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(57)摘要

本申请涉及用以产生被遗传修饰来表达所

选抗体的B细胞的系统和方法。所述系统和方法

能够用于：免除对经典疫苗接种的需要；提供针

对当前无疫苗接种可用的感染物的保护；当患者

另外经受免疫抑制时提供针对感染物的保护；

和/或提供由治疗性抗体诸如在治疗自体免疫病

症方面提供的益处。
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1.一种体外对B细胞进行遗传工程改造以表达所选抗体的方法，所述方法包括：

将基因编辑剂递送到B细胞，

所述基因编辑剂在B细胞中切割基因组区域，所述基因组区域被靶向以插入遗传构建

体；且

所述遗传构建体包括从5'到3'的：

(i)重链启动子的核苷酸序列；

(ii)编码信号肽的核苷酸序列；

(iii)编码所述所选抗体的轻链的核苷酸序列；

(iv)编码柔性接头的核苷酸序列或跳跃元件的核苷酸序列，其中所述跳跃元件选自自

裂解肽和内部核糖体进入位点IRES；

(v)编码所述所选抗体重链可变区的核苷酸序列；和

(vi)包含剪接接合点的核苷酸序列，所述剪接接合点允许所述抗体剪接于内源性IgH

恒定区，

其中所述基因组区域包含如下所示的序列：

(A)SEQ  ID  NO：2；

(B)SEQ  ID  NO：3；或

(C)SEQ  ID  NO：4，

且其中，在通过所述基因编辑剂切割后，将所述遗传构建体插入SEQ  ID  NO：2，SEQ  ID 

NO：3，或SEQ  ID  NO：4内的IgH恒定区处，从而对B细胞进行遗传工程改造以表达所述所选抗

体。

2.如权利要求1所述的方法，其中所述B细胞的内源性可变重链编码基因组不切除。

3.如权利要求1所述的方法，其中所述基因编辑剂包括引导RNA(gRNA)和核酸酶，

当所述基因组区域为(A)时，所述gRNA的序列如SEQ  ID  NO：308、309、310、311、312、

313、314、315、316、317、318、319、320、321、322、323、324、325、326或327所示；

当所述基因组区域为(B)时，所述gRNA的序列如SEQ  ID  NO：87、328、329、330、331、332、

333、334、335、336、337、338、339、340、341、342、343、344、345或346所示；或

当所述基因组区域为(C)时，所述gRNA的序列如SEQ  ID  NO：347、348、349、350、351、

352、353、354、355、356、357、358、359、360、361、362、363、364、365或366所示。

4.如权利要求1所述的方法，其中所述递送通过电穿孔、纳米粒子或病毒介导的递送来

达成。

5.如权利要求3所述的方法，其中所述gRNA和所述核酸酶通过电穿孔递送，并且所述遗

传构建体作为腺相关病毒载体的一部分加以递送。

6.如权利要求3所述的方法，其中所述核酸酶是Cas9或Cpf1。

7.如权利要求1所述的方法，其中，当所述基因组区域为(A)时，所述重链启动子由SEQ 

ID  NO：111所示的序列组成；或当所述基因组区域为(B)或(C)时，所述重链启动子由SEQ  ID 

NO：128所示的序列组成。

8.如权利要求1所述的方法，其中：

所述信号肽源于人IgH重链，且由SEQ  ID  NO：185、186、187、188、189、190、191或192所

示的氨基酸序列组成；
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所述信号肽源于人IgL轻链，且由SEQ  ID  NO：193或194所示的氨基酸序列组成；或

当所述基因组区域为(A)时，所述信号肽由SEQ  ID  NO：118所示的氨基酸序列组成；或

当所述基因组区域为(B)或(C)时，所述信号肽由SEQ  ID  NO：134所示的氨基酸序列组成。

9.如权利要求1所述的方法，其中所述柔性接头：

由SEQ  ID  NO：116所示的核苷酸序列编码；

由SEQ  ID  NO：122、180、181、182、183或184所示的氨基酸序列组成；或

是包含50‑80个氨基酸的Gly‑Ser接头。

10.如权利要求1所述的方法，其中所述自裂解肽由SEQ  ID  NO：176、177、178或179中所

示的序列组成。

11.如权利要求1所述的方法，其中，当所述基因组区域为(A)时，包含所述剪接接合点

的所述核苷酸序列由SEQ  ID  NO：124或151所示；或当所述基因组区域为(B)或(C)时，包含

所述剪接接合点的所述核苷酸序列由SEQ  ID  NO：139所示。

12.如权利要求1所述的方法，其中所述遗传构建体还编码标签，所述标签由SEQ  ID 

NO：195、196、197、198、199、200、201、202、203或204所示的序列组成。

13.如权利要求1所述的方法，其中所述遗传构建体是腺相关病毒载体的一部分。

14.如权利要求13所述的方法，其中在插入所述遗传构建体后，所述基因组区域包含

SEQ  ID  NO：109所示的序列。

15.如权利要求1所述的方法，其中所述所选抗体包含抗呼吸道合胞病毒RSV抗体、抗人

免疫缺陷病毒HIV抗体、抗百日咳抗体、抗流感病毒抗体、抗艾伯斯坦巴尔病毒EBV抗体或抗

肿瘤坏死因子TNF抗体，

所述抗呼吸道合胞病毒RSV抗体包含：

(a)由SEQ  ID  NO：138所示氨基酸序列组成的可变重链和由SEQ  ID  NO：136所示氨基酸

序列组成的可变轻链；

(b)由SEQ  ID  NO：138所示氨基酸序列组成的可变重链和由SEQ  ID  NO：205所示氨基酸

序列组成的可变轻链；

(c)由SEQ  ID  NO：123所示氨基酸序列组成的可变重链和由SEQ  ID  NO：120所示氨基酸

序列组成的可变轻链；或

(d)由SEQ  ID  NO：123所示氨基酸序列组成的可变重链和由SEQ  ID  NO：206所示氨基酸

序列组成的可变轻链；

所述抗人免疫缺陷病毒HIV抗体包含由SEQ  ID  NO：150所示氨基酸序列组成的可变重

链和由SEQ  ID  NO：149所示氨基酸序列组成的可变轻链

所述抗百日咳抗体包含由SEQ  ID  NO：235所示氨基酸序列组成的可变重链和由SEQ  ID 

NO：236所示氨基酸序列组成的可变轻链；

所述抗流感病毒抗体包含由SEQ  ID  NO：159所示氨基酸序列组成的可变重链和由SEQ 

ID  NO：158所示氨基酸序列组成的可变轻链；

所述抗艾伯斯坦巴尔病毒EBV抗体包含由SEQ  ID  NO：168所示氨基酸序列组成的可变

重链和由SEQ  ID  NO：166所示氨基酸序列组成的可变轻链；

所述抗肿瘤坏死因子TNF抗体包含由SEQ  ID  NO：254所示氨基酸序列组成的可变重链

和由SEQ  ID  NO：255所示氨基酸序列组成的可变轻链。
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16.如权利要求1所述的方法，其中所述所选抗体包括

由SEQ  ID  NO：207组成的CDRH1，由SEQ  ID  NO：208组成的CDRH2，由SEQ  ID  NO：209组成

的CDRH3；由SEQ  ID  NO：210组成的CDRL1，由SEQ  ID  NO：211组成的CDRL2和由SEQ  ID  NO：

212组成的CDRL3；

由SEQ  ID  NO：213组成的CDRH1，由SEQ  ID  NO：214组成的CDRH2，由SEQ  ID  NO：215组成

的CDRH3，由SEQ  ID  NO：216组成的CDRL1，由SEQ  ID  NO：217组成的CDRL2和由SEQ  ID  NO：

218组成的CDRL3；

由SEQ  ID  NO：219组成的CDRH1，由SEQ  ID  NO：220组成的CDRH2，由SEQ  ID  NO：221组成

的CDRH3，由QYGS组成的CDRL1，由SGS组成的CDRL2和由SEQ  ID  NO：222组成的CDRL3；

由SEQ  ID  NO：223组成的CDRH1，由SEQ  ID  NO：224组成的CDRH2，由SEQ  ID  NO：225组成

的CDRH3；由SEQ  ID  NO：226组成的CDRL1，由SEQ  ID  NO：227组成的CDRL2和由SEQ  ID  NO：

228组成的CDRL3；

由SEQ  ID  NO：229组成的CDRH1，由SEQ  ID  NO：230组成的CDRH2，由SEQ  ID  NO：231组成

的CDRH3，由SEQ  ID  NO：232组成的CDRL1，由SEQ  ID  NO：233组成的CDRL2和由SEQ  ID  NO：

234组成的CDRL3；

由SEQ  ID  NO：237组成的CDRH1，由SEQ  ID  NO：238组成的CDRH2，由SEQ  ID  NO：239组成

的CDRH3，由SEQ  ID  NO：240组成的CDRL1，由SEQ  ID  NO：241组成的CDRL2和由SEQ  ID  NO：

242组成的CDRL3；

由SEQ  ID  NO：243组成的CDRH1，由SEQ  ID  NO：244组成的CDRH2，由SEQ  ID  NO：245组成

的CDRH3，由SEQ  ID  NO：246组成的CDRL1，由KTS组成的CDRL2和由SEQ  ID  NO：247组成的

CDRL3；

由SEQ  ID  NO：248组成的CDRH1，由SEQ  ID  NO：249组成的CDRH2，由SEQ  ID  NO：250组成

的CDRH3，由SEQ  ID  NO：251组成的CDRL1，由SEQ  ID  NO：252组成的CDRL2和由SEQ  ID  NO：

253组成的CDRL3；

由SEQ  ID  NO：256组成的CDRH1，由SEQ  ID  NO：257组成的CDRH2和由SEQ  ID  NO：258组

成的CDRH3；由SEQ  ID  NO：259组成的CDRL1，由SEQ  ID  NO：260组成的CDRL2和由SEQ  ID  NO：

261组成的CDRL3；

由SEQ  ID  NO：262组成的CDRH1，由SEQ  ID  NO：263组成的CDRH2和由SEQ  ID  NO：264组

成的CDRH3；由SEQ  ID  NO：265组成的CDRL1，由SEQ  ID  NO：266组成的CDRL2和由SEQ  ID  NO：

267组成的CDRL3；或者

由SEQ  ID  NO：268组成的CDRH1，由SEQ  ID  NO：269组成的CDRH2和由SEQ  ID  NO：270组

成的CDRH3；或由SEQ  ID  NO：271组成的CDRL1，由SEQ  ID  NO：272组成的CDRL2和由SEQ  ID 

NO：273组成的CDRL3。

17.如权利要求1所述的方法，其中所述所选抗体是抗呼吸道合胞病毒RSV抗体、抗人免

疫缺陷病毒HIV抗体、抗登革病毒抗体、抗百日咳博德特氏菌抗体、抗丙型肝炎抗体、抗流感

病毒抗体、抗副流感病毒抗体、抗偏肺病毒MPV抗体、抗巨细胞病毒抗体、抗艾伯斯坦巴尔病

毒抗体；抗单纯疱疹病毒抗体、抗艰难梭菌细菌毒素抗体或抗肿瘤坏死因子TNF抗体。

18.如权利要求1所述的方法，其中所述所选抗体包括：

选自帕利珠单抗、AB1128或ab20745的抗RSV抗体；
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选自10E8、VRC01、ab18633或39/5.4A的抗HIV抗体；

选自抗体55、DB2‑3、ab155042或ab80914的抗登革病毒抗体；

选自MAB8694或C7‑50的抗丙型肝炎抗体；

包括C102的抗流感病毒抗体；

包括MPE8的抗MPV抗体；

选自MCMV5322A、MCMV3068A、LJP538或LJP539的抗CMV抗体；

选自HSV8‑N或MB66的抗HSV抗体；

选自阿克托单抗(actoxumab)或贝兹托单抗(bezlotoxumab)的抗艰难梭菌抗体；或

选自英夫利昔单抗、阿达木单抗、依那西普或塞利珠单抗(certolizumab)的抗TNF抗

体。

19.如权利要求1所述的方法，其中所述遗传构建体包括所述重链启动子的同源臂5'和

所述剪接接合点的同源臂3'。

20.如权利要求19所述的方法，其中所述遗传构建体包括：

如SEQ  ID  NO：102所示的核苷酸序列，其包含编码由SEQ  IDNO：126所示的氨基酸序列

组成的抗RSV抗体的编码序列；

如SEQ  ID  NO：105所示的核苷酸序列，其包含编码由SEQ  ID  NO：152所示的氨基酸序列

组成的抗HIV抗体的编码序列；

如SEQ  ID  NO：106所示的核苷酸序列，其包含编码由SEQ  ID  NO：160所示的氨基酸序列

组成的抗流感病毒抗体的编码序列；或

如SEQ  ID  NO：107所示的核苷酸序列，其包含编码由SEQ  ID  NO：169所示的氨基酸序列

组成的抗EBV抗体的编码序列。

21.如权利要求19所述的方法，其中：

当所述基因组区域为(B)时，5 '同源臂由SEQ  ID  NO：127所示，且3 '同源臂由SEQ  ID 

NO：140所示；

5'同源臂由SEQ  ID  NO：90所示，且3'同源臂由SEQ  ID  NO：91所示；或者

5'同源臂由SEQ  ID  NO：142所示，且3'同源臂由SEQ  ID  NO：143所示。

22.如权利要求19所述的方法，其中

当所述基因组区域包含(B)时，所述遗传构建体包含：

(i)如SEQ  ID  NO：127所示的5'同源臂序列；

(ii)具有SEQ  ID  NO：128所示序列的所述重链启动子；

(iii)编码具有SEQ  ID  NO：134所示氨基酸序列的所述信号肽的编码序列；

(iv)编码具有SEQ  ID  NO：286所示氨基酸序列的所述所选抗体的所述轻链的编码序

列；

(v)编码具有SEQ  ID  NO：122所示氨基酸序列的所述柔性接头的编码序列；

(vi)编码具有SEQ  ID  NO：138所示氨基酸序列组成的所述所选抗体的所述重链可变区

的编码序列；

(vii)具有SEQ  ID  NO：139所示的序列的所述剪接接合点；和

(viii)如SEQ  ID  NO：140所示的3'同源臂序列；

或者
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当所述基因组区域包含(B)时，所述遗传构建体包含：

(i)如SEQ  ID  NO：142所示的5'同源臂序列；

(ii)具有SEQ  ID  NO：128所示的序列的所述重链启动子；

(iii)编码具有SEQ  ID  NO：134118所示的氨基酸序列的所述信号肽的编码序列；

(iv)编码具有SEQ  ID  NO：286所示氨基酸序列的所述所选抗体的轻链的编码序列；

(v)编码具有SEQ  ID  NO：122所示氨基酸序列的所述柔性接头的编码序列；

(vi)编码具有SEQ  ID  NO：138所示氨基酸序列的所述所选抗体的重链可变区的编码序

列；

(vii)具有SEQ  ID  NO：139所示序列的所述剪接接合点；和

(viii)如SEQ  ID  NO：143所示的3'同源臂序列。

23.如权利要求1所述的方法，其中所述B细胞是抗体产生性B细胞、记忆B细胞、原初B细

胞、B1  B细胞或边缘区B细胞。

24.一种B细胞，所述B细胞根据如权利要求1‑23中任一项所述的方法加以修饰。

25.如权利要求24所述的B细胞，其中所述B细胞是抗体分泌性B细胞、记忆B细胞、原初B

细胞、B1  B细胞或边缘区B细胞。

26.一种用于修饰B细胞以表达所选抗体的遗传构建体，所述修饰通过在SEQ  ID  NO：2，

3或4内的IgH恒定区处进行遗传插入而实现，所述遗传构建体包含从5'到3'的：

(i)重链启动子的核苷酸序列；

(ii)编码信号肽的核苷酸序列；

(iii)编码所述所选抗体的轻链的核苷酸序列；

(iv)编码柔性接头的核苷酸序列或跳跃元件的核苷酸序列，其中所述跳跃元件选自自

裂解肽和内部核糖体进入位点IRES；

(v)编码所述所选抗体重链可变区的核苷酸序列；和

(vi)包含剪接接合点的核苷酸序列，所述剪接接合点允许所述抗体剪接于下游内源性

IgH恒定区，

其中剪接接合点用于表达B细胞的内源性重链恒定区，其中重链恒定区适合于B细胞当

前的激活和/或成熟状态。

27.如权利要求26所述的遗传构建体，其中所述遗传构建体包含所述重链启动子的同

源臂5'和所述剪接接合点的同源臂3'。

28.如权利要求27所述的遗传构建体，其中所述遗传构建体包括：

SEQ  ID  NO：102所示的核苷酸序列，其包含编码由SEQ  ID  NO：126所示的氨基酸序列组

成的抗RSV抗体的编码序列；

SEQ  ID  NO：105所示的核苷酸序列，其包含编码由SEQ  ID  NO：152所示的氨基酸序列组

成的抗HIV抗体的编码序列；

SEQ  ID  NO：106所示的核苷酸序列，其包含编码由SEQ  ID  NO：160所示的氨基酸序列组

成的抗流感病毒抗体的编码序列；

SEQ  ID  NO：107所示的核苷酸序列，其包含编码由SEQ  ID  NO：169所示的氨基酸序列组

成的抗EBV抗体的编码序列。

29.如权利要求27所述的遗传构建体，其中
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5'同源臂由SEQ  ID  NO：110或153所示，且3'同源臂由SEQ  ID  NO：125所示；

5'同源臂由SEQ  ID  NO：92所示，且3'同源臂由SEQ  ID  NO：93所示；

5'同源臂由SEQ  ID  NO：94所示，且3'同源臂由SEQ  ID  NO：95所示。

30.如权利要求27所述的遗传构建体，其中

所述遗传构建体包含：

(i)如SEQ  ID  NO：110所示的5'同源臂序列；

(ii)由SEQ  ID  NO：111所示序列组成的所述重链启动子；

(iii)编码由SEQ  ID  NO：118所示氨基酸序列组成的所述信号肽的编码序列；

(iv)编码由SEQ  ID  NO：285所示氨基酸序列组成的所述所选抗体的所述轻链的编码序

列；

(v)编码由SEQ  ID  NO：122所示氨基酸序列组成的所述柔性接头的编码序列；

(vi)编码由SEQ  ID  NO：123所示氨基酸序列组成的所述所选抗体的所述重链可变区的

编码序列；

(vii)由SEQ  ID  NO：124所示的序列组成的所述剪接接合点；和

(viii)如SEQ  ID  NO：125所示的3'同源臂序列；

或者

所述遗传构建体包含：

(i)如SEQ  ID  NO：110所示的5'同源臂序列；

(ii)由SEQ  ID  NO：111所示的序列组成的所述重链启动子；

(iii)编码由SEQ  ID  NO：118所示的氨基酸序列组成的所述信号肽的编码序列；

(iv)编码由SEQ  ID  NO：287所示氨基酸序列组成的所述所选抗体的轻链的编码序列；

(v)编码由SEQ  ID  NO：122所示氨基酸序列组成的所述柔性接头的编码序列；

(vi)编码由SEQ  ID  NO：150所示氨基酸序列组成的所述所选抗体的重链可变区的编码

序列；

(vii)由SEQ  ID  NO：151所示序列组成的所述剪接接合点；和

(viii)如SEQ  ID  NO：125所示的3'同源臂序列；

或者

所述遗传构建体包含：

(i)如SEQ  ID  NO：153所示的5'同源臂序列；

(ii)由SEQ  ID  NO：111所示的序列组成的所述重链启动子；

(iii)编码信号肽的编码序列，该信号肽由SEQ  ID  NO：118所示的氨基酸序列组成；

(iv)编码由SEQ  ID  NO：288所示氨基酸序列组成的所选抗体的轻链的编码序列；

(v)编码由SEQ  ID  NO：122所示氨基酸序列组成的柔性接头的编码序列；

(vi)编码由SEQ  ID  NO：159所示氨基酸序列组成的所选抗体的重链可变区的编码序

列；

(vii)由SEQ  ID  NO：151所示序列组成的所述剪接接合点；和

(viii)如SEQ  ID  NO：125所示的3'同源臂序列；

或者

所述遗传构建体包含：
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(i)如SEQ  ID  NO：153所示的5'同源臂序列；

(ii)由SEQ  ID  NO：111所示的序列组成的所述重链启动子；

(iii)编码由SEQ  ID  NO：118所示的氨基酸序列组成的所述信号肽的编码序列；

(iv)编码由SEQ  ID  NO：289所示的氨基酸序列组成的所述所选抗体的轻链的编码序

列；

(v)编码由SEQ  ID  NO：122所示氨基酸序列组成的所述柔性接头的编码序列；

(vi)编码由SEQ  ID  NO：168所示氨基酸序列组成的所述所选抗体的重链可变区的编码

序列；

(vii)由SEQ  ID  NO：151所示序列组成的所述剪接接合点；和

(viii)如SEQ  ID  NO：125所示的3'同源臂序列。

31.如权利要求26所述的遗传构建体，其中所述重链启动子由SEQ  ID  NO：111所示的序

列组成。

32.如权利要求26所述的遗传构建体，其中所述信号肽：

源于人IgH重链，且由SEQ  ID  NO：185、186、187、188、189、190、191或192所示的氨基酸

序列组成；

源于人IgL轻链，且由SEQ  ID  NO：193或194所示的氨基酸序列组成；

或者

由SEQ  ID  NO：118所示的氨基酸序列组成。

33.如权利要求26所述的遗传构建体，其中所述柔性接头：

由SEQ  ID  NO：116所示的核苷酸序列编码；

由SEQ  ID  NO：122、180、181、182、183或184所示的氨基酸序列组成；或

是包含50‑80个氨基酸的Gly‑Ser接头。

34.如权利要求26所述的遗传构建体，其中所述自裂解肽由SEQ  ID  NO：176、177、178或

179中所示的序列组成。

35.如权利要求26所述的遗传构建体，其中包含所述剪接接合点的所述核苷酸序列是

SEQ  ID  NO：124或151所示。

36.如权利要求26所述的遗传构建体，其中所述遗传构建体还编码标签，所述标签由

SEQ  ID  NO：195、196、197、198、199、200、201、202、203或204所示的序列组成。

37.如权利要求26所述的遗传构建体，其中所述遗传构建体是腺相关病毒载体的一部

分。

38.如权利要求26所述的遗传构建体，其中所述所选抗体包含抗呼吸道合胞病毒RSV抗

体、抗人免疫缺陷病毒HIV抗体、抗百日咳抗体、抗流感病毒抗体、抗艾伯斯坦巴尔病毒EBV

抗体或抗肿瘤坏死因子TNF抗体，

所述抗呼吸道合胞病毒RSV抗体包含：

(a)由SEQ  ID  NO：138所示氨基酸序列组成的可变重链和由SEQ  ID  NO：136所示氨基酸

序列组成的可变轻链；

(b)由SEQ  ID  NO：138所示氨基酸序列组成的可变重链和由SEQ  ID  NO：205所示氨基酸

序列组成的可变轻链；

(c)由SEQ  ID  NO：123所示氨基酸序列组成的可变重链和由SEQ  ID  NO：120所示氨基酸
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序列组成的可变轻链；或

(d)由SEQ  ID  NO：123所示氨基酸序列组成的可变重链和由SEQ  ID  NO：206所示氨基酸

序列组成的可变轻链；

所述抗人免疫缺陷病毒HIV抗体包含由SEQ  ID  NO：150所示氨基酸序列组成的可变重

链和由SEQ  ID  NO：149所示氨基酸序列组成的可变轻链；

所述抗百日咳抗体包含由SEQ  ID  NO：235所示氨基酸序列组成的可变重链和由SEQ  ID 

NO：236所示氨基酸序列组成的可变轻链；

所述抗流感病毒抗体包含由SEQ  ID  NO：159所示氨基酸序列组成的可变重链和由SEQ 

ID  NO：158所示氨基酸序列组成的可变轻链；

所述抗艾伯斯坦巴尔病毒EBV抗体包含由SEQ  ID  NO：168所示氨基酸序列组成的可变

重链和由SEQ  ID  NO：166所示氨基酸序列组成的可变轻链；

所述抗肿瘤坏死因子TNF抗体包含由SEQ  ID  NO：254所示氨基酸序列组成的可变重链

和由SEQ  ID  NO：255所示氨基酸序列组成的可变轻链。

39.如权利要求26所述的遗传构建体，其中所述所选抗体包括

由SEQ  ID  NO：207组成的CDRH1，由SEQ  ID  NO：208组成的CDRH2，由SEQ  ID  NO：209组成

的CDRH3；由SEQ  ID  NO：210组成的CDRL1，由SEQ  ID  NO：211组成的CDRL2和由SEQ  ID  NO：

212组成的CDRL3；

由SEQ  ID  NO：213组成的CDRH1，由SEQ  ID  NO：214组成的CDRH2，由SEQ  ID  NO：215组成

的CDRH3，由SEQ  ID  NO：216组成的CDRL1，由SEQ  ID  NO：217组成的CDRL2和由SEQ  ID  NO：

218组成的CDRL3；

由SEQ  ID  NO：219组成的CDRH1，由SEQ  ID  NO：220组成的CDRH2，由SEQ  ID  NO：221组成

的CDRH3，由QYGS组成的CDRL1，由SGS组成的CDRL2和由SEQ  ID  NO：222组成的CDRL3；

由SEQ  ID  NO：223组成的CDRH1，由SEQ  ID  NO：224组成的CDRH2，由SEQ  ID  NO：225组成

的CDRH3；由SEQ  ID  NO：226组成的CDRL1，由SEQ  ID  NO：227组成的CDRL2和由SEQ  ID  NO：

228组成的CDRL3；

由SEQ  ID  NO：229组成的CDRH1，由SEQ  ID  NO：230组成的CDRH2，由SEQ  ID  NO：231组成

的CDRH3，由SEQ  ID  NO：232组成的CDRL1，由SEQ  ID  NO：233组成的CDRL2和由SEQ  ID  NO：

234组成的CDRL3；

由SEQ  ID  NO：237组成的CDRH1，由SEQ  ID  NO：238组成的CDRH2，由SEQ  ID  NO：239组成

的CDRH3，由SEQ  ID  NO：240组成的CDRL1，由SEQ  ID  NO：241组成的CDRL2和由SEQ  ID  NO：

242组成的CDRL3；

由SEQ  ID  NO：243组成的CDRH1，由SEQ  ID  NO：244组成的CDRH2，由SEQ  ID  NO：245组成

的CDRH3，由SEQ  ID  NO：246组成的CDRL1，由KTS组成的CDRL2和由SEQ  ID  NO：247组成的

CDRL3；

由SEQ  ID  NO：248组成的CDRH1，由SEQ  ID  NO：249组成的CDRH2，由SEQ  ID  NO：250组成

的CDRH3，由SEQ  ID  NO：251组成的CDRL1，由SEQ  ID  NO：252组成的CDRL2和由SEQ  ID  NO：

253组成的CDRL3；

由SEQ  ID  NO：256组成的CDRH1，由SEQ  ID  NO：257组成的CDRH2和由SEQ  ID  NO：258组

成的CDRH3；由SEQ  ID  NO：259组成的CDRL1，由SEQ  ID  NO：260组成的CDRL2和由SEQ  ID  NO：
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261组成的CDRL3；

由SEQ  ID  NO：262组成的CDRH1，由SEQ  ID  NO：263组成的CDRH2和由SEQ  ID  NO：264组

成的CDRH3；由SEQ  ID  NO：265组成的CDRL1，由SEQ  ID  NO：266组成的CDRL2和由SEQ  ID  NO：

267组成的CDRL3；或者

由SEQ  ID  NO：268组成的CDRH1，由SEQ  ID  NO：269组成的CDRH2和由SEQ  ID  NO：270组

成的CDRH3；或由SEQ  ID  NO：271组成的CDRL1，由SEQ  ID  NO：272组成的CDRL2和由SEQ  ID 

NO：273组成的CDRL3。

40.如权利要求26所述的遗传构建体，其中所述所选抗体是抗呼吸道合胞病毒RSV抗

体、抗人免疫缺陷病毒HIV抗体、抗登革病毒抗体、抗百日咳博德特氏菌抗体、抗丙型肝炎抗

体、抗流感病毒抗体、抗副流感病毒抗体、抗偏肺病毒MPV抗体、抗巨细胞病毒抗体、抗艾伯

斯坦巴尔病毒抗体；抗单纯疱疹病毒抗体、抗艰难梭菌细菌毒素抗体或抗肿瘤坏死因子TNF

抗体。

41.如权利要求26所述的遗传构建体，其中所述所选抗体包括：

选自帕利珠单抗、AB1128或ab20745的抗RSV抗体；

选自10E8、VRC01、ab18633或39/5.4A的抗HIV抗体；

选自抗体55、DB2‑3、ab155042或ab80914的抗登革病毒抗体；

选自MAB8694或C7‑50的抗丙型肝炎抗体；

包括C102的抗流感病毒抗体；

包括MPE8的抗MPV抗体；

选自MCMV5322A、MCMV3068A、LJP538或LJP539的抗CMV抗体；

选自HSV8‑N或MB66的抗HSV抗体；

选自阿克托单抗或贝兹托单抗的抗艰难梭菌抗体；或

选自英夫利昔单抗、阿达木单抗、依那西普或塞利珠单抗的抗TNF抗体。

42.一种用于对B细胞进行遗传修饰的试剂盒，所述试剂盒包括如权利要求26‑41中任

一项所述的遗传构建体和靶向SEQ  ID  NO:2，SEQ  ID  NO：3，或SEQ  ID  NO：4的gRNA。

43.如权利要求42所述的试剂盒，其中所述gRNA具有SEQ  ID  NO：88、89、290、291、292、

293、294、295、296、297、298、299、300、301、302、303、304、305、306或307所示的序列。

44.如权利要求42所述的试剂盒，所述试剂盒还包括核酸酶。

45.如权利要求44所述的试剂盒，其中所述核酸酶是Cas9或Cpf1。

46.如权利要求44所述的试剂盒，所述试剂盒还包括纳米粒子，且其中所述gRNA和所述

核酸酶由所述纳米粒子连接。

47.如权利要求42所述的试剂盒，所述试剂盒还包括腺相关病毒载体，且其中所述遗传

构建体是腺相关病毒载体的一部分。

48.一种如权利要求24所述的B细胞的用途，其用于制备用于对有需要的受试者提供抗

感染作用的药剂。

49.如权利要求48所述的用途，其中所述药剂免除对疫苗接种的需要。

50.如权利要求48所述的用途，其中所述药剂替代疫苗接种方案。

51.如权利要求48所述的用途，其中所述受试者经受免疫抑制。

52.如权利要求48所述的用途，其中所述受试者经受免疫抑制作为治疗方案的一部分，
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所述治疗方案包括骨髓移植、造血干细胞移植或施用经遗传修饰造血干细胞。

53.一种制剂，其特征在于，所述制剂包含如权利要求24所述的B细胞。
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用以产生被遗传修饰来表达所选抗体的B细胞的系统和方法

[0001] 本申请是申请日为2018年10月19日、申请号为“201880080021.5”、名称为“用以产

生被遗传修饰来表达所选抗体的B细胞的系统和方法”的发明专利申请的分案申请。

[0002] 相关申请的交叉引用

[0003] 本申请要求2017年10月20日提交的美国临时专利申请号62/575,275、2017年11月

1日提交的美国临时专利申请号62/580,303以及2018年1月29日提交的美国临时专利申请

号62/623,371的优先权，所述美国临时专利申请中的每一者以引用的方式整体并入本文，

所述引用的程度就好像在本文中完全阐述一样。

[0004] 关于序列表的声明

[0005] 与本申请相关的序列表以XML格式提供。

技术领域

[0006] 本公开提供了用以对B细胞进行遗传修饰以表达所选抗体的系统和方法。所述系

统和方法能够用于：免除对经典疫苗接种的需要；提供针对当前无疫苗接种可用的感染物

的保护；当患者另外经受免疫抑制时提供针对感染物的保护；和/或提供由治疗性抗体诸如

在治疗自体免疫病症方面提供的益处。

背景技术

[0007] 疫苗被设计来通过刺激B细胞以产生针对所靶向感染物的抗体来使受试者针对特

定感染的免疫性增加。常规儿科疫苗接种是一种建立已久的临床干预，伴有相比较来说较

低风险和较高功效。然而，不幸的是，疫苗接种不可用于所有感染物。作为一个实例，在美

国，每年有数百万儿童由于感染呼吸道合胞病毒(RSV)而就医或造访急诊室。

[0008] 数十年来，研究者已试图开发可诱导B细胞以产生有效针对病毒诸如RSV、人免疫

缺陷病毒(HIV)和寨卡病毒(Zika  virus)进行保护的抗体的疫苗。但用以诱导保护性抗体

的所有尝试都已失败。得到广泛测试的唯一RSV疫苗实际上使得感染更加恶化：在疫苗接种

之后产生的抗体不使病毒丧失能力，而是反而使它感染细胞的能力增强。除RSV、HIV和寨卡

病毒之外，还有许多无有效疫苗可用的其他感染物。

[0009] 除抗击感染之外，抗体还可适用作针对其他疾患诸如自体免疫疾病的治疗剂。然

而，这些基于抗体的疗法通常要求重复注射抗体以维持保护作用。

[0010] 还值得注意的是，众多患者经受骨髓或造血干细胞移植作为针对血液恶性肿瘤

(例如白血病、淋巴瘤、骨髓瘤)的治疗。其他患者接受提供患者缺乏的治疗性基因的经遗传

修饰造血干细胞的输注。所有这些治疗都要求在施用移植物或经遗传修饰造血干细胞之前

移除患者的现有免疫系统，从而在治疗之后在患者的免疫系统达成群体恢复之前留下危险

的免疫抑制窗。在这个免疫抑制时间期间，患者极其易感于感染诸如RSV、流感、副流感和偏

肺病毒(MPV)。这些感染是高风险因素，并且与在这些治疗之后的众多死亡相关联。
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发明内容

[0011] 本公开提供了用以对B细胞进行遗传修饰以表达所选抗体的系统和方法。在特定

实施方案中，所选抗体降低或免除对现有疫苗接种的需要。在特定实施方案中，所选抗体针

对由当前无有效疫苗接种策略可用的病毒(例如RSV、HIV、寨卡)所致的感染进行保护。在特

定实施方案中，所选抗体降低或免除对治疗性抗体注射诸如被施用来治疗各种自体免疫病

症的那些的需要。在特定实施方案中，所选抗体保护免疫抑制患者免遭感染。在特定实施方

案中，本公开方法可用于对B细胞进行重新编程以针对数百种不同感染物或病原体进行保

护，所有重新编程都通过涵盖数天的单一实验室操作达成。

[0012] 在特定实施方案中，本公开通过将遗传构建体靶向插入B细胞的内源性基因组的

特定区域中来提供这些益处。重要的是，由于B细胞内的遗传序列具有为抗体多样性所需的

高可变性，所以对这些细胞的遗传修饰是困难的。这个高度遗传变异性使得直接靶向抗体

编码区以进行遗传操作不切实际。此外，移除和替换B细胞的基因组的编码部分也不有效，

因为这个方法会负性影响B细胞功能。

[0013] 关于对B细胞进行遗传修饰以表达所选抗体的额外挑战因为抗体由被称为重链和

轻链的不连续蛋白质单元形成而产生。不同链由B细胞基因组的不同部分编码，然而必须集

合以形成功能性抗体。

[0014] 本公开通过鉴定B细胞基因组的可被可靠地靶向以进行遗传插入，以及在被修饰

时导致所插入遗传构建体相比于B细胞的天然基因组的相应部分被优先表达的恒定区来克

服所指示挑战以及其他挑战。这个策略克服与B细胞基因组相关的序列可变性，并且还克服

对移除和替换内源性B细胞基因组的部分以实现所选抗体的功能性表达的需要。克服对移

除和替换内源性B细胞基因组的部分的需要会保持在遗传操作之后的B细胞功能。

[0015] 在特定实施方案中，被靶向以进行遗传插入的所指示区域是在SEQ  ID  NO:85(人)

或SEQ  ID  NO:86(小鼠)的Eμ增强子元件的上游或下游的内含子区域。在特定实施方案中，

被靶向以进行遗传插入的区域是选自SEQ  ID  NO:1或2(人)或SEQ  ID  NO:3或4(小鼠)的恒

定内含子区。在特定实施方案中，SEQ  ID  NO:1内的用以靶向以进行遗传插入的人DNA序列

包括SEQ  ID  NO:5‑24。在特定实施方案中，SEQ  ID  NO:2内的用以靶向以进行遗传插入的人

DNA序列包括SEQ  ID  NO:25‑44。在特定实施方案中，SEQ  ID  NO:3内的用以靶向以进行遗传

插入的小鼠DNA序列包括SEQ  ID  NO:45‑64。在特定实施方案中，SEQ  ID  NO:4内的用以靶向

以进行遗传插入的小鼠DNA序列包括SEQ  ID  NO:65‑84。特别能够靶向这些位点以进行遗传

修饰的遗传序列在本公开内描述为引导RNA(gRNA)SEQ  ID  NO:87‑89以及290‑366。

[0016] 在特定实施方案中，所插入遗传构建体的放置和组分导致所述所插入遗传构建体

相比于B细胞的内源性基因组的相应部分被优先表达。这些实施方案还包括克服与抗体的

部分由内源性B细胞基因组的不同区域编码相关的挑战的元件。

[0017] 在特定实施方案中，遗传构建体被插入SEQ  ID  NO:1、2、3和4中的一者中，并且包

括(i)启动子；(ii)信号肽；(iii)编码所选抗体的整个轻链的转基因；(iv)柔性接头或跳跃

元件；(v)所选抗体的重链的可变部分；和(vi)导致B细胞的内源性重链恒定区的表达的剪

接接合点。在这些实施方案中，以单一构建体形式表达所选抗体会克服与抗体的部分由内

源性B细胞基因组的不同区域编码相关的挑战。对柔性接头的包括使所表达所选抗体的轻

链部分和重链部分以允许它们形成功能性单元，并且同时使抗体部分与来自B细胞的内源
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性基因组的其他潜在表达的抗体链结合的风险降低的方式进行物理连接。对跳跃元件的使

用不使轻链部分和重链部分进行物理连接，但它们以紧密邻近方式进行的表达也导致缔合

以形成功能性单元，同时使抗体部分与来自B细胞的内源性基因组的其他潜在表达的抗体

链结合的风险降低。对剪接接合点的包括导致所选抗体包括适合于B细胞的当前活化和/或

成熟状态的重链恒定区。换句话说，可表达具有B细胞的内源性重链恒定区中的任一者的所

选所表达抗体，并且与所选抗体一起表达的重链恒定区可天然地随时间而变化。

[0018] 本公开还提供了用以确保仅有已被有效遗传修饰来表达所选抗体的B细胞被收集

以进行配制和向患者施用的方法。举例来说，在遗传修饰之前，B细胞将天然地表达包括κ轻
链或λ轻链的抗体。B细胞可被修饰来表达不同于它天然地表达的κ或λ链的轻链，并且仅有

表达替换链的那些B细胞被选择进行配制和施用。

[0019] 本公开还提供了用以有效修饰B细胞以提供本文所述的益处的众多额外策略。这

些和其他策略更充分描述于以下具体实施方式中。

附图说明

[0020] 图1.对经典疫苗接种策略的B细胞应答的示意图。

[0021] 图2A‑图2C .针对呼吸道合胞病毒(RSV)的先前技术疫苗接种策略的示意图：(图

2A)福尔马林(formalin)失活RSV疫苗；(图2B)“改进”RSV疫苗；以及(图2C)RSV表位骨架疫

苗。

[0022] 图3A‑图3C.用以绕过疫苗接种以及直接提供针对RSV的保护性抗体的先前尝试的

概述：(图3A)帕利珠单抗(palivizumab)注射；(图3B)腺病毒介导的帕利珠单抗表达；以及

(图3C)干细胞遗传修饰和分化。

[0023] 图4A、图4B.本文公开的保护策略的特定实施方案的示意图：(图4A)用以针对RSV

进行保护的B细胞修饰；以及(图4B)用于同时保护的策略。

[0024] 图5.在存在以及不存在感染下由B细胞亚型对帕利珠单抗的假设分泌。

[0025] 图6A、图6B.(图6A)抗体基因和(图6B)抗体蛋白质的结构，从而强调本公开的技术

挑战：抗体是由两个单独基因产物制得的蛋白质。在特定实施方案中，本文公开的编码所选

抗体的合成遗传构建体利用跳跃元件(例如自裂解肽)来解决这个挑战。

[0026] 图7.描绘内源性重链基因座的示意图，所述基因座包括进行重组的V、D和J区段、

显示为圆圈和卵形的增强子元件、以及6个可被表达的潜在恒定区。B细胞通过表达μ/δ恒定

区来起始，但可通过使间插DNA缺失来转换成使用 γ 、α或ε恒定区。还应注意每个V区段与由

箭号表示的在重组之后驱动重链的表达的重链启动子相关联。

[0027] 图8A、图8B.因为两个蛋白质集合以形成抗体，所以可合乎需要的是靶向或失活B

细胞的内源性抗体重链(IgH)和/或内源性抗体轻链(IgL)。在不存在所述靶向或失活下，可

形成非所需杂合抗体(即内源性轻链与所选抗体重链配对，或反之亦然)。(图8A)一种用于

达成内源性IgH靶向的方法，并且所得嵌合体包括所选抗体(例如帕利珠单抗)的部分。(图

8B)一种用于达成IgL失活的方法。在所描绘方法中，终止密码子可放置在所插入遗传构建

体的上游(或作为所插入遗传构建体的一部分)。

[0028] 图9.描绘重链增强子与(上部)内源性VDJ或(下部)由所插入遗传构建体编码的合

成VDJ的相互作用的示意图。启动子描绘成箭号。核酸描绘成框。B细胞天然地表达在最靠近
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Eμ增强子的启动子的下游的核酸。在图9中描绘的内源性B细胞基因组中，最靠近Eμ增强子

的第一上游启动子于是驱动内源性重链VDJ区段的表达。在Eμ增强子与第一内源性启动子

之间插入包括启动子的遗传构建体导致B细胞表达所插入遗传构建体而非内源性重链VDJ

区段。这个所插入基因可为重链的VDJ可变区、连同重链可变VDJ一起的配对完全抗体轻链、

或能够以与B细胞重链恒定区的融合物形式表达的另一合成基因。在图9中，单独地表示恒

定区以强调所插入遗传构建体可与潜在重链恒定区中的任一者一起表达。

[0029] 图10.用于插入的靶标区域(人)。用于达成遗传构建体向基因组中插入的区域：1

号：从末端J区(人中的IGHJ6，小鼠中的IGHJ4)至Eμ增强子，或2号：从Eμ增强子至恒定结构

域转换区域的重复序列。

[0030] 图11A、图11B.(图11A)人Eμ内含子增强子(SEQ  ID  NO:85)和用以靶向以进行遗传

插入的包括从IGHJ6至Eμ内含子增强子的人DNA序列(SEQ  ID  NO:1)；(图11B)示例性相关

gRNA(例如sgRNA)靶标位点(SEQ  ID  NO .5‑24)和gRNA序列(SEQ  ID  NO:88、89以及290‑

307)。

[0031] 图12A、图12B.(图12A)用以靶向以进行遗传插入的包括从Eμ内含子增强子至转换

区域的人DNA序列(SEQ  ID  NO:2)；(图12B)示例性相关gRNA(例如sgRNA)靶标位点(SEQ  ID 

NO.25‑44)和gRNA序列(SEQ  ID  NO:308‑327)。

[0032] 图13A、图13B.(图13A)小鼠Eμ内含子增强子(SEQ  ID  NO:86)和用以靶向以进行遗

传插入的包括从IGHJ4至Eμ内含子增强子的小鼠DNA序列(SEQ  ID  NO:3)；(图13B)示例性相

关gRNA(例如sgRNA)靶标位点(SEQ  ID  NO .45‑64)和gRNA序列(SEQ  ID  NO:87以及328‑

346)。

[0033] 图14A、图14B.(图14A)用以靶向以进行遗传插入的包括从Eμ内含子增强子至转换

区域的小鼠DNA序列(SEQ  ID  NO:4)；(图14B)示例性相关gRNA(例如sgRNA)靶标位点(SEQ 

ID  NO.65‑84)和gRNA序列(SEQ  ID  NO:347‑366)。

[0034] 图15A、图15B.图15A是描绘利用CRISPR/Cas9基因编辑系统将编码抗RSV抗体的遗

传构建体插入内源性重链基因座中的示意图。遗传构建体可包括是与在插入位点处的基因

组DNA同源的核苷酸突出部分的同源臂或同源缝线。图15B描绘DNA修复模板的额外实例，所

述模板包括由与Cas9/sgRNA对基因组的切割相呼应的侧接于所插入序列的用以产生双链

DNA断裂的sgRNA靶标位点侧接的序列(上部)、含有侧接于所插入序列的长同源臂(中部)以

及通过DNA寡聚物的退火产生的侧接于所插入序列的短同源臂(下部)的单链DNA。

[0035] 图16.描绘：(上部)用编码抗RSV抗体的重链可变区的遗传构建体加以修饰的经修

饰重链基因座；(中部)用编码抗RSV抗体的轻链可变区的遗传构建体加以修饰的经修饰轻

链基因座；以及(下部)用编码抗RSV抗体的轻链(即IgL)和抗RSV抗体的重链可变区，其中在

所述轻链与所述重链可变区之间具有接头(包括Strep‑Tag)的遗传构建体加以修饰的经修

饰重链基因座的示意图。

[0036] 图17.由如本文公开的经修饰记忆B细胞和经修饰抗体分泌性B细胞针对多种病原

体进行同时保护的示意图。

[0037] 图18A‑图18C.对小鼠和人B细胞中的所靶向内含子区域的高效Cas9切割。用Cas9/

sgRNA核糖核蛋白复合物进行的电穿孔介导小鼠和人B细胞中的有效切割。用Cas9/sgRNA复

合物对细胞进行电穿孔。在电穿孔后3天利用通过分解对插入缺失进行追踪(TIDE)来评估
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(图18A)小鼠B细胞株系(A20)；(图18B)原代B细胞；和(图18C)人B细胞株系(Ramos)中的编

辑效率。

[0038] 图19.编码RSV特异性抗体的遗传构建体向小鼠B细胞中的插入。

[0039] 图20.对经遗传修饰B细胞的富集和分析。

[0040] 图21.经遗传修饰B细胞分泌RSV结合抗体。

[0041] 图22A、图22B.非同源性末端接合(NHEJ)和微同源性介导的末端接合(MMEJ)方法

提供长同源性引导的修复(HDR)的用于对原代小鼠B细胞进行基因组工程改造的替代方案。

(图22A)对原代B细胞进行致敏24小时，与腺相关病毒(AAV)共孵育12小时，洗涤，并且加以

电穿孔或直接转移至二级培养中，持续3天，随后分析mCherry表达。(图22B)对原代B细胞进

行致敏24小时，加以模拟电穿孔，或用模板+Cas9/sgRNA加以电穿孔，并且转移至二级培养

中，持续5天，随后分析mCherry表达。

[0042] 图23A‑图23E.编码功能性抗体的新型遗传构建体向小鼠和人B细胞株系中的插入

使得能够表达表面结合型和分泌型抗体。(图23A)IgH基因座的显示部分抗体构建体的插入

位点的图解，以及对表面结合型和分泌型抗体的描绘。emAb＝合成抗体，在本文中可与

synAb互换使用。(图23B)用RSV融合前F蛋白四聚体(RSV‑四聚体)和抗Streptag  II四聚体

(αTagAb四聚体)对未修饰或经抗RSV合成抗体(αRSV  synAb)修饰小鼠A20  B细胞株系的染

色。(图23C)用RSV融合前F蛋白四聚体和抗Streptag  II抗体四聚体对未修饰或经抗RSV 

synAb修饰人RAMOS  B细胞株系的染色。(图23D)关于由未修饰或经抗RSV  synAb修饰A20细

胞培养物的培养基获得的抗体与RSV融合前F蛋白的结合的ELISA。帕利珠单抗用作阳性对

照。(图23E)关于由未修饰或经抗RSV  synAb修饰RAMOS细胞培养物的培养基获得的抗体与

RSV融合前F蛋白的结合的ELISA。帕利珠单抗用作阳性对照。

[0043] 图24A–图24C.具有新型特异性的原代小鼠B细胞的产生。(图24A)在富集之前用抗

Streptag  II四聚体(左侧图版)以及在富集和扩增之后用抗Streptag  II四聚体(中间图

版)和RSV融合前病毒蛋白质四聚体(右侧图版)对模拟处理小鼠B细胞株系(上部)或经抗

RSV  synAb修饰小鼠B细胞株系(下部)的表面染色。(图24B)关于由未修饰或经抗RSV  synAb

修饰小鼠B细胞培养物的培养基获得的抗体与RSV融合前F蛋白的结合的ELISA。帕利珠单抗

用作阳性对照。抗体结合用多克隆抗人Ig抗体和结合于HRP的抗小鼠Ig抗体的1:1混合物检

测。(24C)与3T3‑CD40L饲养细胞和IL‑21一起培养的经富集B  synAb细胞的快速扩增。

[0044] 图25A‑图25I.示例性序列。(图25A)示例性sgRNA序列(SEQ  ID  NO:87、88、89)、基

因组同源区(SEQ  ID  NO:90‑95)以及拼接寡核苷酸(SEQ  ID  NO:96‑101)；(图25B)人抗RSV 

emAb  AAV(2531bp(SEQ  ID  NO:102)以及相关核苷酸和蛋白质序列(SEQ  ID  NO:110‑126、

280、285))；(图25C)小鼠抗RSV  emAb  AAV(3134bp(SEQ  ID  NO:103)以及相关核苷酸和蛋白

质序列(SEQ  ID  NO:127‑141、281、286))；(图25D)小鼠emAb‑RSV‑dsDNA(1736bp(SEQ  ID 

NO:104)以及相关核苷酸和蛋白质序列(SEQ  ID  NO:142‑144))；(图25E)人emAb‑VRC01‑AAV

(2551bp(SEQ  ID  NO:105)以及相关核苷酸和蛋白质序列(SEQ  ID  NO:145‑152、282、287))；

(图25F)人‑emAb‑Medi8852‑AAV(2544bp(SEQ  ID  NO:106)以及相关核苷酸和蛋白质序列

(SEQ  ID  NO:153‑160、283、288))；(图25G)人‑emAb‑AMM01‑AAV(2555bp(SEQ  ID  NO:107)以

及相关核苷酸和蛋白质序列(SEQ  ID  NO:161‑169、284、289))；(图25H)Balb/CmRSV拼接整

合序列(2261bp(SEQ  ID  NO:108)以及相关核苷酸和蛋白质序列(SEQ  ID  NO:170‑172))；以
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及(图25I)TT‑hRSV‑T7整合序列(1707bp(SEQ  ID  NO:109)以及相关核苷酸和蛋白质序列

(SEQ  ID  NO:173‑175))。

[0045] 图26A‑图26D.(图26A)在Eμ增强子上游的用于插入新抗体盒的所靶向区域；通过

靶向这个区域，所插入emAb基因可由天然的(但为所插入的)IgH启动子驱动，从而使对免疫

球蛋白表达的天然控制最大化。为使得能够达成一击插入以及使脱靶相互作用最小化，

emAb构建体以单链融合物形式表达。这个融合物由完全轻链序列以具有57个氨基酸的甘氨

酸‑丝氨酸接头连接于重链的可变区组成。以物理方式连接轻链和重链使所插入emAb与内

源性轻链之间的错误配对的可能性最小化。优化剪接接合点允许emAb剪接于下游内源性

IgH恒定区。这允许emAb以重链同种型类别中的任一者表达。(图26B)伯基特淋巴瘤

(Burkitts‑lymphoma)源性B细胞株系天然地表达与λ轻链配对的IgM的表面形式和分泌形

式。使用单体RSV‑F蛋白和streptactin检测源于帕利珠单抗的经工程改造αRSV‑emAb的表

达，所述streptactin是一种对接头中的Streptag  II基序具有高亲和力的经修饰链霉亲和

素。经αRSV‑emAb修饰RAMOS细胞表达可在细胞的表面上检测到的经工程改造RSV特异性抗

体。(图26C)经工程改造RSV特异性抗体还以分泌形式在上清液中检测到。(图26D)经αRSV‑
emAb修饰细胞而非对照细胞应答于蛋白质抗原展现快速和持续的钙信号传导。

[0046] 图27A‑图27G.人B细胞通过配对的cas9‑sgRNA以及AAV模板递送而被高效遗传修

饰来表达单链emAb。(图27A)人细胞工程改造过程的图示。第0天：从PBMC分离B细胞，并且用

CD40L、IL2、IL10、IL15和CpG寡核苷酸致敏。第2天：将细胞用cas9/sgRNA  RNP加以电穿孔，

并且在电穿孔后1小时用编码emAb  HR模板的AAV处理，随后如对于第0天所述进行培养。第4

天：关于抗原结合或标签表达来选择细胞。第4‑15L天：在表达CD40L、IL2和IL21的经照射饲

养细胞上，在补充以IL15的情况下使所选细胞扩增。第15‑18天：在采用IL6、IL15和IFN γ 的

情况下，将细胞转换成无饲养细胞分化培养。(图27B)来自6个独立PBMC供者的用emAb靶向

Cas9/sgRNA  RNP处理的B细胞中的插入缺失频率。(图27C)跨越靶向sgRNA位点的具有某一

报告频率的所有人SNP。(图27D)关于在培养的第4天时RSV‑F融合前单体与所培养对照或经

RSV‑emAb遗传修饰人B细胞的结合的代表性FACS。(图27E)在对来自6个独立供者的B细胞进

行工程改造之后，RSV‑emAb  B细胞的频率。(图27F)关于在致敏细胞(第2天)以及体外分化

细胞(第18天)的情况下，浆细胞标志物(CD19、CD27、CD38和CD138)的FACS。(图27G)关于在

培养的第18天时对照B细胞或流感靶向MEDI8852‑emAb  B细胞的培养基中的分泌型抗HA主

干抗体的ELISA。

[0047] 图28.单链emAb是一种用于表达抗病毒抗体的灵活平台。将人B细胞加以模拟电穿

孔(对照B，上部横行)，或用源于所指示广泛中和性抗体构建体的可变区和人κ(帕利珠单

抗、VRC01和MEDI8852)或λ(AMM01)轻链的emAb构建体加以遗传修饰(下部横行)。对照和经

emAb工程改造细胞用源于所指示病原体的匹配抗原：RSV‑F单体，或HIV‑ENV、EBV  GH/GL或

HA主干的四聚体加以染色。

[0048] 图29A‑图29D.emAb在有效IgH等位基因上的插入可阻断内源性IgH产生。(图29A)

RAMOS  IgH等位基因的图解：一个有效等位基因含有emAb靶标位点，并且一个等位基因具有

c‑myc易位，从而消除emAb靶标位点。(图29B)显示在输入RAMOS细胞(关于CD79b+进行门控)

和经αRSV‑emAb工程改造RAMOS细胞(关于CD79b+/RSV‑F+进行门控)的情况下，λ轻链的表面

表达和RSV‑F抗原结合的流式细胞计量术。(图29C)原代IgH等位基因的图解：一个有效等位
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基因，以及一个不具有功能性重组VDJ的非有效等位基因，所述等位基因两者均含有emAb靶

标位点。(图29D)显示在输入经分选λ轻链+B细胞(关于CD79b+进行门控)和经αRSV‑emAb工
程改造B细胞(关于CD79b+/RSV‑F+进行门控)上，λ轻链的表面表达和RSV‑F抗原结合的流式

细胞计量术。

[0049] 图30A‑图30E.用αRSV‑emAb盒对原代小鼠B细胞的工程改造。(图30A)小鼠B细胞工

程改造过程的图示。第0天：通过负性选择从脾和外周淋巴结(PLN)分离B细胞，并且用

CD40L‑HA、抗HA  mAb和IL4致敏。第1天：将细胞用cas9/sgRNA  RNP连同dsDNA一起加以电穿

孔(dsDNA条件)，或用单独cas9/sgRNA  RNP加以电穿孔，随后在电穿孔后1小时用含有emAb 

HR模板的AAV处理(AAV条件)。接着如对于第0天所述来在培养中维持细胞。第3天：关于抗原

结合或标签表达来选择细胞。第4‑8L天：在表达CD40L的经照射饲养细胞上，在补充以IL‑21

的情况下使所选细胞扩增。(图30B)用IgH靶向cas9/sgRNA  RNP处理的B细胞中的插入缺失

百分比。(图30C)关于在对照B细胞或使用dsDNA或AAV模板工程改造的emAb  B细胞的情况

下，与单体融合前RSV‑F蛋白的结合的代表性FACS。(图30D)用dsDNA或AAV模板工程改造的B

细胞中的emAb细胞的频率。(图30E)对照B细胞或使用dsDNA或AAV模板工程改造的B细胞的

上清液中的抗RSV特异性分泌型抗体。

[0050] 图31A‑图31D.由经工程改造αRSV‑emAb  B细胞达成的免遭病毒性感染的保护。(图

31A)由转移的emAb细胞达成的抗病毒保护的图示。第0天：通过腹膜内注射转移1.5x107个

经富集RSV‑emAb  B细胞。第5天：在15mg/kg下进行帕利珠单抗腹膜内注射。第6天：抽取血液

以测量抗病毒Ab效价。第7天：用106pfu  RSV病毒进行鼻内激发。第12天：测量肺中的病毒效

价。(图31B)在转移RSV‑emAb细胞之前或之后24小时，以RSV‑F单体和streptactin标签结合

测量的RSV‑emAb受体的表面表达。(图31C)在第6天时小鼠中的αRSV‑F抗体的血浆效价。(图

31D)不具有转移细胞，具有αRSV‑emAb  B细胞，具有对照B细胞，或在感染之前48小时在腹膜

内递送15mg/kg帕利珠单抗的小鼠的肺中的RSV病毒效价。

[0051] 图32A、图32B.人抗体分泌性细胞向NSG小鼠的多路转移。(图32A)人emAb  B细胞向

NSG小鼠中转移的示意图。第0天：通过腹膜内注射来转移如图27中所述加以产生的5×106

个抗流行性感冒emAb  B细胞和5×106个抗RSV  emAb  B。第7天：抽取血液以测定血清中的抗

体产生。(图32B)关于相对于对照血清(无转移)，接受emAb细胞的小鼠中的抗RSV‑F抗体和

抗HA主干抗体的血清效价(双重转移)的ELISA。

[0052] 图33A、图33B.用于向小鼠(图33A)和人(图33B)IgH基因座中进行emAb盒的长型插

入的模板。在每个基因组的上部横行上指示的是种系IgH基因座中的元件的位置，所述元件

包括最终J区、Eμ内含子增强子元件以及μ恒定结构域的开始。指示了cas9/sgRNA靶标位点

的位置(切割位点)。在下方显示的是包括在小鼠AAV和dsDNA构建体(图33A)以及人AAV构建

体(图33B)中的靶向同源臂的位置。还显示的是如在基因组中插入的emAb盒。

具体实施方式

[0053] 疫苗被设计来通过刺激B细胞以产生针对所靶向感染物的抗体来使受试者针对特

定感染的免疫性增加。抗体是可提供针对病原体的保护的蛋白质。抗体可结合病原体，并且

当这个结合干扰病原体的正常功能时具有保护性。举例来说，许多保护性抗体结合病原体

的阻断所述病原体进入细胞的部分。抗体可连接于B细胞的表面(被称为B细胞受体)，但在
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分泌至血液中时施加它们的大部分保护性功能。

[0054] 病原体可指可导致疾病的任何物质，并且病原性可指物质导致疾病的能力。病原

体的实例包括可感染宿主并导致疾病的病毒、细菌和真菌。病原体的其他实例包括导致疾

病的宿主源性蛋白质或其他宿主源性物质，诸如作为一种与众多自体免疫疾患(例如关节

炎)相关的炎症性分子的肿瘤坏死因子α(TNFα)以及作为在阿尔茨海默氏病(Alzheimer’s 

disease)期间在脑中积累的纤维蛋白的β淀粉样蛋白斑块。在特定实施方案中，癌细胞和/

或肿瘤也可基于它们导致疾病的能力而被称为病原体或病原性物质。

[0055] 在暴露于疫苗或天然病原体后，提供在疫苗中和/或存在于病原体上的表位可结

合存在于原初B细胞上的B细胞受体。这个结合可导致B细胞的活化以及保护性抗体的产生。

[0056] 原初B细胞是指在它已与它的表位接触之前的B细胞。每个原初B细胞表达具有独

特表位特异性的独特抗体。由每个原初B细胞表达的独特抗体通过遗传重组随机产生。原初

B细胞表达膜结合型抗体(即B细胞受体)，并且在表位结合后，可快速增殖。在增殖和成熟期

间，抗体基因经受体细胞突变，此用于使表位结合的亲和力增加。在B细胞成熟期间发生的

表位结合亲和力增加为针对病原体的有效保护所需。单一原初B细胞能够经受几十次细胞

分裂以产生数千个表达相同抗体或已被突变来使与病原体的结合改进的相关抗体的抗体

分泌性B细胞和记忆B细胞(图1)。

[0057] 除活性抗体分泌性B细胞之外，记忆B细胞对于针对病原体的保护也是重要的。记

忆B细胞通常不主动分泌抗体，但可快速分化成抗体分泌性细胞。记忆B细胞快速分化成抗

体分泌性细胞可帮助免疫系统发动对二次感染或先前已通过疫苗接种遭遇的病原体的快

速应答(McHeyzer‑Williams等,Nat  Rev  Immunol.2011；12(1):24‑34；Taylor等,Trends 

Immunol.2012；33(12):590‑7)。举例来说，当由抗体分泌性B细胞产生的抗体的水平已减弱

时，记忆B细胞维持针对乙型肝炎病毒的保护(Williams等 ,Vaccine .2001；19(28‑29):

4081‑5；Bauer等,Vaccine.2006；24(5):572‑7)。因此，成功疫苗刺激全都能够表达以高亲

和力结合病原体上的表位的抗体的抗体分泌性B细胞和长命记忆B细胞的产生。

[0058] 不幸的是，有许多无疫苗可用的感染物。无可用有效疫苗策略的感染物的实例包

括RSV、HIV和寨卡病毒。

[0059] 关于RSV，在1960年代发生的福尔马林失活RSV疫苗的灾难性失败可能不归因于未

能诱导靶向RSV的抗体分泌性B细胞和记忆B细胞。有可能的是疫苗诱导了不中和RSV，而是

反而使RSV感染增强的抗体的产生(图2A)(Blanco等 ,Hum  Vaccin .2010；6(6):482‑92；

Broadbent等,Influenza  Other  Respir  Viruses.2015；9(4):169‑78)。这强调疫苗必须实

现的微妙平衡：诱导产生靶向某些表位的“保护性”抗体，同时避免刺激产生靶向不正确表

位的“病原性”抗体(图2A)。

[0060] 在2015年对世界卫生组织国际临床试验登记平台(World  Health  Organization 

International  Clinical  Trials  Registry  Platform)的分析鉴定了自从2008年以来在

临床上评估的9种候选RSV疫苗，所述疫苗都未进展超过2期测试(Broadbent等,Influenza 

Other  Respir  Viruses.2015；9(4):169‑78)。在这些试验之中，仅有三个试验已完成，并且

仅有一个试验已报告结果。称为MEDI‑559的那个疫苗似乎使RSV感染减轻，但呼吸道症状对

于进一步测试来说是过高的(Malkin等,PLoS  One.2013；8(10):e77104)。这些数据表明尽

管MEDI‑559诱导了保护性抗体的产生，但它可能还诱导了病原性抗体的产生(图2B)。
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[0061] 其他“改进”疫苗接种策略涉及改变向患者施用的制剂。这些包括用以使病毒失

活/减毒的替代性方法，以及对佐剂进行的旨在使炎症性应答增加的改变(Broadbent等 ,

Influenza  Other  Respir  Viruses.2015；9(4):169‑78；Garg等,The  Journal  of  general 

virology.2014；95(Pt5):1043‑54；Swanson等,J  Virol.2014；88(20):11802‑10；Widjaja

等 ,PLoS  One .2015；10(6):e0130829；Stewart‑Jones等 ,PLoS  One .2015；10(6):

e0128779)。这些方法中的一些已在动物模型中产生保护性抗体增加，但诱导病原性抗体的

可能性使得有可能这些“改进”RSV疫苗将遭受与MEDI‑559相同的命运。

[0062] 为试图使对由保护性抗体靶向的表位的免疫应答聚集，一种新近方法已在于将单

一RSV表位移植于非RSV骨架上(图2C)。这个方法消除对其他RSV表位具有特异性的病原性

抗体的可能性，因为它们不存在于骨架中。用RSV表位骨架对恒河猴(rhesus  macaque)的疫

苗接种导致由一些动物产生中和抗体，但仅在3‑5次注射之后(Correia等,Nature .2014；

507(7491):201‑6)。

[0063] 还已开发了用以绕过疫苗接种以及直接提供保护性抗体的方法。针对RSV的唯一

临床核准防治性治疗是注射高亲和力RSV特异性保护性抗体帕利珠单抗(图3A) (The 

PREVENT  Study  Group .Pediatrics .1997；99(1):93‑9；The  IMpact‑RSV  Study 

Group.Pediatrics.1998；102(3Pt  1):531‑7)。不幸的是，历经5个月的一系列帕利珠单抗

的$10,000花费已限制它用于处于重度RSV感染的高风险下的儿童(Meissner和Kimberlin,

Pediatrics.2013；132(5):915‑8)。被设计来持续多达1年的其他RSV特异性抗体当前正经

受临床评估(Influenza  Other  Respir  Viruses.2015；9(4):169‑78)。然而，每年进行抗体

再注射对于达成终生保护不切实可行。

[0064] 为消除对终身注射的需要，已开发了其中腺病毒载体用于将编码保护性抗体的基

因转移至肌肉细胞中的方法(图3B)(Schnepp和Johnson,Curr  Opin  HIV  AIDS.2014；9(3):

250‑6)。有前景的是，腺病毒介导的帕利珠单抗表达部分地保护小鼠免遭RSV感染

(Skaricic等,Virology.2008；378(1):79‑85)。然而，这个方法的限制是制造实现抗体的保

护性水平所必需的高剂量的病毒的成本较高(24)。高剂量是必需的，因为相较于由单一B细

胞每秒分泌估计10,000个抗体，由肌肉细胞对抗体的表达是低下的(Helmreich等,J  Biol 

Chem.1961；236:464‑73；Hibi和Dosch,Eur  J  Immunol.1986；16(2):139‑45)。B细胞通过对

它们的蛋白质产生机构进行完全重新编程以聚焦于抗体分泌来实现这个高分泌速率。在制

造能力方面无重大改变的情况下，腺病毒介导的向肌肉细胞中的抗体基因转移不是用于

RSV预防的实际可行选项。

[0065] 另一方法使用慢病毒载体来将编码保护性抗体的基因并入造血干细胞的基因组

中，所述造血干细胞将随后被诱导以分化成抗体分泌性B细胞(图3C)。这个方法的一个限制

是抗体基因插入是随机的，此会引入导致疾病的脱靶遗传效应的风险。这个方法的第二限

制是从造血干细胞诱导抗体分泌性细胞的分化需要长久的两个月体外培养条件(Luo等 ,

Blood.2009；113(7):1422‑31)。最后限制是这个策略将不产生可在感染后得以加强的抗体

源。因此，如果抗体分泌性细胞不以较高数目存在或不是长命的，那么针对感染的保护将是

不充分的。

[0066] 在特定实施方案中，本公开通过对B细胞进行遗传工程改造以表达所选抗体(例如

针对感染物的抗体(例如帕利珠单抗；图4A))来提供绕过疫苗接种和/或消除对重复治疗性
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抗体注射的需要。特别可用于遗传工程改造的B细胞的类型包括现有抗体分泌性B细胞、记

忆B细胞、原初B细胞、B1  B细胞和边缘区B细胞。原初B细胞具有最大增殖和功能性潜力，并

且可进入生发中心应答以及改进它们的结合能力。B1  B细胞表达BCR，并且迁移至不同位置

诸如腹膜腔。B1  B细胞在通过BCR刺激后快速分化成抗体分泌性细胞，并且不需要用于T细

胞的信号来达成最优功能。边缘区B细胞主要位于脾的边缘区中，并且在通过BCR刺激后快

速分化成抗体分泌性细胞。边缘区B细胞也不需要来自T细胞的信号来达成最优功能。对这

些B细胞子组中的一者或多者进行遗传工程改造可产生用以治疗进行性或即刻感染的基线

水平的抗体，以及在未来再感染的情况下的长命诱导性抗体源。图4B显示利用本公开的教

义的用于针对众多病原体进行同时保护的相关策略，而图5描绘在存在以及不存在感染下

由示例性B细胞亚型对帕利珠单抗的假设分泌。

[0067] 本公开通过将包括转基因的遗传构建体插入内源性抗体基因座中来提供对B细胞

的遗传工程改造，所述基因座被特定选择以利用内源性B细胞基因组的结构和功能。举例来

说，将编码所选抗体的至少一部分的转基因插入内源性抗体基因座中可允许通过利用内源

性抗体表达调控机构来稳健产生所述所选抗体。转基因可指编码外来(即外源性)蛋白质的

一段DNA。遗传构建体可指意图用于引入细胞中以允许表达外来蛋白质的经人工构建核酸

区段。

[0068] 在特定实施方案中，本公开提供了被修饰来表达所选抗体的B细胞。抗体由两个基

因即重链基因和轻链基因产生。通常，抗体包括重链的两个相同拷贝以及轻链的两个相同

拷贝(参见例如图6B)。重链是两个亚单位中的较大亚单位，并且每个重链包括VDJ区段和恒

定区(在图6B中显示为“C”)。VDJ区段(或VDJ)是指编码抗体重链的结合病原体上的表位的

独特部分的V、D和J基因区段的独特配对。因此，V是指基因区段中的与D和J区段随机配对以

编码抗体重链的结合病原体上的表位的独特部分的一者。类似地，D是指基因区段中的与V

和J区段随机配对以编码抗体重链的结合病原体上的表位的独特部分的一者。最后，J是指

基因区段中的与V和D区段随机配对以编码抗体重链的结合病原体上的表位的独特部分的

一者。存在可以多种不同组合形式集合以形成特定重链的特定VDJ区段的若干V区段、D区段

和J区段(参见例如图7)。

[0069] 每个B细胞仅使单一VDJ组合与保守恒定C区配对以形成全长重链。重链C区可与其

他免疫蛋白诸如Fc受体相互作用以使其他免疫细胞活化。所有原初B细胞都表达相同C区区

段，但可在活化之后变为表达不同C区区段，并且不同C区赋予抗体不同功能。举例来说，一

个C基因区段编码ε，并且表达ε的抗体是“IgE”。IgE型抗体结合身体的细胞，并且经常介导

过敏反应。表达αC区的抗体是IgA抗体；表达 γ C区的抗体是IgG抗体，并且表达μC区的抗体

是IgM抗体。人基因组包括存在于染色体14上的单一重链基因座。

[0070] 再次参照图6B，抗体的轻链(IgL)包括可变区和恒定区。轻链可变区包括V和J基因

区段，并且轻链恒定区可包括单一免疫球蛋白恒定结构域。人表达两种不同轻链：Igκ，所述

Igκ由染色体2上的免疫球蛋白κ基因座编码；以及Igλ，所述Igλ由染色体22上的免疫球蛋白

λ基因座编码。

[0071] 图6A描绘编码IgH链和IgL链的内源性B细胞基因组的示意图。图8A和图8B描绘本

公开的外源性遗传构建体可插入在何处以实现所选抗体的表达的初始示意图。图8A描绘将

包括[终止信号、所选抗体(在此处是PV)的IgL链、跳跃元件(在此处是2A)、以及重链的VDJ
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区段]的遗传构建体插入内源性IgH基因组中内源性VDJ区段与内源性C区编码区段之间。这

个方法导致表达整个外源性IgL链、重链的外源性VDJ区段、以及重链的内源性C区。表达包

括内源性C区的抗体可为有用的，例如因为这可允许经修饰B细胞基于天然B细胞活化和成

熟状态来调节C区表达。举例来说，重链基因座的恒定区中的选择性剪接可允许经修饰B细

胞在表达膜结合型抗体与表达分泌型抗体之间进行转换。这个方法还允许在不需要切除内

源性VDJ的情况下表达外源性VDJ。这个特征是有益的，因为VDJ是相对大型的DNA区段，并且

它的切除可负性影响细胞功能。

[0072] 图9描绘具有关于内源性B细胞基因组的结构和功能，以及本公开如何利用这个结

构和功能来实现所选抗体的表达的更多细节的类似示意图。启动子区域为实现基因区段的

转录所必需。重链可变区(VH)启动子选择性地在B细胞谱系中具有活性，并且包括在转录起

始位点的100碱基对(bp)内的TATA框、Inr元件和八聚体元件。VH启动子活性处于由内源性B

细胞基因组的Eμ增强子元件(灰色卵形)和位于重链基因座的3’末端，邻近于重链α恒定基

因的增强子元件(灰色圆圈)达成的邻近性依赖性调控下。Eμ增强子元件是在免疫球蛋白重

链基因座的J重链区段与Cμ(mu)区段之间的700bp内含子内的DNA内含子区域(长度是40至

1500bp)。它可结合活化蛋白以使重链基因的转录增加或活化。人Eμ增强子元件的序列以

SEQ  ID  NO:85提供于图11A中。小鼠Eμ增强子元件的序列以SEQ  ID  NO:86提供于图13A中。

[0073] 将包括VH启动子的遗传构建体插入在内源性重链可变区与内源性Eμ增强子之间

可降低或阻断由内源性VH启动子所致的转录活化，因为Eμ增强子将使转录在最邻近上游启

动子处起始。以这个方式，内源性VDJ的表达可被阻断而不需要移除这种大型DNA区段(如所

指示，所述移除对于细胞功能和存活来说是有问题的)。在特定实施方案中，VDJ重组移除VH
启动子与Eμ增强子之间的遗传物质，此使增强子位于离本文公开的遗传构建体的外源性启

动子具有适当距离处以从所插入遗传构建体中的启动子开始使转录活化。在特定实施方案

中，不移除内源性遗传物质。在特定实施方案中，移除少于50个碱基对。在特定实施方案中，

外源性遗传构建体内的VH启动子包括IgK或IgL的天然轻链启动子、天然人IgH启动子、脾病

灶形成性病毒启动子SFFV、J558  h10启动子或IgVH1‑69启动子。

[0074] 图10提供用于遗传构建体插入的靶标区域的另一示意图。这些靶标区域涵盖存在

于所有B细胞中的两个保守区域：从末端J基因区段(在人中是IGHJ6，在小鼠中是IGHJ4)至

重链内含子增强子(Eμ)，以及从Eμ至与DNA转换重组相关的重复序列。

[0075] 在特定实施方案中，内源性B细胞基因组的被靶向以插入遗传构建体的区域在SEQ 

ID  NO:85或86的Eμ增强子的上游。图11A‑图14B提供可被靶向以进行遗传构建体插入来实

现如本文公开的所选抗体的表达的特定序列。

[0076] 图11A提供IGHJ6至Eμ内含子增强子的人DNA序列(SEQ  ID  NO:1；>hg38_dna范围＝

chr14:105862523‑105863244  5'添凑＝0  3'添凑＝0链＝‑重复屏蔽＝无)。图11B提供这个

序列内的用以靶向的包括SEQ  ID  NO:5‑24的示例性范围(例如gRNA位点)以及相关gRNA序

列(SEQ  ID  NO:88、89以及290‑307)。作为实例，在特定实施方案中，SEQ  ID  NO:88的sgRNA

(也参见图25A)可用于靶向SEQ  ID  NO:7的gRNA位点。在特定实施方案中，SEQ  ID  NO:89的

sgRNA(也参见图25A)可用于靶向SEQ  ID  NO:10的gRNA位点。

[0077] 图12A提供区域2的人DNA序列：Eμ内含子增强子至转换区域(SEQ  ID  NO:2；>hg38_

dna范围＝chr14:105860383‑105861690  5'添凑＝0  3'添凑＝0链＝‑)。图12B提供这个序
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列内的用以靶向的包括SEQ  ID  NO:25‑44的示例性范围(例如gRNA位点)以及相关gRNA序列

(SEQ  ID  NO:308‑327)。

[0078] 图13A提供区域1的小鼠DNA序列：从IGHJ4至Eμ内含子增强子(SEQ  ID  NO:3；>

mm10_dna范围＝chr12:113427973‑1134285545'添凑＝0  3'添凑＝0链＝‑重复屏蔽＝无)。

图13B提供这个序列内的用以靶向的包括SEQ  ID  NO:45‑64的示例性范围(例如gRNA位点)

以及相关gRNA序列(SEQ  ID  NO:87以及328‑346)。作为一实例，在特定实施方案中，SEQ  ID 

NO:87的sgRNA(也参见图25A)可用于靶向SEQ  ID  NO:46的gRNA位点。

[0079] 图14A提供区域2的小鼠DNA序列：从Eμ内含子增强子至转换区域(SEQ  ID  NO:4；>

mm10_dna范围＝chr12:113425446‑1134269735'添凑＝0  3'添凑＝0链＝‑重复屏蔽＝无)。

图14B提供这个序列内的用以靶向的包括SEQ  ID  NO.65‑84的示例性范围(例如gRNA位点)

以及相关gRNA序列(SEQ  ID  NO:347‑366)。

[0080] 因此，在特定实施方案中，本公开提供包括(i)启动子和(ii)编码所选抗体的一部

分的转基因的遗传构建体在内含子区域处的靶向插入，所述内含子区域在所有B细胞中都

恒定(在重组之前和之后)，并且(i)相对于与所述启动子相互作用的增强子元件加以定位；

以及(ii)呈使得B细胞的内源性重链VDJ序列不表达的构型。在特定实施方案中，所选抗体

的所编码部分包括抗体的整个轻链以及重链的VDJ区段。所选抗体的这些部分可与由经修

饰B细胞在任何给定时间表达的重链恒定区一起表达。遗传构建体的特定实施方案还可包

括或编码信号肽、柔性接头、跳跃元件和/或剪接接合点。

[0081] 本公开的一个技术挑战是抗体是由两个单独基因产物即重链(IgH)和轻链(IgL)

制得的蛋白质(图6A、图6B)。这意味着，在特定实施方案中，两个遗传位置均必须被同时修

饰以适当地表达所选抗体。然而，本公开还提供了用以在不必须修饰两个遗传位置的情况

下产生功能性所选抗体的策略。允许达成此举的一种方法是通过使用允许通过单一构建体

进行抗体表达的序列。在特定实施方案中，这通过在遗传构建体内包括跳跃元件实现。跳跃

元件的一个实例是自裂解肽，诸如自裂解“2A”肽。2A肽通过导致核糖体在确定位置处跳过

对肽键的合成，从而导致从一个mRNA产生两个蛋白质来起作用。2A序列是短的(例如20个氨

基酸)，从而有助于在尺寸受限制的构建体中使用，并且蛋白质在1:1比率下产生。特定实例

包括T2A(GSG)EGRGSLLTCGDVEENPGP(SEQ  ID  NO:176)；P2A(GSG)ATNFSLLKQAGDVEENPGP(SEQ 

ID  NO:177)；E2A(GSG)QCTNYALLKLAGDVES  NPGPP(SEQ  ID  NO:178)；以及F2A(GSG)

VKQTLNFDLLKLAGDVESNPGP(SEQ  ID  NO:179)。

[0082] 在特定实施方案中，遗传构建体包括内部核糖体进入位点(IRES)序列。IRES可位

于遗传构建体的重链VDJ的上游。IRES是允许核糖体在mRNA分子上的第二内部位点处使翻

译起始，从而导致从一个mRNA产生两个蛋白质的非编码结构化RNA序列。然而，相比于2A驱

动的翻译，IRES驱动的翻译具有较低效率，从而导致转录物中第二蛋白质的表达较低。

[0083] 在特定实施方案中，遗传构建体在所选抗体的轻链部分与所选抗体的重链部分之

间编码柔性接头。接头可为以允许连接的序列相互作用以形成功能性单元的方式使一个蛋

白质结构域柔性连接于另一蛋白质结构域的一系列氨基酸。

[0084] 在特定序列中，柔性接头可包括一个或多个系列的甘氨酸和丝氨酸组合，所述组

合对接头序列提供柔性。示例性Gly‑Ser接头包括(GGS)n(SEQ  ID  NO:180)、(GGGS)n(SEQ 

ID  NO:181)和(GGGGS)n(SEQ  ID  NO:182)，其中n＝1–100以及介于其之间的每个整数。在特
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定实施方案中，n＝10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29或

30。在特定实施方案中，Gly‑Ser接头包括50‑80个氨基酸。在特定实施方案中，Gly‑Ser接头

包括54、57或60个氨基酸。在特定实施方案中，Gly‑Ser接头由SEQ  ID  NO:116编码。在特定

实施方案中，Gly‑Ser接头包括SEQ  ID  NO:122。

[0085] 柔性接头的额外实例包括 (KESGSVSSEQLAQFRSLD)n(SEQ  ID  NO:183)和

(EGKSSGSGSESKST)n(SEQ  ID  NO:184)。在这些接头中，接头中的Gly和Ser残基被设计来提

供柔性，而Glu和Lys被添加来改进溶解性。Bird ,RE等Science,1988；242:423–426。在特定

实施方案中，n＝1–100以及介于其之间的每个整数。在特定实施方案中，n＝10、11、12、13、

14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29或30。在特定实施方案中，这些接头

包括50‑80个氨基酸。

[0086] 特定实施方案包括允许在由遗传构建体编码的RNA与由内源性重链恒定区编码的

RNA之间进行剪接的剪接接合点。在特定实施方案中，遗传构建体在3’末端包括剪接接合点

序列。剪接可指通过被称为剪接体的RNA/蛋白质复合物来移除内含子以及将外显子接合在

一起。剪接接合点是指直接侧接于外显子的内含子序列。在外显子的3’末端的剪接接合点

可包括剪接供体位点。剪接供体位点序列通常以“GU”开始。在特定实施方案中，剪接接合点

可包括在VDJ的末个外显子之后的内含子的40‑80bp。在特定实施方案中，剪接接合点包括

侧接于人IGHJ1基因区段或小鼠IGHJ3基因的3’末端的内含子的40‑80bp。在特定实施方案

中，剪接接合点包括CAG/gtaagt，其中切割和剪接发生在大写G(由“剪接”注释加以指示)之

后。在特定实施方案中，剪接接合点包括CAG/gtgagt。CA形成丝氨酸密码子的末尾，并且G使

来自恒定区的第一密码子开始。在特定实施方案中，在用于插入人基因座中的遗传构建体

中，具有侧接序列的剪接接合点包括SEQ  ID  NO:124或151。在特定实施方案中，在用于插入

小鼠基因座中的遗传构建体中，具有侧接序列的剪接接合点包括SEQ  ID  NO:139。

[0087] 本文公开的遗传构建体还可编码信号肽。示例性信号肽包括源于人IgH重链的信

号肽，诸如MELGLSWIFLLAILKGVQC(SEQ  ID  NO:185)；MELGLRWVFLVAILEGVQC(SEQ  ID  NO:

186)；MKH  LWFFLLLVAAPRWVLS(SEQ  ID  NO:187)；MDWTWRILFLVAA  ATGAHS(SEQ  ID  NO:188)；

MDWTWRFLFVVAAATGVQS(SE  Q  ID  NO:189)；MEFGLSWLFLVAILKGVQC(SEQ  ID  NO:190)；

MEFGLSWVFLVALFRGVQC(SEQ  ID  NO:191)；和MDLLHKNM  KHLWFFLLLVAAPRWVLS(SEQ  ID  NO:

192)；以及源于人IgL轻链的信号肽，诸如MDMRVPAQLLGLLLLWLSGARC(SEQ  ID  NO:193)；和

MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA(SEQ  ID  NO:194)。在特定实施方案中，在用于插入人基因座中的

遗传构建体中，信号肽由SEQ  ID  NO:112编码，并且包括SEQ  ID  NO:118。在特定实施方案

中，在用于插入小鼠基因座中的遗传构建体中，信号肽由SEQ  ID  NO:129编码，并且包括SEQ 

ID  NO:134。也参见图25B‑图25I以及Haryadi  R等,tPLoS  One  v.10(2)；2015PMC4338144。

[0088] 如所指示，本公开的特定实施方案利用在内源性B细胞基因组内的所靶向位置处

插入外源性遗传构建体。在特定实施方案中，所述靶向插入可通过在遗传构建体的一个或

两个末端上包括同源区来促进。同源区(即同源缝线或同源臂)与在所需插入位点处的序列

同源。在特定实施方案中，同源臂是指包括在遗传构建体中的与正被修饰的DNA区域100％

同一的DNA区段。在特定实施方案中，100％同一性可不为实现靶向插入所需(例如至少90％

同一性可为足够的)。

[0089] 同源区导致遗传构建体紧接于所靶向遗传区域排列，并且来自遗传构建体的DNA
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部分被调换至通过基因编辑技术切割的区域中。在特定实施方案中，遗传构建体可包括具

有20至1,500bp的基因组同源性的上游基因组同源末端，以及具有20至1,500bp的基因组同

源性的下游基因组同源末端。同源区域可例如提供如图15A中所示的“同源缝线”，所述同源

缝线可介导遗传构建体插入所靶向插入位点中。在特定实施方案中，上游基因组同源末端

和下游基因组同源末端可包括与在重链VDJ区与重链Eμ增强子元件之间的基因组序列具有

同源性的序列。在特定实施方案中，同源区域可特别地包括20‑50个碱基对；300‑500个碱基

对；350‑550个碱基对；900‑1,000个碱基对或400‑600个碱基对。在特定实施方案中，同源区

域可特别地包括30‑40个碱基对(例如36个碱基对)；445‑455个碱基对(例如450个碱基对)；

495‑510个碱基对(例如503个碱基对)；和/或960‑980个碱基对(例如968个碱基对)。在特定

实施方案中，用于小鼠遗传构建体中的同源区包括SEQ  ID  NO:90、91、96、97、127、140、142、

143、170和171。在特定实施方案中，用于人遗传构建体中的同源区包括SEQ  ID  NO:92‑95、

98‑101、110、125、153、173和174。

[0090] 在特定实施方案中，遗传构建体还编码标签序列。标签序列可为有用的，例如以使

表达遗传构建体的细胞可在遗传修饰过程期间被鉴定和/或分选，和/或以使它们可在向受

试者施用之后受控制。举例来说，在特定实施方案中，它可用于在向受试者施用之后追踪

和/或终止经遗传修饰细胞。示例性标签包括 (GmbH ,LLC ,Gottingen ,DE)、

标签II(WSHPQFEK(SEQ  ID  NO:195))或其任何变体；参见例如美国专利号7,981,

632，His标签、Flag标签(DYKDDDDK(SEQ  ID  NO:196))、Xpress标签(DLYDDDDK(SEQ  ID  NO:

197))、Avi标签(GLNDIFEAQKIEWHE(SEQ  ID  NO:198))、钙调蛋白(Calmodulin)标签

(KRRWKKNFIAVSAANRFKKISSSGAL(SEQ  ID  NO:199))、多谷氨酸标签、HA标签(YPYDVPDYA(SEQ 

ID  NO:200))、Myc标签(EQKLISEEDL(SEQ  ID  NO:201))、Nus标签、S标签、SBP标签、Softag  1

(SLAELLNAGLGGS(SEQ  ID  NO:202))、Softag3(TQDPSRVG(SEQ  ID  NO:203))和V5标签

(GKPIPNPLLGLDST(SEQ  ID  NO:204))。

[0091] 在特定实施方案中，本公开提供了一种用于所选抗体表达的遗传构建体，所述遗

传构建体包括或编码(i)重链启动子，和/或(ii)免疫球蛋白轻链，和/或(iii)重链可变区，

和/或(iv)终止密码子；和/或(v)跳跃元件和/或(vi)剪接接合点和/或(vii)同源臂和/或

(viii)接头和/或(ix)标签。

[0092] 特定实施方案包括或编码：(i)重链启动子；(ii)信号肽；(iii)所选抗体的整个轻

链；(iv)柔性接头或跳跃元件；(v)所选抗体重链的可变区；和(vi)剪接接合点。

[0093] 特定实施方案包括或编码：(i)重链启动子；(ii)信号肽；(iii)所选抗体的整个轻

链；(iv)柔性接头或跳跃元件；(v)所选抗体重链的可变区；(vi)剪接接合点，和(vii)同源

臂。

[0094] 特定实施方案包括或编码：(i)重链启动子；(ii)信号肽；(iii)所选抗体的整个轻

链；(iv)柔性接头或跳跃元件；(v)所选抗体重链的可变区；(vi)剪接接合点，(vii)同源臂；

和(viii)标签。

[0095] 图15B描绘DNA修复模板的额外实例。还可使用的DNA修复模板的实例包括合成DNA

模板和腺相关病毒。在特定实施方案中，合成DNA模板可包括双链DNA(dsDNA)，所述双链DNA

包括或编码由与基因组中的靶标位点具有同源性的20‑1 ,500个碱基对侧接的启动子和所
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选抗体部分。在特定实施方案中，合成DNA模板可包括单链DNA(ssDNA)，所述单链DNA包括或

编码由与基因组中的靶标位点具有同源性的10‑80个碱基对或400‑1000个碱基对侧接的启

动子和所选抗体部分。在特定实施方案中，合成DNA模板可包括在末端通过磷酸化加以修饰

以使DNA连接效率增加的dsDNA与ssDNA两者。在特定实施方案中，dsDNA与ssDNA两者均可在

末端用硫代磷酸酯键加以修饰以使稳定性增加，并且防止核酸内切酶消化。

[0096] 在特定实施方案中，腺相关病毒可包括由与基因组中的靶标位点具有同源性的

20‑1,500个碱基对侧接的编码合成抗体部分的区段。在特定实施方案中，启动子和合成抗

体部分编码序列可由匹配于基因组中的靶标位点的同源序列侧接。

[0097] 在特定实施方案中，包括DNA修复机构(例如同源缝线、合成DNA模板)的遗传构建

体可利用如以下更详细所述的基因编辑系统诸如CRISPR、TALEN、megaTAL、锌指核酸酶和/

或腺相关病毒加以递送。举例来说，可向B细胞施用基因组靶向元件、基因组切割元件和本

文所述的遗传构建体。

[0098] 作为本公开的应用的一特定实例，B细胞可被修饰来表达帕利珠单抗抗体。B细胞

可用遗传构建体加以修饰，所述遗传构建体包括侧接于重链启动子的80bp同源臂，所述重

链启动子在来自帕利珠单抗的由2A肽分隔的完整轻链(IgLPV)和VDJ重链基因区段(VDJPV)

的上游。在此处，2A肽被包括来诱导核糖体跳跃事件(Donnelly等 ,The  Journal  of 

general  virology.2001；82(Pt  5):1013‑25)，所述核糖体跳跃事件允许重链和轻链以通

常将缔合以形成所选抗体的单独亚单位形式产生。在特定实施方案中，终止密码子可被包

括在所插入重链启动子的上游以使内源性重链可变区的任何潜在转录停止。

[0099] 图16描绘“如所修饰的”B细胞基因组的一实例，而图17描绘表达所选抗体的所得B

细胞群体。

[0100] 以下段落提供关于(i)示例性所选抗体和序列；(ii)基因编辑技术和细胞分选；

(iii)经修饰B细胞的制剂；和(iv)使用方法的更详细描述。

[0101] (i)示例性所选抗体和序列。在特定实施方案中，所选抗体是可提供针对病原体或

疾患(例如自体免疫疾病)的保护作用的抗体。在特定实施方案中，所选抗体是抗RSV抗体、

抗HIV抗体、抗登革病毒(Dengue  virus)抗体、抗百日咳博德特氏菌(Bordatella 

pertussis)抗体、抗丙型肝炎抗体、抗流感病毒抗体、抗副流感病毒抗体、抗偏肺病毒(MPV)

抗体、抗巨细胞病毒抗体、抗艾伯斯坦巴尔病毒(Epstein  Barr  virus)抗体；抗单纯疱疹病

毒抗体、抗艰难梭菌(Clostridium  difficile)细菌毒素抗体或抗肿瘤坏死因子(TNF)抗

体。

[0102] 在特定实施方案中，所选抗体是嵌合抗体。在特定实施方案中，嵌合抗体是指包

括：(i)至少一个由B细胞的内源性基因组编码的部分，和(ii)至少一个由所插入遗传构建

体编码的部分的合成抗体。在特定实施方案中，嵌合抗体包括内源性重链恒定结构域、外源

性免疫球蛋白可变和恒定轻链、以及外源性可变重链。

[0103] 以下抗体和序列可用于提供针对目标病原体或抗原具有靶向结合的所选抗体(除

非指示，否则意指Kabat编号)：

[0104] 一示例性抗RSV抗体是帕利珠单抗，其靶向RSV融合蛋白，并且用于预防或减轻RSV

感染。

[0105] 在特定实施方案中，抗RSV抗体是小鼠帕利珠单抗，所述小鼠帕利珠单抗包括可变
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重链序列，所述可变重链序列包括：

[0106] QVELQESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMSVGWIRQPSG  EGLEWLADIWWDDKKDYNPSLKS

RLTISKDTSSNQVFLKITGVDT  ADTATYYCARSMITNWYFDVWGAGTTVTVSS(SEQ  ID  NO:138)；以及可

变轻链序列，所述可变轻链序列包括：

[0107] DIQLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVGYMHWYQQKLSTS  PKLQIYDTSKLASGVPGRFSGSGSG

NSYSLTISSIQAEDVATYYCFR  GSGYPFTFGQGTKLEIK(SEQ  ID  NO:205)。

[0108] 另一示例性抗RSV抗体是人帕利珠单抗，并且包括可变轻链序列，所述可变轻链序

列包括：

[0109] DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCKCQLSVGYMHWYQQKPGK  APKLLIYDTSKLASGVPSRFSGSGSG

TEFTLTISSLQPDFATYYCFQ  GSGYPFTFGGGTKLEIKR(SEQ  ID  NO:206)；以及可变重链序列，所述

可变重链序列包括：

[0110] QVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTSGMSVGWIRQPP  GKALEWLADIWWDDKKDYNPSLKS

RLTISKDTSKNQVVLKVTN  MDPADTATYYCARSMITNWYFDVWGAGTT(SEQ  ID  NO:123)。

[0111] 在可变重链和可变轻链内，被称为互补决定区(CDR)的区段决定表位结合。每个重

链具有三个CDR(即CDRH1、CDRH2和CDRH3)，并且每个轻链具有三个CDR(即CDRL1、CDRL2和

CDRL3)。

[0112] 另一示例性抗RSV抗体描述于美国专利号9,403,900中。这个抗RSV抗体包括可变

重链，所述可变重链含有包括GASINSDNYYWT(SEQ  ID  NO:207)的CDRH1序列、包括

HISYTGNTYYTPSLKS(SEQ  ID  NO:208)的CDRH2序列和包括CGAYVLISNCGWFDS(SEQ  ID  NO:

209)的CDRH3序列；以及可变轻链，所述可变轻链含有包括QASQDISTYLN(SEQ  ID  NO:210)的

CDRL1序列、包括GASNLET(SEQ  ID  NO:211)的CDRL2序列和包括QQYQYLPYT(SEQ  ID  NO:212)

的CDRL3序列。

[0113] 示例性抗RSV抗体还包括AB1128(可从MILLIPORE获得)和ab20745(可从ABCAM获

得)。

[0114] 抗HIV抗体的一实例是10E8，其是结合gp41的广泛中和性抗体。10E8抗HIV抗体包

括可变重链，所述可变重链含有包括GFDF  DNAW(SEQ  ID  NO:213)的CDRH1序列、包括

ITGPGEGWSV(SEQ  ID  NO:214)的CDRH2序列和包括TGKYYDFWSGYPPGEEYF  QD(SEQ  ID  NO:

215)的CDRH3序列；以及可变轻链，所述可变轻链含有包括TGDSLRSHYAS(SEQ  ID  NO:216)的

CDRL1序列、包括GKNNRPS(SEQ  ID  NO:217)的CDRL2序列和包括SSRDKS  GSRLSV(SEQ  ID  NO:

218)的CDRL3序列。

[0115] 抗HIV抗体的另一实例是VRC01，其是结合gp120的CD4结合位点的广泛中和性抗

体。VRC01抗体包括可变重链，所述可变重链含有包括GYEFIDCT(SEQ  ID  NO:219)的CDRH1序

列、包括KPRGGAVN(SEQ  ID  NO:220)的CDRH2序列和包括RGKNCDYNWDFEHW(SEQ  ID  NO:221)

的CDRH3序列；以及可变轻链，所述可变轻链含有包括QYGS的CDRL1序列、包括SGS的CDRL2序

列和包括QQYEF(SEQ  ID  NO:222)的CDRL3序列。

[0116] 示例性抗HIV抗体还包括ab18633和39/5 .4A(可从ABCAM获得)；以及H81E(可从

THERMOFISHER获得)。

[0117] 抗登革病毒抗体的一实例是描述于U.S.20170233460中的抗体55，并且包括可变

重链，所述可变重链含有包括EVQLHQSGAELVKPGASVKLSCTVSGFNIK(SEQ  ID  NO:223)的CDRH1
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序 列 、包 括 W V K Q R P E Q G L E W I ( S E Q  I D  N O : 2 2 4 ) 的 C D R H 2 序 列 和 包 括

ATIKADTSSNTAYLQLISLTSEDTAVYYCAF(SEQ  ID  NO:225)的CDRH3序列；以及可变轻链，所述可

变轻链含有包括DIQMTQSPASLSVSVGETVTITC(SEQ  ID  NO:226)的CDRL1序列、包括

WYQQKQGKSPQLLVY(SEQ  ID  NO:227)的CDRL2序列和包括GVPSRFSGSGSGTQYSLKINSLQSEDFGT

YYC(SEQ  ID  NO:228)的CDRL3序列。

[0118] 抗登革病毒抗体的另一实例是描述于美国专利号8,637,035中的DB2‑3，并且包括

可变重链，所述可变重链含有包括YTFTDYAIT(SEQ  ID  NO:229)的CDRH1序列、包括

GLISTYYGDSFYNQKFKG(SEQ  ID  NO:230)的CDRH2序列和包括TIRDGKAMDY(SEQ  ID  NO:231)的

CDRH3序列；以及可变轻链，所述可变轻链含有包括RSSQSLVHSNGNTYLH(SEQ  ID  NO:232)的

CDRL1序列、包括KVSNRFS(SEQ  ID  NO:233)的CDRL2序列和包括SQSTHVPYT(SEQ  ID  NO:234)

的CDRL3序列。抗登革病毒抗体的实例还包括ab155042和ab80914(两者均可从ABCAM获得)。

[0119] 抗百日咳抗体的一实例描述于美国专利号9,512,204中，并且包括可变重链，所述

可变重链包括QVQLQQPGSELVRPGASVKLSCK  ASGYKFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGNIFPGSGSTNYDEK

FNSK  ATLTVDTSSNTAYMQLSSLTSEDSAVYYCTRWLSGAYFDYWGQ  GTTVTVSS(SEQ  ID  NO:235)，以及

可变轻链，所述可变轻链包括QIVLTQSPALMSASPGEKVTMTCSASSSVSFMYWYQQKPRSSP  KPWIYLT

SNLPSGVPARFSGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCQQ  WSSHPPTFGSGTKLEIK(SEQ  ID  NO:236)。

[0120] 抗丙型肝炎抗体的一实例包括可变重链；所述可变重链含有包括SYGMHW(SEQ  ID 

NO:237)的CDRH1序列、包括VIWLDGSNTYYADSVKGR(SEQ  ID  NO:238)的CDRH2序列和包括

ARDIFTVARGVIIYFDY(SEQ  ID  NO:239)的CDRH3序列；以及可变轻链，所述可变轻链含有包括

RASQSVSSYLA(SEQ  ID  NO:240)的CDRL1序列、包括DASNRAT(SEQ  ID  NO:241)的CDRL2序列和

包括QQRSNWVT(SEQ  ID  NO:242)的CDRL3序列。抗丙型肝炎抗体的实例还包括MAB8694(可从

MILLIPORE获得)和C7‑50(可从ABCAM获得)。

[0121] 抗流感病毒抗体的一实例描述于美国专利号9,469,685中，并且包括可变重链，所

述可变重链含有包括GMTSNSLA(SEQ  ID  NO:243)的CDRH1序列、包括IIPVFETP(SEQ  ID  NO:

244)的CDRH2序列和包括ATSAGGIVNYYLSFNI(SEQ  ID  NO:245)的CDRH3序列；以及可变轻链，

所述可变轻链含有包括QTITTW(SEQ  ID  NO:246)的CDRL1序列、包括KTS的CDRL2序列和包括

QQYSTYSGT(SEQ  ID  NO:247)的CDRL3序列。抗流感病毒抗体的一实例还包括C102(可从

THERMOFISHER获得)。

[0122] 一示例性抗MPV抗体包括MPE8。

[0123] 示例性抗CMV抗体包括MCMV5322A、MCMV3068A、LJP538和LJP539。RG7667包括

MCMV5322A和MCMV3068A的混合物，而CSJ148包括LJP538和LJP539的混合物。也参见例如

Deng等,Antimicrobial  Agents  and  Chemotherapy  62(2)e01108‑17(2018年2月)；以及

Dole等,Antimicrobial  Agents  and  Chemotherapy  60(5)2881‑2887(2016年5月)。

[0124] 抗EBV抗体的一实例包括可变重链，所述可变重链含有包括YTFIHFGISW(SEQ  ID 

NO:248)的AMM01  CDRH1序列、包括IDTNNGNTNYAQSLQG(SEQ  ID  NO:249)的AMM01  CDRH2序列

和包括RALEMGHRSGFPFDY(SEQ  ID  NO:250)的AMM01  CDRH3序列；以及可变轻链，所述可变轻

链含有包括GGHNIGAKNVH(SEQ  ID  NO:251)的AMM01  CDRL1序列、包括YDSDRPS(SEQ  ID  NO:

252)的AMM01  CDRL2序列和包括CQVWDSGRGHPLYV(SEQ  ID  NO:253)的AMM01  CDRL3序列。

[0125] 抗HSV抗体的实例包括HSV8‑N和MB66。
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[0126] 示 例 性 抗 艰 难 梭 菌 抗 体 包 括阿 克 托 单 抗 (a c t o x u m a b) 和 贝 兹 托 单 抗

(bezlotoxumab)。也参见例如Wilcox等,N  Engl  J  Med  376(4)305‑317(2017)。

[0127] 可商购获得的抗TNF抗体包括英夫利昔单抗 (infliximab) (

Centocor ,Inc .,Malvern ,PA，以及生物类似物 Pfizer ,Kent ,UK和

Pfizer ,New  York ,NY)、阿达木单抗(adalimumab)( Abbott  Laboratories ,

Abbott  Park ,IL，以及生物类似物 Amgen ,Thousand  Oaks ,CA和

Boehringer  Ingelheim  Int’l ,Ingelheim ,DE)、戈利木单抗(golimumab)(

Johnson&Johnson  Corp.,New  Brunswick,NJ)、依那西普(etanercept)(Enbrel Immunex 

Corp,Thousand  Oaks,CA，以及生物类似物 Novartis  AG,Basel,CH)和培塞利珠单

抗(certolizumab‑pegol)( UCB  Pharma,Brussels,BE)。

[0128] 在特定实施方案中，英夫利昔单抗的CDR包括：重链残基26‑37、52‑70和103‑116以

及轻链残基24‑39、55‑61和94‑102。在特定实施方案中，英夫利昔单抗的重链以

EVKLEESGGGLVQPGGSMK(SEQ  ID  NO:254)开始，并且轻链以DILLTQSPAILSVSPGER(SEQ  ID 

NO:255)开始。

[0129] 在特定实施方案中，英夫利昔单抗包括可变重链，所述可变重链含有包括IFSNHW

(SEQ  ID  NO:256)的CDRH1序列、包括RSKSINSATH(SEQ  ID  NO:257)的CDRH2序列和包括

NYYGSTY(SEQ  ID  NO:258)的CDRH3序列；以及可变轻链，所述可变轻链含有包括FVGSSIH

(SEQ  ID  NO:259)的CDRL1序列、包括KYASESM(SEQ  ID  NO:260)的CDRL2序列和包括QSHSW

(SEQ  ID  NO:261)的CDRL3序列。

[0130] 在特定实施方案中，阿达木单抗包括可变重链，所述可变重链含有包括TFDDYA

(SEQ  ID  NO:262)的CDRH1序列、包括TWNSGHID(SEQ  ID  NO:263)的CDRH2序列和包括

VSYLSTASSL(SEQ  ID  NO:264)的CDRH3序列；以及可变轻链，所述可变轻链含有包括GIRNYLA

(SEQ  ID  NO:265)的CDRL1序列、包括YAASTLQ(SEQ  ID  NO:266)的CDRL2序列和包括RYNRA

(SEQ  ID  NO:267)的CDRL3序列。

[0131] 在特定实施方案中，塞利珠单抗包括可变重链，所述可变重链含有包括VFTDYG

(SEQ  ID  NO:268)的CDRH1序列、包括NTYIGEPI(SEQ  ID  NO:269)的CDRH2序列和包括

GYRSYAM(SEQ  ID  NO:270)的CDRH3序列；以及可变轻链，所述可变轻链含有包括NVGTNVA

(SEQ  ID  NO:271)的CDRL1序列、包括YSASFLY(SEQ  ID  NO:272)的CDRL2序列和包括QYNIY

(SEQ  ID  NO:273)的CDRL3序列。

[0132] 可在本公开的教义内使用的众多额外抗体序列是可用的，并且为本领域普通技术

人员所知。可商购获得的抗体的序列信息可见于药物库数据库(Drug  Bank  database)、CAS

登记库(CAS  Registry)和/或RSCB蛋白质数据库(Protein  Data  Bank)中。此外，本领域普

通技术人员可易于获得编码本文所述的所选抗体的部分的核酸序列。

[0133] (ii)基因编辑技术和细胞分选。基因编辑系统允许控制遗传疗法的靶标位点。在

本公开的教义内，可使用能够进行精确序列靶向和修饰的任何基因编辑系统。这些系统通

常包括用于精确靶向的靶向元件和用于切割所靶向遗传位点的切割元件。引导RNA是靶向

元件的一个实例，而各种核酸酶提供切割元件的实例。靶向元件和切割元件可为单独分子

或例如由纳米粒子连接。或者，靶向元件和切割元件可连接在一起以成为一个双重目的分

说　明　书 18/43 页

29

CN 119265240 A

29



子。当意图插入治疗性核酸序列时，系统还可包括与遗传构建体相关联的同源性引导的修

复模板(即如上所述的同源臂)。然而，如以下进一步所详述，不同基因编辑系统可采用不同

组分和构型，同时维持精确靶向、切割和修饰所选基因组位点的能力。

[0134] 特定实施方案利用锌指核酸酶(ZFN)作为基因编辑剂。ZFN是被工程改造来在特定

位置处结合和裂解DNA的一类位点特异性核酸酶。ZFN用于在DNA序列中的特定位点处引入

双链断裂(DSB)，此使得ZFN能够靶向多种不同细胞中的基因组内的独特序列。此外，在双链

断裂之后，发生同源性引导的修复(HDR)或非同源性末端接合(NHEJ)以修复DSB，由此使得

能够进行基因组编辑。

[0135] ZFN通过使锌指DNA结合结构域融合于DNA裂解结构域来合成。DNA结合结构域包括

三个至六个是转录因子的锌指蛋白。DNA裂解结构域包括例如FokI核酸内切酶的催化结构

域。FokI结构域以二聚体形式起作用，从而需要两个具有针对靶标序列上的位点的独特DNA

结合结构域的构建体。FokI裂解结构域在分隔两个倒置半位点的具有五个或六个碱基对的

间隔体序列内进行裂解。

[0136] 对于关于ZFN的额外信息，参见Kim等Proceedings  of  the  National  Academy  of 

Sciences  of  the  United  States  of  America  93 ,1156‑1160(1996)；Wolfe等Annual 

review  of  biophysics  and  biomolecular  structure  29,183‑212(2000)；Bibikova等

Science  300,764(2003)；Bibikova等Genetics  161,1169‑1175(2002)；Miller等The  EMBO 

journal  4,1609‑1614(1985)；以及Miller等Nature  biotechnology  25,778‑785(2007)。

[0137] 特定实施方案可使用转录活化子样效应物核酸酶(TALEN)作为基因编辑剂。TALEN

是指包括转录活化子样效应物(TALE)DNA结合蛋白和DNA裂解结构域的融合蛋白。TALEN用

于通过在DNA中诱导DSB来编辑基因和基因组，所述DSB诱导细胞中的修复机制。通常，两个

TALEN必须结合，并且侧接于DNA裂解结构域的靶标DNA位点的每一侧以进行二聚化以及诱

导DSB。在细胞中，DSB通过NHEJ修复，或如果存在外源性双链供体DNA片段，那么通过HDR修

复。

[0138] 如所指示，TALEN已被工程改造来结合例如内源性基因组的靶标序列，并且在所述

靶标序列的位置处切割DNA。TALEN的TALE是由黄单胞菌属(Xanthomonas)细菌分泌的DNA结

合蛋白。TALE的DNA结合结构域包括高度保守的具有33或34个氨基酸的重复序列，其中相异

残基在每个重复序列的第12和第13位置处。被称为重复可变双残基(RVD)的这两个位置显

示与特异性核苷酸识别的强烈关联。因此，靶向特异性可通过改变RVD中的氨基酸以及并入

非常规RVD氨基酸来改进。

[0139] 可用于TALEN融合物中的DNA裂解结构域的实例是野生型和变异FokI核酸内切酶。

对于关于TALEN的额外信息，参见Boch等Science  326 ,1509‑1512(2009)；Moscou和

Bogdanove,Science  326,1501(2009)；Christian等Genetics  186,757‑761(2010)；以及

Miller等Nature  biotechnology  29,143‑148(2011)。

[0140] 特定实施方案利用MegaTAL作为基因编辑剂。MegaTAL具有单链稀切点裂解核酸酶

结构，其中TALE与兆碱基大范围核酸酶的DNA裂解结构域融合。兆碱基大范围核酸酶，也被

称为归巢核酸内切酶，是在同一结构域中具有DNA识别功能与核酸酶功能两者的单一肽链。

与TALEN相比，megaTAL仅需要递送单一肽链以达成功能活性。

[0141] 在特定实施方案中，内源性B细胞基因组可使用CRISPR基因编辑系统来靶向。
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CRISPR核酸酶系统是赋予对外来遗传元件诸如质粒和噬菌体的抗性，并且提供一种形式的

获得免疫性的原核免疫系统。CRISPR是含有碱基序列的短重复的DNA基因座。在原核免疫系

统的情形下，每个重复继之以间隔DNA的短区段，所述短区段属于原核生物所暴露于的外来

遗传元件。与间隔体交替散布的这个CRISPR重复序列阵列可被转录成RNA。RNA可被加工成

成熟形式，并且与核酸酶诸如cas(CRISPR相关)核酸酶缔合。包括具有可杂交于外来遗传元

件的序列的RNA和Cas核酸酶的CRISPR‑Cas系统可接着识别以及切割基因组中的这些外源

性遗传元件。

[0142] CRISPR‑Cas系统不要求产生定制蛋白质来靶向特定序列，而是单一Cas酶可通过

短引导RNA分子(crRNA)加以程序化以识别特定DNA靶标。细菌和古细菌适应性免疫性的

CRISPR‑Cas系统显示蛋白质组成和基因组基因座构造的极大多样性。CRISPR‑Cas系统基因

座具有超过50个基因家族，并且不存在绝对通用的基因，从而指示基因座构造的快速进化

和极大多样性。迄今为止，采用多管齐下的方法，存在对93种Cas蛋白的395个概况的全面

cas基因鉴定。分类包括特征基因概况加基因座构造的特征。提出了对CRISPR‑Cas系统的一

种新的分类，其中这些系统被广泛分成两个类别，类别1具有多亚单位效应复合物，而类别2

具有由Cas9蛋白例示的单亚单位效应模块。

[0143] 已开发至少三种不同Cas9核酸酶用于基因组编辑。第一是野生型Cas9，其在特定

DNA位点处引入双链断裂(DSB)，从而导致DSB修复机构的活化。DSB可通过非同源性末端接

合(NHEJ)、同源性引导的修复(HDR)或微同源性介导的修复(MMEJ)来修复。NHEJ可涉及在修

复期间接合的两个末端之间不具有同源性(<5bp)的情况下修复DSB；HDR可涉及在修复期间

接合的末端之间具有大同源区域(100个或更多个核苷酸)的情况下修复DSB；并且MMEJ可涉

及在修复期间接合的末端之间具有小(5至50bp)同源区域的情况下修复DSB。另一类型的

Cas9包括被称为Cas9D10A的突变Cas9，所述突变Cas9仅具有切口酶活性，此意味着它仅裂

解一个DNA链，并且不使NHEJ活化。因此，DNA修复仅通过HDR路径来进行。第三是核酸酶缺陷

性Cas9(dCas9)，其不具有裂解活性，但能够结合DNA。因此，dCas9能够靶向基因组的特定序

列而不进行裂解。通过使dCas9与各种效应结构域融合，dCas9可被用作基因沉默或活化工

具。

[0144] 除1类和2类CRISPR‑Cas系统之外，更新近地，已鉴定由Cpf1例示的推定2类V型

CRISPR‑Cas类别，Zetsche等(2015)Cell  163(3):759‑771。Cpf1核酸酶特别地可借助于短

的三碱基对识别序列(TTN)来在靶标位点选择方面提供附加灵活性，所述识别序列被称为

原间隔体邻近基序或PAM。Cpf1的切割位点离PAM序列至少18bp，因此，酶可在indel(插入和

缺失)形成之后重复切割指定基因座，从而使HDR的效率增加。此外，具有粘性末端的交错

DSB容许达成定向特异性供体模板插入。

[0145] 关于CRISPR‑Cas系统及其组分的额外信息描述于US8697359、US8771945、

US8795965、US8865406、US8871445、US8889356、US8889418、US8895308、US8906616、

US8932814、US8945839、US  8993233和US8999641以及与它们相关的申请；以及WO2014/

018423、WO2014/093595、WO2014/093622、WO2014/093635、WO2014/093655、WO2014/093661、

WO2014/093694、WO2014/093701、WO  2014/093709、WO2014/093712、WO2014/093718、

WO2014/145599、WO2014/204723、WO2014/204724、WO2014/204725、WO2014/204726、WO2014/

204727、WO2014/204728、WO2014/204729、WO  2015/065964、WO2015/089351、WO2015/
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089354、WO2015/089364、WO2015/089419、WO2015/089427、WO2015/089462、WO2015/089465、

WO2015/089473和WO2015/089486、WO2016205711、WO  2017/106657、WO2017/127807以及与

它们相关的申请中。

[0146] 特定实施方案将tracrRNA和crRNA组合成单一合成单引导RNA(sgRNA，利用例如

SEQ  ID  NO:87‑89或290‑366)。在特定实施方案中，sgRNA可包括与crRNA类似的具有二十个

核苷酸的序列以及tracrRNA序列。对于某些基因编辑系统，靶标序列可邻近于PAM(例如5’‑

20nt靶标–NGG‑3’)。在特定实施方案中，靶标序列可包括PAM(SEQ  ID  NO:5‑84)。在特定实

施方案中，引导RNA(gRNA)包括邻近于PAM的由基因组编辑复合物靶向的靶标位点。gRNA可

包括邻近于PAM的至少16、17、18、19、20、21或22个核苷酸。

[0147] 在特定实施方案中，切割元件在经工程改造gRNA的辅助下针对所靶向DNA位置(图

25A(Sternberg等,Mol  Cell.2015；58(4):568‑74))。具有侧接于切割基因组区域的同源臂

的遗传构建体通过同源性引导的DNA修复机制被高效插入这个位置中(参见例如图15B

(Ellio  tt等,Mol  Cell  Biol.1998；18(1):93‑101))。使用这个方法，内源性抗体的表达将

被消除，并且编码所选抗体的基因将被插入所靶向遗传位置中。这个靶向插入使由随机遗

传插入所致的脱靶效应的可能性消除或显著降低。

[0148] 在特定实施方案中，靶向每个内源性抗体的小鼠或人IgH的sgRNA靶向在J区的下

游100bp的区域(图9)。在实验性实例中，这个区域被靶向来表达所选抗体帕利珠单抗的含

有来自内源性基因组的C区的形式(图7和图9)。crispr .mit .edu算法 (Hsu等 ,Nat 

Biotechnol.2013；31(9):827‑32)鉴定了22个针对这个区域的被预测具有少许(如果有的

话)脱靶结合的靶向序列。单个靶向序列可被插入全长sgRNA中，并且在如所描述的孵育

(Schumann等,Proc  Natl  Acad  Sci  U  S  A.2015；112(33):10437‑42)之前即刻与核酸酶诸

如Cas9混合，并且电穿孔至B细胞中(Kim等,J  Immunol.1979；122(2):549‑54)。因为对由

Cas9达成的DNA切口的细胞修复经常导致基因功能丧失(Symington和Gautier,Annu  Rev 

Genet.2011；45:247‑71)，所以靶向抗体编码区的高效sgRNA预期会导致出现一些缺乏抗体

的B细胞，此可易于通过流式细胞计量术评估。靶向内含子序列的sgRNA的活性可通过测序

或通过酶促测定诸如T7核酸内切酶测定来评估。

[0149] 在特定实施方案中，基因组靶向和切割元件可通过电穿孔、纳米粒子介导的递送

和/或病毒载体递送来施用。电穿孔可例如用于递送靶向元件和/或切割元件，因为细胞膜

通常不允许所述外来分子进入细胞中。电穿孔将电击传送至细胞，所述电击暂时允许所述

外来分子穿过细胞膜。

[0150] 在特定实施方案中，用于插入的遗传构建体可通过电穿孔、纳米粒子介导的递送

和/或病毒载体递送来施用。腺相关病毒载体包括源于例如腺病毒5(Ad5)、腺病毒35

(Ad35)、腺病毒11(Ad11)、腺病毒26(Ad26)、腺病毒48(Ad48)或腺病毒50(Ad50)以及腺相关

病毒(AAV；参见例如美国专利号5 ,604 ,090；Kay等 ,Nat.Genet.24:257(2000)；Nakai等 ,

Blood  91:4600(1998))的那些。

[0151] 在特定实施方案中，基因组靶向和切割元件可通过电穿孔施用，并且用于插入的

遗传构建体可通过AAV介导的递送施用。在特定实施方案中，基因组靶向和切割元件可通过

纳米粒子介导的递送来施用，并且用于插入的遗传构建体可通过AAV介导的递送来施用。

[0152] 在特定实施方案中，包括转基因的遗传构建体可在电穿孔之前即刻或不久与靶向
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元件(例如sgRNA)和切割元件(例如Cas9或cpf1)混合。所选抗体表达可稍后(例如3天后)通

过流式细胞计量术测量细胞与荧光标签化靶标蛋白质的结合来确认。可使用用于检测和分

析表位特异性B细胞的富集和分析方法。Pape等,Science.2011；331(6021):1203‑7；Taylor

等 ,J  Exp  Med .2012；209(3):597‑606；Taylor等 ,J  Exp  Med .2012；209(11):2065‑77；

Haasken等,J  Immunol.2013；191(3):1055‑62；Taylor等,J  Immunol  Methods.2014；405:

74‑86；Nanton等,Eur  J  Immunol.2015；45(2):428‑41；Hamilton等,J  Immunol.2015；194

(10):5022‑34；Taylor等,Science.2015；347(6223):784‑7)。这些方法允许检测频率格外

地低至总B细胞群体的0.00002％的所选抗体表达性B细胞(Taylor等,Science .2015；347

(6223):784‑7)。

[0153] 在特定实施方案中，可在递送遗传构建体之前或之后基于标志物表达来鉴定和/

或分选细胞。举例来说，可有用的是在递送遗传构建体之前从样品分离特定类型的B细胞

(例如记忆B细胞、抗体分泌性B细胞、原初B细胞、B1  B细胞、边缘区B细胞)。作为另一实例，

可有用的是使B细胞与存在于血液样品中的其他细胞分离。CD19是由B细胞表达的蛋白质的

一实例，仅有身体的少许其他细胞表达。通过用荧光分子标记CD19，可特异性鉴定B细胞。

B220是一种可用于鉴定小鼠B细胞的标志物。

[0154] CD27是由记忆而非原初人B细胞表达的蛋白质的一实例。通过用荧光分子标记

CD27，可鉴定记忆B细胞。

[0155] CD21是不由一些能够在感染之后快速分泌抗体的记忆人B细胞表达(或在低程度

上表达)的蛋白质的一实例。低CD21表达可用于确定被致敏以达成浆细胞分化的B细胞。通

过用荧光分子标记CD21，这些B细胞可通过例如负性选择来特异性鉴定。

[0156] 人原初B细胞可通过标志物概况IgM+IgD+CD27‑来鉴定。小鼠原初B细胞可通过标

志物概况CD38+GL7‑IgM+IgD+来鉴定。人B1B细胞可通过标志物概况CD5+CD43+来鉴定。小鼠

B1  B细胞可通过标志物概况CD43+低B220来鉴定。人边缘区B细胞可通过标志物概况CD21++

+IgM++IgD‑CD27+来鉴定。小鼠边缘区B细胞可通过标志物概况CD21+++IgM++IgD‑来鉴定。

[0157] 特定实施方案可利用CD19+CD27+CD21lo标志物概况。

[0158] CD45是用于鉴定和/或分离用于本文所述的实验中的细胞类型的标志物。不同小

鼠品系表达称为CD45的蛋白质的不同形式，被称为CD45.1和CD45.2。在本文公开的实验中，

来自表达CD45.2的小鼠的B细胞将被获取以及转移至表达CD45.1的小鼠中。通过用不同荧

光分子标记CD45 .1和CD45 .2，可鉴定来自供体动物的细胞，因为它们表达CD45 .2而非

CD45.1。

[0159] 特定实施方案包括在遗传修饰之后基于外源性轻链的表达来分选B细胞。举例来

说，天然地表达κ轻链的B细胞可被修饰来表达包括λ轻链的所选抗体。天然地表达λ轻链的B

细胞可被修饰来表达包括κ轻链的所选抗体。基于外源性轻链的表达的分选将允许仅分离

表达所选抗体的那些B细胞。在特定实施方案中，仅分离完全缺乏它们的内源性轻链的表面

表达的那些B细胞以进行配制和向受试者施用。

[0160] 在特定实施方案中，细胞可使用流式细胞计量术鉴定和/或分离。流式细胞计量术

是一种使用激光来单个地分析标记数百万个单个细胞的荧光分子的灵敏和强力分析方法。

通过分析标记每个细胞的荧光分子的组合，可鉴定不同B细胞亚型。流式细胞计量术可用于

鉴定B细胞子组，并且分析这些细胞内所选抗体(例如帕利珠单抗)的表达。
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[0161] 在特定实施方案中，修饰B细胞的方法可包括获得造血干细胞(HSC)，和/或将遗传

构建体递送至HSC。HSC可指天然地产生B细胞以及免疫系统的所有其他细胞的干细胞类型。

HSC可例如从脐带血获得。

[0162] 本文所述的特定实验结果利用A20细胞来开发遗传修饰方法，随后前移至新鲜分

离的B细胞。A20是一种由小鼠B细胞制得的永生化细胞系。

[0163] 在特定实施方案中，B细胞可从人受试者获得，并且所得B细胞或其子组可加以离

体修饰。

[0164] 经修饰B细胞的制剂。一旦修饰，细胞即可从培养基收集，并且洗涤以及以治疗有

效量浓缩至载体中。示例性载体包括盐水、缓冲盐水、生理盐水、水、汉克氏溶液(Hanks '

solution)、林格氏溶液(Ringer'ssolution)、Nonnosol‑R(Abbott  Labs)、PLASMA‑LYTE

(Baxter  Laboratories,Inc.,Morton  Grove,IL)、甘油、乙醇以及它们的组合。

[0165] 在特定实施方案中，载体可补充以人血清白蛋白(HSA)或其他人血清组分或胎牛

血清。在特定实施方案中，输注用载体包括具有5％透明质酸钠盐(HAS)或右旋糖的缓冲盐

水。额外等张剂包括多羟基糖醇，包括三羟基或更高级糖醇，诸如甘油、赤藓糖醇、阿拉伯糖

醇、木糖醇、山梨糖醇或甘露糖醇。

[0166] 载体可包括缓冲剂，诸如柠檬酸盐缓冲剂、丁二酸盐缓冲剂、酒石酸盐缓冲剂、反

丁烯二酸盐缓冲剂、葡萄糖酸盐缓冲剂、草酸盐缓冲剂、乳酸盐缓冲剂、乙酸盐缓冲剂、磷酸

盐缓冲剂、组氨酸缓冲剂和/或三甲胺盐。

[0167] 稳定剂是指在功能方面可在增积剂至有助于防止细胞粘附于容器壁的添加剂的

范围内的宽泛种类的赋形剂。典型稳定剂可包括多羟基糖醇；氨基酸，诸如精氨酸、赖氨酸、

甘氨酸、谷氨酰胺、天冬酰胺、组氨酸、丙氨酸、鸟氨酸、L‑亮氨酸、2‑苯丙氨酸、谷氨酸和苏

氨酸；有机糖或糖醇，诸如乳糖、海藻糖、水苏糖、甘露糖醇、山梨糖醇、木糖醇、核糖醇、肌肉

肌醇、半乳糖醇、甘油和环醇、诸如肌醇；PEG；氨基酸聚合物；含硫还原剂，诸如脲、谷胱甘

肽、硫辛酸、硫代乙酸钠、硫代甘油、α‑单硫代甘油和硫代硫酸钠；低分子量多肽(即<10个残

基)；蛋白质诸如HSA、牛血清白蛋白、明胶或免疫球蛋白；亲水性聚合物诸如聚乙烯吡咯烷

酮；单糖诸如木糖、甘露糖、果糖和葡萄糖；二糖诸如乳糖、麦芽糖和蔗糖；三糖诸如棉子糖

以及多糖诸如右旋糖酐。

[0168] 当必要或有益时，制剂可包括局部麻醉剂诸如利多卡因(lidocaine)以减轻在注

射部位处的疼痛。

[0169] 示例性防腐剂包括苯酚、苯甲醇、间甲酚、对羟基苯甲酸甲酯、对羟基苯甲酸丙酯、

十八烷基二甲基苯甲基氯化铵、苯扎卤铵、氯化六羟季铵、对羟基苯甲酸烷基酯诸如对羟基

苯甲酸甲酯或对羟基苯甲酸丙酯、儿茶酚、间苯二酚、环己醇和3‑戊醇。

[0170] 制剂可包括例如大于102个经修饰B细胞、大于103个经修饰B细胞、大于104个经修

饰B细胞、大于105个经修饰B细胞、大于106个经修饰B细胞、大于107个经修饰B细胞、大于108

个经修饰B细胞、大于109个经修饰B细胞、大于1010个经修饰B细胞或大于1011个经修饰B细

胞。

[0171] 使用方法。本文公开的方法包括用本文公开的制剂治疗受试者(例如人、兽医学动

物(狗、猫、爬行动物、鸟)、家畜(例如马、牛、山羊、猪、鸡)和研究动物(例如猴、大鼠、小鼠、

鱼))。治疗受试者包括递送治疗有效量。治疗有效量包括提供有效量、防治性治疗和/或治
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疗性治疗的那些。

[0172] “有效量”是组合物的为在受试者中产生所需生理变化所必需的量。有效量经常出

于研究目的而施用。本文公开的有效量可在与评估疾患的显现、进展和/或消退相关的动物

模型或体外测定中产生统计显著影响。

[0173] “防治性治疗”包括向不展示疾患的征象或症状或仅展示疾患的早期征象或症状

的受试者施用的治疗，以致治疗出于减弱或降低显现所述疾患的风险的目的而施用。因此，

防治性治疗充当针对疾患的预防性治疗。在特定实施方案中，防治性治疗减轻、延迟或预防

疾患的恶化。特定实施方案包括在不存在当前有效的疫苗下，施用本文所述的制剂作为防

治性保护措施。特定实施方案包括作为对常规疫苗接种策略的替代，施用本文所述的制剂

作为防治性保护措施。特定实施方案包括作为对常规疫苗接种策略的补充，施用本文所述

的制剂作为防治性保护措施。

[0174] “治疗性治疗”包括向展示疾患的症状或征象的受试者施用的治疗，并且出于减弱

或消除所述疾患的那些征象或症状的目的而向所述受试者施用。治疗性治疗可降低、控制

或消除疾患的存在性或活动性，和/或减轻、控制或消除疾患的副作用。

[0175] 在特定实施方案中，疾患是感染。

[0176] 作为有效量、防治性治疗或治疗性治疗起作用不是互相排斥的，并且在特定实施

方案中，所施用剂量可实现超过一种治疗类型。

[0177] 在特定实施方案中，治疗有效量提供抗病原体作用。抗病原体作用可包括抗感染

作用。抗感染作用可包括减少感染的发生，减轻感染的严重性，降低感染的持续时间，降低

受感染细胞的数目，降低受感染组织的体积，增加预期寿命，诱导受感染细胞对免疫清除的

敏感性，减轻感染相关的疼痛，和/或减轻或消除与所治疗感染相关的症状。

[0178] 在特定实施方案中，治疗有效量提供消炎作用。消炎作用可包括减轻炎症相关的

疼痛、发热、发红、肿胀和/或功能丧失。

[0179] 在特定实施方案中，治疗有效量提供抗克罗恩氏病(Crohn’sdisease)作用或抗溃

疡性结肠炎作用。抗克罗恩氏病作用或抗溃疡性结肠炎作用可包括减轻腹泻，减轻直肠出

血，减轻不可解释的重量损失，减轻发热，减轻腹部疼痛和痉挛，减轻疲劳和精力低下感觉，

和/或恢复食欲。

[0180] 在特定实施方案中，治疗有效量提供抗关节炎作用。抗关节炎作用可包括减轻关

节疼痛、僵硬、肿胀、发红，和/或恢复活动范围。关节炎的类型包括类风湿性关节炎(RA)、僵

直性脊椎炎和牛皮癣性关节炎。

[0181] 在特定实施方案中，治疗有效量提供抗斑块牛皮癣作用。抗斑块牛皮癣作用可包

括减轻红斑、鳞屑斑点、瘙痒、灼热、酸痛、甲床异常和/或关节肿胀或僵硬。

[0182] 在特定实施方案中，B细胞可从受试者获得，B细胞的子组可加以离体修饰，接着经

修饰B细胞可被配制以及向所述受试者施用。在特定实施方案中，受试者的B细胞的第一子

组可用第一遗传构建体加以修饰以产生针对第一病原体的所选抗体，并且受试者的B细胞

的第二子组可用第二遗传构建体加以修饰以产生针对第二病原体的所选抗体，由此提供针

对两种病原体的保护性抗体。如所指示，可形成针对任何数目的病原体的B细胞，并且向受

试者施用。在特定实施方案中，所选抗体可为抗RSV抗体、抗HIV抗体、抗登革病毒抗体、抗百

日咳博德特氏菌抗体、抗丙型肝炎抗体、抗流感病毒抗体、抗副流感病毒抗体、抗MPV抗体、
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抗巨细胞病毒抗体、抗艾伯斯坦巴尔病毒抗体；抗单纯疱疹病毒抗体、抗艰难梭菌细菌毒素

抗体和/或抗TNF抗体。在特定实施方案中，所选抗体可为抗RSV抗体、抗流感病毒抗体、抗副

流感病毒抗体和/或抗MPV抗体中的一者或多者。在特定实施方案中，所选抗体可为抗RSV抗

体、抗流感病毒抗体、抗副流感病毒抗体和抗MPV抗体。在特定实施方案中，所选抗体是帕利

珠单抗。

[0183] 在特定实施方案中，B细胞可从已免疫匹配于接受者的骨髓供者或造血干细胞供

者获得。在特定实施方案中，供者的B细胞的第一子组可用第一遗传构建体加以修饰以产生

针对第一病原体的所选抗体，并且供者的B细胞的第二子组可用第二遗传构建体加以修饰

以产生针对第二病原体的所选抗体，由此提供针对两种病原体的保护性抗体。如所指示，可

形成针对任何数目的病原体的B细胞，并且向受试者施用。在特定实施方案中，所选抗体可

为抗RSV抗体、抗HIV抗体、抗登革病毒抗体、抗百日咳博德特氏菌抗体、抗丙型肝炎抗体、抗

流感病毒抗体、抗副流感病毒抗体、抗MPV抗体、抗巨细胞病毒抗体、抗艾伯斯坦巴尔病毒抗

体；抗单纯疱疹病毒抗体、抗艰难梭菌细菌毒素抗体和/或抗TNF抗体。在特定实施方案中，

所选抗体可为抗RSV抗体、抗流感病毒抗体、抗副流感病毒抗体和/或抗MPV抗体中的一者或

多者。在特定实施方案中，所选抗体可为抗RSV抗体、抗流感病毒抗体、抗副流感病毒抗体和

抗MPV抗体。在特定实施方案中，所选抗体是帕利珠单抗。经遗传修饰B细胞可向接受者施用

以提供针对感染的保护(例如抗感染作用)直至所移植细胞使接受者的自身免疫系统达成

群体恢复。

[0184] 在特定实施方案中，接受者正接受来自供者的骨髓或造血干细胞移植作为对血液

恶性肿瘤的治疗。血液恶性肿瘤的实例包括急性淋巴细胞性白血病、B细胞前淋巴细胞性白

血病、伯基特淋巴瘤/白血病、慢性淋巴细胞性白血病(CLL)、弥漫性大B细胞淋巴瘤、滤泡性

淋巴瘤(I、II、III或IV级)、霍奇金氏淋巴瘤(Hodgkin's  lymphoma)、血管内大B细胞淋巴

瘤、淋巴瘤、淋巴浆细胞性淋巴瘤、套膜细胞淋巴瘤、边缘区淋巴瘤(结节外和结节性)、纵隔

(胸腺)大B细胞淋巴瘤、多发性骨髓瘤、非霍奇金氏淋巴瘤、POEMS综合征/骨硬化骨髓瘤、原

发性渗出淋巴瘤、脾边缘区淋巴瘤、小淋巴细胞性淋巴瘤、郁积性多发性骨髓瘤(SMM)和瓦

尔登斯特伦氏巨球蛋白血症(Waldenstrom'smacroglobulinemia)。

[0185] 在特定实施方案中，接受者正接受提供接受者正缺乏的基因的经遗传修饰造血干

细胞。这些接受者可具有可通过造血干细胞来提供治疗性基因加以治疗的原发性或继发性

免疫缺陷。世界卫生组织认定了超过80种原发性免疫缺陷疾病。这些疾病的特征在于免疫

系统具有内在缺陷，其中在一些情况下，身体不能产生任何或足够的针对感染的抗体。在其

他情况下，用以对抗感染的细胞防御未能适当地运转。通常，原发性免疫缺陷是遗传性病

症。X染色体连锁的重度联合免疫缺陷(SCID‑X1)是原发性免疫缺陷的另一实例。X染色体连

锁的SCID导致由共同 γ 链基因( γ C)中的突变引起的细胞免疫消减与体液免疫消减两者，

此导致不存在T淋巴细胞和天然杀伤(NK)淋巴细胞。

[0186] 继发性或获得性免疫缺陷不是遗传性遗传异常的结果，而是发生在其中免疫系统

由在免疫系统外部的因素损害的个体中。实例包括创伤、病毒、化学疗法、毒素和污染。获得

性免疫缺陷综合征(AIDS)是继发性免疫缺陷病症的由病毒即人免疫缺陷病毒(HIV)引起的

一实例，其中T淋巴细胞的消减致使身体不能对抗感染。

[0187] 在特定实施方案中，B细胞可从受试者获得，B细胞的子组可加以离体修饰，接着经

说　明　书 25/43 页

36

CN 119265240 A

36



修饰B细胞可被配制以及向所述受试者施用。在特定实施方案中，受试者的B细胞的第一子

组可用第一遗传构建体加以修饰以产生针对炎症性分子诸如炎症性细胞因子的所选抗体，

由此提供针对炎症进行保护的抗体。在特定实施方案中，所选抗体可为抗TNF抗体和/或抗

IL‑1抗体。在特定实施方案中，所选抗体是英夫利昔单抗、阿达木单抗和/或戈利木单抗和/

或它们的核准生物类似物。

[0188] 对于施用，可初始基于来自体外测定和/或动物模型研究的结果来估计治疗有效

量(在本文中也称为剂量)。所述信息可用于更准确确定适用于目标受试者中的剂量。向特

定受试者施用的实际剂量可由医师、兽医或研究者在考虑诸如身体和生理因素的参数的情

况下确定，所述因素包括年龄、先前疫苗接种(如果有的话)、目标、体重、疾患严重性、疾患

类型、疾患分期、先前或并行治疗干预、受试者的特发病和施用途径。

[0189] 如所指示，在特定实施方案中，经修饰B细胞表达允许例如在向受试者施用之后进

行追踪和/或消除的标签。

[0190] 示例性剂量可包括大于102个经修饰B细胞、大于103个经修饰B细胞、大于104个经

修饰B细胞、大于105个经修饰B细胞、大于106个经修饰B细胞、大于107个经修饰B细胞、大于

108个经修饰B细胞、大于109个经修饰B细胞、大于1010个经修饰B细胞或大于1011个经修饰B

细胞。

[0191] 在特定实施方案中，所选抗体的作用可使用病毒效价来度量。病毒效价是指可检

测的病毒量。高病毒效价意味着高感染水平。最优保护性应答在效价降至零的情况下观察

到。

[0192] 如将由本领域普通技术人员所了解，尽管已描述特定实施方案，但额外实施方案

也可在本公开的范围内加以利用。以下描述提供代表性额外实施方案的描述和实现。

[0193] 示例性实施方案。

[0194] 1 .一种对B细胞进行遗传工程改造以表达所选抗体的方法，所述方法包括将包括

(i)启动子和(ii)编码所选抗体的一部分的转基因的遗传构建体靶向插入在内含子区域

处，所述内含子区域在所有B细胞中都恒定，并且(i)相对于与所述启动子相互作用以驱动

所述转基因的表达的增强子元件加以定位；以及(ii)呈使得所述B细胞的内源性抗体编码

基因组的一部分不表达的构型。

[0195] 2 .一种对B细胞进行遗传工程改造以表达所选抗体的方法，所述方法包括向SEQ 

ID  NO:1、SEQ  ID  NO:2、SEQ  ID  NO:3或SEQ  ID  NO:4中插入包括或编码(i)重链启动子、

(ii)信号肽、(iii)所述所选抗体的全长轻链；(iv)柔性接头或跳跃元件；(v)所述所选抗体

的重链的可变区；和(vi)剪接接合点的遗传构建体，由此对所述B细胞进行遗传工程改造以

表达所述所选抗体。

[0196] 3.如实施方案1或2所述的方法，其中所述B细胞的内源性可变重链编码基因组在

遗传修饰期间不切除。

[0197] 4.如实施方案1‑3中的任一者所述的方法，其中所述所选抗体是抗呼吸道合胞病

毒(RSV)抗体、抗人免疫缺陷病毒(HIV)抗体、抗登革病毒抗体、抗百日咳博德特氏菌抗体、

抗丙型肝炎抗体、抗流感病毒抗体、抗副流感病毒抗体、抗偏肺病毒(MPV)抗体、抗巨细胞病

毒抗体、抗艾伯斯坦巴尔病毒抗体；抗单纯疱疹病毒抗体、抗艰难梭菌细菌毒素抗体或抗肿

瘤坏死因子(TNF)抗体。
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[0198] 5.如实施方案1‑4中的任一者所述的方法，其中所述遗传构建体包括SEQ  ID  NO:

102‑175、278、279或280‑289。

[0199] 6.如实施方案2‑5中的任一者所述的方法，其中所述柔性接头在所述所选抗体的

所述全长轻链与所述所选抗体的所述重链的所述可变区之间。

[0200] 7 .如实施方案2‑6中的任一者所述的方法，其中所述柔性接头选自SEQ  ID  NO:

180‑184。

[0201] 8.如实施方案2‑7中的任一者所述的方法，其中所述柔性接头是包括50‑80个氨基

酸的Gly‑Ser接头。

[0202] 9.如实施方案2‑8中的任一者所述的方法，其中所述柔性接头是包括57个氨基酸

的Gly‑Ser接头。

[0203] 10 .如实施方案2‑6、8或9中的任一者所述的方法，其中所述柔性接头是SEQ  ID 

NO:122。

[0204] 11 .如实施方案2‑10中的任一者所述的方法，其中所述跳跃元件在所述所选抗体

的所述全长轻链与所述所选抗体的所述重链的所述可变区之间。

[0205] 12.如实施方案2‑11中的任一者所述的方法，其中所述跳跃元件是自裂解肽。

[0206] 13.如实施方案12所述的方法，其中所述自裂解肽选自SEQ  ID  NO:176‑179。

[0207] 14.如实施方案2‑13中的任一者所述的方法，其中所述跳跃元件是内部核糖体进

入位点(IRES)。

[0208] 15 .如实施方案2‑14中的任一者所述的方法，其中所述重链启动子选自SEQ  ID 

NO:111和128。

[0209] 16.如实施方案2‑15中的任一者所述的方法，其中所述重链启动子是IgVH1‑69或

J558H10。

[0210] 17 .如实施方案2‑16中的任一者所述的方法，其中所述信号肽选自SEQ  ID  NO:

118、134以及185‑194。

[0211] 18.如实施方案2‑17中的任一者所述的方法，其中所述信号肽源于人IgH重链或人

IgL轻链。

[0212] 19.如实施方案1‑18中的任一者所述的方法，其中所述遗传构建体包括同源臂。

[0213] 20.如实施方案19所述的方法，其中所述同源臂包括SEQ  ID  NO:90‑101、110、125、

127、140、142、143、153、170、171、173、174、278或279。

[0214] 21.如实施方案1‑20中的任一者所述的方法，其中所述遗传构建体编码标签。

[0215] 22.如实施方案21所述的方法，其中所述标签包括 标签

II、His标签、Flag标签、Xpress标签、Avi标签、钙调蛋白标签、多谷氨酸标签、HA标签、Myc标

签、Nus标签、S标签、SBP标签、Softag  1、Softag  3或V5标签。

[0216] 23.如实施方案21或22所述的方法，其中所述标签包括SEQ  ID  NO:122或195‑204。

[0217] 24.如实施方案1‑23中的任一者所述的方法，所述方法还包括将选自SEQ  ID  NO:

87‑89以及290‑366中的一者或多者的引导RNA(gRNA)序列和核酸酶递送至所述B细胞。

[0218] 25.如实施方案24所述的方法，其中所述递送通过电穿孔、纳米粒子或病毒介导的

递送来达成。

[0219] 26.如实施方案1‑25中的任一者所述的方法，其中所述遗传构建体是腺相关病毒
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载体的一部分。

[0220] 27.如实施方案24‑26中的任一者所述的方法，其中所述gRNA和所述核酸酶通过电

穿孔递送，并且所述遗传构建体作为腺相关病毒载体的一部分加以递送。

[0221] 28.如实施方案24‑27中的任一者所述的方法，其中所述核酸酶是Cas9或Cpf1。

[0222] 29.如实施方案24‑28中的任一者所述的方法，其中由所述gRNA序列中的一者或多

者靶向的靶标序列选自SEQ  ID  NO:5‑84中的一者或多者，并且所述gRNA选自SEQ  ID  NO:

87‑89以及290‑366中的一者或多者。

[0223] 30.如实施方案1‑29中的任一者所述的方法，其中所述所选抗体是抗RSV抗体，包

括帕利珠单抗、AB1128或ab20745。

[0224] 31 .如实施方案1‑30中的任一者所述的方法，其中所述所选抗体是：含有包括SEQ 

ID  NO:138的重链和包括SEQ  ID  NO:136的轻链的帕利珠单抗；含有包括SEQ  ID  NO:138的

重链和包括SEQ  ID  NO:205的轻链的帕利珠单抗；含有包括SEQ  ID  NO:123的重链和包括

SEQ  ID  NO:120的轻链的抗RSV抗体；或含有包括SEQ  ID  NO:123的重链和包括SEQ  ID  NO:

206的轻链的抗RSV抗体。

[0225] 32 .如实施方案1‑30中的任一者所述的方法，其中所述所选抗体是含有包括SEQ 

ID  NO:207的CDRH1、包括SEQ  ID  NO:208的CDRH2、包括SEQ  ID  NO:209的CDRH3；包括SEQ  ID 

NO:210的CDRL1、包括SEQ  ID  NO:211的CDRL2和包括SEQ  ID  NO:212的CDRL3的抗RSV抗体。

[0226] 33.如实施方案1‑29中的任一者所述的方法，其中所述所选抗体是抗HIV抗体，包

括10E8、VRC01、ab18633或39/5.4A。

[0227] 34.如实施方案1‑29或33中的任一者所述的方法，其中所述所选抗体是含有包括

SEQ  ID  NO:150的重链和包括SEQ  ID  NO:149的轻链的抗HIV抗体。

[0228] 35.如实施方案1‑29或33中的任一者所述的方法，其中所述所选抗体是含有包括

SEQ  ID  NO:213的CDRH1、包括SEQ  ID  NO:214的CDRH2、包括SEQ  ID  NO:215的CDRH3、包括

SEQ  ID  NO:216的CDRL1、包括SEQ  ID  NO:217的CDRL2和包括SEQ  ID  NO:218的CDRL3，或包

括SEQ  ID  NO:219的CDRH1、包括SEQ  ID  NO:220的CDRH2、包括SEQ  ID  NO:221的CDRH3、包括

QYGS的CDRL1、包括SGS的CDRL2和包括SEQ  ID  NO:222的CDRL3的抗HIV抗体。

[0229] 36.如实施方案1‑29中的任一者所述的方法，其中所述所选抗体是抗登革病毒抗

体，包括抗体55、DB2‑3、ab155042或ab80914。

[0230] 37.如实施方案1‑29或36中的任一者所述的方法，其中所述所选抗体是含有包括

SEQ  ID  NO:223的CDRH1、包括SEQ  ID  NO:224的CDRH2、包括SEQ  ID  NO:225的CDRH3；包括

SEQ  ID  NO:226的CDRL1、包括SEQ  ID  NO:227的CDRL2和包括SEQ  ID  NO:228的CDRKL3，或包

括SEQ  ID  NO:229的CDRH1、包括SEQ  ID  NO:230的CDRH2、包括SEQ  ID  NO:231的CDRH3、包括

SEQ  ID  NO:232的CDRL1、包括SEQ  ID  NO:233的CDRL2和包括SEQ  ID  NO:234的CDRL3的抗登

革病毒抗体。

[0231] 38 .如实施方案1‑29中的任一者所述的方法，其中所述所选抗体是含有包括SEQ 

ID  NO:235的重链和包括SEQ  ID  NO:236的轻链的抗百日咳抗体。

[0232] 39.如实施方案1‑29中的任一者所述的方法，其中所述所选抗体是抗丙型肝炎抗

体，包括MAB8694或C7‑50。

[0233] 40.如实施方案1‑29或39中的任一者所述的方法，其中所述所选抗体是含有包括
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SEQ  ID  NO:237的CDRH1、包括SEQ  ID  NO:238的CDRH2、包括SEQ  ID  NO:239的CDRH3、包括

SEQ  ID  NO:240的CDRL1、包括SEQ  ID  NO:241的CDRL2和包括SEQ  ID  NO:242的CDRL3的抗丙

型肝炎抗体。

[0234] 41 .如实施方案1‑29中的任一者所述的方法，其中所述所选抗体是抗流感病毒抗

体，包括C102。

[0235] 42.如实施方案1‑29或41中的任一者所述的方法，其中所述所选抗体是含有包括

SEQ  ID  NO:159的重链和包括SEQ  ID  NO:158的轻链的抗流感病毒抗体。

[0236] 43.如实施方案1‑29或41中的任一者所述的方法，其中所述所选抗体是含有包括

SEQ  ID  NO:243的CDRH1、包括SEQ  ID  NO:244的CDRH2、包括SEQ  ID  NO:245的CDRH3、包括

SEQ  ID  NO:246的CDRL1、包括KTS的CDRL2和包括SEQ  ID  NO:247的CDRL3的抗流感病毒抗

体。

[0237] 44.如实施方案1‑29中的任一者所述的方法，其中所述所选抗体是抗MPV抗体，包

括MPE8。

[0238] 45.如实施方案1‑29中的任一者所述的方法，其中所述所选抗体是抗CMV抗体，包

括MCMV5322A、MCMV3068A、LJP538或LJP539。

[0239] 46 .如实施方案1‑29中的任一者所述的方法，其中所述所选抗体是含有包括SEQ 

ID  NO:168的重链和包括SEQ  ID  NO:166的轻链的抗EBV抗体。

[0240] 47 .如实施方案1‑29中的任一者所述的方法，其中所述所选抗体是含有包括SEQ 

ID  NO:248的CDRH1、包括SEQ  ID  NO:249的CDRH2、包括SEQ  ID  NO:250的CDRH3、包括SEQ  ID 

NO:251的CDRL1、包括SEQ  ID  NO:252的CDRL2和包括SEQ  ID  NO:253的CDRL3的抗EBV抗体。

[0241] 48.如实施方案1‑29中的任一者所述的方法，其中所述所选抗体是抗HSV抗体，包

括HSV8‑N和MB66。

[0242] 49.如实施方案1‑29中的任一者所述的方法，其中所述所选抗体是抗艰难梭菌抗

体，包括阿克托单抗或贝兹托单抗。

[0243] 50.如实施方案1‑29中的任一者所述的方法，其中所述所选抗体是抗TNF抗体，包

括英夫利昔单抗、阿达木单抗、依那西普、塞利珠单抗或它们的被接受的生物类似物。

[0244] 51 .如实施方案1‑29或50中的任一者所述的方法，其中所述所选抗体是含有包括

SEQ  ID  NO:254的重链和包括SEQ  ID  NO:255的轻链；包括SEQ  ID  NO:256的CDRH1、包括SEQ 

ID  NO:257的CDRH2和包括SEQ  ID  NO:258的CDRH3；包括SEQ  ID  NO:259的CDRL1、包括SEQ 

ID  NO:260的CDRL2和包括SEQ  ID  NO:261的CDRL3；包括SEQ  ID  NO:262的CDRH1、包括SEQ 

ID  NO:263的CDRH2和包括SEQ  ID  NO:264的CDRH3；包括SEQ  ID  NO:265的CDRL1、包括SEQ 

ID  NO:266的CDRL2和包括SEQ  ID  NO:267的CDRL3；包括SEQ  ID  NO:268的CDRH1、包括SEQ 

ID  NO:269的CDRH2和包括SEQ  ID  NO:270的CDRH3；或包括SEQ  ID  NO:271的CDRL1、包括SEQ 

ID  NO:272的CDRL2和包括SEQ  ID  NO:273的CDRL3的抗TNF抗体。

[0245] 52.如实施方案1‑51中的任一者所述的方法，其中遗传修饰利用包括SEQ  ID  NO:

87、88、89、90‑175、278‑366中的任一者的序列。

[0246] 53.如实施方案1‑52中的任一者所述的方法，其中所述B细胞是抗体产生性B细胞、

记忆B细胞、原初B细胞、B1  B细胞或边缘区B细胞。

[0247] 54.一种B细胞，所述B细胞根据如实施方案1‑53中的任一者所述的方法加以修饰。
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[0248] 55.如实施方案54所述的B细胞，其中所述B细胞是抗体分泌性B细胞、记忆B细胞、

原初B细胞、B1  B细胞或边缘区B细胞。

[0249] 56.一种在有需要的受试者中提供抗感染作用的方法，所述方法包括向所述受试

者施用治疗有效量的如实施方案54或55所述的B细胞，由此提供抗感染作用。

[0250] 57.如实施方案56所述的方法，其中所述提供免除对疫苗接种的需要。

[0251] 58.如实施方案56或57所述的方法，其中所述施用替代疫苗接种方案。

[0252] 59.如实施方案56‑58中的任一者所述的方法，其中所述受试者经受免疫抑制。

[0253] 60.如实施方案56‑59中的任一者所述的方法，其中所述受试者经受免疫抑制作为

治疗方案的一部分，所述治疗方案包括骨髓移植、造血干细胞移植或施用经遗传修饰造血

干细胞。

[0254] 61 .一种在有需要的受试者中提供消炎作用的方法，所述方法包括向所述受试者

施用治疗有效量的如实施方案54或55所述的B细胞，由此提供消炎作用。

[0255] 62.一种用于修饰B细胞以表达所选抗体的遗传构建体，所述遗传构建体包括或编

码(i)重链启动子、(ii)信号肽、(iii)所述所选抗体的全长轻链；(iv)柔性接头或跳跃元

件；(v)所述所选抗体的重链的可变区；和(vi)剪接接合点。

[0256] 63.如实施方案62所述的遗传构建体，所述遗传构建体包括SEQ  ID  NO:102‑175或

280‑289。

[0257] 64.如实施方案62或63所述的遗传构建体，其中所述柔性接头在所述所选抗体的

所述全长轻链与所述所选抗体的所述重链的所述可变区之间。

[0258] 65.如实施方案62‑64中的任一者所述的遗传构建体，其中所述柔性接头选自SEQ 

ID  NO:180‑184。

[0259] 66 .如实施方案62‑65中的任一者所述的遗传构建体，其中所述柔性接头是包括

50‑80个氨基酸的Gly‑Ser接头。

[0260] 67.如实施方案62‑66中的任一者所述的遗传构建体，其中所述柔性接头是包括57

个氨基酸的Gly‑Ser接头。

[0261] 68.如实施方案62‑64、66或67中的任一者所述的遗传构建体，其中所述柔性接头

是SEQ  ID  NO:122。

[0262] 69.如实施方案62‑68中的任一者所述的遗传构建体，其中所述跳跃元件在所述所

选抗体的所述全长轻链与所述所选抗体的所述重链的所述可变区之间。

[0263] 70.如实施方案62‑69中的任一者所述的遗传构建体，其中所述跳跃元件是自裂解

肽。

[0264] 71 .如实施方案70所述的遗传构建体，其中所述自裂解肽选自SEQ  ID  NO:176‑

179。

[0265] 72.如实施方案62‑69中的任一者所述的遗传构建体，其中所述跳跃元件是内部核

糖体进入位点(IRES)。

[0266] 73 .如实施方案62‑72中的任一者所述的遗传构建体，其中所述重链启动子选自

SEQ  ID  NO:111和128。

[0267] 74 .如实施方案62‑73中的任一者所述的遗传构建体，其中所述重链启动子是

IgVH1‑69或J558H10。

说　明　书 30/43 页

41

CN 119265240 A

41



[0268] 75.如实施方案62‑74中的任一者所述的遗传构建体，其中所述信号肽选自SEQ  ID 

NO:118、134以及185‑194。

[0269] 76.如实施方案62‑75中的任一者所述的遗传构建体，其中所述信号肽源于人IgH

重链或人IgL轻链。

[0270] 77.如实施方案62‑76中的任一者所述的遗传构建体，其中所述遗传构建体包括同

源臂。

[0271] 78.如实施方案77所述的遗传构建体，其中所述同源臂包括SEQ  ID  NO:90‑101、

110、125、127、140、142、143、153、170、171、173、174、278或279。

[0272] 79.如实施方案62‑78中的任一者所述的遗传构建体，其中所述遗传构建体编码标

签。

[0273] 80.如实施方案79所述的遗传构建体，其中所述标签包括

标签II、His标签、Flag标签、Xpress标签、Avi标签、钙调蛋白标签、多谷氨酸标签、HA标签、

Myc标签、Nus标签、S标签、SBP标签、Softag  1、Softag  3或V5标签。

[0274] 81 .如实施方案79或80所述的遗传构建体，其中所述标签包括SEQ  ID  NO:122或

195‑204。

[0275] 82.如实施方案62‑81中的任一者所述的遗传构建体，其中所述所选抗体是抗RSV

抗体，包括帕利珠单抗、AB1128或ab20745。

[0276] 83.如实施方案62‑82中的任一者所述的遗传构建体，其中所述所选抗体是：含有

包括SEQ  ID  NO:138的重链和包括SEQ  ID  NO:136的轻链的帕利珠单抗；含有包括SEQ  ID 

NO:138的重链和包括SEQ  ID  NO:205的轻链的帕利珠单抗；含有包括SEQ  ID  NO:123的重链

和包括SEQ  ID  NO:120的轻链的抗RSV抗体；或含有包括SEQ  ID  NO:123的重链和包括SEQ 

ID  NO:206的轻链的抗RSV抗体。

[0277] 84.如实施方案62‑82中的任一者所述的遗传构建体，其中所述所选抗体是含有包

括SEQ  ID  NO:207的CDRH1、包括SEQ  ID  NO:208的CDRH2、包括SEQ  ID  NO:209的CDRH3；包括

SEQ  ID  NO:210的CDRL1、包括SEQ  ID  NO:211的CDRL2和包括SEQ  ID  NO:212的CDRL3的抗

RSV抗体。

[0278] 85.如实施方案62‑81中的任一者所述的遗传构建体，其中所述所选抗体是抗HIV

抗体，包括10E8、VRC01、ab18633或39/5.4A。

[0279] 86.如实施方案62‑81或85中的任一者所述的遗传构建体，其中所述所选抗体是含

有包括SEQ  ID  NO:150的重链和包括SEQ  ID  NO:149的轻链的抗HIV抗体。

[0280] 87.如实施方案62‑81或85中的任一者所述的遗传构建体，其中所述所选抗体是含

有包括SEQ  ID  NO:213的CDRH1、包括SEQ  ID  NO:214的CDRH2、包括SEQ  ID  NO:215的CDRH3、

包括SEQ  ID  NO:216的CDRL1、包括SEQ  ID  NO:217的CDRL2和包括SEQ  ID  NO:218的CDRL3，

或包括SEQ  ID  NO:219的CDRH1、包括SEQ  ID  NO:220的CDRH2、包括SEQ  ID  NO:221的CDRH3、

包括QYGS的CDRL1、包括SGS的CDRL2和包括SEQ  ID  NO:222的CDRL3的抗HIV抗体。

[0281] 88.如实施方案62‑81中的任一者所述的遗传构建体，其中所述所选抗体是抗登革

病毒抗体，包括抗体55、DB2‑3、ab155042或ab80914。

[0282] 89.如实施方案62‑81或88中的任一者所述的遗传构建体，其中所述所选抗体是含

有包括SEQ  ID  NO:223的CDRH1、包括SEQ  ID  NO:224的CDRH2、包括SEQ  ID  NO:225的CDRH3；
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包括SEQ  ID  NO:226的CDRL1、包括SEQ  ID  NO:227的CDRL2和包括SEQ  ID  NO:228的CDRKL3，

或包括SEQ  ID  NO:229的CDRH1、包括SEQ  ID  NO:230的CDRH2、包括SEQ  ID  NO:231的CDRH3、

包括SEQ  ID  NO:232的CDRL1、包括SEQ  ID  NO:233的CDRL2和包括SEQ  ID  NO:234的CDRL3的

抗登革病毒抗体。

[0283] 90.如实施方案62‑81中的任一者所述的遗传构建体，其中所述所选抗体是含有包

括SEQ  ID  NO:235的重链和包括SEQ  ID  NO:236的轻链的抗百日咳抗体。

[0284] 91.如实施方案62‑81中的任一者所述的遗传构建体，其中所述所选抗体是抗丙型

肝炎抗体，包括MAB8694或C7‑50。

[0285] 92.如实施方案62‑81或91中的任一者所述的遗传构建体，其中所述所选抗体是含

有包括SEQ  ID  NO:237的CDRH1、包括SEQ  ID  NO:238的CDRH2、包括SEQ  ID  NO:239的CDRH3、

包括SEQ  ID  NO:240的CDRL1、包括SEQ  ID  NO:241的CDRL2和包括SEQ  ID  NO:242的CDRL3的

抗丙型肝炎抗体。

[0286] 93.如实施方案62‑81中的任一者所述的遗传构建体，其中所述所选抗体是抗流感

病毒抗体，包括C102。

[0287] 94.如实施方案62‑81或93中的任一者所述的遗传构建体，其中所述所选抗体是含

有包括SEQ  ID  NO:159的重链和包括SEQ  ID  NO:158的轻链的抗流感病毒抗体。

[0288] 95.如实施方案62‑81或93中的任一者所述的遗传构建体，其中所述所选抗体是含

有包括SEQ  ID  NO:243的CDRH1、包括SEQ  ID  NO:244的CDRH2、包括SEQ  ID  NO:245的CDRH3、

包括SEQ  ID  NO:246的CDRL1、包括KTS的CDRL2和包括SEQ  ID  NO:247的CDRL3的抗流感病毒

抗体。

[0289] 96.如实施方案62‑81中的任一者所述的遗传构建体，其中所述所选抗体是抗MPV

抗体，包括MPE8。

[0290] 97.如实施方案62‑81中的任一者所述的遗传构建体，其中所述所选抗体是抗CMV

抗体，包括MCMV5322A、MCMV3068A、LJP538或LJP539。

[0291] 98.如实施方案62‑81中的任一者所述的遗传构建体，其中所述所选抗体是含有包

括SEQ  ID  NO:168的重链和包括SEQ  ID  NO:166的轻链的抗EBV抗体。

[0292] 99.如实施方案62‑81中的任一者所述的遗传构建体，其中所述所选抗体是含有包

括SEQ  ID  NO:248的CDRH1、包括SEQ  ID  NO:249的CDRH2、包括SEQ  ID  NO:250的CDRH3、包括

SEQ  ID  NO:251的CDRL1、包括SEQ  ID  NO:252的CDRL2和包括SEQ  ID  NO:253的CDRL3的抗

EBV抗体。

[0293] 100.如实施方案62‑81中的任一者所述的遗传构建体，其中所述所选抗体是抗HSV

抗体，包括HSV8‑N和MB66。

[0294] 101 .如实施方案62‑81中的任一者所述的遗传构建体，其中所述所选抗体是抗艰

难梭菌抗体，包括阿克托单抗或贝兹托单抗。

[0295] 102.如实施方案62‑81中的任一者所述的遗传构建体，其中所述所选抗体是抗TNF

抗体，包括英夫利昔单抗、阿达木单抗、依那西普、塞利珠单抗或它们的被接受的生物类似

物。

[0296] 103.如实施方案62‑81或102中的任一者所述的遗传构建体，其中所述所选抗体是

含有包括SEQ  ID  NO:254的重链和包括SEQ  ID  NO:255的轻链；包括SEQ  ID  NO:256的
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CDRH1、包括SEQ  ID  NO:257的CDRH2和包括SEQ  ID  NO:258的CDRH3；包括SEQ  ID  NO:259的

CDRL1、包括SEQ  ID  NO:260的CDRL2和包括SEQ  ID  NO:261的CDRL3；包括SEQ  ID  NO:262的

CDRH1、包括SEQ  ID  NO:263的CDRH2和包括SEQ  ID  NO:264的CDRH3；包括SEQ  ID  NO:265的

CDRL1、包括SEQ  ID  NO:266的CDRL2和包括SEQ  ID  NO:267的CDRL3；包括SEQ  ID  NO:268的

CDRH1、包括SEQ  ID  NO:269的CDRH2和包括SEQ  ID  NO:270的CDRH3；或包括SEQ  ID  NO:271

的CDRL1、包括SEQ  ID  NO:272的CDRL2和包括SEQ  ID  NO:273的CDRL3的抗TNF抗体。

[0297] 104 .一种用于对B细胞进行遗传修饰的试剂盒，所述试剂盒包括如实施方案62‑

103中的任一者所述的遗传构建体和靶向SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:2、SEQ  ID  NO:3或SEQ 

ID  NO:4的gRNA。

[0298] 105.如实施方案104所述的试剂盒，其中所述gRNA选自SEQ  ID  NO:87、88、89以及

290‑366中的一者或多者。

[0299] 106.如实施方案104或105所述的试剂盒，所述试剂盒还包括核酸酶。

[0300] 107.如实施方案106所述的试剂盒，其中所述核酸酶是Cas9或Cpf1。

[0301] 108.如实施方案104‑107中的任一者所述的试剂盒，所述试剂盒还包括纳米粒子

或腺相关病毒载体。

[0302] 109.如实施方案104‑108中的任一者所述的试剂盒，其中所述gRNA和所述核酸酶

与纳米粒子相关联。

[0303] 110.如实施方案104‑109中的任一者所述的试剂盒，其中所述遗传构建体是腺相

关病毒载体的一部分。

[0304] 实施例1.在不采用疫苗的情况下提供针对呼吸道合胞病毒感染的终身保护。呼吸

道合胞病毒(RSV)是患有慢性肺病、先天性心脏病或早产的幼小儿童特别是婴儿的重度呼

吸道疾病的主要原因。体液免疫性可介导针对RSV的有效保护，由重组抗体

(MedImmune,Inc.)/帕利珠单抗的治疗作用所证明。然而，自然感染与先前疫苗试验两者均

已未能诱导针对RSV的充分保护性免疫应答。

[0305] 对于RSV以及其他难以通过疫苗接种来对抗的疾病，通过对原代B细胞进行工程改

造以引发所需治疗性抗体的表达来绕过疫苗接种极其具有吸引力。免疫球蛋白(Ig)基因座

是极其巨大的，多样的，并且经受广泛基因组重组和编辑。此外，免疫球蛋白基因的转录以

产生膜形式与分泌形式两者依赖于由调控性DNA元件对mRNA剪接和多腺苷酸化的调控。这

个复杂性已使得作为用于对淋巴细胞进行细胞工程改造的传统方法的病毒转导对于产生

治疗性B细胞来说在技术上不切实际。

[0306] 特定实施方案包括一种用于通过单击免疫遗传工程改造来对原代B细胞抗体特异

性进行快速和选择性重新编程的平台。这个平台利用微同源性介导的末端接合DNA修复路

径在原代B细胞中的高活性来在由Cas9/sgRNA核糖蛋白创建DNA断裂之后插入完全合成的

杂合双链/单链DNA模板。这个方法的关键是保留内源性调控元件，此允许对表面结合型和

分泌型抗体表达进行天然控制。此外，策略不局限于RSV。可有可能的是仅采用单次血液抽

取以及数天后的后续细胞输注来表达针对实际上任何病原体具有保护性的抗体。

[0307] 材料和方法。sgRNA的设计。使用CrispRGold(crisprgold.mdc‑berlin.de)设计靶

向小鼠和人IgH基因座中的内含子序列的sgRNA，并且以在前三个5’和3’末端RNA残基处并

有2’‑O‑甲基类似物和3’硫代磷酸酯核苷酸间键联的合成形式产生(Synthego)。基因组靶
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向序列如下：

[0308] 小鼠：UUAUACAGUAUCCGAUGCAU(SEQ  ID  NO:87)

[0309] 人：GUCUCAGGAGCGGUGUCUGU(SEQ  ID  NO:89)

[0310] 模板序列的设计和装配。

[0311] 人：抗体构建体包括IgVH1‑69重链启动子区域(SEQ  ID  NO:111)、帕利珠单抗的全

长密码子优化轻链(SEQ  ID  NO:113(核苷酸)和SEQ  ID  NO:120(氨基酸))、含有Streptag 

II基序的3个串联拷贝的具有57个氨基酸的甘氨酸‑丝氨酸接头(SEQ  ID  NO:116(核苷酸)

和SEQ  ID  NO:122(氨基酸))、帕利珠单抗重链的密码子优化可变区(SEQ  ID  NO:117(核苷

酸)和SEQ  ID  NO:123(氨基酸))、以及具有60bp的源于人IGHJ1基因区段的侧接序列的剪接

接合点(SEQ  ID  NO:124)。

[0312] 小鼠：mCherry模板包括J5558H10重链启动子、完全的密码子优化mCherry开放阅

读框和sv40多腺苷酸化位点。抗体构建体包括J5558H10重链启动子(SEQ  ID  NO:128，V.A 

Love等Molecular  Immunology  2000)、全长密码子优化抗体轻链(SEQ  ID  NO:130(核苷酸)

和SEQ  ID  NO:135(氨基酸))、含有Streptag  II序列的两个串联拷贝的具有57个氨基酸的

甘氨酸‑丝氨酸接头(SEQ  ID  NO:116(核苷酸)和SEQ  ID  NO:122(氨基酸))、重抗体链的密

码子优化可变区(SEQ  ID  NO:133(核苷酸)和SEQ  ID  NO:138(氨基酸))、以及具有60bp的源

于小鼠IGHJ3基因区段的侧接序列的剪接接合点(SEQ  ID  NO:139)。

[0313] 缝合寡核苷酸(即拼接寡核苷酸)的退火。以合成方式产生与pam远端和pam近端非

靶标DNA链具有36bp的互补性，以及与所插入模板具有50‑100bp的互补性的缝合寡核苷酸，

并且在使用之前预先退火于DNA模板(例如SEQ  ID  No:96‑101)。拼接寡核苷酸可提供如图

15中所示的“同源缝线”。

[0314] 腺相关病毒(AAV)病毒载体模板递送。AAV病毒载体含有MND启动子、完全的密码子

优化mCherry开放阅读框和sv40多腺苷酸化位点，由2个小鼠sgRNA识别位点或400bp的同源

序列侧接。在293T细胞中产生用AAV6病毒衣壳加以假型化的AAV病毒粒子，并且通过蔗糖梯

度离心纯化并储存在‑80℃下。对于病毒递送模板DNA，在电穿孔之前12小时添加浓缩AAV病

毒以达到最终体积是总培养体积的10％。

[0315] 小鼠B细胞培养和电穿孔。基础B细胞培养基包括具有10％胎牛血清(Hyclone)、

10mM  HEPES(Gibco)、1mM丙酮酸钠(Gibco)、55μMβ‑巯基乙醇(Sigma)、以及100U/ml青霉素

加100μg/mL链霉素(Gibco)的RPMI培养基，例外之处是在如所指示的无抗生素步骤中。

[0316] 通过用磁性珠粒(Miltenyi)进行负性选择来从脾和淋巴结分离B细胞，并且在补

充以100ng/ml重组无载体HA标签化小鼠CD40L(R&D  Systems)、100ng/ml抗HA抗体(克隆

543851，R&D  Systems)和4ng/ml小鼠IL‑4(R&D  Systems)的B细胞培养基中在2×106/毫升

下培养24小时。接着，如下使用Neon转染系统和10μl吸头对B细胞进行电穿孔。使Cas9蛋白

(Invitrogen)和合成sgRNA(Synthego)在3μg  Cas9/900ng  sgRNA的比率下混合，并且在室

温下孵育至少10分钟。将B细胞用PBS洗涤，并且在2 .5×107个细胞/毫升的最终密度下与

Cas9/sgRNA和预先装配的DNA模板一起混悬于Neon缓冲液T中。对细胞进行电穿孔(1675V，

10毫秒，3次脉冲)，并且立刻分配至预先温热的无抗生素培养基中。

[0317] 对于细胞扩增，使B细胞与经照射(80戈瑞)3T3‑CD40L饲养细胞在20ng/ml小鼠IL‑

21存在下共培养。
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[0318] 利用通过分解对插入缺失进行追踪(TIDE)来评估sgRNA活性。在电穿孔后3‑5天时

从模拟处理细胞和经Cas9处理细胞分离总基因组DNA。使用以下寡聚物，通过PCR来扩增侧

接于切割位点的500‑600bp区域：

[0319] 小 鼠 ：正 向 ：G G C T C C A C C A G A C C T C T C T A ( S E Q  I D  N O : 2 7 4 ) 反 向 ：

AACCTCAGTCACCGTCTCCT(SEQ  ID  NO:275)

[0320] 人：正向：ACAGTAAGCATGCCTCCTAAG(SEQ  ID  NO:276)

[0321] 反向：GCCACTCTAGGGCCTTTGTT(SEQ  ID  NO:277)

[0322] 结果。结果显示于图18A‑图18C、图22A和图22B、图23B‑图23E、以及图24A‑图24C

中。图18A、图18B和图18C分别显示在用Cas9/sgRNA核糖核蛋白对细胞进行电穿孔之后，在

靶标IgH基因座处对小鼠B细胞株系A20、原代小鼠B细胞和人B细胞株系RAMOS的成功切割。

图22A和图22B描绘mCherry荧光蛋白报告体向原代小鼠B细胞的IgH基因座中的插入。图23B

和图23C显示在部分抗体盒插入A20小鼠B细胞株系(图23B)和RAMOS人B细胞株系(图23C)中

之后，抗RSV抗体的表面表达。图23D和图23E显示在部分抗体盒插入A20小鼠B细胞株系(图

23D)和RAMOS人B细胞株系(图23E)中之后，抗RSV抗体的分泌。图24A显示在部分抗体盒插入

原代小鼠B细胞中之后，在初始时(左侧图版)以及在体外富集和扩增之后(右侧图版)，抗

RSV抗体的表面表达。图24B显示在部分抗体盒插入原代小鼠B细胞株系中之后，抗RSV抗体

的分泌。图24C显示经工程改造B细胞的体外增殖潜力。

[0323] 实施例2.这个实施例的目标在于通过对IgH基因座进行基因组工程改造来产生维

持对分泌型和表面Ig表达的天然控制的具有确定特异性的经遗传修饰B细胞。由于存在于B

细胞中的高度可变序列，所以B细胞中的IgH基因座是难以靶向以进行基因组工程改造的区

域。B细胞发育导致历经超过1兆DNA碱基进行的V、D和J元件的重组以产生对抗体多样性重

要的VDJ可变区。在B细胞个体发生的晚些时候，不同恒定区之间的类别转换导致历经类似

序列范围而丧失DNA(综述于Watson等,(2017) .Trends  Immunol  38(7):459‑470中)。

[0324] 这个序列可变性使得直接靶向抗体编码区不切实际。然而，末个J基因区段与涉及

于类别转换中的转换区域之间的小DNA区域存在于所有B细胞中。这个通用靶标含有关键内

含子Eμ增强子，所述Eμ增强子是尽管它们伴有弱启动子，但协作以驱动IgH基因的高水平表

达的若干强力增强子元件中的一者。这些增强子的活性部分地由启动子相对于Eμ增强子的

邻近性调控，并且在重组VDJ区段与Eμ增强子之间插入转基因可完全阻断VDJ转录(Delpy

等,(2002) .J  Immunol169(12):6875‑6882)。出于这个原因，用于这个实施例中的方法靶向

在Eμ增强子的上游的区域以插入新抗体盒(图26A)。通过靶向这个区域，所插入emAb基因可

由天然的(但为所插入的)IgH启动子驱动，从而使对免疫球蛋白表达的天然控制最大化。

[0325] 为使得能够达成一击插入以及使脱靶相互作用最小化，emAb构建体以单链融合物

形式表达。这个融合物由完全轻链序列以具有57个氨基酸的甘氨酸‑丝氨酸接头连接于重

链的可变区组成，所述接头如已对于单链F(ab)片段所述。(Koerber等,(2015) .J  Mol  Biol 

427(2):576‑586)(图26A)。这个接头含有StreptagII基序的3个串联重复，以有助于检测和

富集经遗传修饰细胞(Schmidt和Skerra(2007) .Nat  Protoc  2(6):1528‑1535)。以物理方

式连接轻链和重链使所插入emAb与内源性轻链之间的错误配对的可能性最小化。优化剪接

接合点允许emAb剪接于下游内源性IgH恒定区。这允许emAb以重链同种型类别中的任一者

表达。
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[0326] 在RAMOS人B细胞株系中测试策略。这个伯基特淋巴瘤源性B细胞株系天然地表达

与λ轻链配对的IgM的表面形式和分泌形式。在这些实验中，使用单体RSV‑F蛋白和

streptactin检测源于帕利珠单抗的经工程改造αRSV‑emAb的表达，所述streptactin是一

种对接头中的Streptag  II基序具有高亲和力的经修饰链霉亲和素。经αRSV‑emAb遗传修饰

RAMOS细胞表达经工程改造RSV特异性抗体，所述抗体可在细胞的表面上(图26B)以及以分

泌形式在上清液中(图26C)检测到。为确认emAb  BCR与对BCR信号传导至关重要的二级蛋白

质复合物一起装配，使RAMOS细胞暴露于用多聚化RSV‑F抗原进行的刺激。经αRSV‑emAb工程

改造细胞而非对照细胞应答于蛋白质抗原展现快速和持续的钙信号传导(图26D)。这些数

据用于确认emAb工程改造方法的可行性。

[0327] 接着，使用多步骤扩增和分化过程来遗传修饰人原代B细胞(图27A)。用预先复合

的引导RNA和Cas9进行的电穿孔导致对基因组DNA的高度高效切割，从而导致对遍及多个独

立供者分析的靶标等位基因中的70％中的这个区域的有缺陷修复(图27B)。sgRNA靶标位点

在人中强烈保守，无报告单核苷酸多态性在高于1％的频率下加以报告(图27C)。添加AAV递

送的αRSV‑emAb盒对人B细胞进行高效重新编程以结合RSV‑F蛋白(图27D)。值得注意的是，

emAb  B细胞已从测试的每个人供者成功产生，具有24％的平均工程改造率(图27E)。在产生

emAb期间的体外培养和分化使抗体分泌潜力增加。致敏细胞在第2天时表达高水平的CD19，

以及低量的浆细胞标志物CD138、CD27和CD138，这不同于在第18天时的具有较低水平的

CD19以及增加的CD38、CD27和CD138的细胞(图27F)。对应于细胞表面标志物的这些改变，分

化的经emAb工程改造B细胞分泌大量所靶向抗体(图27G)。总之，这些数据显示能够快速和

高效工程改造原代B细胞以产生特异性保护性抗体。

[0328] 为显示平台的灵活方面，测试了源于3种额外广泛中和性抗病毒抗体的emAb盒，所

述抗体包括抗HIV靶向VRC01、EBV靶向AMM01和流感HA主干靶向MEDI8852。原代B细胞被所有

4种构建体高效重新编程，所述构建体包括具有κ(帕利珠单抗、VRC01、Medi8852)轻链与λ
(AMM01)轻链两者的抗体(图28)。这些数据显示emAb平台具有灵活和广泛可应用性质。

[0329] 阻断内源性Ig重链的产生对于使emAb的产生最大化以及使来自经遗传修饰细胞

的未知内源性抗体的产生的潜力最小化是重要的。RAMOS  B细胞株系内源性表达与λ轻链配

对的IgH。用连接于κ轻链的αRSV‑emAb工程改造这些细胞使得能够使用表面λ轻链表达作为

IgH表达的有效量度。此外，RAMOS细胞已经受c‑myc易位，从而破坏一个IgH等位基因，以致

任何emAb插入都将必然在有效等位基因中(图29A)。输入RAMOS细胞在表面上表达高水平的

λ轻链，而表达αRSV‑emAb的细胞已几乎完全丧失λ表达(图29B)。这些数据指示emAb在有效

等位基因上的插入可有效阻断内源性IgH的表达。在几乎所有原代B细胞中，一个IgH等位基

因具有有效VDJ重排，而另一等位基因不经受VDJ重组，或加以无效重组。然而，这些等位基

因均具有用于emAb插入的潜在位点(图29C)。为测试emAb插入的影响，用αRSV‑emAb遗传修

饰表达λ轻链的纯化原代B细胞。输入细胞继续在表面上表达与λ轻链配对的内源性抗体。相

比之下，一半经αRSV‑emAb工程改造B细胞已丧失λ轻链表达(图29D)。在RAMOS和原代B细胞

的情况下所见的差异性表达样式表明如果插入有效等位基因中，那么emAb插入可阻断内源

性IgH表达。表面轻链的差异性表达是用于纯化仅表达emAb构建体的细胞的途径。或者，在

任一等位基因处进行插入的潜力提供通过选择用于工程改造的抗病毒记忆B细胞的初始汇

合物，或通过在每个等位基因上插入不同盒来产生双抗体表达性emAb细胞的可能性。
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[0330] 已显示了能够工程改造B细胞，接着确认细胞在鼠病毒性感染模型中的保护能力。

使用与在人原代B细胞的情况下使用的过程类似的致敏、电穿孔+emAb盒递送以及扩增的过

程(图30A)，产生鼠emAb  B细胞。采用电穿孔与预先复合的引导RNA和Cas9组合，切割是高度

高效的，从而导致对所分析的DNA中的80％中的这个区域的有缺陷修复(图30B)。通过AAV递

送鼠αRSV‑emAb盒可重现地修饰了小鼠B细胞，其中8‑24％的鼠B细胞结合RSV‑F(图30C、图

30D)。使用含有短同源区的双链DNA(dsDNA)而非AAV，也实现了在1‑7％的细胞中的插入(图

30C、图30D，也参见实施例1)，从而提供使用单纯合成组分对B细胞进行emAb工程改造的潜

力。分泌型经工程改造抗体的高效价也可在通过两种方法产生的培养上清液中检测到(图

30E)。

[0331] 为测试抗病毒保护的潜力，将1 .5x  107
个经遗传修饰小鼠B细胞输注至野生型

Balbc/byJ小鼠中，随后进行血液抽取和RSV激发(图31A)。在转移经遗传修饰B细胞之后6

天，RSV特异性抗体和经遗传修饰B细胞存在于血液中(图31B、图31C)。重要的是，接受经遗

传修饰B细胞的小鼠几乎完全受到针对RSV感染的保护(图31D)。这个保护接近于通过在感

染之前2天注射帕利珠单抗提供的保护(图31D)。将靶向RSV和流感的混合人emAb细胞转移

至NOD‑scid  IL2R γ null(NSG)小鼠产生靶向两种病毒的抗体的血清效价(图32A、图32B)。

这些结果显示本文公开的经遗传修饰B细胞针对病毒性感染进行保护。

[0332] 方法。单链抗体模板序列的设计。人：抗体构建体包括IgVH1‑69重链启动子区域

(SEQ  ID  NO:111)、全长抗体轻链(例如SEQ  ID  NO:113、145、154和161(核苷酸)和SEQ  ID 

NO:119、148、157和165(氨基酸))、含有StreptagII基序的3个串联拷贝的具有57个氨基酸

的甘氨酸‑丝氨酸接头(SEQ  ID  NO:116(核苷酸)和SEQ  ID  NO:122(氨基酸))、重链的可变

区(例如SEQ  ID  NO:117、147、156和164(核苷酸)和SEQ  ID  NO:123、150、159和168(氨基

酸))、以及具有60个碱基对的源于匹配IgHJ可变区的侧接序列的剪接接合点(例如SEQ  ID 

NO:124和151)。

[0333] 小鼠：抗体构建体包括J5558H10重链启动子(SEQ  ID  NO:128，V .A  Love等

Molecular  Immunology  2000)、全长密码子优化抗体轻链(例如SEQ  ID  NO:130(核苷酸)和

SEQ  ID  NO:135(氨基酸))、含有Streptag  II序列的三个串联拷贝的具有57个氨基酸的甘

氨酸‑丝氨酸接头(SEQ  ID  NO:116(核苷酸)和SEQ  ID  NO:122(氨基酸))、重抗体链的密码

子优化可变区(例如SEQ  ID  NO:133(核苷酸)和SEQ  ID  NO:138(氨基酸))、以及具有60个碱

基对的源于小鼠IGHJ3基因区段的侧接序列的剪接接合点(例如SEQ  ID  NO:139)。

[0334] 示例性抗体构建体的完全序列可在图25B‑图25I中获得。

[0335] 重组AAV载体的产生。通过使用PEI将AAV载体、血清型6衣壳和腺病毒辅助质粒

(pHelper)三重转染至HEK293T细胞中来产生AAV载体。在转染后24小时，将培养基变为无血

清DMEM，并且在72小时之后，收集细胞，通过冷冻‑解冻来溶解，用全能核酸酶(benzonase)

处理，历经碘克沙醇(iodixanol)梯度加以纯化，随后使用Amicon  Ultra‑15管柱(EMD 

Millipore)浓缩至PBS中(Choi等,(2007) .Curr  Protoc  Mol  Biol第16章:单元16  25)。病

毒储备物的效价通过对AAV基因组进行qPCR来测定，并且在每微升5×1010至1×1012的范围

内(Aurnhammer等,(2012) .Hum  Gene  Ther  Methods  23(1):18‑28)。

[0336] 鼠dsDNA  emAb模板的产生。

[0337] 通过如下经修饰DNA寡聚物来扩增αRSV‑emAb模板，并且添加短同源区。
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[0338] 正向引物：(含有5’磷酸酯，小鼠基因组同源区用粗体表示)

[0339] / 5 P h o s / A C C A C C T C T G T G A C A G C A T T T A T A C A G T A T C C G A 

TGGACAAGTGAGTGTCTCAGGTTAGGATTCT(SEQ  ID  NO:278)

[0340] 反向引物(含有硫代磷酸酯稳定的DNA键(*)，小鼠基因组同源区用粗体表示)

[0341] T*A*A*AGAAAGTGCCCCACTCCACTCTTTGTCCCTATG  CTTGACCACAATGAATACTCCCACC(SEQ 

ID  NO:279)

[0342] dsDNA模板通过PCR扩增，使用minElute  PCR净化管柱(Qiagen)纯化以及浓缩。

[0343] 细胞系。3T3‑msCD40L借助于NIH  AIDS试剂计划(AIDS部门 ,NIAID ,NIH：目录号

12535)从Mark  Connors博士处获得。在具有10％胎牛血清(Gibco)、100U/ml青霉素加100μ
g/mL链霉素(Gibco)、以及G418(350μg/mL)的DMEM培养基中培养3T3细胞。

[0344] RAMOS细胞从ATCC(CRL‑1596TM)获得。在具有10％胎牛血清(Gibco)以及100U/ml青

霉素加100μg/mL链霉素(Gibco)的RPMI培养基中培养RAMOS细胞。

[0345] 小鼠B细胞培养和电穿孔。基础B细胞培养基包括具有10％胎牛血清(Gemini 

Biosciences)、10mM  HEPES(Gibco)、1mM丙酮酸钠(Gibco)、55μMβ‑巯基乙醇(Sigma)、以及

100U/ml青霉素加100μg/mL链霉素(Gibco)的RPMI培养基，例外之处是在如所指示的无抗生

素步骤中。

[0346] 通过用磁性珠粒(Miltenyi)进行负性选择来从脾和淋巴结分离B细胞，并且在补

充以100ng/ml重组无载体HA标签化小鼠CD40L(R&D  Systems)、100ng/ml抗HA抗体(克隆

543851，R&D  Systems)和4ng/ml小鼠IL‑4(R&D  Systems)的B细胞培养基中在2×106/毫升

下培养24小时。接着，如下使用Neon转染系统对 B细胞进行电 穿孔。使 Ca s 9蛋白

(Invitrogen)和合成sgRNA(Synthego)在1μg  Cas9对300ng  sgRNA的比率下混合，并且在室

温下孵育至少10分钟。将B细胞用PBS洗涤，并且在2.5×107个细胞/毫升的最终密度下与12

μgCas9  RNP/106个细胞一起混悬于Neon缓冲液T中。对于dsDNA条件，还在电穿孔中包括7.5

μg  dsDNA模板/106个细胞。对细胞进行电穿孔(1675V，10毫秒，3次脉冲)，并且立刻分配至

预先温热的无抗生素培养基中。对于AAV条件，添加处于PBS中的浓缩AAV直至最终培养体积

的15％。在电穿孔之后，用补充以100ng/ml重组无载体HA标签化小鼠CD40L(R&D  systems)、

100ng/ml抗HA抗体(克隆543851，R&D  Systems)、4ng/ml小鼠IL‑4(R&D  Systems)和20ng/ml

小鼠IL‑21(Biolegend)的B细胞培养基使B细胞再扩增48小时。对于二级扩增，使B细胞与经

照射(80戈瑞)NIH  3T3‑CD40L饲养细胞在20ng/ml小鼠IL‑21(Biolegend)存在下共培养。

[0347] 人B细胞培养和电穿孔。用于人B细胞培养的基础培养基(hBCM)是在IMDM培养基中

具有10％  FBS(Gemini  Biosciences)、100U/ml青霉素和100μg/mL链霉素(Gibco)，例外之

处是在如所指示的无抗生素步骤中。

[0348] 人PBMC通过弗雷德哈钦森癌症研究中心(Fred  Hutchinson  Cancer  Research 

Center)获得。使细胞解冻，并且根据制造商方案，使用Militenyi  B细胞分离试剂盒II

(人)，利用负性选择进行分离。将经分离细胞在0.5‑1.0*10^6个细胞/毫升下再混悬于补充

以100ng/mL  MEGACD40L(Enzo  Life  Sciences)、50ng/mL重组IL‑2(Biolegend)、50ng/mL 

IL‑10(Shenendoah  Biotech)、10ng/mL  IL‑15(Shenandoah  Biotech)、1μg/mL  CpG  ODN 

2006(IDT)的hBCM中。

[0349] 在刺激48小时之后，使用Neon转染系统对细胞进行电穿孔。使Cas9蛋白
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(Invitrogen)和H7  sgRNA(Synthego)在室温下在2:1比率下在缓冲液T中预先复合20分钟。

将细胞用PBS(Gibco)洗涤，并且于缓冲液T中在2.5*10^7个细胞/毫升的最终浓度下再混悬

于含有预先复合的Cas9  RNP的缓冲液T中。将细胞‑RNP混合物上样至10uL  Neon转染吸头

中，并且根据制造商方案，以1750V、20ms和1次脉冲的设置进行电穿孔。在电穿孔之后立刻，

将细胞涂铺至不具有抗生素的如上所述的刺激培养基中。在30分钟之后，添加AAV以达到

10‑15％培养体积的最终浓度，并且充分混合。在2‑4小时之后，将细胞转移至较大培养皿中

以允许达成进一步扩增。

[0350] 在电穿孔之后两天，将细胞用经荧光染料标记抗原或streptactin染色，并且选择

经遗传修饰细胞。对于二级扩增，使B细胞与经照射(80戈瑞)NIH  3T3‑CD40L饲养细胞在含

有5μg/mL人重组胰岛素 (Sigma)、50μg/mL转铁蛋白 (Sigma)、50ng/mL重组IL‑2

(Biolegend)、20ng/mL  IL‑21(Biolegend)和10ng/mL  IL‑15(Shenandoah  Biotech)的hBCM

中共培养。

[0351] 为促进分化成浆细胞，将细胞从扩增条件转移至新鲜无饲养细胞培养条件中，所

述培养条件含有补充以5μg/mL人重组胰岛素(Sigma)、50μg/mL转铁蛋白(Sigma)、500U/mL

通用I型IFN蛋白(R&D  Systems)、50ng/mL  IL‑6(Shenendoah  Biotech)、10ng/mL  IL‑15

(Shenendoah  Biotech)的hBCM。

[0352] 通过TIDE来评估sGRNA活性。在电穿孔后3‑5天时从模拟处理细胞和经cas9/sgRNA

处理细胞分离总基因组DNA。使用以下寡聚物，通过PCR来扩增侧接于sgRNA靶标位点的500‑

600碱基对区域：

[0353] 小鼠：

[0354] 正向：GGCTCCACCAGACCTCTCTA(SEQ.ID  NO:274)

[0355] 反向：AACCTCAGTCACCGTCTCCT(SEQ  ID  NO:275)

[0356] 人：

[0357] 正向：ACAGTAAGCATGCCTCCTAAG(SEQ  ID  NO:276)

[0358] 反向：GCCACTCTAGGGCCTTTGTT(SEQ  ID  NO:277)

[0359] 对纯化PCR产物进行Sanger测序，并且使用ICE算法(Hsiau等,(2018) ."Inference 

of  CRISPR  Edits  from  Sanger  Trace  Data."bioRxiv)来确定相对于经模拟电穿孔细胞，

经Cas9/sgRNA电穿孔细胞中的插入缺失的频率。

[0360] 蛋白质抗原。融合前RSV‑F蛋白、EBV  gh/gl复合物以及经修饰HIV包膜抗原(426c 

TM4  d1‑3)如所描述(McLellan等 ,(2013) .Science342(6158):592‑598；McGuire等 ,

(2016) .Nat  Commun  7:10618；Snijder等,(2018) .Immunity  48(4):799‑811e799)加以产

生。稳定化流感HA主干如所描述(Yassine等,(2015) .Nat  Med  21(9):1065‑1070)从源于病

毒株H1  1999NC的VRC克隆3925产生。单体融合前RSV‑F蛋白用Alexa‑488(Thermo  Fisher)

标记。所有其他蛋白质都使用在0.8至2之间的生物素:蛋白质摩尔比缀合于生物素，随后用

链霉亲和素‑PE或链霉亲和素‑APC(prozyme)进行四聚化。

[0361] 流式细胞计量术。在FACSymphony机器(BD  bioscience)上进行流式细胞计量分

析，在Aria  II(BD  bioscience)上分选细胞，并且使用FlowJo软件(Tree  Star)分析数据。

[0362] 在小鼠中进行的EmAb治疗研究。动物研究在合乎弗雷德哈钦森癌症中心机构动物

护理和使用委员会(Fred  Hutchinson  Cancer  Center  Institutional  Animal  Care  and 
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Use  Committee)的要求的情况下加以核准和进行。

[0363] 对于RSV激发，EmAb或对照B细胞以1 .5×107个细胞的单次腹膜内(IP)剂量施用。

对于被动转移帕利珠单抗，小鼠接受腹膜内15mg/kg的单次剂量。GFP表达性RSV(为简单起

见，在本文中被称为RSV)得到了慷慨地提供(Munir等 ,(2008) .J  Virol  82(17):8780‑

8796)。年龄匹配的BALB/cByJ小鼠(Jackson  Labs)用处于40μLPBS中的106pfu的经蔗糖纯

化RSV在鼻内接种。在感染后第5天收集肺，并且通过空斑测定如先前所述测定效价(Murphy

等,(1990) .Vaccine  8(5):497‑502)。简要来说，使肺在GentleMACS离解器中在2ml培养基

中均质化，通过在400×g下离心10分钟加以澄清化，接着快速冷冻以及储存在‑80℃下。将

上清液一式两份于DMEM培养基中加以1:10和1:20稀释。在24孔板中将100μL的每个稀释液

添加至汇合Vero细胞中，在37℃下持续2小时。接着添加0.8％甲基纤维素的覆盖层，并且将

板孵育5天，随后在Typhoon成像器上采用针对GFP的滤光片设置进行成像。通过对在最高阳

性稀释度的情况下的空斑数目进行计数以及关于稀释因子加以修正来计算以pfu/肺表示

的效价。

[0364] 对于人细胞的移入，人emAb  B细胞以5×106个细胞/emAb特异性(总体1×107)的单

次腹膜内剂量向NOD‑scid  IL2R γ null(NSG)小鼠(由FHCRC培育研究室产生)施用。在转移后

7天，抽取血液，并且通过ELISA测定血清中的针对RSV‑F和HA主干的人emAb效价。

[0365] 统计分析。使用GraphPad  Prism  7进行统计分析。使用采用韦尔奇氏修正(Welch’

s  correction)的未配对t检验进行成对比较。

[0366] 本文所述的核酸序列使用核苷酸碱基的如37C.F.R .§1 .822中定义的标准字母缩

写显示。在一些情况下，仅显示每个核酸序列的一个链，但互补链应被理解为包括在它将在

其中是适当的实施方案中。举例来说，互补于包括SEQ  ID  NO:5‑84的靶标位点的序列提供

用以靶向这些位点的gRNA靶向序列。

[0367] 可利用编码如本文所述的所选抗体构建体的任何核酸。本文公开的核酸序列的变

体包括各种序列多态性、突变和改变，其中序列差异不实质上影响所编码蛋白质的功能。术

语核酸或“基因”可不仅包括编码序列，而且还包括调控区诸如启动子、增强子和终止区。所

述术语还可包括从mRNA转录物剪接的所有内含子和其他DNA序列，以及由选择性剪接位点

所致的变体。编码核酸可为引导一种或多种所选抗体构建体的表达的DNA或RNA。这些核酸

序列可为转录成RNA的DNA链序列或翻译成蛋白质的RNA序列。核酸序列包括全长核酸序列

以及由全长蛋白质获得的非全长序列两者。序列还可包括一种或多种天然序列的可被引入

来在特定细胞类型中提供密码子偏好的简并密码子。编码所选抗体构建体的核酸序列可易

于根据所选抗体构建体的相关氨基酸序列制备。

[0368] 蛋白质序列的“变体”包括相较于在本文中其他地方公开的蛋白质序列，具有一个

或多个氨基酸添加、缺失、终止位置或取代的那些。

[0369] 氨基酸取代可为保守性或非保守性取代。本文公开的蛋白质序列的变体可包括具

有一个或多个保守性氨基酸取代的那些。“保守性取代”或“保守性氨基酸取代”涉及见于以

下保守性取代群组中的一者中的取代：群组1：A、G、S、T；群组2：D、E；群组3：N、Q；群组4：R、K、

H；群组5：I、L、M、V；以及群组6：F、Y、W。

[0370] 另外，氨基酸可根据类似功能、化学结构或组成而分组成保守性取代群组(例如酸

性、碱性、脂族、芳族或含硫)。举例来说，出于取代的目的，脂族分组可包括G、A、V、L和I。包
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括被视为彼此的保守性取代的氨基酸的其他群组包括：含硫：M和C；酸性：D、E、N和Q；小型脂

族非极性或略微极性残基：A、S、T、P和G；极性带负电荷残基以及它们的酰胺：D、N、E和Q；极

性带正电荷残基：H、R和K；大型脂族非极性残基：M、L、I、V和C；以及大型芳族残基：F、Y和W。

[0371] 非保守性取代包括显著影响：具有改变的区域中的肽骨架的结构(例如α螺旋或β
折叠结构)；分子的在靶标位点处的电荷或疏水性；或侧链的体积的那些。一般预期会在蛋

白质的性质方面产生最大变化的非保守性取代是以下那些：其中(i)亲水性残基(例如S或

T)可被取代成疏水性残基(例如L、I、F、V或A)(或由疏水性残基取代)；(ii)C或P可被取代成

任何其他残基(或由任何其他残基取代)；(iii)具有电正性侧链的残基(例如K、R或H)可被

取代成电负性残基(例如Q或D)(或由电负性残基取代)；或(iv)具有大体积侧链的残基(例

如F)可被取代成不具有大体积侧链的残基(例如G)(或由不具有大体积侧链的残基取代)。

额外信息见于Creighton(1984)Proteins,W.H.Freeman  and  Company中。

[0372] 本文公开的核酸和蛋白质序列的变体还包括与本文公开的参考序列具有至少

70％序列同一性、至少80％序列同一性、至少85％序列同一性、至少90％序列同一性、至少

95％序列同一性、至少96％序列同一性、至少97％序列同一性、至少98％序列同一性或至少

99％序列同一性的序列。

[0373] 关于本文鉴定的序列的“序列同一性百分比(％)”定义为在使序列对准以及必要

时引入空位以实现最大序列同一性百分比之后，候选序列中的与参考序列中的核酸或氨基

酸残基同一的核酸或氨基酸残基的百分比。出于确定核酸或氨基酸序列同一性百分比的目

的的比对可以属于本领域中的技能的各种方式实现，例如使用可公开获得的计算机软件诸

如BLAST、BLAST‑2、ALIGN、ALIGN‑2或Megalign(DNASTAR)软件。本领域技术人员可确定适于

测量比对的参数，包括为历经所比较序列的全长实现最大对准所需的任何算法。举例来说，

使用WU‑BLAST‑2计算机程序(Altschul等,Methods  in  Enzymology,266:460‑480(1996))

产生序列同一性％值，所述计算机程序使用若干搜索参数，其中大多数被设置成缺省值。未

设置成缺省值的那些(即可调参数)用以下值加以设置：重叠间距＝1，重叠分数＝0.125，字

阈值(T)＝11以及评分矩阵BLOSUM62。

[0374] 变体将通常展现与参考核酸或肽序列相同的定性生物活性，并且引发大致上类似

的生物应答，但可根据需要选择变体以改进参考核酸或肽的特征。对变体的筛选可使用本

文所述的实验方案进行。

[0375] 如将由本领域普通技术人员所了解，本文公开的每个实施方案可包含它的特定所

陈述要素、步骤、成分或组分，基本上由它的特定所陈述要素、步骤、成分或组分组成，或由

它的特定所陈述要素、步骤、成分或组分组成。因此，术语“包括(include/including)”应解

释为叙述：“包含、由……组成、或基本上由……组成”。过渡术语“包含(comprise/

comprises)”意指包括但不限于，并且允许包括未指定的要素、步骤、成分或组分，甚至以重

大数量包括。过渡短语“由……组成”排除未指定的任何要素、步骤、成分或组分。过渡短语

“基本上由……组成”将实施方案的范围限于指定的要素、步骤、成分或组分以及不实质上

影响实施方案的那些。实质性影响将导致B细胞对所选抗体的表达统计显著降低。

[0376] 除非另外指示，否则说明书和权利要求中使用的表述成分的数量、性质诸如分子

量、反应条件等的所有数值都应被理解为在所有情况下都由术语“约”加以修饰。因此，除非

相反指示，否则说明书和随附权利要求中阐述的数值参数是可视为本发明所设法获得的所
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需性质而变化的近似值。至少，并且不试图限制对权利要求的范围的等同物的原则的应用，

每个数值参数应至少根据所报告的有效数字的数值以及通过应用普通舍入技术来解释。当

需要进一步明晰性时，术语“约”在与陈述数值或范围联合使用时具有由本领域技术人员合

理地归于它的含义，即表示稍微大于或稍微小于所述陈述值或范围，在所述陈述值的±

20％；所述陈述值的±19％；所述陈述值的±18％；所述陈述值的±17％；所述陈述值的±

16％；所述陈述值的±15％；所述陈述值的±14％；所述陈述值的±13％；所述陈述值的±

12％；所述陈述值的±11％；所述陈述值的±10％；所述陈述值的±9％；所述陈述值的±

8％；所述陈述值的±7％；所述陈述值的±6％；所述陈述值的±5％；所述陈述值的±4％；

所述陈述值的±3％；所述陈述值的±2％；或所述陈述值的±1％的范围内。

[0377] 尽管阐述本发明的广泛范围的数值范围和参数是近似值，但特定实例中阐述的数

值被尽可能精确地加以报告。然而，任何数值都固有地含有必然由见于它们的相应测试测

量中的标准偏差所致的某些误差。

[0378] 除非本文另外指示或由上下文明确反驳，否则在描述本发明的情形下(尤其在以

下权利要求的情形下)使用的术语“一个(种)(a/an)”、“这个(种)(the)”以及类似指示物应

被解释为涵盖单数与复数两者。本文中对数值范围的叙述仅意图充当单独地涉及属于所述

范围内的每个单独数值的简写方法。除非本文另外指示，否则每个单独数值就好像它在本

文中被单独地叙述一样并入说明书中。除非本文另外指示或另外由上下文明确反驳，否则

本文所述的所有方法都可以任何适合顺序进行。除非另外要求，否则本文提供的任何和所

有实例或示例性措辞(例如“诸如”)的使用都仅意图更好阐明本发明，并且不对本发明的范

围造成限制。说明书中无措辞应被解释为指示任何非要求要素为实施本发明所必需。

[0379] 本文公开的本发明的替代性要素或实施方案的分组不应被解释为限制。每个群组

成员都可单独地或与所述群组的其他成员或本文中所见的其他要素进行任何组合而被提

及和要求。可以预期，群组的一个或多个成员可由于适宜性和/或可专利性的原因而被包括

在群组中或从群组中删除。当任何所述包括或删除发生时，说明书被视为含有如所修改的

群组，由此满足随附权利要求中所用的所有马库什群组(Markush  group)的书面描述。

[0380] 本文描述了本发明的某些实施方案，包括为发明者所知用于执行本发明的最佳模

式。当然，关于这些所描述实施方案的变化形式将在阅读先前描述后变得为本领域普通技

术人员显而易知。本发明者预期熟练技术人员在适当时采用所述变化形式，并且本发明者

意图本发明以与本文特定描述的方式不同的方式加以实施。因此，本发明包括随附于其的

权利要求中叙述的主题的如由适用法律容许的所有修改形式和等同物。此外，除非本文另

外指示或另外由上下文明确反驳，否则上述要素以其所有可能的变化形式的任何组合都由

本发明涵盖。

[0381] 此外，已在整篇本说明书中对专利、印刷出版物、期刊文章和其他书面文本进行大

量参考(本文参考材料)。参考材料中的每一者单独地以引用的方式关于它们的被参考教义

而被整体并入本文。

[0382] 最后，应了解本文公开的本发明的实施方案说明本发明的原理。可采用的其他修

改形式在本发明的范围内。因此，举例而非限制来说，可根据本文教义利用本发明的替代性

配置。因此，本发明不限于精确地如所显示和所描述的那样。

[0383] 本文显示的详情是举例来说的，并且仅出于对本发明的优选实施方案进行说明性
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讨论的目的，并且为了提供据信是对本发明的各种实施方案的原理和概念性方面的最有用

和易于理解的描述的描述而呈现。就此而言，不试图相比于为达成对本发明的基本理解所

必需的详细程度，以更详细方式显示本发明的结构细节，与附图和/或实例一起进行描述使

得本领域技术人员显而易知本发明的若干形式可如何在实践中体现。

[0384] 除非在以下实例中明确地和清楚地修改，或当对含义的应用致使任何诠释无意义

或基本上无意义时，否则本公开中使用的定义和解释旨在以及意图在任何未来诠释中起支

配作用。在其中对术语的诠释将致使它无意义或基本上无意义的情况下，定义应从第3版韦

伯斯特氏词典(Webster's  Dictionary,3rd  Edition)或为本领域普通技术人员所知的词

典诸如牛津生物化学和分子生物学词典(Oxford  Dictionary  of  Biochemistry  and 

Molecular  Biology，Anthony  Smith编,Oxford  University  Press,Oxford,2004)获取。
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