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用于调节T细胞功能的反义寡核苷酸

(57)摘要

本发明涉及用于调节T细胞功能的反义寡核

苷酸，包括与IFN‑ γ 、颗粒酶、穿孔素1、PD‑1、

PRDM1、PD‑L1、CD40LG、NDFIP1、PDCD1  LG2、REL、

BTLA、CD80、CD160、CD244、LAG3、TIGIT、ADORA2A

和TIM‑3  RNA杂交的反义寡核苷酸。特别地，本发

明涉及能够诱导RNA的外显子跳读的反义寡核苷

酸。本发明还要求保护通过提供T细胞受体基因

进一步修饰所述T细胞特异性的方法。

权利要求书3页  说明书21页

序列表（电子公布）  附图20页

CN 111630167 B

2024.08.09

CN
 1
11
63
01
67
 B



1.一种反义寡核苷酸，其特征在于，所述反义寡核苷酸调节：T细胞扩增、T细胞杀伤的

能力，或T细胞产生抗病毒细胞因子的能力中的一种或多种；所述反义寡核苷酸通过改变

PD‑1的同种型表达调节T细胞表达；所述寡核苷酸通过特异性地与免疫相关或免疫调节基

因的前体mRNA杂交，从而能够诱导外显子跳读；并且，所述反义寡核苷酸的序列为SEQ  ID 

NO:  6508或SEQ  ID  NO:  69648。

2.  如权利要求1所述的反义寡核苷酸，其特征在于，所述寡核苷酸与PD‑1  RNA的靶标

区域特异性杂交，所述靶标区域是外显子2，将膜结合的PD‑1表达转变为可溶性同种型PD‑1

表达。

3.如权利要求1所述的反义寡核苷酸，其特征在于，所述反义寡核苷酸包含经修饰的多

核苷酸骨架。

4.如权利要求3所述的反义寡核苷酸，其特征在于，所述经修饰的多核苷酸骨架包含取

代至少一个多核苷酸的糖的经修饰部分。

5.如权利要求1‑4中任一项所述的反义寡核苷酸，其特征在于，所述反义寡核苷酸包含

选自下组的骨架：2’‑O‑甲基‑寡核糖核苷酸。

6.如权利要求1‑4中任一项所述的反义寡核苷酸，其特征在于，所述寡核苷酸与提高所

述反义寡核苷酸的活性、细胞分布或细胞摄取的一个或多个偶联物化学连接。

7.一种药物组合物，其特征在于，包含权利要求1‑6中任一项所述的反义寡核苷酸和药

学上可接受的载体。

8.如权利要求7所述的组合物，其特征在于，还包含编码T细胞受体基因的核酸分子。

9.如权利要求8所述的组合物，其特征在于，所述核酸分子是mRNA。

10.如权利要求7所述的组合物，其特征在于，所述组合物适合于裸露或与递送剂形成

复合物经胃肠外给予患者。

11.如权利要求10所述的组合物，其特征在于，所述递送剂选自下组：纳米颗粒、脂质

体、病毒载体、聚合物和细胞穿透肽。

12.如权利要求10所述的组合物，其特征在于，所述递送剂为UsnRNA。

13.如权利要求10所述的组合物，其特征在于，所述递送剂为阳离子脂质。

14.如权利要求7‑13中任一项所述的组合物，其特征在于，所述反义寡核苷酸经口服、

或经粘膜、或肠、或肌内、或皮下、或髓内、或鞘内、或直接在脑室内、或静脉内、或腹膜内、或

鼻内或眼内给予。

15.如权利要求7‑13中任一项所述的组合物，其特征在于，所述反义寡核苷酸经直肠、

或玻璃体内给予。

16.一种权利要求1‑6中任一项所述的反义寡核苷酸或权利要求7‑15中任一项所述的

药物组合物在制备治疗患者的肝癌的药物中的用途。

17.如权利要求16所述的用途，其特征在于，给予所述患者其它抗癌症药剂或治疗药

物。

18.如权利要求16所述的用途，其特征在于，所述反义寡核苷酸转染入T细胞，并且所述

用途包括将所述转染的T细胞给予所述患者。

19.如权利要求18所述的用途，其特征在于，通过选自以下的任一方式将所述反义寡核

苷酸转染或引入T细胞：超声处理、电穿孔、渗透压冲击、磷酸钙沉淀、DEAE葡聚糖转染、脂质
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介导的递送和被动递送。

20.如权利要求18所述的用途，其特征在于，通过电脉冲的方式将所述反义寡核苷酸转

染或引入T细胞。

21.如权利要求16‑20中任一项所述的用途，其特征在于，所述反义寡核苷酸与递送剂

形成复合物，所述递送剂选自下组：纳米颗粒、脂质体、病毒载体、聚合物和细胞穿透肽。

22.如权利要求16‑20中任一项所述的用途，其特征在于，所述反义寡核苷酸与递送剂

形成复合物，所述递送剂为阳离子脂质。

23.如权利要求16‑20中任一项所述的用途，其特征在于，所述反义寡核苷酸与递送剂

形成复合物，所述递送剂为UsnRNA。

24.如权利要求21所述的用途，其特征在于，所述纳米颗粒为聚合物纳米颗粒。

25.如权利要求21所述的用途，其特征在于，所述脂质体为pH敏感脂质体。

26.如权利要求21所述的用途，其特征在于，所述脂质体为抗体偶联脂质体。

27.  如权利要求23所述的用途，其特征在于，所述UsnRNA为U7  snRNA。

28.如权利要求16‑20或24‑27中任一项所述的用途，其特征在于，所述反义寡核苷酸或

组合物经口服、或经粘膜、或肠、或肌内、或皮下、或髓内、或鞘内、或直接在脑室内、或静脉

内、或腹膜内、或鼻内或眼内给予。

29.如权利要求16‑20或24‑27中任一项所述的用途，其特征在于，所述反义寡核苷酸或

组合物经直肠、或玻璃体内给予。

30.如权利要求16‑20或24‑27中任一项所述的用途，其特征在于，所述肝癌选自下组：

HBV诱导的HCC。

31.如权利要求16‑20或24‑27中任一项所述的用途，其特征在于，所述T细胞还包含编

码T细胞受体基因的外源核酸分子。

32.一种诱导离体T细胞表达的免疫相关或免疫调节基因前体‑mRNA的外显子跳读的方

法，其特征在于，所述方法包括将权利要求1‑6中任一项所述的反义寡核苷酸或权利要求7‑

15中任一项所述的组合物递送至所述T细胞。

33.如权利要求32所述的方法，其特征在于，所述细胞是离体人T细胞。

34.一种调节离体T‑细胞功能的方法，其特征在于，所述方法包括将权利要求1‑6中任

一项所述的反义寡核苷酸给予所述T细胞。

35.如权利要求34所述的方法，其特征在于，所述方法还包括通过给予所述T‑细胞编码

T‑细胞受体基因的核酸分子来修饰所述T‑细胞的特异性。

36.如权利要求35所述的方法，其特征在于，通过选自以下的任一方式将所述编码T‑细

胞受体基因的的核酸分子转染或引入T细胞：超声处理、电穿孔、渗透压冲击、磷酸钙沉淀、

DEAE葡聚糖转染、脂质介导的递送和被动递送。

37.如权利要求35所述的方法，其特征在于，通过电脉冲的方式将所述编码T‑细胞受体

基因的的核酸分子转染或引入T细胞。

38.一种用权利要求1‑6中任一项所述的反义寡核苷酸转化或转染的T‑细胞。

39.如权利要求38所述的T细胞，其特征在于，通过电穿孔方法将所述反义寡核苷酸转

染或引入T细胞。

40.如权利要求38或39所述的T细胞，其特征在于，还包含编码T细胞受体基因的核酸分
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子。

41.如权利要求40所述的T细胞，其特征在于，所述核酸分子是mRNA。

42.一种试剂盒，其特征在于，所述试剂盒包含权利要求1‑6中任一项所述的反义寡核

苷酸，和包装插页、说明书或标签。

43.如权利要求42所述的试剂盒，其特征在于，所述反义寡核苷酸位于容器中。
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用于调节T细胞功能的反义寡核苷酸

[0001] 本发明涉及反义寡核苷酸。具体地说，本发明涉及能够诱导外显子跳读(exon 

skipping)的反义寡核苷酸。更具体地，本发明涉及此类反义寡核苷酸在免疫治疗领域，特

别是针对肿瘤和/或病毒感染(例如乙型肝炎引起的肝细胞癌、EBV引起的NKT细胞淋巴瘤和

其它慢性感染，例如慢性HBV感染和人巨细胞病毒感染)的免疫治疗中的用途。

[0002] 此处显示，T细胞表达的免疫相关或免疫调节基因的直接和选择性下调(例如，通

过反义寡核苷酸(ASO)介导的外显子跳读或内含子保留)可导致T细胞功能的调节(例如增

强的扩增、杀伤能力或产生抗病毒细胞因子的能力)。

[0003] “科学”杂志已将癌症免疫疗法宣布为“2013年的突破”[1]。一些正在进行的有希

望的临床试验和承认新模式转变的希望证明了编辑人员所作的陈述：该疗法现在针对的是

免疫系统，而非肿瘤[2]。各种其它方法的失败以及将“免疫逃逸”定义为癌症新标志的新发

现都支持这种策略的改变。事实上，该领域的新进展表明免疫系统在监视和消灭肿瘤方面

积极发挥作用，由于癌细胞表面经常具有可能被检测得到的修饰分子(肿瘤相关抗原)，从

而导致它们被消除。然而，癌症通常能够逃避检查或使得免疫反应沉默。因此，恢复功能和

及时的免疫抗肿瘤活性可以改善长期未得到解决的抗癌斗争。

[0004] 免疫疗法的第一种方法是给予能够刺激免疫系统的细胞因子(例如IL‑2)，而如

今，过继性T细胞转移和免疫检查点阻断已被广泛采用[3]。过继性T细胞转移是向患者体内

施用经工程改造的淋巴细胞，工程改造过程旨在针对肿瘤相关抗原的T细胞活化和/或重定

向。各种概念验证研究已经揭示了工程改造的T细胞在过继转移治疗中的潜力，关键的构思

在于通过抗原受体基因的转移来重定向T细胞特异性。在过去的几十年中很少开发这样的

策略，它们涉及常规T细胞受体(TCR)的重组变体，或与跨膜和激活域连接的抗体样受体链

的复合物(CAR)[4]。

[0005] 嵌合抗原受体(CAR)由三个功能单元组成：用于抗原识别的胞外域、跨膜锚定域和

胞内信号传导域[5]。第一个是抗体样单链，其主要优点是抗原结合的强度(比常规T细胞受

体高很多倍)，并且识别不受HLA限制或不依赖于抗原呈递细胞(APC)上的抗原呈递途径。相

反，信号传导域源自CD3f的元件与共刺激域的组合。在过去的几十年中，CAR有了长足的进

展，许多研究正在进行中，并给出令人鼓舞的结果；然而，目前仅鉴定了少数特异性靶标，此

外，这些受体可能因它们的非生理特性而是免疫原性的。

[0006] 用于过继免疫治疗的T细胞受体(TCR)由生理αβ异源二聚体构成，其经过工程改造

以避免与内源性TCR链二聚化，并且与CD3复合物的信号传导元件一起表达[6]。TCR结合与

MHC‑I(主要组织相容性复合物‑I)分子组合并在其表面呈递的抗原。这种方法仅限于这样

的环境，其中针对MHC‑1/肽复合物的TCR已从抗原特异性T细胞中分离并进行表征，并且它

依赖于癌细胞的呈递途径。然而，与CAR相比，TCR具有非免疫原性的生理结构，并且其体内

活性在生理条件下是已知的。

[0007] 在慢性乙型肝炎或乙型肝炎病毒(HBV)相关的肝细胞癌(HCC)的情况中，过继性T

细胞疗法已显示出积极的成果。具体地说，用表达HLA限制性HBV特异性TCR的病毒载体转导

的T细胞能够识别衍生自与MHC‑1分子一起呈递的病毒的核心和包膜蛋白的肽[7]。该识别
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诱导了HBV特异性T细胞的激活，从而导致HBV感染细胞的裂解。此外，相同的细胞已成功用

于HBsAg阳性HCC复发的患者[8]。在患者体内输注的HBV特异性TCR重定向T细胞能够在体内

增殖，体外测试证实了它们的特异性和激活状态。治疗4周后，免疫疗法诱导HBsAg水平下

降，同时T细胞趋化因子和ALT(丙氨酸转氨酶，肝细胞裂解的标志物)增加。

[0008] 然而，从两个不同的角度来看，用于稳定的逆转录或慢病毒转导的细胞治疗可能

会引起这样的关注：首先，永远不能完全排除插入诱变的风险；第二，大量靶向HBV的T细胞

的存在会导致肝毒性，因为多达90％的慢性患者的肝脏会被该病毒感染。正在研究的各种

策略之一是通过电穿孔转染编码HBV特异性TCR的mRNA；该方法消除了慢病毒系统的使用，

而且导致TCR的瞬时表达。与用逆转录或慢病毒系统转染的那些T细胞相比，用编码HBV特异

性TCR的α/β链的mRNA作电穿孔的T细胞表达T细胞受体的频率可以更高[9]。这些电穿孔的

细胞能够在体外裂解表达抗原的靶标，并能阻断小鼠PDX模型中的肿瘤生长。该方法的优点

是TCR的高转染率和瞬时表达。最后一点可能被视为不利条件，即，需要向患者多次输注转

染的T细胞，但从安全角度而言，这种改善是显著的，因为几天后HBV特异性会丧失，从而限

制了肝脏损伤。

[0009] 鉴于修饰T细胞特异性的可能性，我们提出是否可能额外修饰其功能的问题。例

如，通过阻断导致肿瘤微环境中T细胞被消除或耗尽的免疫检查点分子(例如PD‑1和CTLA‑

4)来增强T细胞抵御癌细胞的能力可能是有益的[10]。或者，使T细胞的杀伤能力降低，从而

限制其潜在的毒副作用(例如，通过下调穿孔素或颗粒酶的水平)是重要的。在通常用于修

饰细胞表达的不同策略中(CRISPR/Cas9介导、TALEN介导、RNA干扰)，我们选择采用经由反

义寡核苷酸(ASO)的反义技术[11]。ASO是经过化学修饰的RNA的短寡聚物(长约25/30个碱

基)，它们能够与靶基因的前体mRNA退火并干扰它们的生理剪接[12]。需要对ASO进行化学

修饰以提高其对核酸酶的抵抗力，并提供良好的药代动力学和药效学特性以供体内使用。

将ASO设计为在特定位点与前体‑mRNA退火，以掩盖正确剪接所需的顺式元件，因而改变靶

前体‑mRNA与剪接机器之间的相互作用。结果，这会导致经加工mRNA中的实质性缺陷，最终

影响其稳定性和翻译。通过诱导从成熟mRNA中排除对蛋白功能或稳定性至关重要的外显

子，可以利用该机制来敲除不需要的基因的功能。消除实际上可能导致产生编码非功能蛋

白或触发mRNA的无义介导衰变(NMD)的mRNA同种型[13]。

[0010] 在过去的几年中，反义介导的剪接调控稳步发展，并已从临床前模型发展到杜氏

肌营养不良症和脊髓性肌萎缩症的临床试验阶段，从而显示出显著的结果，为基因治疗中

更激动人心的进展奠定了基础[14][15]。如果需要简单的敲低，也可以使用其它方法，例如

RNA干扰或翻译抑制，但已证明ASO具有较低的脱靶效应和较高的体内稳定性，使其对于临

床研究更适合并具有吸引力[16]。

[0011] 设计了干扰颗粒酶B和穿孔素前体‑mRNA剪接的反义寡核苷酸(ASO)，并将其与编

码HBV特异性T细胞的Vα/β链的mRNA结合引入人淋巴细胞。分析了ASO修饰TCR重定向T细胞

的细胞毒性T细胞功能的效率。我们证明，电穿孔后24小时，有50％的淋巴细胞表达HBV特异

性TCR，并显示ASO靶向的mRNA有显著改变。在蛋白水平，HBV特异性TCR重定向的T细胞显示

穿孔素表达降低40％。因此，穿孔素的敲低导致T细胞裂解HBV感染靶标的能力下降35％。但

是，未检测到抗病毒活性有损害以及细胞毒性有降低。

[0012] 总的来说，我们证明了我们能够瞬时重定向T细胞的抗原特异性以便识别特异性
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病毒抗原并同时调节它们的功能。在通过少量概念验证实验证明了该方法的有效性之后，

我们旨在修饰TCR重定向的T细胞，以提高其在肿瘤微环境中的功效。总而言之，我们的结果

很有希望设计更有效的效应分子，这些效应分子可以更安全地应用于肿瘤和慢性病毒感染

的靶向和个性化治疗。

[0013] 本发明提供了T细胞功能的直接和选择性调节剂。“直接”是指我们直接调节涉及T

细胞功能的关键基因的表达或剪接。“选择性”是指调节是序列特异性的，不调节其它mRNA

的表达或剪接。考虑到剪接的异常调节可能与病理学情况(例如癌症)相关，这对于防止不

良副作用(即由治疗引起的医源性作用)非常重要。这等于说提供了一种治疗对象癌症的方

法，包括给予经离体功能修饰的TCR重定向T细胞(例如杀伤靶细胞或抑制病毒复制的能力)

的步骤。可以通过将反义寡核苷酸离体给予T细胞来实现这种功能修饰。

[0014] 根据特定的实施方式，癌症表达可以被TCR重定向的T细胞靶向的特异性抗原(例

如病毒HBV蛋白)。根据特定的实施方式，特异性抗原的表达是指可以通过测序方法检测到。

根据特定的实施方式，所述癌症选自病毒诱导或表达病毒的癌症(例如，HBV诱导的HCC、EBV

诱导的NKT淋巴瘤)。尽管T细胞功能的任何直接和选择性调节剂都可能适用于本文教导的

方法(例如小分子，基于慢病毒或逆转录病毒的shRNA或CRISPR载体)，但特别设想T细胞调

节剂在RNA水平起作用。更具体地，抑制剂是反义寡核苷酸(ASO)。反义寡核苷酸应影响对T

细胞功能重要的基因(例如IFN γ 、穿孔素、颗粒酶、PD‑1)的表达或剪接。甚至更特别地设想

了诱导外显子跳读的反义寡核苷酸。最特别地，跳读的外显子对于IFN γ 是外显子2或3，对

于穿孔素是外显子2b，对于颗粒酶是外显子3，对于PD‑1是外显子2。因此，本文还提供了在

上述转录物中诱导外显子跳读的反义寡核苷酸。还提供了用作药物的此类反义寡核苷酸。

特别地，提供它们以供癌症免疫疗法。ASO可用作单一试剂，或同时经电穿孔进入T细胞以修

饰其功能。

[0015] 在本说明书中列出或讨论明显在先出版的文件不应视作承认该文件是现有技术

的一部分或是公知常识。

[0016] 本文引用的任何文件均通过引用全文纳入本文。

[0017] 本公开涉及一种或多种反义多核苷酸及其在用于抵御肿瘤和/或病毒感染(例如

乙型肝炎诱导的肝细胞癌、EBV诱导的NKT细胞淋巴瘤等)的策略的药物组合物中的用途。此

处显示，T细胞表达的免疫相关或免疫调节基因的直接和选择性下调(例如通过反义寡核苷

酸(ASO)介导的外显子跳读或内含子保留)导致T细胞功能的调节(例如直接抑制病毒复制

或选择性杀伤表达所靶向抗原的细胞)。

[0018] 在本发明的第一方面，提供了调节T细胞功能的反义寡核苷酸。

[0019] 术语“调节功能”意在包括任何活性的抑制或活性的增加，包括抑制、降低、调节或

增强T细胞功能，例如人中T细胞的应答、T细胞与靶标的相互作用等。在各种实施方式中，反

义寡核苷酸调节T细胞扩增、T细胞杀伤的能力或产生抗病毒细胞因子的能力中的一种或多

种。

[0020] 相比于相同条件下、相同试验中但没有ASO序列存在下的未转染本发明ASO的T细

胞活性，可以采用任何合适的体外、细胞或体内试验测得的T细胞的活性为至少1％，优选至

少5％，例如至少10％或至少25％，如至少50％、至少60％、至少70％、至少80％或90％或更

多。本领域技术人员将清楚，“调节”还可涉及对T细胞受体对其一种或多种靶标、配体、受体
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或底物的亲和力、亲合力、特异性和/或选择性施加改变(可以是增加或减少)。技术人员将

清楚，这可以再次以任何合适的方式和/或使用本身已知的任何合适的测定法来确定，例如

本文所述或本文引用的现有技术中的测定法。

[0021] “调节”还可以指对涉及T细胞受体及其靶标的一种或多种生物学或生理学机制、

效应、反应、功能、途径或活性施加改变(即分别作为激动剂或作为拮抗剂的活性)，例如其

信号传导途径或代谢途径及其相关的生物学或生理学效应。再次，本领域技术人员将清楚，

可以采用任何合适的方式和/或本身已知的任何合适的(体外，通常是细胞或体内在测定

中)测定来确定作为激动剂或拮抗剂的作用。具体地说，作为激动剂或拮抗剂的作用是这样

的，即，相比于在相同条件下、相同试验中但没有本发明的ASO存在下的生物学或生理学活

性，预期的生物学或生理学活性分别增加或降低至少1％，优选至少5％，例如至少10％或至

少25％，如至少50％、至少60％、至少70％、至少80％或90％或更多。

[0022] 在一些实施方式中，反义寡核苷酸调节由T细胞表达的免疫相关或免疫调节基因

的一种或多种活性或表达水平，条件是该基因不是CTLA4基因。表达水平包括调节剪接以改

变免疫相关或免疫调节基因的同种型表达。

[0023] 在其它实施方式中，反义寡核苷酸通过阻断免疫检查点分子来调节T细胞的功能。

免疫检查点分子可以是PD‑1。

[0024] 在其它实施方式中，表达水平是直接或选择性下调免疫相关或免疫调节基因之

一。寡核苷酸特异性地与免疫相关或免疫调节基因的前体mRNA或成熟mRNA的靶区域杂交，

该基因可以是选自以下的任何一种：IFN‑ γ 、颗粒酶、穿孔素1、PD‑1、PRDM1、PD‑L1、CD40LG、

NDFIP1、PDCD1LG2、REL、BTLA、CD80、CD160、CD244、LAG3、TIGIT和TIM‑3。

[0025] “杂交”是指根据Watson‑Crick  DNA互补性、Hoogstein结合或本领域已知的其它

序列特异性结合的规则，通过氢键在两条或三条核酸链之间的相互作用。杂交可以在本领

域已知的不同严格条件下进行。本文所用的“特异性杂交”是允许互补或基本互补的多核苷

酸链之间稳定的双链体的杂交。例如，具有21个核苷酸单元的多核苷酸链可以与另一个具

有21个核苷酸单元的多核苷酸碱基配对，但是每条链上仅19个碱基是互补的或基本上互补

的，从而使得“双链体”具有19个碱基对。其余碱基可以，例如作为5’和/或3’突出端存在。此

外，在双链体内，不需要100％的互补性；在双链体中允许实质性互补。实质性互补是指75％

或更高的互补性。例如，在由19个碱基对组成的双链体中的错配导致94.7％的互补性，从而

使得双链体基本互补。

[0026] 在一个实施方式中，寡核苷酸与IFN‑ γ RNA的外显子、内含子或外显子‑内含子边

界靶标区域特异性杂交，该靶标区域是选自以下的任一种：外显子1和外显子2。

[0027] 在其它实施方式中，寡核苷酸与穿孔素的外显子、内含子或外显子‑内含子边界靶

标区域特异性杂交，该靶标区域是外显子2b。

[0028] 在其它实施方式中，寡核苷酸与颗粒酶RNA的外显子、内含子或外显子‑内含子边

界靶标区域特异性杂交，该靶标区域是外显子3。

[0029] 在其它实施方式中，寡核苷酸与PD‑1RNA的外显子、内含子或外显子‑内含子边界

靶标区域特异性杂交，该靶标区域是外显子2。

[0030] 本发明的反义寡核苷酸可以包含选自SEQ  ID  NO:1至69575中的任一序列。

[0031] 如稍后讨论的，可以修饰本发明的寡核苷酸(AON)的序列。修改后的序列的示例在
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图24中显示。

[0032] 在一个实施方式中，本发明中使用的35个序列示于下表1中。

[0033]

[0034] 表1

[0035] 表2列出了对应于表1的序列的序列表中列出的相应SEQ  ID  No.
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[0036]

[0037] 表2

[0038] 在一个实施方式中，本发明提供了具有任一以下序列的寡核苷酸：SEQ  ID  NO:

6508、69648、2565、7274、15372、63352、67190、66260、25333、25599、25676、43942、45170、

45445、61632和53882。

[0039] “寡核苷酸”是指任何多核苷酸。“多核苷酸”是由核苷酸组成的寡聚物。多核苷酸

可以由DNA、其RNA修饰形式或其组合组成。本文所用的术语“核苷酸”或其复数形式可与本

文讨论的和本领域已知的修饰形式互换。在某些情况下，本领域利用术语“核碱基”，其涵盖

天然存在的核苷酸以及可聚合的核苷酸的修饰形式。因此，核苷酸或核碱基是指天然存在

的核碱基腺嘌呤(A)、鸟嘌呤(G)、胞嘧啶(C)、胸腺嘧啶(T)和尿嘧啶(U)以及非天然存在的

核碱基，例如黄嘌呤、二氨基嘌呤、8‑氧代‑N6‑甲基腺嘌呤、7‑脱氮嘌呤、7‑脱氮鸟嘌呤、N4,

N4‑乙基胞嘧啶，N’,N’‑乙基‑2,6‑二氨基嘌呤、5‑甲基胞嘧啶(mC)、5‑(C[3]‑C6)‑炔基‑胞

嘧啶、5‑氟尿嘧啶、5‑溴尿嘧啶、假异胞嘧啶、2‑羟基‑5‑甲基‑4‑三‑唑吡啶、异胞嘧啶、异鸟

嘌呤、肌苷和Benner等 ,美国专利第5 ,432 ,272号和Susan  M .Freier和Karl‑Heinz 

Altmann,1997,Nucleic  Acids  Research,第25卷:第4429‑4443页描述的“非天然存在的”
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核碱基。术语“核碱基”不仅包括已知的嘌呤和嘧啶杂环，还包括其杂环类似物和互变异构

体。其它天然和非天然存在的核碱基包括以下公开的：美国专利第3 ,687 ,808号(Merigan

等)，第15章，Sanghvi ,《反义研究和应用》(Antisense  Research  and  Application) ,

S.T.Crooke和B.Lebleu编,CRC出版社,1993,Englisch等,1991,Angewandte  Chemie,国际

版,30:613‑722(特别是参见第622和623页)和《聚合物科学和工程简明百科全书》(Concise 

Encyclopedia  of  Polymer  Science  and  Engineering) ,J.I.Kroschwitz编.,约翰韦利父

子公司,1990,第858‑859页,Cook,“抗癌药物设计”(Anti‑Cancer  Drug  Design)1991 ,6,

585‑607,，各自通过引用全文纳入本文。在各个方面，多核苷酸还包括一个或多个“核苷碱

基”或“碱基单元”，其包括可以像核苷碱基那样起作用的化合物，例如杂环化合物，包括从

最经典的意义上讲不是核苷碱基但可以用作核苷碱基的某些“通用碱基”。通用碱基包括3‑

硝基吡咯、任选取代的吲哚(例如5‑硝基吲哚)和任选取代的次黄嘌呤。其它理想的通用碱

基包括吡咯和二唑或三唑衍生物，包括本领域已知的那些通用碱基。

[0040] 多核苷酸也可以包括修饰的核碱基。“修饰的碱基”在本领域中应理解为可以与天

然碱基(例如腺嘌呤、鸟嘌呤、胞嘧啶、尿嘧啶和/或胸腺嘧啶)配对和/或可以与非天然碱基

配对的碱基。EP  1  072679和WO  97/12896中描述了示例性的经修饰碱基，其公开内容通过

引用纳入本文。经修饰的核碱基包括但不限于5‑甲基胞嘧啶(5‑me‑C)、5‑羟甲基胞嘧啶、黄

嘌呤、次黄嘌呤、2‑氨基腺嘌呤、腺嘌呤和鸟嘌呤的6‑甲基和其它烷基衍生物、腺嘌呤和鸟

嘌呤的2‑丙基和其它烷基衍生物、2‑硫尿嘧啶、2‑硫胸腺嘧啶和2‑硫胞嘧啶、5‑卤尿嘧啶和

胞嘧啶、5‑丙炔基尿嘧啶和胞嘧啶以及嘧啶碱基、6‑偶氮尿嘧啶、胞嘧啶和胸腺嘧啶的其它

炔基衍生物、5‑尿嘧啶(假尿嘧啶)、4‑硫尿嘧啶、8‑卤代、8‑氨基、8‑硫醇、8‑烷硫基、8‑羟基

和其它8‑取代的腺嘌呤和鸟嘌呤，5‑卤代，特别是5‑溴、5‑三氟甲基和其它5‑取代尿嘧啶和

胞嘧啶、7‑甲基鸟嘌呤和7‑甲基腺嘌呤、2‑F‑腺嘌呤、2‑氨基腺嘌呤、8‑氮杂鸟嘌呤和8‑氮

杂腺嘌呤、7‑脱氮鸟嘌呤和7‑脱氮腺嘌呤和3‑脱氮鸟嘌呤和3‑脱氮腺嘌呤。进一步修饰的

碱基包括三环嘧啶，例如吩恶嗪胞苷(1H‑嘧啶[5,4‑b][1,4]苯并嗪‑2(3H)‑酮)、吩噻嗪胞

苷(1H‑嘧啶[5,4‑b][1,4]苯并噻嗪‑2(3H)‑酮)、G‑夹(G‑clamps)，例如取代的吩恶嗪胞苷

(例如9‑(2‑氨基乙氧基)‑H‑嘧啶[5,4‑b][1,4]苯并恶‑嗪‑2(3H)‑酮)、咔唑胞苷(2H‑嘧啶

[4,5‑b]吲哚‑2‑酮)、吡啶并吲哚胞苷(H‑吡啶基[3’,2’:4,5]吡咯并[2,3‑d]嘧啶‑2‑酮)。

修饰的碱基还可包括其中嘌呤或嘧啶碱基被其它杂环替代的碱基，例如7‑脱氮‑腺嘌呤、7‑

脱氮鸟嘌呤、2‑氨基吡啶和2‑吡啶酮。其它的核碱基包括美国专利第3,687,808号中公开的

那些；《聚合物科学和工程简明百科全书》,第858‑859页,Kroschwitz,J.I.编.,约翰·威利

父子出版社,1990中公开的那些；Englisch等,1991,Angewandte  Chemie,国际版,30:613中

公开的那些；和Sanghvi,Y.S.,第15章，《反义研究和应用》,第289‑302页,Crooke ,S.T.和

Lebleu,B.编,CRC出版社,1993中公开的那些。这些碱基中的某些可用于增加多核苷酸的结

合亲和力，包括5‑取代的嘧啶、6‑氮杂嘧啶和N‑2、N‑6和O‑6取代的嘌呤，包括2‑氨基丙基腺

嘌呤、5‑丙炔基尿嘧啶和5‑丙炔基胞嘧啶。已显示5‑甲基胞嘧啶取代可将核酸双链体稳定

性提高0.6‑1.2℃，并在某些方面与2’‑O‑甲氧基乙基糖修饰相结合。参见以下美国专利号：

3,687,808；4,845,205；5,130,302；5,134,066；5,175,273；5,367,066；5,432,272；5,457,

187；5,459,255；5,484,908；5,502,177；5,525,711；5,552,540；5,587,469；5,594,121；5,

596,091；5,614,617；5,645,985；5,830,653；5,763,588；6,005,096；5,750,692和5,681,
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941，它们的内容通过引用纳入本文。

[0041] 本领域技术人员不难设计本公开的反义多核苷酸。例如，本领域的一般教导包括

但不限于：Aartsma‑Rus等 ,Methods  Mol  Biol .867:117‑29(2012)；Aartsma‑Rus等 ,

Methods  Mol  Biol.867:97‑116(2012)；van  Roon‑Mom等.,Methods  Mol  Biol.867:79‑96

(2012)，各自通过引用纳入本文。一般原则还包括尝试避免3个连续的G或C核苷酸，选择有

利于自身结构的长度和序列(避免发夹结构)，并避免可能形成引物二聚体的序列。在一些

实施方式中，本公开的反义多核苷酸是设计成与外显子或内含子或内含子‑外显子边界特

异性杂交的序列，如此该反义多核苷酸与完全位于T细胞表达的免疫相关或免疫调节基因/

核酸的外显子内的序列特异性杂交，或者当该反义多核苷酸与这样的核酸特异性杂交时，

该反义多核苷酸的约一个核苷酸跨越所述内含子‑外显子边界。在其中反义多核苷酸与完

全在外显子内的序列特异性杂交的一些实施方式中，考虑反义多核苷酸的末端离外显子末

端约1、2、3、4、5、6、7、8、9、10或更多个核苷酸。

[0042] 考虑使用修饰的多核苷酸，其中多核苷酸中核苷酸单元的一个或多个糖和/或一

个或多个核苷酸间连接基团分别都被“非天然存在的”糖(即核糖或脱氧核糖以外的糖)或

核苷酸间连接基团代替。在一方面，该实施方式考虑了肽核酸(PNA)。在PNA化合物中，多核

苷酸的糖骨架被含酰胺的(例如，N‑(2‑氨乙基)‑甘氨酸单元之间的肽键)骨架取代。参见，

例如美国专利号5,539,082；5,714,331；和5,719,262，和Nielsen等,Science,1991 ,254,

1497‑1500，它们的内容通过引用纳入本文。修饰的多核苷酸还可包含一个或多个取代的糖

基。在一方面，糖的修饰包括锁核酸(LNA)，其中2’‑羟基与糖环的3’或4’碳原子连接，从而

形成双环糖基。在某些方面，该连接基团为桥接2’氧原子和4’碳原子的亚甲基(‑CH[2]‑)[n]

基团，其中n为1或2。LNA及其制备方法描述于WO  98/39352和WO  99/14226，其内容通过引用

纳入本文。在本发明中，反义寡核苷酸优选包含经修饰的多核苷酸骨架。修饰的多核苷酸骨

架可包含取代至少一个多核苷酸的糖的经修饰部分。

[0043] 在各种实施方式中，所述反义寡核苷酸包含经修饰的多核苷酸骨架。所述经修饰

的多核苷酸骨架可包含取代至少一个多核苷酸的糖的经修饰部分。所述经修饰的部分可以

选自下组：磷酸二酰胺吗啉寡聚物(PMO)、肽缀合的磷酸二酰胺吗啉寡聚物(PPMO)和非肽枝

状八胍部分标记的吗啉寡聚物。

[0044] 在各种实施方式中，经修饰的多核苷酸骨架可包含至少一个经修饰的核苷酸间连

接基团。所述经修饰的核苷酸间连接基团可包含经修饰的磷酸基团。所述经修饰的磷酸基

团选自下组：取代硫原子的非桥连氧原子、膦酸酯基、硫代磷酸酯基、磷酸二酯基、吗啉代磷

酸酯基、哌嗪磷酸酯基和磷酰胺基(phosphoroamidate)。

[0045] 在各种实施方式中，所述反义寡核苷酸包含选自下组的骨架：核糖核酸、脱氧核糖

核酸、DNA硫代磷酸酯、RNA硫代磷酸酯、2’‑O‑甲基‑寡核糖核苷酸、2’‑O‑甲基‑寡脱氧核糖

核苷酸、2’‑O‑烃基核糖核酸、2’‑O‑烃基DNA、2’‑O‑烃基RNA硫代磷酸酯、2’‑O‑烃基DNA硫代

磷酸酯、2’‑F‑硫代磷酸酯、2’‑F‑磷酸二酯、2’‑甲氧基乙基硫代磷酸酯、2‑甲氧基乙基磷酸

二酯、脱氧亚甲基(甲基亚氨基)(脱氧MMI)、2’‑O‑烃基MMI、脱氧‑甲基膦酸酯、2’‑O‑烃基甲

基膦酸酯、吗啉基、4’‑硫代DNA、4’‑硫代RNA、肽核酸、3’‑酰胺基、脱氧3’‑酰胺基、2’‑O‑烃

基3’‑酰胺基、锁核酸、环己烷核酸、三环DNA、2’氟‑阿拉伯糖核酸、N3’‑P5’磷酰胺基、氨基

甲酸酯连接键、磷酸三酯连接键、尼龙骨架修饰和上述骨架的混合物。
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[0046] 在各种实施方式中，所述寡核苷酸与提高所述反义寡核苷酸的活性、细胞分布或

细胞摄取的一个或多个偶联物化学连接。

[0047] 所述寡核苷酸可与提高所述反义寡核苷酸的活性、细胞分布或细胞摄取的一个或

多个偶联物化学连接。

[0048] 本公开的化合物还可以用作预防剂或治疗剂，其可以用于治疗遗传疾病的目的。

因此，本发明的反义寡核苷酸宜用于治疗患者的癌症或自身免疫疾病。除反义寡核苷酸外，

可给予患者其它抗癌药或治疗方法。癌症可以是选自以下的任何一种：HBV诱导的HCC、EBV

诱导的非霍奇金淋巴瘤。

[0049] 如此，本发明的反义寡核苷酸可用于制备针对免疫调节分子(例如IFN‑ γ 、颗粒

酶、穿孔素等)的高效(IC50＜2.5nM)候选药物的新化学式。在本发明的另一方面，提供了一

种药物组合物，其包含本发明的反义寡核苷酸和药学上可接受的载体。

[0050] 药学上可接受的载体通常是指适合给予对象的物质，其中该载体在生物学上无

害，或不引起其它不良影响。此类载体通常是药物的惰性成分。通常，将载体与活性成分一

起给予对象，而不会引起任何不希望的生物学效应或以有害的方式与其中所包含的药物组

合物的任何其它组分相互作用。合适的药物载体描述于Martin ,《雷明顿药物科学》

(Remington's  Pharmaceutical  Sciences) ,第18版.,马克出版社.,伊斯顿 ,宾夕法尼亚

州.,(1990)，其内容通过引用纳入本文。

[0051] 本公开的更具体形式提供了药物组合物，其包含治疗有效量的反义多核苷酸以及

药学上可接受的稀释剂、防腐剂、增溶剂、乳化剂、佐剂和/或载体。此类组合物包括各种缓

冲剂内含物(例如磷酸盐、Tris‑HCl、乙酸盐)、pH和离子强度剂以及添加剂，例如去污剂和

增溶剂(例如吐温80、聚山梨酯80)、抗氧化剂(例如抗坏血酸、偏亚硫酸氢钠)、防腐剂(如硫

柳汞、苯甲醇)和填充剂(如乳糖、甘露醇)。可以将这些物质掺入聚合化合物的颗粒制剂中，

例如但不限于聚乳酸或聚乙醇酸，或掺入脂质体中。也可以使用透明质酸。此类组合物可影

响所公开的组合物的物理状态、稳定性、体内释放率和体内清除率。所述组合物可以制备成

液体形式，或者可以为干燥粉末，例如冻干形式。

[0052] 应当理解，本公开提供的药物组合物可以通过本领域已知的任何方式给予。优选

地，用于给药的药物组合物通过注射、口服或通过肺或鼻途径给药。在各种实施方式中，反

义多核苷酸通过静脉内、动脉内、腹膜内、肌内或皮下给药途径递送。在各种实施方式中，该

组合物适合于裸露或与递送剂形成复合物经胃肠外给予患者。载体可以选自：纳米颗粒，例

如聚合物纳米颗粒；脂质体，例如pH敏感脂质体、抗体偶联脂质体；病毒载体、阳离子脂质、

聚合物、UsnRNA，例如U7  snRNA和细胞穿透肽。

[0053] 反义寡核苷酸可以口服、或直肠、或经粘膜、或肠、或肌内、或皮下、或髓内、或鞘

内、或直接在脑室内、或静脉内、或玻璃体内、或腹膜内、或鼻内或眼内给予。

[0054] 本发明的反义分子包括任何药学上可接受的盐、酯或这些酯的盐，或在给予包括

人在内的动物时能够(直接或间接)提供生物活性代谢物或残留物的任何其它化合物。因

此，例如，本公开还涉及本发明化合物的前药和药学上可接受的盐，此类前药的药学上可接

受的盐以及其它生物等效物。

[0055] 术语“药学上可接受的盐”是指本发明化合物的生理学上和药学上可接受的盐：

即，保留母体化合物所需的生物学活性并且不赋予其不希望的毒理学作用的盐。
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[0056] 对于多核苷酸，药学上可接受的盐的优选实例包括但不限于：(a)与阳离子，例如

钠、钾、铵、镁、钙、聚胺如精胺和亚精胺形成的盐；(b)与无机酸，例如盐酸、氢溴酸、硫酸、磷

酸、硝酸形成的酸加成盐；(c)与有机酸，例如乙酸、草酸、酒石酸、琥珀酸、马来酸、延胡索

酸、葡萄糖酸、柠檬酸、苹果酸、抗坏血酸、苯甲酸、单宁酸、棕榈酸、藻酸、聚谷氨酸、萘磺酸、

甲磺酸、对甲苯磺酸、萘二磺酸、聚半乳糖醛酸形成的盐；和(d)由元素阴离子，例如氯、溴和

碘形成的盐。根据是否需要局部或全身治疗以及有待治疗的区域，可以采用多种方式给予

本公开的药物组合物。给药可以是局部(包括眼科和粘膜给药，包括直肠递送)，经肺，例如

通过粉剂或气雾剂的吸入(包括通过雾化器、气管内、鼻内、表皮和透皮给药)，口服或胃肠

外给药。胃肠外给药包括静脉内、动脉内、皮下、腹膜内或肌内注射或输注；或颅内给药，例

如鞘内或脑室内给药。据信具有至少一个2’‑O‑甲氧基乙基修饰的多核苷酸对于口服给药

特别有用。

[0057] 可以根据制药工业中熟知的常规技术来制备本公开的药物制剂，所述药物制剂可

以方便地作为单位剂型存在。此类技术包括使活性成分与药物载体或赋形剂结合的步骤。

通常，通过将活性成分与液体载体或细分的固体载体或两者均匀地混合，然后(如果需要)

使产品成型来制备制剂。

[0058] 本公开还考虑了与其它治疗剂的组合疗法。可以与本公开的组合物一起递送的治

疗剂的实例包括但不限于糖皮质激素类固醇(例如但不限于泼尼松和地弗拉考特)、血管紧

张素转化酶抑制剂、β肾上腺素能受体阻滞剂、抗纤维化剂及其组合。

[0059] 在一些实施方式中，本发明可以用于基因治疗中，例如，利用包含本发明的多核苷

酸的载体(如表达载体)来指导多核苷酸在合适的宿主细胞中的表达。此类载体可用于，例

如在宿主细胞中扩增多核苷酸以产生其有用量，以及采用重组技术表达蛋白。在一些实施

方式中，载体是表达载体，其中本发明的多核苷酸与包含表达控制序列的多核苷酸可操作

地连接。

[0060] 在各种实施方式中，包含本发明的寡核苷酸的组合物还可包含编码T细胞受体基

因的核酸分子。在一实施方式中，核酸分子可以是mRNA分子。

[0061] 将核酸引入T细胞的方法是本领域熟知和常规实践的，包括转化、转染、电穿孔、核

注射或与诸如脂质体、胶束、鬼影细胞(ghost  cell)和原生质体等载体融合。宿主T细胞可

以被分离和/或纯化。T细胞也可以是体内转化的细胞，以便引起多肽在体内瞬时或永久表

达。该T细胞也可以是离体转化的分离的细胞，在转化后引入，例如以便在体内产生用于治

疗目的的多肽。

[0062] 可通过本领域熟知的转染方法将本发明的ASO引入T细胞。这些方法包括超声处

理、电脉冲、电穿孔、渗透压冲击、磷酸钙沉淀和DEAE葡聚糖转染、脂质介导的递送、被动递

送等。术语“转染T细胞”旨在包括将核酸分子引入T细胞的任何方式。术语“转染”包括可用

于将核酸引入哺乳动物细胞的多种技术，包括电穿孔、磷酸钙沉淀、DEAE‑葡聚糖处理、脂质

转染、显微注射和病毒感染。用于转染哺乳动物细胞的合适方法可以参见Sambrook等.(《分

子克隆：实验室手册》(Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual) ,第2版,冷泉港实验室

出版社(1989))和其它实验室教科书。

[0063] 也可以利用病毒载体将ASO引入T细胞。此类病毒载体包括，例如重组逆转录病毒、

腺病毒、腺伴随病毒和单纯疱疹病毒‑1。通常将逆转录病毒载体和腺伴随病毒载体理解为
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体内转移外源性基因，特别是进入人体而选用的重组基因递送系统。或者，它们可以用于将

外源基因离体引入T细胞。这些载体将基因有效递送入T细胞，并且转移的核酸被稳定整合

到宿主细胞的染色体DNA中。

[0064] 可用于本发明的另一种病毒基因传递系统利用腺病毒衍生的载体。可以操控腺病

毒的基因组，使其编码和表达感兴趣的基因产物，但就其在正常裂解的病毒生命周期中复

制的能力而言是失活的。可用于递送包含感兴趣基因的核酸分子的另一病毒载体系统是腺

伴随病毒。

[0065] 所述ASO可以由细胞递送载体携带并递送至T细胞。此类载体包括，例如阳离子脂

质体(LipofectinTM)或衍生的(例如抗体偶联的)聚赖氨酸偶联物、短杆菌肽S、人工病毒包

膜。这些载体可以递送被整合入质粒、载体或病毒DNA中的核酸。在一具体的实施方式中，通

过用与阳离子脂质体形成复合物的腺相关病毒质粒DNA转染原代T淋巴细胞，将核酸分子有

效引入原代T淋巴细胞中，如Philip,R.等.(1994)Mol.Cell.Biol.14,2411所述。

[0066] 在本发明的另一实施方式中，可以将ASO以可溶性分子复合物的形式递送。该复合

物包含核酸，所述核酸可释放地结合核酸结合剂和细胞特异性结合剂组成的载体，该载体

结合特异性T细胞的表面分子，并且其具有可随后被细胞内化的大小。

[0067] 在本发明的另一实施方式中，通过粒子轰击将核酸引入T细胞。

[0068] 在各种实施方式中，可以将ASO被动递送(即，在没有额外的转染试剂的情况下)到

T细胞，特别是在T细胞扩增期间。本文所用的扩增包括在容器中并在本领域熟知的条件下，

通过转染的神经干细胞产生子代细胞。在有合适的培养基和细胞生长因子存在下，可能发

生扩增。可以在减血清条件下，包括0％血清条件下，将ASO被动递送至培养中(例如但不限

于培养板、培养皿、多孔板等中)的T细胞。此类条件包括在可从包括英杰公司和海克隆公司

(HyClone)在内的许多公司市售可得的标准、经测试的减血清培养基中培养的细胞。在一个

实例中，首先将细胞接种在血清培养基中，然后用包含本公开的三方寡核苷酸复合物的减

血清培养基替代血清培养基，24小时，再用血清培养基替代减血清培养基。

[0069] 在各种实施方式中，转染试剂可以选自：聚合物、脂质、脂质聚合物和/或它们的组

合和/或它们的含细胞靶向或胞内靶向部分和/或膜不稳定组分的衍生物以及一种或多种

递送促进剂。

[0070] 本发明的另一方面提供了一种治疗患者疾病的方法，该方法包括给予本发明的反

义寡核苷酸或药学有效量的本发明组合物。

[0071] 术语“有效量”或“治疗有效量”是指足以治疗、抑制或减轻正在治疗的疾病状态的

一种或多种症状或以其它方式提供所需药理和/或生理作用，尤其是增强T细胞对所选抗原

的应答的剂量。精确的剂量将根据多种因素，例如取决于对象的变量(如年龄、免疫系统健

康等)、疾病和所给予的治疗而有所不同。

[0072] 本文所用的“药学上可接受的载体”包括任何和所有溶剂、分散介质、包衣、抗细菌

和抗真菌剂、等渗剂和吸收延迟剂等。此类介质和试剂对于药物活性物质的用途是本领域

熟知的。除非任何常规介质或试剂与活性化合物不相容，否则考虑其用于治疗组合物中。补

充活性化合物也可以掺入组合物中。

[0073] 反义寡核苷酸或组合物可以通过口服、或经直肠、或经粘膜、或经肠、或肌内、或皮

下、或髓内、或鞘内、或直接在脑室内、或静脉内、或玻璃体内、或腹膜内、或鼻内或眼内给
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予。然而，经证实的全身性给药选择包括静脉内、腹膜内、鼻内和鞘内给药。ASO与递送载体

(如纳米颗粒、基于聚合物或脂质体的载体)形成复合物可以进一步提高ASO向特定组织的

递送效率。

[0074] 在各种实施方式中，已经将反义寡核苷酸转染入T细胞，该方法包括将转染的T细

胞给予患者。可以通过电穿孔方法将反义寡核苷酸转染或引入T细胞。

[0075] 或者，可以通过磷酸钙转染、DEAE‑葡聚糖介导的转染、阳离子脂质介导的转染、转

导、感染、显微注射、重组病毒和逆转录病毒感染或其它方法将本发明的寡核苷酸引入T细

胞。在许多标准实验室手册中描述了此类方法，例如Davis等 .,《分子生物学基础方法》

(Basic  Methods  In  Molecular  Biology)(1986)。特别考虑了本发明的多肽实际上可以由

缺乏重组载体的宿主细胞表达。

[0076] 在各种实施方式中，载体选自：纳米颗粒，例如聚合物纳米颗粒；脂质体，例如pH敏

感型脂质体、抗体偶联的脂质体；病毒载体、阳离子脂质、聚合物、UsnRNA(如U7  snRNA)和细

胞穿透肽。

[0077] 在各种实施方式中，反义寡核苷酸或组合物经口服、或直肠、或经粘膜、或经肠、或

肌内、或皮下、或髓内、或鞘内、或直接在脑室内、或静脉内、或玻璃体内、或腹膜内、或鼻内、

或眼内给予。

[0078] 该疾病可以是选自以下的癌症：HBV诱导的HCC、EBV诱导的非霍奇金淋巴瘤。

[0079] 因此，本发明的反义寡核苷酸可用于医学中。

[0080] 本发明的另一方面提供了诱导由T细胞表达的免疫相关或免疫调节基因前体‑

mRNA的外显子跳读的方法，该方法包括将本发明任一上述方面的反义寡核苷酸或组合物递

送至细胞。

[0081] 在各种实施方式中，所述细胞是人细胞。

[0082] 本发明的另一方面提供了调节T‑细胞功能的方法，所述方法包括将本发明的反义

寡核苷酸给予T细胞。

[0083] 所述方法还包括通过给予该T‑细胞编码T‑细胞受体基因的核酸分子来修饰T‑细

胞的特异性。通过电穿孔将编码T‑细胞受体基因的核酸分子转染或引入T细胞。

[0084] 本发明的另一方面提供了用本发明的寡核苷酸转化或转染的T‑细胞。在各种实施

方式中，通过电穿孔方法将所述反义寡核苷酸转染或引入T细胞。

[0085] 所述T‑细胞还可包含编码T‑细胞受体基因的核酸分子，其中所述核酸分子是

mRNA。

[0086] 本发明的另一方面提供一试剂盒，所述试剂盒包含任选在容器中的本发明的反义

寡核苷酸，和包装插页、包装标签、说明书或其它标签。

[0087] 为了完全理解本发明并方便将其付诸实践，现在借助非限制性实施例(仅是本发

明的优选实施方式)描述本发明，该描述参照附图进行。

[0088] 在附图中：

[0089] 图1 .流式细胞仪图显示未转染的T细胞(左)、FAM标记的ASO转染的T细胞(中)和

HBV特异性TCR连同FAM标记的ASO转染的T细胞(右)。使用PE(藻红蛋白)‑偶联五聚体染色

TCR，而ASO用FAM(6‑羧基荧光素)标记。

[0090] 图2.A.下部：扩增加扰ASO(左)、500皮摩尔的IFN‑ γ 特异性ASO(中)或1500皮摩尔
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的ASO(右)处理的T细胞中IFN‑ γ mRNA的PCR反应。不同泳道显示了未电穿孔T细胞中IFN‑ γ
mRNA的扩增。上部：直方图棒代表全长转录物的PSI(拼接指数百分比，Percentage  Spliced 

Index)。PSI提供了所分析外显子的包含水平。B.直方图棒显示了胞内细胞因子染色的IFN‑

γ 和TNF‑α荧光染色的MFI(中值荧光强度)，根据加扰ASO处理T细胞的MFI作归一化。

[0091] 图3.A.HuH7  HCV复制子细胞系中萤光素酶表达与培养基中HCV复制或IFN‑ γ 浓度

的关系。B.直方图棒表示HuH7  HCV复制子细胞系中IFN‑ γ ‑ASO处理的T细胞所致的HCV抑制

百分数，根据加扰ASO处理的T细胞所致抑制作用作归一化。

[0092] 图4 .不同量(1500‑2500‑5000皮摩尔)的IFN‑ γ 特异性ASO或加扰ASO(2500皮摩

尔)作电穿孔后24‑48‑96小时的IFN‑ γ mRNA的PCR扩增。

[0093] 图5.  2500皮摩尔的颗粒酶B特异ASO(#266或#267)、穿孔素特异ASO(#268或#269)

或加扰ASO作电穿孔后24小时的颗粒酶B(GZMB)和穿孔素(PRF1)mRNA的PCR扩增。对于GZMB

(左)和PRF1(右)，均标注了全长PCR产物和预期的外显子跳读产物长度。上部：直方图棒表

示颗粒酶外显子跳读反应的PSI。无法对穿孔素进行相同的测量，因为未在凝胶中检测到特

定的条带。

[0094] 图6.直方图棒表示在用ASO靶向颗粒酶B前体mRNA(左)或穿孔素前体mRNA(右)作

电穿孔的T细胞中，胞内细胞因子染色实验中的MFI或阳性细胞百分比。该值根据用加扰ASO

作电穿孔的T细胞获得的值归一化。

[0095] 图7.A. RTCA  DP孔的示意图。B.细胞指数是与孔中测得的阻抗成

比例的无量纲单位(measure‑less  unit)，而阻抗又与细胞融合度成正比。

[0096] 图8.A. RTCA  DP获得的细胞指数对时间的图。将产生HBV的肝癌细

胞系接种于传感孔，并在24小时内监测细胞生长。将经处理的HBV特异性TCR重定向的T细胞

添加到培养物中(效应物:靶标比率为1:2)，并测量其细胞毒性能力。用加扰ASO(红色)、靶

向穿孔素的ASO(绿色)、靶向颗粒酶和穿孔素的两种ASO(蓝线和黄线)对T细胞进行预处理。

黑色线表示未添加T细胞的孔中记录的细胞指数。所有细胞指数根据培养物中添加T细胞的

那一刻作归一化。B.直方图棒代表与产生HBV的肝癌细胞系培养24小时后，HBV特异性TCR重

定向的T细胞的细胞毒性能力。

[0097] 图9和10.来自对照实验的数据。

[0098] 图11至15.利用AON#887(SEQ  ID  NO .6508)、888(SEQ  ID  NO .69648)和1173(SEQ 

ID  NO.2565)(针对靶PD‑1和CTLA‑4)的实验获得的数据。

[0099] 图16和17.利用AON#263(SEQ  ID  NO.7274)(针对靶标IFN‑ γ )的实验获得的数据。

[0100] 图18和19.利用AON#268(SEQ  ID  NO .15372)(针对靶标穿孔素)的实验获得的数

据。

[0101] 图20 .利用AON#524(SEQ  ID  NO .63352)、527(SEQ  ID  NO .67190)和526(SEQ  ID 

NO.66260)(针对靶标CD244、TIM3(HAVCR2)和TGIT)的实验获得的数据。

[0102] 图21 .利用AON#442(SEQ  ID  NO .25333)、443(SEQ  ID  NO .25599)、444(SEQ  ID 

NO.25676)、462(SEQ  ID  NO.43942)、463(SEQ  ID  NO.45170)和464(SEQ  ID  NO.45445)(针

对靶标PRDM1和REL)的实验获得的数据。

[0103] 图22.利用AON#523(SEQ  ID  NO.61632)(针对靶标CD160)的实验获得的数据。

[0104] 图23.利用AON  522(SEQ  ID  NO.53882)(针对靶标CD80)的实验获得的数据。
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[0105] 图24示出了本发明实施方式的修饰序列的实例。

[0106] 本申请涉及免疫治疗领域，尤其涉及针对肿瘤和/或病毒感染(例如乙型肝炎诱导

的肝细胞癌、EBV诱导的NKT细胞淋巴瘤等)的免疫治疗。此处显示了由T细胞表达的免疫相

关或免疫调节基因的直接和选择性下调[例如，反义寡核苷酸(ASO)‑介导的外显子跳读或

内含子保留]导致对T细胞功能的调节(例如直接抑制病毒复制或选择性杀伤表达靶抗原的

细胞)。

[0107] 定义

[0108] 根据具体实施方式以及参考某些附图来描述本发明，但是本发明不限于此，而仅

由权利要求书来限定。权利要求中的任何附图标记不应解释为限制范围。所描述的附图仅

是示意性而非限制性的。出于说明目的，附图中的一些元素的尺寸可能被放大并且未按比

例绘制。在本说明书和权利要求书中如果使用术语“包括”，不排除其他元素或步骤。除非特

别说明，如果在提及单数名词时使用不定冠词或定冠词，例如“一”或“一个”、“该”，这包括

该名词的复数形式。此外，说明书和权利要求书中的术语第一、第二、第三等用于区分相似

的元素，而不一定描述顺序或时间顺序。应当理解，如此使用的术语在适当的情况下是可互

换的，并且本文描述的本发明实施方式能够以不同于本文描述或显示的其它顺序来操作。

[0109] 提供以下术语或定义仅为了帮助理解本发明。除非本文有具体定义，否则本文使

用的所有术语具有对于本发明领域的技术人员相同的含义。对于本领域的定义和术语，实

施者尤其可以参考Sambrook等 .,《分子克隆：实验室手册》(Molecular  Cloning:A 

Laboratory  Manual) ,第2版.,冷泉港出版社,普莱恩斯维尤,纽约(1989)；和Ausubel等.,

《分子生物学最新方案》(Current  Protocols  in  Molecular  Biology)(增刊47) ,约翰·威

利父子出版社,纽约(1999)。本文所提供的定义不应解释为具有小于本领域普通技术人员

所理解的范围。

[0110] 实施例1

[0111] 可以将ASO有效引入HBV特异性TCR重定向的HBV原代T细胞

[0112] 为了修饰原代T细胞的特异性，我们采用电穿孔方法，利用编码TCR的Vα/β链的

mRNA转染它们，该TCR识别HBV包膜蛋白中的肽(S183‑191)，如[9]中所述。该肽通常经由

MHC‑1呈递到抗原呈递细胞(APC)表面或HBV感染的肝细胞上。因此，在T细胞表面表达S183‑

191特异性TCR使得它们能够识别HBV的存在并最终经历TCR活化。可以采用MHC多聚体的简

单表面染色和流式细胞分析来评估T细胞表面的HBV特异性TCR的表达。MHC多聚体是MHC分

子的经标记寡聚形式，其设计用于鉴定抗原特异性T细胞；MHC多聚体可以直接结合具有特

定特异性的T细胞受体，并且该特异性由MHC分子和其上呈递的肽的组合确定。

[0113] 类似地，我们采用RNA电穿孔来修饰T细胞的功能，从而引入靶向不需要基因的各

种外显子的反义寡核苷酸(ASO)。

[0114] 为了评估在活化的原代T细胞中递送ASO的可能性，我们利用FAM标记的加扰ASO，

我们将其单独或与编码TCR的mRNA一起引入T细胞，并采用流式细胞术来找寻它们的存在。

如图1的中间图所示，单独用FAM标记的ASO作电穿孔的T细胞中有94％对荧光团呈阳性，表

明电穿孔是递送寡聚体的有效方法。类似地，右图显示了用TCR连同FAM‑ASO作电穿孔的T细

胞对于两种转染子都是阳性。最重要的是，再次有94％的T细胞显示出ASO阳性，这意味着引

入两种不同的分子不会降低递送效率。图1的右图还显示，双电穿孔的T细胞被测定中使用
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的两种荧光团双重染色，这意味着我们能够在单个反应中同时递送两种转染子，因此我们

能够修饰T细胞特异性(引入TCR)和T细胞功能(引入ASO)。

[0115] 此外，在不同的实验中，我们在彼此间隔16小时的两个单独反应中，利用TCR和ASO

对同一T细胞作电穿孔。我们对这种不同的时间表感兴趣，因为TCR的表达高峰和ASO的活性

高峰可能不重合，并且它们的同时递送可能对T细胞产生不协调的影响。同样，通过这个特

定的实验计划，我们设法同时获得TCR的表达和ASO的传递(数据未显示)。因此，我们可以证

明我们能够在不同的时间点引入两个分子，从而允许我们在它们的最佳时机调整它们的作

用。

[0116] 实施例2

[0117] 原代T细胞中可由ASO调节基因表达

[0118] 证明了在原代活化的T细胞(有或没有HBV特异性TCR)中转染ASO的可行性后，我们

继续测试寡核苷酸干扰靶基因剪接的能力。为作概念验证，我们选择设计靶向干扰素‑ γ
(IFN‑ γ )前体‑mRNA外显子2的ASO，因为在实验室中我们可以利用各种工具来评估此类细

胞因子的存在和活性。我们设计了围绕(IFN‑ γ )外显子2的引物，以获得扩增全长和短(外

显子跳读)同种型的PCR产物，从而对转染细胞的cDNA作简单PCR[11]。用非靶向/加扰序列

转染原代细胞作为对照来评估该技术特异性。图2.A显示了PCR的结果：ASO明显以剂量依赖

的方式干扰前体mRNA的剪接，从而导致外显子2被排除在最终的mRNA外。当500皮摩尔的

IFN‑ γ ‑靶向ASO转染的T细胞仅有8％在mRNA水平上表现出作用时，经三倍量的相同寡聚物

转染的T细胞显示全长转录物减少了92％。用加扰ASO处理的T细胞未显示出IFN‑ γ 转录物

有任何修饰。然而，如图2 .A所示，我们无法通过无义介导的RNA衰变消除外显子跳读的

mRNA，像预期的那样。在对免疫相关蛋白进行生物信息学搜索后，我们意识到生理条件下正

常存在许多剪接变体，尽管通常没有在功能上对它们作表征。

[0119] 然后，我们尝试在蛋白水平测量IFN‑ γ 的丰度，以验证剪接的修饰(是否)反映在

蛋白的敲除中。图2.B显示，尽管几乎完全消除了转染细胞中的全长mRNA，但仍可以通过胞

内细胞因子染色检测到IFN‑ γ 。染色显示IFN‑ γ ‑特异性ASO处理的T细胞的荧光相比加扰

ASO转染的T细胞仅降低25％。

[0120] mRNA和蛋白水平上结果之间的这种差异可以通过PCR检测到存在外显子跳读形式

得以解释，而非通过NMD消除：无论如何，该mRNA可以翻译成较短的IFN‑ γ 同种型，该同种型

在胞内细胞因子染色中不能由抗体特异性检测。为了在蛋白水平检测T细胞中是否存在这

种外显子跳读同种型，我们进行蛋白质印迹分析，但是测定的可行性和结果的质量仍然取

决于抗体非特异检测较短蛋白，因此我们同意它与我们的研究目标无关。

[0121] 因此，我们随之测试由ASO转染细胞产生的IFN‑ γ 的功能，以衡量治疗效果。为此，

我们使用了一种完善的功能测定，该测定涉及使用HuH7细胞系，该细胞系转染了含有对

IFN‑ γ 抗病毒作用非常敏感的HCV复制子的质粒[17](图3.A)。用于转染的质粒还包含萤光

素酶作为报告基因，因此在细胞中检测到的萤光素酶活性与HCV的“复制”成比例(图3.A)。

[0122] 在有源自ASO处理T细胞刺激的上清液存在下，我们培养HCV复制子细胞系过夜，并

进行了萤光素酶试验以验证产生的IFN‑ γ 是否能够停止复制子的产生。图3.B显示，已经用

靶向IFN‑ γ 的ASO转染的经刺激T细胞在控制病毒复制方面的能力较弱(与用加扰ASO作电

穿孔的T细胞相比，降低50％)。这证实衍生自外显子跳读同种型的细胞因子无功能。
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[0123] 最后，由于所用转染方法的主要目标之一是效果的瞬时性，我们检查了外显子跳

读在mRNA水平上维持了多长时间。在图4中，我们看到该处理的效果随时间稀释，并且在电

穿孔后96小时完全消失。

[0124] 实施例3

[0125] 原代T细胞中可由ASO调节细胞毒性

[0126] 如引言中所述，采用过继性T细胞转移治疗HCC等恶性肿瘤的一个可能的缺点是肝

细胞毒性，因为实际上所有肝脏都可能成为效应T细胞的靶标，从而导致严重后果。限制这

种风险并提高治疗安全性而采用一种措施是通过电穿孔诱导T细胞受体的瞬时表达，但我

们探究了是否还能够利用反义技术修饰TCR重定向T细胞的毒性功能。采用相同的设置，我

们分别引入了靶向颗粒酶B(ASOs#266和#267)和穿孔素(ASOs#268和#269)的前体mRNA外显

子3和外显子2的ASO。穿孔素和颗粒酶是在细胞毒性中起作用的两个主要效应物。

[0127] 在图5中，我们显示出在电穿孔后24小时(以及在处理后6小时，数据未显示)，我们

可以在mRNA水平检测到两种蛋白的剪接修饰。与加扰ASO相比，颗粒酶特异性ASO可以产生

91％的外显子跳读(#266)和70％的外显子跳读(#267)。有趣的是，我们注意到，颗粒酶B自

然呈现三种不同的剪接同种型，而ASO仅修饰全长和短转录物之间的比例。不幸的是，在文

献中没有关于这些不同同种型在蛋白水平上存在和生理功能(如果有的话)的报道。因此，

我们不知道这些同种型是否翻译成蛋白，以及它们是否也被我们在胞内细胞因子染色中用

于检测的抗体检测到。

[0128] 此外，从同一图中我们注意到，穿孔素特异性ASO转染后无法检测到穿孔素mRNA的

全长条带，但同时我们也无法检测到处理后我们认为能够得到的较短同种型。全长转录物

的缺乏可以通过靶向穿孔素前体mRNA的ASO的作用来解释。另一方面，剪接改变产生的外显

子跳读转录物可能会经历无义介导的RNA衰减，这可能解释了凝胶中条带的缺失。但是，要

验证该假设，还需要进行更多实验。

[0129] 随后我们继续检查RNA水平的修饰是否反映在蛋白表达的某些修饰中，因此我们

进行了胞内细胞因子染色以测量两种靶蛋白的水平。图6显示了颗粒酶和/或穿孔素阳性细

胞的百分比以及中值荧光强度(MFI)，作为电穿孔后24小时细胞中蛋白丰度的量度。从图6

中，我们没有发现颗粒酶B水平得到很大修饰。这可以通过上述多种同种型的存在来解释。

事实上，那些转录物可以翻译成较短的蛋白，并与测定中使用的抗体结合。为了验证该假

设，对于上一段中IFN‑ γ 的胞内细胞因子染色，需要进行蛋白质印迹以评估T细胞中这些较

短蛋白的存在，但要符合相同的限制条件。

[0130] 在另一方面，与加扰ASO电穿孔的T细胞相比，特异性ASO处理的穿孔素阳性T细胞

显示出更低的MFI(即便降低并不显著，仅为80％)。有趣的是，我们发现穿孔素阳性细胞的

数量持续且显著降低(与加扰ASO处理的T细胞相比，降低60％)。对此现象的可能解释是，靶

向穿孔素前体mRNA的ASO非常有效，一旦进入细胞，它就能完全停止蛋白的生产。为此原因，

阳性细胞的数量降低，而MFI并没有很大改变。

[0131] 该测定还显示，ASO的作用是特异性的，因为用靶向穿孔素的ASO处理的T细胞在颗

粒酶B的水平上没有任何改变。

[0132] 然后，我们继续验证ASO处理的T细胞的细胞毒性能力是否由于反义寡核苷酸诱导

的外显子跳读而得到修饰。因此，我们利用 RTCA  DP(艾森生物科学公司，
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Acea  Biosciences)建立了细胞毒性测定。 RTCA  DP是利用非介入电阻抗，

以无标签实时方式监视细胞增殖和附着的仪器[18]。该测定的功能单位是位于板孔底部的

一组电极。当处于导电溶液中时，在电极上施加电势会使电子离开负极端子并沉积在正极

端子上，从而穿过导电介质(图7A)。这种现象取决于电极与溶液之间的直接相互作用，因此

在电极‑溶液界面处存在粘附细胞会阻碍电子流动。阻抗的大小取决于细胞的数量、大小和

形状，并且可以利用在孔底部测得的阻抗来获得这些变量的测量值(细胞指数)(图7B)。采

用这种实验方法，我们能够建立HBV特异性TCR重定向的T细胞和产生HBV细胞的共培养物，

以便研究我们的经修饰效应物的杀伤能力。

[0133] 图8.A显示了HBV特异性T细胞杀伤产生HBV的细胞的能力。显然，ASO敲低T细胞中

穿孔素和/或颗粒酶B的产生受损阻止了它们杀伤其靶标的能力，如加扰ASO转染的TCR重定

向T细胞那样。更具体地，我们发现，在培养物中添加效应物后24小时，加扰ASO处理的TCR重

定向的T细胞杀伤几乎所有粘附细胞，导致细胞指数降低，因为靶标从孔底(红色)脱离。产

生HBV的细胞与颗粒酶敲低T‑细胞一起培养(黄色)，在孔中观察到了相同的现象。相反，在

共培养开始后24小时，用穿孔素特异性ASO处理的HBV特异性T细胞显示其杀伤能力降低

20％(蓝色)。有趣的是，当用靶向穿孔素和颗粒酶B转录物的ASO转染TCR重定向的T细胞时，

它们的细胞毒性能力甚至进一步降低(最高35％)。该结果表明，这两种转染子的作用是累

加的(绿色)，即使在T细胞作颗粒酶B敲低时我们没有观察到任何变化。考虑到我们试图破

坏的系统的生物学特性，可以简单地解释这种差异。事实上，在生理条件下，细胞毒性淋巴

细胞(CTL)将穿孔素用作成孔性溶细胞蛋白。在靶细胞膜上形成的孔允许颗粒酶B被动扩

散，颗粒酶B是裂解参与程序性细胞死亡过程的胱冬酶的促凋亡蛋白酶。结果，单独的颗粒

酶B敲低不会显著改变CTL的细胞毒性能力，因为单独的穿孔素的作用足以诱导靶细胞裂

解。在另一方面，当两种蛋白都被敲低时，促凋亡途径和溶细胞途径均被破坏，并且CTL的杀

伤能力被实质性改变。

[0134] 其它实施例和数据

[0135] 图9显示，AON通常不影响转染的T细胞的活力并且不干扰TCR表达。图9(a)显示了

与非电穿孔细胞相比，具有HBV特异性TCR，具有AON或两者兼有的T细胞EP的活力。图9(b)显

示了在具有TCR或TCR+AON的活化或静息T细胞EP中TCR的表达(在流式细胞术中用MHC‑多聚

体染色测量)。

[0136] 图10还显示，AON通常不影响转染的TCR重定向T细胞的抗病毒活性和细胞毒性。图

10(a)显示了采用胞内细胞因子染色的流式细胞术结果；图10(b)显示了从阻抗细胞毒性试

验获得的结果。从图中可以看出，当与表达HBV的靶标一起培养时，用加扰AON转染的HBV特

异性TCR重定向的T细胞显示出相当的炎性细胞因子产量(A)和细胞毒性(与未处理的TCR重

定向的T细胞相比)。

[0137] 然而，在本发明中，发明人发现本发明的AON可以改变T细胞的功能，特别是本申请

中鉴定的那些序列。例如，本发明的AON可以有效地电穿孔进入原代人T细胞中，并且它们能

够选择性地改变剪接。参考图11，在电穿孔后24小时，AON#887(SEQ  ID  NO .6508)和#1173

(SEQ  ID  NO.2565)分别显示出从膜结合的转变为可溶性PD‑1和CTLA4。图像显示了对T细胞

cDNA的片段长度分析PCR。各峰的高度与转录物丰度成正比。

[0138] 本发明的AON还能够特异性转变外显子包涵而不改变细胞活力，并且它们的作用
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与同时的TCR电穿孔相容。参考图12，AON#887(SEQ  ID  NO.6508)显示了在mRNA水平，电穿孔

后24/48h的PD‑1从膜结合同种型转变为可溶性同种型(A和B)。在相伴的TCR  mRNA的电穿孔

中，电穿孔后24h的细胞活力也没有受到显著影响(C)。单独的AON或AON+TCR的多次电穿孔

显示PD‑1外显子3的PSI有持续降低(D)。

[0139] 此外，AON能够特异性降低膜结合蛋白，而不会影响TCR表达。参考图13，在蛋白水

平上，AON#887电穿孔的T细胞显示出PD‑1从膜结合同种型(A，流式细胞术)转变为可溶性同

种型(B，ELISA)。AON不会显著改变电穿孔TCR的流式细胞术数据(C)。

[0140] 相比于单一使用的AON，AON的组合也能更多地特异性减少与膜结合的PD‑1。参考

图14，AON#887+#888电穿孔的T细胞在mRNA水平显示PD‑1从膜结合同种型(在右侧的方框中

突出显示，(A))转变为可溶性同种型(在左侧的方框中突出显示，(A))。PD‑1的外显子3PSI

的定量测定结果示于(B)中。可溶性PD‑1的增加反映于蛋白水平，ELISA分数也有提高(C)。

[0141] 具体而言，AON#887+#888(SEQ  ID  NO.69648)能够增强T细胞介导的靶细胞杀伤。

图15说明了与AON  SCR+TCR电穿孔细胞相比，AON#887/888+TCR电穿孔的T细胞在3D模型中

如何表现出HBV+肝细胞癌的总体杀伤增加。

[0142] 图16和17显示了本发明的AON对靶IFN‑ γ 的作用。IFN‑ γ 特异性AON引起的外显子

跳读是剂量依赖性的和瞬时的。图16显示了每个细胞1.5/2.5/5飞摩尔的AON，其中对不同

用量的靶向IFN‑ γ 的AON转染后0‑6‑12‑18‑24‑48‑72小时提取的RNA进行PCR。

[0143] 图17示出了用靶向AON的IFN‑ γ 处理的T细胞的功能变化。假定产生较少IFN‑ γ 的

T细胞会在TME中诱导较少的PD‑L1表达。图17(a)说明了如何用表达HBV的靶标培养HBV特异

性TCR重定向的T细胞(有和没有靶向IFN‑ γ 的AON)，并在5小时后收集上清液。随后，将上清

液添加到THP‑1细胞上(单独或稀释)，并通过流式细胞术测量PD‑L1在THP‑1上的表达。图17

(a)：THP‑1上的PD‑L1MFI。图17(b)：用AON处理的TCR重定向的T细胞的上清液培养的THP‑1

中PD‑L1减少的百分比(与加扰对照相比)。图17(c)：用IFN‑ γ AON转染的活化T细胞的上清

液培养后，JFH细胞中的病毒复制情况(用荧光素酶测定法测量)。在此，JFH‑荧光素酶HCV复

制子是表达与荧光素酶连接的HCV的细胞系。该细胞系对IFN‑ γ 抗病毒活性非常敏感。该

AON处理的T细胞的上清液在JFH细胞中控制病毒复制的能力较弱，因此产生较少的IFN‑ γ 。
[0144] 图18显示了靶向PRF的AON特异性降低蛋白水平，可用于健康供体或CHB患者的T细

胞中。在图18(a)和(b)中，从健康供体或慢性乙型肝炎患者扩增的靶向PRF的AON处理的T细

胞的胞内细胞因子染色(PRF)。实验表明，在感兴趣的T细胞中也实现了表型。图18(c)显示

了TCR重定向的T细胞(灰色)，加扰AON处理的T细胞(中间2条)和靶向PRF的AON处理的T细胞

(最右边的2条)的PRF和GZMB的ICS。GZMB的水平不会被AON修饰，而PRF的水平仅在用PRF 

AON处理的T细胞中得到修饰。图18(d)显示了对PRF  mRNA的qPCR。转染本发明的特异性AON

后，PRF  mRNA的水平降低。

[0145] 图19说明用靶向PRF的AON处理的TCR重定向的T细胞的细胞毒性较小。图19(a)是

在细胞毒性测定中获得的代表性图，其中将HBV特异性的TCR重定向T细胞(有和没有PRF特

异性AON)与表达HBV的靶标一起培养。与对照相比，用PRF  AON处理的T细胞的细胞毒性较

小。图19(b)是基于利用4个不同供体的细胞进行的实验平均值得出的结果。

[0146] 图20显示了诱导特异性外显子跳读的本发明AON触发NMD介导的靶mRNA降低，特别

是对于靶标CD244(最左边的2条)、TIM3(最中间的2条)和TGIT(最右边的2条)。在用AON#524
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(针对CD244)、#527(针对TIM3)和#526(针对TGIT)作电穿孔的T细胞获得的RT‑qPCR数据显

示，在各自的AON存在下，这些基因的mRNA相对丰度大大降低。

[0147] 图21显示了诱导特异性外显子跳读的本发明AON触发NMD介导的靶mRNA的减少，特

别是对于靶标PRDM1(最左边的4条)和REL(最右边的4条)。参考该图，在用AON#442、#443和#

444(针对PRDM1)、#462、#463、#464(相对于REL)作电穿孔的T细胞上获得的RT‑qPCR数据显

示，在各自的AON存在下，这些基因的mRNA的相对丰度降低。

[0148] 图22显示了AON#523如何有效地诱导CD  160外显子3的跳读，从而导致同种型转

变。图22(a)显示了用AON加扰或AON#523作电穿孔的T细胞的FLA‑PCR，显示了从两个野生型

同种型(绿色矩形)转变为排除外显子3的同种型(在最左边的两个方框中)。图22(b)显示在

用AON  523作电穿孔的T细胞上获得的RT‑qPCR数据，显示CD  160转录物的相对丰度增加。

[0149] 图23显示了AON#522如何有效地诱导CD80外显子2的跳读，从而导致同种型转变。

图23(a)显示了用AON加扰或AON  522作电穿孔的T细胞的FLA‑PCR，诸峰显示了从野生型同

种型(最左侧的框)转变为排除外显子2以外的同种型(最右边的框)。其它峰梯形显示。图23

(b)显示在用AON  522作电穿孔的T细胞上获得的RT‑qPCR数据，显示CD80转录物的相对丰度

增加。

[0150] 尽管在前面的描述中已经描述了本发明的优选实施方式，但是本领域技术人员将

理解，在不脱离本发明的情况下，可以对设计或构造的细节进行许多改变或改进。
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