
(19)国家知识产权局

(12)发明专利

(10)授权公告号 

(45)授权公告日 

(21)申请号 201980052586.7

(22)申请日 2019.07.21

(65)同一申请的已公布的文献号 

申请公布号 CN 112543651 A

(43)申请公布日 2021.03.23

(30)优先权数据

62/715,666 2018.08.07 US

(85)PCT国际申请进入国家阶段日

2021.02.05

(86)PCT国际申请的申请数据

PCT/US2019/042726 2019.07.21

(87)PCT国际申请的公布数据

WO2020/033129 EN 2020.02.13

(73)专利权人 普渡研究基金会

地址 美国印第安纳州

(72)发明人 菲利普·斯图尔特·罗吾　张泊宁　

约翰·V·拿破仑　

(74)专利代理机构 北京集佳知识产权代理有限

公司 11227

专利代理师 郑斌　刘振佳

(51)Int.Cl.

A61K 49/00(2006.01)

(56)对比文件

CN 106459989 A,2017.02.22

US 2009092582 A1,2009.04.09

审查员 张素芳

 

(54)发明名称

使CAR T细胞恢复活力

(57)摘要

本文中提供了与靶向配体缀合的药物载荷，

其被专门设计成递送至耗竭的CAR  T细胞以使这

些CAR  T细胞恢复活力。被靶向的CAR  T细胞以融

合受体进行修饰，所述融合受体可与所述靶向配

体结合并且使所缀合的药物载荷内化，以执行其

对耗竭的CAR  T细胞的调节功能。
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1.使耗竭的经典CAR  T细胞恢复活力的系统，其包含至少两种组分：第一组分是包含与

载荷药物共价连接的靶向配体的缀合物；并且第二组分是与膜锚定模块连接的靶向配体结

合模块，其中所述第二组分的所述靶向配体结合模块以高亲和力识别所述第一组分中的所

述靶向配体以形成复合物，所述载荷药物阻断所述耗竭的经典CAR  T的抑制性信号传导，或

者通过抗原非依赖性途径重新激活所述CAR  T，并且其中所述膜锚定模块介导该双组分复

合物内化到所述耗竭的CAR  T细胞中，其中所述第一组分是具有以下结构的荧光素‑TLR7激

动剂：

2.使耗竭的经典CAR  T细胞恢复活力的系统，其包含至少两种组分：第一组分是包含与

载荷药物共价连接的靶向配体的缀合物；并且第二组分是与膜锚定模块连接的靶向配体结

合模块，其中所述第二组分的所述靶向配体结合模块以高亲和力识别所述第一组分中的所

述靶向配体以形成复合物，所述载荷药物阻断所述耗竭的经典CAR  T的抑制性信号传导，或

者通过抗原非依赖性途径重新激活所述CAR  T，并且其中所述膜锚定模块介导该双组分复

合物内化到所述耗竭的CAR  T细胞中，其中所述第一组分是具有以下结构的FK506‑TLR7激

动剂：

3.根据权利要求1或2所述的系统，其中所述第二组分的所述靶向配体结合模块包含抗

FITC抗体片段、抗荧光素抗体片段或FKBP。

4.根据权利要求1或2所述的系统，其中所述膜锚定模块是叶酸受体。

5.根据权利要求1或2所述的系统，其中所述配体结合模块是叶酸受体α。

6.根据权利要求1或2所述的系统，其中所述靶向配体与所述配体结合模块之间的结合

亲和力在亚纳摩范围内。

7.包含缀合物的第一组分和包含与耗竭的CAR构建体连接的融合受体的第二组分在制
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备用于在使耗竭的CAR  T细胞恢复活力的方法中使用的药物中的用途，所述方法包括：

a.向所述耗竭的CAR  T细胞提供所述第一组分，其中所述缀合物包含通过可释放或不

可释放的接头与药物载荷共价连接的靶向配体；

b.向所述耗竭的CAR  T细胞提供所述第二组分，其中所述融合受体包含靶向配体结合

模块和膜结合受体模块；

c.使所述第二组分的所述靶向配体结合模块与所述第一组分中的所述靶向配体结合

以形成复合物；

d.使该膜结合CAR模块介导所述复合物向所述耗竭的CAR  T细胞的内化；

e.使所述载荷药物阻断所述耗竭的CAR  T的抑制性信号传导或通过抗原非依赖性途径

重新激活所述CAR  T，

其中所述第一组分是具有以下结构的荧光素‑TLR7激动剂：

8.包含缀合物的第一组分和包含与耗竭的CAR构建体连接的融合受体的第二组分在制

备用于在使耗竭的CAR  T细胞恢复活力的方法中使用的药物中的用途，所述方法包括：

a.向所述耗竭的CAR  T细胞提供所述第一组分，其中所述缀合物包含通过可释放或不

可释放的接头与药物载荷共价连接的靶向配体；

b.向所述耗竭的CAR  T细胞提供所述第二组分，其中所述融合受体包含靶向配体结合

模块和膜结合受体模块；

c.使所述第二组分的所述靶向配体结合模块与所述第一组分中的所述靶向配体结合

以形成复合物；

d.使该膜结合CAR模块介导所述复合物向所述耗竭的CAR  T细胞的内化；

e.使所述载荷药物阻断所述耗竭的CAR  T的抑制性信号传导或通过抗原非依赖性途径

重新激活所述CAR  T，

其中所述第一组分是具有以下结构的FK506‑TLR7激动剂：
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9.根据权利要求7或8所述的用途，其中所述载荷药物在所述耗竭的CAR  T的内体中执

行其功能，并且所述靶向配体与所述载荷药物通过不可释放的接头连接。

10.根据权利要求7或8所述的用途，其中所述载荷药物作为所述耗竭的CAR  T的胞质溶

胶中的游离药物执行其功能，并且所述靶向配体与所述载荷药物通过可释放的接头连接。

11.根据权利要求7或8所述的用途，其中所述第二组分的所述靶向配体结合模块是抗

FITC、抗荧光素抗体片段或FKBP。

12.根据权利要求7或8所述的用途，其中所述膜锚定模块是叶酸受体。

13.根据权利要求7或8所述的用途，其中所述配体结合模块是叶酸受体α。
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使CAR  T细胞恢复活力

技术领域

[0001] 本公开内容提供了使癌抗原耗竭的嵌合抗原受体T(chimeric  antigen  receptor 

T，CAR  T)细胞恢复活力(rejuvenate)的系统。具体地，所述系统在经典CAR构建体

(construct)中包含融合受体，其中所述融合受体提供了配体结合模块(ligand  binding 

module)，其识别高亲和力配体‑载荷药物缀合物(ligand‑payload  drug  conjugate)以递

送药物载荷，所述药物载荷被设计成阻断耗竭的CAR  T中的抑制性信号传导或通过抗原非

依赖性途径重新激活CAR  T。

背景技术

[0002] 在过去的二十年中，嵌合抗原受体(CAR)T细胞治疗领域取得了巨大进步。CAR构建

体由四个部分组成：(1)针对肿瘤特异性抗原的胞外结合部分，(2)铰链结构域，(3)跨膜结

构域，以及(4)多种激活结构域(例如，CD28、4‑1BB和CD3ζ链)的组合。在针对CD19阳性B细胞

白血病的CAR  T治疗中取得了最令人印象深刻的成功，其中在多项临床试验中已达到超过

80％的完全缓解率。

[0003] 相比之下，迄今为止已证明通过CAR  T治疗实体瘤更具挑战性。在临床前研究中，

在免疫缺陷小鼠中使用同基因小鼠模型或异种移植肿瘤模型已经取得了巨大的成功。然

而，涉及实体瘤(例如，乳腺癌、卵巢癌或肺癌)的临床试验均没有显示出与对照相比的改

善。通常来说，其具有与其他过继细胞治疗所面临的相同局限性，包括(1)肿瘤穿透性差；

(2)低氧压；(3)免疫抑制性肿瘤微环境，其包括肿瘤相关的巨噬细胞、成纤维细胞和抑制性

细胞因子1。CAR  T细胞与肿瘤浸润淋巴细胞(TIL)一样，可以通过这种抑制性微环境再培养

(re‑educated)并转变为“功能低下”状态，其特征在于共抑制分子(即，PD‑1、Tim‑3、LAG‑3

等)的过表达、降低的INFγ分泌和杀伤能力。来自卵巢癌患者样品的数据显示，大多数PD‑1
+CD8+T细胞缺乏CD  127的表达，已知CD  127对于T细胞中的效应子‑记忆的转变是重要的。

LAG‑3的过表达也与TCR特异性CD8+TIL的效应子功能负相关。此外，PD‑1+LAG‑3+双阳性T细

胞表现出较低的INFγ产生2。类似地，NY‑ESO‑1  TCR特异人T细胞在小鼠实体瘤模型中功能

低下，表明由于微环境和通过持续暴露于抗原对T细胞的持续激活二者造成的共抑制分子

的高表达和低效的抗肿瘤效果3。因此，为了更好的实体瘤治疗，非常期望逆转抑制性微环

境，更重要的是，使耗竭的CAR  T细胞恢复活力。

[0004] 发明概述

[0005] 本公开内容提供了使耗竭的经典CAR  T细胞恢复活力的系统。所述系统包含至少

两种组分：第一组分是包含与药物载荷共价连接的靶向配体的缀合物；并且第二组分是与

膜锚定模块(membrane‑anchoring  module)连接的靶向配体结合模块。第二组分的靶向配

体结合模块以高亲和力识别第一组分中的靶向配体以形成复合物，并且载荷药物阻断耗竭

的CAR  T的抑制性信号传导，或者通过抗原非依赖性途径重新激活所述CAR  T。膜锚定模块

介导该双组分复合物内化到耗竭的CAR  T细胞中。

[0006] 在一些优选的实施方案中，前述第一组分的靶向配体是叶酸(folate)、FITC或
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FK506。

[0007] 在一些优选的实施方案中，前述第二组分的靶向配体结合模块包含叶酸受体、抗

FITC抗体片段或FKBP。

[0008] 在一些优选的实施方案中，前述膜锚定模块是叶酸受体。

[0009] 在一些优选的实施方案中，前述第一组分包含在靶向配体与载荷药物之间的可释

放的接头(linker)。

[0010] 在一些优选的实施方案中，前述第一组分包含在靶向配体与载荷药物之间的不可

释放的接头。

[0011] 在一些优选的实施方案中，前述靶向配体与靶向配体结合模块之间的结合亲和力

在亚纳摩范围(sub‑nanomolar  range)内。

[0012] 在一些优选的实施方案中，前述药物载荷是Toll样受体7(Toll  Like  Receptor 

7，TLR7)激动剂或干扰素基因刺激物(Simulator  of  interferon  genes，STING)激动剂。

[0013] 在一些优选的实施方案中，前述药物载荷是以下蛋白质的抑制剂：SHP1/2、TC‑PTP

或DGKα、TGFβ。

[0014] 在一些优选的实施方案中，前述TLR7激动剂具有以下结构：

[0015]

[0016] 在一些优选的实施方案中，前述第一组分是具有以下结构的荧光素‑TLR7激动剂：

[0017]

[0018] 在一些优选的实施方案中，前述第一组分是具有以下结构的FK506‑TLR7激动剂：
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[0019]

[0020] 在一些优选的实施方式中，前述第一组分是以下之一：

[0021]

[0022] 在一些优选的实施方案中，前述第一组分包含选自以下TC‑PTP磷酸酶抑制剂的载

荷药物：

[0023]

[0024] 在一些优选的实施方案中，前述磷酸酶抑制剂与荧光素或FK506(他克莫司)连接

以形成以下结构：

说　明　书 3/24 页

7

CN 112543651 B

7



[0025]

[0026] 在一些优选的实施方案中，前述第一组分中的载荷药物包含以下结构之一的

STING激动剂：

[0027]

[0028] 在一些优选的实施方案中，前述第一组分在靶向配体与载荷药物之间包含间隔基

(spacer)，所述间隔基选自以下结构：
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[0029]

[0030] 本公开内容还提供了使耗竭的CAR  T细胞恢复活力的方法。所述方法包括以下步

骤：

[0031] a .向耗竭的CAR  T细胞提供包含缀合物的第一组分，其中所述缀合物包含通过可

释放或不可释放的接头与药物载荷共价连接的靶向配体；

[0032] b.向所述耗竭的CAR  T细胞提供包含与耗竭的CAR构建体连接的融合受体的第二

组分，其中所述融合受体包含靶向配体结合模块和膜锚定模块；

[0033] c.使第二组分的靶向配体结合模块与第一组分中的靶向配体结合以形成复合物；

[0034] d.使膜锚定模块介导复合物向耗竭的CAR  T细胞的内化；

[0035] e.使载荷药物阻断耗竭的CAR  T的抑制性信号传导或通过抗原非依赖性途径重新

激活所述CAR  T。

[0036] 在一些优选的实施方案中，前述方法携带在耗竭的CAR  T的内体中执行其功能的

载荷药物，并且靶向配体与载荷药物通过不可释放的接头连接。

[0037] 在一些优选的实施方案中，前述方法携带作为耗竭的CAR  T的胞质溶胶中的游离

药物执行其功能的载荷药物，并且靶向配体与载荷药物通过可释放的接头连接。

[0038] 在一些优选的实施方案中，前述方法中第一组分的靶向配体是叶酸、FITC或

FK506。

[0039] 在一些优选的实施方案中，前述方法中第二组分的靶向配体结合模块是抗FITC、

叶酸受体或FKBP。

[0040] 在一些优选的实施方案中，前述方法中第二组分的靶向配体结合模块是叶酸受体

α(FRa)。

[0041] 在一些优选的实施方案中，前述方法中第一组分的药物载荷是Toll样受体7

(TLR7)激动剂或干扰素基因刺激物(STING)激动剂。

[0042] 在一些优选的实施方案中，前述方法中第一组分的药物载荷是以下蛋白质的抑制

剂：SHP1/2、TC‑PTP或DGKα、TGFβ。

[0043] 在一些优选的实施方案中，前述方法中TLR7激动剂具有以下结构：

说　明　书 5/24 页

9

CN 112543651 B

9



[0044]

[0045] 在一些优选的实施方案中，前述方法中第一组分是具有以下结构的荧光素‑TLR7

激动剂：

[0046]

[0047] 在一些优选的实施方案中，前述方法中第一组分是具有以下结构的FK506‑TLR7激

动剂：

[0048]

[0049] 在一些优选的实施方案中，前述方法中第一组分是：
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[0050]

[0051] 在一些优选的实施方案中，前述方法中第一组分包含选自以下TC‑PTP磷酸酶抑制

剂的载荷药物：

[0052]

[0053] 在一些优选的实施方案中，前述方法中第一组分包含磷酸酶抑制剂，其与荧光素

或FK506(他克莫司)连接以形成以下结构：

[0054]

[0055]

[0056] 在一些优选的实施方案中，前述方法中第一组分包含以下结构的STING激动剂的

载荷药物：
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[0057]

[0058] 在一些优选的实施方案中，前述方法中的第一组分包含在靶向配体与载荷药物之

间的间隔基，所述间隔基选自以下结构：

[0059]

[0060] 参考以下附图、相关说明和权利要求书，将更好地理解本发明的这些和其他特征、

方面和优点。

[0061] 附图简述

[0062] 图1.  1a，耗竭模型的图示说明。1b，在体外新鲜Raji细胞刺激3次之后抗CD19  CAR 

T细胞变得耗竭，如通过降低的杀伤作用显示的。

[0063] 图2.秘密通道(secret  passageway)的图示说明。FKBP或抗FITC与FRa连接作为融

合受体，其不断内化并且将FK506或FITC连接的载荷递送到细胞中。

[0064] 图3.FK506和FITC与相应融合受体的结合亲和力。FK506‑罗丹明对FKBP‑FR融合受

体显示Kd＝3.39nM，而FITC‑AF647对抗FITC‑FR显示Kd＝8.03nM。

[0065] 图4.  4a，TLR7激动剂的结构。4b，TLR7激动剂对耗竭的抗CD19  CAR  T细胞的恢复

活力作用，表现为提高的杀伤作用、INFr水平和降低的共抑制分子水平。

[0066] 图5.TLR7激动剂的化学结构。

[0067] 图6.用于诱导CAR  T细胞耗竭的体外模型。(A)将CD19+Raji与抗CD19CAR  T细胞以

1∶1的比例共培养，每12小时添加新鲜的Raji细胞。(B)随着刺激次数(添加Raji细胞的次

数)增加，CAR  T细胞的裂解作用逐渐降低。CD19‑K562细胞用作对照。(C)CD4和CD8阳性CAR 

T细胞中stim1和stim3的共抑制分子PD‑1、LAG3和Tim3的表达水平变化。
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[0068] 图7.TLR7激动剂和PTP1b抑制剂使耗竭的CAR  T细胞恢复活力的作用的评价。(A)

TLR7激动剂和PTP1b抑制剂的化学结构。(B至C)将耗竭的CAR  T细胞与不同浓度的TLR7激动

剂和PTP1b抑制剂一起孵育，通过裂解作用和INFγ(B)以及孵育之后PD‑1LAG‑3和Tim3的表

达水平(C)进行监测。*表示p值＜0.05，**＜0.01，ns＝不显著。

[0069] 图8.TLR7激动剂用于不可释放的配体靶向递送的潜在衍生位点的评价。(A)TLR7

激动剂类似物的化学结构。(B)将耗竭的CAR  T细胞与不同浓度的TLR7类似物一起孵育，测

量裂解作用并且与未处理组进行比较。

[0070] 图9.使用FITC作为靶向配体的TLR7激动剂的可释放和不可释放靶向递送的设计

和评价。(A)FITC‑TLR7激动剂的化学结构的图示。(B)将耗竭的CAR  T细胞与不同浓度的可

释放的FITC‑TLR7和不可释放的FITC‑JTLR7激动剂一起孵育，测量裂解作用并且与未处理

组进行比较。*表示p值＜0.05，**＜0.01，ns＝不显著。(C)左侧，与FITC  scFv(灰色)结合的

FITC(绿色)的晶体结构(PDB：1X9Q，左侧)，FITC到FTIC  scFv边缘之间的距离测量为约

右侧，类似地，显示了与TLR7(灰色)结合的R‑848(红色)的晶体结构(PDB：5GMF)，R‑

848到TLR7边缘之间的距离为约 (D)图示出了用于不可释放的FITC‑TLR7激动剂的两

种可能的工作机制，“到达(Reaching)”或“跳跃(Jumping)”模式。

[0071] 图10.可用于靶向配体‑载荷缀合物设计的可变刚性和疏水性的化学接头。

[0072] 发明详述

[0073] 尽管在本文的附图和说明中详细示出和描述了本公开内容的概念，但是附图及其

说明中的结果在特征上应被认为是示例性的而不是限制性的；应当理解，仅示出和描述了

示例性实施方案，并且希望保护落入本公开内容精神内的所有改变和修改。

[0074] 除非另有定义，否则科学和技术术语具有与本公开内容所属领域的普通技术人员

的通常理解相同的含义。

[0075] 嵌合抗原受体(CAR)T细胞治疗最近在治疗多种类型的造血癌症中获得了实质性

的成功。同时，人们还应该认识到，一些淋巴瘤和大多数实体瘤病例在CAR  T细胞治疗的情

况下仍然具有非常低的响应率或高的复发率。这主要是由于以下三种原因之一或组合：1.

在CAR  T细胞的选择压力下出现了抗原阴性癌细胞集落，如在用抗CD  19  CAR  T细胞治疗的

CD  19阴性ALL复发的情况中看到的；2.由于异常的肿瘤脉管系统、密集的基质屏障和抑制

性微环境，实体瘤中CAR  T细胞的初始归巢和增殖受阻；3.持续肿瘤抗原暴露之后，CAR  T细

胞逐渐耗竭并且裂解作用降低。假设对于给定的实体瘤患者不存在抗原丢失(通过活检采

样验证)，则CAR  T细胞治疗潜在失败的原因很可能是由后两种原因引起的。因此，为了提高

CAR  T细胞在实体瘤中的效力，非常期望用于CAR  T细胞的体内评价和恢复活力的实用方

法。

[0076] 在这里，我们描述了CAR  T细胞中私有通道融合受体的新设计，作为实现这两个目

标的通用平台。该FITC‑FR融合受体由两部分构成，位于N端的作为配体结合结构域的针对

FITC的scFv，以及位于C端的作为GPI锚定和内化结构域的FRα。当在CAR  T细胞上独立表达

时，FITC‑FR融合受体可以被FITC‑免疫激动剂特异性靶向，以克服抑制性肿瘤微环境中CAR 

T细胞的耗竭状态。这些免疫激动剂通常会引起强烈的自身免疫副作用，并且现在可以以

FITC靶向形式全身给药并安全地递送至FITC‑FR阳性CAR  T细胞。在过去的几十年中，该领

域在细胞类型、递送方法和合适的疾病模型方面取得了巨大的进步。就细胞类型而言，目前
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的细胞治疗可大致分为嵌合抗原受体(CAR)、用于肿瘤模型的细胞和基于干细胞的再生医

学。

[0077] CAR  T也称为嵌合T细胞受体、嵌合免疫受体或人工T细胞受体，其能够使免疫效应

细胞(通常为T细胞或NK细胞)识别具有相应抗原的靶细胞并发挥其细胞毒活性。CAR‑T技术

的出现和发展为某些类型的癌症带来了希望，这继而使CAR‑T成为生物医学研究和临床研

究两个领域的超级明星。在美国申请No.15/296,666(其内容通过引用完整并入)中公开了

一些传统的和改进的CAR  T细胞设计。在‘666申请中，通过提供表达CAR的细胞毒性淋巴细

胞来产生CAR系统，所述CAR靶向不被所治疗的对象的细胞产生或表达的部分。因此，该CAR

系统允许将细胞毒性淋巴细胞集中靶向至靶细胞，例如癌细胞。被靶向的部分是还包含肿

瘤细胞受体的配体的小缀合分子(SCM)的一部分。与表达CAR的细胞毒性淋巴细胞一起施用

SCM导致将细胞毒性淋巴细胞应答仅靶向表达与SCM结合的肿瘤受体的那些细胞。

[0078] 尽管CAR  T细胞治疗在研究和临床应用领域二者都取得了飞速的发展，但是存在

着伴随CAR  T治疗的担忧。一种致命的副作用是因肿瘤细胞的快速裂解产生细胞因子风暴，

以及其杀伤带有CAR的正常细胞。为了克服这些副作用，在PCT/US2018/018557(其内容通过

引用完整并入)中开发了将具有特定药物载荷的CAR  T细胞靶向递送至靶肿瘤细胞以控制

这样的副作用的方法。简单地说，工程化蛋白与高亲和力靶向配体偶联，其中该靶向配体携

带至少一种药物载荷，所述药物载荷待通过工程化蛋白被CAR  T细胞内化以调节移植的细

胞的治疗效果。

[0079] CAR  T治疗的另一个局限性是其在癌抗原的反复刺激之后变得耗竭的趋势。证明

了T细胞的耗竭表型的可逆性，因为从实体瘤组织分离的T细胞如果在重新刺激之前保持远

离抗原(“静止”)过夜，则表现出较高INFγ分泌和杀伤作用4。然而，如果可以使用药物以更

临床相关的方式实现恢复活力，则将更具吸引力：阻断抑制性信号传导或通过其他途径激

活T细胞。在临床上，靶向检查点抑制剂(即PD‑1、CTLA‑4等)的抗体在实体瘤中已显示出一

定的成功，然而，经常发现需要组合的两种或更多种靶标56。此外，抗体治疗在实体瘤中具有

差的穿透性。因此，较少看到关于实体瘤中CAR  T与检查点抑制剂抗体的联合治疗的报道。

抑制介导TCR失活的磷酸酶(例如SHP1/27和TC‑PTP8)是阻断抑制途径的另一种方法。这些磷

酸酶的敲除实验和小分子抑制剂二者均显示出降低TCR阈值和提高T细胞活性的强效作用，

但它们均未用于CAR  T治疗。DGKα是TCR信号传导的另一种生理抑制剂并且其在耗竭的TIL

中过表达。DGKα将DAG分解代谢为PA，从而降低DAG水平，其导致Ras和MARK  ERK信号传导减

弱。DGKα抑制剂恢复脱粒并提高TIL和CAR  T的杀伤作用39。使T细胞恢复活力的另一种方法

是通过抗原非依赖性途径激活它。已知某些病原体模式识别(PPR)受体(包括Toll样受体

(TLR))确实在包括T细胞在内的非髓样细胞群上表达，并且可以以类似的方式激活。研究还

表明，TLR210、411和7/812  13激动剂可以激活CD8  T细胞并且提高INFγ分泌。然而，由于TLR激

动剂的全身给药的强烈副作用14，这些激动剂均未用于CAR  T治疗中以重新激活T细胞或改

变免疫抑制性微环境。TLR激动剂对肿瘤细胞本身的争议性作用也阻碍了这一过程15。干扰

素基因刺激物(STING)是在外周淋巴组织中的造血细胞(包括T细胞、髓样细胞和单核细胞)

中广泛表达的胞质溶胶DNA传感器(CDS)。STING激动剂已被用作许多免疫治疗的免疫刺激

剂，并且在CAR  T治疗中也可能具有显著的作用。然而，尽管前述抑制剂和激动剂可能对CAR 

T细胞具有显著的恢复活力作用，但由于其高度强效的促炎功能，如果全身给药，则很可能
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可引起严重的副作用。因此，非常期望将潜在载荷靶向递送至CAR  T细胞。

[0080] 为了解决特异性递送问题，我们设计了秘密通道平台，其可以在T细胞中与CAR构

建体一起表达，使得某些载荷可以全身给药并且仅在CAR  T细胞内特异性积累，而不接触其

他细胞。该系统由通过T2A自剪切序列连接的融合受体和经典CAR构建体组成。融合受体包

含两部分：(1)配体结合模块，其可以识别高亲和力配体‑载荷缀合物；(2)膜结合受体模块，

其可以介导受体/缀合物复合物内化到细胞中。针对部分1选择了两个蛋白质/配体对：

FKBP/FK506以及针对FITC的scFv(4M5.3)/FITC，这是因为以下原因：(1)在天然细胞膜上不

存在FKBP或4M5.3确保了将载荷特异性递送至融合受体阳性CAR  T细胞，从而降低了对其他

细胞的副作用；(2)蛋白质/配体对之间的亚纳摩结合亲和力促进了靶细胞内足够的载荷积

累。对于部分2中的膜结合受体，选择了叶酸受体α(FRa)，因为其具有固有内化特性而与叶

酸的结合无关16。我们还设计了靶标‑载荷连接系统，其中根据靶标，载荷可通过不可释放的

接头或二硫键可释放接头与靶向配体连接。更具体地，由于TLR7位于内体中，所以秘密通道

递送的TLR7激动剂在通过受体介导的内化进入内体后就可以尽快发挥其功能。因此，在这

种情况下，不需要可释放的接头。而对于位于胞质溶胶而不是内体中的其他靶标，例如

SHP1/2、TC‑PTP、DGK、TGFβ和STING，从靶标‑载荷缀合物中释放游离药物对于从内体逃逸是

必要的。总之，这个秘密通道系统提供了用于将多种载荷特异性体内递送至耗竭的CAR  T细

胞的通用平台。

[0081] 通过以下实验实施例将更好地理解本发明的这些和其他特征、方面和优点。

[0082] 方法：

[0083] 抗CD19  CAR  T细胞的耗竭和药物处理：

[0084] 将抗CD19  CAR  T细胞与Raji以1∶1的比例在6孔板中共培养，同时每12小时向相同

孔添加新鲜Raji细胞。通过流式细胞术计数来定量杀伤作用和共抑制标志物。对于药物处

理，在用Raji细胞刺激4轮之后，将耗竭的抗CD19  CAR  T与不同浓度的药物一起再孵育12小

时，然后类似地进行定量。

[0085] 靶向配体结合测定

[0086] 将融合受体阳性细胞与不同浓度不同的某些配体‑染料分子在4度下一起孵育30

分钟。孵育之后，将细胞用PBS清洗两次，然后进行流式细胞术。MFI或位移百分比用于结合

曲线和Kd的计算。

[0087] 材料

[0088] 细胞系和人T细胞

[0089] 含有10％热灭活的胎牛血清和1％青霉素‑链霉素的DMEM(Gibco)用于培养MDAMB‑

231和MDA‑MB‑231  CD19+细胞。通过Ficoll密度梯度离心(GE  Healthcare  Lifesciences，#

17‑5442‑02)从获自健康志愿者的人全血中分离外周血单核细胞(PBMC)。使用EasySepTM人T

细胞分离试剂盒(STEM  CELL  technologies，#17951)从PBMC中富集纯CD3+T细胞。

[0090] 用于耗竭的CAR  T细胞的体外恢复活力的潜在载荷的评价

[0091] 将抗CD19  CAR  T细胞与CD19+Raji细胞以1∶1的比例在12孔板中以每孔2×106个

CAR  T和2×106个Raji细胞的密度共培养，每12小时添加新的Raji细胞，添加三次，然后测

试Raji细胞群、裂解作用和共抑制受体以确认CAR  T细胞的耗竭。流式细胞术和基于萤光素

酶的测定二者用于定量裂解作用。为了测试潜在载荷的恢复活力效力，然后将这种细胞混
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合物转移到96孔板，每孔约2×105个细胞，并且添加不同浓度的药物。12小时之后，再次测

试Raji细胞群、裂解作用和共抑制受体并且与PBS处理组进行比较。

实施例

[0092] 实施例1.体外抗CD19  CAR  T细胞的耗竭

[0093] 在该实施例中，我们说明了耗竭的CAR  T细胞的模型。简单地说，图1a示出了如方

法部分中所述将Raji细胞(一种B淋巴瘤细胞)与FMC63  CAR  T细胞(一种抗CD19  CAR  T细

胞)共培养，并且连续三天每12小时向共培养物添加新鲜Raji细胞。图1b示出了这些CAR  T

细胞在体外通过新鲜Raji细胞刺激3次之后变得耗竭，如通过降低的杀伤作用指示的。共培

养的K562细胞用作阴性对照。

[0094] 实施例2.秘密通道的设计

[0095] 在该实施例中，我们表明将载荷药物递送至靶细胞类型的秘密通道的图示说明。

FKBP或抗FITC与FRa连接作为融合受体，其能够结合与特定药物载荷连接的靶向配体FK506

或FITC。由于FRa的性质，其不断内化并且将FK506或FITC连接的载荷递送到CAR  T细胞中。

因此，在该实施例中，当CAR  T通过CAR与其靶细胞结合时，CAR  T表面上的抗CD  19分子结合

癌细胞的CD‑19，CAR  T内部的递送的载荷药物可以执行其功能，即基于载荷功能来调节CAR 

T活性。例如，一些载荷药物可以在必要时被引导对PD‑1、CTLA4或LAG3  T细胞功能调节分子

发挥作用以使CAR  T恢复活力。

[0096] 实施例3.通过TLR7激动剂逆转耗竭的抗CD19  CAR  T细胞

[0097] 在该实施例中，我们表明靶向配体FK506或FITC成功地结合其各自的融合受体(通

过G4S连接至叶酸受体的FKBP或FITC‑AF647)。在该实施例中，载荷药物是成像剂罗丹明，以

显示载荷在融合受体转染的Jurkat细胞中的分布。FK506和FITC的结合亲和力通过竞争性

结合来计算，并且FK506‑罗丹明对FKBP‑FR融合受体显示Kd＝3.39nM，而FITC‑AF647对抗

FITC‑FR显示Kd＝8.03nM。

[0098] 实施例4.潜在的可释放和不可释放的FK506‑TLR7激动剂和FITC‑TLR7激动剂的设

计

[0099] 在该实施例中，我们提供了具有以下结构的与Toll样受体7激动剂缀合的靶向配

体FK506以处理耗竭的CAR  T细胞。当TLR7激动剂载荷药物靶向耗竭的CAR  T细胞时，观察到

增强的杀伤作用剂量依赖性模式。因此，CAR  T活性的指示因子IFNγ表达水平相对于载荷

药物浓度以剂量依赖性方式升高；并且T细胞效应抑制分子Tim  3的表达水平呈反剂量依赖

性方式，即Tim  3的表达随载荷药物浓度的增加而降低。

[0100] FK506‑TLR7激动剂缀合物应具有以下给出的结构之一：
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[0101]

[0102] 类似地，荧光素‑TLR7激动剂缀合物应具有以下给出的结构之一，并且如果功能性

CAR  T具有抗FITC融合受体，则使耗竭的CAR  T恢复活力：

[0103]

[0104] 实施例5.用于使耗竭的CAR  T细胞恢复活力的其他潜在载荷的设计

[0105] 在该实施例中，我们提供了可以以较低的纳摩范围效价逆转CAR  T耗竭的其他潜

在载荷的结构列表。

[0106] 1)TC‑PTP磷酸酶抑制剂应具有以下结构：

[0107]

[0108] 上述磷酸酶抑制剂可以通过以下方式与荧光素或FK506(他克莫司)连接：
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[0109]

[0110] 2)STING激动剂应具有以下结构：

[0111]

[0112] 实施例6.靶向配体与潜在载荷之间的间隔基的设计

[0113] 以下是可用于连接靶向配体和任何潜在载荷的间隔基的列表：

[0114]

[0115] 实施例7.磷酸酶抑制剂和TLR7激动剂使耗竭的CAR  T细胞恢复活力的能力的评价

[0116] CAR  T细胞治疗在实体瘤中的一个主要局限性是其在用癌抗原重复刺激之后变得
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耗竭的趋势。然而，这种现象并非CAR  T细胞特有的，在慢性病毒感染4和肿瘤浸润淋巴细胞5

二者中均有描述。T细胞的耗竭表型的可逆性已在研究中得到证实，其中从实体瘤组织分离

的T细胞如果在重新刺激之前保持远离抗原(“静止”)过夜，则表现出较高INFγ分泌和杀伤

作用57。然而，如果可以使用市售治疗剂以临床上更相关的方式实现恢复活力，则将更具吸

引力：阻断抑制性信号传导或通过其他途径激活T细胞。靶向检查点抑制剂(即PD‑1、CTLA‑4

等)的抗体在临床的实体瘤中已显示出一些成功151，然而，经常发现需要组合的两种或更多

种靶标。此外，抗体治疗在实体瘤中还具有差的穿透性，并且这可能导致针对实体瘤中CAR 

T细胞与检查点阻断(ICB)的联合治疗的报道较少。

[0117] 抑制介导TCR失活的磷酸酶(例如SHP1/2和TC‑PTP)是阻断递补CAR  T信号传导

(tonic  CAR  T  signaling)的潜在途径。SHP1/2磷酸酶负责介导来自PD‑1和其他耗竭标志

物的信号。数据表明，SHP1/2磷酸酶抑制剂或沉默可以提高T细胞和CAR  T细胞的活性6‑9。已

知TC‑PTP是T细胞活性信号传导的重要参与者。具有T细胞特异性TC‑PTP缺陷的小鼠由于提

高的抗原驱动的T细胞活化而具有提高的对炎症和自身免疫的易感性。TC‑PTP使TCR下游的

Src家族激酶失活，从而导致TCR激活的阈值11。尽管这些磷酸酶的敲除实验和小分子抑制剂

二者均显示出降低TCR阈值和提高T细胞活性的强效作用，但它们均未用于CAR  T治疗。代表

性的SHP1/2抑制剂具有以下结构：

[0118]

[0119] 使T细胞恢复活力的另一种方法是通过抗原非依赖性先天免疫受体的参与来增强

其活性。已知某些病原体模式识别(PPR)受体C包括Toll样受体(TLR))确实在包括T细胞在

内的非髓样细胞群上表达，并且可以以类似的方式激活。研究还表明，TLR7/8激动剂和TCR

信号传导的共刺激可以激活CD8  T细胞并且提高INFγ分泌13。然而，由于TLR激动剂的全身

给药的强烈副作用，这些激动剂均未用于CAR  T治疗中以重新激活T细胞或改变免疫抑制性

微环境。TLR激动剂对肿瘤细胞的争议性作用也阻碍了TLR激动剂用于癌症免疫治疗的使

用。因此，非常期望将潜在的载荷靶向递送至CAR  T细胞。在文献中发现了一种强效的TLR7

激动剂(图7A)，其比FDA批准的咪喹莫特强约40倍。

[0120] 为了建立如图6所示的体外筛选模型，将抗CD19  CAR  T细胞暴露于4轮CD19阳性

Raji细胞的添加，并且变得耗竭，如通过体外共培养模型中逐渐降低的裂解活性以及提高

的共抑制标志物标记的。值得注意的是，培养基对于引入CAR  T耗竭是重要的，并且在整个

过程中都需要保持相同，而无需新的补充或更换。这表明由癌细胞和/或CAR  T细胞释放到

培养基中的可溶性组分(最可能是免疫抑制性细胞因子和调节剂(腺苷等))在此过程中发

挥关键作用。这也表明由这种体外模型产生的CAR  T细胞的耗竭处于相当柔韧而不是不可
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逆的状态。

[0121] 与未处理组相比，用选择的TLR7激动剂和PTP1b(与TC‑PTP26高度同源)抑制剂27处

理已经耗竭的CAR  T细胞显示能够重新激活它们(图7)。然而，在除Tim3外的共抑制标志物

的表达水平中未见明显变化。如图7C所示，PTP1b抑制剂一般性地没有表现出与TLR7激动剂

一样强的再活化作用。不受任何理论的束缚，该结果可能是由于目前的体外筛选模型所致，

其中研究的是耗竭的“逆转”而不是“阻止”，并且在耗竭状态下磷酸酶已经“沉默”，因此其

抑制将几乎没有效果。用于未来研究的经修改的筛选模型将通过在所有培养开始时添加药

物并保持其余设置不变来测试磷酸酶抑制剂和其他药物的效果，重点是耗竭的“阻止”。以

这种方式，可以看到磷酸酶的抑制是否可以降低CAR  T的递补信号传导，同时仍保持功能性

杀伤作用。在下面的研究中，我们将主要关注TLR7激动剂。

[0122] 由于TLR7是存在于内体中的4个TLR家族成员之一，因此推测TLR7激动剂与我们的

秘密通道靶向配体之间的不可释放的接头将保留其TLR7激动剂功能28。为此，制备了多种

TLR7激动剂类似物并进行了测试，以找到合适的用于连接的衍生位点。如图8所示，在哌啶

环上具有CH2OH延伸的TLR7激动剂与母体药物相比具有甚至更高的活性。因此，该衍生位点

将用于不可释放的缀合物。还已经合成了二硫键连接的自牺牲形式(self‑immolative 

form)。为了理解该TLR7激动剂到达其自身靶标所需的距离，为不可释放的FITC‑TLR7制备

了FITC与TLR7激动剂之间的三种不同长度的接头(PEG3、6、16)。如图9C所示，所有不可释放

的形式都有一定作用，而PEG6化合物显示出最佳的剂量依赖性响应。这些结果表明，TLR7激

动剂可以通过在与FITC‑FR结合时伸出或在TLR与FITC‑FR之间跳跃而与TLR7对接，在这种

情况下，两者之间的接头长度不是关键因素(图9D至E)。由于不可释放的FITC‑TLR7被捕获

在内体内部，并且每个内体的体积比胞质溶胶小得多，因此内体内的TLR7可以更快更迅速

达到其功能浓度，导致较小的IC50。

[0123] 实施例8.用于逆转/阻止CAR  T细胞耗竭的其他潜在载荷

[0124] 除TLR7激动剂外，还有如下所述多种其他潜在的载荷可以逆转/阻止CAR  T细胞的

耗竭。一些靶标目前可能尚无具有适合我们靶向药物递送方法的IC50的激动剂或抑制剂，但

仍值得注意，可以通过其他抑制机制进行探索，例如CRISPR或靶向微RNA(microRNA)递送方

法。

[0125] ·STING激动剂

[0126] IFN基因刺激物(STING)是参与胞质溶胶DNA传感和随后IFN‑β产生的主要衔接子

之一。STING与sdDNA弱缔合，但是与通过cGMP‑AMP合酶(sGAS)合成的内源环状二核苷酸

GMP‑AMP(cGAMP)强烈结合。其主要在巨噬细胞、T细胞、多种DC、内皮细胞以及选择的成纤维

细胞和上皮细胞中表达。STING的研究主要集中于其在巨噬细胞和树突状细胞中的功能，并

且最近一些小组注意到STING激活在T细胞中的直接作用40。STING激动剂可能对T细胞具有

类似的促炎作用。ADU‑S100是临床上探索的许多STING激动剂之一。

[0127] ·DGK‑α抑制剂

[0128] 二酰基甘油激酶‑α(DGK‑α)将TCR信号传导中的第二信使二酰基甘油(DAG)与IP3

一起转换为磷脂酸(PA)。DGK在CD8TIL中比在CD8‑NIL中更高表达，并且其抑制促进了ERK磷

酸化和裂解脱粒41。其还恢复了从体内分离的CAR  TIL的裂解功能5。一些DGK抑制剂结构如

下：
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[0129]

[0130] ·TGFβRI(ALK5)抑制剂

[0131] TGFβ以其在许多免疫细胞(例如T细胞、B细胞和巨噬细胞)中的免疫抑制功能而闻

名。T细胞中I型TGFβ受体(TGFβRI，也称为ALK5)的阻断逆转了肿瘤的免疫抑制环境42。在临

床中利用测试的加尼斯替(galunisertib)(一水合LY2157299)和EW‑7197探索了小分子抑

制剂43  44。

[0132] TGFβ抑制剂的结构如下：

[0133]

[0134] TGFβ抑制剂(LY2157299)。

[0135] ·EZH2抑制剂

[0136] Zeste同源物增强子2(EZH2)是组蛋白H3K27甲基转移酶，其具有与Treg功能的强

相关性。EZH2的遗传或药理破坏驱动肿瘤浸润Treg的促炎功能的获得45。由于慢性病毒感染

中耗竭的CTL还以独特的表观遗传学变化为特征174，因此EZH2抑制剂可能能够逆转这种耗

竭状态。已经开发了EZH2抑制剂的多种小分子，包括CPI1205、EPZ6438和GSK126。

[0137] 因此，FITC‑FR融合受体和相应的FITC靶向免疫激动剂载荷为监测和控制CAR  T细

胞在实体瘤中的归巢和持久性提供了通用平台。由于FITC‑FR融合受体独立于CAR构建体表

达，因此该方法可容易引入到CAR  T细胞中以用于任何抗原。靶向配体‑载荷缀合物的模块

化设计还使其更易于切换和修饰。这种方法结合了细胞治疗和基于小分子的靶向药物递送

的优势，并且可能需要对工程化细胞和相应的配体二者进行额外的表征。

[0138] CAR  T细胞在实体瘤中的成功最可能还需要靶向微环境中其他参与者的多种方法

的组合，例如通过PI3K激酶抑制剂破坏胞外基质，将抗炎M2巨噬细胞重编程为促炎M1表型，

以及癌细胞上降低的MHC分子水平的上调。因此，将在临床前和临床上进行越来越多的联合

治疗研究。然而，与此同时，不能忽略对CAR  T细胞本身的仔细检查和控制，并且在临床上应

该首先使用简单而稳健的系统(如FITC‑FR融合受体)进行优化，然后再将其应用于人。
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