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本文中提供了用于制备T细胞组合物的组合

物和方法以及其用途，包括通过施用由包含来自

表位序列的文库的表位序列的肽诱导的T细胞而

治疗有需要的受试者中的癌症的方法，其中所述

文库中的每个表位序列：与由HLA等位基因编码

的蛋白质匹配并且与由所述受试者的HLA等位基

因编码的蛋白质结合，根据免疫原性测定是免疫

原性的，根据质谱测定是由抗原呈递细胞呈递

的，并且根据细胞毒性测定将T细胞刺激为细胞

毒性的。
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1.一种治疗有需要的受试者中的癌症的方法，包括：

(a)从表位序列的文库中选择至少一个表位序列，其中所述文库中的每个表位序列与

由所述受试者的HLA等位基因编码的蛋白质匹配；和

(b)使来自所述受试者的T细胞或同种异体T细胞与包括包含选择的所述至少一个表位

序列的一种或多种肽的抗原呈递细胞(APC)接触，其中选择的所述至少一个表位序列中的

每一个都满足以下标准中的至少两个或三个：

(i)与由所述受试者的HLA等位基因编码的蛋白质结合，

(ii)根据免疫原性测定是免疫原性的，

(iii)根据质谱测定是由APC呈递的，以及

(iv)根据细胞毒性测定将T细胞刺激为细胞毒性的。

2.如权利要求1所述的方法，其中

(a)选择的所述至少一个表位序列包含突变，并且所述方法包括鉴定所述受试者的编

码具有所述突变的所述表位的癌细胞；

(b)选择的所述至少一个表位序列在由所述受试者的癌细胞过度表达的蛋白质内，并

且所述方法包括鉴定所述受试者的过度表达包含所述表位的所述蛋白质的癌细胞；或者

(c)所述至少一个表位序列包含由处于肿瘤微环境中的细胞表达的蛋白质。

3.如权利要求1或2所述的方法，其中选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个包

括不是由所述受试者的癌细胞表达的表位。

4.如权利要求3所述的方法，其中不是由所述受试者的癌细胞表达的所述表位是由所

述受试者的处于肿瘤微环境中的细胞表达。

5.如权利要求1‑4中的任一项所述的方法，其中与由所述受试者的HLA等位基因编码的

蛋白质结合的表位以根据结合测定的500nM或更小的亲和力与由所述HLA等位基因编码的

MHC分子结合。

6.如权利要求1‑4中的任一项所述的方法，其中与由所述受试者的HLA等位基因编码的

蛋白质结合的表位通过利用在计算机上实施的MHC表位预测程序被预测为以500nM或更小

的亲和力与由所述HLA等位基因编码的MHC分子结合。

7.如权利要求1‑6中的任一项所述的方法，其中根据质谱测定是由抗原呈递细胞(APC)

呈递的表位在从所述APC洗脱之后通过质谱法进行检测，其中被检测的肽的质量准确度小

于15Da、10Da或5Da，或者小于10,000或5,000百万分率(ppm)。

8.如权利要求1‑7中的任一项所述的方法，其中根据免疫原性测定是免疫原性的所述

表位根据多聚体测定或功能测定是免疫原性的。

9.如权利要求8所述的方法，其中所述多聚体测定包括流式细胞术分析。

10.如权利要求8或9所述的方法，其中所述多聚体测定包括检测与包含选择的所述至

少一个表位序列和匹配的所述HLA等位基因的肽‑MHC多聚体结合的T细胞，其中所述T细胞

已经被包括肽的APC刺激，所述肽包含选择的所述至少一个表位序列。

11.如权利要求10所述的方法，其中根据所述多聚体测定，当(i)检测到至少10个T细胞

已经被包括包含选择的所述至少一个表位序列的肽的APC刺激时，(ii)检测到的所述T细胞

构成被分析的CD8+细胞的至少0.1％或0.01％或0.005％时，以及(iii)检测到的所述T细胞

占CD8+T细胞的百分比高于在对照样品中检测到的T细胞占检测的CD8+T细胞的百分比时，
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所述表位是免疫原性的。

12.如权利要求11所述的方法，其中根据所述多聚体测定，当在来自相同起始样品的六

次刺激中的至少一次刺激中检测到至少10个T细胞已经被包括包含选择的所述至少一个表

位序列的肽的APC刺激时，所述表位是免疫原性的。

13.如权利要求11或12所述的方法，其中所述对照样品包含已经被APC刺激的T细胞，所

述APC(i)不包括包含选择的所述至少一个表位序列的肽，(ii)包括衍生于与选择的所述至

少一个表位序列不同的蛋白质的肽，或(iii)包括具有随机序列的肽。

14.如权利要求10‑13中的任一项所述的方法，其中所述T细胞已经被包括包含选择的

所述至少一个表位序列的肽的APC刺激至少3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、

18、19、20或更多天。

15.如权利要求10‑14中的任一项所述的方法，其中在包括包含选择的所述至少一个表

位序列的肽的APC存在下，抗原特异性T细胞已经被扩充至少5倍、10倍、20倍、50倍、100倍、

500倍或1,000倍或更多倍。

16.如权利要求8所述的方法，其中所述功能测定包括免疫测定。

17.如权利要求8或16所述的方法，其中所述功能测定包括检测具有IFNγ或TNFα的细

胞内染色或CD107a和/或CD107b的细胞表面表达的T细胞，其中所述T细胞已经被包括包含

选择的所述至少一个表位序列的肽的APC刺激。

18.如权利要求17所述的方法，其中根据所述功能测定，当(i)检测到至少10个T细胞已

经被包括包含选择的所述至少一个表位序列的肽的APC刺激时，(ii)检测到的所述T细胞构

成被分析的CD8+或CD4+细胞的至少0.1％或0.01％或0.005％时，以及(iii)检测到的所述T

细胞占CD8+或CD4+T细胞的百分比高于在对照样品中检测到的T细胞占检测的CD8+或CD4+T

细胞的百分比时，所述表位是免疫原性的。

19.如权利要求1‑18中的任一项所述的方法，其中根据所述细胞毒性测定被刺激为细

胞毒性的所述T细胞是已经被包括包含选择的所述至少一个表位序列的肽的APC刺激并且

杀死呈递所述表位的细胞的T细胞。

20.如权利要求19所述的方法，其中由所述T细胞杀死的呈递所述表位的细胞数量为由

所述T细胞杀死的不呈递所述表位的细胞数量的至少1.1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、

30、50、100、500或1,000倍高。

21.如权利要求19所述的方法，其中由所述T细胞杀死的呈递所述表位的细胞数量为由

已经被如下APC刺激的T细胞杀死的呈递所述表位的细胞数量的至少1.1、2、3、4、5、6、7、8、

9、10、15、20、25、30、50、100、500或1,000倍高：所述APC(i)不包括包含选择的所述至少一个

表位序列的肽，(ii)包括衍生于与选择的所述至少一个表位序列不同的蛋白质的肽，或

(iii)包括具有随机序列的肽。

22.如权利要求19所述的方法，其中由所述T细胞杀死的呈递突变表位的细胞数量是由

所述T细胞杀死的呈递对应野生型表位的细胞数量的至少1.1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、

20、25、30、50、100、500或1,000倍高。

23.如权利要求1‑22中的任一项所述的方法，其中根据所述细胞毒性测定被刺激为细

胞毒性的T细胞是根据所述细胞毒性测定被刺激为特异性细胞毒性的T细胞。

24.如权利要求1‑23中的任一项所述的方法，其中所述方法包括利用循环肿瘤DNA测定
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或基因组合来选择所述受试者。

25.如权利要求1‑24中的任一项所述的方法，其中所述T细胞来自所述受试者的生物样

品。

26.如权利要求25所述的方法，其中所述T细胞来自所述受试者的外周血单核细胞

(PBMC)样品或者所述受试者的白细胞去除术样品。

27.如权利要求1‑24中的任一项所述的方法，其中所述T细胞是同种异体T细胞。

28.如权利要求1‑27中的任一项所述的方法，其中选择的所述至少一个表位序列中的

每一个都满足以下标准中的每一个标准：

(i)与由所述受试者的HLA等位基因编码的蛋白质结合，

(ii)根据免疫原性测定是免疫原性的，

(iii)根据质谱测定是由抗原呈递细胞(APC)呈递的，以及

(iv)根据细胞毒性测定将T细胞刺激为细胞毒性的。

29.如权利要求1‑28中的任一项所述的方法，其中所述一种或多种肽中的至少一种是

合成肽或从核酸序列表达的肽。

30.如权利要求1‑29中的任一项所述的方法，其中所述方法包括鉴定由所述受试者的

HLA等位基因编码的蛋白质，或鉴定所述受试者的基因组中的HLA等位基因。

31.如权利要求1‑30中的任一项所述的方法，其中选择的所述至少一个表位序列是从

表1A‑1F、表2A‑2C、表3、表4A‑4M、表5、表6、表7、表8、表11、表12、表13和表14的一个或多个

表位序列进行选择。

32.如权利要求1‑31中的任一项所述的方法，其中所述方法包括在体外或在活体外将

与所述一种或多种肽接触的所述T细胞扩充以获得对与MHC蛋白质络合的选择的所述至少

一个表位序列特异性的T细胞群。

33.如权利要求1‑32中的任一项所述的方法，其中所述方法进一步包括将所述T细胞群

施用于所述受试者。

34.如权利要求1‑33中的任一项所述的方法，其中包含选择的所述至少一个表位序列

的蛋白质由所述受试者的癌细胞表达。

35.如权利要求1‑34中的任一项所述的方法，其中包含选择的所述至少一个表位序列

的蛋白质由所述受试者的处于所述肿瘤微环境中的细胞表达。

36.如权利要求1‑34中的任一项所述的方法，其中选择的所述至少一个表位序列中的

一个或多个包括突变。

37.如权利要求1‑36中的任一项所述的方法，其中选择的所述至少一个表位序列中的

一个或多个来自由所述受试者的癌细胞过度表达的蛋白质、来自组织特异性蛋白质、来自

癌性睾丸蛋白质、包括驱动突变、包括抗药性突变、包括肿瘤特异性突变、是病毒表位、是次

要组织相容性表位、来自RAS蛋白质、来自GATA3蛋白质、来自EGFR蛋白质、来自BTK蛋白质、

来自p53蛋白质、来自TMPRSS2::ERG融合多肽，或来自Myc蛋白质。

38.如权利要求1‑37中的任一项所述的方法，其中选择的所述至少一个表位序列中的

至少一个来自由选自以下的基因编码的蛋白质：ANKRD30A、COL10A1、CTCFL、PPIAL4G、

POTEE、DLL3、MMP13、SSX1、DCAF4L2、MAGEA4、MAGEA11、MAGEC2、MAGEA12、PRAME、CLDN6、EPYC、

KLK3、KLK2、KLK4、TGM4、POTEG、RLN1、POTEH、SLC45A2、TSPAN10、PAGE5、CSAG1、PRDM7、TG、
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TSHR、RSPH6A、SCXB、HIST1H4K、ALPPL2、PRM2、PRM1、TNP1、LELP1、HMGB4、AKAP4、CETN1、

UBQLN3、ACTL7A、ACTL9、ACTRT2、PGK2、C2orf53、KIF2B、ADAD1、SPATA8、CCDC70、TPD52L3、

ACTL7B、DMRTB1、SYCN、CELA2A、CELA2B、PNLIPRP1、CTRC、AMY2A、SERPINI2、RBPJL、AQP12A、

IAPP、KIRREL2、G6PC2、AQP12B、CYP11B1、CYP11B2、STAR、CYP11A1和MC2R。

39.如权利要求1‑38中的任一项所述的方法，其中选择的所述至少一个表位序列中的

至少一个来自组织特异性蛋白质，所述组织特异性蛋白质在所述受试者的靶组织中的表达

水平是所述组织特异性蛋白质在不同于所述靶组织的多个非靶组织中的每个组织中的表

达水平的至少2倍高。

40.如权利要求1‑39中的任一项所述的方法，其中使来自所述受试者的T细胞或同种异

体T细胞与包含选择的所述至少一个表位序列的一种或多种肽接触包括使所述T细胞与呈

递所述表位的APC接触。

41.如权利要求40所述的方法，其中呈递所述表位的所述APC包括包含选择的所述至少

一个表位序列的一种或多种肽，或者编码包含选择的所述至少一个表位序列的一种或多种

肽的聚核酸。

42.如权利要求1‑41中的任一项所述的方法，其中所述方法包括从包含抗原呈递细胞

(APC)和T细胞的免疫细胞群耗尽CD14+细胞和CD25+细胞，从而形成包含第一APC群和T细胞

的CD14/CD25耗尽的免疫细胞群。

43.如权利要求42所述的方法，其中所述免疫细胞群来自所述受试者的生物样品。

44.如权利要求42或43所述的方法，其中所述方法进一步包括(b)将包含第一APC群和T

细胞的所述CD14/CD25耗尽的免疫细胞群在

(i)FMS‑样酪氨酸激酶3受体配体(FLT3L)和

(ii)(A)包含选择的所述至少一个表位序列的多肽或(B)编码所述多肽的多核苷酸存

在下温育第一时间段；从而形成包含受刺激的T细胞的细胞群。

45.如权利要求44所述的方法，其中所述方法进一步包括(c)将所述包含受刺激的T细

胞的细胞群扩充，从而形成包含肿瘤抗原特异性T细胞的扩充的细胞群，其中所述肿瘤抗原

特异性T细胞包含对复合物特异性的T细胞，所述复合物包含(i)选择的所述至少一个表位

序列和(ii)由所述受试者的癌细胞或APC表达的MHC蛋白质。

46.如权利要求45所述的方法，其中步骤(b)和(c)在少于28天中进行。

47.如权利要求42‑46中的任一项所述的方法，其中在包含肿瘤抗原特异性T细胞的所

述扩充的细胞群中CD8+肿瘤抗原特异性T细胞占CD8+T细胞的总数量的分数为在所述生物

样品中CD8+肿瘤抗原特异性T细胞占CD8+T细胞的总数量的分数的至少两倍高。

48.如权利要求42‑47中的任一项所述的方法，其中在包含肿瘤抗原特异性T细胞的所

述扩充的细胞群中CD4+肿瘤抗原特异性T细胞占CD4+T细胞的总数量的分数为在所述生物

样品中CD4+肿瘤抗原特异性T细胞占CD4+T细胞的总数量的分数的至少两倍高。

49.如权利要求42‑48中的任一项所述的方法，其中在包含肿瘤抗原特异性T细胞的所

述扩充的细胞群中至少0.1％的所述CD8+T细胞是源于初始CD8+T细胞的CD8+肿瘤抗原特异

性T细胞。

50.如权利要求42‑49中的任一项所述的方法，其中在包含肿瘤抗原特异性T细胞的所

述扩充的细胞群中至少0.1％的所述CD4+T细胞是源于初始CD4+T细胞的CD4+肿瘤抗原特异
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性T细胞。

51.如权利要求42‑50中的任一项所述的方法，其中扩充包括：

(A)使所述包含受刺激的T细胞的细胞群与第二成熟APC群接触，其中所述第二成熟APC

群

(i)已经与FLT3L一起温育并且

(ii)呈递选择的所述至少一个表位序列；以及

(B)将所述包含受刺激的T细胞的细胞群扩充第二时间段，从而形成扩充的T细胞群。

52.如权利要求51所述的方法，其中在使所述包含受刺激的T细胞的细胞群与所述第二

成熟APC群接触之前，所述第二成熟APC群已经与FLT3L一起温育至少1天。

53.如权利要求51所述的方法，其中扩充进一步包括(C)使所述扩充的T细胞群与第三

成熟APC群接触，其中所述第三成熟APC群(i)已经与FLT3L一起温育并且(ii)呈递选择的所

述至少一个表位序列；以及(D)将所述扩充的T细胞群扩充第三时间段，从而形成包含肿瘤

抗原特异性T细胞的扩充的细胞群。

54.如权利要求53所述的方法，其中在使所述扩充的T细胞群与所述第三成熟APC群接

触之前，所述第三成熟APC群已经与FLT3L一起温育至少1天。

55.如权利要求42‑54中的任一项所述的方法，其中所述生物样品是外周血样品、白细

胞去除术样品或单采术样品。

56.如权利要求42‑55中的任一项所述的方法，进一步包收获所述包含肿瘤抗原特异性

T细胞的扩充的细胞群，冷冻保存所述包含肿瘤抗原特异性T细胞的扩充的细胞群，或制备

包含所述包含肿瘤抗原特异性T细胞的扩充的细胞群的药物组合物。

57.如权利要求42‑56中的任一项所述的方法，其中温育包括将所述包含第一APC群和T

细胞的CD14/CD25耗尽的免疫细胞群在FLT3L和编码所述多肽的RNA存在下温育第一时间

段。

58.如权利要求42‑57中的任一项所述的方法，进一步包括将包含所述包含肿瘤抗原特

异性T细胞的扩充的细胞群的药物组合物施用于患有癌症的人类受试者。

59.如权利要求58所述的方法，其中所述患有癌症的人类受试者是从其获得所述生物

样品的人类受试者。

60.如权利要求42‑59中的任一项所述的方法，其中所述多肽是8至50个氨基酸长度。

61.如权利要求42‑60中的任一项所述的方法，其中所述多肽包含选择的所述表位序列

中的至少两个，每个都由患有癌症的人类受试者的癌细胞表达。

62.如权利要求42‑61中的任一项所述的方法，其中耗尽进一步包括从所述包含第一

APC群和T细胞的免疫细胞群耗尽CD19+细胞。

63.如权利要求42‑62中的任一项所述的方法，其中耗尽进一步包括从所述包含第一

APC群和T细胞的免疫细胞群耗尽CD11b+细胞。

64.如权利要求1‑63中的任一项所述的方法，其中所述方法包括从获自受试者的包含

癌细胞的第一生物样品产生癌细胞核酸，以及从获自相同受试者的包含非癌细胞的第二生

物样品产生非癌细胞核酸。

65.如权利要求1‑64中的任一项所述的方法，其中由所述受试者的HLA等位基因编码的

所述蛋白质是由选自以下的HLA等位基因编码的蛋白质：HLA‑A01:01、HLA‑A02:01、HLA‑
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A03:01、HLA‑A11:01、HLA‑A24:01、HLA‑A30:01、HLA‑A31:01、HLA‑A32:01、HLA‑A33:01、HLA‑

A68:01、HLA‑B07:02、HLA‑B08:01、HLA‑B15:01、HLA‑B44:03、HLA‑C07:01和HLA‑C07:02。

66.如权利要求1‑65中的任一项所述的方法，其中所述方法包括鉴定包含选择的所述

至少一个表位序列并且由所述受试者的癌细胞表达的一种或两种或更多种不同的蛋白质。

67.如权利要求1‑66中的任一项所述的方法，其中所述方法包括通过测量在所述癌细

胞中编码一种或两种或更多种不同的蛋白质的RNA水平而鉴定包含选择的所述至少一个表

位序列并且由所述受试者的癌细胞表达的所述一种或两种或更多种不同的蛋白质。

68.如权利要求1‑67中的任一项所述的方法，其中选择的所述至少一个表位序列中的

一个或多个具有8至12个氨基酸的长度。

69.如权利要求1‑68中的任一项所述的方法，其中选择的所述至少一个表位序列中的

一个或多个具有13‑25个氨基酸的长度。

70.如权利要求1‑69中的任一项所述的方法，其中所述方法进一步包括在施用于所述

受试者之前从扩充的T细胞群中选择一个或多个细胞亚群。

71.如权利要求1‑70中的任一项所述的方法，其中在所述T细胞培养物中诱发免疫应答

包括在与所述肽接触时从所述T细胞培养物中诱导细胞因子或IL2产生，其中所述细胞因子

是干扰素γ(IFN‑γ)、肿瘤坏死因子(TNF)α(α)和/或β(β)或其组合。

72.如权利要求1‑71中的任一项所述的方法，其中所述方法包括将T细胞刺激为根据细

胞毒性测定对负载有选择的所述至少一个表位序列的细胞或表达包含选择的所述至少一

个表位序列的蛋白质的癌细胞是细胞毒性的。

73.如权利要求1‑72中的任一项所述的方法，其中所述方法包括将T细胞刺激为根据细

胞毒性测定对表达包含选择的所述至少一个表位序列的蛋白质的癌症相关细胞是细胞毒

性的。

74.如权利要求1‑73中的任一项所述的方法，其中选择的所述至少一个表位由癌细胞

表达，并且选择的附加表位由癌症相关细胞表达。

75.如权利要求74所述的方法，其中选择的所述附加表位在癌症相关成纤维细胞上表

达。

76.如权利要求75所述的方法，其中选择的所述附加表位从表8中选择。
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用于制备T细胞组合物的组合物和方法及其用途

交叉引用

[0001] 本申请要求2019年3月30日提交的美国临时申请号62/827,018的权益，该美国临

时申请通过引用以其整体并入本文中。

背景技术

[0002] 采用淋巴细胞的过继免疫疗法或过继细胞疗法(ACT)是将基因修饰的T淋巴细胞

转移至受试者以治疗疾病。过继免疫疗法还有待实现其治疗众多疾病的潜力，包括癌症、感

染性疾病、自身免疫性疾病、炎性疾病和免疫缺陷。然而，大多数(如果不是全部)过继免疫

疗法都需要T细胞活化和扩充步骤来产生临床有效的治疗剂量的T细胞。获得患者细胞以及

在活体外活化、扩充和回收有效数量的用于ACT的细胞的现有策略是持久繁琐且固有复杂

的过程，并且造成严重的挑战。因此，仍然需要开发用于在较短时间段内扩充和诱导具有有

利表型和功能的抗原特异性T细胞的组合物和方法。

发明内容

[0003] 本文中提供了一种治疗有需要的受试者中的癌症的方法，所述方法包括：从表位

序列的文库中选择至少一个表位序列，其中所述文库中的每个表位序列与由所述受试者的

HLA等位基因编码的蛋白质匹配；以及使来自所述受试者的T细胞或同种异体T细胞与包含

选择的所述至少一个表位序列的一种或多种肽接触，其中选择的所述至少一个表位序列中

的每一个都被预先验证为满足以下标准中的至少三个：与由所述受试者的HLA等位基因编

码的蛋白质结合、根据免疫原性测定是免疫原性的、根据质谱测定是由抗原呈递细胞(APC)

呈递的、以及根据细胞毒性测定将T细胞刺激为细胞毒性的。

[0004] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列包含突变，并且所述方法包括

鉴定所述受试者的编码具有所述突变的表位的癌细胞；选择的所述至少一个表位序列在由

所述受试者的癌细胞过度表达的蛋白质内，并且所述方法包括鉴定所述受试者的过度表达

包含所述表位的蛋白质的癌细胞；或者所述至少一个表位序列包含由处于肿瘤微环境中的

细胞表达的蛋白质。

[0005] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个包括不是由所

述受试者的癌细胞表达的表位。

[0006] 在一些实施方案中，不是由所述受试者的癌细胞表达的所述表位是由所述受试者

的处于肿瘤微环境中的细胞表达。

[0007] 在一些实施方案中，与由所述受试者的HLA等位基因编码的蛋白质结合的表位以

根据结合测定的500nM或更小的亲和力与由所述HLA等位基因编码的MHC分子结合。

[0008] 在一些实施方案中，与由所述受试者的HLA等位基因编码的蛋白质结合的表位通

过利用在计算机上实施的MHC表位预测程序被预测为以500nM或更小的亲和力与由所述HLA

等位基因编码的MHC分子结合。

[0009] 在一些实施方案中，在计算机上实施的所述MHC表位预测程序是NetMHCpan。在一
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些实施方案中，在计算机上实施的所述MHC表位预测程序是4.0版NetMHCpan。

[0010] 在一些实施方案中，根据质谱测定是由抗原呈递细胞(APC)呈递的表位在从所述

APC洗脱之后通过质谱法进行检测，其中被检测的肽的质量准确度小于15Da、10Da或5Da，或

者小于10,000或5,000百万分率(ppm)。

[0011] 在一些实施方案中，根据免疫原性测定是免疫原性的表位根据多聚体测定或功能

测定是免疫原性的。

[0012] 在一些实施方案中，所述多聚体测定包括流式细胞术分析。

[0013] 在一些实施方案中，所述多聚体测定包括检测与包含选择的所述至少一个表位序

列和匹配的所述HLA等位基因的肽‑MHC多聚体结合的T细胞，其中所述T细胞已经被包括肽

的APC刺激，所述肽包含选择的所述至少一个表位序列。

[0014] 在一些实施方案中，根据所述多聚体测定，当(i)检测到至少10个T细胞已经被包

括包含选择的所述至少一个表位序列的肽的APC刺激时，(ii)检测到的所述T细胞构成被分

析的CD8+细胞的至少0.1％或0.01％或0.005％时，以及(iii)检测到的所述T细胞占CD8+T

细胞的百分比高于在对照样品中检测到的T细胞占检测的CD8+T细胞的百分比时，所述表位

是免疫原性的。

[0015] 在一些实施方案中，根据所述多聚体测定，当在来自相同起始样品的六次刺激中

的至少一次刺激中检测到至少10个T细胞已经被包括包含选择的所述至少一个表位序列的

肽的APC刺激时，所述表位是免疫原性的。

[0016] 在一些实施方案中，所述对照样品包含已经被如下APC刺激的T细胞：所述APC(i)

不包括包含选择的所述至少一个表位序列的肽，(ii)包括衍生于与选择的所述至少一个表

位序列不同的蛋白质的肽，或(iii)包括具有随机序列的肽。

[0017] 在一些实施方案中，所述T细胞已经被包括包含选择的所述至少一个表位序列的

肽的APC刺激至少3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20或更多天。

[0018] 在一些实施方案中，在包括包含选择的所述至少一个表位序列的肽的APC存在下，

抗原特异性T细胞已经被扩充至少5倍、10倍、20倍、50倍、100倍、500倍或1,000倍或更多倍。

[0019] 在一些实施方案中，所述功能测定包括免疫测定。

[0020] 在一些实施方案中，所述功能测定包括检测具有IFNγ或TNFα的细胞内染色或

CD107a和/或CD107b的细胞表面表达的T细胞，其中所述T细胞已经被包括包含选择的所述

至少一个表位序列的肽的APC刺激。

[0021] 在一些实施方案中，根据所述功能测定，当(i)检测到至少10个T细胞已经被包括

包含选择的所述至少一个表位序列的肽的APC刺激时，(ii)检测到的所述T细胞构成被分析

的CD8+或CD4+细胞的至少0.1％或0.01％或0.005％时，以及(iii)检测到的所述T细胞占CD8

+或CD4+T细胞的百分比高于在对照样品中检测到的T细胞占检测的CD8+或CD4+T细胞的百分

比时，所述表位是免疫原性的。

[0022] 在一些实施方案中，根据所述细胞毒性测定被刺激为细胞毒性的T细胞是已经被

包括包含选择的所述至少一个表位序列的肽的APC刺激并且杀死呈递所述表位的细胞的T

细胞。

[0023] 在一些实施方案中，由所述T细胞杀死的呈递所述表位的细胞数量为由所述T细胞

杀死的不呈递所述表位的细胞数量的至少1.1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、50、
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100、500或1,000倍高。

[0024] 在一些实施方案中，由所述T细胞杀死的呈递所述表位的细胞数量为由已经被如

下APC刺激的T细胞杀死的呈递所述表位的细胞数量的至少1.1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、

20、25、30、50、100、500或1,000倍高：所述APC(i)不包括包含选择的所述至少一个表位序列

的肽，(ii)包括衍生于与选择的所述至少一个表位序列不同的蛋白质的肽，或(iii)包括具

有随机序列的肽。

[0025] 在一些实施方案中，由所述T细胞杀死的呈递突变表位的细胞数量为由所述T细胞

杀死的呈递对应野生型表位的细胞数量的至少1.1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、

50、100、500或1,000倍高。

[0026] 在一些实施方案中，根据所述细胞毒性测定被刺激为细胞毒性的T细胞是根据所

述细胞毒性测定被刺激为特异性细胞毒性的T细胞。

[0027] 在一些实施方案中，所述方法包括利用循环肿瘤DNA测定来选择所述受试者。

[0028] 在一些实施方案中，所述方法包括利用基因组合来选择所述受试者。

[0029] 在一些实施方案中，所述T细胞来自所述受试者的生物样品。

[0030] 在一些实施方案中，所述T细胞来自所述受试者的单采术或白细胞去除术样品。

[0031] 在一些实施方案中，所述T细胞是同种异体T细胞。

[0032] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的每一个都被预先验证为满

足以下标准中的每一标准：与由所述受试者的HLA等位基因编码的蛋白质结合、根据免疫原

性测定是免疫原性的、根据质谱测定是由抗原呈递细胞(APC)呈递的、以及根据细胞毒性测

定将T细胞刺激为细胞毒性的。

[0033] 在一些实施方案中，所述一种或多种肽中的至少一种是合成肽或从核酸序列表达

的肽。

[0034] 在一些实施方案中，所述方法包括鉴定由所述受试者的HLA等位基因编码的蛋白

质，或鉴定所述受试者的基因组中的HLA等位基因。

[0035] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列是从表1A‑1F、表2A‑2C、表3、表

4A‑4M、表5、表6、表7、表8、表11、表12、表13和表14的一个或多个表位序列进行选择。

[0036] 在一些实施方案中，所述方法包括在体外或在活体外将与所述一种或多种肽接触

的T细胞扩充以获得对与MHC蛋白质络合的选择的所述至少一个表位序列特异性的T细胞

群。

[0037] 在一些实施方案中，所述方法进一步包括将所述T细胞群施用于所述受试者。

[0038] 在一些实施方案中，包含选择的所述至少一个表位序列的蛋白质由所述受试者的

癌细胞表达。

[0039] 在一些实施方案中，包含选择的所述至少一个表位序列的蛋白质由所述受试者的

处于所述肿瘤微环境中的细胞表达。

[0040] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个包括突变。

[0041] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个包括肿瘤特异

性突变。

[0042] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个来自由所述受

试者的癌细胞过度表达的蛋白质。
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[0043] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个包括驱动突

变。

[0044] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个包括抗药性突

变。

[0045] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个来自组织特异

性蛋白质。

[0046] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个来自癌性睾丸

蛋白质。

[0047] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个是病毒表位。

[0048] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个是次要组织相

容性表位。

[0049] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个来自RAS蛋白

质。

[0050] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个来自GATA3蛋

白质。

[0051] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个来自EGFR蛋白

质。

[0052] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个来自BTK蛋白

质。

[0053] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个来自p53蛋白

质。

[0054] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个来自

TMPRSS2::ERG融合多肽。

[0055] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个来自Myc蛋白

质。

[0056] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的至少一个来自由选自以下

的基因编码的蛋白质：ANKRD30A、COL10A1、CTCFL、PPIAL4G、POTEE、DLL3、MMP13、SSX1、

DCAF4L2、MAGEA4、MAGEA11、MAGEC2、MAGEA12、PRAME、CLDN6、EPYC、KLK3、KLK2、KLK4、TGM4、

POTEG、RLN1、POTEH、SLC45A2、TSPAN10、PAGE5、CSAG1、PRDM7、TG、TSHR、RSPH6A、SCXB、

HIST1H4K、ALPPL2、PRM2、PRM1、TNP1、LELP1、HMGB4、AKAP4、CETN1、UBQLN3、ACTL7A、ACTL9、

ACTRT2、PGK2、C2orf53、KIF2B、ADAD1、SPATA8、CCDC70、TPD52L3、ACTL7B、DMRTB1、SYCN、

CELA2A、CELA2B、PNLIPRP1、CTRC、AMY2A、SERPINI2、RBPJL、AQP12A、IAPP、KIRREL2、G6PC2、

AQP12B、CYP11B1、CYP11B2、STAR、CYP11A1和MC2R。

[0057] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的至少一个来自组织特异性

蛋白质，所述组织特异性蛋白质在所述受试者的靶组织中的表达水平为所述组织特异性蛋

白质在不同于所述靶组织的多个非靶组织中的每个组织中的表达水平的至少2倍高。

[0058] 在一些实施方案中，使来自所述受试者的T细胞或同种异体T细胞与包含选择的所

述至少一个表位序列的一种或多种肽接触包括使所述T细胞与呈递所述表位的APC接触。

[0059] 在一些实施方案中，呈递所述表位的APC包括包含选择的所述至少一个表位序列
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的一种或多种肽，或者编码包含选择的所述至少一个表位序列的一种或多种肽的聚核酸。

[0060] 在一些实施方案中，所述方法包括从包含抗原呈递细胞(APC)和T细胞的免疫细胞

群耗尽CD14+细胞和CD25+细胞，从而形成包含第一APC群和T细胞的CD14/CD25耗尽的免疫

细胞群。

[0061] 在一些实施方案中，所述免疫细胞群来自所述受试者的生物样品。

[0062] 在一些实施方案中，所述方法进一步包括(b)将包含第一APC群和T细胞的CD14/

CD25耗尽的免疫细胞群在FMS‑样酪氨酸激酶3受体配体(FLT3L)和(A)包含选择的所述至少

一个表位序列的多肽或(B)编码所述多肽的多核苷酸存在下温育第一时间段；从而形成包

含受刺激的T细胞的细胞群。

[0063] 在一些实施方案中，所述方法进一步包括(c)将所述包含受刺激的T细胞的细胞群

扩充，从而形成包含肿瘤抗原特异性T细胞的扩充的细胞群，其中所述肿瘤抗原特异性T细

胞包含对包含(i)选择的所述至少一个表位序列和(ii)由所述受试者的癌细胞或APC表达

的MHC蛋白质的复合物特异性的T细胞。

[0064] 在一些实施方案中，所述T细胞在少于28天中进行扩充。

[0065] 在一些实施方案中，在包含肿瘤抗原特异性T细胞的扩充的细胞群中CD8+肿瘤抗

原特异性T细胞占CD8+T细胞的总数量的分数为在所述生物样品中CD8+肿瘤抗原特异性T细

胞占CD8+T细胞的总数量的分数的至少两倍高。

[0066] 在一些实施方案中，在包含肿瘤抗原特异性T细胞的扩充的细胞群中CD4+肿瘤抗

原特异性T细胞占CD4+T细胞的总数量的分数为在所述生物样品中CD4+肿瘤抗原特异性T细

胞占CD4+T细胞的总数量的分数的至少两倍高。

[0067] 在一些实施方案中，在包含肿瘤抗原特异性T细胞的扩充的细胞群中至少0.1％的

所述CD8+T细胞是源于初始CD8+T细胞的CD8+肿瘤抗原特异性T细胞。

[0068] 在一些实施方案中，在包含肿瘤抗原特异性T细胞的扩充的细胞群中至少0.1％的

所述CD4+T细胞是源于初始CD4+T细胞的CD4+肿瘤抗原特异性T细胞。

[0069] 在一些实施方案中，扩充包括使包含受刺激的T细胞的细胞群与第二成熟APC群接

触，其中所述第二成熟APC群已经与FLT3L一起温育并且呈递选择的所述至少一个表位序

列；以及将包含受刺激的T细胞的细胞群扩充第二时间段，从而形成扩充的T细胞群。

[0070] 在一些实施方案中，在使包含受刺激的T细胞的细胞群与所述第二成熟APC群接触

之前，所述第二成熟APC群已经与FLT3L一起温育至少1天。

[0071] 在一些实施方案中，扩充进一步包括(C)使所述扩充的T细胞群与第三成熟APC群

接触，其中所述第三成熟APC群(i)已经与FLT3L一起温育并且(ii)呈递选择的所述至少一

个表位序列；以及(D)将所述扩充的T细胞群扩充第三时间段，从而形成包含肿瘤抗原特异

性T细胞的扩充的细胞群。

[0072] 在一些实施方案中，在使所述扩充的T细胞群与所述第三成熟APC群接触之前，所

述第三成熟APC群已经与FLT3L一起温育至少1天。

[0073] 在一些实施方案中，所述生物样品是外周血样品、白细胞去除术样品或单采术样

品。

[0074] 在一些实施方案中，所述方法进一步包括收获包含肿瘤抗原特异性T细胞的扩充

的细胞群，冷冻保存所述包含肿瘤抗原特异性T细胞的扩充的细胞群，或制备包含所述包含
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肿瘤抗原特异性T细胞的扩充的细胞群的药物组合物。

[0075] 在一些实施方案中，温育包括将包含第一APC群和T细胞的CD14/CD25耗尽的免疫

细胞群在FLT3L和编码所述多肽的RNA存在下温育第一时间段。

[0076] 在一些实施方案中，所述方法进一步包括将包含所述包含肿瘤抗原特异性T细胞

的扩充的细胞群的药物组合物施用于患有癌症的人类受试者。

[0077] 在一些实施方案中，所述患有癌症的人类受试者是从其获得所述生物样品的人类

受试者。

[0078] 在一些实施方案中，所述多肽是8至50个氨基酸长度。

[0079] 在一些实施方案中，所述多肽包含选择的所述表位序列中的至少两个，每个都由

患有癌症的人类受试者的癌细胞表达。

[0080] 在一些实施方案中，从包含第一APC群和T细胞的免疫细胞群耗尽CD14+细胞和

CD25+细胞包括使所述包含第一APC群和T细胞的免疫细胞群与CD14结合剂和CD25结合剂接

触。

[0081] 在一些实施方案中，耗尽进一步包括从包含第一APC群和T细胞的免疫细胞群耗尽

CD19+细胞。

[0082] 在一些实施方案中，耗尽进一步包括从包含第一APC群和T细胞的免疫细胞群耗尽

CD11b+细胞。

[0083] 在一些实施方案中，所述方法包括从受试者的包含癌细胞的第一生物样品产生癌

细胞核酸，以及从获自相同受试者的包含非癌细胞的第二生物样品产生非癌细胞核酸。

[0084] 在一些实施方案中，由所述受试者的HLA等位基因编码的蛋白质是由选自以下的

HLA等位基因编码的蛋白质：HLA‑A01:01、HLA‑A02:01、HLA‑A03:01、HLA‑A11:01、HLA‑A24:

01、HLA‑A30:01、HLA‑A31:01、HLA‑A32:01、HLA‑A33:01、HLA‑A68:01、HLA‑B07:02、HLA‑B08:

01、HLA‑B15:01、HLA‑B44:03、HLA‑C07:01和HLA‑C07:02。

[0085] 在一些实施方案中，所述方法包括鉴定包含选择的所述至少一个表位序列并且由

所述受试者的癌细胞表达的一种或两种或更多种不同的蛋白质。

[0086] 在一些实施方案中，所述方法包括通过测量在癌细胞中编码一种或两种或更多种

不同的蛋白质的RNA水平而鉴定包含选择的所述至少一个表位序列并且由所述受试者的癌

细胞表达的一种或两种或更多种不同的蛋白质。

[0087] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个具有8至12个

氨基酸的长度。

[0088] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个具有13‑25个

氨基酸的长度。

[0089] 在一些实施方案中，所述方法包括从所述受试者的癌细胞和非癌细胞分离基因组

DNA或RNA。

[0090] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个包括点突变或

由点突变编码的序列。

[0091] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个包括由neoORF

突变编码的序列。

[0092] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个包括由基因融
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合突变编码的序列。

[0093] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的一个或多个包括由得失位

突变编码的序列。

[0094] 在一些实施方案中，选择的至少一个表位序列中的一个或多个包括由剪接位点突

变编码的序列。

[0095] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的至少两个来自相同的蛋白

质。

[0096] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的至少两个包括重叠序列。

[0097] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位序列中的至少两个来自不同的蛋白

质。

[0098] 在一些实施方案中，所述一种或多种肽包括至少2、3、4、5、6、7、8、9或10或更多种

肽。

[0099] 在一些实施方案中，所述受试者的癌细胞是实体癌的癌细胞。

[0100] 在一些实施方案中，所述受试者的癌细胞是白血病或淋巴瘤的癌细胞。

[0101] 在一些实施方案中，所述突变是在多个癌症患者中发生的突变。

[0102] 在一些实施方案中，所述MHC是I类MHC。

[0103] 在一些实施方案中，所述MHC是II类MHC。

[0104] 在一些实施方案中，所述T细胞是CD8  T细胞。

[0105] 在一些实施方案中，所述T细胞是CD4  T细胞。

[0106] 在一些实施方案中，所述T细胞是细胞毒性T细胞。

[0107] 在一些实施方案中，所述T细胞是记忆T细胞。

[0108] 在一些实施方案中，所述T细胞是初始T细胞。

[0109] 在一些实施方案中，所述方法进一步包括在施用于所述受试者之前从扩充的T细

胞群中选择一个或多个细胞亚群。

[0110] 在一些实施方案中，在T细胞培养物中诱发免疫应答包括在与所述肽接触时从所

述T细胞培养物中诱导IL2产生。

[0111] 在一些实施方案中，在T细胞培养物中诱发免疫应答包括在与所述肽接触时从所

述T细胞培养物中诱导细胞因子产生，其中所述细胞因子是干扰素γ(IFN‑γ)、肿瘤坏死因

子(TNF)α(α)和/或β(β)或其组合。

[0112] 在一些实施方案中，在T细胞培养物中诱发免疫应答包括诱导所述T细胞培养物以

杀死表达所述肽的细胞。

[0113] 在一些实施方案中，在T细胞培养物中诱发免疫应答包括检测在所述T细胞培养物

中的Fas配体、颗粒酶、穿孔素、IFN、TNF或其组合的表达。

[0114] 在一些实施方案中，包含选择的所述至少一个表位序列的所述一种或多种肽被纯

化。

[0115] 在一些实施方案中，包含选择的所述至少一个表位序列的所述一种或多种肽被冻

干。

[0116] 在一些实施方案中，包含选择的所述至少一个表位序列的所述一种或多种肽处于

溶液中。
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[0117] 在一些实施方案中，包含选择的所述至少一个表位序列的所述一种或多种肽存在

于储藏条件中，以至所述肽的完整性≥99％。

[0118] 在一些实施方案中，所述方法包括将T细胞刺激为根据细胞毒性测定对负载有选

择的所述至少一个表位序列的细胞是细胞毒性的。

[0119] 在一些实施方案中，所述方法包括将T细胞刺激为根据细胞毒性测定对表达包含

选择的所述至少一个表位序列的蛋白质的癌细胞是细胞毒性的。

[0120] 在一些实施方案中，所述方法包括将T细胞刺激为根据细胞毒性测定对表达包含

选择的所述至少一个表位序列的蛋白质的癌症相关细胞是细胞毒性的。

[0121] 在一些实施方案中，选择的所述至少一个表位由癌细胞表达，并且选择的附加表

位由癌症相关细胞表达。

[0122] 在一些实施方案中，选择的所述附加表位在癌症相关成纤维细胞上表达。

[0123] 在一些实施方案中，选择的所述附加表位从表8中进行选择。

[0124] 本文中还提供了药物组合物，所述药物组合物包含通过本文中提供的方法产生的

T细胞。

[0125] 本文中还提供了多肽文库，所述多肽文库包括表位序列或编码所述多肽的多核苷

酸，其中所述文库中的每个表位序列与由HLA等位基因编码的蛋白质匹配；并且其中所述文

库中的每个表位序列被预先验证为满足以下标准中的至少三个：与由患有待治疗的癌症的

受试者的HLA等位基因编码的蛋白质结合、根据免疫原性测定是免疫原性的、根据质谱测定

是由抗原呈递细胞(APC)呈递的、和/或根据细胞毒性测定将T细胞刺激为细胞毒性的。

[0126] 本文中还提供了治疗受试者中的癌症的方法，包括向所述受试者施用(i)包含

G12R  RAS表位的多肽或(ii)编码所述多肽的多核苷酸；其中：(a)所述G12R  RAS表位是

vvgaRgvgk并且所述受试者表达由HLA‑A03:01等位基因编码的蛋白质；(b)所述G12R  RAS表

位是eyklvvvgaR并且所述受试者表达由HLA‑A33:03等位基因编码的蛋白质；(c)所述G12R 

RAS表位是vvvgaRgvgk并且所述受试者表达由HLA‑A11:01等位基因编码的蛋白质；或者(d)

所述G12R  RAS表位是aRgvgksal并且所述受试者表达由选自HLA‑C07:02、HLA‑B39:01和

HLA‑C07:01中的HLA‑等位基因编码的蛋白质。

附图说明

[0127] 图1A是本文中提供的用于预致敏、活化和扩充抗原特异性T细胞的示例性方法的

示意图。

[0128] 图1B是本文中提供的用于预致敏、活化和扩充抗原特异性T细胞的示例性方法的

示意图。

[0129] 图2是离线表征共享表位的示例性方法的示意图。

[0130] 图3A描绘了数据，其显示计算机上表位预测鉴定的源于根据质谱所示的RAS  G12D

突变的多个新抗原。

[0131] 图3B描绘了数据，其显示计算机上表位预测鉴定的源于根据质谱所示的RAS  G12V

突变的多个新抗原。

[0132] 图3C描绘了数据，其显示计算机上表位预测鉴定的源于根据质谱所示的RAS  G12C

突变的多个新抗原。
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[0133] 图3D描绘了数据，其显示计算机上表位预测鉴定的源于根据质谱所示的RAS  G12R

突变的多个新抗原。

[0134] 图4A描绘了数据，其显示共享的新抗原表位的呈递可以直接通过质谱法来确认并

且在限定的患者群中RAS新抗原是可靶向的。

[0135] 图4B显示内源处理的突变RAS肽表位VVVGAVGVGK(顶部)及其对应的重肽(底部)的

MS/MS谱的完整图。用包含RASG12V突变肽的多肽和HLA‑A*03:01基因二者对293T细胞进行慢

病毒转导。

[0136] 图4C显示内源处理的突变RAS肽表位VVVGAVGVGK(顶部)及其对应的重肽(底部)的

MS/MS谱的完整图。用编码HLA‑A*03:01基因的慢病毒载体对天然表达RASG12V突变的SW620

细胞进行转导。

[0137] 图4D显示内源处理的突变RAS肽表位VVVGAVGVGK(顶部)及其对应的重肽(底部)的

MS/MS谱的完整图。天然表达RASG12V突变和HLA‑A*03:01基因二者的NCI‑H441细胞用于此实

验。

[0138] 图4E显示内源处理的GATA3  neoORF肽表位SMLTGPPARV的MS/MS谱的完整图。内源

性肽谱示于顶部子图中，而对应的轻合成肽谱图示于底部子图中。

[0139] 图5描绘了数据，其显示本文中提供的用于预致敏、活化和扩充抗原特异性T细胞

的示例性方法诱导对抗HLA‑A11:01和HLA‑A03:01上的RAS  G12新抗原的从头CD8  T细胞应

答。

[0140] 图6描绘了数据，其显示本文中提供的用于预致敏、活化和扩充抗原特异性T细胞

的示例性方法诱导对抗HLA‑A11:01上的RAS  G12V新抗原的从头CD8  T细胞应答。如饼形图

中所示，描绘了在3个独立的健康供体中被诱导对抗HLA‑A11:01上的RAS  G12V新抗原的各

个T细胞克隆物的频率。

[0141] 图7描绘了数据，其显示在活体外产生的RASG12V‑活化的T细胞可以杀死靶细胞。表

达GFP的A375靶细胞被负载2μM  RASG12V抗原、野生型RAS抗原，或者没有肽作为对照GFP+细

胞。RASG12V‑特异性CD8  T细胞(效应细胞)与对照细胞或靶细胞以0.05:1比率一起进行温

育。在效应细胞存在下，相比于呈递RAS野生型抗原或不呈递抗原的对照细胞，靶细胞更易于被

溶解和耗尽。在左图中示出按照无肽的靶细胞生长归一化的特定细胞的杀死的图。代表性

图像示于右边。

[0142] 图8描绘了数据，其显示本文中提供的用HLA‑11:01上的RAS  G12V新抗原而非对应

的野生型抗原预致敏、活化和扩充RAS  G12V‑特异性T细胞的示例性方法通过使用所示的效

应细胞:靶细胞比率和增大肽浓度而将T细胞诱导成细胞毒性的。

[0143] 图9描绘了数据，其显示本文中提供的用一轮(1x刺激)或两轮(2x刺激)的FLT3L‑

处理的呈递具有RASG12V突变的表位的PBMC预致敏、活化和扩充抗原特异性T细胞的示例性

方法将T细胞诱导成细胞毒性的，如在将这些T细胞与用编码HLA‑A*11:01基因的慢病毒载

体转导的SW620细胞(天然表达RASG12V突变)共同培养之后通过AnnexinV阳性细胞随着时间

测量的。

[0144] 图10描绘了在将天然表达RASG12V突变和HLA‑A*03:01基因二者的NCI‑H441细胞与

已经用包含具有RASG12V突变的表位的肽预致敏和活化和扩充的T细胞以所示的效应细胞:

靶细胞比率共同培养之后，AnnexinV阳性细胞随着时间的图。
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[0145] 图11A描绘了在用TCR转导的Jurkat细胞存在下温育之后IL‑2浓度(pg/mL)相对于

RAS‑G12V野生型或突变肽负载的靶细胞(A375‑A11:01)的图，所述TCR与结合至由HLA‑A11:

01等位基因编码的MHC的RAS‑G12V表位结合。

[0146] 图11B描绘了在将TCR转导的PBMC与具有天然G12V和HLA‑A11:01的5,000个SNGM细

胞在效应细胞:靶细胞比率的范围内共同培养之后，AnnexinV阳性细胞随着时间的图。

[0147] 图11C描绘了在用TCR转导的Jurkat细胞存在下温育之后IL‑2浓度(pg/mL)相对于

RAS‑G12V野生型或突变肽负载的靶细胞(A375‑A03:01)的图，所述TCR与结合至由HLA‑A03:

01等位基因编码的MHC的RAS‑G12V结合。

[0148] 图11D描绘了在将TCR转导的PBMC与具有天然G12V和HLA‑A03:01的细胞以0.75:1

的效应细胞:靶细胞比率共同培养之后AnnexinV阳性细胞随着时间的图(顶部)，以及在将

TCR转导的PBMC与具有天然G12V和HLA‑A03:01的细胞以0.75:1的效应细胞:靶细胞比率共

同培养24小时之后IFNγ浓度(pg/mL)的图。

[0149] 图12A描绘了在与用TCR转导的Jurkat细胞共同培养之后IL‑2浓度(pg/mL)相对于

与增高量的所示RAS‑G12V突变肽接触的FLT3L处理的PBMC的图，所述TCR与结合至由HLA‑

A11:01等位基因编码的MHC的有下划线的RAS‑G12V表位结合。

[0150] 图12B描绘了数据，其显示在体外使用来自健康供体的PBMC(顶部)和在体内使用

以所述肽免疫的HLA‑A11:01转基因小鼠(底部)，来自图12A的所示RAS‑G12V突变肽的免疫

原性。

[0151] 图13描绘了数据，其显示本文中提供的用于预致敏、活化和扩充抗原特异性T细胞

的示例性方法诱导对抗HLA‑02:01上的RAS  G12V新抗原的从头CD8  T细胞应答。

[0152] 图14描绘了数据，其显示本文中提供的用于预致敏、活化和扩充抗原特异性T细胞

的示例性方法诱导对抗HLA‑A68:01上的RAS  G12新抗原的从头CD8  T细胞应答。

[0153] 图15描绘了数据，其显示本文中提供的用于预致敏、活化和扩充抗原特异性T细胞

的示例性方法诱导对抗HLA‑B07:02上的RAS  G12新抗原的从头CD8  T细胞应答。

[0154] 图16描绘了数据，其显示本文中提供的用于预致敏、活化和扩充抗原特异性T细胞

的示例性方法诱导对抗HLA‑B08:01上的RAS  G12新抗原的从头CD8  T细胞应答。

[0155] 图17描绘了数据，其显示本文中提供的用于预致敏、活化和扩充抗原特异性T细胞

的示例性方法诱导对抗HLA‑C08:02上的RAS  G12D新抗原的从头CD8  T细胞应答。

[0156] 图18描绘了数据，其显示本文中提供的用于预致敏、活化和扩充抗原特异性T细胞

的示例性方法诱导对抗RAS新抗原的从头CD4T细胞应答。

[0157] 图19A描绘了数据，其示出流式细胞术数据，表明可以在进一步扩充抗原特异性T

细胞之前使用富集过程。通过利用磁性辅助的细胞分离(MACS；Miltenyi)而将上调4‑1BB的

细胞富集。被多聚体染色的T细胞在刺激的第14天通过MACS进行富集。此方法能够富集多个

抗原特异性T细胞群。

[0158] 图19B描绘了量化图19A中的结果的示例性条形图。

[0159] 图20显示了实验的总结，表明预测的GATA3  neoORF表位具有强亲和力(<500nM)、

持久稳定性(>0.5小时)，并且/或者可以通过质谱分析从来自表达GATA3  neoORF的细胞的

HLA分子洗脱的表位进行检测。

[0160] 图21描绘了数据，其显示本文中提供的用于预致敏、活化和扩充抗原特异性T细胞
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的示例性方法诱导对抗HLA‑A02:01、HLA‑A03:01、HLA‑A11:01、HLA‑B07:02和HLA‑B08:01上

的GATA3neoORF新抗原的从头CD8  T细胞应答。

[0161] 图22描绘了数据，其表明在活体外产生的GATA3  neoORF表位活化的T细胞可以杀

死靶细胞。表达GFP的293T靶细胞负载有2μMGATA3  neoORF抗原，或者未经负载作为对照GFP

+细胞。GATA3‑neoORF‑特异性CD8  T细胞(效应细胞)与对照细胞或靶细胞以1:10比率一起

温育。在效应细胞存在下，相比于不呈递GATA3新抗原的对照细胞，靶细胞更易于溶解和耗

尽。GFP+细胞在100小时内的图示于顶部图中。示出了在GATA3新抗原活化的CD8细胞存在下

对照(左下图像)和靶GFP+细胞(右下图像)的图像。

[0162] 图23描绘了在GATA3新抗原转导的HEK  293T细胞相对于未经转导的HEK  293T细胞

中肝靶细胞的胱天蛋白酶‑3阳性分数的比较的图。两种不同的GATA3诱导的健康供体PBMC

与GATA3新抗原转导的HEK  293T细胞或未经转导的HEK  293T细胞(作为阴性对照组)共同培

养。

[0163] 图24描绘了流式细胞术数据，其显示在培养20天(包括两次刺激)之后GATA3 

neoORF特异性肽对抗原特异性CD4+T细胞的诱导。抗原特异性T细胞通过在与GATA3  neoORF

肽(右)相对于无肽(左)一起温育之后IFNγ和/或TNFα的增大进行检测。

[0164] 图25A描绘了以下步骤的示意图：通过发现和验证存在于来自人类供体的前列腺

癌细胞系或前列腺组织中的肽，以及产生经验证的肽以供组织的经验证的肽文库。

[0165] 图25B描述了数据，其显示在体外产生表位特异性CD8T细胞。在前列腺癌特异性蛋

白质中通过利用T细胞表位预测软件对肽进行预测。

[0166] 图25C描绘了数据，其显示在活体外产生的KLK4表位活化的T细胞是免疫原性的并

且杀死靶细胞。表达GFP的293T靶细胞被负载2μM  KLK4抗原(LLANGRMPTV)，或者未被负载作

为对照GFP+细胞。KLK4特异性CD8  T细胞(效应细胞)与对照细胞或靶细胞以1:10比率一起

温育。在效应细胞存在下，相比于不表达KLK4的对照细胞，靶细胞生长更易于控制。还示出

了GFP+细胞在100小时内的图(底部)。示出了在KLK4活化的CD8细胞存在下对照(左下图像)

和靶GFP+细胞(右下图像)的图像。

[0167] 图26描绘了数据，其显示本文中提供的用于预致敏、活化和扩充抗原特异性T细胞

的示例性方法诱导对抗HLA‑02:01上的BTK  C481S新抗原的从头CD8  T细胞应答。

[0168] 图27描绘了数据，其显示本文中提供的用于预致敏、活化和扩充抗原特异性T细胞

的示例性方法诱导对抗HLA‑02:01上的EGFR  T790M新抗原的从头CD8  T细胞应答。

[0169] 图28A描绘了本文中提供的应用T细胞疗法的示例性方法的示意图。

[0170] 图28B描绘了本文中提供的应用T细胞疗法的示例性方法的示意图。

[0171] 图29描绘了在计算机上T细胞表位预测的示例性方法的示意图。对于给定的n命中

数和5,000个假目标，确定PPV，评级靠前的n个肽命中什么分数。

[0172] 图30描绘了利用在计算机上表位预测的MHC配体组(ligandome)的等位基因覆盖

率的示意图。

[0173] 图31描绘了比较在计算机上T细胞表位预测模型的示意图。

[0174] 图32描绘了示意图，其显示通过利用在计算机上T细胞表位预测和本文中提供的

用于预致敏、活化和扩充抗原特异性T细胞的示例性方法对免疫原性的肽进行鉴定和验证。

[0175] 图33描绘了数据，其显示本文中提供的用于预致敏、活化和扩充抗原特异性T细胞

说　明　书 11/198 页

18

CN 113939310 A

18



的示例性方法可以诱导和扩充多个新抗原CD8+T细胞群。所示数据是来自黑素瘤患者样品

的代表性数据。

[0176] 图34描绘了数据，其显示本文中提供的用于预致敏、活化和扩充抗原特异性T细胞

的示例性方法在相同患者中产生三个CD4+群。所示数据是来自黑素瘤患者样品的代表性数

据。

[0177] 图35描绘了数据，其显示本文中提供的用于预致敏、活化和扩充抗原特异性T细胞

的示例性方法在全部黑素瘤患者样品中重复地显示T细胞诱导。

[0178] 图36描绘了来自黑素瘤患者样品的代表性数据，其显示本文中提供的用于预致

敏、活化和扩充抗原特异性T细胞的示例性方法诱导对突变表位高特异性的T细胞。

[0179] 图37描绘了来自黑素瘤患者样品的代表性数据，其显示本文中提供的用于预致

敏、活化和扩充抗原特异性T细胞的示例性方法诱导高功能性T细胞。

[0180] 图38描绘了数据，其显示本文中提供的用于预致敏、活化和扩充抗原特异性T细胞

的示例性方法将CD8+T细胞诱导成可以杀死肿瘤细胞。

具体实施方式

[0181] 虽然许多表位具有与MHC分子结合的可能性，但是当通过实验测试时少数能够与

MHC分子结合。虽然许多表位还具有可由MHC分子(其可以例如通过质谱法进行检测)呈递的

可能性，但是仅选择数量的这些表位可以被呈递并且通过质谱法进行检测。虽然许多表位

还具有免疫原性的可能性，但是当通过实验测试时许多这些表位不是免疫原性的，尽管被

证实由抗原呈递细胞呈递。许多表位还具有将T细胞活化而变成细胞毒性的可能性，但是已

被证实由抗原呈递细胞呈递并且/或者是免疫原性的许多表位仍然不能将T细胞活化成细

胞毒性。

[0182] 本文中提供了包含T细胞表位的抗原，所述抗原已经被鉴定并且验证为与一种或

多种MHC分子结合、由一种或多种MHC分子呈递、是免疫原性的、并且能够将T细胞活化成细

胞毒性的。经验证的抗原以及编码这些抗原的多核苷酸可以用于制备用于治疗用途的抗原

特异性T细胞。在一些实施方案中，经验证的抗原以及编码这些抗原的多核苷酸可以被预先

生产和储藏以用于生产用于治疗用途的T细胞的方法中。例如，经验证的抗原以及编码这些

抗原的多核苷酸可以被快速地预先生产或生产以快速地制备用于患者的治疗性T细胞组合

物。通过利用具有T细胞表位的经验证的抗原，可以生产免疫原例如具有HLA结合活性的肽

或编码此类肽的RNA。多种免疫原可以在文库中进行鉴定、验证和预先生产。在一些实施方

案中，肽可以以适合于储藏、归档以及用于在适合的时间对适合的患者进行药理学干预的

规模进行生产。

[0183] 一些(若非全部)癌症具有作为免疫疗法的潜在靶标的抗原。每种肽抗原可以被呈

递用于在与特异性HLA编码的MHC分子相关的抗原呈递细胞上进行T细胞活化。在另一方面，

本文中提供了潜在地通用性方法，其中特定的表位被预先鉴定和预先验证用于特定的HLA，

并且这些表位可以被预先生产用于细胞疗法生产过程。例如，具有G12、G13和Q61突变的多

个KRAS表位可以利用可靠的T细胞表位呈递预测模型(参见，例如，2018年2月12日提交的

PCT/US2018/017849，以及2019年12月20日提交的PCT/US2019/068084，其各自都通过引用

而以其整体并入)进行鉴定，其中通过利用这些表位的质谱以及能够产生具有针对这些表
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位以及由不同HLA编码的MHC的TCR的细胞毒性T细胞的能力进行这些表位的免疫原性的验

证、处理和呈递。每个表位被验证具有其特定的氨基酸序列和相关的HLA。一旦这些表位被

验证，就可以创建文库，所述文库包含预先生产的免疫原，例如包含所述表位的肽，或者编

码包含这些表位的肽的RNA。

[0184] 所述抗原可以是非突变的抗原或突变的抗原。例如，所述抗原可以是肿瘤相关性

抗原、突变抗原、组织特异性抗原或新抗原。在一些实施方案中，所述抗原是肿瘤相关性抗

原。在一些实施方案中，所述抗原是突变抗原。在一些实施方案中，所述抗原是组织特异性

抗原。在一些实施方案中，所述抗原是新抗原。新抗原在受试者的癌或肿瘤中被查到，并且

在种系中不明显或者在该受试者的健康组织中未被表达。因此，对于在癌中满足产生新抗

原的标准的基因突变而言，在癌中的基因突变必须是翻译成改变的蛋白质产物的非沉默突

变。改变的蛋白质产物包含具有突变的氨基酸序列，该突变可以是T细胞的突变表位。突变

表位具有与MHC分子结合的可能性。突变表位还具有由MHC分子呈递的可能性，其可以例如

通过质谱法进行检测。此外，突变表位具有免疫原性的可能性。此外，突变表位具有将T细胞

活化成具有细胞毒性的可能性。

[0185] 本文中提供了治疗有需要的受试者中的癌症的方法，所述方法包括：从表位序列

的文库中选择至少一个表位序列，其中所述文库中的每个表位序列与由所述受试者的HLA

等位基因编码的蛋白质匹配；以及使来自所述受试者的T细胞或同种异体T细胞与包含选择

的至少一个表位序列的一种或多种肽接触，其中选择的至少一个表位序列中的每一个都被

预先验证为满足以下标准中的至少两个或三个或四个：与由所述受试者的HLA等位基因编

码的蛋白质结合、根据免疫原性测定是免疫原性的、根据质谱测定是由抗原呈递细胞(APC)

呈递的、以及根据细胞毒性测定将T细胞刺激为细胞毒性的。在一些实施方案中，所述方法

进一步包括将T细胞群施用于受试者。

[0186] 在一些实施方案中，选择的至少一个表位序列包含突变，并且所述方法包括鉴定

所述受试者的编码具有所述突变的表位的癌细胞；选择的至少一个表位序列在由所述受试

者的癌细胞过度表达的蛋白质内，并且所述方法包括鉴定所述受试者的过度表达包含所述

表位的蛋白质的癌细胞；或者至少一个表位序列包含由处于肿瘤微环境中的细胞表达的蛋

白质。在一些实施方案中，选择的至少一个表位序列中的一个或多个包括不是由所述受试

者的癌细胞表达的表位。在一些实施方案中，不是由所述受试者的癌细胞表达的表位是由

所述受试者的处于肿瘤微环境中的细胞表达。在一些实施方案中，所述方法包括利用循环

肿瘤DNA测定来选择受试者。在一些实施方案中，所述方法包括利用基因组合来选择受试

者。

[0187] 在一些实施方案中，T细胞来自受试者的生物样品。在一些实施方案中，T细胞来自

受试者的单采术样品或白细胞去除术样品。在一些实施方案中，T细胞是同种异体T细胞。

[0188] 在一些实施方案中，选择的至少一个表位序列中的每一个都被预先验证为满足以

下标准中的一个或多个或每一个：与由受试者的HLA等位基因编码的蛋白质结合、根据免疫

原性测定是免疫原性的、根据质谱测定是由抗原呈递细胞(APC)呈递的、以及根据细胞毒性

测定将T细胞刺激为细胞毒性的。

[0189] 在一些实施方案中，与由受试者的HLA等位基因编码的蛋白质结合的表位以根据

结合测定的500nM或更小的亲和力与由所述HLA等位基因编码的MHC分子结合。例如，与由受
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试者的HLA等位基因编码的蛋白质结合的表位可以以根据结合测定的400nM、300nM、200nM、

150nM、100nM、75nM、50nM或25nM或更小的亲和力与由所述HLA等位基因编码的MHC分子结

合。在一些实施方案中，与由受试者的HLA等位基因编码的蛋白质结合的表位通过利用在计

算机上实施的MHC表位预测程序被预测为以500nM或更小的亲和力与由所述HLA等位基因编

码的MHC分子结合。例如，与由受试者的HLA等位基因编码的蛋白质结合的表位可以通过利

用在计算机上实施的MHC表位预测程序被预测为以400nM、300nM、200nM、150nM、100nM、

75nM、50nM或25nM或更小的亲和力与由所述HLA等位基因编码的MHC分子结合。在一些实施

方案中，在计算机上实施的MHC表位预测程序是NetMHCpan。在一些实施方案中，在计算机上

实施的MHC表位预测程序是4.0版NetMHCpan。

[0190] 在一些实施方案中，根据质谱测定是由抗原呈递细胞(APC)呈递的表位在从所述

APC洗脱之后通过质谱法进行检测，其中被检测的肽的质量准确度小于15Da。例如，根据质

谱测定是由抗原呈递细胞(APC)呈递的表位可以在从所述APC洗脱之后通过质谱法进行检

测，其中被检测的肽的质量准确度小于14Da、13Da、12Da、11Da、10Da、9Da、8Da、7Da、6Da、

5Da、4Da、3Da、2Da或1Da。在一些实施方案中，根据质谱测定是由抗原呈递细胞(APC)呈递的

表位在从所述APC洗脱之后通过质谱法进行检测，其中被检测的肽的质量准确度小于10,

000百万分率(ppm)。例如，根据质谱测定是由抗原呈递细胞(APC)呈递的表位可以在从所述

APC洗脱之后通过质谱法进行检测，其中被检测的肽的质量准确度小于7 ,500ppm；5 ,

000ppm；2,500ppm；1,000ppm；900ppm；800ppm；700ppm；600ppm；500ppm；400ppm；300ppm；

200ppm或100ppm。

[0191] 在一些实施方案中，根据免疫原性测定是免疫原性的表位根据多聚体测定是免疫

原性的。在一些实施方案中，多聚体测定包括流式细胞术分析。在一些实施方案中，多聚体

测定包括检测与包含选择的至少一个表位序列和匹配的HLA等位基因的肽‑MHC多聚体结合

的T细胞，其中所述T细胞已经被包括肽的APC刺激，所述肽包含选择的至少一个表位序列。

在一些实施方案中，根据多聚体测定，当(i)检测到至少10个T细胞已经被包括包含选择的

至少一个表位序列的肽的APC刺激时，(ii)检测到的所述T细胞构成被分析的CD8+细胞的至

少0.005％时，以及(iii)检测到的所述T细胞占CD8+T细胞的百分比高于在对照样品中检测

到的T细胞占检测的CD8+T细胞的百分比时，表位是免疫原性的。例如，根据多聚体测定，当

(i)检测到至少10、15、20、30、40、50、60、70、80、90、100、150、200、250、300、400、500、600、

700、800、900或更多个T细胞已经被包括包含选择的至少一个表位序列的肽的APC刺激时，

(ii)检测到的T细胞构成被分析的CD8+细胞的至少0.005％时，以及(iii)检测到的所述T细

胞占CD8+T细胞的百分比高于在对照样品中检测到的T细胞占检测的CD8+T细胞的百分比

时，表位可以是免疫原性的。例如，根据多聚体测定，当(i)检测到至少10个T细胞已经被包

括包含选择的至少一个表位序列的肽的APC刺激时，(ii)检测到的所述T细胞构成被分析的

CD8+细胞的至少0.01％、0.05％、0.1％、0.2％、0.3％、0.4％、0.5％、0.6％、0.7％、0.8％、

0.9％、1％、1.5％、2％、3％、4％、5％、6％、7％、8％、9％或10％时，以及(iii)检测到的所述

T细胞占CD8+T细胞的百分比高于在对照样品中检测到的T细胞占检测的CD8+T细胞的百分

比时，表位可以是免疫原性的。例如，根据多聚体测定，当(i)检测到至少10、15、20、30、40、

50、60、70、80、90、100、150、200、250、300、400、500、600、700、800、900或更多个T细胞已经被

包括包含选择的至少一个表位序列的肽的APC刺激时，(ii)检测到的所述T细胞构成被分析
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的CD8+细胞的至少0.01％、0.05％、0.1％、0.2％、0.3％、0.4％、0.5％、0.6％、0.7％、

0.8％、0.9％、1％、1.5％、2％、3％、4％、5％、6％、7％、8％、9％或10％时，以及(iii)检测到

的所述T细胞占CD8+T细胞的百分比高于在对照样品中检测到的T细胞占检测的CD8+T细胞

的百分比时，表位可以是免疫原性的。

[0192] 在一些实施方案中，根据多聚体测定，当在来自相同起始样品的六次刺激中的至

少一次刺激中检测到至少10个T细胞已经被包括包含选择的至少一个表位序列的肽的APC

刺激时，表位是免疫原性的。例如，根据多聚体测定，当在来自相同起始样品的六次刺激中

的至少一次刺激中检测到至少10、15、20、30、40、50、60、70、80、90、100、150、200、250、300、

400、500、600、700、800、900或更多个T细胞已经被包括包含选择的至少一个表位序列的肽

的APC刺激时，表位可以是免疫原性的。例如，根据多聚体测定，当在来自相同起始样品的6、

7、8、9、10、11或12次刺激中的至少2次刺激中检测到至少10个T细胞已经被包括包含选择的

至少一个表位序列的肽的APC刺激时，表位可以是免疫原性的。例如，根据多聚体测定，当在

来自相同起始样品的6次刺激中的至少2、3、4、5或6次刺激中检测到至少10个T细胞已经被

包括包含选择的至少一个表位序列的肽的APC刺激时，表位可以是免疫原性的。例如，根据

多聚体测定，当在来自相同起始样品的7次刺激中的至少2、3、4、5、6或7次刺激中检测到至

少10个T细胞已经被包括包含选择的至少一个表位序列的肽的APC刺激时，表位可以是免疫

原性的。例如，根据多聚体测定，当在来自相同起始样品的8次刺激中的至少2、3、4、5、6、7或

8次刺激中检测到至少10个T细胞已经被包括包含选择的至少一个表位序列的肽的APC刺激

时，表位可以是免疫原性的。例如，根据多聚体测定，当在来自相同起始样品的9次刺激中的

至少2、3、4、5、6、7、8或9次刺激中检测到至少10个T细胞已经被包括包含选择的至少一个表

位序列的肽的APC刺激时，表位可以是免疫原性的。例如，根据多聚体测定，当在来自相同起

始样品的10次刺激中的至少2、3、4、5、6、7、8、9或10次刺激中检测到至少10个T细胞已经被

包括包含选择的至少一个表位序列的肽的APC刺激时，表位可以是免疫原性的。例如，根据

多聚体测定，当在来自相同起始样品的11次刺激中的至少2、3、4、5、6、7、8、9、10或11次刺激

中检测到至少10个T细胞已经被包括包含选择的至少一个表位序列的肽的APC刺激时，表位

可以是免疫原性的。例如，根据多聚体测定，当在来自相同起始样品的12次刺激中的至少2、

3、4、5、6、7、8、9、10、11或12次刺激中检测到至少10个T细胞已经被包括包含选择的至少一

个表位序列的肽的APC刺激时，表位可以是免疫原性的。例如，根据多聚体测定，当在来自相

同起始样品的6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17或18次刺激中的至少3次刺激中检测到

至少10个T细胞已经被包括包含选择的至少一个表位序列的肽的APC刺激时，表位可以是免

疫原性的。例如，根据多聚体测定，当在来自相同起始样品的6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、

16、17、18、19、20、21、22、23或24次刺激中的至少4次刺激中检测到至少10个T细胞已经被包

括包含选择的至少一个表位序列的肽的APC刺激时，表位可以是免疫原性的。例如，根据多

聚体测定，当在来自相同起始样品的六次刺激中的至少一次刺激中检测到至少10、15、20、

30、40、50、60、70、80、90、100、150、200、250、300、400、500、600、700、800、900或更多个T细胞

已经被包括包含选择的至少一个表位序列的肽的APC刺激时，表位可以是免疫原性的。例

如，根据多聚体测定，当在来自相同起始样品的6、7、8、9、10、11或12次刺激中的至少2次刺

激中或在来自相同起始样品的6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17或18次刺激中的至少3

次刺激中或在来自相同起始样品的6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、
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23或24次刺激中的至少4次刺激中检测到至少10、15、20、30、40、50、60、70、80、90、100、150、

200、250、300、400、500、600、700、800、900或更多个T细胞已经被包括包含选择的至少一个

表位序列的肽的APC刺激时，表位可以是免疫原性的。在一些实施方案中，对照样品包含已

经被APC刺激的T细胞，所述APC(i)不包括包含选择的至少一个表位序列的肽，(ii)包括衍

生于与选择的所述至少一个表位序列不同的蛋白质的肽，或(iii)包括具有随机序列的肽。

在一些实施方案中，所述T细胞已经被包括包含选择的至少一个表位序列的肽的APC刺激至

少3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20或更多天。在一些实施方案中，在

包括包含选择的至少一个表位序列的肽的APC存在下，抗原特异性T细胞已经被扩充至少5

倍、10倍、20倍、50倍、100倍、500倍或1,000倍或更多。

[0193] 在一些实施方案中，根据免疫原性测定是免疫原性的表位根据功能测定是免疫原

性的。在一些实施方案中，功能测定包括免疫测定。在一些实施方案中，功能测定包括检测

具有IFNγ或TNFα的细胞内染色或CD107a和/或CD107b的细胞表面表达的T细胞，其中所述T

细胞已经被包括包含选择的至少一个表位序列的肽的APC刺激。在一些实施方案中，根据功

能测定，当(i)检测到至少10个T细胞已经被包括包含选择的至少一个表位序列的肽的APC

刺激时，(ii)检测到的所述T细胞构成被分析的CD8+或CD4+细胞的至少0.005％时，以及

(iii)检测到的所述T细胞占CD8+或CD4+T细胞的百分比高于在对照样品中检测到的T细胞

占检测的CD8+或CD4+T细胞的百分比时，表位是免疫原性的。例如，根据功能测定，当(i)检

测到至少10、15、20、30、40、50、60、70、80、90、100、150、200、250、300、400、500、600、700、

800、900或更多个T细胞已经被包括包含选择的至少一个表位序列的肽的APC刺激时，(ii)

检测到的所述T细胞构成被分析的CD8+或CD4+细胞的至少0.005％时，以及(iii)检测到的所

述T细胞占CD8+或CD4+T细胞的百分比高于在对照样品中检测到的T细胞占检测的CD8+或

CD4+T细胞的百分比时，表位可以是免疫原性的。例如，根据功能测定，当(i)检测到至少10

个T细胞已经被包括包含选择的至少一个表位序列的肽的APC刺激时，(ii)检测到的所述T

细胞构成被分析的CD8+或CD4+细胞的至少0.01％、0.05％、0.1％、0.2％、0.3％、0.4％、

0.5％、0.6％、0.7％、0.8％、0.9％、1％、1.5％、2％、3％、4％、5％、6％、7％、8％、9％或10％

时，以及(iii)检测到的所述T细胞占CD8+或CD4+T细胞的百分比高于在对照样品中检测到

的T细胞占检测的CD8+或CD4+T细胞的百分比时，表位可以是免疫原性的。例如，根据功能测

定，当(i)检测到至少10、15、20、30、40、50、60、70、80、90、100、150、200、250、300、400、500、

600、700、800、900或更多个T细胞已经被包括包含选择的至少一个表位序列的肽的APC刺激

时，(ii)检测到的所述T细胞构成被分析的CD8+或CD4+细胞的至少0.01％、0.05％、0.1％、

0.2％、0.3％、0.4％、0.5％、0.6％、0.7％、0.8％、0.9％、1％、1.5％、2％、3％、4％、5％、

6％、7％、8％、9％或10％时，以及(iii)检测到的所述T细胞占CD8+或CD4+T细胞的百分比高

于在对照样品中检测到的T细胞占检测的CD8+或CD4+T细胞的百分比时，表位可以是免疫原

性的。

[0194] 在一些实施方案中，根据细胞毒性测定被刺激为细胞毒性的T细胞是已经被包括

包含选择的至少一个表位序列的肽的APC刺激并且杀死呈递所述表位的细胞的T细胞。在一

些实施方案中，由所述T细胞杀死的呈递所述表位的细胞数量是由所述T细胞杀死的不呈递

所述表位的细胞数量的至少1.1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、50、100、500或1,000

倍高。在一些实施方案中，由所述T细胞杀死的呈递所述表位的细胞数量是由已经被如下
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APC刺激的T细胞杀死的呈递所述表位的细胞数量的至少1.1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、

25、30、50、100、500或1,000倍高：所述APC(i)不包括包含选择的至少一个表位序列的肽，

(ii)包括衍生于与选择的至少一个表位序列不同的蛋白质的肽，或(iii)包括具有随机序

列的肽。在一些实施方案中，由所述T细胞杀死的呈递突变表位的细胞数量是由所述T细胞

杀死的呈递对应野生型表位的细胞数量的至少1.1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、

50、100、500或1,000倍高。在一些实施方案中，根据细胞毒性测定被刺激为细胞毒性的T细

胞是根据细胞毒性测定被刺激为特异性细胞毒性的T细胞。

[0195] 在一些实施方案中，所述一种或多种肽中的至少一种是合成肽或从核酸序列表达

的肽。

[0196] 在一些实施方案中，所述方法包括鉴定由受试者的HLA等位基因编码的蛋白质，或

鉴定受试者的基因组中的HLA等位基因。

[0197] 在一些实施方案中，选择的至少一个表位序列是从表1‑8和11‑14的一个或多个表

位序列中进行选择。

[0198] 在一些实施方案中，所述方法包括在体外或在活体外将与所述一种或多种肽接触

的T细胞扩充以获得对与MHC蛋白质络合的选择的至少一个表位序列特异性的T细胞群。

[0199] 在一些实施方案中，包含选择的至少一个表位序列的蛋白质由受试者的癌细胞表

达。在一些实施方案中，包含选择的至少一个表位序列的蛋白质由受试者的处于肿瘤微环

境中的细胞表达。

[0200] 在一些实施方案中，选择的至少一个表位序列中的一个或多个包括突变。在一些

实施方案中，选择的至少一个表位序列中的一个或多个包括肿瘤特异性突变。在一些实施

方案中，选择的至少一个表位序列中的一个或多个来自由受试者的癌细胞过度表达的蛋白

质。在一些实施方案中，选择的至少一个表位序列中的一个或多个包括驱动突变。在一些实

施方案中，选择的至少一个表位序列中的一个或多个包括抗药性突变。在一些实施方案中，

选择的至少一个表位序列中的一个或多个来自组织特异性蛋白质。在一些实施方案中，选

择的至少一个表位序列中的一个或多个来自癌性睾丸蛋白质。在一些实施方案中，选择的

至少一个表位序列中的一个或多个是病毒表位。在一些实施方案中，选择的至少一个表位

序列中的一个或多个是次要组织相容性表位。在一些实施方案中，选择的至少一个表位序

列中的一个或多个来自RAS蛋白质。在一些实施方案中，选择的至少一个表位序列中的一个

或多个来自GATA3蛋白质。在一些实施方案中，选择的至少一个表位序列中的一个或多个来

自EGFR蛋白质。在一些实施方案中，选择的至少一个表位序列中的一个或多个来自BTK蛋白

质。在一些实施方案中，选择的至少一个表位序列中的一个或多个来自p53蛋白质。在一些

实施方案中，选择的至少一个表位序列中的一个或多个来自TMPRSS2::ERG融合多肽。在一

些实施方案中，选择的至少一个表位序列中的一个或多个来自Myc蛋白质。在一些实施方案

中，选择的至少一个表位序列中的至少一个来自由选自以下的基因编码的蛋白质：

ANKRD30A、COL10A1、CTCFL、PPIAL4G、POTEE、DLL3、MMP13、SSX1、DCAF4L2、MAGEA4、MAGEA11、

MAGEC2、MAGEA12、PRAME、CLDN6、EPYC、KLK3、KLK2、KLK4、TGM4、POTEG、RLN1、POTEH、SLC45A2、

TSPAN10、PAGE5、CSAG1、PRDM7、TG、TSHR、RSPH6A、SCXB、HIST1H4K、ALPPL2、PRM2、PRM1、TNP1、

LELP1、HMGB4、AKAP4、CETN1、UBQLN3、ACTL7A、ACTL9、ACTRT2、PGK2、C2orf53、KIF2B、ADAD1、

SPATA8、CCDC70、TPD52L3、ACTL7B、DMRTB1、SYCN、CELA2A、CELA2B、PNLIPRP1、CTRC、AMY2A、

说　明　书 17/198 页

24

CN 113939310 A

24



SERPINI2、RBPJL、AQP12A、IAPP、KIRREL2、G6PC2、AQP12B、CYP11B1、CYP11B2、STAR、CYP11A1

和MC2R。

[0201] 在一些实施方案中，选择的至少一个表位序列中的至少一个来自组织特异性蛋白

质，在受试者的靶组织中所述组织特异性蛋白质的表达水平是在不同于所述靶组织的多个

非靶组织中的每个组织中所述组织特异性蛋白质的表达水平的至少2倍高。

[0202] 在一些实施方案中，使来自受试者的T细胞或同种异体T细胞与包含选择的至少一

个表位序列的一种或多种肽接触包括使所述T细胞与呈递所述表位的APC接触。

[0203] 在一些实施方案中，呈递所述表位的APC包括包含选择的至少一个表位序列的一

种或多种肽，或者编码包含选择的至少一个表位序列的一种或多种肽的聚核酸。在一些实

施方案中，多肽包含选择的表位序列中的至少两个，每个都由患有癌症的人类受试者的癌

细胞表达。

[0204] 在一些实施方案中，所述方法包括从包含抗原呈递细胞(APC)和T细胞的免疫细胞

群耗尽CD14+细胞和CD25+细胞，从而形成包含第一APC群和T细胞的CD14/CD25耗尽的免疫

细胞群。在一些实施方案中，免疫细胞群来自受试者的生物样品。在一些实施方案中，所述

方法进一步包括将包含第一APC群和T细胞的CD14/CD25耗尽的免疫细胞群在FMS‑样酪氨酸

激酶3受体配体(FLT3L)和包含选择的至少一个表位序列的多肽或编码所述多肽的多核苷

酸存在下温育第一时间段；从而形成包含受刺激的T细胞的细胞群。在一些实施方案中，所

述方法进一步包括将包含受刺激的T细胞的细胞群扩充，从而形成包含肿瘤抗原特异性T细

胞的扩充的细胞群，其中所述肿瘤抗原特异性T细胞包含对包含选择的至少一个表位序列

和由受试者的癌细胞或APC表达的MHC蛋白质的复合物特异性的T细胞。在一些实施方案中，

扩充在少于28天中进行。在一些实施方案中，温育包括将包含第一APC群和T细胞的CD14/

CD25耗尽的免疫细胞群在FLT3L和编码所述多肽的RNA存在下温育第一时间段。在一些实施

方案中，从包含第一APC群和T细胞的免疫细胞群耗尽CD14+细胞和CD25+细胞包括使包含第

一APC群和T细胞的免疫细胞群与CD14结合剂和CD25结合剂接触。在一些实施方案中，耗尽

进一步包括从包含第一APC群和T细胞的免疫细胞群耗尽CD19+细胞。在一些实施方案中，耗

尽进一步包括从包含第一APC群和T细胞的免疫细胞群耗尽CD11b+细胞。

[0205] 在一些实施方案中，所述方法进一步包括将包含所述包含肿瘤抗原特异性T细胞

的扩充的细胞群的药物组合物施用于患有癌症的人类受试者。在一些实施方案中，患有癌

症的人类受试者是从其获得生物样品的人类受试者。

[0206] 在一些实施方案中，在包含肿瘤抗原特异性T细胞的扩充的细胞群中CD8+肿瘤抗

原特异性T细胞占CD8+T细胞的总数量的分数为在生物样品中CD8+肿瘤抗原特异性T细胞占

CD8+T细胞的总数量的分数的至少两倍高。在一些实施方案中，在包含肿瘤抗原特异性T细

胞的扩充的细胞群中CD4+肿瘤抗原特异性T细胞占CD4+T细胞的总数量的分数为在生物样

品中CD4+肿瘤抗原特异性T细胞占CD4+T细胞的总数量的分数至少两倍高。在一些实施方案

中，在包含肿瘤抗原特异性T细胞的扩充的细胞群中，至少0.1％、0.2％、0.3％、0.4％、

0.5％、0.6％、0.7％、0.8％、0.9％、1％、1.5％、2％、3％、4％、5％、6％、7％、8％、9％或10％

的所述CD8+T细胞是源于初始CD8+T细胞的CD8+肿瘤抗原特异性T细胞。在一些实施方案中，

在包含肿瘤抗原特异性T细胞的扩充的细胞群中，至少0.1％、0.2％、0.3％、0.4％、0.5％、

0.6％、0.7％、0.8％、0.9％、1％、1.5％、2％、3％、4％、5％、6％、7％、8％、9％或10％的所述
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CD8+T细胞是源于记忆CD8+T细胞的CD8+肿瘤抗原特异性T细胞。在一些实施方案中，在包含

肿瘤抗原特异性T细胞的扩充的细胞群中，至少0.1％、0.2％、0.3％、0.4％、0.5％、0.6％、

0.7％、0.8％、0.9％、1％、1.5％、2％、3％、4％、5％、6％、7％、8％、9％或10％的所述CD4+T

细胞是源于初始CD4+T细胞的CD4+肿瘤抗原特异性T细胞。在一些实施方案中，在包含肿瘤

抗原特异性T细胞的扩充的细胞群中，至少0.1％、0 .2％、0 .3％、0 .4％、0 .5％、0 .6％、

0.7％、0.8％、0.9％、1％、1.5％、2％、3％、4％、5％、6％、7％、8％、9％或10％的所述CD4+T

细胞是源于记忆CD4+T细胞的CD4+肿瘤抗原特异性T细胞。

[0207] 在一些实施方案中，扩充包括使包含受刺激的T细胞的细胞群与第二成熟APC群接

触，其中所述第二成熟APC群已经与FLT3L一起温育并且呈递选择的至少一个表位序列；以

及将包含受刺激的T细胞的细胞群扩充第二时间段，从而形成扩充的T细胞群。在一些实施

方案中，在使包含受刺激的T细胞的细胞群与所述第二成熟APC群接触之前，已将所述第二

成熟APC群与FLT3L一起温育至少1天。在一些实施方案中，扩充进一步包括使扩充的T细胞

群与第三成熟APC群接触，其中所述第三成熟APC群已经与FLT3L一起温育并且呈递选择的

至少一个表位序列；以及将扩充的T细胞群扩充第三时间段，从而形成包含肿瘤抗原特异性

T细胞的扩充的细胞群。在一些实施方案中，在使扩充的T细胞群与第三成熟APC群接触之

前，已将所述第三成熟APC群与FLT3L一起温育至少1天。在一些实施方案中，生物样品是外

周血样品、白细胞去除术样品或单采术样品。

[0208] 在一些实施方案中，所述方法进一步包括收获包含肿瘤抗原特异性T细胞的扩充

的细胞群，冷藏所述包含肿瘤抗原特异性T细胞的扩充的细胞群，或制备包含所述包含肿瘤

抗原特异性T细胞的扩充的细胞群的药物组合物。

[0209] 在一些实施方案中，所述方法包括从包含从受试者获得的癌细胞的第一生物样品

产生癌细胞核酸，以及从包含从相同受试者获得的非癌细胞的第二生物样品产生非癌细胞

核酸。

[0210] 在一些实施方案中，由受试者的HLA等位基因编码的蛋白质是由选自以下的HLA等

位基因编码的蛋白质：HLA‑A01:01、HLA‑A02:01、HLA‑A03:01、HLA‑A11:01、HLA‑A24:01、

HLA‑A30:01、HLA‑A31:01、HLA‑A32:01、HLA‑A33:01、HLA‑A68:01、HLA‑B07:02、HLA‑B08:01、

HLA‑B15:01、HLA‑B44:03、HLA‑C07:01和HLA‑C07:02。

[0211] 在一些实施方案中，所述方法包括鉴定包含选择的至少一个表位序列并且由受试

者的癌细胞表达的一种或两种或更多种不同的蛋白质。在一些实施方案中，所述方法包括

通过测量在癌细胞中编码一种或两种或更多种不同的蛋白质的RNA水平而鉴定包含选择的

至少一个表位序列并且由受试者的癌细胞表达的一种或两种或更多种不同的蛋白质。在一

些实施方案中，所述方法包括从受试者的癌细胞和非癌细胞分离基因组DNA或RNA。

[0212] 在一些实施方案中，选择的至少一个表位序列中的一个或多个包括点突变或由点

突变编码的序列。在一些实施方案中，选择的至少一个表位序列中的一个或多个包括由

neoORF突变编码的序列。在一些实施方案中，选择的至少一个表位序列中的一个或多个包

括由基因融合突变编码的序列。在一些实施方案中，选择的至少一个表位序列中的一个或

多个包括由得失位突变编码的序列。在一些实施方案中，选择的至少一个表位序列中的一

个或多个包括由剪接位点突变编码的序列。在一些实施方案中，选择的至少一个表位序列

中的至少两个来自相同的蛋白质。在一些实施方案中，选择的至少一个表位序列中的至少
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两个包括重叠序列。在一些实施方案中，选择的至少一个表位序列中的至少两个来自不同

的蛋白质。在一些实施方案中，所述一种或多种肽包括至少2、3、4、5、6、7、8、9或10或更多种

肽。

[0213] 在一些实施方案中，受试者的癌细胞是实体癌的癌细胞。在一些实施方案中，受试

者的癌细胞是白血病或淋巴瘤的癌细胞。

[0214] 在一些实施方案中，所述突变是在多个癌症患者中发生的突变。

[0215] 在一些实施方案中，所述MHC是I类MHC。在一些实施方案中，所述MHC是II类MHC。

[0216] 在一些实施方案中，所述T细胞是CD8  T细胞。在一些实施方案中，所述T细胞是CD4 

T细胞。在一些实施方案中，所述T细胞是细胞毒性T细胞。在一些实施方案中，所述T细胞是

记忆T细胞。在一些实施方案中，所述T细胞是初始T细胞。

[0217] 在一些实施方案中，所述方法进一步包括在施用于受试者之前从扩充的T细胞群

中选择一个或多个细胞亚群。

[0218] 在一些实施方案中，在T细胞培养物中诱导免疫应答包括在与所述肽接触时从所

述T细胞培养物中诱发IL2产生。在一些实施方案中，在T细胞培养物中诱导免疫应答包括在

与所述肽接触时从所述T细胞培养物中诱发细胞因子产生，其中所述细胞因子是干扰素γ

(IFN‑γ)、肿瘤坏死因子(TNF)α(α)和/或β(β)或其组合。在一些实施方案中，在T细胞培养

物中诱导免疫应答包括诱发所述T细胞培养物以杀死表达所述肽的细胞。在一些实施方案

中，在T细胞培养物中诱导免疫应答包括检测在所述T细胞培养物中Fas配体、颗粒酶、穿孔

素、IFN、TNF或其组合的表达。

[0219] 在一些实施方案中，包含选择的至少一个表位序列的一种或多种肽被纯化。在一

些实施方案中，包含选择的至少一个表位序列的一种或多种肽被冻干。在一些实施方案中，

包含选择的至少一个表位序列的一种或多种肽处于溶液中。在一些实施方案中，包含选择

的至少一个表位序列的一种或多种肽存在于储藏条件中，以至所述肽的完整性≥99％。

[0220] 在一些实施方案中，所述方法包括将T细胞刺激为根据细胞毒性测定对负载有选

择的至少一个表位序列的细胞是细胞毒性的。在一些实施方案中，所述方法包括将T细胞刺

激为根据细胞毒性测定对表达包含选择的至少一个表位序列的蛋白质的癌细胞是细胞毒

性的。在一些实施方案中，所述方法包括将T细胞刺激为根据细胞毒性测定对表达包含选择

的至少一个表位序列的蛋白质的癌症相关细胞是细胞毒性的。

[0221] 在一些实施方案中，选择的至少一个表位由癌细胞表达，并且选择的附加表位由

癌症相关细胞表达。在一些实施方案中，选择的所述附加表位在癌症相关成纤维细胞上表

达。在一些实施方案中，选择的所述附加表位从表8中进行选择。

[0222] 在一些实施方案中，本文中提供的方法是治疗有需要的受试者中的癌症的方法，

所述方法包括：从表位序列的文库中选择至少一个表位序列，其中所述文库中的每个表位

序列与由HLA等位基因编码的蛋白质匹配；以及使来自所述受试者的T细胞或同种异体T细

胞与包含选择的至少一个表位序列的一种或多种肽接触，其中选择的至少一个表位序列中

的每一个：与由所述受试者的HLA等位基因编码的蛋白质结合；根据免疫原性测定是免疫原

性的；根据质谱测定是由抗原呈递细胞(APC)呈递的，以及根据细胞毒性测定将T细胞刺激

为细胞毒性的。

[0223] 在一些实施方案中，所述方法包括利用循环肿瘤DNA测定来选择受试者。在一些实
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施方案中，所述方法包括利用基因组合来选择受试者。

[0224] 在一些实施方案中，所述T细胞来自受试者的生物样品。在一些实施方案中，所述T

细胞来自受试者的单采术或白细胞去除术样品。

[0225] 在一些实施方案中，所述一种或多种肽中的至少一种是合成肽或从核酸序列表达

的肽。

[0226] 在一些实施方案中，所述方法包括鉴定由受试者的HLA等位基因编码的蛋白质，或

鉴定受试者的基因组中的HLA等位基因。在一些实施方案中，所述方法包括鉴定由受试者的

HLA等位基因编码的由所述受试者表达的蛋白质。在一些实施方案中，所述方法包括使来自

受试者的T细胞与从本文提供的表的一种或多种肽中选择的一种或多种肽接触。在一些实

施方案中，所述方法包括使来自受试者的T细胞与一种或多种肽接触，所述一种或多种肽包

含从本文提供的表的表位中选择的表位。在一些实施方案中，所述方法进一步包括在体外

或在活体外将与所述一种或多种肽接触的T细胞扩充以获得T细胞群。在一些实施方案中，

所述方法进一步包括按照剂量和时间间隔将所述T细胞群施用于受试者，以至癌症得以减

轻或消除。

[0227] 在一些实施方案中，所述一种或多种肽中的至少一种由受试者的癌细胞表达。在

一些实施方案中，所述一种或多种肽的表位中的至少一个包括突变。

[0228] 在一些实施方案中，所述一种或多种肽的表位中的至少一个包括肿瘤特异性突

变。在一些实施方案中，所述一种或多种肽的表位中的至少一个来自由受试者的癌细胞过

度表达的蛋白质。在一些实施方案中，所述一种或多种肽的表位中的至少一个来自由选自

以下的基因编码的蛋白质：ANKRD30A、COL10A1、CTCFL、PPIAL4G、POTEE、DLL3、MMP13、SSX1、

DCAF4L2、MAGEA4、MAGEA11、MAGEC2、MAGEA12、PRAME、CLDN6、EPYC、KLK3、KLK2、KLK4、TGM4、

POTEG、RLN1、POTEH、SLC45A2、TSPAN10、PAGE5、CSAG1、PRDM7、TG、TSHR、RSPH6A、SCXB、

HIST1H4K、ALPPL2、PRM2、PRM1、TNP1、LELP1、HMGB4、AKAP4、CETN1、UBQLN3、ACTL7A、ACTL9、

ACTRT2、PGK2、C2orf53、KIF2B、ADAD1、SPATA8、CCDC70、TPD52L3、ACTL7B、DMRTB1、SYCN、

CELA2A、CELA2B、PNLIPRP1、CTRC、AMY2A、SERPINI2、RBPJL、AQP12A、IAPP、KIRREL2、G6PC2、

AQP12B、CYP11B1、CYP11B2、STAR、CYP11A1和MC2R。

[0229] 在一些实施方案中，所述一种或多种肽中的至少一种来自由组织特异性抗原表位

基因编码的蛋白质，所述组织特异性抗原表位基因在受试者的靶组织中的表达水平是所述

组织特异性抗原基因在不同于所述靶组织的多个非靶组织中的每个组织中的表达水平的

至少2倍高。

[0230] 在一些实施方案中，所述方法包括：将一种或多种抗原呈递细胞(APC)制剂与来自

生物样品的耗尽表达CD14和CD25的细胞的免疫细胞群一起温育一个或多个单独的时间段；

将一种或多种APC制剂与来自生物样品的免疫细胞群一起温育一个或多个单独的时间段，

其中所述一种或多种APC包括一种或多种FMS‑样酪氨酸激酶3受体配体(FLT3L)刺激的APC；

或者将FLT3L和至少一种肽与来自生物样品的免疫细胞群一起温育，其中将FLT3L与所述免

疫细胞群一起温育第一时间段，并且其中将所述至少一种肽与所述免疫细胞群温育第一肽

刺激时间段，从而获得第一受刺激的T细胞样品，其中所述免疫细胞群包含至少一个T细胞

和至少一个APC；其中至少一个抗原特异性记忆T细胞被扩充，或者至少一个抗原特异性初

始T细胞被诱导。
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[0231] 在一些实施方案中，该方法包括将来自生物样品的免疫细胞群体与一种或多种

APC制剂一起温育一个或多个单独时间段，所述一个或多个单独时间段是从所述免疫细胞

群体与所述一种或多种APC制剂中的第一APC制剂温育起不到28天。在一些实施方案中，所

述方法包括将来自生物样品的免疫细胞群与3种或更少种APC制剂一起温育3个或更少的单

独时间段。在一些实施方案中，所述方法包括将来自生物样品的免疫细胞群与2种或更少种

APC制剂一起温育2个或更少的单独时间段。在一些实施方案中，所述方法包括将来自生物

样品的免疫细胞群与一种或多种APC制剂一起温育一个或多个单独的时间段，所述一个或

多个单独时间段从将所述免疫细胞群与所述一种或多种APC制剂中的第一APC制剂一起温

育时起少于28天。在一些实施方案中，通过将来自生物样品的免疫细胞群与一种或多种APC

制剂一起温育一个或多个单独的时间段来用抗原刺激T细胞的总制备时间段少于28天。

[0232] 在一些实施方案中，所述一种或多种APC制剂中的至少两种包含FLT3L刺激的APC。

在一些实施方案中，所述一种或多种APC制剂中的至少三种包含FLT3L刺激的APC。在一些实

施方案中，温育包括将所述APC制剂中的第一APC制剂与T细胞一起温育超过7天。在一些实

施方案中，所述APC制剂的APC包括负载有一种或多种抗原肽的APC，所述一种或多种抗原肽

包含所述至少一个抗原肽序列中的一个或多个。在一些实施方案中，所述APC制剂的APC是

自体APC或同种异体APC。在一些实施方案中，所述APC制剂的APC包括树突细胞(DC)。在一些

实施方案中，DC是CD141+DC。在一些实施方案中，所述方法包括从生物样品中耗尽表达CD14

和CD25的细胞，从而获得来自生物样品的耗尽表达CD14和CD25的细胞的免疫细胞群。在一

些实施方案中，所述方法进一步包括耗尽表达CD19的细胞。在一些实施方案中，所述方法进

一步包括耗尽表达CD11b的细胞。在一些实施方案中，耗尽表达CD14和CD25的细胞包括使

CD14或CD25结合剂与一种或多种APC制剂的APC结合。在一些实施方案中，所述方法进一步

包括将所述至少一种抗原特异性T细胞中的一种或多种施用于受试者。

[0233] 在一些实施方案中，温育包括将所述一种或多种APC制剂中的第一APC制剂与所述

T细胞温育超过7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19或20天。在一些实施方案中，方法

包括将一种或多种APC制剂中的至少一种与包含至少一种细胞因子或生长因子的第一培养

基一起温育第一时间段。在一些实施方案中，方法包括将一种或多种APC制剂中的至少一种

与包含一种或多种细胞因子或生长因子的第二培养基一起温育第三时间段，从而获得成熟

APC。在一些实施方案中，所述方法进一步包括在第三时间段之后将第二培养基的一种或多

种细胞因子或生长因子除去。在一些实施方案中，APC制剂的APC被一种或多种细胞因子或

生长因子刺激。在一些实施方案中，所述一种或多种细胞因子或生长因子包括GM‑CSF、IL‑

4、FLT3L、TNF‑α、IL‑1β、PGE1、IL‑6、IL‑7、IFN‑α、R848、LPS、ss‑rna40、聚I:C或其任意组合。

[0234] 在一些实施方案中，所述抗原是新抗原、肿瘤相关抗原、病毒抗原、次要组织相容

性抗原或其组合。

[0235] 在一些实施方案中，所述方法在活体外进行。

[0236] 在一些实施方案中，所述方法包括将来自生物样品的耗尽表达CD14和CD25的细胞

的免疫细胞群与FLT3L一起温育第一时间段。在一些实施方案中，所述方法包括将至少一种

肽与来自生物样品的耗尽表达CD14和CD25的细胞的免疫细胞群一起温育第二时间段，从而

获得第一成熟APC肽负载的样品。在一些实施方案中，所述方法包括从免疫细胞群耗尽表达

CD14的细胞、表达CD19的细胞以及表达CD25的细胞。在一些实施方案中，所述方法包括从免
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疫细胞群耗尽表达CD14的细胞、表达CD11b的细胞以及表达CD25的细胞。在一些实施方案

中，所述方法包括耗尽表达CD14的细胞、表达CD11b的细胞、表达CD19的细胞以及表达CD25

的细胞。在一些实施方案中，所述方法包括耗尽至少CD14、CD11b、CD19和CD25。在一些实施

方案中，所述方法包括耗尽表达CD14、CD11b、CD19和CD25中的至少一种的细胞，以及表达第

五细胞表面标志物的至少第五细胞类型。在一些实施方案中，所述方法包括在第一温育时

期、在第二温育时期和/或在第三温育时期从免疫细胞群选择性地耗尽表达CD14和CD25的

细胞，以及从免疫细胞群选择性地耗尽表达CD19、CD11b中的任何一种或多种的细胞。

[0237] 在本文所述的方法的一些实施方案中，使来自受试者的T细胞或同种异体T细胞与

包含选择的至少一个表位序列的一种或多种肽接触包括使所述T细胞与呈递所述表位的

APC接触。

[0238] 在本文所述的方法的一些实施方案中，呈递所述表位的APC包括包含选择的至少

一个表位序列的一种或多种肽，或编码包含选择的至少一个表位序列的一种或多种肽的聚

核酸。

[0239] 在一些实施方案中，所述方法包括从包含抗原呈递细胞(APC)和T细胞的免疫细胞

群耗尽CD14+细胞和CD25+细胞，从而形成包含第一APC群和T细胞的CD14/CD25耗尽的免疫

细胞群。在一些实施方案中，所述免疫细胞群来自受试者的生物样品。在本文所述的方法的

一些实施方案中，所述方法进一步包括将包含第一APC群和T细胞的CD14/CD25耗尽的免疫

细胞群在FMS‑样酪氨酸激酶3受体配体(FLT3L)和包含选择的至少一个表位序列的多肽或

编码所述多肽的多核苷酸存在下温育第一时间段；从而形成包含受刺激的T细胞的细胞群。

在一些实施方案中，所述方法进一步包括将包含受刺激的T细胞的细胞群扩充，从而形成包

含肿瘤抗原特异性T细胞的扩充的细胞群，其中所述肿瘤抗原特异性T细胞包含对包含选择

的至少一个表位序列和由受试者的癌细胞或APC表达的MHC蛋白质的复合物特异性的T细

胞。

[0240] 在本文所述的方法的一些实施方案中，扩充包括使包含受刺激的T细胞的细胞群

与第二成熟APC群接触，其中所述第二成熟APC群已经与FLT3L一起温育并且呈递选择的至

少一个表位序列；以及将包含受刺激的T细胞的细胞群扩充第二时间段，从而形成扩充的T

细胞群。在一些实施方案中，在使包含受刺激的T细胞的细胞群与第二成熟APC群接触之前，

所述第二成熟APC群已经与FLT3L一起温育至少1天。在一些实施方案中，扩充进一步包括使

扩充的T细胞群与第三成熟APC群接触，其中所述第三成熟APC群已经与FLT3L一起温育并且

呈递选择的至少一个表位序列；以及将扩充的T细胞群扩充第三时间段，从而形成包含肿瘤

抗原特异性T细胞的扩充的细胞群。在一些实施方案中，在使扩充的T细胞群与第三成熟APC

群接触之前，所述第三成熟APC群已经与FLT3L一起温育至少1天。在本文所述的方法的一些

实施方案中，所述方法进一步包括收获包含肿瘤抗原特异性T细胞的扩充的细胞群，冷冻保

存所述包含肿瘤抗原特异性T细胞的扩充的细胞群，或制备包含所述包含肿瘤抗原特异性T

细胞的扩充的细胞群的药物组合物。在一些实施方案中，温育包括将包含第一APC群和T细

胞的CD14/CD25耗尽的免疫细胞群在FLT3L和编码所述多肽的RNA存在下温育第一时间段。

[0241] 在一些实施方案中，所述方法进一步包括将包含所述包含肿瘤抗原特异性T细胞

的扩充的细胞群的药物组合物施用于患有癌症的人类受试者。在一些实施方案中，所述患

有癌症的人类受试者是从其获得所述生物样品的人类受试者。在一些实施方案中，所述多
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肽是8至50个氨基酸长度。在一些实施方案中，所述多肽包含选择的表位序列中的至少两

个，每个都由患有癌症的人类受试者的癌细胞表达。

[0242] 在一些实施方案中，从包含第一APC群和T细胞的免疫细胞群耗尽CD14+细胞和

CD25+细胞包括使所述包含第一APC群和T细胞的免疫细胞群与CD14结合剂和CD25结合剂接

触。在一些实施方案中，耗尽进一步包括从包含第一APC群和T细胞的免疫细胞群耗尽CD19+

细胞。在一些实施方案中，所述方法进一步包括使免疫细胞群与CD19结合剂接触。在一些实

施方案中，耗尽进一步包括从包含第一APC群和T细胞的免疫细胞群耗尽CD11b+细胞。在一

些实施方案中，所述方法进一步包括使免疫细胞群与CD11b结合剂接触。

[0243] 在一些实施方案中，所述方法包括将第一成熟APC肽负载的样品与至少一种T细胞

温育第三时间段，从而获得受刺激的T细胞样品。在一些实施方案中，所述方法包括将第一

受刺激的T细胞样品的T细胞与成熟APC样品的FLT3L刺激的APC一起温育第四时间段，FLT3L

和成熟APC样品的第二APC肽负载的样品一起温育第四时间段，或FLT3L和成熟APC样品的

FLT3L刺激的APC一起温育第四时间段，从而获得刺激的T细胞样品。在一些实施方案中，所

述方法包括将第二受刺激的T细胞样品的T细胞与成熟APC样品的FLT3L刺激的APC一起温育

第五时间段，或FLT3L和成熟APC样品的第三APC肽负载的样品一起温育第五时间段，或

FLT3L和成熟APC样品的第三APC肽负载的样品一起温育第五时间段，从而获得刺激的T细胞

样品。

[0244] 在一些实施方案中，一个或多个单独的时间段、3个或更少的单独时间段、第一时

间段、第二时间段、第三时间段、第四时间段或第五时间段是至少1小时、至少2小时、至少3

小时、至少4小时、至少5小时、至少6小时、至少7小时、至少8小时、至少9小时、至少10小时、

至少11小时、至少12小时、至少13小时、至少14小时、至少15小时、至少16小时、至少17小时、

至少18小时、至少19小时、至少20小时、至少21小时、至少22小时、至少23小时、至少24小时、

至少25小时、至少26小时、至少27小时、至少28小时、至少29小时、至少30小时、至少31小时、

至少32小时、至少33小时、至少34小时、至少35小时、至少36小时、至少37小时、至少38小时、

至少39小时或至少40小时。

[0245] 在一些实施方案中，一个或多个单独的时间段、3个或更少的单独时间段、第一时

间段、第二时间段、第三时间段、第四时间段或第五时间段是1至4小时、1至3小时、1至2小

时、4至40小时、7至40小时、4至35小时、4至32小时、7至35小时或7至32小时。

[0246] 在一些实施方案中，免疫细胞群包含APC或一种或多种APC制剂中的至少一种。在

一些实施方案中，免疫细胞群不包含APC，和/或免疫细胞群不包含一种或多种APC制剂中的

一种。

[0247] 在一些实施方案中，所述方法包括将FLT3L和至少一种肽与来自生物样品的免疫

细胞群一起温育，其中将FLT3L与免疫细胞群一起温育第一时间段，并且其中将至少一种肽

与免疫细胞群一起温育第一肽刺激时间段，从而获得第一受刺激的T细胞样品，其中免疫细

胞群包含至少一种T细胞和至少一种APC。在一些实施方案中，所述方法包括将FLT3L和至少

一种肽与至少一种APC一起温育，其中将FLT3L与至少一种APC一起温育第二时间段，并且其

中将至少一种肽与至少一种APC一起温育第二肽刺激时间段，从而获得第一成熟APC肽负载

的样品；以及将第一成熟APC肽负载的样品与第一受刺激的T细胞样品一起温育，从而获得

第二受刺激的T细胞样品。在一些实施方案中，所述方法包括将FLT3L和至少一种肽与至少
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一种APC一起温育，其中将FLT3L与至少一种APC一起温育第三时间段，并且其中将至少一种

肽与至少一种APC一起温育第三肽刺激时间段，从而获得第二成熟APC肽负载的样品；以及

将第二成熟APC肽负载的样品与第二受刺激的T细胞样品一起温育，从而获得第三受刺激的

T细胞样品。

[0248] 在一些实施方案中，所述方法进一步包括从受刺激的T细胞样品中分离第一受刺

激的T细胞。在一些实施方案中，在前一句话中所述的分离包括从已经接触与至少一种肽一

起温育的至少一种APC的免疫细胞群中富集受刺激的T细胞。在一些实施方案中，富集包括

确定至少一种受刺激的T细胞的一种或多种细胞标志物的表达，以及将表达一种或多种细

胞标志物的受刺激的T细胞分离。在一些实施方案中，细胞表面标志物可以是但不限于TNF‑

α、IFN‑γ、LAMP‑1、4‑1BB、IL‑2、IL‑17A、颗粒酶B、PD‑1、CD25、CD69、TIM3、LAG3、CTLA‑4、

CD62L、CD45RA、CD45RO、FoxP3或其任何组合中的一种或多种。在一些实施方案中，一种或多

种细胞标志物包括细胞因子。

[0249] 在一些实施方案中，所述方法包括将第一或第二或第三受刺激的T细胞样品中的

至少一种T细胞施用于有需要的受试者。

[0250] 在一些实施方案中，所述方法包括：从受试者获得生物样品，所述生物样品包含至

少一种抗原呈递细胞(APC)；从所述生物样品中富集表达CD14的细胞，从而获得CD14+细胞

富集的样品；将所述CD14+细胞富集的样品与至少一种细胞因子或生长因子一起温育第一

时间段；将至少一种肽与CD14+细胞富集的样品一起温育第二时间段，从而获得APC肽负载

的样品；将所述APC肽负载的样品与一种或多种细胞因子或生长因子一起温育第三时间段，

从而获得成熟APC样品；将所述成熟APC样品的APC与包含PBMC的CD14和/或CD25耗尽的样品

一起温育第四时间段；将T细胞与成熟APC样品的APC一起温育第五时间段；将T细胞与成熟

APC样品的APC一起温育第六时间段；并且将所述T细胞的至少一种T细胞施用于有需要的受

试者。

[0251] 在一些实施方案中，所述方法包括：从受试者获得生物样品，所述生物样品包含至

少一种APC和至少一种T细胞；从所述生物样品中耗尽表达CD14和CD25的细胞，从而获得

CD14和CD25细胞耗尽的样品；将CD14和CD25细胞耗尽的样品与FLT3L一起温育第一时间段；

将至少一种肽与CD14和CD25细胞耗尽的样品一起温育第二时间段，从而获得APC肽负载的

样品；将所述APC肽负载的样品与至少一种T细胞一起温育第三时间段，从而获得第一刺激

的T细胞样品；将所述第一刺激的T细胞样品的T细胞与成熟APC样品的APC一起温育第四时

间段，从而获得第二刺激的T细胞样品；任选地，将所述第二刺激的T细胞样品的T细胞与成

熟APC样品的APC一起温育第五时间段，从而获得第三刺激的T细胞样品；将所述第一、第二

或第三刺激的T细胞样品中的至少一种T细胞施用于有需要的受试者。

[0252] 在一些实施方案中，所述方法包括：从受试者获得生物样品，所述生物样品包含至

少一种APC和至少一种T细胞；从所述生物样品中耗尽表达CD14和CD25的细胞，从而获得

CD14和CD25细胞耗尽的样品；将CD14和CD25细胞耗尽的样品与FLT3L一起温育第一时间段；

将至少一种肽与CD14和CD25细胞耗尽的样品一起温育第二时间段，从而获得APC肽负载的

样品；将所述APC肽负载的样品与至少一种T细胞一起温育第三时间段，从而获得第一刺激

的T细胞样品；任选地，将所述第一刺激的T细胞样品的T细胞与成熟APC样品的FLT3L刺激的

APC一起温育第四时间段，从而获得第二刺激的T细胞样品；任选地，将所述第二刺激的T细
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胞样品的T细胞与成熟APC样品的FLT3L刺激的APC一起温育第五时间段，从而获得第三刺激

的T细胞样品；将所述第一、第二或第三刺激的T细胞样品中的至少一种T细胞施用于有需要

的受试者。

[0253] 在一些实施方案中，所述方法包括：从受试者获得生物样品，所述生物样品包含至

少一种APC和至少一种T细胞；从所述生物样品中耗尽表达CD14和CD25的细胞，从而获得

CD14和CD25细胞耗尽的样品；将CD14和CD25细胞耗尽的样品与FLT3L一起温育第一时间段；

将至少一种肽与CD14和CD25细胞耗尽的样品一起温育第二时间段，从而获得第一APC肽负

载的样品；将所述第一APC肽负载的样品与至少一种T细胞一起温育第三时间段，从而获得

第一刺激的T细胞样品；任选地，将所述第一刺激的T细胞样品的T细胞与FLT3L和成熟APC样

品的第二APC肽负载的样品一起温育第四时间段，从而获得第二刺激的T细胞样品；任选地，

将所述第二刺激的T细胞样品的T细胞与FLT3L和成熟APC样品的第三APC肽负载的样品一起

温育第五时间段，从而获得第三刺激的T细胞样品；将所述第一、第二或第三刺激的T细胞样

品中的至少一种T细胞施用于有需要的受试者。

[0254] 在一些实施方案中，所述方法包括：从受试者获得生物样品，所述生物样品包含至

少一种APC和至少一种T细胞；从所述生物样品中耗尽表达CD14和CD25的细胞，从而获得

CD14和CD25细胞耗尽的样品；将CD14和CD25细胞耗尽的样品与FLT3L一起温育第一时间段；

将至少一种肽与CD14和CD25细胞耗尽的样品一起温育第二时间段，从而获得第一APC肽负

载的样品；将所述第一APC肽负载的样品与至少一种T细胞一起温育第三时间段，从而获得

第一刺激的T细胞样品；任选地，将所述第一刺激的T细胞样品的T细胞与FLT3L和成熟APC样

品的FLT3L刺激的APC一起温育第四时间段，从而获得第二刺激的T细胞样品；任选地，将所

述第二刺激的T细胞样品的T细胞与FLT3L和成熟APC样品的FLT3L刺激的APC一起温育第五

时间段，从而获得第三刺激的T细胞样品；将所述第一、第二或第三刺激的T细胞样品中的至

少一种T细胞施用于有需要的受试者。

[0255] 在一些实施方案中，所述方法包括：将FLT3L和至少一种肽与来自生物样品的免疫

细胞群一起温育，其中将FLT3L与免疫细胞群一起温育第一时间段，并且其中将至少一种肽

与免疫细胞群一起温育第一肽刺激时间段，从而获得第一受刺激的T细胞样品，其中免疫细

胞群包含至少一种T细胞和至少一种APC；任选地，将FLT3L和至少一种肽与至少一种APC一

起温育，其中将FLT3L与至少一种APC一起温育第二时间段，并且其中将至少一种肽与至少

一种APC一起温育第二肽刺激时间段，从而获得第一成熟APC肽负载的样品；以及将第一成

熟APC肽负载的样品与第一受刺激的T细胞样品一起温育，从而获得第二受刺激的T细胞样

品；任选地，将FLT3L和至少一种肽与至少一种APC一起温育，其中将FLT3L与至少一种APC一

起温育第三时间段，并且其中将至少一种肽与至少一种APC一起温育第三肽刺激时间段，从

而获得第二成熟APC肽负载的样品；以及将第二成熟APC肽负载的样品与第二受刺激的T细

胞样品一起温育，从而获得第三受刺激的T细胞样品；以及将第一受刺激的T细胞样品、第二

受刺激的T细胞样品或第三受刺激的T细胞样品中的至少一种T细胞施用于有需要的受试

者。

[0256] 在一些实施方案中，所述方法包括从包含从受试者获得的癌细胞的第一生物样品

产生癌细胞核酸，以及从包含从相同受试者获得的非癌细胞的第二生物样品产生非癌细胞

核酸。
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[0257] 在一些实施方案中，所述方法包括通过全基因组测序或全外显子组测序而对癌细

胞核酸进行测序，从而获得包括癌细胞核酸序列的第一多个核酸序列；以及通过全基因组

测序或全外显子组测序而对非癌细胞核酸进行测序，从而获得包括非癌细胞核酸序列的第

二多个核酸序列。在一些实施方案中，所述方法包括从第一多个核酸序列鉴定多个癌特异

性核酸序列，所述癌特异性核酸序列是受试者的癌细胞特有的并且不包括来自受试者的非

癌细胞的第二多个核酸序列的核酸序列。

[0258] 在一些实施方案中，所述方法进一步包括在施用于受试者之前从扩充的T细胞群

中选择一个或多个细胞亚群。在一些实施方案中，选择一个或多个细胞亚群是基于本文中

提供的一种或多种细胞表面标志物的表达通过细胞分选进行。在一些实施方案中，活化的T

细胞可以基于细胞表面标志物进行分选，所述细胞表面标志物包括但不限于以下中的任何

一种或多种：CD27、CD274、CD276、CD8A、CMKLR1、CXCL9、CXCR6、HLA‑DQA1、HLA‑DRB1、HLA‑E、

IDO1、LAG3、NKG7、PDCD1LG2、PSMB10、STAT1、CD45RO、CCR7、FLT3LG、IL‑6及其他。

[0259] 在一些实施方案中，所述方法进一步包括在施用T细胞群之前耗尽受试者中的一

种或多种细胞。

[0260] 在一些实施方案中，一个或多个细胞亚群表达本文中提供的细胞表面标志物。

[0261] 在一些实施方案中，本文中提供的肽的氨基酸序列通过肽测序进行验证。在一些

实施方案中，本文中提供的肽的氨基酸序列通过质谱进行验证。

[0262] 本文中还提供了包含T细胞的药物组合物，所述T细胞通过将T细胞在呈递表1‑8和

11‑14中的任何表的一个或多个表位序列的抗原呈递细胞存在下扩充而产生。

[0263] 本文中还提供了多肽文库，所述多肽文库包括表位序列或编码所述多肽的多核苷

酸，其中所述文库中的每个表位序列与由HLA等位基因编码的蛋白质匹配；并且其中所述文

库中的每个表位序列被预先验证为满足以下标准中的至少两个或三个或四个：与由患有待

治疗的癌症的受试者的HLA等位基因编码的蛋白质结合、根据免疫原性测定是免疫原性的、

根据质谱测定是由抗原呈递细胞(APC)呈递的，以及根据细胞毒性测定将T细胞刺激为细胞

毒性的。在一些实施方案中，所述文库包括包含表1‑8和11‑14中的任何表的表位序列的一

个或两个或更多个肽序列。

[0264] 本文中提供的肽和多核苷酸可以用于制备抗原特异性T细胞，并且包括重组肽和

多核苷酸和合成肽，其包含表位，例如肿瘤特异性新表位，其已经被鉴定并且验证为与一种

或多种MHC分子结合、由一种或多种MHC分子呈递、是免疫原性的、并且/或者能够将T细胞活

化成细胞毒性的。所述肽可以被制备用于在活体外预致敏T细胞的方法中。所述肽可以被制

备用于在活体外活化T细胞的方法中。所述肽可以被制备用于扩充抗原特异性T细胞的方法

中。所述肽可以被制备用于在活体外诱导从头CD8  T细胞应答的方法中。所述肽可以被制备

用于在活体外诱导从头CD4  T细胞应答的方法中。所述肽可以被制备用于在活体外刺激记

忆CD8  T细胞应答的方法中。所述肽可以被制备用于在活体外刺激记忆CD4  T细胞应答的方

法中。所述T细胞可以从人类受试者获得。所述T细胞可以是同种异体T细胞。所述T细胞可以

是T细胞系。

[0265] 所述表位可以包含由癌细胞的基因组编码的氨基酸序列的至少8个邻接氨基酸。

所述表位可以包含由癌细胞的基因组编码的氨基酸序列的8‑12个邻接氨基酸。所述表位可

以包含由癌细胞的基因组编码的氨基酸序列的13‑25个邻接氨基酸。所述表位可以包含由
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癌细胞的基因组编码的氨基酸序列的8‑50个邻接氨基酸。在一些实施方案中，表位是约8至

约30个氨基酸长度。在一些实施方案中，表位是约8至约25个氨基酸长度。在一些实施方案

中，表位是约15至约24个氨基酸长度。在一些实施方案中，表位是约9至约15个氨基酸长度。

在一些实施方案中，表位是8个氨基酸长度。在一些实施方案中，表位是9个氨基酸长度。在

一些实施方案中，表位是10个氨基酸长度。

[0266] 在一些实施方案中，包含表位的肽是至多500、至多250、至多150、至多125或至多

100个氨基酸长度。在一些实施方案中，包含表位的肽是至少8、至少50、至少100、至少200或

至少300个氨基酸长度。在一些实施方案中，包含表位的肽是约8至约500个氨基酸长度。在

一些实施方案中，包含表位的肽是约8至约100个氨基酸长度。在一些实施方案中，包含表位

的肽是约8至约50个氨基酸长度。在一些实施方案中，包含表位的肽是约15至约35个氨基酸

长度。在一些实施方案中，包含表位的肽是约8至约15个氨基酸长度。在一些实施方案中，包

含表位的肽是约8至约11个氨基酸长度。在一些实施方案中，包含表位的肽是9或10个氨基

酸长度。在一些实施方案中，包含表位的肽是约8至约30个氨基酸长度。在一些实施方案中，

包含表位的肽是约8至约25个氨基酸长度。在一些实施方案中，包含表位的肽是约15至约24

个氨基酸长度。在一些实施方案中，包含表位的肽是约9至约15个氨基酸长度。

[0267] 在一些实施方案中，包含表位的肽具有至少8、至少9、至少10、至少11、至少12、至

少13、至少14、至少15、至少16、至少17、至少18、至少19、至少20、至少21、至少22、至少23、至

少24、至少25、至少26、至少27、至少28、至少29、至少30、至少40、至少50、至少60、至少70、至

少80、至少90、至少100、至少150、至少200、至少250、至少300、至少350、至少400、至少450或

至少500个氨基酸的总长度。在一些实施方案中，包含表位的肽具有至多8、至多9、至多10、

至多11、至多12、至多13、至多14、至多15、至多16、至多17、至多18、至多19、至多20、至多21、

至多22、至多23、至多24、至多25、至多26、至多27、至多28、至多29、至多30、至多40、至多50、

至多60、至多70、至多80、至多90、至多100、至多150、至多200、至多250、至多300、至多350、

至多400、至多450或至多500个氨基酸的总长度。在一些实施方案中，包含表位的肽包含与

至少第二新表位连接的第一新表位肽。

[0268] 在一些实施方案中，肽包含来自以下中的一个或多个的经验证的表位：ABL1、

AC011997、ACVR2A、AFP、AKT1、ALK、ALPPL2、ANAPC1、APC、ARID1A、AR、AR‑v7、ASCL2、β2M、

BRAF、BTK、C15ORF40、CDH1、CLDN6、CNOT1、CT45A5、CTAG1B、DCT、DKK4、EEF1B2、EEF1DP3、

EGFR、EIF2B3、env、EPHB2、ERBB3、ESR1、ESRP1、FAM111B、FGFR3、FRG1B、GAGE1、GAGE10、

GATA3、GBP3、HER2、IDH1、JAK1、KIT、KRAS、LMAN1、MABEB16、MAGEA1、MAGEA10、MAGEA4、

MAGEA8、MAGEB17、MAGEB4、MAGEC1、MEK、MLANA、MLL2、MMP13、MSH3、MSH6、MYC、NDUFC2、NRAS、

PAGE2、PAGE5、PDGFRa、PIK3CA、PMEL、pol蛋白质、POLE、PTEN、RAC1、RBM27、RNF43、RPL22、

RUNX1、SEC31A、SEC63、SF3B1、SLC35F5、SLC45A2、SMAP1、SMAP1、SPOP、TFAM、TGFBR2、THAP5、

TP53、TTK、TYR、UBR5、VHL、XPOT、EEF1DP3:FRY融合多肽、EGFR:SEPT14融合多肽、EGFRVIII缺

失多肽、EML4:ALK融合多肽、NDRG1:ERG融合多肽、AC011997 .1:LRRC69融合多肽、RUNX1

(ex5)‑RUNX1T1融合多肽、TMPRSS2:ERG融合多肽、NAB:STAT6融合多肽、NDRG1:ERG融合多

肽、PML:RARA融合多肽、PPP1R1B:STARD3融合多肽、MAD1L1:MAFK融合多肽、FGFR3:TAC融合

多肽、FGFR3:TACC3融合多肽、BCR:ABL融合多肽、C11orf95:RELA融合多肽、CBFB:MYH11融合

多肽、CBFB:MYH11融合多肽、CD74:ROS1融合多肽、CD74:ROS1融合多肽、ERVE‑4:蛋白酶、
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ERVE‑4:逆转录酶、ERVE‑4:逆转录酶、ERVE‑4:未知、ERVH‑2基质蛋白质、ERVH‑2:糖胺聚糖

(gag)、ERVH‑2:逆转录病毒基质、ERVH48‑1:外壳蛋白质、ERVH48‑1:合胞素、ERVI‑1包膜蛋

白质、ERVK‑5gag、ERVK‑5env(膜蛋白)、ERVK‑5pol、EBV  A73、EBV  BALF3、EBV  BALF4、EBV 

BALF5、EBV  BARF0、EBV  LF2、EBV  RPMS1、HPV‑16、HPV‑16E7和HPV‑16E6。在一些实施方案中，

新表位包含起因于β2M、BTK、EGFR、GATA3、KRAS、MLL2、TMPRSS2:ERG融合多肽或TP53或Myc中

的突变事件的突变。

[0269] 在一些实施方案中，表位结合主要组织相容性复合物(MHC)I类分子。在一些实施

方案中，表位以约500nM或更小的结合亲和力结合MHC  I类分子。在一些实施方案中，表位以

约250nM或更小的结合亲和力结合MHC  I类分子。在一些实施方案中，表位以约150nM或更小

的结合亲和力结合MHC  I类分子。在一些实施方案中，表位以约50nM或更小的结合亲和力结

合MHC  I类分子。

[0270] 在一些实施方案中，表位结合MHC  I类分子，并且包含I类表位的肽结合至MHC  II

类分子。

[0271] 在一些实施方案中，表位结合MHC  II类分子。在一些实施方案中，表位结合至人类

白细胞抗原(HLA)‑A、‑B、‑C、‑DP、‑DQ或‑DR。表位以1000nM或更小的结合亲和力结合MHC  II

类分子。在一些实施方案中，表位以500nM或更小的结合亲和力结合MHC  II类分子。在一些

实施方案中，表位以约250nM或更小的结合亲和力结合MHC  II类分子。在一些实施方案中，

表位以约150nM或更小的结合亲和力结合MHC  II类分子。在一些实施方案中，表位以约50nM

或更小的结合亲和力结合MHC  II类分子。

[0272] 在一些实施方案中，包含经验证的表位的肽进一步包含该表位的C末端旁侧的一

个或多个氨基酸。在一些实施方案中，包含经验证的表位的肽进一步包含该表位的N末端旁

侧的一个或多个氨基酸。在一些实施方案中，包含经验证的表位的肽进一步包含该表位的C

末端旁侧的一个或多个氨基酸以及该表位的N末端旁侧的一个或多个氨基酸。在一些实施

方案中，旁侧氨基酸不是初始旁侧氨基酸。在一些实施方案中，在本文所述的方法中使用的

第一表位结合MHC  I类分子并且第二表位结合MHC  II类分子。在一些实施方案中，包含经验

证的表位的肽进一步包含修饰，所述修饰增大该肽的体内半衰期。在一些实施方案中，包含

经验证的表位的肽进一步包含修饰，所述修饰增高该肽的细胞靶向。在一些实施方案中，包

含经验证的表位的肽进一步包含修饰，所述修饰增大对该肽的细胞摄取。在一些实施方案

中，包含经验证的表位的肽进一步包含修饰，所述修饰增大肽加工性。在一些实施方案中，

包含经验证的表位的肽进一步包含修饰，所述修饰增大该表位的MHC亲和力。在一些实施方

案中，包含经验证的表位的肽进一步包含修饰，所述修饰增大该表位的MHC稳定性。在一些

实施方案中，包含经验证的表位的肽进一步包含修饰，所述修饰增大MHC  I类分子和/或MHC 

II类分子对该表位的呈递。

[0273] 在一些实施方案中，使用测序方法来鉴定肿瘤特异性突变。根据本发明可以使用

任何合适的测序方法，例如，下一代测序(NGS)技术。第三代测序方法可能在未来取代NGS技

术以加速该方法的测序步骤。为了阐明的目的：在本发明上下文中的术语“下一代测序”或

“NGS”意指与被称为Sanger化学法的“常规”测序方法相比的所有高通量测序技术，其通过

将整个基因组分成小块，沿整个基因组平行随机读取核酸模板。这类NGS技术(也称为大规

模平行测序技术)能够在非常短的时间段内，例如1‑2周内，例如1‑7天内或少于24个小时
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内，提供全基因组、外显子组、转录组(基因组的所有转录序列)或甲基化组(基因组的所有

甲基化序列)的核酸序列信息，并且原则上允许单细胞测序方法。可商购获得的或文献中提

到的多个NGS平台可以在本发明的背景中使用，例如，在WO  2012/159643中详细描述的那些

NGS平台。

[0274] 在一些实施方案中，包含经验证的表位的肽连接至至少第二肽，例如通过聚甘氨

酸或聚丝氨酸接头进行连接。在一些实施方案中，所述修饰是缀合至载体蛋白质、缀合至配

体、缀合至抗体、PEG化、多唾液酸化HES化、重组PEG模拟、Fc融合、白蛋白融合、纳米颗粒附

接、纳米颗粒囊化、胆固醇融合、铁融合、酰化、酰胺化、糖基化、侧链氧化、磷酸化、生物素

化、添加表面活性材料、添加氨基酸模拟物或添加非天然氨基酸。在一些实施方案中，包含

经验证的表位的肽进一步包含修饰，所述修饰增大对特定的器官、组织或细胞类型的细胞

靶向。在一些实施方案中，包含经验证的表位的肽包含靶向抗原呈递细胞的部分或标志物。

在一些实施方案中，抗原呈递细胞是树突细胞。在一些实施方案中，通过利用DEC205、XCR1、

CD197、CD80、CD86、CD123、CD209、CD273、CD283、CD289、CD184、CD85h、CD85j、CD85k、CD85d、

CD85g、CD85a、CD141、CD11c、CD83、TSLP受体、Clec9a或CD1a标志物，对树突细胞进行靶向。

在一些实施方案中，通过利用CD141、DEC205、Clec9a或XCR1标志物，对树突细胞进行靶向。

在一些实施方案中，树突细胞是自体细胞。在一些实施方案中，树突细胞中的一个或多个结

合至T细胞。

[0275] 在一些实施方案中，本文所述的方法包括大规模生产和储藏用于治疗癌症或肿瘤

的对应于共享抗原的HLA匹配的肽。

[0276] 在一些实施方案中，本文所述的方法包括治疗方法，包括向患有癌症的受试者施

用抗原特异性T细胞，所述抗原特异性T细胞对经验证的表位是特异性的，所述经验证的表

位选自表1‑8和11‑14中的任何表中所示的HLA匹配的肽库。在一些实施方案中，表位特异性

T细胞通过输注而施用于患者。在一些实施方案中，所述T细胞通过直接静脉内注射而施用

于患者。在一些实施方案中，所述T细胞是自体T细胞。在一些实施方案中，所述T细胞是同种

异体T细胞。

[0277] 本公开内容的方法可以用于治疗本领域已知的任何癌症类型。在一些实施方案

中，治疗癌症的方法包括治疗乳腺癌、前列腺癌、卵巢癌、宫颈癌、皮肤癌、胰腺癌、结直肠

癌、肾癌、肝癌、脑癌、肺癌、转移性黑素瘤、胸腺瘤、淋巴瘤、肉瘤、间皮瘤、肾细胞癌、胃癌、

胃部癌、卵巢癌、NHL、白血病、子宫癌、结肠癌、膀胱癌、肾癌或子宫内膜癌。在一些实施方案

中，所述癌症选自癌、淋巴瘤、母细胞瘤、肉瘤、白血病、鳞状细胞癌、肺癌(包括小细胞肺癌、

非小细胞肺癌、肺腺癌和肺的鳞状癌)、腹膜癌、肝细胞癌、胃癌(包括胃肠道癌)、胰腺癌、胶

质母细胞瘤、宫颈癌、卵巢癌、肝癌、膀胱癌、肝细胞瘤、乳腺癌、结肠癌、黑素瘤、子宫内膜癌

或子宫癌、唾液腺癌、肾癌、肝癌、前列腺癌、外阴癌、甲状腺癌、肝癌、头颈癌、结直肠癌、直

肠癌、软组织肉瘤、卡波济肉瘤、B细胞淋巴瘤(包括低度/滤泡性非霍奇金淋巴瘤(NHL)、小

淋巴细胞(SL)NHL、中度/滤泡性NHL、中度弥漫性NHL、高度免疫母细胞型NHL、高度淋巴细胞

NHL、高度小型非裂解细胞NHL、大肿块疾病NHL、套细胞淋巴瘤、AIDS相关淋巴瘤和瓦尔登斯

特伦巨球蛋白血症)、慢性淋巴细胞性白血病(CLL)、急性淋巴母细胞性白血病(ALL)、骨髓

瘤、毛细胞白血病、慢性成髓细胞白血病和移植后淋巴增生性障碍(PTLD)、与斑痣性错构瘤

病相关的异常血管增生、水肿、Meigs综合征。通过本公开的方法治疗的癌症的非限制性实
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例可以包括黑素瘤(例如，转移性恶性黑素瘤)、肾癌(例如，透明细胞癌)、前列腺癌(例如，

激素难治性前列腺腺癌)、胰腺腺癌、乳腺癌、结肠癌、肺癌(例如非小细胞肺癌)、食管癌、头

颈部鳞状细胞癌、肝癌、卵巢癌、宫颈癌、甲状腺癌、胶质母细胞瘤、神经胶质瘤、白血病、淋

巴瘤和其他肿瘤性恶性肿瘤。在一些实施方案中，通过本公开的治疗方法治疗的癌症选自

癌、鳞状癌、腺癌、恶性毒瘤、子宫内膜癌、乳腺癌、卵巢癌、宫颈癌、输卵管癌、原发性腹膜

癌、结肠癌、结直肠癌、肛殖区域的鳞状细胞癌、黑素瘤、肾细胞癌、肺癌、非小细胞肺癌、肺

的鳞状细胞癌、胃癌、膀胱癌、胆囊癌、肝癌、甲状腺癌、喉癌、唾液腺癌、食管癌、头颈癌、胶

质母细胞瘤、神经胶质瘤、头颈部鳞状细胞癌、前列腺癌、胰腺癌、间皮瘤、肉瘤、血液学癌

症、白血病、淋巴瘤、神经瘤及其组合。在一些实施方案中，通过本公开的方法治疗的癌症包

括例如癌、鳞状癌(例如子宫颈管、眼睑、结膜、阴道、肺、口腔、皮肤、膀胱、舌头、喉和食道的

癌症)和腺癌(例如，前列腺、小肠、子宫内膜、子宫颈管、大肠、肺、胰腺、食道、直肠、子宫、

胃、乳腺和卵巢的癌症)。在一些实施方案中，将通过本公开的方法治疗的癌症进一步包括

恶性毒瘤(例如，肌原性肉瘤)、白血球组织增生、神经瘤、黑素瘤和淋巴瘤。在一些实施方案

中，将通过本公开的方法治疗的癌症是乳腺癌。在一些实施方案中，将通过本公开的治疗方

法治疗的癌症是三阴性乳腺癌(TNBC)。在一些实施方案中，将通过本公开的治疗方法治疗

的癌症是前列腺癌。在一些实施方案中，将通过本公开的治疗方法治疗的癌症是结直肠癌。

在一些实施方案中，将通过本公开的药物组合物治疗的患者或患者群体患有实体瘤。在一

些实施方案中，该实体瘤是黑素瘤、肾细胞癌、肺癌、膀胱癌、乳腺癌、宫颈癌、结肠癌、胆囊

癌、喉癌、肝癌、甲状腺癌、胃癌、唾液腺癌、前列腺癌、胰腺癌或默克尔细胞癌。在一些实施

方案中，将通过本公开的药物组合物治疗的患者或患者群体患有血液学癌症。在一些实施

方案中，患者患有血液学癌症，如弥漫性大B细胞淋巴瘤(“DLBCL”)、霍奇金淋巴瘤(“HL”)、

非霍奇金淋巴瘤(“NHL”)、滤泡性淋巴瘤(“FL”)、急性髓样白血病(“AML”)或多发性骨髓瘤

(“MM”)。在一些实施方案中，待治疗的患者或患者群体所患的癌症选自卵巢癌、肺癌和黑素

瘤。

[0278] 本文中提供的药物组合物可以单独地使用，或者与常规治疗方案(例如手术、辐

射、化疗和/或骨髓移植(自体、同基因、同种异体或不相关))联用。在一些实施方案中，除了

包含免疫原性疗法的药物组合物之外，还可以施用至少一种或多种化疗剂。在一些实施方

案中，一种或多种化疗剂可以属于不同的化疗剂类型。在实施本文中提供的治疗或使用方

法时，可以将治疗有效量的所述药物组合物施用于患有疾病或病症的受试者。治疗有效量

可以根据疾病的严重程度、受试者的年龄和相对健康状况、所用化合物的效力和其他因素

而广泛地变化。

[0279] 在一些实施方案中，所述治疗方法包括在移植T细胞之前的一轮或多轮白细胞去

除术。白细胞去除术可以包括收集外周血单核细胞(PBMC)。白细胞去除术可以包括在收集

之前使PBMC迁移。或者，可以收集非迁移的PBMC。可以在一轮中从受试者收集大体积的

PBMC。或者，对受试者可以进行两轮或更多轮白细胞去除术。单采术的体积可以取决于移植

所需的细胞的数量。例如，可以在一轮中从受试者收集12‑15升的非迁移的PBMC。要从受试

者收集的PBMC的数量可以是1x108至5x1010个细胞。要从受试者收集的PBMC的数量可以是

1x108、5x108、1x109、5x109、1x1010或5x1010个细胞。要从受试者收集的PBMC的最低数量可以

是1x106/kg受试者重量。要从受试者收集的PBMC的最低数量可以是1x106/kg、5x106/kg、
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1x107/kg、5x107/kg、1x108/kg、5x108/kg受试者重量。

[0280] 单次输注可以包含1x106个细胞/受试者的平方米身体表面(个细胞/m2)至5x109个

细胞/m2的剂量。单次输注可以包含约2.5x106至约5x109个细胞/m2。单次输注可以包含至少

约2.5x106个细胞/m2。单次输注可以包含至多5x109个细胞/m2。单次输注可以包含1x106至

2.5x106、1x106至5x106、1x106至7.5x106、1x106至1x107、1x106至5x107、1x106至7.5x107、

1x106至1x108、1x106至2.5x108、1x106至5x108、1x106至1x109、1x106至5x109、2.5x106至

5x106、2.5x106至7.5x106、2.5x106至1x107、2.5x106至5x107、2.5x106至7.5x107、2.5x106至

1x108、2.5x106至2.5x108、2.5x106至5x108、2.5x106至1x109、2.5x106至5x109、5x106至

7.5x106、5x106至1x107、5x106至5x107、5x106至7.5x107、5x106至1x108、5x106至2.5x108、

5x106至5x108、5x106至1x109、5x106至5x109、7.5x106至1x107、7.5x106至5x107、7.5x106至

7.5x107、7.5x106至1x108、7.5x106至2.5x108、7.5x106至5x108、7.5x106至1x109、7.5x106至

5x109、1x107至5x107、1x107至7.5x107、1x107至1x108、1x107至2.5x108、1x107至5x108、1x107

至1x109、1x107至5x109、5x107至7.5x107、5x107至1x108、5x107至2.5x108、5x107至5x108、

5x107至1x109、5x107至5x109、7.5x107至1x108、7.5x107至2.5x108、7.5x107至5x108、7.5x107

至1x109、7.5x107至5x109、1x108至2.5x108、1x108至5x108、1x108至1x109、1x108至5x109、

2.5x108至5x108、2.5x108至1x109、2.5x108至5x109、5x108至1x109、5x108至5x109或1x109至

5x109个细胞/m2。单次输注可以包含1x106个细胞/m2、2.5x106个细胞/m2、5x106个细胞/m2、

7.5x106个细胞/m2、1x107个细胞/m2、5x107个细胞/m2、7.5x107个细胞/m2、1x108个细胞/m2、

2.5x108个细胞/m2、5x108个细胞/m2、1x109个细胞/m2或5x109个细胞/m2。

[0281] 所述方法可以包括将化疗施用于受试者，包括利用高剂量的清髓剂进行淋巴细胞

耗尽的化疗。在一些实施方案中，所述方法包括在第一或后续剂量之前向受试者施用预适

应剂，例如淋巴细胞耗尽剂(lymphodepleting  agent)或化疗剂，例如环磷酰胺、氟达拉滨

或其组合。例如，在第一或后续剂量之前至少2天(例如至少3、4、5、6、7、8、9或10天)，受试者

可以被施用预适应剂。在一些实施方案中，在第一或后续剂量之前不超过10天(例如不超过

9、8、7、6、5、4、3或2天)，受试者被施用预适应剂。

[0282] 在一些实施方案中，在所述淋巴细胞耗尽剂包括环磷酰胺的情况下，受试者被施

用0.3克/平方米的受试者身体表面(g/m2)至5g/m2环磷酰胺。在一些情况中，向受试者施用

的环磷酰胺的量是约至少0.3g/m2。在一些情况中，向受试者施用的环磷酰胺的量是约至多

5g/m2。在一些情况中，向受试者施用的环磷酰胺的量是约0.3g/m2至0.4g/m2、0.3g/m2至

0.5g/m2、0.3g/m2至0.6g/m2、0.3g/m2至0.7g/m2、0.3g/m2至0.8g/m2、0.3g/m2至0.9g/m2、

0.3g/m2至1g/m2、0.3g/m2至2g/m2、0.3g/m2至3g/m2、0.3g/m2至4g/m2、0.3g/m2至5g/m2、0.4g/

m2至0.5g/m2、0.4g/m2至0.6g/m2、0.4g/m2至0.7g/m2、0.4g/m2至0.8g/m2、0.4g/m2至0.9g/m2、

0.4g/m2至1g/m2、0.4g/m2至2g/m2、0.4g/m2至3g/m2、0.4g/m2至4g/m2、0.4g/m2至5g/m2、0.5g/

m2至0.6g/m2、0.5g/m2至0.7g/m2、0.5g/m2至0.8g/m2、0.5g/m2至0.9g/m2、0.5g/m2至1g/m2、

0.5g/m2至2g/m2、0.5g/m2至3g/m2、0.5g/m2至4g/m2、0.5g/m2至5g/m2、0.6g/m2至0.7g/m2、

0.6g/m2至0.8g/m2、0.6g/m2至0.9g/m2、0.6g/m2至1g/m2、0.6g/m2至2g/m2、0.6g/m2至3g/m2、

0.6g/m2至4g/m2、0.6g/m2至5g/m2、0.7g/m2至0.8g/m2、0.7g/m2至0.9g/m2、0.7g/m2至1g/m2、

0.7g/m2至2g/m2、0.7g/m2至3g/m2、0.7g/m2至4g/m2、0.7g/m2至5g/m2、0.8g/m2至0.9g/m2、

0.8g/m2至1g/m2、0.8g/m2至2g/m2、0.8g/m2至3g/m2、0.8g/m2至4g/m2、0.8g/m2至5g/m2、0.9g/
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m2至1g/m2、0.9g/m2至2g/m2、0.9g/m2至3g/m2、0.9g/m2至4g/m2、0.9g/m2至5g/m2、1g/m2至2g/

m2、1g/m2至3g/m2、1g/m2至4g/m2、1g/m2至5g/m2、2g/m2至3g/m2、2g/m2至4g/m2、2g/m2至5g/m2、

3g/m2至4g/m2、3g/m2至5g/m2或4g/m2至5g/m2。在一些情况中，向受试者施用的环磷酰胺的量

是约0.3g/m2、0.4g/m2、0.5g/m2、0.6g/m2、0.7g/m2、0.8g/m2、0.9g/m2、1g/m2、2g/m2、3g/m2、

4g/m2或5g/m2。在一些实施方案中，以约20mg/kg至100mg/kg(例如约40mg/kg至80mg/kg)的

剂量利用环磷酰胺对受试者进行预适应。在一些方面，利用约60mg/kg的环磷酰胺对受试者

进行预适应。

[0283] 在一些实施方案中，在所述淋巴细胞耗尽剂包括氟达拉滨的情况下，以约1毫克/

平方米的受试者身体表面(mg/m2)至100mg/m2的剂量对受试者施用氟达拉滨。在一些情况

中，向受试者施用的氟达拉滨的量是约至少1mg/m2。在一些情况中，向受试者施用的氟达拉

滨的量是约至多100mg/m2。在一些情况中，向受试者施用的氟达拉滨的量是约1mg/m2至5mg/

m2、1mg/m2至10mg/m2、1mg/m2至15mg/m2、1mg/m2至20mg/m2、1mg/m2至30mg/m2、1mg/m2至40mg/

m2、1mg/m2至50mg/m2、1mg/m2至70mg/m2、1mg/m2至90mg/m2、1mg/m2至100mg/m2、5mg/m2至

10mg/m2、5mg/m2至15mg/m2、5mg/m2至20mg/m2、5mg/m2至30mg/m2、5mg/m2至40mg/m2、5mg/m2至

50mg/m2、5mg/m2至70mg/m2、5mg/m2至90mg/m2、5mg/m2至100mg/m2、10mg/m2至15mg/m2、10mg/

m2至20mg/m2、10mg/m2至30mg/m2、10mg/m2至40mg/m2、10mg/m2至50mg/m2、10mg/m2至70mg/m2、

10mg/m2至90mg/m2、10mg/m2至100mg/m2、15mg/m2至20mg/m2、15mg/m2至30mg/m2、15mg/m2至

40mg/m2、15mg/m2至50mg/m2、15mg/m2至70mg/m2、15mg/m2至90mg/m2、15mg/m2至100mg/m2、

20mg/m2至30mg/m2、20mg/m2至40mg/m2、20mg/m2至50mg/m2、20mg/m2至70mg/m2、20mg/m2至

90mg/m2、20mg/m2至100mg/m2、30mg/m2至40mg/m2、30mg/m2至50mg/m2、30mg/m2至70mg/m2、

30mg/m2至90mg/m2、30mg/m2至100mg/m2、40mg/m2至50mg/m2、40mg/m2至70mg/m2、40mg/m2至

90mg/m2、40mg/m2至100mg/m2、50mg/m2至70mg/m2、50mg/m2至90mg/m2、50mg/m2至100mg/m2、

70mg/m2至90mg/m2、70mg/m2至100mg/m2或90mg/m2至100mg/m2。在一些情况中，向受试者施用

的氟达拉滨的量是约1mg/m2、5mg/m2、10mg/m2、15mg/m2、20mg/m2、30mg/m2、40mg/m2、50mg/m2、

70mg/m2、90mg/m2或100mg/m2。在一些实施方案中，氟达拉滨可以以单次剂量进行施用，或者

可以以多次剂量进行施用，例如每日、每隔一天或每三天进行施用。例如，在一些情形中，所

述药剂例如氟达拉滨约1至5次例如约3至5次地进行施用。在一些实施方案中，这种多次剂

量在同一天中例如每日1至5次或3至5次地进行施用。

[0284] 在一些实施方案中，所述淋巴细胞耗尽剂包括药剂的组合，例如环磷酰胺和氟达

拉滨的组合。因此，药剂的组合可以包括任何剂量或给药方案(例如上述那些)的环磷酰胺

以及任何剂量或给药方案(例如上述那些)的氟达拉滨。例如，在一些方面，在第一或后续剂

量的T细胞之前，受试者被施用400mg/m2的环磷酰胺以及一剂或多剂的20mg/m2氟达拉滨。在

一些示例中，在第一或后续剂量的T细胞之前，受试者被施用500mg/m2的环磷酰胺以及一剂

或多剂的25mg/m2氟达拉滨。在一些示例中，在第一或后续剂量的T细胞之前，受试者被施用

600mg/m2的环磷酰胺以及一剂或多剂的30mg/m2氟达拉滨。在一些示例中，在第一或后续剂

量的T细胞之前，受试者被施用700mg/m2的环磷酰胺以及一剂或多剂的35mg/m2氟达拉滨。在

一些示例中，在第一或后续剂量的T细胞之前，受试者被施用700mg/m2的环磷酰胺以及一剂

或多剂的40mg/m2氟达拉滨。在一些示例中，在第一或后续剂量的T细胞之前，受试者被施用

800mg/m2的环磷酰胺以及一剂或多剂的45mg/m2氟达拉滨。
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[0285] 氟达拉滨和环磷酰胺可以在交替天进行施用。在一些情况中，氟达拉滨和环磷酰

胺可以同时地进行施用。在一些情况中，初始剂量的氟达拉滨后随环磷酰胺的剂量。在一些

情况中，初始剂量的环磷酰胺可以后随初始剂量的氟达拉滨。在一些示例中，治疗方案可以

包括在移植之前10天用初始剂量的氟达拉滨治疗受试者，然后在细胞移植之前9天施用初

始剂量的环磷酰胺，同时用第二剂量的氟达拉滨进行治疗。在一些示例中，治疗方案可以包

括在移植之前8天用初始剂量的氟达拉滨治疗受试者，然后在移植之前7天用初始剂量的环

磷酰胺，同时用第二剂量的氟达拉滨进行治疗。

[0286] 在一些实施方案中，肽包含根据表1‑8和11‑14中的任一表的表位序列。在一些实

施方案中，肽包含根据表1的表位序列。在一些实施方案中，肽包含根据表2的表位序列。在

一些实施方案中，肽包含根据表3的表位序列。在一些实施方案中，肽包含根据表4A的表位

序列。在一些实施方案中，肽包含根据表4B的表位序列。在一些实施方案中，肽包含根据表

4C的表位序列。在一些实施方案中，肽包含根据表4D的表位序列。在一些实施方案中，肽包

含根据表4E的表位序列。在一些实施方案中，肽包含根据表4F的表位序列。在一些实施方案

中，肽包含根据表4G的表位序列。在一些实施方案中，肽包含根据表4H的表位序列。在一些

实施方案中，肽包含根据表4I的表位序列。在一些实施方案中，肽包含根据表4J的表位序

列。在一些实施方案中，肽包含根据表4K的表位序列。在一些实施方案中，肽包含根据表4L

的表位序列。在一些实施方案中，肽包含根据表4M的表位序列。在一些实施方案中，肽包含

根据表5的表位序列。在一些实施方案中，肽包含根据表6的表位序列。在一些实施方案中，

肽包含根据表7的表位序列。在一些实施方案中，肽包含根据表8的表位序列。在一些实施方

案中，肽包含根据表11的表位序列。在一些实施方案中，肽包含根据表12的表位序列。在一

些实施方案中，肽包含根据表13的表位序列。在一些实施方案中，肽包含根据表14的表位序

列。

表1
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[0287] 合成了来自表1的肽子集(n＝562)并且如所述测量了它们对其给定的HLA  I类分

子的亲和力。表3中示出了值。这些数据显示了预测与测量之间的强相关性(虚线代表最佳

拟合，R2＝0.45)，证实了预测的值。但是，异常值表明了这些测量的重要性。粗竖直线和水

平线分别显示在500nM时预测的亲和力和观测的亲和力。500nM在本领域中被普遍接受为对

于作为HLA  I类的“弱结合剂”的表位的最大亲和力。因此，在右下象限中的点(预测值大于

500nM，测量值小于500nM)是被视为极弱结合剂但是却观测到在可接受范围内结合的表位。

在此象限中的表位(n＝75)占根据预测不被视为结合剂的表位(右下和右上象限的合并，n

＝246)的30.5％。

表3
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表4A
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[0288] 表4B‑4M显示了包含RAS突变的肽序列，与其结合的对应HLA等位基因，以及对应的

预测结合亲和力评分，其中最小的数(例如，1)具有最高的亲和力，反之亦然。

表4B‑RAS  Q61H突变
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表4C‑RAS  Q61R突变
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表4D‑RAS  Q61K突变
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表4E‑RAS  Q61L突变
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表4F‑RAS  G12A突变
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表4G‑RAS  G12C突变
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表4H‑RAS  G12D突变
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表4I‑RAS  G12R突变
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表4J‑RAS  G12S突变
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表4K‑RAS  G12V突变
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表4L  RAS  G13C突变

肽 等位基因 结合潜力的评级

VVVGAGCVGK HLA‑A11:01 1

VVGAGCVGK HLA‑A11:01 2

AGCVGKSAL HLA‑C01:02 3

说　明　书 167/198 页

174

CN 113939310 A

174



VVGAGCVGK HLA‑A03:01 4

VVVGAGCVGK HLA‑A68:01 4

CVGKSALTI HLA‑B13:02 5

VVGAGCVGK HLA‑A68:01 5

VVGAGCVGK HLA‑A30:01 6

AGCVGKSAL HLA‑B48:01 7

AGCVGKSAL HLA‑C03:04 8

GCVGKSALTI HLA‑B49:01 8

AGCVGKSAL HLA‑C08:02 9

VVVGAGCVGK HLA‑A03:01 9

KLVVVGAGC HLA‑A30:02 10

GCVGKSAL HLA‑C07:01 11

VVGAGCVGK HLA‑A74:01 12

AGCVGKSAL HLA‑C14:03 13

KLVVVGAGC HLA‑B15:01 14

表4M‑RAS  G13D突变

说　明　书 168/198 页

175

CN 113939310 A

175



[0289] 本文中还提供了治疗受试者中的癌症的方法，该方法包括向受试者施用(i)包含

G12R  RAS表位的多肽或(ii)编码该多肽的多核苷酸；其中：(a)G12R  RAS表位是vvgaRgvgk

并且受试者表达由HLA‑A03:01等位基因编码的蛋白质；(b)G12R  RAS表位是eyklvvvgaR并

且受试者表达由HLA‑A33:03等位基因编码的蛋白质；(c)G12R  RAS表位是vvvgaRgvgk并且

受试者表达由HLA‑A11:01等位基因编码的蛋白质；或(d)G12R  RAS表位是aRgvgksal并且受

说　明　书 169/198 页

176

CN 113939310 A

176



试者表达由选自HLA‑C07:02、HLA‑B39:01和HLA‑C07:01中的HLA‑等位基因编码的蛋白质。

[0290] 表5显示GATA肽以及它们的HLA结合搭档。

表5
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[0291] 表6显示了所选的BTK肽的HLA亲和力和稳定性：

表6
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[0292] 表7显示了所选的EGFR肽的HLA亲和力和稳定性：

表7

说　明　书 172/198 页

179

CN 113939310 A

179



与肿瘤微环境相关的肿瘤抗原

[0293] 在许多情况中，主要的抗原由处于肿瘤微环境中的细胞表达，其不仅充当疾病的

优异生物标志物，而且可能是免疫疗法的重要候选疫苗。此类肿瘤相关性抗原(TAA)不一定

存在于肿瘤细胞的表面上，而是在与肿瘤并置的细胞上，该细胞可以是基质细胞、结缔组织

细胞、成纤维细胞等。这些是时常促进肿瘤的结构完整性、供给肿瘤和支持肿瘤的生长的细

胞。在大多数情况中，TAA是在肿瘤微环境中过度表达的抗原，但是肿瘤微环境中的一些抗

原也可能是肿瘤相关细胞中特有的。作为示例，端粒酶逆转录酶(TERT)是TAA，其不存在于

大多数正常组织中，而是在大多数人类肿瘤中被活化。在另一方面，组织激肽释放酶相关的

肽酶或激肽释放酶(KLK)在各种癌中被过度表达，并且包括分泌的胰蛋白酶样或胰凝乳蛋

白酶样丝氨酸蛋白酶的大家族。激肽释放酶在前列腺癌、卵巢癌和乳腺癌中上调。一些TAA

对于某些癌症是特异性的，一些TAA在大范围癌中被表达。癌胚抗原(CEA)在乳腺癌、结肠
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癌、肺癌和胰腺癌中过度表达，而MUC‑1在乳腺癌、肺癌、前列腺癌、结肠癌中过度表达。一些

TAA是分化或组织特异性的，例如，MART‑1/melan‑A和gp100在正常黑素细胞和黑素瘤中表

达，前列腺特异性膜抗原(PSMA)和前列腺特异性抗原(PSA)由前列腺上皮细胞和前列腺癌

表达。

[0294] 在一些实施方案中，T细胞被开发用于过继疗法，其涉及过度表达的组织特异性或

肿瘤相关性抗原，例如在前列腺癌治疗的情况中前列腺特异性激肽释放酶蛋白质KLK2、

KLK3、KLK4，或用于腺癌的谷氨酰胺转胺酶蛋白质4、TGM4。

[0295] 在一些实施方案中，在本文公开的方法中旨在用于过继疗法的抗原肽有效地调节

肿瘤微环境。T细胞受到由TME中的细胞表达的抗原预致敏，从而该疗法常常在直接靶向肿

瘤细胞以便进行T细胞介导的溶解之外，旨在削弱和/或破坏促进肿瘤的TME。

[0296] 肿瘤微环境包括成纤维细胞、基质细胞、上皮细胞和结缔组织细胞，其构成诱导或

影响肿瘤生长的细胞的大部分。正因为T细胞可以在免疫抑制的肿瘤环境中被刺激并且定

向攻击肿瘤细胞，因此某些肽和抗原可以用于引导T细胞对抗在肿瘤附近有助于肿瘤繁殖

的细胞。CD8+和CD4+T细胞可以在活体外产生，其被引导而对抗在肿瘤微环境中的非肿瘤细

胞的表面上的抗原，该抗原促进肿瘤的维持和繁殖。癌/肿瘤相关的成纤维细胞(CAF)是胰

腺癌，例如胰腺腺癌(PDAC)的标志性特征。CAF表达Col10a1抗原。CAF是可以有助于维持肿

瘤的细胞。Col10A1时常造成肿瘤的负面预后。在一些实施方案中，Col10A1可以被视为肿瘤

维持和进展的生物标志物。它是680个氨基酸长度的异二聚体蛋白质，与乳腺癌和结直肠癌

的不良预后相关。

[0297] Col10a1特异性CD8+T细胞和CD4+T细胞的活化可以有助于攻击和破坏Col10A1特

异性成纤维细胞并且有助于破坏实体瘤的组织基体。

[0298] T细胞可以利用本文所述的方法在活体外产生，从而所述T细胞被活化为对抗癌症

相关的成纤维细胞(CAF)。为此，制备了Col10a1肽，其包含可特异性地活化T细胞的表位，并

且利用由内部产生的机器学习表位呈现软件产生的上述高度可靠的数据(如表8中所述)来

确定HLA结合搭档。

表8.
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[0299] 本文中提供的新抗原肽被预先验证HLA结合免疫原性(表1‑8和11‑14)。在一些实

施方案中，早先制备和储藏的新抗原肽用于接触抗原呈递细胞(APC)以随后允许在体外呈

递至T细胞来制备新抗原特异性活化的T细胞。在一些实施方案中，每次2‑80或更多种新抗

原肽用于刺激来自患者的T细胞。

[0300] 在一些实施方案中，所述APC是自体APC。在一些实施方案中，所述APC是非自体

APC。在一些实施方案中，所述APC是设计成充当APC的合成细胞。在一些实施方案中，所述T

细胞是自体细胞。在一些实施方案中，抗原呈递细胞是表达抗原的细胞。例如，抗原呈递细

胞可以是吞噬细胞，例如树突细胞或骨髓细胞，其在细胞摄取之后处理抗原并且呈递与用
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于T细胞活化的MHC相关的抗原。为了某些目的，如本文所用的APC是在其表面上正常呈递抗

原的细胞。在非约束性或非限制性示例中，相关于如本文所述的某些细胞毒性测定，肿瘤细

胞是抗原呈递细胞，所述T细胞可以识别抗原呈递细胞(肿瘤细胞)。相似地，出于如本文所

用的某些目的，表达抗原的细胞或细胞系可以是抗原呈递细胞。

[0301] 在一些实施方案中，编码一种或多种新抗原肽的一种或多种多核苷酸可以用于在

细胞中表达以呈递至T细胞用于在体外活化。编码一种或多种新抗原肽的一种或多种多核

苷酸被编码在载体中。在一些实施方案中，所述组合物包含约2至约80种新抗原多核苷酸。

在实施方案中，至少一种附加的新抗原肽对个体受试者的肿瘤是特异性的。在实施方案中，

受试者特异性新抗原肽通过鉴定受试者肿瘤样品的基因组、外显子组和/或转录物组与非

肿瘤样品的基因组、外显子组和/或转录物组之间的序列差异进行选择。在实施方案中，所

述样品是新鲜的或福尔马林固定的石蜡包埋的肿瘤组织、新鲜分离的细胞或循环肿瘤细

胞。在实施方案中，序列差异通过下一代测序进行确定。

[0302] 在一些实施方案中，本文中提供的方法和组合物可以用于鉴定或分离能够结合本

文所述的至少一种新抗原肽的T细胞受体(TCR)或包含本文所述的至少一种新抗原肽的

MHC‑肽复合物。在实施方案中，MHC‑肽的MHC是MHC  I类或II类。在实施方案中，TCR是双特异

性TCR，其进一步包含结构域，该结构域包含能够结合抗原的抗体或抗体片段。在实施方案

中，所述抗原是T细胞特异性抗原。在实施方案中，所述抗原是CD3。在实施方案中，所述抗体

或抗体片段是抗CD3scFv。

[0303] 在一些实施方案中，本文中提供的方法和组合物可以用于制备嵌合抗原受体，其

包含：(i)T细胞活化分子；(ii)跨膜区；和(iii)能够结合本文所述的至少一种新抗原肽的

抗原识别部分或包含本文所述的至少一种新抗原肽的MHC‑肽复合物。在实施方案中，CD3‑ζ

是T细胞活化分子。在实施方案中，嵌合抗原受体进一步包含至少一个共刺激信号传导结构

域。在实施方案中，信号传导结构域是CD28、4‑1BB、ICOS、OX40、ITAM或FcεRI‑γ。在实施方

案中，抗原识别部分能够在MHC  I类或II类的背景中结合分离的新抗原肽。在实施方案中，

CD3‑ζ、CD28、CTLA‑4、ICOS、BTLA、KIR、LAG3、CD137、OX40、CD27、CD40L、Tim‑3、A2aR或PD‑1跨

膜区。在实施方案中，新抗原肽位于肿瘤相关多肽的细胞外结构域中。在实施方案中，MHC‑

肽的MHC是MHC  I类或II类。

[0304] 本文中提供了包括本文所述的T细胞受体或嵌合抗原受体的T细胞，任选地其中所

述T细胞是辅助性或细胞毒性T细胞。在实施方案中，所述T细胞是受试者的T细胞。

[0305] 本文中提供了T细胞，其包括能够结合本文所述的至少一种新抗原肽的T细胞受体

(TCR)或包含本文所述的至少一种新抗原肽的MHC‑肽复合物，其中所述T细胞是从受试者的

T细胞群分离的T细胞，所述T细胞群已经与抗原呈递细胞和本文所述的至少一种新抗原肽

中的一种或多种一起温育足以活化T细胞的时间。在实施方案中，所述T细胞是CD8+T细胞、

辅助性T细胞或细胞毒性T细胞。在实施方案中，来自受试者的T细胞群是来自受试者的CD8+

T细胞群。在实施方案中，本文所述的至少一种新抗原肽中的一种或多种是受试者特异性新

抗原肽。在实施方案中，受试者特异性新抗原肽具有不同的肿瘤新表位，其是对受试者的肿

瘤特异性的表位。在实施方案中，受试者特异性新抗原肽是肿瘤特异性非沉默突变(其不存

在于受试者的非肿瘤样品中)的表达产物。在实施方案中，受试者特异性新抗原肽与该受试

者的HLA蛋白质结合。在实施方案中，受试者特异性新抗原肽以小于500nM的IC50与该受试
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者的HLA蛋白质结合。在实施方案中，将活化的CD8+T细胞从抗原呈递细胞分离。在实施方案

中，抗原呈递细胞是树突细胞或CD40L扩充的B细胞。在实施方案中，抗原呈递细胞是未被转

化的细胞。在实施方案中，抗原呈递细胞是未被感染的细胞。在实施方案中，抗原呈递细胞

是自体的。在实施方案中，抗原呈递细胞已经被处理以从它们的表面剥离内源性MHC相关

肽。在实施方案中，剥离内源性MHC相关肽的处理包括在约26℃培养细胞。在实施方案中，剥

离内源性MHC相关肽的处理包括用弱酸溶液处理细胞。在实施方案中，抗原呈递细胞已经用

本文所述的至少一种新抗原肽进行脉冲。在实施方案中，脉冲包括将抗原呈递细胞在至少

约2μg/mL的本文所述的至少一种新抗原肽中的每种存在下进行温育。在实施方案中，分离

的T细胞与抗原呈递细胞的比率是约30:1至300:1。在实施方案中，温育分离的T细胞群在

IL‑2和IL‑7存在下进行。在实施方案中，MHC‑肽的MHC是MHC  I类或II类。

[0306] 本文中提供了用于活化肿瘤特异性T细胞的方法，该方法包括：从受试者中分离T

细胞群；以及将分离的T细胞群与抗原呈递细胞和本文所述的至少一种新抗原肽一起温育

足以活化所述T细胞的时间。在实施方案中，所述T细胞是CD8+T细胞、辅助性T细胞或细胞毒

性T细胞。在实施方案中，来自受试者的T细胞群是来自该受试者的CD8+T细胞群。在实施方

案中，本文所述的至少一种新抗原肽中的一种或多种是受试者特异性新抗原肽。在实施方

案中，受试者特异性新抗原肽具有不同的肿瘤新表位，其是对受试者的肿瘤特异性的表位。

在实施方案中，受试者特异性新抗原肽是肿瘤特异性非沉默突变(其不存在于受试者的非

肿瘤样品中)的表达产物。在实施方案中，受试者特异性新抗原肽与该受试者的HLA蛋白质

结合。在实施方案中，受试者特异性新抗原肽以小于500nM的IC50与该受试者的HLA蛋白质

结合。在实施方案中，所述方法进一步包括将活化的T细胞从抗原呈递细胞分离。在实施方

案中，所述方法进一步包括测试活化的T细胞以证明对本文所述的新抗原肽中的至少一种

的反应性。在实施方案中，抗原呈递细胞是树突细胞或CD40L扩充的B细胞。在实施方案中，

抗原呈递细胞是未被转化的细胞。在实施方案中，抗原呈递细胞是未被感染的细胞。在实施

方案中，抗原呈递细胞是自体的。在实施方案中，抗原呈递细胞已经被处理以从它们的表面

剥离内源性MHC相关肽。在实施方案中，剥离内源性MHC相关肽的处理包括在约26℃培养细

胞。在实施方案中，剥离内源性MHC相关肽的处理包括用弱酸溶液处理细胞。在实施方案中，

抗原呈递细胞已经用本文所述的至少一种新抗原肽进行脉冲。在实施方案中，脉冲包括将

抗原呈递细胞在至少约2μg/mL的本文所述的至少一种新抗原肽中的每种的存在下进行温

育。在实施方案中，分离的T细胞与抗原呈递细胞的比率是约30:1至300:1。在实施方案中，

温育分离的T细胞群在IL‑2和IL‑7存在下进行。在实施方案中，MHC‑肽的MHC是MHC  I类或II

类。

[0307] 本文中提供了组合物，其包含通过本文所述的方法生产的活化的肿瘤特异性T细

胞。

[0308] 本文中提供了治疗受试者中的癌症的方法，该方法包括向该受试者施用治疗有效

量的本文所述的活化的肿瘤特异性T细胞或通过本文所述的方法制备的活化的肿瘤特异性

T细胞。在实施方案中，所述施用包括施用约10^6至10^12、约10^8至10^11或约10^9至10^10

的活化的肿瘤特异性T细胞。

[0309] 本文中提供了核酸，所述核酸包含与编码本文所述的T细胞受体的多核苷酸可操

作地连接的启动子。在实施方案中，TCR能够在主要组织相容性复合物(MHC)I类或II类的背
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景中结合至少一种新抗原肽。

[0310] 本文中提供了核酸，所述核酸包含与编码本文所述的嵌合抗原受体的多核苷酸可

操作地连接的启动子。在实施方案中，抗原识别部分能够在主要组织相容性复合物(MHC)I

类或II类的背景中结合至少一种新抗原肽。在实施方案中，新抗原肽位于肿瘤相关多肽的

细胞外结构域中。在实施方案中，所述核酸包含CD3‑ζ、CD28、CTLA‑4、ICOS、BTLA、KIR、LAG3、

CD137、OX40、CD27、CD40L、Tim‑3、A2aR或PD‑1跨膜区。

[0311] 在一些实施方案中，来自患者的外周血的自体免疫细胞构成外周血单核细胞

(PBMC)。在一些实施方案中，来自患者的外周血的自体免疫细胞通过单采术过程来收集。在

一些实施方案中，PBMC从多于一个单采术过程或多于一次抽取外周血进行收集。

[0312] 在一些实施方案中，在添加肽之前，CD25+细胞和CD14+细胞二者都被耗尽。在一些

实施方案中，在添加肽之前，CD25+细胞或CD14+细胞被耗尽。在一些实施方案中，在添加肽

之前，CD25+细胞而不是CD14+细胞被耗尽。

[0313] 在一些实施方案中，耗尽过程后随添加FMS样酪氨酸激酶3受体配体(FLT3L)以在

添加肽之前刺激抗原呈递细胞(APC)，所述抗原呈递细胞由单核细胞、巨噬细胞或树突细胞

(DC)构成。在一些实施方案中，耗尽过程后随选择DC作为适合的PAC以将肽呈递至T细胞，并

且将成熟巨噬细胞和其他抗原呈递细胞从患者的自体免疫细胞除去。在一些实施方案中，

耗尽过程后随选择不成熟DC作为适合的PAC以将肽呈递至T细胞。

[0314] 在一些实施方案中，使选择的‘n’数量的新抗原肽与APC接触以刺激APC将抗原呈

递至T细胞。

[0315] 在一些实施方案中，第一水平选择的‘n’数量的新抗原肽是基于每种所述肽与预

先确定存在于受者患者中的至少一种HLA单体型的结合能力。如本领域技术人员已知的，为

了确定被预先确定存在于受者患者中的HLA单体型，在治疗过程开始之前，对患者进行HLA

单体型分型测定以形成血液样品。在一些实施方案中，第一水平选择的‘n’数量的新抗原肽

后随第二水平选择，所述第二水平选择基于确定存在于新抗原肽中的突变是否匹配已知在

至少5％的已知患有癌症的患者中存在的新抗原(导致其的突变)。在一些实施方案中，第二

水平选择包括进一步确定所述突变在患者中是否明显。

[0316] 在一些实施方案中，第一水平选择和第二水平选择的‘n’数量的用于接触所述APC

的新抗原肽后随第三水平选择，所述第三水平选择是基于肽与该肽能够结合的HLA的以至

少小于500nM的结合亲和力，其中确定结合亲和力越高，要选择的肽是更好的选择。在一些

实施方案中，最终选择的‘n’数量的肽可以在1‑200种肽范围，其是混合物，用于使APC暴露

于培养基中的肽并且与APC接触。

[0317] 在一些实施方案中，‘n’数量的肽可以在10‑190种新抗原肽范围。在一些实施方案

中，‘n’数量的肽可以在20‑180种新抗原肽范围。在一些实施方案中，‘n’数量的肽可以在

30‑170种新抗原肽范围。在一些实施方案中，‘n’数量的肽可以在40‑160种新抗原肽范围。

在一些实施方案中，‘n’数量的肽可以在50‑150种新抗原肽范围。在一些实施方案中，‘n’数

量的肽可以在60‑140种新抗原肽范围。在一些实施方案中，‘n’数量的肽可以在70‑130种新

抗原肽范围。在一些实施方案中，‘n’数量的肽可以在80‑120种新抗原肽范围。在一些实施

方案中，‘n’数量的肽可以在50‑100种新抗原肽范围。在一些实施方案中，‘n’数量的肽可以

在50‑90种新抗原肽范围。在一些实施方案中，‘n’数量的肽可以在50‑80种新抗原肽范围。
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在一些实施方案中，‘n’数量的肽包括至少60种新抗原肽。在一些实施方案中，‘n’数量的肽

包括(a)新抗原肽和(b)长肽的混合物，所述新抗原肽是短的8‑15个氨基酸长度，包含如前

所述的突变的氨基酸，具有式AxByCz；出于本申请的目的，这些肽可互换地称为短聚体

(shortmer)或短肽；所述长肽是15、30、50、60、80、100‑300个氨基酸长度以及介于其间的任

何长度，为了更好的抗原呈递，对所述长肽通过树突细胞进行内源性处理；出于本申请的目

的，这些肽可互换地称为长聚体(longmer)或长肽。在一些实施方案中，至少60种新抗原肽

包括至少30种短聚体和至少30种长聚体或其变化形式。示例性变化形式包括但不限于以

下：在一些实施方案中，至少60种新抗原肽包括至少32种短聚体和至少32种长聚体或其变

化形式。在一些实施方案中，至少60种新抗原肽包括至少34种短聚体和至少30种长聚体或

其变化形式。在一些实施方案中，至少60种新抗原肽包括至少28种短聚体和至少34种长聚

体或其变化形式。

[0318] 在一些实施方案中，‘n’数量的肽在包含APC的培养基中进行温育，其中所述APC

(DC)已经从PBMC中被分离，并且先前已经被FLT3L刺激。在一些实施方案中，‘n’数量的肽与

APC一起在FLT3L存在下进行温育。在一些实施方案中，在APC与FLT3L一起温育的步骤之后，

向细胞添加包含FL3TL的新鲜培养基以便与肽一起温育。在一些实施方案中，APC成熟成为

成熟的肽负载的DC可以包括以下若干步骤：将所述DC趋向成熟进行培养、通过分析培养基

中的一种或多种释放物质(例如细胞因子、趋化因子)而检查成熟的状态，或随着时间获得

培养中的DC的试样。在一些实施方案中，DC的成熟需要从开始培养起至少5天培养。在一些

实施方案中，DC的成熟需要从开始培养起至少7天培养。在一些实施方案中，DC的成熟需要

从开始培养起至少11天或介于其间的任何天数的培养。

[0319] 在一些实施方案中，在验证成熟因子的存在或不存在以及用于验证呈递的抗原储

库的肽四聚体测定之后，使DC接触T细胞。

[0320] 在一些实施方案中，为了第一诱导，使DC与T细胞在T细胞培养基中接触约2天。在

一些实施方案中，为了第一诱导，使DC与T细胞在T细胞培养基中接触约3天。在一些实施方

案中，为了第一诱导，使DC与T细胞在T细胞培养基中接触约4天。在一些实施方案中，为了第

二诱导，使DC与T细胞在T细胞培养基中接触至少约2天。在一些实施方案中，为了第二诱导，

使DC与T细胞在T细胞培养基中接触至少约3天。在一些实施方案中，为了第二诱导，使DC与T

细胞在T细胞培养基中接触至少约4天。在一些实施方案中，为了第二诱导，使DC与T细胞在T

细胞培养基中接触至少约5天。在一些实施方案中，为了第二诱导，使DC与T细胞在T细胞培

养基中接触至少约6天。在一些实施方案中，为了第二诱导，使DC与T细胞在T细胞培养基中

接触约7、8、9或10天。在一些实施方案中，为了第三诱导，使DC与T细胞在T细胞培养基中接

触约小于1天。在一些实施方案中，为了第三诱导，使DC与T细胞在T细胞培养基中接触至少

约2或3天。在一些实施方案中，为了第三诱导，使DC与T细胞在T细胞培养基中接触至少约4

天。在一些实施方案中，为了第三诱导，使DC与T细胞在T细胞培养基中接触5天。在一些实施

方案中，为了第三诱导，使DC与T细胞在T细胞培养基中接触约6天。在一些实施方案中，为了

第二诱导，使DC与T细胞在T细胞培养基中接触约7、8、9或10天。

[0321] 在一些实施方案中，在第一诱导期、第二诱导期或第三诱导期，在与DC一起温育期

间，使T细胞进一步与一种或多种短聚体肽接触(除了DC之外)。在一些实施方案中，在第一

诱导期和第二诱导期，在与DC一起温育期间，使T细胞进一步与一种或多种短聚体肽接触。
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在一些实施方案中，在第二诱导期和第三诱导期，在与DC一起温育期间，使T细胞进一步与

一种或多种短聚体肽接触。在一些实施方案中，在所有三个诱导期，使T细胞进一步与一种

或多种短聚体肽接触。

[0322] 在一些实施方案中，APC和T细胞被包括在相同的自体免疫细胞中，所述自体免疫

细胞来自在第一步骤从患者抽取的患者的外周血。在DC成熟期结束时，将T细胞分离并且保

存用DC的活化时间。在一些实施方案中，在DC成熟期结束时，将T细胞在适合的用于活化的

培养基存在下培养用DC活化的时间。在一些实施方案中，T细胞是来自患者的先前冷冻保存

的细胞，将其在DC成熟期结束时解冻并且培养至少4小时至多达约48小时以便在用DC活化

时进行诱导。

[0323] 在一些实施方案中，APC和T细胞被包括在相同的自体免疫细胞中，所述自体免疫

细胞来自在不同的时间段(例如在不同的单采术过程)从患者抽取的患者的外周血。在一些

实施方案中，从对患者进行单采术时起至收获时，需要约20天至约少于26天。在一些实施方

案中，从对患者进行单采术时起至收获时，需要约21天至约少于25天。在一些实施方案中，

从对患者进行单采术时起至收获时，需要约21天至约少于24天。在一些实施方案中，从对患

者进行单采术时起至收获时，需要约21天至约少于23天。在一些实施方案中，从对患者进行

单采术时起至收获时，需要约21天。在一些实施方案中，从对患者进行单采术时起至收获

时，需要约少于21天。

[0324] 在一些实施方案中，活化的T细胞(药物物质)的释放标准包括无菌度、内毒素、细

胞表型、TNC计数、存活力、细胞浓度、效力中的任何一个或多个。在一些实施方案中，活化的

T细胞(药物物质)的释放标准包括无菌度、内毒素、细胞表型、TNC计数、存活力、细胞浓度、

效力中的每一个。

[0325] 在一些实施方案中，细胞的总数量是2x10^10个。在一些实施方案中，细胞的总数

量是2x10^9个。在一些实施方案中，细胞的总数量是5x10^8个。在一些实施方案中，细胞的

总数量是2x10^8个。在一些实施方案中，重新悬浮的T细胞的最终浓度是2x10^5个细胞/ml

或更高。在一些实施方案中，重新悬浮的T细胞的最终浓度是1x10^6个细胞/ml或更高。在一

些实施方案中，重新悬浮的T细胞的最终浓度是2x10^6个细胞/ml或更高。

[0326] 释放的细胞的以下标准被描述为示例性非限制条件，尤其由于在药物物质(DS)中

细胞群和亚群的标准可能随着癌症、癌症的状态、患者的状态、匹配的HLA单体型的可获得

性以及在肽存在下APC和T细胞的生长潜力而变化。在一些实施方案中，活化的T细胞(药物

物质)包括根据四聚体测定对特定的新抗原具有反应性的至少2％或至少3％或至少4％或

至少5％的CD8+T细胞。在一些实施方案中，活化的T细胞(药物物质)包括根据四聚体测定对

特定的新抗原具有反应性的至少2％或至少3％或至少4％或至少5％的CD4+T细胞。在一些

实施方案中，活化的T细胞(药物物质)包括对记忆T细胞表型是阳性的至少5％或至少6％或

至少7％或至少8％或至少9％或至少10％的细胞。

[0327] 在一些实施方案中，活化的T细胞(药物物质)是根据一种或多种标志物进行选择。

在一些实施方案中，活化的T细胞(药物物质)不是根据一种或多种标志物进行选择。在一些

实施方案中，对活化的T细胞(药物物质)的试样测试以下标志物中的一种或多种的存在或

不存在，以及其表现出每种被测试的标志物的细胞比例，所述一种或多种标志物选自：

CD19、CD20、CD21、CD22、CD24、CD27、CD38、CD40、CD72、CD3、CD79a、CD79b、IGKC、IGHD、MZB1、
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TNFRSF17、MS4A1、CD138、TNFRSR13B、GUSPB11、BAFFR、AID、IGHM、IGHE、IGHA1、IGHA2、IGHA3、

IGHA4、BCL6、FCRLA  CCR7、CD27、CD45RO、FLT3LG、GRAP2、IL16、IL7R、LTB、S1PR1、SELL、TCF7、

CD62L、PLAC8、SORL1、MGAT4A、FAM65B、PXN、A2M、ATM、C20orf112、GPR183、EPB41、ADD3、

GRAP2、KLRG1、GIMAP5、TC2N、TXNIP、GIMAP2、TNFAIP8、LMNA、NR4A3、CDKN1A、KDM6B、ELL2、

TIPARP、SC5D、PLK3、CD55、NR4A1、REL、PBX4、RGCC、FOSL2、SIK1、CSRNP1、GPR132、GLUL、

KIAA1683、RALGAPA1、PRNP、PRMT10、FAM177A1、CHMP1B、ZC3H12A、TSC22D2、P2RY8、NEU1、

ZNF683、MYADM、ATP2B1、CREM、OAT、NFE2L2、DNAJB9、SKIL、DENND4A、SERTAD1、YPEL5、BCL6、

EGR1、PDE4B、ANXA1、SOD2、RNF125、GADD45B、SELK、RORA、MXD1、IFRD1、PIK3R1、TUBB4B、HECA、

MPZL3、USP36、INSIG1、NR4A2、SLC2A3、PER1、S100A10、AIM1、CDC42EP3、NDEL1、IDI1、EIF4A3、

BIRC3、TSPYL2、DCTN6、HSPH1、CDK17、DDX21、PPP1R15B、ZNF331、BTG2、AMD1、SLC7A5  POLR3E、

JMJD6、CHD1、TAF13、VPS37B、GTF2B、PAF1、BCAS2、RGPD6、TUBA4A、TUBA1A、RASA3、GPCPD1、

RASGEF1B、DNAJA1、FAM46C、PTP4A1、KPNA2、ZFAND5、SLC38A2、PLIN2、HEXIM1、TMEM123、JUND、

MTRNR2L1、GABARAPL1、STAT4、ALG13、FOSB、GPR65、SDCBP、HBP1、MAP3K8、RANBP2、FAM129A、

FOS、DDIT3、CCNH、RGPD5、TUBA1C、ATP1B3、GLIPR1、PRDM2、EMD、HSPD1、MORF4L2、IL21R、

NFKBIA、LYAR、DNAJB6、TMBIM1、PFKFB3、MED29、B4GALT1、NXF1、BIRC2、ARHGAP26、SYAP1、

DNTTIP2、ETF1、BTG1、PBXIP1、MKNK2、DEDD2、AKIRIN1、HLA‑DMA、HLA‑DNB、HLA‑DOA、HLA‑

DPA1、HLA‑DPB1、HLA‑DQA1、HLA‑DQA2、HLA‑DQB1、HLA‑DQB2、HLA‑DRA、HLA‑DRB1、HLA‑DRB3、

HLA‑DRB4、HLA‑DRB5、CCL18、CCL19、CCL21、CXCL13、LAMP3、LTB、IL7R、MS4A1、CCL2、CCL3、

CCL4、CCL5、CCL8、CXCL10、CXCL11、CXCL9、CD3、LTA、IL17、IL23、IL21、IL7、CCL5、CD27、

CD274、CD276、CD8A、CMKLR1、CXCL9、CXCR6、HLA‑DQA1、HLA‑DRB1、HLA‑E、IDO1、LAG3、NKG7、

PDCD1LG2、PSMB10、STAT1、TIGIT、CD56、CCL2、CCL3、CCL4、CCL5、CXCL8、IFN、IL‑2、IL‑12、IL‑

15、IL‑18、NCR1、XCL1、XCL2、IL21R、KIR2DL3、KIR3DL1、KIR3DL2、NCAM1、HLA‑DMA、HLA‑DNB、

HLA‑DOA、HLA‑DPA1、HLA‑DPB1、HLA‑DQA1、HLA‑DQA2、HLA‑DQB1、HLA‑DQB2、HLA‑DRA、HLA‑

DRB1、HLA‑DRB3、HLA‑DRB4和HLA‑DRB5。

[0328] 在一些实施方案中，至少0.01％的(从来自患者的外周血的自体免疫细胞获得)响

应于新抗原而被刺激，并且在该过程结束时被扩增，并且被收获。在一些实施方案中，多于

0.01％的初始T细胞(从来自患者的外周血的自体免疫细胞获得)响应于新抗原而被刺激，

并且在该过程结束时被扩增，并且被收获。在一些实施方案中，多于0.1％的初始T细胞(从

来自患者的外周血的自体免疫细胞获得)响应于新抗原而被刺激，并且在该过程结束时被

扩增，并且被收获。在一些实施方案中，多于1％的初始T细胞(从来自患者的外周血的自体

免疫细胞获得)响应于新抗原而被刺激，并且在该过程结束时被扩增，并且被收获。

[0329] 在一些实施方案中，总数量的细胞是从DC成熟和T细胞活化的过程的1、2或3次循

环收获。

[0330] 在一些实施方案中，收获的细胞被冷藏在袋子中在液氮的气相中。

[0331] 如本领域技术人员已知的，此节的在前段落中所述的所有应用，从获得来自患者

的外周血的自体免疫细胞到收获细胞，都在无菌的封闭系统中进行，除了以下步骤之外：将

培养基或细胞的试样取出以通过流式细胞术、质谱法、细胞计数、细胞分选或任何功能测定

进行检查，这是取出作为试样的细胞或材料的终点。在一些实施方案中，用于直至收获的无

菌培养的封闭系统是本申请人的方法专有的。
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[0332] 在一些实施方案中，用于培养和扩充活化的T细胞的方法包括起始于获得来自患

者的外周血的自体免疫细胞到收获的上述步骤，在无菌过程中是可缩放规模的。在一些实

施方案中，每次进行至少1升的DC细胞培养。在一些实施方案中，每次进行至少1‑2升的T细

胞培养。在一些实施方案中，每次进行至少5升的DC细胞培养。在一些实施方案中，每次进行

至少5‑10升的T细胞培养。在一些实施方案中，每次进行至少10升的DC细胞培养。在一些实

施方案中，每次进行至少10‑40升的T细胞培养。在一些实施方案中，每次进行至少10升的DC

细胞培养。在一些实施方案中，每次进行至少10‑50升的T细胞培养。在一些实施方案中，同

时的分批培养在作为封闭系统并且可以从外部进行操纵和干预而不引入非无菌手段的系

统中进行和测试。在一些实施方案中，本文所述的封闭系统是全自动的。

[0333] 当通过注射进行施用时，活性剂可以被配制在水溶液中，尤其在生理上相容的缓

冲液例如Hanks溶液、林格氏溶液或生理盐水缓冲液中。该溶液可以包含配方用剂例如助悬

剂、稳定剂和/或分散剂。或者，活性化合物可以粉末形式用于在使用之前用适合的载体例

如无菌的无热原水构建。在另一实施方案中，该药物产品包含进一步活化或抑制宿主的免

疫应答的组分的物质，例如，减低或消除宿主对所述肽的免疫应答的物质。

[0334] 本文中提供的公开内容表明共享的新抗原可以用于对患者进行便利治疗性施用，

从而显著地缩短从实验室到临床的时间滞后。本文所述的组合物和方法在癌症疗法领域提

供了创新性进展。

实施例

实施例1.精准NEOSTIM临床过程

[0335] 本文中提供了过继T细胞疗法，其中将对管理的预先验证的保存的受试者癌症特

异性抗原肽预致敏的和有应答的T细胞施用于受试者。在此实施例中提供的方法至少在受

试者经历用于个性化疗法的这种评价和制备的过程的时间中避开了冗长的测序、鉴定和生

产受试者特异性新抗原肽，以及其后产生用于癌症免疫疗法的具有受试者特异性TCR的T细

胞。此方法的优点在于其快速、靶向和稳固。如图1A中所示，被鉴定患有癌或肿瘤的患者可

以被施用T细胞，所述T细胞在活体外被储库管理的肽活化，所述储库管理的肽具有从已知

用于鉴定的癌症的共享抗原的文库产生的表位的选择的、预先验证的集合。从患者选择到T

细胞治疗的过程可能需要不到6周。图1B显示在活体外产生癌靶标特异性T细胞的方法，该

方法是通过将T细胞用表达推定的T细胞表位的抗原呈递细胞(APC)进行预致敏，以及将活

化的T细胞扩充以获得表位特异性CD8+和CD4+(包括表现出记忆表型的这些细胞群(参见，

例如，WO2019094642，其以其整体通过援引而并入))。提前产生了经预先验证的表位的文

库。这种表位收集自本领域的现有知识、共有驱动突变、共有抗药性突变、组织特异性抗原

和肿瘤相关抗原。借助于用于表位预测、HLA结合和呈递特征的有效的基于计算机的程序，

为了储存和储备而产生预先验证的肽，如图2中的图所示。对于共有RAS  G12突变的示例性

预测示于图3A‑3D中。验证是利用如实施例2‑5中概述的系统性方法进行。靶肿瘤细胞抗原

应答性T细胞在活体外产生，并且免疫原性是利用在体外抗原特异性T细胞测定来验证(实

施例2)。质谱法用于验证表达目标抗原的细胞，其可以处理和呈递相关HLA分子上的肽(实

施例3)。此外，这些T细胞将呈递所述肽的细胞杀死的能力是利用细胞毒性测定来证实(实

施例4)。本文中提供的示例性数据证明用于RAS和GATA3新抗原的此验证方法，并且可以容

易地应用于其他抗原。
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实施例2.在活体外产生靶肿瘤细胞抗原应答性T细胞

[0336] 材料：

AIM  V培养基(Invitrogen)

人类FLT3L，临床前CellGemx#1415‑050储备液50ng/μL

TNF‑α，临床前CellGenix#1406‑050，储备液10ng/μL

IL‑1β，临床前CellGenix#1411‑050，储备液10ng/uL

PGE1或Alprostadil‑Cayman(来自捷克共和国)储备液0.5μg/μL

R10培养基‑RPMI  1640glutamax+10％人血清+1％PenStrep

20/80培养基‑18％AIM  V+72％RPMI  1640glutamax+10％人血清+1％PenStrep

IL7储备液5ng  L

IL15储备液5ng/μL

程序：

步骤1：在2mL  AIM  V培养基中，用FLT3L在24孔板的每个孔中铺板500万个PBMC(或

目标细胞)

步骤2：AIMV中的肽负载和成熟

1.将目标肽库(无肽条件除外)与各个孔中的PBMC(或目标细胞)混合。

2.温育1小时。

3.温育后，将成熟混合物(包括TNF‑α，IL‑1β，PGE1和IL‑7)混合到每个孔中。

步骤3：将人血清以10体积％的最终浓度添加到每个孔中并混合。

步骤4：用补充了IL7+IL的新鲜RPMI+10％HS培养基替换培养基。

步骤5：每1‑6天温育期间，用补充了IL7+IL15的20/80新鲜培养基换培养基。

步骤6：在2ml  AIM  V培养基中，用FLT3L在新的6孔板的每个孔中铺板500万个PBMC

(或目标细胞)

步骤7：用于重新刺激的肽负载和成熟(新板)

1.将目标肽库(无肽条件除外)与各个孔中的PBMC(或目标细胞)混合

2.温育1小时。

3.温育后将成熟混合物混合到每个孔中

步骤8：重新刺激：

1.对第一刺激FLT3L培养物进行计数，并将500万个培养细胞添加到新的重新刺激

板中。

2.使培养物体积达到5mL(AIM  V)，并添加500μL人血清(按体积计10％)

步骤9：取出3ml培养基，并添加6ml补充有IL7+IL15的RPMI+10％HS培养基。

步骤10：用补充有IL7+IL15的新鲜20/80培养基替换75％的培养基。

步骤11：如果需要，重复进行重新刺激。

分析抗原特异性诱导

[0337] MHC四聚体经购得或者根据本领域普通技术人员已知的方法现场制备，并且用于

在免疫原性测定中测量肽特异性T细胞扩充。为了评估，根据生产商的说明书，将四聚体添

加至在PBS中的1x105个细胞，PBS包含1％FCS和0.1％叠氮化钠(FACS缓冲剂)。将细胞在黑

暗中在室温下温育20分钟。然后将对T细胞标志物(例如CD8)特异性的抗体添加至生产商建
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议的最终浓度，并且将细胞在黑暗中在4℃温育20分钟。将细胞用冷FACS缓冲剂洗涤并且重

新悬浮在包含1％甲醛的缓冲剂中。在LSR  Fortessa(Becton  Dickinson)仪器上获取细胞，

并且通过使用FlowJo软件(Becton  Dickinson)进行分析。为了分析四聚体阳性细胞，从前

向和侧向散点图截取淋巴细胞门。数据被报告为是CD8+/四聚体+的细胞的百分比。

[0338] 在HLA‑A03:01和HLA‑A11:01上的RAS新抗原的示例性数据示于图5中。在多个健康

供体中在HLA‑A11:01上的RAS  G12V新抗原的示例性数据示于图6中。HLA‑A02:01上的RAS 

G12V新抗原的示例性数据示于图13中。HLA‑A68:01上的RAS新抗原的示例性数据示于图14

中。HLA‑B07:02上的RAS新抗原的示例性数据示于图15中。HLA‑B08:01上的RAS新抗原的示

例性数据示于图16中。HLA‑C08:02上的RAS  G12D新抗原的示例性数据示于图17中。HLA‑

A02:01、HLA‑A03:01、HLA‑A11:01、HLA‑B07:02和HLA‑B08:01上的GATA3新抗原的示例性数

据示于图21中。HLA‑A02:01上的BTK  C481S新抗原的示例性数据示于图26中。HLA‑A02:01上

的EGFR  T790M新抗原的示例性数据示于图27中。

[0339] CD4+T细胞对新抗原的应答可以利用活体外诱导方案进行诱导。在此实施例中，

CD4+T细胞应答通过监测IFNγ和/或TNFα的产生以抗原特异性方式进行鉴定。图18显示对

RAS  G12D新抗原呈反应性的CD4+T细胞的此类流式细胞术分析的代表性示例。图24显示对

GATA3新抗原呈反应性的CD4+T细胞的此类流式细胞术分析的代表性示例。

实施例3.评价抗原的呈递

[0340] 对于预测的抗原的子集，确定了对于所示HLA等位基因而言新表位的亲和力和具

有HLA等位基因的新表位的稳定性。RAS新抗原和GATA3新抗原的子集的示例性数据分别示

于图4A和图20中。

[0341] 用于测量肽与I类MHC的结合亲和力的方案的示例性详细描述已经被公布(Sette

等人，Mol.Immunol.31(11):813‑22,1994)。简言之，制备MHCI复合物并且将其结合至放射

性标记的参考肽。将肽以不同的浓度与这些复合物一起温育2天，并且与MHCI结合的放射性

标记的肽的剩余量是利用尺寸排阻凝胶过滤进行测量。置换放射性标记的参考肽所需的测

试肽的浓度越低表明该测试肽对MHCI的亲和力越强。对MHCI的亲和力<50nM的肽通常被视

为强结合剂，而亲和力<150nM的那些肽被视为中等结合剂，而<500nM的那些肽被视为弱结

合剂(Fritsch等人，2014)。

[0342] 用于测量肽与I类MHC的结合稳定性的方案的示例性详细描述已经被公布

(Harndahl等人，J  Immunol  Methods，374:5‑12,2011)。简言之，编码生物素化的MHC‑I重链

和轻链的合成基因在大肠杆菌中进行表达并且通过利用标准方法从内含体中被纯化。轻链

(β2m)被放射性标记有碘(125I)，并且与纯化的MHC‑I重链和目标肽在18℃下合并以引发

pMHC‑I复合物形成。这些反应在链霉亲和素涂覆的微孔板中进行以使生物素化的MHC‑I重

链结合至表面并允许测量放射性标记的轻链以监测复合物形成。通过添加较高浓度的未标

记的轻链并在37℃温育来引发解离。稳定性被定义为所述复合物的一半解离所需的时间长

度(小时)，如通过闪烁计数测量的。

[0343] 为了评估抗原是否可能从较大的多肽背景进行处理和呈递，从分离自表达目标基

因的细胞中的HLA分子洗脱出的肽通过串联质谱法(MS/MS)进行分析。

[0344] 为了分析RAS新抗原的呈递，使用天然地具有RAS突变或被慢病毒转导以表达突变

RAS基因的细胞系。基于细胞系的天然表达分离HLA分子，或者将所述细胞系进行慢病毒转
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导，或暂时转染以表达目标HLA。将293T细胞用编码突变RAS肽的可变区的慢病毒载体进行

转导。将表达由突变RAS编码的肽的大于5千万个细胞培养，并且将肽利用酸洗液从HLA‑肽

复合物洗脱。洗脱的肽而后通过靶向MS/MS和平行反应监测(PRM)进行分析。对于用RASG12V

突变和HLA‑A*03:01基因进行慢病毒转导的293T细胞，具有氨基酸序列vvvgaVgvgk的肽通

过质谱法进行检测。与其对应的稳定重同位素标记的合成肽的谱图比较(图4B)显示被检测

的肽的质量准确度小于百万分之5(ppm)。内源性肽谱图示于顶部子图中，对应的稳定重同

位素标记的合成肽的谱图示于底部子图中。对于天然表达RASG12V突变的和用HLA‑A*03:01

基因进行慢病毒转导的SW620细胞，具有氨基酸序列vvvgaVgvgk的肽通过质谱法进行检测。

与其对应的稳定重同位素标记的合成肽的谱图比较显示被检测的肽的质量准确度小于

5ppm(图4C)。内源性肽谱图示于顶部子图中，对应的稳定重同位素标记的谱图示于底部子

图中。对于天然表达RASG12V突变和HLA‑A*03:01基因二者的NCI‑H441细胞，具有氨基酸序列

vvvgaVgvgk的肽通过质谱法进行检测。与其对应的稳定重同位素标记的合成肽的谱图比较

显示被检测的肽的质量准确度小于5ppm(图4D)。内源性肽谱图示于顶部子图中，对应的稳

定重同位素标记的谱图示于底部子图中。执行了相似的操作过程，以分析衍生于HLA‑A*03:

01、HLA‑A*11:01、HLA‑A*30:01、HLA‑A*68:01和HLA‑B*07:02上的多个RASG12突变的肽，并且

表13列出通过质谱法被检测的那些肽。

表13
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[0345] 为了分析GATA3新抗原的呈递，将293T细胞用编码由GATA3neoORF编码的肽的可变

区的慢病毒载体进行转导。将表达由GATA3neoORF序列编码的肽的5千万至7亿个转导的细

胞进行培养，并且将肽利用酸洗液从HLA‑肽复合物洗脱。洗脱的肽而后通过靶向MS/MS使用

PRM进行分析。在源于GATA3  neoORF的肽与对应的合成肽之间进行谱图比较以确认每次检

测。对于表达HLA‑A*02:01蛋白质的293T细胞，肽VLPEPHLAL、SMLTGPPARV和MLTGPPARV通过

质谱法进行检测(表14和图20)。与对应的合成肽的谱图比较显示被检测的肽(SMLTGPPARV)

的质量准确度小于5ppm(图4E)。对于表达HLA‑A*03:01或HLA‑A*11:01蛋白质的293T细胞，

肽KIMFATLQR通过质谱法进行检测(图20)。对于表达HLA‑A*30:02蛋白质的293T细胞，肽

IMKPKRDGY和SIMKPKRDGY通过质谱法进行检测(表14)。对于表达HLA‑B*07:02蛋白质的293T

细胞，肽KPKRDGYMF和KPKRDGYMFL通过质谱法进行检测(表14和图20)。对于表达HLA‑B*08:
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01蛋白质的293T细胞，肽ESKIMFATL通过质谱法进行检测(表14和图20)。对于表达HLA‑B*

40:02蛋白质的293T细胞，肽AESKIMFATL和AESKIMFAT通过质谱法进行检测(表14)。对于表

达HLA‑C*03:03蛋白质的293T细胞，肽FATLQRSSL通过质谱法进行检测(表14)。

表14

HLA  I类结合和稳定性

[0346] 用于亲和力测量的肽的子集也用于使用所述测定进行稳定性测量(n＝275)。这些

数据示于表3中。小于50nM在本领域中被视为强结合剂，50‑150nM被视为中等结合剂，150‑

500nM被视为弱结合剂，并且大于500nM被视为极弱结合剂。观测的稳定性与观测的亲和力

之间的关系通过在这些结合稳定性间隔中降低中值稳定性而明显可见。但是，在结合剂之

间存在显著的重叠，并且重要地，在所有结合剂(包括极弱结合剂)中，在数小时范围中，存

在具有观测的稳定性的表位。

[0347] 免疫原性测定用于测试每种测试肽扩充T细胞的能力。制备成熟的专业APC用于以

以下方式进行这些测定。利用基于珠的试剂盒(Miltenyi)从健康的人类供体PBMC富集单核

细胞。将富集的细胞铺板在GM‑CSF和IL‑4中以诱导不成熟的DC。在5天之后，在添加细胞因

子成熟混合物(GM‑CSF、IL‑1β、IL‑4、IL‑6、TNFα、PGE1β)之前，将不成熟的DC在37℃与每种

肽一起温育1小时。将细胞在37℃温育以使DC成熟。在一些实施方案中，当所述肽施用于患

者中时需要诱发免疫应答。

[0348] 表4A显示包含RAS突变的肽序列、与其结合的对应HLA等位基因，以及测量的稳定

性和亲和力。

实施例4.在体外评估抗原特异性T细胞的细胞毒性能力

[0349] 细胞毒性活性可以通过经流式细胞术检测靶细胞中裂解的胱天蛋白酶3来测量。
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靶癌细胞被工程化为表达突变肽和适当的MHC‑I等位基因。Mock‑转导的靶细胞(即不表达

突变肽)用作阴性对照。将细胞用CFSE进行标记以将它们与用作效应细胞的受刺激的PBMC

区分。将靶细胞和效应细胞共同培养6小时，然后进行收获。进行细胞内染色以检测CFSE‑阳

性靶癌细胞中胱天蛋白酶3的裂解形式。特异性溶解的百分比被计算为：胱天蛋白酶3的实

验裂解/胱天蛋白酶3的自发裂解(在不存在突变肽表达下测量)x100。示例性数据显示针对

GATA3新抗原诱导的T细胞可以杀死表达GATA3  neoORF的靶细胞，示于图23中。

[0350] 在一些实施例中，细胞毒性活性是通过如下评估的：通过将用抗原特异性T细胞群

诱导的T细胞与表达对应HLA的靶细胞共同培养，以及通过测定靶细胞的相对生长，以及特

异性地测量靶癌细胞中的细胞凋亡标志物Annexin  V。靶癌细胞被工程化为表达突变肽或

者该肽被外源性地负载。Mock‑转导的靶细胞(即不表达突变肽)、负载有野生型肽的靶细胞

或未负载肽的靶细胞用作阴性对照。细胞还被转导为稳定地表达GFP，以允许追踪靶细胞生

长。GFP信号或Annexin‑V信号通过用IncuCyte  S3装置随着时间进行测量。起源于效应细胞

的Annexin  V信号通过尺寸排阻而被滤出。靶细胞生长和死亡分别被表述为随着时间的GFP

和Annexin‑V面积(mm2)。

[0351] 示例性数据表明受刺激的T细胞识别HLA‑A11:01上的RASG12V新抗原，特异性识别

和杀死负载有突变肽而不是负载有野生型肽的靶细胞，示于图7中。示例性数据表明受刺激

的T细胞识别HLA‑A11:01上的RASG12V新抗原，以<0.2:1的E:T比率杀死负载有纳摩尔量的肽

的靶细胞，示于图8中。示例性数据表明受刺激的T细胞识别HLA‑A11:01上的RASG12V新抗原，

杀死天然具有RASG12V突变和用HLA‑A11:01转导的SW620细胞，示于图9中。示例性数据表明

受刺激的T细胞识别HLA‑A03:01上的RASG12V新抗原，杀死天然具有RASG12V突变和HLA‑A03:

01的NCI‑H441细胞，示于图10中。示例性数据表明受刺激的T细胞识别HLA‑A02:01上的

GATA3新抗原，杀死天然具有HLA‑A02:01和用GATA3  neoORF转导的293T细胞，示于图22和图

23中。

实施例5.应用于组织特异性抗原的精准NEO‑STIM过程

[0352] 如果在非必要组织中产生肿瘤，则在此类组织中特异性表达的抗原可以被靶向。

例如，在前列腺组织中特异性表达的抗原可以在其中原发性肿瘤被重新切除的转移性前列

腺癌的情境中被靶向，因为只有表达这些抗原的细胞是转移性癌细胞。存在着多种此类非

必要组织。作为示例，利用两种方法对前列腺细胞进行评价，以发现潜在的前列腺特异性抗

原。在一种方法中，利用HLA‑MS对前列腺组织或前列腺癌细胞系进行评价，如实施例3中所

述。此方法可以导致对被验证为经处理和呈递的抗原的鉴定。来自此方法的示例性数据示

于图25A中。在另一种方法中，已知在前列腺细胞中特异性表达的基因可以通过一种或多种

MHC结合和呈递预测软件进行评价。生成肽‑MHC预测算法并且将其用于这些研究。如实施例

2、3和4中，质谱、细胞和免疫测定进一步帮助验证预测的肽–HLA配对。对已知在前列腺中特

异性表达的4个基因(KLK2、KLK3、KLK4、TGM4)的此分析的示例性结果示于下表中。对这些表

位进一步进行免疫原性研究，如在实施例2中。前缀有‘*’的表位显示出在一个或二个供体

中诱导阳性CD8+T细胞应答(分别在第6列中标记为1或2)，还示于图25B中。

表12
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[0353] 在进一步测定中，对表中所示的肽特异性的T细胞被测试杀死靶细胞的能力，如实

施例4中所述。示例性数据示于图25C中，其中KLK4前列腺特异性表位与负载有2uM肽的或未

负载的293T‑GFP细胞共同培养。相比于无肽对照(左图像)，负载有肽的靶细胞在远远更大

的程度上被杀死(右图像)。

实施例6.靶抗原活化的T细胞的富集

[0354] 肿瘤抗原应答性T细胞可以被进一步富集。在此实施例中，探索了用于富集抗原应

答性T细胞的多种途径，并且呈现出结果。在对抗原特异性T细胞的初始刺激之后(实施例2，

步骤1‑5)，可以在进一步扩充这些细胞之前使用富集过程。作为示例，将在第13天以用于初

始刺激的相同肽对培养物进行刺激和脉冲，并且对上调4‑1BB的细胞利用磁性辅助的细胞

分离(MACS；Miltenyi)进行富集。然后，可以例如通过利用抗CD3和抗CD28微珠和低剂量的

IL‑2进行将这些细胞进一步扩充。如图19A(中间行)和图19B(中间列)中所示，此方法可以

富集多个抗原特异性T细胞群。作为另一示例，由多聚体染色的T细胞可以通过MACS在刺激

的第14天进行富集并且，例如通过利用抗CD3和抗CD28微珠和低剂量的IL‑2进行进一步扩

充。如图19A(底行)和图19B(右列)中所示，此方法可以富集多个抗原特异性T细胞群。

实施例7.对所选择的肽的免疫原性测定

[0355] 在DC成熟之后，将PBMC(大体积或富集有T细胞)和增殖细胞因子添加至成熟树突

细胞。通过联用功能测定和/或四聚体染色，针对肽‑特异性T细胞监测培养物。用修饰的肽

和母肽的平行免疫原性测定允许比较肽扩充的肽‑特异性T细胞的相对效率。在一些实施方

案中，肽在T细胞培养物中诱发免疫应答包括在所述T细胞培养物中检测FAS配体、颗粒酶、

穿孔素、IFN、TNF或其组合的表达。

[0356] 免疫原性可以通过四聚体测定来测量。MHC四聚体经购得或者现场制备，并且用于

在免疫原性测定中测量肽特异性T细胞扩充。为了评估，根据生产商的说明书，将四聚体添

加至在PBS中的1x10^5个细胞，PBS包含1％FCS和0.1％叠氮化钠(FACS缓冲剂)。将细胞在黑

暗中在室温下温育20分钟。然后将对T细胞标志物特异性的抗体(例如CD8)添加至生产商建

议的最终浓度，并且将细胞在黑暗中在4℃温育20分钟。将细胞用冷FACS缓冲剂洗涤并且重

新悬浮在包含1％甲醛的缓冲剂中。在FACS  Calibur(Becton  Dickinson)仪器上获取细胞，
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并且通过使用Cellquest软件(Becton  Dickinson)进行分析。为了分析四聚体阳性细胞，从

前向和侧向散点图截取淋巴细胞门。数据被报告为是CD8+/四聚体+的细胞的百分比。

[0357] 免疫原性可以通过细胞内细胞因子染色来测量。在不存在公认的四聚体染色来鉴

定抗原特异性T细胞群的情况下，抗原特异性可以通过利用对细胞因子产量的评估利用公

认的流式细胞术测定进行估算。简言之，将T细胞用目标肽进行刺激并且与对照进行比较。

在刺激之后，对CD4+T细胞产生的细胞因子(例如，IFNγ和TNFα)通过细胞内染色进行评估。

这些细胞因子，尤其IFNγ，用于鉴定受刺激的细胞。

[0358] 在一些实施方案中，免疫原性通过利用ELISpot测定法测量由T细胞表达的蛋白质

或肽来测量。肽‑特异性T细胞通过利用ELISpot测定(BD  Biosciences)进行功能性枚举，

ELISpot测定在单细胞基础上测量从T细胞释放的IFNγ。将靶细胞(T2或HLA‑A0201转染的

C1R)用10μM肽在37摄氏度脉冲1小时，并且洗涤三次。将1x10^5个经肽脉冲的靶标在

ELISPOT板孔中与从免疫原性培养物获取的不同浓度的T细胞(5x10^2至2x10^3)共同培养。

根据生产商的方案对板进行显影，并且在ELISPOT读取器(Cellular  Technology  Ltd .)上

用随附的软件进行分析。与产生IFNγ的T细胞的数量对应的点被报告为点的绝对数量/铺

板的T细胞数量。对于在修饰的肽上扩充的T细胞，不仅测试它们识别由修饰的肽脉冲的靶

标的能力，而且测试它们识别由母肽脉冲的靶标的能力。

[0359] CD107a和CD107b在用关联肽活化之后的CD8+T细胞的细胞表面上被表达。T细胞的

溶解颗粒具有脂双层，该脂双层包含溶酶体相关的膜糖蛋白(“LAMP”)，其包括分子CD107a

和CD107b。当细胞毒性T细胞通过T细胞受体被活化时，这些溶解颗粒的膜迁移并且与T细胞

的质膜融合。颗粒内容物被释放，并且这导致靶细胞的死亡。随着颗粒膜与质膜融合，C107a

和b暴露于细胞表面上，并且因此是脱颗粒的标志物。由于通过CD107a和CD107b染色测量的

脱颗粒在单细胞基础上进行报告，所以该测定用于功能性枚举肽‑特异性T细胞。为了进行

测定，将肽添加于HLA‑A0201转染的细胞C1R直至20μM的最终浓度，将细胞在37摄氏度温育1

小时，并且洗涤三次。将1x10^5个经肽脉冲的C1R细胞等分量入管中，并且将CD107a和

CD107b特异性抗体添加至生产商(Becton  Dickinson)建议的最终浓度。因为在测定过程期

间CD107分子短暂地出现在表面上，所以为了“捕获”CD107分子，在添加T细胞之前，添加抗

体。接着添加来自免疫原性培养物的1x10^5个T细胞，并且将样品在37摄氏度温育4小时。将

T细胞进一步染色，用于附加的细胞表面分子例如CD8，并且在FACS  Calibur仪器(Becton 

Dickinson)上获取。通过利用随附的Cellquest软件对数据进行分析，并且将结果报告为

CD8+CD107  a和b+细胞的百分比。

[0360] 细胞毒性活性利用铬释放测定来测量。将靶T2细胞用Na51Cr在37摄氏度标记1小

时，然后将洗涤的5x10^3个靶T2细胞添加至来自免疫原性培养物的不同数量的T细胞。在37

摄氏度温育4小时之后收获的上清液中测量铬释放。特异性溶解的百分比被计算为：

实验释放‑自发释放/总释放‑自发释放x100

[0361] 进行免疫原性测定以评估每种肽是否能够通过抗原特异性扩充而诱发T细胞应

答。虽然目前的方法不完美，因此阴性结果不表明肽不能诱导应答，阳性结果表明肽能够诱

导T细胞应答。对于来自表3的若干肽，用如所述的多聚体读取测试它们诱发CD8+T细胞应答

的能力。每个阳性结果用第二多聚体制剂进行测量以避免任何制剂偏性。在示例性测定中，

将HLA‑A02:01+T细胞与负载有TMPRSS2::ERG融合新表位(ALNSEALSV；HLA‑A02:01)的单核
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细胞衍生的树突细胞共同培养10天。利用多聚体(初始:BV421和PE；验证：APC和BUV396)来

分析CD8+T细胞的对TMPRSS2::ERG融合新表位的抗原特异性。

[0362] 虽然抗原特异性CD8+T细胞应答通过利用公认的HLA  I类多聚体技术易于进行评

估，但是因为HLA  II类多聚体技术并非公认的，所以CD4+T细胞应答需要单独的测定来评

价。为了评估CD4+T细胞应答，将T细胞用目标肽进行重新刺激，并且与对照比较。在完全新

颖的序列(例如，产生于移码或融合)的情况中，对照不是肽。在点突变的情况中，对照是WT

肽。在刺激之后，由CD4+T细胞产生的细胞因子(例如，IFNγ和TNFα)通过细胞内染色进行评

估。这些细胞因子，尤其IFNγ，用于鉴定受刺激的细胞。抗原特异性CD4+T细胞应答显示相

对于对照增高的细胞因子产量。

实施例8.细胞扩充和制备

[0363] 为了制备APC，采用了以下方法(a)从患者的外周血获得自体免疫细胞；在培养物

中富集单核细胞和树突细胞；负载肽以及使DC成熟。

T细胞诱导(方案1)

[0364] 第一诱导：(a)从单采术袋获得自体T细胞；(b)耗尽CD25+细胞和CD14+细胞，或者，

仅耗尽CD25+细胞；(c)洗涤负载有肽的和成熟的DC细胞，重新悬浮在T细胞培养基中；(d)将

T细胞与成熟DC一起温育。

[0365] 第二诱导：(a)洗涤T细胞，重新悬浮在T细胞培养基中，和任选地，评价来自细胞培

养物的小试样以确定细胞生长、相对生长和对T细胞亚型的诱导以及抗原特异性，以及监测

细胞群的损失；(b)将T细胞与成熟DC一起温育。

[0366] 第三诱导：(a)洗涤T细胞，重新悬浮在T细胞培养基中，和以任选地，评价来自细胞

培养物的小试样以确定细胞生长、相对生长和对T细胞亚型的诱导以及抗原特异性，以及监

测细胞群的损失；(b)将T细胞与成熟DC一起温育。

[0367] 为了收获肽活化的T细胞和冷冻保存T细胞，采用了以下方法(a)洗涤和重新悬浮

最终的配制物，该配制物包含活化的T细胞，其处在促成药物物质(DS)的期望特征的细胞类

型的最佳细胞数量和比例。释放标准测试除了其他方面之外还包括无菌度、内毒素、细胞表

型、TNC计数、存活力、细胞浓度、效力；(b)将药物物质填装在适合的包封的输注袋中；(c)保

藏直至使用之时。

实施例9‑CD4+和CD8+新抗原特异性T细胞的功能表征方法

[0368] 癌细胞中的由改变蛋白质编码基因序列的体细胞突变产生新抗原，目前正成为免

疫治疗的诱人靶标。它们在肿瘤细胞上的独特表达不同于健康组织，并可以被免疫系统识

别为外来抗原，增加免疫原性。开发了T细胞制备工艺以通过多轮离体T细胞刺激来提高记

忆力和从头产生CD4+和CD8+T细胞对患者特异性新抗原的反应，从而产生新抗原反应性T细

胞产物以供使用在过继细胞疗法中。刺激的T细胞产物的详细表征可用于测试这些过程利

用的许多潜在变量。

[0369] 为了探测T细胞的功能和/或特异性，开发了一种测定法，以同时检测抗原特异性T

细胞应答并表征其大小和功能。该测定采用以下步骤。首先使用T细胞‑APC共培养物在抗原

特异性T细胞中引发反应。任选地，采用使用荧光细胞条形码化的样品多路化。为了鉴定抗

原特异性CD8+T细胞并检查T细胞功能，使用FACS分析同时探测肽‑MHC多聚体的染色和多参

数细胞内和/或细胞表面细胞标志物的染色。合理化测定的结果证明了其在研究由健康供
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体诱导的T细胞应答中的应用。在健康的供体中鉴定出针对肽的新抗原特异性T细胞应答。

还比较了诱导的T细胞应答的大小、特异性和功能性。简言之，将不同的T细胞样品用不同浓

度的不同荧光染料条形码化(参见例如实施例19)。每个样品接受不同浓度的荧光染料或不

同浓度的多种染料的组合。将样品重悬浮于磷酸盐缓冲盐水(PBS)中，然后添加溶解在DMSO

中的荧光团(通常以1:50的稀释度)至最大终浓度为5μM。在37℃标记5分钟后，通过添加含

蛋白质的培养基(例如包含10％合并的人AB型血清的RPMI培养基)将过量的荧光染料淬灭。

如上所述，用经抗原肽脉冲的自体APC攻击独特条形码化的T细胞培养物。

[0370] 将差异标记的样品合并到一个FACS管或孔中，如果生成的体积大于100μL，则再次

沉淀。将合并的条形码化的样品(通常为100pL)用包括荧光染料缀合的肽‑MHC多聚体的表

面标志物抗体染色。固定和透化后，将样品另外用靶向TNF‑α和IFN‑γ的抗体进行细胞内染

色。

[0371] 然后通过流式细胞术在流式细胞仪上同时分析合并的条形码化的T细胞样品的细

胞标志物谱和MHC四聚体染色。与分别分析T细胞样品的细胞标志物谱和MHC四聚体染色的

其他方法不同，本实施例中描述的T细胞样品的细胞标志物谱和MHC四聚体染色的同时分析

提供了关于既具有抗原特异性又具有增加的细胞标志物染色的T细胞百分比的信息。分析T

细胞样品的细胞标志物谱和MHC四聚体染色的其他方法，单独确定样品的抗原特异性T细胞

百分比，并单独确定具有增加的细胞标志物染色的T细胞百分比，仅允许这些频率的相关

性。

[0372] 在该实施例中描述的T细胞样品的细胞标志物谱和MHC四聚体染色的同时分析不

依赖于抗原特异性T细胞的频率与具有增加的细胞标志物染色的T细胞的频率的相关性。相

反，它提供了既具有抗原特异性又具有增加的细胞标志物染色的T细胞频率。在该实施例中

描述的T细胞样品的细胞标志物谱和MHC四聚体染色的同时分析允许在单个细胞水平上确

定那些既是抗原特异性的又具有增加的细胞标志物染色的细胞。

[0373] 为了评价给定诱导过程的成功性，使用了回忆应答测定法，然后进行了多路化的

多参数流式细胞术面板分析。将取自诱导培养物的样品用独特的双色荧光细胞条形码标

记。将标记的细胞在负载抗原的DC或未负载DC上温育过夜，以刺激抗原特异性细胞中的功

能应答。第二天，根据下表将独特标记的细胞合并，然后进行抗体和多聚体染色。

表9

标志物 荧光染料 目的

CD19/CD16/CD14 BUV395 细胞排除

活/死 Near‑IR 死细胞排除

CD3 BUV805 谱系门控

CD4 Alexa  Fluor  700 谱系门控

CD8 PerCP‑Cy5.5 谱系门控

条形码1 CFSE 样品多路化

条形码2 TagIT  Violet 样品多路化

多聚体1 PE CD8+抗原特异性

多聚体2 BV650 CD8+抗原特异性

IFNγ APC 功能性
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TNFα BV711 功能性

CD107a BV786 细胞毒性

4‑1BB PE/Dazzle  594 活化

[0374] 使用生物信息学引擎预测患者特异性新抗原。在刺激方案中，将覆盖预测的新抗

原的合成长肽用作免疫原，以评估免疫原性能力。刺激方案包括将这些新抗原编码的肽进

给到患者来源的APC，然后将其与患者来源的T细胞共培养以对新的抗原特异性T细胞进行

预致敏。

[0375] 刺激方案中包含多轮刺激，以预致敏、激活和扩展记忆以及从头T细胞应答。通过

使用以下测定表征这些应答，分析了这些新抗原特异性T细胞的特异性、表型和功能：使用

pMHC多聚体的组合编码分析用于检测多种新抗原特异性CD8+T细胞应答。使用多路化的多

参数流式细胞术进行的回忆应答测定用于鉴定和验证CD4+T细胞应答。通过测量促炎细胞

因子(包括IFN‑γ和TNFa)的产生以及作为脱颗粒的标志的CD  107a上调来评估CD8+和CD4+

T细胞应答的功能性。使用采用表达新抗原的肿瘤细胞系进行的细胞毒性测定，以了解CD8+

T细胞应答响应于天然加工并呈递的抗原识别和杀死靶细胞的能力。通过T细胞上CD  107a

的细胞表面上调和表达新抗原的肿瘤细胞上活性胱天蛋白酶3的上调来测量细胞毒性。刺

激方案成功扩展了先前存在的CD8+T细胞应答，并诱导了从头CD8+T细胞应答(表10)。

表10

[0376] 申请人的团队使用来自黑素瘤患者的PBMC进行了临床研究，观察到先前存在的

CD8+T细胞应答从4.5％的CD8+T细胞扩展到72.1％的CD8+T细胞(SRSF1E>K)。此外，刺激方案

有效诱导两种针对患者特异性新抗原的从头CD8+T细胞应答(示例性从头CD8+T细胞应答：

ARAP1Y>H：6.5％的CD8+T细胞，和PKDREJG>R：13.4％的CD8+T细胞；在刺激过程之前未检测到

细胞)。刺激方案使用来自另一位黑色素瘤患者NV6的PBMC成功诱导了针对先前描述的和新

型模型新抗原的7种从头CD8+T细胞应答，达不同幅度(ACTN4K>NCSNK1A1S>L  DHX40neoORF  7，

GLI3P>L，QARSR>W，FAM178BP>L和RPS26P>L，范围：0.2％的CD8+T细胞，最高52％的CD8+T细胞)。

此外，针对患者特异性新抗原的CD8+记忆T细胞应答得到了扩展(AASDHneoORF，刺激后高达

13％的CD8+T细胞)。

[0377] 对来自患者的诱导的CD8+T细胞进行了更详细的表征。在用突变的肽负载的DC再
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次攻击时，新抗原特异性CD8+T细胞表现出一种、两种和/或所有三种功能(对于SRSF1E>K和

ARAP1Y>H，分别具有16.9％和65.5％的功能性CD8+pMHC+T细胞)。当用不同浓度的新抗原肽

再次攻击时，诱导的CD8+T细胞对突变的新抗原肽有显著的应答，而对野生型肽没有显著的

应答。在所述患者中，使用具有突变的新抗原负载的DC的回忆应答测定法鉴定了CD4+T细胞

应答。基于与负载突变型新抗原肽的DC的反应性，鉴定了三种CD4+T细胞应答(MKRN1S>L、

CREBBPS>L和TPCN1K>E)。当用突变新抗原肽再次攻击时，这些CD4+T细胞应答也显示出多功

能性特征。31 .3％、34 .5％和41 .9％的CD4+T细胞分别显示一种，两种和/或三种功能；

MKRN1S>L、CREBBPS>L和TPCN1K>E应答。

[0378] 还评估了来自所述患者的诱导的CD8+应答的细胞毒性能力。共培养后，SRSF1E>K

和ARAP1y>H反应均显示CD8+T细胞上的CD107a显著上调，以及用突变体构建体转导的肿瘤

细胞上的活性胱天蛋白酶3显著上调。

[0379] 使用模拟方案，通过在患者材料中诱导多种新抗原特异性CD8+和CD4+T细胞应答，

确认了预测的患者特异性新抗原以及模型新抗原具有免疫原性。诱导多功能和突变体特异

性CD8+和CD4+T细胞应答的能力证明了预测高质量新抗原和产生有效T细胞应答的能力。在

刺激过程结束时，存在多个富集的新抗原特异性T细胞群(记忆和从头)，证明了产生新的T

细胞应答并产生有效的癌症免疫疗法来治疗癌症患者的能力。

[0380] 以下提供用于T细胞培养的示例性材料：

材料：AIM  V培养基(Invitrogen)人FLT3L；临床前CellGenix#1415‑050储备液

50ng/μL  TNFα；临床前CellGenix#1406‑050储备液10ng/μL；IL‑1β，临床前CellGenix#

1411‑050储备液10ng/μL；PGE1或Alprostadil–Cayman(来自捷克共和国)储备液0.5μg/μL；

R10培养基‑RPMI  1640glutamax+10％人血清+1％PenStrep；20/80培养基‑18％AIM  V+72％

RPMI  1640glutamax+10％人血清+1％PenStrep；IL7储备液5ng/μL；IL15储备液5ng/μL；DC

培养基(Cellgenix)；CD14微珠、人、Miltenyi#130‑050‑201、细胞因子和/或生长因子、T细

胞培养基(AIM  V+RPMI  1640glutamax+血清+PenStrep)、肽储备液‑1mM/肽(HIV  A02–5‑10

肽、HIV  B07‑5‑10肽、DOM‑4‑8肽、PIN‑6‑12肽)。
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