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尤其公开了可用于治疗、预防和诊断癌症、

具体是黑素瘤、尤其是皮肤黑素瘤和葡萄膜黑素

瘤的多肽和编码所述多肽的核酸。
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1.一种分离的多肽，由选自SEQ  ID  NO.  11‑13、55‑57、73中任一者的序列组成。

2.融合多肽，由根据权利要求1所述的分离的多肽组成，所述多肽融合于第二或其他多

肽融合，所述第二或其他多肽选自(i)一种或多种其他多肽，所述一种或多种其他多肽选自

(x)具有SEQ  ID  NO:  2‑10的序列的多肽和  (y)具有SEQ  ID  NO:  15‑32、51‑54、58‑72和75‑

78的序列的多肽；(ii)黑素瘤相关抗原的其他多肽；(iii)能够增强免疫应答的多肽序列和

(iv)能够提供强烈CD4+辅助以增加对抗原表位的CD8+  T细胞反应的多肽序列。

3.分离的核酸，编码根据权利要求1的多肽，或编码根据权利要求2所述的融合多肽。

4.载体，包含根据权利要求3所述的分离的核酸。

5.根据权利要求3所述的分离的核酸或根据权利要求4所述的载体，其中所述分离的核

酸是DNA。

6.根据权利要求3所述的分离的核酸或根据权利要求4所述的载体，其中所述分离的核

酸是RNA。

7.根据权利要求3‑6中任一项所述的分离的核酸或载体，其中所述分离的核酸是人工

核酸序列。

8.根据权利要求4至6中任一项所述的载体，其包含编码调节元件的DNA，所述调节元件

适于允许有翻译活性的RNA分子在人类宿主细胞中转录。

9.根据权利要求4至6中任一项所述的载体，其是病毒载体。

10.根据权利要求9所述的载体，其是腺病毒载体、腺相关病毒(AAV)、甲病毒载体、疱疹

病毒载体、沙粒病毒载体、麻疹病毒载体、痘病毒载体、副黏病毒载体、慢病毒载体或弹状病

毒载体。

11.免疫原性药物组合物，包含根据权利要求1至10中任一项所述的多肽、分离的核酸、

融合多肽或载体连同可药用的载体。

12.根据权利要求11所述的组合物，其包含一种或多种免疫刺激剂。

13.根据权利要求12所述的组合物、其中免疫刺激剂选自铝盐、皂素、免疫刺激性寡核

苷酸、水包油乳液、氨烷基氨基葡糖苷4‑磷酸、脂多糖及其衍生物和其他TLR4配体、TLR7配

体、TLR8配体、TLR9配体、IL‑12和干扰素。

14.根据权利要求11至13中任一项所述的组合物，其是适于肠胃外施用的无菌组合物。

15.根据权利要求1至14中任一项所述的多肽、分离的核酸、载体或组合物在制备用于

升高人类中免疫应答的药物中的用途，其中所述免疫应答针对黑素瘤肿瘤而产生。

16.根据权利要求15所述的用途，其中针对癌性肿瘤产生免疫应答，所述癌性肿瘤表达

选自以下的序列：SEQ  ID  NO:  11‑13、55‑57和73中任一项。

17.根据权利要求1至14中任一项所述的多肽、分离的核酸、融合多肽、载体或组合物在

制备用于治疗或预防人类中的癌症的药物中的用途，其中癌的细胞表达选自以下的相应序

列：SEQ  ID  NO:  11‑13、55‑57和73中任一项，其中所述癌症是黑素瘤。

18.根据权利要求1‑14中任一项所述的多肽、分离的核酸、融合多肽、载体或组合物在

制备用于离体刺激和/或扩充从患癌症的人类衍生的T细胞的药物中的用途，所述经刺激的

和/或经扩充的T细胞后续再引入所述人类，以治疗所述人类中的所述癌症，其中所述癌症

是黑素瘤。

19.制备对癌细胞有细胞毒性的T细胞群体的方法，所述癌细胞表达选自以下的序列：
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SEQ  ID  NO:  11‑13、55‑57和73中任一项，所述方法包括(a)从癌症患者获得T细胞、任选地

连同抗原呈递细胞；并且(b)用根据权利要求1至14中任一项所述多肽、分离的核酸、融合多

肽、载体或组合物离体刺激并扩充T细胞群体。

20.T细胞群体，通过以下方法可获得，所述方法包括(a)从来自癌症患者获得T细胞并

且任选的抗原呈递细胞(b)用具有SEQ  ID  NO:  11‑13、55‑57和73中任一项的序列的多肽离

体刺激和扩充T细胞群体。

21.T细胞，其已经用具有SEQ  ID  NO:  11‑13、55‑57和73中任一项序列的多肽刺激过。

22.抗原呈递细胞，其通过离体加载根据权利要求1至14中任一项所述的多肽、分离的

核酸、融合多肽、载体或组合物受到修饰或经遗传工程化以表达根据权利要求1至2中任一

项所述的多肽。

23.根据权利要求22所述的抗原呈递细胞，其是树状细胞。

24.外来体，加载从细胞制备的多肽，所述细胞加载根据权利要求1至14中任一项所述

的多肽、分离的核酸、融合多肽、载体或组合物或经遗传工程化以表达根据权利要求1至2中

任一项所述的多肽。

25.药物组合物，包含根据权利要求20至24中任一项所述的T细胞群体、T细胞、抗原呈

递细胞或外来体连同可药用的载体。

26.根据权利要求20至25中任一项所述的T细胞群体、T细胞、抗原呈递细胞、外来体或

组合物在制备用于治疗或预防人类中的癌症的药物中的用途，其中癌的细胞表达选自以下

的相应序列：SEQ  ID  NO:  11‑13、55‑57和73中任一项，其中所述癌症是黑素瘤。

27.根据权利要求1的多肽或者编码根据权利要求1的所述多肽的核酸在制备用于诊断

某人患有癌症的的产品中的用途，其中所述产品确定所述癌的细胞是否表达选自以下的多

肽序列：SEQ  ID  NO:  11‑13、55‑57和73中任一项的序列，或编码所述多肽序列的核酸，其中

所述癌症是黑素瘤。

28.根据权利要求1的多肽或者编码根据权利要求1的所述多肽的核酸在制备用于诊断

某人患有皮肤黑素瘤或葡萄膜黑素瘤的产品中的用途，其中所述产品确定所述癌的细胞是

否表达选自以下的多肽序列：SEQ  ID  NO:  11‑13、55‑57和73中任一项，或编码所述多肽序

列的核酸。

29.多肽在制备产品中的用途，所述多肽由选自SEQ  ID  NO:  11‑13、55‑57和73中任一

项的序列组成；其从患有癌症的人的肿瘤分离，所述产品用于确定所述人是否将适于用疫

苗治疗，所述疫苗包含根据权利要求1至14或20至25中任一项所述的多肽、分离的核酸、融

合蛋白、载体、组合物、T细胞群体、T细胞、抗原呈递细胞、外来体、抗原结合多肽，其中所述

癌症是黑素瘤。

30.根据权利要求15‑18、26‑27和29中任一项所述的用途，其中癌是皮肤黑素瘤。

31.根据权利要求15‑18、26‑27和29  中任一项所述的用途，其中癌是葡萄膜黑素瘤。

32.根据权利要求2所述的融合多肽，其由如下组成：

(a)  选自SEQ  ID  NO.  11‑13、55‑57和73中任一项的序列；和

(b)  一个或多个选自SEQ  ID  NO.  2‑4、15‑32、51‑54、58‑72和75‑78的序列。

33.根据权利要求32所述的融合多肽，其由如下组成：

(1)选自SEQ  ID  NO:  11‑13、55‑57和73中任一项的序列组成；和
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(2)选自SEQ  ID  NO.  2、15‑16、58‑66,  75和77中任一项的序列；和

(3)选自SEQ  ID  NO.  3、17‑18、53和67‑69中任一项的序列；和

(4)选自SEQ  ID  NO.  4、19、51‑52、54、70‑72和76‑77中任一项的序列。

34.根据权利要求32所述的融合多肽，其包含由如下组成：

(1)选自SEQ  ID  NO:  11‑13、55‑57和73中任一项的序列；和

(2)选自SEQ  ID  NO.  2、15‑16、58‑66、75和77中任一项的序列；和

(3)选自SEQ  ID  NO.  4、19、51‑52、54、70‑72和76‑77中任一项的序列。

35.分离的核酸，编码根据权利要求32‑34中任一项所述的融合多肽。

36.根据权利要求35所述的分离的核酸，其是DNA。

37.载体，包含根据权利要求36所述的分离的核酸。

38.根据权利要求37所述的载体，其包含编码调节元件的DNA，所述调节元件适于允许

有翻译活性的RNA分子在人类宿主细胞中转录。

39.根据权利要求37或权利要求38所述的载体，其是病毒载体。
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新的癌抗原和方法

发明领域

[0001] 本发明涉及用于治疗或预防癌症、尤其用于治疗或预防黑素瘤(例如皮肤黑素瘤

或葡萄膜黑素瘤)的抗原性多肽和相应的多核苷酸。本发明尤其进一步涉及包含所述核酸

和多肽的药物组合物和免疫原性组合物、加载所述多肽和多核苷酸和/或受其刺激的免疫

细胞、对所述多肽特异的抗体和以识别所述多肽的分子基因工程化的(自体或其他)细胞。

[0002] 发明背景

[0003] 作为针对致病微生物的正常免疫监视的部分，全部细胞均降解胞内蛋白以产生

肽，所述肽加载到表达于全部细胞的表面上的主要组织相容性复合体(MHC)I类分子。大部

分衍生自宿主细胞的这些肽被视为自我并且对适应性免疫系统保持不可见。然而，外来(非

自我)的肽能够刺激初始CD8+T细胞扩充，所述细胞编码紧密结合MHC  I‑肽复合体的T细胞

受体(TCR)。这种扩充的T细胞群体可以产生效应子CD8+T细胞(包括细胞毒性T‑淋巴细胞‑

CTLs)，其可以消除加外来抗原标签的细胞，以及记忆CD8+T细胞，其可以在加外来抗原标签

的细胞稍后在动物的一生中出现时再扩充。

[0004] MHC  II类分子，其表达正常情况下限于专业性抗原呈递细胞(APCs)如树状细胞

(DCs)，通常加载已经自外源环境内化的肽。在各种因子(包括T细胞黏附分子(CD54、CD48)

和共刺激分子(CD40、CD80、CD86))存在下，来自初始CD4+T细胞的互补性TCR与MHC  II‑肽复

合体的结合使成熟CD4+T细胞诱导成效应细胞(例如，TH1、TH2、TH17、TFH、Treg细胞)。这些效应

子CD4+T‑细胞可以促进B细胞分化成分泌抗体的浆细胞以及促进抗原特异性CD8+CTL分化，

因而有助于诱导针对外来抗原的适应性免疫应答，所述适应性免疫应答包括短期效应子功

能和更长期的免疫记忆。DC可以通过输送外源衍生的抗原(如从病原体或肿瘤细胞释放的

肽或蛋白质)到其MHC  I分子上，执行肽抗原的交叉呈递过程，有助于通过提供刺激初始CD8

+T细胞扩充的旁路途径产生免疫记忆。

[0005] 免疫记忆(特别是抗原特异性B细胞/抗体和抗原特异性CTL)是控制微生物感染中

的关键角色，并且已经利用免疫记忆开发了预防重要致病微生物所致疾病的众多疫苗。还

已知免疫记忆在控制肿瘤形成中发挥关键作用，但几乎尚未开发有效的癌疫苗。

[0006] 癌是第二大主导病因，占全球所有死亡例的1/6。2015年，癌症所致的8.8百万例死

亡当中，夺去大部分生命的癌来自肺癌(169万例)、肝癌(788,000例)、结直肠癌(774 ,000

例)、胃癌(754,000例)和乳腺癌(571,000例)。估计癌症在2010年的经济影响是1.16万亿美

元，并且接下来的二十年期间预计新病例数升高大约70％(2017年世界卫生组织癌症现

实)。

[0007] 当前的皮肤黑素瘤疗法各异且高度地依赖于肿瘤位置和疾病阶段。主要的非转移

性黑素瘤疗法是手术摘除肿瘤和周围组织。晚期黑素瘤可能需要包括淋巴结清扫术、放疗

或化疗的治疗。免疫检查点阻断策略，包括使用靶向负向免疫调节物如PD‑1/PD‑L1和CTLA4

的抗体，最近已经给多种恶性肿瘤(包括黑素瘤)的治疗带来革命(Ribas ,A .和Wolchok ,

J.D.(2018)Science,359:1350‑1355)。异乎寻常的检查点阻断疗法价值和其临床获益与患

者对其自身癌抗原的适应性免疫应答(基于免疫应答的特异性T细胞)的充分认可联系已经
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给研究有效的癌疫苗、疫苗模式和癌疫苗抗原带来革命。

[0008] 人内源逆转录病毒(HERV)是外源性传染性逆转录病毒的祖先胚系整合物的残余

物。HERV属于一组内源性逆转录元件，其以存在侧置于病毒基因组的长末端重复序列(LTR)

为特征。这个组还包括哺乳动物表观LTR逆转座子(MaLR)并且因此统称称作LTR元件(此处

统称为ERV以意指全部LTR元件)。ERV构成可观比例的哺乳动物基因组(8％)，并且可以基于

序列同源性，分组成大约100个家族。许多ERV序列编码缺陷性前病毒，所述前病毒共有由旁

侧有LTR的gag、pro、pol和env基因组成的原型逆转录病毒基因组结构。一些完好的ERV  ORF

产生与外源性传染性逆转录病毒如HIV‑1编码的蛋白质共有诸特征的逆转录病毒蛋白质。

这类蛋白质可以充当诱导强力免疫应答的抗原(Hurst和Magiorkinis,2015,J.Gen.Virol 

96:1207‑1218)，显示ERV编码的多肽可能逃避T细胞受体选择过程与B细胞受体选择过程和

中央耐受性与外周耐受性。针对ERV产物的免疫反应性可以在感染或癌症中自发地出现，并

且ERV产物已经作为一些自身免疫疾病的病因牵涉 (Kassiotis和Stoye ,2016 ,

Nat.Rev.Immunol.16:207‑219)。

[0009] 归因于进化期间突变和重组事件积累，ERV衍生的大部分序列已经丧失其一些或

全部基因的有功能可读框并因此丧失其产生传染性病毒的能力。然而，这些ERV元件如同其

他基因那样维持在种系DNA中并且仍然具有从其至少一些基因产生蛋白质的潜力。实际上，

HERV编码的蛋白质已经在多种的人类癌症中检出。例如，HERV‑K  env基因即Rec和Np9的剪

接变体只存在于恶性睾丸生殖细胞中而不存在于健康细胞中(Ruprecht等人 ,2008,Cell 

Mol  Life  Sci  65:3366‑3382)。如与健康组织相比，还已经在多种癌如那些前列腺癌中观

察到升高水平的HERV转录物(Wang‑Johanning,2003,Cancer98:187‑197；Andersson等人,

1998,Int.J.Oncol,12:309‑313)。另外，已经显示HERV‑E和HERV‑H的过量表达有免疫抑制

性，这还可能促成癌形成(Mangeney等人,2001,J.Gen.Virol.82:2515‑2518)。然而，HERV可

能促成癌形成或致病性的确切机理仍是未知的。

[0010] 除对周围的相邻宿主基因的表达解除管制之外，ERV调节元件的活性和转座至新

基因组部位可能导致产生新转录物，其中某些可以具有致瘤特性(Babaian和Mager ,

Mob.DNA,2016；Lock等人,PNAS,2014,111:3534‑3543)。

[0011] 广泛类型的疫苗模式已知。一个充分描述的方案包括向受试者直接递送抗原性多

肽，以便升高免疫应答(包括B细胞反应和T细胞反应)和刺激免疫记忆。备选地，可以将多核

苷酸借助载体施用至受试者，从而多核苷酸编码的免疫原性多肽在体内表达。已经充分探

索使用病毒载体(例如腺病毒载体)在针对癌症的预防性接种和治疗性处理策略中递送抗

原(Wold等人Current  Gene  Therapy,2013,Adenovirus  Vectors  for  Gene  Therapy(基因

治疗的腺病毒载体) ,Vaccination  and  Cancer  Gene  Therapy,13:421‑433)。免疫原性肽、

多肽或编码它们的多核苷酸也可以用来加载患者衍生的抗原呈递细胞(APC)，后者随后可

以作为激发治疗性或预防性免疫应答的疫苗输注至受试者中。这种方法的示例是

Provenge，其目前是FDA核准的唯一抗癌疫苗。

[0012] 也可以通过使用癌抗原产生多种非疫苗治疗性模式，在治疗和预防癌症中利用这

些癌抗原。这些治疗药分成两个不同类别：1)抗原结合性生物制品，2)过继细胞治疗药。

[0013] 抗原结合性生物产品一般由识别抗原修饰的癌细胞并且促进癌细胞摧毁的多价

工程化多肽组成。这些生物制品的抗原结合性要素可以由基于TCR的生物制品组成，所述生
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物制品包括但不限于通过各种技术产生的TCR、高亲和力TCR和TCR拟似物(包括基于单克隆

抗体技术的那些)。这类多价生物制品的溶细胞部分可以由促进靶向和活化免疫细胞的细

胞毒性化学物、生物毒素、导引基序和/或免疫刺激基序组成，前述任一者促进治疗性摧毁

肿瘤细胞。

[0014] 过继细胞疗法可以基于患者的自身T细胞，其中取出所述T细胞并用疫苗抗原制剂

离体刺激(在其他因子(包括细胞组分和非细胞组分)存在或不存在时与T细胞一起培养)

(JCI  Insight.2018Oct  4；3(19) .pii:122467.doi:10.1172/jci.insight.122467)。备选

地，过继细胞疗法可以基于已经过人为工程化以表达识别癌抗原的抗原结合多肽的细胞

(包括患者衍生或非患者衍生的细胞)。这些抗原结合多肽属于上文对抗原结合性生物制品

所述相同的类别。因此，可以将已经过遗传操作以表达癌抗原结合性多肽的淋巴细胞(自体

或非自体)施用至患者，作为治疗其癌症的过继细胞疗法。

[0015] 使用ERV衍生的抗原升高针对癌症的有效免疫反应已经在鼠的癌症模型中显示出

促进肿瘤消退和预后更有利的有前景结果(Kershaw等人 ,2001 ,Cancer  Res .61:7920‑

7924；Slansky等人,2000,Immunity  13:529‑538)。因此，已经在人类中构思了HERV抗原中

心免疫治疗试验(Sacha等人,2012,J.Immunol  189:1467‑1479)，不过进展已经受限，部分

地归因于已鉴定的肿瘤特异性ERV抗原的重度限制。

[0016] WO  2005/099750在针对传染性病原体的现有疫苗中鉴定了锚定的序列，所述序列

共同之处在于升高针对HERV‑K  Mel肿瘤抗原的交叉反应免疫应答并且赋予对抗黑素瘤的

保护。

[0017] WO  00/06598涉及鉴定在黑素瘤中偏好表达的HERV‑AVL3‑B肿瘤相关基因，和诊断

和治疗以表达所述基因为特征的病状的方法和产品。

[0018] WO  2006/119527提供从黑素瘤相关的内源逆转录病毒(MERV)衍生的抗原性多肽，

及其检测和诊断黑素瘤以及疾病预后的用途。还公开了抗原性多肽作抗癌疫苗的用途。

[0019] WO  2007/137279公开了用于检测、预防和治疗HERV‑K+癌的方法和组合物，例如使

用HERV‑K+结合抗体预防或抑制癌细胞增殖。

[0020] WO  2006/103562公开了一种用于治疗或预防癌症的方法，其中表达来自HERV‑K的

env基因的免疫抑制性Np9蛋白。该发明还涉及药物组合物，所述药物组合物包含能够抑制

所述蛋白质的活性的核酸或抗体，或能够诱导针对所述蛋白质的免疫应答的免疫原或疫苗

组合物。

[0021] WO  2007/109583提供通过以下方式预防或治疗哺乳动物受试者中肿瘤性疾病的

组合物和方法：提供包含富集的免疫细胞群体的组合物，所述免疫细胞群体与肿瘤细胞上

的HERV‑E抗原有反应性。

[0022] Humer  J等人,2006,Canc.Res.,66:1658‑63鉴定了从黑素瘤相关的内源逆转录病

毒衍生的黑素瘤标志物。

[0023] 需要进一步鉴定可以用于免疫治疗癌症、特别是黑素瘤、尤其皮肤黑素瘤和葡萄

膜黑素瘤的HERV相关抗原性序列。

[0024] 发明简述

[0025] 发明人已经惊讶地发现某些RNA转录物，它们包含LTR元件或衍生自与LTR元件毗

邻的基因组序列，所述转录物在皮肤黑素瘤细胞中以高水平存在，但在正常的健康组织中
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不可检出或以很低水平存在(参见实施例1)。这类转录物在本文中称作癌特异性跨LTR元件

转录物(CLT)。进一步地，发明人已经显示，由这些CLT编码的潜在多肽序列的子集(即，可读

框(ORF))在癌细胞中翻译、由抗原加工装置的组分加工并且在肿瘤组织中存在的细胞的表

面上与I类和II类主要组织相容性复合体(MHC  I类和MHC  II类)及I类和II类人白细胞抗原

(HLA  I类，HLA  II)类分子缔合时呈递(参见实施例2)。根据事实本身，这些结果显示这些多

肽(本文中称作CLT抗原)有抗原性。因此，CLT抗原的癌细胞呈递预计使这些细胞易受携带

CLT抗原的同族T细胞受体(TCR)的T细胞清除，并且扩充携带这些同族TCR的T细胞的基于

CLT抗原的接种方法/治疗方案预计激发针对癌细胞(和含有它们的肿瘤)、特别是黑素瘤、

尤其皮肤黑素瘤肿瘤的免疫应答。来自黑素瘤受试者的T细胞的确与衍生自本文公开的CLT

抗原的肽有反应性并且扩充T细胞及扩增T细胞受体序列(参见实施例3)。发明人已经证实，

对CLT抗原特异的T细胞并未因中央耐受性从正常受试者的T细胞库删除(参见实施例4)。已

经确定健康供体T细胞的离体培养物中CLT抗原特异性T细胞的存在和杀伤活性(参见实施

例5)。最后，qRT‑PCR研究已经确认，如与非黑素瘤细胞系相比，CLT在提取自黑素瘤细胞系

的RNA中特异性表达(参见实施例7)。

[0026] 发明人还具有惊讶地发现，某些编码CLT抗原及在皮肤黑素瘤中过量表达的CLT还

在葡萄膜黑素瘤中过量表达。这些CLT编码的CLT抗原多肽序列预计针对葡萄膜黑素瘤细胞

和含有它们的肿瘤激发免疫应答。

[0027] 作为本发明主题的CLT和CLT抗原不是可以从癌基因组图集中存在的已知肿瘤基

因组序列轻易导出的典型序列。CLT是因受ERV源转录控制序列驱动的复杂转录和剪接事件

产生的转录物。由于CLT以高水平表达并且由于CLT抗原多肽序列不是正常的人蛋白质序

列，故而预计它们将能够激发强烈的特异性免疫应答(的确如已经确立那样‑参见实施例3‑

5)并且是因此适于癌症免疫治疗环境下的治疗性用途。

[0028] 可以按几种模式使用在表征肿瘤细胞的高表达转录物中发现的CLT抗原，在本发

明之前不知所述抗原在人类中存在及不产生蛋白质产物并且不知其刺激免疫应答。首先，

可以将本发明的CLT抗原多肽直接输送至受试者，作为针对肿瘤细胞激发治疗性或预防性

免疫应答的疫苗。其次，可以将本发明的核酸(其可以经密码子优化以增强其表达编码的

CLT抗原)直接施用或另外插入用于体内递送的载体中，以在受试者中产生编码的蛋白质产

物作为针对肿瘤细胞激发治疗性或预防性免疫应答的疫苗。第三，本发明的多核苷酸和/或

多肽可以用来加载患者衍生的抗原呈递细胞(APC)，后者随后可以作为激发针对癌细胞的

治疗性或预防性免疫应答的疫苗输注至受试者中。第四，本发明的多核苷酸和/或多肽可以

用于离体刺激受试者的T细胞，产生刺激的T细胞制备物，这种制备物可以作为治疗癌症的

治疗药施用至受试者。第五，识别与MHC  I分子复合的CLT抗原并且已经过进一步修饰以允

许其杀伤(或促进杀伤)癌细胞的生物分子(如T细胞受体(TCR)或TCR拟似物)可以作为治疗

癌症的治疗药施用至受试者。第六，可以向(自体或非自体)T细胞引入识别与MHC细胞复合

的CLT抗原的生物分子的嵌合形式，并且所产生的细胞可以作为治疗癌症的治疗药施用至

受试者。下文更详细地描述这些应用和其他应用。

[0029] 因此，本发明尤其提供一种分离的多肽，所述多肽包含选自以下的序列：

[0030] (a)SEQ  ID  NO.1‑10中任一者的序列和

[0031] (b)(a)的序列的变体；和
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[0032] (c)(a)的序列的免疫原性片段

[0033] (以下简称为“本发明多肽”)。

[0034] 本发明也提供编码本发明多肽的核酸分子(以下简称为“本发明的核酸”)。

[0035] 本发明的多肽和本发明的核酸，以及本发明的相关方面，预计在一系列实施方案

中可用于癌症免疫治疗和预防、尤其黑素瘤免疫治疗和预防，如下文更详细地讨论。

[0036] 附图简述

[0037] 对于图1‑图15的每一者，上部小图显示肽的提取的MS/MS谱(连同指派的碎片离

子)，所述肽从患者的肿瘤样品分离，并且下部小图指示线形肽序列的位置的波谱呈献，所

述线形肽序列已经定位至碎片离子。

[0038] 图1.从患者Mel‑3的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.11的肽的波谱。

[0039] 图2.从患者Mel‑3的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.12的肽的波谱。

[0040] 图3.从患者Mel‑5的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.13的肽的波谱。

[0041] 图4.从患者Mel‑16的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.13的肽的波谱。

[0042] 图5.从患者Mel‑26的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.15的肽的波谱。

[0043] 图6.从患者Mel‑20的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.16的肽的波谱。

[0044] 图7.从患者Mel‑35的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.17的肽的波谱。

[0045] 图8.从患者Mel‑3的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.19的肽的波谱。

[0046] 图9.从患者Mel‑27的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.21的肽的波谱。

[0047] 图10.从患者Mel‑27的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.20的肽的波谱。

[0048] 图11.从患者Mel‑27的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.22的肽的波谱。

[0049] 图12.从患者Mel‑27的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.23的肽的波谱。

[0050] 图13.从患者Mel‑27的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.24的肽的波谱。

[0051] 图14.从患者Mel‑16的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.25的肽的波谱。

[0052] 图15.从患者Mel‑41的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.26的肽的波谱。

[0053] 图16显示来自患者Mel‑15的免疫肽组学分析中归因于SEQ  ID  NO.27的肽片段质

谱法波谱。

[0054] 图17显示来自患者Mel‑10的免疫肽组学分析中归因于SEQ  ID  NO.29的肽片段质

谱法波谱。

[0055] 图18显示来自患者Mel‑5的免疫肽组学分析中归因于SEQ  ID  NO.14的肽片段质谱

法波谱。

[0056] 图19显示来自患者Mel‑4的免疫肽组学分析中归因于SEQ  ID  NO.21的肽片段质谱

法波谱。

[0057] 图20显示来自患者Mel‑18的免疫肽组学分析中归因于SEQ  ID  NO.31的肽片段质

谱法波谱。

[0058] 图21显示来自患者Mel‑16的免疫肽组学分析中归因于SEQ  ID  NO.13的肽片段质

谱法波谱。

[0059] 图22显示来自患者Mel‑3的免疫肽组学分析中归因于SEQ  ID  NO.19的肽片段质谱

法波谱。

[0060] 图23显示来自患者Mel‑6的免疫肽组学分析中归因于SEQ  ID  NO.28的肽片段质谱
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法波谱。

[0061] 图24显示来自患者Mel‑18的免疫肽组学分析中归因于SEQ  ID  NO.18的肽片段质

谱法波谱。

[0062] 图25显示来自患者Mel‑4的免疫肽组学分析中归因于SEQ  ID  NO.30的肽片段质谱

法波谱。

[0063] 图26显示来自患者Mel‑4的免疫肽组学分析中归因于SEQ  ID  NO.20的肽片段质谱

法波谱。

[0064] 图27显示来自患者Mel‑20的免疫肽组学分析中归因于SEQ  ID  NO.16的肽片段质

谱法波谱。

[0065] 图28显示来自患者Mel‑3的免疫肽组学分析中归因于SEQ  ID  NO.12的肽片段质谱

法波谱。

[0066] 对于图29‑图42的每一者，上部小图显示肽的提取的MS/MS谱(连同指派的碎片离

子)，所述肽从患者的肿瘤样品分离，并且下部小图指示线形肽序列的位置的波谱呈献，所

述线形肽序列已经定位至碎片离子。

[0067] 图29.从患者Mel‑40的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.51的肽的波谱。

[0068] 图30.从患者Mel‑41的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.51的肽的波谱。

[0069] 图31.从患者Mel‑27的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.52的肽的波谱。

[0070] 图32.从患者Mel‑39的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.52的肽的波谱。

[0071] 图33.从患者2MT3的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.13的肽的波谱。

[0072] 图34.从患者2MT10的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.13的肽的波谱。

[0073] 图35.从患者2MT3的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.12的肽的波谱。

[0074] 图36.从患者2MT4的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.16的肽的波谱。

[0075] 图37.从患者2MT3的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.17的肽的波谱。

[0076] 图38.从患者1MT1的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.53的肽的波谱。

[0077] 图39.从患者2MT3的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.51的肽的波谱。

[0078] 图40.从患者2MT3的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.19的肽的波谱。

[0079] 图41.从患者2MT1的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.19的肽的波谱。

[0080] 图42.从患者2MT12的肿瘤样品分离的SEQ  ID  NO.54的肽的波谱。

[0081] 图43‑图50各自显示从患者肿瘤样本分离的肽的天然MS/MS谱(上部)与对应于相

同序列的合成肽的天然图谱(下部)的比对。

[0082] 图43显示来自患者2MT3的免疫肽组学分析中归因于SEQ  ID  NO.13的肽片段质谱

法波谱。

[0083] 图44显示来自患者2MT3的免疫肽组学分析中归因于SEQ  ID  NO.12的肽片段质谱

法波谱。

[0084] 图45显示来自患者2MT4的免疫肽组学分析中归因于SEQ  ID  NO.16的肽片段质谱

法波谱。

[0085] 图46显示来自患者2MT3的免疫肽组学分析中归因于SEQ  ID  NO.17的肽片段质谱

法波谱。

[0086] 图47显示来自患者1MT1的免疫肽组学分析中归因于SEQ  ID  NO.53的肽片段质谱
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法波谱。

[0087] 图48显示来自患者2MT3的免疫肽组学分析中归因于SEQ  ID  NO.51的肽片段质谱

法波谱。

[0088] 图49显示来自患者2MT3的免疫肽组学分析中归因于SEQ  ID  NO.19的肽片段质谱

法波谱。

[0089] 图50显示来自患者2MT12的免疫肽组学分析中归因于SEQ  ID  NO.54的肽片段质谱

法波谱。

[0090] 图51小图A至C显示响应于与特定肿瘤抗原衍生肽培养时，来自患者PBMC培养物的

肿瘤抗原特异性T细胞扩充。

[0091] 图52小图A至D提供CLT抗原衍生肽(SEQ  ID  NO.55至SEQ  ID  NO.72)的总结，所述

肽能够从黑素瘤患者PBMC扩充携带TCR的特异性T细胞。

[0092] 图53显示来自正常献血者的针对来自CLT抗原1的HLA‑A*0201限制肽(SEQ  ID 

NO.73)的CD8  T细胞反应。

[0093] 图54显示来自正常献血者的针对来自CLT抗原2的HLA‑A*0201限制肽(SEQ  ID 

NO.75)的CD8  T细胞反应。

[0094] 图55显示来自正常献血者的针对来自CLT抗原4的HLA‑A*0201限制肽(SEQ  ID 

NO.76)的CD8  T细胞反应。

[0095] 图56小图A至D显示与来自相同捐献者的初始型CD45RO阴性CD8  T细胞相比，针对

记忆型CD45RO阳性CD8  T细胞中分别来自CLT抗原1和CLT抗原4的HLA‑B*0702限制肽(SEQ 

ID  NO.74和77)的反应性。

[0096] 图57显示正常CD8  T细胞的HLA五聚物染色，所述细胞对衍生自CLT抗原1的肽(SEQ 

ID  NO.73)、衍生自CLT抗原2的肽(SEQ  ID  NO.78)和衍生自CLT抗原4的肽(SEQ  ID  NO.77)

特异。

[0097] 图58显示扩充的、五聚物分选的经衍生自CLT抗原4的肽(SEQ  ID  NO.77)脉冲标记

的CD8  T细胞杀伤C1RB7靶细胞。

[0098] 图59小图A至C显示验证黑素瘤癌细胞系中编码CLT抗原1的CLT(SEQ  ID  NO.33)、

编码CLT抗原2的CLT(SEQ  ID  NO .34)；和编码CLT抗原3和4的CLT(SEQ  ID  NO .35)转录的

qRT‑PCR分析结果。

[0099] 序列说明

[0100] SEQ  ID  NO.1是CLT抗原1的多肽序列

[0101] SEQ  ID  NO.2是CLT抗原2的多肽序列

[0102] SEQ  ID  NO.3是CLT抗原3的多肽序列

[0103] SEQ  ID  NO.4是CLT抗原4的多肽序列

[0104] SEQ  ID  NO.5是CLT抗原5的多肽序列

[0105] SEQ  ID  NO.6是CLT抗原6的多肽序列

[0106] SEQ  ID  NO.7是CLT抗原7的多肽序列

[0107] SEQ  ID  NO.8是CLT抗原8的多肽序列

[0108] SEQ  ID  NO.9是CLT抗原9的多肽序列

[0109] SEQ  ID  NO.10是CLT抗原10的多肽序列
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[0110] SEQ  ID  NO.11‑14是从CLT抗原1衍生的肽序列

[0111] SEQ  ID  NO.15和16是从CLT抗原2衍生的肽序列

[0112] SEQ  ID  NO.17和18是从CLT抗原3衍生的肽序列

[0113] SEQ  ID  NO.19是从CLT抗原4衍生的肽序列

[0114] SEQ  ID  NO.20‑22是从CLT抗原5衍生的肽序列

[0115] SEQ  ID  NO.23和24是从CLT抗原6衍生的肽序列

[0116] SEQ  ID  NO.25是从CLT抗原7衍生的肽序列

[0117] SEQ  ID  NO.26是从CLT抗原8衍生的肽序列

[0118] SEQ  ID  NO.27‑29是从CLT抗原9衍生的肽序列

[0119] SEQ  ID  NO.30‑32是从CLT抗原10衍生的肽序列

[0120] SEQ  ID  NO.33是编码CLT抗原1的CLT的cDNA序列

[0121] SEQ  ID  NO.34是编码CLT抗原2的CLT的cDNA序列

[0122] SEQ  ID  NO.35是编码CLT抗原3和4的CLT的cDNA序列

[0123] SEQ  ID  NO.36是编码CLT抗原5的CLT的cDNA序列

[0124] SEQ  ID  NO.37是编码CLT抗原6的CLT的cDNA序列

[0125] SEQ  ID  NO.38是编码CLT抗原7和8的CLT的cDNA序列

[0126] SEQ  ID  NO.39是编码CLT抗原9的CLT的cDNA序列

[0127] SEQ  ID  NO.40是编码CLT抗原10的CLT的cDNA序列

[0128] SEQ  ID  NO.41是编码CLT抗原1的cDNA序列

[0129] SEQ  ID  NO.42是编码CLT抗原2的cDNA序列

[0130] SEQ  ID  NO.43是编码CLT抗原3的cDNA序列

[0131] SEQ  ID  NO.44是编码CLT抗原4的cDNA序列

[0132] SEQ  ID  NO.45是编码CLT抗原5的cDNA序列

[0133] SEQ  ID  NO.46是编码CLT抗原6的cDNA序列

[0134] SEQ  ID  NO.47是编码CLT抗原7的cDNA序列

[0135] SEQ  ID  NO.48是编码CLT抗原8的cDNA序列

[0136] SEQ  ID  NO.49是编码CLT抗原9的cDNA序列

[0137] SEQ  ID  NO.50是编码CLT抗原10的cDNA序列

[0138] SEQ  ID  NO.51‑52是从CLT抗原4衍生的肽序列

[0139] SEQ  ID  NO.53是从CLT抗原3衍生的肽序列

[0140] SEQ  ID  NO.54是从CLT抗原4衍生的肽序列

[0141] SEQ  ID  NO.55‑57是从CLT抗原1衍生的肽序列

[0142] SEQ  ID  NO.58‑66是从CLT抗原2衍生的肽序列

[0143] SEQ  ID  NO.67‑69是从CLT抗原3衍生的肽序列

[0144] SEQ  ID  NO.70‑72是从CLT抗原4衍生的肽序列

[0145] SEQ  ID  NO.73‑74是从CLT抗原1衍生的肽序列

[0146] SEQ  ID  NO.75是从CLT抗原2衍生的肽序列

[0147] SEQ  ID  NO.76‑77是从CLT抗原4衍生的肽序列

[0148] SEQ  ID  NO.78是从CLT抗原2衍生的肽序列
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具体实施方案

[0149] 多肽

[0150] 术语“蛋白质”、“多肽”和“肽”在本文中互换地使用并且指任何肽连接的氨基酸

链，无论长度为多少、是否有共翻译或翻译后修饰。

[0151] 术语“氨基酸”指任何一种天然存在的氨基酸，以及按照与天然存在氨基酸相似的

方式发挥作用的氨基酸类似物和氨基酸模拟物。天然存在的氨基酸是由遗传密码编码的那

20种L‑氨基酸，以及稍后经修饰的那些氨基酸，例如，羟脯氨酸、γ ‑羧谷氨酸和O‑磷酸丝氨

酸。术语“氨基酸类似物”指一种化合物，其具有与天然存在氨基酸相同的基本化学结构，

即，与氢、羧基、氨基和R基团结合的α‑碳，和R基团，但是与天然氨基酸相比，具有修饰的R基

团或修饰的肽主链。示例包括高丝氨酸、正亮氨酸、甲硫氨酸亚砜、甲硫氨酸甲基硫鎓和正

亮氨酸。氨基酸模拟物指这样的化学化合物，它们具有与氨基酸的一般化学结构不同的结

构，但是按照与天然存在氨基酸类似的方式发挥作用的化学化合物。适当地，氨基酸是天然

存在的氨基酸或氨基酸类似物，尤其天然存在的氨基酸并且特别是遗传密码编码的那20种

L‑氨基酸之一。

[0152] 氨基酸可以在本文中通过其公知的三字母符号或通过IUPAC‑IUB生物化学命名委

员会(IUPAC‑IUB  Biochemical  Nomenclature  Commission)推荐的单字母符号提到。同样，

核苷酸可以由其通常接受的单字母代码指称。

[0153] 因此，本发明提供一种分离的多肽，所述多肽包含选自以下的序列：

[0154] (a)SEQ  ID  NO.1‑10中任一者的序列；和

[0155] (b)(a)的序列的变体；和

[0156] (c)(a)的序列的免疫原性片段

[0157] 本发明也提供一种分离的多肽，所述多肽包含选自以下的序列：

[0158] (a)减去初始甲硫氨酸残基的SEQ  ID  NO.1‑10中任一者的序列；和

[0159] (b)(a)的序列的变体；和

[0160] (c)(a)的序列的免疫原性片段

[0161] 从总体上看，本发明的多肽序列的变体包含与之具有高程度序列同一性的序列。

例如，变体适当地与相关的参考序列在其整个长度范围内具有至少约80％同一性、更优选

地至少约85％同一性和最优选地至少约90％同一性(如至少约95％、至少约98％或至少约

99％)。

[0162] 适当地，变体是免疫原性变体。某变体在如下情况视为免疫原性变体：例如在采用

多肽作为抗原的PBMC或全血体外重刺激分析中(例如，重刺激持续几小时到长达1年(如长

达6个月、1天至1个月或1至2周)之间的时间)，它激发这样的反应，所述反应是参考序列(即

变体是所述参考序列的变体)的活性的至少20％、适当地至少50％和特别地至少75％(如至

少90％)，其中所述体外重刺激分析借助淋巴细胞增殖(例如，T细胞增殖)、培养物上清液中

细胞因子(例如，IFN‑ γ )产生(通过ELISA测量等)或通过胞内和胞外染色(例如，使用对免

疫标志物如CD3、CD4、CD8、IL2、TNF‑α、IFNg、1型IFN、CD40L、CD69等特异的抗体)，随后以流

式细胞仪分析对T‑细胞反应表征，测量细胞的活化。

[0163] 变体可以例如是保守性修饰的变体。“保守性修饰的变体”是这样的变体，其中更

改导致某氨基酸置换成功能相似的氨基酸或置换/缺失/添加基本上不影响变体的生物学
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功能的残基。一般，变体的这种生物学功能将诱导针对黑素瘤例如皮肤黑素瘤癌抗原的免

疫应答。

[0164] 本领域熟知提供功能相似的氨基酸的保守性置换表。变体可以包括在其他物种中

存在的多肽同源物。

[0165] 与参考序列相比时，本发明多肽的变体可以含有多个置换，例如，保守性置换(例

如，1‑25个，如1‑10个、尤其1‑5个并且尤其1个氨基酸残基可以改变)。置换(例如，保守性置

换)的数目可以是参考序列的残基数目的直至20％，例如，直至10％例如，直至5％例如，直

至1％。通常，保守性置换将落于下文指定的氨基酸分组之一的范围内，不过在一些情况下，

其他置换可以是有可能的，同时不大幅度影响抗原的免疫原性特性。以下八个组各自含有

一般彼此互为保守性置换的氨基酸：

[0166] 1)丙氨酸(A)、甘氨酸(G)；

[0167] 2)天冬氨酸(D)、谷氨酸(E)；

[0168] 3)天冬酰胺(N)、谷氨酰胺(Q)；

[0169] 4)精氨酸(R)、赖氨酸(K)；

[0170] 5)异亮氨酸(我)、亮氨酸(L)、甲硫氨酸(M)、缬氨酸(V)；

[0171] 6)苯丙氨酸(F)、酪氨酸(Y)、色氨酸(W)；

[0172] 7)丝氨酸(S)、苏氨酸(T)；和

[0173] 8)半胱氨酸(C)、甲硫氨酸(M)

[0174] (参见，例如，Creighton,Proteins  1984)。

[0175] 适当地，这类置换不改变表位的免疫结构(例如，它们不出现在如一级序列中所定

位的表位区域内部)，并且因此不显著影响抗原的免疫原性特性。

[0176] 多肽变体还包括其中与参考序列相比，插入额外氨基酸的那些变体，例如，这类插

入可以涉及在1‑10个位置(如1‑5个位置，适当地1或2个位置，尤其1个位置)，并且可以例如

包括在每个位置添加50个或更少(如20个或更少、尤其10个或更少、特别地5个或更少)的氨

基酸。适当地，这类插入不出现在表位的区域内，并且因此不显著影响抗原的免疫原性特

性。一个插入示例包括辅助表达和/或纯化所讨论抗原的短段组氨酸残基(例如，2‑6个残

基)。

[0177] 多肽变体包括其中与参考序列相比，已经缺失氨基酸的那些变体，例如，这类缺失

可以出现在1‑10个位置(如1‑5个位置，适当地1或2个位置，尤其1个位置)，并且可以例如涉

及在每个位置删除50个或更少(如20个或更少、尤其10个或更少、特别地5个或更少)的氨基

酸。适当地，这类缺失不出现在表位的区域内，并且因此不显著影响抗原的免疫原性特性。

[0178] 本领域普通技术人员将认识到，特定的蛋白质变体可以包含置换、缺失和添加(或

其任意组合)。例如，置换/缺失/添加可能增强与所需的患者HLA分子结合(或对其具有中性

影响)，从而可能增加免疫原性(或保持免疫原性不改变)。

[0179] 本发明的免疫原性片段一般将包含至少9个(例如，至少9或10个)来自全长多肽序

列的连续氨基酸，如至少12个连续氨基酸(例如，至少15或至少20个连续氨基酸)，尤其至少

50个连续氨基酸，如至少100个连续氨基酸(例如至少200个连续氨基酸)，这取决于CLT抗原

的长度。适当地，免疫原性片段将是全长多肽序列的长度的至少10％，如至少20％，如至少

50％、如至少70％或至少80％。
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[0180] 免疫原性片段一般包含至少一个表位。表位包括B细胞表位和T细胞表位，并且适

当地，免疫原性片段包含至少一个T细胞表位如CD4+T细胞表位或CD8+T细胞表位。

[0181] T细胞表位是与HLA分子结合时为T细胞(例如，CD4+T细胞或CD8+T细胞)识别的邻

接氨基酸短段。可以通过本领域技术人员充分已知的表位定位实验实现T细胞表位的鉴定

(参见，例如，Paul ,Fundamental  Immunology ,第3版 ,243‑247(1993)；Beiβbarth等人 ,

2005,Bioinformatics,21(Suppl.1):i29‑i37)。

[0182] 作为癌症中决定性参与T‑细胞反应的结果，很明显SEQ  ID  NO.1‑10的全长多肽的

含有至少一个T细胞表位的片段可以有免疫原性并且可以有助于免疫保护。

[0183] 应当理解在多样性远交群体(如人类)中，不同的HLA型意味着特定表位可以不为

群体的全部成员所识别。因此，为了最大限度增加识别水平和针对多肽的免疫应答的规模，

通常合乎需要的是，免疫原性片段含有来自全长序列的多个表位(适当地在CLT抗原内部的

全部表位)。

[0184] SEQ  ID  NO.1‑10的多肽的可能有用的特定片段包括那些含有至少一个CD8+T细胞

表位、适当地至少两个CD8+T细胞表位和尤其全部CD8+T细胞表位的片段，尤其与多个HLA等

位基因相关的那些片段，例如，与2、3、4、5个或更多个等位基因相关的那些片段。SEQ  ID 

NO.1‑10的多肽的可能有用的特定片段包括那些含有至少一个CD4+T细胞表位、适当地至少

两个CD4+T细胞表位和尤其全部CD4+T细胞表位的片段(尤其与多个HLA等位基因相关的那

些片段，例如，与2、3、4、5个或更多个等位基因相关的那些片段)。然而，设计疫苗的技术人

员可能将外源CD4+T细胞表位与本发明的CD8+T细胞表位组合并且实现针对本发明CD8+T细

胞表位的所需应答。

[0185] 如若使用全长多肽的独立片段，则这个片段在如下情况视为有免疫原性：它激发

这样的反应，所述反应是参考序列(即片段是所述参考序列的片段)的活性(例如在采用多

肽作为抗原的PBMC或全血体外重刺激分析中(例如，重刺激持续几小时到长达1年(如长达6

个月、1天至1个月或1至2周)之间的时间)的活性)的至少20％、适当地至少50％和尤其至少

75％(如至少90％)，其中所述体外重刺激分析借助淋巴细胞增殖(例如，T细胞增殖)、培养

物上清液中细胞因子(例如，IFN‑ γ )产生(通过ELISA测量等)或通过胞内和胞外染色(例

如，使用对免疫标志物如CD3、CD4、CD8、IL2、TNF‑α、IFN‑ γ 、1型IFN、CD40L、CD69等特异的抗

体)，随后以流式细胞仪分析对T‑细胞反应表征，测量细胞的活化。

[0186] 在一些情况下，全长多肽的多个片段(它们可以重叠或可以不重叠并且可以覆盖

或可以不覆盖全长序列整体)可以用来获得针对全长序列本身的等同生物学反应。例如，如

上文所述的至少两个免疫原性片段(如三个、四个或五个)，组合时提供参考序列在PBMC或

全血体外重刺激分析(例如，T细胞增殖和/或IFN‑ γ 生成分析)中的活性的至少50％、适当

地至少75％和尤其至少90％。

[0187] SEQ  ID  NO.1‑10的多肽的示例免疫原性片段并且因此本发明肽的示例，包括了包

含SEQ  ID  NO.11‑32的序列或由其组成的多肽。SEQ  ID  NO.1‑4的多肽的其他示例免疫原性

片段并且因此本发明肽的示例，包括了包含SEQ  ID  NO.51‑78的序列或由其组成的多肽。从

免疫肽组学分析中鉴定SEQ  ID  NO.11‑17、19‑28、30‑31和51‑54的序列为结合于HLA  I类分

子(参见实施例2和2.1)。从免疫肽组学分析中鉴定SEQ  ID  NO.18、29和32的序列为结合于

HLA  II类分子(参见实施例2)。SEQ  ID  NO  55‑78的序列经NetMHC软件预测为结合于HLA  I

说　明　书 11/62 页

15

CN 112867501 B

15



类分子并且用于免疫学验证分析中(参见实施例3、4和5)。

[0188] 核酸

[0189] 本发明提供编码本发明多肽的分离的核酸(称作本发明的核酸)。例如，本发明的

核酸包含选自SEQ  ID  NO.33‑40或41‑50的序列或由其组成。

[0190] 术语“核酸”和“多核苷酸”在本文中互换地使用并且指从核苷酸单体、尤其脱氧核

糖核苷酸单体或核糖核苷酸单体产生的聚合大分子。该术语涵盖含有已知的核苷酸类似物

或已修饰的主链残基或键的核酸，所述核酸是天然存在和非天然存在的，具有与参考核酸

相似的特性，并且意图按照与参考核苷酸类似的方式代谢或意图在系统中具有延长的半衰

期。这类类似物的示例包括而不限于硫代磷酸酯、磷酰胺酯、甲基膦酸酯、手性‑甲基膦酸

酯、2'‑O‑甲基核糖核苷酸、肽核酸(PNA)。适当地，术语“核酸”指脱氧核糖核苷酸单体或核

糖核苷酸单体的天然存在聚合物。适当地，本发明的核酸分子是重组的。重组意指核酸分子

是克隆步骤、限制酶切步骤或连接步骤中至少一者的产物或产生与自然界中存在的核酸分

子迥异的核酸分子(例如，在cDNA的情况下)的其他方法的产物。在一个实施方案中，本发明

的核酸是人工核酸序列(例如，具有非自然存在的密码子选择的cDNA序列或核酸序列)。在

一个实施方案中，本发明的核酸是DNA。备选地，本发明的核酸是RNA。

[0191] DNA(脱氧核糖核酸)和RNA(核糖核酸)指具有糖部分的主链的核酸分子，所述糖部

分分别是脱氧核糖基部分和核糖基部分。糖部分可以连接于碱基，后者是4种天然碱基(DNA

中腺嘌呤(A)、鸟嘌呤(G)、胞嘧啶(C)和胸腺嘧啶(T)并且RNA中腺嘌呤(A)、鸟嘌呤(G)、胞嘧

啶(C)和尿嘧啶(U))。如本文所用，“相应RNA”是除DNA中的胸腺嘧啶(T)置换成RNA中的尿嘧

啶(U)之外，与参考DNA具有相同序列的RNA。糖部分也可以连接于非天然碱基如肌苷、黄苷、

7‑甲基鸟苷、二氢尿苷和5‑甲基胞苷。糖(脱氧核糖基/核糖基)部分之间的天然磷酸二酯键

可以任选地以硫代磷酸酯键替换。适当地，本发明的核酸由天然碱基组成，所述天然碱基与

具有介于糖部分之间磷酸二酯键的脱氧核糖基主链或核糖基糖主链连接。

[0192] 在一个实施方案中，本发明的核酸是DNA。例如，该核酸包含选自SEQ  ID  NO.33‑40

或41‑50的序列或由其组成。还提供一种核酸，其包含选自SEQ  ID  NO.33‑40或41‑50的序列

的变体或由其组成，所述变体编码相同的氨基酸序列但基于遗传密码简并性，具有不同的

核酸。

[0193] 因此，归因于遗传密码简并性，众多不同的但功能相同的核酸可以编码任何给定

的多肽。例如，密码子GCA、GCC、GCG和GCU均编码氨基酸丙氨酸。因而，在其中丙氨酸由某个

密码子指定的每个位置，可以将该密码子变成任一个所述的相应密码子，而不改变编码的

多肽。这种核酸变种导致“沉默性”(有时称作“简并”或“同义”)变体，这些变体是一个种类

的保守性修饰的变异。本文公开的编码多肽的每个核酸序列也使核酸的每种可能沉默变异

成为可能。技术人员将认识到，可以修饰核酸中的每个密码子(例外是AUG，它通常是甲硫氨

酸的唯一密码子，和UGG，它通常是色氨酸的唯一密码子)以产生功能相同的分子。因此，编

码多肽的核酸的每种沉默性变异内含于每个描述的序列中并且作为本发明的一个方面提

供。

[0194] 还可以通过产生其中一个或多个选择的(或全部)密码子的第三位置用混合型碱

基和/或脱氧肌苷残基置换的序列，实现简并密码子置换(Batzer等人,1991,Nucleic  Acid 

Res .19:5081；Ohtsuka等人 ,1985,J .Biol .Chem .260:2605‑2608；Rossolini等人 ,1994 ,
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Mol.Cell.Probes  8:91‑98)。

[0195] 与参考序列相比时，包含选自SEQ  ID  NO.33‑40或41‑50的序列或由其组成的本发

明核酸可以含有多个沉默性变异(例如，1‑50个，如1‑25个、尤其1‑5个并且尤其1个密码子

可以改变)。

[0196] 在一个实施方案中，本发明的核酸是RNA。提供RNA序列，其对应于本文提供的DNA

序列并且具有核糖核苷酸主链，而非脱氧核糖核苷酸主链并且具有侧链碱基尿嘧啶(U)替

代胸腺嘧啶(T)。

[0197] 因此，与参考序列相比时，本发明的核酸包含选自SEQ  ID  NO .33‑40或41‑50的

cDNA序列的RNA等同物或由其组成，并且可以含有多个沉默性变异(例如，1‑50个，如1‑25

个、尤其1‑5个并且尤其1个密码子可以改变)。“RNA等同物”意指一种RNA序列，其含有与参

考cDNA序列相同的遗传信息(即含有相同的密码子，同时具有核糖核苷酸主链，而非脱氧核

糖核苷酸主链，并且具有侧链碱基尿嘧啶(U)替代胸腺嘧啶(T))。

[0198] 本发明还包含与前述cDNA序列和RNA序列互补的序列。

[0199] 在一个实施方案中，本发明的核酸针对人类宿主细胞中的表达作密码子优化。

[0200] 本发明的核酸能够在DNA核酸的情况下转录和翻译成本发明的多肽，并且在RNA核

酸的情况下翻译成本发明的多肽。

[0201] 多肽和核酸

[0202] 适当地，分离本发明中所用的多肽和核酸。“分离的”多肽或核酸是从其原始环境

取出的那种。例如，如果天然存在的多肽或核酸与天然体系中的一些或全部共存物质分离，

则它是分离的。例如，如果将核酸克隆至不是其天然环境的部分的载体中，则核酸视为分离

的。

[0203] 当提及参考多肽或核酸序列时使用时，“天然存在的”意指自然界中存在并且未按

合成方式修饰的序列。

[0204] 当提及参考多肽或核酸序列时使用时，“人工”意指不在自然界中存在的序列，其

中所述序列例如是天然序列的合成修饰物或含有非天然序列。

[0205] 当用于提及一个核酸或多肽与另一个核酸或多肽的关系时，术语“异源”表示两个

或更多个序列并不以彼此在自然界中相同的关系存在。“异源”序列还可以意指这样的序

列，其不分离自、衍生自或基于宿主生物中存在的天然存在的核酸或多肽序列。

[0206] 如上文所示，多肽变体优选地与相关的参考序列在其整个长度范围内具有至少约

80％同一性、更优选地至少约85％同一性和最优选地至少约90％同一性(如至少约95％、至

少约98％或至少约99％)。

[0207] 出于比较两个密切相关的多肽序列或多核苷酸序列的目的，可以计算第一序列和

第二序列之间的“序列同一性％”。如果多肽序列在其整个长度范围共有100％序列同一性，

则多肽序列据称与其他多肽序列相同或同一。顺序中的残基从左至右即从多肽的N末端至C

末端编号。在两个或更多个多肽序列的情况下，术语“相同”或“同一性”百分数指为了比较

窗口范围内的最大对应性而比较并且对齐时，相同或具有指定百分数的相同氨基酸残基

(即，在指定的区域范围内70％同一性，任选地75％、80％、85％、90％、95％、98％或99％同

一性)的两个或更多个序列或子序列。适当地，在与参考序列的整个长度对应的窗口范围内

进行比较。
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[0208] 对于序列比较，一个序列充当与测试序列比较的参考序列。当使用序列比较算法

时，将测试序列和参考序列输入计算机，如果需要，指定子序列坐标，并指定序列算法程序

参数。可以使用默认程序参数，或可以指定备选参数。基于程序参数，序列比较算法随后相

对于参考序列计算测试序列的序列同一性百分数。

[0209] 如本文所用，“比较窗口”指一个区段，其中一个序列可以与具有相同连续位置数

的参考序列在最佳对齐这两个序列后比较。本领域熟知用于比较的序列对齐方法。用于比

较的最佳序列比对可以这样进行，例如通过Smith和Waterman,1981,Adv.Appl.Math.2:482

的局部同源性算法、通过Needleman和Wunsch,1970,J .Mol.Biol.48:443的同源性比对算

法、通过Pearson和Lipman,1988,Proc.Nat’l.Acad .Sci.USA  85:2444的相似性搜索方法、

通过这些算法的计算机化执行(Wisconsin  Genetics软件包中的GAP、BESTFIT、FASTA和

TFASTA，Genetics  Computer  Group,575Science  Dr.,Madison,WI)或通过手工比对和目视

审查(参见，例如，Current  Protocols  in  Molecular  Biology(Ausubel等人编著，1995增

补))。

[0210] 一个有用算法的示例是PILEUP。使用累进配对比对法，PILEUP从一组相关的序列

中产生多重序列比对结果，以显示关系和序列同一性百分数。它也绘制进化树或树状图，后

者显示用来产生该比对结果的聚类关系。PILEUP使用Feng和Doolittle累进比对法(Feng和

Doolittle,1987,J.Mol.Evol.35:351‑360)的简化形式。所用方法类似于Higgins和Sharp,

1989,CABIOS  5:151‑153描述的方法。该程序可以对齐多达300个序列，每者最大长度为5,

000个核苷酸或氨基酸。多重比对程序始于两两对齐两个最相似的序列，产生两个已对齐序

列的聚类。这个聚类随后与下一个最相关的序列或已对齐序列的聚类对齐。通过单纯延长

两个独立序列的两两对齐结果，对齐两个序列聚类。通过一系列递进的两两对齐实现最终

对齐。通过为序列比较区域指定具体序列及其氨基酸坐标并通过指定程序参数，运行该程

序。使用PILEUP，将参考序列与其他测试序列比较以使用以下参数，确定序列同一性百分数

关系：默认空位权重(3.00)、默认缺口长度权重(0.10)和加权末端空位。PILEUP可以从GCG

序列分析软件包获得，例如，版本7.0(Devereaux等人,1984,Nuc.Acids  Res.12:387‑395)。

[0211] 另一个适用于确定序列同一性和序列相似性百分数的算法示例是BLAST算法和

BLAST  2 .0算法，它们分别在Altschul等人 ,1977 ,Nuc .Acids  Res .25:3389‑3402以及

Altschul等人,1990,J.Mol.Biol.215:403‑410中描述。用于执行BLAST分析的软件是通过

国家生物技术信息中心可公开获得的(网站地址：www.ncbi.nlm.nih.gov/)。这种算法涉及

首先通过确定查询序列中长度为W的短字，鉴定高评分序列对(HSP)，其中与数据库序列中

具有相同长度的字比对时，所述短字匹配或满足某些正值阈评分T。T称作相邻字评分阈值

(Altschul等人，上文)。这些初始相邻字命中充当种子，所述种子用于启动检索以找到含有

这些种子的更长HSP。所述字命中在两个方向沿每个序列尽可能远地延伸，只要可以提高累

积比对评分。对于核苷酸序列，使用参数M(一对匹配残基的报酬评分；总是>0)和N(错配残

基的惩罚评分；总是<0)计算累积评分。对于氨基酸序列，使用评分矩阵计算累积评分。字命

中在每个方向上的延伸在以下情况时停止：累积比对评分从其最大实现值下降达到量X；累

积评分因积累一个或更多负评分残基比对结果而达到或低于零；或抵达两个序列中任一序

列的末端。对于氨基酸序列，BLASTP程序使用字长度3和期望(E)10，以及BLOSUM62评分矩阵

(参见Henikoff和Henikoff ,1989,Proc.Natl.Acad .Sci.USA  89:10915)、比对结果(B)50、
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期望(E)10、M＝5、N＝‑4和两条链的比较作为默认。

[0212] BLAST算法也执行两个序列之间相似性的统计分析(参见，例如，Karlin和

Altschul,1993,Proc.Nat’l.Acad.Sci.USA  90:5873‑5787)。由BLAST算法提供的相似性的

一种度量是最小总和概率(P(N))，其提供两个核苷酸序列或氨基酸序列之间的匹配会因偶

然发生的概率指示。

[0213] 序列之间的“差异”指与第一序列相比，单个残基在第二序列的位置中的插入、缺

失或置换。两个序列可以含有一个、两个或更多个这类差异。否则与第一序列相同(100％序

列同一性)的第二序列中的插入、缺失或置换导致序列同一性％降低。例如，如果相同序列

长9个残基，则第二序列中的一个置换产生88.9％的序列同一性。如果相同序列长17个氨基

酸残基，则第二序列中的两个置换产生88.2％的序列同一性。

[0214] 备选地，出于比较第一参考序列与第二比较序列的目的，可以确定为产生第二序

列对第一序列所做的添加、置换和/或缺失的数目。添加是向第一序列中添加一个残基(包

括在第一序列的任一末端添加)。置换是将第一序列中的一个残基置换成一个不同的残基。

缺失是从第一序列缺失一个残基(包括在第一序列的任一末端缺失)。

[0215] 产生本发明的多肽

[0216] 可以使用例如Green和Sambrook  2012Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual

第4版Cold  Spring  Harbour  Laboratory  Press中公开的技术，获得和操作本发明的多肽。

尤其，人工基因合成法可以用来产生多核苷酸(Nambiar等人 ,1984 ,Science ,223:1299‑

1301；Sakamar和Khorana,1988,Nucl.Acids  Res.,14:6361‑6372；Wells等人,1985,Gene,

34:315‑323以及Grundstrom等人,1985,Nucl.Acids  Res.,13:3305‑3316)，随后在合适的

生物中表达以产生多肽。可以例如通过固相DNA合成法，合成地产生编码本发明多肽的基

因。完整基因可以从头合成，无需前体模板DNA。为了获得想要的寡核苷酸，使结构单元按产

物序列所要求的顺序依次偶联于生长中的寡核苷酸链。当完成链组装时，产物从固相释放

至溶液，去保护，并收集。可以通过高效液相色谱法(HPLC)分离产物以获得高纯度的所需寡

核苷酸(Verma和Eckstein,1998,Annu.Rev.Biochem.67:99‑134)。通过使用多种基因扩增

方法(Methods  Mol  Biol.,2012；834:93‑109)，将这些相对短的区段轻易地组装成适合用

于无数基于重组DNA的表达系统中的更长DNA分子。在本发明的背景下，本领域技术人员将

理解，本发明中所述的编码多肽抗原的多核苷酸序列可以轻易地用于多种疫苗产生系统

中，所述系统例如包括病毒载体。

[0217] 出于在微生物(例如，细菌或真菌)宿主中产生本发明多肽的目的，本发明的核酸

将包含合适的调节与控制序列(包括启动子、终止信号等)和促进适于宿主中产生蛋白质的

多肽分泌的序列。类似地，可以通过用本发明的核酸转导真核细胞(例如，中国仓鼠卵巢细

胞或果蝇S2细胞)的培养物，产生本发明的多肽，其中所述核酸已经与合适的调节与控制序

列(包括启动子、终止信号等)和促进适于这些细胞中产生蛋白质的多肽分泌的序列组合。

[0218] 可以任选地通过添加一段组氨酸残基(通称为aHis标签)至多肽的一个末端，促进

通过重组手段产生的本发明多肽的分离改进。

[0219] 也可以合成地产生多肽。

[0220] 载体

[0221] 在额外的实施方案中，在体内向细胞引入包含一种或多种本发明核酸的遗传构建
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体，从而在体内产生本发明的多肽，激发免疫应答。核酸(例如，DNA)可以存在于本领域普通

技术人员已知的多种递送系统的任一者内部，所述递送系统包括核酸表达系统、细菌表达

系统和一些病毒表达系统。本领域熟知众多的基因递送技术，如Rolland ,1998 ,

Crit.Rev.Therap.Drug  Carrier  Systems15:143‑198和其中所引用参考文献描述的那些

技术。下文为说明目的略述这些方案中的数个。

[0222] 因此，提供包含本发明核酸分子的载体(本文也称作“DNA表达构建体”或“构建

体”)。

[0223] 适当地，载体包含编码调节元件(如合适的启动子和终止信号)的核酸分子，所述

调节元件适于允许有翻译活性的RNA分子在人类宿主细胞中转录。“有翻译活性的RNA分子”

是能够由人细胞的翻译装置翻译成蛋白质的RNA分子。

[0224] 因此，提供一种包含本发明核酸的载体(下文称作“本发明的载体”)。

[0225] 尤其，载体可以是病毒载体。病毒载体可以是腺病毒、腺相关病毒(AAV)(例如，

AAV5型和2型)、甲病毒(例如，委内瑞拉马脑炎病毒(VEEV)、辛德毕斯病毒(SIN)、Semliki森

林病毒(SFV))、疱疹病毒、砂粒病毒(例如，淋巴细胞性脉络丛脑膜炎病毒(LCMV))、麻疹病

毒、痘病毒(如改良安卡拉痘苗病毒(MVA))、副黏病毒、慢病毒或弹状病毒(如水泡性口炎病

毒(VSV))载体，即载体可以衍生自前述病毒的任一者。腺病毒特别适合用作基因转移载体，

原因在于其基因组大小中等、操纵便利、滴度高、靶细胞范围广和感染性高。病毒基因组的

两个末端含有100‑200碱基对的反向重复序列(ITR)，所述序列是病毒DNA复制和包装必需

的顺式元件。基因组的早期(E)区和晚期(L)区含有依照病毒DNA复制启动划分的不同转录

单位。E1区(E1A和E1B)编码负责调节病毒基因组和一些细胞基因转录的蛋白质。E2区(E2A

和E2B)的表达导致合成用于病毒DNA复制的蛋白质。这些蛋白质参与DNA复制、晚期基因表

达和宿主细胞关闭(Renan,1990)。晚期基因的产物，包括大部分的病毒衣壳蛋白，仅在显著

加工主要晚期启动子(MLP)发布的单一初级转录物后才表达。MLP在感染晚期期间特别高

效，并且从这个启动子转录的全部mRNA均拥有5‘‑三联前导(TPL)序列，所述序列使这些

mRNA成为翻译首选的mRNA。从缺失一个或多个早期基因的病毒基因组中产生的复制缺陷腺

病毒特别有用，因为它们的复制有限并且在已接种宿主内部和对已接种宿主的接触者致病

性传播的可能性更小。

[0226] 其他的多核苷酸递送

[0227] 在本发明的某些实施方案中，包含一个或多个多核苷酸序列的表达构建体可以单

纯由裸的重组DNA质粒组成。参见乌尔姆等人,1993,Science259:1745‑1749和Cohen,1993,

Science  259:1691‑1692综述。可以进行构建体转移，例如，通过以物理或化学方式透化细

胞膜的任何方法进行。这特别地适用于体外转移，不过它也可以体内使用。构思编码目的基

因的DNA也可以按照相似方式体内转移并且表达基因产物。多个递送系统已经用来向动物

模型和向人类递送DNA分子。已经许可一些基于这项技术的产品用于动物中，并且其他处于

II期和III期人体临床试验。

[0228] RNA递送

[0229] 在本发明的某些实施方案中，包含一个或多个多核苷酸序列的表达构建体可以由

裸的重组DNA衍生质粒组成(Ulmer等人,2012,Vaccine30:4414‑4418)。就基于DNA的表达构

建体而言，多种方法可以用来向体外或体内细胞引入RNA分子。可以设计基于RNA的构建体

说　明　书 16/62 页

20

CN 112867501 B

20



以模仿简单的信使RNA(mRNA)分子，从而引入的生物分子由宿主细胞的翻译装置直接翻译，

以在引入该生物分子的细胞中产生其编码的多肽。备选地，可以按照这样的方式设计RNA分

子，所述方式通过向所述分子的结构中并入病毒RNA依赖性RNA聚合酶基因，允许它们在引

入所述分子的细胞中自我扩增。因此，这些类型的RNA分子，称作自我扩增型mRNA(SAMTM)分

子(Geall等人,2012,PNAS,109:14604‑14609)，与一些基于RNA的病毒载体共有特性。可以

进一步修饰基于mRNA的RNA或SAMTM  RNA(例如，通过改变其序列或通过使用修饰的核苷酸)，

以增强稳定性和翻译(Schlake等人,RNA  Biology,9:1319‑1330)，并且两个类型的RNA均可

以被配制(例如，配制于乳液(Brito等人,Molecular  Therapy,2014  22:2118‑2129)或脂质

纳米粒子(Kranz等人,2006,Nature,534:396‑401)中)，以促进稳定性和/或进入体外或体

内细胞。修饰(和未修饰)的RNA的无数制剂已经作为疫苗在模型中和人体中受测，并且多个

基于RNA的疫苗正用于持续进行的临床试验中。

[0230] 药物组合物

[0231] 可以配制本发明的多肽、核酸和载体用于在药物组合物如免疫原性组合物和疫苗

组合物(下文均称作“本发明的组合物”)中递送。本发明的组合物适当地包含本发明的多

肽、核酸或载体连同可药用载体。

[0232] 因此，在一个实施方案中，提供一种包含本发明多肽、核酸或载体连同可药用载体

的免疫原性药物组合物。

[0233] 在另一个实施方案中，提供一种包含本发明多肽、核酸或载体连同可药用载体的

疫苗组合物。例如通常在Powell和Newman编著,Vaccine  Design(亚单位和佐剂方案) ,1995

中描药物组合物的制备。本发明的组合物还可以含有可能有生物活性或无活性的其他化合

物。适当地，本发明的组合物是适于肠胃外施用的无菌组合物。

[0234] 在本发明的某些优选的实施方案中，提供本发明的药物组合物，所述药物组合物

包含与可药用载体组合的一种或多种(例如，一种)本发明多肽。

[0235] 在本发明的某些优选的实施方案中，提供本发明的药物组合物，所述药物组合物

包含与可药用载体组合的一种或多种(例如，一种)本发明核酸或一种或多种(例如，一种)

本发明载体。

[0236] 在一个实施方案中，本发明的组合物可以包含一种或多种(例如，一种)多核苷酸

和一种或多种(例如，一种)多肽组分。备选地，组合物可以包含一种或多种(例如，一种)载

体和一种或多种(例如，一种)多肽组分。备选地，组合物可以包含一种或多种(例如，一种)

载体和一种或多种(例如，一种)多核苷酸组分。这类组合物可以提供增强的免疫应答。

[0237] 可药用盐：

[0238] 将显而易见的是，本发明的组合物可以含有本文提供的核酸或多肽的可药用盐。

这类盐可以从可药用的无毒碱制备，所述碱包括有机碱(例如，伯胺、仲胺和叔胺和碱性氨

基酸的盐)和无机碱(例如，钠盐、钾盐、锂盐、铵盐、钙盐和镁盐)。

[0239] 可药用载体

[0240] 尽管本领域普通技术人员已知的许多可药用载体可以用于本发明的组合物中，但

所用载体的最佳类将根据施用模式变动。可以配制本发明的组合物用于任何适宜的施用方

式，施用方式例如包括肠胃外、局部、经口、经鼻、静脉内、颅内、腹膜内、皮下或肌内施用，优

选地肠胃外施用例如，肌内、皮下或静脉内施用。对于肠胃外施用，载体优选地包含水并且
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可以含有pH控制用缓冲液、稳定剂，例如，表面活性剂和氨基酸和张力调节剂例如，盐和糖。

如果组合物意在以冻干形式提供用于在使用点稀释，制剂可以含有冻干保护剂，例如，糖如

海藻糖。对于口服施用、可以使用上述任一载体或固态载体、如甘露醇、乳糖、淀粉、硬脂酸

镁、糖精钠、滑石、纤维素、葡萄糖、蔗糖和碳酸镁。

[0241] 因此、本发明的组合物可以包含缓冲液(例如，中性缓冲盐水或磷酸盐缓冲盐水)、

糖类(例如，葡萄糖、甘露糖、蔗糖或葡聚糖)、甘露醇、蛋白质、多肽或氨基酸如甘氨酸、抗氧

化剂、抑菌剂、络合剂如EDTA或谷胱甘肽、使制剂对受者的血液等渗、低渗或微弱低渗的溶

质、助悬剂、增稠剂和/或防腐剂。备选地，本发明的组合物可以配制为冻干产物。

[0242] 免疫刺激剂

[0243] 本发明的组合物还可以包含一种或多种免疫刺激剂。免疫刺激剂可以是增强或激

动外源抗原免疫应答(抗体和/或细胞介导的)的任何物质。在疫苗制剂语境下经常称作佐

剂的免疫刺激剂示例包括铝盐如氢氧化铝凝胶(明矾)或磷酸铝；皂素(包括QS21)、免疫刺

激性寡核苷酸如CPG、水包油乳液(例如，其中油是鲨烯)、氨烷基氨基葡糖苷4‑磷酸、脂多糖

或其衍生物例如3‑de‑O‑酰化单磷酸酯类脂A 和其他的TLR4配体、TLR7配体、

TLR8配体、TLR9配体、IL‑12和干扰素。因此，适当地，本发明组合物的一种或多种免疫刺激

剂选自铝盐、皂素、免疫刺激性寡核苷酸、水包油乳液、氨烷基氨基葡糖苷4‑磷酸、脂多糖及

其衍生物和其他TLR4配体、TLR7配体、TLR8配体和TLR9配体。免疫刺激剂还可以包含与其他

免疫组分特异性相互作用的单克隆抗体，例如阻断免疫检查点受体(包括PD‑1和CTLA4)相

互作用的单克隆抗体。

[0244] 在重组核酸方法递送(例如，DNA，RNA，病毒载体)的情况下，可以将编码基于蛋白

质的免疫刺激剂的基因连同编码本发明多肽的基因一起轻易地递送。

[0245] 缓释

[0246] 本文所述的组合物可以作为实现施用后化合物缓慢/持续释放的持续释放制剂的

部分施用(即，制剂如胶囊剂、海绵剂、糊剂或凝胶剂(例如由多糖组成))。

[0247] 储存和包装

[0248] 本发明的组合物可以存在于单位剂量容器或多剂量容器(如密封的安瓿或小瓶)

中。这类容器优选地全密封，以保持制剂的无菌性直至使用为止。通常，制剂可以作为油质

溶媒或含水溶媒中的悬液、溶液或乳液储存。备选地，本发明的组合物可以在冷冻干燥状态

下储存，仅需要在临用前再添加无菌液态载体(如水或注射用盐水)。

[0249] 剂量

[0250] 可以按如此方式准备本发明每种组合物中核酸、多肽或载体的量，从而将获得合

适剂量的治疗用途或预防用途。制备这类组合物的本领域技术人员将构思诸多因素如溶解

度、生物利用度、生物半寿期、施用途径、产物货架期以及其他药理学注意事项，并且就此而

论，多种剂量和治疗方案可以是合乎需要的。

[0251] 一般，包含治疗有效量或预防有效量的组合物每次施用递送约0.1ug至约1000ug

的本发明多肽，更一般每次施用递送约2.5ug至约100ug的多肽。如果以短的、合成的长肽形

式递送，则剂量可能是1至200ug/肽/剂量。就多核苷酸组合物而言，这些剂量一般每次施用

递送约10ug至约20mg本发明核酸，更一般每次施用递送约0.1mg至约10mg本发明核酸。

[0252] 待治疗或预防的疾病
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[0253] 如他处所示，SEQ  ID  NO.1‑10是与皮肤黑素瘤中过量表达的CLT抗原相对应的多

肽序列。

[0254] 在一个实施方案中，本发明提供用于药物中的本发明多肽、核酸、载体或组合物。

[0255] 本发明的其他方面涉及一种提高人类中免疫应答的方法，所述方法包括向所述人

类施用本发明的多肽、核酸、载体或组合物。

[0256] 本发明还提供本发明的多肽、核酸、载体或组合物用于提高人类中的免疫应答。

[0257] 还提供本发明多肽、核酸、载体或组合物用于制造药物的用途，所述药物用于提高

人类中的免疫应答。

[0258] 适当地，针对癌性肿瘤产生免疫应答，所述癌性肿瘤表达选自SEQ  ID  NO.1‑10的

相应序列及其中任一者的变体和免疫原性片段。“相应”在这种情况下意指如果肿瘤表达

SEQ.ID  NO.A(A为SEQ  ID  NO.1‑10的一者)或其变体或免疫原性片段，则本发明的多肽、核

酸、载体或组合物和涉及这些的药物将基于SEQ  ID  NO.A或其变体或免疫原性片段。

[0259] 适当地，免疫应答包含CD8+T细胞、CD4+T细胞和/或抗体应答，尤其CD8+溶细胞性

T‑细胞反应和a  CD4+辅助T细胞反应。

[0260] 适当地，针对肿瘤、尤其表达选自SEQ  ID  NO.1‑10的序列及其变体及其免疫原性

片段的肿瘤产生免疫应答。

[0261] 在一个优选的实施方案中，肿瘤是黑素瘤肿瘤，例如皮肤黑素瘤肿瘤。

[0262] 肿瘤可以是原发肿瘤或转移性肿瘤。

[0263] 本发明的其他方面涉及一种治疗患有癌症的人类患者的方法，其中癌的细胞表达

选自SEQ  ID  NO.1‑10的序列及其中任一者的免疫原性片段和变体，或本发明的其他方面涉

及一种预防人类患癌症的方法，所述癌将表达选自SEQ  ID  NO.1‑10的序列及其中任一者的

免疫原性片段和变体，所述方法包括向所述人类施用本发明的相应多肽、核酸、载体或组合

物。

[0264] 本发明还提供用于治疗或预防人类中癌症的本发明多肽、核酸、载体或组合物，其

中癌的细胞表达选自SEQ  ID  NO.1‑10的相应序列及其中任一者的免疫原性片段。

[0265] 与SEQ  ID  NO .33、35、36和40相对应的转录物还过量表达于葡萄膜黑素瘤中。因

此，在备选实施方案中，肿瘤是葡萄膜黑素瘤肿瘤和/或表达选自SEQ  ID  NO.1、3、4、5和10

的序列的肿瘤。

[0266] 因此，本发明提供根据本发明用途的方法或多肽、核酸、载体或组合物，其中多肽

包含选自以下的序列：

[0267] (a)SEQ  ID  NO.1、3、4、5和10中任一者的序列；和

[0268] (b)(a)的序列的变体；和

[0269] (c)(a)的序列的免疫原性片段，

[0270] 并且例如，多肽包含选自SEQ  ID  NO.11‑14、17‑18、19、20‑22、30‑32、51‑57、67‑74

和76‑77中任一者的序列或由其组成，并且例如，核酸包含选自SEQ  ID  NO.33、35、36或40中

任一者或者选自SEQ  ID  NO.41、43、44、45和50中任一者的序列或由其组成；

[0271] 并且其中癌是葡萄膜黑素瘤。

[0272] 词“防止”和“预防”在本文中互换地使用。

[0273] 治疗和接种方案
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[0274] 治疗方案可以包括同时(如共施用)或依次(如初免‑强化)递送(i)本发明的多肽、

核酸或载体连同(ii)一种或多种进一步本发明多肽、核酸或载体和/或(iii)其他组分，如

多种其他治疗有用的化合物或分子，如抗原性蛋白质，任选地与佐剂同时施用。共施用示例

包括同侧共施用和对侧共施用。“同时”施用适当地指全部组分均在相同治疗轮次期间递

送。适当地，全部组分均在相同时间施用(如同时施用DNA和蛋白质)，然而，一种组分可以在

数分钟内(例如，在相同的医疗预约或医生访视时)或在数小时内施用。

[0275] 在一些实施方案中，“初免”或首次施用本发明的多肽、核酸或载体之后是一次或

多次“加强”或后续施用本发明的多肽、核酸或载体(“初免和强化”法)。在一个实施方案中，

本发明的多肽、核酸或载体用于初免‑强化接种方案中。在一个实施方案中，初免和强化均

采用本发明的多肽，在每种情况下采用相同的本发明多肽。在一个实施方案中，初免和强化

均采用本发明的核酸或载体，在每种情况下采用相同的本发明核酸或载体。备选地，可以使

用本发明的核酸或载体进行初免并且使用本发明的多肽进行强化，或可以使用本发明的多

肽进行初免并且使用本发明的核酸或载体进行强化。通常首次或“初免”施用和二次或“强

化”施用约1‑12周后或至多4‑6个月后给予。后续“强化”施用可以如每1‑6周那样频率给予

或可以相当晚地给予(最长数年后)。

[0276] 抗原组合

[0277] 本发明的多肽、核酸或载体可以与本发明的一种或多种其他多肽或核酸、载体和/

或与引起针对黑素瘤例如皮肤黑素瘤或葡萄膜黑素瘤的免疫应答产生的其他抗原性多肽

(或编码它们的多核苷酸或载体)组合使用。这些其他抗原性多肽可以衍生自多样来源，它

们可能包括充分描述的黑素瘤相关抗原，如GPR143、PRAME、MAGE‑A3或pMel(gp100)。备选

地，它们可能包括其他类型的黑素瘤抗原，包括患者特异性新生抗原(Lauss等人 ,(2017)

.Nature  Communications,8(1) ,1738.http://doi.org/10.1038/s41467‑017‑01460‑0)、

保留内含子的新生抗原(Smart等人 ,(2018) .Nature  Biotechnology .http://doi .org/

10 .1038/nbt .4239)、剪接的变体新生抗原(Hoyos等人 ,Cancer  Cell ,34(2) ,181‑

183.http://doi.org/10.1016/j.ccell.2018.07.008；Kahles等人,(2018) .Cancer  Cell,

34(2) ,211‑224.e6.http://doi.org/10.1016/j.ccell.2018.07.001)、归属于称作编码与

肽加工受损相关的T细胞表位的抗原的类别内部的黑素瘤抗原(TIEPPs；Gigoux ,M .和

Wolchok,J.(2018) .JEM,215,2233；Marijt等人,(2018) .JEM  215,2325)或待发现的新生抗

原(包括CLT抗原)。另外，来自这些多样来源的抗原性肽还可能与以下者组合：(i)非特异性

免疫刺激剂/佐剂种类和/或(ii)抗原，所述抗原例如包括已知激发强烈CD4辅助T细胞的通

用CD4辅助表位(作为多肽或作为编码这些CD4抗原的多核苷酸或载体递送)，以放大由共施

用的抗原激发的抗黑素瘤特异性反应。

[0278] 可以将不同的多肽、核酸或载体配制在相同的制剂中或在分立的制剂中。备选地，

可以将多肽作为其中本发明多肽与第二或其他多肽融合的融合蛋白提供(参见下文)。

[0279] 可以提供编码前述融合蛋白的核酸。

[0280] 更一般地，当联合使用两种或更多种组分时，这些组分可以例如按如下方式存在：

[0281] (1)作为两种或更多种独立的抗原性多肽组分；

[0282] (2)作为包含两种(或其他)多肽组分的融合蛋白；

[0283] (3)作为一种或多种多肽和一种或多种多核苷酸组分；
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[0284] (4)作为两种或更多种独立的多核苷酸组分；

[0285] (5)作为编码两种或更多种独立多肽组分的单一多核苷酸；或

[0286] (6)作为编码融合蛋白的单一多核苷酸，所述融合蛋白包含两种(或其他)多肽组

分。

[0287] 为了方便，当存在多种组分时，往往需要它们含于单一融合蛋白或编码单一融合

蛋白的多核苷酸内部(参见下文)。在本发明的一个实施方案中，全部组分均作为多肽提供

(例如，在单一融合蛋白内部)。在本发明的一个备选实施方案中，全部组分作为多核苷酸提

供(例如，单一多核苷酸，如编码单一融合蛋白的那种)。

[0288] 融合蛋白(融合多肽)

[0289] 作为上文抗原组合讨论的实施方案，本发明还提供分离的本发明多肽，其通过产

生使编码独立抗原的序列融合在一起的核酸构建体，与本发明的第二或其他多肽融合(下

文称作“本发明的组合多肽”)。本发明的组合多肽预计具有本文对本发明多肽所述的用途，

并且可以具有免疫原活性或疫苗活性或预防或治疗效果优异的优点(包括增加应答的宽度

和深度)，并且可能在远交群体中特别有价值。本发明多肽的融合物还可以提供益处：增加

构建和制造疫苗抗原和/或导向型疫苗(包括核酸疫苗)的效率。

[0290] 如上文在抗原组合部分中所述，本发明的多肽和本发明的组合多肽也可以融合于

不是本发明多肽的多肽序列，所述的多肽序列包括以下一者或多者：

[0291] (a)作为黑素瘤相关抗原并且因此可能可用作疫苗中的免疫原性序列的其他多肽

(例如，GPR143、PRAME，MAGE‑A3和pMel(gp100)，参阅上文)；和

[0292] (b)能够增强免疫应答的多肽序列(即免疫刺激序列)。

[0293] (c)能够提供强烈CD4+辅助以增加对CLT抗原表位的CD8+T细胞反应的多肽序列，

例如包含通用CD4辅助表位。

[0294] 示例性融合多肽包含两个或更多个(例如两个、三个或四个)选自SEQ  ID  NO.1、2、

3和4的序列中的序列；或相对于每个所述序列而言，序列的变体或序列的免疫原性片段。

[0295] 示例性融合多肽包括：

[0296] (i)选自以下的序列：

[0297] (a)SEQ  ID  NO.1的序列；和

[0298] (b)(a)的序列的变体；和

[0299] (c)(a)的序列的免疫原性片段，其例如选自SEQ  ID  NO.11‑14、55‑57和73‑74；和

[0300] (ii)选自以下的序列：

[0301] (a)SEQ  ID  NO.2的序列；和

[0302] (b)(a)的序列的变体；和

[0303] (c)(a)的序列的免疫原性片段，其例如选自SEQ  ID  NO.15‑16、58‑66、75和78；和

[0304] (iii)选自以下的序列：

[0305] (a)SEQ  ID  NO.3的序列；和

[0306] (b)(a)的序列的变体；和

[0307] (c)(a)的序列的免疫原性片段，其例如选自SEQ  ID  NO.17‑18、53和67‑69；和

[0308] (iv)选自以下的序列：

[0309] (a)SEQ  ID  NO.4的序列；和
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[0310] (b)(a)的序列的变体；和

[0311] (c)(a)的序列的免疫原性片段，其例如选自SEQ  ID  NO.19、51‑52、54、70‑72和76‑

77。

[0312] 例如，融合多肽包含SEQ  ID  NO.1、2、3和4的序列。

[0313] 另一种示例性融合多肽包括：

[0314] (i)选自以下的序列：

[0315] (a)SEQ  ID  NO.1的序列；和

[0316] (b)(a)的序列的变体；和

[0317] (c)(a)的序列的免疫原性片段，其例如选自SEQ  ID  NO.11‑14、55‑57和73‑74；和

[0318] (ii)选自以下的序列：

[0319] (a)SEQ  ID  NO.2的序列；和

[0320] (b)(a)的序列的变体；和

[0321] (c)(a)的序列的免疫原性片段，其例如选自SEQ  ID  NO.15‑16、58‑66、75和78；和

[0322] (iii)选自以下的序列：

[0323] (a)SEQ  ID  NO.4的序列；和

[0324] (b)(a)的序列的变体；和

[0325] (c)(a)的序列的免疫原性片段，其例如选自SEQ  ID  NO.19、51‑52、54、70‑72和76‑

77。

[0326] 例如，融合多肽包含SEQ  ID  NO.1、2和4的序列。

[0327] 本发明也提供编码前述融合多肽的核酸和就本发明多肽而言已作必要修正情况

下的本发明其他方面(载体、组合物、细胞等)。

[0328] CLT抗原结合多肽

[0329] 可以设计对肿瘤表达的抗原(本发明的多肽)有免疫特异性的抗原结合多肽，以召

集溶胞性细胞至抗原修饰的肿瘤细胞，介导摧毁后者。这样一个通过抗原结合多肽召集溶

胞性细胞的机制称作抗体依赖的细胞介导细胞毒性(ADCC)。因此，本发明提供对本发明多

肽有免疫特异性的抗原结合多肽。抗原结合多肽包括可以在非人类动物物种(例如，啮齿类

或驼类(camelid))中产生并且人源化或可以在非人类物种(例如，经基因修饰以具有人免

疫系统的啮齿类)中产生的抗体，如单克隆抗体及其片段，例如结构域抗体、Fab片段、Fv片

段和VHH片段。

[0330] 可以通过技术人员熟知的方法产生抗原结合多肽。例如，可以使用杂交瘤技术，通

过以下方式产生单克隆抗体：使产生特异性抗体的B细胞与就其能够在组织培养中生长和

不存在抗体链合成受到选择的骨髓瘤(B细胞癌)细胞融合( 和Milstein ,1975 ,

Nature  256(5517):495‑497以及Nelson和,2000(Jun) ,Mol  Pathol.53(3):111‑7，所述文

献通过引用的方式完整并入本文)。

[0331] 可以例如以下方式获得针对已确定抗原的单克隆抗体：

[0332] a)永生化从事先免疫接种/暴露于已确定抗原、永生细胞和优选地与骨髓瘤细胞

永生细胞的动物(包括人类)的外周血获得的淋巴细胞，旨在形成杂交瘤，

[0333] b)培养形成的永生化细胞(杂交瘤)并且回收产生具有所需特异性的抗体的细胞。

[0334] 可以通过以下方法获得单克隆抗体，所述方法包括步骤：
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[0335] a)向载体、尤其噬菌体和更具体地丝状噬菌体中克隆从(适当地事先用已确定的

抗原免疫接种的)动物的淋巴细胞、尤其外周血淋巴细胞获得的DNA或cDNA序列，

[0336] b)在允许产生抗体的条件下用上述载体转化原核细胞，

[0337] c)通过使抗体经历抗原‑亲和力选择，选择抗体，

[0338] d)回收具有所需特异性的抗体

[0339] e)表达编码抗体的核酸分子，所述核酸分子从暴露于抗原的患者的或以实验方式

用抗原免疫接种的动物的B细胞获得。

[0340] 随后可以使用常规的重组蛋白产生技术(例如，从基因工程化的CHO细胞中)产生

选定的抗体。

[0341] 本发明提供对本发明多肽有免疫特异性的分离的抗原结合多肽。适当地，抗原结

合多肽是单克隆抗体或其片段。

[0342] 在某些实施方案中，抗原结合多肽偶联于细胞毒性部分。示例细胞毒部分包括抗

体的Fc结构域，其将召集促进ADCC的携带Fc受体的细胞。备选地，抗原结合多肽可以连接于

生物学毒素或细胞毒性化学物。

[0343] 另一个重要类别的抗原结合多肽包括与本发明抗原的HLA展示片段结合的T细胞

受体(TCR)衍生分子。在这个实施方案中，识别肿瘤细胞表面上CLT抗原(或其衍生物)的基

于TCR的生物制品(包括直接从患者衍生的TCR，或特异性操作的高亲和力TCR)还可以包含

识别T细胞(或另一个类别的免疫细胞)上组分的导引部分，所述组分吸引这些免疫细胞至

肿瘤，从而提供治疗益处。在一些实施方案中，导引部分还可以刺激再受指导的免疫细胞的

有益活性(包括溶胞活性)。

[0344] 因此，在一个实施方案中，抗原结合多肽对HLA结合的多肽有免疫特异性，所述HLA

结合的多肽是本发明的多肽或是其部分。例如，抗原结合多肽是T细胞受体。

[0345] 在一个实施方案中，本发明的抗原结合多肽可以偶联于能够与受试者中的细胞毒

性细胞或其他免疫组分结合的另一种多肽。

[0346] 在一个实施方案中，抗原结合多肽用于药物中。

[0347] 在一个实施方案中，提供一种包含本发明的抗原结合多肽连同可药用载体的药物

组合物。这种组合物可以是适于肠胃外施用的无菌组合物。参见，例如，上文的药物组合物

公开。

[0348] 本发明提供一种治疗患有癌症的人类的方法，其中癌的细胞表达选自SEQ  ID 

NO.1‑10的序列及其中任一者的免疫原性片段和变体，或本发明提供一种预防人类患癌症

的方法，其中癌的细胞将表达选自SEQ  ID  NO.1‑10的序列及其中任一者的免疫原性片段和

变体，所述方法包括向所述人类施用抗原结合多肽或包含本发明的所述抗原结合多肽的组

合物。

[0349] 在一个实施方案中，提供本发明的抗原结合多肽，其可以偶联于细胞毒性部分，或

提供包含所述本发明的抗原结合多肽的组合物，用于治疗或预防人类中的癌症，其中癌的

细胞表达选自SEQ  ID  NO.1‑10的相应序列及其中任一者的免疫原性片段。

[0350] 适当地，在以上任一实施方案中，癌是黑素瘤，特别是皮肤黑素瘤。

[0351] 在一个实施方案中，提供用于根据本发明用途的方法或抗原结合多肽或组合物，

其中多肽包含选自以下的序列：
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[0352] (a)SEQ  ID  NO.1、3、4、5和10中任一者的序列；和

[0353] (b)(a)的序列的变体；和

[0354] (c)(a)的序列的免疫原性片段。

[0355] 并且例如，多肽包含选自SEQ  ID  NO.11‑14、17‑18、19、20‑22、30‑32、51‑57、67‑74

和76‑77中任一者的序列或由其组成，并且例如，核酸包含选自SEQ  ID  NO.33、35、36或40中

任一者或者选自SEQ  ID  NO.41、43、44、45和50中任一者的序列或由其组成；

[0356] 并且其中癌是葡萄膜黑素瘤。

[0357] 抗原结合多肽(如抗体或其片段)可以按例如5‑1000mg例如25‑500mg，例如100‑

300mg例如约200mg的剂量施用。

[0358] 促进抗原体内呈递的细胞疗法

[0359] 多种细胞递送载具中任一者可以用于药物组合物内部以促进抗原特异性免疫应

答产生。因此，本发明提供一种细胞，所述细胞是分离的抗原呈递细胞，所述抗原呈递细胞

通过离体修饰加载本发明多肽或经基因工程化以表达本发明的多肽(下文称作“本发明的

APC”)。抗原呈递细胞(APC)，如树状细胞、巨噬细胞、B细胞、单核细胞和其他细胞可以经工

程化成为高效APC。这类细胞可以，但不必要经基因修饰以增加抗原呈递能力，以改善T‑细

胞反应的活化和/或维持和/或免疫上相容于接受者(即，HLA单倍型匹配)。APC可以通常从

多种生物流体和器官中任一者分离，并且可以是自体、同种异体、同基因的或异种细胞。

[0360] 本发明的某些优选实施方案使用树状细胞或其祖细胞作为APC。因此，在一个实施

方案中，本发明的APC是树状细胞。树状细胞是高效力的APC(Banchereau和Steinman,1998,

Nature,392:245‑251)并且已经显示作为激发预防性或治疗性免疫力的生理佐剂有效(参

见Timmerman和Levy,1999,Ann.Rev.Med .50:507‑529)。通常，可以基于树状细胞的典型形

状(原位星状，体外可见明显胞质突起)、其高效率摄取、加工和呈递抗原的能力及其激活初

始T‑细胞反应的能力鉴定树状细胞。当然，树状细胞可以经工程化以表达在体内或离体的

树状细胞上通常不存在的特定细胞表面受体或配体，并且本发明构思了这类修饰的树状细

胞。作为树状细胞的备选、加载抗原的分泌型小泡(称作外来体)可以用于免疫原性组合物

内部(参见Zitvogel等人,1998、Nature  Med.4:594‑600)。因此，在一个实施方案中，提供加

载本发明多肽的外来体。

[0361] 树状细胞和祖细胞可以从外周血、骨髓、淋巴结、脾、皮肤、脐带血或任何其他合适

的组织或流体获得。例如，可以通过向收获自外周血的单核细胞的培养物添加细胞因子(如

GM‑CSF、IL‑4、IL‑13和/或TNFα)组合，离体分化树状细胞。备选地，可以通过向培养基添加

GM‑CSF、IL‑3、TNFα、CD40配体、LPS、flt3配体和/或诱导树状细胞分化、成熟和增殖的其他

化合物的组合，使从外周血、脐带血或骨髓收获的CD34阳性细胞分化成树状细胞。

[0362] 树状细胞便利地分类为“不成熟”细胞和“成熟”细胞，这带来在两个充分表征的表

型之间区分的简单方式。然而，这种命名法不应当解释成排除全部可能的分化中间阶段。不

成熟的树状细胞表征为抗原摄取和加工能力高的APC，这与Fc γ 受体和甘露糖受体高表达

相关。成熟表型一般特征在于这些标志物的表达较低，但高表达负责T细胞激活的细胞表面

分子，如I类和II类MHC分子、黏附分子(例如，CD54和CD11)和共刺激分子(例如，CD40、CD80、

CD86和4‑1BB)。

[0363] APC也可以经基因工程化，例如，用编码蛋白质(或其部分或其他变体)的多核苷酸
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转染，从而该多肽表达在细胞表面上。这种转染可以离体进行，并且包含这类已转染细胞的

药物组合物随后可以如本文所述那样使用。备选地，可以将靶向树状细胞或其他抗原呈递

细胞的基因递送载具施用至患者，产生体内发生的转染。例如，可以通常使用本领域已知的

任何方法(如WO97/24447中描述的那些方法或Mahvi等人 ,1997 ,Immunology  and  Cell 

Biology75:456‑460描述的基因枪方案)进行树状细胞体内和离体转染。可以通过将树状细

胞或祖细胞与多肽、DNA(例如，质粒载体)或RNA温育；或与表达抗原的重组细菌或病毒(例

如，腺病毒、腺相关病毒(AAV)(例如，AAV  5型和2型)、甲病毒(例如，委内瑞拉马脑炎病毒

(VEEV)、辛德毕斯病毒(SIN)、Semliki森林病毒(SFV)、疱疹病毒、砂粒病毒(例如，淋巴细胞

性脉络丛脑膜炎病毒(LCMV))、麻疹病毒、痘病毒(如改良安卡拉痘苗病毒(MVA)或禽痘病

毒)、副黏病毒、慢病毒或弹状病毒(如水泡性口炎病毒(VSV))温育，实现树状细胞的抗原加

载。在多肽加载之前，多肽可以共价缀合于提供T细胞辅助的免疫配偶体(例如，载体分子)。

备选地，可以独立地或在多肽或载体存在下用非缀合的免疫配偶体脉冲标记树状细胞。

[0364] 本发明提供向抗原呈递细胞递送多肽抗原的专门设计的化学合成的编码表位的

片段。本领域技术人员将认识到，这些类型分子，又称作合成性长肽(SLP)，提供治疗性平台

以使用本发明的抗原性多肽刺激(或加载)体外细胞(Gornati等人 ,2018 ,Front .Imm ,9:

1484)、或作为向体内抗原呈递细胞引入多肽抗原的方法(Melief和van  der  Burg ,2008,

Nat  Rev  Cancer,8:351‑60)。

[0365] 在一个实施方案中，提供一种包含本发明的抗原呈递细胞(其适当地是树状细胞)

连同可药用载体的药物组合物。这种组合物可以是适于肠胃外施用的无菌组合物。参见，例

如，上文的药物组合物公开。

[0366] 在一个实施方案中，提供本发明的抗原呈递细胞(其适当地是树状细胞)用于药物

中。

[0367] 还提供一种治疗患有癌症的人类的方法，其中癌的细胞表达选自SEQ  ID  NO.1‑10

的序列及其中任一者的免疫原性片段和变体，或提供一种预防人类患癌症的方法，其中癌

的细胞将表达选自SEQ  ID  NO.1‑10的序列及其中任一者的免疫原性片段和变体，所述方法

包括向所述人类施用本发明的所述抗原呈递细胞，其适当地是树状细胞，或包含本发明所

述抗原呈递细胞的组合物。

[0368] 在一个实施方案中，提供本发明的抗原呈递细胞，其适当地是树状细胞，或包含所

述本发明所述抗原呈递细胞的组合物，用于治疗或预防人类中的癌症，其中癌的细胞表达

选自SEQ  ID  NO.1‑10的相应序列及其中任一者的免疫原性片段。

[0369] 在一个实施方案中，提供一种包含本发明的外来体连同可药用载体的药物组合

物。这种组合物可以是适于肠胃外施用的无菌组合物。参见，例如，上文的药物组合物公开。

组合物可以任选地包含免疫刺激剂‑参见上文的免疫刺激剂公开。

[0370] 在一个实施方案中，提供本发明的外来体用于药物中。

[0371] 还提供一种治疗患有癌症的人类的方法，其中癌的细胞表达选自SEQ  ID  NO.1‑10

的序列及其中任一者的免疫原性片段和变体，或提供一种预防人类患癌症的方法，其中癌

的细胞将表达选自SEQ  ID  NO.1‑10的序列及其中任一者的免疫原性片段和变体，所述方法

包括向所述人类施用本发明的外来体或包含本发明所述外来体的组合物。

[0372] 在一个实施方案中，提供本发明的外来体或包含所述本发明所述外来体的组合
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物，用于治疗或预防人类中的癌症，其中癌的细胞表达选自SEQ  ID  NO.1‑10的相应序列及

其中任一者的免疫原性片段。在以上任一实施方案中，癌适当地是黑素瘤，特别是皮肤黑素

瘤。

[0373] 刺激的T细胞疗法

[0374] 除APC介导在体内或离体产生对本发明多肽有免疫特异性的T细胞之外，自体或非

自体的T细胞可以分离自受试者，例如，分离自外周血、脐带血和/或通过血液成分术分离，

并且在加载于APC细胞MHC分子(信号1)上的肿瘤相关抗原存在下受刺激，以诱导携带对这

种抗原有免疫特异性的TCR的T细胞增殖。

[0375] 成功的T细胞活化需要分别结合抗原呈递细胞和T细胞上的共刺激表面分子B7和

CD28(信号2)。为实现最佳的T细胞活化，需要信号1和2。反过来，在共刺激作用(信号2)不存

在情况下的抗原性肽刺激(信号1)不能诱导完整的T细胞活化并且可能导致T细胞耐受性。

除共刺激分子之外，还存在诱导防止T细胞活化的信号的抑制性分子，如CTLA‑4和PD‑1。

[0376] 自体或非自体T细胞因此可以在本发明的多肽存在下受刺激，并且扩充及复转移

至面临癌症风险或患有癌症的患者，所述患者的癌细胞表达本发明的相应多肽，前提是抗

原特异性TCR将识别该患者的MHC呈递的抗原，其中它们将瞄准表达所述相应多肽的所述癌

细胞并且诱导对其杀伤。

[0377] 在一个实施方案中，提供本发明的多肽、核酸、载体或组合物用于离体刺激和/或

扩充从患癌症的人类衍生的T细胞，以便后续向所述人类再引入所述刺激和/或扩充的T细

胞，以治疗所述人类中的所述癌症。

[0378] 本发明提供一种治疗人类中癌症的方法，其中癌的细胞表达选自SEQ  ID  NO.1‑10

的序列及其中任一者的免疫原性片段和变体，其包括从所述人类取得包含至少T细胞、任选

地连同抗原呈递细胞的白细胞群体，在本发明的相应多肽、核酸、载体或组合物存在下刺激

和/或扩充所述T细胞，并且向人类再引入一些或全部的所述白细胞，其包括至少刺激和/或

扩充的T细胞。

[0379] 在以上任一实施方案中，癌适当地是黑素瘤，特别是皮肤黑素瘤。

[0380] 在一个实施方案中，提供一个制备对癌细胞有细胞毒性的T细胞群体的方法，所述

癌细胞表达选自SEQ  ID  NO.1‑10的序列及其中任一者的免疫原性片段和变体，所述方法包

括(a)从癌症患者获得T细胞和抗原呈递细胞；并且(ii)用本发明的相应多肽、核酸、载体或

组合物离体刺激并扩充T细胞群体。

[0381] “相应”在这种情况下意指如果癌细胞表达SEQ  ID  NO.A(A为SEQ  ID  NO.1‑10的一

者)或其变体或免疫原性片段，则以处于多肽、核酸或载体或含有前述之一者的组合物形式

的SEQ  ID  NO.A或其变体或免疫原性片段离体刺激并扩充T细胞群体。

[0382] 例如，在这类方法中，在树状细胞存在下进行培养和扩充。树状细胞可以用本发明

的核酸分子或载体转染并表达本发明的多肽。

[0383] 本发明提供通过前述任一方法可获得的T细胞群体(下文称作本发明的T细胞群

体)。

[0384] 在一个实施方案中，提供一种细胞，所述细胞是已用本发明的多肽、核酸、载体或

组合物刺激过的T细胞(下文称作本发明的T细胞)。

[0385] 在一个实施方案中，提供一种包含本发明T细胞群体或T细胞连同可药用载体的药
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物组合物。这种组合物可以例如是适于肠胃外施用的无菌组合物。

[0386] 在一个实施方案中，提供本发明的T细胞群体或T细胞用于药物中。

[0387] 还提供一种治疗患有癌症的人类的方法，其中癌的细胞表达选自SEQ  ID  NO.1‑10

的序列及其中任一者的免疫原性片段和变体，或提供一种预防人类患癌症的方法，其中癌

的细胞将表达选自SEQ  ID  NO.1‑10的序列及其中任一者的免疫原性片段和变体，所述方法

包括向所述人类施用本发明的所述T细胞群体或T细胞或本发明所述T细胞群体或T细胞的

组合物。

[0388] 在一个实施方案中，提供本发明的T细胞群体、本发明的T细胞或包含本发明所述T

细胞群体或T细胞的组合物，用于治疗或预防人类中的癌症，其中癌的细胞表达选自SEQ  ID 

NO.1‑10的相应序列及其中任一者的免疫原性片段。在以上任一实施方案中，癌适当地是黑

素瘤，特别是皮肤黑素瘤。

[0389] 在一个实施方案中，提供用于根据本发明用途的方法或T细胞群体、T细胞、抗原呈

递细胞、外来体或组合物，其中多肽包含选自以下的序列：

[0390] (a)SEQ  ID  NO.1、3、4、5和10中任一者的序列；和

[0391] (b)(a)的序列的变体；和

[0392] (c)(a)的序列的免疫原性片段。

[0393] 并且例如，多肽包含选自SEQ  ID  NO.11‑14、17‑18、19、20‑22、30‑32、51‑57、67‑74

和76‑77中任一者的序列或由其组成，并且例如，核酸包含选自SEQ  ID  NO.33、35、36或40中

任一者或者选自SEQ  ID  NO.41、43、44、45和50中任一者的序列或由其组成；

[0394] 并且其中癌是葡萄膜黑素瘤。

[0395] 工程化的免疫细胞疗法

[0396] 上文描述的所有类型CLT抗原结合多肽的衍生物，包括识别与人HLA分子复合的

CLT抗原衍生肽的TCR或TCR拟似物(参见Dubrovsky等人,2016,Oncoimmunology)，可以经工

程化以表达在(自体或非自体)T细胞的表面上，所述T细胞随后可以作为治疗癌症的过继T

细胞疗法施用。

[0397] 这些衍生物归属于“嵌合抗原受体(CAR)”类别内部，其中如本文所用，所述的嵌合

抗原受体可以例如指人工T细胞受体、嵌合T细胞受体或嵌合免疫受体并且涵盖移植人工特

异性到特定免疫效应细胞上的工程化受体。CAR可以用来将单克隆抗体的特异性赋予到T细

胞上，因而允许众多特异性T细胞生成，例如，用于过继细胞疗法中。CAR可以指导细胞针对

肿瘤相关抗原(本发明的多肽)的特异性，其中多肽是HLA结合的。

[0398] 另一个治疗患者中癌症的方案是通过表达嵌合抗原受体(CAR)以遗传方式修饰T

细胞以靶向肿瘤细胞上表达的抗原。这项技术综述于Wendell和June,2017,Cell,168:724‑

740中(所述文献通过引用的方式完整并入)。

[0399] 可以通过以下方法产生这类CART细胞：从受试者(例如，从外周血、脐带血和/或通

过单采血液成分术)获得细胞的样品，其中所述样品包含T细胞或T细胞祖细胞，并且用编码

对本发明多肽有免疫特异性的嵌合T细胞受体(CAR)的核酸转染所述细胞，其中多肽是HLA

结合的。这种核酸将能够整合入细胞的基因组，并且细胞可以按有效量施用至受试者以提

供针对表达本发明多肽的细胞的T细胞反应。例如，可以收集来自受试者的细胞的样品。

[0400] 可以理解，用来产生所述表达CAR的T细胞的细胞可以是自体或非自体的。
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[0401] 表达CAR的转基因T细胞可以具有失活的内源T细胞受体和/或内源HLA表达例如，

细胞可以经工程化以消除内源α/βT细胞受体(TCR)表达。

[0402] 本领域熟知转染细胞的方法，不过可以使用高度有效的转染方法如电穿孔法。例

如，可以使用核转染装置，向细胞引入表达CAR构建体的本发明核酸或载体。

[0403] 可以在转染细胞后富集表达CAR的T细胞的细胞群体。例如，表达CAR的细胞可以通

过使用受CAR或CAR结合抗体结合的抗原，与不表达的那些细胞(例如，通过FACS)分选开。备

选地，富集步骤包括耗尽非T细胞或耗尽缺少CAR表达的细胞。例如，可以从培养群体耗尽

CD56+细胞。

[0404] 表达CAR的转基因细胞群体可以在选择性增强表达CAR的T细胞增殖的培养基中离

体培养。因此，可以离体扩充表达CAR的T细胞。

[0405] CAR细胞的样品可以保存(或在培养下维持)。例如，样品可以冷冻保存供稍后扩充

或分析。

[0406] 表达CAR的T细胞可以与其他治疗药组合使用，例如检查点抑制蛋白，包括PD‑L1拮

抗剂。

[0407] 在一个实施方案中，提供一种细胞毒性细胞，其已经过工程化以在其表面上表达

前述任一抗原结合多肽。适当地，细胞毒性细胞是T细胞。

[0408] 在一个实施方案中，提供一种细胞毒性细胞用于药物中，所述细胞毒性细胞适当

地是T细胞，经工程化以在其表面上表达前述任一抗原结合多肽。

[0409] 本发明提供一种包含本发明细胞毒性细胞的药物组合物，所述细胞毒性细胞适当

地是T细胞。

[0410] 提供一种治疗患有癌症的人类患者的方法，其中癌的细胞表达选自SEQ  ID  NO.1‑

10的序列及其中任一者的免疫原性片段和变体，或提供一种预防人类患癌症的方法，所述

癌将表达选自SEQ  ID  NO.1‑10的序列及其中任一者的免疫原性片段和变体，所述方法包括

向所述人类施用本发明的细胞毒性细胞，其适当地是T细胞。

[0411] 在一个实施方案中，本发明的细胞毒性细胞，其适当地是T细胞，用于治疗或预防

人类中的癌症，其中癌的细胞表达选自SEQ  ID  NO.1‑10的相应序列及其中任一者的免疫原

性片段。

[0412] 联合疗法

[0413] 本发明的癌症治疗方法可以与其他疗法、尤其检查点抑制蛋白和干扰素组合下进

行。

[0414] 多肽、核酸、载体、抗原结合多肽和过继细胞疗法(基于APC和T细胞)可以与其他组

分组合使用，旨在提高其免疫原性，例如，旨在改善激发的免疫应答的幅度和/或宽度或提

供其他活性(例如，激活天然或适应性免疫应答的其他方面或摧毁肿瘤细胞)。

[0415] 因此，本发明提供本发明的组合物(即免疫原性组合物、疫苗组合物或药物组合

物)或数种这类组合物的试剂盒，所述组合物包含本发明的多肽、核酸或载体连同可药用载

体，和(i)一种或多种其他免疫原性多肽或免疫刺激多肽(例如，干扰素、IL‑12、检查点阻断

分子或编码前者的核酸，或包含这类核酸的载体)、(ii)将增强作为本发明主题的多肽产物

翻译和/或呈递的小分子(例如，HDAC抑制剂或调节癌细胞表观遗传特征的其他药物)或生

物制品(作为多肽或编码前者的核酸或包含这类核酸的载体递送)。
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[0416] 检查点抑制蛋白，其阻断癌细胞上的正常蛋白质或响应于这些蛋白质的T细胞上

的蛋白质，可能是一类与基于CLT抗原的疗法组合的特别重要的药物，原因是这些抑制剂寻

求克服癌症对抗免疫系统攻击的主要防御之一。

[0417] 因此，本发明的一个方面包括施用与检查点抑制蛋白组合的本发明多肽、核酸、载

体、抗原结合多肽、组合物、T细胞、T细胞群体或抗原呈递细胞。检查点抑制蛋白的示例选自

PD‑1抑制剂如派姆单抗(Keytruda)与纳武单抗(Opdivo)、PD‑L1抑制剂如阿特朱单抗

(Tecentriq)、阿维鲁单抗(Bavencio)与德瓦鲁单抗(Imfinzi)和CTLA‑4抑制剂如伊匹木单

抗(Yervoy)。

[0418] 干扰素(例如，α、β和 γ )是身体以极少量产生的蛋白质家族。干扰素可以减缓或终

止癌细胞分裂、降低癌细胞自我保护免遭免疫系统影响的能力和/或增强适应性免疫系统

的多个方面。干扰素一般作为例如在大腿或腹部中的皮下注射剂施用。

[0419] 因此，本发明的一个方面包括施用与干扰素例如干扰素α组合的本发明多肽、核

酸、载体、抗原结合多肽或组合物。

[0420] 本发明的不同模式也可以组合，例如本发明的多肽、核酸和载体可以与本发明(尤

其讨论过的)的APC、T细胞或T细胞群体组合。

[0421] 本发明的一种或多种模式也可以与常规的抗癌化疗和/或照射组合。

[0422] 诊断药

[0423] 在另一个方面，本发明提供了使用一种或多种本发明多肽或核酸来诊断癌症、尤

其黑素瘤例如皮肤黑素瘤或来诊断适于用本发明多肽、核酸、载体、抗原结合多肽、过继细

胞疗法或组合物治疗的人类受试者的方法。

[0424] 因此，本发明提供一种诊断某人患有癌症的方法，所述方法包括步骤：确定所述癌

的细胞是否表达选自SEQ  ID  NO.1‑10及其中任一者的免疫原性片段或变体(例如选自序列

SEQ  ID  NO.11‑32和51‑78)的多肽序列，或编码所述多肽序列的核酸(例如选自序列SEQ  ID 

NO.33‑40和SEQ  ID  NO.41‑50)，并且如果所述多肽或相应核酸在所述癌细胞中过量表达，

則诊断所述人为患有癌症。

[0425] 本发明提供一种诊断某人患有作为皮肤黑素瘤的癌症的方法，所述方法包括步

骤：确定所述癌的细胞是否表达选自SEQ  ID  NO.2、6、7、8和9的多肽序列及其免疫原性片段

或变体；或编码所述多肽序列的核酸，并且如果所述多肽或相应核酸在所述癌细胞中过量

表达，則诊断所述人患有作为皮肤黑素瘤的癌症。

[0426] 如本文所用，癌细胞中的“过量表达”意指癌细胞中的表达水平高于正常细胞中。

[0427] 本发明提供一种诊断某人患有作为皮肤黑素瘤或葡萄膜黑素瘤的癌症的方法，所

述方法包括步骤：确定所述癌的细胞是否表达选自SEQ  ID  NO.1、3、4、5和10中任一者的多

肽序列及其中任一者的免疫原性片段或变体；或编码所述多肽序列的核酸，并且如果所述

多肽或相应核酸在所述癌细胞中过量表达，則诊断所述人患有作为皮肤黑素瘤或葡萄膜黑

素瘤的癌症。

[0428] 可以通过参考已知未患癌症的对照人类受试者中本发明核酸或多肽的水平，确定

过量表达。因此，过量表达表示本发明的核酸或多肽在试验受试者中以比对照受试者中显

著更高的水平(例如，高30％、50％、100％或500％的水平)检出。如若对照人类受试者具有

无法觉察水平的本发明核酸或多肽，则可以通过检测本发明的核酸或多肽实现诊断。
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[0429] 本发明也提供一种治疗患有癌症的人的方法，所述方法包括步骤：

[0430] (a)确定所述癌的细胞是否表达选自SEQ  ID  NO.1‑10及其中任一者的免疫原性片

段或变体(例如选自序列SEQ  ID  NO.11‑32和51‑78)的多肽序列或编码所述多肽序列的核

酸(例如选自序列SEQ  ID  NO.33‑40和41‑50)；并且如果表达，则

[0431] (b)向所述人施用本发明的相应肽、核酸、载体、组合物、T细胞群体、T细胞、抗原呈

递细胞、抗原结合多肽或细胞毒性细胞。

[0432] 还提供多肽的用途，所述多肽包含选自以下的序列：

[0433] (a)SEQ  ID  NO.1‑10中任一者的序列；或

[0434] (b)(a)的序列的变体；和

[0435] (c)(a)的序列的免疫原性片段，其从患有癌症的人的肿瘤分离，或编码所述多肽

的核酸的用途，用作确定所述人是否将适于用疫苗治疗的生物标记物，所述疫苗包含本发

明的相应多肽、核酸、载体、组合物、T细胞群体、T细胞、抗原呈递细胞、抗原结合多肽或细胞

毒性细胞。

[0436] 适当地，癌是黑素瘤，特别是皮肤黑素瘤。

[0437] 本发明也提供一种根据本发明的方法或用途，其中多肽包含选自以下的序列：

[0438] (a)SEQ  ID  NO.1、3、4、5和10中任一者的序列；和

[0439] (b)(a)的序列的变体；和

[0440] (c)(a)的序列的免疫原性片段。

[0441] 并且例如，多肽包含选自SEQ  ID  NO.11‑14、17‑18、19、20‑22、30‑32、51‑57、67‑74

和76‑77中任一者的序列或由其组成，并且例如，核酸包含选自SEQ  ID  NO.33、35、36或40中

任一者或者选自SEQ  ID  NO.41、43、44、45和50中任一者的序列或由其组成；

[0442] 并且其中癌是葡萄膜黑素瘤。

[0443] 适当地，本发明多肽具有选自SEQ  ID  NO.1‑10的序列或其片段，如其免疫原性片

段(例如，选自SEQ  ID  NO.11‑32和51‑78的序列)。

[0444] 适当地，本发明的核酸具有或包含选自SEQ  ID  NO.33‑40或41‑50的任一者或其片

段(如其免疫原性片段)的序列。

[0445] 用于检测核酸存在的试剂盒是熟知的。例如，包括与多核苷酸杂交的至少两种寡

核苷酸的试剂盒可以用于实时PCR(RT‑PCR)反应内部以允许检测特定核酸并对其半定量。

这类试剂盒可以允许依据因Forster共振能量转移(FRET)(例如 试剂盒)或当双

链DNA结合(例如， Green剂盒)时生成荧光信号来检测PCR产物。一些试剂盒(例如，

含有跨靶DNA中外显子的 探针的那些试剂盒)允许检测mRNA(例如编码本发明核

酸的转录物)并对其定量。可以按同时检测反应内部多种核酸的多重样式建立使用某些试

剂盒的分析。也可以使用检测活跃DNA(即携带提示表达的特定表观遗传特征标识的DNA)的

试剂盒。可以在这类试剂盒内部存在的额外组分包括促进检测本发明核酸的诊断试剂或报

道分子。

[0446] 也可以借助液体活检法，使用来自患者的血液样品检测本发明的核酸。这种方法

提供手术活检法的非侵入性备选。可以分离来自这类血样的血浆并分析本发明核酸的存

在。

[0447] 可以借助抗原特异性抗体，在患者肿瘤样品的均化制备物内检测本发明多肽的
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ELISA型分析中检测本发明的多肽。备选地，可以借助免疫组织化学分析检测本发明的多

肽，所述免疫组织化学分析通过使用光学显微术检查患者肿瘤样品的切片，鉴定多肽抗原

的存在，其中所述切片已经通过使用适宜标记的抗体制备物染色。作为又一个备选，可以借

助免疫组织化学分析检测本发明的多肽，所述免疫组织化学分析通过使用光学显微术检查

患者肿瘤样品的切片，鉴定多肽抗原的存在，其中所述切片已经通过使用适宜标记的抗体

制备物染色。

[0448] 也可以通过以下方式检测本发明的多肽：确定它们是否能够刺激针对所述多肽的

T细胞产生。

[0449] 癌或肿瘤(例如，黑素瘤，例如皮肤黑素瘤)的细胞可以例如从癌(例如，黑素瘤，例

如皮肤黑素瘤)的活组织检查获得。

[0450] 一种治疗人类中癌症、尤其黑素瘤、例如皮肤黑素瘤的方法包括(i)检测本发明核

酸或多肽的存在和(ii)向受试者施用本发明的核酸、多肽、载体、细胞、T细胞或T细胞群体

或组合物(和优选地施用已经检测到的相同核酸或多肽或其片段)。

[0451] 一种治疗人类中癌症、尤其黑素瘤、例如皮肤黑素瘤的方法还包括向受试者施用

本发明的核酸、多肽、载体、细胞、T细胞或T细胞群体或组合物，在所述受试者中已经检测到

本发明的(和优选地相同)核酸或多肽的存在。

[0452] 尤其，待诊断和酌情治疗的癌症是黑素瘤，例如皮肤黑素瘤。

[0453] 如若检出SEQ  ID  NO.1、3、4、5或10的本发明多肽或其片段，则癌症可能是皮肤黑

素瘤或葡萄膜黑素瘤。

[0454] 具体实施方案

[0455] 在一个实施方案中，CLT抗原多肽包含SEQ  ID  NO.1或由其组成。示例性片段包含

SEQ  ID  NO.11‑14的任一者或由其组成。其他示例性片段包含SEQ  ID  NO.11‑14的两者、三

者或四者。其他示例性片段包含SEQ  ID  NO.55‑57或73‑74的任一者或由其组成。其他示例

性片段包含SEQ  ID  NO.11‑14、55‑57和73‑74的全体(允许可能的序列重叠，从而任何重叠

序列不需要存在超过一次)。编码所述多肽序列的示例性核酸包含SEQ  ID  NO  33或SEQ  ID 

NO.41或由其组成。提供如上文描述的相应核酸(例如，DNA或RNA)、T细胞、T细胞群体、细胞

毒性细胞、抗原结合多肽、抗原呈递细胞和外来体。所述核酸(例如，DNA或RNA)、T细胞、T细

胞群体、细胞毒性细胞、抗原结合多肽、抗原呈递细胞和外来体可以用于治疗癌症，尤其黑

素瘤，例如皮肤黑素瘤或葡萄膜黑素瘤。还提供了相关的诊断方法。

[0456] 在一个实施方案中，CLT抗原多肽包含SEQ  ID  NO.2或由其组成。示例性片段包含

SEQ  ID  NO .15或SEQ  ID  NO .16或由其组成。其他示例性片段包含SEQ  ID  NO .15和SEQ  ID 

NO.16。其他示例性片段包含SEQ  ID  NO.58‑66、75和78的任一者或由其组成。其他示例性片

段包含SEQ  ID  NO.15‑16、58‑66、75和78的全体(允许可能的序列重叠，从而任何重叠序列

不需要存在超过一次)。编码所述多肽序列的示例性核酸包含SEQ  ID  NO .34或SEQ  ID 

NO.42或由其组成。提供如上文描述的相应核酸(例如，DNA或RNA)、T细胞、T细胞群体、细胞

毒性细胞、抗原结合多肽、抗原呈递细胞和外来体。所述核酸(例如，DNA或RNA)、T细胞、T细

胞群体、细胞毒性细胞、抗原结合多肽、抗原呈递细胞和外来体可以用于治疗癌症，尤其黑

素瘤，例如皮肤黑素瘤。还提供了相关的诊断方法。

[0457] 在一个实施方案中，CLT抗原多肽包含SEQ  ID  NO.3或由其组成。示例性片段包含
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SEQ  ID  NO .17或SEQ  ID  NO .18或由其组成。其他示例性片段包含SEQ  ID  NO .17和SEQ  ID 

NO.18。其他示例性片段包含SEQ  ID  NO.53和67‑69的任一者或由其组成。其他示例性片段

包含SEQ  ID  NO.17、SEQ  ID  NO.18和SEQ  ID  NO.53。其他示例性片段包含SEQ  ID  NO.17‑

18、53和67‑69的全体(允许可能的序列重叠，从而任何重叠序列不需要存在超过一次)。编

码所述多肽序列的示例性核酸包含SEQ  ID  NO.35或SEQ  ID  NO.43或由其组成。提供如上文

描述的相应核酸(例如，DNA或RNA)、T细胞、T细胞群体、细胞毒性细胞、抗原结合多肽、抗原

呈递细胞和外来体。所述核酸(例如，DNA或RNA)、T细胞、T细胞群体、细胞毒性细胞、抗原结

合多肽、抗原呈递细胞和外来体可以用于治疗癌症，尤其黑素瘤，例如皮肤黑素瘤或葡萄膜

黑素瘤。还提供了相关的诊断方法。

[0458] 在一个实施方案中，CLT抗原多肽包含SEQ  ID  NO.4或由其组成。示例性片段包含

SEQ  ID  NO .19或由其组成。其他示例性片段包含SEQ  ID  NO .51或SEQ  ID  NO .52或由其组

成。其他示例性片段包含SEQ  ID  NO.54或由其组成。其他示例性片段包含SEQ  ID  NO.70‑72

和76‑77的任一者或由其组成。

[0459] 其他示例性片段包含SEQ  ID  NO.19以及SEQ  ID  NO.51或SEQ  ID  NO.52。其他示例

性片段包含SEQ  ID  NO.54以及SEQ  ID  NO.51或SEQ  ID  NO.52。其他示例性片段包含SEQ  ID 

NO.19、51‑52、54、70‑72和76‑77的全体(允许可能的序列重叠，从而任何重叠序列不需要存

在超过一次)。编码所述多肽序列的示例性核酸包含SEQ  ID  NO.35或SEQ  ID  NO.44或由其

组成。提供如上文描述的相应核酸(例如，DNA或RNA)、T细胞、T细胞群体、细胞毒性细胞、抗

原结合多肽、抗原呈递细胞和外来体。所述核酸(例如，DNA或RNA)、T细胞、T细胞群体、细胞

毒性细胞、抗原结合多肽、抗原呈递细胞和外来体可以用于治疗癌症，尤其黑素瘤，例如皮

肤黑素瘤或葡萄膜黑素瘤。还提供了相关的诊断方法。

[0460] 在一个实施方案中，CLT抗原多肽包含SEQ  ID  NO.5或由其组成。示例性片段包含

SEQ  ID  NO .20‑22的任一者或由其组成。编码所述多肽序列的示例性核酸包含SEQ  ID 

NO.36或SEQ  ID  NO.45或由其组成。提供如上文描述的相应核酸(例如，DNA或RNA)、T细胞、T

细胞群体、细胞毒性细胞、抗原结合多肽、抗原呈递细胞和外来体。所述核酸(例如，DNA或

RNA)、T细胞、T细胞群体、细胞毒性细胞、抗原结合多肽、抗原呈递细胞和外来体可以用于治

疗癌症，尤其黑素瘤，例如皮肤黑素瘤或葡萄膜黑素瘤。还提供了相关的诊断方法。

[0461] 在一个实施方案中，CLT抗原多肽包含SEQ  ID  NO.6或由其组成。示例性片段包含

SEQ  ID  NO .23或SEQ  ID  NO .24或由其组成。编码所述多肽序列的示例性核酸包含SEQ  ID 

NO.37或SEQ  ID  NO.46或由其组成。提供如上文描述的相应核酸(例如，DNA或RNA)、T细胞、T

细胞群体、细胞毒性细胞、抗原结合多肽、抗原呈递细胞和外来体。所述核酸(例如，DNA或

RNA)、T细胞、T细胞群体、细胞毒性细胞、抗原结合多肽、抗原呈递细胞和外来体可以用于治

疗癌症，尤其黑素瘤，例如皮肤黑素瘤。还提供了相关的诊断方法。

[0462] 在一个实施方案中，CLT抗原多肽包含SEQ  ID  NO.7或由其组成。示例性片段包含

SEQ  ID  NO .25或由其组成。编码所述多肽序列的示例性核酸包含SEQ  ID  NO .38或SEQ  ID 

NO.47或由其组成。提供如上文描述的相应核酸(例如，DNA或RNA)、T细胞、T细胞群体、细胞

毒性细胞、抗原结合多肽、抗原呈递细胞和外来体。所述核酸(例如，DNA或RNA)、T细胞、T细

胞群体、细胞毒性细胞、抗原结合多肽、抗原呈递细胞和外来体可以用于治疗癌症，尤其黑

素瘤，例如皮肤黑素瘤。还提供了相关的诊断方法。
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[0463] 在一个实施方案中，CLT抗原多肽包含SEQ  ID  NO.8或由其组成。示例性片段包含

SEQ  ID  NO .26或由其组成。编码所述多肽序列的示例性核酸包含SEQ  ID  NO .38或SEQ  ID 

NO.48或由其组成。提供如上文描述的相应核酸(例如，DNA或RNA)、T细胞、T细胞群体、细胞

毒性细胞、抗原结合多肽、抗原呈递细胞和外来体。所述核酸(例如，DNA或RNA)、T细胞、T细

胞群体、细胞毒性细胞、抗原结合多肽、抗原呈递细胞和外来体可以用于治疗癌症，尤其黑

素瘤，例如皮肤黑素瘤。还提供了相关的诊断方法。

[0464] 在一个实施方案中，CLT抗原多肽包含SEQ  ID  NO.9或由其组成。示例性片段包含

SEQ  ID  NO .27‑29的任一者或由其组成。编码所述多肽序列的示例性核酸包含SEQ  ID 

NO.39或SEQ  ID  NO.49或由其组成。提供如上文描述的相应核酸(例如，DNA或RNA)、T细胞、T

细胞群体、细胞毒性细胞、抗原结合多肽、抗原呈递细胞和外来体。所述核酸(例如，DNA或

RNA)、T细胞、T细胞群体、细胞毒性细胞、抗原结合多肽、抗原呈递细胞和外来体可以用于治

疗癌症，尤其黑素瘤，例如皮肤黑素瘤。还提供了相关的诊断方法。

[0465] 在一个实施方案中，CLT抗原多肽包含SEQ  ID  NO.10或由其组成。示例性片段包含

SEQ  ID  NO .30‑32的任一者或由其组成。编码所述多肽序列的示例性核酸包含SEQ  ID 

NO.40或SEQ  ID  NO.50或由其组成。提供如上文描述的相应核酸(例如，DNA或RNA)、T细胞、T

细胞群体、细胞毒性细胞、抗原结合多肽、抗原呈递细胞和外来体。所述核酸(例如，DNA或

RNA)、T细胞、T细胞群体、细胞毒性细胞、抗原结合多肽、抗原呈递细胞和外来体可以用于治

疗癌症，尤其黑素瘤，例如皮肤黑素瘤或葡萄膜黑素瘤。还提供了相关的诊断方法。

[0466] 实施例

[0467] 实施例1‑CLT鉴定

[0468] 目的是鉴定完全或部分地由LTR元件组成的癌特异性转录物。

[0469] 作为第一步骤，我们从头组装完整的泛癌转录组。为实现这个目的，来自768份患

者样品的RNA测序用读段用于基因组指导的组装，其中所述患者样品从癌症基因组图谱

(The  Cancer  Genome  Atlas  TCGA)联盟获得并且代表广泛种类的癌类型(来自32个癌类型

中每个类型(31例原发性黑素瘤和1例转移性黑素瘤)的24份性别均衡样品；表S1)。使用

cutadapt(v1.13)(Marcel  M.,2011,EMBnet  J.,17:3)对性别均衡样品(不包括性别特有组

织)进行接头和质量(Q20)修整及长度过滤(两种读段为≥35核苷酸对)，并且对于分别为

200和3的最大深度和最小深度，使用khmer(v2.0)(Crusoe等人,2015,F1000Res.,4:900)对

其进行kmer归一化(k＝20)。使用STAR(2.5.2b)连同与跨TCGA所用那些设置相同的设置，将

读段映射至GRCh38并且传送至Trinity(v2 .2 .0)(Trinity ,Grabherr ,M .G .等人 ,2011 ,

Nat.Biotechnol .,29:644‑52)以进行基因组指导的组装，计算机上内建的深度归一化禁

用。大部分组装过程在32核HPC节点上的256GB  RAM范围内完成，使用1.5TB  RAM节点复运行

失败的过程。所得的重叠群接受聚腺苷酸修整(SeqClean  v110222内部的trimpoly)和熵过

滤(≥0.7)，以移除低质量与人为重叠群(BBMap  v36 .2内部的bbduk)。根据癌类型，使用

Salmon(v0.8.2或v0.9.2)(Patro,R.等人,2017,Nat.Methods,14:417‑419)，将原始24份样

品准映射至净化过的组装物，移除发现按每百万(TPM)<0.1个转录物所表达的重叠群。使用

GMAP(v161107)(Wu等人 ,2005 ,Bioinf .,21:1859‑1875)，将剩余的那些重叠群映射至

GRCh38，并且从组装中移除在其≥85％的长度范围内不以≥85％同一性对齐的重叠群。最

后，使用gffread(Cufflinks  v2.2.1)(Trapnell等人,2010,Nat.Biotech.,28:511‑515)，
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使全部癌类型的组装物一起扁平化并且复合成最长的连续转录物。由于专门设计这个组装

过程以使得评估重复性元件成为可能，单外显子转录物保留，但加上标记。通过用GENCODE 

v24basic和MiTranscriptome1比较，评估转录物组装完整度和质量(Iye等人2015 ,

Nat.Genet.,47:199‑208)。我们在GENCODE内部编纂了唯一剪接位点清单并且检验剪接位

点是否存在于转录组组装物内部的2核苷酸宽限窗口(grace  window)内。这个过程导致鉴

定1,001,931个转录物，其中771,006个是剪接的并且230,925个是单外显子的。

[0470] 单独地，将组装的重叠群以基因组重复序列注释叠加，以鉴定含有LTR元件的转录

物。LTR元件和非LTR元件如先前所述那样注释(Attig等人,2017,Front.In  Microbiol.,8:

2489)。简而言之，使用以nhmmer(Wheeler等人,2013,Bioinform.,29:2487‑2489)配置的

RepeatMasker  Open‑3.0(Smit,A.,R.Hubley和P.Green,http://www.repeatmasker.org,

1996‑2010)，代表已知的人重复序列家族的隐匿马尔科夫模型(HMMs) (Dfam  2 .0库

v150923)用来注释GRCh38。与基于BLAST的方法相比，基于HMM的扫描提高注释准确度

(Hubley等人,2016,Nuc.Acid.Res.,44:81‑89)。RepeatMasker分别注释LTR和内部区域，因

此剖析表格化输出结果以合并相同元件的毗邻注释。这种过程产生181,967个转录物，所述

转录物含有一个或多个、完全或部分的LTR元件。

[0471] 使用Salmon，对全部转录物估计百万分之转录物(TPM)，并且将每个癌类型内部的

表达与跨811份健康组织样品的表达比较，其中针对所有癌症类型的健康组织匹配的对照

来自TCGA(若可获得)并且单独地来自GTEx(基因型‑组织表达联盟 ,2015 ,Science ,348:

648‑60)。如果在任何样品中按多于1个TPM检出，则转录物视为在癌症中特异性表达，并且

如果满足以下标准，则视为癌特异性：i .在每个癌类型的24份样品≥6者中表达；ii .在≥

90％的全部健康组织样品中按<10TPM表达；iii.在目的癌类型中的表达≥3倍任何对照组

织类型的中位表达；和iv.当可获得时，在目的癌类型中的表达≥3倍相应健康组织的90百

分位数。除这些表达阈值之外，转录物选择还基于手工检查，排除可能错误组装的重叠群或

LTR元件处于3'非翻译区(UTR)的转录物。如若不能毫无疑义地指派转录方向，则考虑与两

条链对应的转录物。

[0472] 癌特异性转录物清单随后与含有完整或部分LTR元件的转录物清单相交以产生有

5,923个满足两项标准的转录物的清单(称作癌特异性跨LTR元件转录物，CLT)。

[0473] 为了鉴定有蛋白质编码潜力的CLT，我们运行基于长度和双密码子(六聚物)评分

适宜性的ORF预测算法。在衍生自Ensembl  CDS序列的六聚物上训练HMM，并且处置≥300个

核苷酸的ORF，其中它们的六聚物有义评分超过反义评分。这个过滤程序鉴定到885个可能

编码具有至少99个氨基酸长度的蛋白质的CLT。

[0474] 为了鉴定CLT可能编码的唯一蛋白质序列，使用tblastn(BLAST+v2 .3 .0)在无

soft‑maskin的情况下，针对那些从源自完整转录物组装的≥210个核苷酸的全部ORF中翻

译的序列询问从已选定CLT的最大ORF中翻译的序列。仅保留无命中或具有E‑值>10‑5的命中

的CLT。

[0475] 为了进一步确保CLT编码的癌特异性抗原的特异性，我们检查了它们与可能在健

康组织中表达的其他蛋白质的潜在交叉反应性。为此目的，保留(在蛋白质的整个长度范围

内)与任何其他预测的蛋白质具有<85％氨基酸序列同一性的翻译的ORF。对于那些与一个

或多个预测的蛋白质显示>85％序列同一性的CLT编码的蛋白质，我们查询了编码相似蛋白
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质的转录物的表达模式。如若这些额外的转录物也按癌特异性方式表达(基于上文所列的

标准)，显然相应的CLT留在选定的候选物清单中。如若额外的转录物也表达于健康组织中，

则弃去相应的CLT。这些选择标准的组合产生有139个CLT的最终清单，所述CLT可能编码具

有充分独特性的氨基酸序列的蛋白质。

[0476] 这139个CLT当中，14个对皮肤黑素瘤特异(即根据上述方法学，发现它们在TGCA的

皮肤黑素瘤样品中特异性上调)和7个对皮肤黑素瘤和葡萄膜黑素特异(即根据上述方法

学，发现它们在TGCA的皮肤黑素瘤样品和葡萄膜黑素瘤样品中特异性上调)。这些皮肤黑素

瘤特异性CLT中四者在本文中鉴定为具有SEQ  ID  NO.34、37、38和39。这些皮肤黑素瘤和葡

萄膜黑素瘤特异性CLT中四者在本文中鉴定为具有SEQ  ID  NO.33、35、36和40。

[0477] 实施例2‑免疫肽组学分析

[0478] 免疫肽组学(Immunopeptidomic)分析是允许直接检测与细胞或组织中HLA分子缔

合的特定肽的有力技术。该技术由以下组成：从生物样品亲和纯化HLA分子，并且随后从HLA

分子洗脱结合的肽并且通过纳米‑超高效液相色谱法质谱法(nUPLC‑MS2)(Freudenmann等

人,2018,Immunology154(3):331‑345)评价肽。通过这种方法产生的质谱法(MS)谱可以用

来精确地鉴定与HLA  I类分子和HLA  II类分子结合的短肽。用于波谱解读和序列鉴定的软

件依赖用于波谱匹配的预定义蛋白质序列清单的可用性。虽然通过使用与衍生自已知转录

组或甚至完整基因组的全部可读框(ORF)相对应的预定义清单(Nesvizhskii等人 ,2014 ,

Nat.Methods  11:1114‑1125)，可以检索MS数据，但查询这些非常庞大的序列数据库导致极

高的错误发现率，后者限制对所呈递肽的鉴定。其他技术问题(例如，亮氨酸的质量＝异亮

氨酸的质量)和理论问题(例如，肽剪接(Liepe等人,2016,Science  354(6310):354‑358))

增加与使用非常庞大的数据库(如从已知转录组或完整基因组产生的那些)相关的局限性。

因此，在实践中，不参考充分确定的潜在多肽序列集合情况下，执行免疫肽组学分析以鉴定

新抗原是异常困难的。

[0479] 比照对人完整蛋白质组所报道的多肽，Bassani‑Sternberg等人(Bassani‑

Sternberg等人,2016,Nature  Commun.,7:13404)查询了从衍生自25位皮肤黑素瘤患者的

HLA结合型肽样品采集的MS数据。这些分析揭示出成千上万种与人类已知蛋白质匹配的肽。

如预期，这些肽包括在多种肿瘤相关抗原(TAA)(包括PRAME、MAGEA3和TRPM1(melastatin))

内部找到的肽。另外，用从依据这些患者中5位的基因组分析所检出的患者特有突变型蛋白

序列中创建的多肽清单查询了来自这5位患者的MS数据，揭示在这些患者的HLA  I类和HLA 

II类分子上呈递的患者特有新生抗原。

[0480] 许多从实施例1中所提及的139种CLT衍生的预测多肽序列(ORF)未含于人蛋白质

组内部。通过应用详细的免疫肽组学评价知识，发明人用这个新的潜在CLT抗原序列集合查

询Bassani‑Sternberg等人的RAW数据文件(数据库链接：https://www.ebi.ac.uk/pride/

archive/projects/PXD004894)。

[0481] 为了完成这项分析，使来自每个CLT编码的全部可能ORF中的肽序列针对每个CLT

串联成单一肽文件，或不串联，并且通过使用PeaksTM软件(分析A)或Mascot软件(分析B)，这

些串联的文件(分析A)或单个肽文件(分析B)用来查询PXD004894数据集中的原始波谱，连

同人蛋白质组(UniProt(分析A)或UniProt和masDB(分析B))中找到的全部多肽。

[0482] 在分析A中，这些研究的结果鉴定到与从Bassani‑Sternberg等人检查的25位患者
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的肿瘤样品中免疫沉淀的HLA  I类分子缔合的14种肽，所述肽可以归属于不存在于已报道

蛋白质组的8个ORF(参见表1)。在分析B中，这些研究的结果鉴定到与从Bassani‑Sternberg

等人检查的25位患者的肿瘤样品中免疫沉淀的HLA  I类分子或HLA  II类分子缔合的14种

肽，所述肽可以归属于不存在于已报道的蛋白质组的7个ORF(参见表2)。从所引述的患者中

检出这些与HLA  I类和HLA  II类分子缔合的肽证实，从其中这些肽衍生的10个ORF(表1和表

2，SEQ  ID  NO.1‑10)在黑素瘤组织中翻译并且呈递给与HLA  I类或HLA  II类分子复合的免

疫系统。在这个基础上，由这些ORF编码的多肽定义为CLT抗原。表1和表2显示在不属于

UniProt数据库的CLT抗原内找到的肽的特性。图1‑图32显示来自表1和表2中所示每种肽的

代表性质谱法波谱。这些图显示如各个患者SKCM肿瘤中通过nUPLC‑MS2检出的所示肽序列

的碎片波谱(来自Bassani‑Sternberg等人；图像由PEAKS软件提取自PRIDE数据集)。已经检

测到的全部碎片均在波谱上方肽序列中指出并且在每个波谱中指派最丰富的碎片离子。在

图1‑图15、图29‑图32(分析A)中，附图的下半小图显示预测波谱的序列注释，而相似数据以

表格形式显示于图16‑图28的右侧(分析B)。碎片离子注释如下：b：N末端碎片离子；y：C端片

段离子；‑H2O：失水；‑NH3：失氨；[2+]：带双重电荷的肽离子；pre：未碎裂的前体肽离子。

[0483] 评估来自表1和表2中与HLA  I类缔合时检出的多种肽，以确定与HLA  I类超型结合

的预测强度。具体而言，通过使用NetMHC  4 .0预测软件(http://www .cbs .dtu .dk/

services/NetMHC/)查询表3中提到的长9个氨基酸或更长的全部HLA  I类缔合型肽，以预测

它们与HLA  I类超型A和超型B的结合。这些预测研究的结果显示，预测全部11种肽(或从它

们衍生的9聚物)均与受测的超型中至少一者结合(参见表3)。在这些序列当中，预测许多序

列以高可信度(等级评分％低)与检查的HLA  I类超型内部的特定类型结合。

[0484] 总之，表1‑表3和图1‑图32中所示的数据为黑素瘤患者中相应的CLT抗原存在提供

异乎寻常强烈的支持。

[0485] 总结：对衍生自预测的ORF的免疫肽组学肽的鉴定表明，这些CLT在肿瘤组织中翻

译成多肽(SEQ  ID  NO.1‑10；称作CLT抗原)。这些多肽随后受细胞的免疫监视装置加工，并

且加载于HLA  I类分子或HLA  II类分子上，使得细胞供T细胞靶向以进行溶胞成为可能，其

中所述T细胞识别所产生的肽/HLA  I类复合物或肽/HLA  II类复合物。因此，这些CLT抗原及

其片段预计可用于治疗其肿瘤表达这些抗原的患者中黑素瘤的多种治疗模式里。

[0486] 表1：通过SKCM肿瘤样品的免疫肽组学分析(分析A)所鉴定的肽清单，连同CLT抗原

名称和对SEQ  ID  NO的交叉引用。
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[0487]
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[0488]

[0489] 1
通过质谱法鉴定的肽。全部肽均是HLA  I类肽。

[0490] 2Bassani‑Sternberg等人,2016,Nature  Comm.,7:13404

[0491] 3
计算的肽质量。

[0492] 4
来自质谱图的PeaksTM程序面积；显示对其获得多于一份波谱的肽的选定面积值。

[0493] 5
其中检测到肽的波谱数。

[0494] 6
观测质量和计算质量之间的偏差；显示对其获得多于一份波谱的肽的选定ppm

值。

[0495] 表2：通过SKCM肿瘤样品的免疫肽组学分析(分析B)所鉴定的肽清单，连同CLT抗原

名称和对SEQ  ID  NO的交叉引用。
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[0496]
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[0497]

[0498] 1
通过质谱法鉴定的肽。除非以*指示(其是HLA  II类)，否则全部肽均是HLA  I类肽

[0499] 2Bassani‑Sternberg等人,2016,Nature  Comm.,7:13404

[0500] 3
计算的肽质量。

[0501] 4
其中检测到肽的波谱数。

[0502] 5
观测质量和计算质量之间的差异；显示对其获得多于一份波谱的肽的选定质量

Δ值。

[0503] *指示HLA  II类肽

[0504] 表3：质谱法鉴定的肽(长度≥9个残基)与12个HLA  I类超型等位基因(HLA‑A0101、

HLA‑A0201、HLA‑A0301、HLA‑A2402、HLA‑A2601、HLA‑B0702、HLA‑B0801、HLA‑B1501、HLA‑

B2705、HLA‑B3901、HLA‑B4001、HLA‑B5801)的预测NetMHC  4.0结合作用，连同CLT抗原名称

和SEQ  ID  NO交叉引用。

[0505]
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[0506]

[0507] 1
据预测在任何等级评分与查询的HLA  I类超型结合。

[0508] 2
据预测以等级评分<5.1％结合(微弱结合)的HLA  I类超型的比例。

[0509] 3
据预测以等级评分<2.1％结合(较强结合)的HLA  I类超型的比例。

[0510] 4Bassani‑Sternberg等人,2016,Nature  Comm.,7:13404

[0511] 实施例2.1‑额外的免疫肽组学分析

[0512] 除实施例2中描述的分析之外，发明人还已经鉴定通过新的免疫肽组学研究从预

测的ORF导出的肽。下文描述的这个额外研究进一步表明，这些CLT在肿瘤组织中翻译成CLT

抗原多肽。

[0513] 发明人从10位诊断患有黑素瘤的患者获得冷冻的肿瘤组织。将0.05‑1g之间的样

品均化，将裂解物在高速离心并且将澄清的裂解物与共价连接于抗人HLA  I类单克隆抗体

(W6/32)的蛋白A(ProA)珠混合。将混合物在4℃温育过夜，以改善HLA  I类分子与抗体的结

合(Ternette等人,2018Proteomics  18,1700465)。通过使用10％乙酸从抗体洗脱HLA  I类

结合的肽，并且随后使用反相柱色谱，将肽与其他高分子质量组分分离(Ternette等人 ,

2018)。使洗脱的纯化肽经历nUPLC‑MS，并且在质谱仪内部选择具有规定电荷/质比(m/z)的

特定肽，分离，碎裂并经历MS/MS，以揭示所得碎片离子的m/z(Ternette等人,2018)，产生与

这些肿瘤样品各自的免疫肽组相对应的MS/MS数据集。

[0514] 通过应用详细的免疫肽组学评价知识，发明人以CLT抗原编号1、2、3和4(表4；SEQ 
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ID  NO .1‑4)查询了发明人准备的10个黑素瘤肿瘤的HLA‑I类数据集的波谱，其中使用

PEAKSTM软件(v8.5和vX,Bioinformatics  Solutions  Inc)(针对每个CLT)，检索所述波谱连

同人类蛋白质组(UniProt)存在的全部多肽序。由于细胞中存在的大部分HLA  I类结合肽衍

生自组成型表达的蛋白质，用UniProt蛋白质组同时查询这些数据库有助于确保我们的CLT 

ORF序列正确指派给MS/MS谱。

[0515] 这些研究的结果鉴定到与从发明人自10位黑素瘤患者获得的肿瘤样品中免疫沉

淀的HLA  I类分子缔合的8种独立肽(表4；SEQ  ID  NO.1‑4)。这些肽对应于CLT衍生的ORF的

氨基酸序列，并且不对应于人类已知蛋白质组(UniProt)内部存在的多肽序列。发明人的数

据集中从CLT抗原SEQ  ID  NO.1‑4(表4)鉴定的8种肽中有2者相对与从Bassani‑Sternberg

等人检查的患者的肿瘤样品中免疫沉淀的HLA  I类分子缔合的10种独立肽(来自实施例2和

表1与表2中略述的相同CLT抗原SEQ  ID  NO.1‑4)而言为附加。

[0516] 检出这些与HLA  I类缔合的肽证实，从其中衍生这些肽的4个ORF首先在黑素瘤组

织中翻译，借助HLA  I类途径受到加工并且最终与HLA  I类分子复合时呈递给免疫系统。表4

显示在CLT抗原内存在的肽的特性。图33‑图42显示来自表4中所示每种肽的代表MS/MS谱

谱。这些图各自的顶部小图显示MS/MS肽碎片特征，标准MS/MS注释(b：N末端碎片离子；y：C

端片段离子；‑H2O：失水；‑NH3：失氨；[2+]：带双重电荷的肽离子；pre：未碎裂的前体肽离子；

an‑n：内部碎片离子)显示于PEAKS软件自发明人数据集提取的图像中最丰富的碎片离子峰

上方。每张图的下半小图指示线形肽序列的位置的波谱呈献，所述线形肽序列已经定位至

碎片离子。与指派给表4中肽的高‑10lgP评分一致，这些质谱含有与我们在这些分析中发现

的肽序列(SEQ  ID  NO.12、13、16、17、19、51、53和54)精确匹配的众多碎片。

[0517] 评估来自表4中与HLA  I类缔合时检出的长度至少9个AA的全部肽，以通过使用

NetMHCpan  4.0预测软件(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCpan/)，确定它们与

HLA  I类A超型和B超型结合的预测强度。这些预测研究的结果显示，预测全部肽(或每个全

序列内部所含的9聚物)均与受测的超型中至少一者结合(参见表5)。在这些序列当中，预测

许多序列以高可信度(等级评分％低)与检查的HLA  I类超型内部的特定类型结合。期望全

部已检出肽与期望存在于患者群体中的HLA型结合的事实与这些肽的检出一致。另外，来自

发明人数据集的肿瘤样品中所发现的每种肽据NetMHCpan  4.0预测与我们在患者样品中检

出的HLA型之一结合。

[0518] 为了提供肿瘤组织衍生的MS谱向我们在实施例2.1中发现的肽序列指派的进一步

确定性，合成具有这些已发现序列的肽并且使用适用于发明人数据中肿瘤样品的相同条

件，使其经历nUPLC‑MS2。图43‑图50中显示选定肽的波谱的比较。在每张图中，上部波谱对

应于肿瘤样品(来自发明人的肿瘤组织数据库当中‑图33‑图42)并且下部波谱对应于序列

相同的合成产生的肽。在这些MS/MS谱中每个碎片峰上方/下方显示已检出离子碎片的选定

m/z值。这些图揭示了精确的碎片比对结果(肿瘤衍生的碎片离子和合成肽衍生的碎片离子

之间实验测定的m/z值的微小差异完全落在<0.05道尔顿的m/z公差内部)，确认每种肿瘤组

织衍生的质谱向CLT编码的肽指派的真实性。

[0519] 总之，表4、图33‑图42和图43‑图50中所示的肽数据为黑素瘤患者中相应的CLT抗

原的翻译、加工和呈递提供异乎寻常强烈的支持。

[0520] 为了进一步确认这些CLT的癌特异性，发明人处理了37份正常组织样品(10份正常
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皮肤样品、9份正常肺样品和18份正常乳房组织样品)并且制备供免疫肽组学分析。发明人

查询了来自这些正常组织样品的HLA‑I类数据集的波谱，检索从CLT抗原第1号、第2号、第3

号和第4号的多肽序列衍生的全部可能的肽序列。在正常组织样品集合中未检出从CLT抗原

第1号、第2号、第3号和第4号衍生的肽(表6)，从而额外确认CLT具有癌特异性表达。

[0521] 总结：这种对衍生自预测的ORF的免疫肽组学肽的额外鉴定进一步表明，这些CLT

在肿瘤组织中翻译成多肽(SEQ  ID  NO.1‑4；称作CLT抗原)。因此，这些CLT抗原及其片段预

计可用于治疗其肿瘤表达这些抗原的患者中黑素瘤的多种治疗模式里。

[0522] 表4：通过额外免疫肽组学分析黑素瘤肿瘤样品鉴定的肽清单，连同CLT抗原名称

和对SEQ  ID  NO的交叉引用。

[0523]

[0524]

[0525] ND‑未测定
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[0526] 1
通过质谱法鉴定的HLA  I类肽。

[0527] 2
发明人的数据集(1MT1、1MT2、1MT3、2MT1、2MT2、2MT3、2MT4、2MT9、2MT10、2MT12)。

[0528] 3
计算的肽质量。

[0529] 4
来自质谱图的PeaksTM程序面积；显示对其获得多于一份波谱的肽的选定面积值。

[0530] 5
其中检测到肽的波谱数。

[0531] 6
观测质量和计算质量之间的偏差；显示对其获得多于一份波谱的肽的选定ppm

值。

[0532] 表5：质谱法鉴定的肽(长度≥9个残基)与12个HLA  I类超型等位基因(HLA‑A0101、

HLA‑A0201、HLA‑A0301、HLA‑A2402、HLA‑A2601、HLA‑B0702、HLA‑B0801、HLA‑B1501、HLA‑

B2705、HLA‑B3901、HLA‑B4001、HLA‑B5801)的预测NetMHC  4.0结合作用，连同CLT抗原名称

和SEQ  ID  NO交叉引用。

[0533]

[0534]

[0535] 1
据预测在任何等级评分与查询的HLA  I类超型结合。

[0536] 2
据预测以等级评分<5.1％结合(弱结合)的HLA  I类超型的比例。

[0537] 3
据预测以等级评分<2.1％结合(较强结合)的HLA  I类超型的比例。

[0538] 4
发明人的数据集(1MT1、1MT2、1MT3、2MT1、2MT2、2MT3、2MT4、2MT9、2MT10、2MT12)。

[0539] 表6正常组织样品集合中从CLT抗原1至4衍生的肽的数目。

[0540] 抗原 皮肤 肺 乳腺

CLT抗原1 0/10 0/9 0/18

CLT抗原2 0/10 0/9 0/18

CLT抗原3 0/10 0/9 0/18
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CLT抗原4 0/10 0/9 0/18

[0541] 此处在实施例1、2和2 .1中呈现的结果总体上或部分地基于癌症基因组图谱

(TCGA)研究网络(http://cancergenome.nih.gov/)和基因型‑组织表达(GTEx)项目(美国

国家卫生研究院总监办公室共同基金会支持及NCI、NHGRI、NHLBI、NIDA、NIMH和NINDS支持)

生成的数据。

[0542] 实施例3‑HERVFEST

[0543] 特异性T细胞功能性扩充(FEST)技术已经用来鉴定在“突变相关新生抗原”(MANA)

库内存在的有治疗意义的相关肿瘤衍生表位，其中基于检测对MANA表位反应的患者T细胞，

在癌症患者的肿瘤细胞中找到所述突变相关新生抗原 (Anagnostou等人 ,Cancer 

Discovery  2017；Le等人 ,Science  2017；Forde等人 ,NEJM  2018；Danilova等人 ,Cancer 

Immunol.Res.2018)。FEST技术应用于使用实施例1、2和2.1中阐明的方法所发现的CLT抗原

(表1‑表6、图1‑图50)可以用来鉴定癌症患者中有治疗意义的针对CLT抗原的T细胞反应。

[0544] 如同在已经接受过免疫暴露的受试者中鉴定表位特异性T细胞的其他分析(例如，

ELISPOT)，“FEST”技术通过活化/扩充包含抗原呈递细胞和合适抗原性肽的离体培养物中

的同族T细胞，导出其特异性。该技术异于其他免疫学测定法之处在于，它利用这些扩充的

培养物中存在的T细胞受体(TCR)DNA序列(尤其：靶向TCR‑VβCDR3区的TCRseq)的下一代测

序法，检测在细胞中扩增的特异性TCR，其中所述细胞随来自一组从某抗原(或诸抗原)衍生

的目标肽的各自肽一起培养。TCRseq对相同患者中肿瘤组织的应用也可以用来展示肽刺激

的离体培养物中检出的TCR/T细胞是否也存在于原位癌组织中找到的肿瘤浸润型淋巴细胞

内部。因此，已经证明MANAFEST是鉴定患者T细胞识别的MANA表位的强有力技术，从而允许

在借助癌症患者正常组织和肿瘤组织的全外显子组测序找到的多种突变体肽当中鉴定到

有功能意义的MANA肽(Le等人 ,Science  2017；Forde等人 ,NEJM  2018；Danilova等人 ,

Cancer  Immunol.Res.2018；Smith等人,J  Immunother  Cancer  2019)。

[0545] MANAFEST方法体系(Danilova等人,Cancer  Immunol.Res.2018)如下应用于CLT抗

原。该方法，我们将称其为HERVFEST，由以下步骤组成：步骤1：在CLT抗原中鉴定据预测含有

高效结合选定HLA  I类等位基因的表位的肽。步骤2：来自合适黑素瘤患者的PBMC依据HLA  I

类类型匹配于步骤1中选定的肽文库。步骤3：将源自这些患者的PBMC分离成T细胞部分和非

T细胞部分。把非T细胞返回加入患者的T细胞，并且随后分成20‑50个孔(每份培养物含有

250 ,000个T细胞)并用多种T细胞生长因子和独立的CLT抗原衍生的合成肽(步骤1/2中选

定)增殖10天。步骤4：对全部孔均进行TCRseq(TCR‑VβCDR3序列测序)，并且鉴定到在独立的

CLT抗原衍生肽存在下扩增(但在对照肽存在下或在肽刺激作用不存在的情况下不扩增)的

TCR‑VβCDR3序列。扩增的TCR‑VβCDR3序列在该分析的各孔中的存在因此鉴定为在黑素瘤患

者中激发免疫应答的CLT抗原衍生肽。步骤5：也可以对肿瘤样品进行TCRseq，以确定携带

CLT抗原扩增的TCR的T细胞是否归巢至患者肿瘤，提供携带这些TCR的T细胞识别患者肿瘤

内部CLT抗原衍生肽的额外证据。

[0546] 用衍生自CLT抗原1‑4(SEQ  ID  NO.1‑4)的肽执行HERVFEST分析。用于这些研究的

该组肽(参见上文步骤1)基于CLT抗原衍生肽的NetMHC预测，其中预测所述CLT抗原衍生肽

强烈结合在可用于我们分析的患者肿瘤样品中常存在的8个HLA  I类类型。表7中提供了在

HERVFEST分析中扩增一种或多种TCR的CLT抗原衍生肽。表7还指示以每位患者的PBMC衍生
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培养物测试的CLT抗原肽的HLA  I类类型。表8中显示其PBMC在研究中受测并且在分析中扩

增一种或多种TCR的患者的HLA  I类类型。

[0547] 图51小图A显示发表的数据，其展示以NSCLC患者特异性MANA肽扩增TCR(Forde等

人,NEJM  2018)。竖轴显示诸细胞孔的每个所示TCR‑VβCDR3序列的盛行率，其中所述细胞在

水平轴上所列MANA或对照肽存在下培育。在含有MANA7的孔中的扩增表示患者的T细胞库包

含对这种肽有反应性的T细胞。图51的小图B和小图C显示来自2位黑素瘤患者的PBMC的代表

性TCR扩增数据，其中所述PBMC在所示CLT抗原肽和对照肽的存在下温育。与小组A一样，小

图B和小图C中观察到的特异性扩增显示这些黑素瘤患者的T细胞库包含与特定的CLT抗原

衍生肽有反应性的T细胞。小组B显示在采用来自CLT抗原1、2和4的15种HLA  I类A*02肽组合

刺激的全部孔中，来自黑素瘤患者222B的LMSSFSTLASL刺激的PBMC孔内检出的TCR的频率。

三个TCR序列均扩增。LMSSFSTLASL(SEQ  ID  NO.61)是衍生自CLT抗原2的A*02结合肽。小组C

显示在采用来自CLT抗原1、2和4的15种HLA  I类A*02肽和来自CLT抗原1、2、3和4的24种HLA 

I类A*03肽组合刺激的全部孔中，来自黑素瘤患者224B的MVACRIKTFR刺激的PBMC孔内检出

的TCR的频率。一个TCR序列扩增。MVACRIKTFR(SEQ  ID  NO.64)是衍生自CLT抗原2的A*03结

合肽。

[0548] 这些实验所用对照肽/条件如下：CEF＝CMV肽、EBV肽和流感肽的混合物；SL9、TV9

和QK1＝HIV‑1对照肽；无肽＝在肽不存在下培养；基线＝培养之前的T细胞。

[0549] 图52显示CLT抗原1‑4的全部CLT抗原肽的总结，其中所述CLT抗原肽在借助这些患

者完成的研究中扩增一种或多种TCR。每张小图显示与依据免疫肽组学分析检出的肽叠加

的CLT抗原1‑4的氨基酸序列(通过 文本或粗体文本指示；参见实施例2和

2.1)。这些序列下方，显示HERVFEST检出的肽(参见图51)连同其中检出这些肽的黑素瘤患

者的编号(表8)和靶向的HLA  I类类型。

[0550] 每项HERVFEST检出的特性定义如下：

[0551] ·纯文本：显著扩增单一TCR

[0552] ·粗体文本：显著扩增多种TCR

[0553] ·加下划线斜体文本：显著扩增在其他孔中检出的单一TCR

[0554] ·加下划线下粗体文本：显著扩增在其他孔中检出其中至少一者的多种TCR

[0555] 这些结果提供强有力证据；CLT抗原1‑4存在于黑素瘤患者中并且衍生自这些CLT

抗原的肽已经在黑素瘤患者中激发特异性T‑细胞反应，从而确认这些CLT抗原作为治疗黑

素瘤的治疗性干预的靶的价值。

[0556] 表7：在HERVFEST分析中扩增一种或多种TCR的CLT抗原衍生的肽
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[0557]

[0558]

[0559] 表8：HERVFEST分析中所用黑素瘤患者PBMC的特征
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[0560]

[0561] 实施例4‑说明对CLT抗原特异的高亲和力T细胞尚未从正常受试者的T细胞库删除

的分析

[0562] ELISPOT分析可以用来显示CLT抗原特异性CD8  T细胞存在于健康个体的正常T细

胞库中，并且因此尚未因中央耐受性缺失，原因在于这些患者中癌特异性CLT抗原在初始组

织和胸腺组织中表达。这种类型的ELISPOT分析包括多个步骤。步骤1：CD8  T细胞和CD14单

核细胞可以从正常献血者的外周血分离，对这些细胞进行HLA分型，以匹配正在受测的特定

CLT抗原。使用磁标记的针对记忆标志物CD45RO的抗体，可以将CD8  T细胞进一步再分成初

始亚型和记忆亚型。步骤2：将CD14单核细胞用独立或汇集的CLT抗原肽脉冲标记三小时，之

后与CD8  T细胞共培养14天。步骤3：将扩充的CD8  T细胞从这些培养物分离并且采用经肽脉

冲标记的新鲜单核细胞再刺激过夜。这些肽可以包括；各个CLT抗原肽、无关对照肽或已知

针对传染性抗原(例如，CMV、EBV、Flu、HCV)或自身抗原(例如Mart‑1)激发稳健应答的肽。在

抗干扰素 γ (IFN γ )抗体包被的平板上进行再刺激。抗体捕获肽刺激的T细胞分泌的任何

IFN γ 。在过夜活化后，从平板洗下细胞并且用其他抗IFN γ 抗体和标准比色染料检测在平

板上捕获的IFN γ 。如若产生IFN γ 的细胞最初在平板上，则留下暗点。从这类分析衍生的数

据包括点计数、点中位大小和点中位强度。这些数据计量产生IFN γ 的T细胞频率和每细胞

的IFN γ 的量。另外，可以从刺激指数(SI)导出CLT抗原响应幅度的计量，所述刺激指数是特

异性响应，以点计数或点中位大小计量，除以无特定肽时对单核细胞的背景响应。通过点数

目的刺激指数乘以点强度的刺激指数，导出刺激强度的计量。以这种方式，比较CLT抗原的

响应和对照抗原的响应可以用来展示：初治受试者含有可以通过基于CLT抗原的免疫原性

制剂接种加以扩充的稳健CLT抗原反应性T细胞库。表9提供从HLA匹配的正常献血者诱导显

著CD8T细胞反应的一系列CLT抗原衍生肽。图53‑图56中显示结果。水平标度代表数据的均

数。用Kruskall  Wallis检验单因素方差分析测量统计显著性，以Dunns校正法校正重复测
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量。图53显示来自正常献血者的针对来自CLT抗原1(本图中的CLT001)的HLA‑A*0201限制肽

的显著CD8  T细胞反应。图54中所示的实例展示来自正常供体的针对衍生自CLT抗原2(本图

中的CLT002)的肽的CD8反应，其中所述肽也受HLA‑A*0201限制。图55显示来自正常献血者

的针对来自CLT抗原4(本图中的CLT004)的HLA‑A*0201限制肽的显著CD8  T细胞反应。图56

显示记忆CD45RO阳性CD8  T细胞中缺少对来自CLT抗原1和4(本图中的CLT001和CLT004)的

HLA‑B*0702限制肽的反应(小图A和小图C)。相反，来自相同捐献者的初始型CD45RO阴性CD8 

T细胞显著应答于来自CLT001和CLT004的肽(图56，小图B和小图D)。

[0563] 表9：从HLA匹配的正常献血者诱导显著CD8  T细胞反应的一系列CLT抗原衍生肽。

[0564]

[0565]

[0566] 实施例5‑含CLT抗原肽五聚物的染色反应性T细胞

[0567] 可以通过使用HLA  I类/肽‑五聚物(“五聚物”)染色和/或体外杀伤分析测量健康

捐献者和黑素瘤患者中CLT抗原特异性循环型CD8  T细胞的存在和活性。因此，这些方法应

用于使用实施例1、2和2.1中阐明的方法所发现的CLT抗原(表1‑表6、图1‑图50)可以用来展

示癌症患者中存在有治疗意义的针对CLT抗原的T细胞反应。

[0568] 对于这些研究，使用多种培养方法，例如抗CD3和抗CD28包覆的微珠加白介素‑2，

扩充从健康捐献者或患者血液分离的CD8  T细胞。随后，使用CLT肽五聚物，扩充的细胞可以

就其T细胞受体的特异性CLT抗原反应性染色，所述的肽五聚物由结合于HLA分子的肽‑结合

沟中相关CLT抗原肽的HLA  I类分子的五聚物组成。通过用藻红蛋白缀合或别藻蓝蛋白缀合

的对五聚物结构的卷曲螺旋多聚化结构域特异的抗体片段检测，测量结合作用。除五聚物

染色之外，可以查询其他表面标志物，如记忆标志物CD45RO和溶酶体释放标志物CD107a。五

聚物阳性与特异性表面标志物的关联可以用来推测五聚物反应性T细胞群体的数目和状态

(记忆细胞与初始细胞/干细胞)

[0569] 也可以使用荧光激活细胞分选(FACS)分选并纯化五聚物染色的细胞。随后可以在

体外杀伤分析中进一步测试已分选细胞杀伤靶细胞的能力。这些分析包含CD8  T细胞群体

和荧光标记的靶细胞群体。在这种情况下，CD8群体对已知诱导强烈杀死反应的阳性对照抗

原如Mart‑1有CLT抗原特异性或是经CD8  T细胞五聚物分选过且对前述阳性对照抗原有特

异性。这些研究的靶细胞可以包括表达HLA‑A*02的肽脉冲标记的T2细胞、经HLA‑A*02,03或

B*07转染的肽脉冲标记的C1R细胞或先前显示表达CLT/CLT抗原的黑素瘤细胞系或患者肿

瘤细胞。用来脉冲标记T2细胞或C1R细胞的肽包括CLT抗原肽或阳性对照肽。靶细胞可以经

羧基荧光素琥珀酰亚胺酯(CFSE，一种细胞增殖染料)荧光标记并且通过摄取7AAD指示死

亡。以这种方式，随着靶细胞遭CD8  T细胞介导的凋亡杀伤，它们取得红色荧光并且变成红
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色/绿色双阳性。因此，这类杀伤分析对五聚物分选的CLT抗原特异性CD8  T细胞的应用可以

用来计数黑素瘤患者或健康捐献者的T细胞的离体培养物中CLT抗原特异性T细胞的细胞毒

活性。图57显示用衍生自CLT抗原1、2和4(本图中的CLT001、CLT002和CLT004)的肽对健康捐

献者CD8  T细胞的HLA五聚物染色。图58显示扩充的CLT004五聚物分选的细胞杀伤CLT004脉

冲标记的C1R‑B7靶细胞。在3:1和1:1效应细胞对靶细胞比率时，对肽脉冲标记的C1R‑B7细

胞的显著杀伤作用显而易见。

[0570] 实施例6‑小鼠免疫原性研究

[0571] 为了展示CLT抗原的免疫原性，可以用表达一种或多种CLT抗原的复制缺陷型腺病

毒载体接种小鼠，并且可以使用IFN  ELISPOT分析，对获自这些小鼠的T细胞测试CLT抗原特

异性T细胞的存在(Mennuni等人,Int.J.Cancer,2005)。简而言之，用表达CLT抗原的重组腺

病毒接种小树，并且在合适的时间点人道地使其安乐死，并且将脾细胞制备物在与CLT抗原

对应的重叠肽存在(或不存在)下载入多孔培养皿的各孔，所述培养皿用针对鼠IFN的单克

隆抗体衍生化。在合适的时间后，用不同单克隆抗体着染固定的IFN，允许计数细胞/点，后

者随后与载入孔中的总细胞比较，以产生CLT抗原反应性T细胞的定量性读出。

[0572] 实施例7‑验证CLT在黑素瘤细胞中表达的分析

[0573] a)qRT‑PCR验证黑素瘤细胞系中的CLT表达

[0574] 定量实时聚合酶链反应(qRT‑PCR)是一种确定从给定生物样品提取的RNA中存在

的特定转录物数量的普遍技术。针对目的转录物设计特异性核酸引物序列，并且随后通过

一系列热循环反应扩增引物之间的区域并且通过使用嵌入性染料(SYBR  Green)以荧光方

式定量。针对CLT设计引物对，并且针对从黑素瘤细胞系提取RNA进行分析。利用非黑素瘤细

胞系作为阴性对照。具体而言，体外扩充黑素瘤细胞系COLO  829(ATCC参考号CRL‑1974)、

MeWo(ATCC参考号HTB‑65)、SH‑4(ATCC参考号CRL‑7724)和对照细胞系HepG2(肝细胞癌，

ATCC参考号HB‑8065)、Jurkat(T细胞白血病，ATCC参考号TIB152)和MCF7(腺癌，ATCC参考号

HTB‑22)并且从1x106个急冻的细胞提取RNA并且逆转录成cDNA。遵循标准技术，用针对每种

CLT的两个区域和参比基因设计的引物进行qRT‑PCR分析连同SYBR  Green检测。相对定量

(RQ)计算为：

[0575] RQ＝2[Ct(参考)‑Ct(靶)]。

[0576] 图59中显示这些实验的结果。小图A显示来自qRT‑PCR分析提取自三个黑素瘤细胞

系和四个非黑素瘤细胞系的RNA的结果，所述分析采用靶向编码CLT抗原1的CLT(SEQ  ID 

33)的不同区域的两个引物集合(1+2和3+4)。小图B显示来自qRT‑PCR分析提取自三个黑素

瘤细胞系和四个非黑素瘤细胞系的RNA的结果，所述分析采用靶向编码CLT抗原2的CLT(SEQ 

ID  34)的不同区域的两个引物集合(5+6和7+8)。小图C显示来自qRT‑PCR分析提取自三个黑

素瘤细胞系和四个非黑素瘤细胞系的RNA的结果，所述分析采用靶向编码CLT抗原3/4的CLT

(SEQ  ID  35)的不同区域的两个引物集合(9+10和11+12)。这些结果确认与非黑素瘤细胞相

比，CLT在提取自黑素瘤细胞系的RNA中特异性表达。在受测的每个黑素瘤细胞系中检出

CLT。

[0577] b)RNAScope验证原位黑素瘤细胞中的CLT表达

[0578] 转录物表达分析的原位杂交(ISH)方法允许可视化给定转录物在标本的组织病理

学背景内部的存在和表达水平。传统RNA  ISH分析包括用针对预期RNA序列短段特异的寡核
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苷酸探针原位识别天然RNA分子，所述识别借助基于抗体或酶的比色反应的组合产生的信

号可视化。RNAScope是一种新近开发的基于原位杂交的采用更先进探针化学的技术，所述

探针化学确保产生的信号的特异性并允许靶转录物的灵敏、单分子视觉化(Wang等人

2012JMol  Diagn.14(1):22‑29)。转录物分子的阳性染色作为给定细胞中的小红点出现，其

中多个点表示存在的多种转录物。

[0579] 针对CLT设计RNAScope探针并且对12个福尔马林固定、石蜡包埋的皮肤黑素瘤肿

瘤芯部的切片进行分析。如下对来自每个芯部的代表性图像评定表达信号：

[0580] ·估计的CLT探针阳性染色细胞％，修约直至最接近的10

[0581] ·跨给定切片的估计每细胞水平表达为：

[0582] ·0＝无染色

[0583] ·1＝每细胞1‑2个点

[0584] ·2＝每细胞2‑6个点

[0585] ·3＝每细胞6‑10个点

[0586] ·4＝每细胞>10个点

[0587] 跨多个不同患者肿瘤芯部检出每种CLT各自表达，从而独立地验证从肿瘤衍生的

RNAseq数据发现CLT，并且跨某些样品确认肿瘤组织内部表达的均一性，以及还凸显在分析

的每个患者肿瘤芯部中存在至少一种CLT。

[0588] 表10‑黑素瘤患者组织芯部中的RNAScope评定

[0589]

[0590] 在本说明书和后续的权利要求书通篇范围内，除非内容要求，否则词汇“包含”和

其变异形式如“包括了”和“包含有”将理解为表示纳入所述的整数、步骤、整数群或步骤群，
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但将不排除任何其它的整数、步骤、整数群或步骤群。

[0591] 本发明的说明书通篇提到的全部专利、专利申请和参考文献均通过引用的方式完

整并入本文。

[0592] 本发明包括上文提及的优选群组与更优选群组和合适群组与更多群组及群组的

实施方案的全部组合。

[0593] 序列表

[0594] SEQ  ID  NO.1(CLT抗原1的多肽序列)

[0595] MWNFFRRELTSNGFPENFSLDVPANTYNALKSRLCDPNADHTSCPSPCSLHAAGALPGTGRQRWRVELA

HLADRKLSLRDVSRLRQGGERRSGIAVKVVRGGAGFAARLQGSVTLVQQGWFFPRLGGCQAWWRMGAVVWCGELLTC

TS

[0596] SEQ  ID  NO.2(CLT抗原2的多肽序列)

[0597] MTGVLIRRGDLVTDMVACRIKTFRGHTEKAAICKTRKESSAETSPADSLILDFQPLQLMSSFSTLASLD

K

[0598] SEQ  ID  NO.3(CLT抗原3的多肽序列)

[0599] MNTPNIVSLRAHQPEVGIIPSVLLMRPLRIKGVFHHIHSPLHGENQGFTLCLQGAPPSSSV

[0600] SEQ  ID  NO.4(CLT抗原4的多肽序列)

[0601] MAKTKGSLSVFRELHPAAAFDRAVHFLFLELWLPEPMLSSSPPSSTAPLLGSEPLRHWEASLSR

[0602] SEQ  ID  NO.5(CLT抗原5的多肽序列)

[0603] MKRKANRWRLSLRNGLLPSTPRATQQIPMEFLNSRVADIPIKPW

[0604] SEQ  ID  NO.6(CLT抗原6的多肽序列)

[0605] MRGFLWRVETRGVEGSMRGPQKVLGNRLPGAGRNARSRDNFAVW

[0606] SEQ  ID  NO.7(CLT抗原7的多肽序列)

[0607] MVYYGNPESSPGISLVFGLLRLDRMQPGFSVSQEGDPVGITDHLGC

[0608] SEQ  ID  NO.8(CLT抗原8的多肽序列)

[0609] MPAQLKFTLQVNPATKMRVTLLSQPMETYEGDVLGVQTPYSSDSTILVL

[0610] SEQ  ID  NO.9(CLT抗原9的多肽序列)

[0611] MGSSRVGERMMEEESRTGQKVNPGNTGKLFVGVGISRIAKVKYGECGQGFSDKSDVITHQRTHTGGKPY

VCRECGRALAGSQTSSVTRGHTQGRSLMSAESVSGALAGSQSSSFTRGHTGETPQSAGRMSKSLVIKPYLNSHKKTN

VITTHLHTPALRWLQRKSANPLHSPRV

[0612] SEQ  ID  NO.10(CLT抗原10的多肽序列)

[0613] MHSLQIFSLCLFTLLIVSFIVQKPFNLIRSNLSIFLLVEIAFEDLVMNYLPKLTSRRVFSRFSYMTFYS

FRSYIKVFVSSQIDFFSLVKGRGPVQAHFSMWFCYSG

[0614] SEQ  ID  NO.11(从CLT抗原1衍生的肽序列)

[0615] VQQGWFFPR

[0616] SEQ  ID  NO.12(从CLT抗原1衍生的肽序列)

[0617] VVRGGAGFAAR

[0618] SEQ  ID  NO.13(从CLT抗原1衍生的肽序列)

[0619] HLADRKLSL

[0620] SEQ  ID  NO  14(从CLT抗原1衍生的肽序列)
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[0621] ARLQGSVTL

[0622] SEQ  ID  NO.15(从CLT抗原2衍生的肽序列)

[0623] ADSLILDF

[0624] SEQ  ID  NO.16(从CLT抗原2衍生的肽序列)

[0625] SSFSTLASLDK

[0626] SEQ  ID  NO.17(从CLT抗原3衍生的肽序列)

[0627] NTPNIVSLR

[0628] SEQ  ID  NO.18(从CLT抗原3衍生的肽序列)

[0629] QPEVGIIPSVLLMRP

[0630] SEQ  ID  NO.19(从CLT抗原4衍生的肽序列)

[0631] KTKGSLSVFR

[0632] SEQ  ID  NO.20(从CLT抗原5衍生的肽序列)

[0633] RVADIPIKPW

[0634] SEQ  ID  NO.21(从CLT抗原5衍生的肽序列)

[0635] DIPIKPW

[0636] SEQ  ID  NO.22(从CLT抗原5衍生的肽序列)

[0637] RVADIPIKP

[0638] SEQ  ID  NO.23(从CLT抗原6衍生的肽序列)

[0639] RSRDNFAVW

[0640] SEQ  ID  NO.24(从CLT抗原6衍生的肽序列)

[0641] RSRDNFA

[0642] SEQ  ID  NO.25(从CLT抗原7衍生的肽序列)

[0643] SPGISLVF

[0644] SEQ  ID  NO.26(从CLT抗原8衍生的肽序列)

[0645] SSDSTILVL

[0646] SEQ  ID  NO.27(从CLT抗原9衍生的肽序列)

[0647] AGRMSKSLVIK

[0648] SEQ  ID  NO.28(从CLT抗原9衍生的肽序列)

[0649] PQSAGRM

[0650] SEQ  ID  NO.29(从CLT抗原9衍生的肽序列)

[0651] AGSQSSSFTRGHTGETPQ

[0652] SEQ  ID  NO.30(从CLT抗原10衍生的肽序列)

[0653] RSNLSIFL

[0654] SEQ  ID  NO.31(从CLT抗原10衍生的肽序列)

[0655] FSLCLFTL

[0656] SEQ  ID  NO.32(从CLT抗原10衍生的肽序列)

[0657] SRRVFSRFSYMTFYSFRSYIKVFV

[0658] SEQ  ID  NO.33(编码CLT抗原1的CLT的cDNA序列)

[0659] CGGGGCCAGTCTTTCCCGTGCTATTCTCGTGATAGTGAATAAGTCTCACAAGATCTGATGGGTTTATCA
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GGGGTTTTCATTTTGCTTCTTCCTCATTTTCTTTTGCTGCTGTAATGTAAGAAACGCCTTTTGCCTCCTGCCATAAT

TCTGAGGCCTCACAGCCATGTGGAACTTCTTCAGGAGAGAATTAACATCCAATGGATTCCCAGAAAACTTTTCCCTC

GATGTACCAGCAAACACCTACAATGCCCTGAAAAGCCGCCTCTGCGACCCCAATGCAGATCACACGTCCTGTCCCAG

CCCCTGCAGCCTCCACGCGGCGGGTGCACTGCCAGGCACGGGAAGGCAGCGCTGGCGAGTAGAACTGGCCCATCTCG

CAGATAGGAAGCTGAGCCTCAGGGACGTTTCACGCCTTCGTCAAGGTGGTGAGAGGAGGAGCGGGATTGCCGTGAAG

GTGGTGAGAGGAGGAGCGGGGTTTGCTGCCCGACTTCAGGGATCTGTCACCCTCGTCCAGCAGGGTTGGTTCTTCCC

GAGGCTGGGAGGATGCCAAGCCTGGTGGAGGATGGGGGCGGTGGTGTGGTGTGGGGAGCTTCTGACTTGCACATCCT

GAGGGAACCTTCTGCAGCTGATGTGTGAACTGGACCCCAGGCCGTGCCTCCGAGGAATCCCCAAGGCTATGGCCCCT

CAGGTCCTGCTGGGGTGTTGGCCCCCACCTCTGCCTCAGAATGCAGGGGTTCTGCAGGGAAGCCGCAGACCAGCCTG

CTGCCTTGGGCCCTAGGGACACTGCAGCCCCAGAAAGTACTGTGGGGGACAAAAGAGTTGTTTCTCGGGGGAGAAAA

CACCTGTGAGGAAATGCAGGTGCCACAGAGGGAAATCCTCCTGGGGAGGAGGGTACCTGTTCCATCCTCGGCCGACA

CGGGACTGCCTGGTGCCTGGTACCCACAGCCGCTACCTGCCGCACGCATCTCTCCATGGTTTGCTAATTACTTCCAT

TAGTTTTAAACAAACTTGACAAGAGACAGAAGGGTCCAGAGAGAAATTAAATCTAACTGTTTAAACATGT

[0660] SEQ  ID  NO.34(编码CLT抗原2的CLT的cDNA序列)

[0661] CACCTCCATCACTGCGAATTATAATTCGACATGAGATTTGGGAGATGACACAAAACCAAACCATATCAG

TCTTTAAAGAGTTAAGTTAAAATAAGCTCTTTAAAGTGGGCCCTAATCCAGTATGACTGGTGTTCTTATAAGAAGAG

GAGATTTGGTCACAGACATGGTTGCATGCAGAATAAAGACTTTTCGAGGACACACTGAGAAGGCAGCCATCTGCAAA

ACAAGGAAAGAGTCCTCAGCAGAAACCAGTCCTGCAGACTCCTTGATCTTGGACTTCCAGCCACTGCAATTGATGTC

AAGCTTCAGCACCCTTGCATCTCTGGATAAATGAAATGTCACCCCAGCTGCCGTCCTTGTTCAGATCTGTGCAATAA

AGAGCAAAGCATAAAACCAAGTCAAGGCTTTGAGGGAGTGACCTACAAAATGCATAATGTGAAACAATGCAAAAGCG

AAAGGTGCAAAATCCCCATCAAAGAGCTGGAGGCTGACAGATGCGCCAGTGATAATTCCCATCTTCCAACACAGGAG

CACAGCTTCCATTTTCCATAACAGAACAACAGCCAGAGCAGCTGGAAGGCAGGGCCGCATCCCAGACTTCCACCAAC

AATGGGATGAGACTTGACATCTGGAATCACAACCACAACAGACCTGAGAGACCCACCAGCTTGATGACAAGCTTCTT

CTTTCAAAGAAAGGTATCAGTCTGGGGGACCTAGTGCTGCAAACCATGACAAATTAAGTGTGGCATCCCTCACTTGC

ATAATGGAACTCAGTGATATTTTTTAATTAACAAGAGTTATTTTTATGTAAGCTTCTCTCATTCCTCCACTGTGCGT

GCTCGGGGGCTGGTGGTGAGGAAAAAGAAAACAGCTGTGCGGGAAGCATCAAGAAAAGGCAAGTCATGAAGTCTTAG

AGATCAGTGACATGTAAGAAAAAGAGTGAGGAGAAAAATATTCCTACTAAAGTTTTCCATTTGTTTACCTTCCTTGT

CACATAGACTTCCAAGAGTTAGAAGTCTAGGATTTGATCTCCAAATCTTCCTGGCAGATTACTCATCTTCATTTCAT

TCATATAGTCCAGGGGTTTGTACAAAGGAAGATGCCAGTTCTTCCCCAATCATAACTAAGATATCAAGAGATATTCT

TTTGAAATGTAACAAAGGAGATCTGAAGTTCATCTGAAAAAAATAAATGGTTTTAGGCGGTCATGACCATGGGATGC

TGGACCAGGATGGTAAGCTTCAGGAAACAGAATCTGGAGAATGCCCAGCTGCTCCCACAGGAAGCATCAGGGAAGAA

GAAGAAGAGGTGTGAAGTCTGCCTTCTGCTCTGCTGGGATCCCTTTCACATCTCCTTTGCCTCCAGGCAGTTTTGGT

TCCTGGCCATTTCCAGGTGTGACTCACTCAGGATGGTAAGCATCTTCTCTCCTACCCAGAGTAGAGGATGAAGACCT

CATCTCAGAGGTTGAAGGGAGCTCCAGAGAGAGGTCTCAAACTTCCAGCATTAACTGCTAAAGAAGCTTCATGAGCT

GCTGGAGAACCTGGGAAATGACCAATTATAGGGACAGAGCTCAAATACTCTGGGACACTCTAGTAGCTGAGAAAGTT

CCAACTCCAGGGTGATAGAGGACTGCCTGGCAAACCATCATCAAAGCAGAAGACCTGATACTAACATCACAGGCTAT

GGTTTATTACTGAAGATCAGTGCTTACACCCTGCCAGAGGTTCAGAAGCAAACTTATCATTGTTCTCCCTGGAGATG

TTGGCCCACATTCTGAAAAGTGTGGTCAGTAGTAGCAACAGAAAGCAATTGTGCTTGCCAAGCACAATGTCACTGTC

CCCAGCCCTTCCCCCAACACAACCCAGTAGGTGCTTCCTGGCTGCAAACTTGGGAAAGTCACTTGACCTGTCTGAGG
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TTCCACTTCCTAATCTGGCCTGGCGAAGATAAGAAAAACAGTTTATTTAAAGTGTCTAGCAAAGTGCTTGGACCAAA

ATAGGACCTCTGAAATGGTTATGGTAGTGCTGTTAAGGTGATGTTTTAAGTGCTGATGAGCACAAAGATGGGTAAGA

TATTCCTTCTGTTAAAATCTACAGTCTAATGAGAGAGAACAAGATGAATGCACAATAACTGTCATTCAGAACAGGAT

TATGAGAAGGTGTGAATTTCTGTGAAAAATCAGAACAGGGAGTAATATGATCCCAGGTGATTGGCAGGGGGTGGGGG

TCTGGATTCAACTGGAGAGGGAGCTGGCAGGGAAGGCTTCCTGGAGGATGAGAGTTCAACAAGGGGCAGGTGTAGGA

TGTGGGTGGCCAAGTGACTGGGCAGAAGGAGCTGCAGAAGTAAGACCCCAAATCAGGAAGACAAGGGCCTGCTGAGA

AACACGAGCTACAAAGTGCAAGTGCAGGAAGAGTTGGGATGAGATTAGAAGGGGGTCTGGGGCCAGACTGTGGAAGG

CCCAAATGCCGGGCTAAGGAGTTTGTACTTAATTCAGTGGTCAACGGGGAGTCATTGGAGGCTGTTGAGCAGGAGAG

TTGCTTTCTTTACAGCTGTGCCAGACTAAATTAAACCTAAACAGTACTTTATAGCTGGAAAGGGAAGGCCCAGGAAT

AGCTCTTGACTCAGAAACAGGCATTGGGGAAGGTAATGAGAAACAGCCGTGACTGATCAAAGCAGAGAGGTTAATTA

AATTTGTAATTATTGTGAAAGGCCATTAAAAACCCTAGTTCACTAGAGATAACTGCTCTAGTGGGGCTTCAAAGACA

AACGCTTCTTTTAACCTTGAATAGGGGGATGTTTGCTTCTCTGTGGAGGAGATATGATTAAGATACTTAATAAATGG

TAGATAAACA

[0662] SEQ  ID  NO.35(编码CLT抗原3和4的CLT的cDNA序列)

[0663] AAACACACTAAGGGCTTTGTTATGGACTGAAATGTGTCCTCTCCCCAGAGTCACAGGATTATGAAGCCA

TAATCCTCAATGTGACTATATTTGGAGCAGGGGCCTTTACAGACATAATTAAATTAAATGAGGTCATAAGAGTGGGG

CCCTAGTCTGATAGGACTGGTGTCCTTACAAGAAGAGGGAGAGTCCTCAGAGAGTCCTCTCTCTCGGCATGGACACA

AAAGAAAAGCCATGTGAGGACACAGAGAGAAGGTGGCTGTCTACGAGCTAGGAAGAAAGGCCTCACCGGAAACCAAC

CCTCACAGCAGCTCCATCTTGGACTTCCAGCCTCCGGAACTGTGAGAAAATAAATGTTTGCAATTCAGGTCGGTTGT

ATTTTGTGAAGGCCATCCTAGCAAATGAATACTCCTAACATTGTCTCTTTAAGAGCTCACCAGCCTGAGGTAGGAAT

CATTCCATCTGTGTTACTAATGAGACCGCTGAGGATCAAAGGGGTTTTCCACCACATCCACTCACCTCTACATGGCG

AAAACCAAGGGTTCACTCTCTGTCTTCAGGGAGCTCCACCCAGCAGCAGCGTTTGACAGAGCTGTTCACTTCCTCTT

CCTGGAGCTGTGGCTTCCAGAGCCCATGCTCAGCAGTTCCCCTCCTTCTTCGACTGCTCCTCTCTTAGGCTCAGAGC

CACTCAGACATTGGGAAGCAAGTTTGTCAAGATGACAGAGAACCGAGGTAATGGATTCGAGTGATGAAACAGGAAGT

TCATTCATGAGTTTTTGGCCACACCTCCAAAGTGACGACTTAGCCAGAAATGGGATAACTGGGTTTCCCTACTTCTC

TTTTATCATCCTCAATGAGAGTGACCAAATATTAGAGCTAGATGGAACCTTAGTGAAAATCTGGCTACTCGTCCCGT

CCCACCAGCCTGCCACCCATTTCAAGTTTGAAGAGACAAAGACACATGGACCTTATGTAATTACTGGGGATTACCCC

AGGAGTCTGTGGCAAAAGTCAGCTTCTTCCCTCCCTGCTTCCCCGCCCTGTCTCTGGTACTTTCTACCAACACTGGG

CTGTTTCTGTGATCACACTTAAGCGTACCTAACCTGCGAATGCTGTATAGAAGGTGCTAATGAACATGATTTAGCTT

TAACACTCAGTTTTCTAAAGGGACACGTGGGGGCAGCAAATGTTTAGGCAAAAACAATTCCAGTTCTAGCCTCTACT

GTCTACATATGTGTATACATTTGGGAAACGTTTGGGAAAGGGATATTTGAGAGCTTCTTTTTCTTTTTTGTGGTTTA

GTTATTTGATGATATTGAGATTGTTTCTGAGCCATGTGCTTCAACATCGGATTGGGGATTTCAGAAAAAGTTTTAGT

CACTGTGATTCCATTTAGCTTCCAAATGTGTCTCTGCTAAGAGACTTAAAAGCACTCATAAATAGCACGTGTGTCTT

CTTTGCAGTGTTTGCTAATTTTGAGTCACATCTTTTTAGAAAATCATGAGATTTGGTGTCACAGAGACTGGAATAAA

TATAGTCAAACTTATTGGTGAAGATTTCCTTTAGCTGTTTTCATAATCCATTTCCATTGTTATGATTATTGATGAAT

AAAACATTTTCTTTAGGTAGATACTTCTTTTTTCCCCCCACCTTGATTTAATGTTTCCACTCTTATTGTCAAGTTTC

TTATTACTCCCTAATAACTCTCAATAAAATAATGATTCCTGGGAGATTATTCCTGCTTTCCTACTATCACCTGTTGA

TTTGAAAAGACAGAACAATACCGTAGAAGCTTCACTAATACATTGAAAGATAAAATGATAATACTAAATACTAAAAT

ATGAAAAGTGATACTAAAAGTGGAGTCCTGGCACTAGTATTTTTTTTTTTGAGTCTTTAAATTTTATTTATTTATTT
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TTGAATTTTTTAAAATTATATGTTATGTTCTGGGATACATGTGCAGAACGTGCAGGTTTGTTACATAGGTATACAGG

TCTGGCACTAGTATTTTGTTGCCACAAAATATCAAGCATGTATCCAAACTGCTCAAGACACATTAAAGACACAGGTA

ATCTGTAGGCATATTCAGGCTTGTAGTTTGCATTTTTTGGTTTTCTTGTGGCTTTCAGTGCAAGTTGAGGTAATTCA

TGGGAAACAGTCACCAAAGAAGTGCCAGTATTAGAAATCCAAGAGCCATTTCTCTAGCTTCTTCCAGAATCAAGACT

TTAGAGGTAATTTCTATCAACACTGGACATTTCCTGTCTGCAATTAACAATGAACACATAGCATTATGTTTAATTGC

AACCTGTTTAAAGCAGATTGGATGCTAAGGTTTAAGAACACTCTTCAGTCAAAAAGGTCTTTTAATCAGGTTTTTAA

TCTTGAGCACAATCTAGGACACAGCATCATAGACTAACTCATTCGAGAATAGGTGTTGTCATCTAATCCTAACCACC

CCCACCACCAACAAGCTGAATAGCTCTGGGCTCAGTATATACATTTGTACTGGGCTCAGTACACACACCTAAGCTGG

GTTCAGTATATGCCACTTTATAGTGAGAGGCATTTTGTAATGAGAGCTCTGGGTTCACTATATACATTTGTACTGGG

CTCA

[0664] SEQ  ID  NO  36(编码CLT抗原5的CLT的cDNA序列)

[0665] GGGAGGGGGCCATGGCGGGGCCACTTCAAAGGAAAAGCTCTAGCTCCCCTACCTCTCTCACATCCTAAG

GCTGCCTTTGTGGGATTCCACACAGAACAGCCTGGAAGCTTGGGGCCCTGGCTTCCTTTTCTGGCCTGGGAGTCAGG

TCATGGGGCCATCGCTTCACAGCAATCATGAGGGCCCAGGCCCAAGTGCTCACATGCTCCTCATGGGGACTGCTCCT

CTTAAAGGGTGGGCCCTCCTCACCCAGCTCCCTGCCCTGGCCAAGGAGGAGGCTGAAAGAGCCTGAGCTGTGCCCTC

TCCATTCCACTGCTGTGGCAGGGTCAGAAATCTTGGATAGAGAAAACCTTTTGCAAACGGGAATGTATCTTTGTAAT

TCCTAGCATGAAAGACTCTAACAGGTGTTGCTGTGGCCAGTTCACCAACCAGCATATCCCCCCTCTGCCAAGTGCAA

CACCCAGCAAAAATGAAGAGGAAAGCAAACAGGTGGAGACTCAGCCTGAGAAATGGTCTGTTGCCAAGCACACCCAG

AGCTACCCAACAGATTCCTATGGAGTTCTTGAATTCCAGGGTGGCGGATATTCCAATAAAGCCATGGTGAGAAAGGC

ATTCAGACATGGTGCCACTAGGATCACAGCTTTCATTGGCGGCCAGTCTCCCAGCCCCAAACTGCAGATACCTGGTC

TTCTTCATGGCTGTGGCTCAATCTTCCTAGATATTTCATTGAAAAACCAAGAGATATATCTGTGCACATGGCTTTTA

GCCATGAGGCTTGGAAACTGGACACCACTGTAAAGAACATCTAGTGTCCCGTAAATCCATACCAAAGCTCTGAATCC

ACAAACCAGGCTCTGGCCCAACCCTGCAAACACACTCCATTGCTCCATCTTCAGTAAAGGAAGACAAATTCATTTTT

CTAATAACTGTGGACCTGCAGCCCCCTTAGATGTGTTGAGAGTCTTTGGAAATATTTTCCTCTGAGGTCTGTCCACA

GCTTCCCTGGGCCTGCGCTCAGCTGGCCCGAGAAGGACCAAGGTCCCTCACATTTGCATGTAAACAGGGAGTGCCCT

CTGCCCTTCCAGTGAGCCCTGCCAGCGTGGGGGAGGCTTCAGCTCTGTGATCCGTTCCAGCTCACTCTGAATTACAC

TCCTACATGCCCAGTCACAGACTTTTTGCAATTTCATTTTATTTCACTGGCCCAACATCATTGTTAAAATAAAATTT

AGCTGTGTTCCAAATGCTGCAATATACAGTCTTCTGAAATGGCACCCTACATATTAGCCCAGACACAAAGAAGCAGT

TTATAGGAGACAAGGCATCTGAGCATTATTAGCCTCCTCCTCACTTTGAAGAGGTCAAGTTCATGGGTGGGCCCATG

ATCGCCTGACCCATTTACTCAACAACATCCTCATCCAACTTCTTGGGCCACTGTTCTAGCTAAGCCAGCTTTGGAAC

CTATTCCTCCAACATTAGGATTGCCAGATAAAATACAGGACACCCAGTTATATTTGAACTTCAGACATACATTGGAT

AAATTTTCAGTACAAGTATGTCCCAAATATTGCATGATTTATTGCATTTAATAAAAATGTTGTACTGAAACATTTTT

CATTGTTCCTCTAAAATTCAAATTTAACTGGGTGTCTTGGTCTGTTTGGCTGCTATAACAAATTGCCTTAGGCTGGG

GAATTTATAAACAACAGAAATTTATTGCTCACATTTCTAGAGTCTGGGAGGCCCAAGATCAAGGTGCCAGCAGATTT

GGTGCCTGGCGAGGGCCCATCCTCTGCTTCATAGATAGCACCTTCTTGCTGTGTCCTCACATGGCAGAAGCAGAGAA

CAAGCTCTCTGAGTCCTC

[0666] SEQ  ID  NO  37(编码CLT抗原6的CLT的cDNA序列)

[0667] CTTGGACTTCCCAGCCTCCAGAACTGTGAGAAATAAATTTTTGTTGTTTAATCCATCCAGTCTGTGATA

TTTTGTTATGGCAGCTGAAGCAGTCAGGAAAGGATCCTCCCCATCTCTGCAGAAGCCTGACCATCCCCCTAGAGGGC

说　明　书 56/62 页

60

CN 112867501 B

60



CTGGGAGGAAGTGGGTTTTGCATACAGTCCCTGTTGACTCTAGTGCCCCCTGCTGGCCCCAGACGCGAGTTCCGGCG

AGGCTTCAGGGTACAGCTCCCCCGCAGCCAGAAGCCGGGCCTGCAGCGCCTCAGCACCGCTCCGGGACACCCCACCC

GCTTCCCAGGCGTGACCTGTCAACAGGTCTGTATTGGCGACAAAAGGAGCAGCCCTGAATGTAGGGAAAGCAGGGCG

GAGTCCTCTGCAGGCTCGGGGGAGGGGAGGGGCGTGAATGCGTGGATTTCTGTGGAGAGTGGAAACACGGGGAGTCG

AGGGGAGCATGCGCGGGCCTCAGAAAGTTCTGGGAAACCGACTCCCGGGAGCAGGGAGGAACGCGCGCTCCAGAGAC

AACTTCGCGGTGTGGTGAACTCTCTGAGGAAAAACACGTGCGTGGCAACAAGTGACTGAGACCTAGAAATCCAAGCG

TTGGAGGTCCTGAGGCCAGCCTAAGTCGCTTCAAAATGGAACGAAGGCGTTTGTGGGGTTCCATTCAGAGCCGATAC

ATCAGCATGAGTGTGTGGACAAGCCCACGGAGACTTGTGGAGCTGGCAGGGCAGAGCCTGCTGAAGGATGAGGCCCT

GGCCATTGCCGCCCTGGAGTTGCTGCCCAGGGAGCTCTTCCCGCCACTCTTCATGGCAGCCTTTGACGGGAGACACA

GCCAGACCCTGAAGGCAATGGTGCAGGCCTGGCCCTTCACCTGCCTCCCTCTGGGAGTGCTGATGAAGGGACAACAT

CTTCACCTGGAGACCTTCAAAGCTGTGCTTGATGGACTTGATGTGCTCCTTGCCCAGGAGGTTCGCCCCAGGAGGTG

GAAACTTCAAGTGCTGGATTTACGGAAGAACTCTCATCAGGACTTCTGGACTGTATGGTCTGGAAACAGGGCCAGTC

TGTACTCATTTCCAGAGCCAGAAGCAGCTCAGCCCATGACAAAGAAGCGAAAAGTAGATGGTTTGAGCACAGAGGCA

GAGCAGCCCTTCATTCCAGTAGAGGTGCTCGTAGACCTGTTCCTCAAGGAAGGTGCCTGTGATGAATTGTTCTCCTA

CCTCATTGAGAAAGTGAAGCGAAAGAAAAATGTACTACGCCTGTGCTGTAAGAAGCTGAAGATTTTTGCAATGCCCA

TGCAGGATATCAAGATGATCCTGAAAATGGTGCAGCTGGACTCTATTGAAGATTTGGAAGTGACTTGTACCTGGAAG

CTACCCACCTTGGCGAAATTTTCTCCTTACCTGGGCCAGATGATTAATCTGCGTAGACTCCTCCTCTCCCACATCCA

TGCATCTTCCTACATTTCCCCGGAGAAGGAAGAGCAGTATATCGCCCAGTTCACCTCTCAGTTCCTCAGTCTGCAGT

GCCTGCAGGCTCTCTATGTGGACTCTTTATTTTTCCTTAGAGGCCGCCTGGATCAGTTGCTCAGGCACGTGATGAAC

CCCTTGGAAACCCTCTCAATAACTAACTGCCGGCTTTCGGAAGGGGATGTGATGCATCTGTCCCAGAGTCCCAGCGT

CAGTCAGCTAAGTGTCCTGAGTCTAAGTGGGGTCATGCTGACCGATGTAAGTCCCGAGCCCCTCCAAGCTCTGCTGG

AGAGAGCCTCTGCCACCCTCCAGGACCTGGTCTTTGATGAGTGTGGGATCACGGATGATCAGCTCCTTGCCCTCCTG

CCTTCCCTGAGCCACTGCTCCCAGCTTACGACCTTAAGCTTCTACGGGAATTCCATCTCCATATCTGCCCTGCAGAG

TCTCCTGCAGCACCTCATCGGGCTGAGCAATCTGACCCACGTGCTGTATCCTGTCCCCCTGGAGAGTTATGAGGACA

TCCATGGTACCCTCCACCTGGAGAGGCTTGCCTATCTGCATGCCAGGCTCAGGGAGTTGCTGTGTGAGTTGGGGCGG

CCCAGCATGGTCTGGCTTAGTGCCAACCCCTGTCCTCACTGTGGGGACAGAACCTTCTATGACCCGGAGCCCATCCT

GTGCCCCTGTTTCATGCCTAATTAGCTGGGTGCACATATCAAATGCTTCATTCTGCATACTTGGACACTAAAGCCAG

GATGTGCATGCATCTTGAAGCAACAAAGCAGCCACAGTTTCAGACAAATGTTCAGTGTGAGTGAGGAAAACATGTTC

AGTGAGGAAAAAACATTCAGACAAATGTTCAGTGAGGAAAAAAAGGGGAAGTTGGGGGTAGGCAGATGTTGACTTGA

GGAGTTAATGTGATCTTTGGGGAGATACATCTTATAGAGTTAGAAATAGAATCTGAATTTCTAAAGGGAGATTCTGG

CTTGGGAAGTACATGTAGGAGTTAATCCCTGTGTAGACTGTTGTAAAGAAACTGTTGAAAATAAAGAGAAGCAATGT

GAAGC

[0668] SEQ  ID  NO  38(编码CLT抗原7和8的CLT的cDNA序列)

[0669] GAGACAGGTCTCACTCTGTTGCCCGGTCAGGAAAGTGGCACAATCACAGCTCACTGCAGTCTCAGTCTC

CCAGGCTCAAGATGGATACATTTAAGGTATGGTGATCCGGTCCACCGTGTGGTTAGGATTCCCAAATTTTGTTGACA

GCGTCTCGGATATGAACCACACGGAAATTTGGCCTGCTGCTTTCTGCGTGGGGAGTGCGATGTGGATCCAGCTGTTG

TACAGTGCCTGCTTCTGGTGGCTGTTTTGCTATGCAGTGGATGCTTATCTGGTGATCCGGAGATCGGCAGGACTGAG

CACCATCCTGCTGTATCACATCATGGCGTGGGGCCTGGCCACCCTGCTCTGTGTGGAGGGAGCCGCCATGCTCTACT

ACCCTTCCGTGTCCAGGTGTGAGCGGGGCCTGGACCACGCCATCCCCCACTATGTCACCATGTACCTGCCCCTGCTG
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CTGGTTCTCGTGGCGAACCCCATCCTGTTCCAAAAGACAGTGACTGCAGTGGCCTCTTTACTTAAAGGAAGACAAGG

CATTTACACGGAGAACGAGAGGAGGATGGGAGCCGTGATCAAGATCCGATTTTTCAAAATCATGCTGGTTTTAATTA

TTTGTTGGTTGTCGAATATCATCAATGAAAGCCTTTTATTCTATCTTGAGATGCAAACAGATATCAATGGAGGTTCT

TTGAAACCTGTCAGAACTGCAGCCAAGACCACATGGTTTATTATGGGAATCCTGAATCCAGCCCAGGGATTTCTCTT

GTCTTTGGCCTTCTACGGCTGGACAGGATGCAGCCTGGGTTTTCAGTCTCCCAGGAAGGAGATCCAGTGGGAATCAC

TGACCACCTCGGCTGCTGAGGGGGCTCACCCATCCCCACTGATGCCCCATGAAAACCCTGCTTCCGGGAAGGTGTCT

CAAGTGGGTGGGCAGACTTCTGACGAAGCCCTGAGCATGCTGTCTGAAGGTTCTGATGCCAGCACAATTGAAATTCA

CACTGCAAGTGAATCCTGCAACAAAAATGAGGGTGACCCTGCTCTCCCAACCCATGGAGACCTATGAAGGGGATGTG

CTGGGGGTCCAGACCCCATATTCCTCAGACTCAACAATTCTTGTTCTTTAGAACTGTGTTCTCACCTTCCCAACACT

GCACTGCCGAAGTGTAGCGGCCCCCAAACCTTGCTCTCATCACCAGCTAGAGCTTCTTCCCGAAGGGCCTTTAGGAT

AGGAGAAAGGGTTCATGCACACACGTGTGAGA

[0670] SEQ  ID  NO  39(编码CLT抗原9的CLT的cDNA序列)

[0671] CCTGTAGTCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGGCAGGAGAATTGCTTGAATCCGGGAGGCGGAGGTTGCAG

TGAGGGGAGATTGTGCCACTGCACTCCAGCCTGGGCGACAGAGGGAGACTCCATATCAAAAAGAAAAAAAAATCTCT

AGAGTTTGGAAACATTTACCAACCAAACCACTGATTTCTCATCACCTCTTAGTCAAACCTCCTTGGATGGCCTTCAG

AGGAGAACAGAGTAAACACCAGAAGAACTCAGGAGGAAGGAGACTGAAGGAAAGATGTATAGCCTGCGAGAAAGAAA

GGGTCATGCATACAAAGAGATCAGCGAGCCACAGGATGATGACTACCTCTATTGTGAGATGTGTCAGAACTTCTTCA

TTGACAGCTGTGCTGCTCATGGGCCCCCTACATTTGTAAAGGACAGTGCAGTGGACAAGGGGCATCCCAACCGTTCA

GCCCTCAGTCTGCCCCCGGGGCTGAGAATTGGGCCATCAGGCATCCCTCAGGCTGGGCTTGGAGTATGGAACGAGGC

ATCTGATCTGCCACTGGGTCTGCACTTTGGCCCCTATGAGGGCCGAATTACAGAAGACGAAGAGGCAGCCAACAGTG

GATATTCCTGGCTAATCACCAAGGGGAGAAACTGCTATGAGTATGTGGATGGAAAAGATAAATCCTCGGCCAACTGG

ATGAGAACCAAAGCCAGAGATCCATCCATGTCCCTCATGCTGTCTGGCCTTTTCAAGTCAAAAATTTCTCAGTCAAC

ATGTGGAACGCAATCACTCCTCTCAGAACTTCCCAGGACCATCTGCAAGAAAACTTCTCCAACCAGAGAATCCCTGC

CCAGGGGATCAGAATCAGGAGCGGCAATATTCTGATCCACGCTGCTGTAATGACAAAACCAAAGGTCAAGAGATCAA

AGAAAGGTCCAAACTCTTGAATAAAAGGACATGGCAGAGGGAGATTTCAAGGGCCTTTTCTAGCCCACCCAAAGGAC

AAATGGGGAGCTCTAGAGTGGGAGAAAGAATGATGGAAGAAGAGTCCAGAACAGGCCAGAAAGTGAATCCAGGGAAC

ACAGGCAAATTATTTGTGGGGGTAGGAATCTCAAGAATTGCGAAAGTCAAATATGGAGAGTGTGGGCAAGGTTTCAG

TGATAAGTCAGATGTTATTACACACCAAAGGACACACACAGGGGGGAAGCCCTACGTCTGCAGAGAGTGTGGGAGGG

CTTTAGCCGGAAGTCAGACCTCCTCAGTCACCAGAGGACACACACAGGGGAGAAGCCTTATGTCTGCAGAGAGTGTG

AGCGGGGCTTTAGCCGGAAGTCAGTCCTCCTCATTCACCAGAGGACACACAGGGGAGACGCCCCAGTCTGCAGGAAG

GATGAGTAAGTCATTAGTAATAAAACCTTATCTCAATAGCCACAAGAAGACAAACGTGATCACCACACACTTGCACA

CCCCAGCTCTGAGGTGGCTTCAGCGAAAGTCTGCTAACCCCTTACATTCCCCGAGAGTGTAAAGAGATCGGAAATAA

CTAATTAAACAAATCCGCCACTTTCATGACTAGAGTTGAGGAAGAACAGGGGATAGTTCTGTAAGTGTTCGGGGGAC

GTCAACATGTGTGGTTGTTTCCCGCACTGATCCCCTCCATTTTTTGTGTTTTGCCTCCTGTTCTAATTAATTTTGTC

TCCATACATATCTGAACCCCAAGTGTGTACCTCATTCTTCCCTTATCACTGAAGGAAGGAAGAGTCCAGAAGGGCCA

CAGAGAACTCAAACGTTCAGTTCAAGTCTCCACAGGAATTCAACCCCAGAAAGACATAAACTTGGAGTCCATCTGGT

TTAATTATTGGAGAATCGATTCCCAAGTCCAGGAAGAGAAATGTAGGGTTTTACAGAGTCGCAGCAGGAAAGAGAGC

TCCCTGGTCTCCTGGGAAGTGTGACCTCTTCTAATGGACCCCTCTCCTCTGCTGCCATACTCCCCCTTGGCTCCCCC

TGTCTCCTCTCCTGATTTCCTCCAATCTCTGTAGCCCCAGAAGTGAACGCCAGACAGGAACACGCATGTGTGTATAT
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ATGTGTTCACGTGTGCTATGTGTGTTAAGCCTGCATGCATGGGTGTGGGGGTATGTGCCCTCTGTGTACGTATCTGT

GTGAGTGTGGGGGTTTCAAGGGTGTATTAGGAATAACGCTCAAAATCCTAAGGAAATTGAATACTCTGAGAGAAGAG

AGACAGACCCTCTCATACTGTTTTATATTGTTTTATACTCAGAAAAGGAAAAAGAAGCAAAACTAAAGGCAGGTAGC

CTGGCGCCTAGGAACCAGACCTGAAACCAAGGAACCAGACCCGAAACCAGGCCTGGGCCGGCCTGACCTAAGCCTGG

TAGTTAAAATTCGACCCCTGACCTAGCAACTGATGTTATCTATAGATTATAGAAAGACATTGTGAAACTTCCCGGTC

TGTTCTGTTCCACTCTGACCATCGGTGCATGCAGCCCCTGTCACCTACCCCCTGCTTGCTCAATCGATCACGACCCT

CTCACGTGGACCCCCTTAGAGTTGTGAGCCCTTAAAAGGGACAGGAATTGCTCACTCGGGGAGCTCGGCTCTTGAGA

CAGCAGTCTTGCTGATGCTCCTGGCCGAATAAACCGCTTCCTTCTTT

[0672] SEQ  ID  NO  40(编码CLT抗原10的CLT的cDNA序列)

[0673] CCCACCTACTGATTTACCAACTCTTTTTCATTTCAACTTTTATTTTAGGTCCAGAGGGTACATGTGTGA

GTTTGTTGCATGAGTATATTGTGTGACACTCATGTATGGGGTACAAATAATCCCAACACCAATGTAGAGAACACAAT

ATCCAATAGGCAGTTCTTCAGGCCCTTTCTCCATCCTGCCCTCCCCCACATGGTAGATCCCAGTGTCTATTGTGCCC

ATCTTTATGTCCATGCATAACCAATGTTTAGTTCCCACTTATAAGTGAGAGCATGCAGTATTGGGCTTTCTGTGCCC

ACATTAATTCACTTAAGATAATGGTCTCCAGCTGGATCCATATTGATGCAAAGTACATAATTTCTTTCATTTTATGG

CTGCATAGTATTCCATGTTATGTTTGTACCACATTTTCTTTATCCAGTCCATAGCTGATGGACATCTACATTGATTC

CATGTCCTCATTAATGTGAATAGTGTTTTGATGAACATATGAATGTATGTGTCTTTTTGGTAGAATAATTTATTTTC

CTTTGGATATAAAGCCAGTAATGGAATTGCTGGGTCGAATCGTCGTTCTTTTGTAAGTTCTTTGAGATATCTCCAAG

TTTCGTTCCACAGGCACTGAAATAGTTTACATTCCCACCAATAATGAACACGCATTCCCTTTTCTCCACAACCCTGT

CAACATCTGTTATTTTTTTACTTTTTAATAGTAGCCATTCTGACTGGTGTGTGATGGTACTTCATTATGGCTTTCAT

TCGCATTTCTTTCCTGACTTGTGATTTTGAGTAGTTTTTCATATGTTTGTTGGCGACATGTATGTCTTCTGAGAAGA

GCCTGTTCATGTTTTTTGCCCACTTCTTAACAGGGCTGTTCATCTTTTGCTTGTTGATTTGTTCAAGTTTCTTAGAG

ATAGTGGATATTAGATCTCTGTTGGATGCATAGTTTGCAAATATTTTCTCTCTGTCTGTTTACCCTGTTGATAGTTT

CTTTTATTGTGCAGAAACCCTTTAATTTAATCAGGTCCAACTTATCCATTTTTCTTTTGGTTGAAATTGCTTTTGAG

GACTTAGTTATGAATTATTTGCCAAAGCTGACGTCAAGAAGGGTATTCTCTAGGTTTTCTTATATGACATTTTATAG

TTTTAGGTCTTATATTAAAGTCTTTGTTTCATCTCAAATTGACTTTTTTTCTCTGGTAAAAGGTAGGGGTCCAGTTC

AAGCTCATTTTTCCATGTGGTTTTGTTACAGTGGGTAGCTGCAGACATGAGCTGGGCAGGAGAGGCCTCTTCCTAAC

AGGAATGTCAGGTGACCA

[0674] SEQ  ID  NO.41(编码CLT抗原1的cDNA序列)

[0675] ATGTGGAACTTCTTCAGGAGAGAATTAACATCCAATGGATTCCCAGAAAACTTTTCCCTCGATGTACCA

GCAAACACCTACAATGCCCTGAAAAGCCGCCTCTGCGACCCCAATGCAGATCACACGTCCTGTCCCAGCCCCTGCAG

CCTCCACGCGGCGGGTGCACTGCCAGGCACGGGAAGGCAGCGCTGGCGAGTAGAACTGGCCCATCTCGCAGATAGGA

AGCTGAGCCTCAGGGACGTTTCACGCCTTCGTCAAGGTGGTGAGAGGAGGAGCGGGATTGCCGTGAAGGTGGTGAGA

GGAGGAGCGGGGTTTGCTGCCCGACTTCAGGGATCTGTCACCCTCGTCCAGCAGGGTTGGTTCTTCCCGAGGCTGGG

AGGATGCCAAGCCTGGTGGAGGATGGGGGCGGTGGTGTGGTGTGGGGAGCTTCTGACTTGCACATCC

[0676] SEQ  ID  NO.42(编码CLT抗原2的cDNA序列)

[0677] ATGACTGGTGTTCTTATAAGAAGAGGAGATTTGGTCACAGACATGGTTGCATGCAGAATAAAGACTTTT

CGAGGACACACTGAGAAGGCAGCCATCTGCAAAACAAGGAAAGAGTCCTCAGCAGAAACCAGTCCTGCAGACTCCTT

GATCTTGGACTTCCAGCCACTGCAATTGATGTCAAGCTTCAGCACCCTTGCATCTCTGGATAAA

[0678] SEQ  ID  NO.43(编码CLT抗原3的cDNA序列)
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[0679] ATGAATACTCCTAACATTGTCTCTTTAAGAGCTCACCAGCCTGAGGTAGGAATCATTCCATCTGTGTTA

CTAATGAGACCGCTGAGGATCAAAGGGGTTTTCCACCACATCCACTCACCTCTACATGGCGAAAACCAAGGGTTCAC

TCTCTGTCTTCAGGGAGCTCCACCCAGCAGCAGCGTT

[0680] SEQ  ID  NO.44(编码CLT抗原4的cDNA序列)

[0681] ATGGCGAAAACCAAGGGTTCACTCTCTGTCTTCAGGGAGCTCCACCCAGCAGCAGCGTTTGACAGAGCT

GTTCACTTCCTCTTCCTGGAGCTGTGGCTTCCAGAGCCCATGCTCAGCAGTTCCCCTCCTTCTTCGACTGCTCCTCT

CTTAGGCTCAGAGCCACTCAGACATTGGGAAGCAAGTTTGTCAAGA

[0682] SEQ  ID  NO.45(编码CLT抗原5的cDNA序列)

[0683] ATGAAGAGGAAAGCAAACAGGTGGAGACTCAGCCTGAGAAATGGTCTGTTGCCAAGCACACCCAGAGCT

ACCCAACAGATTCCTATGGAGTTCTTGAATTCCAGGGTGGCGGATATTCCAATAAAGCCATGG

[0684] SEQ  ID  NO  46(编码CLT抗原6的cDNA序列)

[0685] ATGCGTGGATTTCTGTGGAGAGTGGAAACACGGGGAGTCGAGGGGAGCATGCGCGGGCCTCAGAAAGTT

CTGGGAAACCGACTCCCGGGAGCAGGGAGGAACGCGCGCTCCAGAGACAACTTCGCGGTGTGG

[0686] SEQ  ID  NO  47(编码CLT抗原7的cDNA序列)

[0687] ATGGTTTATTATGGGAATCCTGAATCCAGCCCAGGGATTTCTCTTGTCTTTGGCCTTCTACGGCTGGAC

AGGATGCAGCCTGGGTTTTCAGTCTCCCAGGAAGGAGATCCAGTGGGAATCACTGACCACCTCGGCTGC

[0688] SEQ  ID  NO  48(编码CLT抗原8的cDNA序列)

[0689] ATGCCAGCACAATTGAAATTCACACTGCAAGTGAATCCTGCAACAAAAATGAGGGTGACCCTGCTCTCC

CAACCCATGGAGACCTATGAAGGGGATGTGCTGGGGGTCCAGACCCCATATTCCTCAGACTCAACAATTCTTGTTCT

T

[0690] SEQ  ID  NO  49(编码CLT抗原9的cDNA序列)

[0691] ATGGGGAGCTCTAGAGTGGGAGAAAGAATGATGGAAGAAGAGTCCAGAACAGGCCAGAAAGTGAATCCA

GGGAACACAGGCAAATTATTTGTGGGGGTAGGAATCTCAAGAATTGCGAAAGTCAAATATGGAGAGTGTGGGCAAGG

TTTCAGTGATAAGTCAGATGTTATTACACACCAAAGGACACACACAGGGGGGAAGCCCTACGTCTGCAGAGAGTGTG

GGAGGGCTTTAGCCGGAAGTCAGACCTCCTCAGTCACCAGAGGACACACACAGGGGAGAAGCCTTATGTCTGCAGAG

AGTGTGAGCGGGGCTTTAGCCGGAAGTCAGTCCTCCTCATTCACCAGAGGACACACAGGGGAGACGCCCCAGTCTGC

AGGAAGGATGAGTAAGTCATTAGTAATAAAACCTTATCTCAATAGCCACAAGAAGACAAACGTGATCACCACACACT

TGCACACCCCAGCTCTGAGGTGGCTTCAGCGAAAGTCTGCTAACCCCTTACATTCCCCGAGAGTG

[0692] SEQ  ID  NO  50(编码CLT抗原10的cDNA序列)

[0693] ATGCATAGTTTGCAAATATTTTCTCTCTGTCTGTTTACCCTGTTGATAGTTTCTTTTATTGTGCAGAAA

CCCTTTAATTTAATCAGGTCCAACTTATCCATTTTTCTTTTGGTTGAAATTGCTTTTGAGGACTTAGTTATGAATTA

TTTGCCAAAGCTGACGTCAAGAAGGGTATTCTCTAGGTTTTCTTATATGACATTTTATAGTTTTAGGTCTTATATTA

AAGTCTTTGTTTCATCTCAAATTGACTTTTTTTCTCTGGTAAAAGGTAGGGGTCCAGTTCAAGCTCATTTTTCCATG

TGGTTTTGTTACAGTGGG

[0694] SEQ  ID  NO.51(从CLT抗原4衍生的肽序列)

[0695] AAFDRAVHF

[0696] SEQ  ID  NO.52(从CLT抗原4衍生的肽序列)

[0697] AFDRAVHF

[0698] SEQ  ID  NO.53(从CLT抗原3衍生的肽序列)
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[0699] RPLRIKGVF

[0700] SEQ  ID  NO.54(从CLT抗原4衍生的肽序列)

[0701] KTKGSLSVF

[0702] SEQ  ID  NO.55(从CLT抗原1衍生的肽序列)

[0703] VPANTYNALK

[0704] SEQ  ID  NO.56(从CLT抗原1衍生的肽序列)

[0705] RLGGCQAWWR

[0706] SEQ  ID  NO.57(从CLT抗原1衍生的肽序列)

[0707] ANTYNALKSR

[0708] SEQ  ID  NO.58(从CLT抗原2衍生的肽序列)

[0709] LVTDMVACRI

[0710] SEQ  ID  NO.59(从CLT抗原2衍生的肽序列)

[0711] LILDFQPLQL

[0712] SEQ  ID  NO.60(从CLT抗原2衍生的肽序列)

[0713] MSSFSTLASL

[0714] SEQ  ID  NO.61(从CLT抗原2衍生的肽序列)

[0715] LMSSFSTLASL

[0716] SEQ  ID  NO.62(从CLT抗原2衍生的肽序列)

[0717] LMSSFSTLA

[0718] SEQ  ID  NO.63(从CLT抗原2衍生的肽序列)

[0719] QLMSSFSTLA

[0720] SEQ  ID  NO.64(从CLT抗原2衍生的肽序列)

[0721] MVACRIKTFR

[0722] SEQ  ID  NO.65(从CLT抗原2衍生的肽序列)

[0723] VTDMVACRIK

[0724] SEQ  ID  NO.66(从CLT抗原2衍生的肽序列)

[0725] SPADSLIL

[0726] SEQ  ID  NO.67(从CLT抗原3衍生的肽序列)

[0727] NTPNIVSLRA

[0728] SEQ  ID  NO.68(从CLT抗原3衍生的肽序列)

[0729] VLLMRPLRIK

[0730] SEQ  ID  NO.69(从CLT抗原3衍生的肽序列)

[0731] MRPLRIKGVF

[0732] SEQ  ID  NO.70(从CLT抗原4衍生的肽序列)

[0733] FLFLELWL

[0734] SEQ  ID  NO.71(从CLT抗原4衍生的肽序列)

[0735] SVFRELHPA

[0736] SEQ  ID  NO.72(从CLT抗原4衍生的肽序列)

[0737] SPPSSTAPL
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[0738] SEQ  ID  NO.73(从CLT抗原1衍生的肽序列)

[0739] RLQGSVTLV

[0740] SEQ  ID  NO.74(从CLT抗原1衍生的肽序列)

[0741] VPANTYNAL

[0742] SEQ  ID  NO.75(从CLT抗原2衍生的肽序列)

[0743] QLMSSFSTL

[0744] SEQ  ID  NO.76(从CLT抗原4衍生的肽序列)

[0745] FLELWLPEPML

[0746] SEQ  ID  NO.77(从CLT抗原4衍生的肽序列)

[0747] APLLGSEPL

[0748] SEQ  ID  NO.78(从CLT抗原2衍生的肽序列)

[0749] SLILDFQPL
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