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(57)摘要

本文件提供了用于评价患有或疑似患有癌

症的哺乳动物和/或用于治疗患有癌症的哺乳动

物的方法和材料。例如，提供了包含可以与修饰

的肽(例如，肿瘤抗原)结合的一个或更多个抗原

结合结构域(例如，单链可变片段(scFv))的分子

以及使用这样的分子的方法。
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1.一种分子，所述分子包含能够与肽-HLA-β-2微球蛋白复合物结合的抗原结合结构

域，其中所述肽包含修饰的肽，其中所述HLA是I类HLA，并且其中所述抗原结合结构域不与

包含所述修饰的肽的野生型形式的复合物结合。

2.如权利要求1中任一项所述的分子，其中所述修饰的肽包含7个氨基酸至15个氨基

酸。

3.如权利要求2所述的分子，其中所述修饰的肽包含10个氨基酸。

4.如权利要求1至权利要求3中任一项所述的分子，其中所述修饰的肽来源于修饰的

IDH2多肽、修饰的EGFR多肽、修饰的p53多肽、修饰的KRAS多肽、修饰的HRAS多肽、修饰的

NRAS多肽或修饰的CTNNB多肽。

5.如权利要求1至权利要求4中任一项所述的分子，其中所述修饰的肽包含选自由以下

组成的组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID  NO:15、SEQ 

ID  NO:16、SEQ  ID  NO:18、SEQ  ID  NO:20、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID  NO:22、SEQ  ID  NO:24、SEQ 

ID  NO:26、SEQ  ID  NO:28、SEQ  ID  NO:30、SEQ  ID  NO:31和SEQ  ID  NO:32。

6.如权利要求5所述的分子，其中所述修饰的肽包含SEQ  ID  NO:1，其中所述I类HLA是

HLA-B7，并且其中所述抗原结合片段包含选自由以下组成的组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:

3、SEQ  ID  NO:4、SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:6和SEQ  ID  NO:8。

7.如权利要求5所述的分子，其中所述修饰的肽包含SEQ  ID  NO:11，其中所述I类HLA是

HLA-B7，并且其中所述抗原结合片段包含选自由以下组成的组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:

380、SEQ  ID  NO:390、SEQ  ID  NO:391、SEQ  ID  NO:392和SEQ  ID  NO:393。

8.如权利要求5所述的分子，其中所述修饰的肽包含SEQ  ID  NO:13，其中所述I类HLA是

HLA-A2，并且其中所述抗原结合片段包含选自由以下组成的组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:

324、SEQ  ID  NO:325、SEQ  ID  NO:326、SEQ  ID  NO:327、SEQ  ID  NO:328、SEQ  ID  NO:329和

SEQ  ID  NO:330。

9.如权利要求5所述的分子，其中所述修饰的肽包含SEQ  ID  NO:15，其中所述I类HLA是

HLA-A2，并且其中所述抗原结合片段包含选自由以下组成的组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:

331、SEQ  ID  NO:333、SEQ  ID  NO:336和SEQ  ID  NO:337。

10.如权利要求5所述的分子，其中所述修饰的肽包含SEQ  ID  NO:16，其中所述I类HLA

是HLA-A2，并且其中所述抗原结合片段包含选自由以下组成的组的氨基酸序列：SEQ  ID 

NO:332、SEQ  ID  NO:334、SEQ  ID  NO:335、SEQ  ID  NO:336和SEQ  ID  NO:337。

11.如权利要求5所述的分子，其中所述修饰的肽包含SEQ  ID  NO:18，其中所述I类HLA

是HLA-A2，并且其中所述抗原结合片段包含选自由以下组成的组的氨基酸序列：SEQ  ID 

NO:338、SEQ  ID  NO:339和SEQ  ID  NO:340。

12.如权利要求5所述的分子，其中所述修饰的肽包含SEQ  ID  NO:20，其中所述I类HLA

是HLA-A3，并且其中所述抗原结合片段包含选自由以下组成的组的氨基酸序列：SEQ  ID 

NO:341、SEQ  ID  NO:342和SEQ  ID  NO:343。

13.如权利要求5所述的分子，其中所述修饰的肽包含SEQ  ID  NO:21，其中所述I类HLA

是HLA-A3，并且其中所述抗原结合片段包含选自由以下组成的组的氨基酸序列：SEQ  ID 

NO:342、SEQ  ID  NO:343、SEQ  ID  NO:349、SEQ  ID  NO:350、SEQ  ID  NO:351、SEQ  ID  NO:352、

SEQ  ID  NO:353、SEQ  ID  NO:354、SEQ  ID  NO:355、SEQ  ID  NO:356和SEQ  ID  NO:357。
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14.如权利要求5所述的分子，其中所述修饰的肽包含SEQ  ID  NO:22，其中所述I类HLA

是HLA-A3，并且其中所述抗原结合片段包含选自由以下组成的组的氨基酸序列：SEQ  ID 

NO:338、SEQ  ID  NO:339、SEQ  ID  NO:340、SEQ  ID  NO:341、SEQ  ID  NO:342、SEQ  ID  NO:343、

SEQ  ID  NO:344、SEQ  ID  NO:345、SEQ  ID  NO:346、SEQ  ID  NO:347、SEQ  ID  NO:348、SEQ  ID 

NO:369、SEQ  ID  NO:370、SEQ  ID  NO:371、SEQ  ID  NO:372、SEQ  ID  NO:373和SEQ  ID  NO:

374。

15.如权利要求5所述的分子，其中所述修饰的肽包含SEQ  ID  NO:24，其中所述I类HLA

是HLA-A11，并且其中所述抗原结合片段包含选自由以下组成的组的氨基酸序列：SEQ  ID 

NO:358、SEQ  ID  NO:359、SEQ  ID  NO:360、SEQ  ID  NO:361、SEQ  ID  NO:362、SEQ  ID  NO:363、

SEQ  ID  NO:364、SEQ  ID  NO:365、SEQ  ID  NO:366、SEQ  ID  NO:367和SEQ  ID  NO:368。

16.如权利要求5所述的分子，其中所述修饰的肽包含SEQ  ID  NO:26，其中所述I类HLA

是HLA-A3，并且其中所述抗原结合片段包含选自由以下组成的组的氨基酸序列：SEQ  ID 

NO:375、SEQ  ID  NO:376、SEQ  ID  NO:377、SEQ  ID  NO:378和SEQ  ID  NO:379。

17.如权利要求5所述的分子，其中所述修饰的肽包含SEQ  ID  NO:28，其中所述I类HLA

是HLA-A1，并且其中所述抗原结合片段包含SEQ  ID  NO:394的氨基酸序列。

18.如权利要求5所述的分子，其中所述修饰的肽包含SEQ  ID  NO:30，其中所述I类HLA

是HLA-A1，并且其中所述抗原结合片段包含SEQ  ID  NO:395的氨基酸序列。

19.如权利要求5所述的分子，其中所述修饰的肽包含SEQ  ID  NO:31，其中所述I类HLA

是HLA-A1，并且其中所述抗原结合片段包含SEQ  ID  NO:396的氨基酸序列。

20.如权利要求5所述的分子，其中所述修饰的肽包含SEQ  ID  NO:32，其中所述I类HLA

是HLA-A1，并且其中所述抗原结合片段包含选自由以下组成的组的氨基酸序列：SEQ  ID 

NO:397、SEQ  ID  NO:398、SEQ  ID  NO:399、SEQ  ID  NO:400和SEQ  ID  NO:401。

21.如权利要求1至权利要求20中任一项所述的分子，其中所述分子选自由以下组成的

组：抗体、抗体片段、单链可变片段(scFv)、嵌合抗原受体(CAR)、T细胞受体(TCR)、TCR模拟

物、串联scFv、双特异性T细胞衔接器、双抗体、单链双抗体、scFv-Fc、双特异性抗体和双亲

和力重靶向抗体(DART)。

22.如权利要求1至权利要求21中任一项所述的分子，其中所述分子是单链双抗体。

23.如权利要求1至权利要求22中任一项所述的分子，其中所述分子还包含能够与选自

由以下组成的组的效应细胞受体结合的抗原结合结构域：CD3、CD28、CD4、CD8、CD16a、

NKG2D、PD-1、CTLA-4、4-1BB、OX40、ICOS和CD27。

24.如权利要求23所述的分子，其中能够与效应细胞结合的所述抗原结合结构域能够

与CD3结合，其中所述抗原结合结构域包含选自由以下组成的组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:

404、SEQ  ID  NO:405、SEQ  ID  NO:406、SEQ  ID  NO:407、SEQ  ID  NO:408、SEQ  ID  NO:409、SEQ 

ID  NO:410、SEQ  ID  NO:411、SEQ  ID  NO:412、SEQ  ID  NO:413、SEQ  ID  NO:414、SEQ  ID  NO:

415、SEQ  ID  NO:416和SEQ  ID  NO:417。

25.如权利要求23所述的分子，其中能够与效应细胞结合的所述抗原结合结构域能够

与CD16a结合。

26.如权利要求23所述的分子，其中能够与效应细胞结合的所述抗原结合结构域能够

与NKG2D结合。
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27.一种嵌合抗原受体(CAR)，所述CAR包含：

细胞外结构域，所述细胞外结构域包含权利要求1至权利要求26中任一项所述的抗原

结合结构域；

跨膜结构域；以及

细胞内结构域。

28.如权利要求27所述的CAR，其中所述跨膜结构域包括CD4、CD8或CD28的跨膜结构域。

29.如权利要求27或权利要求28所述的CAR，其中所述细胞内结构域包括来自CD28、

DAP10、ICOS、OX40和/或4-1BB的一个或更多个共刺激结构域。

30.如权利要求27至权利要求29中任一项所述的CAR，其中所述细胞内结构域包含来自

CD3-ζ的信号传导结构域。

31.一种T细胞，所述T细胞表达权利要求27至权利要求30中任一项所述的CAR。

32.一种用于治疗患有癌症的哺乳动物的方法，所述方法包括：

向所述哺乳动物施用权利要求1至权利要求26中任一项所述的分子，其中所述癌症包

含表达所述修饰的肽的癌细胞。

33.一种用于治疗患有癌症的哺乳动物的方法，所述方法包括：

向所述哺乳动物施用表达权利要求27至权利要求30中任一项所述的CAR的T细胞，其中

所述癌症包含表达所述修饰的肽的癌细胞。

34.如权利要求32或权利要求33所述的方法，其中所述哺乳动物是人类。

35.如权利要求32至权利要求34中任一项所述的方法，其中所述癌症选自由以下组成

的组：霍奇金氏淋巴瘤、非霍奇金氏淋巴瘤、急性髓性白血病、肺癌、胰腺癌、胃癌、结肠直肠

癌、卵巢癌、子宫内膜癌、胆道癌、肝癌、骨髓瘤、乳腺癌、前列腺癌、食管癌、胃癌、肾癌、骨

癌、软组织癌、头颈癌、多形性成胶质细胞瘤和星形细胞瘤。
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MANAbody及使用方法

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求于2017年5月16日提交的美国专利申请序列号62/506,674的权益。在

先申请的公开内容被认为是本申请的公开内容的一部分(并且通过引用并入)。

[0003] 关于联邦资助的声明

[0004] 本发明根据来自美国国立卫生研究院(the  National  Institutes  of  Health)的

资助号CA62924在美国政府支持下进行。美国政府在本发明中具有某些权利。

[0005] 背景

1.技术领域

[0006] 本文件涉及用于评价患有或疑似患有癌症的哺乳动物和/或用于治疗患有癌症的

哺乳动物的方法和材料。例如，本文件提供了用于使用包含可以与修饰的肽(例如，肿瘤抗

原)结合的一个或更多个抗原结合结构域(例如，单链可变片段(scFv))的分子来治疗患有

癌症的哺乳动物的方法和材料。

[0007] 2.背景信息

[0008] 癌症中的体细胞突变是癌症疗法的理想靶，因为它们仅在肿瘤细胞而非正常细胞

中被独特地表达。特别地，靶向驱动基因蛋白(大致细分为致癌基因蛋白和肿瘤抑制蛋白)

具有另外的益处。首先，肿瘤对它们赋予致癌能力的依赖使耐受不太可能。其次，这些突变

通常在肿瘤发展期间早期发生，因此基本上所有子代癌细胞都将包含突变。最后，驱动基因

蛋白倾向于在许多患者中共有热点突变，因此靶向单一突变的疗法可以被应用于广泛的患

者群体。

[0009] 大多数突变体蛋白(包括大多数突变体驱动基因蛋白)是细胞内的。虽然小分子可

以靶向细胞内蛋白，但是对于大多数这样的驱动基因蛋白，开发可以特异性地抑制突变体

驱动基因而不是其野生型(wt)对应物的活性的小分子仍然遥不可及。可以具有区分单个氨

基酸突变的能力的抗体通常可以仅靶向细胞外表位。

[0010] 免疫系统通过抗原加工和呈递对细胞的细胞内内容物进行采样。在蛋白水解之

后，所得到的肽的一部分被加载到人类白细胞抗原(HLA)上，并且被送至细胞表面，在该处

它们经由其T细胞受体(TCR)充当T细胞区分自身肽与非自身肽的途径。例如，病毒感染的细

胞将在其HLA中呈递病毒肽，触发T细胞以杀死该细胞。类似地，在癌症中，突变体肽可以被

呈递到癌细胞表面上的HLA中，这被称为突变相关新抗原(Mutation-Associated  Neo-

Antigen)MANA。在一些情况下，并且在不同程度上，患者可以对这些突变体肽-HLA新抗原产

生抗癌T细胞应答，并且检查点阻断抗体可以进一步增强该应答。然而，许多患者，特别是具

有低的突变负担的那些患者，不能够产生足够的抗癌T细胞应答。因此，特异性地靶向MANA

的疗法或诊断可以提供真正的诊断或治疗癌症的肿瘤特异性方法。

[0011] HLA  I类蛋白存在于所有有核细胞上。存在三种经典的HLA  I类基因A、B和C，其中

每一种都是高度多态的。每个HLA等位基因具有特定的肽结合基序，并且因此，仅某些肽将

与某些HLA等位基因结合。
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[0012] 在本领域中对开发诊断、监测和有效地治疗癌症的新方法存在持续需求。

[0013] 概述

[0014] 本文件提供了用于治疗患有癌症的哺乳动物的方法和材料。例如，本文件提供了

用于使用包含可以与修饰的肽(例如，存在于肽-HLA-b2M复合物中的修饰的肽)结合的一个

或更多个抗原结合结构域(例如，scFv)的一种或更多种分子来治疗患有癌症(例如，表达修

饰的肽的癌症)的哺乳动物的方法和材料。在一些情况下，包含可以与修饰的肽(例如，存在

于肽-HLA-b2M复合物中的修饰的肽)结合的一个或更多个抗原结合结构域(例如，scFv)的

一种或更多种分子可以被施用至患有癌症(例如，表达修饰的肽的癌症)的哺乳动物，以治

疗哺乳动物。

[0015] 如本文中显示的，在许多急性髓性白血病(AML)病例中，scFv被鉴定为靶向(例如，

结合)存在于肽-HLA-b2M复合物中的许多突变相关新抗原(MANA)。还如本文中显示的，scFv

被用于设计嵌合抗原受体(CAR)T细胞(CART；也被缩写为CAR  T或CAR-T)和能够识别并杀死

表达MANA的细胞的双特异性抗体两者。特异性地靶向MANA的能力提供诊断和/或治疗癌症

的肿瘤特异性方法。例如，特异性地靶向MANA的scFv可以用于全长抗体或其片段、抗体药物

缀合物(ADC)、抗体放射性核素缀合物、CART或双特异性抗体，以诊断和/或治疗患有癌症的

哺乳动物。

[0016] 一般来说，本文件的一个方面是一种分子，所述分子包含可以与肽-HLA-β-2微球

蛋白复合物结合的抗原结合结构域，其中肽包含修饰的肽，其中HLA是I类HLA，并且其中抗

原结合结构域不与包含修饰的肽的野生型形式的复合物结合。修饰的肽可以包含7个氨基

酸至15个氨基酸(例如，10个氨基酸)。修饰的肽可以来源于修饰的IDH2多肽、修饰的EGFR多

肽、修饰的p53多肽、修饰的KRAS多肽、修饰的HRAS多肽、修饰的NRAS多肽或修饰的CTNNB多

肽。修饰的肽可以包含以下中列出的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:

13、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:16、SEQ  ID  NO:18、SEQ  ID  NO:20、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID 

NO:22、SEQ  ID  NO:24、SEQ  ID  NO:26、SEQ  ID  NO:28、SEQ  ID  NO:30、SEQ  ID  NO:31或SEQ 

ID  NO:32。当修饰的肽包含SEQ  ID  NO:1时，I类HLA可以是HLA-B7，并且抗原结合片段可以

包含以下中列出的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:4SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:6、或

SEQ  ID  NO:8。当修饰的肽包含SEQ  ID  NO:11时，I类HLA可以是HLA-B7，并且抗原结合片段

可以包含以下中列出的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:380、SEQ  ID  NO:390、SEQ  ID  NO:391、SEQ 

ID  NO:392或SEQ  ID  NO:393。当修饰的肽包含SEQ  ID  NO:13时，I类HLA可以是HLA-A2，并且

抗原结合片段可以包含以下中列出的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:324、SEQ  ID  NO:325、SEQ  ID 

NO:326、SEQ  ID  NO:327、SEQ  ID  NO:328、SEQ  ID  NO:329或SEQ  ID  NO:330。当修饰的肽包

含SEQ  ID  NO:15时，I类HLA可以是HLA-A2，并且抗原结合片段可以包含以下中列出的氨基

酸序列：SEQ  ID  NO:331、SEQ  ID  NO:333、SEQ  ID  NO:336或SEQ  ID  NO:337。当修饰的肽包

含SEQ  ID  NO:16时，I类HLA可以是HLA-A2，并且抗原结合片段可以包含以下中列出的氨基

酸序列：SEQ  ID  NO:332、SEQ  ID  NO:334、SEQ  ID  NO:335、SEQ  ID  NO:336、或SEQ  ID  NO:

337。当修饰的肽包含SEQ  ID  NO:18时，I类HLA可以是HLA-A2，并且抗原结合片段可以包含

以下中列出的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:338、SEQ  ID  NO:339或SEQ  ID  NO:340。当修饰的肽

包含SEQ  ID  NO:20时，I类HLA可以是HLA-A3，并且抗原结合片段可以包含以下中列出的氨

基酸序列：SEQ  ID  NO:341、SEQ  ID  NO:342或SEQ  ID  NO:343。当修饰的肽包含SEQ  ID  NO:
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21时，I类HLA可以是HLA-A3，并且抗原结合片段可以包含以下中列出的氨基酸序列：SEQ  ID 

NO:342、SEQ  ID  NO:343、SEQ  ID  NO:349、SEQ  ID  NO:350、SEQ  ID  NO:351、SEQ  ID  NO:352、

SEQ  ID  NO:353、SEQ  ID  NO:354、SEQ  ID  NO:355、SEQ  ID  NO:356或SEQ  ID  NO:357。当修饰

的肽包含SEQ  ID  NO:22时，I类HLA可以是HLA-A3，并且抗原结合片段可以包含以下中列出

的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:338、SEQ  ID  NO:339、SEQ  ID  NO:340、SEQ  ID  NO:341、SEQ  ID 

NO:342、SEQ  ID  NO:343、SEQ  ID  NO:344、SEQ  ID  NO:345、SEQ  ID  NO:346、SEQ  ID  NO:347、

SEQ  ID  NO:348、SEQ  ID  NO:369、SEQ  ID  NO:370、SEQ  ID  NO:371、SEQ  ID  NO:372、SEQ  ID 

NO:373或SEQ  ID  NO:374。当修饰的肽包含SEQ  ID  NO:24时，I类HLA可以是HLA-A11，并且抗

原结合片段可以包含以下中列出的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:358、SEQ  ID  NO:359、SEQ  ID 

NO:360、SEQ  ID  NO:361、SEQ  ID  NO:362、SEQ  ID  NO:363、SEQ  ID  NO:364、SEQ  ID  NO:365、

SEQ  ID  NO:366、SEQ  ID  NO:367或SEQ  ID  NO:368。当修饰的肽包含SEQ  ID  NO:26时，I类

HLA可以是HLA-A3，并且抗原结合片段可以包含以下中列出的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:375、

SEQ  ID  NO:376、SEQ  ID  NO:377、SEQ  ID  NO:378或SEQ  ID  NO:379。当修饰的肽包含SEQ  ID 

NO:28时，I类HLA可以是HLA-A1，并且抗原结合片段可以包含SEQ  ID  NO:394中列出的氨基

酸序列。当修饰的肽包含SEQ  ID  NO:30时，I类HLA可以是HLA-A1，并且抗原结合片段可以包

含SEQ  ID  NO:395中列出的氨基酸序列。当修饰的肽包含SEQ  ID  NO:31时，I类HLA可以是

HLA-A1，并且抗原结合片段可以包含SEQ  ID  NO:396中列出的氨基酸序列。当修饰的肽包含

SEQ  ID  NO:32时，I类HLA可以是HLA-A1，并且抗原结合片段可以包含以下中列出的氨基酸

序列：SEQ  ID  NO:397、SEQ  ID  NO:398、SEQ  ID  NO:399、SEQ  ID  NO:400或SEQ  ID  NO:401。

分子可以是抗体、抗体片段、scFv、CAR、TCR、TCR模拟物、串联scFv、双特异性T细胞衔接器、

双抗体、单链双抗体、scFv-Fc、双特异性抗体、或双亲和力重靶向抗体(DART)。例如，分子可

以是单链双抗体。分子还可以包含可以与效应细胞受体(例如CD3、CD28、CD4、CD8、CD16a、

NKG2D、PD-1、CTLA-4、4-1BB、OX40、ICOS或CD27)结合的抗原结合结构域。当可以与效应细胞

结合的抗原结合结构域可以与CD3结合时，抗原结合结构域可以包含以下中列出的氨基酸

序列：SEQ  ID  NO:404、SEQ  ID  NO:405、SEQ  ID  NO:406、SEQ  ID  NO:407、SEQ  ID  NO:408、

SEQ  ID  NO:409、SEQID  NO:410、SEQ  ID  NO:411、SEQ  ID  NO:412、SEQ  ID  NO:413、SEQ  ID 

NO:414、SEQ  ID  NO:415、SEQ  ID  NO:416或SEQ  ID  NO:417。

[0017] 在另一个方面中，本文件的特征在于CAR。CAR可以包含细胞外结构域、跨膜结构域

和细胞内结构域，该细胞外结构域包含本文所描述的任何抗原结合结构域(例如，可以与

肽-HLA-β-2微球蛋白复合物结合的抗原结合结构域，其中肽包含修饰的肽，其中HLA是I类

HLA，并且其中抗原结合结构域不与包含修饰的肽的野生型形式的复合物结合)。跨膜结构

域可以包括CD4、CD8或CD28的跨膜结构域。细胞胞内结构域可以包括来自CD28、DAP10、

ICOS、OX40和/或4-1BB的一个或更多个共刺激结构域。细胞内结构域可以包括来自CD3-ζ的

信号传导结构域。

[0018] 在另一个方面中，本文件的特征在于表达本文描述的任何CAR(例如，包含细胞外

结构域、跨膜结构域和胞内结构域的CAR，该细胞外结构域包含本文描述的任何抗原结合结

构域)的T细胞。T细胞可以表达包含细胞外结构域、跨膜结构域和细胞内结构域的CAR，该细

胞外结构域包含可以与肽-HLA-β-2微球蛋白复合物结合的抗原结合结构域，其中肽包含修

饰的肽，其中HLA是I类HLA，并且其中抗原结合结构域不与包含修饰的肽的野生型形式的复
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合物结合。

[0019] 在另一个方面中，本文件的特征在于用于治疗患有癌症的哺乳动物的方法。方法

可以包括以下或基本上由以下组成：向哺乳动物施用一种或更多种分子，所述分子包含本

文描述的任何抗原结合结构域(例如，可以与肽-HLA-β-2微球蛋白复合物结合的抗原结合

结构域，其中肽包含修饰的肽，其中HLA是I类HLA，并且其中抗原结合结构域不与包含修饰

的肽的野生型形式的复合物结合)，其中癌症包含表达修饰的肽的癌细胞。哺乳动物可以是

人类。癌症可以是霍奇金氏淋巴瘤、非霍奇金氏淋巴瘤、AML、肺癌、胰腺癌、胃癌(gastric 

cancer)、结肠直肠癌、卵巢癌、子宫内膜癌、胆道癌、肝癌、骨髓瘤、乳腺癌、前列腺癌、食管

癌、胃癌(stomach  cancer)、肾癌、骨癌、软组织癌、头颈癌、多形性成胶质细胞瘤和星形细

胞瘤。

[0020] 在另一个方面中，本文件的特征在于用于治疗患有癌症的哺乳动物的方法。方法

可以包括以下或基本上由以下组成：向哺乳动物施用一个或更多个T细胞，所述T细胞表达

本文描述的CAR中的任一种(例如，包含细胞外结构域、跨膜结构域和细胞内结构域的CAR，

该细胞外结构域包含本文描述的任何抗原结合结构域)，其中癌症包含表达修饰的肽的癌

细胞。哺乳动物可以是人类。癌症可以是霍奇金氏淋巴瘤、非霍奇金氏淋巴瘤、AML、肺癌、胰

腺癌、胃癌、结肠直肠癌、卵巢癌、子宫内膜癌、胆道癌、肝癌、骨髓瘤、乳腺癌、前列腺癌、食

管癌、胃癌、肾癌、骨癌、软组织癌、头颈癌、多形性成胶质细胞瘤和星形细胞瘤。

[0021] 除非另有定义，否则本文使用的所有技术和科学术语具有与由本发明所属技术领

域的普通技术人员之一通常理解的相同的含义。尽管与本文描述的那些相似或等同的方法

和材料可以用于实践本发明，但下文描述了合适的方法和材料。在本文中提及的所有出版

物、专利申请、专利及其他参考文献均通过引用以其整体并入。在冲突的情况下，将以本说

明书(包括定义)为准。此外，材料、方法和实例仅是说明性的而并不意图限制。

[0022] 在附图和下文的描述中阐述了本发明的一个或更多个实施方案的细节。本发明的

其他特征、目的和优点根据说明书和附图以及根据权利要求将是明显的。

[0023] 附图描述

[0024] 图1包含显示IDH2  R140Q  HLA-B7  scFv的特异性的ELISA结果。肽-HLA生物素化单

体被涂覆在链霉亲和素板上，该肽-HLA生物素化单体包括野生型(wt)形式的IDH2肽

(SPNGTIRNIL；SEQ  ID  NO:2)、包含R140Q突变的IDH2肽(SPNGTIQNIL；SEQ  ID  NO:1)以及包

含以下对照肽的四种对照HLA-B7单体：对照1肽是SPGAANKRPI(人工序列；SEQ  ID  NO:418)、

对照2肽是RPIPIKYKAM(来自突变体MyD88  L265P；SEQ  ID  NO:9)、对照3肽是KPITIGRHAH(来

自与wt  IDH2不同的肽；SEQ  ID  NO:10)和对照4肽是AVGVGKSAL(来自突变体KRAS  G12V；SEQ 

ID  NO:11)。在淘选(panning)中鉴定的五个克隆在孔中以指定的稀释度，随后是兔抗噬菌

体抗体，然后是抗兔-HRP抗体进行孵育。

[0025] 图2包含显示对肽脉冲的A2+细胞的流式细胞术的图。将T2细胞在无血清培养基中

在37℃用以下肽脉冲过夜：仅β-2微球蛋白(b2M)蛋白、或具有EGFR  T790M(789-797)肽

(IMQLMPFGC；SEQ  ID  NO:13)的b2M。EGFR  wt(789-797)肽(ITQLMPFGC；SEQ  ID  NO:14)不与

HLA-A2结合。将细胞用每100μL细胞10μL沉淀的噬菌体进行沾染(stain)，洗涤并且用兔抗

M13抗体进行沾染，然后洗涤并且用抗兔-PE抗体进行沾染。将细胞用存活/死亡近红外

(Near-IR)染料染色，洗涤，并且通过LSRII流式细胞仪来分析。
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[0026] 图3包含显示对肽脉冲的B7+细胞的流式细胞术的图。将RPMI-6666细胞在无血清

培养基中在37℃用以下肽脉冲过夜：仅b2M蛋白、具有IDH2突变体R140Q肽(SPNGTIQNIL；SEQ 

ID  NO:1)的b2M蛋白、或具有IDH2wt肽(SPNGTIRNIL；SEQ  ID  NO:2)的b2M。将细胞用每100μL

细胞10μL沉淀的噬菌体进行沾染，洗涤并且用兔抗M13抗体进行沾染，然后洗涤并且用抗

兔-PE抗体进行沾染。将细胞用存活/死亡近红外染料染色，洗涤，并且通过LSRII流式细胞

仪来分析。

[0027] 图4包含显示对肽脉冲的A2+细胞的流式细胞术的图。将T2细胞在无血清培养基中

在37℃用以下肽脉冲过夜：仅b2M、具有p53突变体R248Q(245-254)肽(GMNQRPILTI；SEQ  ID 

NO:15)的b2M、具有p53突变体R248W(245-254)肽(GMNWRPILTI；SEQ  ID  NO:16)的b2M、具有

p53wt(245-254)肽(GMNRRPILTI；SEQ  ID  NO:17)的b2M、或具有HLA-A2对照肽HLA

(ELAGIGILTV；SEQ  ID  NO:403)的b2M。将细胞用每100μL细胞10μL沉淀的噬菌体进行沾染，

洗涤并且用兔抗M13抗体进行沾染，然后洗涤并且用抗兔-PE抗体进行沾染。将细胞用存活/

死亡近红外染料染色，洗涤，并且通过LSRII流式细胞仪来分析。

[0028] 图5包含显示对肽脉冲的A2+细胞的流式细胞术的图。将T2细胞在无血清培养基中

在37℃用以下肽脉冲过夜：仅b2M、具有KRAS突变体G12V(6-14)肽(LVVVGAVGV；SEQ  ID  NO:

18)的b2M、或具有KRAS  wt(6-14)肽(LVVVGAGGV；SEQ  ID  NO:19)的b2M。将细胞用每100μL细

胞10μL沉淀的噬菌体进行沾染，洗涤并且用兔抗M13抗体进行沾染，然后洗涤并且用抗兔-

PE抗体进行沾染。将细胞用存活/死亡近红外染料染色，洗涤，并且通过LSRII流式细胞仪来

分析。

[0029] 图6包含显示出对肽脉冲的A3+细胞的流式细胞术的图。将T2A3细胞在无血清培养

基中在37℃用以下肽脉冲过夜：仅b2M、具有KRAS突变体G12C(8-16)肽(VVGACGVGK；SEQ  ID 

NO:419)的b2M、具有KRAS突变体G12D(8-16)肽(VVGADGVGK；SEQ  ID  NO:420)的b2M、具有

KRAS突变体G12V(8-16)肽(VVGAVGVGK；SEQ  ID  NO:22)的b2M、具有KRAS突变体G12C(7-16)

肽(VVVGACGVGK；SEQ  ID  NO:20)的b2M、具有KRAS突变体G12D(7-16)肽(VVVGADGVGK；SEQ  ID 

NO:21)的b2M、具有KRAS突变体G12V(7-16)肽(VVVGAVGVGK；SEQ  ID  NO:22)的b2M、具有KRAS 

wt(8-16)肽(VVGAGGVGK；SEQ  ID  NO:25)的b2M、具有KRAS  wt(7-16)肽(VVVGAGGVGK；SEQ  ID 

NO:23)的b2M、或CTNNB  S45F(41-49)肽(TTAPFLSGK；SEQ  ID  NO:26)的b2M。将细胞用每100μ

L细胞10μL沉淀的噬菌体进行染，洗涤并且用兔抗M13抗体进行沾染，然后洗涤并且用抗兔-

PE抗体进行沾染。将细胞用存活/死亡近红外染料染色，洗涤，并且通过LSRII流式细胞仪来

分析。

[0030] 图7包含显示对肽脉冲的A3+细胞的流式细胞术的图。将T2A3细胞在无血清培养基

中在37℃用以下肽脉冲过夜：仅b2M、具有KRAS突变体G12V(7-16)肽(VVVGAVGVGK；SEQ  ID 

NO:22)的b2M、或具有KRAS  wt(7-16)肽(VVVGAGGVGK；SEQ  ID  NO:23)的b2M。将细胞用每100

μL细胞10μL沉淀的噬菌体进行沾染，并且洗涤并且用兔抗M13抗体进行沾染，然后洗涤并且

用抗兔-PE抗体进行沾染。将细胞用存活/死亡近红外染料染色，洗涤，并且通过LSRII流式

细胞仪来分析。

[0031] 图8包含显示出对肽脉冲的A3+细胞的流式细胞术的图。将T2A3细胞在无血清培养

基中在37℃用以下肽脉冲过夜：仅b2M、具有KRAS突变体G12C(7-16)肽(VVVGACGVGK；SEQ  ID 

NO:20)的b2M、具有KRAS突变体G12D(7-16)肽(VVVGADGVGK；SEQ  ID  NO:21)的b2M、具有KRAS
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突变体G12V(7-16)肽(VVVGAVGVGK；SEQ  ID  NO:22)的b2M、或具有KRAS  wt(7-16)肽

(VVVGAGGVGK；SEQ  ID  NO:23)的b2M。将细胞用每100μL细胞10μL沉淀的噬菌体进行沾染，洗

涤并且用兔抗M13抗体进行沾染，然后洗涤并且用抗兔-PE抗体进行沾染。将细胞用存活/死

亡近红外染料染色，洗涤，并且通过LSRII流式细胞仪来分析。

[0032] 图9包含显示对肽脉冲的A11+细胞的流式细胞术的图。将Hs611.T细胞在无血清培

养基中在37℃用以下肽脉冲过夜：仅b2M、具有KRAS突变体G12C(7-16)肽(VVVGACGVGK；SEQ 

ID  NO:20)的b2M、具有KRAS突变体G12D(7-16)肽(VVVGADGVGK；SEQ  ID  NO:21)的b2M、具有

KRAS突变体G12V(7-16)肽(VVVGAVGVGK；SEQ  ID  NO:22)的b2M、或具有KRAS  wt(7-16)肽

(VVVGAGGVGK；SEQ  ID  NO:23)的b2M。将细胞用每100μL细胞10μL沉淀的噬菌体进行沾染，洗

涤并且用兔抗M13抗体进行沾染，然后洗涤并且用抗兔-PE抗体进行沾染。将细胞用存活/死

亡近红外染料染色，洗涤，并且通过LSRII流式细胞仪来分析。

[0033] 图10包含显示对肽脉冲的A11+细胞的流式细胞术的图。将MINO细胞在无血清培养

基中在37℃用以下肽脉冲过夜：仅b2M、具有KRAS突变体G12D(8-16)肽(VVGADGVGK；SEQ  ID 

NO:24)的b2M、或具有KRAS  wt(8-16)肽(VVGAGGVGK；SEQ  ID  NO:25)的b2M。将细胞用每100μ

L细胞10μL沉淀的噬菌体进行沾染，洗涤并且用兔抗M13抗体进行沾染，然后洗涤并且用抗

兔-PE抗体进行沾染。将细胞用存活/死亡近红外染料染色，洗涤，并且通过LSRII流式细胞

仪来分析。

[0034] 图11包含显示对肽脉冲的A11+细胞的流式细胞术的图。将Hs611.T细胞在无血清

培养基中在37℃用以下肽脉冲过夜：仅b2M、具有KRAS突变体G12C(7-16)肽(VVVGACGVGK；

SEQ  ID  NO:20)的b2M、具有KRAS突变体G12D(7-16)肽(VVVGADGVGK；SEQ  ID  NO:21)的b2M、

具有KRAS  G12V(7-16)肽(VVVGAVGVGK；SEQ  ID  NO:22)的b2M、或具有KRAS  wt(7-16)肽

(VVVGAGGVGK；SEQ  ID  NO:23)的b2M。将细胞用每100μL细胞10μL沉淀的噬菌体进行沾染，洗

涤并且用兔抗M13抗体进行沾染，然后洗涤并且用抗兔-PE抗体进行沾染。将细胞用存活/死

亡近红外染料染色，洗涤，并且通过LSRII流式细胞仪来分析。

[0035] 图12包含显示对肽脉冲的A3+细胞的流式细胞术的图。将T2A3细胞在无血清培养

基中在37℃用以下肽脉冲过夜：仅b2M、具有CTNNB突变体S45F(41-49)肽(TTAPFLSGK；SEQ 

ID  NO:26)的b2M、或具有CTNNB  wt(41-49)肽(TTAPSLSGK；SEQ  ID  NO:27)的b2M。将细胞用

每100μL细胞10μL沉淀的噬菌体进行沾染，洗涤并且用兔抗M13抗体进行沾染，然后洗涤并

且用抗兔-PE抗体进行沾染。将细胞用存活/死亡近红外染料染色，洗涤，并且通过LSRII流

式细胞仪来分析。

[0036] 图13包含显示对肽脉冲的B7+细胞的流式细胞术的图。将RPMI-6666细胞在无血清

培养基中在37℃肽脉冲过夜，显示出用以下来脉冲的细胞：仅b2M、具有KRAS突变体G12V

(11-19)肽(AVGVGKSAL；SEQ  ID  NO:11)的b2M。KRAS  wt(11-19)肽(AGGVGKSAL；SEQ  ID  NO:

12)不与HLA-B7结合。将细胞用每100μL细胞10μL沉淀的噬菌体进行沾染，洗涤并且用兔抗

M13抗体进行沾染，然后洗涤并且用抗兔-PE抗体进行沾染。将细胞用存活/死亡近红外染料

染色，洗涤，并且通过LSRII流式细胞仪来分析。

[0037] 图14包含显示出对肽脉冲的A1+细胞的流式细胞术的图。将SigM5细胞在无血清培

养基中在37℃肽脉冲过夜，显示出用以下来脉冲的细胞：仅b2M、具有H/K/N  RAS突变体Q61H

(55-64)肽(ILDTAGHEEY；SEQ  ID  NO:28)的b2M、具有H/K/N  RAS突变体Q61K(55-64)肽
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(ILDTAGKEEY；SEQ  ID  NO:30)的b2M、具有H/K/N  RAS突变体Q61L(55-64)肽(ILDTAGLEEY；

SEQ  ID  NO:31)的b2M、具有H/K/N  RAS突变体Q61R(55-64)肽(ILDTAGREEY；SEQ  ID  NO:32)

的b2M、或具有H/K/N  RAS  wt(55-64)肽(ILDTAGQEEY；SEQ  ID  NO:29)的b2M。将细胞用每100

μL细胞10μL沉淀的噬菌体进行沾染，洗涤并且用兔抗M13抗体进行沾染，然后洗涤并且用抗

兔-PE抗体进行沾染。将细胞用存活/死亡近红外染料染色，洗涤，并且通过LSRII流式细胞

仪来分析。

[0038] 图15A-15B示出了MANAbody克隆可以被转化到CAR-T细胞中。图15A：将IDH2  R140Q

(134-143)-B7  cl.1MANA-CAR-T细胞与COS-7细胞在37℃共培养4小时，该COS-7细胞被用编

码HLA-B7、IDH2(WT)和IDH2(R140Q)的多种组合的质粒共转染。在共培养之后，收集条件培

养基并且通过ELISA对分泌的IFNγ进行测定。图15B：将KRAS  G12V(7-16)-A3cl .2MANA-

CAR-T细胞与COS-7细胞在37℃共培养4小时，该COS-7细胞被用编码HLA-A3、KRAS(WT)和

KRAS(G12V)的多种组合的质粒共转染。在共培养之后，收集条件培养基并且通过ELISA对分

泌的IFNγ进行测定。

[0039] 图16A-16B示出了MANAbody可以被转化到单链双抗体(scDb)中。图16A：将包含抗

CD3克隆mUCHT1或hUCHT1v9的IDH2R140Q(134-143)-B7  cl.29scDb、IDH2  R140Q(134-143)-

B7  cl.1scDb和IDH2R140Q(134-143)-B7  cl.3scDb以指定的浓度与T细胞和COS-7细胞在37

℃孵育24小时，该COS-7细胞用被编码HLA-B7、IDH2(WT)、IDH2(R140Q)和GFP的多种组合的

质粒共转染。在共培养之后，将板快速冷冻，并且收集条件培养基并通过ELISA对分泌的IFN

γ进行测定。图16B：将KRAS  G12V(7-16)-A3  cl.2mUCHT1  scDb以指定的浓度在以下情况下

在37℃孵育24小时：具有或没有T细胞，并且1)无靶细胞、2)具有用编码HLA-A3和KRAS(WT)

或HLA-A3和KRAS(G12V)的质粒共转染的COS-7细胞或3)具有NCI-H441亲本细胞或HLA-A3敲

除细胞。在共培养之后，将板快速冷冻，并且收集条件培养基并通过ELISA对分泌的IFNγ进

行测定。

[0040] 图17示出了被转化到scDb中的MANAbody克隆可以杀死靶细胞。将KRAS  G12V(7-

16)-A3  cl.2mUCHT1  scDb和pan-HLA-A3  scDb以0ng/mL或50ng/mL在以下情况下在37℃孵

育24小时：具有或没有T细胞，并且具有NCI-H441亲本细胞或HLA-A3敲除细胞。在共培养之

后，使用CellTiter-Glo来测定每个孔中的存活细胞。靶细胞存活力百分比通过减去来自仅

T细胞的孔的值并且针对来自仅靶细胞的孔的值归一化来计算。

[0041] 详细描述

[0042] 本文件提供了用于评价患有癌症或疑似患有癌症的哺乳动物和/或治疗患有癌症

的哺乳动物的方法和材料。例如，一种或更多种分子可以用于评价患有癌症或疑似患有癌

症的哺乳动物和/或治疗患有癌症(例如，表达一个或更多个修饰的肽的癌症)的哺乳动物，

所述一种或更多种分子包含可以靶向(例如，结合)一个或更多个修饰的肽(例如，存在于

肽-HLA复合物诸如肽-HLA-b2M复合物中的肽)的一个或更多个抗原结合结构域(例如，

scFv)。在一些情况下，包含可以与修饰的肽结合的一个或更多个抗原结合结构域的一种或

更多种分子可以用于检测从患有癌症或疑似患有癌症的哺乳动物获得的样品中一个或更

多个修饰的肽的存在或不存在。在一些情况下，可以将包含可以与修饰的肽结合的一个或

更多个抗原结合结构域的一种或更多种分子施用至患有癌症(例如，表达修饰的肽的癌症)

的哺乳动物，以治疗哺乳动物。
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[0043] 如本文中使用的，修饰的肽是来源于修饰的多肽的肽。修饰的多肽可以是任何适

当的修饰的多肽(例如，具有引起疾病的突变诸如致癌突变的多肽)。修饰的肽可以相对于

野生型(wt)肽(例如，来源于修饰的多肽所来自的wt多肽的肽)具有一个或更多个氨基酸修

饰(例如，取代)。修饰的肽也可以被称为突变体肽。在一些情况下，修饰的肽可以是肿瘤抗

原。肿瘤抗原的实例包括但不限于突变相关新抗原(MANA)、肿瘤相关抗原和肿瘤特异性抗

原。修饰的肽可以是任何适当的长度。在一些情况下，修饰的肽的长度可以是约7个氨基酸

至约15个氨基酸(例如，约8个氨基酸至约15个氨基酸、约9个氨基酸至约15个氨基酸、约10

个氨基酸至约15个氨基酸、约11个氨基酸至约15个氨基酸、约12个氨基酸至约15个氨基酸、

约13个氨基酸至约15个氨基酸、约7个氨基酸至约14个氨基酸、约7个氨基酸至约13个氨基

酸、约7个氨基酸至约12个氨基酸、约7个氨基酸至约11个氨基酸、约7个氨基酸至约10个氨

基酸、约7个氨基酸至约9个氨基酸、或约9个氨基酸至约10个氨基酸)。例如，修饰的肽的长

度可以是约9个氨基酸。例如，修饰的肽的长度可以是约10个氨基酸。修饰的肽可以来源于

任何修饰的(例如致癌的)多肽。本文描述的修饰的肽可以来源自的修饰的多肽的实例包括

但不限于表皮生长因子受体(EGFR)、异柠檬酸脱氢酶2(IDH2)、p53、RAS(例如，KRAS、HRAS和

NRAS)和CTNNB。修饰的肽可以包含任何适当的修饰。在一些情况下，本文描述的修饰的肽可

以包含表1中示出的一个或更多个修饰(例如，突变)。

[0044] 表1.修饰的肽。

[0045]

[0046] 本文描述的修饰的肽(例如，包含以下中的任一个中列出的氨基酸序列的修饰的

肽：SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:16、SEQ  ID  NO:

18、SEQ  ID  NO:20、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID  NO:22、SEQ  ID  NO:24、SEQ  ID  NO:26、SEQ  ID 

NO:28、SEQ  ID  NO:30、SEQ  ID  NO:31和SEQ  ID  NO:32)可以与任何适当的HLA复合。HLA可以

是任何适当的HLA等位基因。在一些情况下，HLA可以是I类HLA(例如，HLA-A、HLA-B和HLA-C)
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等位基因。本文描述的修饰的肽可以与其复合的HLA等位基因的实例包括但不限于HLA-A1、

HLA-A2、HLA-A3、HLA-11和HLA-B7。表1中示出了用于特定修饰的肽的示例性HLA等位基因。

例如，来源于修饰的EGFR多肽的修饰的肽(例如，IMQLMPFGC(SEQ  ID  NO:13))可以与HLA-A2

和b2M复合。例如，来源于修饰的IDH2多肽的修饰的肽(例如，SPNGTIQNIL(SEQ  ID  NO:1))可

以与HLA-B7和b2M复合。例如，来源于修饰的p53多肽的修饰的肽(例如，GMNQRPILTI(SEQ  ID 

NO:15)或GMNWRPILTI(SEQ  ID  NO:16))可以与HLA-A2和b2M复合。例如，来源于修饰的KRAS

多肽的修饰的肽(例如，LVVVGAVGV(SEQ  ID  NO:18)、VVVGACGVGK(SEQ  ID  NO:20)、

VVVGADGVGK(SEQ  ID  NO:21)、VVVGAVGVGK(SEQ  ID  NO:22)和VVGADGVGK(SEQ  ID  NO:24))可

以与HLA-A2、HLA-A3和/或HLA-A11以及b2M复合。例如，来源于修饰的CTNNB多肽的修饰的肽

(例如，TTAPFLSGK(SEQ  ID  NO:26))可以与HLA-A3和b2M复合。例如，来源于修饰的KRAS多肽

的修饰的肽(例如，AVGVGKSAL(SEQ  ID  NO:11))可以与HLA-B7和b2M复合。例如，来源于修饰

的H/K/N  RAS多肽的修饰的肽(例如，ILDTAGHEEY(SEQ  ID  NO:28)、ILDTAGKEEY(SEQ  ID  NO:

30)、ILDTAGLEEY(SEQ  ID  NO:31)、ILDTAGREEY(SEQ  ID  NO:32))可以与HLA-A1和b2M复合。

[0047] 本文件提供了分子，所述分子包含可以与本文描述的修饰的肽(例如，包含以下中

的任一个中列出的氨基酸序列的修饰的肽：SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:13、

SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:16、SEQ  ID  NO:18、SEQ  ID  NO:20、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID  NO:

22、SEQ  ID  NO:24、SEQ  ID  NO:26、SEQ  ID  NO:28、SEQ  ID  NO:30、SEQ  ID  NO:31和SEQ  ID 

NO:32)结合的一个或更多个抗原结合结构域(例如，scFv)。在一些情况下，包含可以与本文

描述的修饰的肽结合的一个或更多个抗原结合结构域的分子不靶向(例如，不结合)不存在

于复合物(例如，肽-HLA-b2M复合物)中的本文描述的修饰的肽。在一些情况下，包含可以与

本文描述的修饰的肽结合的一个或更多个抗原结合结构域的分子不靶向(例如，不结合)wt

肽(例如，来源于修饰的多肽来源于的wt多肽的肽)。

[0048] 包含可以与本文描述的修饰的肽结合的一个或更多个抗原结合结构域(例如，

scFv)的分子可以是任何适当类型的分子。在一些情况下，分子可以是单价分子(例如，包含

单个抗原结合结构域)。在一些情况下，分子可以是多价分子(例如，包含两个或更多个抗原

结合结构域并且同时地靶向两个或更多个抗原)。例如，双特异性分子可以包含两个抗原结

合结构域，三特异性分子可以包含三个抗原结合结构域，四特异性分子可以包含四个抗原

结合结构域等。包含抗原结合结构域的分子的实例包括但不限于抗体、抗体片段、scFv、

CAR、T细胞受体(TCR)、TCR模拟物、串联scFv、双特异性T细胞衔接器、双抗体、scDb、scFv-

Fc、双特异性抗体、双亲和重靶向抗体(DART)、以及包含至少一个可变重链(VH)和至少一个

可变轻链(VL)的任何其他分子。这些分子中的任一个可以根据本文描述的材料和方法来使

用。在一些情况下，抗原结合结构域可以是scFv。例如，包含可以与本文描述的修饰的肽结

合的一个或更多个抗原结合结构域(例如，一个或更多个scFv)的分子可以是CAR。例如，包

含可以与本文描述的修饰的肽结合的两个scFv的分子可以是单链双抗体(scDb)。

[0049] 在一些情况下，当包含可以与本文描述的修饰的肽(例如，包含以下中的任一个中

列出的氨基酸序列的修饰的肽：SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID  NO:

15、SEQ  ID  NO:16、SEQ  ID  NO:18、SEQ  ID  NO:20、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID  NO:22、SEQ  ID 

NO:24、SEQ  ID  NO:26、SEQ  ID  NO:28、SEQ  ID  NO:30、SEQ  ID  NO:31和SEQ  ID  NO:32)结合

的一个或更多个抗原结合结构域(例如，一个或更多个scFv)的分子是CAR时，所述CAR可以
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是任何适当的CAR。本文提供的CAR可以包含细胞外结构域、跨膜结构域和细胞内结构域(例

如，细胞内信号传导结构域诸如共刺激结构域)，该细胞外结构域具有至少一个可以与本文

描述的修饰的肽结合的抗原结合结构域。CAR可以包含任何适当的细胞外结构域。例如，CAR

可以包含具有抗原结合结构域的分子(例如，scFv)，该抗原结合结构域可以与包含以下中

的任一个中列出的氨基酸序列的修饰的肽结合：SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:

13、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:16、SEQ  ID  NO:18、SEQ  ID  NO:20、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID 

NO:22、SEQ  ID  NO:24、SEQ  ID  NO:26、SEQ  ID  NO:28、SEQ  ID  NO:30、SEQ  ID  NO:31和SEQ 

ID  NO:32。CAR可以包含任何适当的跨膜结构域。跨膜结构域可以来源于任何适当的多肽。

可以被用于本文描述的CAR的跨膜结构域的实例包括但不限于CD4、CD8(例如，CD8-α和CD8-

β)、CD28、CD3ε、CD5、CD6、CD9、CD16、CD22、CD33、CD37、CD45、CD64、CD80、CD86、CD134、4-1BB

和CD154的跨膜结构域。在一些情况下，本文描述的CAR可以包含CD28跨膜结构域。CAR可以

包含任何适当的细胞内结构域。细胞内结构域可以来源于任何适当的多肽。细胞内结构域

可以包括共刺激结构域(例如，单个共刺激结构域或多个共刺激结构域)。在其中CAR包含多

个共刺激结构域的情况下，所述CAR可以包含相同类型的多个共刺激结构域或不同类型的

多个共刺激结构域。细胞内结构域可以包括信号传导结构域。可以被用于本文描述的CAR的

细胞内结构域的实例包括但不限于CD3(例如，CD3-ζ)、CD28、DAP10、诱导型T细胞共刺激物

(ICOS)、OX40、4-1BB、CD2、CD4、CD8、CD5、CD22、DAP-12、CD22和CD79的细胞内结构域。CAR可

以使用任何适当的方法制备。在一些情况下，CAR还可以包含铰链序列(例如，被定位在细胞

外结构域和跨膜结构域之间)。在一些情况下，CAR可以如在别处描述制备(参见，Curran等

人,2012J .Gene  Med  14:405-415；Kershaw等人,2005Nature  Reviews  Immunol.5(12):

928-940；Eshhar等人,1993Proc.Natl.Acad .Sci.U.S.A.90(2):720-724；Sadelain等人,

2009Curr.Opin.Immunol.21(2):215-223；WO  2015/142675；WO  2015/150526；和WO  2014/

134165)。本文还提供了表达一个或更多个CAR的CART，该CAR可以靶向(例如，结合)本文描

述的一个或更多个修饰的肽(例如，具有两个或更多个抗原结合结构域的CAR)。本文还提供

了表达一个或更多个CAR的CART，该CAR可以靶向(例如，结合)本文描述的一个或更多个修

饰的肽。

[0050] 在一些情况下，当包含可以与本文描述的修饰的肽(例如，包含以下中的任一个中

列出的氨基酸序列的修饰的肽：SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID  NO:

15、SEQ  ID  NO:16、SEQ  ID  NO:18、SEQ  ID  NO:20、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID  NO:22、SEQ  ID 

NO:24、SEQ  ID  NO:26、SEQ  ID  NO:28、SEQ  ID  NO:30、SEQ  ID  NO:31和SEQ  ID  NO:32)结合

的一个或更多个抗原结合结构域(例如，scFv)的分子是多价分子(例如，双特异性分子)时，

第一抗原结合结构域可以与本文描述的修饰的肽结合，并且第二抗原结合结构域可以与效

应细胞(例如，呈递在效应细胞上的抗原)结合。效应细胞的实例包括但不限于，T细胞、自然

杀伤(NK)细胞、自然杀伤T(NKT)细胞、B细胞、浆细胞、巨噬细胞、单核细胞、小胶质细胞、树

突细胞、中性粒细胞、成纤维细胞和肥大细胞。呈递在效应细胞上的抗原的实例包括但不限

于CD3、CD4、CD8、CD28、CD16a、NKG2D、PD-1、CTLA-4、4-1BB、OX40、ICOS、CD27、以及任何其他

效应细胞表面受体。在一些情况下，本文描述的分子可以包含第一抗原结合结构域和第二

抗原结合结构域，所述第一抗原结合结构域可以与本文描述的修饰的肽结合，所述第二抗

原结合结构域可以与呈递在T细胞上的抗原(例如，CD3)结合。在一些情况下，可以与CD3结
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合的序列(例如，scFv序列)可以是如表4中所示出的。在一些情况下，可以与CD3结合的序列

(例如，scFv序列)可以是如在别处描述的(参见，例如，Rodrigues等人,1992Int  J  Cancer 

Suppl .7:45-50；Shalaby等人,1992J  Exp  Med .175:217-25；Brischwein等人,2006Mol 

Immunol .43:1129-43；Li等人 ,2005Immunology .116:487-98；WO2012162067；

US20070065437；US20070065437；US20070065437；US20070065437；US20070065437；和

US20070065437)。在一些情况下，本文描述的分子可以包含第一抗原结合结构域和第二抗

原结合结构域，所述第一抗原结合结构域可以与本文描述的修饰的肽结合，所述第二抗原

结合结构域可以与呈递在NK细胞上的抗原(例如，CD16a或NKG2D)结合。通过结合修饰的肽

和效应细胞两者，多价分子可以使表达修饰的肽(例如，作为HLA复合物的一部分)的细胞接

近效应细胞，允许效应细胞作用于表达修饰的肽的细胞。

[0051] 在一些情况下，当包含可以与本文描述的修饰的肽(例如，包含以下中的任一个中

列出的氨基酸序列的修饰的肽：SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID  NO:

15、SEQ  ID  NO:16、SEQ  ID  NO:18、SEQ  ID  NO:20、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID  NO:22、SEQ  ID 

NO:24、SEQ  ID  NO:26、SEQ  ID  NO:28、SEQ  ID  NO:30、SEQ  ID  NO:31和SEQ  ID  NO:32)结合

的一个或更多个抗原结合结构域(例如，scFv)的分子是多价分子(例如，双特异性分子)时，

分子可以呈包含至少一个VH和至少一个VL的任何适当的形式。例如，VH和VL可以处于任何

适当的取向。在一些情况下，VH可以是VL的N-末端。在一些情况下，VH可以是VL的C-末端。在

一些情况下，接头氨基酸序列可以被定位在VH和VL之间。

[0052] 在一些情况下，当双特异性分子是串联scFv时，所述串联scFv可以处于任何适当

的取向。包含scFv-A和scFv-B的串联scFv取向的实例包括但不限于VLA-LL-VHA-SL-VLB-

LL-VHB、VLA-LL-VHA-SL-VHB-LL-VLB、VHA-LL-VLA-SL-VLB-LL-VHB、VHA-LL-VLA-SL-VHB-

LL-VLB、VLB-LL-VHB-SL-VLA-LL-VHA、VLB-LL-VHB-SL-VHA-LL-VLA、VHB-LL-VLB-SL-VLA-

LL-VHA和VHB-LL-VLB-SL-VHA-LL-VLA，其中SL是短接头，并且LL是长接头。短接头的长度可

以是从约3个氨基酸至约10个氨基酸。短接头可以包含任何适当的组合的任何适当的氨基

酸(例如，甘氨酸和丝氨酸)。长接头的长度可以是从约10个氨基酸至约25个氨基酸。长接头

可以包括任何适当的组合的任何适当的氨基酸(例如，甘氨酸和丝氨酸)。

[0053] 在一些情况下，当双特异性分子是双抗体时，所述双抗体可以处于任何适当的取

向。包含scFv-A和scFv-B的双抗体取向的实例包括但不限于VLA-SL-VHB和VLB-SL-VHA、

VLA-SL-VLB和VHB-SL-VHA、VHA-SL-VLB和VHB-SL-VLA、VLB-SL-VHA和VLA-SL-VHB、VLB-SL-

VLA和VHA-SL-VHB，以及VHB-SL-VLA和VHA-SL-VLB，其中SL是短接头。短接头的长度可以是

从约3个氨基酸至约10个氨基酸。短接头可以包含任何适当的组合的任何适当的氨基酸(例

如，甘氨酸和丝氨酸)。

[0054] 在一些情况下，当双特异性分子是scDb时，所述scDb可以处于任何适当的取向。包

含scFv-A和scFv-B的scDb取向的实例包括但不限于VLA-SL-VHB-LL-VLB-SL-VHA、VHA-SL-

VLB-LL-VHB-SL-VLA、VLA-SL-VLB-LL-VHB-SL-VHA、VHA-SL-VHB-LL-VLB-SL-VLA、VLB-SL-

VHA-LL-VLA-SL-VHB、VHB-SL-VLA-LL-VHA-SL-VLB、VLB-SL-VLA-LL-VHA-SL-VHB，以及VHB-

SL-VHA-LL-VLA-SL-VLB，其中SL是短接头，并且LL是长接头。短接头的长度可以是从约3个

氨基酸至约10个氨基酸。短接头可以包含任何适当的组合的任何适当的氨基酸(例如，甘氨

酸和丝氨酸)。长接头的长度可以是从约10个氨基酸至约25个氨基酸。长接头可以包含任何
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适当的组合的任何适当的氨基酸(例如，甘氨酸和丝氨酸)。

[0055] 在一些情况下，当双特异性分子是scFv-Fc时，所述scFv-Fc可以处于任何适当的

取向。包含scFv-Fc-A、scFv-Fc-B和Fc结构域的scFv-Fc取向的实例包括但不限于VLA-LL-

VHA-铰链-Fc和VLB-LL-VHB-铰链-Fc、VHA-LL-VLA-铰链-Fc和VHB-LL-VLB-铰链-Fc、VLA-

LL-VHA-铰链-Fc和VHB-LL-VLB-铰链-Fc、VHA-LL-VLA-铰链-Fc和VLB-LL-VHB-铰链-Fc，其

中LL是长接头。长接头的长度可以是从约10个氨基酸至约25个氨基酸。长接头可以包含任

何适当的组合的任何适当的氨基酸(例如，甘氨酸和丝氨酸)。在一些情况下，scFv-Fc中的

Fc结构域可以包含一个或更多个修饰，以增加scFv-Fc的异二聚体化和/或减少scFv-Fc的

同二聚体化。在一些情况下，scFv-Fc中的Fc结构域可以不包含铰链结构域。在一些情况下，

scFv-Fc中的Fc结构域可以处于scFv的N-末端。

[0056] 包含可以与本文描述的修饰的肽(例如，包含以下中的任一个中列出的氨基酸序

列的修饰的肽：SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:16、

SEQ  ID  NO:18、SEQ  ID  NO:20、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID  NO:22、SEQ  ID  NO:24、SEQ  ID  NO:

26、SEQ  ID  NO:28、SEQ  ID  NO:30、SEQ  ID  NO:31和SEQ  ID  NO:32)结合的一个或更多个抗

原结合结构域(例如，scFv)的分子可以包含任何适当的互补决定区(CDR)。例如，包含可以

与本文描述的修饰的肽结合的一个或更多个抗原结合结构域的分子可以包含可变重链

(VH)和可变轻链(VL)，所述可变重链(VH)具有三个VH互补决定区(CDR-VH)，所述可变轻链

(VL)具有三个VL  CDR(CDR-VL)。例如，可以与来源于修饰的EGFR多肽的修饰的肽(例如，

IMQLMPFGC(SEQ  ID  NO:13))结合的分子可以包含下文列出的每个CDR中的一个：

[0057]

以及

[0058]

[0059] 例如，可以与来源于修饰的IDH2多肽的修饰的肽(例如，SPNGTIQNIL(SEQ  ID  NO:

1))结合的分子可以包含下文列出的每个CDR中的一个：
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[0060]

[0061] 以及

[0062]

[0063] 例如，可以与来源于修饰的p53多肽的修饰的肽(例如，GMNQRPILTI(SEQ  ID  NO:

15)和GMNWRPILTI(SEQ  ID  NO:16))结合的分子可以包含下文列出的每个CDR中的一个：

[0064]

以及

[0065]

[0066] 例如，可以与来源于修饰的KRAS多肽的修饰的肽(例如，LVVVGAVGV(SEQ  ID  NO:

18)、VVVGACGVGK(SEQ  ID  NO:20)、VVVGADGVGK(SEQ  ID  NO:21)、VVVGAVGVGK(SEQ  ID  NO:

22)和VVGADGVGK(SEQ  ID  NO:24))结合的分子可以包含下文列出的每个CDR中的一个：

[0067] CDR-VL1：QDVNTA(SEQ  ID  NO:33)；

[0068] CDR-VL2：SAS和SAY；
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[0069]
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[0070]

以及

[0071]
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[0072]

[0073] 例如，可以与来源于修饰的CTNNB多肽的修饰的肽(例如，TTAPFLSGK(SEQ  ID  NO:

26))结合的分子可以包含下文列出的每个CDR中的一个：

[0074] CDR-VL1：QDVNTA(SEQ  ID  NO:33)；

[0075] CDR-VL2：SAS和SAY；

[0076]

以及

[0077]

[0078] 例如，可以与来源于修饰的KRAS多肽的修饰的肽(例如，AVGVGKSAL(SEQ  ID  NO:

11))结合的分子可以包含下文列出的每个CDR中的一个：

[0079]
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以及

[0080]

[0081] 例如，可以与来源于修饰的H/K/N  RAS多肽的修饰的肽(例如，ILDTAGHEEY(SEQ  ID 

NO:28)、ILDTAGKEEY(SEQ  ID  NO:30)、ILDTAGLEEY(SEQ  ID  NO:31)、ILDTAGREEY(SEQ  ID 

NO:32))结合的分子可以包含下文列出的每个CDR中的一个：

[0082]

以及

[0083]

[0084] 可以与特定修饰的肽结合的CDR(例如，CDR-VL1、CDR-VL2、CDR-VL3、CDR-VH1、CDR-

VH2和CDR-VH3的特定组合)的实例在表2中示出。在一些情况下，包含可以与本文描述的修

饰的肽(例如，包含以下中的任一个中列出的氨基酸序列的修饰的肽：SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID 

NO:11、SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:16、SEQ  ID  NO:18、SEQ  ID  NO:20、SEQ  ID 

NO:21、SEQ  ID  NO:22、SEQ  ID  NO:24、SEQ  ID  NO:26、SEQ  ID  NO:28、SEQ  ID  NO:30、SEQ  ID 

NO:31和SEQ  ID  NO:32)结合的一个或更多个抗原结合结构域(例如，scFv)的分子可以包含

任何适当的CDR序列集(例如，本文描述的任何CDR序列集)。

[0085] 包含可以与本文描述的修饰的肽(例如，包含以下中的任一个中列出的氨基酸序

列的修饰的肽：SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:16、

SEQ  ID  NO:18、SEQ  ID  NO:20、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID  NO:22、SEQ  ID  NO:24、SEQ  ID  NO:

26、SEQ  ID  NO:28、SEQ  ID  NO:30、SEQ  ID  NO:31和SEQ  ID  NO:32)结合的一个或更多个抗

原结合结构域(例如，scFv)的分子可以包含任何适当的序列。例如，可以与来源于修饰的
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EGFR多肽的修饰的肽(例如，IMQLMPFGC(SEQ  ID  NO:13))结合的分子可以包含但不限于以

下中的任一个中列出的scFv序列：SEQ  ID  NO:324、SEQ  ID  NO:325、SEQ  ID  NO:326、SEQ  ID 

NO:327、SEQ  ID  NO:328、SEQ  ID  NO:329和SEQ  ID  NO:330。例如，可以与来源于修饰的IDH2

多肽的修饰的肽(例如，SPNGTIQNIL(SEQ  ID  NO:1))结合的分子可以包含但不限于以下中

的任一个中列出的scFv序列：SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:4、SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:6和SEQ 

ID  NO:8。例如，可以与来源于修饰的p53多肽的修饰的肽(例如，GMNQRPILTI(SEQ  ID  NO:

15)和GMNWRPILTI(SEQ  ID  NO:16))结合的分子可以包含但不限于以下中的任一个中列出

的scFv序列：SEQ  ID  NO:331、SEQ  ID  NO:332、SEQ  ID  NO:333、SEQ  ID  NO:334、SEQ  ID  NO:

335、SEQ  ID  NO:336和SEQ  ID  NO:337。例如，可以与来源于修饰的KRAS多肽的修饰的肽(例

如，LVVVGAVGV(SEQ  ID  NO:18)、VVVGACGVGK(SEQ  ID  NO:20)、VVVGADGVGK(SEQ  ID  NO:21)、

VVVGAVGVGK(SEQ  ID  NO:22)和VVGADGVGK(SEQ  ID  NO:24))结合的分子可以包含但不限于

以下中的任一个中列出的scFv序列：SEQ  ID  NO:338、SEQ  ID  NO:339、SEQ  ID  NO:340、SEQ 

ID  NO:341、SEQ  ID  NO:342、SEQ  ID  NO:343、SEQ  ID  NO:344、SEQ  ID  NO:345、SEQ  ID  NO:

346、SEQ  ID  NO:347、SEQ  ID  NO:348、SEQ  ID  NO:349、SEQ  ID  NO:350、SEQ  ID  NO:351、SEQ 

ID  NO:352、SEQ  ID  NO:353、SEQ  ID  NO:354、SEQ  ID  NO:355、SEQ  ID  NO:356、SEQ  ID  NO:

357、SEQ  ID  NO:358、SEQ  ID  NO:359、SEQ  ID  NO:360、SEQ  ID  NO:361、SEQ  ID  NO:362、SEQ 

ID  NO:363、SEQ  ID  NO:364、SEQ  ID  NO:365、SEQ  ID  NO:366、SEQ  ID  NO:367、SEQ  ID  NO:

368、SEQ  ID  NO:369、SEQ  ID  NO:370、SEQ  ID  NO:371、SEQ  ID  NO:372、SEQ  ID  NO:373和

SEQ  ID  NO:374。例如，可以与来源于修饰的CTNNB多肽的修饰的肽(例如，TTAPFLSGK(SEQ 

ID  NO:26))结合的分子可以包含但不限于以下中的任一个中列出的scFv序列：SEQ  ID  NO:

375、SEQ  ID  NO:376、SEQ  ID  NO:377、SEQ  ID  NO:378、SEQ  ID  NO:379。例如，可以与来源于

修饰的KRAS多肽的修饰的肽(例如，AVGVGKSAL(SEQ  ID  NO:11))结合的分子可以包含但不

限于以下中的任一个中列出的scFv序列：SEQ  ID  NO:380、SEQ  ID  NO:390、SEQ  ID  NO:391、

SEQ  ID  NO:392和SEQ  ID  NO:393。例如，可以与来源于修饰的H/K/N  RAS多肽的修饰的肽

(例如，ILDTAGHEEY(SEQ  ID  NO:28)、ILDTAGKEEY(SEQ  ID  NO:30)、ILDTAGLEEY(SEQ  ID  NO:

31)、ILDTAGREEY(SEQ  ID  NO:32))结合的分子可以包含但不限于以下中的任一个中列出的

scFv序列：SEQ  ID  NO:394、SEQ  ID  NO:395、SEQ  ID  NO:396、SEQ  ID  NO:397、SEQ  ID  NO:

398、SEQ  ID  NO:399和SEQ  ID  NO:400。可以与特定修饰的肽结合的序列(例如，scFv序列)

的实例在表3中示出。在一些情况下，包含可以与本文描述的修饰的肽(例如，包含以下中的

任一个中列出的氨基酸序列的修饰的肽：SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:13、SEQ 

ID  NO:15、SEQ  ID  NO:16、SEQ  ID  NO:18、SEQ  ID  NO:20、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID  NO:22、SEQ 

ID  NO:24、SEQ  ID  NO:26、SEQ  ID  NO:28、SEQ  ID  NO:30、SEQ  ID  NO:31和SEQ  ID  NO:32)结

合的一个或更多个抗原结合结构域(例如，scFv)的分子可以具有与表3中示出的序列有偏

差的序列，有时被称为变体序列。例如，包含可以与本文描述的修饰的肽结合的一个或更多

个抗原结合结构域的分子可以与表3中示出的任何序列具有至少75％的序列同一性(例如，

至少80％的序列同一性、至少85％的序列同一性、至少90％的序列同一性、至少95％的序列

同一性、至少96％的序列同一性、至少97％的序列同一性、至少98％的序列同一性、至少

99％的序列同一性或更多)，条件是变体序列维持与本文描述的修饰的肽结合的能力。在一

些情况下，包含可以与本文描述的修饰的肽结合的一个或更多个抗原结合结构域的分子可
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以包含本文描述的任何适当的CDR序列集，并且与表3中示出的序列有偏差的任何序列可以

处于支架序列中。

[0086] 包含可以与本文描述的修饰的肽(例如，包含以下中的任一个中列出的氨基酸序

列的修饰的肽：SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:16、

SEQ  ID  NO:18、SEQ  ID  NO:20、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID  NO:22、SEQ  ID  NO:24、SEQ  ID  NO:

26、SEQ  ID  NO:28、SEQ  ID  NO:30、SEQ  ID  NO:31和SEQ  ID  NO:32)结合的一个或更多个抗

原结合结构域(例如，scFv)的分子可以被附接(例如，共价地或非共价地附接)至标记物(例

如，可检测的标记物)。可检测的标记物可以是任何适当的标记物。在一些情况下，标记物可

以用于帮助检测本文描述的一个或更多个修饰的肽的存在或不存在。例如，被标记的本文

描述的分子可以在体外用于检测从哺乳动物获得的样品中的癌细胞(例如，表达本文描述

的修饰的肽的癌细胞)。在一些情况下，标记物(例如，可检测的标记物)可以用于帮助确定

本文描述的一个或更多个修饰的肽的位置。例如，被标记的本文描述的分子可以在体内用

于监测抗肿瘤疗法和/或检测哺乳动物中的癌细胞(例如，表达本文描述的修饰的肽的癌细

胞)。可以被附接至本文描述的分子的标记物的实例包括但不限于放射性核素、发色团、酶

和荧光分子(例如，绿色荧光蛋白)。

[0087] 包含可以与本文描述的修饰的肽(例如，包含以下中的任一个中列出的氨基酸序

列的修饰的肽：SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:16、

SEQ  ID  NO:18、SEQ  ID  NO:20、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID  NO:22、SEQ  ID  NO:24、SEQ  ID  NO:

26、SEQ  ID  NO:28、SEQ  ID  NO:30、SEQ  ID  NO:31和SEQ  ID  NO:32)结合的一个或更多个抗

原结合结构域(例如，scFv)的分子可以被附接(例如，共价地或非共价地附接)至治疗剂。治

疗剂可以是任何治疗剂。在一些情况下，治疗剂可以是抗癌剂。可以被附接至本文描述的分

子的治疗剂的实例包括但不限于抗癌剂，诸如单甲基奥瑞他汀E(MMAE)、单甲基奥瑞他汀F

(MMAF)、美登素、mertansine/emtansine(DM1)、ravtansine/soravtansine(DM4)、SN-38、加

利车霉素(calicheamicin)、D6.5、二聚吡咯并苯二氮卓类(PBD)、蓖麻毒蛋白、假单胞菌外

毒素A、白喉毒素和白树毒素。

[0088] 本文件还提供了用于使用一种或更多种分子的方法，所述一种或更多种分子包含

可以与本文描述的修饰的肽(例如，包含以下中的任一个中列出的氨基酸序列的修饰的肽：

SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:16、SEQ  ID  NO:18、

SEQ  ID  NO:20、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID  NO:22、SEQ  ID  NO:24、SEQ  ID  NO:26、SEQ  ID  NO:

28、SEQ  ID  NO:30、SEQ  ID  NO:31和SEQ  ID  No:32)结合的一个或更多个抗原结合结构域

(例如，scFv)。例如，包含可以靶向(例如，结合)一个或更多个修饰的肽的一个或更多个抗

原结合结构域(例如，scFv)的一种或更多种分子可以用于评价患有癌症或疑似患有癌症的

哺乳动物和/或治疗患有癌症(例如，表达一个或更多个修饰的肽的癌症)的哺乳动物。在一

些情况下，包含可以与修饰的肽结合的一个或更多个抗原结合结构域的一种或更多种分子

可以用于检测从患有癌症或疑似患有癌症的哺乳动物获得的样品中一个或更多个修饰的

肽的存在或不存在。在一些情况下，可以将包含可以与修饰的肽结合的一个或更多个抗原

结合结构域的一种或更多种分子施用至患有癌症(例如，表达修饰的肽的癌症)的哺乳动

物，以治疗哺乳动物。向患有癌症的哺乳动物(例如，人类)施用包含可以与本文描述的修饰

的肽结合的一个或更多个抗原结合结构域的一种或更多种分子可以有效地治疗哺乳动物。
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[0089] 任何类型的哺乳动物可以如本文描述评价和/或治疗。可以如本文描述评价和/或

治疗的哺乳动物的实例包括但不限于灵长类动物(例如，人类和非人类灵长类动物诸如黑

猩猩、狒狒或猴)、犬、猫、猪、绵羊、兔、小鼠和大鼠。在一些情况下，哺乳动物可以是人类。

[0090] 可以评价和/或治疗哺乳动物的任何适当的癌症。在一些情况下，癌症可以表达本

文描述的一个或更多个修饰的肽(例如，一个或更多个MANA)。癌症可以是原发性癌症。癌症

可以是转移性癌症。癌症可以包括一个或更多个实体瘤。癌症可以包括一个或更多个非实

体瘤。可以如本文描述(例如，至少部分地基于本文描述的一个或更多个修饰的肽的存在)

评价和/或如本文描述(例如，通过施用包含可以与本文描述的修饰的肽结合的一个或更多

个抗原结合结构域(例如，scFv)的一种或更多种分子)治疗的癌症的实例包括但不限于血

癌(例如，霍奇金氏淋巴瘤、非霍奇金氏淋巴瘤、白血病诸如急性髓性白血病(AML)，和骨髓

瘤)、肺癌、胰腺癌、胃癌、结肠癌(例如，结肠直肠癌)、卵巢癌、子宫内膜癌、胆道癌、肝癌、骨

和软组织癌、乳腺癌、前列腺癌、食管癌、胃癌、肾癌、头颈癌和脑癌(例如，多形性成胶质细

胞瘤和星形细胞瘤)。

[0091] 当评价患有癌症或疑似患有癌症的哺乳动物时，一种或更多种分子可以用于评价

本文描述的一种或更多种修饰的肽的存在或不存在，所述一种或更多种分子包含可以与本

文描述的修饰的肽(例如，包含以下中的任一个中列出的氨基酸序列的修饰的肽：SEQ  ID 

NO:1、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:16、SEQ  ID  NO:18、SEQ  ID 

NO:20、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID  NO:22、SEQ  ID  NO:24、SEQ  ID  NO:26、SEQ  ID  NO:28、SEQ  ID 

NO:30、SEQ  ID  NO:31和SEQ  ID  NO:32)结合的一个或更多个抗原结合结构域(scFv)。例如，

从人类获得的样品中本文描述的一种或更多种修饰的肽的存在、不存在或水平可以用于确

定该人类是否患有癌症。在一些情况下，从哺乳动物获得的样品中本文描述的一种或更多

种修饰的肽的存在可以用于将该哺乳动物鉴定为患有癌症。例如，当从哺乳动物获得的样

品具有本文描述的一种或更多种修饰的肽时，可以将该哺乳动物鉴定为患有癌症。

[0092] 可以评价从哺乳动物获得的任何适当的样品以确定本文描述的一种或更多种修

饰的肽的存在、不存在或水平。例如，可以从哺乳动物获得生物样品诸如组织样品(例如，乳

房组织)和流体样品(例如，血液、血清、血浆或尿液)，并且进行评价以确定本文描述的一种

或更多种修饰的肽的存在、不存在或水平。任何适当的方法可以用于检测本文描述的一种

或更多种修饰肽的存在、不存在或水平。例如，测序技术(包括但不限于Sanger测序、化学测

序、纳米孔测序、连接测序(SOLiD测序)和质谱测序)可以用于确定从哺乳动物获得的样品

中本文描述的一种或更多种修饰的肽的存在、不存在或水平。

[0093] 当治疗患有癌症的哺乳动物时，可以将一种或更多种分子施用至患有癌症的哺乳

动物，以治疗该哺乳动物，所述一种或更多种分子包含可以与本文描述的修饰的肽(例如，

包含以下中的任一个中列出的氨基酸序列的修饰的肽：SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:11、SEQ 

ID  NO:13、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:16、SEQ  ID  NO:18、SEQ  ID  NO:20、SEQ  ID  NO:21、SEQ 

ID  NO:22、SEQ  ID  NO:24、SEQ  ID  NO:26、SEQ  ID  NO:28、SEQ  ID  NO:30、SEQ  ID  No:31和

SEQ  ID  NO:32)结合的一个或更多个抗原结合结构域(scFv)。在一些情况下，哺乳动物可以

患有表达本文描述的一种或更多种修饰的肽的癌症。例如，可以将包含可以与本文描述的

修饰的肽结合的一个或更多个抗原结合结构域的一种或更多种分子施用至患有表达该修

饰的肽的癌症的哺乳动物，以治疗该哺乳动物。例如，可以将包含可以与本文描述的修饰的
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肽结合的一个或更多个scFv的一种或更多种分子(例如，一种或更多种CAR和/或一种或更

多种scDb)施用至患有表达该修饰的肽的癌症的哺乳动物，以治疗该哺乳动物。

[0094] 在一些情况下，可以将一种或更多种分子在范围从数天至数周的时间段内一次或

多次施用至哺乳动物(例如，患有癌症的哺乳动物)，所述一种或更多种分子分子包含可以

与本文描述修饰的肽(例如，包含以下中的任一个中列出的氨基酸序列的修饰的肽：SEQ  ID 

NO:1、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:16、SEQ  ID  NO:18、SEQ  ID 

NO:20、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID  NO:22、SEQ  ID  NO:24、SEQ  ID  NO:26、SEQ  ID  NO:28、SEQ  ID 

NO:30、SEQ  ID  NO:31和SEQ  ID  NO:32)结合的一个或更多个抗原结合结构域(例如，scFv)。

在一些情况下，包含可以与本文描述的修饰的肽结合的一个或更多个抗原结合结构域(例

如，scFv)的一种或更多种分子可以被配制成用于向哺乳动物施用的药学上可接受的组合

物。例如，有效量的包含可以与本文描述的修饰的肽结合的一个或更多个抗原结合结构域

(例如，scFv)的一种或更多种分子可以与一种或更多种药学上可接受的载体(添加剂)和/

或稀释剂一起配制。药物组合物可以被配制成用于以固体形式或液体形式(包括但不限于

无菌溶液、悬浮液、持续释放制剂、片剂、胶囊、丸剂、粉末和颗粒)施用。可以在本文描述的

药物组合物中使用的药学上可接受的载体、填充剂和媒介物包括但不限于离子交换剂、氧

化铝、硬脂酸铝、卵磷脂、血清蛋白(诸如人血清白蛋白)、缓冲物质(诸如磷酸盐)、甘氨酸、

山梨酸、山梨酸钾、饱和植物脂肪酸的偏甘油酯混合物、水、盐或电解质(诸如硫酸鱼精蛋

白、磷酸氢二钠、磷酸氢钾、氯化钠、锌盐)、胶体硅、三硅酸镁、聚乙烯吡咯烷酮、基于纤维素

的物质、聚乙二醇、羧甲基纤维素钠、聚丙烯酸酯、蜡、聚乙烯-聚氧丙烯嵌段聚合物、聚乙二

醇和羊毛脂。

[0095] 包含一种或更多种分子的组合物可以被设计成用于口服施用、肠胃外(包括皮下、

肌内、静脉内和皮内)施用或瘤内施用，所述一种或更多种分子包含可以与本文描述的修饰

的肽(例如，包含以下中的任一个中列出的氨基酸序列的修饰的肽：SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID 

NO:11、SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:16、SEQ  ID  NO:18、SEQ  ID  NO:20、SEQ  ID 

NO:21、SEQ  ID  NO:22、SEQ  ID  NO:24、SEQ  ID  NO:26、SEQ  ID  NO:28、SEQ  ID  NO:30、SEQ  ID 

NO:31和SEQ  ID  NO:32)结合的一个或更多个抗原结合结构域(例如，scFv)。适合于肠胃外

施用的组合物包括水性和非水性的无菌注射溶液，该水性和非水性的无菌注射溶液可以包

含抗氧化剂、缓冲剂、抑菌剂和致使制剂与意图的接受者的血液等渗的溶质。制剂可以呈现

于单位剂量容器或多剂量容器例如密封的安瓿瓶和小瓶中，并且可以储存在冷冻干燥(冻

干)条件中，仅需要在临使用之前添加无菌液体载体例如注射用水。即时注射溶液和悬浮液

可以由无菌粉末、颗粒和片剂制备。

[0096] 包含一种或更多种分子的组合物可以使用任何适当的技术施用并且被施用至任

何适当的位置，所述一种或更多种分子包含可以与本文描述的修饰的肽(例如，包含以下中

的任一个中列出的氨基酸序列的修饰的肽：SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:13、

SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:16、SEQ  ID  NO:18、SEQ  ID  NO:20、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID  NO:

22、SEQ  ID  NO:24、SEQ  ID  NO:26、SEQ  ID  NO:28、SEQ  ID  NO:30、SEQ  ID  NO:31和SEQ  ID 

NO:32)结合的一个或更多个抗原结合结构域(例如，scFv)。包含含有可以与本文描述的修

饰的肽结合的一个或更多个抗原结合结构域(例如，scFv)的一种或更多种分子的组合物可

以被局部地(例如，瘤内)或全身地施用。例如，本文提供的组合物可以通过瘤内施用(例如，
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注射到肿瘤中)或通过施用到由肿瘤浸润的生物空间(例如，脊柱内施用、小脑内施用、腹膜

内施用和/或胸膜施用)来局部地施用。例如，本文提供的组合物可以通过口服施用或通过

静脉内施用(例如，注射或输注)来全身地施用至哺乳动物(例如，人类)。

[0097] 有效剂量可以根据癌症的风险和/或严重程度、施用的途径、受试者的年龄和一般

健康状况、赋形剂使用、与其他治疗性治疗共使用(co-usage)(诸如使用其他剂)的可能性、

以及治疗医师的判断而变化。包含一种或更多种分子的组合物的有效量可以是治疗存在于

受试者内的癌症而不对受试者产生显著的毒性的任何量，所述一种或更多种分子包含可以

与本文描述的修饰的肽(例如，包含以下中的任一个中列出的氨基酸序列的修饰的肽：SEQ 

ID  NO:1、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:16、SEQ  ID  NO:18、SEQ 

ID  NO:20、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID  NO:22、SEQ  ID  NO:24、SEQ  ID  NO:26、SEQ  ID  NO:28、SEQ 

ID  NO:30、SEQ  ID  NO:31和SEQ  ID  NO:32)结合的一个或更多个抗原结合结构域(例如，

scFv)。如果特定受试者未能对特定量做出响应，则可以增加包含可以与本文描述的修饰的

肽结合的一个或更多个抗原结合结构域(例如，scFv)的一种或更多种分子的量(例如，两

倍、三倍、四倍或更多)。在接受该较高的量之后，可以监测哺乳动物对治疗的响应性和毒性

症状两者，并且做出相应地调整。有效量可以保持恒定，或者可以根据受试者对治疗的响应

被调整为浮动比例(sliding  scale)或可变剂量。各种因素都可以影响被用于特定应用的

实际有效量。例如，施用频率、治疗的持续时间、多种治疗剂的使用、施用的途径和状况(例

如，癌症)的严重程度可能需要增加或减少所施用的实际有效量。

[0098] 一种或更多种分子的施用频率可以是有效地治疗患有癌症的哺乳动物而不对哺

乳动物产生显著的毒性的任何频率，所述一种或更多种分子包含可以与本文描述的修饰的

肽(例如，包含以下中的任一个中列出的氨基酸序列的修饰的肽：SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:

11、SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:16、SEQ  ID  NO:18、SEQ  ID  NO:20、SEQ  ID 

NO:21、SEQ  ID  NO:22、SEQ  ID  NO:24、SEQ  ID  NO:26、SEQ  ID  NO:28、SEQ  ID  NO:30、SEQ  ID 

NO:31和SEQ  ID  NO:32)结合的一个或更多个抗原结合结构域(例如，scFv)。例如，包含可以

与本文描述的修饰的肽结合的一个或更多个抗原结合结构域(例如，scFv)的一种或更多种

分子的施用频率可以是从一周约两次至约三次至一年约两次至约三次。在一些情况下，患

有癌症的受试者可以接受本文描述的一种或更多种抗体的单次施用。包含可以与本文描述

的修饰的肽结合的一个或更多个抗原结合结构域(例如，scFv)的一种或更多种分子的施用

频率可以在治疗的持续时间期间保持恒定或者可以是可变的。用包含含有可以与本文描述

的修饰的肽结合的一个或更多个抗原结合结构域(例如，scFv)的一种或更多种分子的组合

物的治疗的过程可以包括休息期。例如，包含含有可以与本文描述的修饰的肽结合的一个

或更多个抗原结合结构域(例如，scFv)的一种或更多种分子的组合物可以在两年时间段内

每隔一个月被施用，随后是在六个月的休息期，并且这样的方案可以被重复多次。与有效量

一样，各种因素可以影响被用于特定应用的实际施用频率。例如，有效量、治疗的持续时间、

多种治疗剂的使用、施用途径和状况(例如，癌症)的严重程度可能需要增加或减少施用频

率。

[0099] 用于施用包含一种或更多种分子的组合物的有效持续时间可以是有效地治疗存

在于哺乳动物内的癌症而不对哺乳动物产生显著的毒性的任何持续时间，所述一种或更多

种分子分子包含可以与本文描述的修饰的肽(例如，包含以下中的任一个中列出的氨基酸
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序列的修饰的肽：SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:

16、SEQ  ID  NO:18、SEQ  ID  NO:20、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID  NO:22、SEQ  ID  NO:24、SEQ  ID 

NO:26、SEQ  ID  NO:28、SEQ  ID  NO:30、SEQ  ID  NO:31和SEQ  ID  NO:32)结合的一个或更多个

抗原结合结构域(例如，scFv)。在一些情况下，有效持续时间可以从数月至数年不等。一般

来说，用于治疗患有癌症的哺乳动物的有效持续时间范围可以在从约一个或两个月至五年

或更多年的持续时间内。多种因素可以影响被用于特定治疗的实际有效持续时间。例如，有

效持续时间可以随着施用频率、有效量、多种治疗剂的使用、施用途径和所治疗的状况的严

重程度而变化。

[0100] 在某些情况下，可以监测哺乳动物内的癌症，以评价癌症治疗的有效性。可以使用

任何适当的方法确定患有癌症的哺乳动物是否被治疗。例如，可以使用成像技术或实验室

测定评价存在于哺乳动物内的癌细胞的数目和/或肿瘤的尺寸。例如，可以使用成像技术或

实验室测定评价存在于哺乳动物内的癌细胞和/或肿瘤的位置。

[0101] 在一些情况下，一种或更多种分子可以作为与一种或更多种另外的癌症治疗(例

如，抗癌剂)的组合疗法被施用至患有癌症的哺乳动物，所述一种或更多种分子包含可以与

本文描述的修饰的肽(例如，包含以下中的任一个中列出的氨基酸序列的修饰的肽：SEQ  ID 

NO:1、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:16、SEQ  ID  NO:18、SEQ  ID 

NO:20、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID  NO:22、SEQ  ID  NO:24、SEQ  ID  NO:26、SEQ  ID  NO:28、SEQ  ID 

NO:30、SEQ  ID  NO:31和SEQ  ID  NO:32)结合的一个或更多个抗原结合结构域(例如，scFv)。

癌症治疗可以包括任何适当的癌症治疗。在一些情况下，癌症治疗可以包括手术。在一些情

况下，癌症治疗可以包括放射疗法。在一些情况下，癌症治疗可以包括施用一种或更多种治

疗剂(例如，一种或更多种抗癌剂)。抗癌剂的实例包括但不限于铂化合物(例如，顺铂或卡

铂)、紫杉烷类(taxanes)(例如，紫杉醇、多西他赛(docetaxel)或白蛋白结合型紫杉醇诸如

nab-紫杉醇(nab-paclitaxel))、六甲蜜胺(altretamine)、卡培他滨(capecitabine)、环磷

酰胺、依托泊苷(etoposide)(vp-16)、吉西他滨(gemcitabine)、异环磷酰胺(ifosfamide)、

伊立替康(irinotecan) (cpt-11)、多柔比星脂质体、美法仑(melphalan)、培美曲塞

(pemetrexed)、拓扑替康(topotecan)、长春瑞滨(vinorelbine)、促黄体生成激素-释放激

素(LHRH)激动剂(例如，戈舍瑞林(goserelin)和亮丙瑞林(leuprolide))、抗雌激素类(例

如，他莫昔芬(tamoxifen))、芳香酶抑制剂(例如，来曲唑(letrozole)、阿那曲唑

(anastrozole)和依西美坦(exemestane))、血管生成抑制剂(例如，贝伐单抗

(bevacizumab))、聚(ADP)-核糖聚合酶(PARP)抑制剂(例如，奥拉帕尼(olaparib)、卢卡帕

尼(rucaparib)和尼拉帕尼(niraparib))、放射性磷、抗CTLA-4抗体、抗PD-1抗体、抗PD-L1

抗体、IL-2和其他细胞因子、以及它们的任何组合。在其中包含可以与本文描述的修饰的肽

结合的一个或更多个抗原结合结构域(例如，scFv)的一种或更多种分子与一种或更多种另

外的癌症治疗组合使用的情况下，所述一种或更多种另外的癌症治疗可以同时或独立地被

施用。例如，可以首先施用包含含有可以与本文描述的修饰的肽结合的一个或更多个抗原

结合结构域(例如，scFv)的一种或更多种分子的组合物，并且其次施用一种或更多种另外

的癌症治疗，反之亦然。

[0102] 本文还提供了试剂盒，该试剂盒包括一种或更多种分子，所述一种或更多种分子

包含可以与本文描述的修饰的肽(例如，包含以下中的任一个中列出的氨基酸序列的修饰
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的肽：SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:16、SEQ  ID 

NO:18、SEQ  ID  NO:20、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID  NO:22、SEQ  ID  NO:24、SEQ  ID  NO:26、SEQ  ID 

NO:28、SEQ  ID  NO:30、SEQ  ID  NO:31和SEQ  ID  NO:32)结合的一个或更多个抗原结合结构

域(例如，scFv)。例如，试剂盒可以包括包含含有可以与本文描述的修饰的肽结合的一个或

更多个抗原结合结构域(例如，scFv)的一种或更多种分子的组合物(例如，药学上可接受的

组合物)。在一些情况下，试剂盒可以包括用于进行本文描述的任何方法的说明。在一些情

况下，试剂盒可以包括至少一个剂量的本文描述的任何组合物(例如，药物组合物)。在一些

情况下，试剂盒可以提供用于施用本文描述的任何组合物(例如，药物组合物)的手段(例

如，注射器)。

[0103] 在以下实施例中进一步描述本发明，该实施例不限制权利要求书中描述的本发明

的范围。

实施例

[0104] 实施例1：鉴定另外的MANAbody克隆并将MANAbody克隆转化成基于T细胞的治疗形

式

[0105] 在该研究中，设计并构建了两个噬菌体展示文库，这两个文库在噬菌体表面上展

示了单链可变片段(scFv)。存在于两个文库中的scFv基于人源化4D5(曲妥珠单抗)框架，其

中在scFv的互补决定区(CDR)的关键位置处引入氨基酸可变性。

[0106] 使用噬菌体展示文库鉴定这样的scFv，该scFV特异性识别被折叠成与重组HLA等

位基因α链和β-2微球蛋白(b2M)形成复合物的含突变的肽。这些复合物在本文中也被称为

单体，模拟癌细胞表面上的天然肽/HLA复合物。

[0107] 肽-HLA靶可以包括表1中示出的突变体肽(例如，突变相关新抗原(MANA))。在表2

中示出了可以与表1中的肽-HLA靶特异性地结合的互补决定区(CDR)。在表3中示出了可以

与表1中的肽-HLA靶特异性地结合的scFv。这些scFv还可以因其与突变相关新抗原结合的

能力被称为MANAbody。
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[0133]

[0134] 在图1中示出了特异性地识别与HLA-B7(SPNGTIQNIL；SEQ  ID  NO:1)复合的包含

R140Q突变的IDH2肽的scFv的代表性ELISA数据。所述scFv不识别与相同的HLA等位基因复

合的感兴趣的肽的wt形式。当测试与单体包被的ELISA板的结合时，所述scFv不识别与HLA

等位基因复合的其他对照肽。
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[0135] 使用的另外的流式细胞术显示出，当这些细胞用突变体肽而不是wt肽或其他对照

肽脉冲时，MANAbody  scFv克隆特异性地沾染HLA等位基因-匹配的细胞系(图2-图14)。

[0136] 为了证明MANAbody克隆可以被用作治疗模式，选择的MANAbody克隆被工程化到

CAR-T细胞中。设计了这样的嵌合抗原受体(CAR)T细胞(CART)，该嵌合抗原受体(CAR)T细胞

(CART)能够经由其内源性加工和呈递机制识别和杀死表达在HLA分子的情况下含致癌突变

的肽的细胞。具体地，设计了靶向在HLA-A3的情况下呈递的突变体KRAS  G12V肽的CART，并

且设计了靶向在HLA-B7的情况下呈递的突变体IDH2  R140Q肽的CART。将靶向任一突变体肽

的MANAbody  scFv移植到第三代CAR构建体中，并且CAR受体通过mRNA电穿孔在CD3+  T细胞

中表达。随后，将CAR-T细胞与COS-7细胞共培养，该COS-7细胞被用编码KRAS/IDH2突变体和

wt蛋白与它们各自的HLA组合的质粒。由于T细胞(包括CAR-T细胞)在被靶细胞上的同源抗

原(cognate  antigen)活化之后产生细胞因子，因此通过ELISA测量共培养培养基上清液中

IFNγ的释放。仅当COS-7细胞被用突变体和同源HLA质粒共转染时，IFNγ相对于背景存在

显著释放(图15)。与用wt和同源HLA共转染的COS-7细胞共培养的CAR-T细胞仅释放背景水

平的IFNγ。总之，这些发现表明，表达MANAbody克隆的CAR-T细胞可以靶向表达在HLA分子

的情况下呈递的MANA的肿瘤细胞。

[0137] 为了证明MANAbody克隆可以被用作治疗模式，选择的MANAbody克隆被工程化为双

特异性抗体。设计了具有与靶癌细胞结合的一个抗体片段和具有与T细胞表面上的CD3蛋白

结合的一个抗体片段的双特异性抗体。存在许多不同的靶向人类CD3ε分子、人类CD3δ分子

和/或人类CD3γ分子的抗CD3  scFv克隆。在表4中列出了这样的克隆的实例。

[0138] 设计了具有与在HLA-A3的情况下呈递的突变体KRAS  G12V肽结合的一个抗体片段

和具有与T细胞表面上的CD3蛋白结合的一个抗体片段的双特异性抗体。具体地，设计了靶

向在HLA-A3和CD3的情况下呈递的突变体KRAS  G12V肽的双特异性抗体，并且设计了靶向在

HLA-B7和CD3的情况下呈递的突变体IDH2  R140Q肽的双特异性抗体。
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[0139]
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[0140]

[0141] 在图16A中示出了三个IDH2  R140Q  HLA-B7  MANAbody  scFv克隆与两个不同的抗

CD3  scFv克隆组合的代表性scDb共培养结果。在指定浓度的scDb的存在下，将T细胞与用编
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码HLA-B7、全长IDH2变体和/或GFP的质粒共转染的COS-7细胞共培养。作为通过靶细胞上的

同源抗原的T细胞活化的读出，通过ELISA测量共培养培养基上清液中IFNγ的释放。仅当

COS-7细胞被用HLA-B7和突变体IDH2  R140Q质粒共转染时，IFNγ相对于背景存在显著的T

细胞释放，IFNγ的水平依赖于被包含在孔中的scDb的浓度。与被用HLA-B7和wt  IDH2共转

染的COS-7细胞共培养的T细胞仅释放背景水平的IFNγ。在图16B中示出了KRAS  G12V  HLA-

A3MANAbody  scFv克隆与抗CD3克隆组合成单链双抗体的代表性scDb共培养结果。在该共培

养中，单链双抗体以0ng/mL、50ng/mL和100ng/mL的浓度进行测试。仅当COS-7细胞被用HLA-

A3和突变体KRAS  G12V质粒共转染时，IFNγ相对于背景存在显著的T细胞释放。与被用HLA-

A3和wt  KRAS共转染的COS-7细胞共培养的T细胞仅释放背景水平的IFNγ，类似于在无T细

胞、无靶细胞和无scDb孔中观察到的IFNγ的水平。内源性KRAS  G12V  HLA-A3阳性细胞系

NCI-H441作为靶细胞系且其等基因HLA-A3敲除作为对照。仅针对亲本NCI-H441细胞系而非

HLA-A3敲除的NCI-H441观察到IFNγ释放。总之，这些发现表明，包含MANAbody克隆的双特

异性抗体靶向表达在HLA分子的情况下呈递的MANA的肿瘤细胞。

[0142] 为了评价使用MANAbody克隆作为治疗模式的功效，使用Promega的CellTiter-Glo

试剂测定KRAS  G12V  HLA-A3单链双抗体的靶细胞存活力(图17)。CellTiter-Glo测量孔中

ATP浓度，ATP浓度与存活细胞的数目成比例。靶细胞存活力百分比通过减去来自仅T细胞的

孔的CellTiter-Glo值并且针对来自仅靶细胞的孔的CellTiter-Glo值归一化来测量。仅当

NCI-H441亲本细胞与T细胞在KRAS  G12V-A3  scDb或pan-HLA-A3  scDb阳性对照的存在下孵

育时，存在显著的靶细胞死亡。在没有scDb的情况下或在NCI-H441  HLA-A3敲除的孔中没有

观察到靶细胞死亡

[0143] 总之，这些发现证明，MANAbody可以用于将T细胞重定向并活化，以杀死表达特定

突变蛋白和HLA等位基因对(例如，IDH2  R140Q与HLA-B7和KRAS  G12V与HLA-A3)的肿瘤细

胞。

[0144] 材料和方法

[0145] 细胞和细胞系.

[0146] RPMI-6666细胞(ATCC,Manassas ,VA)在具有20％FBS(GE  Hyclone ,Logan,Utah,

USA)和1％青霉素链霉素(Life  Technologies)的RPMI-1640(ATCC)中培养。T2细胞(ATCC)

和MINO细胞(ATCC)在具有10％FBS(GE  Hyclone)和1％青霉素链霉素(Thermo  Fisher)的

RPMI-1640(ATCC)中培养。T2A3细胞(来自Eric  Lutz博士的惠赠)在具有10％FBS(GE 

Hyclone)、1％青霉素链霉素(Thermo  Fisher)、0.1mM  MEM非必需氨基酸(NEAA ,Thermo 

Fisher)和500μg/mL遗传霉素(Thermo  Fisher)的RPMI-1640(ATCC)中培养。SigM5细胞

(DSMZ ,Brunswick ,Germany)在具有20％FBS(GE  Hyclone)和1％青霉素链霉素(Thermo 

Fisher)的Iscove  MDM(ATCC)中培养。Hs611.T细胞(ATCC)在具有10％FBS(GE  Hyclone)和

1％青霉素链霉素(Thermo  Fisher)的Dulbecco改良的Eagle培养基(ATCC)中培养。NCI-

H441细胞(ATCC)和COS-7细胞(ATCC)在具有10％FBS(GE  Hyclone)和1％青霉素链霉素

(Thermo  Fisher)的McCoy  5A(改良的)培养基(Thermo  Fisher)中培养。COS-7细胞(ATCC,

CRL-1651TM)在具有10％FBS(GE  Hyclone)和1％青霉素-链霉素(Thermo  Fisher)的DMEM(高

葡萄糖、丙酮酸；Thermo  Fisher)中培养。293FT细胞(Thermo  Fisher)在具有10％FBS(GE 

Hyclone)、0.1mM  MEM非必需氨基酸(NEAA ,Thermo  Fisher)、6mM  L-谷氨酰胺(Thermo 
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Fisher)、1mM  MEM丙酮酸钠(Thermo  Fisher)、500μg/ml遗传霉素(Thermo  Fisher)和1％青

霉素-链霉素(Thermo  Fisher)的高葡萄糖D-MEM(Thermo  Fisher)中培养。将所有细胞系在

5％CO2下在37℃维持。

[0147] 通过来自健康志愿者供体的全血的Ficoll-Paque  PLUS(GE  Healthcare)梯度离

心获得PBMC。用CD3微珠(Miltenyi  Biotec)从PBMC阳性选择CD3+细胞，并且用

人类T-活化剂CD3/CD28(Life  Technologies)活化和扩增。除非另有说明，否

则原代CD3+T细胞在具有10％FBS(GE  Hyclone)、1％青霉素-链霉素(Life  Technologies)

和100IU/mL重组人类白细胞介素-2 的RPMI-1640(ATCC)中在5％CO2下在37℃

培养。

[0148] 噬菌体展示文库构建.

[0149] 对于第一代噬菌体文库，使用混合分裂池(mixed  and  split  pool)简并寡核苷酸

合成在DNA  2.0(Menlo  Park,CA)合成寡核苷酸。对于第二代噬菌体文库，使用三核苷酸诱

变(TRIM)技术在GeneArt(Thermo  Fisher,Halethorpe,MD)合成寡核苷酸。对于这两个文

库，寡核苷酸被掺入到pADL-10b噬菌粒(Antibody  Design  Labs,San  Diego,CA)。该噬菌粒

包含F1起点、限制未诱导的表达的转录阻遏物、lac操纵子和lac阻遏物。合成具有pelB周质

分泌信号的scFv，并且将其亚克隆在lac操作子的下游。对于第一代文库，myc表位标签随后

是TEV蛋白酶裂解识别序列紧邻可变重链的下游放置，而在第二代文库中，scFv随后是FLAG

标签。在scFv、标签和裂解位点之后，是全长、符合读框的(in-frame)M13  pIII外壳蛋白序

列。

[0150] 为了将噬菌粒DNA转化到细菌中，将10-20ng连接产物与10μL电感受态SS320细胞

(Lucigen,Middleton,WI)和14μL双蒸水在冰上混合。将该混合物使用基因脉冲电穿孔系统

(Bio-Rad,Hercules,CA)电穿孔，并且允许在恢复培养基(Lucigen)中在37℃恢复60min。将

用60ng连接产物转化的细胞汇集，并且铺板在包含补充有羧苄青霉素(100μg/mL)和2％葡

萄糖的2xYT培养基的24-cm  ×24-cm板上。将细胞在37℃生长6小时，并且在4℃放置过夜。

为了确定每一系列电穿孔的转化效率，取出等分试样并且通过系列稀释来滴定。将生长在

板上的细胞刮到850mL具有羧苄青霉素(100μg/mL)加2％葡萄糖的2xYT培养基中，最终

OD600为5-15。取出850mL培养物中的2mL并且以～1:200稀释，以达到最终OD600为0.05-

0.07。在快速冷冻之前，向剩余的培养物中添加150mL的无菌甘油，以产生甘油储备液。使稀

释的细菌生长到OD600为0 .2-0 .4，用M13K07辅助噬菌体(Antibody  Design  Labs ,San 

Diego,CA)感染，并且允许在37℃振荡1小时。将培养物离心，并且将细胞重悬于具有羧苄青

霉素(100μg/mL)和卡那霉素(50μg/mL)的2xYT培养基中，并在30℃生长过夜用于噬菌体产

生。第二天早上，将细菌培养物等分到50mL  Falcon管中，并且以高速沉淀两次以获得澄清

的上清液。将装载噬菌体的上清液按照PEG/NaCl比上清液为4:1的比率用20％PEG-8000/

2.5M  NaCl溶液在冰上沉淀40min。在沉淀之后，将噬菌体以12,000g离心40分钟，并且重悬

于1mL体积1X  TBS ,2mM  EDTA中。将来自多个管的噬菌体汇集，再沉淀，并且重悬至1×

1013cfu/mL的平均滴度。对于第一代文库，所获得的转化体的总数目为5.5×109。对于第二

代文库，所获得的转化体的总数目为3.6×1010。将每个文库等分并且在-80℃储存在15％甘

油中。
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[0151] 完整噬菌体文库的下一代测序.

[0152] 使用位于CDR-H3区侧翼的引物扩增来自文库的DNA。在这些引物的5'-末端处的序

列掺入了分子条形码，以便于不同的噬菌体序列的明确计数。Kinde等人描述了用于PCR-扩

增和测序的方案。使用自定义SQL数据库处理和翻译序列，并且使用Microsoft  Excel分析

核苷酸序列和氨基酸翻译两者。

[0153] 肽和HLA-单体.

[0154] 使用NetMHC版本4.0预测突变体肽、wt肽和对照肽(列于表1中)与HLA等位基因结

合。通过Peptide  2.0(Chantilly ,VA)以>90％的纯度合成所有肽。将肽以10mg/mL重悬于

DMSO或DMF中，并且在-20℃储存。通过将重组HLA与肽和β-2微球蛋白重折叠合成HLA单体，

通过凝胶过滤纯化，并且生物素化(Fred  Hutchinson  Immune  Monitoring  Lab,Seattle,

WA)。通过使用W6/32抗体(BioLegend,San  Diego,CA)进行ELISA，确认单体在选择之前被折

叠。

[0155] 与突变体肽-HLA单体结合的噬菌体的选择.

[0156] 将包含蛋白HLA和β-2-微球蛋白的生物素化的单体与MyOne  T1链霉亲和素磁珠

(Life  Technologies,Carlsbad ,CA)缀合。生物素化的单体与30μLMyOne  T1珠(每1ug的单

体)在封闭缓冲液(PBS、0.5％BSA、0.1％叠氮化钠)中在室温孵育1小时。在初始孵育之后，

将复合物用1ml封闭缓冲液洗涤3次，并且重悬于1ml封闭缓冲液中。

[0157] 富集阶段.

[0158] 在选择的富集阶段(第1轮)中，将代表文库的1000倍覆盖度的噬菌体与裸的、洗涤

过的MyOne  T1珠和热变性的、珠缀合的HLA单体在旋转器上在40℃孵育过夜。该步骤对于去

除识别链霉亲和素或变性的单体的任何噬菌体是必需的，该识别链霉亲和素或变性的单体

的噬菌体在生物素化的单体的每次制备在很小程度上存在。在阴性选择之后，将珠用

DynaMag-2磁体(Life  Technologies)分离，并且将包含未结合的噬菌体的上清液转移，用

于针对1ug与MyOne  T1链霉亲和素磁珠缀合的突变体肽-HLA单体的阳性选择。在洗脱之前，

将珠使用磁体用包含0.5％Trition-20的1ml,1X  TBS洗涤10次。通过将珠重悬于1mL  0.2M

甘氨酸(pH  2.2)中洗脱噬菌体。在孵育10分钟之后，通过添加150μL  1M  Tris,pH  9.0中和

溶液。使用中和的噬菌体感染10ml中对数噬菌体SS320s培养物，并添加M13K07辅助噬菌体

(MOI为4)和2％葡萄糖。在37℃振荡1小时之后，将细菌重悬于具有羧苄青霉素(100μg/mL)、

卡那霉素(50μg/mL)和50uM  IPTG的2xYT培养基中，并且在30℃生长过夜用于噬菌体产生。

第二天早上如先前所描述的用PEG/NaCl沉淀噬菌体。

[0159] 最终选择阶段.

[0160] 对由富集阶段得到的噬菌体进行三轮至五轮的最终选择。对于每一轮的最终选

择，使用10-0.1％的沉淀的噬菌体针对缺乏感兴趣的突变的蛋白的HLA等位基因匹配细胞

进行第一阴性选择。然后，针对天然wt肽-HLA单体和不相关的HLA-等位基因匹配单体阴性

选择未结合的噬菌体。在阴性选择之后，如对于上文的富集阶段所描述的，将珠用Dynamag 

2磁体(Life  Technologies)分离，并且将包含未结合的噬菌体的上清液转移用于用250ng

至1ug突变肽-HLA单体的阳性选择。

[0161] ELISA.

[0162] 将链霉亲和素包被的96孔板(R&D  Systems,Minneapolis,MN)在40℃用在封闭缓
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冲液(具有0.5％BSA、2mM  EDTA和0.1％叠氮化钠的PBS)中的50ng(以50uL)的生物素化突变

体或wt肽-HLA单体包被过夜。将板用1X  TBST(TBS+0.05％Trition-X  100)短暂洗涤。将噬

菌体在封闭缓冲液中连续稀释至指定的浓度，并且向每个孔中添加50uL。将噬菌体在室温

(RT)孵育2小时，随后是使用ELISA板洗涤器(BioTek,Winooski,VT)洗涤(用1X  TBS-0.05％

Trition-20(TBST)洗涤6次)。将结合的噬菌体与在1X  TBST中以1:3000稀释的50μL兔抗-

M13抗体(Pierce,Rockford,IL)在室温孵育1小时，随后是再洗涤6X次，并且与在1X  TBST中

以1:10,000稀释的50μL抗兔HRP(Thermo  Fisher)在室温孵育1小时。在用1X  TBST洗涤最后

6次之后，将50μL  TMB底物(BioLegend,San  Diego,CA)添加至孔中，并且将反应用1N硫酸猝

灭。用协同H1多模式读取器(BioTek,Winooski,VT)测量450nm处的吸光度。

[0163] 通过选择用从最终选择中获得的噬菌体的有限稀释物转化的SS320细胞的单独菌

落进行单克隆噬菌体ELISA。将单独菌落接种到包含100μg/mL羧苄青霉素和2％葡萄糖的

200μl  2xYT培养基中，并且在37℃生长3小时。然后，将细胞用1.6×107M13K07辅助噬菌体

(Antibody  Design  Labs,San  Diego,CA)感染，并且在37℃伴随振荡孵育。将细胞沉淀，重

悬于包含羧苄青霉素(100μg/mL)、卡那霉素(50μg/mL)和50uM  IPTG的300μL  2xYT培养基

中，并且在30℃生长过夜。将细胞沉淀，并且如上文所描述的，将装载噬菌体的上清液被用

于ELISA。

[0164] 肽脉冲和流式细胞术.

[0165] 对于肽脉冲，将HLA-匹配细胞用PBS洗涤一次并且用无血清RPMI-1640洗涤一次，

然后在包含50μg/mL肽和10μg/mL人类β-2微球蛋白(ProSpec,East  Brunswick,NJ)的无血

清RPMI-1640中以106个细胞/mL在37℃孵育过夜。将脉冲的细胞沉淀，在冷沾染缓冲液(包

含0.5％BSA、2mM  EDTA和0.1％叠氮化钠的PBS)中洗涤一次，并且重悬于100μL的沾染缓冲

液中。噬菌体沾染用10uL(大约1×109)噬菌体以100uL总体积在冰上进行1小时，随后是在

冷沾染缓冲液中的一次4mL洗涤。然后，将细胞用1uL兔抗-M13抗体(Pierce,Rockford ,IL)

以100uL总体积在冰上沾染1小时，并且用4mL冷沾染缓冲液洗涤一次。将细胞用抗兔-PE

(Biolegend)以100uL总体积在冰上沾染1小时，随后是根据制造商的说明与存活/死亡可固

定的近红外死细胞染色剂(Thermo  Fisher)在室温孵育10min。将细胞在4mL沾染缓冲液中

洗涤一次，随后是重悬于300uL沾染缓冲液中，然后分析。使LSRII流式细胞仪(Becton 

Dickinson,Mansfield,MA)分析染色的细胞。

[0166] CAR构建和生成.

[0167] 合成第三代嵌合抗原受体(CAR)构建体(包含MANAbody  scFv、CD28跨膜结构域、以

及4-1BB和CD3ζ细胞内结构域)(Gene )，并且将其克隆到哺乳动物表达载体pCI

(Promega)中。根据制造商的说明用T7mScriptTM标准mRNA生产系统试剂盒(CellScriptTM)

合成mRNA。将CAR  mRNA用BTX  ECM  2001Electro  Cell  Manipulator(Harvard  Apparatus)

电穿孔到原代CD3+  T细胞中，以生成CAR-T细胞。

[0168] CAR-T活化共培养测定.

[0169] 根据制造商的说明以96孔板形式用编码HLA-A3、HLA-B7、IDH2(WT)、IDH2(R140Q)、

KRAS(WT)和KRAS(G12V)的pcDNA3 .1(Life  Technologies)质粒与Lipofectamine  3000

(Life  Technologies)的各种组合转染COS-7细胞。将100,000个电穿孔的CAR-T细胞覆盖在

转染的COS-7细胞上，并且允许共培养物在5％CO2下在37℃孵育4小时。在共培养之后，收集
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条件培养基并且通过ELISA( R&D  Systems)对分泌的IFNγ进行测定。

[0170] 双特异性抗体产生.

[0171] 编码双特异性抗体的gBLOCK从IDT(Skokie,Illinois)订购。遵循制造商的方案，

将gBLOCK被topo克隆(topo-cloned)到pcDNA3.4质粒(Thermo  Fisher)中。根据制造商的说

明在T75烧瓶中使用Lipofectamine  3000(Life  Technologies)用双特异性抗体pcDNA3.4

质粒转染293FT细胞(Thermo  Fisher)。在孵育5-7天之后，收获培养基，并且以3,000g在4℃

离心10min。根据制造商的说明使用Clontech  CapturemTM  His-加标签的纯化小量提取试剂

盒(Takara,Mountain  View,CA)纯化双特异性抗体蛋白。根据制造商的说明使用Zeba  spin 

7k  MWCO脱盐柱将双特异性抗体蛋白脱盐到PBS中。使用Mini- TGX  Stain-

FreeTM预制凝胶(Biorad,Hercules,California)使用已知浓度的蛋白的标准曲线定量双特

异性抗体浓度。使用ChemiDoc  XRS+成像仪(Biorad)对Stain-free凝胶进行成像。

[0172] 双特异性抗体共培养测定.

[0173] 根据制造商的说明在T75烧瓶中用编码HLA-A3、HLA-B7、IDH2(WT)、IDH2(R140Q)、

KRAS(WT)和KRAS(G12V)的pcDNA3 .1(Life  Technologies)质粒与Lipofectamine  3000

(Life  Technologies)的各种组合转染COS-7细胞。将50,000个T细胞与转染的30,000个

COS-7细胞或10,000个NCI-H441细胞以及指定浓度的双特异性抗体在96孔板中混合，并且

允许共培养物在5％CO2下在37℃孵育24小时。在共培养之后，将96孔板快速冷冻，并且收集

条件培养基裂解物，并通过ELISA( R&D  Systems)对分泌的IFNγ进行测定。

可选择地，在共培养之后，靶细胞存活力使用CellTiter-Glo(Promega)来测量。

[0174] 其他实施方案

[0175] 应当理解，虽然本发明已经结合其详细的描述被描述，前述的描述意图说明而非

限制本发明的范围，本发明的范围由所附权利要求书的范围限定。其他方面、优势和修改在

以下权利要求书的范围内。
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