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癌的药物中的应用

(57)摘要

本发明提供了抗原肽T790M‑5及其在制备治

疗非小细胞肺癌的药物中的应用，所述抗原肽

T790M‑5的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.1所示。该抗

原肽具有激活T细胞靶向杀死非小细胞肺癌细胞

的作用，可为预防和/或治疗EGFR  T790M突变的

非小细胞肺癌病人（EGFR‑TKIs疗法）提供一种新

的、有希望的免疫治疗方法。
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1.抗原肽T790M-5，其特征在于：其氨基酸序列如SEQ  ID  NO.1 所示。

2.一种用于治疗非小细胞肺癌的药物，其特征在于：该药物含有权利要求1所述的抗原

肽T790M-5。

3.权利要求1所述的抗原肽T790M-5在制备治疗EGFR  T790M  突变的非小细胞肺癌的药

物中的应用。

4.  权利要求1所述的抗原肽T790M-5在制备用于诱导对具有EGFR  T790M  突变的非小

细胞肺癌的免疫的药物中的应用。

5.  权利要求1所述的抗原肽T790M-5在制备用于诱导肿瘤反应性T细胞的药物中的应

用，其特征在于：所述肿瘤反应性T细胞是可以靶向抑制具有EGFR  T790M  突变的非小细胞

肺癌细胞生长的T细胞。
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抗原肽T790M-5及其在制备治疗非小细胞肺癌的药物中的

应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物医药技术领域，具体涉及抗原肽T790M-5及其在制备治疗非小细

胞肺癌的药物中的应用。

背景技术

[0002] 肺癌是全球癌症死亡的主因。而非小细胞肺癌又占肺癌病例的80％。虽然现今治

疗手段有了很大发展，但对肺癌病人的预测仍显不足。但最近人们对此疾病在治疗方法上

取得了重要的进展。特别是表皮生长因子受体-酪氨酸激酶抑制剂(EGFR-TKIs)，如吉非替

尼、埃罗替尼已经被研发出来作为针对特定的非小细胞肺癌的新的治疗方式，这些病人

EGFR基因的酪氨酸激酶区域发生了突变。采用EGFR-TKI药物对EGFR突变型非小细胞肺癌病

人(如delE746-A750和L858R)实施的前期临床研究，显示出了较高的临床反应率，约80％。

然而，随时间的推移，大多数病人对EGFR-TKIs产生了获得性的耐药性。对非小细胞肺癌的

深入研究鉴定出了次级突变T790M出现在50％的EGFR-TKIs耐药病患中。然而对于有这种突

变的非小细胞肺癌病患来说，目前还没有有效的治疗方式。

[0003] 近几年，由于多种肿瘤相关抗原的鉴定，肿瘤免疫学领域取得了引人注目的进展。

尤其是多种肿瘤免疫疗法的研发和临床试验，包括利用肿瘤相关蛋白或肽段的肿瘤疫苗。

尽管早期临床实验中免疫疗法显示出了可行性以及低毒性，但是后期的随机试验，除少数

以外，相比于现有的治疗方式，均未能显示出有益的治疗效果。这些意想不到的结果可能归

因于，至少部分是由于疫苗抗原的类型。目前，大部分的疫苗抗原分离自未发生突变的自体

抗原，由于中枢免疫耐受和/或外周免疫耐受机制的存在，它们不表现出高的免疫原性。相

比之下，肿瘤特异的新抗原，由于含有突变的氨基酸序列，具有免疫原性，因为它们可被宿

主免疫系统当做外来物而识别。特别是，来自驱动突变的疫苗抗原可能是免疫治疗的一个

理想靶点，因为它们很少会从肿瘤细胞丢失。虽然有一些研究报告指出靶向突变抗原的免

疫治疗具有可行性，但至今为止只有一小部分突变抗原被确认是免疫治疗的潜在的靶点。

[0004] 非小细胞肺癌中，源自突变抗原的一些T细胞表位已经被报道。但在我们的研究

中，我们预测了来自EGFR  T790M耐药突变体的HLA-A*0201(A2)限制性抗原的T细胞表位，它

们对人的T细胞有很强的免疫原性，预测出的T细胞表位可为预防和/或治疗EGFR  T790M突

变的非小细胞肺癌病人(EGFR-TKIs疗法)提供一种新的、有希望的免疫治疗方法。

发明内容

[0005] 解决的技术问题：本发明的目的是提供抗原肽T790M-5及其在制备治疗非小细胞

肺癌的药物中的应用，该抗原肽具有激活T细胞靶向杀死非小细胞肺癌细胞的作用。

[0006] 技术方案：抗原肽T790M-5，其氨基酸序列如SEQ  ID  NO.1所示。

[0007] 进一步地，所述抗原肽T790M-5的氨基酸序列具有如SEQ  ID  NO.1所示的氨基酸序

列中取代、缺失或添加一个或多个氨基酸残基得到的氨基酸序列。
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[0008] 一种用于治疗非小细胞肺癌的药物，该药物含有上述抗原肽T790M-5。

[0009] 上述抗原肽T790M-5在制备预防和/或治疗EGFR  T790M突变的非小细胞肺癌的药

物中的应用。

[0010] 上述抗原肽T790M-5在制备用于诱导对具有EGFR  T790M突变的非小细胞肺癌的免

疫的药物中的应用。

[0011] 上述抗原肽T790M-5在制备用于诱导肿瘤反应性T细胞的药物中的应用，所述肿瘤

反应性T细胞是可以靶向抑制具有EGFR  T790M突变的非小细胞肺癌细胞生长的T细胞。

[0012] 有益效果：本发明的抗原肽T790M-5具有激活T细胞靶向杀死非小细胞肺癌细胞的

作用，为预防和/或治疗EGFR  T790M突变的非小细胞肺癌病人(EGFR-TKIs疗法)提供一种新

的、有希望的免疫治疗方法。

附图说明

[0013] 图1为实施例2中成熟DC诱导的CTL细胞对H1975-A2和H1975的细胞毒活性柱状统

计图；

[0014] 图2为实施例2中CTL杀伤实验的裸鼠体重柱状统计图；

[0015] 图3为实施例2中CTL杀伤实验的裸鼠肺组织病理切片-H&E染色结果。

具体实施方式

[0016] 下面通过具体实施方式对发明作进一步详细说明。但本领域技术人员将会理解下

列实施例仅用于说明本发明，而不应视为限定本发明的范围。

[0017] 实施例1

[0018] 抗原肽T790M-5预测与合成

[0019] 近期的基序法分析显示，SYFPEITHI超基序法是有效的HLA-A2结合肽预测系统。因

此用来预测来自EGFR-T790M的9-mer的HLA-A2结合肽。采用SYFPEITHI对EGF-T790M的HLA-

A*02:01限制性CTL表位进行远程预测，得到分值较高(13分)的十肽(TSTVQLIMQL)。

[0020] 采用化学合成的方法制备上述抗原肽，即本领域熟知的已经非常成熟的固相肽合

成方法，既可以采用Boc方法也可以采用Fmoc方法。具体做法就是将被保护的氨基酸逐个偶

联到惰性固相载体上去，然后利用强酸将肽链从载体上裂解下来，同时去除侧链保护。制备

得到氨基酸序列为TSTVQLIMQL的肽。

[0021] 实施例2

[0022] 1.外周血单核细胞分离实验

[0023] 无菌条件下取HLA-A*02:01阳性正常健康供者空腹静脉血20mL，用淋巴细胞分离

液分离单核细胞，配制细胞悬液，以终质量浓度为2×109/L置于培养瓶内，置于37℃、5％CO2

培养箱孵育2h后，洗去非黏附细胞；收集黏附细胞(单核细胞)备用。

[0024] 2.成熟DC诱导及抗原负载

[0025] 上述单核细胞按终质量浓度加入人粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子(rhGM—CsF)

1000mg/L、重组人白细胞介素-4(rhIL-4)500mg/L，隔天加首次1/2浓度的细胞因子，培养至

第5天加入(A组)抗原肽，(B组)只加培养基作为对照组，于37℃、5％CO2条件下培养2天，更

换培养液，加入肿瘤坏死因子(TNF)-α(10mg/L)，继续培养48h，收集细胞及上清备用。
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[0026] 3.DC表面标志检测

[0027] 收集不同抗原诱导的DC细胞以1500r/min离心10min，提取细胞沉淀并以磷酸盐缓

冲液(PBS)洗3次，室温下孵育30min，再使用PBS洗1次后加入FITC-鼠抗人CD80、CD83、CD86、

CDla、人类白细胞抗原DR位点(HLA-DR)，以同种型荧光染色的Ig作为对照，使用流式细胞仪

分析细胞表面分子的表达，见表一。

[0028] 表一抗原肽负载DC细胞表面分子标志的分析％，n＝3， )

[0029] 组别 CD1a CD  80 CD  83 HLA-DR CD86

A 36.9±2.4 60.5±4.1 52.8±1.6 73.3±3.8 72.3±5.1

B 25.3±3.5 50.6±2.7 39.4±5.7 63.9±3.5 71.5±3.5

[0030] 4.成熟DC诱导的CTL细胞

[0031] 外周血来自同一献血者。将4mL自体抗凝血加入T淋巴细胞分离液的离心管，分层

离心，吸取单核细胞。将2×108/L的单核细胞与负载抗原的DC共培养5d，再去除贴壁细胞备

用。

[0032] 5.MTT显色法测定CTL的杀伤活性

[0033] (1)将成熟DC诱导的CTL细胞作为效应细胞，人非小细胞肺癌细胞H1975(HLA-A2-

T790M+)、H1975-A2(H1975transfected  with  HlA-A2，HLA-A2+T790M+)作为靶细胞。调整效

应细胞，靶细胞的效靶比为3:1、10:l。

[0034] (2)使用96孔培养板(预先紫外照射20min)。实验组每孔加入效应细胞及靶细液各

100μL混匀，共加三个复孔；同时设效应细胞及靶细胞对照，均设三复孔，各取100μL，在所有

对照孔中各加入RPMI-1640(含10％胎牛血清)培养液100μL，37℃，5％CO2条件下共育24h。

[0035] (3)24h后，吸弃上清液100μL，加入MTT储液(5mg/mL，溶于0.02M，pH7.4，0.05％葡

萄糖的PBS中)20μL，37℃，5％CO2条件下，再共育2～4h。

[0036] (4)仔细吸弃上清液后加入二甲基亚砜150μL，放置20min。

[0037] (5)在酶标测定OD490nm值。

[0038] 杀伤细胞活性以杀伤细胞毒活性百分数表示，按以下公式计算：

[0039]

[0040] 结果如表二所示：

[0041] 表二成熟DC诱导的CTL细胞对H1975-A2和H1975的细胞毒活性(％，n＝3， )

[0042]

[0043] 以上结果显示成熟DC诱导的CTL细胞对H1975-A2的细胞毒活性高于H1975，表明本

发明中成熟诱导的CTL细胞以一种HLA-A2限制性的方式来识别带有EGFR  T790M突变的非小

细胞肺癌细胞。由图1细胞毒活性柱状统计图更能直观的比较各组的差距。

[0044] 6.CTL杀伤实验：

[0045] (1)非小细胞肺癌裸鼠模型的建立：常规培养鼠源非小细胞肺癌细胞(H1975-A2)，
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于对数生长期使用生理盐水制成1×107/mL的细胞悬液，并将细胞尾静脉移植于5～8周的

雌性BALB/c裸鼠，间隔3天再移植一次，连续2-3周，1-2月后造模基本成功。以眼眶取血的方

式获得裸鼠静脉血，分离单核细胞，按照“外周血单核细胞分离实验”和“DC表面标志检测”

的方法诱导CTLs。

[0046] (2)实验分组：随机分成5组(体重状态均一)，每组5只：(A组)空白对照组：不做任

何处理的对照组；(B组)模型对照组：移植鼠源非小细胞肺癌细胞(H1975-A2)，后期注射生

理盐水做阴性对照；(C组)CTL组，移植鼠源非小细胞肺癌细胞(H1975-A2)，后期注射负载抗

原肽的DC诱导的CTLs，每天会输1×106个细胞，连续处理一周；(D组)纯药物组：移植鼠源非

小细胞肺癌细胞(H1975-A2)，后期注射吉非替尼药物，每天注射一次50mg/kg，连续处理一

周；(E组)药物+CTL组，移植鼠源非小细胞肺癌细胞(H1975-A2)，后期每次注射吉非替尼

50mg/kg和负载抗原肽的DC诱导的CTLs1×106，连续处理一周。

[0047] (3)检测指标：药物和CTL处理2周后，观察裸鼠体重变化以及裸鼠肺部病理变化情

况。如表三数据可知，以空白组做正常裸鼠对照组，模型对照组和吉非替尼治疗组的裸鼠体

重明显减轻；而CTL治疗组与CTL+吉非替尼治疗组裸鼠体重相对下降较少。由图2体重柱状

统计图更能直观的比较各组的差距。由图3所示，模型对照组和吉非替尼治疗组的裸鼠的病

理结果可知，肺组织病变较为明显，有明显的病灶，并且在组织中侵润大量的肿瘤细胞；CTL

治疗组与CTL+吉非替尼治疗组裸鼠病灶明显较轻，并且组织中的肿瘤细胞数目明显降低。

[0048] 表三模型裸两周后体重比较

[0049]
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[0001] SEQUENCE  LISTING

[0002] <110> 江苏迈健生物科技发展股份有限公司

[0003] <120> 抗原肽T790M-5及其在制备治疗非小细胞肺癌的药物中的应用

[0004] <130>  20170629

[0005] <160>  1

[0006] <170>  PatentIn  version  3.3

[0007] <210>  1

[0008] <211>  10

[0009] <212>  PRT

[0010] <213> 人工序列

[0011] <400>  1

[0012] Thr  Ser  Thr  Val  Gln  Leu  Ile  Met  Gln  Leu

[0013] 1               5                   10
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图1

图2
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图3
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