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提供了一种融合蛋白例如细胞因子受体融

合蛋白如IL‑10捕获蛋白(IL‑10trap)，其具有新

的连接物序列，以允许所述融合蛋白在功能上最

优，例如允许细胞因子受体融合蛋白的细胞因子

受体部分最优地结合到它的靶细胞因子。所述融

合蛋白或编码所述融合蛋白的表达载体可用于

治疗细胞增殖性疾病和病变，包括某些形式的癌

症和炎性病变。
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1.一种分离的融合蛋白，其以N‑端到C‑端的方向包含：

(i)IL‑10受体的细胞外结构域的可溶性部分，其中所述IL‑10受体的细胞外结构域的

可溶性部分与SEQ  ID  NO：12的第22至229位氨基酸残基具有大于95％的序列同一性；

(ii)氨基酸连接物；

(iii)免疫球蛋白(Ig)铰链区；和

(iv)免疫球蛋白(Ig)Fc结构域；

其中所述连接物由15至40个氨基酸残基构成；

其中所述Ig铰链区与所述Ig  Fc结构域共同包含与SEQ  ID  NO：13‑21中的一个具有大

于95％的序列同一性的氨基酸序列；并且

其中所述连接物包含源自于人类免疫球蛋白(Ig)CH1结构域的C‑端部分的序列。

2.根据权利要求1所述的分离的融合蛋白，其中所述连接物包含15至30个氨基酸残基。

3.根据权利要求1所述的分离的融合蛋白，其中所述连接物包含15至20个氨基酸残基。

4.根据权利要求1所述的分离的融合蛋白，其中所述Ig  CH1结构域选自IgG1、IgG2、

IgG3、IgG4、IgA1、IgA2、IgD、IgE和IgM  CH1结构域。

5.根据权利要求4所述的分离的融合蛋白，其中所述连接物包含选自SEQ  ID  NO：1、SEQ 

ID  NO：2、SEQ  ID  NO：3、SEQ  ID  NO：4、SEQ  ID  NO：5、SEQ  ID  NO：6、SEQ  ID  NO：7、SEQ  ID 

NO：8、SEQ  ID  NO：9、SEQ  ID  NO：53和SEQ  ID  NO：57的氨基酸序列。

6.根据权利要求1所述的分离的融合蛋白，其中所述Ig  CH1结构域是IgG1  CH1结构域。

7.根据权利要求6所述的分离的融合蛋白，其中所述连接物包含选自SEQ  ID  NO：1、SEQ 

ID  NO：53、SEQ  ID  NO：54和SEQ  ID  NO：57的氨基酸序列。

8.根据权利要求1所述的分离的融合蛋白，其中所述连接物包含SEQ  ID  NO：57的氨基

酸序列。

9.根据权利要求1所述的分离的融合蛋白，其中所述IL‑10受体的细胞外结构域的可溶

性部分包含SEQ  ID  NO：12的氨基酸序列。

10.根据权利要求1所述的分离的融合蛋白，其中所述IL‑10受体的细胞外结构域的可

溶性部分包含SEQ  ID  NO：12的第22至229位氨基酸残基。

11.根据权利要求所述的分离的融合蛋白，其中所述Ig  Fc结构域和铰链区选自人类

IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA1、IgA2、IgD、IgE和IgM  Fc结构域和铰链区。

12.根据权利要求11所述的分离的融合蛋白，其中所述Ig  Fc结构域和铰链区包含选自

SEQ  ID  NO：13、SEQ  ID  NO：14、SEQ  ID  NO：15、SEQ  ID  NO：16、SEQ  ID  NO：17、SEQ  ID  NO：

18、SEQ  ID  NO：19、SEQ  ID  NO：20和SEQ  ID  NO：21的氨基酸序列。

13.根据权利要求1所述的分离的融合蛋白，其中所述Ig  Fc结构域和铰链区是人类

IgG1  Fc结构域和铰链区。

14.根据权利要求13所述的分离的融合蛋白，其中所述Ig  Fc结构域和铰链区包含SEQ 

ID  NO：13的氨基酸序列。

15.根据权利要求1所述的分离的融合蛋白，其中所述Ig  Fc、Ig铰链区和Ig  CH1结构域

源自于单一免疫球蛋白。

16.根据权利要求1所述的分离的融合蛋白，其中所述融合蛋白由选自SEQ  ID  NO：22、

SEQ  ID  NO：23、SEQ  ID  NO：24、SEQ  ID  NO：25、SEQ  ID  NO：26、SEQ  ID  NO：27、SEQ  ID  NO：
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28、SEQ  ID  NO：29、SEQ  ID  NO：30、SEQ  ID  NO：31、SEQ  ID  NO：32、SEQ  ID  NO：55和SEQ  ID 

NO：58的氨基酸序列构成。

17.根据权利要求16所述的分离的融合蛋白，其中所述融合蛋白由选自SEQ  ID  NO：22、

SEQ  ID  NO：55和SEQ  ID  NO：58的氨基酸序列构成。

18.一种IL‑10结合蛋白，其包含两个权利要求1‑17中任一项所述的融合蛋白，其中两

个所述融合蛋白被共价连接在一起，并且其中所述IL‑10受体的细胞外结构域的两个可溶

性部分一起定义了用于结合IL‑10的结合位点。

19.一种分离的核酸，其包含编码权利要求1‑17中任一项所述的融合蛋白的核苷酸序

列。

20.一种表达载体，其包含权利要求19所述的核酸。

21.一种宿主细胞，其包含权利要求20所述的表达载体。

22.一种生产融合蛋白的方法，所述方法包括：

(a)将权利要求21所述的宿主细胞在一定条件下生长以表达所述融合蛋白；和

(b)纯化所述融合蛋白。

23.一种药物组合物，其包含：(i)权利要求1‑17中任一项所述的融合蛋白或包含编码

权利要求1‑17中任一项所述的融合蛋白的核苷酸序列的表达载体；和(ii)至少一种可药用

载体或稀释剂。

24.一种在靶细胞中表达融合蛋白的方法，所述方法包括将所述细胞暴露于有效量的

权利要求20所述的表达载体，以表达所述融合蛋白。

25.根据权利要求24所述的方法，其中所述融合蛋白在翻译后被切割成两条多肽链。

26.权利要求18所述的IL‑10结合蛋白在制备用于抑制肿瘤细胞的增殖的药物中的应

用。

27.权利要求1‑17中任一项所述的融合蛋白在制备用于抑制肿瘤细胞的增殖的药物中

的应用。

28.权利要求18所述的IL‑10结合蛋白在制备用于抑制肿瘤的生长的药物中的应用。

29.权利要求1‑17中任一项所述的融合蛋白在制备用于抑制肿瘤的生长的药物中的应

用。

30.权利要求18所述的IL‑10结合蛋白在制备用于在需要的受试者中治疗癌症的药物

中的应用。

31.权利要求1‑17中任一项所述的融合蛋白或包含编码权利要求1‑17中任一项所述的

融合蛋白的核苷酸序列的表达载体在制备用于在需要的受试者中治疗癌症的药物中的应

用。

32.权利要求18所述的IL‑10结合蛋白在制备用于降低IL‑10活性的药物中的应用。

33.权利要求1‑17中任一项所述的融合蛋白在制备用于降低IL‑10活性的药物中的应

用。

34.权利要求18所述的IL‑10结合蛋白在制备用于在需要的受试者中治疗炎性病症的

药物中的应用。

35.权利要求1‑17中任一项所述的融合蛋白在制备用于在需要的受试者中治疗炎性病

症的药物中的应用。
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36.权利要求20所述的表达载体在制备用于抑制肿瘤细胞的增殖的药物中的应用。

37.权利要求20所述的表达载体在制备用于抑制肿瘤的生长的药物中的应用。

38.权利要求20所述的表达载体在制备用于在需要的受试者中治疗癌症的药物中的应

用。

39.权利要求20所述的表达载体在制备用于降低IL‑10活性的药物中的应用。

40.权利要求20所述的表达载体在制备用于在需要的受试者中治疗炎性病症的药物中

的应用。

41.权利要求20所述的表达载体在制备用于在需要的受试者中治疗感染的药物中的应

用。

42.根据权利要求31所述的应用，其中所述癌症选自黑素瘤、皮肤的鳞状细胞癌、基底

细胞癌、头颈癌、乳腺癌、肛门癌、宫颈癌、非小细胞肺癌、间皮瘤、小细胞肺癌、肾细胞癌、前

列腺癌、胃食管癌、结肠直肠癌、睾丸癌、膀胱癌、卵巢癌、肝癌、肝细胞癌、胆管癌、脑和中枢

神经系统癌症、甲状腺癌、甲状旁腺癌、子宫内膜癌、神经内分泌癌、淋巴瘤、白血病、梅克尔

细胞癌、胃肠道间质肿瘤、多发性骨髓瘤、子宫癌、肉瘤、肾癌、眼癌、胰腺癌和生殖细胞癌。

43.根据权利要求31所述的应用，其中所述癌症选自白血病、乳腺癌、肺癌、胰腺癌、子

宫内膜癌、卵巢癌、前列腺癌、宫颈癌、脑癌、皮肤癌、结肠直肠癌、胃癌、头颈癌和白血病。

44.根据权利要求43所述的应用，其中所述癌症选自皮肤癌、头颈癌和肺癌。

45.根据权利要求31所述的应用，其中所述融合蛋白或表达载体与选自手术、放射线、

化疗、免疫疗法、激素疗法和病毒疗法的一种或多种疗法相组合施用到所述受试者。

46.根据权利要求31所述的应用，其中所述融合蛋白或表达载体与淋巴细胞相组合施

用到所述受试者。

47.根据权利要求46所述的应用，其中所述淋巴细胞是T‑细胞。

48.根据权利要求47所述的应用，其中所述T‑细胞是嵌合抗原受体T‑细胞(CAR  T‑

cell)。

49.根据权利要求31所述的应用，其中所述受试者是人类或动物。

50.根据权利要求49所述的应用，其中所述受试者是人类幼儿。
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免疫调节性融合蛋白

[0001] 本申请是申请号为201880075263.5、申请日为2018年9月27日、发明名称为“免疫

调节性融合蛋白”的中国发明专利申请的分案申请。

[0002] 与相关申请的交叉引用

[0003] 本申请要求2017年9月27日提交的美国临时专利申请系列号62/564,145的利益和

优先权，所述临时申请整体通过引用并入本文。

技术领域

[0004] 本发明的领域是分子生物学，具体来说是免疫学和融合蛋白，例如细胞因子受体

融合蛋白。

背景技术

[0005] 细胞因子是一种小型、分泌的细胞信号蛋白，其具有广泛的活性，包括细胞生长和

分化的调控和免疫功能的调节。细胞因子、细胞因子受体和某些其他免疫调节蛋白已被用

作治疗剂来治疗各种不同的医学病症。然而，这些蛋白的施用例如通过皮下或血管途径的

给药，可能引起不适当的细胞和细胞外定位，由此限制了治疗活性和/或提高了毒性风险。

[0006] IL‑10是一种具有免疫调控性质的同二聚体细胞因子，由包括活化的Th2细胞、B细

胞、角化 细 胞、单 核 细 胞 和 巨 噬 细 胞 在 内 的 多 种 细 胞 产 生 (M o o r e等 ，(1 9 9 3)

ANNU.REV.IMMUNOL.11:165)。IL‑10抑制包括T细胞、单核细胞和巨噬细胞在内的各种不同

细胞的活化和效应功能。具体来说，IL‑10抑制细胞因子被例如Th1细胞、自然杀伤细胞、单

核细胞和巨噬细胞的多种细胞的合成，包括IL‑1、IFN‑ γ 和TNF的合成(Fiorentino等，

(1989)J .EXP.MED.170:2081‑2095；Fiorentino等，(1991)J .IMMUNOL.146:3444；Hsu等，

(1992)INT .IMMUNOL .4:563；Hsu等，(1992)INT .IMMUNOL .4:563；D 'Andrea等，(1993)

J .EXP.MED.178:1041；de  Waal  Malefyt等，(1991)J .EXP.MED.174:915；Fiorentino等，

(1991)J.IMMUNOL.147:3815)。多种病原体，包括细胞内病原体，都会诱发IL‑10的产生，使

得所述病原体被免疫系统的有效去除速度被减缓或拖延(Moore等，(1993)同上)。

[0007] 尽管到目前为止在治疗IL‑10介导的障碍中已取得进步，但对治疗这些障碍的改

进的疗法仍存在需求。

发明内容

[0008] 本发明部分是基于改进了融合蛋白的功能的连接物序列的发现，所述融合蛋白例

如细胞因子受体融合蛋白，例如IL‑10受体(IL‑10R)融合蛋白，例如IL‑10受体亚基α(IL‑
10RA)融合蛋白如IL‑10捕获蛋白(Trap)。所述连接物序列可以允许融合蛋白(例如细胞因

子受体)的配体结合部分最优地结合到配体(例如细胞因子)，提供融合蛋白的两个或更多

个组分(例如二聚体细胞因子的两个亚基)的时空共定位，优化从表达载体(例如病毒载体)

的表达，降低免疫原性，或提供切割位点以允许释放所述融合蛋白的组分。例如，所述连接

物序列可以提供足够的柔性，以允许细胞因子受体的配体结合结构域在融合蛋白的背景中
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采取天然构象，并最小化所述融合蛋白作为治疗剂使用的潜在免疫原性。

[0009] 一方面，本发明提供了一种分离的融合蛋白，其以N‑端到C‑端的方向包含例如：细

胞因子、细胞因子受体或免疫调节蛋白的细胞外结构域、跨膜结构域或细胞内结构域的第

一部分；氨基酸连接物；以及下述至少一者：细胞因子、细胞因子受体或免疫调节蛋白的细

胞外结构域、跨膜结构域或细胞内结构域的第二部分；免疫球蛋白(Ig)铰链区；和免疫球蛋

白(Ig)Fc结构域。在某些实施方式中，所述连接物包含约5至约40个氨基酸残基。在某些实

施方式中，所述融合蛋白包含IL‑10受体例如人类IL‑10受体例如IL‑10RA的一部分。

[0010] 另一方面，本发明提供了一种分离的融合蛋白，其以N‑端到C‑端的方向包含：细胞

因子受体的细胞外结构域的可溶性部分；氨基酸连接物；免疫球蛋白(Ig)铰链区；和免疫球

蛋白(Ig)Fc结构域；其中所述连接物包含约5至约40个氨基酸残基。在某些实施方式中，所

述细胞因子受体是IL‑10受体例如人类IL‑10受体例如IL‑10RA。

[0011] 在任何上述融合蛋白的某些实施方式中，所述氨基酸连接物可以包含例如约5至

约15个、约5至约20个、约5至约30个、约10至约15个、约10至约20个、约10至约30个、约10至

约40个、约15至约20个、约15至约30个或约15至约40个氨基酸残基。

[0012] 在任何上述融合蛋白的某些实施方式中，所述氨基酸连接物序列源自于内源人类

蛋白，例如IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA1、IgA2、IgD、IgE、IgM、白蛋白或酪蛋白。在某些实施

方式中，所述氨基酸连接物包含免疫球蛋白(Ig)CH1结构域例如IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、

IgA1、IgA2、IgD、IgE或IgM  CH1结构域的C‑端部分。在某些实施方式中，所述氨基酸连接物

包含选自SEQ  ID  NO：1、SEQ  ID  NO：2、SEQ  ID  NO：3、SEQ  ID  NO：4、SEQ  ID  NO：5、SEQ  ID 

NO：6、SEQ  ID  NO：7、SEQ  ID  NO：8、SEQ  ID  NO：9、SEQ  ID  NO：10、SEQ  ID  NO：11、SEQ  ID  NO：

53、SEQ  ID  NO：54和SEQ  ID  NO：57的氨基酸序列。在某些实施方式中，所述氨基酸连接物包

含IgG1  CH1结构域的C‑端部分，例如所述氨基酸连接物包含选自SEQ  ID  NO：1、SEQ  ID  NO：

53、SEQ  ID  NO：54和SEQ  ID  NO：57的氨基酸序列，例如SEQ  ID  NO：57的氨基酸序列。

[0013] 在任何上述融合蛋白的某些实施方式中，所述氨基酸连接物包含源自于细胞因

子、信号分子、免疫调节蛋白或肽或生物活性肽的序列。

[0014] 在任何上述融合蛋白的某些实施方式中，所述氨基酸连接物包含切割位点例如蛋

白水解切割位点，例如被存在于真核细胞的内质网或高尔基体中的蛋白酶切割的蛋白水解

切割位点。在某些实施方式中，所述蛋白水解切割位点是弗林蛋白酶切割位点例如包含序

列RX1X2R(SEQ  ID  NO：50)的弗林蛋白酶切割位点，其中X1是任何氨基酸并且X2是Lys或Arg，

例如包含序列RAKR(SEQ  ID  NO：51)的弗林蛋白酶切割位点。在任何上述融合蛋白的某些实

施方式中，所述氨基酸连接物在哺乳动物或植物中是蛋白水解稳定的。

[0015] 在任何上述融合蛋白的某些实施方式中，所述细胞因子受体的细胞外结构域的可

溶性部分是人类IL‑10R例如IL‑10RA的细胞外结构域的可溶性部分。例如，在某些实施方式

中，所述细胞因子受体的细胞外结构域的可溶性部分包含SEQ  ID  NO：12的氨基酸序列或

SEQ  ID  NO：12的第22‑229位氨基酸残基。

[0016] 在任何上述融合蛋白的某些实施方式中，所述融合蛋白包含下述一者或多者：IL‑

10，TGF‑β，TGFβ受体例如TGFβII型受体(TβRII)，CD80，CD19，CD20，IL‑1，IL‑2，IL‑3，IL‑4，
IL‑5，IL‑6，IL‑7，IL‑8，IL‑9，IL‑12B/p40，IL‑23A/p19，IL27A/p28，IL‑27B/EBI3，IL‑15，

CD154，CD70，TNF‑α，CD86，CD137，CD137L，BORIS/CTCFL，FGF，ICAM，IL‑24，GM‑CSF，MAGE，NY‑
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ESO‑1，血管抑素，内皮抑素，乙酰胆碱，干扰素‑ γ ，DKK1/Wnt，p53，Ox40L，GM‑CSF，IL‑15受

体融合蛋白，GITRL，CD40L，CD70，分泌的鞭毛蛋白，IL‑12，胸苷激酶，抗PD‑1抗体重链或轻

链，抗PD‑L1抗体重链或轻链和抗CTLA‑4抗体重链或轻链，或其功能性片段。

[0017] 在任何上述融合蛋白的某些实施方式中，所述Ig铰链区选自IgG1、IgG2、IgG3、

IgG4、IgA1、IgA2、IgD、IgE和IgM铰链区，并且所述Ig  Fc结构域选自IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、

IgA1、IgA2、IgD、IgE和IgM  Fc结构域。在某些实施方式中，所述Ig铰链区和Fc结构域一起包

含选自SEQ  ID  NO：13、SEQ  ID  NO：14、SEQ  ID  NO：15、SEQ  ID  NO：16、SEQ  ID  NO：17、SEQ  ID 

NO：18、SEQ  ID  NO：19、SEQ  ID  NO：20和SEQ  ID  NO：21的氨基酸序列。在某些实施方式中，所

述IgFc、Ig铰链区和Ig  CH1结构域源自于单一免疫球蛋白。

[0018] 在任何上述融合蛋白的某些实施方式中，所述融合蛋白包含选自SEQ  ID  NO：22、

SEQ  ID  NO：23、SEQ  ID  NO：24、SEQ  ID  NO：25、SEQ  ID  NO：26、SEQ  ID  NO：27、SEQ  ID  NO：

28、SEQ  ID  NO：29、SEQ  ID  NO：30、SEQ  ID  NO：31、SEQ  ID  NO：32、SEQ  ID  NO：33、SEQ  ID 

NO：55、SEQ  ID  NO：56和SEQ  ID  NO：58的氨基酸序列。在某些实施方式中，所述融合蛋白包

含选自SEQ  ID  NO：22、SEQ  ID  NO：55、SEQ  ID  NO：56和SEQ  ID  NO：58的氨基酸序列。在某些

实施方式中，所述融合蛋白包含SEQ  ID  NO：58的氨基酸序列。

[0019] 在任何上述融合蛋白的某些实施方式中，所述融合蛋白包含与选自SEQ  ID  NO：

22、SEQ  ID  NO：23、SEQ  ID  NO：24、SEQ  ID  NO：25、SEQ  ID  NO：26、SEQ  ID  NO：27、SEQ  ID 

NO：28、SEQ  ID  NO：29、SEQ  ID  NO：30、SEQ  ID  NO：31、SEQ  ID  NO：32、SEQ  ID  NO：33、SEQ  ID 

NO：55、SEQ  ID  NO：56和SEQ  ID  NO：58的序列具有高于80％、85％、90％、95％、96％、97％、

98％或99％序列同一性的氨基酸序列。

[0020] 另一方面，本发明提供了一种二聚体细胞因子结合蛋白，其包含共价连接在一起

的任何上述融合蛋白中的两个，其中每个融合蛋白包含细胞因子受体的细胞外结构域，并

且其中所述两个细胞外结构域一起定义了用于细胞因子的结合位点。

[0021] 另一方面，本发明提供了一种核酸，其包含编码任何上述融合蛋白的核苷酸序列。

[0022] 另一方面，本发明提供了一种表达载体，其包含任何上述核酸。

[0023] 另一方面，本发明提供了一种宿主细胞，其包含任何上述表达载体。另一方面，本

发明提供了一种生产融合蛋白的方法，所述方法包括将宿主细胞在一定条件下生长以表达

所述融合蛋白，和纯化所述融合蛋白。另一方面，本发明提供了一种在靶细胞中表达融合蛋

白的方法，所述方法包括将所述细胞暴露于有效量的任何上述表达载体。在某些实施方式

中，所述融合蛋白在翻译后被切割成两条多肽链。

[0024] 另一方面，任何上述融合蛋白或表达载体可用于例如在受试者中降低细胞因子活

性，由此治疗由细胞因子例如IL‑10介导的各种不同的医学指征。另一方面，任何上述融合

蛋白或表达载体可用于在体外和/或体内抑制肿瘤细胞的增殖，在需要的受试者中抑制肿

瘤生长，或在需要的受试者中治疗癌症。所述受试者可以是例如动物例如哺乳动物，例如人

类如人类幼儿。例如，当施用给患有癌症的人类受试者时，所述融合蛋白或表达载体在所述

受试者中抑制或减少肿瘤生长或减轻肿瘤负荷。

[0025] 在某些实施方式中，所述癌症可以选自黑素瘤、皮肤的鳞状细胞癌、基底细胞癌、

头颈癌、乳腺癌、肛门癌、宫颈癌、非小细胞肺癌、间皮瘤、小细胞肺癌、肾细胞癌、前列腺癌、

胃食管癌、结肠直肠癌、睾丸癌、膀胱癌、卵巢癌、肝癌、肝细胞癌、胆管癌、脑和中枢神经系
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统癌症、甲状腺癌、甲状旁腺癌(例如甲状旁腺上皮癌)、子宫内膜癌、神经内分泌癌、淋巴瘤

(例如霍奇金和非霍奇金)、白血病、梅克尔细胞癌、胃肠道间质肿瘤、多发性骨髓瘤、子宫

癌、肉瘤、肾癌、眼癌、胰腺癌和生殖细胞癌(例如卵巢生殖细胞癌)。在某些实施方式中，所

述癌症可以选自白血病、乳腺癌、肺癌、胰腺癌、子宫内膜癌、卵巢癌、前列腺癌、宫颈癌、脑

癌、皮肤癌、结肠直肠癌、胃癌、头颈癌和白血病。

[0026] 在某些实施方式中，所述融合蛋白或表达载体与选自手术、放射线、化疗、免疫疗

法、激素疗法和病毒疗法的一种或多种疗法相组合施用。在某些实施方式中，所述融合蛋白

或表达载体与淋巴细胞例如T‑细胞如CAR  T‑细胞相组合施用。

[0027] 任何上述融合蛋白或表达载体也可用于在需要的受试者中治疗炎性病症或感染。

[0028] 本发明的这些和其他方面和优点通过下面的附图、详细描述和权利要求书进行说

明。

附图说明

[0029] 参考下述附图，本发明可以被更充分地理解。

[0030] 图1A描绘了细胞表面上的二聚体细胞因子受体(左)、抗体(中)和最优地结合靶细

胞因子的受体‑Fc融合体(右)的示意图。图1B描绘了受体‑Fc融合体例如细胞因子捕获蛋

白，其被空间约束而不能最优地结合到靶细胞因子(左)或采取最优结合构型(右)。

[0031] 图2描绘了人类IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA1、IgA2、IgD、IgE和IgM  CH1结构域(上)

和CH2结构域(下)的氨基酸序列的序列比对。

[0032] 图3描绘了在按照指示用IL‑10和/或IL‑10RA融合蛋白IL‑10R‑IgG和IL‑10R‑Fc处

理报告细胞后磷酸化的Stat3的Western印迹。总Stat3被用作内参。与IL‑10R‑Fc相比，IL‑

10活性被IL‑10R‑IgG显著降低。

详细描述

[0034] 本发明提供了一种重组融合蛋白，其用于在受试者中治疗各种不同的医学病症，

例如用于抑制肿瘤细胞的增殖、抑制肿瘤生长、治疗癌症、治疗炎性病症或治疗感染。示例

性的融合蛋白包含：细胞因子、细胞因子受体或免疫调节蛋白的细胞外结构域、跨膜结构域

或细胞内结构域的第一部分；氨基酸连接物；以及下述至少一者：细胞因子、细胞因子受体

或免疫调节蛋白的细胞外结构域、跨膜结构域或细胞内结构域的第二部分；免疫球蛋白

(Ig)铰链区；或免疫球蛋白(Ig)Fc结构域。设想了所述第一和第二部分可以是相同蛋白的

部分或不同蛋白的部分，并且即使是相同蛋白，所述第一和第二部分也可以是所述相同蛋

白的不同部分。在某些实施方式中，所述连接物包含约5至约40个氨基酸残基。本发明的示

例性融合蛋白包括细胞因子捕获蛋白。

[0035] 细胞因子捕获蛋白例如IL‑10捕获蛋白是一种含有细胞因子受体例如IL‑10受体

(IL‑10R)例如IL‑10受体α亚基(IL‑10RA)的细胞外结构域的可溶性部分的分子，其被设计

用于结合或以其他方式螯合靶细胞因子。在细胞因子捕获蛋白中，可以将细胞因子受体的

细胞外结构域融合到免疫球蛋白(Ig)铰链区和免疫球蛋白(Ig)Fc结构域，这可以允许例如

提高稳定性、Fc效应功能和/或多聚体化例如二聚体化。由融合到Ig铰链区和Ig  Fc结构域

产生的二聚化对于作为二聚体受体复合物存在于细胞表面上的细胞因子受体例如TβRII来
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说是特别有利的。

[0036] 常规的细胞因子捕获蛋白例如IL‑10捕获蛋白包含两条多肽链，每条多肽链包含

融合到Ig铰链区和Ig  Fc结构域的细胞因子受体的细胞外结构域的可溶性部分。所述细胞

因子受体的细胞外结构域的可溶性部分通常被直接融合到Ig铰链区，没有任何居间序列。

所述两条多肽链通过每个所述Ig铰链区中的半胱氨酸残基之间的二硫键共价连接。每条多

肽链提供细胞因子受体例如IL‑10R例如IL‑10RA的细胞外结构域的可溶性部分，并且所述

两个细胞因子受体的细胞外结构域的可溶性部分一起定义了用于细胞因子的结合位点。图

1A中描绘了二聚体细胞因子受体、免疫球蛋白(抗体)分子和包含两个共价连接的融合蛋白

的二聚体蛋白的示意图，每个所述融合蛋白包含融合到Ig铰链区和Ig  Fc结构域的细胞因

子受体的细胞外结构域的可溶性部分。

[0037] 本发明部分是基于下述发现，即包含细胞因子受体的细胞外结构域的可溶性部分

与Ig铰链区和Ig  Fc结构域的融合蛋白的常规的细胞因子捕获蛋白例如IL‑10捕获蛋白，不

最优地结合它们的靶细胞因子。例如，常规的IL‑10捕获蛋白不在两个IL‑10配体结合结构

域之间提供足够的柔性以允许所述两个IL‑10配体结合结构域一起集合成定义IL‑10结合

位点的最优构型。

[0038] 因此，一方面，本发明提供了一种分离的融合蛋白，其以N‑端到C‑端的方向包含：

细胞因子受体的细胞外结构域的可溶性部分；氨基酸连接物；免疫球蛋白(Ig)铰链区；和免

疫球蛋白(Ig)Fc结构域；其中所述连接物包含约5至约40个氨基酸残基。所述连接物序列允

许例如所述细胞因子受体的细胞外结构域的结合结构域最优地结合到它的靶细胞因子。当

细胞因子结合蛋白是由上述两种融合蛋白组成的二聚体时，这一点尤为重要，这些融合蛋

白共同定义了结合位点以结合所述靶细胞因子。没有所述连接物时，所述两个结合结构域

可能在空间上受到约束而不能形成最优结合位点(图1B)。本发明的各种不同特点和方面将

在下文中更详细讨论。

[0039] I.融合蛋白

[0040] 示例性的融合蛋白可以包含：细胞因子、细胞因子受体或免疫调节蛋白的细胞外

结构域、跨膜结构域或细胞内结构域的第一部分；氨基酸连接物；以及下述至少一者：细胞

因子、细胞因子受体或免疫调节蛋白的细胞外结构域、跨膜结构域或细胞内结构域的第二

部分；免疫球蛋白(Ig)铰链区；和免疫球蛋白(Ig)Fc结构域。例如，所公开的融合蛋白可以

以N‑端到C‑端的方向包含：细胞因子受体的细胞外结构域的可溶性部分；氨基酸连接物；免

疫球蛋白(Ig)铰链区；和免疫球蛋白(Ig)Fc结构域；其中所述连接物包含约5至约40个氨基

酸残基。

[0041] 示例性的细胞因子包括IL‑1α、IL‑1β、IL‑18、IL‑2、IL‑4、IL‑7、IL‑9、IL‑13、IL‑
15、IL‑3、IL‑5、GM‑CSF、IL‑6、IL‑11、G‑CSF、IL‑12、LIF、OSM、IL‑10、IL‑20、IL‑14、IL‑16、

IL‑17、IFN‑α、IFN‑β、IFN‑ γ 、CD154、LT‑β、TNF‑α、TNF‑β、4‑1BBL  APRIL、CD70、CD153、

CD178、GITRL、LIGHT、OX40L、TALL‑1、TRAIL、TWEAK、TRANCE、TGF‑β1、TGF‑β2、TGF‑β3、Epo、
Tpo、Flt‑3L、SCF、M‑CSF和MSP。

[0042] 当在本文中使用时，“免疫调节”蛋白是指调节对象的免疫系统的功能的蛋白质。

免疫调节蛋白可以例如调节例如B‑细胞、T细胞的功能和/或抗体的生产。示例性的免疫调

节蛋白包括检查点抑制剂。示例性的免疫调节蛋白可以包括例如CTLA‑4、CD70、IL‑2、
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CD40L、OX40L、IL‑12、IL‑7、PD‑1或PD‑L1或调节其活性的任何蛋白质。其他示例性的免疫调

节蛋白可以包括抗PD‑1抗体或抗PD‑L1抗体。

[0043] 当在本文中使用时，“细胞因子受体的细胞外结构域的可溶性部分”是指细胞因子

受体的任何细胞外结构域或细胞因子受体的细胞外结构域的片段，其能够结合到靶细胞因

子。应该理解，细胞因子受体的细胞外结构域的可溶性部分也设想了所述细胞外结构域的

包含结合结构域的部分，所述结合结构域单独地或与第二个结合结构域(例如在二聚体融

合蛋白的情况下)相组合能够结合到靶细胞因子。

[0044] 示例性的细胞因子受体包括I型细胞因子受体(例如GM‑CSF受体、G‑CSF受体、I型

IL受体、Epo受体、LIF受体、CNTF受体或TPO受体)、II型细胞因子受体(例如IL‑10受体、IFN‑

α受体(例如IFNAR1或IFNAR2)、IFN‑β受体、IFN‑ γ 受体(例如IFNGR1或IFNGR2)、趋化因子受

体(例如CC趋化因子受体、CXC趋化因子受体、CX3C趋化因子受体或XC趋化因子受体)、肿瘤

坏死因子超家族受体(TNFR；例如TNFRSF5/CD40、TNFRSF8/CD30、TNFRSF7/CD27、TNFRSF1A/

TNFR1/CD120a或TNFRSF1B/TNFR2/CD120b)、TGFβ超家族受体(例如TGFβI型受体或TGFβII型
受体)或免疫球蛋白(Ig)超家族受体(例如白介素‑1受体、CSF‑1R、PDGFR(例如PDGFRA或

PDGFRB)或SCFR)。优选的细胞因子受体包括二聚体细胞因子受体例如TGFβ超家族受体例如

人类TGFβII型受体(TβRII)。在某些实施方式中，所述细胞因子受体的细胞外结构域的可溶

性部分是人类IL‑10R例如人类IL‑10RA的细胞外结构域的可溶性部分，例如包含SEQ  ID 

NO：12的氨基酸序列或与SEQ  ID  NO：12具有高于85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％

的序列同一性的氨基酸序列，和/或其包含结合到IL‑10的结合结构域的片段。

[0045] 所述细胞因子受体的细胞外结构域的可溶性部分保留了它结合其天然配体的能

力。在某些实施方式中，所述细胞外结构域的可溶性部分当与全长细胞因子受体相比时，保

留了至少50％、60％、70％、80％、90％或95％的对其天然配体的结合能力。

[0046] 在某些实施方式中，所述融合蛋白可以包含例如下述一者或多者：TβRII，TGF‑β，
CD80，CD19，CD20，IL‑1，IL‑2，IL‑3，IL‑4，IL‑5，IL‑6，IL‑7，IL‑8，IL‑9，IL‑12B/p40，IL‑

23A/p19，IL‑27A/p28，IL‑27B/EBI3，IL‑15，CD154，CD70，TNF‑α，CD86，CD137，CD137L，
BORIS/CTCFL，FGF，ICAM，IL‑24，GM‑CSF，MAGE，NY‑ESO‑1，血管抑素，内皮抑素，乙酰胆碱，干

扰素‑ γ ，DKK1/Wnt，p53，Ox40L，GM‑CSF，IL‑15受体融合蛋白，GITRL，CD40L，CD70，分泌的鞭

毛蛋白，IL‑12，胸苷激酶，抗PD‑1抗体重链或轻链，抗PD‑L1抗体重链或轻链和抗CTLA‑4抗

体重链或轻链，或其功能性片段。

[0047] 当在本文中使用时，术语“免疫球蛋白(Ig)铰链区”是指通常连接免疫球蛋白重链

恒定区的CH1和CH2结构域的氨基酸序列。Ig铰链区可能包括例如能够与另一个蛋白链中的

半胱氨酸残基形成二硫键的一个或多个半胱氨酸残基。当在本文中使用时，术语“免疫球蛋

白(Ig)Fc结构域”是指免疫球蛋白重链恒定区的能够结合到Fc受体的片段。Ig  Fc结构域可

能包括例如免疫球蛋白(Ig)CH2和CH3结构域。Ig  CH1、CH2和CH3结构域之间的边界在本领

域中是公知的，并且可以在例如PROSITE数据库(可以在万维网上prosite.expasy.org网站

处获得)中找到。为清楚起见，在图2中提供了人类IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA1、IgA2、IgD、

IgE和IgM  CH1和CH2结构域的氨基酸序列的比对。

[0048] 在某些实施方式中，所述Ig铰链区选自IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA1、IgA2、IgD、

IgE和IgM铰链区，并且所述Ig  Fc结构域选自IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA1、IgA2、IgD、IgE和
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IgM  Fc结构域。在某些实施方式中，所述Ig铰链区和Fc结构域一起包含选自SEQ  ID  NO：13、

SEQ  ID  NO：14、SEQ  ID  NO：15、SEQ  ID  NO：16、SEQ  ID  NO：17、SEQ  ID  NO：18、SEQ  ID  NO：

19、SEQ  ID  NO：20和SEQ  ID  NO：21的氨基酸序列。在某些实施方式中，所述Ig铰链区和Fc结

构域一起包含与选自SEQ  ID  NO：13、SEQ  ID  NO：14、SEQ  ID  NO：15、SEQ  ID  NO：16、SEQ  ID 

NO：17、SEQ  ID  NO：18、SEQ  ID  NO：19、SEQ  ID  NO：20和SEQ  ID  NO：21的序列具有大于85％、

90％、95％、96％、97％、98％或99％同一性的氨基酸序列。

[0049] 所述氨基酸连接物可以允许融合蛋白的配体结合部分(例如细胞因子受体)最优

地结合到配体(例如细胞因子)，提供融合蛋白的两种或更多种组分(例如二聚体细胞因子

的两个亚基)的时空共定位，优化从表达载体(例如病毒载体)的表达，降低免疫原性，或提

供切割位点以允许释放出所述融合蛋白的组分。

[0050] 所述氨基酸连接物可以包含例如约5至约15个、约5至约20个、约5至约25个、约5至

约30个、约5至约35个、约5至约40个、约10至约15个、约10至约20个、约10至约25个、约10至

约30个、约10至约35个、约10至约40个、约15至约20个、约15至约25个、约15至约30个、约15

至约35个或约15至约40个氨基酸残基。所述连接物中的氨基酸可以是天然存在的氨基酸或

修饰的氨基酸。

[0051] 在某些实施方式中，所述氨基酸连接物序列源自于内源人类蛋白例如IgG1、IgG2、

IgG3、IgG4、IgA1、IgA2、IgD、IgE、IgM、白蛋白或酪蛋白。在某些实施方式中，所述氨基酸连

接物包含免疫球蛋白(Ig)CH1结构域例如IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA1、IgA2、IgD、IgE或IgM 

CH1结构域的C‑端部分，例如约5至约40个氨基酸。在某些实施方式中，所述氨基酸连接物包

含选自SEQ  ID  NO：1、SEQ  ID  NO：2、SEQ  ID  NO：3、SEQ  ID  NO：4、SEQ  ID  NO：5、SEQ  ID  NO：

6、SEQ  ID  NO：7、SEQ  ID  NO：8、SEQ  ID  NO：9.SEQ  ID  NO：10、SEQ  ID  NO：11、SEQ  ID  NO：53、

SEQ  ID  NO：54、SEQ  ID  NO：57、SEQ  ID  NO：59、SEQ  ID  NO：60、SEQ  ID  NO：61、SEQ  ID  NO：

62、SEQ  ID  NO：63和SEQ  ID  NO：64的氨基酸序列。在某些实施方式中，所述氨基酸连接物包

含与选自SEQ  ID  NO：1、SEQ  ID  NO：2、SEQ  ID  NO：3、SEQ  ID  NO：4、SEQ  ID  NO：5、SEQ  ID 

NO：6、SEQ  ID  NO：7、SEQ  ID  NO：8、SEQ  ID  NO：9.SEQ  ID  NO：10、SEQ  ID  NO：11、SEQ  ID  NO：

53、SEQ  ID  NO：54、SEQ  ID  NO：57、SEQ  ID  NO：59、SEQ  ID  NO：60、SEQ  ID  NO：61、SEQ  ID 

NO：62、SEQ  ID  NO：63和SEQ  ID  NO：64的氨基酸序列具有高于85％、90％、95％、96％、97％、

98％或99％的序列同一性的序列。

[0052] 蛋白质或多肽如果包含与参比蛋白质或多肽的野生型氨基酸序列的全部或相应

部分基本上相似的氨基酸序列，则“源自于”所述参比蛋白质或多肽。在某些实施方式中，源

自于野生型蛋白质或多肽的蛋白质或多肽相对于所述野生型蛋白质或多肽可能具有一个

或多个氨基酸替换。例如，设想了源自于野生型蛋白质或多肽的蛋白质或多肽可能与所述

野生型蛋白质或多肽具有高于70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％

的序列同一性。此外，设想了源自于野生型蛋白质或多肽的蛋白质或多肽相对于所述野生

型蛋白质或多肽可能含有一个或多个保守替换。当在本文中使用时，术语“保守替换”是指

结构相似的氨基酸的替换。例如，保守替换可以包括在下述组内的替换：Ser和Cys；Leu、Ile

和Val；Glu和Asp；Lys和Arg；Phe、Tyr和Trp；和Gln、Asn、Glu、Asp和His。保守替换也可以通

过BLAST(基本局部比对搜索工具(Basic  Local  Alignment  Search  Tool))算法、BLOSUM替

换矩阵(例如BLOSUM  62矩阵)或PAM替换:p矩阵(例如PAM  250矩阵)来确定。
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[0053] 在某些实施方式中，所述氨基酸连接物序列源自于细胞因子、信号分子、免疫调节

蛋白或肽或生物活性肽。

[0054] 进一步考虑的连接物序列包括富含甘氨酸和丝氨酸的连接物例如(G4S)3(SEQ  ID 

NO：49)。其他示例性的连接物序列描述在例如George等，(2003)PROTEIN  ENGINEERING  15:

871–879和美国专利5,482,858和5,525,491中。

[0055] 在某些实施方式中，所述氨基酸连接物可以包含切割位点例如蛋白水解或非蛋白

水解切割位点。在某些实施方式中，所述蛋白水解切割位点被存在于特定组织、细胞器或细

胞内区室中的蛋白酶切割。在某些实施方式中，所述连接物包含蛋白水解切割位点和两个

半胱氨酸残基，其在蛋白水解切割后产生二硫键连接。在某些实施方式中，所述蛋白水解切

割位点被选自基质金属蛋白酶(MMP)、弗林蛋白酶、PC1、PC2、PC3、组织蛋白酶B、蛋白酶3和

半胱天冬酶3的蛋白酶切割。在某些实施方式中，所述切割位点是被存在于真核细胞的内质

网或高尔基体中的蛋白酶切割的蛋白水解切割位点。在某些实施方式中，所述蛋白水解切

割位点是弗林蛋白酶切割位点。弗林蛋白酶是一种广泛表达并集中在高尔基体的蛋白酶，

它识别共有序列RX1X2R(SEQ  ID  NO：50)，其中X1是任何氨基酸并且X2是Lys或Arg，并在最后

一个Arg之后切割。弗林蛋白酶在切割通过高尔基体运输的蛋白质的前肽中发挥生物学作

用。因此，在某些实施方式中，所述蛋白水解切割位点是包含序列RX1X2R(SEQ  ID  NO：50)的

弗林蛋白酶切割位点，其中X1是任何氨基酸并且X2是Lys或Arg，例如包含序列RAKR(SEQ  ID 

NO：51)的弗林蛋白酶切割位点。

[0056] 在某些实施方式中，所述Ig  Fc、Ig铰链区和Ig  CH1结构域源自于单一免疫球蛋

白。

[0057] 在某些实施方式中，所述融合蛋白包含选自SEQ  ID  NO：22、SEQ  ID  NO：23、SEQ  ID 

NO：24、SEQ  ID  NO：25、SEQ  ID  NO：26、SEQ  ID  NO：27、SEQ  ID  NO：28、SEQ  ID  NO：29、SEQ  ID 

NO：30、SEQ  ID  NO：31、SEQ  ID  NO：32、SEQ  ID  NO：33、SEQ  ID  NO：55、SEQ  ID  NO：56和SEQ 

ID  NO：58的氨基酸序列。在某些实施方式中，所公开的融合蛋白包含与选自SEQ  ID  NO：22、

SEQ  ID  NO：23、SEQ  ID  NO：24、SEQ  ID  NO：25、SEQ  ID  NO：26、SEQ  ID  NO：27、SEQ  ID  NO：

28、SEQ  ID  NO：29、SEQ  ID  NO：30、SEQ  ID  NO：31、SEQ  ID  NO：32、SEQ  ID  NO：33、SEQ  ID 

NO：55、SEQ  ID  NO：56和SEQ  ID  NO：58的序列具有高于85％、90％、95％、96％、97％、98％或

99％的序列同一性的氨基酸序列。

[0058] 序列同一性可以以本领域技术范围之内的各种不同方式来确定，例如使用可公开

获得的计算机软件如BLAST、BLAST‑2、ALIGN或Megalign(DNASTAR)软件。使用被程序

blastp、blastn、blastx、tblastn和tblastx利用的算法的BLAST(基本局部比对搜索工具

( B a s i c  L o c a l  A l i g n m e n t  S e a r c h  T o o l ) ) 分 析 ( K a r l i n等 ，( 1 9 9 0 )

PROC .NATL .ACAD.SCI .USA  87:2264‑2268；Altschul ,(1993)J .MOL .EVOL .36 ,290‑300；

Altschul等，(1997)NUCLEIC  ACIDS  RES.25:3389‑3402，通过参考并入)，被定制用于序列

相似性搜索。对于搜索序列数据库中的基本问题的讨论，参见Altschul等，(1994)NATURE 

GENETICS  6:119‑129，其全部通过参考并入。本领域技术人员可以为测量比对，包括为了在

待比较的序列的全长上获得最大对齐所需的任何算法，确定适合的参数。用于直方图、描

述、比对、期望值(即用于针对数据库序列报告匹配的统计学显著性阈值)、截止值、矩阵和

筛选器的搜索参数在缺省设置处。blastp、blastx、tblastn和tblastx使用的缺省评分矩阵
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是BLOSUM62矩阵(Henikoff等，(1992)PROC.NATL.ACAD.SCI.USA  89:10915‑10919，全部通

过参考并入)。四个blastn参数可以如下调整：Q＝10(空隙生成罚分)；R＝10(空隙扩展罚

分)；wink＝1(在沿着查询的每个wink.sup.th位置处产生词命中率)；和gapw＝16(设置在

其中产生带有空隙的比对的窗口宽度)。等效的Blastp参数设置可以是Q＝9；R＝2；wink＝

1；和gapw＝32。搜索也可以使用NCBI (National  Center  for  Biotechnology 

Information)BLAST高级选项参数来进行(例如：‑G，开启空隙的成本[Integer]:default＝

5(对于核苷酸来说)/11(对于蛋白质来说)；‑E，扩展空隙的成本[Integer]:default＝2(对

于核苷酸来说)/1(对于蛋白质来说)；‑q，核苷酸错配的罚分[Integer]:default＝‑3；‑r，

核苷酸匹配的奖励[Integer]:default＝1；‑e，期望值[Real]:default＝10；‑W，词长

[Integer]:default＝11(对于核苷酸来说)/28(对于megablast来说)/3(对于蛋白质来

说)；‑y，以比特为单位的blast延长的衰减(X)：default＝20(对于blastn来说)/7(对于其

他来说)；‑X，带有空隙的比对(以比特为单位)的X衰减值：default＝15(对于所有程序来

说)，不适用于blastn；和–Z，带有空隙的比对(以比特为单位)的最终X衰减值：50(对于

blastn来说)，25(对于其他来说))。也可以使用用于成对蛋白质比对的ClustalW(缺省参数

可以包括例如Blosum62矩阵和空隙开启罚分＝10和空隙扩展罚分＝0.1)。可以在GCG软件

包10.0版中获得的序列之间的Bestfit比较使用DNA参数GAP＝50(空隙生成罚分)和LEN＝3

(空隙扩展罚分)，并且在蛋白质比较中的等效设置是GAP＝8和LEN＝2。

[0059] 一方面，本发明提供了一种包含两个融合蛋白的细胞因子结合蛋白，其中每个融

合蛋白以N‑端到C‑端的方向包含：细胞因子受体的细胞外结构域的可溶性部分；氨基酸连

接物；免疫球蛋白(Ig)铰链区；和免疫球蛋白(Ig)Fc结构域；其中所述连接物包含约5至约

40个氨基酸残基，其中所述两个融合蛋白共价连接在一起，并且其中所述两个细胞外结构

域一起定义用于细胞因子的结合位点。

[0060] 所述细胞因子结合蛋白可以包含共价连接在一起的两个上述融合蛋白，其中每个

融合蛋白包含细胞因子受体的细胞外结构域，并且其中所述两个细胞外结构域一起定义用

于细胞因子的结合位点。所述融合蛋白可以例如通过每个融合蛋白的Ig铰链区中的半胱氨

酸残基之间的二硫键共价连接。在某些实施方式中，所述单体或多聚体(例如二聚体)融合

蛋白与天然的全长细胞因子受体相比，保留了至少50％、60％、70％、80％、90％或95％的靶

配体结合能力。

[0061] 在某些实施方式中，本发明的细胞因子结合蛋白以200nM、100nM、20nM、15nM、

10nM、9nM、8nM、7nM、6nM、5nM、4nM、3nM、2nM、1nM、50pM、25pM或更低的KD结合细胞因子。在某

些实施方式中，本发明的细胞因子结合蛋白以200nM至100nM、200nM至20nM、200nM至10nM、

200nM至5nM、200nM至1nM、200nM至50pM、200nM至25pM、100nM至20nM、100nM至10nM、100nM至

5nM、100nM至1nM、100nM至50pM、100nM至25pM、20nM至10nM、20nM至5nM、20nM至1nM、20nM至

50pM、20nM至25pM、10nM至5nM、10nM至1nM、10nM至50pM、10nM至25pM、5nM至1nM、5nM至50pM、

5nM至25pM、1nM至50pM、1nM至25pM或50pM至25pM的KD结合细胞因子。在某些实施方式中，本

发明的细胞因子结合蛋白以200nM、100nM、20nM、15nM、10nM、9nM、8nM、7nM、6nM、5nM、4nM、

3nM、2nM、1nM、50pM、25pM或更低的KD结合IL‑10。在某些实施方式中，本发明的细胞因子结

合蛋白以200nM至100nM、200nM至20nM、200nM至10nM、200nM至5nM、200nM至1nM、200nM至

50pM、200nM至25pM、100nM至20nM、100nM至10nM、100nM至5nM、100nM至1nM、100nM至50pM、
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100nM至25pM、20nM至10nM、20nM至5nM、20nM至1nM、20nM至50pM、20nM至25pM、10nM至5nM、

10nM至1nM、10nM至50pM、10nM至25pM、5nM至1nM、5nM至50pM、5nM至25pM、1nM至50pM、1nM至

25pM或50pM至25pM的KD结合IL‑10。KD值可以通过本领域中公知的方法包括表面等离子体共

振或生物层干涉测量方法来确定。

[0062] 本发明的示例性融合蛋白包括包含选自SEQ  ID  NO：22、SEQ  ID  NO：23、SEQ  ID 

NO：24、SEQ  ID  NO：25、SEQ  ID  NO：26、SEQ  ID  NO：27、SEQ  ID  NO：28、SEQ  ID  NO：29、SEQ  ID 

NO：30、SEQ  ID  NO：31、SEQ  ID  NO：32、SEQ  ID  NO：33、SEQ  ID  NO：55、SEQ  ID  NO：56和SEQ 

ID  NO：58的氨基酸序列的蛋白。为清楚起见，这些蛋白质的各个元件的序列和所述各个元

件包括细胞因子受体的细胞外结构域的可溶性部分、氨基酸连接物、Ig铰链区和Ig  Fc结构

域的序列所源自的蛋白质，阐述在表1中。

[0063] 表1
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[0064]
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[0065]

[0066] 表2

[0067] 蛋白质序列 核酸序列

SEQ  ID  NO：22 SEQ  ID  NO：37

SEQ  ID  NO：23 SEQ  ID  NO：38

SEQ  ID  NO：24 SEQ  ID  NO：39

SEQ  ID  NO：25 SEQ  ID  NO：40

SEQ  ID  NO：26 SEQ  ID  NO：41

SEQ  ID  NO：27 SEQ  ID  NO：42

SEQ  ID  NO：28 SEQ  ID  NO：43

SEQ  ID  NO：29 SEQ  ID  NO：44

SEQ  ID  NO：30 SEQ  ID  NO：45

SEQ  ID  NO：31 SEQ  ID  NO：46

SEQ  ID  NO：32 SEQ  ID  NO：47

[0068] II.融合蛋白生产

[0069] 用于生产本发明的融合蛋白的方法在本领域中是已知的。例如，编码所公开的融

合蛋白的DNA分子可以使用本文中提供的序列信息化学合成。合成的DNA分子可以被连接到

其他适合的核苷酸序列，包括例如表达控制序列，以产生编码所需融合蛋白的常规基因表

达构建体。生产定义的基因构建体在本领域的常规技术范围之内。编码SEQ  ID  NO：22‑32的

融合蛋白的示例性核酸序列SEQ  ID  NO：37‑47，可以在表2中找到。

[0070] 编码所需融合蛋白的核酸可以被并入(连接)到表达载体中，其可以通过常规的转

染或转化技术引入到宿主细胞中。示例性的宿主细胞是大肠杆菌细胞、中华仓鼠卵(CHO)细

胞、HeLa细胞、幼仓鼠肾(BHK)细胞、猴肾细胞(COS)、人类肝细胞癌细胞(例如Hep  G2)和骨

髓瘤细胞。转化的宿主细胞可以在允许所述宿主细胞表达编码所需融合蛋白的基因的条件

下生长。

[0071] 具体的表达和纯化条件将随着所使用的表达系统而变。例如，如果基因将在大肠

杆菌中表达，首先通过将所述工程化的基因放置在适合的细菌启动子例如Trp或Tac和原核

信号序列的下游，将它克隆在表达载体中。所述表达的分泌蛋白积累在折射或包含体中，并

且可以在通过弗氏压碎器或超声处理破碎细胞后收获。然后通过本领域中已知的方法将所

述折射体溶解，并将蛋白质重新折叠并切开。

[0072] 如果所述工程化基因将在真核宿主细胞例如CHO细胞中表达，首先将它插入到含
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有适合的真核启动子、分泌信号、多聚A序列和终止密码子的表达载体中，并且任选地可以

含有增强子和各种不同的内含子。所述基因构建体可以使用常规技术引入到真核宿主细胞

中。

[0073] 包含所公开的融合蛋白的多肽可以通过将用编码这些蛋白的表达载体转染的宿

主细胞在允许所述多肽表达的条件下生长(培养)来生产。在表达后，所述多肽可以使用本

领域中已知的技术收获并纯化或分离，例如亲和标签如蛋白A、蛋白G、谷胱甘肽‑S‑转移酶

(GST)和组氨酸标签。

[0074] III.表达载体

[0075] 通过将编码感兴趣的融合蛋白的基因并入到适合的表达载体中，可以将所述感兴

趣的融合蛋白在感兴趣的细胞中表达。当在本文中使用时，“表达载体”是指包含重组多核

苷酸的载体，所述多核苷酸包含可操作连接到待表达的核苷酸序列的表达控制序列。表达

载体包含用于表达的足够的顺式作用元件，用于表达的其他元件可以由宿主细胞提供或在

体外表达系统中。表达载体包括本领域中已知的所有表达载体，例如并入有感兴趣的重组

多核苷酸的粘粒、质粒(例如裸露的或包含在脂质体中)、反转录转座子(例如piggyBac、“睡

美人”)和病毒(例如慢病毒、反转录病毒、腺病毒和腺相关病毒)。

[0076] 在某些实施方式中，所公开的表达载体是病毒载体。术语“病毒载体”和“病毒”在

本文中可互换使用，是指没有蛋白质合成或能量产生机制的任何专性细胞内寄生物。病毒

基因组可以是RNA或DNA。可用于本发明的实践的病毒包括重组修饰的有包膜或无包膜DNA

和RNA病毒，优选地选自杆状病毒科、细小病毒科、小核糖核酸病毒科、疱疹病毒科、痘病毒

科或腺病毒科。所述病毒可以通过重组DNA技术修饰以包含外源转入基因的表达，并且可以

被工程化改造成复制缺陷型、条件复制型或复制型。利用每个亲本载体性质的有利要素的

嵌合病毒载体(参见例如Feng等，(1997)NATURE  BIOTECHNOLOGY  15:866‑870)也可能在本

发明的实践中有用。尽管利用来自于待治疗物种的病毒通常是有利的，但在某些情况下使

用源自于具有有利的病原学特征的不同物种的载体可能是有利的。例如，用于人类基因疗

法的马疱疹病毒载体描述在PCT公开号WO  98/27216中。所述载体被描述为可用于治疗人

类，因为所述马病毒对于人类不致病。同样地，绵羊腺病毒载体可用于人类基因疗法，因为

它们据宣称避免了针对人类腺病毒载体的抗体。这些载体描述在PCT公开号WO  97/06826

中。

[0077] 在某些实施方式中，所述病毒载体是腺病毒。腺病毒是中等大小(90‑100nm)、无包

膜(裸露)、二十面体病毒，由核衣壳和双链线性DNA基因组构成。腺病毒在哺乳动物细胞的

核中利用宿主的复制机制来复制。术语“腺病毒”是指腺病毒属中的任何病毒，包括但不限

于人类、牛、绵羊、马、狗、猪、鼠和猿猴腺病毒亚属。具体来说，人类腺病毒包括A‑F亚属及其

个体血清型，所述个体血清型和A‑F亚属包括但不限于人类腺病毒1、2、3、4、4a、5、6、7、8、9、

10、11(Ad11a和Ad11p)、12、13、14、15、16、17、18、19、19a、20、21、22、23、24、25、26、27、28、

29、30、31、32、33、34、34a、35、35p、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48和91型。优

选的是源自于人类腺病毒2和5型的载体。除非另有陈述，否则所有腺病毒5型的核苷酸编号

是相对于在本文中在SEQ  ID  NO：52中描绘的NCBI参比序列AC_000008.1。

[0078] 腺病毒复制周期具有两个阶段：早期阶段，在此期间4个转录单位(E1、E2、E3和E4)

表达；以及晚期阶段，其在病毒DNA合成开始之后发生，并且在此期间晚期转录本主要从主
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要晚期启动子(MLP)表达。所述晚期信息编码大多数病毒的结构蛋白。E1、E2和E4的基因产

物负责转录激活、细胞转化、病毒DNA复制以及其他病毒功能，并且是病毒生长必需的。

[0079] 术语“可操作连接”是指多核苷酸元件以有功能的关系连接。当核酸序列处于与另

一个核酸序列功能上相关时，它是“可操作连接”的。例如，如果启动子或增强子影响基因的

转录，则它被可操作连接到所述基因。可操作连接的核苷酸序列通常是毗连的。然而，由于

增强子通常在与启动子相隔几千碱基时起作用并且内含子序列可能具有可变的长度，因此

某些多核苷酸元件可能是可操作连接的但不直接位于侧翼，并且甚至可能从不同的等位基

因或染色体反式起作用。

[0080] IV.融合蛋白修饰

[0081] 当用作治疗剂时，融合蛋白可以被优化(例如亲和力成熟)以改善生物化学特性包

括亲和性和/或特异性，改善生物物理性质包括聚集、稳定性、沉淀和/或非特异性相互作

用，和/或降低免疫原性。亲和力成熟程序在本领域的常规技术范围之内。例如，可以通过

DNA改组、链改组、CDR改组、随机突变和/或定点突变，将多样性引入到所公开的融合蛋白

中。

[0082] 通常，优化的融合蛋白具有与它所源自的未优化的(或亲本)融合蛋白至少相同或

基本上相同(例如至少85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％)的对配体的亲和性。优选

地，优化的融合蛋白与亲本融合蛋白相比时具有更高的对配体的亲和性。

[0083] 融合蛋白(例如亲本和优化的变体)可以被工程化改造以含有某些具有特定效应

功能(例如抗体依赖性细胞毒性(ADCC))的恒定(即Fc)区。人类恒定区在本领域中是已知

的。

[0084] 此外，如果所述融合蛋白被用作治疗剂，可以使用标准的体外偶联化学方法将它

缀合到效应剂例如小分子毒素或放射性核素。如果所述效应剂是多肽，则所述抗体可以被

化学缀合到所述效应物或作为融合蛋白联结到所述效应物。融合蛋白的构建在本领域的常

规技术范围之内。

[0085] V.治疗方法

[0086] 上述融合蛋白或表达载体可用于治疗各种不同的医学指征。在某些实施方式中，

上述融合蛋白或表达载体可用于治疗由细胞因子例如IL‑10介导的医学指征。例如，所述融

合蛋白和表达载体可用于治疗各种不同的癌症或炎性疾病。

[0087] 当在本文中使用时，“治疗”意味着在对象中，例如在哺乳动物中，例如在人类中治

疗疾病。这包括：(a)抑制所述疾病，即制止它的发展；和(b)减轻所述疾病，即引起所述疾病

状态的减退。当在本文中使用时，术语“受试者”和“患者”是指将被通过本文描述的方法和

组合物治疗的生物体。这些生物体优选地包括但不限于哺乳动物(例如鼠类、猿猴、马科动

物、牛科动物、猪科动物、犬科动物、猫科动物等)，更优选地包括人类。

[0088] 在某些实施方式中，本文中公开的融合蛋白和表达载体可用于治疗各种不同的癌

症。将癌细胞暴露于治疗有效量的所述融合蛋白或表达载体，以便抑制或减少所述癌细胞

的增殖。在某些实施方式中，向癌细胞施用治疗有效量的融合蛋白或表达载体，将所述细胞

中的IL‑10活性降低至少30％、至少40％、至少50％、至少60％、至少70％、至少80％、至少

90％或至少95％。IL‑10活性可以通过实施例2中所描述的Western印迹来测定。在某些实施

方式中，所公开的融合蛋白或表达载体可用于在受试者(例如人类患者，也被称为人类受试
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者)中抑制肿瘤生长，这可以通过向所述受试者施用有效量的所述融合蛋白或表达载体来

实现。在某些实施方式中，向受试者施用有效量的融合蛋白或表达载体将该对象中的肿瘤

负荷降低至少30％、至少40％、至少50％、至少60％、至少70％、至少80％或至少90％。

[0089] 癌症的实例包括实体肿瘤、软组织肿瘤、造血系肿瘤和转移病变。造血系肿瘤的实

例包括白血病、急性白血病、急性成淋巴细胞白血病(ALL)、B‑细胞、T‑细胞或FAB  ALL、急性

髓性白血病(AML)、慢性髓细胞性白血病(CML)、慢性淋巴细胞性白血病(CLL)例如转化的

CLL、弥漫性大B‑细胞淋巴瘤(DLBCL)、滤泡性淋巴瘤、毛细胞白血病、骨髓增生异常综合征

(MDS)、淋巴瘤、霍奇金病、恶性淋巴瘤、非霍奇金淋巴瘤、伯基特淋巴瘤、多发性骨髓瘤或莱

特尔综合征(莱特尔转化)。实体肿瘤的实例包括各种不同器官系统的恶性肿瘤例如肉瘤、

腺癌和上皮癌，例如影响头颈部(包括咽)、甲状腺、肺(小细胞或非小细胞肺癌(NSCLC))、乳

腺、淋巴、胃肠(例如口腔、食道、胃、肝、胰腺、小肠、结肠和直肠、肛管)、生殖器和泌尿生殖

道(例如肾、尿道上皮、膀胱、卵巢、子宫、宫颈、子宫内膜、前列腺、睾丸)、CNS(例如神经或神

经胶质细胞例如成神经细胞瘤或神经胶质瘤)或皮肤(例如黑素瘤)的恶性肿瘤。

[0090] 在某些实施方式中，所述癌症选自黑素瘤、皮肤的鳞状细胞癌、基底细胞癌、头颈

癌、乳腺癌、肛门癌、宫颈癌、非小细胞肺癌、间皮瘤、小细胞肺癌、肾细胞癌、前列腺癌、胃食

管癌、结肠直肠癌、睾丸癌、膀胱癌、卵巢癌、肝癌、肝细胞癌、胆管癌、脑和中枢神经系统癌

症、甲状腺癌、甲状旁腺癌(例如甲状旁腺上皮癌)、子宫内膜癌、神经内分泌癌、淋巴瘤(例

如霍奇金和非霍奇金)、白血病、梅克尔细胞癌、胃肠道间质肿瘤、多发性骨髓瘤、子宫癌、肉

瘤、肾癌、眼癌、胰腺癌和生殖细胞癌(例如卵巢生殖细胞癌)。在某些实施方式中，所述癌症

可以选自白血病、乳腺癌、肺癌、胰腺癌、子宫内膜癌、卵巢癌、前列腺癌、宫颈癌、脑癌、皮肤

癌、结肠直肠癌、胃癌、头颈癌和白血病。在某些实施方式中，所述癌症选自白血病、乳腺癌、

宫颈癌、结肠直肠癌、肺癌、胰腺癌、前列腺癌、胃癌、头颈癌、子宫内膜癌和卵巢癌。

[0091] 在某些实施方式中，本公开的融合蛋白或表达载体在需要的受试者(例如具有炎

性病症的受试者)中施用以降低一种或多种细胞因子的水平。在某些实施方式中，所公开的

融合蛋白或表达载体可用于在受试者(例如人类受试者)中治疗炎性病症，这可以通过向所

述受试者施用有效量的所述融合蛋白或表达载体来实现。

[0092] 当在本文中使用时，炎性病症是完全或部分地以患者中的炎症或炎性反应为特征

的疾病或病症。可以使用本发明的融合蛋白或表达载体治疗的炎性病症可以例如根据受影

响的原发组织、所述病症隐含的作用机制或免疫系统的调控错误或过度活跃的部分来表

征。在某些实施方式中，可以治疗的炎性病症的实例包括肺的炎症(例如哮喘、成人呼吸窘

迫综合征、支气管炎、肺部炎症、肺纤维化和囊性纤维化)、关节的炎症(例如类风湿性关节

炎、类风湿性脊椎炎、青少年类风湿性关节炎、骨关节炎、痛风性关节炎和其他关节炎病

症)、结缔组织的炎症、眼的炎症(例如葡萄膜炎(包括虹膜炎)、结膜炎、巩膜炎和干燥性角

膜结膜炎)、鼻的炎症、肠的炎症(例如克罗恩病、溃疡性结肠炎、炎性肠病、炎性肠综合征和

远端直肠炎)、肾的炎症(例如肾小球肾炎、间质性肾炎、狼疮性肾炎、韦格纳氏病继发的肾

炎、急性肾炎继发的急性肾衰竭、肺出血肾炎综合征、阻塞后综合征和肾小管缺血)、肝的炎

症(例如肝炎(由病毒感染、自体免疫反应、药物治疗、毒素、环境因子引起或作为原发性障

碍的继发结果)、肥胖症、胆道闭锁、原发性胆汁性肝硬化和原发性硬化性胆管炎)、皮肤的

炎症(例如银屑病、湿疹和皮炎例如湿疹性皮炎、特应性和脂溢性皮炎、过敏性或刺激性接
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触性皮炎、干裂性湿疹、光过敏性皮炎、光毒性皮炎、植物日光性皮炎、放射性皮炎、和瘀滞

性皮炎)、中枢神经系统的炎症(例如多发性硬化症和神经变性疾病例如阿兹海默氏病、帕

金森氏症或与HIV感染相关的痴呆症)、血管系统的炎症(例如冠状动脉梗塞损伤、外周血管

疾病、心肌炎、脉管炎、狭窄血管再生、动脉粥样硬化和与II型糖尿病相关的血管疾病)、内

分泌系统的炎症(例如自体免疫性甲状腺炎(桥本病)、I型糖尿病、与II型糖尿病相关的肝

脏和脂肪组织中的炎症和肾上腺皮质的急性和慢性炎症)、心脏的炎症或脂肪组织的炎症。

本公开设想了某些炎性病症涉及多种组织中的炎症。此外，本公开设想了某些炎性病症可

能落于多个类别中。在某些实施方式中，所述炎性病症是自体免疫疾病。示例性的自体免疫

疾病包括但不限于类风湿性关节炎、银屑病(包括斑块型银屑病)、银屑病性关节炎、强直性

脊柱炎、溃疡性结肠炎、多发性硬化症、狼疮、秃头症、自体免疫性胰腺炎、乳糜泻、白塞病、

库欣综合征和格雷夫病。在某些实施方式中，所述炎性病症是类风湿性障碍。示例性的类风

湿性障碍包括但不限于类风湿性关节炎、青少年关节炎、粘液囊炎、脊椎炎、痛风、硬皮病、

斯提耳氏病和脉管炎。应该指出，病症的某些类别交叠。例如，类风湿性关节炎是炎性类风

湿性障碍、炎性关节障碍和自体免疫障碍。

[0093] 当在本文中使用时，术语“有效量”是指足以实现有益或所需结果的活性组分的量

(例如本发明的融合蛋白或表达载体的量)。有效量可以在一次或多次施用、应用或剂量中

施用，并且不打算限于特定配方或施用途径。

[0094] 在某些实施方式中，融合蛋白的治疗有效量在0.1mg/kg至100mg/kg的范围内，例

如1mg/kg至100mg/kg、1mg/kg至10mg/kg、1mg/kg至5mg/kg、10mg/kg、7.5mg/kg、5mg/kg或

2.5mg/kg。在某些实施方式中，表达载体例如重组病毒的治疗有效量在102至1015噬斑形成

单位(pfu)的范围内，例如102至1010、102至105、105至1015、105至1010或1010至1015噬斑形成单

位。施用的量取决于多种变量，例如待治疗的疾病或指征的类型和程度、患者的总体健康、

所述融合蛋白或表达载体的体内效能、药物配方和施用途径。初始剂量可以提高到超过上

限水平，以便快速获得所需的血液水平或组织水平。或者，初始剂量可以低于最适值，并且

可以在治疗过程中逐步提高每日剂量。人类剂量可以例如在被设计从0 .5mg/kg运行到

20mg/kg的常规I期剂量递增研究中进行优化。给药频率可以随着多种因素而变，例如施用

途径、剂量、抗体的血清半衰期和待治疗的疾病。示例性的给药频率是每日一次、每周一次

和每两周一次。优选的施用途径是肠胃外，例如静脉内输注。基于融合蛋白或表达载体的药

物的配制在本领域的常规技术范围之内。在某些实施方式中，将融合蛋白或表达载体冷冻

干燥，然后在施用时在缓冲盐水中重构。

[0095] 对于治疗使用来说，优选地将融合蛋白或表达载体与可药用载体组合。当在本文

中使用时，“可药用载体”意味着适合与人类和动物的组织相接触使用而没有过量毒性、刺

激性、过敏反应或其他问题或并发症，与合理的利益/风险比相称的缓冲剂、载体和赋形剂。

所述载体在与配方的其他成分相容并且对接受者无害的意义上是“可接受的”。可药用载体

包括与药物施用相容的缓冲剂、溶剂、分散介质、包衣、等渗和吸收延迟剂等。这些介质和药

剂用于制药活性物质的用途，在本领域中是已知的。

[0096] 含有本文公开的融合蛋白或表达载体的药物组合物可以以剂量单元形式存在，并

且可以通过任何适合的方法制备。药物组合物应该被配制成与它计划的施用途径相容。施

用途径的实例是静脉内(IV)、真皮内、吸入、眼内、鼻内、透皮、表面、透粘膜和直肠施用。
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[0097] 融合蛋白的优选施用途径是IV输注。可以通过制药领域中已知的方法来制备本发

明的制剂。例如参见《Remington制药学》(Remington'sPharmaceutical  Sciences)，第18版

(Mack  Publishing  Company,1990)。适合于肠胃外施用的配方组分包括无菌稀释剂例如注

射用水、盐水溶液、不挥发油、聚乙二醇、甘油、丙二醇或其他合成溶剂，抗细菌剂例如苯甲

醇或对羟基苯甲酸甲酯，抗氧化剂例如抗坏血酸或亚硫酸氢钠，螯合剂例如EDTA，缓冲剂例

如乙酸盐、柠檬酸盐或磷酸盐，以及张度调节剂例如氯化钠或右旋糖。

[0098] 对于静脉内施用，适合的载体包括生理盐水、抑菌水、Cremophor  ELTM(BASF ,

Parsippany,NJ)或磷酸盐缓冲盐水(PBS)。所述载体应该在制造和储存的条件下稳定，并且

应该被防腐以对抗微生物。所述载体可以是溶剂或分散介质，其含有例如水、乙醇、多元醇

(例如甘油、丙二醇和液体聚乙二醇)及其适合的混合物。

[0099] 药物配方优选是无菌的。灭菌可以通过任何适合的方法来实现，例如通过无菌过

滤膜过滤。在所述组合物被冷冻干燥的情况下，过滤除菌可以在冷冻干燥和重构之前或之

后进行。在某些实施方式中，本发明的递送介质(例如重组病毒)和/或治疗剂与检查点抑制

剂例如抗CTLA‑4抗体、抗PD‑1抗体或抗PD‑L1抗体相组合施用。示例性的抗PD‑1抗体包括例

如纳武单抗( Bristol‑Myers  Squibb  Co .)、派姆单抗( Merck 

Sharp&Dohme  Corp.)、PDR001(Novartis  Pharmaceuticals)和匹迪珠单抗(CT‑011 ,Cure 

Tech)。示例性的抗PD‑L1抗体包括例如阿特珠单抗( Genentech)、德瓦鲁单抗

(AstraZeneca)、MEDI4736、阿维鲁单抗( EMD  Serono)和BMS  936559(Bristol 

Myers  Squibb  Co.)。

[0100] 当在本文中使用时，术语“相组合”施用被理解为意味着在受试者被所述障碍困扰

的过程中将两种(或更多种)不同治疗递送到所述受试者，使得在某个时间点所述治疗对所

述受试者的效果重叠。在某些实施方式中，一种治疗的递送在第二种治疗的递送开始时仍

在进行，使得在施用方面存在交叠。这在本文中有时被称为“同时”或“并行递送”。在其他实

施方式中，一种治疗的递送在另一种治疗的递送开始之前结束。在任一种情况的某些实施

方式中，治疗由于组合施用而更加有效。例如，所述第二种治疗更加有效，例如使用更少的

第二种治疗观察到等同的效果，或者与第二种治疗在不存在第一种治疗的情况下施用的情

形中看到的相比，所述第二种治疗以更大的程度减轻症状，或者在使用所述第一种治疗时

观察到类似的情况。在某些实施方式中，递送使得症状或与所述障碍相关的其他参数的降

低超过在递送一种治疗而不存在另一种治疗的情况下所观察到的。所述两种治疗的效果可

以是部分累加、完全累加或高于累加的。所述递送可以使得当第二种治疗被递送时所递送

的第一种治疗的效果仍然可检测。

[0101] 在整个本说明书中，在组合物、装置和系统被描述为具有、包括或包含特定组分的

情况下，或者在过程和方法被描述为具有、包括或包含特定步骤的情况下，设想了此外还存

在基本上由所叙述的组分构成或由所叙述的组分构成的本发明的组合物、装置和系统，并

且存在基本上由所叙述的过程步骤构成或由所叙述的过程步骤构成的符合本发明的过程

和方法。

[0102] 在本申请中，在要素或组分被称为是包含在所叙述的要素或组分的名单中和/或

选自所述名单的情况下，应该理解所述要素或组分可以是所叙述的要素或组分中的任一
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者，或者所述要素或组分可以选自所叙述的要素或组分中的两者或更多者。

[0103] 此外，应该理解，本文中描述的组合物或方法的要素和/或特点可以以各种不同的

方式组合而不背离本发明的精神和范围，不论在本文中是明确说明还是暗示的。例如，在指

称特定病毒的情况下，该病毒可用于本发明的组合物的各种不同实施方式和/或本发明的

方法中，除非从上下文另有理解。换句话说，在本申请中，实施方式以能够书写并绘制出清

楚且简明的申请的方式进行描述和描绘，但计划并且应该认识到实施方式可以进行各种不

同的组合或拆分，而不背离本文的教授和发明。例如，应该认识到本文描述和描绘的所有特

点可以适用于本文描述和描绘的本发明的所有方面。

[0104] 应该理解，表述“中的至少一者”各个地包括在所述表述后叙述的每个物体和所叙

述的物体中的两者或更多者的各种不同组合，除非从上下文和使用中另有理解。与三个或

更多个叙述物体相结合的表述“和/或”应该被理解为具有相同的意义，除非从上下文另有

理解。

[0105] 术语“包括”、“具有”或“含有”、包括其语法等同语的使用，通常应该被理解为开放

式和非限制性的，例如不排除另外的未叙述的要素或步骤，除非从上下文另有具体陈述或

理解。

[0106] 当在数量值之前使用术语“约”时，本发明还包括所述特定数量值本身，除非另有

具体陈述。当在本文中使用时，术语“约”是指距标称值±10％的变动，除非另有指示或推

断。

[0107] 应该理解，步骤的顺序或执行某些行动的顺序是不重要的，只要本发明仍然可行

即可。此外，两个或更多个步骤或行动可以同时进行。

[0108] 本文中的任何和所有实例或示例性语言如“例如”或“包括”的使用，仅仅旨在更好

地说明本发明，并且除非声明，否则不对本发明的范围构成限制。本说明书中的所有语言都

不应该被解释为指示任何未提出权利要求的要素对于本发明的实践来说是必不可少的。

实施例

[0109] 下面的实施例仅仅是说明性的，并且不打算以任何方式限制本发明的范围或内

容。

[0110] 实施例1：IL‑10RA融合蛋白质粒构建

[0111] 本实施例描述了编码IL‑10RA融合蛋白的质粒和病毒表达载体的产生。

[0112] 编码一系列人类IL‑10RA融合蛋白的核苷酸序列被生成。第一种融合蛋白hIL‑

10R‑IgG1(SEQ  ID  NO：58)包括人类IL‑10RA的第1‑229位核苷酸残基(结束于SLTRQ)，随后

紧跟人类IgG1序列的第84‑330位残基(始于NVNHK)。第二种融合蛋白hIL‑10R‑Fc(SEQ  ID 

NO：48)包括人类IL‑10RA的第1‑235位残基(结束于FTVTN)，随后紧跟人类IgG1的第104‑324

位残基(始于DKTHT)。所述融合蛋白的详细情况示出在表3中。

[0113] 表3
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[0114]

[0115] 视情况而定将编码所述融合蛋白的核苷酸序列克隆到质粒中，用于下游应用。具

体来说，产生了不表达转入基因、表达hIL‑10R‑IgG1或hIL‑10RA‑Fc的重组腺病毒载体。

[0116] 实施例2：IL‑10R融合蛋白活性

[0117] 将A549细胞(人类肺癌细胞)用实施例1中所述不表达转入基因、表达hIL‑10R‑

IgG1或hIL‑10RA‑Fc的病毒载体以10MOI感染并培养四天。收集来自于所述细胞培养的调制

培养基，并将THP‑1细胞(人类白血病单核细胞)以5×106个细胞/ml悬浮在所述调制培养基

中。将细胞用50ng/ml的人类IL‑10在37℃下处理30分钟，或保持原样作为对照。为了测定

IL‑10活性，将来自于THP‑1细胞的提取的细胞内蛋白通过Western印迹探测磷酸化的

Stat3。使用总Stat3作为内参。

[0118] 在来自于用不表达转入基因或表达hIL‑10RA‑Fc的病毒载体感染的细胞的调制培

养基中培养的THP‑1细胞中，IL‑10诱导Stat3磷酸化。

[0119] 然而，在来自于用表达hIL10R‑IgG的病毒感染的细胞的调制培养基中

[0120] 培养的THP‑1细胞中，IL‑10不诱导Stat3磷酸化。这些结果证实了hIL‑

[0121] 10R‑IgG1融合蛋白阻断IL‑10活化Stat3信号传导级联。

[0122] 通过参考并入

[0123] 本文中提高的每个专利文献和科学论文的全部公开内容，为所有

[0124] 目的通过参考并入本文。

[0125] 等同性

[0126] 本发明可以以其他特定形式体现而不背离其精神或本质特征。因

[0127] 此，上述实施方式在所有情况下被认为是对本文描述的发明的说明而

[0128] 不是限制。因此，本发明的范围由随附的权利要求书而不是上述描述来

[0129] 指明，并且打算将进入权利要求书的意义和等同性范围之内的所有改

[0130] 变都涵盖在其中。

[0131] SEQ  ID  NO：52

[0132] catcatcaataatataccttattttggattgaagccaatatgataatgagggggtggagtttgtgacg

tggcgcggggcgtgggaacggggcgggtgacgtagtagtgtggcggaagtgtgatgttgcaagtgtggcggaacac

atgtaagcgacggatgtggcaaaagtgacgtttttggtgtgcgccggtgtacacaggaagtgacaattttcgcgcg

gttttaggcggatgttgtagtaaatttgggcgtaaccgagtaagatttggccattttcgcgggaaaactgaataag

aggaagtgaaatctgaataattttgtgttactcatagcgcgtaatatttgtctagggccgcggggactttgaccgt

ttacgtggagactcgcccaggtgtttttctcaggtgttttccgcgttccgggtcaaagttggcgttttattattat

agtcagctgacgtgtagtgtatttatacccggtgagttcctcaagaggccactcttgagtgccagcgagtagagtt

ttctcctccgagccgctccgacaccgggactgaaaatgagacatattatctgccacggaggtgttattaccgaaga

aatggccgccagtcttttggaccagctgatcgaagaggtactggctgataatcttccacctcctagccattttgaa
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ccacctacccttcacgaactgtatgatttagacgtgacggcccccgaagatcccaacgaggaggcggtttcgcaga

tttttcccgactctgtaatgttggcggtgcaggaagggattgacttactcacttttccgccggcgcccggttctcc

ggagccgcctcacctttcccggcagcccgagcagccggagcagagagccttgggtccggtttctatgccaaacctt

gtaccggaggtgatcgatcttacctgccacgaggctggctttccacccagtgacgacgaggatgaagagggtgagg

agtttgtgttagattatgtggagcaccccgggcacggttgcaggtcttgtcattatcaccggaggaatacggggga

cccagatattatgtgttcgctttgctatatgaggacctgtggcatgtttgtctacagtaagtgaaaattatgggca

gtgggtgatagagtggtgggtttggtgtggtaattttttttttaatttttacagttttgtggtttaaagaattttg

tattgtgatttttttaaaaggtcctgtgtctgaacctgagcctgagcccgagccagaaccggagcctgcaagacct

acccgccgtcctaaaatggcgcctgctatcctgagacgcccgacatcacctgtgtctagagaatgcaatagtagta

cggatagctgtgactccggtccttctaacacacctcctgagatacacccggtggtcccgctgtgccccattaaacc

agttgccgtgagagttggtgggcgtcgccaggctgtggaatgtatcgaggacttgcttaacgagcctgggcaacct

ttggacttgagctgtaaacgccccaggccataaggtgtaaacctgtgattgcgtgtgtggttaacgcctttgtttg

ctgaatgagttgatgtaagtttaataaagggtgagataatgtttaacttgcatggcgtgttaaatggggcggggct

taaagggtatataatgcgccgtgggctaatcttggttacatctgacctcatggaggcttgggagtgtttggaagat

ttttctgctgtgcgtaacttgctggaacagagctctaacagtacctcttggttttggaggtttctgtggggctcat

cccaggcaaagttagtctgcagaattaaggaggattacaagtgggaatttgaagagcttttgaaatcctgtggtga

gctgtttgattctttgaatctgggtcaccaggcgcttttccaagagaaggtcatcaagactttggatttttccaca

ccggggcgcgctgcggctgctgttgcttttttgagttttataaaggataaatggagcgaagaaacccatctgagcg

gggggtacctgctggattttctggccatgcatctgtggagagcggttgtgagacacaagaatcgcctgctactgtt

gtcttccgtccgcccggcgataataccgacggaggagcagcagcagcagcaggaggaagccaggcggcggcggcag

gagcagagcccatggaacccgagagccggcctggaccctcgggaatgaatgttgtacaggtggctgaactgtatcc

agaactgagacgcattttgacaattacagaggatgggcaggggctaaagggggtaaagagggagcggggggcttgt

gaggctacagaggaggctaggaatctagcttttagcttaatgaccagacaccgtcctgagtgtattacttttcaac

agatcaaggataattgcgctaatgagcttgatctgctggcgcagaagtattccatagagcagctgaccacttactg

gctgcagccaggggatgattttgaggaggctattagggtatatgcaaaggtggcacttaggccagattgcaagtac

aagatcagcaaacttgtaaatatcaggaattgttgctacatttctgggaacggggccgaggtggagatagatacgg

aggatagggtggcctttagatgtagcatgataaatatgtggccgggggtgcttggcatggacggggtggttattat

gaatgtaaggtttactggccccaattttagcggtacggttttcctggccaataccaaccttatcctacacggtgta

agcttctatgggtttaacaatacctgtgtggaagcctggaccgatgtaagggttcggggctgtgccttttactgct

gctggaagggggtggtgtgtcgccccaaaagcagggcttcaattaagaaatgcctctttgaaaggtgtaccttggg

tatcctgtctgagggtaactccagggtgcgccacaatgtggcctccgactgtggttgcttcatgctagtgaaaagc

gtggctgtgattaagcataacatggtatgtggcaactgcgaggacagggcctctcagatgctgacctgctcggacg

gcaactgtcacctgctgaagaccattcacgtagccagccactctcgcaaggcctggccagtgtttgagcataacat

actgacccgctgttccttgcatttgggtaacaggaggggggtgttcctaccttaccaatgcaatttgagtcacact

aagatattgcttgagcccgagagcatgtccaaggtgaacctgaacggggtgtttgacatgaccatgaagatctgga

aggtgctgaggtacgatgagacccgcaccaggtgcagaccctgcgagtgtggcggtaaacatattaggaaccagcc

tgtgatgctggatgtgaccgaggagctgaggcccgatcacttggtgctggcctgcacccgcgctgagtttggctct

agcgatgaagatacagattgaggtactgaaatgtgtgggcgtggcttaagggtgggaaagaatatataaggtgggg

gtcttatgtagttttgtatctgttttgcagcagccgccgccgccatgagcaccaactcgtttgatggaagcattgt
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gagctcatatttgacaacgcgcatgcccccatgggccggggtgcgtcagaatgtgatgggctccagcattgatggt

cgccccgtcctgcccgcaaactctactaccttgacctacgagaccgtgtctggaacgccgttggagactgcagcct

ccgccgccgcttcagccgctgcagccaccgcccgcgggattgtgactgactttgctttcctgagcccgcttgcaag

cagtgcagcttcccgttcatccgcccgcgatgacaagttgacggctcttttggcacaattggattctttgacccgg

gaacttaatgtcgtttctcagcagctgttggatctgcgccagcaggtttctgccctgaaggcttcctcccctccca

atgcggtttaaaacataaataaaaaaccagactctgtttggatttggatcaagcaagtgtcttgctgtctttattt

aggggttttgcgcgcgcggtaggcccgggaccagcggtctcggtcgttgagggtcctgtgtattttttccaggacg

tggtaaaggtgactctggatgttcagatacatgggcataagcccgtctctggggtggaggtagcaccactgcagag

cttcatgctgcggggtggtgttgtagatgatccagtcgtagcaggagcgctgggcgtggtgcctaaaaatgtcttt

cagtagcaagctgattgccaggggcaggcccttggtgtaagtgtttacaaagcggttaagctgggatgggtgcata

cgtggggatatgagatgcatcttggactgtatttttaggttggctatgttcccagccatatccctccggggattca

tgttgtgcagaaccaccagcacagtgtatccggtgcacttgggaaatttgtcatgtagcttagaaggaaatgcgtg

gaagaacttggagacgcccttgtgacctccaagattttccatgcattcgtccataatgatggcaatgggcccacgg

gcggcggcctgggcgaagatatttctgggatcactaacgtcatagttgtgttccaggatgagatcgtcataggcca

tttttacaaagcgcgggcggagggtgccagactgcggtataatggttccatccggcccaggggcgtagttaccctc

acagatttgcatttcccacgctttgagttcagatggggggatcatgtctacctgcggggcgatgaagaaaacggtt

tccggggtaggggagatcagctgggaagaaagcaggttcctgagcagctgcgacttaccgcagccggtgggcccgt

aaatcacacctattaccgggtgcaactggtagttaagagagctgcagctgccgtcatccctgagcaggggggccac

ttcgttaagcatgtccctgactcgcatgttttccctgaccaaatccgccagaaggcgctcgccgcccagcgatagc

agttcttgcaaggaagcaaagtttttcaacggtttgagaccgtccgccgtaggcatgcttttgagcgtttgaccaa

gcagttccaggcggtcccacagctcggtcacctgctctacggcatctcgatccagcatatctcctcgtttcgcggg

ttggggcggctttcgctgtacggcagtagtcggtgctcgtccagacgggccagggtcatgtctttccacgggcgca

gggtcctcgtcagcgtagtctgggtcacggtgaaggggtgcgctccgggctgcgcgctggccagggtgcgcttgag

gctggtcctgctggtgctgaagcgctgccggtcttcgccctgcgcgtcggccaggtagcatttgaccatggtgtca

tagtccagcccctccgcggcgtggcccttggcgcgcagcttgcccttggaggaggcgccgcacgaggggcagtgca

gacttttgagggcgtagagcttgggcgcgagaaataccgattccggggagtaggcatccgcgccgcaggccccgca

gacggtctcgcattccacgagccaggtgagctctggccgttcggggtcaaaaaccaggtttcccccatgctttttg

atgcgtttcttacctctggtttccatgagccggtgtccacgctcggtgacgaaaaggctgtccgtgtccccgtata

cagacttgagaggcctgtcctcgagcggtgttccgcggtcctcctcgtatagaaactcggaccactctgagacaaa

ggctcgcgtccaggccagcacgaaggaggctaagtgggaggggtagcggtcgttgtccactagggggtccactcgc

tccagggtgtgaagacacatgtcgccctcttcggcatcaaggaaggtgattggtttgtaggtgtaggccacgtgac

cgggtgttcctgaaggggggctataaaagggggtgggggcgcgttcgtcctcactctcttccgcatcgctgtctgc

gagggccagctgttggggtgagtactccctctgaaaagcgggcatgacttctgcgctaagattgtcagtttccaaa

aacgaggaggatttgatattcacctggcccgcggtgatgcctttgagggtggccgcatccatctggtcagaaaaga

caatctttttgttgtcaagcttggtggcaaacgacccgtagagggcgttggacagcaacttggcgatggagcgcag

ggtttggtttttgtcgcgatcggcgcgctccttggccgcgatgtttagctgcacgtattcgcgcgcaacgcaccgc

cattcgggaaagacggtggtgcgctcgtcgggcaccaggtgcacgcgccaaccgcggttgtgcagggtgacaaggt

caacgctggtggctacctctccgcgtaggcgctcgttggtccagcagaggcggccgcccttgcgcgagcagaatgg

cggtagggggtctagctgcgtctcgtccggggggtctgcgtccacggtaaagaccccgggcagcaggcgcgcgtcg
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aagtagtctatcttgcatccttgcaagtctagcgcctgctgccatgcgcgggcggcaagcgcgcgctcgtatgggt

tgagtgggggaccccatggcatggggtgggtgagcgcggaggcgtacatgccgcaaatgtcgtaaacgtagagggg

ctctctgagtattccaagatatgtagggtagcatcttccaccgcggatgctggcgcgcacgtaatcgtatagttcg

tgcgagggagcgaggaggtcgggaccgaggttgctacgggcgggctgctctgctcggaagactatctgcctgaaga

tggcatgtgagttggatgatatggttggacgctggaagacgttgaagctggcgtctgtgagacctaccgcgtcacg

cacgaaggaggcgtaggagtcgcgcagcttgttgaccagctcggcggtgacctgcacgtctagggcgcagtagtcc

agggtttccttgatgatgtcatacttatcctgtcccttttttttccacagctcgcggttgaggacaaactcttcgc

ggtctttccagtactcttggatcggaaacccgtcggcctccgaacggtaagagcctagcatgtagaactggttgac

ggcctggtaggcgcagcatcccttttctacgggtagcgcgtatgcctgcgcggccttccggagcgaggtgtgggtg

agcgcaaaggtgtccctgaccatgactttgaggtactggtatttgaagtcagtgtcgtcgcatccgccctgctccc

agagcaaaaagtccgtgcgctttttggaacgcggatttggcagggcgaaggtgacatcgttgaagagtatctttcc

cgcgcgaggcataaagttgcgtgtgatgcggaagggtcccggcacctcggaacggttgttaattacctgggcggcg

agcacgatctcgtcaaagccgttgatgttgtggcccacaatgtaaagttccaagaagcgcgggatgcccttgatgg

aaggcaattttttaagttcctcgtaggtgagctcttcaggggagctgagcccgtgctctgaaagggcccagtctgc

aagatgagggttggaagcgacgaatgagctccacaggtcacgggccattagcatttgcaggtggtcgcgaaaggtc

ctaaactggcgacctatggccattttttctggggtgatgcagtagaaggtaagcgggtcttgttcccagcggtccc

atccaaggttcgcggctaggtctcgcgcggcagtcactagaggctcatctccgccgaacttcatgaccagcatgaa

gggcacgagctgcttcccaaaggcccccatccaagtataggtctctacatcgtaggtgacaaagagacgctcggtg

cgaggatgcgagccgatcgggaagaactggatctcccgccaccaattggaggagtggctattgatgtggtgaaagt

agaagtccctgcgacgggccgaacactcgtgctggcttttgtaaaaacgtgcgcagtactggcagcggtgcacggg

ctgtacatcctgcacgaggttgacctgacgaccgcgcacaaggaagcagagtgggaatttgagcccctcgcctggc

gggtttggctggtggtcttctacttcggctgcttgtccttgaccgtctggctgctcgaggggagttacggtggatc

ggaccaccacgccgcgcgagcccaaagtccagatgtccgcgcgcggcggtcggagcttgatgacaacatcgcgcag

atgggagctgtccatggtctggagctcccgcggcgtcaggtcaggcgggagctcctgcaggtttacctcgcataga

cgggtcagggcgcgggctagatccaggtgatacctaatttccaggggctggttggtggcggcgtcgatggcttgca

agaggccgcatccccgcggcgcgactacggtaccgcgcggcgggcggtgggccgcgggggtgtccttggatgatgc

atctaaaagcggtgacgcgggcgagcccccggaggtagggggggctccggacccgccgggagagggggcaggggca

cgtcggcgccgcgcgcgggcaggagctggtgctgcgcgcgtaggttgctggcgaacgcgacgacgcggcggttgat

ctcctgaatctggcgcctctgcgtgaagacgacgggcccggtgagcttgagcctgaaagagagttcgacagaatca

atttcggtgtcgttgacggcggcctggcgcaaaatctcctgcacgtctcctgagttgtcttgataggcgatctcgg

ccatgaactgctcgatctcttcctcctggagatctccgcgtccggctcgctccacggtggcggcgaggtcgttgga

aatgcgggccatgagctgcgagaaggcgttgaggcctccctcgttccagacgcggctgtagaccacgcccccttcg

gcatcgcgggcgcgcatgaccacctgcgcgagattgagctccacgtgccgggcgaagacggcgtagtttcgcaggc

gctgaaagaggtagttgagggtggtggcggtgtgttctgccacgaagaagtacataacccagcgtcgcaacgtgga

ttcgttgatatcccccaaggcctcaaggcgctccatggcctcgtagaagtccacggcgaagttgaaaaactgggag

ttgcgcgccgacacggttaactcctcctccagaagacggatgagctcggcgacagtgtcgcgcacctcgcgctcaa

aggctacaggggcctcttcttcttcttcaatctcctcttccataagggcctccccttcttcttcttctggcggcgg

tgggggaggggggacacggcggcgacgacggcgcaccgggaggcggtcgacaaagcgctcgatcatctccccgcgg

cgacggcgcatggtctcggtgacggcgcggccgttctcgcgggggcgcagttggaagacgccgcccgtcatgtccc
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ggttatgggttggcggggggctgccatgcggcagggatacggcgctaacgatgcatctcaacaattgttgtgtagg

tactccgccgccgagggacctgagcgagtccgcatcgaccggatcggaaaacctctcgagaaaggcgtctaaccag

tcacagtcgcaaggtaggctgagcaccgtggcgggcggcagcgggcggcggtcggggttgtttctggcggaggtgc

tgctgatgatgtaattaaagtaggcggtcttgagacggcggatggtcgacagaagcaccatgtccttgggtccggc

ctgctgaatgcgcaggcggtcggccatgccccaggcttcgttttgacatcggcgcaggtctttgtagtagtcttgc

atgagcctttctaccggcacttcttcttctccttcctcttgtcctgcatctcttgcatctatcgctgcggcggcgg

cggagtttggccgtaggtggcgccctcttcctcccatgcgtgtgaccccgaagcccctcatcggctgaagcagggc

taggtcggcgacaacgcgctcggctaatatggcctgctgcacctgcgtgagggtagactggaagtcatccatgtcc

acaaagcggtggtatgcgcccgtgttgatggtgtaagtgcagttggccataacggaccagttaacggtctggtgac

ccggctgcgagagctcggtgtacctgagacgcgagtaagccctcgagtcaaatacgtagtcgttgcaagtccgcac

caggtactggtatcccaccaaaaagtgcggcggcggctggcggtagaggggccagcgtagggtggccggggctccg

ggggcgagatcttccaacataaggcgatgatatccgtagatgtacctggacatccaggtgatgccggcggcggtgg

tggaggcgcgcggaaagtcgcggacgcggttccagatgttgcgcagcggcaaaaagtgctccatggtcgggacgct

ctggccggtcaggcgcgcgcaatcgttgacgctctagaccgtgcaaaaggagagcctgtaagcgggcactcttccg

tggtctggtggataaattcgcaagggtatcatggcggacgaccggggttcgagccccgtatccggccgtccgccgt

gatccatgcggttaccgcccgcgtgtcgaacccaggtgtgcgacgtcagacaacgggggagtgctccttttggctt

ccttccaggcgcggcggctgctgcgctagcttttttggccactggccgcgcgcagcgtaagcggttaggctggaaa

gcgaaagcattaagtggctcgctccctgtagccggagggttattttccaagggttgagtcgcgggacccccggttc

gagtctcggaccggccggactgcggcgaacgggggtttgcctccccgtcatgcaagaccccgcttgcaaattcctc

cggaaacagggacgagccccttttttgcttttcccagatgcatccggtgctgcggcagatgcgcccccctcctcag

cagcggcaagagcaagagcagcggcagacatgcagggcaccctcccctcctcctaccgcgtcaggaggggcgacat

ccgcggttgacgcggcagcagatggtgattacgaacccccgcggcgccgggcccggcactacctggacttggagga

gggcgagggcctggcgcggctaggagcgccctctcctgagcggtacccaagggtgcagctgaagcgtgatacgcgt

gaggcgtacgtgccgcggcagaacctgtttcgcgaccgcgagggagaggagcccgaggagatgcgggatcgaaagt

tccacgcagggcgcgagctgcggcatggcctgaatcgcgagcggttgctgcgcgaggaggactttgagcccgacgc

gcgaaccgggattagtcccgcgcgcgcacacgtggcggccgccgacctggtaaccgcatacgagcagacggtgaac

caggagattaactttcaaaaaagctttaacaaccacgtgcgtacgcttgtggcgcgcgaggaggtggctataggac

tgatgcatctgtgggactttgtaagcgcgctggagcaaaacccaaatagcaagccgctcatggcgcagctgttcct

tatagtgcagcacagcagggacaacgaggcattcagggatgcgctgctaaacatagtagagcccgagggccgctgg

ctgctcgatttgataaacatcctgcagagcatagtggtgcaggagcgcagcttgagcctggctgacaaggtggccg

ccatcaactattccatgcttagcctgggcaagttttacgcccgcaagatataccataccccttacgttcccataga

caaggaggtaaagatcgaggggttctacatgcgcatggcgctgaaggtgcttaccttgagcgacgacctgggcgtt

tatcgcaacgagcgcatccacaaggccgtgagcgtgagccggcggcgcgagctcagcgaccgcgagctgatgcaca

gcctgcaaagggccctggctggcacgggcagcggcgatagagaggccgagtcctactttgacgcgggcgctgacct

gcgctgggccccaagccgacgcgccctggaggcagctggggccggacctgggctggcggtggcacccgcgcgcgct

ggcaacgtcggcggcgtggaggaatatgacgaggacgatgagtacgagccagaggacggcgagtactaagcggtga

tgtttctgatcagatgatgcaagacgcaacggacccggcggtgcgggcggcgctgcagagccagccgtccggcctt

aactccacggacgactggcgccaggtcatggaccgcatcatgtcgctgactgcgcgcaatcctgacgcgttccggc

agcagccgcaggccaaccggctctccgcaattctggaagcggtggtcccggcgcgcgcaaaccccacgcacgagaa
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ggtgctggcgatcgtaaacgcgctggccgaaaacagggccatccggcccgacgaggccggcctggtctacgacgcg

ctgcttcagcgcgtggctcgttacaacagcggcaacgtgcagaccaacctggaccggctggtgggggatgtgcgcg

aggccgtggcgcagcgtgagcgcgcgcagcagcagggcaacctgggctccatggttgcactaaacgccttcctgag

tacacagcccgccaacgtgccgcggggacaggaggactacaccaactttgtgagcgcactgcggctaatggtgact

gagacaccgcaaagtgaggtgtaccagtctgggccagactattttttccagaccagtagacaaggcctgcagaccg

taaacctgagccaggctttcaaaaacttgcaggggctgtggggggtgcgggctcccacaggcgaccgcgcgaccgt

gtctagcttgctgacgcccaactcgcgcctgttgctgctgctaatagcgcccttcacggacagtggcagcgtgtcc

cgggacacatacctaggtcacttgctgacactgtaccgcgaggccataggtcaggcgcatgtggacgagcatactt

tccaggagattacaagtgtcagccgcgcgctggggcaggaggacacgggcagcctggaggcaaccctaaactacct

gctgaccaaccggcggcagaagatcccctcgttgcacagtttaaacagcgaggaggagcgcattttgcgctacgtg

cagcagagcgtgagccttaacctgatgcgcgacggggtaacgcccagcgtggcgctggacatgaccgcgcgcaaca

tggaaccgggcatgtatgcctcaaaccggccgtttatcaaccgcctaatggactacttgcatcgcgcggccgccgt

gaaccccgagtatttcaccaatgccatcttgaacccgcactggctaccgccccctggtttctacaccgggggattc

gaggtgcccgagggtaacgatggattcctctgggacgacatagacgacagcgtgttttccccgcaaccgcagaccc

tgctagagttgcaacagcgcgagcaggcagaggcggcgctgcgaaaggaaagcttccgcaggccaagcagcttgtc

cgatctaggcgctgcggccccgcggtcagatgctagtagcccatttccaagcttgatagggtctcttaccagcact

cgcaccacccgcccgcgcctgctgggcgaggaggagtacctaaacaactcgctgctgcagccgcagcgcgaaaaaa

acctgcctccggcatttcccaacaacgggatagagagcctagtggacaagatgagtagatggaagacgtacgcgca

ggagcacagggacgtgccaggcccgcgcccgcccacccgtcgtcaaaggcacgaccgtcagcggggtctggtgtgg

gaggacgatgactcggcagacgacagcagcgtcctggatttgggagggagtggcaacccgtttgcgcaccttcgcc

ccaggctggggagaatgttttaaaaaaaaaaaagcatgatgcaaaataaaaaactcaccaaggccatggcaccgag

cgttggttttcttgtattccccttagtatgcggcgcgcggcgatgtatgaggaaggtcctcctccctcctacgaga

gtgtggtgagcgcggcgccagtggcggcggcgctgggttctcccttcgatgctcccctggacccgccgtttgtgcc

tccgcggtacctgcggcctaccggggggagaaacagcatccgttactctgagttggcacccctattcgacaccacc

cgtgtgtacctggtggacaacaagtcaacggatgtggcatccctgaactaccagaacgaccacagcaactttctga

ccacggtcattcaaaacaatgactacagcccgggggaggcaagcacacagaccatcaatcttgacgaccggtcgca

ctggggcggcgacctgaaaaccatcctgcataccaacatgccaaatgtgaacgagttcatgtttaccaataagttt

aaggcgcgggtgatggtgtcgcgcttgcctactaaggacaatcaggtggagctgaaatacgagtgggtggagttca

cgctgcccgagggcaactactccgagaccatgaccatagaccttatgaacaacgcgatcgtggagcactacttgaa

agtgggcagacagaacggggttctggaaagcgacatcggggtaaagtttgacacccgcaacttcagactggggttt

gaccccgtcactggtcttgtcatgcctggggtatatacaaacgaagccttccatccagacatcattttgctgccag

gatgcggggtggacttcacccacagccgcctgagcaacttgttgggcatccgcaagcggcaacccttccaggaggg

ctttaggatcacctacgatgatctggagggtggtaacattcccgcactgttggatgtggacgcctaccaggcgagc

ttgaaagatgacaccgaacagggcgggggtggcgcaggcggcagcaacagcagtggcagcggcgcggaagagaact

ccaacgcggcagccgcggcaatgcagccggtggaggacatgaacgatcatgccattcgcggcgacacctttgccac

acgggctgaggagaagcgcgctgaggccgaagcagcggccgaagctgccgcccccgctgcgcaacccgaggtcgag

aagcctcagaagaaaccggtgatcaaacccctgacagaggacagcaagaaacgcagttacaacctaataagcaatg

acagcaccttcacccagtaccgcagctggtaccttgcatacaactacggcgaccctcagaccggaatccgctcatg

gaccctgctttgcactcctgacgtaacctgcggctcggagcaggtctactggtcgttgccagacatgatgcaagac
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cccgtgaccttccgctccacgcgccagatcagcaactttccggtggtgggcgccgagctgttgcccgtgcactcca

agagcttctacaacgaccaggccgtctactcccaactcatccgccagtttacctctctgacccacgtgttcaatcg

ctttcccgagaaccagattttggcgcgcccgccagcccccaccatcaccaccgtcagtgaaaacgttcctgctctc

acagatcacgggacgctaccgctgcgcaacagcatcggaggagtccagcgagtgaccattactgacgccagacgcc

gcacctgcccctacgtttacaaggccctgggcatagtctcgccgcgcgtcctatcgagccgcactttttgagcaag

catgtccatccttatatcgcccagcaataacacaggctggggcctgcgcttcccaagcaagatgtttggcggggcc

aagaagcgctccgaccaacacccagtgcgcgtgcgcgggcactaccgcgcgccctggggcgcgcacaaacgcggcc

gcactgggcgcaccaccgtcgatgacgccatcgacgcggtggtggaggaggcgcgcaactacacgcccacgccgcc

accagtgtccacagtggacgcggccattcagaccgtggtgcgcggagcccggcgctatgctaaaatgaagagacgg

cggaggcgcgtagcacgtcgccaccgccgccgacccggcactgccgcccaacgcgcggcggcggccctgcttaacc

gcgcacgtcgcaccggccgacgggcggccatgcgggccgctcgaaggctggccgcgggtattgtcactgtgccccc

caggtccaggcgacgagcggccgccgcagcagccgcggccattagtgctatgactcagggtcgcaggggcaacgtg

tattgggtgcgcgactcggttagcggcctgcgcgtgcccgtgcgcacccgccccccgcgcaactagattgcaagaa

aaaactacttagactcgtactgttgtatgtatccagcggcggcggcgcgcaacgaagctatgtccaagcgcaaaat

caaagaagagatgctccaggtcatcgcgccggagatctatggccccccgaagaaggaagagcaggattacaagccc

cgaaagctaaagcgggtcaaaaagaaaaagaaagatgatgatgatgaacttgacgacgaggtggaactgctgcacg

ctaccgcgcccaggcgacgggtacagtggaaaggtcgacgcgtaaaacgtgttttgcgacccggcaccaccgtagt

ctttacgcccggtgagcgctccacccgcacctacaagcgcgtgtatgatgaggtgtacggcgacgaggacctgctt

gagcaggccaacgagcgcctcggggagtttgcctacggaaagcggcataaggacatgctggcgttgccgctggacg

agggcaacccaacacctagcctaaagcccgtaacactgcagcaggtgctgcccgcgcttgcaccgtccgaagaaaa

gcgcggcctaaagcgcgagtctggtgacttggcacccaccgtgcagctgatggtacccaagcgccagcgactggaa

gatgtcttggaaaaaatgaccgtggaacctgggctggagcccgaggtccgcgtgcggccaatcaagcaggtggcgc

cgggactgggcgtgcagaccgtggacgttcagatacccactaccagtagcaccagtattgccaccgccacagaggg

catggagacacaaacgtccccggttgcctcagcggtggcggatgccgcggtgcaggcggtcgctgcggccgcgtcc

aagacctctacggaggtgcaaacggacccgtggatgtttcgcgtttcagccccccggcgcccgcgcggttcgagga

agtacggcgccgccagcgcgctactgcccgaatatgccctacatccttccattgcgcctacccccggctatcgtgg

ctacacctaccgccccagaagacgagcaactacccgacgccgaaccaccactggaacccgccgccgccgtcgccgt

cgccagcccgtgctggccccgatttccgtgcgcagggtggctcgcgaaggaggcaggaccctggtgctgccaacag

cgcgctaccaccccagcatcgtttaaaagccggtctttgtggttcttgcagatatggccctcacctgccgcctccg

tttcccggtgccgggattccgaggaagaatgcaccgtaggaggggcatggccggccacggcctgacgggcggcatg

cgtcgtgcgcaccaccggcggcggcgcgcgtcgcaccgtcgcatgcgcggcggtatcctgcccctccttattccac

tgatcgccgcggcgattggcgccgtgcccggaattgcatccgtggccttgcaggcgcagagacactgattaaaaac

aagttgcatgtggaaaaatcaaaataaaaagtctggactctcacgctcgcttggtcctgtaactattttgtagaat

ggaagacatcaactttgcgtctctggccccgcgacacggctcgcgcccgttcatgggaaactggcaagatatcggc

accagcaatatgagcggtggcgccttcagctggggctcgctgtggagcggcattaaaaatttcggttccaccgtta

agaactatggcagcaaggcctggaacagcagcacaggccagatgctgagggataagttgaaagagcaaaatttcca

acaaaaggtggtagatggcctggcctctggcattagcggggtggtggacctggccaaccaggcagtgcaaaataag

attaacagtaagcttgatccccgccctcccgtagaggagcctccaccggccgtggagacagtgtctccagaggggc

gtggcgaaaagcgtccgcgccccgacagggaagaaactctggtgacgcaaatagacgagcctccctcgtacgagga
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ggcactaaagcaaggcctgcccaccacccgtcccatcgcgcccatggctaccggagtgctgggccagcacacaccc

gtaacgctggacctgcctccccccgccgacacccagcagaaacctgtgctgccaggcccgaccgccgttgttgtaa

cccgtcctagccgcgcgtccctgcgccgcgccgccagcggtccgcgatcgttgcggcccgtagccagtggcaactg

gcaaagcacactgaacagcatcgtgggtctgggggtgcaatccctgaagcgccgacgatgcttctgaatagctaac

gtgtcgtatgtgtgtcatgtatgcgtccatgtcgccgccagaggagctgctgagccgccgcgcgcccgctttccaa

gatggctaccccttcgatgatgccgcagtggtcttacatgcacatctcgggccaggacgcctcggagtacctgagc

cccgggctggtgcagtttgcccgcgccaccgagacgtacttcagcctgaataacaagtttagaaaccccacggtgg

cgcctacgcacgacgtgaccacagaccggtcccagcgtttgacgctgcggttcatccctgtggaccgtgaggatac

tgcgtactcgtacaaggcgcggttcaccctagctgtgggtgataaccgtgtgctggacatggcttccacgtacttt

gacatccgcggcgtgctggacaggggccctacttttaagccctactctggcactgcctacaacgccctggctccca

agggtgccccaaatccttgcgaatgggatgaagctgctactgctcttgaaataaacctagaagaagaggacgatga

caacgaagacgaagtagacgagcaagctgagcagcaaaaaactcacgtatttgggcaggcgccttattctggtata

aatattacaaaggagggtattcaaataggtgtcgaaggtcaaacacctaaatatgccgataaaacatttcaacctg

aacctcaaataggagaatctcagtggtacgaaactgaaattaatcatgcagctgggagagtccttaaaaagactac

cccaatgaaaccatgttacggttcatatgcaaaacccacaaatgaaaatggagggcaaggcattcttgtaaagcaa

caaaatggaaagctagaaagtcaagtggaaatgcaatttttctcaactactgaggcgaccgcaggcaatggtgata

acttgactcctaaagtggtattgtacagtgaagatgtagatatagaaaccccagacactcatatttcttacatgcc

cactattaaggaaggtaactcacgagaactaatgggccaacaatctatgcccaacaggcctaattacattgctttt

agggacaattttattggtctaatgtattacaacagcacgggtaatatgggtgttctggcgggccaagcatcgcagt

tgaatgctgttgtagatttgcaagacagaaacacagagctttcataccagcttttgcttgattccattggtgatag

aaccaggtacttttctatgtggaatcaggctgttgacagctatgatccagatgttagaattattgaaaatcatgga

actgaagatgaacttccaaattactgctttccactgggaggtgtgattaatacagagactcttaccaaggtaaaac

ctaaaacaggtcaggaaaatggatgggaaaaagatgctacagaattttcagataaaaatgaaataagagttggaaa

taattttgccatggaaatcaatctaaatgccaacctgtggagaaatttcctgtactccaacatagcgctgtatttg

cccgacaagctaaagtacagtccttccaacgtaaaaatttctgataacccaaacacctacgactacatgaacaagc

gagtggtggctcccgggttagtggactgctacattaaccttggagcacgctggtcccttgactatatggacaacgt

caacccatttaaccaccaccgcaatgctggcctgcgctaccgctcaatgttgctgggcaatggtcgctatgtgccc

ttccacatccaggtgcctcagaagttctttgccattaaaaacctccttctcctgccgggctcatacacctacgagt

ggaacttcaggaaggatgttaacatggttctgcagagctccctaggaaatgacctaagggttgacggagccagcat

taagtttgatagcatttgcctttacgccaccttcttccccatggcccacaacaccgcctccacgcttgaggccatg

cttagaaacgacaccaacgaccagtcctttaacgactatctctccgccgccaacatgctctaccctatacccgcca

acgctaccaacgtgcccatatccatcccctcccgcaactgggcggctttccgcggctgggccttcacgcgccttaa

gactaaggaaaccccatcactgggctcgggctacgacccttattacacctactctggctctataccctacctagat

ggaaccttttacctcaaccacacctttaagaaggtggccattacctttgactcttctgtcagctggcctggcaatg

accgcctgcttacccccaacgagtttgaaattaagcgctcagttgacggggagggttacaacgttgcccagtgtaa

catgaccaaagactggttcctggtacaaatgctagctaactacaacattggctaccagggcttctatatcccagag

agctacaaggaccgcatgtactccttctttagaaacttccagcccatgagccgtcaggtggtggatgatactaaat

acaaggactaccaacaggtgggcatcctacaccaacacaacaactctggatttgttggctaccttgcccccaccat

gcgcgaaggacaggcctaccctgctaacttcccctatccgcttataggcaagaccgcagttgacagcattacccag
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aaaaagtttctttgcgatcgcaccctttggcgcatcccattctccagtaactttatgtccatgggcgcactcacag

acctgggccaaaaccttctctacgccaactccgcccacgcgctagacatgacttttgaggtggatcccatggacga

gcccacccttctttatgttttgtttgaagtctttgacgtggtccgtgtgcaccggccgcaccgcggcgtcatcgaa

accgtgtacctgcgcacgcccttctcggccggcaacgccacaacataaagaagcaagcaacatcaacaacagctgc

cgccatgggctccagtgagcaggaactgaaagccattgtcaaagatcttggttgtgggccatattttttgggcacc

tatgacaagcgctttccaggctttgtttctccacacaagctcgcctgcgccatagtcaatacggccggtcgcgaga

ctgggggcgtacactggatggcctttgcctggaacccgcactcaaaaacatgctacctctttgagccctttggctt

ttctgaccagcgactcaagcaggtttaccagtttgagtacgagtcactcctgcgccgtagcgccattgcttcttcc

cccgaccgctgtataacgctggaaaagtccacccaaagcgtacaggggcccaactcggccgcctgtggactattct

gctgcatgtttctccacgcctttgccaactggccccaaactcccatggatcacaaccccaccatgaaccttattac

cggggtacccaactccatgctcaacagtccccaggtacagcccaccctgcgtcgcaaccaggaacagctctacagc

ttcctggagcgccactcgccctacttccgcagccacagtgcgcagattaggagcgccacttctttttgtcacttga

aaaacatgtaaaaataatgtactagagacactttcaataaaggcaaatgcttttatttgtacactctcgggtgatt

atttacccccacccttgccgtctgcgccgtttaaaaatcaaaggggttctgccgcgcatcgctatgcgccactggc

agggacacgttgcgatactggtgtttagtgctccacttaaactcaggcacaaccatccgcggcagctcggtgaagt

tttcactccacaggctgcgcaccatcaccaacgcgtttagcaggtcgggcgccgatatcttgaagtcgcagttggg

gcctccgccctgcgcgcgcgagttgcgatacacagggttgcagcactggaacactatcagcgccgggtggtgcacg

ctggccagcacgctcttgtcggagatcagatccgcgtccaggtcctccgcgttgctcagggcgaacggagtcaact

ttggtagctgccttcccaaaaagggcgcgtgcccaggctttgagttgcactcgcaccgtagtggcatcaaaaggtg

accgtgcccggtctgggcgttaggatacagcgcctgcataaaagccttgatctgcttaaaagccacctgagccttt

gcgccttcagagaagaacatgccgcaagacttgccggaaaactgattggccggacaggccgcgtcgtgcacgcagc

accttgcgtcggtgttggagatctgcaccacatttcggccccaccggttcttcacgatcttggccttgctagactg

ctccttcagcgcgcgctgcccgttttcgctcgtcacatccatttcaatcacgtgctccttatttatcataatgctt

ccgtgtagacacttaagctcgccttcgatctcagcgcagcggtgcagccacaacgcgcagcccgtgggctcgtgat

gcttgtaggtcacctctgcaaacgactgcaggtacgcctgcaggaatcgccccatcatcgtcacaaaggtcttgtt

gctggtgaaggtcagctgcaacccgcggtgctcctcgttcagccaggtcttgcatacggccgccagagcttccact

tggtcaggcagtagtttgaagttcgcctttagatcgttatccacgtggtacttgtccatcagcgcgcgcgcagcct

ccatgcccttctcccacgcagacacgatcggcacactcagcgggttcatcaccgtaatttcactttccgcttcgct

gggctcttcctcttcctcttgcgtccgcataccacgcgccactgggtcgtcttcattcagccgccgcactgtgcgc

ttacctcctttgccatgcttgattagcaccggtgggttgctgaaacccaccatttgtagcgccacatcttctcttt

cttcctcgctgtccacgattacctctggtgatggcgggcgctcgggcttgggagaagggcgcttctttttcttctt

gggcgcaatggccaaatccgccgccgaggtcgatggccgcgggctgggtgtgcgcggcaccagcgcgtcttgtgat

gagtcttcctcgtcctcggactcgatacgccgcctcatccgcttttttgggggcgcccggggaggcggcggcgacg

gggacggggacgacacgtcctccatggttgggggacgtcgcgccgcaccgcgtccgcgctcgggggtggtttcgcg

ctgctcctcttcccgactggccatttccttctcctataggcagaaaaagatcatggagtcagtcgagaagaaggac

agcctaaccgccccctctgagttcgccaccaccgcctccaccgatgccgccaacgcgcctaccaccttccccgtcg

aggcacccccgcttgaggaggaggaagtgattatcgagcaggacccaggttttgtaagcgaagacgacgaggaccg

ctcagtaccaacagaggataaaaagcaagaccaggacaacgcagaggcaaacgaggaacaagtcgggcggggggac

gaaaggcatggcgactacctagatgtgggagacgacgtgctgttgaagcatctgcagcgccagtgcgccattatct
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gcgacgcgttgcaagagcgcagcgatgtgcccctcgccatagcggatgtcagccttgcctacgaacgccacctatt

ctcaccgcgcgtaccccccaaacgccaagaaaacggcacatgcgagcccaacccgcgcctcaacttctaccccgta

tttgccgtgccagaggtgcttgccacctatcacatctttttccaaaactgcaagatacccctatcctgccgtgcca

accgcagccgagcggacaagcagctggccttgcggcagggcgctgtcatacctgatatcgcctcgctcaacgaagt

gccaaaaatctttgagggtcttggacgcgacgagaagcgcgcggcaaacgctctgcaacaggaaaacagcgaaaat

gaaagtcactctggagtgttggtggaactcgagggtgacaacgcgcgcctagccgtactaaaacgcagcatcgagg

tcacccactttgcctacccggcacttaacctaccccccaaggtcatgagcacagtcatgagtgagctgatcgtgcg

ccgtgcgcagcccctggagagggatgcaaatttgcaagaacaaacagaggagggcctacccgcagttggcgacgag

cagctagcgcgctggcttcaaacgcgcgagcctgccgacttggaggagcgacgcaaactaatgatggccgcagtgc

tcgttaccgtggagcttgagtgcatgcagcggttctttgctgacccggagatgcagcgcaagctagaggaaacatt

gcactacacctttcgacagggctacgtacgccaggcctgcaagatctccaacgtggagctctgcaacctggtctcc

taccttggaattttgcacgaaaaccgccttgggcaaaacgtgcttcattccacgctcaagggcgaggcgcgccgcg

actacgtccgcgactgcgtttacttatttctatgctacacctggcagacggccatgggcgtttggcagcagtgctt

ggaggagtgcaacctcaaggagctgcagaaactgctaaagcaaaacttgaaggacctatggacggccttcaacgag

cgctccgtggccgcgcacctggcggacatcattttccccgaacgcctgcttaaaaccctgcaacagggtctgccag

acttcaccagtcaaagcatgttgcagaactttaggaactttatcctagagcgctcaggaatcttgcccgccacctg

ctgtgcacttcctagcgactttgtgcccattaagtaccgcgaatgccctccgccgctttggggccactgctacctt

ctgcagctagccaactaccttgcctaccactctgacataatggaagacgtgagcggtgacggtctactggagtgtc

actgtcgctgcaacctatgcaccccgcaccgctccctggtttgcaattcgcagctgcttaacgaaagtcaaattat

cggtacctttgagctgcagggtccctcgcctgacgaaaagtccgcggctccggggttgaaactcactccggggctg

tggacgtcggcttaccttcgcaaatttgtacctgaggactaccacgcccacgagattaggttctacgaagaccaat

cccgcccgccaaatgcggagcttaccgcctgcgtcattacccagggccacattcttggccaattgcaagccatcaa

caaagcccgccaagagtttctgctacgaaagggacggggggtttacttggacccccagtccggcgaggagctcaac

ccaatccccccgccgccgcagccctatcagcagcagccgcgggcccttgcttcccaggatggcacccaaaaagaag

ctgcagctgccgccgccacccacggacgaggaggaatactgggacagtcaggcagaggaggttttggacgaggagg

aggaggacatgatggaagactgggagagcctagacgaggaagcttccgaggtcgaagaggtgtcagacgaaacacc

gtcaccctcggtcgcattcccctcgccggcgccccagaaatcggcaaccggttccagcatggctacaacctccgct

cctcaggcgccgccggcactgcccgttcgccgacccaaccgtagatgggacaccactggaaccagggccggtaagt

ccaagcagccgccgccgttagcccaagagcaacaacagcgccaaggctaccgctcatggcgcgggcacaagaacgc

catagttgcttgcttgcaagactgtgggggcaacatctccttcgcccgccgctttcttctctaccatcacggcgtg

gccttcccccgtaacatcctgcattactaccgtcatctctacagcccatactgcaccggcggcagcggcagcggca

gcaacagcagcggccacacagaagcaaaggcgaccggatagcaagactctgacaaagcccaagaaatccacagcgg

cggcagcagcaggaggaggagcgctgcgtctggcgcccaacgaacccgtatcgacccgcgagcttagaaacaggat

ttttcccactctgtatgctatatttcaacagagcaggggccaagaacaagagctgaaaataaaaaacaggtctctg

cgatccctcacccgcagctgcctgtatcacaaaagcgaagatcagcttcggcgcacgctggaagacgcggaggctc

tcttcagtaaatactgcgcgctgactcttaaggactagtttcgcgccctttctcaaatttaagcgcgaaaactacg

tcatctccagcggccacacccggcgccagcacctgtcgtcagcgccattatgagcaaggaaattcccacgccctac

atgtggagttaccagccacaaatgggacttgcggctggagctgcccaagactactcaacccgaataaactacatga

gcgcgggaccccacatgatatcccgggtcaacggaatccgcgcccaccgaaaccgaattctcttggaacaggcggc
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tattaccaccacacctcgtaataaccttaatccccgtagttggcccgctgccctggtgtaccaggaaagtcccgct

cccaccactgtggtacttcccagagacgcccaggccgaagttcagatgactaactcaggggcgcagcttgcgggcg

gctttcgtcacagggtgcggtcgcccgggcagggtataactcacctgacaatcagagggcgaggtattcagctcaa

cgacgagtcggtgagctcctcgcttggtctccgtccggacgggacatttcagatcggcggcgccggccgtccttca

ttcacgcctcgtcaggcaatcctaactctgcagacctcgtcctctgagccgcgctctggaggcattggaactctgc

aatttattgaggagtttgtgccatcggtctactttaaccccttctcgggacctcccggccactatccggatcaatt

tattcctaactttgacgcggtaaaggactcggcggacggctacgactgaatgttaagtggagaggcagagcaactg

cgcctgaaacacctggtccactgtcgccgccacaagtgctttgcccgcgactccggtgagttttgctactttgaat

tgcccgaggatcatatcgagggcccggcgcacggcgtccggcttaccgcccagggagagcttgcccgtagcctgat

tcgggagtttacccagcgccccctgctagttgagcgggacaggggaccctgtgttctcactgtgatttgcaactgt

cctaaccttggattacatcaagatctttgttgccatctctgtgctgagtataataaatacagaaattaaaatatac

tggggctcctatcgccatcctgtaaacgccaccgtcttcacccgcccaagcaaaccaaggcgaaccttacctggta

cttttaacatctctccctctgtgatttacaacagtttcaacccagacggagtgagtctacgagagaacctctccga

gctcagctactccatcagaaaaaacaccaccctccttacctgccgggaacgtacgagtgcgtcaccggccgctgca

ccacacctaccgcctgaccgtaaaccagactttttccggacagacctcaataactctgtttaccagaacaggaggt

gagcttagaaaacccttagggtattaggccaaaggcgcagctactgtggggtttatgaacaattcaagcaactcta

cgggctattctaattcaggtttctctagaatcggggttggggttattctctgtcttgtgattctctttattcttat

actaacgcttctctgcctaaggctcgccgcctgctgtgtgcacatttgcatttattgtcagctttttaaacgctgg

ggtcgccacccaagatgattaggtacataatcctaggtttactcacccttgcgtcagcccacggtaccacccaaaa

ggtggattttaaggagccagcctgtaatgttacattcgcagctgaagctaatgagtgcaccactcttataaaatgc

accacagaacatgaaaagctgcttattcgccacaaaaacaaaattggcaagtatgctgtttatgctatttggcagc

caggtgacactacagagtataatgttacagttttccagggtaaaagtcataaaacttttatgtatacttttccatt

ttatgaaatgtgcgacattaccatgtacatgagcaaacagtataagttgtggcccccacaaaattgtgtggaaaac

actggcactttctgctgcactgctatgctaattacagtgctcgctttggtctgtaccctactctatattaaataca

aaagcagacgcagctttattgaggaaaagaaaatgccttaatttactaagttacaaagctaatgtcaccactaact

gctttactcgctgcttgcaaaacaaattcaaaaagttagcattataattagaataggatttaaaccccccggtcat

ttcctgctcaataccattcccctgaacaattgactctatgtgggatatgctccagcgctacaaccttgaagtcagg

cttcctggatgtcagcatctgactttggccagcacctgtcccgcggatttgttccagtccaactacagcgacccac

cctaacagagatgaccaacacaaccaacgcggccgccgctaccggacttacatctaccacaaatacaccccaagtt

tctgcctttgtcaataactgggataacttgggcatgtggtggttctccatagcgcttatgtttgtatgccttatta

ttatgtggctcatctgctgcctaaagcgcaaacgcgcccgaccacccatctatagtcccatcattgtgctacaccc

aaacaatgatggaatccatagattggacggactgaaacacatgttcttttctcttacagtatgattaaatgagaca

tgattcctcgagtttttatattactgacccttgttgcgcttttttgtgcgtgctccacattggctgcggtttctca

catcgaagtagactgcattccagccttcacagtctatttgctttacggatttgtcaccctcacgctcatctgcagc

ctcatcactgtggtcatcgcctttatccagtgcattgactgggtctgtgtgcgctttgcatatctcagacaccatc

cccagtacagggacaggactatagctgagcttcttagaattctttaattatgaaatttactgtgacttttctgctg

attatttgcaccctatctgcgttttgttccccgacctccaagcctcaaagacatatatcatgcagattcactcgta

tatggaatattccaagttgctacaatgaaaaaagcgatctttccgaagcctggttatatgcaatcatctctgttat

ggtgttctgcagtaccatcttagccctagctatatatccctaccttgacattggctggaaacgaatagatgccatg
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aaccacccaactttccccgcgcccgctatgcttccactgcaacaagttgttgccggcggctttgtcccagccaatc

agcctcgccccacttctcccacccccactgaaatcagctactttaatctaacaggaggagatgactgacaccctag

atctagaaatggacggaattattacagagcagcgcctgctagaaagacgcagggcagcggccgagcaacagcgcat

gaatcaagagctccaagacatggttaacttgcaccagtgcaaaaggggtatcttttgtctggtaaagcaggccaaa

gtcacctacgacagtaataccaccggacaccgccttagctacaagttgccaaccaagcgtcagaaattggtggtca

tggtgggagaaaagcccattaccataactcagcactcggtagaaaccgaaggctgcattcactcaccttgtcaagg

acctgaggatctctgcacccttattaagaccctgtgcggtctcaaagatcttattccctttaactaataaaaaaaa

ataataaagcatcacttacttaaaatcagttagcaaatttctgtccagtttattcagcagcacctccttgccctcc

tcccagctctggtattgcagcttcctcctggctgcaaactttctccacaatctaaatggaatgtcagtttcctcct

gttcctgtccatccgcacccactatcttcatgttgttgcagatgaagcgcgcaagaccgtctgaagataccttcaa

ccccgtgtatccatatgacacggaaaccggtcctccaactgtgccttttcttactcctccctttgtatcccccaat

gggtttcaagagagtccccctggggtactctctttgcgcctatccgaacctctagttacctccaatggcatgcttg

cgctcaaaatgggcaacggcctctctctggacgaggccggcaaccttacctcccaaaatgtaaccactgtgagccc

acctctcaaaaaaaccaagtcaaacataaacctggaaatatctgcacccctcacagttacctcagaagccctaact

gtggctgccgccgcacctctaatggtcgcgggcaacacactcaccatgcaatcacaggccccgctaaccgtgcacg

actccaaacttagcattgccacccaaggacccctcacagtgtcagaaggaaagctagccctgcaaacatcaggccc

cctcaccaccaccgatagcagtacccttactatcactgcctcaccccctctaactactgccactggtagcttgggc

attgacttgaaagagcccatttatacacaaaatggaaaactaggactaaagtacggggctcctttgcatgtaacag

acgacctaaacactttgaccgtagcaactggtccaggtgtgactattaataatacttccttgcaaactaaagttac

tggagccttgggttttgattcacaaggcaatatgcaacttaatgtagcaggaggactaaggattgattctcaaaac

agacgccttatacttgatgttagttatccgtttgatgctcaaaaccaactaaatctaagactaggacagggccctc

tttttataaactcagcccacaacttggatattaactacaacaaaggcctttacttgtttacagcttcaaacaattc

caaaaagcttgaggttaacctaagcactgccaaggggttgatgtttgacgctacagccatagccattaatgcagga

gatgggcttgaatttggttcacctaatgcaccaaacacaaatcccctcaaaacaaaaattggccatggcctagaat

ttgattcaaacaaggctatggttcctaaactaggaactggccttagttttgacagcacaggtgccattacagtagg

aaacaaaaataatgataagctaactttgtggaccacaccagctccatctcctaactgtagactaaatgcagagaaa

gatgctaaactcactttggtcttaacaaaatgtggcagtcaaatacttgctacagtttcagttttggctgttaaag

gcagtttggctccaatatctggaacagttcaaagtgctcatcttattataagatttgacgaaaatggagtgctact

aaacaattccttcctggacccagaatattggaactttagaaatggagatcttactgaaggcacagcctatacaaac

gctgttggatttatgcctaacctatcagcttatccaaaatctcacggtaaaactgccaaaagtaacattgtcagtc

aagtttacttaaacggagacaaaactaaacctgtaacactaaccattacactaaacggtacacaggaaacaggaga

cacaactccaagtgcatactctatgtcattttcatgggactggtctggccacaactacattaatgaaatatttgcc

acatcctcttacactttttcatacattgcccaagaataaagaatcgtttgtgttatgtttcaacgtgtttattttt

caattgcagaaaatttcaagtcatttttcattcagtagtatagccccaccaccacatagcttatacagatcaccgt

accttaatcaaactcacagaaccctagtattcaacctgccacctccctcccaacacacagagtacacagtcctttc

tccccggctggccttaaaaagcatcatatcatgggtaacagacatattcttaggtgttatattccacacggtttcc

tgtcgagccaaacgctcatcagtgatattaataaactccccgggcagctcacttaagttcatgtcgctgtccagct

gctgagccacaggctgctgtccaacttgcggttgcttaacgggcggcgaaggagaagtccacgcctacatgggggt

agagtcataatcgtgcatcaggatagggcggtggtgctgcagcagcgcgcgaataaactgctgccgccgccgctcc
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gtcctgcaggaatacaacatggcagtggtctcctcagcgatgattcgcaccgcccgcagcataaggcgccttgtcc

tccgggcacagcagcgcaccctgatctcacttaaatcagcacagtaactgcagcacagcaccacaatattgttcaa

aatcccacagtgcaaggcgctgtatccaaagctcatggcggggaccacagaacccacgtggccatcataccacaag

cgcaggtagattaagtggcgacccctcataaacacgctggacataaacattacctcttttggcatgttgtaattca

ccacctcccggtaccatataaacctctgattaaacatggcgccatccaccaccatcctaaaccagctggccaaaac

ctgcccgccggctatacactgcagggaaccgggactggaacaatgacagtggagagcccaggactcgtaaccatgg

atcatcatgctcgtcatgatatcaatgttggcacaacacaggcacacgtgcatacacttcctcaggattacaagct

cctcccgcgttagaaccatatcccagggaacaacccattcctgaatcagcgtaaatcccacactgcagggaagacc

tcgcacgtaactcacgttgtgcattgtcaaagtgttacattcgggcagcagcggatgatcctccagtatggtagcg

cgggtttctgtctcaaaaggaggtagacgatccctactgtacggagtgcgccgagacaaccgagatcgtgttggtc

gtagtgtcatgccaaatggaacgccggacgtagtcatatttcctgaagcaaaaccaggtgcgggcgtgacaaacag

atctgcgtctccggtctcgccgcttagatcgctctgtgtagtagttgtagtatatccactctctcaaagcatccag

gcgccccctggcttcgggttctatgtaaactccttcatgcgccgctgccctgataacatccaccaccgcagaataa

gccacacccagccaacctacacattcgttctgcgagtcacacacgggaggagcgggaagagctggaagaaccatgt

ttttttttttattccaaaagattatccaaaacctcaaaatgaagatctattaagtgaacgcgctcccctccggtgg

cgtggtcaaactctacagccaaagaacagataatggcatttgtaagatgttgcacaatggcttccaaaaggcaaac

ggccctcacgtccaagtggacgtaaaggctaaacccttcagggtgaatctcctctataaacattccagcaccttca

accatgcccaaataattctcatctcgccaccttctcaatatatctctaagcaaatcccgaatattaagtccggcca

ttgtaaaaatctgctccagagcgccctccaccttcagcctcaagcagcgaatcatgattgcaaaaattcaggttcc

tcacagacctgtataagattcaaaagcggaacattaacaaaaataccgcgatcccgtaggtcccttcgcagggcca

gctgaacataatcgtgcaggtctgcacggaccagcgcggccacttccccgccaggaaccatgacaaaagaacccac

actgattatgacacgcatactcggagctatgctaaccagcgtagccccgatgtaagcttgttgcatgggcggcgat

ataaaatgcaaggtgctgctcaaaaaatcaggcaaagcctcgcgcaaaaaagaaagcacatcgtagtcatgctcat

gcagataaaggcaggtaagctccggaaccaccacagaaaaagacaccatttttctctcaaacatgtctgcgggttt

ctgcataaacacaaaataaaataacaaaaaaacatttaaacattagaagcctgtcttacaacaggaaaaacaaccc

ttataagcataagacggactacggccatgccggcgtgaccgtaaaaaaactggtcaccgtgattaaaaagcaccac

cgacagctcctcggtcatgtccggagtcataatgtaagactcggtaaacacatcaggttgattcacatcggtcagt

gctaaaaagcgaccgaaatagcccgggggaatacatacccgcaggcgtagagacaacattacagcccccataggag

gtataacaaaattaataggagagaaaaacacataaacacctgaaaaaccctcctgcctaggcaaaatagcaccctc

ccgctccagaacaacatacagcgcttccacagcggcagccataacagtcagccttaccagtaaaaaagaaaaccta

ttaaaaaaacaccactcgacacggcaccagctcaatcagtcacagtgtaaaaaagggccaagtgcagagcgagtat

atataggactaaaaaatgacgtaacggttaaagtccacaaaaaacacccagaaaaccgcacgcgaacctacgccca

gaaacgaaagccaaaaaacccacaacttcctcaaatcgtcacttccgttttcccacgttacgtaacttcccatttt

aagaaaactacaattcccaacacatacaagttactccgccctaaaacctacgtcacccgccccgttcccacgcccc

gcgccacgtcacaaactccaccccctcattatcatattggcttcaatccaaaataaggtatattattgatgatg
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图1A

图1B
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