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(57)摘要

公开了包含分化簇38(CD38)基因的敲除的

遗传修饰的NK细胞和使用其治疗癌症的方法，所

述癌症包括但不限于多发性骨髓瘤、急性髓性白

血病(AML)、T细胞急性成淋巴细胞性白血病(T‑

A L L ) 或母细胞性浆细胞样树突细胞肿瘤

(BPDCN)。

权利要求书2页  说明书48页

序列表3页  附图31页

CN 114867485 A

2022.08.05

CN
 1
14
86
74
85
 A



1.一种治疗受试者中的癌症的方法，其包含向所述受试者施用已被修饰以包含CD38基

因敲除的NK细胞。

2.根据权利要求1所述的治疗癌症的方法，其中所述癌症包含多发性骨髓瘤、急性髓性

白血病(AML)、T细胞急性成淋巴细胞性白血病(T‑ALL)或母细胞性浆细胞样树突细胞肿瘤

(BPDCN)。

3.根据权利要求1或2所述的治疗癌症的方法，其进一步包含向所述受试者施用抗癌

剂，所述抗癌剂包含靶向CD38的小分子、抗体、肽、蛋白质或siRNA。

4.根据权利要求3所述的治疗癌症的方法，其中所述抗癌剂包含达雷木单抗

(Daratumumab)、艾萨妥昔单抗(isatuximab)、TAK‑079或MOR202。

5.根据权利要求3或4所述的治疗癌症的方法，其进一步包含向所述受试者施用血管生

成抑制剂和类固醇。

6.根据权利要求5所述的治疗癌症的方法，其中所述血管生成抑制剂包含泊马度胺

(Pomalidomide)、来那度胺(Lenalidomide)或阿普斯特(Apremilast)。

7.根据权利要求5所述的治疗癌症的方法，其中所述类固醇包含糖皮质激素。

8.根据权利要求7所述的治疗癌症的方法，其中所述糖皮质激素包含地塞米松

(dexamethasone)、倍他米松(betamethasone)、泼尼松龙(prednisolone)、

methodlprenisolone、曲安西龙(triamcinolone)或醋酸氟氢可的松(fludrocortisone 

acetate)。

9.一种将工程化的NK细胞过继转移至有需要的受试者的方法，所述方法包含

a)获得待修饰的靶NK细胞；

b)获得对靶DNA序列具特异性的gRNA；

c)通过电穿孔向所述靶NK细胞中引入RNP复合物，所述RNP复合物包含与相应CRISPR/

Cas向导RNA复合的2类CRISPR/Cas核酸内切酶(Cas9)，所述CRISPR/Cas向导RNA与所述靶NK

细胞的基因组DNA内的靶序列杂交，产生工程化的NK细胞；以及

d)将所述工程化的NK细胞转移到所述受试者中。

10.根据权利要求9所述的方法，其中所述受试者患有癌症。

11.根据权利要求9所述的方法，其中所述NK细胞是已经离体修饰并在修饰后转移至所

述受试者的原代NK细胞。

12.根据权利要求9所述的方法，其中所述NK细胞是自体NK细胞。

13.根据权利要求9所述的方法，其中所述NK细胞来自同种异体供体来源。

14.根据权利要求9所述的方法，其中所述NK细胞在施用于所述受试者之前用辐射的表

达mbIL‑21的饲养细胞扩增。

15.根据权利要求9所述的方法，其中在将所述NK细胞转移至所述受试者后，通过施用

IL‑21或辐射的表达mbIL‑21的饲养细胞在所述受试者中扩增所述NK细胞。

16.根据权利要求9所述的方法，其中所述RNP复合物靶向所述CD38基因。

17.一种遗传修饰的NK细胞，其包含通过根据权利要求9至16中任一项所述的方法制备

的编码分化簇38(CD38)的基因的敲除。

18.一种治疗受试者中的癌症的方法，其包含向所述受试者施用根据权利要求17所述

的遗传修饰的NK细胞。
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19.根据权利要求18所述的方法，其进一步包含向所述受试者施用抗癌剂，所述抗癌剂

包含靶向CD38的小分子、抗体、肽、蛋白质或siRNA。

20.根据权利要求19所述的治疗癌症的方法，其中所述抗癌剂包含抗CD38抗体。

21.根据权利要求20所述的治疗癌症的方法，其中所述抗CD38抗体包含达雷木单抗、艾

萨妥昔单抗、TAK‑079或MOR202。

22.根据权利要求18至21中任一项所述的治疗癌症的方法，其中所述癌症包含多发性

骨髓瘤、急性髓性白血病(AML)、T细胞急性成淋巴细胞性白血病(T‑ALL)或母细胞性浆细胞

样树突细胞肿瘤(BPDCN)。

23.一种在接受抗CD38免疫疗法的受试者中减少NK细胞自相残杀的方法，其包含向所

述受试者施用根据权利要求17所述的遗传修饰的NK细胞。
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CD38敲除的原代和扩增的人NK细胞的生成

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求于2019年10月31日提交的美国临时申请第62/928,524号的权益，其明

确地通过引用并入本文。

背景技术

[0003] 近年来癌症免疫治疗得到了很大进展。遗传修饰的嵌合抗原受体(CAR)T细胞是工

程化免疫细胞成功应用于癌症免疫治疗的一个很好的实例。这些细胞最近被FDA批准用于

治疗CD19+B细胞恶性肿瘤，但是迄今为止，成功仅限于携带少数可靶向抗原的疾病，并且靶

向这些有限的抗原库易于因免疫逃逸而失败。此外，由于同种异体T细胞引起的移植物抗宿

主疾病的风险，CAR  T细胞已经集中于使用自体T细胞。相比之下，NK细胞能够以不依赖于抗

原的方式杀死肿瘤靶点并且不会引起GvHD，这使得它们成为癌症免疫治疗的良好候选。当

与抗体组合时，NK细胞和抗体的靶向和效应机制与CAR  T细胞的相似。不幸的是，对于一些

癌症，目前的治疗不仅靶向癌症，而且还会耗尽患者的NK细胞群。例如，达雷木单抗

(daratumumab)靶向在多发性骨髓瘤细胞和白血病上以升高的水平发现的CD38。达雷木单

抗的抗肿瘤活性依赖于NK细胞。然而，CD38也以高水平在NK细胞的表面上表达，并且达雷木

单抗的施用导致NK细胞自相残杀，从而限制了达雷木单抗的有效性。因此，需要能够克服NK

细胞自相残杀问题的新的免疫疗法和/或治疗方法。

发明内容

[0004] 公开了涉及包含CD38基因敲除的遗传修饰的NK细胞的方法和组合物。

[0005] 在一个方面，本文公开了治疗、减轻、抑制、减少、改善和/或预防受试者中的癌症

和/或转移(例如，多发性骨髓瘤，白血病(包括但不限于急性髓性白血病(AML)、T细胞急性

成淋巴细胞性白血病(T‑ALL)或母细胞性浆细胞样树突细胞肿瘤(BPDCN))的方法，其包含

向受试者施用已被修饰以包含CD38基因敲除的NK细胞。在一些方面，治疗、减轻、抑制、减

少、改善和/或预防癌症和/或转移的方法可以进一步包含向受试者施用靶向CD38的小分

子、抗体、肽、蛋白质或siRNA(例如，抗CD38抗体，包括但不限于达雷木单抗、艾萨妥昔单抗

(isatuximab)、TAK‑079和/或MOR202)。

[0006] 本文还公开了治疗、减轻、抑制、减少、改善和/或预防前述任一方面的癌症和/或

转移(例如，多发性骨髓瘤、白血病(包括但不限于急性髓性白血病(AML)、T细胞急性成淋巴

细胞性白血病(T‑ALL)或母细胞性浆细胞样树突细胞肿瘤(BPDCN))的方法，其进一步包含

向受试者施用血管生成抑制剂(例如，泊马度胺(Pomalidomide)、来那度胺(Lenalidomide)

或阿普斯特(Apremilast))和类固醇(例如，糖皮质激素，包括但不限于地塞米松

(dexamethasone)、倍他米松(betamethasone)、泼尼松龙(prednisolone)、

methodlprenisolone、曲安西龙(triamcinolone)或醋酸氟氢可的松(fludrocortisone 

acetate))。

[0007] 在一个方面，本文公开了治疗、减轻、抑制、减少、改善和/或预防不直接表达CD38
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但其中可靶向癌症微环境中的其它细胞(包括但不限于髓源性抑制细胞(MDSC))的癌症和/

或转移的方法，其包含向受试者施用已被修饰以包含CD38基因敲除的NK细胞。

[0008] 在一个方面，本文公开了遗传修饰NK细胞(例如，原代或扩增的NK细胞)的方法，其

包含获得对NK细胞(例如，CD38)中的靶DNA序列具特异性的向导RNA(gRNA)；以及b)通过电

穿孔向靶NK细胞中引入核糖核蛋白(RNP)复合物，该核糖核蛋白复合物包含与相应CRISPR/

Cas向导RNA复合的2类CRISPR/Cas核酸内切酶(Cas9)，该CRISPR/Cas向导RNA与NK细胞的基

因组DNA内的靶序列杂交，产生CD38敲除的原代或扩增的NK细胞。

[0009] 本文还公开了前述任一方面的方法，其中通过插入或缺失一个或多个碱基对、通

过异源DNA片段(例如，供体多核苷酸)的插入、通过内源DNA片段的缺失、通过内源DNA片段

的倒位或易位或其组合来修饰NK细胞的基因组。

[0010] 在一个方面，本文公开了遗传修饰前述任一方面的NK细胞的方法，其中在转导(例

如，电穿孔)之前，将NK细胞(例如，原代或扩增的NK细胞)在IL‑2和/或辐射的饲养细胞存在

下孵育4、5、6或7天。

[0011] 本文还公开了遗传修饰前述任一方面的NK细胞的方法，其进一步包含在电穿孔后

用辐射的表达膜结合白介素‑21(mbIL‑21)的饲养细胞扩增修饰的NK细胞。

[0012] 在一个方面，本文公开了通过前述任一方面的方法制备的修饰的NK细胞。在一个

方面，修饰的NK细胞可以包含编码CD38的基因的敲除。例如，在另一方面，本文公开了包含

如本文公开的编码分化簇38(CD38)的基因的敲除的遗传修饰的NK细胞，其用作药物，优选

地用于治疗、减轻、抑制、减少、改善和/或预防癌症和/或转移的方法。在另一方面，本文公

开了包含如本文公开的编码分化簇38(CD38)的基因的敲除的遗传修饰的NK细胞，其用于

(i)在有需要的受试者中增加氧化呼吸能力的方法或(ii)在有需要的受试者中限制细胞外

NAD水解和改善氧化还原呼吸能力的方法。以相同的方式，本文还公开了包含如本文公开的

编码分化簇38(CD38)的基因的敲除的遗传修饰的NK细胞在制备药物中的用途，优选地在制

备用于治疗、减轻、抑制、减少、改善和/或预防癌症和/或转移的药物中的用途。在另一方

面，本文公开了包含如本文公开的编码分化簇38(CD38)的基因的敲除的遗传修饰的NK细胞

在制备用于(i)在有需要的受试者中增加氧化呼吸能力或(ii)在有需要的受试者中限制细

胞外NAD水解和改善氧化还原呼吸能力的药物中的用途。

[0013] 本文还公开了治疗、减轻、抑制、减少、改善和/或预防癌症和/或转移(例如，多发

性骨髓瘤、白血病(包括但不限于急性髓性白血病(AML)、T细胞急性成淋巴细胞性白血病

(T‑ALL)或母细胞性浆细胞样树突细胞肿瘤(BPDCN))的方法，其包含向患有癌症的受试者

施用前述任一方面的修饰的NK细胞(如CD38敲除的NK细胞)。在一些方面，治疗、减轻、抑制、

减少、改善和/或预防癌症和/或转移的方法可以进一步包含向受试者施用靶向CD38的小分

子、抗体、肽、蛋白质或siRNA(例如，抗CD38抗体，包括但不限于达雷木单抗、艾萨妥昔单抗、

TAK‑079和/或MOR202)。

[0014] 在一个方面，本文公开了治疗、减轻、抑制、减少、改善和/或预防癌症和/或转移

(例如，多发性骨髓瘤、白血病(包括但不限于急性髓性白血病(AML)、T细胞急性成淋巴细胞

性白血病(T‑ALL)或母细胞性浆细胞样树突细胞肿瘤(BPDCN))的方法，其包含向受试者施

用前述任一方面的修饰的NK细胞(例如，CD38敲除的NK细胞)和靶向CD38的小分子、抗体、

肽、蛋白质或siRNA(例如，抗CD38抗体，包括但不限于达雷木单抗、艾萨妥昔单抗、TAK‑079
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和/或MOR202)，其进一步包含向受试者施用血管生成抑制剂(诸如，例如，泊马度胺、来那度

胺或阿普斯特)和类固醇(诸如，例如糖皮质激素，包括但不限于地塞米松、倍他米松、泼尼

松龙、methodlprenisolone、曲安西龙或醋酸氟氢可的松)。

[0015] 本文还公开了在接受抗CD38免疫疗法的受试者中减少NK细胞自相残杀的方法，其

包含向受试者施用前述任一方面的遗传修饰的NK细胞。在一个方面，抗CD38免疫疗法可以

包含向受试者施用抗CD38抗体，包括但不限于达雷木单抗、艾萨妥昔单抗、TAK‑079和/或

MOR202。

[0016] 在一个方面，本文公开了将工程化的NK细胞过继转移至有需要的受试者的方法，

所述方法包含：a)获得待修饰的靶NK细胞(诸如原代NK细胞或扩增的NK细胞)；b)获得对靶

DNA序列具特异性的gRNA；c)通过电穿孔向靶NK细胞中引入RNP复合物，该RNP复合物包含与

相应CRISPR/Cas  gRNA复合的2类CRISPR/Cas核酸内切酶(Cas9)，该CRISPR/Cas  gRNA与靶

NK细胞的基因组DNA内的靶序列杂交，产生工程化的NK细胞(诸如，例如，已经被修饰以敲除

CD38基因的NK细胞)；以及d)将工程化的NK细胞转移到受试者中。

[0017] 本文还公开了将工程化的NK细胞过继转移至有需要的受试者的方法，其中NK细胞

是原代NK细胞(例如，自体NK细胞，或来自同种异体供体来源的NK细胞)，其经离体修饰并在

修饰后转移至受试者(例如，已经被修饰以敲除CD38基因的NK细胞)。

[0018] 在一个方面，本文公开了将工程化的NK细胞过继转移至前述任一方面的有需要的

受试者的方法，其中NK细胞在体外扩增，如用辐射的表达mbIL‑21的饲养细胞扩增，或在体

内扩增，例如在向受试者施用修饰的NK细胞之前、同时或之后施用IL‑21。

[0019] 在一个方面，本文公开了将工程化的NK细胞(例如，CD38敲除的NK细胞)过继转移

至有需要的受试者的方法，其中接受过继转移的修饰的NK细胞的受试者患有癌症。

[0020] 本文还公开了增加向受试者施用的抗CD38免疫疗法(诸如，例如，靶向CD38的小分

子、抗体(包括但不限于，达雷木单抗、艾萨妥昔单抗、TAK‑079和/或MOR202)、肽、蛋白质或

siRNA)的功效的方法，用于治疗、减轻、抑制、减少、改善和/或预防癌症和/或转移(诸如，例

如，多发性骨髓瘤、白血病(包括但不限于，急性髓性白血病(AML)、T细胞急性成淋巴细胞性

白血病(T‑ALL)，或母细胞性浆细胞样树突细胞肿瘤(BPDCN))，其包含向受试者施用前述任

一方面的修饰的NK细胞(例如，CD38敲除的NK细胞)。

附图说明

[0021] 并入本说明书中并且构成本说明书的一部分的附图展示若干实施例，并且与描述

一起展示了所公开的组合物和方法。

[0022] 图1示出了野生型和CD38敲除的NK细胞上的CD38表达。

[0023] 图2示出了野生型和CD38敲除的NK细胞中对达雷木单抗介导的自相残杀的抗性的

比较。

[0024] 图3示出了基于图4至6的数据计算的ADCC的变化(左)和杀死多发性骨髓瘤的总体

有效性的变化(右)。

[0025] 图4示出了在存在或不存在达雷木单抗的情况下，对于野生型和CD38敲除的NK细

胞，以各种NK细胞比率杀死RPMI  8226人多发性骨髓瘤细胞的有效性。

[0026] 图5示出了在存在或不存在达雷木单抗的情况下，对于野生型和CD38敲除的NK细
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胞，以各种NK细胞比率杀死MM.1s人多发性骨髓瘤细胞的有效性。

[0027] 图6示出了在存在或不存在达雷木单抗的情况下，对于野生型和CD38敲除的NK细

胞，以各种NK细胞比率杀死H929人多发性骨髓瘤细胞的有效性。

[0028] 图7A至7B示出了离体扩增的NK细胞的免疫表型。图7A示出了刺激14天后NK细胞的

纯度。图7B示出了同一供体的CD38WT和CD38KO  NK细胞上CD16表达的代表性FACS分析。每个

图表示表达CD16的NK细胞的百分比。用填充的直方图描述同种型对照。

[0029] 图8A至8D示出了使用Cas9核糖核蛋白复合物(Cas9/RNP)从离体扩增的外周血NK

(PB‑NK)细胞成功生成CD38KONK细胞。

[0030] 图9示出了受Cas9/RNP影响的基因的表达。来自表3的高度影响基因的RNA‑seq的

相对mRNA表达。

[0031] 图10A至10F示出了CD38KONK细胞对DARA诱导的自相残杀的抗性。图10A示出了缀合

测定的代表性FACS分析。图10B示出了缀合测定的汇总数据(n＝3，平均值±SD)。图10C示出

了自相残杀测定的代表性FACS分析。图10D示出了与对照样品相比，用DARA处理的CD38WT和

CD38KONK细胞的存活力(n＝3，平均值±SD)。图10E示出了用DARA或盐水处理7天后NSG小鼠

的外周血(PB)的代表性FACS分析。图10F示出了治疗期间NSG小鼠中NK细胞持久性的汇总数

据。示出了第7天时PB中人NK细胞的频率以及第9天时脾和骨髓中人NK细胞的绝对数(n＝5，

平均值±SD)。

[0032] 图11A至11D示出了CD16KO  NK细胞对DARA诱导的自相残杀的抗性。图11A示出了

CD16WT和CD16KO  NK细胞的FACS分析。图11B示出了H929细胞系在存在或不存在DARA(10μg/

ml)的情况下与CD16WT或CD16KO  NK细胞孵育4小时。图11C示出了在DARA存在的情况下配对

的CD16WT和CD16KO  NK细胞抗H929细胞系的ADCC活性。图11D示出了在DARA(10μg/ml)存在的

情况下培养4或24小时的CD16KO  NK细胞确实显示出自相残杀的证据。

[0033] 图12A至12F示出了CD38KO  NK细胞针对MM细胞系和原代MM细胞的增强的DARA介导

的ADCC活性。图12A示出了NK细胞和骨髓瘤细胞系的CD38表达的代表性FACS分析。每个图示

出了平均荧光强度(MFI)。用填充的直方图描述同种型对照。配对的CD38WT和CD38KO  NK细胞

针对骨髓瘤细胞系的细胞毒性和DARA介导的ADCC活性的代表性数据(图12B至12C)和代表

性的原代MM样品(图12D)。图12E示出了配对的CD38WT和CD38KO  NK细胞针对原代MM样品的

ADCC活性(E:T比率为0.1:1)。图12F示出了在DARA存在的情况下配对的CD38WT和CD38KO  NK

细胞针对原代DARA抗性MM细胞的细胞毒性。

[0034] 图13示出了与CD38WT  NK细胞相比，CD38KO  NK细胞的ADCC的改善与MM细胞靶点上

的CD38表达水平相关。X轴表示靶细胞的MFI(CD38)与CD38WT  NK细胞的相对比率。Y轴表示与

CD38WT  NK细胞相比，CD38KO  NK细胞的ADCC相对增加。ADCC值(E/T＝5，在4小时测定中)用于

MM.1S、H929和OPM‑2，而ADCC值(E/T＝0.1，在24小时测定中)用于RPMI8226和患者样品。给

出了斯皮尔曼秩相关系数(r)和p值。

[0035] 图14示出了与ATRA孵育48小时后MM细胞系上的CD38表达。对照和ATRA处理的样品

分别以黑线和灰线示出。未染色的对照用填充的直方图描绘。

[0036] 图15A至15G示出了ATRA对DARA介导的NK细胞细胞毒性的抑制作用。图15A至15B示

出了配对的CD38WT和CD38KO  NK细胞针对用50nM  ATRA预处理48小时的骨髓瘤细胞系的细胞

毒性和DARA介导的ADCC活性(平均值±SD)。在图15C中，左图示出了在ATRA治疗或未治疗期
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间来自患者的NK细胞(CD3‑CD56+细胞)上的CD38表达的代表性FACS分析数据。将冷冻的外周

血单核细胞解冻并立即分析。右图示出了3名不同患者在ATRA治疗期间NK细胞的MFI(CD38)

与未治疗相比增加倍数。图15示出了与50nM  ATRA或溶剂对照孵育48小时后CD38WT和CD38KO 

NK细胞上的CD38表达的代表性FACS分析数据。对照和ATRA处理的样品分别以黑线和灰线示

出。未染色的对照用填充的直方图描绘。图15E示出了与对照样品相比，在50nM  ATRA或溶剂

对照存在的情况下用DARA处理48小时的CD38WT和CD38KO  NK细胞的存活力(平均值±SD)。图

15F至15G在50nM  ATRA或溶剂对照存在的情况下在48小时细胞毒性测定中配对的CD38WT和

CD38KO  NK细胞针对骨髓瘤细胞系的细胞毒性和DARA介导的ADCC活性。MM.1S的E:T比率为

0.25:1，KMS‑11的E:T比率为0.5:1(平均值±SD)。

[0037] 图16A至16D示出了CD38KO  NK细胞的有利的代谢重编程。图16A示出了基于配对的

CD38WT和CD38KO  NK细胞(n＝6)的归一化的RNA‑seq数据，通过独创性通路分析(IPA)测定的

显著改变的通路(胆固醇生物合成和OXPHOS)的DEG热图。图16B示出了DEG的主要组分分析，

示出了尽管供体间差异很大，但CD38缺失对每个供体的一致影响。图16C示出了配对的

CD38WT和CD38KO  NK细胞(n＝3，平均值±SD)的代谢分析的汇总数据。图16D示出了从图16C

得出的基础OCR、ECAR、OCR/ECAR和SRC的图形分析。所有实验一式五份进行。图16E至16F示

出了另外三个供体的分析，包括OCR和SRC(图16E)，以及ECAR和糖酵解储备(图16F)。图16G

示出了所有六个供体的分析OCR和SRC。

[0038] 图17示出了6对不同的CD38WT和CD38KO  NK细胞的标准化RNA‑seq数据的火山图。示

出了与CD38WT  NK细胞相比，CD38KO  NK细胞中的基因变化最显著。

[0039] 图18示出了在DARA治疗期间来自复发病例的MM细胞的CD38表达。来自DARA抗性病

例的NK细胞和BMSC用FITC标记的多表位抗CD38抗体染色，然后用APC标记的抗FITC抗体染

色。MM细胞用CD138+细胞定义。示出了染色样品的MFI(CD38)和荧光减一(FMO)(没有多表位

抗CD38抗体)对照。

[0040] 图19示出了CD38的缺失减少了NAD再循环，导致NAD/NADH比率增加。

[0041] 图20示出了尽管向氧化代谢的显著代谢转变表明线粒体活性增加，但CD38敲除不

会改变线粒体膜电位。

[0042] 图21示出了尽管显著的代谢向氧化代谢转变，但CD38敲除不会改变低葡萄糖环境

中的NK细胞功能。

具体实施方式

[0043] 在公开和描述本发明的化合物、组合物、制品、装置和/或方法之前，应当理解，除

非另外指明，否则所述化合物、组合物、制品、装置和/或方法不限于特定的合成方法或特异

性重组生物技术方法，或者除非另外指明，否则不限于特定的试剂，因为所述化合物、组合

物、制品、装置和/或方法当然可以变化。还应当理解，本文所使用的术语仅出于描述特定实

施例的目的，而不旨在是限制性的。

[0044] A.定义

[0045] 如本说明书和所附权利要求中所使用的，单数形式“一个”、“一种”以及“所述”包

含复数指示物，除非上下文另外清楚地指明。因此，例如，对“药物载体”的提及包含两种或

更多种此类载体的混合物等。
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[0046] 在本文中，范围可以表示为从“约”一个特定值和/或到“约”另一个特定值。当表达

此类范围时，另一个实施例包含从一个特定值和/或到另一个特定值。类似地，当通过使用

先行词“约”将值表达为近似值时，应理解，特定值形成另一个实施例。应进一步理解，每个

范围的端点相对于另一端点，以及独立于另一端点都是显著的。还应理解，本文公开了许多

值，并且每个值在本文中还被公开为“约”为除了所述值本身之外的所述特定值。例如，如果

公开值“10”，则还公开“约10”。还应当理解，如本领域的技术人员适当理解的，当公开的值

“小于或等于”所述值时，还公开了“大于或等于所述值”以及所述值之间的可能范围。例如，

如果公开了值“10”，则还公开了“小于或等于10”以及“大于或等于10”。还应当理解，在整个

申请中，以许多不同的格式提供数据，并且此数据表示端点和起点以及数据点的任何组合

的范围。例如，如果公开了特定数据点“10”和特定数据点15，则应当理解，认为公开了大于、

大于或等于、小于、小于或等于以及等于10和15以及介于10与15之间。还应当理解，还公开

了两个特定单元之间的每个单元。例如，如果公开了10和15，则还公开了11、12、13和14。

[0047] 在本说明书和随后的权利要求中，将参考许多术语，这些术语应当被限定为具有

以下含义：

[0048] “任选的”或“任选地”意指随后描述的事件或情况可能会或可能不会发生，并且所

述描述包含所述事件或情况发生的实例和所述事件或情况未发生的实例。

[0049] “引物”是能够支持某些类型的酶促操作并且能够与靶核酸杂交使得酶促操作能

够发生的探针的子集。引物可以由本领域可获得的不干扰酶促操作的核苷酸或核苷酸衍生

物或类似物的任何组合制成。

[0050] “探针”是能够与靶核酸相互作用的分子，通常以序列特异性方式，例如通过杂交。

核酸的杂交在本领域中是熟知的并在本文中讨论。通常，探针可以由本领域可获得的核苷

酸或核苷酸衍生物或类似物的任何组合制成。

[0051] “编码”特定RNA的DNA序列是转录成RNA的DNA核酸序列。DNA多核苷酸可以编码被

翻译成蛋白质的RNA(mRNA)(并且因此DNA和mRNA均编码蛋白质)，或DNA多核苷酸可以编码

不被翻译成蛋白质的RNA(例如tRNA、rRNA、微RNA(miRNA)、“非编码”RNA(ncRNA)、向导RNA

等)。

[0052] “蛋白质编码序列”或编码特定蛋白质或多肽的序列是当置于适当调节序列的控

制下时在体外或体内转录成mRNA(在DNA的情况下)和翻译(在mRNA的情况下)成多肽的核酸

序列。编码序列的边界由5'末端(N‑末端)的起始密码子和3'末端(C‑末端)的翻译终止无义

密码子决定。编码序列可以包括但不限于来自原核或真核mRNA的cDNA、来自原核或真核DNA

的基因组DNA序列和合成核酸。转录终止序列通常位于编码序列的3'。

[0053] 如本文所用，应用于核酸、多肽、细胞或生物体的术语“天然存在的”或“未修饰的”

或“野生型”是指在自然界中发现的核酸、多肽、细胞或生物体。例如，存在于生物体(包括病

毒)中的多肽或多核苷酸序列是野生型的(和天然存在的)，可以从自然界的某个来源分离

出来，而且未经人类在实验室中有意修饰。

[0054] “增加”可以指导致更大量的症状、疾病、组合物、病状或活性的任何变化。增加可

以是病状、症状、活性、组合物以统计显著量的任何个体、中值或平均增加。因此，增加可以

是1％、2％、3％、4％、5％、6％、7％、8％、9％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、

45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％或100％的增加，只要增加
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是统计上显著的即可。

[0055] “减少”可以指导致更少量的症状、疾病、组合物、病状或活性的任何变化。当利用

物质的基因产物的遗传输出相对于不利用所述物质的基因产物的输出较低时，所述物质还

应被理解为减少基因的遗传输出。还例如，减少可以是病症症状的使得症状比先前观察到

的更少的变化。减少可以是病状、症状、活性、组合物以统计学显著量的任何个体、中值或平

均减少。因此，减少可以是1％、2％、3％、4％、5％、6％、7％、8％、9％、10％、15％、20％、

25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％或

100％的减少，只要减少是统计上显著的即可。

[0056] 术语“受试者”是指作为施用或治疗的靶标的任何个体。受试者可以是脊椎动物，

例如哺乳动物。一方面，受试者可以是人、非人灵长类动物、牛、马、猪、犬或猫。受试者还可

以是豚鼠、大鼠、仓鼠、兔、小鼠或鼹鼠。因此，受试者可以是人或兽医患者。术语“患者”是指

在临床医师，例如医师的治疗下的受试者。

[0057] 术语“治疗”是指患者的医疗管理，其中有意治愈、改善、稳定或预防疾病、病理病

状或病症。此术语包含积极治疗，即治疗特异性针对疾病、病理病状或病症的改善，并且还

包含病因治疗，即治疗针对相关疾病、病理病状或病症的病因的去除。另外，此术语包含姑

息治疗，即设计治疗用于减轻症状而不是治愈疾病、病理病状或病症；预防治疗，即治疗针

对将相关疾病、病理病状或病症的发展最小化或部分或完全抑制其发展；和支持性治疗，即

治疗用于补充针对相关疾病、病理病状或病症的改善的另一种特定治疗。

[0058] 向受试者的“施用”包括向受试者引入或递送药剂的任何途径。施用可以通过任何

合适的途径进行，包括口服、局部、静脉内、皮下、经皮、透皮、肌内、关节内、肠胃外、动脉内、

皮内、心室内、颅内、腹膜内、病灶内、鼻内、直肠、阴道、通过吸入、经由植入的储库、肠胃外

(例如，皮下、静脉内、肌内、关节内、滑膜内、胸骨内、鞘内、腹膜内、肝内、病灶内和颅内注射

或输注技术)等。如本文所用的“并发施用”、“联合施用”、“同时施用”或“同时施用”意指化

合物在相同时间点或基本上彼此紧接地施用。在后一种情况下，在足够接近的时间施用两

种化合物，使得观察到的结果与在相同时间点施用化合物时获得的结果没有区别。“全身施

用”是指通过将药剂引入或递送至受试者身体的广泛区域(例如大于身体的50％)的途径，

例如通过进入循环系统或淋巴系统，将药剂引入或递送至受试者。相反，“局部施用”是指通

过将药剂引入或递送至施用点的区域或紧邻施用点的区域的途径将药剂引入或递送至受

试者，并且不以治疗显著量全身引入药剂。例如，局部施用的药剂在施用点的局部附近是容

易检测的，但在受试者身体的远侧部分是不可检测的或以可忽略的量可检测的。施用包括

自我施用和通过他人施用。

[0059] 药剂的“有效量”是指足以提供期望的效果的药剂的量。“有效”的药剂的量将因受

试者而异，这取决于许多因素，如受试者的年龄和一般状况、特定的一种或多种药剂等。因

此，不可能总是指定定量的“有效量”。然而，本领域普通技术人员可以使用常规实验确定任

何受试者情况下的适当“有效量”。而且，如本文所使用的并且除非另有明确说明，否则药剂

的“有效量”还可以指涵盖治疗有效量和预防有效量的量。达到治疗效果所必需的药剂的

“有效量”可以根据如受试者的年龄、性别和体重等因素而变化。剂量方案可以调整以提供

最佳的治疗应答。例如，可以每天施用若干个分开的剂量，或者剂量可以成比例减少，如治

疗情况的迫切情况所指示的。
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[0060] “药学上可接受的”组分可以指不是生物学上或其它方面不合需要的组分，即，该

组分可以并入本发明的药物制剂中并如本文所述施用于受试者，而不引起显著的不合需要

的生物效应或以有害方式与含有它的制剂的任何其它组分相互作用。当针对施用于人而使

用时，所述术语通常意味着所述组分已满足所需的毒理学和制造测试标准，或者所述组分

包含在美国食品和药物管理局(U.S.Food  and  Drug  Administration)制定的非活性成分

指南(Inactive  Ingredient  Guide)中。

[0061] “药学上可接受的载体”(有时称为“载体”)意指可用于制备通常安全且无毒的药

物或治疗组合物的载体或赋形剂，并且包括兽医和/或人类药物或治疗用途可接受的载体。

术语“载体”或“药学上可接受的载体”可以包含但不限于磷酸盐缓冲盐水溶液、水、乳剂(如

油/水或水/油乳剂)和/或各种类型的润湿剂。如本文所使用的，术语“载体”涵盖但不限于

任何任何赋形剂、稀释剂、填料、盐、缓冲液、稳定剂、增溶剂、脂质、稳定剂或本领域公知的

用于药物调配物并且如本文进一步描述的其它材料。

[0062] 如在“药理学上活性的”衍生物或类似物中的“药理学上活性的”(或简单地“活性

的”)可以指具有与母体化合物相同类型的药理学活性并且程度大致相等的衍生物或类似

物(例如，盐、酯、酰胺、缀合物、代谢物、异构体、片段等)。

[0063] “治疗剂”是指具有有益生物效应的任何组合物。有益生物效应包含：治疗效应，例

如，治疗病症或其它不期望的生理病状；和预防效应，例如，预防病症或其它不期望的生理

病状(例如，非免疫原性癌症)。所述术语还涵盖本文具体提及的有益药剂的药学上可接受

的药理学上活性的衍生物，包含但不限于盐、酯、酰胺、前体药剂(proagent)、活性代谢物、

异构体、片段、类似物等。当使用术语“治疗剂”时，或者当具体鉴定特定药剂时，应当理解，

所述术语包含药剂本身以及药学上可接受的药理学上活性的盐、酯、酰胺、前体药剂、缀合

物、活性代谢物、异构体、片段、类似物等。

[0064] 组合物(例如，包括药剂的组合物)的“治疗有效量”或“治疗有效剂量”是指有效实

现所期望的治疗结果的量。在一些实施例中，所期望的治疗结果是控制I型糖尿病。在一些

实施例中，所期望的治疗结果是控制肥胖。给定治疗剂的治疗有效量通常会根据如所治疗

的病症或疾病的类型和严重程度以及受试者的年龄、性别和体重等因素而变化。所述术语

还可以指有效地促进如疼痛缓解等所期望的治疗效果的治疗剂的量或治疗剂的递送速率

(例如，随时间变化的量)。精确的所期望治疗效果将根据待治疗的病状、受试者的耐受性、

待施用的药剂和/或药剂调配物(例如，治疗剂的效力、调配物中药剂的浓度等)以及本领域

普通技术人员理解的各种其它因素而变化。在一些情况下，在数天、数周或数年的时间段内

向受试者施用多剂组合物后实现所期望的生物学或医学应答。

[0065] 贯穿本申请，引用了各种出版物。这些出版物的公开内容特此通过引用整体并入

本申请中，以更全面地描述本发明所属领域的现状。对于文献中含有的在文献所依赖的句

子中讨论的材料，所公开的参考文献也单独且具体地通过引用并入本文。

[0066] B.治疗癌症的方法，包含施用CD38敲除的NK细胞

[0067] 多发性骨髓瘤是最常诊断的血液癌症之一。最近，FDA已经批准达雷木单抗，一种

治疗性单克隆抗体，用于治疗多发性骨髓瘤。达雷木单抗与靶癌细胞上的CD38分子结合并

通过抗体依赖性细胞毒性(ADCC)和其它机制介导细胞杀伤。包括艾萨妥昔单抗、TAK‑079和

MOR202的其它抗CD38抗体也正被开发用于治疗癌症。由这些抗体诱导的ADCC由NK细胞介
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导。然而，使用靶向CD38的药剂具有限制其有效性的负面影响。因为NK细胞在其细胞表面上

表达CD38，所以这些抗CD38抗体的使用导致杀伤NK细胞(自相残杀)，而NK细胞是其有效性

的活性成分。

[0068] 为了克服由这些抗CD38疗法引起的NK细胞自相残杀的问题并治疗癌症，公认施用

已经被工程化以敲除CD38表达的NK细胞可以解决这两个问题。简而言之，对抗CD38免疫疗

法引起的NK细胞耗竭具有抗性的工程化的NK细胞增加了抗CD38抗体的功效。因此，在一个

方面，本文公开了增加向受试者施用的抗CD38免疫疗法(诸如，例如，靶向CD38的小分子、抗

体(包括但不限于，达雷木单抗、艾萨妥昔单抗、TAK‑079和/或MOR202)、肽、蛋白质或siRNA)

的功效的方法，用于治疗、减轻、抑制、减少、改善和/或预防癌症和/或转移(诸如，例如，多

发性骨髓瘤、白血病(包括但不限于，急性髓性白血病(AML)、T细胞急性成淋巴细胞性白血

病(T‑ALL)，或母细胞性浆细胞样树突细胞肿瘤(BPDCN))，其包含向受试者施用前述任一方

面的修饰的NK细胞(例如，CD38敲除的NK细胞)。

[0069] 应当理解并本文预期，这种增加的功效对癌症患者极为有益。因此，在一个方面，

本文公开了治疗、减轻、抑制、减少、改善和/或预防受试者中的癌症和/或转移(例如，多发

性骨髓瘤、白血病(包括但不限于急性髓性白血病(AML)、T细胞急性成淋巴细胞性白血病

(T‑ALL)或母细胞性浆细胞样树突细胞肿瘤(BPDCN))的方法，其包含向受试者施用已被修

饰以包含CD38基因敲除的NK细胞。在一些方面，治疗、减轻、抑制、减少、改善和/或预防癌症

和/或转移的方法可以进一步包含向受试者施用靶向CD38的小分子、抗体、肽、蛋白质或

siRNA(例如，抗CD38抗体，包括但不限于达雷木单抗、艾萨妥昔单抗、TAK‑079和/或

MOR202)。

[0070] 如本文所用的“治疗(treat)”、“治疗(treating)”、“治疗(treatment)”及其语法

变体包括施用组合物，其意图或目的是部分或完全预防、延迟、治愈、康复、减轻、缓解、改

变、补救、改良、改善、稳定、缓解和/或降低一种或多种疾病或病状、疾病或病状的症状或疾

病或病状的潜在原因的强度或频率。根据本发明的治疗可以预防性地、预防性地、缓和性地

或补救性地施用。在发病之前(例如，在明显的癌症征兆之前)、在早期发病期间(例如，在癌

症的初始征兆和症状之后)或在癌症的确定发展之后，对受试者进行预防性治疗。预防性施

用可以在感染症状显现之前的数天或数年内进行。

[0071] “抑制(inhibit)”、“抑制(inhibiting)”和“抑制(inhibition)”意指减少活性、应

答、病状、疾病或其它生物参数。这可以包含但不限于活性、应答、病状或疾病的完全消融。

这还可以包含例如与天然或对照水平相比，活性、应答、病状或疾病减少10％。因此，与天然

或对照水平相比，所述减少可以是10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、

100％或其间的任何减少量。

[0072] “减少”或该词语的其它形式，诸如“减少(reducing)”或“减少(reduction)”是指

事件或特征(例如，肿瘤生长)的降低。应当理解，这通常与某个标准或预期值有关，换言之

它是相对的，但并不总是需要引用标准或相对值。例如，“减少肿瘤生长”意指相对于标准或

对照减少肿瘤生长的速率。

[0073] “预防(prevent)”或所述词语的其它形式(如“预防(preventing)”或“预防

(prevention)”)意指阻止特定事件或特性，以稳定或延迟特定事件或特性的发展或进展，

或最小化特定事件或特性发生的可能性。预防不需要与对照进行比较，因为其通常比例如
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减少更绝对。如本文所使用的，某物可以减少但不能预防，但减少的某物也可以预防。同样，

某物可以预防但不能减少，但预防的某物也可以减少。应当理解，除非另外明确指出，否则

在使用减少或预防的情况下，还明确公开了其它词语的使用。

[0074] 应当理解并本文预期，在治疗、减轻、抑制、减少、改善和/或预防癌症和/或转移

(例如，多发性骨髓瘤、AML、T‑ALL和/或BPDCN)的方法中，其包含施用遗传修饰的NK细胞(诸

如，本文公开的任何CD38敲除的NK细胞)和抗CD38剂(诸如，例如达雷木单抗、艾萨妥昔单

抗、TAK‑079和/或MOR202)和/或血管生成抑制剂(例如，泊马度胺、来那度胺或阿普斯特)和

类固醇(例如，糖皮质激素，包括但不限于地塞米松、倍他米松、泼尼松龙，甲泼尼龙、曲安西

龙或醋酸氟氢可的松)和/或ATRA，遗传修饰的NK细胞可在施用任何抗CD38药剂之前、同时

和/或之后施用。在一些方面，遗传修饰的NK细胞(诸如，本文公开的任何CD38敲除的NK细

胞)可以在施用任何抗CD38药剂之前或之后的1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、

20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95、100、105、110、115、120分钟、3、4、

5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、30、36、42、48、54、60、66、

72、78、84、90、96小时、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、

26、27、28、29、30、31、35、42、49、54或60天施用至受试者。

[0075] 本文还公开了治疗、减轻、抑制、减少、改善和/或预防本文所述的癌症和/或转移

(例如，多发性骨髓瘤、白血病(包括但不限于急性髓性白血病(AML)、T细胞急性成淋巴细胞

性白血病(T‑ALL)或母细胞性浆细胞样树突细胞肿瘤(BPDCN))的方法，其进一步包含向受

试者施用血管生成抑制剂(例如，泊马度胺、来那度胺或阿普斯特)和类固醇(例如，糖皮质

激素，包括但不限于地塞米松、倍他米松、泼尼松龙、methodlprenisolone、曲安西龙或醋酸

氟氢可的松)。

[0076] 应当理解并本文预期，所公开的修饰的NK细胞和修饰的NK细胞的过继转移方法可

以是针对癌症的有效免疫疗法。所公开的方法和组合物可用于治疗其中发生不受控制的细

胞增殖的任何疾病，诸如癌症。不同类型的癌症的非限制性列表如下：淋巴瘤(霍奇金和非

霍奇金)、白血病、癌、实体组织癌、鳞状细胞癌、腺癌、肉瘤、神经胶质瘤、高级神经胶质瘤、

母细胞瘤、成神经细胞瘤、浆细胞瘤、组织细胞瘤、黑素瘤、腺瘤、缺氧性肿瘤、骨髓瘤、AIDS

相关淋巴瘤或肉瘤、转移性癌症或一般癌症。

[0077] 所公开的组合物可用于治疗的癌症的代表性但非限制性列表如下：淋巴瘤、B细胞

淋巴瘤、T细胞淋巴瘤、蕈样真菌病、霍奇金病、髓样白血病(包括但不限于AML)、T细胞急性

成淋巴细胞性白血病(T‑ALL)、膀胱癌、母细胞性浆细胞样树突细胞肿瘤(BPDCN)、脑癌、神

经系统癌症、头颈癌、头颈部鳞状细胞癌、肺癌(诸如小细胞肺癌和非小细胞肺癌)、成神经

细胞瘤/成胶质细胞瘤、卵巢癌、皮肤癌、多发性骨髓瘤、肝癌、黑素瘤、口腔、咽喉、喉和肺的

鳞状细胞癌、宫颈癌症、宫颈癌、乳腺癌，以及上皮癌、肾癌、泌尿生殖道癌、肺癌、食道癌、头

颈癌、大肠癌、造血系统癌；睾丸癌；结肠癌、直肠癌、前列腺癌或胰腺癌。因此，在一个方面，

本文公开了治疗、减轻、抑制、减少、改善和/或预防受试者中的癌症和/或转移的方法，其包

含向受试者施用已被修饰以包含CD38基因敲除的NK细胞。因此，在一个方面，本文公开了治

疗、减轻、抑制、减少、改善和/或预防受试者中的癌症和/或转移(例如，多发性骨髓瘤、白血

病(包括但不限于急性髓性白血病(AML)、T细胞急性成淋巴细胞性白血病(T‑ALL)或母细胞

性浆细胞样树突细胞肿瘤(BPDCN))或转移的方法，其包含向受试者施用已被修饰以包含
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CD38基因敲除的NK细胞。在一些方面，该方法可以进一步包含向受试者施用靶向CD38的药

剂(诸如，例如，抗CD38，包括但不限于达雷木单抗、艾萨妥昔单抗、TAK‑079和MOR202)。另

外，该方法还可以包含向受试者施用血管生成抑制剂(诸如，例如，泊马度胺、来那度胺或阿

普斯特)和糖皮质激素(诸如，例如，地塞米松、倍他米松、泼尼松龙、methodlprenisolone、

曲安西龙或醋酸氟氢可的松)。

[0078] 在本文公开的待使用的所述NK细胞或NK细胞的所述用途的一些实施例中，所述NK

细胞用于与抗癌剂联合施用，抗癌剂选自(i)靶向CD38的小分子、抗体、肽或蛋白质(例如，

抗CD38抗体，包括但不限于达雷木单抗、艾萨妥昔单抗、MOR202和/或TAK‑079)和/或(ii)血

管生成抑制剂(例如，泊马度胺、来那度胺或阿普斯特)和类固醇(例如，糖皮质激素，包括但

不限于地塞米松、倍他米松、泼尼松龙、甲泼尼龙、曲安西龙或醋酸氟氢可的松)，和/或

(iii)ATRA。

[0079] 在实施例中，抗癌剂是抗CD38抗体，诸如艾萨妥昔单抗或达雷木单抗。

[0080] C.遗传修饰NK细胞的方法

[0081] CRISPR/CRISPR相关(Cas)蛋白9(Cas9)技术最近已用于工程化免疫细胞，但用质

粒对NK细胞进行遗传重编程一直具有挑战性，这是由于以DNA依赖性方式进行转基因递送

存在困难，如慢病毒和逆转录病毒转导导致大量程序相关的NK细胞凋亡和遗传工程化NK细

胞的有限产生。本文描述了利用核酸内切酶核糖核蛋白复合物(例如，Cas9/RNP)对原代和

扩增的人NK细胞进行无DNA基因组编辑以重编程(即，工程化或修饰)NK细胞的方法。

[0082] 核酸内切酶/RNP(例如，Cas9/RNP)由三种组分组成，即与CRISPR基因座复合的重

组核酸内切酶蛋白(例如，Cas9核酸内切酶)。与CRISPR基因座复合的核酸内切酶可以被称

为CRISPR/Cas向导RNA。CRISPR基因座包含合成的单向导RNA(gRNA)，其由可与靶序列复合

的互补重复RNA(crRNA)和反式互补重复RNA(tracrRNA)杂交的RNA组成。因此，CRISPR/Cas

向导RNA与细胞基因组DNA内的靶序列杂交。在一些情况下，2类CRISPR/Cas核酸内切酶是II

型CRISPR/Cas核酸内切酶。在一些情况下，2类CRISPR/Cas核酸内切酶是Cas9多肽，并且对

应的CRISPR/Cas向导RNA是Cas9向导RNA。与外源DNA依赖性方法相比，这些Cas9/RNP能够以

更高的效率切割基因组靶标，因为它们作为功能复合物递送。另外，Cas9/RNP从细胞中的快

速清除减少脱靶效应，诸如诱导凋亡。因此，在一个方面，本文公开了遗传修饰NK细胞的方

法，其包含获得对NK细胞中的靶DNA序列具特异性的向导RNA(gRNA)；以及b)将核糖核蛋白

(RNP)复合物转导(例如，通过电穿孔引入)到靶NK细胞中，该核糖核蛋白复合物包含与相应

CRISPR/Cas向导RNA复合的2类CRISPR/Cas核酸内切酶9(Cas9)，该CRISPR/Cas向导RNA与NK

细胞的基因组DNA内的靶序列杂交。

[0083] 应当理解并本文预期，本文使用的核酸内切酶注意限于通常用于合成Cas9的酿脓

链球菌(SpCas9)的Cas9。在一个方面，Cas9可以来自不同的细菌来源。Cas9的取代也可用于

增加靶向特异性，因此需要使用较少的gRNA。因此，例如，Cas9可以衍生自金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus  aureus，SaCas9)、氨基酸球菌属(Acidaminococcus  sp，AsCpf1)、来自普

雷沃氏菌属(Prevotella)和弗朗西斯菌属(Francisella)的成簇的规则间隔的短回文重复

序列1(Cpf1)，其来源于毛螺菌属细菌(Lachnospiracase  bacterium，LbCpf1)、脑膜炎奈瑟

氏菌(Neisseria  meningitidis，NmCas9)、嗜热链球菌(Streptococcus  thermophilus，

StCas9)、空肠弯曲杆菌(Campylobacter  jejuni，CjCas9)、增强的SpCas9(eSpCas9)、
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SpCas9‑HF1、Fokl融合的dCas9、扩增的Cas9(xCas9)和/或催化死亡的Cas9(dCas9)。另外，

可以使用其它Cas核酸内切酶代替Cas9系统，例如CasX、CasY、Cas14、Cas4、Csn2、Cas13a、

Cas13b、Cas13c、Cas13d、C2c1或C2c3，或使用任何其它类型的工程化Cas蛋白质，包括引物

编辑。

[0084] 应当理解并本文预期，为了将Cas9核酸酶活性靶向靶位点并且还切割供体质粒以

允许供体转基因重组到宿主DNA中，使用crispr  RNA(crRNA)。在一些情况下，crRNA与

tracrRNA组合以形成向导RNA(gRNA)。所公开的质粒使用AAV整合、蛋白磷酸酶1的内含子1、

人染色体19上的调节亚基12C(PPP1R12C)基因(其称为AAVS1)作为整合转基因的靶位点。该

基因座是“安全港基因”并且允许在许多细胞类型中稳定、长期的转基因表达。由于

PPP1R12C的破坏与任何已知的疾病无关，AAVS1基因座通常被认为是转基因靶向的安全港。

因为AAVS1位点被用作靶位置，所以CRSPR  RNA(crRNA)必须靶向所述DNA。在本文中，所公开

的质粒中使用的向导RNA包含GGGGCCACTAGGGACAGGAT(SEQ  ID  NO:2)或其任何10个核苷酸

的有义或反义连续片段。尽管AAVS1在本文中用于示例性目的，但应当理解并本文预期，其

它“安全港基因”可以以等同的结果使用，并且如果更适合于被转染的特定细胞类型或转基

因，可以替代AAVS1。其它安全港基因的实例包括但不限于5型C‑C趋化因子受体(CCR5)、

ROSA26基因座和TRAC。

[0085] 应当理解并本文预期，对递送至靶基因组的供体转基因构建体大小可能存在大小

限制。增加转基因容许大小的一种方法是通过交换通常用于合成Cas9或来自不同细菌来源

的Cas9的酿脓链球菌的Cas9(SpCas9)产生额外的空间。Cas9的取代也可用于增加靶向特异

性，因此需要使用较少的gRNA。因此，例如，Cas9可以衍生自金黄色葡萄球菌(SaCas9)、氨基

酸球菌属(AsCpf1)、毛螺菌属细菌(LbCpf1)、脑膜炎奈瑟氏菌(NmCas9)、嗜热链球菌

(StCas9)、空肠弯曲杆菌(CjCas9)、增强的SpCas9(eSpCas9)、SpCas9‑HF1、Fokl融合的

dCas9、扩增的Cas9(xCas9)和/或催化死亡的Cas9(dCas9)。

[0086] 应当理解并本文预期，特定Cas9的使用可以改变Cas9核酸内切酶(或替代)用于筛

选靶标的PAM序列。如本文所用，合适的PAM序列包含NGG(SpCas9  PAM)、NNGRRT(SaCas9 

PAM)、NNNNGATT(NmCAs9  PAM)、NNNNRYAC(CjCas9  PAM)、NNAGAAW(St)、TTTV(LbCpf1  PAM和

AsCpf1  PAM)；TYCV(LbCpf1  PAM变体和AsCpf1  PAM变体)；其中N可以是任何核苷酸；V＝A，C

或G；Y＝C或T；W＝A或T；且R＝A或G。

[0087] 为了制备RNP复合物，crRNA和tracrRNA可以以1:1、2:1或1:2比率在约50μM和约

500μM(例如，50、60、70、80、90、100、125、150、175、200、225、250、275、300、325、35、375、400、

425、450、475或500μM)之间，优选地100μM和约300μM之间，最优选地约200μM的浓度，在95C

下混合约5分钟，以形成crRNA:tracrRNA复合物(即向导RNA)。然后可以将crRNA:tracrRNA

复合物与约20μM和约50μM之间(例如21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、

36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49或50μM)的Cas核酸内切酶(例如，Cas9)的

最终稀释液混合。

[0088] 一旦与靶细胞中的靶序列结合，CRISPR基因座可以通过向靶DNA中引入一个或多

个碱基对的插入或缺失、通过异源DNA片段(例如，供体多核苷酸)的插入、通过内源DNA片段

的缺失、通过内源DNA片段的倒位或易位或其组合来修饰基因组。因此，当与DNA组合进行同

源重组时，所公开的方法可用于生成敲除或敲入。本文显示，经由Cas9/RNP的电穿孔进行转
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导是一种简单且相对有效的方法，克服了以前在NK细胞中遗传修饰的限制。

[0089] 应当理解并本文预期，所公开的方法可用于任何细胞类型，包括自然杀伤细胞(NK

细胞)、T细胞、B细胞、巨噬细胞、成纤维细胞、成骨细胞、肝细胞、神经元细胞、上皮细胞和/

或肌细胞。人NK细胞是由CD56或CD16的表达和T细胞受体(CD3)的缺乏定义的外周血淋巴细

胞亚群。NK细胞感知并杀死缺乏主要组织相容性复合物(MHC)‑I类分子的靶细胞。NK细胞激

活受体尤其包括天然细胞毒性受体(NKp30、NKp44和NKp46)和凝集素样受体NKG2D和DNAM‑

1。它们的配体在应激的、转化的或感染的细胞上表达，但在正常细胞上不表达，使正常细胞

对NK细胞杀伤具有抗性。在一个方面，靶细胞可以是来自供体来源(例如，用于过继转移疗

法的同种异体供体来源或自体供体来源(即，修饰的NK细胞的最终接受者))、NK细胞系(包

括但不限于NK  RPMI8866；HFWT、K562和EBV‑LCL)，或衍生自原代NK细胞来源或NK细胞系的

扩增NK细胞来源。

[0090] 在转导NK细胞之前，可以在适合于NK细胞增殖的培养基中孵育NK细胞。应当理解

并本文预期，培养条件可以包含添加细胞因子、抗体和/或饲养细胞。因此，在一个方面，本

文公开了遗传修饰NK细胞的方法，其进一步包含在支持NK细胞增殖的培养基中转导细胞之

前将NK细胞孵育1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14天；其中培养基进一步包含细胞因

子、抗体和/或饲养细胞。例如，培养基可以包含IL‑2、IL‑12、IL‑15、IL‑18和/或IL‑21。在一

个方面，培养基还可以包含抗CD3抗体。在一个方面，可以从刺激NK细胞的饲养细胞中纯化

饲养细胞。本文公开的用于要求保护的本发明的NK细胞刺激性饲养细胞可以是辐射的自体

或同种异体外周血单核细胞(PBMC)或未经辐射的自体或PBMC；RPMI8866；HFWT、K562；用膜

结合的IL‑15和41BBL或IL‑21或其任何组合转染的K562细胞；或EBV‑LCL。在一些方面，NK细

胞饲养细胞与IL‑21、IL‑15和/或41BBL的溶液组合提供。饲养细胞可以以1:2、1:1或2:1的

比例接种在NK细胞培养物中。应当理解并本文预期，培养期可以是电穿孔后1至14天(即，1、

2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14天)，优选地3至7天，最优选地4至6天。

[0091] 应当理解并本文预期，原代NK细胞和扩增的NK细胞的孵育条件可以不同。在一个

方面，在电穿孔之前培养原代NK细胞包含少于5天(例如1、2、3或4天)的培养基和细胞因子

(例如，IL‑2、IL‑12、IL‑15、IL‑18和/或IL‑21)和/或抗CD3抗体。对于扩增的NK细胞，除了或

代替细胞因子(例如，IL‑2、IL‑12、IL‑15、IL‑18和/或IL‑21)和/或抗CD3抗体，培养可以在

NK饲养细胞(例如以1:1的比例)存在下进行。扩增的NK细胞的培养可以在转导之前进行1、

2、3、4、5、6、7、8、9或10天。因此，在一个方面，本文公开了遗传修饰NK细胞的方法，其包含在

电穿孔之前在IL‑2存在下孵育原代NK细胞4天，或在电穿孔之前在辐射的饲养细胞存在下

孵育扩增的NK细胞4、5、6或7天。

[0092] 应当理解并本文预期，在所公开的方法中修饰NK细胞的转导方法是有限的。由于

它们的免疫功能，NK细胞对病毒和细菌载体以及所述载体诱导的NK细胞凋亡具有抗性。因

此，在本方法之前，对NK细胞的CRISPR/Cas修饰是不成功的。为了规避病毒载体的问题，所

公开的方法使用电穿孔转化靶NK细胞。电穿孔是一种向细胞施加电场以增加细胞膜渗透性

的技术。电场的施加引起跨膜的电荷梯度，其吸引诸如核酸的带电分子穿过细胞膜。因此，

在一个方面，本文公开了遗传修饰NK细胞的方法，其包含获得对NK细胞中的靶DNA序列具特

异性的向导RNA(gRNA)；以及b)通过电穿孔向靶NK细胞中引入核糖核蛋白(RNP)复合物，该

核糖核蛋白复合物包含与相应CRISPR/Cas向导RNA复合的2类CRISPR/Cas核酸内切酶
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(Cas9)，该CRISPR/Cas向导RNA与NK细胞的基因组DNA内的靶序列杂交。

[0093] 在NK细胞的转导(例如，电穿孔)后，现在修饰的NK细胞可以在包含刺激修饰的NK

细胞的饲养细胞的培养基中增殖。因此，修饰的细胞保留了存活力和增殖潜力，因为它们能

够在电穿孔后使用辐射的饲养细胞进行扩增。本文公开的用于要求保护的本发明的NK细胞

刺激性饲养细胞可以是辐射的自体或同种异体外周血单核细胞(PBMC)或未经辐射的自体

或PBMC；RPMI8866；HFWT、K562；用膜结合的IL‑15和41BBL或IL‑21或其任何组合转染的K562

细胞；或EBV‑LCL。在一些方面，NK细胞饲养细胞与IL‑21、IL‑15和/或41BBL的溶液组合提

供。饲养细胞可以以1:2、1:1或2:1的比例接种在NK细胞培养物中。应当理解并本文预期，培

养期可以是电穿孔后1至14天(即，1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14天)，优选地3至7

天，最优选地4至6天。在一些方面，用于培养修饰的NK细胞的培养基可以进一步包含细胞因

子，例如IL‑2、IL‑12、IL‑15、IL‑18和/或IL‑21。

[0094] 在一个方面，应当理解并本文预期，所公开的遗传修饰NK细胞的方法的一个目标

是产生修饰的NK细胞。因此，本文公开了通过所公开的方法制备的遗传修饰的NK细胞。例

如，在另一方面，本文公开了包含如本文公开的编码分化簇38(CD38)的基因的敲除的遗传

修饰的NK细胞，其用作药物，优选地用于治疗、减轻、抑制、减少、改善和/或预防癌症和/或

转移的方法。在另一方面，本文公开了包含如本文公开的编码分化簇38(CD38)的基因的敲

除的遗传修饰的NK细胞，其用于(i)在有需要的受试者中增加氧化呼吸能力的方法或(ii)

在有需要的受试者中限制细胞外NAD水解和改善氧化还原呼吸能力的方法。以相同的方式，

本文还公开了如本文公开的包含编码分化簇38(CD38)的基因的敲除的遗传修饰的NK细胞

在制备药物中的用途，优选地在制备用于治疗、减轻、抑制、减少、改善和/或预防癌症和/或

转移癌的药物中的用途。在另一方面，本文公开了包含如本文公开的编码分化簇38(CD38)

的基因的敲除的遗传修饰的NK细胞在制备用于(i)在有需要的受试者中增加氧化呼吸能力

或(ii)在有需要的受试者中限制细胞外NAD水解和改善氧化还原呼吸能力的药物中的用

途。

[0095] 如上所述，在接受抗CD38疗法(诸如达雷木单抗)以治疗癌症(如多发性骨髓瘤、白

血病(包括但不限于急性髓性白血病(AML)、T细胞急性成淋巴细胞性白血病(T‑ALL)或母细

胞性浆细胞样树突细胞肿瘤(BPDCN))的受试者中，NK细胞的自相残杀是一个重大问题，因

为NK细胞在其细胞表面表达高水平的CD38。因此，应当理解并本文预期，对治疗癌症有利的

NK细胞的一种修饰是敲除CD38以产生在抗CD38治疗期间对NK细胞自相残杀不敏感的NK细

胞群。这种修饰的细胞在可通过添加NK细胞治疗的任何疾病或病状的免疫疗法中非常有

用。因此，在一个方面，本文公开了包含编码CD38的基因的敲除的遗传修饰的NK细胞。

[0096] 如本公开通篇所述，所公开的修饰的NK细胞理想地适用于免疫疗法，例如将修饰

的(即，工程化的)NK细胞过继转移至有需要的受试者。因此，在一个方面，本文公开了将工

程化的NK细胞过继转移至有需要的受试者的方法，所述方法包含：a)获得待修饰的靶NK细

胞；b)获得对靶DNA序列具特异性的gRNA；c)通过电穿孔向靶NK细胞中引入RNP复合物，该

RNP复合物包含与相应CRISPR/Cas  gRNA复合的2类CRISPR/Cas核酸内切酶(Cas9)，该

CRISPR/Cas  gRNA与靶NK细胞的基因组DNA内的靶序列杂交，产生工程化的NK细胞；以及d)

将工程化的NK细胞转移到受试者中。

[0097] 在一个方面，在公开的免疫疗法方法中使用的修饰的NK细胞可以是来自供体来源
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(例如，用于过继转移疗法的同种异体供体来源或自体供体来源(即，修饰的NK细胞的最终

接受者)、NK细胞系(包括但不限于NK  RPMI8866；HFWT、K562和EBV‑LCL)，或衍生自原代NK细

胞来源或NK细胞系的扩增NK细胞来源。因为可以使用原代NK细胞，所以应当理解并本文预

期所公开的对NK细胞的修饰可以离体或体外发生。

[0098] 在转导NK细胞后，可以扩增修饰的NK细胞并在将修饰的(即，工程化的)NK细胞施

用于受试者之前进行刺激。例如，本文公开了将NK细胞过继转移至有需要的受试者的方法，

其中在施用至受试者之前用辐射的表达mbIL‑21的饲养细胞扩增NK细胞。在一些方面，应当

理解并本文预期，修饰的(即，工程化的)NK细胞的刺激和扩增可以在向受试者施用修饰的

NK细胞之后或同时在体内发生。因此，本文公开了免疫疗法方法，其中在将NK细胞转移至受

试者后，通过施用IL‑21或辐射的表达mbIL‑21的饲养细胞在受试者中扩增NK细胞。

[0099] 1.杂交/选择性杂交

[0100] 术语杂交通常是指至少两个核酸分子(诸如引物或探针)与基因之间的序列驱动

相互作用。序列驱动的相互作用是指在两个核苷酸或核苷酸类似物或核苷酸衍生物之间以

核苷酸特异性方式发生的相互作用。例如，与C相互作用的G或与T相互作用的A是序列驱动

的相互作用。通常，序列驱动的相互作用发生在核苷酸的沃森‑克里克面或胡斯坦面上。两

种核酸的杂交受本领域技术人员已知的多种条件和参数的影响。例如，盐浓度、pH和反应温

度都影响两个核酸分子是否杂交。

[0101] 两个核酸分子之间选择性杂交的参数是本领域技术人员熟知的。例如，在一些实

施例中，选择性杂交条件可以定义为严格杂交条件。例如，杂交的严格性通过杂交和洗涤步

骤之一或两者的温度和盐浓度来控制。例如，实现选择性杂交的杂交条件可以涉及在高离

子强度溶液(6X  SSC或6X  SSPE)中在比Tm(一半分子从其杂交配偶体解离的解链温度)低约

12至25℃的温度下杂交，随后在选择的温度和盐浓度的组合下洗涤，使得洗涤温度比Tm低

约5℃至20℃。温度和盐条件在初步实验中易于根据经验确定，其中固定在滤膜上的参照

DNA样品与标记的感兴趣的核酸杂交，然后在不同严格性条件下洗涤。对于DNA‑RNA和RNA‑

RNA杂交，杂交温度通常更高。这些条件可以如上所述用于实现严格性，或者如本领域已知

的。DNA:DNA杂交的优选严格杂交条件可以在约68℃下(在水溶液中)在6X  SSC或6X  SSPE

中，随后在68℃下洗涤。如果需要，杂交和洗涤的严格性可以随着所需互补性程度的降低而

相应地降低，并且进一步地，取决于其中搜索变异性的任何区域的G‑C或A‑T丰富度。同样，

如果需要，杂交和洗涤的严格性可以随着所需同源性的增加而相应地增加，并且进一步地，

取决于其中需要高同源性的任何区域的G‑C或A‑T丰富度，所有这些都是本领域已知的。

[0102] 另一种定义选择性杂交的方法是观察一种核酸与另一种核酸结合的量(百分比)。

例如，在一些实施例中，选择性杂交条件将是当至少约60％、65％、70％、71％、72％、73％、

74％、75％、76％、77％、78％、79％、80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％、100％的限制性核酸与非

限制性核酸结合时。典型地，非限制性引物为例如10或100或1000倍过量。这种类型的测定

可以在以下条件下进行，其中限制性和非限制性引物都是例如低于它们的kd  10倍或100倍

或1000倍，或其中仅一种核酸分子是它们的kd  10倍或100倍或1000倍，或其中一种或两种

核酸分子高于它们的kd。

[0103] 另一种定义选择性杂交的方法是观察在需要杂交以促进所需酶促操作的条件下
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进行酶促操作的引物的百分比。例如，在一些实施例中，选择性杂交条件将是当至少约

60％、65％、70％、71％、72％、73％、74％、75％、76％、77％、78％、79％、80％、81％、82％、

83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、

98％、99％、100％的引物在促进酶促操作的条件下被酶促操作时，例如如果酶促操作是DNA

延伸，则选择性杂交条件将是当至少约60％、65％、70％、71％、72％、73％、74％、75％、

76％、77％、78％、79％、80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％、100％的引物分子被延伸时。优选的条

件还包括制造商建议的或本领域指出的适于进行操作的酶的那些条件。

[0104] 正如同源性一样，可以理解，本文公开了多种方法用于确定两个核酸分子之间的

杂交水平。应当理解，这些方法和条件可以提供两种核酸分子之间不同的杂交百分比，但除

非另有说明，否则满足任何方法的参数将是足够的。例如，如果需要80％杂交，并且只要在

这些方法的任一种中杂交发生在所需的参数内，则认为在本文中公开。

[0105] 应当理解，本领域技术人员应当理解，如果组合物或方法共同地或单独地满足用

于测定杂交的这些标准中的任何一个，则它是本文公开的组合物或方法。

[0106] 2.核酸

[0107] 本文公开了多种基于核酸的分子，包括例如编码例如CD38的核酸，或本文公开的

用于产生CD38敲除的任何核酸，或其片段，以及多种功能性核酸。所公开的核酸由例如核苷

酸、核苷酸类似物或核苷酸替代物组成。本文讨论了这些和其它分子的非限制性实例。可以

理解，例如，当载体在细胞中表达时，所表达的mRNA通常由A、C、G和U组成。同样，可以理解，

如果例如通过例如外源递送将反义分子引入细胞或细胞环境中，有利的是反义分子由减少

反义分子在细胞环境中降解的核苷酸类似物组成。

[0108] a)核苷酸和相关分子

[0109] 核苷酸是含有碱基部分、糖部分和磷酸部分的分子。核苷酸可以通过它们的磷酸

部分和糖部分键合在一起，产生核苷间键。核苷酸的碱基部分可以是腺嘌呤‑9‑基(A)、胞嘧

啶‑1‑基(C)、鸟嘌呤‑9‑基(G)、尿嘧啶‑1‑基(U)和胸腺嘧啶‑1‑基(T)。核苷酸的糖部分是核

糖或脱氧核糖。核苷酸的磷酸部分是五价磷酸。核苷酸的非限制性实例是3'‑AMP(3'‑腺苷

单磷酸)或5'‑GMP(5'‑鸟苷单磷酸)。这些类型的分子有许多种可用于本领域和本文。

[0110] 核苷酸类似物是含有对碱基、糖或磷酸部分的一些类型的修饰的核苷酸。对核苷

酸的修饰是本领域熟知的，包括例如5‑甲基胞嘧啶(5‑me‑C)、5‑羟甲基胞嘧啶、黄嘌呤、次

黄嘌呤和2‑氨基腺嘌呤以及糖或磷酸部分的修饰。这些类型的分子有许多种可用于本领域

和本文。

[0111] 核苷酸替代物是具有与核苷酸类似的功能特性但不含有磷酸部分的分子，诸如肽

核酸(PNA)。核苷酸替代物是以沃森‑克里克或胡斯坦方式识别核酸的分子，但其通过磷酸

部分以外的部分连接在一起。当与合适的靶核酸相互作用时，核苷酸替代物能够符合双螺

旋型结构。这些类型的分子有许多种可用于本领域和本文。

[0112] 还可以将其它类型的分子(缀合物)连接至核苷酸或核苷酸类似物以增强例如细

胞摄取。缀合物可以与核苷酸或核苷酸类似物化学连接。这种缀合物包括但不限于脂质部

分 ，诸 如 胆 固 醇 部 分 。( L e t s i n g e r 等 人 ，《 美 国 国 家 科 学 院 院 刊

(Proc.Natl.Acad .Sci.USA)》，1989，86，6553－6556)。这些类型的分子有许多种可用于本
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领域和本文。

[0113] 沃森‑克里克相互作用是与核苷酸、核苷酸类似物或核苷酸替代物的沃森‑克里克

面的至少一种相互作用。核苷酸、核苷酸类似物或核苷酸替代物的沃森－克里克面包括基

于嘌呤的核苷酸、核苷酸类似物或核苷酸替代物的C2、N1和C6位置和基于嘧啶的核苷酸、核

苷酸类似物或核苷酸替代物的C2、N3、C4位置。

[0114] 胡斯坦相互作用是在核苷酸或核苷酸类似物的胡斯坦面上发生的相互作用，其暴

露在双链体DNA的大沟中。胡斯坦面包括嘌呤核苷酸的N7位置和C6位置的反应基团(NH2或

O)。

[0115] b)序列

[0116] 存在与本文公开的信号传导途径中涉及的蛋白质分子(例如CD38)相关的多种序

列，所有这些序列均由核酸编码或者是核酸。这些基因的人类似物的序列，以及这些基因的

其它类似物和等位基因，以及剪接变体和其它类型的变体可在各种蛋白质和基因数据库中

获得，包括基因库(Genbank)。本领域技术人员理解如何解决序列差异和差别并将与特定序

列相关的组合物和方法调整为其它相关序列。根据本文公开的和本领域已知的信息，可以

为任何给定的序列设计引物和/或探针。

[0117] c)引物和探针

[0118] 公开了包括引物和探针的组合物，其能够与公开的核酸(诸如本文公开的CD38等)

相互作用。在某些实施例中，引物用于支持DNA扩增反应。通常，引物能够以序列特异性方式

延伸。引物以序列特异性方式的延伸包括任何方法，其中与引物杂交或以其它方式缔合的

核酸分子的序列和/或组成指导或影响由引物延伸产生的产物的组成或序列。因此，引物以

序列特异性方式的延伸包括但不限于PCR、DNA测序、DNA延伸、DNA聚合、RNA转录或逆转录。

优选以序列特异性方式扩增引物的技术和条件。在某些实施例中，引物用于DNA扩增反应，

诸如PCR或直接测序。应当理解，在某些实施例中，也可以使用非酶技术延伸引物，其中例

如，用于延伸引物的核苷酸或寡核苷酸被修饰，使得它们将化学反应以序列特异性方式延

伸引物。通常，公开的引物与公开的核酸或核酸的区域杂交，或者它们与核酸的互补体或核

酸的区域的互补体杂交。

[0119] 在某些实施例中，用于与核酸相互作用的引物或探针的大小可以是支持所需的引

物酶促操作的任何大小，诸如DNA扩增或探针或引物的简单杂交。典型的引物或探针将是至

少6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、

32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、

57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、

82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、125、150、175、200、

225、250、275、300、325、350、375、400、425、450、475、500、550、600、650、700、750、800、850、

900、950、1000、1250、1500、1750、2000、2250、2500、2750、3000、3500或4000个核苷酸长。

[0120] 在其它实施例中，引物或探针可以小于或等于6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、

17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、

42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、

67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、

92、93、94、95、96、97、98、99、100、125、150、175、200、225、250、275、300、325、350、375、400、
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425、450、475、500、550、600、650、700、750、800、850、900、950、1000、1250、1500、1750、2000、

2250、2500、2750、3000、3500或4000个核苷酸长。

[0121] CD38基因的引物通常可用于产生含有CD38基因区域或完整基因的扩增DNA产物。

一般而言，通常产物的大小将使得该大小可以精确地确定为在3或2或1个核苷酸内。

[0122] 在某些实施例中，该产物为至少20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、

34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、

59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、

84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、125、150、175、200、225、250、

275、300、325、350、375、400、425、450、475、500、550、600、650、700、750、800、850、900、950、

1000、1250、1500、1750、2000、2250、2500、2750、3000、3500或4000个核苷酸长。

[0123] 在其它实施例中，该产物小于或等于20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、

32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、

57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、

82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、125、150、175、200、

225、250、275、300、325、350、375、400、425、450、475、500、550、600、650、700、750、800、850、

900、950、1000、1250、1500、1750、2000、2250、2500、2750、3000、3500或4000个核苷酸长。

[0124] 3.表达系统

[0125] 递送至细胞的核酸通常含有表达控制系统。例如，在病毒和逆转录病毒系统中插

入的基因通常含有启动子和/或增强子，以帮助控制所需基因产物的表达。启动子通常是相

对于转录起始位点在相对固定的位置起作用的DNA序列。启动子含有RNA聚合酶和转录因子

的基本相互作用所需的核心元件，并且可以含有上游元件和应答元件。

[0126] a)病毒启动子和增强子

[0127] 控制从哺乳动物宿主细胞中的载体转录的优选启动子可以从各种来源获得，例如

病毒的基因组，如：多瘤病毒、猿猴病毒40(SV40)、腺病毒、逆转录病毒、乙型肝炎病毒，最优

选地巨细胞病毒，或来自异源哺乳动物启动子，例如β肌动蛋白启动子。SV40病毒的早期和

晚期启动子方便地以SV40限制性片段的形式获得，该片段还含有SV40病毒复制起点(Fiers

等人，《自然(Nature)》，273：113(1978))。人巨细胞病毒的立即早期启动子方便地以

HindIII  E限制性片段的形式获得(Greenway ,P .J .等人，《基因(Gene)》18：355‑360

(1982))。当然，来自宿主细胞或相关物种的启动子也可用于本发明。

[0128] 增强子通常是指在距转录起始位点不固定的距离处起作用的DNA序列，并且可以

是5'(Laimins,L.等人，《美国国家科学院院刊(Proc.Natl.Acad .Sci.)》78:993(1981))或

3'(Lusky ,M.L.等人，《分子细胞生物学(Mol.Cell  Bio.)》3:1108(1983))至转录单位。此

外，增强子可以在内含子内(Banerji,J.L.等人，《细胞(Cell)》33：729(1983))以及在编码

序列本身内(Osborne,T.F.等人，《分子细胞生物学(Mol.Cell  Bio.)》4:1293(1984))。它们

的长度通常在10和300bp之间，并且它们以顺式起作用。增强子的作用是增加附近启动子的

转录。增强子也经常含有介导转录调节的应答元件。启动子还可以含有介导转录调节的应

答元件。增强子通常决定基因表达的调节。虽然现在已知许多来自哺乳动物基因(球蛋白、

弹性蛋白酶、白蛋白、胎蛋白和胰岛素)的增强子序列，但通常将使用来自真核细胞病毒的

增强子进行一般表达。优选的实例是位于复制起点晚期侧的SV40增强子(bp  100‑270)、巨
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细胞病毒早期启动子增强子、位于复制起点晚期侧的多瘤病毒增强子和腺病毒增强子。

[0129] 启动子和/或增强子可以通过光或触发其功能的特定化学事件而被特异性激活。

系统可以通过诸如四环素和地塞米松的试剂调节。还存在通过暴露于辐射(诸如γ辐射)或

烷基化化疗药物来增强病毒载体基因表达的方法。

[0130] 在某些实施例中，启动子和/或增强子区域可作为组成型启动子和/或增强子，以

使待转录的转录单位区域的表达最大化。在某些构建体中，启动子和/或增强子区域在所有

真核细胞类型中具有活性，即使其在特定时间仅在特定类型的细胞中表达。这种类型的优

选启动子是CMV启动子(650个碱基)。其它优选的启动子是SV40启动子、巨细胞病毒(全长启

动子)和逆转录病毒载体LTR。

[0131] 已经表明，可以克隆所有特异性调节元件并用于构建在特定细胞类型如黑素瘤细

胞中选择性表达的表达载体。神经胶质纤维乙酸蛋白(GFAP)启动子已经用于在神经胶质来

源的细胞中选择性表达基因。

[0132] 在真核宿主细胞(酵母、真菌、昆虫、植物、动物、人或有核细胞)中使用的表达载体

还可以含有可能影响mRNA表达的转录终止所需的序列。这些区域在编码组织因子蛋白的

mRNA的非翻译部分被转录为聚腺苷酸化片段。3'非翻译区域还包括转录终止位点。优选地，

转录单位还含有聚腺苷酸化区域。这个区域的一个好处是它增加了转录单位像mRNA一样被

加工和转运的可能性。聚腺苷酸化信号在表达构建体中的鉴定和应用已得到很好的证实。

优选地，在转基因构建体中使用同源的聚腺苷酸化信号。在某些转录单位中，聚腺苷酸化区

域衍生自SV40早期聚腺苷酸化信号并由约400个碱基组成。还优选地，转录单位含有单独的

或与上述序列组合的其它标准序列以提高构建体的表达或稳定性。

[0133] b)标记

[0134] 病毒载体可以包括编码标记产物的核酸序列。这种标记产物用于确定基因是否已

被递送到细胞中，并且一旦被递送就被表达。优选的标记基因是编码β‑半乳糖苷酶的大肠

杆菌(E.Coli)lacZ基因和绿色荧光蛋白。

[0135] 在一些实施例中，标记可以是可选择标记。适用于哺乳动物细胞的选择性标记的

实例是二氢叶酸还原酶(DHFR)、胸苷激酶、新霉素、新霉素类似物G418、潮霉素和嘌呤霉素。

当这种选择性标记成功转移到哺乳动物宿主细胞中时，如果置于选择性压力下，转化的哺

乳动物宿主细胞可以存活。存在两种广泛使用的不同类别的选择性方案。第一类是基于细

胞的代谢和缺乏独立于补充培养基生长能力的突变细胞系的使用。两个实例是：CHO  DHFR

细胞和小鼠LTK细胞。这些细胞在不添加诸如胸苷或次黄嘌呤的营养物质的情况下缺乏生

长的能力。因为这些细胞缺乏完整核苷酸合成途径所必需的某些基因，它们不能存活，除非

在补充培养基中提供缺失的核苷酸。补充培养基的另一种方法是将完整的DHFR或TK基因导

入缺乏各自基因的细胞中，从而改变它们的生长要求。未用DHFR或TK基因转化的单个细胞

不能在未补充的培养基中存活。

[0136] 第二类是显性选择，其指在任何细胞类型中使用的选择方案并且不需要使用突变

细胞系。这些方案通常使用药物来阻止宿主细胞的生长。具有新基因的那些细胞将表达输

送药物抗性的蛋白质并将在选择中存活。这种显性选择的实例使用药物新霉素(Southern 

P .和Berg ,P，《分子遗传学应用杂志(J .Molec .Appl .Genet .)》1:327(1982))、霉酚酸，

(Mulligan,R.C.和Berg,P.《科学(Science)》209：1422(1980))或潮霉素，(Sugden,B.等人，
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《分子细胞生物学(Mol.Cell.Biol.)》5:410‑413(1985))。这三个实例使用真核控制下的细

菌基因以分别传递对适当药物G418或新霉素(遗传霉素)、xgpt(霉酚酸)或潮霉素的抗性。

其它包括新霉素类似物G418和嘌呤霉素。

[0137] 4.肽

[0138] a)蛋白质变体

[0139] 蛋白质变体和衍生物是本领域技术人员熟知的，并且可以包括氨基酸序列修饰。

例如，氨基酸序列修饰通常属于以下三类中的一种或多种：取代、插入或缺失变体。插入包

括氨基和/或羧基末端融合以及单个或多个氨基酸残基的序列内插入。插入通常是比氨基

或羧基末端融合更小的插入，例如大约一至四个残基。免疫原性融合蛋白衍生物，如实例中

描述的那些，是通过融合足够大的多肽以通过体外交联或通过用编码融合蛋白的DNA转化

的重组细胞培养物赋予靶序列免疫原性来制备的。缺失的特征在于从蛋白质序列中去除一

个或多个氨基酸残基。通常，在蛋白质分子内的任何一个位点缺失不超过约2至6个残基。这

些变体通常通过对编码蛋白质的DNA中的核苷酸进行位点特异性诱变来制备，从而产生编

码变体的DNA，然后在重组细胞培养物中表达该DNA。在具有已知序列的DNA中的预定位点产

生取代突变的技术是众所周知的，例如M13引物诱变和PCR诱变。氨基酸取代通常为单个残

基，但可以同时在多个不同位置发生；插入通常为约1至10个氨基酸残基；缺失的范围约为1

至30个残基。优选地，以相邻对进行缺失或插入，即缺失2个残基或插入2个残基。取代、缺

失、插入或其任何组合可以组合以得到最终的构建体。突变不得将序列置于阅读框之外，并

且优选地不产生可能产生二级mRNA结构的互补区域。取代变体是其中至少一个残基已被去

除且在其位置插入不同残基的那些变体。这种取代通常根据下表1和2进行，称为保守取代。

[0140] 表1：氨基酸缩写
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[0141]

[0142] 表2：氨基酸取代

[0143] 原始残基的示例性保守取代，其它是本领域已知的。

[0144]

[0145]

[0146] 通过选择比表2中的取代保守性更低的取代，即选择在其对维持(a)取代区域中多

肽主链的结构(例如薄片或螺旋构象)，(b)靶位点处分子的电荷或疏水性，或(c)侧链的大
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小的影响方面差异更显著的残基，可以使功能或免疫同一性发生实质性变化。通常预期在

蛋白质性质中产生最大变化的取代将是其中(a)亲水性残基(例如丝氨酰或苏氨酰)取代疏

水性残基(例如亮氨酰、异亮氨酰、苯丙氨酰、缬氨酰或丙氨酰)(或被其取代)；(b)半胱氨酸

或脯氨酸取代任何其它残基(或被其取代)；(c)具有正电性侧链的残基(例如赖氨酰、精氨

酰或组氨酰)取代负电性残基(例如谷氨酰或天冬氨酰)(或被其取代)；或(d)具有大侧链的

残基(例如苯丙氨酸)取代不具有侧链的残基(例如甘氨酸)(或被其取代)的取代，在这种情

况下，(e)通过增加用于硫酸化和/或糖基化的位点的数目。

[0147] 例如，将一个氨基酸残基替换为另一个生物学和/或化学上相似的氨基酸残基是

本领域技术人员已知的保守替换。例如，保守取代将一个疏水性残基取代另一个疏水性残

基，或一个极性残基取代另一个极性残基。取代包括组合，例如Gly，Ala；Val，Ile，Leu；Asp，

Glu；Asn，Gln；Ser，Thr；Lys，Arg；和Phe，Tyr。每个明确公开的序列的这种保守替代变体包

括在本文提供的嵌合多肽中。

[0148] 取代或缺失诱变可用于插入N‑糖基化(Asn‑X‑Thr/Ser)或O‑糖基化(Ser或Thr)的

位点。半胱氨酸或其它不稳定残基的缺失也是需要的。潜在的蛋白水解位点(例如Arg)的缺

失或取代例如通过缺失一个碱性残基或用谷氨酰胺酰或组氨酰残基取代一个来完成。

[0149] 某些翻译后衍生化是重组宿主细胞对表达的多肽的作用的结果。谷氨酰胺酰和天

冬酰胺酰残基通常在翻译后脱酰胺化为相应的谷氨酰基和天冬氨酰基残基。替代地，这些

残基在温和酸性条件下脱酰胺。其它翻译后修饰包括脯氨酸和赖氨酸的羟基化、丝氨酰或

苏氨酰残基的羟基的磷酸化、赖氨酸、精氨酸和组氨酸侧链的邻氨基的甲基化

(T .E .Creighton，《蛋白质：结构和分子性质(Proteins:Structure  and  Molecular 

Properties)》，旧金山W.H.Freeman&Co.出版社，第79至86页[1983])、N‑末端胺的乙酰化

和，在一些情况下，C‑末端羧基的酰胺化。

[0150] 应当理解，定义本文公开的蛋白质的变体和衍生物的一种方式是通过根据与特定

已知序列的同源性/同一性定义变体和衍生物。具体公开的是本文公开的这些和其它蛋白

质的变体，其与所述序列具有至少70％或75％或80％或85％或90％或95％的同源性。本领

域技术人员容易理解如何确定两种蛋白质的同源性。例如，可以在比对两个序列后计算同

源性，使得同源性处于其最高水平。

[0151] 计算同源性的另一种方法可以通过公开的算法来进行。用于比较的序列的最佳比

对可以通过Smith和Waterman在《应用数学进展(Adv.Appl.Math.)》2:482(1981)中的局部

同源性算法、通过Needleman和Wunsch在《分子生物学杂志(J.MoL  Biol.)》48:443(1970)中

的 同 源 比 对 算 法 、通 过 P e a r s o n 和 L i p m a n 在《 美 国 国 家 科 学 院 院 刊

(Proc.Natl.Acad .Sci.U.S.A.)》85:2444(1988)中的搜索相似方法、通过这些算法的计算

机化实现(威斯康星遗传学软件包(Wisconsin  Genetics  Software  Package)中的GAP、

BESTFIT、FASTA和TFASTA，遗传学计算机组、575Science  Dr，威斯康星州麦迪逊)，或通过检

查进行。

[0152] 可以通过例如Zuker,M.《科学》244:48‑52，1989，Jaeger等人《美国国家科学院院

刊(Proc .Natl .Acad .Sci .USA)》86:7706‑7710，1989、Jaeger等人《酶学方法(Methods 

Enzymol.)》183:281‑306，1989公开的算法获得核酸的相同类型的同源性。

[0153] 应当理解，保守突变和同源性的描述可以以任何组合结合在一起，例如与特定序
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列具有至少70％同源性的实施例，其中变体是保守突变。

[0154] 当本说明书讨论各种蛋白质和蛋白质序列时，应当理解也公开了可以编码这些蛋

白质序列的核酸。这将包括与特定蛋白质序列相关的所有简并序列，即具有编码一种特定

蛋白质序列的序列的所有核酸以及编码所公开的蛋白质序列的变体和衍生物的所有核酸，

包括简并核酸。因此，虽然本文中可能没有写出每个特定的核酸序列，但是应当理解，实际

上本文通过公开的蛋白质序列公开和描述了每个序列。还应当理解，尽管没有氨基酸序列

表明在生物体内编码该蛋白质的特定DNA序列，其中本文公开了所公开蛋白质的特定变体，

但编码该蛋白质的已知核酸序列也是已知的，并且在本文中公开和描述。

[0155] 应当理解，有许多氨基酸和肽类似物可以掺入所公开的组合物中。例如，存在许多

D氨基酸或具有与表1和表2中所示的氨基酸不同的功能性取代基的氨基酸。公开了天然存

在的肽的相反立体异构体，以及肽类似物的立体异构体。这些氨基酸可以容易地通过用选

择的氨基酸和工程化遗传构建体加载tRNA分子而掺入多肽链中，遗传构建体利用例如琥珀

密码子以位点特异性方式将类似物氨基酸插入肽链中。

[0156] 可以产生类似肽但不通过天然肽键连接的分子。例如，氨基酸或氨基酸类似物的

键可以包括CH2NH‑‑、‑‑CH2S‑‑、‑‑CH2‑‑CH2‑‑、‑‑CH＝CH‑‑(顺式和反式)、‑‑COCH2‑‑、‑‑CH

(OH)CH2‑‑和‑‑CHH2SO—(这些和其它可以在Spatola,A.F.在《氨基酸、肽和蛋白质的化学和

生物化学(Chemistry  and  Biochemistry  of  Amino  Acids,Peptides,and  Proteins)》，

B.Weinstein编辑，Marcel  Dekker，纽约，第267页(1983)；Spatola,A.F，《Vega  Data》(1983

年3月)，第1卷，第3期，肽骨架修饰(综述)；Morley，《药理学趋势(Trends  Pharm  Sci)》

(1980)第463至468页；Hudson ,D.等人，《国际多肽研究和治疗学杂志(Int  J  Pept  Prot 

Res)》14:177‑185(1979)(‑‑CH2NH‑‑、CH2CH2‑‑)；Spatola等人《生命科学(Life  Sci)》38:

1243‑1249(1986) (‑‑CH  H2‑‑S)；Hann《化学普尔金反应杂志(J .Chem .Soc  Perkin 

Trans .)》I  307‑314(1982)(‑‑CH‑‑CH‑‑，顺式和反式)；Almquist等人《药物化学杂志

(J.Med .Chem .)》23:1392‑1398(1980)(‑‑COCH2‑‑)；Jennings‑White等人《四面体快报

(Tetrahedron  Lett)》23:2533(1982)(‑‑COCH2‑‑)；Szelke等人欧洲申请，EP  45665CA

(1982)：97:39405(1982)(‑‑CH(OH)CH2‑‑)；Holladay等人《四面体快报》24:4401‑4404

(1983)(‑‑C(OH)CH2‑‑)；和Hruby《生命科学》31:189‑199(1982)(‑‑CH2‑‑S‑‑)中找到；其各

自通过引用并入本文。特别优选的非肽键是‑‑CH2NH‑‑。应当理解，肽类似物可以在键原子

之间具有多于一个原子，如b‑丙氨酸、g‑氨基丁酸等。

[0157] 氨基酸类似物和类似物以及肽类似物通常具有增强的或期望的性质，如更经济的

生产、更大的化学稳定性、增强的药理学性质(半衰期、吸收、效力、功效等)、改变的特异性

(例如，广谱的生物活性)、降低的抗原性等。

[0158] D‑氨基酸可用于生成更稳定的肽，因为D‑氨基酸不被肽酶等识别。用相同类型的

D‑氨基酸(例如，D‑赖氨酸代替L‑赖氨酸)系统性地取代共有序列的一个或多个氨基酸可用

于生成更稳定的肽。半胱氨酸残基可用于将两个或更多个肽环化或连接在一起。这有利于

将肽限制为特定的构象。

[0159] 5.药物载体/药物产品的递送

[0160] 如上所述，组合物还可以在药学上可接受的载体中体内施用。“药学上可接受的”

意指不是生物学上或其它方面不期望的材料，即，所述材料可以与核酸或载体一起施用于
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受试者，而不引起任何不期望的生物学效应或以有害的方式与包含它的药物组合物的任何

其它组分相互作用。如本领域技术人员所熟知的，载体将被自然地选择来最小化活性成分

的任何降解并且最小化受试者中的任何不良副作用。

[0161] 组合物可以口服、肠胃外(例如，静脉内)、通过肌内注射、通过腹膜内注射、透皮、

体外、局部等施用，包含局部鼻内施用或通过吸入剂施用。如本文所使用的，“局部鼻内施

用”意指组合物通过鼻孔中的一个或两个递送到鼻和鼻道中，并且可以包括通过喷雾机制

或液滴机制或通过核酸或载体的气雾化的递送。通过吸入剂施用组合物可以是经由喷雾或

液滴机制的递送通过鼻或口。递送还可以通过插管法直接到呼吸系统的任何区域(例如

肺)。根据受试者的物种、年龄、体重和一般状况，所治疗的过敏性病症的严重程度，使用的

特定核酸或载体，其施用方式等，所需组合物的确切量将随受试者而变化。因此，不可能为

每种组合物指定确切的量。然而，在本文给出教导的前提下，本领域普通技术人员仅使用常

规实验便可以确定适当的量。

[0162] 组合物的肠胃外施用(如果使用的话)通常通过注射来表征。可以以常规形式(作

为液体溶液或悬浮液的形式、适于在注射前溶解或悬浮于液体中的固体形式或作为乳剂的

形式)制备注射剂。用于肠胃外施用的最近修订的方法涉及使用缓释或持续释放系统，使得

维持恒定的剂量。参见例如，美国专利第3,610,795号，所述美国专利通过引用并入本文。

[0163] 这些材料可以在溶液、悬浮液中(例如，结合到微粒、脂质体或细胞中)。这些材料

可以通过抗体、受体或受体配体靶向特定的细胞类型。以下参考文献是使用该技术将特定

蛋白靶向肿瘤组织的实例(Senter等人，《生物共轭化学(Bioconjugate  Chem .)》，2:447‑

451，(1991)；Bagshawe ,K .D，《英国癌症杂志(Br .J .Cancer)》，60:275‑281，(1989)；

Bagshawe等人，《英国癌症杂志》58:700‑703，(1988)；Singer等人，《生物共轭化学》，4:3‑9，

(1993)；Battelli等人，《癌症免疫学与免疫治疗(Cancer  Immunol .Immunother.)》，35:

421‑425，(1992)；Pietersz和Mckenzie，《免疫学评论(Immunolog.Reviews)》，129:57‑80，

(1992)；和Roffler等人，《生化药理学杂志(Biochem .Pharmacol)》，42:2062‑2065，

(1991))。载体如“隐形”和其它抗体缀合的脂质体(包括脂质介导的靶向结肠癌的药物)、通

过细胞特异性配体的DNA的受体介导的靶向、淋巴细胞定向的肿瘤靶向和体内鼠神经胶质

瘤细胞的高度特异性治疗性逆转录病毒靶向。以下参考文献是使用该技术将特定蛋白靶向

肿瘤组织的实例(Hughes等人，《癌症研究(Cancer  Research)》，49:6214‑6220，(1989)；和

Litzinger和Huang，《生物化学与生物物理学报(Biochimica  et  Biophysica  Acta)》，

1104:179‑187，(1992))。通常，受体涉及组成型或配体诱导的内吞作用的途径。这些受体聚

集在网格蛋白涂覆的凹坑中，通过网格蛋白涂覆的囊泡进入细胞，穿过其中对受体进行分

类的酸化的内体，并且然后循环到细胞表面，变成在细胞内储存，或在溶酶体中降解。内化

途径具有多种功能，如营养吸收、活化蛋白的去除、大分子的清除、病毒和毒素的机会性进

入、配体的解离和降解以及受体水平调控。根据细胞类型、受体浓度、配体类型、配体价和配

体浓度，许多受体遵循超过一种细胞内途径。已经综述了受体介导的胞吞作用的分子和细

胞机制(Brown和Greene，《DNA与细胞生物学(DNA  and  Cell  Biology)》10:6，399‑409

(1991))。

[0164] 应当理解并本文预期，所公开的修饰的NK细胞和修饰的NK细胞的过继转移方法可

以是针对癌症的有效免疫疗法。所公开的方法和组合物可用于治疗、抑制、减少和/或预防
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其中发生不受控制的细胞增殖的任何疾病，诸如癌症。不同类型的癌症的非限制性列表如

下：淋巴瘤(霍奇金和非霍奇金)、白血病、癌、实体组织癌、鳞状细胞癌、腺癌、肉瘤、神经胶

质瘤、高级神经胶质瘤、母细胞瘤、成神经细胞瘤、浆细胞瘤、组织细胞瘤、黑素瘤、腺瘤、缺

氧性肿瘤、骨髓瘤、AIDS相关淋巴瘤或肉瘤、转移性癌症或一般癌症。所公开的组合物可用

于治疗的癌症的代表性但非限制性列表如下：淋巴瘤、B细胞淋巴瘤、T细胞淋巴瘤、蕈样真

菌病、霍奇金病、髓样白血病(包括但不限于AML)、T细胞急性成淋巴细胞性白血病(T‑ALL)、

膀胱癌、脑癌、神经系统癌症、头颈癌、头颈部鳞状细胞癌、肺癌(诸如小细胞肺癌和非小细

胞肺癌)、成神经细胞瘤/成胶质细胞瘤、卵巢癌、皮肤癌、BPDCN、多发性骨髓瘤、肝癌、黑素

瘤、口腔、咽喉、喉和肺的鳞状细胞癌、宫颈癌症、宫颈癌、乳腺癌，以及上皮癌、肾癌、泌尿生

殖道癌、肺癌、食道癌、头颈癌、大肠癌、造血系统癌；睾丸癌；结肠癌、直肠癌、前列腺癌或胰

腺癌。因此，在一个方面，本文公开了治疗、减轻、抑制、减少、改善和/或预防受试者中的癌

症和/或转移(例如，多发性骨髓瘤、白血病(包括但不限于急性髓性白血病(AML)、T细胞急

性成淋巴细胞性白血病(T‑ALL)或母细胞性浆细胞样树突细胞肿瘤(BPDCN))或转移的方

法，其包含向受试者施用已被修饰以包含CD38基因敲除的NK细胞。在一些方面，该方法可以

进一步包含向受试者施用靶向CD38的药剂(诸如，例如，抗CD38，包括但不限于达雷木单抗、

艾萨妥昔单抗、TAK‑079和MOR202)。另外，该方法还可以包含向受试者施用血管生成抑制剂

(诸如，例如，泊马度胺、来那度胺或阿普斯特)和糖皮质激素(诸如，例如，地塞米松、倍他米

松、泼尼松龙、methodlprenisolone、曲安西龙或醋酸氟氢可的松)和/或ATRA。

[0165] 如本文所述，所公开的修饰的NK细胞(例如，本文公开的CD38敲除的NK细胞，包括

但不限于通过本文公开的方法制备的CD38敲除的NK细胞)可用于其中对受试者施用抗CD38

疗法可能或已经导致NK细胞自相残杀的治疗中。因此，在一个方面，本文还公开了在接受抗

CD38免疫疗法的受试者中减少NK细胞自相残杀的方法，其包含向受试者施用本文公开的任

何遗传修饰的NK细胞(包括本文公开的CD38敲除的NK细胞)。在一个方面，抗CD38免疫疗法

可以包含向受试者施用抗CD38抗体，包括但不限于达雷木单抗、艾萨妥昔单抗、TAK‑079和/

或MOR202。

[0166] D.实例

[0167] 提出以下实例以便向本领域的普通技术人员提供关于如何制备和评估本文所要

求保护的化合物、组合物、制品、装置和/或方法的完整公开内容和描述，并且旨在单纯地是

示例性的并不旨在限制本公开。已经做出努力来确保关于数字(例如，量、温度等)的准确

性，但应考虑一些误差和偏差。除非另有说明，份为重量份，温度以℃表示或为环境温度，压

力为大气压或接近大气压。

[0168] 1.实例1：生成CD38‑KO  NK细胞以克服自相残杀并增强ADCC

[0169] 自然杀伤细胞在通过抗CD38单克隆抗体达雷木单抗(DARA)靶向表达CD38的多发

性骨髓瘤(MM)中起重要作用。为了克服DARA疗法中NK细胞的自相残杀，使用Cas9/RNP生成

敲除的NK细胞。具体地，gRNA测序使用Cas9/RNP靶向CD38进行缺失。靶向以下序列(在CD38

起始密码子附近的外显子1处)的gRN A由集成DNA技术公司(In teg ra ted  DN A 

Technologies)商业生产：5'–CTGAACTCGCAGTTGGCCAT–3'(SEQ  ID  NO:1)

[0170] NK细胞用Cas9/RNP电穿孔并扩增14天。所产生的基因缺失超过90％有效，将NK细

胞中的CD38表达从对照NK细胞中的87％降低到CD38缺失的NK细胞中的7％，而不使用任何
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方法对KO群体进行阳性选择(图1)。测试NK细胞对达雷木单抗介导的自相残杀的敏感性。未

修饰的对照NK细胞对自相残杀表现出77％的敏感性(生存力从64％降低至14.6％)。相比之

下，CD38－KO  NK细胞对自相残杀仅表现出11％的敏感性(生存力从55.8％降低至49.9％)

(图2)。

[0171] 接下来，测试NK细胞针对多发性骨髓瘤的改善的抗体依赖性细胞毒性(ADCC)。当

在3种不同靶细胞和3种E:T比率中进行测量时，与野生型对照相比，CD38‑KO  NK细胞将其

ADCC增加37.9％(中位数，p＝0.004)，并将最终存活的癌细胞群减少22.3％(中位数，p＝

0.004)(图3)。各个结果如图4至6所示。

[0172] 2.实例2：引入。

[0173] 多发性骨髓瘤(MM)的特征在于骨髓(BM)中恶性浆细胞的克隆性积累。尽管引入自

体干细胞移植和如蛋白酶体抑制剂(PI——硼替佐米/卡非佐米)等新型药剂以及免疫调节

性IMiD药物(来那度胺/泊马度胺)显著改善了MM患者的存活率，但实际上所有患者均会复

发，然后预后差，中位总存活期仅为13个月。

[0174] 最近，靶向CD38的单克隆抗体，达雷木单抗(DARA)和艾萨妥昔单抗已对MM患者的

管理产生显著影响。美国食品药品监督管理局(FDA)批准DARA用于新诊断和复发/难治性M

患者。DARA通过几种机制杀死靶细胞：补体依赖性细胞毒性(CDC)、抗体依赖性细胞毒性

(ADCC)、抗体依赖性细胞吞噬作用(ADCP)，通过CD38在靶细胞上的交联诱导的凋亡，以及通

过消除CD38+免疫抑制细胞的免疫调节作用。尽管所有这些作用都涉及抗肿瘤活性，但仍不

清楚哪种机制在MM患者中观察到的临床反应中起主要作用。

[0175] 尽管DARA具有公认的临床益处，但大多数患者最终会经历疾病复发并继续死于

MM。正在进行当前的研究和临床努力以揭示对DARA的抗性机制并开发联合疗法以加深/增

强反应。临床证据表明，IMiD与DARA协同作用并导致更好的疾病控制。这可能部分是由于激

活了介导DARA介导的ADCC的自然杀伤(NK)细胞，以及IMiD通过cereblon介导的Ikaros/

Aiolos降解诱导MM细胞上调CD38。

[0176] 另外的证据表明，靶细胞上的CD38表达水平与对DARA的敏感性相关。具有较高

CD38表达水平的MM细胞优先地被DARA杀死，而残留的MM细胞在用DARA治疗期间表现出较低

的CD38表达水平。因为CD38的转录直接由视黄酸(RA)通过存在于CD38基因内含子I中的RA

应答元件控制，所以全反式视黄酸(ATRA)上调包括MM细胞在内的多种造血细胞上的CD38表

达。另外，ATRA下调补体抑制蛋白(CD55和CD59)的表达并与DARA协同杀死靶MM细胞。目前正

在一项将ATRA与DARA联合用于MM患者的临床试验中测试该策略(NCT02751255)。

[0177] 对DARA的次优反应的另一推定机制是在用DARA治疗后患者中NK细胞的快速耗竭，

因为NK细胞也表达相对高水平的CD38。这种循环NK细胞的减少在停止治疗后持续3至6个

月，导致针对MM细胞的无效ADCC。NK细胞的过继转移可以是克服这种机制的策略。在临床前

模型中，补充离体扩增的NK细胞导致DARA在控制疾病负荷方面的显著但适度的改善，因为

这些NK细胞也经受DARA介导的消除。克服DARA介导的消除的一种方法是缺失NK(CD38KO  NK)

细胞中的CD38。尽管NK细胞的基因编辑由于其DNA感应机制和相关的凋亡而具有挑战性，但

是可以使用具有Cas9核糖核蛋白复合物(Cas9/RNP)的无DNA方法实现原代NK细胞中的有效

基因缺失。

[0178] 在此，通过在体外和体内评估缀合和自相残杀以及针对MM细胞的ADCC来探索NK细
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胞中CD38缺失对于DARA免疫疗法的生物学后果。最后，研究了CD38作为调节烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸(NAD+)水平对NK细胞代谢和转录的胞外酶的作用。

[0179] 3.实例3：材料和方法。

[0180] NK细胞的纯化和扩增。外周血NK细胞分离自健康供体。将纯化的NK细胞(CD3‑/

CD56+)使用辐射的膜结合的IL‑21(mbIL21)/表达4‑1BBL的K562(CSTX002)以2:1的比率刺

激，并在AIM‑V/ICSR扩增培养基(CTSTMAIMVTMSFM/CTSTM免疫细胞SR，赛默飞世尔科技

(Thermo  Fisher  Scientific))和50IU人重组IL‑2(rIL‑2)(诺华公司(Novartis))中生长7

天。刺激后既没有检测到CD3+、CD19+，也没有检测到CD33+细胞(图7)。在扩增的第六天进行

电穿孔之前，将一半培养基更换。

[0181] 多发性骨髓瘤细胞。MM细胞系H929、MM.1S和U266购自美国典型培养物保藏中心

(American  Type  Culture  Collection)。OPM‑2和KMS‑11细胞系从德国微生物和细胞培养

物保藏中心(German  Collection  of  Microorganisms  and  Cell  Cultures)获得。根据IRB

批准的方案和美国约翰霍普金斯大学(Johns  Hopkins  University)的书面同意，从新诊断

或复发的MM患者收集原代MM细胞。患者信息见表1。CD138+MM细胞纯化和细胞培养先前已发

表。使用Ficoll‑PaqueTM  PLUS(瑞典通用电气健康护理生物科学股份公司(GE  Healthcare 

Bio‑Sciences  AB,Sweden))通过密度梯度离心从新鲜BM抽吸物中分离单核细胞。根据制造

商的说明书(加利福尼亚州奥本的美天旎生物技术公司(Miltenyi  Biotec,Auburn,CA))通

过磁珠和柱选择CD138+MM细胞。所有MM细胞系和原代MM细胞在补充有10％热灭活FBS(弗吉

尼亚州马纳萨斯的康宁公司(Corning ,Manassas,VA))、2mM  L‑谷氨酰胺(纽约格兰德艾兰

的Gibco(Gibco,Grand  Island,NY))、100单位/ml青霉素和100μg/ml链霉素(纽约格兰德艾

兰的Gibco)的RPMI  1640培养基(英国的Gibco)中培养。

[0182] 表1

[0183]

[0184] 小鼠。NOD .Cg‑PrkdcscidIl2rgtm1Wjl/SzJ(NSG)小鼠购自杰克逊实验室(The 

Jackson  Laboratory)，并且在特定无病原体条件下饲养。根据我们由美国约翰霍普金斯大

学的动物研究委员会批准的动物方案，将六至十周龄雄性NSG小鼠用于实验。
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[0185] 免疫分型。NK细胞和MM细胞用荧光团缀合的抗体染色。抗体列表如表2所示。洗涤

细胞并使用LSR  II流式细胞仪(Becton  Dickinson  Biosciences)和FlowJo软件(俄勒冈州

阿什兰的Tree  Star公司)通过流式细胞术分析。

[0186] 表2

[0187] 品牌 反应性 姓名 克隆 格式

BD 人 CD3 SK7 FITC

BD  Pharmingen 人 CD16 3G8 PE

BD  Pharmingen 人 CD16 3G8 Alexa  Fluor  647

BD  Pharmingen 人 CD19 SJ25C1 APC‑Cy7

BD  Horizon 人 CD33 WM53 BV421

BD 人 CD38 HB7 PE

Biolegend 人 CD38 HB7 APC

Biolegend 人 CD38 HIT2 生物素

BD  Pharmingen 人 CD56 B159 Alexa  Fluor  647

BD  Pharmingen 人 CD138 MI15 PE

BD  Pharmingen 人 CD45 HI30 APC

BD  Horizon 人 CD45 HI30 BV421

BD  Pharmingen 小鼠 CD45 30‑F11 FITC

[0188] CRISPR修饰细胞的生成。为了生成CD38KO和CD16KO  NK细胞，我们使用了crisprRNA

(crRNA)(5‑CTGAACTCGCAGTTGGCCAT；SEQ  ID  NO:1)靶向CD38基因的外显子134和crRNA(5‑

AAAGAGACTTGGTACCCAGG；SEQ  ID  NO:3)靶向CD16A基因的外显子5。先前已经描述了生成

Cas9/RNP复合物。为了生成CD38KO和CD16KO  NK细胞，我们使用了crisprRNA(crRNA)(5‑

CTGAACTCGCAGTTGGCCAT；SEQ  ID  NO:1)靶向CD38基因的外显子1和crRNA (5‑

AAAGAGACTTGGTACCCAGG；SEQ  ID  NO:4)靶向CD16A基因的外显子5。先前已经描述了生成

Cas9/RNP复合物。简言之，预转录的 CRISPR‑Cas9crRNA和 CRISPR‑Cas9 

tracrRNA(目录号1072532)购自IDT(爱荷华州珊瑚村的集成DNA技术公司(Integrated  DNA 

Technologies,Inc,Coralville,Iowa))。通过将总体积为10μl的crRNA和tracrRNA各200μM

一起在无核酸酶的IDTE，pH  7.5(1X  TE溶液，目录号11‑01‑02‑02)中在95℃孵育5分钟来制

备向导RNA(gRNA)。通过孵育2μl的 S.p.形成Cas9/RNP复合物。将总体积为5μl的HiFi 

Cas9核酸酶V3蛋白(122pmol)(目录号1081060)、2μl的gRNA(400pmol)和1μl的PBS在室温下

放置15至20分钟。第7天，将扩增的NK细胞重悬于20μl的P3原代细胞4D‑核转染剂TM  X溶液

和5μl的Cas9/RNP复合物和1μl的100μM的 Cas9电穿孔增强剂(目录号1075915)中，并

使用具有脉冲EN‑138的Lonza  4D‑核转染剂体系进行电穿孔。野生型NK(CD38WT  NK)细胞在

没有Cas9/RNP复合物的情况下电穿孔。电穿孔后，将NK细胞在补充有50IU的rIL‑2的AIM‑V/

ICSR生长培养基中静置2天，然后使用流式细胞术评估CRISPR修饰的效率。然后用CSTX002

扩增细胞。通过用生物素化的抗CD38抗体(BioLegend)标记，随后用抗生物素微珠(加利福

尼亚州奥本的美天旎生物技术公司)标记并在LD柱(加利福尼亚州奥本的美天旎生物技术

公司)上去除残留的CD38+NK细胞。
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[0189] 鉴定CD38靶向的Cas9/RNP的脱靶效应。全基因组测序用于鉴定靶向CD38的Cas9/

RNP的脱靶效应。从CD38WT和CD38KO  NK细胞中使用DNeasy血液和组织试剂盒(德国凯杰

(Qiagen)，目录号/ID：69504)分离基因组DNA(gDNA)。使用NEBNext  Ultra  II‑FS  DNA文库

制备试剂盒(马萨诸塞州Ipswhich的新英格兰生物实验室)构建DNA文库。将样品酶促片段

化、5′磷酸化、dA‑尾化，并用独特的双索引衔接子方法连接以防止样品错误分配和解决索

引跳跃(爱荷华州的集成DNA技术公司)。接头连接的DNA通过限制循环PCR扩增并使用基于

磁珠的方法纯化。在Tapestation高灵敏度D1000ScreenTape(安捷伦生物技术(Agilent 

Biotechonologies))上分析文库质量，并通过KAPA  qPCR(KAPA生物系统)进行定量。在

Illumina  HiSeq4000平台上，以2x  150bp的读段长度对文库进行测序，深度约为覆盖范围

的30倍。

[0190] 鉴定CD38靶向的Cas9/RNP的脱靶效应。全基因组测序用于鉴定靶向CD38的Cas9/

RNP的脱靶效应。从CD38WT和CD38KO  NK细胞中使用DNeasy血液和组织试剂盒(德国凯杰

(Qiagen)，目录号/ID：69504)分离基因组DNA(gDNA)。使用NEBNext  Ultra  II‑FS  DNA文库

制备试剂盒(马萨诸塞州Ipswhich的新英格兰生物实验室)构建DNA文库。将样品酶促片段

化、5′磷酸化、dA‑尾化，并用独特的双索引衔接子方法连接以防止样品错误分配和解决索

引跳跃(爱荷华州的集成DNA技术公司)。接头连接的DNA通过限制循环PCR扩增并使用基于

磁珠的方法纯化。在Tapestation高灵敏度D1000ScreenTape(安捷伦生物技术(Agilent 

Biotechonologies))上分析文库质量，并通过KAPA  qPCR(KAPA生物系统)进行定量。在

Illumina  HiSeq4000平台上，以2x  150bp的读段长度对文库进行测序，深度约为覆盖范围

的30倍。

[0191] NK功能测定。如先前公开和如上详述进行NK细胞缀合测定。为了定量自相残杀，

CD38WT和CD38KO  NK细胞各自用10μg/ml的DARA或溶剂对照处理4或24小时，然后用PO‑PROTM‑

1染料(俄勒网州尤金的英杰公司(Invitrogen，Eugene，Oregon))和7‑氨基放线菌素D(7‑

AAD)(俄勒网州尤金的英杰公司)25染色。如补充方法中详述进行基于流动的杀伤测定。简言

之，将CD38WT或CD38KO  NK细胞与CFSE‑标记的靶MM细胞在10μg/ml的DARA或作为对照的溶剂

存在下共培养4或24小时。

[0192] 将人NK细胞过继转移到NSG小鼠中。将来自相同个体供体的离体扩增的CD38WT和

CD38KO  NK细胞解冻并用辐射的CSTX002再刺激一周。将来自各组的107个NK细胞悬浮于Hank

平衡盐溶液(纽约格兰德艾兰的Gibco)中并通过尾静脉输注至NSG小鼠中，NSG小鼠在同一

天用DARA(8mg/kg)或溶剂对照腹膜内预处理。每隔一天向小鼠腹膜内提供rIL‑2(50 ,

000IU)。收集每只小鼠中的外周血(7天后)和脾和BM(9天后)并分析NK细胞的持久性。还计

算了来自2根股骨的脾和BM中人NK细胞的绝对数。

[0193] RNA测序和Ingenuity通路分析。使用NEBNext  Ultra  II定向RNA文库制备试剂盒，

按照制造商的建议(马萨诸塞州Ipswhich的新英格兰生物实验室)制备链特异性RNA‑seq文

库。总之，使用RNA  6000Nano试剂盒在Agilent  2100生物分析仪(安捷伦生物技术)上评估

从相同供体(n＝6)CD38WT和CD38KO  NK细胞分离的总RNA(总共12个样品)质量，并使用Qubit 

RNA  HS测定试剂盒(美国生命技术公司(Life  Technologies))测量浓度。使用基于NEB的

人/小鼠/大鼠RNAse‑H的耗竭试剂盒(新英格兰生物实验室)耗竭40至500ng等份的总RNA。

去除rRNA后，将mRNA片段化，然后用随机六聚体引物用于第一和第二链cDNA合成。双链cDNA
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片段进行末端修复和双独特接头(集成DNA技术公司)的α‑尾化和连接。接头连接的cDNA通

过限制循环PCR扩增并使用基于磁珠的方法纯化。在Tapestation高灵敏度D1000 

ScreenTape(安捷伦生物技术(Agilent  Biotechonologies))上分析文库质量，并通过KAPA 

qPCR(KAPA生物系统)进行定量。在Illumina  HiSeq  4000平台上以2x  150bp读段长度汇集

文库并测序，以生成每个样品约6000至8000万个配对末端读段。我们接下来使用标准化的

RNA‑seq数据，并在输入到Ingenuity通路分析(IPA)之前通过消除至少一个样品中在大于

或等于10FPM下不表达的基因进行过滤。差异表达基因(DEG)被鉴定为其中CD38WT和CD38KO 

NK细胞之间的基因表达水平的配对双侧t检验产生小于0.05的p值的基因。将DEG的p值截止

值调整为0.01或0.1，或将最小基因表达截止值调整为5FPM，不会对结论产生定性影响。

CD38WT和CD38KO  NK细胞中每种基因的平均变化倍数近似等于所报道通路中平均值的变化

倍数，因此对于这些结论，个体间效应(来自相同供体的CD38WT和CD38KO  NK细胞)可被认为

是可忽略的。执行了IPA中核心分析的所有默认设置。我们不能在DARA存在的情况下研究

CD38WT和CD38KO  NK细胞的转录组图样，因为CD38WT  NK细胞被DARA诱导的自相残杀杀死。

[0194] 差异表达基因(DEG)被鉴定为其中CD38WT和CD38KO  NK细胞之间的基因表达水平的

配对双侧t检验产生小于0.05的p值的基因。将DEG的p值截止值调整为0.01或0.1，或将最小

基因表达截止值调整为5FPM，不会对结论产生定性影响。CD38WT和CD38KO  NK细胞中每种基

因的平均变化倍数近似等于所报道通路中平均值的变化倍数，因此对于这些结论，个体间

效应(来自相同供体的CD38WT和CD38KONK细胞)可被认为是可忽略的。执行了IPA中核心分析

的所有默认设置。我们不能在DARA存在的情况下研究CD38WT和CD38KO  NK细胞的转录组图

样，因为CD38WT  NK细胞被DARA诱导的自相残杀杀死。

[0195] 代谢测定。为了测量耗氧速率(OCR)和细胞外酸化速率(ECAR)，我们在Seahorse 

XFe24(安捷伦科技公司)上使用安捷伦细胞外通量测定试剂盒(安捷伦科技公司)。将扩增

的CD38WT和CD38KO  NK细胞在XF  RPMI中孵育1至2小时，然后在37℃下在非CO2培养箱中测量。

培养基补充有10 μM的葡萄糖和2μM的左旋谷氨酰胺，无酚红，pH为7.35至7.4。在基础条件

下分析OCR、氧化磷酸化(OXPHOS)的量度和ECAR，随后向细胞培养物中添加1μM的寡霉素、

1.5μM的FCCP和0.5μM的鱼藤酮和抗霉素A。

[0196] 缀合测定、自相残杀测定和基于流动的细胞毒性测定。如Burshtyn等人所述，对NK

细胞缀合测定进行了微小的修改。简而言之，将每种NK细胞的2×106个细胞(1×107个细胞/

ml)用5μM的绿色染料CFDA  SE(CFSE)细胞示踪剂(俄勒冈州尤金的英杰公司)在37℃下染色

15分钟或5μM的红色染料PKH26(密苏里州圣路易斯的西格玛奥德里奇(Sigma‑Aldrich ,

St.Louis,MO))在室温下染色5分钟。通过向细胞悬浮液中添加完全培养基来终止染色。用

完全培养基洗涤细胞两次。将绿色和红色标记的NK细胞以1:1的比例在补充有10μg/ml的

DARA或溶剂对照(盐水)的200μl总体积中混合，并在37℃下在5％的CO2培养箱中共培养4小

时。然后轻轻收集细胞并用200μl的4％甲醛固定，并使用流式细胞术分析20,000个细胞的

缀合。

[0197] 为了定量自相残杀，CD38WT和CD38KO  NK细胞各自用10μg/ml的DARA或溶剂对照处

理4或24小时，然后用PO‑PROTM‑1染料(俄勒冈州尤金的英杰公司)和7‑氨基放线菌素D(7‑

AAD)(俄勒冈州尤金的英杰公司)染色。使用珠(Becton  Dickinson  Biosciences)基于频率

或绝对数评估活NK细胞(PO‑PROTM‑1阴性/7‑AAD阴性)。
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[0198] 为了评估ADCC，MM细胞系或纯化的原代CD138+MM细胞用5μM的CFSE标记，并与

CD38WT或CD38KO  NK细胞以指定的效应子—靶(E:T)比率在平底96孔板(美国Falcon)中在作

为对照38的10μg/ml的DARA或溶剂存在下共同培养。由于DARA抗性原代样品的低频率(CD38
阴性/低)，我们没有纯化这些细胞，并且MM细胞被定义为CD138+CD45‑细胞。4小时后对MM细胞系

和24小时后对原代样品分析靶细胞的存活力。在一些实验中，骨髓瘤细胞系在4小时细胞毒

性测定之前用50nM的ATRA预处理2天。为了研究ATRA对总体DARA介导的NK细胞细胞毒性的

影响，将MM细胞和NK细胞在DARA和50nM的ATRA存在下共培养48小时。从总CFSE阳性细胞中

7‑AAD阴性/CFSE阳性细胞的百分比或绝对数或使用珠评估活靶细胞。由在不存在效应细胞

和DARA的情况下孵育的靶细胞确定背景。根据下式计算DARA介导的ADCC的百分比(％)：

(1－在具有DARA的效应细胞存在下活靶细胞的百分比或绝对数/具有溶剂对照的相应样品

的百分比或绝对数)×100。所有测定用2或3个独立供体一式三份进行。

[0199] 统计分析。使用GraphPad  Prism  8(GraphPad软件公司)进行统计分析。使用学生t

检验比较两个独立的组。将三组或更多组与单因素ANOVA检验进行比较，然后与杜克的多重

比较检验进行比较。p<0.05被认为表示统计学显著性。

[0200] 4.实例4：结果。

[0201] 在NK细胞中使用Cas9/RNP的有效基因靶向。使用Cas9/RNP方法，从健康供体的离

体扩增的外周血NK(PB‑NK)细胞成功生成CD38KONK细胞(图8A)。流式细胞分析显示CD38敲除

效率为81.9±6.9％(n＝5，平均值±SD，图8B)。使用磁性分离，将NK细胞纯化至超过99％的

CD38KO以用于进一步实验(图8C)。CD38WT和CD38KO  NK细胞显示出相似的扩增速率，并且

CD38KO  NK细胞的纯度在随后的培养后得以保持(图8D)。在CD38WT和CD38KO  NK细胞之间的

CD16表达的水平中没有观察到差异(图7B)。

[0202] Cas9/RNP在NK细胞中的低脱靶效应。高保真Cas9(HiFi‑Cas9)由于其在电穿孔后

快速降解而显示具有低脱靶编辑。为了研究CRISPR修饰的NK细胞中的脱靶效应，进行了全

基因组测序(WGS)，并且发现了具有CD38KO  NK细胞独有的SNP和INDEL的26个基因。因为突变

局限于编码区，所以所有基因具有中等或高潜在影响的突变。SnpEff将18个基因分类为中

度影响(错义和非移码)的突变，八个基因(包括CD38)分类为高度影响(起始损失、终止增益

和移码)的突变(表3)。通过RNA‑seq，在NK细胞中仅有四个具有可能的高度影响突变的脱靶

基因以有意义的水平表达(CC2D1B、DENND4B、KMT2C和WDR89，图9)。这些结果显示这种gRNA

对于NK细胞中CD38靶向的效率和特异性。

[0203] 表3.
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[0204]
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[0205]
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[0206]
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[0207]

[0208] CD38KO  NK细胞对DARA诱导的自相残杀的抗性。DARA通过交联CD38和CD16经由NK间

ADCC诱导NK细胞自相残杀。为了研究CD38KO  NK细胞是否对DARA诱导的自相残杀有抗性，评

估了配对的CD38WT和CD38KO  NK细胞的缀合和生存力。DARA增加CD38WT  NK细胞缀合物的形

成，但不影响CD38KO  NK细胞缀合物的形成(图10A至10B)。与该结果一致，DARA诱导CD38WT 

NK细胞的ADCC依赖性凋亡，而CD38KO  NK细胞在与DARA孵育的整个过程中保持它们的生存力

(图10C至10D)。类似地，用DARA处理后NK细胞中CD16的缺失也保持了它们的生存力。另外，

在不存在NK细胞和补体的情况下没有观察到DARA介导的裂解(图11B)。这些结果表明，CD16

和CD38对于DARA诱导的自相残杀是必需和足够的，并且NK细胞中CD38的缺失使得它们对

DARA诱导的自相残杀具有抗性。

[0209] 接下来，为了研究CD38KO  NK细胞对DARA的抗性是否也有助于体内的优异持久性，

将CD38WT或CD38KO  NK细胞融合到用DARA处理的NSG小鼠中并且检查PB、脾和BM中的NK细胞

频率。CD38WT或CD38KO  NK细胞在对照小鼠中显示出相当的植入(图10E至10F)。相比之下，用

DARA治疗显著减少了CD38WT  NK细胞的植入，但对CD38KO  NK细胞的持久性没有影响(图10E

至10F)。CD38WT  NK细胞在脾和BM以及外周血中被DARA耗竭，而CD38KO  NK细胞在对照和DARA

处理的小鼠之间的这些区室的任一个中没有显示出显著的耗竭(图10F)。总之，这些结果表

明CD38KO细胞在体外和体内对DARA具有抗性。

[0210] CD38KO  NK细胞针对MM细胞的优异的DARA介导的ADCC。因为DARA诱导的NK细胞耗竭

可以减弱针对靶细胞的细胞依赖性细胞毒性，所以CD38KO  NK细胞也可以比CD38WT  NK细胞

更有效地杀死靶细胞。为了研究这一点，在存在或不存在DARA的情况下，针对具有高、低或

无CD38表达水平的不同MM细胞系，测试配对的CD38WT和CD38KO  NK细胞的细胞毒性(图12A)。

CD38WT和CD38KO  NK细胞对每种MM细胞系的直接细胞毒性是等同的，然而在DARA存在下，

CD38KO  NK细胞对CD38+靶细胞表现出显著更高的细胞毒性(图12B)，表明CD38KO  NK细胞的
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ADCC更高(图12C)。CD38WT和CD38KO  NK细胞都不表现出针对CD38‑细胞系U266的ADCC。CD38WT 

NK细胞对具有低水平CD38表达的MM细胞(如OPM‑2和KMS‑11)表现出边缘或无ADCC，而CD38KO 

NK细胞对这些MM细胞系表现出显著更强的ADCC。与细胞系的结果相似，CD38KO  NK细胞对原

代MM样品显示更高的DARA介导的ADCC活性(图12D至12E)，包括对来自DARA抗性病例的原代

CD38低MM细胞的改善的细胞毒性(图12F和18)。进一步研究了CD38KO  NK与CD38WT  NK相比的

CD38表达与改善的ADCC之间的关系(图13)，并发现统计学显著的负相关(r＝‑0.786，p＝

0.048)。总之，该结果表明CD38KO  NK细胞可以改善DARA抗复发性和难治性MM的功效，否则由

于低CD38表达而具有DARA抗性(图18)。

[0211] ATRA对NK细胞细胞毒性的抑制作用。MM细胞上CD38的下调被认为在发展对DARA的

抗性中起重要作用。用ATRA治疗可以通过上调CD38低靶细胞上的CD38水平来克服这种抗性。

为了研究上调MM细胞上的CD38和缺失NK细胞上的CD38的协同作用，在用DARA和NK细胞评估

ADCC之前用ATRA预处理MM细胞。经证实，用ATRA预处理上调了MM靶细胞上的CD38水平(图

14)，并且表明在CD38WT和配对的CD38KO  NK细胞存在下，其改善了DARA介导的ADCC(图15A至

15B)。然后，使用在巩固治疗期间接受ATRA治疗的急性早幼粒细胞白血病(APL)患者的PB‑

NK检查ATRA对NK细胞上的CD38表达的体内直接作用。与治疗前获得的样品相比，用ATRA治

疗与这些患者的PB‑NK上CD38的显著上调相关(图15C)。类似地，用ATRA进行的离体处理上

调CD38WT上的CD38水平，但不上调配对的CD38KO  NK细胞上的CD38水平(图15D)。另外，ATRA

还增强CD38WT  NK细胞的自相残杀(图15E)。与用ATRA预处理MM细胞相反，用ATRA同时处理MM

和NK细胞显著削弱了DARA介导的CD38WT  NK细胞的ADCC，但对DARA介导的CD38KO  NK细胞的

ADCC没有影响(图15F)。ATRA显著降低CD38WT和配对的CD38KO  NK细胞的直接细胞毒性至相

同程度(图15F)。因此，ATRA诱导的MM靶细胞上CD38的上调可能被增加的NK细胞自相残杀和

受损的NK细胞功能抵消，从而降低DARA的总体功效，这可以通过使用CD38KO  NK细胞来缓解

(图15G)。

[0212] CD38KO  NK细胞中更高的OXPHOS活性。CD38是一种46‑kDa  II型跨膜糖蛋白并且已

经显示具有多种功能，包括作为NAD+水解酶的外酶活性以调节细胞内NAD+水平。因为NAD+是

有助于ATP产生的酶催化反应的必需辅因子，所以CD38在细胞代谢中起重要作用。最近的一

项研究报道，T细胞中的CD38敲除导致更高水平的细胞内NAD+，其促进OXPHOS和ATP合成，并

因此导致更高的针对癌症的细胞毒性。类似于T细胞，代谢定型在肿瘤环境中NK细胞的细胞

毒性和存活中起着至关重要的作用。研究了CD38敲除对NK细胞代谢的影响。首先，对野生型

和CD38KO  NK细胞进行RNA‑seq，鉴定DEG，并使用IPA鉴定来自DEG的差异调节途径。IPA在

CD38KO  NK细胞中显示出胆固醇生物合成(p<0.00001)和OXPHOS(p<0.00001)途径的显著变

化。对这些途径中的基因进行的分析发现，CD38KO  NK细胞中与ATP合成、NAD再循环和电子转

运特别相关的线粒体基因表达有适度但显著的增加(表1、图16A和17)。主要组分分析显示，

在基线时存在显著的供体依赖性变化，但在所有供体对中响应于CD38缺失的一致方向变

化，除了已经在基线处的谱的远端处的10号供体(图16B)。考虑到这些代谢途径中基因的上

调，研究了CD38KO  NK细胞的细胞代谢。使用线粒体应激试验测定，观察到更高的OCR和相当

的ECAR，导致与CD38WT  NK细胞相比，CD38KO  NK细胞中显著更高的OCR/ECAR比率(图16C、

16D、16E、16F和16D)。该结果表明，CD38的缺失诱导NK细胞优先使用OXPHOS以实现它们的生

物能需求。重要的是，与CD38WT  NK细胞相比，CD38KO  NK细胞还具有更高的备用呼吸能力
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(SRC)和线粒体呼吸能力(图16D)。这些有利的代谢转变与CD38KO  NK细胞的DARA介导的细胞

毒性增强相一致。

[0213] 表1.通过IPA鉴定的与显著改变的代谢途径相关的DEG的变化倍数和p值。

[0214]

[0215]

[0216] 使用DARA治疗复发/难治性MM患者是有效的。然而，尽管被纳入前期治疗方案中并

且被接受为治疗MM的护理标准，但是越来越清楚，疾病复发是不可避免的。MM细胞对用DARA

治疗的抗性机制开始阐明。这些机制中的一些与先前提出的对IMiD或PI的抗性机制重叠，

如肿瘤异质性和骨髓微环境的作用，但其它机制对于单克隆抗体疗法可能是独特的。

[0217] 单克隆抗体通过四种机制消除靶标：CDC、ADCC、ADCP和通过受体交联的激活诱导

的细胞死亡。因此，通过抑制这些机制而产生抗性机制。例如，DARA抗性与MM细胞表面上的

补体抑制蛋白(CD55和CD59)的过表达相关，从而损害DARA介导的CDC。关于ADCC，独特的情

况发生在DARA，其中表达高水平CD38的NK细胞在治疗期间被清除，从而削弱DARA介导的

ADCC。通过过继转移离体扩增的NK细胞来拯救DARA介导的ADCC在使用CD38低NK细胞的临床

前模型中是成功的。然而，这些CD38低NK细胞在离体扩增期间重新获得CD38表达，并因此重

新获得对DARA介导的清除的敏感性，从而使得临床翻译不太可能。另外，患有多发性骨髓瘤

的患者——特别是接受DARA治疗的那些患者——具有相对低数量的免疫细胞，包括NK细

胞。因此，我们将我们的研究集中于同种异体NK细胞，其中第三方通用供体策略将允许选择

具有期望KIR基因型或FCGR3A多态性的供体以获得最佳NK细胞功能。

[0218] 在此，使用CRISPR/Cas9系统生成CD38KO  NK细胞。这些细胞对DARA诱导的缀合和自

相残杀具有抗性，并且在DARA存在下在体内持续存在。当与配对的CD38WT细胞相比时，

CD38KO  NK细胞对MM细胞系和原代样品表现出更高的ADCC活性。CD38KO  NK细胞对具有低

CD38表达的MM细胞系和来自在DARA治疗期间复发的患者的MM细胞特别有效，而CD38WT  NK细

胞对那些靶细胞具有最小活性甚至无活性。考虑到在接受DARA治疗期间对低CD38表达的MM

细胞的选择性压力，CD38KO  NK细胞可以增强DARA针对这种残留疾病的治疗效果。

[0219] NK细胞上CD38的缺失与这些细胞的增加的线粒体呼吸能力和有利于OXPHOS代谢

和胆固醇合成的补偿性转录组图样相关。尽管没有直接研究这种代谢转变在CD38KO  NK细胞

的效应子功能中的作用，但是先前的研究显示敲除T细胞中的CD38会导致更高的OXPHOS活
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性和抗肿瘤作用。

[0220] 抗原密度是单克隆抗体的靶标识别和效应子功能中的重要因素，并且因此靶细胞

上CD38水平的上调具有增强DARA活性的潜力。最近，IMiD和DARA之间的临床协同作用已部

分归因于IMiD对MM细胞上的CD38的上调。ATRA也显示上调MM细胞上的CD38水平并使其对

DARA介导的CDC和ADCC敏感。与具有已知有利的免疫调节特性的IMiD相反，关于ATRA对NK细

胞的ADCC活性的影响知之甚少。在此，证实了接受ATRA治疗上调MM细胞上的CD38水平，但也

显示其上调APL患者的离体扩增的NK细胞和体内循环的NK细胞上的CD38。这种对NK细胞的

调节作用可以在体内增强DARA诱导的自相残杀并削弱DARA介导的针对MM细胞的ADCC。尽管

CD38KO  NK细胞没有自相残杀，但ATRA能显著抑制CD38WT和CD38KO  NK细胞的直接细胞毒性。

因此，ATRA介导的MM细胞上CD38水平的上调被其对NK细胞功能的负面影响抵消。总而言之，

接受ATRA治疗的净结果是CD38WT  NK细胞的DARA介导的ADCC活性整体受损，而使用CD38KO 

NK细胞拯救ATRA对ADCC的负面影响。

[0221] 值得一提的是，接受ATRA治疗可以通过降低MM细胞上的CD55和CD59表达来增强

DARA介导的CDC。尽管大多数用于临床开发的单克隆抗体是基于它们的CDC活性来选择的，

但尚不清楚四种作用机制中的哪一种在临床环境中起最重要的作用。区分这些机制的临床

前模型一直很困难，因为单独的DARA在根除鼠异种移植物中的MM中的高功效，使得离体扩

增的NK细胞的添加比单独的DARA具有相对小的益处。CD38lo  MM患者来源的异种移植物的开

发可用于DARA和NK细胞组合的药代动力学建模和比较CD38KO和CD38WT  NK细胞。当前的临床

试验(NCT02751255)测试对MM患者的ATRA和DARA的联合治疗使用独特的治疗方案，提供了

这些药物的短暂和交错暴露。DARA药代动力学在治疗期间相对恒定，并且ATRA水平由复杂

的全身和组织依赖性反馈机制严格调节。除了使用这种组合的临床结果之外，理解这种治

疗方案对NK细胞数目、功能和DARA介导的ADCC和CDC的影响也很有意义。另外，已经表明抗

KIR抗体增强达拉雷木单抗介导的原代骨髓瘤细胞的裂解。研究KIR功能/基因型和

FCRGIIIA多态性对CD38KO和CD38WT  NK细胞的ADCC活性的影响是未来研究的重要领域，也是

将这些发现转化为临床研究的必要步骤。

[0222] 这项研究提供了CD38KO  NK细胞可以增强DARA对MM细胞的作用的概念的证据。使用

Cas9/RNP的新开发的无DNA方法成功地有效生成CD38KO  NK细胞，如通过WGS评估的，具有非

常低的脱靶效应频率。

[0223] 本文还将方法应用于扩增遗传修饰的NK细胞，这对于获得临床上有意义的数量是

至关重要的。总之，这些结果证明了离体扩增的CD38KO  NK细胞与DARA联合用于针对MM的过

继免疫疗法的合理性和可行性，以及潜在的其它CD38+血液恶性肿瘤，如急性髓性白血病，

以及B和T细胞淋巴母细胞白血病和淋巴瘤。另外，NK细胞中CD38缺失的方法可用于生成

CD38嵌合抗原受体－NK细胞，以避免它们在细胞制造过程中的自相残杀和体内有效的抗肿

瘤活性。

[0224] 5.实例5：使用艾萨妥昔单抗的联合治疗

[0225] 认识到NK  CD38KO  NK细胞用于过继免疫疗法与DARA联合抗MM的功效，除DARA之外

的其它抗CD38免疫疗法，如艾萨妥昔单抗可用于治疗癌症。

[0226] CD38KO  NK细胞对艾萨妥昔单抗诱导的自相残杀的抗性。与DARA类似，艾萨妥昔单

抗通过交联CD38和CD16经由NK间ADCC诱导NK细胞自相残杀。为了研究CD38KO  NK细胞是否对
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艾萨妥昔单抗诱导的自相残杀有抗性，可以评估配对的CD38WT和CD38KO  NK细胞的缀合和生

存力。艾萨妥昔单抗可以增加CD38WT  NK细胞缀合物的形成，但不影响CD38KO  NK细胞缀合物

的形成。此外，艾萨妥昔单抗可以诱导CD38WT  NK细胞的ADCC依赖性凋亡，而CD38KO  NK细胞

在与艾萨妥昔单抗孵育的整个过程中保持其生存力。类似地，NK细胞中CD16的缺失在接受

艾萨妥昔单抗治疗后也保持其生存力。这些结果表明，CD16和CD38对于艾萨妥昔单抗诱导

的自相残杀是必需和足够的，并且NK细胞中CD38的缺失使得它们对艾萨妥昔单抗诱导的自

相残杀具有抗性。

[0227] 接下来，为了研究CD38KO  NK细胞对艾萨妥昔单抗的抗性是否也可有助于体内的优

异持久性，可以将CD38WT或CD38KO  NK细胞融合到用艾萨妥昔单抗治疗的NSG小鼠中以及PB、

脾和BM中的NK细胞频率。可以检查CD38WT或CD38KO。用艾萨妥昔单抗治疗可以显著减少

CD38WT  NK细胞的植入，但对CD38KO  NK细胞的持久性没有影响。作为治疗的结果，CD38WT  NK

细胞在脾和BM以及外周血中被艾萨妥昔单抗耗竭，而CD38KO  NK细胞在对照和艾萨妥昔单抗

治疗的小鼠之间的这些区室的任一个中没有显示出显著的耗竭。

[0228] CD38KO  NK细胞针对MM细胞的优异的艾萨妥昔单抗介导的ADCC。因为DARA诱导的NK

细胞耗竭可以减弱针对靶细胞的细胞依赖性细胞毒性，所以CD38KO  NK细胞也可以比CD38WT 

NK细胞更有效地杀死靶细胞。为了研究这是否也适用于艾萨妥昔单抗，可以在存在或不存

在艾萨妥昔单抗的情况下，针对具有高、低或无CD38表达水平的不同MM细胞系，测试配对的

CD38WT和CD38KO  NK细胞的细胞毒性。CD38WT和CD38KO  NK细胞对每种MM细胞系的直接细胞毒

性是等同的，然而在艾萨妥昔单抗存在下，CD38KO  NK细胞对CD38+靶细胞表现出显著更高的

细胞毒性，表明CD38KO  NK细胞的ADCC更高。如在DARA实验中，CD38WT  NK细胞对具有低水平

CD38表达的MM细胞(如OPM‑2和KMS‑11)表现出边缘或无ADCC，而CD38KO  NK细胞对这些MM细

胞系表现出显著更强的ADCC。与细胞系的结果结果相似，CD38KO  NK细胞对原代MM样品表现

出更高的艾萨妥昔单抗介导的ADCC活性。
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