

Met  Ala  Ile  Ile  Tyr  Leu  Ile  Leu  Leu  Phe  Thr  Ala  Val  Arg  Gly  Glu

1                5                    10                   15

Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro  Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Phe  Leu

             20                   25                   30

Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu

         35                   40                   45         

Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser
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     50                   55                   60                  

Gln  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu

65                   70                   75                   80

Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Phe  Asn  Ser  Thr

                 85                   90                   95

Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn

             100                  105                  110

Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser  Ser

         115                  120                  125

Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln

     130                  135                  140                 

Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val

145                  150                  155                  160

Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val

                 165                  170                  175

Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro

             180                  185                  190

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

         195                  200                  205

Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val

     210                  215                  220                 

Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu

225                  230                  235                  240

Ser  Leu  Gly  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly

                 245                  250                  255

Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Val  Ser  Arg

             260                  265                  270

Leu  Glu  Glu  Glu  Met  Arg  Lys  Leu  Gln  Ala  Thr  Val  Gln  Glu  Leu  Gln

         275                  280                  285

Lys  Arg  Leu  Asp  Arg  Leu  Glu  Glu  Thr  Val  Gln  Ala  Lys  Gly  Gly  Gly

     290                  295                  300                 

Gly  Gln  Leu  Glu  Thr  Ala  Lys  Glu  Pro  Cys  Met  Ala  Lys  Phe  Gly  Pro

305                  310                  315                  320

Leu  Pro  Ser  Lys  Trp  Gln  Met  Ala  Ser  Ser  Glu  Pro  Pro  Cys  Val  Asn

                 325                  330                  335

Lys  Val  Ser  Asp  Trp  Lys  Leu  Glu  Ile  Leu  Gln  Asn  Gly  Leu  Tyr  Leu

             340                  345                  350

Ile  Tyr  Gly  Gln  Val  Ala  Pro  Asn  Ala  Asn  Tyr  Asn  Asp  Val  Ala  Pro

         355                  360                  365
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Phe  Glu  Val  Arg  Leu  Tyr  Lys  Asn  Lys  Asp  Met  Ile  Gln  Thr  Leu  Thr

     370                  375                  380                 

Asn  Lys  Ser  Lys  Ile  Gln  Asn  Val  Gly  Gly  Thr  Tyr  Glu  Leu  His  Val

385                  390                  395                  400

Gly  Asp  Thr  Ile  Asp  Leu  Ile  Phe  Asn  Ser  Glu  His  Gln  Val  Leu  Lys

                 405                  410                  415

Asp  Asn  Thr  Tyr  Trp  Gly  Ile  Ile  Leu  Leu  Ala  Asn  Pro  Gln  Phe  Ile

             420                  425                  430

Ser

<210>   43

<211>   9

<212>   PRT

<213>   智人

<400>   43

Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg

1                5                   

<210>   44

<211>   9

<212>   PRT

<213>   智人

<400>   44

Asp  Met  Ile  Gln  Thr  Leu  Thr  Asn  Lys

1                5                   

<210>   45

<211>   45

<212>   PRT

<213>   智人

<400>   45

Ile  Gln  Asn  Val  Gly  Gly  Thr  Tyr  Glu  Leu  His  Val  Gly  Asp  Thr  Ile

1                5                    10                   15

Asp  Leu  Ile  Phe  Asn  Ser  Glu  His  Gln  Val  Leu  Lys  Asn  Asn  Thr  Tyr

             20                   25                   30

Trp  Gly  Ile  Ile  Leu  Leu  Ala  Asn  Pro  Gln  Phe  Ile  Ser

         35                   40                   45

<210>   46

<211>   17

<212>   PRT

<213>  人工

<220>
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<223>  合成

<400>   46

Asp  Asn  Thr  Tyr  Trp  Gly  Ile  Ile  Leu  Leu  Ala  Asn  Pro  Gln  Phe  Ile

1                5                    10                   15

Ser

<210>   47

<211>   241

<212>   PRT

<213>   智人

<400>   47

Met  Ala  Gln  His  Gly  Ala  Met  Gly  Ala  Phe  Arg  Ala  Leu  Cys  Gly  Leu

1                5                    10                   15

Ala  Leu  Leu  Cys  Ala  Leu  Ser  Leu  Gly  Gln  Arg  Pro  Thr  Gly  Gly  Pro

             20                   25                   30

Gly  Cys  Gly  Pro  Gly  Arg  Leu  Leu  Leu  Gly  Thr  Gly  Thr  Asp  Ala  Arg

         35                   40                   45              

Cys  Cys  Arg  Val  His  Thr  Thr  Arg  Cys  Cys  Arg  Asp  Tyr  Pro  Gly  Glu

     50                   55                   60                  

Glu  Cys  Cys  Ser  Glu  Trp  Asp  Cys  Met  Cys  Val  Gln  Pro  Glu  Phe  His

65                   70                   75                   80

Cys  Gly  Asp  Pro  Cys  Cys  Thr  Thr  Cys  Arg  His  His  Pro  Cys  Pro  Pro

                 85                   90                   95

Gly  Gln  Gly  Val  Gln  Ser  Gln  Gly  Lys  Phe  Ser  Phe  Gly  Phe  Gln  Cys

             100                  105                  110

Ile  Asp  Cys  Ala  Ser  Gly  Thr  Phe  Ser  Gly  Gly  His  Glu  Gly  His  Cys

         115                  120                  125

Lys  Pro  Trp  Thr  Asp  Cys  Thr  Gln  Phe  Gly  Phe  Leu  Thr  Val  Phe  Pro

     130                  135                  140                 

Gly  Asn  Lys  Thr  His  Asn  Ala  Val  Cys  Val  Pro  Gly  Ser  Pro  Pro  Ala

145                  150                  155                  160 

Glu  Pro  Leu  Gly  Trp  Leu  Thr  Val  Val  Leu  Leu  Ala  Val  Ala  Ala  Cys

                 165                  170                  175

Val  Leu  Leu  Leu  Thr  Ser  Ala  Gln  Leu  Gly  Leu  His  Ile  Trp  Gln  Leu

             180                  185                  190         

Arg  Ser  Gln  Cys  Met  Trp  Pro  Arg  Glu  Thr  Gln  Leu  Leu  Leu  Glu  Val

         195                  200                  205

Pro  Pro  Ser  Thr  Glu  Asp  Ala  Arg  Ser  Cys  Gln  Phe  Pro  Glu  Glu  Glu

     210                  215                  220                 

Arg  Gly  Glu  Arg  Ser  Ala  Glu  Glu  Lys  Gly  Arg  Leu  Gly  Asp  Leu  Trp
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225                  230                  235                  240

Val
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