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本发明涉及包含降解域的工程化多肽、化合

物、组合物，及其制备方法，以及用于降解细胞中

的工程化蛋白质的用途。所述降解域包含序列

FCX1X2CGX3X4，优选FCNQCGAS。所述多肽优选包

含此类降解域或降解子的CAR，且通过降解剂进

行降解。所述降解剂是结合所述降解域且还结合

cereblon的小分子。
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1.一种包含降解域的工程化多肽，其中该降解域包含氨基酸序列FCX1X2CGX3X4(SEQ  ID 

NO:1)，其中：

X1选自天冬酰胺、天冬氨酸、甘氨酸、谷氨酰胺、甲硫氨酸、组氨酸、色氨酸、异亮氨酸、精

氨酸、亮氨酸、缬氨酸、苏氨酸及苯丙氨酸，

X2选自谷氨酰胺、精氨酸、组氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸、酪氨酸、色氨酸、异亮氨酸、缬氨酸

及甲硫氨酸，

X3选自丙氨酸、丝氨酸、半胱氨酸、精氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、甲硫氨酸及甘氨酸，及

X4选自丝氨酸、甲硫氨酸、赖氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、组氨酸、谷氨酰胺、精氨酸、苯丙氨

酸及色氨酸。

2.如权利要求1的工程化多肽，其中：

X1选自天冬酰胺、谷氨酰胺、甲硫氨酸、组氨酸、色氨酸、异亮氨酸、精氨酸、亮氨酸、缬氨

酸、苏氨酸及苯丙氨酸，

X2选自谷氨酰胺、精氨酸、组氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸、酪氨酸、色氨酸、异亮氨酸及甲硫

氨酸，

X3选自丙氨酸、丝氨酸、半胱氨酸及甘氨酸，及

X4选自丝氨酸、甲硫氨酸、组氨酸、谷氨酰胺、精氨酸、苯丙氨酸及色氨酸。

3.如权 利要 求 1或权 利要 求 2的 工程 化 多 肽，其 中该降 解 域包 含氨 基酸 序 列

FCX1X2CGX3X4X5(SEQ  ID  NO:2)，其中：

X5选自苯丙氨酸、色氨酸、甲硫氨酸、精氨酸、组氨酸、亮氨酸、酪氨酸、半胱氨酸及谷氨

酰胺。

4.如权利要求3的工程化多肽，其中X5选自苯丙氨酸、色氨酸、甲硫氨酸、精氨酸、组氨

酸、亮氨酸、酪氨酸及谷氨酰胺。

5.如权利要求3或权利要求4的工程化多肽，其中X5选自苯丙氨酸、色氨酸、甲硫氨酸、亮

氨酸、酪氨酸及谷氨酰胺。

6.如权利要求3的工程化多肽，其中X5为苯丙氨酸。

7.如权利要求1至6中任一项的工程化多肽，其中X1为天冬酰胺。

8.如权利要求1至7中任一项的工程化多肽，其中X2为谷氨酰胺。

9.如权利要求1至8中任一项的工程化多肽，其中X3为丙氨酸或丝氨酸。

10.如权利要求9的工程化多肽，其中X3为丙氨酸。

11.如权利要求1至10中任一项的工程化多肽，其中X4为丝氨酸。

12.如权利要求1的工程化多肽，其中该降解域包含氨基酸序列FCNQCGAS(SEQ  ID  NO:

3)。

13.如权利要求1至12中任一项的工程化多肽，其中该降解域包含至少一个锌指域。

14.如权利要求13的工程化多肽，其中该降解域包含两个锌指域。

15.如权利要求1至13中任一项的工程化多肽，其中至少一个或各锌指域独立地包含与

选自SEQ  ID  NO:20‑47及58的氨基酸序列至少85％、至少90％或至少95％一致的氨基酸序

列。

16.如权利要求1至15中任一项的工程化多肽，其中该降解域包含与人类Ikaros、

Helios、Aiolos或Eos的锌指2(ZNF2)至少85％、至少90％或至少95％一致的氨基酸序列。
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17.如权利要求16的工程化多肽，其中该降解域包含第二锌指域，其中该第二锌指域与

人类Ikaros、Helios、Aiolos或Eos的锌指1(ZNF1)或ZNF3至少85％、至少90％或至少95％一

致。

18.如权利要求1至17中任一项的工程化多肽，其中该降解域包含与人类Ikaros、

Helios、Aiolos或Eos的锌指2(ZNF2)及锌指3(ZNF3)至少85％、至少90％或至少95％一致的

氨基酸序列。

19.如权利要求1至18中任一项的工程化多肽，其中该降解域包含与选自SEQ  ID  NO:

21、27、32及38的氨基酸序列至少85％、至少90％或至少95％一致的氨基酸序列。

20.如权利要求1至19中任一项的工程化多肽，其中该降解域包含与选自SEQ  ID  NO:

15、60、61及62的氨基酸序列至少85％、至少90％或至少95％一致的氨基酸序列。

21.如权利要求1至20中任一项的工程化多肽，其中该降解域包含与选自SEQ  ID  NO:6、

63、64及65的氨基酸序列至少85％、至少90％或至少95％一致的氨基酸序列。

22.如权利要求1至21中任一项的工程化多肽，其中该降解域包含选自以下的氨基酸序

列：

GERPFFCX1X2CGX3X4X5TQKGNLLRHIKLHSGEKPFKCHLCNYACRRRDALTGHLRTHS(SEQ  ID  NO:5)；

GERPFFCX1X2CGX3X4X5TQKGNLLRHIKLHSGEKPFKCPFCSYACRRRDALTGHLRTHS(SEQ  ID  NO:

66)；

GERPFFCX1X2CGX3X4X5TQKGNLLRHIKLHTGEKPFKCHLCNYACQRRDALTGHLRTHS(SEQ  ID  NO:

67)；及

GERPFFCX1X2CGX3X4X5TQKGNLLRHIKLHSGEKPFKCPFCNYACRRRDALTGHLRTHS(SEQ  ID  NO:

68)。

23.如权利要求1至22中任一项的工程化多肽，其中该降解域包含选自以下的氨基酸序

列：

GERPFFCNQCGASFTQKGNLLRHIKLHSGEKPFKCHLCNYACRRRDALTGHLRTHS(SEQ  ID  NO:7)；

GERPFFCNQCGASFTQKGNLLRHIKLHSGEKPFKCPFCSYACRRRDALTGHLRTHS(SEQ  ID  NO:69)；

GERPFFCNQCGASFTQKGNLLRHIKLHTGEKPFKCHLCNYACQRRDALTGHLRTHS(SEQ  ID  NO:70)；及

GERPFFCNQCGASFTQKGNLLRHIKLHSGEKPFKCPFCNYACRRRDALTGHLRTHS(SEQ  ID  NO:71)。

24.如权利要求1至23中任一项的工程化多肽，其中该工程化多肽在降解剂存在下泛素

化，其中该降解剂是结合至该降解域的小分子。

25.如权利要求1至24中任一项的工程化多肽，其中该工程多肽在降解剂存在下降解，

其中该降解剂为结合至该降解域的小分子。

26.如权利要求24或权利要求25的工程化多肽，其中该降解剂还结合至cereblon。

27.如权利要求26的工程化多肽，其中该降解剂介导包含该降解域、降解剂及cereblon

的复合物。

28.如权利要求24至27中任一项的工程化多肽，其中该降解剂为选自以下的化合物：
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及其互变异构体、其药学上可接受的盐、及其互变异构体的药学上可接受的盐。

29.如权利要求24至28中任一项的工程化多肽，其中该工程化多肽在该降解剂存在下

在细胞中泛素化及/或降解。

30.如权利要求29的工程化多肽，其中该细胞在体外。

31.如权利要求29的工程化多肽，其中该细胞在体内。

32.如权利要求1至31中任一项的工程化多肽，其中该工程化多肽在细胞中基本上为细

胞质或细胞核的，或其中该工程化多肽包含跨膜域。

33.如权利要求1至32中任一项的工程化多肽，其中该降解域融合至内源蛋白或位于该

内源蛋白内。

34.如权利要求33的工程化多肽，其中该内源蛋白为哺乳动物蛋白。

35.如权利要求33的工程化多肽，其中该内源蛋白为人类蛋白。

36.如权利要求33至35中任一项的工程化多肽，其中该内源蛋白为PRDM1、TGFBR2、

CASP8、CBLB、CD5、CISH、CGKA、DGKz、MAP4K1、ARID2、BACH2、CHX37、KLF2、KLF3、KLF6、MAF、

SIGLEC9、TOX、ZBTB32、PTPN2、AKT1、PIK3CD、MT1E、MT2A、CSK、ITK、PAG1、PDCD4、ZC3H12A、

DNMT1、DNMT3A、PRBM1、STK4、TET2、BNIP3、FAS、CBL、BGAT5、RNF128、STK17B、TRIB1、TXNIP、

UBASH3A、BATF、FLI1、IKZF1、IKZF2、IRF4、NFATC1、NR4A1、MAP2K1、MAP2K2、MAP4K4、

PPARGC1A、RELB、TMEM173、USP10、MT1A、PP2A家族成员、RASA2、NR4A2、NR4A3、AHR、CD70、

LHALS1、SOCS1、SOCS2、SOCS3、TAZ、USP21或YAP1。

37.如权利要求33至36中任一项的工程化多肽，其中该内源蛋白的生物活性基本上保

留在该工程化多肽中。

38.如权利要求1至37中任一项的工程化多肽，其中该工程化多肽包含跨膜域。

39.如权利要求38的工程化多肽，其中该跨膜域为选自以下的蛋白质的跨膜域：T细胞

受体的α链、T细胞受体的β链、T细胞受体的ζ链、CD28、CD3s、CD45、CD4、CD5、CD8、CD9、CD16、

CD22、CD33、CD37、CD64、CD80、CD86、CD134、CD137、CD154、ICOS、TIM3、LAB3、TIGIT、PD1或

CTLA4。
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40.如权利要求38或权利要求39的工程化多肽，其中该工程化多肽包含细胞外域、跨膜

域及细胞内域。

41.如权利要求40的工程化多肽，其中该细胞外域包含配体、配体结合域或抗原结合

域。

42.如权利要求41的工程化多肽，其中该细胞外域包含抗原结合域。

43.如权利要求42的工程化多肽，其中该抗原结合域结合癌症抗原。

44.如权利要求42或权利要求43的工程化多肽，其中该抗原结合域结合选自以下的抗

原：4‑1BB、5T4、8H9、B7‑H6、腺癌抗原、a‑胎蛋白、B细胞成熟抗原(BCMA)、BAFFR、B淋巴瘤细

胞、C242抗原、CA9、癌胚抗原、CA‑125、碳酸酐酶9(CA‑IX)、CCR4、CD3、CD4、CD19、CD20、CD22、

CD23(IgE受体)、CD28、CD30(T  FRSF8)、CD33、CD38、CD40、CD44v6、CD44v7/8、CD51、CD52、

CD56、CD70、CD74、CD80、CD123、CD152、CD171、CD200、CD221、CE7、CEA、C‑MET、CLAUDIN6、

CLAUDIN18.3、CNT0888、CTLA‑4、DRS、EpCAM、ErbB2、ErbB3/4、EGFR、EGFR γ III、EphA2、EGP2、
EGP40、FAP、胎儿AchR、纤连蛋白(fibronectin)超域‑B、叶酸受体‑a、叶酸受体1、G250/

CAIX、GD2、GD3、糖蛋白75、GP  MB、HER2/neu、HGF、HLA‑AI  MAGE  Al、HLA‑A2  NY‑ESO‑1、HMW‑

MAA、人类分散因子(scatter  factor)受体激酶、IGF‑1受体、IGF‑I、IgGl、IL‑6、IL‑13、IL‑

13受体a2、IL‑11受体a、胰岛素样生长因子I受体、整合素a5I31、整合素avI33、κ轻链、Ll‑

CAM、λ轻链、Lewis  Y、间皮素、MORAb‑009、MS4A1、MUCl、MUCl  6、黏液素CanAg、NCAM、N‑羟乙

酰基(glycolyl)神经氨酸、NKG2D配体、NPC‑IC、PDGF‑Ra、PDL192、磷脂酰丝氨酸、前列腺特

异性癌症抗原(PSCA)、前列腺癌细胞、PSMA、PSC1、RANKL、RON、ROR1、SCH  900105、SDC1、

SLAMF7、spl7、TAG72、腱生蛋白(tenascin)C、TGFβ2、TGF‑I3、TL1A、TRAIL‑R1、TRAIL‑R2、肿
瘤抗原CTAA16.88、UPK1B、VEGF‑A、VEGF受体、VEGFR‑1、VEGFR2、TEM1、TEM8，及/或波形蛋白

(vimentin)。

45.如权利要求42至44中任一项的工程化多肽，其中该抗原结合域包含抗体重链可变

区及抗体轻链可变区。

46.如权利要求42至45中任一项的工程化多肽，其中该抗原结合域包含scFV。

47.如权利要求42至44中任一项的工程化多肽，其中该抗原结合域包含单域抗体抗原

结合域。

48.如权利要求42至47中任一项的工程化多肽，其中该细胞内域包含至少一个共刺激

域。

49.如权利要求48的工程化多肽，其中该细胞内域包含两个共刺激域。

50.如权利要求48或权利要求49的工程化多肽，其中至少一个共刺激域为选自以下的

受体蛋白的共刺激域：4‑1BB(CD137)、CD28、OX40、活化K细胞受体、BTLA、Toll配体受体、

CD2、CD7、CD27、CD30、CD40、CDS、ICAM‑L  LFA‑1(CD1  la/CD18)、B7‑H3、CDS、ICAM‑1、ICOS

(CD278)、RANK、GITR、BAFFR、LIGHT、HVEM(LIGHTR)、KIRDS2、SLAMF7、Kp80(KLRF1)、Kp44、

Kp30、Kp46、CD  19、CD4、CD8a、CD8p、IL2Rp、IL2Ry、IL7Ra、ITGA4、VLAl、CD49a、ITGA4、IA4、

CD49D、ITGA6、VLA‑6、CD49f、ITGAD、CDl  ld、ITGAE、CD103、ITGAL、CDl  la、LFA‑1、ITGAM、

CDllb、ITGAX、CDl  lc、ITGB  1、CD29、ITGB2、IL15Ra、IL7R、CD18、CD132、LFA‑1、ITGB7、KG2D、

KG2C、T  FR2、TRANCE/RA  KL、DNAM1(CD226)、SLAMF4(CD244、2B4)、CD84、CD96(Tactile)、

CEACAM1、CRT  AM、Ly9(CD229)、CD  160(BY55)、PSGL1、CD  100(SEMA4D)、CD69、SLAMF6(NTB‑
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A，Lyl08)、SLAM(SLAMF1，CD  150，IPO‑3)、BLAME(SLAMF8)、SELPLG(CD  162)、LTBR、LAT、

GADS、SLP‑76、PAG/Cbp、CD19a、DAP10、DAP  12、CD83的配体、MHC  I类分子、TNF受体蛋白质、

免疫球蛋白样蛋白质、细胞因子受体、整合素，及/或信号传导淋巴细胞活化分子。

51.如权利要求48或权利要求49的工程化多肽，其中该工程化多肽包含4‑1BB共刺激

域。

52.如权利要求40至51中任一项的工程化多肽，其中该细胞内域包含至少一个信号传

导域。

53.如权利要求52的工程化多肽，其中至少一个信号传导域为基于免疫受体酪氨酸的

活化基序(ITAM)信号传导域。

54.如权利要求52或权利要求53的工程化多肽，其中至少一个信号传导域为选自以下

的受体蛋白的信号传导域：CD3ε、CD3ζ、CD3η、FcR γ 、FcRβ、CD3δ、CD3 γ 、CD5、CD22、CD20、
CD79a、CD79b、CD278(ICOS)、FcERI、CD66d、DAP10及DAP12。

55.如权利要求54的工程化多肽，其中该细胞内域包含CD3ζ信号传导域。

56.如权利要求40至55中任一项的工程化多肽，其中该工程化多肽自氨基端至羧基端

包含(i)细胞外域[ECD]‑跨膜域[TM]‑共刺激域[CoD]‑信号传导域[SigD]‑降解域[DD]；或

(2)ECD‑TM‑CoD‑DD‑SigD；或(3)ECD‑TM‑DD‑CoD‑SigD。

57.如权利要求40至56中任一项的工程化多肽，其中该工程化多肽为嵌合抗原受体

(CAR)。

58.如权利要求1至57中任一项的工程化多肽，其中该工程化多肽在一或多个域之间包

含一或多个肽接头。

59.如权利要求1至58中任一项的工程化多肽，其中该工程多肽包含于细胞中。

60.如权利要求59的工程化多肽，其中该细胞为人类效应细胞。

61.如权利要求60的工程化多肽，其中该细胞为T细胞或NK细胞。

62.一种经分离的核酸分子，其包含编码如权利要求1至61中任一项的工程化多肽的多

核苷酸序列。

63.一种载体，其包含如权利要求62的核酸分子。

64.一种细胞，其包含如权利要求62的核酸分子或如权利要求63的载体。

65.一种细胞，其包含如权利要求1至61中任一项的工程化多肽。

66.如权利要求64或权利要求65的细胞，其中该细胞为人类效应细胞。

67.如权利要求64至66中任一项的细胞，其中该细胞为T细胞或NK细胞。

68.如权利要求67的细胞，其中该细胞为T细胞。

69.如权利要求68的细胞，其中该细胞为T效应细胞。

70.如权利要求68的细胞，其中该细胞为CD4+T细胞或CD8+T细胞。

71.一种药物组合物，其包含如权利要求64至70中任一项的细胞。

72.一种降低如权利要求1至61中任一项的工程化多肽的水平的方法，其包括使该工程

化多肽与选自以下的降解剂接触：
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及其互变异构体、及其药学上可接受的盐、及其互变异构体的药学上可接受的盐。

73.一种降低细胞中的工程化多肽的含量的方法，其包含使如权利要求64至70中任一

项的细胞与选自以下的降解剂接触：

及其互变异构体、及其药学上可接受的盐、及其互变异构体的药学上可接受的盐。

74.一种降低受试者的细胞中工程化多肽的水平的方法，其包括向该受试者施用选自

以下的降解剂：
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及其互变异构体、及其药学上可接受的盐、及其互变异构体的药学上可接受的盐，其中

该细胞包含如权利要求1至61中任一项的工程化多肽。

75.如权利要求74的方法，其中该细胞为人类效应细胞。

76.如权利要求74或权利要求75的方法，其中该细胞为T细胞或NK细胞。

77.如权利要求72至76中任一项的方法，其中该工程化多肽在该降解剂存在下泛素化。

78.如权利要求72至77中任一项的方法，其中该工程化多肽在该降解剂存在下降解。

79.如权利要求72至78中任一项的方法，其中该降解剂结合至该降解域。

80.如权利要求72至79中任一项的方法，其中该降解剂还结合至cereblon。

81.如权利要求80的方法，其中该降解剂介导包含该降解域、降解剂及cereblon的复合

物。

82.一种治疗受试者的疾病或病症的方法，其包括向该受试者施用如权利要求64至70

中任一项的细胞。

83.如权利要求82的方法，其中该细胞为T细胞。

84.如权利要求83的方法，其中该细胞为T效应细胞。

85.如权利要求83的方法，其中该细胞为CD4+T细胞或CD8+T细胞。

86.如权利要求82至85中任一项的方法，其中该细胞包含如权利要求57的工程化多肽。

87.如权利要求82至86中任一项的方法，其中该疾病或病症为癌症。

88.如权利要求87的方法，其中该癌症选自血液癌症或实体癌症。

89.如权利要求88的方法，其中该血液癌症为急性骨髓性白血病(AML)、急性成淋巴细

胞白血病(ALL)、慢性骨髓性白血病(CML)、淋巴瘤、非霍奇金氏淋巴瘤(NHL)、霍奇金氏疾

病、多发性骨髓瘤，或骨髓增生异常综合征。

90.如权利要求88的方法，其中该实体癌症为脑癌、前列腺癌、乳腺癌、肺癌、结肠癌、子

宫癌、皮肤癌、肝癌、骨癌、胰脏癌、卵巢癌、睪丸癌、膀胱癌、肾癌、头颈癌、胃癌、子宫颈癌、

直肠癌、喉癌，及食道癌。

91.如权利要求82至90中任一项的方法，其中在向该受试者施用该细胞之前，该细胞与
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降解剂离体接触，其中该降解剂为结合至该降解域的小分子。

92.如权利要求82至90中任一项的方法，其中该方法包含向该受试者施用该细胞及降

解剂，其中该降解剂为结合至该降解域的小分子。

93.如权利要求82至90中任一项的方法，其中在向该受试者施用该细胞之后，该方法包

括施用降解剂，其中该降解剂为结合至该降解域的小分子。

94.如权利要求91至93中任一项的方法，其中该降解剂为选自以下的化合物：

及其互变异构体、其药学上可接受的盐、及其互变异构体的药学上可接受的盐。

95.一种化合物，其选自：

及其互变异构体、其药学上可接受的盐、及其互变异构体的药学上可接受的盐。

96.一种药物组合物，其包含如权利要求95的化合物及至少一种药学上可接受的载剂。
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用于选择性降解工程化蛋白质的组合物和方法

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求保护2021年8月6日提交的美国临时申请号63/230,255的优先权权益，

该临时申请通过引用以其整体并入本文用于任何目的。

发明领域

[0003] 本发明涉及包含降解域的工程化多肽、化合物、组合物及其制备方法以及用于降

解细胞中的工程化蛋白质的用途。

[0004] 背景

[0005] 已研发出包含经工程改造的异源多肽的工程化细胞，诸如嵌合抗原受体T(CAR‑T)

细胞以用于治疗用途。调节此类经工程改造的异源多肽的表达水平可通过例如减少副作用

及/或增强工程化细胞的功效来提高工程化细胞的治疗效益。

[0006] 因此，在一个方面中，本文提供工程化多肽及降解剂，其中所述工程化多肽包含降

解域，该降解域在降解域结合至降解剂时介导细胞中的泛素化。

发明内容

[0007] 在某些实施方案中，本文描述用于调节细胞中的异源多肽水平的化合物及其组合

物。在各种实施方案中，所述化合物及其组合物可用于降低细胞中的异源多肽水平。

[0008] 参考详述内容及实施例可更全面理解本发明实施方案，详述内容及实施例旨在示

例非限制性实施方案。

[0009] 附图简述

[0010] 图1A展示人类IKZF家族蛋白质IKZF1‑IKZF5(SEQ  ID  NOS:48‑52)的序列比对。图

1B展示人类IKZF1‑IKZF5的假定含G‑基序锌指序列的表格。G‑基序序列带有下划线。

[0011] 图2为包含C端IKZF1  ZNF2降解子(degron)的嵌合抗原受体(CAR)的图示。

[0012] 图3为研究CAR活性及降解的基于Jurkat细胞报告子的模型系统的示意图。

[0013] 图4A至图4C展示经IKZF1  ZNF2标记的CAR保留功能(图4A)，但仅被高浓度化合物A

部分降解(图4C)。化合物A的结构展示于图4B中。

[0014] 图5A展示包含C端IKZF1  ZNF1、2个及/或3个降解子的CAR的示意图。CAR中的每个

还包含N端CD19结合scFv。图5B展示具有C端IKZF1降解子的CAR保留活性。图5C展示在渐增

浓度的化合物A存在下的具有C端IKZF1降解子的CAR的降解。图5D展示降解对野生型IKZF1

降解子具有特异性。

[0015] 图6A至图6C展示在Jurkat报告子系统中降解之后的CAR水平减少及CAR活性抑制。

[0016] 图7展示通过CAR降解减弱内源性Erk信号传导。

[0017] 图8展示某些人类IKZF家族成员的含有G‑基序的C2H2锌指(SEQ  ID  NO:21、32、27、

38、40、29、47、31、23、20、26及37)的比对。

[0018] 图9展示所预测的来自多种人类蛋白的C2H2锌指降解子(SEQ  ID  NO:72‑109)。

[0019] 图10A展示化合物B的结构。图10B展示使用体外泛素化测定的来自Ikaros  ZNF2的

经修饰G‑基序的泛素化。
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[0020] 图11A展示化合物C的结构。图11B至图11C展示经IKZF1  ZNF2_3  Q1F降解子标记的

CAR的降解为CRBN及泛素‑蛋白酶体途径(UPP)依赖性的。

[0021] 图12A至图12B展示经IKZF1  ZNF2_3  Q1F标记的CAR降解降低CAR水平及Jurkat报

导测定中的信号传导。

[0022] 图13A展示经IKZF1  ZNF2_3  Q1F标记的CAR的结构。图13B展示初级T细胞中经

IKZF1  ZNF2_3  Q1F标记的CAR的表达可用化合物C滴定。

[0023] 图14A至图14D展示初级T细胞中经IKZF1  ZNF2_3  Q1F标记的CAR的功能可用化合

物C滴定。

[0024] 图15为用于测试功能持久性的长期抗原刺激测定的示意图。

[0025] 图16A展示化合物D的结构。图16B至图16C展示瞬时静息的CAR  T细胞通过长期抗

原暴露的活化较少，且维持更幼稚样表型。

[0026] 图17A至图17B展示瞬时静息的CAR  T细胞相比未静息细胞在长期抗原暴露之后产

生更多促炎性细胞因子，且展现更佳抗肿瘤活性。

[0027] 图18A至图18C展示经Q1F降解子标记的CAR可在体内可逆地下调。

[0028] 图19A至图19D展示经Q1F降解子标记的CAR的下调减少体内肿瘤反应性扩增。

[0029] 图20A至图20D展示框内降解子标记嵌入至内源性AURKA或TOX基因座允许化合物

介导的蛋白质水平控制。

[0030] 发明详述

[0031] 如本文所使用，术语“包含”及“包括”可互换使用。术语“包含”及“包括”应解释为

指定所提及的所陈述特征或组分的存在，但不排除一或多个特征或组分或其组的存在或添

加。另外，术语“包含”及“包括”旨在包括术语“由……组成”所涵盖的实例。因此，术语

“由……组成”可用于代替术语“包含”及“包括”，以提供本发明的更特定实施方案。

[0032] 术语“由……组成”意指一主题具有组成其的所陈述特征或组分的至少90％、

95％、97％、98％或99％。在另一实施方案中，除对将实现的技术效果而言并非必不可少的

特征或组分之外，术语“由……组成”自任何随后列举的范围中排除任何其他特征或组分。

[0033] 如本文所用，术语“或”应解释为包括性的“或”，意指任一者或任何组合。因此，“A、

B或C”意指以下中的任一者：“A；B；C；A及B；A及C；B及C；A、B及”。此定义的例外将仅在要素、

功能、步骤或动作的组合以一些方式固有地相互排斥时出现。

[0034] 在本说明书中，除非另有指明，否则任何浓度范围、百分比范围、比率范围或整数

范围应理解为包括在所列举范围内的任何整数值及(在适当时)其分数(诸如整数的十分之

一及百分之一)。此外，除非另有指示，否则本文所叙述的与诸如聚合物亚基、大小或厚度的

任何物理特征相关的任何数值范围应理解为包括所叙述范围内的任何整数。如本文所用，

除非另外指明，否则术语“约”及“大致”意指所指示范围、值或结构的±20％、±10％、±5％

或±1％。

[0035] 如本文所用，“工程化多肽”为具有在自然界中不存在的氨基酸序列的多肽。尽管

工程化多肽的部分可在自然界中存在，但作为整体，该工程化多肽不存在。在一些实施方案

中，工程化多肽包含经修饰的天然存在的氨基酸序列，该修饰例如通过将其融合至降解域

或将其插入降解域中。在一些此类实施方案中，所得工程化多肽基本上保持原始天然存在

的多肽的活性。在一些实施方案中，工程化多肽包含两个或更多个，或三个或更多个，或四
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个或更多个域，其来源于两个或更多个，或三个或更多个，或四个或更多个天然存在的多

肽。在一些实施方案中，该工程化多肽包含降解域。

[0036] 如本文所用，“降解子”及“降解域”可互换使用且意指氨基酸序列，其在存在于细

胞中的多肽中时，在结合至降解域及泛素连接酶的化合物存在下，产生通过泛素连接酶的

多肽的泛素化。在一些实施方案中，化合物结合至降解域且与cereblon结合。在一些实施方

案中，工程化多肽包含降解域。在利用泛素连接酶泛素化之后，包含降解域的多肽可发生降

解。

[0037] 示例性工程化多肽

[0038] 本文提供包含降解域的工程化多肽。在一些实施方案中，工程化多肽为CAR。在一

些实施方案中，此类多肽包含跨膜域、细胞外域及细胞内域。在一些此类实施例中，降解域

位于工程化多肽的细胞内域中。在一些实施方案中，细胞外域包含配体、配体结合域或抗原

结合域。在一些实施方案中，抗原结合域结合癌症抗原。在一些实施方案中，抗原结合域包

含抗体轻链或重链可变区，或scFv。在一些实施方案中，抗原结合域包含单域抗体抗原结合

域。在一些实施方案中，细胞内域包含至少一个共刺激域。在一些实施方案中，细胞内域包

含至少一个信号传导域，诸如ITAM信号传导域。在一些实施方案中，如下文进一步描述，工

程化多肽为包含降解域的CAR。

[0039] 在一些实施方案中，工程化多肽是基于天然存在的蛋白质，已通过基因工程改造

将降解域插入该蛋白质，或降解域已融合至该蛋白质。所得工程化多肽可包含额外天然存

在或非天然存在的氨基酸序列。在一些实施方案中，工程化多肽是基于天然存在的细胞核

或细胞质蛋白。在一些实施方案中，工程化多肽基本上保留天然存在的蛋白质的活性。工程

化多肽的降解可通过诸如施用降解剂来接触表达工程化多肽的细胞而实现。在一些此类实

施方案中，降解域来源于Ikaros家族锌指(ZNF)氨基酸序列，且降解剂为结合至泛素连接酶

(诸如E3连接酶)的小分子。将该降解剂施用至表达包含降解域的工程化多肽的细胞使得包

含降解域的工程化多肽由E3连接酶泛素化以及工程化多肽降解。在一些实施方案中，降解

剂为结合cereblon及降解域的化合物。

[0040] 在一些实施方案中，工程化多肽包含天然存在的蛋白质，及融合至或插入在天然

存在的蛋白质的降解域。当降解域“融合至”蛋白质时，工程化多肽可包含将降解域连接至

蛋白质的接头，诸如氨基酸接头。此类氨基酸接头可为任何长度，且例如1至50、1至40、1至

30、1至20、1至10或1至5个氨基酸。在一些实施方案中，氨基酸接头由甘氨酸及丝氨酸组成。

[0041] 降解域可融合至或降解域可插入至的非限制性示例性蛋白质包括PRDM1、TGFBR2、

CASP8、CBLB、CD5、CISH、CGKA、DGKz、MAP4K1、ARID2、BACH2、CHX37、KLF2、KLF3、KLF6、MAF、

SIGLEC9、TOX、ZBTB32、PTPN2、AKT1、PIK3CD、MT1E、MT2A、CSK、ITK、PAG1、PDCD4、ZC3H12A、

DNMT1、DNMT3A、PRBM1、STK4、TET2、BNIP3、FAS、CBL、BGAT5、RNF128、STK17B、TRIB1、TXNIP、

UBASH3A、BATF、FLI1、IKZF1、IKZF2、IRF4、NFATC1、NR4A1、MAP2K1、MAP2K2、MAP4K4、

PPARGC1A、RELB、TMEM173、USP10、MT1A、PP2A家族成员、RASA2、NR4A2、NR4A3、AHR、CD70、

LHALS1、SOCS1、SOCS2、SOCS3、TAZ、USP21或YAP1。在一些实施方案中，蛋白质为哺乳动物蛋

白，诸如人类蛋白。

[0042] 在一些实施方案中，降解域融合至或插入至细胞中的内源性蛋白。在一些此类实

施方案中，编码降解域的序列可插入至表达内源性蛋白的细胞的基因组中，使得工程化多
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肽被表达，其包含融合至或插入至内源性蛋白的降解域。将核酸序列，诸如编码降解域的序

列插入至细胞基因组中的各种方法为本领域中已知的，包括例如经由CRISPR/Cas的腺相关

病毒(AAV)介导或非病毒同源定向重组、慢病毒转导或转座子递送。在一些实施方案中，编

码降解域的核酸序列融合至或插入至免疫细胞(诸如T淋巴细胞)中的内源性蛋白。在一些

此类实施方案中，T细胞经分离、经工程改造以表达工程化多肽，且向患者施用。在向患者施

用之后，可随后在需要工程化多肽降解时施用降解剂。

[0043] 在一些实施方案中，将编码工程化多肽的核酸序列引入细胞中。将核酸引入细胞

中的方法为本领域中已知，且包括含有编码本文所描述的工程化多肽的核酸(多核苷酸)的

合成载体、慢病毒或反转录病毒载体、自主复制质粒、病毒{例如反转录病毒、慢病毒、腺病

毒或疱疹病毒)或其类似者。

[0044] 示例性降解域

[0045] 本文所提供的工程化多肽包含降解域。在一些实施方案中，降解域包含结合至降

解剂的氨基酸序列。降解剂与降解域及泛素连接酶结合，使得工程化多肽泛素化。

[0046] 在一些实施方案中，降解域包含衍生自Ikaros家族蛋白质诸如Ikaros、Helios、

Aiolos、Eos或Pegasus的G‑基序的氨基酸序列。非限制性示例性G‑基序在图1B中所示的序

列中加下划线。在一些实施方案中，本文提供的降解域包含通过用苯丙氨酸(F)置换第一位

置中的氨基酸而从天然G‑基序序列修饰而得的氨基酸序列。在一些实施方案中，降解域来

源于天然地在第一位置中包含Q的G‑基序，因此降解域包含Q1F取代。

[0047] 在一些实施方案中，降解域包含氨基酸序列FCX1X2CGX3X4(SEQ  ID  NO:1)。在一些

实施方案中，X1选自天冬酰胺、天冬氨酸、甘氨酸、谷氨酰胺、甲硫氨酸、组氨酸、色氨酸、异

亮氨酸、精氨酸、亮氨酸、缬氨酸、苏氨酸及苯丙氨酸；X2选自谷氨酰胺、精氨酸、组氨酸、亮

氨酸、苯丙氨酸、酪氨酸、色氨酸、异亮氨酸、缬氨酸及甲硫氨酸；X3选自丙氨酸、丝氨酸、半

胱氨酸、精氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、甲硫氨酸及甘氨酸；且X4选自丝氨酸、甲硫氨酸、赖氨

酸、异亮氨酸、缬氨酸、组氨酸、谷氨酰胺、精氨酸、苯丙氨酸及色氨酸。在一些实施方案中，

X1选自天冬酰胺、谷氨酰胺、甲硫氨酸、组氨酸、色氨酸、异亮氨酸、精氨酸、亮氨酸、缬氨酸、

苏氨酸及苯丙氨酸。在一些实施方案中，X2选自谷氨酰胺、精氨酸、组氨酸、亮氨酸、苯丙氨

酸、酪氨酸、色氨酸、异亮氨酸及甲硫氨酸。在一些实施方案中，X3选自丙氨酸、丝氨酸、半胱

氨酸及甘氨酸。在一些实施方案中，X4选自丝氨酸、甲硫氨酸、组氨酸、谷氨酰胺、精氨酸、苯

丙氨酸及色氨酸。在一些实施方案中，X1为天冬酰胺。在一些实施方案中，X2为谷氨酰胺。在

一些实施方案中，X3为丙氨酸或丝氨酸。在一些实施方案中，X3为丙氨酸。在一些实施方案

中，X4为丝氨酸。在一些实施方案中，工程化多肽的降解域包含氨基酸序列FCNQCGAS(SEQ 

ID  NO:3)。

[0048] 在一些实施方案中，降解域包含氨基酸序列FCX1X2CGX3X4X5(SEQ  ID  NO:2)，其中

X1、X2、X3及X4如上文所定义。在一些实施方案中，X5选自苯丙氨酸、色氨酸、甲硫氨酸、精氨

酸、组氨酸、亮氨酸、酪氨酸、半胱氨酸及谷氨酰胺。在一些实施方案中，X5选自苯丙氨酸、色

氨酸、甲硫氨酸、精氨酸、组氨酸、亮氨酸、酪氨酸及谷氨酰胺。在一些实施方案中，X5选自苯

丙氨酸、色氨酸、甲硫氨酸、亮氨酸、酪氨酸及谷氨酰胺。在一些实施方案中，X5为苯丙氨酸。

[0049] 在各种实施方案中，降解域包含至少一个锌指域，其包含上文所述的经修饰G‑基

序。在一些实施方案中，至少一个锌指域衍生自Ikaros家族蛋白质，诸如Ikaros、Helios、
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Aiolos、Eos或Pegasus。包含G‑基序的非限制性示例性锌指展示在图1B中。在各种实施方案

中，降解域包含一个、两个、三个或四个锌指域。在一些实施方案中，降解域包含一个包含G‑

基序的锌指域及至少一个不包含G‑基序的锌指域。所述锌指域可或可不衍生自相同蛋白

质。在一些实施方案中，降解域包含两个锌指域。

[0050] 在一些实施方案中，降解域包含与人类Ikaros的锌指2(ZNF2)至少85％、至少90％

或至少95％一致的氨基酸序列。在一些实施方案中，降解域包含与人类Ikaros的锌指2

(ZNF2)，及至少一个额外锌指域，诸如Ikaros家族蛋白质的至少一个额外锌指域至少85％、

至少90％或至少95％一致的氨基酸序列。在一些实施方案中，降解域包含与人类Ikaros的

锌指2(ZNF2)及人类Ikaros的ZNF1或ZNF3至少85％、至少90％或至少95％一致的氨基酸序

列。在一些实施方案中，降解域包含与人类Ikaros的锌指2(ZNF2)及锌指3(ZNF3)至少85％、

至少90％或至少95％一致的氨基酸序列。

[0051] 在 一 些 实 施 方 案 中 ，降 解 域 包 含 与 人 类 I k a r o s 的 氨 基 酸 1 4 5 ‑ 1 6 7

(FQCNQCGASFTQKGNLLRHIKLH；SEQ  ID  NO:21)至少85％、至少90％或至少95％一致的氨基酸

序 列 。在 一 些 实 施 方 案 中 ，降 解 域 包 含 与 人 类 H e l i o s 的 氨 基 酸 1 4 0 ‑ 1 6 2

(FHCNQCGASFTQKGNLLRHIKLH；SEQ  ID  NO:27)至少85％、至少90％或至少95％一致的氨基酸

序 列 。在 一 些 实 施 方 案 中 ，降 解 域 包 含 与 人 类 A i o l o s 的 氨 基 酸 1 4 6 ‑ 1 6 8

(FQCNQCGASFTQKGNLLRHIKLH；SEQ  ID  NO:32)至少85％、至少90％或至少95％一致的氨基酸

序 列 。在 一 些 实 施 方 案 中 ，降 解 域 包 含 与 人 类 E o s 的 氨 基 酸 1 8 7 ‑ 2 0 9

(FHCNQCGASFTQKGNLLRHIKLH；SEQ  ID  NO:38)至少85％、至少90％或至少95％一致的氨基酸

序列。

[0052] 在 一 些 实 施 方 案 中 ，降 解 域 包 含 与 人 类 I k a r o s 的 氨 基 酸 1 4 1 ‑ 1 6 8

(GERPFQCNQCGASFTQKGNLLRHIKLHS；SEQ  ID  NO:15)至少85％、至少90％或至少95％一致的

氨基酸序列。在一些实施方案中，降解域包含与人类Helios的氨基酸136‑163(GERPFH 

CNQCGASFT  QKGNLLRHIKLHS；SEQ  ID  NO:60)至少85％、至少90％或至少95％一致的氨基酸

序 列 。在 一 些 实 施 方 案 中 ，降 解 域 包 含 与 人 类 A i o l o s 的 氨 基 酸 1 4 2 ‑ 1 6 9

(GERPFQCNQCGASFTQKGNLLRHIKLHT；SEQ  ID  NO:61)至少85％、至少90％或至少95％一致的

氨 基 酸 序 列。在 一 些 实 施 方 案 中 ，降 解 域 包 含 与 人 类 E o s 的 氨 基 酸 1 8 3 ‑ 2 1 0

(GERPFHCNQCGASFTQK  GNLLRHIKLHS；SEQ  ID  NO:62)至少85％、至少90％或至少95％一致的

氨基酸序列。

[0053] 在一些实施方案中，降解域包含与人类Ikaros的氨基酸141‑196(GERPFQCNQC 

GASFTQKGNL  LRHIKLHSGE  KPFKCHLCNY  ACRRRDALTG  HLRTHS；SEQ  ID  NO:6)至少85％、至少

90％或至少95％一致的氨基酸序列。在一些实施方案中，降解域包含与人类Helios的氨基

酸136‑191(GERPFHCNQC  GASFTQKGNL  LRHIKLHSGE  KPFKCPFCSY  ACRRRDALTG  HLRTHS；SEQ 

ID  NO:63)至少85％、至少90％或至少95％一致的氨基酸序列。在一些实施方案中，降解域

包含与人类Aiolos的氨基酸142‑197(GERPFQCNQC  GASFTQKGNL  LRHIKLHTGE  KPFKCHLCNY 

ACQRRDALTG  HLRTHS；SEQ  ID  NO:64)至少85％、至少90％或至少95％一致的氨基酸序列。在

一些实施方案中，降解域包含与人类Eos的氨基酸183‑238(GERPFHCNQC  GASFTQKGNL 

LRHIKLHSGE  KPFKCPFCNY  ACRRRDALTG  HLRTHS；SEQ  ID  NO:65)至少85％、至少90％或至少

95％一致的氨基酸序列。
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[0054] 在一些实施方案中，降解域包含氨基酸序列：GERPFFCX1X2CGX3X4X5TQKGNLLRHIKLH

SGEKPFKCHLCNYACRRRDA  LTGHLRTHS(SEQ  ID  NO:5)，其中X1、X2、X3及X4以及X5如上文所定义。

在一些实施方案中，降解域包含氨基酸序列：GERPFFCX1X2CGX3X4X5TQKGNLLRHIKLHSGEKPFKC

PFCSYACRRRDA  LTGHLRTHS(SEQ  ID  NO:66)，其中X1、X2、X3及X4以及X5如上文所定义。在一些

实施方案中，降解域包含氨基酸序列：GERPFFCX1X2CGX3X4X5TQKGNLLRHIKLHTGEKPFKCHLCNYA

CQRRD  ALTGHLRTHS(SEQ  ID  NO:67)，其中X1、X2、X3及X4以及X5如上文所定义。在一些实施方

案中，降解域包含氨基酸序列：GERPFFCX1X2CGX3X4X5TQKGNLLRHIKLHSGEKPFKCPFCNYACRRRDA 

LTGHLRTHS(SEQ  ID  NO:68)，其中X1、X2、X3及X4以及X5如上文所定义。

[0055] 在一些实施方案中，降解域包含氨基酸序列：GERPFFCNQCGASFTQKGNLLRHIKLHSGE

KPFKCHLCNYACRRRDALTG  HLRTHS(SEQ  ID  NO:7)。在一些实施方案中，降解域包含氨基酸序

列：GERPFFCNQCGASFTQKGNLLRHIKLHSGEKPFKCPFCSYACRRRDALTG  HLRTHS(SEQ  ID  NO:69)。在

一些实施方案中，降解域包含氨基酸序列：GERPFF  CNQCGASFTQK  GNLLRHIKL  HTGEKPFKC 

HLCNYACQ  RRDALTGHLRTHS(SEQ  ID  NO:70)。在一些实施方案中，降解域包含氨基酸序列：

GERPFF  CNQCGASFTQ  KGNLLRHIKLH  SGEKPFKCPF  CNYACRRRDALTGHLRTHS(SEQ  ID  NO:71)。

[0056] 示例性嵌合抗原受体构建体

[0057] 通过使CAR在降解剂存在下降解来调节CAR表达的能力相比于缺乏调节CAR表达的

能力时具有许多优势。例如，可通过降解CAR而减少或消除由表达CAR的治疗性免疫细胞介

导的可能导致毒性的非肿瘤靶向分布(on‑target  but  off‑tumor)效果。可通过降解CAR来

减少或消除太强的CAR介导的免疫反应。可通过循环CAR的表达及/或滴定CAR的表达来避免

由检查点的长期活化及过表达引起的T细胞功能障碍。此类CAR降解在本文中通过表达包含

本文所提供的降解域的CAR及视需要施用降解剂来实现。在一些此类实施方案中，降解剂为

结合至泛素连接酶(诸如E3连接酶)的小分子。将该降解剂施用至表达包含降解域的CAR多

肽的细胞，使得包含降解域的CAR多肽通过E3连接酶泛素化且CAR多肽降解。在一些实施方

案中，降解剂为结合cereblon及降解域的化合物。

[0058] 本文提供包含嵌合抗原受体(CAR)或由其组成的工程化多肽，所述嵌合抗原受体

包含(a)CAR的组分，诸如抗原结合域、跨膜域、细胞信号传导域及/或共刺激域，及(b)降解

域。当融合至降解域的CAR在降解剂(诸如cereblon结合化合物)、E3连接酶(诸如cereblon)

存在下表达于免疫细胞中(例如，在T淋巴细胞或自然杀伤细胞中)时，CAR中的降解域结合

降解剂，使得形成泛素化降解域的E3连接酶复合物。因此，本文所描述的CAR的活性(例如，

体内活性)可通过使表达包含降解域的CAR的细胞(例如，经工程改造以表达所述CAR多肽的

T淋巴细胞)与降解剂(诸如cereblon结合化合物)接触来控制。

[0059] 在一些实施方案中，本文提供一种工程化多肽，其为包含抗原结合域、跨膜域、细

胞内初级信号传导域及降解域的CAR。在一些实施方案中，降解域包含本文所提供的氨基酸

序列。

[0060] 在一些实施方案中，工程化多肽为CAR，其按自氨基端至羧基端的顺序包含抗原结

合域、跨膜域、初级T细胞信号传导域及/或共刺激域及降解域。在一些实施方案中，降解域

位于CAR的C端。在一些实施方案中，降解域包含本文所提供的氨基酸序列。在一些实施方案

中，CAR包含共刺激域。

[0061] 在一些实施方案中，工程化多肽为CAR，其按自氨基端至羧基端的顺序包含(i)细
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胞外域[ECD]‑跨膜域[TM]‑共刺激域[CoD]‑信号传导域[SigD]‑降解域[DD]。在一些实施方

案中，工程化多肽为CAR，其按自氨基端至羧基端的顺序包含ECD‑TM‑CoD‑DD‑SigD。在一些

实施方案中，工程化多肽为CAR，其按自氨基端至羧基端的顺序包含ECD‑TM‑DD‑CoD‑SigD。

降解域还可被插入在一域内，诸如共刺激域内或信号传导域内，优选使得保留所述域的所

需活性。

[0062] 示例性抗原结合域

[0063] 本文所提供的CAR的抗原结合域可以为任何多肽域、基序或结合至抗原的序列。

[0064] 在某些实施方案中，本文所描述的CAR的抗原结合域为受体的抗原结合部分。在一

些实施方案中，本文所描述的CAR的抗原结合域为由肿瘤细胞产生的配体的受体。

[0065] 在某些实施方案中，本文所描述的CAR的抗原结合域为抗体的抗原结合部分。在一

些实施方案中，本文所描述的CAR的抗原结合域为抗体、抗体链、单链抗体或其抗原结合部

分、Fc域、糖磷脂酰肌醇锚定域或scFv抗体片段。

[0066] 在某些实施方案中，本文所描述的CAR的抗原结合域为基于肽的巨分子抗原结合

剂，例如，噬菌体展示蛋白。

[0067] 在某些实施方案中，本文所描述的CAR的抗原结合域的抗原结合受限于与主要组

织相容性复合体(MHC)相关的抗原呈递。在某些实施方案中，本文所描述的CAR的抗原结合

域的抗原结合不受MHC限制。

[0068] 通过本文所描述的CAR的抗原结合域结合/识别的抗原可以为任何感兴趣的抗原。

在一些实施方案中，抗原为表达于细胞(例如肿瘤细胞，诸如实体肿瘤细胞或血癌肿瘤细

胞)的表面上的抗原。

[0069] 在一些实施方案中，本文所描述的CAR的抗原结合域所结合/识别的抗原为肿瘤细

胞上的抗原，例如，抗原为肿瘤特异性抗原(TSA)或肿瘤相关抗原(TAA)。可由本文所描述的

CAR识别(即，由CAR的抗原结合域结合)的示例性肿瘤细胞抗原包括但不限于4‑1BB、5T4、

8H9、B7‑H6、腺癌抗原、a‑胎儿蛋白、B细胞成熟抗原(BCMA)、BAFFR、B淋巴瘤细胞、C242抗原、

CA9、癌胚抗原、CA‑125、碳酸酐酶9(CA‑IX)、CCR4、CD3、CD4、CD19、CD20、CD22、CD23(IgE受

体)、CD28、CD30(T  FRSF8)、CD33、CD38、CD40、CD44v6、CD44v7/8、CD51、CD52、CD56、CD70、

CD74、CD80、CD123、CD152、CD171、CD200、CD221、CE7、CEA、C‑MET、CLAUDIN6、CLAUDIN18.3、

CNT0888、CTLA‑4、DRS、EpCAM、ErbB2、ErbB3/4、EGFR、EGFR γ III、EphA2、EGP2、EGP40、FAP、胎
儿AchR、纤连蛋白超域‑B、叶酸受体‑a、叶酸受体1、G250/CAIX、GD2、GD3、糖蛋白75、GP  MB、

HER2/neu、HGF、HLA‑AI  MAGE  Al、HLA‑A2  NY‑ESO‑1、HMW‑MAA、人类分散因子受体激酶、IGF‑

1受体、IGF‑I、IgGl、IL‑6、IL‑13、IL‑13受体a2、IL‑11受体a、胰岛素样生长因子I受体、整合

素a5I31、整合素avI33、κ轻链、Ll‑CAM、λ轻链、Lewis  Y、间皮素、MORAb‑009、MS4A1、MUCl、

MUCl  6、黏液素CanAg、NCAM、N‑羟乙酰基神经氨酸、NKG2D配体、NPC‑IC、PDGF‑R  a、PDL192、

磷脂酰丝氨酸、前列腺特异性癌症抗原(PSCA)、前列腺癌细胞、PSMA、PSC1、RANKL、RON、

ROR1、SCH  900105、SDC1、SLAMF7、spl7、TAG72、腱生蛋白(tenascin)C、TGFβ2、TGF‑I3、TL1A、
TRAIL‑R1、TRAIL‑R2、肿瘤抗原CTAA16 .88、UPK1B、VEGF‑A、VEGF受体、VEGFR‑1、VEGFR2、

TEM1、TEM8及/或波形蛋白(vimentin)。

[0070] 在一些实施方案中，本文所描述的CAR的抗原结合域所结合/识别的抗原为在以下

的肿瘤细胞上表达或与其相关的抗原：淋巴瘤/白血病、肺癌、乳癌、前列腺癌、肾上腺皮质
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癌、甲状腺癌、鼻咽癌、黑色素瘤(例如恶性黑色素瘤)、皮肤癌、结肠直肠癌、硬纤维瘤、结缔

组织增生性小圆细胞肿瘤、内分泌瘤、尤文氏肉瘤(Ewing  sarcoma)、外围原始神经外胚层

瘤、实体生殖细胞肿瘤、肝母细胞瘤、成神经细胞瘤、非横纹肌肉瘤软组织肉瘤、骨肉瘤、视

网膜母细胞瘤、横纹肌肉瘤、威尔姆斯氏肿瘤(Wilms  tumor)、成胶质细胞瘤、黏液瘤、纤维

瘤、脂肪瘤或其类似者。

[0071] 在一些实施方案中，本文所描述的CAR的抗原结合域所结合/识别的抗原为在以下

的肿瘤细胞上表达或与其相关的抗原：慢性淋巴细胞性白血病(小淋巴细胞性淋巴瘤)、B细

胞前淋巴细胞性白血病、淋巴浆细胞淋巴瘤、瓦尔登斯特伦氏巨球蛋白血症(Waldenstrom 

macroglobulinemia)、脾边缘区淋巴瘤、浆细胞骨髓瘤、浆细胞瘤、结外边缘区B细胞淋巴

瘤、MALT淋巴瘤、结边缘区B细胞淋巴瘤、滤泡性淋巴瘤、套细胞淋巴瘤、弥漫性大B细胞淋巴

瘤、纵隔(胸腺)大B细胞淋巴瘤、血管内大B细胞淋巴瘤、原发性渗出液淋巴瘤、伯基特氏淋

巴瘤(Burkitt's  lymphoma)、T淋巴细胞前淋巴细胞性白血病、T淋巴细胞大颗粒淋巴细胞

性白血病、攻击性NK细胞白血病、成人T淋巴细胞白血病/淋巴瘤、结外NK/T淋巴细胞淋巴

瘤、鼻病型/肠病型T淋巴细胞淋巴瘤、肝脾T淋巴细胞淋巴瘤、母细胞NK细胞淋巴瘤、蕈样霉

菌病、塞扎里综合征(Sezary  syndrome)、原发性皮肤退行性大细胞淋巴瘤、类淋巴瘤丘疹

病、血管免疫母细胞T淋巴细胞淋巴瘤、外周T淋巴细胞淋巴瘤(非特定)、退行性大细胞淋巴

瘤、霍奇金氏淋巴瘤或非霍奇金氏淋巴瘤。

[0072] 在一些实施方案中，本文所描述的CAR的抗原结合域所结合/识别的抗原为非肿瘤

相关抗原或非肿瘤特异性抗原。在某些实施方案中，抗原涉及肿瘤的一方面，例如，肿瘤环

境。举例而言，肿瘤可在包围该肿瘤的组织中诱导发炎性状态，且可将促进血管生成的血管

生成生长因子、白介素及/或细胞因子释放至肿瘤中及肿瘤的周边处。因此，在某些实施方

案中，抗原为生长因子、细胞因子或白介素(例如，与血管生成(angiogenesis)或血管形成

(vasculogenesis)相关联的生长因子、细胞因子或白介素)。此类生长因子、细胞因子及白

介素可包括但不限于血管内皮生长因子(VEGF)、碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)、血小板

衍生生长因子(PDGF)、肝细胞生长因子(HGF)、胰岛素样生长因子(IGF)及白介素‑8(IL‑8)。

[0073] 在一些实施方案中，通过本文所描述的CAR的抗原结合域结合/识别的抗原为响应

于肿瘤所引起的局部损伤，由正常组织释放的损伤相关分子模式分子(DAMP；也称为警报

素)。本文所描述的CAR的抗原结合域可结合的示例性DAMP包括但不限于热休克蛋白、染色

质相关蛋白高迁移率族蛋白1(chromatin‑associated  protein  high  mobility  group 

box  1，HMGBl)、S100A8(MRP8，钙粒蛋白A)、S100A9(MRP  14，钙粒蛋白B)、血清淀粉样蛋白A

(SAA)、脱氧核糖核酸、三磷酸腺苷、尿酸及硫酸肝素。

[0074] 示例性跨膜域

[0075] 如本文中所使用，“跨膜域”包括透通(pass‑through)跨膜域，其中包含跨膜域的

多肽包含细胞内域及细胞外域两者，以及膜锚定域，其中包含跨膜域的多肽包含细胞内域

但不包含细胞外域。

[0076] 本文所描述的工程化多肽的跨膜域可包含本领域中已知充当跨膜域的任何分子，

例如本领域技术人员已知在其使用情况下，诸如在CAR中起作用的任何分子。本文所描述的

跨膜域工程化多肽可获自或衍生自任何跨膜蛋白的跨膜域，且可包括此类跨膜域的全部或

一部分。
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[0077] 在一些实施方案中，本文所描述的工程化多肽(诸如CAR)的跨膜域获自或衍生自T

细胞受体，例如本文所描述的工程化多肽的跨膜域获自或衍生自T细胞受体的α链、T细胞受

体的β链、T细胞受体的ζ链。

[0078] 在一些实施方案中，本文所描述的工程化多肽的跨膜域获自或衍生自CD28、CD3s、

CD45、CD4、CD5、CD8、CD9、CD16、CD22、CD33、CD37、CD64、CD80、CD86、CD134、CD137、CD154、

ICOS、TIM3、LAB3、TIGIT、PD1或CTLA4、细胞因子受体、白介素受体或生长因子受体。

[0079] 示例性信号传导域

[0080] 本文所描述的CAR的初级细胞信号传导域可包含本领域中已知充当细胞信号传导

域的任何分子，例如本领域技术人员已知在CAR背景下起作用的任何分子。在一些实施方案

中，本文所描述的CAR的细胞信号传导域包含初级T细胞信号传导域。

[0081] 在一些实施方案中，本文所描述的CAR的初级细胞信号传导域为或包含ZAP‑70或

其信号转导变体。

[0082] 在一些实施方案中，本文所描述的CAR的初级细胞信号传导域为或包含IT  AM。在

一些实施方案中，所述IT  AM为CD3ε、CD3ζ、CD3η、FcR γ 、FcRβ、CD3δ、CD3 γ 、CD5、CD22、CD20、
CD79a、CD79b、CD278(ICOS)、FcERI、CD66d、DAP10或DAP12的IT  AM。

[0083] 示例性共刺激域

[0084] 在某些实施方案中，本文所描述的CAR包含共刺激域。本文所描述的CAR的共刺激

域可包含本领域中已知充当共刺激域的任何分子，例如本领域技术人员已知在CAR背景下

起作用的任何分子。

[0085] 在一些实施方案中，本文所描述的CAR的共刺激域获自或衍生自共刺激性CD27多

肽序列、共刺激性CD28多肽序列、共刺激性OX40(CD134)多肽序列、共刺激性4‑1BB(CD137)

多肽序列，或共刺激性诱导性T细胞共刺激性(ICOS)多肽序列。

[0086] 在一些实施方案中，本文所描述的CAR的共刺激域为或包含4‑1BB(CD137)、CD28、

OX40、活化K细胞受体、BTLA、Toll配体受体、CD2、CD7、CD27、CD30、CD40、CDS、ICAM‑L  LFA‑1

(CD1  la/CD18)、B7‑H3、CDS、ICAM‑1、ICOS(CD278)、RANK、GITR、BAFFR、LIGHT、HVEM

(LIGHTR)、KIRDS2、SLAMF7、Kp80(KLRF1)、Kp44、Kp30、Kp46、CD  19、CD4、CD8a、CD8p、IL2Rp、

IL2Ry、IL7Ra、ITGA4、VLAl、CD49a、ITGA4、IA4、CD49D、ITGA6、VLA‑6、CD49f、ITGAD、CDl  ld、

ITGAE、CD103、ITGAL、CDl  la、LFA‑1、ITGAM、CDl  lb、ITGAX、CDl  lc、ITGB  1、CD29、ITGB2、

IL15Ra、IL7R、CD18、CD132、LFA‑1、ITGB7、KG2D、KG2C、T  FR2、TRANCE/RA  KL、DNAM1(CD226)、

SLAMF4(CD244、2B4)、CD84、CD96(Tactile)、CEACAM1、CRT  AM、Ly9(CD229)、CD  160(BY55)、

PSGL1、CD  100(SEMA4D)、CD69、SLAMF6(NTB‑A，Lyl08)、SLAM(SLAMF1，CD  150，IPO‑3)、BLAME

(SLAMF8)、SELPLG(CD  162)、LTBR、LAT、GADS、SLP‑76、PAG/Cbp、CD19a、DAP10、DAP  12、CD83

的配体、MHC  I类分子、TNF受体蛋白质、免疫球蛋白样蛋白质、细胞因子受体、整合素，及/或

信号传导淋巴细胞活化分子。

[0087] 其他示例性组分

[0088] 在某些实施方案中，本文所描述的工程化多肽，诸如CAR，进一步包含T细胞存活基

序。T细胞存活基序可为在抗原刺激之后有助于T淋巴细胞存活的任何氨基酸序列或基序。

在某些实施方案中，T细胞存活基序为或衍生自CD3、CD28、IL‑7受体(IL‑7R)的细胞内信号

传导域、IL‑12受体的细胞内信号传导域、IL‑15受体的细胞内信号传导域、IL‑21受体的细
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胞内信号传导域，或转化生长因子β(TGFB)受体的细胞内信号传导域。

[0089] 示例性修饰

[0090] 在某些实施方案中，本文所提供的工程化多肽是通过例如酰化、酰胺化、糖基化、

甲基化、磷酸化、硫酸化、类小泛素化(sumoylation)及/或泛素化(或其他蛋白质修饰)修

饰。

[0091] 在某些实施方案中，本文提供的工程化多肽经能够提供可检测信号的标记物(例

如放射性同位素或荧光化合物)标记。

[0092] 在某些实施方案中，本文所提供的工程化多肽的一或多个侧链经衍生化，例如赖

氨酰基及氨基端残基用丁二酸或其他羧酸酐衍生化，或用例如酰亚胺酯(诸如吡啶亚胺甲

酸甲酯)；吡哆醛磷酸酯；吡哆醛；氯硼氢化物；三硝基苯磺酸；O‑甲基异脲；2,4戊二酮；及与

乙醛酸酯的转胺酶催化反应衍生化。在某些实施方案中，羧基侧基、天冬氨酰基或谷氨酰基

可通过与碳二酰亚胺(R‑N＝C＝N‑)，诸如1‑环己基‑3‑(2‑吗啉基‑(4‑乙基)碳化二亚胺或

l‑乙基‑3‑(4‑氮鎓‑4,4‑二甲基戊基)碳化二亚胺反应来选择性修饰。

[0093] 示例性核酸

[0094] 本文提供编码本文所描述的工程化多肽的核酸。可用于产生本文所描述的工程化

多肽的核酸包括DNA、RNA及核酸类似物。核酸类似物可在碱基部分、糖部分或磷酸酯骨架处

进行修饰，且可包括以脱氧尿苷取代脱氧胸苷，以5‑甲基‑2'‑脱氧胞苷或5‑溴‑2'‑脱氧胞

苷取代脱氧胞苷。糖部分的修饰可包括核糖的2'羟基的修饰，以形成2'‑O‑甲基或2'‑O‑烯

丙基糖。脱氧核糖磷酸酯骨架可经修饰以制备吗啉基核酸，其中各碱基部分连接至六元吗

啉基环，或肽核酸，其中脱氧磷酸酯骨架链由假肽主链置换且保留四个碱基。参见例如

Summerton及Weller(1997)Antisense  Nucleic  Acid  Drug  Dev.7:187‑195；及Hyrup等人

(1996)Bioorgan.Med.Chain.4:5‑23。此外，脱氧磷酸酯骨架可经(例如)硫代磷酸酯或二硫

代磷酸酯骨架、氨基亚磷酸酯(phosphoroamidite)或烷基磷酸三酯骨架置换。

[0095] 在某些实施方案中，本文所描述的编码工程化多肽的核酸包含在核酸载体中。例

如，感兴趣的细胞，例如T淋巴细胞，可使用含有编码本文所描述的工程化多肽的核酸(多核

苷酸)的合成载体、慢病毒或反转录病毒载体、自主复制质粒、病毒(例如反转录病毒、慢病

毒、腺病毒或疱疹病毒)或其类似物来转化。在一些实施方案中，包含本文所描述的工程化

多肽的载体为反转录病毒载体。在一些实施方案中，包含编码本文所描述的工程化多肽的

核酸的载体为慢病毒载体。适用于细胞(例如，T淋巴细胞)的转化的慢病毒载体包括但不限

于美国专利号5,994,136；6,165,782；6,428,953；7,083,981；及7,250,299中所描述的慢病

毒载体。适用于细胞(例如，T淋巴细胞)的转化的HIV载体包括但不限于美国专利号5,665,

577中所描述的载体。

[0096] 在某些实施方案中，本文所描述的编码工程化多肽的核酸可操作地连接至启动

子。在一些实施方案中，所述启动子为T细胞特异性启动子、自然杀手(NK)细胞特异性启动

子、在T细胞或NK细胞内发挥功能的诱导型启动子或组成型启动子。

[0097] 示例性细胞

[0098] 本文所提供的工程化多肽可在可用于工程化多肽(诸如CAR)表达的细胞中表达，

即细胞经工程改造以包含编码本文所提供的工程化多肽的核酸，从而在细胞中表达核酸

时，细胞表达本文所描述的工程化多肽。举例而言，本文所描述的工程化多肽可在T淋巴细
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胞或自然杀伤细胞中表达。表达本文所描述的CAR的本文所提供的细胞可被称作“CAR细

胞”。

[0099] 在某些实施方案中，本文提供一种细胞(例如T淋巴细胞或自然杀伤细胞)，其已经

修饰以表达包含本文所提供的降解域的工程化多肽。在一些实施方案中，细胞已经修饰以

表达工程化多肽，该多肽为包含以下的CAR：(a)CAR组分，诸如抗原结合域、跨膜域、细胞信

号传导域及/或共刺激域；及(b)降解域。在一些实施方案中，细胞已经修饰以表达包含融合

至或插入至另一蛋白中的降解域的工程化多肽。使经修饰的细胞与本文所提供的降解剂接

触，使得工程化多肽泛素化及降解。

[0100] 在一些实施方案中，本文提供的工程化多肽在T淋巴细胞中表达。T淋巴细胞可为

初始T淋巴细胞或MHC受限的T淋巴细胞。在某些实施方案中，T淋巴细胞为肿瘤浸润性淋巴

细胞(TIL)。在某些实施方案中，T淋巴细胞已自肿瘤活检中分离或已由自肿瘤活检中分离

的T淋巴细胞扩增。在某些其他实施方案中，T淋巴细胞已自扩增自外周血液、脐带血或淋巴

的T淋巴细胞分离或扩增。

[0101] 在一些实施方案中，经工程改造以包含/表达本文所描述的工程化多肽的细胞(例

如，T淋巴细胞)对于所述细胞(例如，T淋巴细胞)作为本文所描述的治疗方法的一部分将被

施用至的受试者而言为自体的。在其他实施方案中，经工程改造以包含/表达本文所描述的

工程化多肽的细胞(例如，T淋巴细胞)对于所述细胞(例如，T淋巴细胞)将被施用至的受试

者而言为同种异体的。在同种异体细胞(例如，T淋巴细胞)用于制备经修饰细胞，诸如CAR细

胞的情况下，优选选择将降低个体中的移植物抗宿主病(GVHD)可能性的细胞(例如，T淋巴

细胞)。举例而言，在某些实施方案中，选择病毒特异性T淋巴细胞来制备CAR  T淋巴细胞；此

类淋巴细胞将预期具有与任何接受体抗原结合且因此被其活化的大大降低的天然能力。在

某些实施方案中，接受体介导的同种异体细胞(例如T淋巴细胞)的排斥反应可通过向宿主

共施用一或多种免疫抑制剂，例如环孢霉素(cyclosporine)、他克莫司(tacrolimus)、；雷

帕霉素(sirolimus)、环磷酰胺(cyclophosphamide)或其类似物来降低。

[0102] 在一些实施方案中，T淋巴细胞获自受试者，任选地扩增，然后用编码本文所提供

的工程化多肽的载体转化，且任选地然后扩增。在一些实施方案中，T淋巴细胞获自受试者，

任选地扩增，然后用编码工程化多肽(其为本文所描述的CAR)的载体转化，且任选地然后扩

增。在一些实施方案中，可使用可选标记物获得含有载体的细胞。在一些实施方案中，T淋巴

细胞获自个体，任选地扩增，且然后经修饰以将降解域插入所需内源性蛋白基因中，从而表

达包含降解域的工程化多肽，该降解域融合至或插入内源性蛋白内。经修饰T淋巴细胞可任

选地进一步扩增。

[0103] 在某些实施方案中，用于表达本文提供的工程化多肽的T淋巴细胞包含天然TCR蛋

白，例如能够形成天然TCR复合物的TCR‑α及TCR‑β。在某些其他实施方案中，T淋巴细胞中编

码TCR‑α及TCR‑β的天然基因中的任一者或两者经修饰为无功能性的，例如部分或全部缺失

或插入突变。

[0104] 在某些实施方案中，本文所描述的CAR的信号传导域可用于促进包含/表达CAR的

细胞(例如，T淋巴细胞)的增殖及扩增。举例而言，使用针对CD3及CD28的抗体，例如附接至

珠粒的抗体，可扩增未经修饰的T淋巴细胞及包含含有CD3ζ信号传导域及CD28共刺激域的

多肽的T淋巴细胞；参见例如美国专利号5,948,893；6,534,055；6,352,694；6,692,964；6,
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887 ,466；及6 ,905 ,681。类似地，针对信号传导基序的抗体可用于刺激包含本文所描述的

CAR的细胞(例如，T淋巴细胞)的增殖。

[0105] 在某些实施方案中，工程化多肽可用作“自杀基因”或“安全开关”，其使得能够在

需要时杀死基本上所有表达工程化多肽的细胞。举例而言，降解域可被插入至表达细胞存

活及/或特定活性所需的内源性蛋白的基因中。使细胞与降解剂接触，使得内源性蛋白泛素

化及降解(即，包含降解域及内源性蛋白的工程化多肽泛素化及降解)，从而使细胞无活性

或杀死细胞。

[0106] 示例性降解剂

[0107] 如本文所用，术语“降解剂”指能够结合本文所提供的降解域与泛素连接酶(诸如

E3连接酶)的分子(例如，小分子)。在一些实施方案中，降解剂结合至降解域且结合至

cereblon。在一些实施方案中，降解剂结合降解域和泛素连接酶，引起E3连接酶与降解域之

间的结合。在一些此类实施方案中，包含降解域的工程化多肽在通过降解剂介导的结合之

后通过泛素连接酶泛素化。

[0108] 在一些实施方案中，降解剂为cereblon结合化合物。在一些实施方案中，降解剂为

3‑(5‑(6,7‑二氢‑5H‑吡咯并[3,4‑b]吡啶‑6‑羰基)‑1‑侧氧基异吲哚啉‑2‑基)哌啶‑2,6‑二

酮(化合物B)、3‑(5‑((4‑(2‑甲基吡啶‑3‑基)哌嗪‑1‑基)甲基)‑1‑侧氧基异吲哚啉‑2‑基)

哌啶‑2,6‑二酮(化合物C)，或3‑[5‑[1‑(1,3‑苯并噻唑‑6‑基甲基)‑4‑哌啶基]‑1‑侧氧基‑

异吲哚啉‑2‑基]哌啶‑2,6‑二酮(化合物D)。

[0109]

[0110] 在一些实施方案中，降解剂为WO  2019/038717  A1中所公开的化合物，其以全文引

用的方式并入本文中。

[0111] 根据本文所描述的方法使用的降解剂，或其对映异构体或对映异构体的混合物；

或其药学上可接受的盐、溶剂合物、水合物、共晶体、笼形物或多晶型物，可以以单剂量，诸

如单次推注注射或口服片剂或丸剂形式递送；或随时间推移，诸如以随时间推移连续输注

或随时间推移分次推注剂量递送。
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[0112] 根据本文所描述的方法使用的降解剂可经配制用于静脉内、动脉内、非肠胃、肌

内、皮下、鞘内或眼内施用，或在特定器官或组织内施用。

[0113] 示例性方法

[0114] 在一些实施方案中，提供一种降低包含降解域的工程化多肽的水平的方法，其包

括使工程化多肽与降解剂接触。在一些实施方案中，所述接触在细胞中进行，且降解剂结合

至降解域及泛素连接酶，引起工程化多肽的泛素化及降解。在一些实施方案中，工程化多肽

的降解使得细胞的至少一种活性降低及/或细胞的至少一种活性增加及/或细胞死亡。非限

制性示例性效应包括降低细胞(诸如T细胞)活化的临界值、增加细胞(诸如T细胞)的功能持

久性、促进细胞存活及增加细胞增殖。在一些实施方案中，降解剂为化合物B、化合物C或化

合物D。在一些实施方案中，所述方法包含向受试者施用降解剂，其中该受试者包含含有工

程化多肽的细胞。

[0115] 在一些实施方案中，工程化多肽在降解剂存在下降解。在一些实施方案中，降解剂

与降解域及与泛素连接酶(诸如cereblon)相互作用。在一些实施方案中，降解剂介导包含

降解域、降解剂及泛素连接酶的复合物，使得工程化多肽泛素化。

[0116] 本文所提供的经修饰细胞，诸如经修饰以包含/表达工程化多肽的T淋巴细胞(即T

细胞)(例如CAR细胞)可用于治疗将得益于经修饰细胞的个体，例如因为所述个体患有表达

CAR的靶标的癌症。在一些实施方案中，细胞为T效应细胞。在一些实施方案中，细胞为CD4+T

细胞或CD8+T细胞。在一些实施方案中，T细胞、T效应细胞、CD4+T细胞或CD8+T细胞包含工程

化多肽。

[0117] 在一些实施方案中，本文提供杀死表达本文所描述的CAR的抗原结合域所结合的

抗原的靶标细胞的方法，其中所述方法包括使所述靶标细胞与包含/表达本文所描述的CAR

的本文所提供的经修饰细胞(例如，T细胞或NK细胞)接触。在一些实施方案中，该靶标细胞

为癌细胞，例如，血癌细胞或实体肿瘤细胞。在一些实施方案中，本文提供治疗癌症的方法，

所述方法包括向受试者施用包含/表达本文所描述的CAR的本文所描述的经修饰细胞，例如

T细胞或NK细胞的群体，其中该CAR包含对癌症抗原(例如TSA或TAA)具有特异性的抗原结合

域。

[0118] 在一些实施方案中，靶标细胞或癌细胞表达一或多种以下抗原或其片段：4‑IBB、

5T4、8H9、B7‑H6、腺癌抗原、a‑胎儿蛋白、B细胞成熟抗原(BCMA)、BAFFR、B淋巴瘤细胞、C242

抗原、CA9、癌胚抗原、CA‑125、碳酸酐酶9(CA‑IX)、CCR4、CD3、CD4、CD  19、CD20、CD22、CD23

(IgE受体)、CD28、CD30(T  FRSF8)、CD33、CD38、CD40、CD44v6、CD44v7/8、CD51、CD52、CD56、

CD74、CD80、CD123、CD152、CD171、CD200、CD221、CE7、CEA、C‑MET、CNT0888、CTLA‑4、DRS、

EpCAM、ErbB2、ErbB3/4、EGFR、EGFRvIII、EphA2、EGP2、EGP40、FAP、胎儿AchR、纤连蛋白超域‑

B、叶酸受体‑a、叶酸受体1、G250/CAIX、GD2、GD3、糖蛋白75、GP  MB、HER2/neu、HGF、HLA‑AI 

MAGE  Al、HLA‑A2  NY‑ESO‑1、HMW‑MAA、人类分散因子受体激酶、IGF‑1受体、IGF‑I、IgGl、IL‑

6、IL‑13、IL‑13受体a2、IL‑11受体a、胰岛素样生长因子I受体、整合素a5I31、整合素avI33、

κ轻链、Ll‑CAM、λ轻链、Lewis  Y、间皮素、MORAb‑009、MS4A1、MUCl、MUCl  6、黏液素CanAg、

NCAM、N‑羟乙酰基神经氨酸、NKG2D配体、NPC‑IC、PDGF‑R  a、PDL192、磷脂酰丝氨酸、前列腺

特异性癌症抗原(PSCA)、前列腺癌细胞、PSMA、PSC1、RANKL、RON、ROR1、SCH  900105、SDC1、

SLAMF7、spl7、TAG72、腱生蛋白C、TGFβ2、TGF‑I3、TL1A、TRAIL‑R1、TRAIL‑R2、肿瘤抗原
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CTAA16.88、VEGF‑A、VEGF受体、VEGFR‑1、VEGFR2、TEM1、TEM8及/或波形蛋白。

[0119] 在一些实施方案中，在施用本文所提供的经修饰细胞(诸如CAR细胞)后，可能需要

减少或消除CAR表达且因此减少或消除靶向的细胞杀伤。在一些此类实施方法中，所述方法

可进一步包含向受试者施用本文提供的降解剂。施用降解剂使得工程化多肽(例如CAR)降

解，且减少或消除经修饰细胞对表达由CAR的抗原结合域结合的抗原的细胞的靶向。以此方

式，可调节用CAR细胞治疗的活性，且可提高安全性。

[0120] 在一些实施方案中，首先向受试者施用该经修饰细胞群体，随后在施用该经修饰

细胞群体之后的特定时段，例如在施用该细胞群体的后的30分钟、1小时、6小时、12小时、1

天、2天、3天、4天、5天、6天或1周时，施用降解剂。

[0121] 在一些实施方案中，降解剂为化合物B、化合物C或化合物D。

[0122] 可根据本文所描述的治疗方法所治疗的癌症的非限制性清单包括淋巴瘤、白血

病、肺癌、乳癌、前列腺癌、肾上腺皮质癌、甲状腺癌、鼻咽癌、黑色素瘤、皮肤癌、结肠直肠

癌、硬纤维瘤、结缔组织增生性小圆细胞肿瘤、内分泌肿瘤、尤文氏肉瘤、外围原始神经外胚

层瘤、实体生殖细胞肿瘤、肝母细胞瘤、成神经细胞瘤、非横纹肌肉瘤软组织肉瘤、骨肉瘤、

视网膜母细胞瘤、横纹肌肉瘤、威尔姆斯氏肿瘤、神经胶质瘤、成胶质细胞瘤、黏液瘤、纤维

瘤及脂肪瘤。示例性淋巴瘤及白血病包括但不限于慢性淋巴细胞性白血病(小淋巴细胞性

淋巴瘤)、B细胞前淋巴细胞性白血病、淋巴浆细胞淋巴瘤、瓦尔登斯特伦氏巨球蛋白血症、

脾边缘区淋巴瘤、浆细胞骨髓瘤、浆细胞瘤、结外边缘区B细胞淋巴瘤、MALT淋巴瘤、结边缘

区B细胞淋巴瘤、滤泡性淋巴瘤、套细胞淋巴瘤、弥漫性大B细胞淋巴瘤、纵隔(胸腺)大B细胞

淋巴瘤、血管内大B细胞淋巴瘤、原发性渗出液淋巴瘤、伯基特氏淋巴瘤、T淋巴细胞前淋巴

细胞性白血病、T淋巴细胞大颗粒淋巴细胞性白血病、攻击性NK细胞白血病、成人T淋巴细胞

白血病/淋巴瘤、结外NK/T淋巴细胞淋巴瘤、鼻病型/肠病型T淋巴细胞淋巴瘤、肝脾T淋巴细

胞淋巴瘤、母细胞NK细胞淋巴瘤、蕈样霉菌病、塞扎里综合征、原发性皮肤退行性大细胞淋

巴瘤、类淋巴瘤丘疹病、血管免疫母细胞T淋巴细胞淋巴瘤、外周T淋巴细胞淋巴瘤(非特

定)、退行性大细胞淋巴瘤、霍奇金氏淋巴瘤或非霍奇金氏淋巴瘤。

[0123] 本文所描述的经修饰细胞(诸如CAR细胞)在治疗疾病或病症中，例如在治疗患有

癌症的个体中的功效可通过本领域技术人员已知的对特定疾病或病症具有特异性的用于

指示疾病或病症的进展的一或多个标准评估。通常，当该标准中的一或多者可检测地(例如

显著地)自疾病病况值或范围移动至正常值或范围或朝向其移动时，向患有疾病/病症(例

如癌症)的个体施用CAR细胞(例如，CAR  T淋巴细胞)为有效的。

[0124] 本文中所描述的经修饰细胞可在任何药学上可接受的溶液中配制，优选为适用于

递送活细胞的溶液，例如生理盐水溶液(诸如林格氏溶液(Ringer's  solution))、明胶、糖

类(例如乳糖、直链淀粉、淀粉或其类似物)、脂肪酸酯、羟甲基纤维素、聚乙烯吡咯啶等。此

类制剂优选在添加CAR细胞之前灭菌，且可与辅助剂，诸如润滑剂、防腐剂、稳定剂、乳化剂、

影响渗透压的盐、缓冲剂及着色剂混合。适用于配制CAR细胞的药物载剂为本领域中已知的

且描述于例如WO  96/05309中。

[0125] 在某些实施方案中，本文所描述的经修饰细胞(例如CAR细胞)被配置为个别剂量，

其中所述个别剂量包含至少、至多或约1×104、5×104、1×105、5×105、1×106、5×106、1

×107、5×107、1×108、5×108、1×109、5×109、1×1010、5×1010或1×1011个细胞。
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[0126] 在某些实施方案中，本文所描述的经修饰细胞(例如，CAR细胞)经配置用于静脉

内、动脉内、非肠胃、肌内、皮下、鞘内或眼内施用，或在特定器官或组织内施用。

实施例

[0127] 7.1.实施例1：IKZF1  ZNF2  G‑基序标记的CAR保留功能

[0128] IKZF1  ZNF2标记的CD19  CAR  T细胞(图2，SEQ  ID  NO:15的ZNF2氨基酸序列)的功

能在报告子测定中评估，其中Jurkat细胞已经工程改造以在与CAR及TCR活化相关的Nur77

基因主动转录时表达tdTomato(图3)。将编码ZNF标记的CD19  CAR、未标记的CD19  CAR或未

标记的BCMA  CAR阴性对照的慢病毒载体转导至Jurkat报告细胞系中。经转导的细胞然后在

37℃下与表达CD19的K562靶标细胞系共培养。通过流式细胞测量术每2小时一次持续12小

时以平均荧光强度(MFI)及总阳性细胞百分比形式来测定tdTomato的水平。结果显示CAR活

化的时间及水平在经标记及未经标记的CD19  CAR之间皆相同，而BCMA  CAR  T在CD19目标细

胞系存在下无法活化(图4A)。

[0129] 为测定在不同浓度的化合物A下实现的CAR降解水平，在经IKZF1  ZNF2标记或未标

记的CD19  CAR转导的Jurkat上进行化合物A(图4B)的药物滴定。化合物A示于美国公开号

2019/0008852  A1中第42页表4(化合物A)中。细胞与化合物A一起在37℃下孵育24小时，其

后通过流式细胞测量术测定CAR水平。数据显示在高化合物A浓度下，IKZF1  ZNF2  G‑基序降

解子介导了约55％的CAR降解(图4C)。当用表达由CAR识别的抗原的K562进行挑战时，此CAR

降解水平可能不足以抑制CAR活性(数据未示出)。此结果促使寻求修饰降解子蛋白序列，以

使得其能够对化合物A更有力地作出反应。

[0130] 7.2.实施例2：IKZF1锌指的替代性构型的评估

[0131] IKZF1‑ZNF2降解子经进一步修饰以促进CAR降解改善。未标记的CAR及以原始

IKZF1‑ZNF2降解子标记的CAR与IKZF1  ZNF1、ZNF2及ZNF3的替代性取向及组合一起进行测

试(图5A)。各CAR包括CD28跨膜域、4‑1BB共刺激域及CD3ζ(CD3z)信号传导域。IKZF1降解子

融合至C端。参见SEQ  ID  NO:53至57。将编码未标记的CD19  CAR或用不同构型的IKZF1‑ZNF

标记的CAR的慢病毒载体转导至Jurkat细胞系中。经转导的细胞首先与表达CD19的K562靶

标细胞系在37℃下共培养7.5小时，且通过流式细胞测量术测定tdTomato报告子的归一化

水平。结果证明，相对于未标记的CAR，降解子标记中无一者在抗原存在下降低CAR活性(图

5B)。随后，经CAR转导的Jurkat细胞在37℃下在化合物A滴定存在下培养24小时以测定各降

解子的Y‑max及EC50值。自此实验，确定ZNF2_3标记在化合物A的最低浓度下引起增强的降

解(图5C)。排除ZNF1_2标记，因为ZNF1含有G‑基序且对串联降解子添加额外复杂度。因此选

择此构型用于进一步测试。

[0132] 为了证明此降解取决于功能性降解子，以WT  ZNF2_3(SEQ  ID  NO:13)标记的CAR，

以及以在G‑基序中含有G6N突变的ZNF2_3(QCNQCNASF；SEQ  ID  NO:17)标记的CAR一起，如上

所描述用化合物A滴定来测试(图5D)。虽然在较高化合物A浓度下，WT降解子驱动深度CAR降

解，但G6N突变体标记的CAR未能对任何剂量的化合物A起反应。这些结果表明，G‑基序的G6

残基有助于化合物A与优化的ZNF2_3降解子的相互作用。

[0133] 7.3.实施例3：IKZF1  ZNF2_3标记的CAR降解抑制活性

[0134] 在Jurkat报告子测定中，评估通过降解IKZF1  ZNF2_3标记的CD19  CAR  T细胞来废

除CAR  T信号传导的能力。将编码ZNF2_3标记或未标记的CD19  CAR的慢病毒载体(参见实施
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例2)转导至报告子细胞系中。然后用100nM化合物A预处理经转导的细胞48小时，随后与表

达CD19的K562靶标细胞系在37℃下共培养8小时。通过流式细胞测量术(图6A)测定呈平均

荧光强度(MFI)(图6B)，及总阳性细胞百分比，以及归一化CAR水平(图6C)形式的tdTomato

的水平。在此化合物A浓度下，在用表达同源抗原的K562细胞挑战时，含有ZNF2_3降解子的

CAR发生足够深的降解以强有力地抑制CAR活性。

[0135] 通过测量下游MAPK信号传导途径的活化来评估通过CAR降解废除的信号传导。用

如上文所描述的未标记、WT降解子标记或G6N降解子标记的CAR转导Jurkat细胞。细胞在37

℃下经1mM化合物A预处理12小时，然后与亲本或表达CD19的K562细胞共培养30分钟。随后

细胞沉淀，裂解，在变性蛋白质凝胶上操作，转移至膜，用抗体探测且用薄膜观测(图7)。这

些结果表明在向含有WT  IKZF1  ZNF2_3标记的CAR的细胞施用化合物A之后，在抗原存在下，

由Erk磷酸化(pErk)表示的由CAR活化的内源信号传导途径减弱。

[0136] 7.4.实施例4：用于鉴定新颖降解子‑化合物对的降解子突变诱发

[0137] 结构研究显示当底物结合至cereblon/化合物复合物时，G‑基序的位置1邻近化合

物(图中未显示)。IKZF家族中的G‑基序降解子序列的比对(图8)及其他C2H2锌指内所预测

的降解子(图9)显示在此位置处的一组不同氨基酸。因此，为鉴定额外化合物:降解子对，在

IKZF1  ZNF2的Q1位置中进行突变，且针对这些突变体针对活性筛选潜在化合物。构建含有

Ikaros  MBP‑ZNF2(aa141‑196)的质粒，其在Q1位置处具有替代氨基酸，且使用包括化合物B

(图10A)的多种化合物进行体外泛素化筛选。在处理之后，细胞随后沉淀，裂解，在变性蛋白

质凝胶上操作，转移至膜，用抗体探测且用薄膜观测(图10B)。如图10B中所示，IKZF1  ZNF2 

Q1F在化合物B存在下重度泛素化。

[0138] 7.5.实施例5：小分子筛选以鉴定具有针对Q1F降解子的强效活性的化合物

[0139] 针对Q1F降解子筛选一组潜在的降解子靶向化合物，产生一组强效降解子/小分子

对。含有以IKZF1  ZNF2_ZNF3  Q1F  Nluc标记的CD19  CAR的慢病毒载体转导至Jurkat细胞

中。该CD19  CAR类似于实施例2中的CD19  CAR，但包含ZNF2_ZNF3  Q1F降解子(SEQ  ID  NO:

19)。经转导的细胞用各小分子的滴定处理或无药物处理，且然后在37℃下孵育18小时。洗

涤细胞且用适当染色试剂染色以测量CAR水平。细胞在4℃下在染色试剂中孵育20min，且随

后洗涤3次，随后在流式细胞仪上读取。CAR水平相对于未用药物处理的细胞归一化。EC50及

Ymin值使用所得滴定曲线进行计算。此鉴别出强效降解Q1F降解子标记的CAR的小分子(表

1)。

[0140] 表1：Q1F特异性化合物

[0141]
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[0142]

[0143] 7.6.实施例6：IKZF1  ZNF2_3  Q1F标记的CAR在化合物C存在下以CRBN及泛素蛋白

酶体途径依赖性方式降解

[0144] 测定Q1F降解子标记的CAR降解对CRBN及泛素蛋白分解途径的依赖性。CD19靶向

CAR用IKZF1  ZNF2_3  Q1F(SEQ  ID  NO:19)或Q1F/G6N(SEQ  ID  NO:59)标记。含有这些经标记

的CAR的慢病毒载体随后转导至野生型(WT)或cereblon(CRBN)基因敲除(KO)Jurkat细胞

中。

[0145] 为了确定Q1F标记的CAR是否可以以CRBN依赖性方式用化合物C降解，在37℃下用

DMSO或1mM化合物C(图11A)处理经转导的Jurkat  WT或Jurkat  CRBN  KO细胞1小时，其后通

过流式细胞测量术评估CAR水平。在此浓度的化合物C下，WT  Jurkat细胞中经标记的CAR被

降解至剩余20％以下，而Jurkat  CRBN  KO细胞中经标记的CAR的水平与未标记的CAR一致

(图11B)。随后，通过用单独的DMSO、20nM或200nM化合物C，或者连同2μM  NEDD8  E1酶抑制剂

MLN4924或2μM蛋白酶体阻断剂硼替佐米(Bortezomib)一起，处理经标记的CAR转导的WT 

Jurkat  2小时，来测试CAR降解对泛素蛋白酶体途径的依赖性(图11C)。在任一抑制剂存在

下未能用化合物C降解经标记的CAR表明，功能性泛素蛋白酶体途径(UPP)对于Q1F标记的

CAR降解而言为必需的。

[0146] 7.7.实施例7：IKZF1  ZNF2_3  Q1F标记的CAR降解抑制活性

[0147] 在Jurkat报告子测定中，评估通过降解IKZF1  ZNF2_3  Q1F标记的CD19  CAR  T细胞

来废除CAR  T信号传导的能力(图2及图3)。将编码ZNF2_3  Q1F标记或Q1F/G6N标记的CD19 

CAR的慢病毒载体转导至报告细胞系中。随后用1mM化合物C或化合物B预处理经转导细胞12

小时，随后在37℃下与亲本或表达CD19的K562靶标细胞系共培养8小时。通过流式细胞测量

术测定呈总阳性细胞百分比(图12A)，以及平均荧光强度(MFI，图12B)形式的tdTomato的水

平。含有ZNF2_3  Q1F降解子的CAR的降解在使用1mM化合物C时使信号传导降低约30％，且使

用化合物B时使信号传导降低约75％；此相对差异与各者所见的降解强度相关。此外，活性

降低取决于具有完整G‑基序，这是由于G6N突变阻止抑制。

[0148] 7.8.实施例8：IKZF1  ZNF2_3  Q1F标记的CAR降解抑制初级T细胞中的活性

[0149] 评估使用化合物通过降解IKZF1  ZNF2_3  Q1F标记的抗ROR1  CAR(图13A)来滴定初

级CAR  T效应功能的能力。CAR包括与CD19  CAR类似的跨膜域、共刺激域及信号传导域，但具

有抗ROR1  scFv。将编码ZNF2_3  Q1F标记或未标记的抗ROR1  CAR的慢病毒载体转导至活化

的初级T细胞中。经转导的细胞在补充有IL2、IL7及IL15的培养基中扩增10天，随后冷冻。在

实验之前，解冻细胞且使其在化合物C的剂量滴定或无药物下静置在培养基中。通过流式细

说　明　书 17/28 页

26

CN 117794554 A

26



胞测量术测量CAR水平(图13B)，表明ZNF2_3  Q1F标记的CAR的表面水平可以用一定范围的

化合物C浓度滴定。为了确定CAR降解对CAR  T活性的影响，随后将细胞与表达Nuclight红标

记的H‑1975ROR1的靶标细胞系一起，以1:4的效应子:靶标细胞比共培养。将共培养物置放

于Incucyte中24小时，以经由Nuclight红信号监测肿瘤杀伤(图14A)，且收集上清液以通过

MSD测量促炎性细胞因子产量(图14B至图14D；IL‑2、TNFα及IFN γ )。这些实验证实，如通过

杀伤作用及细胞因子产量所测量的，初级CAR  T细胞的效应功能可以通过靶向ZNF2_3  Q1F

标记的CAR在不同浓度的化合物C下降解来滴定。

[0150] 7.9.实施例9：在体外长期抗原暴露期间经由Q1F降解子的CAR降解保持CAR功能

[0151] 在经由ZNF2_3  Q1F标记的CD19  CAR降解，长期抗原暴露期间，体外测试为初级T细

胞提供瞬时静息的功能影响。通过涂布有针对CAR  scFv的抗体的平板提供刺激，且评估各

种静息持续时间(图15)。用3.9nM化合物D(图16A)处理细胞，然后洗涤且在所含培养基中静

置以允许CAR在再挑战前充分恢复。利用流式细胞测量术分析静息的细胞以评估CD27及

CD28水平作为幼稚样群体的代表(图16B及图16C)。随后用球状体(3D)形式的Nuclight红标

记的肿瘤细胞系挑战CAR  T细胞，且收集上清液以使用Meso  Scale  Discovery  ELISA测定

来测量促炎性细胞因子产量。这些实验表明，与经历连续抗原暴露的CAR  T细胞相比，为CAR 

T细胞提供瞬时静息时段引起较少活化且维持较幼稚样群体。在产生促炎性细胞因子，如

IL‑2、TNFα及IFN γ (图17A)及抗肿瘤功能(图17B)方面，此瞬时静息时段还提供了功能性益

处；这些细胞因子及细胞毒性的逐渐损失为T细胞耗竭的标志。

[0152] 7.10.实施例10：在体外长期抗原暴露期间经由Q1F降解子的CAR降解保持CAR功能

[0153] 评估体内降解ZNF2_3  Q1F标记的CAR的能力。将编码ZNF2_3  Q1F标记的抗CD19 

CAR的慢病毒载体转导至活化的初级T细胞中。经转导细胞在补充有IL2、IL7及IL15的培养

基中扩增10天，随后冷冻。

[0154] 为了测定在无肿瘤存在下体内降解经降解子标记的CAR的能力，将CAR  T细胞解

冻，静置24小时且以每只动物2×106个细胞的剂量授受转移至不携带肿瘤的雌性NSGTM免疫

缺陷小鼠中。24小时后，小鼠经口给予媒介物，0.85或8.5mg/kg的化合物D(图18B)。8、24、48

及72小时后抽取血液(图18A)，且通过流式法评估用抗scFv及抗CD3抗体染色所测定的CAR+

T细胞的比例。在两种剂量下，在8小时保留少于5％的CD3+CAR+细胞，且甚至在24小时CAR仍

保持显著降解(图18C)，证明Q1F降解子标记的CAR可在体内有效降解。给药后48小时，CAR表

达基本上恢复(图18C)。

[0155] 为了检验异种移植癌症模型中体内降解子标记的CAR的下调及对CAR  T功能的影

响，雌性NSGTM小鼠注射5×105个稳定表达海肾(renilla)荧光素酶的Raji肿瘤细胞。六天

后，将CAR  T细胞解冻，静置24小时且以每只动物2×106个细胞的剂量过继性转移至小鼠

中。在第0天及第1天BID向小鼠经口给与媒介物或6.85mg/kg化合物D(图19A)。在D1、D3及

D10抽取血液及测量肿瘤荧光(图19A)，且通过流式法评估用抗scFv及抗CD3抗体染色所测

定的CAR+T细胞的比例。CAR降解降低经降解子标记的CAR  T细胞的扩增及溶解细胞功能(图

19B至图19D)，显示CAR循环使CAR  T细胞在功能上静息的能力。

[0156] 7.11.实施例11：框内降解子标记敲入允许化合物介导控制内源性蛋白水平

[0157] 探索降解子标记框内敲入基因组基因座中以允许化合物介导调节内源性蛋白水

平的能力。设计腺相关病毒载体以递送IKZF1  ZNF2_3‑V5标记‑T2A‑muThy1.1标记框内敲入
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Jurkat细胞中的AURA(图20A至图20B)或TOX基因座(图20C至图20D)在N端及C端取向。然后

Jurkat用Cas9/引导RNA核糖核蛋白电穿孔。在5天之后，将经敲入的细胞与1μM化合物A或

DMSO一起孵育16小时。然后使细胞沉淀，裂解，在变性蛋白质凝胶上操作，转移至膜，用抗体

探测，及用薄膜观测。Western印迹法显示Aurora  A(图20A至图20B)及经标记TOX(图20D)的

水平均在化合物A存在下降低，这表明用降解子标记内源性蛋白允许小分子控制蛋白质水平。

[0158] 7.12.实施例12：合成3‑(5‑(6,7‑二氢‑5H‑吡咯并[3,4‑b]吡啶‑6‑羰基)‑1‑侧氧

基异吲哚啉‑2‑基)哌啶‑2,6‑二酮(化合物B)

[0159]

[0160] 向2‑(2,6‑二侧氧基‑3‑哌啶基)‑1‑侧氧基‑异吲哚啉‑5‑羧酸(400mg，1.4mmol)于

CH3CN(ACN)(5mL)中的溶液中添加N ,N ,N ',N '‑四甲基氯甲脒六氟磷酸盐(TCFH)(779mg，

2.8mmol)、N‑甲基咪唑(NMI)(1.2g，14mmol)及6,7‑二氢‑5H‑吡咯并[3,4‑b]吡啶；二盐酸盐

(349mg，1.8mmol)。然后将混合物在室温下搅拌1小时。通过LCMS监测反应。通过过滤来收集

沉淀的固体。粗产物通过制备型HPLC纯化，得到呈灰色固体状的3‑[5‑(5,7‑二氢吡咯并[3,

4‑b]吡啶‑6‑羰基)‑1‑侧氧基‑异吲哚啉‑2‑基]哌啶‑2,6‑二酮(438.7mg，79％产率)。分析

型LC/MS(方法5)：MS[M+H+]391.1。1H  NMR(300MHz,DMSO‑d6):δ11.03(s,1H) ,8.54‑8.43(m,
1H) ,7.94‑7.65(m,4H) ,7.41‑7.23(m,1H) ,5.23‑5.11(m,1H) ,5.00‑4.75(m,4H) ,4.62‑4.36

(m,2H) ,3.04‑2.84(m,1H) ,2.69‑2.56(m,1H) ,2.50‑2.36(m,1H) ,2.12‑2.00(m,1H)。

[0161] 7.13.实施例13：合成3‑[5‑(溴甲基)‑1‑侧氧基‑异吲哚啉‑2‑基]哌啶‑2,6‑二酮

(中间物1c)

[0162]

[0163] 合成化合物2

[0164]

[0165] 在20至40℃之间向4‑溴‑2‑甲基‑苯甲酸(120g，558mmol)于甲醇(1.0L)中的溶液

中添加浓硫酸(109g，1.12mol，60mL)，随后将混合物加热至65℃持续18h。TLC(石油醚/乙酸

乙酯＝3:1，Rf(反应物)＝0.1，Rf(产物)＝0.4)指示该反应完成。浓缩反应混合物；残余物

在水相与有机层之间分离。用乙酸乙酯(1L×3)萃取水相。合并的有机层通过碳酸氢钠饱和
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水溶液(500mL)、盐水(500mL)洗涤且经无水硫酸钠干燥。过滤混合物，且浓缩滤液，得到呈

黄色油状的4‑溴‑2‑甲基‑苯甲酸甲酯(122g，95％产率)。1H  NMR(400MHz,CDCl3):δ7.76(d,J
＝8.4Hz,1H) ,7.40(s,1H) ,7.35(dd,J＝8.4Hz,1.6Hz,1H) ,3.87(s,3H) ,2.56(s,3H)

[0166] 合成化合物3

[0167]

[0168] 向4‑溴‑2‑甲基‑苯甲酸甲酯(122g，533mmol)于乙腈(1 .20L)中的溶液中添加2,

2'‑偶氮双(2‑甲基丙腈)(6.12g，37.3mmol)，将反应混合物加热至82℃，逐份添加N‑溴代丁

二酰亚胺(142g，799mmol)且搅拌3小时。LCMS指示该反应完成。在真空(50℃)下浓缩反应

物。将残余物悬浮于石油醚/二氯甲烷(20:1，100mL)中，过滤且浓缩滤液，得到150g粗产物，

其未经进一步纯化即直接用于下一步骤中。

[0169] 合成化合物5

[0170]

[0171] 向4‑溴‑2‑(溴甲基)苯甲酸甲基甲酯(115g，375mmol)及3‑氨基哌啶‑2 ,6‑二酮

(61 .7g，375mmol，HCl盐)于N,N‑二甲基甲酰胺(80mL)中的溶液中添加N,N‑二异丙基乙胺

(145g，1.13mol)。在50℃下搅拌混合物16小时。HPLC展示大部分起始材料耗尽。向反应混合

物中添加乙酸(150mL)且在50℃下搅拌1小时。HPLC展示中间物完全耗尽。将反应物冷却至

20℃并过滤，用水(200mL)及乙醚乙酸酯(200mL)洗涤滤饼，得到呈淡蓝色固体状的3‑(5‑

溴‑1‑侧氧基‑异吲哚啉‑2‑基)哌啶‑2,6‑二酮(91g，75.1％产率)。1H  NMR(400MHz,DMSO‑

d6):δ11.01(s ,1H) ,7.89(s ,1H) ,7.73‑7.66(m ,2H) ,5.14‑5.09(m ,1H) ,4.47(d ,J＝16Hz,

1H) ,4.34(d ,J＝16Hz,1H) ,2.92‑2.89(m,1H) ,2.73‑2.58(m,1H) ,2.41‑2.37(m,1H) ,2.03‑

1.99(m,1H)。

[0172] 合成化合物6

[0173]

[0174] 向3‑(5‑溴‑1‑侧氧基‑异吲哚啉‑2‑基)哌啶‑2,6‑二酮(80g，248mmol)于无水二氧

己环(20mL)中的溶液中添加三丁基锡烷基甲醇(87g，272mmol)，在25℃下搅拌混合物，在氮

气下向反应物中添加四(三苯基膦)钯(0)(28.6g，24.8mmol)。在100℃下搅拌反应混合物16

小时。LCMS指示该反应完成。反应物经浓缩且通过二氯甲烷/甲醇(10:1，250mL×2)洗涤，得

到呈棕色固体状的3‑[5‑(羟甲基)‑1‑侧氧基‑异吲哚啉‑2‑基]哌啶‑2,6‑二酮(62g，91.3％

说　明　书 20/28 页

29

CN 117794554 A

29



产率)。1HNMR(400MHz,DMSO‑d6):δ10.96(s,1H) ,7.64(d ,J＝8.0Hz,1H) ,7.52(s,1H) ,7.42

(d ,J＝7 .6Hz ,1H) ,5.73(s ,1H) ,5.10‑5.06(m ,1H) ,4.59(d ,J＝6.0Hz,2H) ,4.35(dd ,J＝

17.2Hz,54Hz,2H),2.91‑2.85(m,1H),2.59‑2.55(m,1H),2.38‑2.35(m,1H),2.02‑1.99(m,1H)

[0175] 合成化合物1c

[0176]

[0177] 向3‑[5‑(羟甲基)‑1‑侧氧基‑异吲哚啉‑2‑基]哌啶‑2,6‑二酮(62g，226mmol)于二

氯甲烷(1.5L)中的悬浮液中添加亚磺酰溴(70.5g，339mmol)。在18℃下搅拌反应混合物16

小时。HPLC指示该反应完成。过滤反应混合物，用甲醇(150mL×2)洗涤固体，得到呈淡棕色

固体状的3‑[5‑(溴甲基)‑1‑侧氧基‑异吲哚啉‑2‑基]哌啶‑2 ,6‑二酮(45 .0g，59 .0％产

率)。1H  NMR(400MHz,DMSO‑d6):δ10.97(s,1H) ,7.70‑7.66(m,2H) ,7.56(d ,J＝8.0Hz,1H) ,

5.10‑5.06(m,1H) ,4.80(s,2H) ,4.36(dd ,J＝54Hz,17.2Hz,2H) ,2.91‑2.85(m,1H) ,2.59‑

2.49(m,1H) ,2.47‑2.35(m,1H) ,2.00‑1.98(m,1H)

[0178] 7.14.实施例14：合成3‑(5‑((4‑(2‑甲基吡啶‑3‑基)哌嗪‑1‑基)甲基)‑1‑侧氧基

异吲哚啉‑2‑基)哌啶‑2,6‑二酮(化合物C)

[0179]

[0180] 向3‑[5‑(溴甲基)‑1‑侧氧基‑异吲哚啉‑2‑基]哌啶‑2,6‑二酮(400mg，1.2mmol)于

MeCN(ACN)(5mL)中的搅拌溶液中添加1‑(2‑甲基‑3‑吡啶基)哌嗪(315mg，1.8mmol)及DIEA

(460mg，3.6mmol)。在50℃下搅拌混合物3小时。通过LCMS监测反应。浓缩混合物且通过制备

型HPLC纯化残余物，得到呈灰色固体状的3‑[5‑[[4‑(2‑甲基‑3‑吡啶基)哌嗪‑1‑基]甲基]‑

1‑侧氧基‑异吲哚啉‑2‑基]哌啶‑2,6‑二酮(187.9mg，34％产率)。分析型LC/MS(方法1)：MS

[M+H+]434.2。1H  NMR(400MHz,甲醇‑d4):δ8.40(d ,J＝5.5Hz,1H) ,8.18(d ,J＝8.2Hz,1H) ,

7.93(d,J＝7.8Hz,1H) ,7.83‑7.76(m,2H) ,7.72(d,J＝7.6Hz,1H) ,5.23‑5.12(m,1H) ,4.90‑

4.80(m,4H) ,4.65‑4.50(m,4H) ,3.54(s,4H) ,2.98‑2.85(m,1H) ,2.84‑2.75(m,1H) ,2.74(s,

3H) ,2.60‑2.44(m,1H) ,2.24‑2.14(m,1H)

[0181] 7.15.实施例15：合成3‑[5‑[1‑(1,3‑苯并噻唑‑6‑基甲基)‑4‑哌啶基]‑1‑侧氧基‑

异吲哚啉‑2‑基]哌啶‑2,6‑二酮(化合物D)

[0182]
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[0183] 向3‑[1‑侧氧基‑5‑(4‑哌啶基)异吲哚啉‑2‑基]哌啶‑2 ,6‑二酮；盐酸盐(1 .5g，

4.12mmol)于DCM(20mL)中的搅拌溶液中添加1 ,3‑苯并噻唑‑6‑甲醛(1 .35g，8.25mmol)及

NaBH(OAc)3(2.62g，12.37mmol)。将混合物在室温下搅拌过夜。浓缩混合物且通过制备型

HPLC纯化，得到呈白色固体状的3‑[5‑[1‑(1 ,3‑苯并噻唑‑6‑基甲基)‑4‑哌啶基]‑1‑侧氧

基‑异吲哚啉‑2‑基]哌啶‑2,6‑二酮(968.9mg，2.0233mmol，49.076％产率)。LCMS:475.1[M+

1]+。1H  NMR(300MHz,甲醇‑d4):δ9.40(s ,1H) ,8.33(s ,1H) ,8.22(d ,J＝8.4Hz,1H) ,7.81‑

7.71(m,2H) ,7.55‑7.36(m,2H) ,5.24‑5.09(m,1H) ,4.62‑4.39(m,4H) ,3.76‑3.62(m,2H) ,

3.33‑3.19(m,2H) ,3.13‑2.99(m,1H) ,2.95‑2.73(m,2H) ,2.60‑2.38(m,1H) ,2.24‑1.95(m,

5H)。

[0184] 7.16.实施例16：化合物A、化合物B、化合物C及化合物D的选择性.

[0185] DF15多发性骨髓瘤细胞稳定表达ePL标记的Aiolos、Ikaros或GSPT1，及MDS‑L细胞

稳定表达ePL标记的CK1a，这些细胞系经由慢病毒感染pLOC‑ePL‑Aiolos(或Ikaros、GSPT1

或CK1a)产生。表达融合至ePL标记(DiscoverX)的Ikaros、Aiolos及GSPT1的DF15多发性骨

髓瘤细胞，及表达融合至ePL标记的CK1a的MDS‑L细胞分配于用化合物(化合物A、化合物B、

化合物C及化合物D)预点样的384孔盘(Corning编号3570)中。使用以10μM开始且降至

0 .0005μM的3倍稀释液，以10点剂量反应曲线，将化合物由声波分配器 (来自 EDC 

Biosystems的ATS声波转移系统)分配至384孔盘中。随后，每孔分配含有5000个DF15或MSD‑

L细胞的25μL培养基(RPMI‑1640+10％热不活化FBS+25mM  Hepes+1mM丙酮酸钠+1×NEAA+1

×青霉素链霉素谷氨酰胺)。测定平板在37℃与5％CO2下孵育4小时，除了GSPT1孵育20小

时。在孵育之后，将25μL  InCELL  Hunter检测试剂工作溶液(DiscoverX，目录号96‑0002，

Fremont ,CA)添加至各孔中且在室温下避光孵育60分钟。60分钟后，在Envision或

PHERAstar发光读取器上读取发光。

[0186] 对于Helios，使用CRISPR/Cas9工程改造稳定Jurkat细胞系，以将框内HiBit标记

插入IKZF2基因的羧基端阅读框架中。使用声波分配器将测试化合物转移至1536孔盘，且以

5μl最终体积的10,000个细胞/孔涂布DMEM/10％FCS中的Jurkat/Helios/HiBit细胞。细胞

在37℃、95％  RH下孵育18小时。通过添加2μl/孔的Nano‑Glo试剂(Promega)，在室温下孵育

30min且在微量滴定平板读取器上读取发光来测量荧光素酶活性。

[0187] 为测定用于给定底物的降解的化合物的EC50值(实现所观测到的最大降解的一半

的化合物浓度)，使用四参数逻辑模型(S形剂量‑反应模型)(FIT＝(A+{(B‑A)/1+[(C/x)

D]}))，其中C为转折点(EC50)，D为相关系数，且A及B分别为拟合的上限及下限)。使用

ActivityBase(IDBS)(一种数据分析软件包)处理及评估所有底物降解曲线。Ymin为剩余蛋

白质的最小百分比。

[0188] 结果展示于表2至表5中。

[0189] 表2：化合物A

[0190] 降解子 Ymin(％) EC50(μM)
Q1F NA NA

Helios 1.5 0.0018

Aiolos 2.7 0.0064

Ikaros 3.2 0.022
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GSPT1 91 0.039

CK1a 50 0.19

[0191] 表3：化合物B

[0192] 降解子 Ymin(％) EC50(μM)
Q1F(来自表1) 1.7 0.0048

Helios 65 >10

Aiolos 93 >10

Ikaros 91 >10

GSPT1 72 0.054

CK1a 82 >10

[0193] 表4：化合物C

[0194]

[0195]

[0196] 表5：化合物D

[0197] 降解子 Ymin(％) EC50(μM)
Q1F(来自表1) 4.2 0.0007

Helios 24 0.46

Aiolos 87 >10

Ikaros 93 >10

GSPT1 96 >10

CK1a 81 >10

[0198] 如表2中所示，化合物A降解Helios、Aiolos及Ikaros，其中EC50为0.022μM或更低。

化合物A也以显著程度降解CK1a。相比之下，在实施例5中所描述的Jurkat分析中，化合物B

以小于5nM的EC50降解Q1F降解子。尽管化合物B展示一些针对Helios的降解活性，但EC50>

10μM，其比Q1F降解子的EC50高超过3个数量级(表3)。化合物B也展示一些针对GSPT1的降解

活性(表3)。实施例5中所描述的Jurkat分析中化合物C对Q1F降解子具有高选择性，其EC50

小于25nM(表4)。实施例5中所描述的Jurkat分析中化合物D也对Q1F降解子具有选择性，其

EC50小于1nM(表5)，但其也展示一些Helios降解，其EC50为0.46μM(表5)。

[0199] 等效物

[0200] 本发明的范围不受本文所描述的特定实施方案限制。实际上，除了所描述的修改，

本文提供的主题的各种修改将由以上描述而变得对本领域技术人员显而易见。此类修改旨

在落入随附权利要求的范畴内。

[0201] 本文列举各种公开出版物、专利及专利申请，其公开内容以全文引用的方式并入。
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[0202] 某些序列的表格

[0203]
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[0204]

说　明　书 25/28 页

34

CN 117794554 A

34



[0205]
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[0206]
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[0207]
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图1A
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图1A(续)
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图1B
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图2

图3
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图4A

说　明　书　附　图 5/39 页

42

CN 117794554 A

42



图4B

图4C
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图5A
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图5B
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图5C
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图5D

图6A
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图6B

图6C
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图9
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图9(续)
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图10A

图10B
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图11A

图11B
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图11C

图12A
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图12B
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图13A
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图13B
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图14A
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图14B

图14C
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图14D
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图15
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图16A

图16B
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图16C
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图18C
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图20A
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