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提供了MHC多聚体，其中加载肽的MHC单体通

过单体和多聚结构域上的偶联部分共价连接到

多聚结构域。多聚体还可以包括寡核苷酸条码。

可以用多个pMHC多聚体进行肽交换以创建pMHC

多聚体文库。还提供了制备和使用pMHC多聚体和

文库的方法。提供了加载肽的MHC  I类和MHC  II

类多聚体及其文库。
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1.一种生产主要组织相容性复合物(MHC)多聚体的方法，该方法包括：

(a)提供两个或多个MHC单体，其中每个单体包括偶联部分；

(b)提供多聚结构域，其中所述多聚结构域的每个亚基包括偶联部分；

(c)在足以使MHC单体和多聚结构域共价偶联的条件下，将MHC单体和多聚化结构域组

合以产生MHC多聚体。

2.如权利要求1所述的方法，其中MHC单体是MHC  I类单体。

3.如权利要求1所述的方法，其中MHC单体是MHC  II类单体。

4.如权利要求1‑3中任一项所述的方法，其中所述MHC单体在与所述多聚结构域结合之

前加载占位符肽。

5.如权利要求1‑4任一所述的方法，其中所述多聚结构域包括非共价结合位点，进一步

地，其中用寡核苷酸条码标记所述MHC多聚体，所述寡核苷酸条码结合所述多聚结构域的非

共价结合位点。

6.如权利要求1‑5中任一项所述的方法，其中所述多聚结构域是链霉亲和素。

7.如权利要求5所述的方法，其中所述多聚结构域是链霉亲和素，并且所述寡核苷酸条

码结合链霉亲和素的生物素结合位点。

8.如权利要求1‑7任一项所述的方法，其中每个MHC单体的偶联部分包括X，而多聚结构

域的每个亚基的偶联部分包括Y，其中

(i)X是末端炔烃，Y是叠氮化物；

(ii)X是叠氮化物，Y是末端炔烃；

(iii)X是应变炔烃，Y是叠氮化物；

(iv)X是叠氮化物，Y是应变炔烃；

(v)X是二烯，Y是亲二烯；

(vi)X是亲二烯，Y是二烯；

(vii)X是硫醇，Y是烯烃；或

(viii)X是烯烃，Y是硫醇。

9.如权利要求8所述的方法，其中所述叠氮化物是铜螯合叠氮化物。

10.如权利要求9所述的方法，其中所述铜螯合叠氮化物是吡啶甲基叠氮化物。

11.如权利要求1‑10任一项所述的方法，其中每个MHC单体的偶联部分和多聚结构域的

每个亚基的偶联部分包含分选标签基序。

12.如权利要求1‑10任一项所述的方法，其中每个MHC单体的偶联部分和多聚结构域的

每个亚基的偶联部分包含内含蛋白序列。

13.如权利要求1‑12中任一项所述的方法，其中所述多聚体是四聚体。

14.如权利要求4所述的方法，其进一步包括将占位符肽与结合MHC单体的拯救肽表位

交换。

15.一种条码标记的MHC多聚体，包括：

(a)两个或多个MHC单体；

(b)多聚结构域，其包含两个或多个亚基并具有至少一个非共价结合位点；和

(c)一种寡核苷酸条码；

其中每个MHC单体通过共价连接与多聚结构域的亚基结合；和
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其中所述寡核苷酸条码通过与所述多聚结构域上的所述非共价结合位点的非共价键

合而与所述多聚结构域结合。

16.如权利要求15所述的MHC多聚体，其进一步包含加载到所述多聚体的每个MHC单体

上的MHC结合肽。

17.如权利要求15或16所述的MHC多聚体，其中所述MHC单体是MHC  I类单体。

18.如权利要求15或16所述的MHC多聚体，其中所述MHC单体是MHC  II类单体。

19.如权利要求15‑18中任一项所述的MHC多聚体，其为四聚体。

20.如权利要求19所述的MHC多聚体，其中所述多聚结构域是链霉亲和素。

21.如权利要求20所述的MHC多聚体，其中所述寡核苷酸条码与链霉亲和素上的生物素

结合位点非共价结合。

22.如权利要求15‑21任一项所述的方法，其中每个MHC单体包括偶联部分X，而多聚结

构域的每个亚基包括偶联部分Y，其中

(i)X是末端炔烃，Y是叠氮化物；

(ii)X是叠氮化物，Y是末端炔烃；

(iii)X是应变炔烃，Y是叠氮化物；

(iv)X是叠氮化物，Y是应变炔烃；

(v)X是二烯，Y是亲二烯；

(vi)X是亲二烯，Y是二烯；

(vii)X是硫醇，Y是烯烃；或

(viii)X是烯烃，Y是硫醇。

23.如权利要求22所述的MHC多聚体，其中所述叠氮化物是铜螯合叠氮化物。

24.如权利要求23所述的MHC多聚体，其中所述铜螯合叠氮化物是吡啶甲基叠氮化物。

25.如权利要求15‑24中任一项所述的MHC多聚体，其中所述多聚结构域的每个MHC单体

和每个亚基包括偶联部分，其中每个偶联部分包括分选标签基序。

26.如权利要求15‑24中任一项所述的MHC多聚体，其中所述多聚结构域的每个MHC单体

和每个亚基包括偶联部分，其中每个偶联部分包括内含蛋白序列。

27.一种产生加载肽的主要组织相容性复合物I类(pMHCI)多聚体的方法，该方法包括：

(a)提供两个或多个加载占位符肽的MHCI(p*MHCI)单体，每个单体包含(i)MHCI重链多

肽或其功能片段，(ii)β2‑微球蛋白多肽或其功能片段，(iii)偶联部分，和(iv)结合在每个

MHCI单体的肽结合沟中的占位符肽；

(b)提供多聚结构域，其中所述多聚结构域的每个亚基包括偶联部分；

(c)在足以使所述两个或多个p*MHCI单体与所述多聚结构域共价偶联的条件下，将所

述p*MHCl单体和所述多聚结构域组合以产生p*MHCI多聚体；和

(d)用拯救肽表位替换结合在p*MHCI多聚体中的每个p*MHC  I单体的肽结合沟中的占

位符肽，以产生pMHCI多聚体。

28.一种产生加载条码化肽的主要组织相容性复合物I类(pMHCI)多聚体的方法，该方

法包括：

(a)提供两个或多个加载占位符肽的MHCI(p*MHCI)单体，每个单体包含(i)MHCI重链多

肽或其功能片段，(ii)β2‑微球蛋白多肽或其功能片段，(iii)偶联部分，和(iv)结合在每个
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MHCI单体的肽结合沟中的占位符肽；

(b)提供多聚结构域，其中所述多聚结构域的每个亚基包括偶联部分，并且所述多聚结

构域包括至少一个非共价结合位点；

(c)在足以使所述两个或多个p*MHCI单体与所述多聚结构域共价偶联的条件下，将所

述p*MHCl单体和所述多聚结构域组合以产生p*MHCI多聚体；和

(d)用拯救肽表位替换结合在p*MHCI多聚体中的每个p*MHC  I单体的肽结合沟中的占

位符肽，以产生pMHCI多聚体；和

(e)将寡核苷酸条码结合到多聚结构域上的非共价结合位点。

29.一种产生加载肽的主要组织相容性复合物I类(pMHCI)多聚体的方法，该方法包括：

(a)提供两个或多个加载占位符肽的MHCI(p*MHCI)单体，其各自包含(i)MHCI重链多肽

或其功能片段，(ii)β2‑微球蛋白多肽或其功能片段，(iii)位于(i)或(ii)C末端处的包含

偶联部分的肽接头，和(iv)结合在每个MHCI单体的肽结合沟中的占位符肽；

(b)提供多聚结构域，其在所述多聚结构域的每个亚基C末端处包含肽接头，所述肽接

头包含偶联部分；

(c)在足以使所述两个或多个p*MHCI单体与所述多聚结构域共价偶联的条件下，将所

述p*MHCl单体和所述多聚结构域组合以产生p*MHCI多聚体；和

(d)用拯救肽表位替换结合在p*MHCI多聚体中的每个p*MHC  I单体的肽结合沟中的占

位符肽，以产生pMHCI多聚体。

30.如权利要求27‑29中任一项所述的方法，其中每个p*MHC单体均为脊椎动物来源。

31.如权利要求27‑30中任一项所述的方法，其中每个p*MHCI单体包括人MHCI重链多肽

或其功能片段，以及人β2‑微球蛋白多肽或功能片段。

32.如权利要求31所述的方法，其中其每个p*MHCI单体是HLA‑A、HLA‑B或HLA‑C。

33.如权利要求32所述的方法，其中每个p*MHCI单体是HLA‑A。

34.如权利要求27‑33中任一项所述的方法，其中每个p*MHCI单体的MHCI重链多肽或其

功能片段包含MHCIα1结构域。

35.如权利要求27‑34中任一项所述的方法，其中每个p*MHCI单体的MHCI重链多肽或其

功能片段包含MHCIα1/α2异二聚体。

36.如权利要求27‑35中任一项所述的方法，其中每个p*MHCI单体的MHCI重链多肽或其

功能片段包含MHCIα1、α2和α3结构域。

37.如权利要求27‑36任一所述的方法，其中每个p*MHCI单体的MHCI重链多肽或其功能

片段包含与SEQ  ID  NO:28‑159所示的任何氨基酸序列至少80％、85％、90％、95％或99％相

同的α结构域。

38.如权利要求27‑37中任一项所述的方法，其中每个p*MHCI单体是可溶的。

39.如权利要求27‑38中任一项所述的方法，其中每个p*MHCI单体的β2‑微球蛋白多肽

是野生型人β2‑微球蛋白。

40.如权利要求27‑39任一所述的方法，其中β2‑微球蛋白多肽包含与人β2‑微球蛋白的

氨基酸序列(SEQ  ID  NO:2或160)至少80％、85％、90％、95％或99％相同的氨基酸序列。

41.如权利要求27‑40中任一项所述的方法，其中每个p*MHC单体是融合蛋白，包括MHCI

重链多肽或其功能片段，以及β2‑微球蛋白或其功能片段。
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42.如权利要求41所述的方法，其中p*MHC融合蛋白包括MHCI重链多肽或其功能片段以

及β2‑微球蛋白或其功能片段之间的肽接头。

43.如权利要求27‑42任一所述的方法，其中占位符肽是促进MHCI多肽折叠的肽或肽样

化合物。

44.如权利要求27‑43中任一项所述的方法，其中所述占位符肽是2至25个氨基酸。

45.如权利要求27‑44中任一项所述的方法，其中所述占位符肽是8至11个氨基酸。

46.如权利要求27‑45中任一项所述的方法，其中所述占位符肽是9至10个氨基酸。

47.如权利要求27‑46任一所述的方法，其中与交换肽表位相比，占位符肽对MHCI肽结

合沟的亲和力更低，并且其中步骤(d)包括在竞争测试中使p*MHCI单体与过量肽表位接触。

48.如权利要求47任一所述的方法，其中占位符肽的KD比交换肽表位低约10倍。

49.如权利要求27‑46中任一项所述的方法，其中所述占位符肽在约30‑37℃的温度下

是不稳定的，并且步骤(d)包括在存在肽表位的情况下将p*MHCI单体暴露于约30‑37℃。

50.如权利要求27‑46中任一项所述的方法，其中所述占位符肽在约pH2.5‑5.5之间的

酸性pH下是不稳定的，并且步骤(d)包括在肽表位存在下将p*MHCI单体暴露于约pH  2.5‑5

之间的pH。

51.如权利要求27‑46中任一项所述的方法，其中所述占位符肽在约pH  9‑11之间的碱

性pH下是不稳定的，并且步骤(d)包括在肽表位存在下将p*MHCI单体暴露于约pH  9‑11之间

的pH。

52.如权利要求27‑51中任一项所述的方法，其中所述占位符肽包括GILGFVFJL(SEQ  ID 

NO:7)。

53.如权利要求27‑51中任一项所述的方法，其中所述占位符肽由GILGFVFJL(SEQ  ID 

NO:7)组成。

54.如权利要求27‑46中任一项所述的方法，其中所述占位符肽包括可切割部分，并且

步骤(d)包括在足以切割所述占位符肽的条件下使所述p*MHCI单体与肽表位接触。

55.如权利要求54所述的方法，其中可切割部分是可光切割氨基酸，并且步骤(d)包括

在足以诱导占位符肽中的可光切割部分切割和肽表位与MHCI单体结合的条件下将p*MHCI

单体暴露于UV光。

56.如权利要求55所述的方法，其中所述可光切割氨基酸包括2‑硝基苯基侧链。

57.如权利要求55所述的方法，其中所述可光切割氨基酸包括3‑氨基‑3‑(2‑硝基苯基)

丙酸。

58.根据权利要求55所述的方法，其中所述可光切割氨基酸是(2‑硝基)苯基甘氨酸。

59.如权利要求55所述的方法，其中可光切割的占位符肽和与其结合的对应MHC分子选

自：A*02:01,KILGFVFJV(SEQ  ID  NO:15)或GILGFVFJL(SEQ  ID  NO:7) ,A*01:01,STAPGJLEY

(SEQ  ID  NO:16)；A*02:03,SVRDJLARL(SEQ  ID  NO:271)；A*02:06,LTAJFLIFL(SEQ  ID  NO:

272)；A*02:07,LLDSDJERL(SEQ  ID  NO:273)；A*02:11,KMDIJVPLL(SEQ  ID  NO:274)；A*03:

01,RIYRJGATR(SEQ  ID  NO:17)；A*11:01,RVFAJSFIK(SEQ  ID  NO:18)；A*24:02,VYGJVRACL

(SEQ  ID  NO:11)；A*33:03,FYVJGAANR(SEQ  ID  NO:275)；B*07:02,AARGJTLAM(SEQ  ID  NO:

14)；B*15:02,ILGPPGJVY(SEQ  ID  NO:276)；B*35:01,KPIVVLJGY(SEQ  ID  NO:19)；B*44:05,

EEFGAAJSF(SEQ  ID  NO:277)；B*46:01,KMKEIAJAY(SEQ  ID  NO:278)；B*55:02,KPWDJIPMV
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(SEQ  ID  NO:279)；C*03:04,FVYGJSKTSL(SEQ  ID  NO:20) ,B*08:01,FLRGRAJGL(SEQ  ID  NO:

21)；C*07:02,VRIJHLYIL(SEQ  ID  NO:22)；C*04:01,QYDJAVYKL(SEQ  ID  NO:23)；B*15:01,

ILGPJGSVY(SEQ  ID  NO:24)；B*40:01,TEADVQJWL(SEQ  ID  NO:25)；B*58:01,ISARGQJLF(SEQ 

ID  NO:26)；和C*08:01 ,KAAJDLSHFL(SEQ  ID  NO:27)，其中J是3‑氨基‑3‑(2‑硝基苯基)丙

酸。

60.如权利要求54所述的方法，其中可切割部分包含化学选择部分，并且步骤(d)包括

在足以切割化学选择部分的条件下使p*MHCI单体与肽表位接触。

61.如权利要求60所述的方法，其中化学选择部分是连二亚硫酸钠敏感的偶氮苯接头，

并且步骤(d)包括在连二亚硫酸钠存在下使p*MHCI单体与肽表位接触。

62.如权利要求54所述的方法，其中可切割部分是高碘酸盐敏感氨基酸，且步骤(d)包

括在足以切割占位符肽的条件下将p*MHCI单体与肽表位接触。

63.如权利要求62所述的方法，其中所述高碘酸盐敏感氨基酸包括邻二醇部分或邻氨

基醇。

64.如权利要求63所述的方法，其中高碘酸盐敏感氨基酸是α,γ‑二氨基‑β‑羟基丁酸

(DAHB)。

65.如权利要求54所述的方法，其中所述可切割部分是蛋白酶识别部分。

66.如权利要求65所述的方法，其中所述蛋白酶是氨基‑肽酶。

67.如权利要求66所述的方法，其中所述蛋白酶是甲硫氨酸氨基‑肽酶。

68.如权利要求27‑46中任一项所述的方法，其中所述占位符肽是二肽。

69.如权利要求68所述的方法，其中所述二肽结合到所述MHCI结合沟的F口袋。

70.如权利要求68或69所述的方法，其中所述二肽的第二氨基酸是疏水性的。

71.如权利要求68‑70任一所述的方法，其中二肽选自甘氨酰‑亮氨酸(GL)、甘氨酰‑缬

氨酸(GV)、甘氨酰‑甲硫氨酸(GM)、甘氨酰‑环己基丙氨酸(GCha)、甘氨酸‑高亮氨酸(GHle)

和甘氨酰‑苯丙氨酸(GF)。

72.如权利要求27‑71中任一项所述的方法，其中所述多聚结构域是二聚体、四聚体、六

聚体、八聚体、十聚体或十二聚体。

73.如权利要求27‑72中任一项所述的方法，其中所述多聚结构域是四聚体。

74.如权利要求27‑73中任一项所述的方法，其中所述多聚结构域是同多聚体。

75.如权利要求27‑73中任一项所述的方法，其中所述多聚结构域是异多聚体。

76.如权利要求27‑75中任一项所述的方法，其中所述多聚结构域包括链霉亲和素或其

衍生物。

77.如权利要求76所述的方法，其中所述多聚结构域是链霉亲和素或其衍生物的四聚

体。

78.如权利要求76所述的方法，其中所述多聚结构域包括Strep‑ 或Strep‑

79.如权利要求27‑78中任一项所述的方法，其中所述偶联部分连接到每个p*MHCI单体

的MHCI重链α1结构域的C末端，并且步骤(c)包括将所述多聚化结构域共价偶联到所述MHCI

α1结构的C末端。

80.如权利要求27‑78中任一项所述的方法，其中所述偶联部分连接到每个p*MHCI单体
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的MHCI重链α2结构域的C末端，并且步骤(c)包括将所述多聚化结构域共价偶联到所述MHCI

α2结构的C末端。

81.如权利要求27‑78中任一项所述的方法，其中所述偶联部分连接到每个p*MHCI单体

的MHCI重链α3结构域的C末端，并且步骤(c)包括将所述多聚化结构域共价偶联到所述MHCI

α3结构的C末端。

82.如权利要求27‑78中任一项所述的方法，其中所述偶联部分连接到每个p*MHCI单体

的每个p*MHC单体的β2‑微球蛋白的C末端，并且步骤(c)包括将所述多聚结构域共价偶联到

每个p*MHC单体的β2‑微球蛋白的C末端。

83.如权利要求27‑82中任一项所述的方法，其中步骤(c)包括所述两个或多个p*MHC单

体与所述多聚化结构域的化学偶联。

84.如权利要求83所述的方法，其中所述化学偶联由半胱氨酸生物偶联介导。

85.如权利要求83所述的方法，其中所述化学偶联由天然化学偶联介导。

86.如权利要求83所述的方法，其中所述化学偶联由点击化学介导。

87.如权利要求86所述的方法，其中每个p*MHCI单体的偶联部分包括X，并且多聚化结

构域的每个亚基的偶联部分包括Y，其中

(i)X是末端炔烃，Y是叠氮化物；

(ii)X是叠氮化物，Y是末端炔烃；

(iii)X是应变炔烃，Y是叠氮化物；

(iv)X是叠氮化物，Y是应变炔烃；

(v)X是二烯，Y是亲二烯；

(vi)X是亲二烯，Y是二烯；

(vii)X是硫醇，Y是烯烃；或

(viii)X是烯烃，Y是硫醇。

88.如权利要求87所述的方法，其中所述叠氮化物是铜螯合叠氮化物。

89.如权利要求88所述的方法，其中所述铜螯合叠氮化物是吡啶甲基叠氮化物。

90.如权利要求27‑89中任一项所述的方法，其中每个p*MHC结构域的偶联部分包括连

接到N末端的肽接头，并且多聚结构域的每个亚基的偶联部分包括附接到多聚结构域的每

个亚基的C末端的肽接头。

91.如权利要求90所述的方法，其中每个p*MHC单体的C末端的肽接头包含(G)n‑X，其中n

为至少2，并且X是适合于化学偶联的部分，并且多聚结构域的每个亚基的C末端处的肽接头

包括(G)n‑Y，其中n为至少2，且Y是适合于与每个p*MHC单体的X部分化学偶联的部分。

92.如权利要求27‑78中任一项所述的方法，其中每个p*MHCI单体与多聚结构域的共价

偶联由半胱氨酸转肽酶介导。

93.如权利要求92所述的方法，其中所述半胱氨酸转肽酶是分选酶或其酶活性片段。

94.如权利要求93所述的方法，其中每个p*MHC结构域的偶联部分包括C末端分选标签，

并且多聚结构域的每个亚基的偶联部分包括N末端分选标签，和步骤(c)包括向p*MHC  I单

体和多聚结构域的混合物中添加分选酶，并催化每个p*MHC单体和多聚结构域之间肽键的

形成，以制备p*MHC‑多聚体。

95.如权利要求92所述的方法，其中
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步骤(a)中的两个或多个p*MHCI单体是通过在包含适合于化学偶联的部分的肽接头存

在下，使包含C末端分选标签的p*MHC  I单体与分选酶或其酶活性片段接触而产生的，其中

分选酶或其酶活性片段介导肽接头与p*MHC单体的偶联；

步骤(b)中的多聚结构域是通过在包含适合于化学偶联的部分的肽接头的存在下使包

含C末端分选标签的多聚结构域与分选酶接触而产生的，其中所述分选酶或其酶活性片段

介导肽接头与多聚结构域的每个亚基的N末端的偶联；和

步骤(c)包括在两个或多个p*MHC单体的C末端的肽接头和多聚结构域的每个亚基的C

末端的肽接头之间化学偶联，以产生p*MHC多聚体。

96.如权利要求95所述的方法，其中每个p*MHC单体的C末端的肽接头包含(G)n‑X，其中n

为至少2，并且X是适合于点击化学偶联的部分，并且多聚结构域的每个亚基的N末端处的肽

接头包括(G)n‑Y，其中n为至少2，且Y是适合于与每个p*MHC单体的X部分点击化学偶联的部

分。

97.如权利要求96所述的方法，其中

(i)X是末端炔烃，Y是叠氮化物；

(ii)X是叠氮化物，Y是末端炔烃；

(iii)X是应变炔烃，Y是叠氮化物；

(iv)X是叠氮化物，Y是应变炔烃；

(v)X是二烯，Y是亲二烯；

(vi)X是亲二烯，Y是二烯；

(vii)X是硫醇，Y是烯烃；或

(viii)X是烯烃，Y是硫醇。

98.如权利要求97所述的方法，其中所述叠氮化物是铜螯合叠氮化物。

99.如权利要求98所述的方法，其中所述铜螯合叠氮化物是吡啶甲基叠氮化物。

100.如权利要求93‑99中任一项所述的方法，其中所述分选酶或其酶活性片段是Ca2+

依赖性的。

101.如权利要求93‑99中任一项所述的方法，其中所述分选酶或其酶活性片段是Ca2+

非依赖性的。

102.如权利要求93‑99中任一项所述的方法，其中所述分选酶是所述野生型分选酶的

可溶性片段。

103.如权利要求93‑99中任一项所述的方法，所述分选酶是金黄色葡萄球菌分选酶A的

变体或同源物。

104.如权利要求93‑99中任一项所述的方法，其中所述分选酶是所述修饰的分选酶A的

可溶性片段。

105.如权利要求93‑99中任一项所述的方法，其中所述分选酶是SrtAstaph突变体。

106.如权利要求105所述的方法，其中所述SrtAstaph突变体选自F40、SrtAstaph五突

变体、2A‑9和4S‑9。

107.如权利要求27‑78中任一项所述的方法，其中每个p*MHCI单体与多聚结构域的共

价偶联由内含蛋白介导。

108.如权利要求107所述的方法，其中所述内含蛋白选自MxeGyrA、SspDnaE、NpuDnaE、
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AvaDnaE，Cfa(共有DnaE裂解内含蛋白)、gp41‑1、gp41‑8和NrdJ‑1。

109.如权利要求107所述的方法，其中，所述内含蛋白是裂解内含蛋白对。

110.如权利要求27‑78中任一项所述的方法，其中每个p*MHCI单体与多聚结构域的共

价偶联由内含蛋白肽标签介导。

111.如权利要求27‑78任一所述的方法，其中每个p*MHCI单体在C末端包括N‑内含蛋白

片段，并且多聚结构域的每个亚基在N末端包括Npu‑C‑内含蛋白片段。

112.如权利要求27‑111中任一项所述的方法，其中所述多聚结构域包括标识符。

113.如权利要求112所述的方法，其中，所述标识符是核酸标识符。

114.如权利要求113所述的方法，其中所述核酸标识符编码所述肽。

115.如权利要求113或114所述的方法，其中所述核酸标识符的长度为25个核苷酸至

500个核苷酸。

116.如权利要求113或114所述的方法，其中所述核酸标识符的长度为40个核苷酸至

120个核苷酸。

117.一种产生包含加载多种肽表位的MHCI(pMHCI)多聚体的文库的方法，该方法包括：

(a)提供多个加载占位符肽的MHCI(p*MHCI)单体，每个单体包含(i)MHCI重链多肽或其

功能片段，(ii)β2‑微球蛋白多肽或其功能片段，(iii)偶联部分，和(iv)结合在每个MHCI单

体的肽结合沟中的占位符肽；

(b)提供多个多聚结构域，其中所述多聚结构域的每个亚基包括偶联部分；

(c)在足以使两个或多个p*MHCI单体与多聚结构域共价偶联的条件下，使p*MHC  I单体

和多聚结构域接触，以产生p*MHCI多聚体；和

(d)用包含多个独特MHCI肽表位的肽文库替换多个p*MHCI多聚体中的占位符肽，以产

生多个加载肽的MHCI(pMHCI)多聚体。

118.一种产生包含多种条码化且加载肽的主要组织相容性复合物I类(pMHCI)多聚体

的文库的方法，该方法包括：

(a)提供多个加载占位符肽的MHCI(p*MHCI)单体，每个单体包含(i)MHCI重链多肽或其

功能片段，(ii)β2‑微球蛋白多肽或其功能片段，(iii)偶联部分，和(iv)结合在每个MHCI单

体的肽结合沟中的占位符肽；

(b)提供多个多聚结构域，其中所述多聚结构域的每个亚基包括偶联部分，并且其中所

述多聚结构域包括至少一个非共价结合位点；

(c)在足以使所述两个或多个p*MHCI单体与多聚结构域共价偶联的条件下，将所述多

个p*MHCI单体和多个多聚结构域接触以产生多个p*MHCI多聚体；

(d)用多个独特拯救肽表位替换结合在p*MHCI多聚体的肽结合沟中的占位符肽，以产

生多个pMHCI多聚体；和

(e)将寡核苷酸条码结合到多聚结构域上的非共价结合位点。

119.一种产生包含多种条码化且加载肽的主要组织相容性复合物I类(pMHCI)多聚体

的文库的方法，该方法包括：

(a)提供多个加载占位符肽的MHCI(p*MHCI)单体，其各自包含(i)MHCI重链多肽或其功

能片段，(ii)β2‑微球蛋白多肽或其功能片段，(iii)位于(i)或(ii)C末端处的包含偶联部

分的肽接头，和(iv)结合在每个MHCI单体的肽结合沟中的占位符肽；
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(b)提供多个多聚结构域，其在所述多聚结构域的每个亚基C末端处包含肽接头，所述

肽接头包含偶联部分；

(c)在足以使所述两个或多个p*MHCI单体与多聚结构域共价偶联的条件下，将所述多

个p*MHCI单体和多个多聚结构域接触以产生多个p*MHCI多聚体；和

(d)用多个独特拯救肽表位替换结合在p*MHCI多聚体的肽结合沟中的占位符肽，以产

生多个pMHCI多聚体。

120.如权利要求117‑119中任一项所述的方法，其中所述MHCI肽表位文库是高多样性

肽文库。

121.如权利要求120所述的方法，其中肽文库包含约103、约104、约105、约106、约107、约

108、约109、约1010、约1011、约1012、约1013、约1014、约1015、约1016、约1017、约1018、约1019、约

1020或更多不同的MHCI肽表位。

122.如权利要求117‑120中任一项所述的方法，其中所述MHCI肽表位衍生自单个抗原

蛋白。

123.如权利要求122所述的方法，其中所述MHCI肽表位包含抗原蛋白的重叠片段。

124.如权利要求117‑121中任一项所述的方法，其中所述多个独特肽表位由生物体的

基因组、生物体的转录组、生物体的蛋白质组、生物体中的肽或蛋白质产生。

125.如权利要求117‑121中任一项所述的方法，其中所述多个独特肽表位由两个基因

组之间的差异序列产生。

126.如权利要求117‑125中任一项所述的方法，其中所述pMHC多聚体中的每一个包括

独特标识符部分。

127.如权利要求126所述的方法，其中所述独特标识符部分是核酸。

128.一种包含多个加载肽的MHCI(pMHCI)多聚体的多肽文库，其中每个加载肽的pMHCI

多聚体包含两个或多个与多聚结构域偶联的pMHC  I单体。

129.一种分离MHC‑多聚体结合淋巴细胞的方法，其中所述方法包括：

(a)使多个淋巴细胞与pMHCI多聚体文库接触；和

(b)产生多个隔室，其中每个隔室包括与文库的pMHCI多聚体结合的淋巴细胞和捕获载

体。

130.根据权利要求129所述的方法，其中淋巴细胞是T细胞、B细胞或NK细胞。

131.一种鉴定与pMHC多聚体结合的淋巴细胞的方法，该方法包括：

(a)使多个淋巴细胞与pMHCI多聚体文库接触；

(b)将与文库的pMHCI多聚体结合的多个淋巴细胞中的一个淋巴细胞划分为单个隔室，

其中所述pMHCI多聚体包括独特标识符；和

(c)确定与所述隔室化淋巴细胞结合的pMHCI的独特标识符。
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可条码化可交换肽‑MHC多聚体文库

[0001] 相关申请

[0002] 本申请要求2020年3月31日提交的美国临时专利申请第63/003,177号的优先权，

其完整内容通过引用纳入本文。

背景技术

[0003] 鉴定单个T细胞识别的肽对于理解和治疗免疫相关疾病以及预防疾病的疫苗开发

非常重要。检测抗原反应性T细胞的技术利用了给定TCR与其肽‑MHC(pMHC)识别基序之间的

相互作用。制备可溶性MHC分子的能力允许制备可溶性肽‑MHC复合物，然后可将其制成多聚

复合物。在各种研究和临床情况下，使用多聚化pMHC分子检测T细胞已成为检测抗原特异性

T细胞的首选方法。

[0004] 自从Altman等人(Science  274:94‑961996)表明，加载肽的MHC  I类(pMHCI)分子

的四聚化为T细胞受体(TCR)‑pMHC相互作用提供了足够的稳定性，从而允许使用流式细胞

术检测荧光标记的MHC多聚体结合性T细胞以来，MHC多聚体已被用于检测抗原反应性T细

胞。然而，由于当MHC  I类分子不是与肽的复合物的一部分时，它们在很大程度上是不稳定

的，因此基于pMHCI的技术最初受到了繁琐的分子生产的限制，其中每个肽都需要单独的折

叠和纯化程序(Bakker等人，Curr.Opin.Imunol.17:428‑4332005)。

[0005] 最近，已经报道了具有共价连接肽的多种MHCI分子(例如，由Goldberg等人，

J.Cell.Mol.Med .15:1822‑1832,2011综述)。还开发了几种类型的pMHCI微阵列系统，但大

多数工作都集中在优化支持表面和修改结合和/或洗涤过程中应用的条件。这些系统的使

用也受到限制，因为与现有的基于细胞术的分析相比，检测极限差且再现性低。例如，这种

基于阵列的策略的一般限制是，给定T细胞存在追求给定阵列上显示的所有可能pMHCI相互

作用的倾向。因此，细胞制剂中抗原反应性T细胞的频率通常需要>0.1％，以实现稳健的读

取。

[0006] MHCI多聚体及其文库已使用生物素化肽‑MHCI单体制备，然后与链霉亲和素上的

生物素结合位点结合以形成四聚体(参见例如Leisner等人，PLoS  One  3(2):e16782008)。

为了创建MHC  I类文库，已经描述了寡核苷酸条码标签与链霉亲和素偶联的方法。然而，现

有的策略涉及复杂和/或昂贵的方法，这些方法限制了大型文库的简易生产。例如，在一种

方法中，在生物素化肽‑HLA单体的四聚化之前，必须通过重叠延伸PCR对单个链霉亲和素前

体进行单独条码化(Zhang等人，Nature  Biotech.2018；doi:10.1038.nbt.4282)。在另一种

方法中，链霉亲和素偶联的葡聚糖是一种昂贵的试剂，用于产生一种右旋体(dextramer)，

生物素化肽‑HLA单体和生物素化条码寡核苷酸通过链霉亲和素偶联到葡聚糖骨架与之复

合(Bentzen等人，Nature  Biotech.34:10:1037‑10452016)。

[0007] 与采用pMHCI四聚体的方法类似，可溶性MHC  II类分子也被用于制备pMHCII四聚

体，其已用于研究CD4+T辅助细胞的抗原特异性(综述于例如Nepom等人(2002)

Arthrit.Rheumat.46:5‑12；Vollers和Stern(2008)Immunol.123:305‑313；Cecconi等人

(2008)Cytometry  73A:1010‑1018)。通常为了制备pMHCII多聚体，可溶性生物素化MHCIIα/
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β二聚体被重组表达，然后通过其生物素结合位点与链霉亲和素或亲和素结合而四聚。链霉

亲和素或亲和素的荧光标记允许通过流式细胞术分离结合pMHCII多聚体的T细胞。关于

MHCII分子的抗原肽加载，在一种方法中，肽共价连接到MHCIIα/β二聚体上。一些小组已经

产生了加载有共价但可切割的“填充”肽的pMHCII，该肽可以在酸性条件下与感兴趣的肽交

换(Day等人，J  Clin  Invest.2003；112(6):831‑842)。

[0008] 在另一种方法中，制备“空”MHCIIα/β二聚体，然后加载可溶性MHCII结合肽(见例

如Novak等人(1999)J.Clin.Invest.104:63‑67；Nepom等人(2002)Arthrit.Rheumat.46:5‑

12；Macaubus等人(2006)J.Immunol.176:5069‑5077)。虽然这种方法允许MHCIIα/β二聚体

上加载肽的更大多样性，但重组表达稳定的“空”MHCIIα/β二聚体的能力是有限的，因此再

次阻碍了大规模pMHCII多聚体文库的制备。例如，已经报道了通过从大肠杆菌包涵体再折

叠或通过昆虫细胞或哺乳动物细胞表达产生“空”MHCIIα/β二聚体，但产率太低，无法支持

高通量方法(综述于Vollers和Stern(2008)Immunology  123:305–313)。

[0009] 因此，仍然需要产生肽‑MHC文库(包括条码文库)的高效且成本有效的方法，其可

用于多种方法，例如，筛选T细胞特异性以分析T细胞识别，例如，在全基因组水平，而不是仅

限于选择模型抗原的分析。

发明内容

[0010] 本公开提供了生产条码化加载肽的MHC(pMHC)多聚体(例如四聚体)的方法，包括

其文库。该方法使用有效的反应条件在短时间内提供pMHC多聚体的高蛋白产率，该反应条

件允许多聚体易于肽交换和条码标记，从而允许大型pMHC多聚体文库的高效制备。因此，本

文描述的组合物和方法适用于常规实验室研究以及大规模工业和临床应用，在pMHC多聚体

有用的所有情况下。在一个实施方式中，pMHC多聚体是pMHC  I类(pMHCI)多聚体，其可用于

分析CD8+T细胞抗原识别。在另一个实施方式中，pMHC多聚体是pMHC  II类(pMHCII)多聚体，

其可用于分析CD4+T细胞抗原识别。本发明的MHC多聚体包括MHC单体和多聚结构域之间的

共价连接，从而使得多聚结构域上的非共价结合位点易于用于条码标记。

[0011] 在一个方面，本发明提供了一种制备加载肽的MHC(pMHC)多聚体的方法，该多聚体

包括两个或多个加载肽的MHC(mMHC)单体，其中每个pMHC单体共价连接到多聚结构域。特别

地，pMHC单体通过不是生物素/链霉亲和素或生物素/亲和素相互作用的化学连接与多聚结

构域连接，该连接在有效的整体化学反应中实现。通过使用pMHC单体上的偶联部分和多聚

结构域实现这种化学连接，然后这些部分反应形成化学连接。然后，肽交换和寡核苷酸条码

标记可以很容易地在pMHC多聚体上进行，从而实现高效的大规模pMHC文库生产。

[0012] 因此，在一个方面，本公开提供了一种生产主要组织相容性复合物(MHC)多聚体的

方法，该方法包括：

[0013] (a)提供两个或多个MHC单体，其中每个单体包括偶联部分；

[0014] (b)提供多聚结构域，其中所述多聚结构域的每个亚基包括偶联部分；

[0015] (c)在足以使MHC单体和多聚结构域共价偶联的条件下，将MHC单体和多聚化结构

域组合以产生MHC多聚体。

[0016] 在一个实施方式中，MHC单体是MHC  I类单体。在一个实施方式中，MHC单体是MHC 

II类单体。在某些实施方式中，MHC单体在与多聚结构域结合之前加载有占位符肽
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(placerholder  peptide)。

[0017] 在一个实施方式中，所述多聚结构域包括非共价结合位点，其中所述方法进一步

包括用寡核苷酸条码标记所述MHC多聚体，所述寡核苷酸条码结合所述多聚结构域的非共

价结合位点。

[0018] 在一个实施方式中，多聚体是四聚体。在一个实施方式中，多聚结构域是链霉亲和

素。在一个实施方式中，多聚结构域是链霉亲和素，寡核苷酸条码结合链霉亲和素的生物素

结合位点。

[0019] 关于MHC单体和多聚结构域之间的共价连接，在一个实施方式中，每个MHC单体的

偶联部分包括X，而多聚结构域的每个亚基的偶联部分包括Y，其中

[0020] (i)X是末端炔烃，Y是叠氮化物；

[0021] (ii)X是叠氮化物，Y是末端炔烃；

[0022] (iii)X是应变炔烃，Y是叠氮化物；

[0023] (iv)X是叠氮化物，Y是应变炔烃；

[0024] (v)X是二烯，Y是亲二烯；

[0025] (vi)X是亲二烯，Y是二烯；

[0026] (vii)X是硫醇，Y是烯烃；或

[0027] (viii)X是烯烃，Y是硫醇。

[0028] 在一个实施方式中，叠氮化物是铜螯合叠氮化物。在一个实施方式中，铜螯合叠氮

化物是吡啶甲基叠氮化物。

[0029] 在一个实施方式中，每个MHC单体的偶联部分和多聚结构域的每个亚基的偶联部

分包括分选标签(sortag)基序。

[0030] 在一个实施方式中，每个MHC单体的偶联部分和多聚结构域的每个亚基的偶联部

分包括内含蛋白序列。

[0031] 在一个实施方式中，该方法还包括将占位符肽与结合MHC单体的拯救肽表位交换。

[0032] 在另一方面，本发明涉及一种条码标记的MHC多聚体，包括：

[0033] (a)两个或多个MHC单体；

[0034] (b)多聚结构域，其包含两个或多个亚基并具有至少一个非共价结合位点；和

[0035] (c)寡核苷酸条码；

[0036] 其中每个MHC单体通过共价连接与多聚结构域的亚基结合；和

[0037] 其中所述寡核苷酸条码通过与所述多聚结构域上的所述非共价结合位点的非共

价键合而与所述多聚结构域结合。

[0038] 在一个实施方式中，MHC多聚体还包括加载到多聚体的每个MHC单体上的MHC结合

肽。在一个实施方式中，MHC单体是MHC  I类单体。在一个实施方式中，MHC单体是MHC  II类单

体。

[0039] 在一个实施方式中，MHC多聚体是四聚体。在一个实施方式中，多聚结构域是链霉

亲和素。在一个实施方式中，寡核苷酸条码与链霉亲和素上的生物素结合位点非共价结合。

[0040] 在MHC多聚体的一个实施方式中，每个MHC单体包括偶联部分X，并且多聚结构域的

每个亚基包括偶联部分Y，其中

[0041] (i)X是末端炔烃，Y是叠氮化物；
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[0042] (ii)X是叠氮化物，Y是末端炔烃；

[0043] (iii)X是应变炔烃，Y是叠氮化物；

[0044] (iv)X是叠氮化物，Y是应变炔烃；

[0045] (v)X是二烯，Y是亲二烯；

[0046] (vi)X是亲二烯，Y是二烯；

[0047] (vii)X是硫醇，Y是烯烃；或

[0048] (viii)X是烯烃，Y是硫醇。

[0049] 在一个实施方式中，叠氮化物是铜螯合叠氮化物。在一个实施方式中，铜螯合叠氮

化物是吡啶甲基叠氮化物。

[0050] 在MHC多聚体的一个实施方式中，每个MHC单体和多聚结构域的每个亚基包括偶联

部分，其中每个偶联部分包括分选标签基序。

[0051] 在MHC多聚体的一个实施方式中，每个MHC单体和多聚结构域的每个亚基包括偶联

部分，其中每个偶联部分包括内含蛋白序列。

[0052] 在另一方面，本公开涉及制备MHC  I类多聚体的方法。在一个实施方式中，提供了

一种生产pMHCI多聚体的方法，该方法包括：(a)提供两个或多个加载有占位符肽的MHCI(p*

MHCI)单体，每个单体包含(i)MHCI重链多肽或其功能片段，(ii)β2‑微球蛋白多肽或功能片

段，(iii)偶联部分和(iv)结合在每个MHCI单体的肽结合沟中的占位符肽；(b)提供多聚结

构域，其中所述多聚结构域的每个亚基包括偶联部分；(c)在足以使所述两个或多个p*MHCI

单体与所述多聚结构域共价偶联的条件下，将所述p*MHC  I单体和所述多聚结构域组合以

产生p*MHCI多聚体；和(d)用拯救肽表位替换p*MHCI多聚体中每个p*MHC  I单体的肽结合沟

中结合的占位符肽，以产生pMHCI多聚体。该方法还可以包括通过使多聚体与条码寡核苷酸

反应，用寡核苷酸条码标记pMHCI多聚体，所述条码寡核苷酸包含结合pMHCI多聚体的结合

部分，例如结合pMHCl多聚体的多聚结构域。

[0053] 在另一方面，提供了一种生产条码化肽pMHCI多聚体的方法，该方法包括：

[0054] (a)提供两个或多个加载占位符肽的MHCI(p*MHCI)单体，每个单体包含(i)MHCI重

链多肽或其功能片段，(ii)β2‑微球蛋白多肽或其功能片段，(iii)偶联部分，和(iv)结合在

每个MHCI单体的肽结合沟中的占位符肽；

[0055] (b)提供多聚结构域，其中所述多聚结构域的每个亚基包括偶联部分，并且所述多

聚结构域包括至少一个非共价结合位点；

[0056] (c)在足以使所述两个或多个p*MHCI单体与所述多聚结构域共价偶联的条件下，

将所述p*MHCl单体和所述多聚结构域组合以产生p*MHCI多聚体；

[0057] (d)用拯救肽表位替换结合在p*MHCI多聚体中的每个p*MHC  I单体的肽结合沟中

的占位符肽，以产生pMHCI多聚体；和

[0058] (e)将寡核苷酸条码结合到多聚结构域上的非共价结合位点。

[0059] 在另一个方面，提供了一种生产pMHCI多聚体的方法，该方法包括：

[0060] (a)提供两个或多个加载占位符肽的MHCI(p*MHCI)单体，其各自包含(i)MHCI重链

多肽或其功能片段，(ii)β2‑微球蛋白多肽或其功能片段，(iii)位于(i)或(ii)C末端处的

包含偶联部分的肽接头，和(iv)结合在每个MHCI单体的肽结合沟中的占位符肽；

[0061] (b)提供多聚结构域，其在所述多聚结构域的每个亚基C末端处包含肽接头，所述
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肽接头包含偶联部分；

[0062] (c)在足以使所述两个或多个p*MHCI单体与所述多聚结构域共价偶联的条件下，

将所述p*MHCl单体和所述多聚结构域组合以产生p*MHCI多聚体；和

[0063] (d)用拯救肽表位替换结合在p*MHCI多聚体中的每个p*MHC  I单体的肽结合沟中

的占位符肽，以产生pMHCI多聚体。

[0064] 任何合适的p*MHC单体均可用于本文所述的方法中。在一个实施方式中，p*MHC单

体来源于脊椎动物。在另一个实施方式中，p*MHCI单体包括人MHCI重链多肽或其功能片段，

以及人β2‑微球蛋白多肽或其功能片段。在另一个实施方式中，其每个p*MHCI单体是HLA‑A、

HLA‑B或HLA‑C。在另一个实施方式中，每个p*MHCI单体是HLA‑A。在另一个实施方式中，每个

p*MHCI单体是可溶的。

[0065] 在另一个实施方式中，每个p*MHCI单体的MHCI重链多肽或其功能片段包含MHCIα1

结构域。在另一个实施方式中，每个p*MHCI单体的MHCI重链多肽或其功能片段包含MHCIα1/

α2异二聚体。在另一个实施方式中，每个p*MHCI单体的MHCI重链多肽或其功能片段包含

MHCIα1、α2和α3结构域。在另一个实施方式中，每个p*MHCI单体的MHCI重链多肽或其功能片

段包含与SEQ  ID  NO:28‑159所示的任何氨基酸序列至少80％、85％、90％、95％或99％相同

的α结构域。

[0066] 在另一个实施方式中，每个p*MHCI单体包括β2‑微球蛋白结构域。在一个实施方式

中，每个p*MHCI单体的β2‑微球蛋白多肽是野生型人β2‑微球蛋白。在另一个实施方式中，β

2‑微球蛋白多肽包含与人β2‑微球蛋白的氨基酸序列(如SEQ  ID  NO:2或160中所示的氨基

酸序列)至少80％、85％、90％、95％或99％相同的氨基酸序列。

[0067] 在另一个实施方式中，每个p*MHC单体是融合蛋白。例如，在一个实施方式中，每个

p*MHC单体是包含MHCI重链或其功能片段和β2‑微球蛋白或其功能性片段的融合蛋白。在另

一个实施方式中，p*MHC融合蛋白包括MHCI重链或其功能片段与β2‑微球蛋白多肽或其功能

性片段之间的肽接头。

[0068] 任何合适的占位符肽均可用于本文所述的方法中。在一个实施方式中，占位符肽

是促进MHCI多肽折叠的肽或肽样化合物。在一个实施方式中，占位符肽是1、2、3、4、5、6、7、

8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、

34或35个氨基酸。在另一个实施方式中，占位符肽是2至25个氨基酸。在另一个实施方式中，

占位符肽是8至11个氨基酸。在另一个实施方式中，占位符肽是9个氨基酸。在另一个实施方

式中，占位符肽是10个氨基酸。在另一个实施方式中，占位符肽包括GILGFVFJL(SEQ  ID  NO:

7)。在另一个实施方式中，占位符肽由GILGFVFJL(SEQ  ID  NO:7)组成。在其他实施方式中，

占位符肽具有SEQ  ID  NO:8‑27或271‑279中任一所示的序列。

[0069] 在另一个实施方式中，与交换肽表位相比，占位符肽对MHCI肽结合沟的亲和力更

低，并且其中步骤(d)包括在竞争测试中使p*MHCI单体与过量肽表位接触。在另一个实施方

式中，占位符肽的KD比交换肽表位低约4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍、11倍、12倍、13倍、

14倍或15倍。在另一个实施方式中，占位符肽的KD比交换肽表位低约10倍。在另一个实施方

式中，占位符肽比交换肽表位对MHCI结合沟具有更高的亲和力。

[0070] 在另一个实施方式中，占位符肽在约30‑37℃的温度下是不稳定的，且步骤(d)包

括在肽表位存在下将p*MHCI单体暴露于约30‑37℃(例如，30℃、31℃、32℃、33℃、34℃、35
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℃、36℃、或37℃)的温度下。在另一个实施方式中，占位符肽在约pH  2 .0‑5 .5(例如，pH 

2.0、2.1、2.2、2.3、2.4、2.5、2.6、2.7、2.8、2.9、3.0、3.1、3.2、3.3、3.4、3.5、3.6、3.7、3.8、

3.9、4.0、4.1、4.2、4.3、4.4、4.5、4.6、4.7、4.8、4.9、5.0、5.1、5.2、5.3、5.4或5.5)的酸性pH

下不稳定。在另一个实施方式中，在肽表位存在下，p*MHCI单体暴露于约pH  2.0‑5.5(例如，

pH  2.0、2.1、2.2、2.3、2.4、2.5、2.6、2.7、2.8、2.9、3.0、3.1、3.2、3.3、3.4、3.5、3.6、3.7、

3.8、3.9、4.0、4.1、4.2、4.3、4.4、4.5、4.6、4.7、4.8、4.9、5.0、5.1、5.2、5.3、5.4或5.5)的

pH。在另一个实施方式中，占位符肽在约pH  2.0‑5.5(例如，pH  2.0、2.1、2.2、2.3、2.4、2.5、

2.6、2.7、2.8、2.9、3.0、3.1、3.2、3.3、3.4、3.5、3.6、3.7、3.8、3.9、4.0、4.1、4.2、4.3、4.4、

4.5、4.6、4.7、4.8、4.9、5.0、5.1、5.2、5.3、5.4或5.5)的酸性pH下不稳定，且步骤(d)包括在

肽表位存在下将p*MHCI单体暴露于约pH  2.0‑5.5(例如，pH  2.0、2.1、2.2、2.3、2.4、2.5、

2.6、2.7、2.8、2.9、3.0、3.1、3.2、3.3、3.4、3.5、3.6、3.7、3.8、3.9、4.0、4.1、4.2、4.3、4.4、

4.5、4.6、4.7、4.8、4.9、5.0、5.1、5.2、5.3、5.4或5.5)的pH。

[0071] 在另一个实施方式中，占位符肽在约pH  9‑11(例如，9、9.1、9.2、9.3、9.4、9.5、

9.6、9.7、9.8、9.9、10、10.1、10.2、10.3、10.4、10.5、10.6、10.7、10.8、10.9或11)的碱性pH

下不稳定。在另一实施方式中，所述占位符肽在约pH  9‑11(例如，9、9.1、9.2、9.3、9.4、9.5、

9.6、9.7、9.8、9.9、10、10.1、10.2、10.3、10.4、10.5、10.6、10.7、10.8、10.9或11)之间的碱

性pH下是不稳定的，并且所述p*MHCI单体在肽表位存在下暴露于约pH  9‑11(例如9、9.1，

9.2、9.2，9.3，9.4，9.5，9.6，9.7，9.8，10，10.1，10.2，10.3，10.4，10.5，10.6，10.7，10.8，

10.9或10)之间的pH。在另一实施方式中，所述占位符肽在约pH  9‑11(例如，9、9.1、9.2、

9.3、9.4、9.5、9.6、9.7、9.8、9.9、10、10.1、10.2、10.3、10.4、10.5、10.6、10.7、10.8、10.9或

11)之间的碱性pH下是不稳定的，并且步骤(d)包括使p*MHCI单体在肽表位存在下暴露于约

pH  9‑11(例如9、9.1，9.2、9.2，9.3，9.4，9.5，9.6，9.7，9.8，10，10.1，10.2，10.3，10.4，

10.5，10.6，10.7，10.8，10.9或10)之间的pH。

[0072] 在一些实施方式中，占位符肽包括GILGFVFJL(SEQ  ID  NO:7)。在一些实施方式中，

占位符肽由GILGFVFJL(SEQ  ID  NO:7)组成。在其他实施方式中，占位符肽具有SEQ  ID  NO:

8‑27或271‑279中任一所示的序列。

[0073] 在一个实施方式中，占位符肽包括可切割部分。在一个实施方式中，该方法包括在

足以切割占位符肽的条件下使p*MHCI单体与肽表位接触。可使用任何合适的可切割部分。

在一个实施方式中，可切割部分是可光切割氨基酸，并且该方法(例如，步骤(d))包括在足

以诱导占位符肽中的可光切割部分切割和肽表位与MHCI单体结合的条件下将p*MHCI单体

暴露于UV光。在一个实施方式中，可光切割氨基酸包括(2‑硝基)苯基侧链。在另一个实施方

式中，可光切割氨基酸包括3‑氨基‑3‑(2‑硝基苯基)丙酸。在另一个实施方式中，可光切割

氨基酸是(2‑硝基)苯基甘氨酸。

[0074] 在其它实施方式中，可光切割的占位符肽和与其结合的对应MHC分子选自：A*02:

01,KILGFVFJV(SEQ  ID  NO:15)或GILGFVFJL(SEQ  ID  NO:7) ,A*01:01,STAPGJLEY(SEQ  ID 

NO:16)；A*02:03,SVRDJLARL(SEQ  ID  NO:271)；A*02:06,LTAJFLIFL(SEQ  ID  NO:272)；A*

02:07 ,LLDSDJERL(SEQ  ID  NO:273)；A*02:11 ,KMDIJVPLL(SEQ  ID  NO:274)；A*03:01 ,

RIYRJGATR(SEQ  ID  NO:17)；A*11:01,RVFAJSFIK(SEQ  ID  NO:18)；A*24:02,VYGJVRACL(SEQ 

ID  NO:11)；A*33:03,FYVJGAANR(SEQ  ID  NO:275)；B*07:02,AARGJTLAM(SEQ  ID  NO:14)；B*
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15:02 ,ILGPPGJVY(SEQ  ID  NO:276)；B*35:01 ,KPIVVLJGY(SEQ  ID  NO:19)；B*44:05 ,

EEFGAAJSF(SEQ  ID  NO:277)；B*46:01,KMKEIAJAY(SEQ  ID  NO:278)；B*55:02,KPWDJIPMV

(SEQ  ID  NO:279)；C*03:04,FVYGJSKTSL(SEQ  ID  NO:20) ,B*08:01,FLRGRAJGL(SEQ  ID  NO:

21)；C*07:02,VRIJHLYIL(SEQ  ID  NO:22)；C*04:01,QYDJAVYKL(SEQ  ID  NO:23)；B*15:01,

ILGPJGSVY(SEQ  ID  NO:24)；B*40:01,TEADVQJWL(SEQ  ID  NO:25)；B*58:01,ISARGQJLF(SEQ 

ID  NO:26)；和C*08:01 ,KAAJDLSHFL(SEQ  ID  NO:27)，其中J是3‑氨基‑3‑(2‑硝基苯基)丙

酸。

[0075] 在另一个实施方式中，可切割部分是包含化学选择性部分的氨基酸。在另一个实

施方式中，该方法(例如，步骤(d))包括在足以切割化学选择性部分的条件下使p*MHCI单体

与肽表位接触。在另一个实施方式中，化学选择性部分是连二亚硫酸钠敏感的偶氮苯接头。

在另一个实施方式中，该方法(例如，步骤(d))包括在连二亚硫酸钠存在下使p*MHCI单体与

肽表位接触。

[0076] 在另一个实施方式中，可切割部分是高碘酸盐敏感氨基酸。在另一个实施方式中，

该方法(例如，步骤(d))包括在高碘酸盐存在下，在足以切割占位符肽的条件下，使p*MHCI

单体与肽表位接触。在另一个实施方式中，高碘酸盐敏感氨基酸包括邻二醇部分。在另一个

实施方式中，高碘酸盐敏感氨基酸包括邻氨基醇部分。在另一个实施方式中，高碘酸盐敏感

氨基酸是α,γ‑二氨基‑β‑羟基丁酸(DAHB)。

[0077] 在另一个实施方式中，可切割部分是蛋白酶识别部分。在一个实施方式中，蛋白酶

是氨基肽酶。在另一个实施方式中，蛋白酶是甲硫氨酸氨基肽酶。在另一些实施方式中，蛋

白酶选自FXa、凝血酶、TEV、HRV3C和弗林蛋白酶。

[0078] 在一个实施方式中，占位符肽是二肽。在另一个实施方式中，二肽结合到MHCI结合

沟的F口袋。在另一个实施方式中，二肽的第二氨基酸是疏水性的。在另一个实施方式中，二

肽选自甘氨酰‑亮氨酸(GL)、甘氨酰‑缬氨酸(GV)、甘氨酰‑甲硫氨酸(GM)、甘氨酰‑环己基丙

氨酸(GCha)、甘氨酸‑高亮氨酸(GHle)和甘氨酰‑苯丙氨酸(GF)。

[0079] 可以使用任何合适的多聚结构域。在一个实施方式中，多聚结构域的每个亚基包

括偶联部分。在另一个实施方式中，多聚结构域在多聚结构域的每个亚基的N末端处包含肽

接头，该肽接头包含偶联部分。在另一个实施方式中，多聚结构域在多聚结构域的每个亚基

的C末端处包含肽接头，该肽接头包含偶联部分。在一个实施方式中，多聚结构域是二聚体、

四聚体、六聚体、八聚体、十聚体或十二聚体。在另一个实施方式中，多聚结构域是同多聚

体。在另一个实施方式中，多聚结构域是异多聚体。在另一个实施方式中，多聚结构域包括

链霉亲和素或其衍生物。在另一个实施方式中，多聚结构域是链霉亲和素或其衍生物的四

聚体。在另一个实施方式中，多聚结构域包括 或

[0080] 在一个实施方式中，偶联部分连接到每个p*MHCI单体的MHCI重链α1结构域的C末

端。在另一个实施方式中，多聚结构域与MHCIα1结构域的C末端共价偶联。在另一个实施方

式中，偶联部分连接到每个p*MHCI单体的MHCI重链α2结构域的C末端。在另一个实施方式

中，多聚结构域与MHCIα2结构域的C末端共价偶联。在另一个实施方式中，偶联部分连接到

每个p*MHCI单体的MHCI重链α3结构域的C末端。在另一个实施方式中，多聚结构域与MHCIα3

结构域的C末端共价偶联。在另一个实施方式中，偶联部分连接到每个p*MHCI单体的每个p*

MHC单体的β2‑微球蛋白的C末端。在另一个实施方式中，多聚结构域共价偶联到每个p*MHC
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单体的β2‑微球蛋白的C末端。在另一个实施方式中，每个p*MHCI单体与多聚结构域的共价

偶联由半胱氨酸转肽酶(例如分选酶或其酶活性片段)介导。

[0081] 在另一个实施方式中，两个或多个p*MHC单体与多聚结构域化学偶联。在另一个实

施方式中，化学偶联由半胱氨酸生物偶联介导。在另一个实施方式中，化学偶联由天然化学

偶联介导。在另一个实施方式中，化学偶联由点击化学介导。

[0082] 在另一个实施方式中，每个p*MHCI单体的偶联部分包括X，并且多聚结构域的每个

亚基的偶联部分包括Y。例如，在一个实施方式中，X是末端炔烃，Y是叠氮化物。在另一个实

施方式中，X是叠氮化物，Y是末端炔烃。在另一个实施方式中，X是应变炔烃，Y是叠氮化物。

在另一个实施方式中，X是叠氮化物，Y是应变炔烃。在某些实施方式中，叠氮化物是铜螯合

叠氮化物。在一个实施方式中，铜螯合叠氮化物是吡啶甲基叠氮化物。在另一个实施方式

中，X是二烯，Y是亲二烯。在另一个实施方式中，X是二烯，Y是亲二烯。在另一个实施方式中，

X是硫醇，Y是烯烃。在另一个实施方式中，X是烯烃，Y是硫醇。

[0083] 在另一个实施方式中，每个p*MHC结构域的偶联部分包括连接到C末端的肽接头，

并且多聚化结构域的每个亚基的偶联部包括连接到多聚结构域的每个亚基的C末端的肽接

头。在另一个实施方式中，每个p*MHC单体的C末端的肽接头包括(G)n‑X，其中n至少为2，X是

适合化学偶联的部分，并且多聚结构域的每个亚基的C末端的肽接头包含(G)n‑Y，其中n为

至少2，Y是适合于与每个p*MHC单体的X部分化学偶联的部分。

[0084] 在另一个实施方式中，每个p*MHCI单体的偶联部分包括C末端分选标签(sortag)，

并且多聚结构域的每个亚基的偶联部分包含N末端分选标签。在另一个实施方式中，每个p*

MHCI单体的偶联部分包括N末端分选标签(sortag)，并且多聚结构域的每个亚基的偶联部

分包含C末端分选标签。在另一个实施方式中，该方法(例如，上述制备MHC多聚体的方法的

步骤(c))包括向p*MHC  I单体和多聚结构域的混合物中添加分选酶，并催化每个p*MHC单体

和多聚结构域之间肽键的形成，以产生p*MHC‑多聚体。

[0085] 在另一个实施方式中，两个或多个p*MHCI单体(例如，在上述制备MHC多聚体的方

法的步骤(a)中)是通过在包含适合于化学偶联的部分的肽接头存在下，使包含C末端分选

标签的p*MHC  I单体与分选酶或其酶活性片段接触而产生的，其中分选酶或其酶活性片段

介导肽接头与p*MHC单体的偶联；多聚结构域(例如，在上述方法中的步骤(b)中)是通过在

包含适合于化学偶联的部分的肽接头的存在下使包含N末端分选标签的多聚结构域与分选

酶接触而产生的，其中所述分选酶或其酶活性片段介导肽接头与多聚结构域的每个亚基的

N末端的偶联；和步骤(c)包括在两个或多个p*MHC单体的C末端的肽接头和多聚结构域的每

个亚基的N末端的肽接头之间化学偶联，以产生p*MHC‑多聚体。

[0086] 在一个实施方式中，每个p*MHC单体的C末端的肽接头包括(G)n‑X，其中n至少为2，

X是适合点击化学偶联的部分，并且多聚结构域的每个亚基的N末端的肽接头包含Y‑(G)n，

其中n为至少2，Y是适合于与每个p*MHC单体的X部分点击化学偶联的部分。在另一个实施方

式中，X是末端炔，Y是叠氮化物。在另一个实施方式中，X是叠氮化物，Y是末端炔烃。在另一

个实施方式中，X是应变炔烃，Y是叠氮化物。在另一个实施方式中，X是叠氮化物，Y是应变炔

烃。在某些实施方式中，叠氮化物是铜螯合叠氮化物。在一个实施方式中，铜螯合叠氮化物

是吡啶甲基叠氮化物。在另一个实施方式中，X是二烯，Y是亲二烯。在另一个实施方式中，X

是二烯，Y是亲二烯。在另一个实施方式中，X是硫醇，Y是烯烃。在另一个实施方式中，X是烯
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烃，Y是硫醇。

[0087] 在一个实施方式中，分选酶或其酶活性片段是Ca2+依赖性的。在另一个实施方式

中，分选酶或其酶活性片段是Ca2+非依赖性的。在另一个实施方式中，分选酶或其酶活性片

段是野生型分选酶的可溶性片段。在另一个实施方式中，分选酶或其酶活性片段是金黄色

葡萄球菌(S.aureus)分选酶A的变体或同源物。在另一个实施方式中，分选酶或其酶活性片

段是修饰的分选酶A。在另一个实施方式中，分选酶或其酶活性片段是SrtAstaph突变体。在

另一个实施方式中，SrtStaph突变体选自F40、SrtAstaph五突变体、2A‑9和4S‑9。

[0088] 在一个实施方式中，每个p*MHCI单体与多聚结构域的共价偶联是由内含蛋白介导

的。在一个实施方式中，所述内含蛋白选自MxeGyrA、SspDnaE、NpuDnaE、AvaDnaE，Cfa(共有

DnaE裂解内含蛋白)、gp41‑1、gp41‑8和NrdJ‑1。在另一个实施方式中，内含蛋白是裂解内含

蛋白对。在另一个实施方式中，每个p*MHCI单体通过内含蛋白肽标签与多聚结构域偶联。在

另一个实施方式中，每个p*MHCI单体在C末端包括N‑内含蛋白片段，并且多聚结构域的每个

亚基在N末端包括Npu‑C‑内含蛋白片段。

[0089] 在一个实施方式中，拯救肽表位包括标识符。在一个实施方式中，标识符是核酸标

识符。在一个实施方式中，标识符是核酸标识符。在另一个实施方式中，核酸标识符编码肽。

在另一个实施方式中，核酸标识符的长度为25个核苷酸至500个核苷酸。在另一个实施方式

中，核酸标识符的长度为80个核苷酸至120个核苷酸。

[0090] 在一个方面，本发明提供了一种生产多种pMHCI多聚体文库的方法及其生产方法，

包括高通量方法。在一些实施方式中，pMHC多聚体进一步包含核酸标识符，允许如本文他处

所述方便地检测和量化结合。

[0091] 在一个实施方式中，提供了一种产生包含加载多种肽表位的MHCI(pMHCI)多聚体

的文库的方法，该方法包括：

[0092] (a)提供多个加载占位符肽的MHCI(p*MHCI)单体，每个单体包含(i)MHCI重链多肽

或其功能片段，(ii)β2‑微球蛋白多肽或其功能片段，(iii)偶联部分，和(iv)结合在每个

MHCI单体的肽结合沟中的占位符肽；

[0093] (b)提供多个多聚结构域，其中所述多聚结构域的每个亚基包括偶联部分；

[0094] (c)在足以使所述两个或多个p*MHCI单体与多聚结构域共价偶联的条件下，将所

述p*MHCl单体和所述多聚结构域组合以产生p*MHC  I多聚体；和

[0095] (d)用包含多个独特MHCI肽表位的肽文库替换多个p*MHCI多聚体中的占位符肽，

以产生多个加载肽的MHCI(pMHCI)多聚体。

[0096] 在另一方面，提供了一种产生包含多种条码化且加载肽的主要组织相容性复合物

I类(pMHCI)多聚体的文库的方法，该方法包括：

[0097] (a)提供多个加载占位符肽的MHCI(p*MHCI)单体，每个单体包含(i)MHCI重链多肽

或其功能片段，(ii)β2‑微球蛋白多肽或其功能片段，(iii)偶联部分，和(iv)结合在每个

MHCI单体的肽结合沟中的占位符肽；

[0098] (b)提供多个多聚结构域，其中所述多聚结构域的每个亚基包括偶联部分，并且所

述多聚结构域包括至少一个非共价结合位点；

[0099] (c)在足以使所述两个或多个p*MHCI单体与多聚结构域共价偶联的条件下，将所

述多个p*MHCI单体和多个多聚结构域组合以产生多个p*MHCI多聚体；
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[0100] (d)用多个独特拯救肽表位替换结合在p*MHCI多聚体的肽结合沟中的占位符肽，

以产生多个pMHCI多聚体；和

[0101] (e)将寡核苷酸条码结合到多聚结构域上的非共价结合位点。

[0102] 在另一方面，提供了一种产生包含多种条码化且加载肽的主要组织相容性复合物

I类(pMHCI)多聚体的文库的方法，该方法包括：

[0103] (a)提供多个加载占位符肽的MHCI(p*MHCI)单体，其各自包含(i)MHCI重链多肽或

其功能片段，(ii)β2‑微球蛋白多肽或其功能片段，(iii)位于(i)或(ii)C末端处的包含偶

联部分的肽接头，和(iv)结合在每个MHCI单体的肽结合沟中的占位符肽；

[0104] (b)提供多个多聚结构域，其在多聚结构域的每个亚基C末端处包含肽接头，所述

肽接头包含偶联部分；

[0105] (c)在足以使所述两个或多个p*MHCI单体与多聚结构域共价偶联的条件下，将所

述多个p*MHCI单体和多个多聚结构域组合以产生多个p*MHCI多聚体；和

[0106] (d)用多个独特拯救肽表位替换结合在p*MHCI多聚体的肽结合沟中的占位符肽，

以产生多个pMHCI多聚体；和

[0107] (e)将寡核苷酸条码结合到多聚结构域上的非共价结合位点。

[0108] 在另一方面，本公开提供了一种加载肽的MHC  I类(pMHC)多聚体文库，其中文库中

的每个pMHC多聚体包括两个或多个加载独特肽表位的pMHC单体，并且其中每个pMHC单体共

价连接到多聚结构域的亚基。

[0109] 在一个实施方式中，MHCI肽表位文库是高多样性肽文库。在另一个实施方式中，肽

文库包含约103至1020个不同的MHC  I肽表位。在另一个实施方式中，肽文库包含约103、约

104、约105、约106、约107、约108、约109、约1010、约1011、约1012、约1013、约1014、约1015、约1016、

约1017、约1018、约1019、约1020或更多不同的MHCI肽表位。

[0110] 在一个实施方式中，MHCI肽表位衍生自单个抗原蛋白。在另一个实施方式中，MHCI

肽表位包括抗原蛋白的重叠片段。在另一个实施方式中，多个独特的肽表位由生物体的基

因组、生物体的转录组、生物体的蛋白质组或生物体的肽或蛋白质产生。在另一个实施方式

中，多个独特的肽表位由两个基因组之间的差异序列产生。在另一个实施方式中，MHC肽表

位可以是感兴趣的特定肽表位的改变的肽配体(APL)。

[0111] 在另一个实施方式中，每个pMHC多聚体包括独特标识符部分。在一个实施方式中，

独特标识符部分是核酸。

[0112] 在另一方面，提供了包含多个加载肽的MHCI(pMHCI)多聚体的多肽文库，其中每个

加载肽的pMHCI多聚体包含两个或多个与多聚结构域偶联的pMHCl单体。

[0113] 在另一方面，提供了一种分离MHC‑多聚体结合淋巴细胞的方法，其中所述方法包

括：

[0114] (a)使多个淋巴细胞与pMHCI多聚体文库接触；和

[0115] (b)产生多个隔室，其中每个隔室包括与文库的pMHCI多聚体结合的淋巴细胞和捕

获载体。在一个实施方式中，淋巴细胞是T细胞、B细胞或NK细胞。

[0116] 在另一个实施方式中，提供了一种鉴定与pMHC多聚体结合的淋巴细胞的方法，该

方法包括：

[0117] (a)使多个淋巴细胞与pMHCI多聚体文库接触；
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[0118] (b)将与文库的pMHCI多聚体结合的多个淋巴细胞中的一个淋巴细胞划分为单个

隔室，其中所述pMHCI多聚体包括独特标识符；和

[0119] (c)确定与所述隔室化淋巴细胞结合的pMHCI的独特标识符。

[0120] 为了更好地理解本发明的本质和优势，参考以下与附图结合的详细说明。本发明

能够在不偏离本发明的情况下进行各个方面的修改。因此，这些实施方式的附图和描述不

是限制性的。

[0121] 附图简要说明

[0122] 所附权利要求书中具体说明了本发明的新特征。可参考以下详述更好地理解本发

明的特征和优点，这些详述阐述了利用本发明原理的说明性实施方式和附图，其中：

[0123] 图1例举了各种点击化学处理和反应。

[0124] 图2说明了各种肽交换方法。

[0125] 图3A‑3E显示了偶联反应的SDS‑PAGE或Western印迹分析。草图描绘了与一个、两

个、三个或四个HLA分子相连的SAv四聚体。箭头表示不需要的副产品。图3A：SAv‑偶联反应

的抗His‑Western印迹分析。表中显示了每条泳道的描述。基于与参考SA蛋白的比较，反应

程度约为94‑97％。图3B：HLA‑A2‑DBCO‑SAv‑Az的SDS‑PAGE图像。泳道1：SeeBlue  Plus蛋白

质标准品，泳道2：SA‑Az(未煮沸),泳道3:SA‑Az(煮沸) ,泳道4:HLA‑A2‑DBCO‑SAv‑Az(未煮

沸，未还原),泳道5:HLA‑A2‑DBCO‑SAv‑Az(煮沸，还原)。图3C：HLA‑A2‑Az‑SAv‑DBCO的SDS‑

PAGE图像。泳道1：SeeBlue  Plus蛋白质标准品，泳道2：HLA‑A2‑Az(未煮沸),泳道3:HLA‑A2‑

Az‑SAv‑DBCO,(未煮沸),泳道4‑7:HLA‑A2‑Az‑SAv‑DBCO反应(未煮沸)。图3D：HLA‑A2‑Alk‑

SAv‑Az的SDS‑PAGE图像。泳道1：SeeBlue  Plus蛋白质标准品，泳道3：HLA‑A2‑Alk‑SAv‑Az

(未煮沸，未还原),泳道5:HLA‑A2‑烯烃‑SAv‑Az(煮沸，还原)。图3E:偶联四聚体形式的HLA‑

A*01:01、HLA‑A*03:01和HLA‑A*24:02的SDS‑PAGE图像。样品为未煮沸/未还原(NB/NR)或煮

沸/还原(煮沸/R)。

[0126] 图4.HLA‑A2‑N‑内含蛋白/β2m/肽复合物与SAv‑C‑内含蛋白之间的内含蛋白剪接

反应的SDS‑PAGE分析。

[0127] 图5A和5B示出了通过差示扫描荧光法监测的UV交换。图5A显示了实施例1中产生

的含有占位符GILGFVFJL肽(SEQ  ID  NO:7)的HLA‑A*02:01‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体，或在过

量NLVPMVATV肽(SEQ  ID  NO:8)存在下进行UV交换后的差示扫描荧光分析(DSF)，显示了20

℃的稳定性增加，表明交换成更高亲和力的肽。图5B是HLA‑A*02生物素介导的四聚体的

DSF，其通过在单体上进行UV交换，然后进行四聚，或通过在四聚体本身上进行UV交换而产

生，并证实了多聚体状态对UV交换的效率没有影响，并且本发明的多聚体具有与工业标准

pMHC相同的稳定性。

[0128] 图6A‑6F描绘了在生物素化HLA‑A*02单体和四聚体上进行肽交换后的流式细胞分

析。用NLVPMVGTV肽(SEQ  ID  NO:9)扩增的供体PBMC用以下染色：仅抗CD8‑BV785和抗‑Flag‑

APC二抗(图6A)，加载占位符肽GILGFVFJL(SEQ  ID  NO:7)的50nM  HLA‑A*02生物素介导的四

聚体(图6B)，与NLVPMVATV肽(SEQ  ID  NO:8)重折叠的50nm  HLA‑A*02生物素介导的四聚体

(图6C)，通过UV交换在单体形式上加载NLVPMVATV肽(SEQ  ID  NO:8)，然后用链霉亲和素四

聚化的50nM  HLA‑A*02生物素介导的四聚体(图6D)，通过UV交换在四聚体形式本身上加载

NLVPMVATV肽(SEQ  ID  NO:8)的50nM  HLA‑A*02生物素介导的四聚体(图6E)和通过二肽交换
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在四聚体形式本身上加载NLVPMVATV肽(SEQ  ID  NO:8)的50nM  HLA‑A*02生物素介导的四聚

体(图6F)。

[0129] 图7A‑7B描绘了在HLA‑A*02:01‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体上进行UV交换后的流式细

胞术分析。用NLVPMVATV肽(SEQ  ID  NO:8)扩增的供体PBMC用以下染色：仅抗‑链霉亲和素‑

PE和抗‑Flag‑APC二抗(图7A)或通过UV交换直接在四聚体形式上加载NLVPMVATV肽(SEQ  ID 

NO:8)的1nM  HLA‑A*02:01‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体(图7B)。

[0130] 图8A‑8C描述了ELISA和DSF的比较，作为UV交换的HLA‑a*02四聚体的稳定性测试。

具体地，图8A描述了与代表NLVPMVATV肽(SEQ  ID  NO:8)的改变的肽配体(APL)的192成员肽

组UV交换的HLA‑A*02:01‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体的ELISA分析。ELISA  OD对每种肽的净MHC

预测IC50作图。不同的肽跨越一系列ELISA信号。图8B显示了NLVPMVATV(SEQ  ID  NO:8)APL肽

子集UV交换入生物素介导的四聚体的DSF曲线，显示了一系列稳定性。图8C显示了

NLVPMVATV(SEQ  ID  NO:8)APL肽子集UV交换入生物素介导的四聚体的DSF/ELISA相关性。

[0131] 图9A‑9D描述了HLA‑A*01:01‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体的质量控制分析。具体而言，

图9A描绘了具有低聚集性的HLA‑A*01:01四聚体的分析SEC色谱图。图9B描绘了未煮沸/未

还原(NB/NR)或煮沸/还原(煮沸/R)的HLA‑A*01:01‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体的SDS‑PAGE。图

9C描绘了加载占位符肽STAPGJLEY(SEQ  ID  NO:16)(无UV)的HLA‑A*01:01‑Alk‑SAv‑Az偶联

四聚体的DSF，或在不存在(UV无肽)或存在(UV+VTEHDTLLY(SEQ  ID  NO:10))拯救肽的情况

下进行UV交换后的DSF。图9D描述了用VTEHDTLLY肽(SEQ  ID  NO:10)扩增的PBMC的流式细胞

术数据，并用以下染色：20nM通过重折叠加载VTEHDTLL肽(SEQ  ID  NO:10)的HLA‑A*01:01生

物素介导的四聚体(重折叠VTE)，加载STAPGJLEY(SEQ  ID  NO:16)的HLA‑A*01:01‑Alk‑SAv‑

Az偶联四聚体(无UV)，或在拯救肽VTEHDTLLY(SEQ  ID  NO:10)存在下进行UV交换后的HLA‑

A*01:01‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体(UV+VTE)。描述了四聚体阳性细胞的分数(％四聚体+)和

平均荧光强度(MFI)。

[0132] 图10A‑10D描述了HLA‑A*24:02‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体的质量控制分析。具体而

言，图10A描绘了具有低聚集性的HLA‑A*24:02四聚体的分析SEC色谱图。图10B描绘了未煮

沸/未还原(NB/NR)或煮沸/还原(煮沸/R)的HLA‑A*24:02‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体的SDS‑

PAGE。图10C描绘了加载占位符肽VYGJVRACL(SEQ  ID  NO:11)(无UV)的HLA‑A*24:02‑Alk‑

SAv‑Az偶联四聚体的DSF，或在不存在(UV无肽)或存在(UV+QYDPVAALF(SEQ  ID  NO:12))拯

救肽的情况下进行UV交换后的DSF。图10D描述了用QYDPVAALF肽(SEQ  ID  NO:12)扩增的

PBMC的流式细胞术数据，并通过以下染色：仅二抗，20nM通过重折叠加载QYDPVAALF肽(SEQ 

ID  NO:12)的HLA‑A*24:02生物素介导的四聚体(重折叠QYD)，加载VYGJVRACL(SEQ  ID  NO:

11)的20nM  HLA‑A*24:02‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体(无UV)，或在拯救肽QYDPVAALF(SEQ  ID 

NO:12)存在下进行UV交换后的20nM  HLA‑A*24:02‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体(UV+QYD)。描述

了四聚体阳性细胞的分数(％四聚体+)和平均荧光强度(MFI)。

[0133] 图11A‑11C描述了HLA‑B*07:02‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体的质量控制分析。具体而

言，图11A描绘了具有低聚集性的HLA‑B*07:02四聚体的分析SEC色谱图。图11B描绘了未煮

沸/未还原(NB/NR)的HLA‑B*07:02‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体的SDS‑PAGE。图11C描述了用

RPHERNGFTVL肽(SEQ  ID  NO:13)扩增的PBMC的流式细胞术数据，并通过以下染色：仅二抗，

20nM通过重折叠加载RPHERNGFTVL肽(SEQ  ID  NO:13)的HLA‑B*07:02生物素介导的四聚体
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(重折叠RPH)，加载AARGJTLAM(SEQ  ID  NO:14)的20nM  HLA‑B*07:02‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚

体(无UV)，或在拯救肽RPHERNGFTVL(SEQ  ID  NO:13)存在下进行UV交换后的20nM  HLA‑B*

07:02‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体(UV+RPH)。描述了四聚体阳性细胞的分数(％四聚体+)和平

均荧光强度(MFI)。

[0134] 图12描述了用鉴定性寡核苷酸标签标记HLA‑A*02:01‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体。将

如实施例1所述制备的HLA‑A*02:01‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体与5'生物素化寡核苷酸孵育，

并用Western分离，用抗Flag抗体检测。寡聚物加成后的漂移条带表示四聚体标记。

[0135] 图13显示了条码化HLA‑A*02:01‑Alk‑SAv‑Az  APL文库的单细胞测序。通过单细胞

测序鉴定的pMHC与单个T细胞结合的热图。代表2008个单个细胞的列按TCR克隆型聚类，行

代表NLVPMATV(SEQ  ID  NO:8)的192个APL变体中的每一个。暖色表示通过鉴定性寡核苷酸

标签读取的强pMHC‑TCR相互作用。

[0136] 图14描述了在单模板条件下将肽编码模板PCR扩增到水凝胶上。在单模板条件下，

对水凝胶珠批量或在液滴中包封后进行PCR。PCR后，打破液滴后释放的上清液与通过XbaI

或模拟消化从珠中释放的产物并列运行。

[0137] 图15显示了液滴中单模板扩增的验证。用链霉亲和素‑PE对在单模板条件下批量

或液滴中的模板PCR扩增后的水凝胶进行染色。荧光水凝胶相对于总水凝胶进行定量，以确

认单模板条件。

[0138] 图16A‑16B描述了将HLA‑A*02:01‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体加载到PCR扩增的水凝

胶上。在加载偶联四聚体或随后用Benzonase或SmaI释放后，用抗‑Flag‑APC或抗‑β2M‑

Alexa488染色的水凝胶的信噪比(图16A)。ELISA测定了在水凝胶加载步骤后或通过

Benzonase或SmaI从加载的水凝胶中释放后留在上清液中的HLA‑A*02:01‑Alk‑SAv‑Az偶联

四聚体的浓度(图16B)。

[0139] 图17A‑17B描绘了IVTT肽生产，以产生功能性UV交换的四聚体。用抗‑SUMO结构域

抗体检测Western：由编码SUMO‑NLVPMVATV(SEQ  ID  NO:8)肽融合的PCR扩增子模板驱动的

IVTT反应产物(+/‑Ulp1蛋白酶)在泳道10‑11中运行(图17A)。泳道2‑9包含含SUMO结构域的

标准品的稀释系列，该标准品用于将SUMO域的产率定量至～1μM(图17A)。由IVTT产生的肽

通过UV交换产生的四聚体的流式分析(图17B)。四聚体在等摩尔合成NLVPMVATV(SEQ  ID 

NO:8)肽(UV  ex  1:1NLV–合成)或由SUMO‑NLVPMVATV(SEQ  ID  NO:8)肽模板驱动的IVTT反应

(+Ulp1)(UV  ex  NLV‑IVTT)存在下进行UV交换，并在1nM下在NLVPMVATV(SEQ  ID  NO:9)扩增

的PBMC上染色(图17B)。用NLVPMVATV(SEQ  ID  NO:8)或GILGFVFJL(SEQ  ID  NO:7)肽重折叠

的阳性和阴性对照四聚体也在1nM下染色，如图17B所示。

[0140] 图18显示了利用滴入法从水凝胶中产生和释放的pMHC四聚体的流式细胞术结果，

其在抗原特异性CD8+T细胞上染色。

[0141] 图19是显示使用可交换可条码化四聚体的高通量条码化抗原文库生产的示意图。

[0142] 图20是一示意图，显示了分选标签(sortag)和点击化学用于p*MHCII与SAv的偶

联、占位符肽内肽接头的切割、占位符肽与拯救肽的交换以及与TCR的结合。

[0143] 图图21A‑21E描述了p*MHCII多聚体的产生。图21A：GGG‑炔烃与单体p*MHCIIα链偶

联的抗‑Myc  Western印迹分析。图21B：p*MHCII‑Alk和SAv‑Az点击反应后的SDS‑PAGE分析。

图21C：点击反应样品的HiLoad  26/600Superdex200SEC洗脱色谱图。图21D：从SEC获得的主
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峰的抗‑FLAG  Western印迹分析。泳道1：Chameleon  Duo预‑染色蛋白梯度(Licor)，泳道2：

将样品加载至SEC柱之前的点击反应，泳道3和4：峰I的SEC样品，泳道5和6：峰II的SEC样品，

泳道7：游离Sav。泳道编号对应于未煮沸的样品，而标有星号的泳道编号则对应于煮沸样

品。图21E：从SEC获得的主峰的抗‑His  Western印迹分析。泳道编号与图21D所述相同。

[0144] 图22A‑22C示出了pMHCII的消化、交换和TCR结合。图22A：因子Xa切割前后煮沸和

未煮沸样品的SDS‑PAGE分析。图22B：一种检测生物素化交换肽对p↓MHCII多聚体的结合能

力的ELISA分析。图22C：BLI测定，测量HA特异性TCR与p↓MHCII多聚体之间的相互作用，其被

交换以显示同源HA肽。黑色、浅灰色和深灰色曲线分别对应于将加载TCR的生物传感器移动

到含有交换的p↓MHCII、未交换p*MHCII和BLI缓冲液的孔中获得的信号。虚线定义了将生物

传感器转移到没有分析物(离解)的孔。

[0145] 图23A‑B示出了抗原特异性T细胞上pMHCII四聚体文库的染色。图23A：表达DRB1*

01:01等位基因并用流感血凝素表位PKYVKQNTLKLAT(SEQ  ID  NO:281)扩增的供体CD4+PBMC

用具有抗‑链霉亲和素‑PE和抗CD4‑BV510二抗的10成员DRB1*01∶01文库染色。将四聚体阳

性门中的细胞分选，与用加载在A*02:01四聚体上的ELAGIGILTV(SEQ  ID  NO:282)变体的6

成员文库染色的MART1‑抗原特异性CD8+T细胞混合，并对所得合并物进行单细胞测序，得到

图23B所示的热图。分布在y轴上的最普遍的TCR克隆型特异性结合加载HA肽的DRB1*01:01

四聚体。

具体实施方式

[0146] 定义

[0147] 除非另外定义，本文使用的所有技术和科学术语旨在具有本发明所属领域技术人

员通常所理解的相同含义。本文所用技术意指本领域中通常理解的技术，包括本领域技术

人员显而易见的那些技术的变化或等效技术的替代。虽然以下术语据信是本领域普通技术

人员所熟知的，仍给予以下定义以助理解在此公开的主题。

[0148] 如本文所用，“约”将为本领域普通技术人员所理解，并且在某种程度上取决于其

使用的上下文而变化。如果在使用该术语的文中该术语对于本领域普通技术人员来说是不

明确的，则“约”将意味着高达特定值的正负10％。

[0149] 如本文所用，“改变的肽配体”或“APL”是指肽配体如MHC结合肽的改变或突变形

式。与衍生出改变或突变的肽配体相比，肽配体经改变或突变的形式包含至少一种结构修

饰(例如氨基酸取代)。例如，可以通过对已知MHC结合肽的系统性或随机突变来制备APL组，

从而产生APL文库，该APL文库可用作MHC结合多肽的文库，用于加载到本文所述的MHC偶联

多聚体上。

[0150] 本文中使用的术语“和/或”当用在多个事项的列表的情形下，表示单独或以任何

可能组合或亚组合存在的事项。

[0151] 术语“抗原决定簇”或“表位“是T细胞受体、MHC分子或抗体的可变结构域与其特异

性结合的抗原上的位点。表位既可以由连续氨基酸形成，也可以由蛋白质三级折叠并列的

非连续氨基酸形成。由连续氨基酸形成的表位通常在暴露于变性溶剂时保留，而由三级折

叠形成的表位通常在用变性溶剂处理时丢失。表位通常包括具有独特空间构型的至少3、4、

5、6、7、8、9、10、11、12、13、14或15个氨基酸。用于确定哪些表位与给定TCR或抗体结合的方
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法(即表位作图)在本领域是公知的，并且包括例如免疫印迹和免疫沉淀测定，其中测试来

自抗原的重叠或连续肽与给定的TCR或免疫球蛋白的反应性。确定表位空间构象的方法包

括本领域和本文所述的技术，例如，x射线晶体学核磁共振、低温电子显微镜(低温EM)、氢氘

交换质谱(HDX‑MS)和定点诱变(参见，例如，Epitope  Mapping  Protocols  in  Methods  in 

Molecular  Biology,卷66,G.E.Morris编(1996))。

[0152] 本文中使用的术语“亲合力”是指作为多价分子(例如，可溶性多聚pMHC‑免疫球蛋

白蛋白)的多个结合位点与靶分子的协同相互作用的函数的结合强度。存在许多技术来表

征分子相互作用的亲合力，包括switchSENSE和表面等离子体共振(Gjelstrup等人，

J.Immunol.188:1292‑1306，2012)；Vorup‑Jensen,Adv.Drug .Deliv.Rev.64:1759‑1781,

2012)。

[0153] 如本文所用，“条码”也称寡核苷酸条码，是短核苷酸序列(例如，约1、2、3、4、5、6、

7、8、9、10、11或12个核苷酸长)，其鉴别与其偶联的分子。条码可用于例如识别反应混合物

中的分子。条码独特识别与之偶联的分子，例如，通过使用每个都包含“独特分子标识符”条

码的引物进行逆转录。在其他实施方式中，可以使用包含每个分子独特“分子条码”的引物。

用条码标记分子的过程在本文中称为“条码化”“DNA条码”是在DNA测序过程中用于鉴定靶

分子的DNA序列。在一些实施方式中，DNA条码文库是随机生成的，例如，通过在库中装配寡

核苷酸。在其他实施方式中，DNA条码文库在计算机中合理设计，然后被制造。

[0154] “结合亲和力”通常指分子(例如TCR、pMHC)的单个结合位点与其结合伴侣之间的

非共价相互作用的总和的强度。除非另有说明，如本文所用，“结合亲和力”是指反映结合对

的成员(例如，TCR和抗原)之间1:1相互作用的内在结合亲和力。分子X对其伴侣Y的亲和力

可以由解离常数(Kd)表示。例如，Kd可以是约200nM、150nM、100nM、60nM、50nM、40nM、30nM、

20nM、10nM、8nM、6nM、4nM、2nM、1nM或更强，包括高达1μM。亲和力可以通过本领域已知的常

用方法来测量，包括本文所述的那些方法。低亲和力TCR通常缓慢结合抗原并倾向于容易地

解离，而高亲和力TCR通常更快地结合抗原并倾向于保持更长的结合。本领域已知测量结合

亲和力的多种方法，其中任何一种都可用于本公开的目的。

[0155] 术语“生物正交化学”是指在不干扰天然生物化学过程的情况下，在活系统内部发

生的任何化学反应。该术语包括化学反应，该化学反应是在水的存在下或生理pH下在体外

发生的化学反应。考虑到生物正交性，反应是选择性的，避免与起始化合物中发现的其他官

能团发生副反应。此外，反应伴侣之间产生的共价键应是强的，对生物反应具有化学惰性，

并且不应影响所需分子的生物活性。

[0156] 如本文所用，术语“运载体”和"药学上可接受的运载体"包括生理上相容的任何及

所有溶剂、分散介质、包衣、抗菌剂和抗真菌剂、等渗剂和吸收延迟剂等。

[0157] 本文中使用的术语“螯合配体”是指将放射性标记的人造基团共价连接到生物活

性靶向分子(例如肽或蛋白质)的双官能偶联部分。双官能偶联部分利用官能团，如羧酸或

活化酯用于酰胺偶联，异硫氰酸酯用于硫脲偶联，马来酰亚胺用于硫醇偶联。

[0158] 如本文所用，术语“可切割部分”指的是可切割的基序或序列。在一些实施方式中，

可切割部分包含蛋白质，例如，酶促、可切割位点。在一些实施方式中，可切割部分包含化学

可切割位点，例如，通过暴露于氧化/还原条件，光/声、温度、pH、压力等。

[0159] 术语“点击化学”是指一组可靠的选择性生物正交反应，用于快速合成新化合物和
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组合文库。点击反应的特性包括模块性、范围广、产率高、立体特异性和简单产物分离(通过

非色谱方法从惰性副产物中分离)，以生产在生理条件下稳定的化合物。在放射化学和放射

药学中，点击化学是一组标记反应的总称，这些标记反应利用选择性和模块化构建块，并在

没有催化剂的情况下实现化学选择性连接，以放射性标记生物相关化合物。“点击反应”可

以是用铜，也可以是无铜点击反应。点击化学处理和反应的非限制性示例显示在图1中。

[0160] 如本文所用，术语“足以进行共价偶联的条件”是指反应条件，包括但不限于温度、

pH和反应组分的浓度，其适合于发生所需的共价偶联化学反应。

[0161] 如本文所用，术语“偶联多聚体”，也称为pMHC偶联多聚体，是指由包含偶联部分的

pMHC单体与包含偶联部分的多聚结构域反应获得的反应产物，其中两个偶联部分相互反应

以在pMHC单体和多聚结构域之间形成共价连接，从而形成偶联多聚体。在一个实施方式中，

偶联多聚体是偶联四聚体，其中四个pMHC单体通过其偶联部分与多聚结构域反应，从而形

成四聚体。在一个实施方式中，偶联多聚体是pMHCI偶联多聚体(例如四聚体)，其中pMHC  I

类单体是多聚的。在一个实施方式中，偶联多聚体是pMHCII偶联多聚体(例如四聚体)，其中

pMHCII类单体是多聚的。

[0162] 如本文所用，术语“交联单元”可指与另一(相同或不同)分子连接的分子。在一些

实施方式中，交联单元是单体。在一些实施方式中，交联是化学键。在一些实施方式中，交联

是共价键。在一些实施方式中，交联是离子键。在一些实施方式中，交联改变了连接分子的

至少一种物理性质，例如聚合物的物理性质。

[0163] 如本文所用，术语“内切蛋白酶”指的是切割非末端氨基酸的肽键的蛋白酶。

[0164] 如本文所用，术语“表位”(如“肽表位”)是指与免疫受体结合(相互作用或被其识

别)的抗原(例如抗原蛋白)的一部分。因此，T细胞受体识别并结合与肽表位复合(加载)的

MHC分子。

[0165] 本文中可互换使用的术语“可交换pMHC多肽”、“可交换pMHC多聚体”和“加载占位

符肽的MHC多肽”指的是MHC单体和MHC多聚体，在MHC多肽的结合沟中包含占位符肽，也被称

为“p*MHC”单体或多聚体。“可交换”是指p*MHC单体或p*MHC‑多聚体允许占位符肽与抗原肽

交换的性质。在一个实施方式中，可交换pMHC或p*MHC多肽包括MHC  I类分子，在MHC  I类分

子的结合沟中具有MHC  I型结合肽。在另一个实施方式中，可交换pMHC或p*MHC多肽包括MHC 

II类分子，在MHC  II类分子的结合沟中具有MHC  II型结合肽。

[0166] 本文可互换使用的“融合蛋白”或“融合多肽”是指通过将两种多肽连接或融合成

单个蛋白分子而制备的重组蛋白。

[0167] 本文中应用于MHC单体的术语“分离的”是指MHC糖蛋白，其处于非天然状态，例如，

不与正常表达MHC的细胞的细胞膜结合。这个术语包括全长亚基链，以及MHC单体的功能性

片段。功能性片段是包含抗原结合位点和被适当的T细胞受体识别所必需序列的片段。它通

常包含全长链序列的至少约60‑80％，通常90‑95％。“分离的”MHC亚基成分可以从适当的细

胞来源重组产生或溶解。在一个实施方式中，“分离的”MHC单体是MHC  I类单体，例如MHC  I

类重链的可溶性形式(α链)，其与β2‑微球蛋白结合。在另一个实施方式中，“分离的”MHC单

体是MHC  II类单体，例如MHC  IIα/β链的可溶性形式。

[0168] 如本文所使用的，术语“标识符”是指提供与标识符相对应的信息(例如特性)的数

据的可读表示。
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[0169] 如本文所用，术语“连接的”、“偶联的”、“融合的”或“融合”在指通过任何手段(包

括重组或化学手段)将两种以上元件或组分或结构域连接在一起时可互换使用。

[0170] 术语“主要组织相容性复合体”或“MHC”是指含有一组基因的基因组位点，其编码

多态性细胞膜结合糖蛋白，称为MHC经典I类和II类分子，通过分别向循环细胞毒性和辅助

性T淋巴细胞递呈片段化蛋白的肽来调节免疫反应。在人类中，这组基因也称为“人白细胞

抗原”或“HLA”系统。人MHC  I类基因编码例如HLA‑A、HL‑B和HLA‑C分子。HLA‑A是人MHC  I类

细胞表面受体的三种主要类型之一。其他为HLA‑B和HLA‑C。HLA‑A蛋白是一种异二聚体，由

重α链和小β链组成。α链由变体HLA‑A基因编码，β链是非变体β2微球蛋白(β2m)多肽。β2微球

蛋白多肽由人基因组的一个单独区域编码。HLA‑A*02(A*02)是HLA‑A血清型组内的人白细

胞抗原血清型。血清型由HLA‑Aα链α2结构域的抗体识别决定。对于A*02，α链由HLA‑A*02基

因编码，β链由B2M基因座编码。人MHC  II类基因编码例如HLA‑DPA1、HLA‑DPB1、HLA‑DQA1、

HLA‑D1QB1、HLA‑DRA和HLA‑DRB1。人主要组织相容性复合体的完整核苷酸序列和基因图谱

是公开的(例如，MHC测序联盟，Nature  401:921‑923,1999)。

[0171] 如本文所用，术语“MHC分子”和“MHC蛋白”在本文中用于指由MHC  I类和MHC  II类

基因编码的多态性糖蛋白，其参与肽表位向T细胞的递呈。术语“MHC  I类”或“MHC Ⅰ”可互换

地用于指包含由三个结构域(α1、α2和α3)组成的α链和第二个非变体β2‑微球蛋白的蛋白质

分子。α3结构域是跨膜的，锚定MHC  I型分子至细胞膜。抗原衍生的肽表位，位于α1/α2异二

聚体的中心区域的肽结合沟中。MHC  I类分子如HLA‑A是向免疫系统递呈短多肽的过程的一

部分。这些多肽的长度通常为9‑11个氨基酸，并且来源于细胞表达的蛋白质。MHC  I类分子

向CD8+细胞毒性T细胞递呈抗原。术语“MHC  II类”和“MHCⅡ”可互换地用于指含有具有两个

结构域(α1和α2)的α链和具有两个结构域(β1和β2)的β链的蛋白质分子。肽结合沟由α1/β1

异二聚体形成。MHC  II类分子向特异性CD4+T细胞递呈抗原。内源性递送至APC的抗原主要

加工用于与MHC  I类结合。外源性递送至APC的抗原主要加工用于与MHC  II类结合。

[0172] 如本文所用，MHC蛋白(MHC  I类或II类蛋白)还包括MHC变体，其含有氨基酸取代、

缺失或插入，但仍结合MHC肽表位(MHCⅠ类或MHCⅡ类肽表位)。该术语还包括所有这些蛋白

质的片段，例如保留肽结合的胞外结构域。

[0173] 术语“MHC蛋白”还包括非人脊椎动物物种的MHC蛋白。非人脊椎动物物种的MHC蛋

白在这些脊椎动物物种疾病的检查和治疗中发挥作用，例如在兽医学和动物试验中在动物

模型上检查人类疾病，例如小鼠(mus  musculus)的EAE(实验性自身免疫性脑脊髓炎)，其是

人类疾病多发性硬化症的动物模型。例如，非人脊椎动物物种更具体为小鼠(mus 

musculus)、大鼠(褐家鼠(rattus  norvegicus))、牛(bos  taurus)、马(equus  equus)和绿

猴(macaca  mulatta)。例如，小鼠的MHC蛋白被称为H‑2蛋白，其中MHC  I类蛋白由基因座

H2K、H2L和H2D编码，MHC  II类蛋白由基因座H2I编码。

[0174] 本文所用的“无肽MHC多肽”或“无肽MHC多聚体”是指MHC单体或MHC多聚体，其在

MHC多肽的结合沟中不含肽。无肽MHC单体和多聚体也被称为“空”。在一个实施方式中，无肽

MHC多肽或多聚体是MHC  I类多肽或多聚体。在另一个实施方式中，无肽MHC多肽或多聚体是

MHC  II类多肽或多聚体。

[0175] 如本文所用，术语“多聚体”指的是多个单元。一些实施方式中，多聚体包含一种或

多种不同单元。在一些实施方式中，多聚体中的单元是相同的。在一些实施方式中，多聚体
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中的单元是不同的。在一些实施方式中，多聚体包含相同和不同单元的混合物。

[0176] 术语“肽表位”、“MHC肽表位“、”MHC肽抗原“和”MHC配体“在本文中可互换使用，并

指可结合在MHC分子的肽结合沟中的MHC配体。肽表位通常可以由MHC分子递呈。肽表位通常

具有8至25个氨基酸，这些氨基酸通过肽键连接。肽可以包含修饰，例如但不限于氨基酸残

基的侧链、标记或标签的存在、合成氨基酸的存在、氨基酸的功能等效物等。典型的修饰包

括由细胞机制产生的修饰，如聚糖加成和磷酸化。然而，其他类型的修改也在本公开的范围

内。

[0177] 如本文所用，术语“肽交换”指的是竞争实验，其中占位符肽被除去并被“交换肽”

(或“交换肽表位”)取代，本文也称为“拯救肽”(或者“拯救肽表位”)或“竞争肽”(或“竞争肽

表位”)。通常，肽交换发生在通过肽切割释放占位符肽的条件下，或在允许拯救肽竞争与

MHC单体或多聚体的结合口袋结合的合适条件下。例如，肽交换可以通过UV诱导交换、二肽

诱导交换、温度诱导交换或本领域已知并在此公开的其他交换方法来实现。肽交换的示范

性方法如图2所示。

[0178] 如本文所用，术语“肽文库”指的是多种肽。在一些实施方式中，文库包含具有独特

序列的一种或多种肽。在一些实施方式中，文库中的每种肽具有不同的序列。在一些实施方

式中，文库包含具有相同和不同序列的肽的混合物。

[0179] 如本文所用，术语“高多样性肽文库”指的是具有高度肽多变性的肽文库。例如，高

多样性肽文库包含约103、约104、约105、约106、约107、约108、约109、约1010、约1011、约1012、约

1013、约1014、约1015、约1016、约1017、约1018、约1019、约1020或更多不同肽。

[0180] 如本文所用，术语“文库肽”指的是文库内的单个肽。

[0181] 如本文所用，术语“占位符肽”或“可交换肽”可互换地用于指与MHC蛋白(例如，MHC 

I或MHC  II蛋白)具有足够亲和力结合并导致或促进MHC蛋白从未折叠状态适当折叠或折叠

的MHC蛋白稳定化的肽或肽样化合物。占位符肽随后可以与不同的感兴趣肽(称为交换肽或

拯救肽)交换。这种交换可以通过UV诱导交换、二肽诱导交换、温度诱导交换或本领域已知

的其他交换方法来实现。

[0182] 术语“多肽”、“肽”和“蛋白质”在本文中互换使用，指氨基酸残基的聚合物。该术语

适用于其中一个或多个氨基酸残基是相应天然产生氨基酸的人造化学模拟物的氨基酸聚

合物，以及天然产生的氨基酸聚合物和非天然产生的氨基酸聚合物。术语“分离的蛋白质”

和“分离的多肽”可互换地用于指已从其他组分(例如蛋白质、细胞材料)和/或化学品中分

离或纯化的蛋白质(例如可溶性多聚蛋白)。通常，当多肽占样品中总蛋白质的至少60(例

如，至少65、70、75、80、85、90、92、95、97或99)重量％时，多肽被纯化。

[0183] 如本文所用，术语“蛋白质折叠”指的是肽的空间组构。在一些实施方式中，氨基酸

序列影响肽的空间组构或折叠。在一些实施方式中，肽可能以功能性构象折叠。在一些实施

方式中，折叠的肽具有一种或多种生物学功能。在一些实施方式中，折叠的肽获得三维结

构。

[0184] 如本文所用，术语“N末端氨基酸残基”指的是位于多肽的N末端的一个或多个氨基

酸。

[0185] 如本文所用，术语“小泛素样修饰部分”或“SUMO结构域”或“SUMO部分”可互换使

用，指的是特定蛋白酶识别部分。
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[0186] 如本文所用，“标签”是指寡核苷酸组分，通常是DNA，其提供定位(address)与其连

接的靶分子(例如偶联多聚体)的手段。例如，在一些实施方式中，标签包含允许对标签所附

连的分子进行鉴定、识别和/或分子或生物化学操作的核苷酸序列(例如，通过提供用于退

火寡核苷酸的位点和/或独特序列，所述寡核苷酸例如为用于通过DNA聚合酶延伸的引物，

或用于捕获或用于连接反应的寡核苷酸)。将标签连接到靶分子的过程在本文中有时称为

“标签化”，并且经历标签化或含有标签的靶分子被称为“带标签的”(例如，“带标签的偶联

多聚体”)。标签可以是条码，衔接体序列，引物杂交位点或其组合。

[0187] 术语“T细胞”指的是一种白细胞，可以通过细胞表面存在T细胞受体而与其他白细

胞区分开来。存在几种T细胞亚群，包括但不限于辅助T细胞(也称为TH细胞或CD4+T细胞)和

亚型，包括TH1、TH2、TH3、TH17、TH9和TFH细胞，细胞毒性T细胞(也称为TC细胞、CD8+T细胞、细胞

毒性T淋巴细胞、T杀伤细胞、杀伤性T细胞)，记忆T细胞和亚型(包括中央记忆T细胞(TCM细

胞)、效应记忆T细胞(TEM和TEMRA细胞)、常驻记忆T细胞，调节性T细胞(也称为Treg细胞或抑制

性T细胞)和亚型，包括CD4+FOXP3+Treg、CD4
+FOXP3‑Treg、Tr1细胞、Th3细胞和Treg17细胞，自然

杀伤T细胞(又称为NKT细胞)、粘膜相关不变T细胞(MAIT)和γδT细胞(γδT)，包括Vγ9/Vδ

2T细胞。术语“T细胞毒性”包括由CD8+T细胞活化介导的任何免疫反应。

[0188] 如本文所用的词语“T细胞受体”和术语“TCR”指一种T细胞表面蛋白，其使T细胞识

别通常与一种或多种主要组织相容性复合物(MHC)分子结合的抗原和/或其表位。TCR的功

能是识别抗原决定簇并引发免疫反应。通常，TCR是包含两条不同蛋白链的异二聚体。在绝

大多数T细胞中，TCR包含α链和β链。每条链包括两个胞外结构域：可变(V)区和恒定(C)区，

后者在膜近端。α链和β链的可变结构域由三个高可变区组成，这些高可变区也称为互补决

定区(CDR)。CDR，特别是CDR3，主要负责接触抗原，从而定义了TCR的特异性，尽管α链的CDR1

可以与抗原的N末端部分相互作用，而β链的CDR1可以与抗原C末端部分相互作用。大约5％

的T细胞具有由γ和δ(γ/δ)链组成的TCR。氨基酸序列的所有编号以及TCR的蛋白质环和片

层的命名均根据IMGT编号方案(IMGT，国际ImMunoGeneTics信息system@imgt.cines.fr；

http://imgt.cines.fr；Lefranc等人，(2003)Dev  Comp  Immunol  27:55  77；Lefranc等人

(2005)Dev  Comp  Immunol  29:185‑203)。

[0189] 如本文所用，术语“可溶性T细胞受体”和“sTCR”是指TCR的异二聚体截短变体，其

包括TCRα链和β链的胞外部分(例如，通过二硫键连接)，但缺乏全长蛋白的跨膜和胞质结构

域。与相应的天然TCR序列相比，可溶性TCRα链和β链的序列(氨基酸或核酸)可以与天然TCR

中的相应序列相同，或者可以包括变体的可溶性TCRα链和β链序列。本文使用的术语“可溶

性T细胞受体”包括具有变异或非变异可溶性TCRα链和β链序列的可溶性TCR。这些变异可能

在可溶性TCRα链和β链序列的可变或恒定区，并且可以包括但不限于氨基酸缺失、插入、取

代突变以及核酸序列的变化，这些变化不会改变氨基酸序列。变体保留了其母分子的结合

功能。

[0190] 如本文所用，“TCR/pMHC复合物”是指通过T细胞受体(TCR)或其可溶性部分与加载

肽的MHC分子之间结合形成的蛋白质复合物。因此，“TCR/pMHC复合物的成分”是指TCR的一

个或多个亚基(例如Vα、Vβ、Cα、Cβ)，或MHC或pMHC  I类或II类分子的一个或者多个亚基。

[0191] 如本文所使用的，术语“无偏”指缺少一个或多个选择标准。

[0192] 综述
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[0193] 本公开提供了高通量产生文库的方法，所述文库包含加载肽的MHC(pMHC)多聚体，

其在MHC结合沟中包含多个独特肽，且具有寡核苷酸条码标记，以实现文库成员的鉴定。在

本文提供的方法中，用于生成pMHC多聚体的所有具有挑战性和潜在低效的化学步骤都是在

单个批次反应中完成的，包括色谱净化和纯化，然后是高效的肽交换和寡核苷酸条码化。特

别是，通过使用单体和多聚结构域上的偶联部分将pMHC单体连接到多聚结构域，这些偶联

部分反应以在单体和多聚结构域之间形成稳定的化学连接(即共价键)，从而形成pMHC偶联

多聚体，如pMHC偶联四聚体。如本文所述，各种偶联部分和反应适合用于形成偶联多聚体，

包括使用生物正交化学，如点击化学，其使得反应容易而高效。此外，当多聚结构域是链霉

亲和素时，由于生物素结合位点不用于连接pMHC单体，因此该生物素结合部位可用于方便

地连接生物素化寡核苷酸条码，从而容易且有效地标记多聚体。

[0194] 本文提供的pMHC多聚体文库在一系列治疗、诊断和研究应用中是有用的，基本上

在pMHC多聚体有用的任何情况下都是有用的。例如，本文所述的pMHC多聚体可用于多种方

法，例如在广泛的应用中鉴定和分离特异性T细胞。在一个实施方式中，pMHC多聚体是pMHC 

I类多聚体，其可用于确定CD8+T细胞(例如细胞毒性T细胞)的抗原特异性。在另一个实施方

式中，pMHC多聚体是pMHC  II类多聚体，其可用于确定CD4+T细胞(例如辅助T细胞)的抗原特

异性。

[0195] I.MHC多肽

[0196] A.MHC  I类多肽

[0197] I类组织相容性三元复合物由非共价键结合的三部分组成。MHCI重链是一种约

45kDa的多态性跨膜糖蛋白，由三个胞外结构域组成，每个结构域包含约90个氨基酸(N末端

的α1、α2和α3)、约40个氨基酸的跨膜结构域和约30个氨基酸的胞质尾。MHCI重链的α1和α2

结构域包含两个α螺旋区段，其形成肽结合沟或裂隙。一个约8‑10个氨基酸的短肽非共价结

合(“匹配”)到两个α螺旋之间的沟中。MHCI重链的α3结构域靠近质膜。MHCI重链与β2微球蛋

白(β2m)多肽非共价结合，形成三元复合物。在MHCI中，结合沟在两端被保守的酪氨酸残基

封闭，导致结合肽的大小限制为通常8‑10个残基，其C末端停靠在F口袋中。

[0198] 本公开提供了一种包含两种或多种MHCI或MHCI样多肽的多聚蛋白。MHCI分子可以

适当地是脊椎动物MHC分子，例如人、小鼠、大鼠、猪、牛或禽类MHC分子。

[0199] 在一些实施方式中，本文所述的多聚MHCI多聚体，MHC分子是人MHC  I类蛋白：HLA‑

A、HLA‑C的HLA‑B。在一些实施方式中，多聚体包括MHC  I类分子(包括非经典MHC  I类分子)，

包括但不限于CD1d、HLA  E、HLA  G、HLA  F、HLA  H、MIC  A、MIC  B、ULBP‑1、ULBP‑2和ULBP‑3。来

自各种脊椎动物物种的MHCI重链、β2m多肽和MHC  I类分子的氨基酸序列在本领域是已知

的，并且是公众可得的。

[0200] 在一些实施方式中，MHCI重链α结构域是人的，并且包括例如来自人MHC  I类分子

的MHC  I重链α结构域，选自：HLA‑A*01:01、HLA‑A*03:01、HLA‑A*11:01、HLA‑A*24:02、HLA‑

B*07:02、HLA‑C*04:01、HLA‑C*07:02、HLA‑B*08:01、HLA‑B*35:01、HLA‑B*57:01、HLA‑B*57:

03、HLA‑E、HLA‑C*16:01、HLA‑C*08:02、HLA‑C*07:01、HLA‑C*05:01、HLA‑B*44:02、HLA‑A*

29:02、HLA‑B*44:03、HLA‑C*03:04、HLA‑B*40:01、HLA‑C*06:02、HLA‑B*15:01、HLA‑C*03:

03、HLA‑A*30:01、HLA‑B*13:02、HLA‑C*12:03、HLA‑A*26:01、HLA‑B*38:01、HLA‑B*14:02、

HLA‑A*33:01、HLA‑A*23:01、HLA‑A*25:01、HLA‑B*18:01、HLA‑B*37:01、HLA‑B*51:01、HLA‑
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C*14:02、HLA‑C*15:02、HLA‑C*02:02、HLA‑B*27:05、HLA‑A*31:01、HLA‑A*30:02、HLA‑B*42:

01、HLA‑C*17:01、HLA‑B*35:02、HLA‑B*39:06、HLA‑C*03:02、HLA‑B*58:01、HLA‑A*33:03、

HLA‑A*68:02、HLA‑C*01:02、HLA‑C*07:04、HLA‑A*68:01、HLA‑A*32:01、HLA‑B*49:01、HLA‑

B*53:01、HLA‑B*50:01、HLA‑A*02:05、HLA‑B*55:01、HLA‑B*45:01、HLA‑B*52:01、HLA‑C*12:

02、HLA‑B*35:03、HLA‑B*40:02、HLA‑B*15:03和/或HLA‑A*74:01。这些MHCI分子的全长氨基

酸序列(包括信号序列和跨膜结构域)分别显示在SEQ  ID  NO:28‑93中。这些MHCI分子可溶

性形式的氨基酸序列(缺乏信号序列和跨膜结构域)分别显示在SEQ  ID  NO:94‑159中。

[0201] 在一些实施方式中，本文所述的pMHCI多聚体包括MHCI重链的α1和α2结构域。在一

些实施方式中，本文描述的化合物包括MHCI重链的α1、α2和α3结构域。

[0202] 在一些实施方式中，多聚体中的两种或多种pMHCI或pMHCI样多肽包括β2‑微球蛋

白多肽，例如人β2‑微球蛋白。在一些实施方式中，β2‑微球蛋白是野生型人β2‑微球蛋白。在

一些实施方式中，β2‑微球蛋白包含与人β2‑微球蛋白质的氨基酸序列至少80％、85％、

90％、95％或99％相同的氨基酸序列，其全长序列如SEQ  ID  NO:160 (UniProt 

ID.NO.P61769)所示。或者，pMHCI多聚体中使用的人β2‑微球蛋白多肽可以包含或由SEQ  ID 

NO:2所示的氨基酸序列组成。

[0203] 在一些实施方式中，多聚蛋白包括可溶性MHCI多肽。在一些实施方式中，MHC‑多聚

蛋白包括可溶性MHCIα结构域和β2‑微球蛋白多肽。在一些实施方式中，可溶性MHCI蛋白包

括MHCI重链α1结构域和MHCI重链α2结构域。

[0204] 或者，在一些实施方式中，MHCI单体是包含与MHCI重链或其功能片段共价连接的β

2m多肽或其功能性片段的融合蛋白。在一些实施方式中，β2m的羧基(‑COOH)末端与MHCI重

链的氨基(‑NH2)末端共价连接。

[0205] 在一些实施方式中，MHC单体包括MHCI单体的各个组分之间的一个或多个接头。在

一些实施方式中，MHCI单体包括通过接头与β2m融合的重链。在一些实施方式中，重链和β2m

之间的接头是柔性接头，例如由甘氨酸和丝氨酸制备。在一些实施方式中，重链和β2m之间

的柔性接头的长度在5‑20个残基之间。在其他实施方式中，重链和β2m之间的接头是刚性

的，具有确定结构，例如由氨基酸如谷氨酸、丙氨酸、赖氨酸和亮氨酸制成。在一个实施方式

中，接头是(G4S)4接头(SEQ  ID  NO:181，其中n＝4)。

[0206] 许多MHC  I类蛋白的氨基酸序列是已知的，基因已被克隆，因此，重链单体可以用

重组方法表达。已经广泛描述了MHCI分子的表达和纯化方法(例如，Altman等人，

Curr.Protoc.Enz.17.3.1‑17.2‑44,2016)。例如，MHCI重链和β2‑微球蛋白可以在单独的细

胞中表达，通过纯化分离，然后在体外重折叠。例如，MHC多肽链可以在大肠杆菌中表达，其

中MHC多肽链作为不溶性包涵体在细菌细胞中积聚。体外重折叠发生在重折叠缓冲液中，其

中通过例如透析或稀释添加多肽。重折叠缓冲液可以是其中允许MHC多肽链和肽重建天然

三聚体折叠的任何缓冲液。缓冲液可含有氧化剂和/或还原剂，从而产生帮助MHC蛋白建立

正确折叠的氧化还原缓冲系统。合适的重折叠缓冲液的实例包括但不限于Tris缓冲液、

CAPS缓冲液、TAP缓冲液、PBS缓冲液，其他磷酸盐缓冲液、碳酸盐缓冲液和Ches缓冲液。还可

以添加伴侣分子或其他改善正确蛋白质折叠的分子，并且同样可以将增加溶解度和防止聚

集物形成的试剂添加到缓冲液中。此类分子的实例包括但不限于精氨酸、GroE、HSP70、

HSP90、小有机化合物、DnaK、CIpB、脯氨酸、甘氨酸、甜菜碱、甘油、吐温、盐、PLURONICTM。
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[0207] 一旦表达，MHCI复合物可以直接纯化为来自表达MHCI的细胞的整个MHCI或MHCI肽

单体。MHCI单体可以在细胞表面表达，然后通过使用例如去污剂破坏细胞膜，然后纯化MHCI

来分离。在一些实施方式中，MHC单体被表达到周质中，表达细胞被裂解并释放纯化的MHCI

单体。或者，MHC单体可以从将表达蛋白分泌到培养上清液中的细胞的上清液中纯化。纯化

MHCI单体的方法在本领域中是公知的，例如，通过使用亲和标签与亲和层析、涂覆抗‑标签

的珠和/或涉及将MHCI蛋白固定到亲和基质的其他技术；使用例如凝胶过滤的尺寸排阻色

谱法，离子交换或其他能够从细胞和/或细胞裂解物中分离MHC分子的方法。

[0208] 在一些实施方式中，MHCI多肽的重组表达允许对MHC单体进行多种修饰。例如，重

组技术提供了删除疏水性跨膜结构域的羧基末端截短方法。羧基末端也可以任意选择以促

进配体或标记物的偶联，例如通过将半胱氨酸和/或赖氨酸残基引入分子中。合成基因通常

包括限制性位点，以帮助插入表达载体和操纵基因序列。然后将编码合适单体的基因插入

表达载体中，在合适的宿主如大肠杆菌、酵母、昆虫或其他合适的细胞中表达，并获得重组

蛋白。例如，MHC  I类多肽的产生包括MHC  I轻链β2‑微球蛋白(β2m)的细菌表达和折叠，以及

由MHC  I重链β2m和占位符肽组成的复合物的形成。

[0209] 在一些实施方式中，MHCI单体在其重链或β2m上生物素化。在一些实施方式中，

MHCI单体在加载肽之前通过重折叠或肽交换生物素化。MHC单体的生物素化可以如本领域

已知的那样实现，例如通过将生物素连接到作为生物素化酶识别位点的特定连接位点。在

一些实施方式中，生物素化酶是BirA。在一些实施方式中，生物素化在体内在所需的蛋白质

链上进行，作为蛋白质表达期间的翻译后修饰。

[0210] B.MHC  II类多肽

[0211] MHC  II类分子是由α链和β链组成的异二聚体，两者都由MHC编码。α链包括α1和α2

结构域。β链包括β1和β2结构域。链的α1和β1结构域链非共价相互作用，形成膜远端肽结合

结构域，而α2和β2结构域形成膜近端免疫球蛋白样结构域。肽表位结合的抗原结合沟由两

个α螺旋和β‑片层组成。由于MHC  II类分子的抗原结合沟两端都是开放的，因此该沟可以容

纳比MHC  I类分子更长的肽表位。MHC  II类分子递呈的肽表位长度通常约为15‑24个氨基酸

残基。

[0212] 本公开提供了一种包含两种或多种MHCII或MHC  II样多肽的多聚蛋白。MHC  II分

子可以适当地是脊椎动物MHCII分子，例如人、小鼠、大鼠、猪、牛或禽类MHCII分子。

[0213] 在一些实施方式中，本文所述的多聚MHC  II多聚体，MHC分子是人MHC  I类蛋白：

HLA‑DR,HLA‑DQ,HLA‑DX,HLA‑DO,HLA‑DZ,和HLA‑DP。来自包括人类在内的多种脊椎动物物

种的MHCIIα和β链的氨基酸序列在本领域是已知的，并且可以公开获得。

[0214] 在一些实施方式中，人MHCII分子是选自以下的同种型：DRB1*0101(见例如

Cameron等人，(2002)J .Immunol .Methods ,268:51‑69；Cunliffe等人，(2002)

Eur.J.Immunol.,32:3366‑3375；Danke等人，(2003)J.Immunol.,171:3163‑3169) ,DRB1*

1501(见例如Day等人，(2003)J.Clin.Invest,112:831‑842) ,DRB5*0101(见例如Day等人，

ibid) ,DRB1*0301(见例如Bronke等人，(2005)Hum.Immunol.,66:950‑961) ,DRB1*0401(见

例如Meyer等人，(2000)PNAS,97:11433‑11438；Novak等人，(1999)J .Clin .Invest,104:

R63‑R67；Kotzin等人，(2000)PNAS,97:291‑296) ,DRB1*0402(见例如Veldman等人，(2007)

Clin.Immunol.,122:330‑337) ,DRB1*0404(见例如Gebe等人，(2001)J.Immunol.167:3250‑
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3256) ,DRB1*1101(见例如Cunliffe,ibid；Moro等人，(2005)BMC  Immunol.,6:24) ,DRB1*

1302(见例如Laughlin等人，(2007)Infect.Immunol.75:1852‑1860) ,DRB1*0701(见例如

Danke ,ibid) ,DQA1*0102(见例如Kwok等人，(2000)J .Immunol .,164:4244‑4249) ,DQB1*

0602(见例如Kwok,ibid) ,DQA1*0501(见例如Quarsten等人，(2001)J.Immunol.,167:4861‑

4868) ,DQB1*0201(见例如Quarsten ,ibid) ,DPA1*0103(见例如Zhang等人，(2005)

Eur.J.Immunol,35:1066‑1075；Yang等人，(2005)J.Clin.Immunol.,25:428‑436) ,和DPB1*

0401(见例如Zhang,ibid；Yang,ibid)。

[0215] 在一些实施方式中，MHCII分子是人的，并包含例如MHC  IIα和β链，选自HLA‑DRA*

01:01,HLA‑DRB1*01:01,HLA‑DRB1*01:02,HLA‑DRB1*03:01,HLA‑DRB1*04:01,HLA‑DRB1*

04:04,HLA‑DRB1*07:01,HLA‑DRB1*08:01,HLA‑DRB1*10:01,HLA‑DRB1*11:01,HLA‑DRB1*

11:04,HLA‑DRB1*13:01,HLA‑DRB1*13:02,HLA‑DRB1*14:01,HLA‑DRB1*15:01,HLA‑DRB1*

15:03,HLA‑DQA1*01:01,HLA‑DQB1*05:01,HLA‑DQA1*01:02,HLA‑DQB1*06:02,HLA‑DQA1*

03:01,HLA‑DQB1*03:02,HLA‑DQA1*05:01,HLA‑DQB1*02:01,HLA‑DQB1*03:01,HLA‑DQB1*

03:03,HLA‑DQB1*04:02,HLA‑DQB1*05:03,HLA‑DQB1*06:03和HLA‑DQB1*06:04。这些MHCII

链的全长氨基酸序列(包括信号序列和跨膜结构域)分别显示在SEQ  ID  NO:194‑223中。这

些MHC  II链可溶性形式的氨基酸序列(缺乏信号序列和跨膜结构域)分别显示在SEQ  ID 

NO:224‑253中。

[0216] 在某些实施方式中，可以将额外的氨基酸序列附加到MHCII分子的α链或β链的C末

端序列，例如用于标记和/或用于将介导附着(例如偶联)的部分附着到多聚结构域。例如，

可以附加avitag(通过Sav的生物素结合位点介导结合)，例如具有Myc标签和His标签的

avitage(SEQ  ID  NO:254)或具有Myc标签的avitag(SEQ  ID  NO:255)。在另一个实施方式

中，可以附加分选标签(sortag)(如本文所述，可以通过分选酶介导点击化学部分的偶联)，

如SEQ  ID  NO:257所示的分选标签或SEQ  ID  NO:256所示的带有His标签的分选标签。在另

一个实施方式中，V5标签(SEQ  ID  NO:258)被附加到C末端。

[0217] 在某些实施方式中，异源二聚配对可以附加到MHCII分子的α链和/或β链的C末端

序列。这种异二聚配对序列的非限制性实例包括Fos和Jun(例如，分别具有SEQ  ID  NO:259

和260中所示的氨基酸序列)、酸性和碱性亮氨酸拉链(例如，具有SEQ  ID  NO:261和262中所

示氨基酸序列)，用于杵臼技术的杵臼序列(例如，分别具有SEQ  ID  NO:263和264中所示的

氨基酸序列)或spytab和spycatcher序列(例如，分别具有SEQ  ID  NO:265和266中所示氨基

酸序列)。

[0218] 在某些实施方式中，MHC  II结合性占位符肽包含在MHCII链之一(优选β链)的表达

构建体中，使得占位符肽类和可消化接头编码在(N末端)上游的构建体中并与MHCII链的编

码序列操作性连接。例如，表达构建体可以编码(从N末端到C末端)：占位符肽、可消化接头、

MHCII链(例如β链)和C末端标签(例如，编码SEQ  ID  NO:192所示的氨基酸序列)。在某些实

施方式中，还将N末端标签附加在占位符肽上游，这允许在肽交换后去除未交换的肽物质。

这种N末端标签的非限制性实例包括FLAG标签(例如，具有SEQ  ID  NO:267中所示的氨基酸

序列)、Strep标签(例如，具有SEQ  ID  NO:268中所示氨基酸序列)和蛋白C标签(例如：具有

SEQ  ID  NO:269中所示氨基酸序列)。

[0219] 在一些实施方式中，本文所述的pMHCII多聚体包括MHCIIα链的α1和α2结构域和
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MHCIIβ链的β1和β2结构域。在一些实施方式中，本文描述的多聚体仅包括MHCII重链的α1和

β1结构域。在其他实施方式中，pMHCII多聚体包括与肽结合的α链和β链。其他实施方式包括

仅由α链和β链组成的MHCII分子(所谓的无加载肽的“空”MHC  II)、截短的α链(例如α1结构

域)与全长β链(空的或加载有肽)的组合、截短的β链(例如β1结构域)与全长α链(空的或加

载有肽)的组合，或截短α链与截短的β链(例如α1和β1结构域，空的或加载有肽)的组合。

[0220] 在一些实施方式中，多聚蛋白包括可溶性MHC  II多肽。在一些实施方式中，MHC多

聚蛋白包括缺乏跨膜和胞内结构域的可溶性MHCII。

[0221] 许多MHC  II类蛋白(包括人MHCII)的氨基酸序列在本领域是已知的，这些基因已

被克隆。因此，α和β链单体可以使用重组方法表达。表达和纯化MHC  II分子的方法已被广泛

描述(例如Crawford等人(1998)Immunity,8:675‑682；Novak等人(1999)J.Clin.Invest.,

104:R63‑R67；Nepom等人(2002) Arthrit .Rheum .,46:5‑12；Day等人(2003)

J .Clin .Invest .,112:831‑842；Vollers  and  Stern(2008)Immunol .,123:305‑313；

Cecconi等人(2008)Cytometry,73A:1010‑1018其全部内容通过引用并入本文)。

[0222] 对于MHC  II分子，α链和β链可以作为单个多肽在单独的细胞中表达，或者作为融

合蛋白在同一细胞中表达。MHC  II肽复合物的肽可以单独生产，并在纯化完整MHC复合物后

添加，或在体外重折叠期间添加，或与通过接头连接到α链和/或β链任一链一起表达。遗传

物质可以编码MHC  II类α链和β链的全部或仅一个片段。遗传物质可以与编码其他蛋白质的

基因融合，包括用于纯化表达的多肽链的蛋白质(例如，纯化标签)、用于增加/减少多肽溶

解度的蛋白质、用于检测多肽的蛋白质、参与MHC复合物与多聚结构域偶联和/或标记物与

MHC复合物和/或MHC多聚体偶联的蛋白质。

[0223] 与MHC  I复合物相比，MHC  II复合物在体外变性后不易重折叠。只有一些MHC  II等

位基因可以在大肠杆菌中表达并在体外重折叠。因此，用于生产MHC  II分子的优选表达系

统是真核系统，其中蛋白质表达后不需要重折叠。优选的表达系统包括哺乳动物表达系统，

例如CHO细胞、HEK细胞或其他适合表达人类蛋白质的哺乳动物细胞系。其他表达系统包括

稳定的果蝇细胞转染子、杆状病毒感染的昆虫细胞或其他适合表达蛋白质的哺乳动物细胞

系。

[0224] 可溶性MHC  II复合物的稳定甚至比MHC  I分子更重要，因为α链和β链都参与了肽

结合沟的形成，并且在未嵌入细胞膜时趋于解离。因此，在一个实施方式中，制备MHCII单

体，其中肽与MHCII分子共价连接。例如，一种方法是单链MHC  II类链‑肽复合物的共价合

成，通过工程改造与β链cDNA接近的肽特异性互补DNA(cDNA)序列来指导(如Crawford等人

(1999)Immunity，8:675‑682所述)。在这种策略中，所得多肽与从II类分子的氨基末端延伸

的肽序列重折叠。肽中的系连接头序列允许肽具有足够的灵活性，以占据成熟II类分子中

的肽结合沟。可切割接头可用于肽和MHCII分子之间的共价连接的切割(例如，如Day等人

(2003)J.Clin.Invest.,112:831‑842所述)，从而允许肽交换和MHCII分子与其他肽(例如

不同肽的文库)的加载。

[0225] 一旦表达，MHC  II复合物可以直接纯化为来自表达MHCII的细胞的整个MHC  II或

MHC  II肽单体。MHC  II单体可以在细胞表面表达，然后通过使用例如去污剂破坏细胞膜，然

后纯化MHC  II来分离。在一些实施方式中，MHC单体被表达到周质中，表达细胞被裂解并释

放纯化的MHC  II单体。或者，MHC单体可以从将表达蛋白分泌到培养上清液中的细胞的上清
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液中纯化。纯化MHC  II单体的方法在本领域中是公知的，例如，通过使用亲和标签与亲和层

析、涂覆抗‑标签的珠和/或涉及将MHC  II蛋白固定到亲和基质的其他技术；使用例如凝胶

过滤的尺寸排阻色谱法、离子交换或其他能够从细胞和/或细胞裂解物中分离MHC分子的方

法。

[0226] 在一些实施方式中，MHC  II多肽的重组表达允许对MHC单体进行多种修饰。例如，

重组技术提供了删除疏水性跨膜结构域的羧基末端截短方法。羧基末端也可以任意选择以

促进配体或标记物的偶联，例如通过将半胱氨酸和/或赖氨酸残基引入分子中。合成基因通

常包括限制性位点，以帮助插入表达载体和操纵基因序列。然后将编码合适单体的基因插

入表达载体中，在合适的宿主如大肠杆菌、酵母、昆虫或其他合适的细胞中表达，并获得重

组蛋白。

[0227] 在一些实施方式中，MHCII单体在其α链或β链上被生物素化。在一些实施方式中，

MHC  II单体在加载肽之前通过重折叠或肽交换生物素化。MHC单体的生物素化可以如本领

域已知的那样实现，例如通过将生物素连接到作为生物素化酶识别位点的特定连接位点。

在一些实施方式中，生物素化酶是BirA。在一些实施方式中，生物素化在体内在所需的蛋白

质链上进行，作为蛋白质表达期间的翻译后修饰。

[0228] II.占位符肽

[0229] A.MHC  I类占位符肽

[0230] 在本文提供的方法中，MHCI单体加载占位符肽，以促进MHCI单体能正确折叠，从而

在多聚化之前产生加载占位符‑肽的MHCI(p*MHCI)。本领域已经描述了占位符肽的实例以

及在占位符肽存在下体外诱导MHCI重链和β2‑微球蛋白折叠的方法(例如，Bakker等人，

PNAS  105:3825‑3830，2008；Rodenko等人，Nat.Prot.1:1120‑1132,2006)。

[0231] 在一些实施方式中，占位符肽是HLA‑A、HLA‑B或HLA‑C肽。在一些实施方式中，占位

符肽是HLA‑A1肽(例如，A*1:01结合肽)。在一些实施方式中，占位符肽是HLA‑A2肽(例如，A*

02:01结合肽、A*02:12结合肽、A*02:06结合肽)。在其它实施方式中，占位符肽是HLA‑A3肽

(例如A*3:01结合肽)、HLA‑A11肽(例如A*11:01结合肽)、HLA‑A23肽(例如A*23:01结合肽)、

HLA‑A24肽(例如A*24:02结合肽)、HLA‑A26肽(例如A*26:01结合肽)、HLA‑A29肽(例如A*29:

02结合肽)、HLA‑A30肽(例如A*30:01结合肽；A*30:02结合肽)、HLA‑A31肽(例如A*31:01结

合肽)、HLA‑A32肽(例如A*32:01结合肽)、HLA‑A33肽(例如A*33:01结合肽；A*33:03结合

肽)、HLA‑A68肽(例如A*68:02结合肽)、HLA‑B7肽(例如B*07:02结合肽)、HLA‑B8肽(例如B*

08:01结合肽)、HLA‑B15肽(例如B*15:01结合肽；B*15:03结合肽)、HLA‑B18肽(例如B*18:01

结合肽)、HLA‑B35肽(例如B*35:01结合肽)、HLA‑B38肽(例如B*38:01结合肽)、HLA‑B40肽

(例如B*40:01结合肽；B*40:02结合肽)、HLA‑B45肽(例如B*45:01结合肽)、HLA‑B51肽(例如

B*51:01结合肽)、HLA‑B53肽(例如B*53:01结合肽)、HLA‑B58肽(例如B*58:01结合肽)、HLA‑

C3肽(例如C*03:03结合肽；C*03:04结合肽)、HLA‑C4肽(例如C*04:01结合肽)、HLA‑C7肽(例

如C*07:01结合肽；C*07:02结合肽)或HLA‑C8肽(例如C*08:01结合肽)。在一些实施方式中，

占位符肽是合成肽。

[0232] 在一些实施方式中，占位符肽对MHCI结合沟的亲和力低于拯救肽。在一些实施方

式中，占位符肽对MHCI结合沟的亲和力比拯救肽低10倍。在一些实施方式中，占位符肽对

MHCI结合沟的亲和力高于拯救肽；然而，通过使用过量浓度的拯救肽，占位符肽仍然可以被
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拯救肽替换。

[0233] 在一些实施方式中，占位符肽是热不稳定的。在一些实施方式中，占位符肽在约

30‑37℃之间热不稳定。在一些实施方式中，占位符肽在30℃或以上、32℃或以上、34℃或以

上、35℃或以上、36℃或以上、或约37℃或以上的温度下是不稳定的。已经描述了热不稳定

占位符肽和鉴定和生产热不稳定占位符肽的方法(例如，WO  93/10220；WO  2005/047902；US 

2008/0206789；Luimstra等人，Curr.Protoc .Imunol .126(1):e852019；Luimstra等人，

J.Exp.Med.215(5):1493‑1504,2018)。

[0234] 在一些实施方式中，占位符肽在酸性pH下是不稳定的。在一些实施方式中，占位符

肽在约pH  2.5和6.5之间是不稳定的。在一些实施方式中，占位符肽在约2.5‑6.0、3.0‑6.0、

3.0‑6.5、3.5‑6.0、3.5‑6.5、4.0‑6.0、4.0‑6.5、4.5‑6.0、4.5‑6.5、5.0‑6.0、5.0‑6.5、5.0、

5.5、6.0或6.5的pH下不稳定。在一些实施方式中，占位符肽在碱性pH下是不稳定的。在一些

实施方式中，占位符肽在约pH  9‑11之间是不稳定的。在一些实施方式中，占位符肽在pH  9

或以上、pH  9.5或以上、在pH  10或约pH  10、在pH  10.5或约pH10.5、在pH  11或约pH11不稳

定。产生和使用pH敏感占位符肽的方法是公开的，例如，如WO  93/10220中所述；US  2008/

0206789；和Cameron等人，J.Immunol.Meth.268:51‑59。

[0235] 在一些实施方式中，占位符肽包括可切割部分。本领域已知各种类型的可切割部

分，包括例如通过光照射、酶、亲核或亲电试剂、还原和氧化试剂被切割的部分(例如，在

Leriche等人，Biorg.Med.Chem.20(2):571‑5822012中综述)。

[0236] 在一些实施方式中，可切割占位符肽包括一种或多种可光切割的非天然β‑氨基

酸。在一些实施方式中，占位符肽包括3‑氨基‑3‑(2‑硝基‑苯基)‑丙酸。在一些实施方式中，

占位符肽包括(2‑硝基)苯基甘氨酸。在一些实施方式中，占位符肽包括偶氮苯基团。在一些

实施方式中，HLA‑A2占位符肽是A*02:01、KILGFVFJV(SEQ  ID  NO:15)或GILGFVJL(SEQ  ID 

NO:7)，其中J是3‑氨基‑3‑(2‑硝基)苯基丙酸。在一些实施方式中，占位符肽选自以下组：A*

01:01 ,STAPGJLEY(SEQ  ID  NO:16)；A*03:01 ,RIYRJGATR(SEQ  ID  NO:17)；A*11:01 ,

RVFAJSFIK(SEQ  ID  NO:18)；A*24:02,VYGJVRACL(SEQ  ID  NO:11)；B*07:02,AARGJTLAM(SEQ 

ID  NO:14)；B*35:01,KPIVVLJGY(SEQ  ID  NO:19)；C*03:04,FVYGJSKTSL(SEQ  ID  NO:20) ,B*

08:01 ,FLRGRAJGL(SEQ  ID  NO:21)；C*07:02 ,VRIJHLYIL(SEQ  ID  NO:22)；C*04:01 ,

QYDJAVYKL(SEQ  ID  NO:23)；B*15:01,ILGPJGSVY(SEQ  ID  NO:24)；B*40:01,TEADVQJWL(SEQ 

ID  NO:25)；B*58:01,ISARGQJLF(SEQ  ID  NO:26)；和C*08:01,KAAJDLSHFL(SEQ  ID  NO:27) ,

其中J是3‑氨基‑3‑(2‑硝基)苯基丙酸。在另一个实施方式中，占位符肽包含SEQ  ID  NO:7‑

27或271‑279中任一所示的序列。在另一个实施方式中，占位符肽由SEQ  ID  NO:7‑27或271‑

279中任一所示的序列组成。

[0237] 产生含有可光切割氨基酸的占位符肽的方法在本领域是已知的，并且已经在前面

描述过(例如，Toebes等人，Curr.Protoc.Imunol.87:18.16.1‑18.16.20,2009；Bakker等

人，上文，Rodenko等人，上文)。在各种实施方式中，使用先前描述的方法(例如，Toebes等

人，Nat  Med .2006Feb；12(2):246‑51；Bakker等人，Proc  Natl  Acad  Sci  U  S  A.，2008年3

月11日；105(10):3825‑30；Rodenko等人，Nat  Protoc.2006；1(3):1120‑32； 等人，

Cytometry  A，2015年10月；87(10):967‑75)在暴露于紫外光后切割可光切割占位符肽。

[0238] 在一些实施方式中，占位符肽包括化学选择性部分。在一些实施方式中，化学选择
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性部分包括连二亚硫酸钠敏感的偶氮苯接头，其中偶氮苯包括至少一个包含电子供体基团

的芳族基团，并且位于两个氨基酸残基之间。偶氮苯接头和化学选择性肽交换的方法在本

领域是已知的，例如，如美国专利10,400,024所述。

[0239] 在一些实施方式中，占位符肽包括在暴露于氨肽酶时被切割的可切割部分。在一

些实施方式中，氨基酸残基的切割通过使用甲硫氨酸氨肽酶发生。当第二位的氨基酸残基

为例如甘氨酸、丙氨酸、丝氨酸、半胱氨酸或脯氨酸时，甲硫氨酸氨肽酶可从肽中切割甲硫

氨酸。在一些实施方式中，可切割部分包括凝血酶切割结构域。

[0240] 在一些实施方式中，占位符肽包括对化学触发物敏感的可切割部分。在一些实施

方式中，占位符肽包括高碘酸盐敏感氨基酸。在其它实施方式中，高碘酸盐敏感氨基酸包括

邻二醇部分。在一些实施方式中，高碘酸盐敏感氨基酸包括邻氨基醇部分。在一些实施方式

中，高碘酸盐敏感氨基酸是含1,2‑氨基‑醇的氨基酸。在一些实施方式中，高碘酸盐敏感氨

基酸是α,γ‑二氨基‑β‑羟基丁酸(DAHB)。生产和使用含有高碘酸盐敏感氨基酸的肽的方法

是公开的，例如，如Rodenko等人(J.Am .Chem .Soc .131:12605‑12313，2009)和Amore等人

(ChemBioChem  14:123‑131，2013)所述。

[0241] 在一些实施方式中，占位符肽是二肽。在一些实施方式中，二肽结合到MHCI结合沟

的F口袋。在一些实施方式中，二肽的第二氨基酸是疏水性的。在一些实施方式中，二肽选自

甘氨酰‑亮氨酸(GL)、甘氨酰‑缬氨酸(GV)、甘氨酰‑甲硫氨酸(GM)、甘氨酰‑环己基丙氨酸

(GCha)、甘氨酸‑高亮氨酸(GHle)和甘氨酰‑苯丙氨酸(GF)。生产和使用作为占位符肽的二

肽的方法是公开的，例如，如Saini等人(PNAS  112:202‑207,2015)所述。

[0242] 在一些实施方式中，占位符肽包括GILGFVFJL(SEQ  ID  NO:7)。在一些实施方式中，

占位符肽由GILGFVFJL(SEQ  ID  NO:7)组成。在其它实施方式中，占位符肽包含SEQ  ID  NO:

8‑27或271‑279中任一所示的序列。在其它实施方式中，占位符肽由SEQ  ID  NO:8‑27或271‑

279中任一所示的序列组成。

[0243] 在一些实施方式中，占位符肽还包括荧光标记。在一些实施方式中，荧光标记附着

在占位符肽中的半胱氨酸残基上。

[0244] 在一些实施方式中，p*MHCI分子被纯化，并被储存以用作储备分子的来源，当暴露

于本文所述的肽交换条件时，所述储备分子可与感兴趣的肽表位交换。

[0245] B.MHC  II类占位符肽

[0246] 在本文提供的方法中，MHC  II单体加载占位符肽，以促进MHC  II单体能正确折叠，

从而在多聚化之前产生加载占位符‑肽的MHC  II(p*MHCII)。在各种实施方式中，占位符肽

是结合HLA‑DR、HLA‑DQ、HLA‑DX、HLA‑DO、HLA‑DZ或HLA‑DP的肽。在一些实施方式中，占位符

肽是合成肽。

[0247] 在一些实施方式中，占位符肽对MHC  II结合沟的亲和力低于拯救肽。在一些实施

方式中，占位符肽对MHC  II结合沟的亲和力比拯救肽低10倍。

[0248] 在一些实施方式中，占位符肽是热不稳定的。在一些实施方式中，占位符肽在约

30‑37℃之间热不稳定。在一些实施方式中，占位符肽在30℃或以上、32℃或以上、34℃或以

上、35℃或以上、36℃或以上、或约37℃或以上的温度下是不稳定的。已经描述了热不稳定

占位符肽和鉴定和生产热不稳定占位符肽的方法(例如，WO  93/10220；WO  2005/047902；US 

2008/0206789；Luimstra等人，Curr.Protoc .Imunol .126(1):e852019；Luimstra等人，
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J.Exp.Med.215(5):1493‑1504,2018)。

[0249] 在一些实施方式中，占位符肽在酸性pH下是不稳定的。在一些实施方式中，占位符

肽在约pH  2.5和6.5之间是不稳定的。在一些实施方式中，占位符肽在约2.5‑6.0、3.0‑6.0、

3.0‑6.5、3.5‑6.0、3.5‑6.5、4.0‑6.0、4.0‑6.5、4.5‑6.0、4.5‑6.5、5.0‑6.0、5.0‑6.5、5.0、

5.5、6.0或6.5的pH下不稳定。在一些实施方式中，占位符肽在碱性pH下是不稳定的。在一些

实施方式中，占位符肽在约pH  9‑11之间是不稳定的。在一些实施方式中，占位符肽在pH  9

或以上、pH  9.5或以上、在pH  10或约pH  10、在pH  10.5或约pH10.5、在pH  11或约pH11不稳

定。产生和使用pH敏感占位符肽的方法是公开的，例如，如WO  93/10220中所述；US  2008/

0206789；和Cameron等人，J.Immunol.Meth.268:51‑59。

[0250] 在一些实施方式中，占位符肽包括可切割部分。本领域已知各种类型的可切割部

分，包括例如通过光照射、酶、亲核或亲电试剂、还原和氧化试剂被切割的部分(例如，在

Leriche等人，Biorg.Med.Chem.20(2):571‑5822012中综述)。

[0251] 在一个实施方式中，将占位符肽融合到降解标签上，并且通过在相应蛋白酶(消化

降解标签)的存在下以及拯救肽的存在下的蛋白水解促进肽交换。

[0252] 在一些实施方式中，可切割占位符肽是可光切割肽，例如在暴露于UV光时被切割。

例如，占位符肽可以包括一种或多种可光切割的非天然氨基酸。已经描述了结合MHCII的可

光切割肽，例如，纳入UV敏感氨基酸类似物3‑氨基‑3‑(2‑硝基苯基)‑丙酸盐(参见例如，

Negroni和Stern(2018)PLos  One，13(7):e0199704)。

[0253] 在一个实施方式中 ，M H C I I占 位符肽是C L I P肽，例如具有氨基酸序列

KPVSKMRMATPLLMQALPMGA(SEQ  ID  NO:189)或ATPLLMQALPMGA(SEQ  ID  NO:280)。在一个实施

方式中，CLIP肽是可切割的。在一个实施方式中，MHCII单体与共价附着的可切割CLIP肽合

成，例如通过合成单链MHC  II类链‑肽复合物，通过工程改造与β链cDNA接近的肽特异性互

补DNA(cDNA)序列来指导(参见例如Day等人(2003)J.Clin.Invest.,112:831‑842)。CLIP肽

(作为占位符肽)和MHCII之间的共价连接的切割因此允许与其他MHCII结合肽进行肽交换。

[0254] 基于MHCII分子与其已知的MHCII结合肽的适当配对，本领域已经描述了可以用作

占位符肽的其他MHCII结合肽。已知MHCII分子/MHCII结合肽对的非限制性实例包括：DRA1*

0101/DRB1*0401和血凝素的免疫显性肽，HA307‑319(见Novak等人(1999)J .Clin.Invest.,

104:R63‑R67)和HLA‑DR*1101和破伤风类毒素(TT)‑衍生的p2肽(TT830‑844)，具有氨基酸序

列QIYKANSKFIGITEL(SEQ  ID  NO:190)(见Cecconi等人(2008)Cytometry,73A:1010‑1018)。

[0255] III.p*MHC多聚体的产生

[0256] 用于制备本文提供的pMHC多聚体的多聚结构域包括蛋白质、多肽或其他适合于两

种或多种pMHC或p*MHC单体共价偶联的多聚部分，其不干扰pMHC多肽与细胞的结合。在一些

实施方式中，多聚结构域包括蛋白质亚基。在一些实施方式中，多聚结构域是蛋白质亚基的

同多聚体。在一些实施方式中，多聚结构域是蛋白质亚基的异多聚体。在一些实施方式中，

多聚体是二聚体、三聚体、四聚体、五聚体、六聚体、八聚体十聚体或十二聚体。在一个优选

实施方式中，pMHC多聚体是四聚体。

[0257] 合适的结合实体的实例是链霉亲和素(SA)和亲和素及其衍生物、生物素、免疫球

蛋白、抗体(单克隆、多克隆和重组)、抗体片段及其衍生物、AP‑1的亮氨酸拉链结构域(jun

和fos)、六‑his(金属螯合物部分)、六‑帽GST(谷胱甘肽S‑转移酶)谷胱甘肽亲和力、钙调素
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结合肽(CBP)、 纤维素结合域、麦芽糖结合蛋白、S‑肽标签、甲壳素结合标签、免

疫反应表位、表位标签、E2标签、HA表位标签，Myc表位、FLAG表位、AU1和AU5表位、Glu‑Glu表

位、KT3表位，IRS表位、B标签表位、蛋白激酶C表位、VSV表位、介导与多种化合物(包括碳水

化合物)结合的凝集素，脂质和蛋白质，例如Con  A(白刀豆(Canavaliaensi  formis))或WGA

(小麦胚芽凝集素)和四联蛋白或蛋白A或G(抗体亲和力)或卷曲螺旋多肽，如亮氨酸拉链。

还包括此类结合实体的组合。

[0258] 在一些实施方式中，多聚结构域是链霉亲和素(SA或SAv)或其衍生物的四聚体。在

一些实施方式中，多聚结构域是四聚链霉亲和素。在一些实施方式中，四聚体包括

或 或 分别在美国专利号5,506 ,121和

美国专利号6,103,493中描述，并可从多个来源商业获得。为了通过SAv的生物素结合位点

将MHC单体非共价附着到链霉亲和素上，可以将avitag(例如具有SEQ  ID  NO:161中所示的

氨基酸序列，其包括6xHis标签和FLAG标签)纳入MHC单体内，例如在C末端(参见例如实施例

3)。

[0259] 在本文提供的方法中，pMHC多聚体是通过每个p*MHC单体与多聚结构域的每个亚

基的N或C末端共价偶联而产生的，从而产生本文中称为偶联多聚体的反应产物。在一个实

施方式中，偶联多聚体是pMHC  I类(pMHCI)偶联多聚体。在另一个实施方式中，偶联多聚体

是pMHC  II类(pMHCII)偶联多聚体。

[0260] 在一些实施方式中，pMHCI多聚体通过多聚结构域与MHCIα1结构域的C末端共价偶

联而产生。在一些实施方式中，pMHCI多聚体通过多聚结构域与MHCIα2结构域的C末端共价

偶联而产生。在一些实施方式中，pMHCI多聚体通过多聚结构域与MHCIα3结构域的C末端共

价偶联而产生。在一些实施方式中，pMHCI多聚体通过将多聚结构域共价偶联到每个p*MHC

单体的β2‑微球蛋白的C末端而产生。

[0261] 在一个优选实施方式中，pMHCII多聚体通过多聚结构域与MHCIIα链的共价偶联而

产生。在另一个实施方式中，pMHCII多聚体通过多聚结构域与MHCIIb链的共价偶联而产生。

在某些实施方式中，pMHCII多聚体通过多聚结构域与MHCIIα1结构域的C末端共价偶联而产

生。在某些实施方式中，pMHC  II多聚体通过多聚结构域与MHC  IIα2结构域的C末端共价偶

联而产生。在某些实施方式中，pMHC  II多聚体通过多聚结构域与MHC  IIβ1结构域的C末端

共价偶联而产生。在某些实施方式中，pMHC  II多聚体通过多聚结构域与MHC  IIβ2结构域的

C末端共价偶联而产生。

[0262] 本文提供了在每个MHC单体和多聚结构域之间形成共价键的多种合适方法。

[0263] A.化学生物偶联

[0264] 在一些实施方式中，p*MHC多聚体通过化学偶联产生。在一些实施方式中，化学偶

联通过p*MHC多肽与多聚结构域的半胱氨酸生物偶联介导。在一些实施方式中，半胱氨酸生

物偶联通过半胱氨酸烷基化介导。在一些实施方式中，半胱氨酸生物偶联通过半胱氨酸氧

化介导。在其他实施方式中，半胱氨酸生物偶联通过脱硫反应介导。在一些实施方式中，半

胱氨酸生物偶联由碘乙酰胺介导。在一些实施方式中，半胱氨酸生物偶联由马来酰亚胺介

导。已经描述了利用半胱氨酸介导的两个部分的连接的方法，这两个部分可以用于产生本

文公开的pMHC多聚体，例如，参见Chalker等人，Chem  Asian  J.4(5):630‑402009；Spicer等

人，Nat  Commun。5:4740,2015。
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[0265] 在一些实施方式中，MHC多聚体通过化学修饰除半胱氨酸以外的氨基酸而产生，包

括但不限于赖氨酸、酪氨酸、精氨酸、谷氨酸、天冬氨酸、丝氨酸、苏氨酸、甲硫氨酸、组氨酸

和色氨酸侧链，以及N末端胺或C末端羧基，如前所述(Baslé等人，M  Chem  Biol.17(3):213‑

272010；Hu等人，Chem  Soc  Rev.45(6)：1691‑719,2016；Lin等人，Science  355(6325):597‑

602,2017)。

[0266] B.天然化学连接

[0267] 在一些实施方式中，pMHC多聚体通过天然化学连接(NCL)产生，其中每个p*MHC多

肽包括C末端硫酯，并且多聚结构域的每个亚基包括N末端半胱氨酸残基或其功能等效物，

其中半胱氨酸侧链和硫酯之间的反应不可逆地形成天然肽键，从而将p*MHC单体连接到多

聚结构域。已经描述了NCL的方法(Hejjaoui等人，M  Protein  Sci.24(7):1087‑99.2015)

Mandal等人，Proc  Natl  Acad  Sci  USA  109(37):14779‑84，2012；Torbeev等人，Proc  Natl 

Acad  Sci  USA  110(50):20051‑6,2013)。

[0268] 在一些实施方式中，β‑和/或γ‑硫代氨基酸被掺入p*MHC单体中。在一些实施方式

中，β‑和/或γ‑硫代氨基酸取代多聚结构域的每个亚基的N末端位置的半胱氨酸样残基，例

如，为反式硫酯化提供反应性硫醇。然后，脱硫方法可以产生所需的天然侧链。在一些实施

方式中，NCL在丙氨酸残基处进行。在其它实施方式中，在苯丙氨酸(Crich&Banerjee ,

2007)、缬氨酸(Chen等人2008；Haase等人2008)、亮氨酸(Harpaz等人2010；Tan等人2010)、

苏氨酸(Chen等人2010b)、赖氨酸(El  Oualid等人2010；Kumar等人2009；Yang等人2009)、脯

氨酸(Shang等人2011)、谷氨酸(Siman等人2012)、精氨酸(Malins等人2013)、色氨酸

(Malins等人2014)、天冬氨酸(Thompson等人2013)、谷氨酰胺(Cergol等人2014)和天冬酰

胺(Sayers等人2015)处进行NCL。已经描述了去除纯化步骤并提高连接产物产率的连接/脱

硫方法(Moyal等人，2013；Thompson等人，2014)。

[0269] C.点击化学介导的生物正交偶联

[0270] 在一些实施方式中，通过每个p*MHC单体的C末端偶联部分和多聚结构域每个亚基

的N末端偶联部分之间的生物正交偶联来产生p*MHC‑多聚体。在一些实施方式中，生物正交

偶联由“点击化学”介导。(见例如Kolb ,Finn  and  Sharpless ,Angewandte  Chemie 

International  Edition(2001)40:2004‑2021)。适用于点击化学、反应条件和相关方法的

偶联部分在本领域中可用(例如，Kolb等人，Angewantte  Chemie国际版40:2004‑2021；

Evans，澳大利亚化学杂志60:384‑3952007；Lahann，生物技术和材料科学点击化学，John 

Wiley&Sons  Ltd，ISBN  978‑0‑470‑69970‑62009)。在一些实施方式中，点击化学部分可以

包括或由末端炔烃、叠氮化物、应变炔烃、二烯、亲二烯、烷氧基胺、羰基、膦、酰肼、硫醇或烯

烃部分组成。在某些实施方式中，叠氮化物是铜螯合叠氮化物。在一个实施方式中，铜螯合

叠氮化物是吡啶甲基叠氮化物，例如Gly‑Gly‑Gly‑(PEG)4‑吡啶甲基‑叠氮化物。用于点击

化学反应的试剂是市售的，例如来自点击化学工具(Scottsdale，AZ)或GenScript

(Piscataway，NJ)。

[0271] 对于通过点击化学将每个p*MHC单体偶联到多聚结构域的亚基，蛋白质的点击化

学部分必须彼此反应，例如，其中每个p*MHC单体的点击化学部分之一的反应基团与多聚结

构域的亚基上的第二点击化学部分的反应性基团反应以形成共价键。这种反应性成对点击

化学处理对本领域技术人员来说是公知的，并且包括但不限于图1所示的那些。
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[0272] 在一些实施方式中，每个p*MHC偶联部分可以在点击化学反应条件下与多聚结构

域的每个亚基的偶联部分共价偶联。在一些实施方式中，使用分选酶介导的偶联来在每个

p*MHC单体的C末端装配第一点击化学部分，并在多聚结构域的每个亚基上装配第二点击化

学部分反应。在本文提供的方法中，在点击化学条件下，将两个或多个含有第一点击化学部

分的p*MHC单体在多聚结构域的每个亚基的C末端与第二点击化学部分偶联。例如在

WO2013/00355中描述了利用分选酶连接点击化学部分的方法，其全部内容通过引用并入本

文。实施例1、5、6和7中详细描述了使用炔烃‑叠氮点击化学与分选酶介导的偶联组合制备

的pMHC多聚体的非限制性实例。

[0273] 在一些实施方式中，使用内含蛋白介导的偶联来在每个p*MHC单体的C末端装配第

一点击化学部分，并在多聚结构域的每个亚基上装配第二点击化学部分反应。本文进一步

描述了利用内含蛋白介导的偶联物的方法。

[0274] 在一些实施方式中，本文提供的点击化学介导的p*MHC单体与多聚结构域的共价

偶联的方法包括C末端硫酯与β‑氨基硫醇的天然化学连接(Xiao  J，Tolbert  TJ  Org 

Lett.2009Sep  17；11(18):4144‑7)。

[0275] 在一些实施方式中，用于生产p*MHC多聚体的点击化学包括1,3‑偶极环加成(例

如，Cu(I)催化的逐步变体，通常简称为“点击反应”；参见例如Tornoe等人，Journal  of 

Organic  Chemistry(2002)67:3057‑3064)。铜和钌是反应中常用的催化剂。使用铜作为催

化剂导致形成1,4‑区域异构体，而钌导致形成1,5‑区域异构体。

[0276] 在一些实施方式中，MHC单体通过表达蛋白连接(EPL)连接到炔基化肽上，然后通

过Cu(I)催化的末端叠氮‑炔环加成(CuAAC)与叠氮标记的多聚结构域偶联。

[0277] 在一些实施方式中，点击化学偶联包括环加成反应，例如Diels‑Alder反应。在一

些实施方式中，MHCI和多聚结构域通过叠氮‑炔1,3‑偶极环加成(“点击化学”)偶联。在一些

实施方式中，通过Cu(I)催化的环加成(CuAAC)的存在促进环加成。

[0278] 在一些实施方式中，点击化学偶联包括对小应变环如环氧化物和氮丙啶的亲核加

成。在一些实施方式中，通过应变环辛炔系统促进环加成，例如，如Agard  NJ，Prescher  JA，

Bertozzi  CR  J  Am  Chem  Soc.2004年11月24日；126(46):15046‑7。

[0279] 在一些实施方式中，点击化学偶联包括对活化羰基的亲核加成。

[0280] 在一些实施方式中，pMHC单体和多聚结构域的偶联通过生物正交反应进行。在一

些实施方式中，MHC和多聚结构域通过应变亲二烯和四嗪二烯之间的反电子需求Diels‑

Alder反应偶联，例如，如Blackman  ML,Royzen  M,Fox  JM  J  Am  Chem  Soc.2008年10月15

日；130(41):13518‑9；和Devaraj  NK ,Weissleder  R ,Hilderbrand  SA  Bioconjug 

Chem.2008年12月；19(12):2297‑9)。在一些实施方式中，亲二烯是反式环辛烯。在一些实施

方式中，亲二烯是降冰片烯。

[0281] D.分选酶介导的偶联

[0282] 在一些实施方式中，p*MHC单体和多聚结构域之间的偶联由半胱氨酸转肽酶介导。

在一些实施方式中，半胱氨酸转肽酶是分选酶或其酶活性片段。已经描述了多种分选酶并

可商购(例如，Antos等人，Curr.Opin.Struct.Biol.38:111‑118，2016)。分类酶识别并切割

一个氨基酸基序，称为“分选标签”，以在两个多肽上的酰基供体和受体位点之间产生肽键，

从而连接含有N或C末端分选标签的不同多肽。实施例1、5、6和7中详细描述了使用分选酶介
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导的偶联(与炔烃‑叠氮点击化学组合)制备的pMHC多聚体的非限制性实例。

[0283] 因此，在一些实施方式中，每个p*MHC单体包括C末端分选标签，并且多聚结构域的

每个亚基包括N末端分选标签。在其他实施方式中，每个p*MHC单体包括N末端分选标签，并

且多聚结构域的每个亚基包括C末端分选标签。在一些实施方式中，分选酶催化MHC多肽与

多聚结构域的每个亚基之间肽键的形成。

[0284] 在一些实施方式中，识别基序被添加到每一个pMHC单体的C末端，寡‑甘氨酸基序

被加入到多聚结构域的每一个亚基的N末端。在将分选酶添加到MHC单体和多聚结构域的混

合物中后，多肽通过天然肽键共价连接以产生pMHC多聚体。

[0285] 在一些实施方式中，MHC单体和/或多聚结构域与分选标签框内表达。在一些实施

方式中，可以包括额外的标签，例如，6x  His标签(Sinisi等人Bioconag .Chem  23:1119‑

1126，2012)、亲核荧光染料(Nair等人Immun.Inflamm.Dis.1:3‑13，2013)和/或FLAG标签

(Greineder等人Biocconag.Chem.29:56‑66，2018)。

[0286] 在一些实施方式中，分选标签包含适合于MHC单体和多聚结构域之间化学偶联的

修饰氨基酸。在一些实施方式中，分选标签包含C末端叠氮赖氨酸残基，以实现如本文所述

的定向点击化学偶联。

[0287] 在一些实施方式中，MHC多肽和/或多聚结构域包括多肽和分选标签之间的接头。

在一些实施方式中，每个MHC多肽和多聚结构域的每个亚基包括带有接头的分选标签。例

如，在Greineder等人Bioconjug.Chem.29:56‑66,2018中描述了合适的接头。在一些实施方

式中，接头是半刚性接头。在一些实施方式中，接头包括(SSSSG)2SAA(SEQ  ID  NO:182)。在

一些实施方式中，接头包括(G)5(SEQ  ID  NO:183)。

[0288] 在一些实施方式中，分选标签包含荧光团修饰的赖氨酸残基，以促进反应进展和

效率的测量。

[0289] 在一些实施方式中，分选酶是Ca2+依赖性的。在一些实施方式中，分选酶是Ca2+非

依赖性的。

[0290] 在一些实施方式中，分选标签标记的MHC分子是可溶性HLA‑A2分子(HLA‑A*02:

01)，其具有C末端分选标签和6xHis标签，例如具有SEQ  ID  NO:1所示的氨基酸序列。在一些

实施方式中，分选标签标记的多聚结构域是具有C末端分选标签和6xHis标签的链霉亲和素

分子，例如具有SEQ  ID  NO:3所示的氨基酸序列。在一些实施方式中，具有6xHis标签的分选

标签标记具有SEQ  ID  NO:162所示的氨基酸序列。本领域已知各种其他分选标签序列，适合

用于制备本发明的偶联多聚体，其非限制性实例将在下文进一步描述。

[0291] 在一些实施方式中，分选标签包含氨基酸序列LPXTG(SEQ  ID  NO:163)，其中X是任

何氨基酸，并且分选酶在基序内的苏氨酸和甘氨酸骨架之间切割。

[0292] 在一些实施方式中，分选酶识别包含选自IPKTG(SEQ  ID  NO:164)、MPXTG(SEQ  ID 

NO:165)、LAETG(SEQ  ID  NO:166)、LPXAG(SESEQ  ID  NO:167)、LPESG(SEQ  ID  NO:168)、

LPELG(SEQUID  NO:169)或LPEVG(SEQDID  NO:170)的氨基酸序列的分选标签。

[0293] 在一些实施方式中，分选酶是SrtAstaph突变体。在一些实施方式中，SrtAstaph突

变体是F40，识别基序是XPKTG(SEQ  ID  NO:171)(Piotukh等人，J.Am.Chem.Soc.2011  133:

17536‑17539)。在一些实施方式中，SrtAstaph突变体是F40，识别基序是APKTG(SEQ  ID  NO:

172)、DPKTG(SEQ  ID  NO:173)或SPKTG(SEQ  ID  NO:174)。
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[0294] 在一些实施方式中，SrtAstaph突变体是SrtAstaph五突变体，识别基序是LPXTG

(SEQ  ID  NO:163)，其中X是任何氨基酸、LPEXG(SEQ  ID  NO:175)，其中X是任何氨基酸或

LAETG(SEQ  ID  NO:166)。在一些实施方式中，突变体是SrtAstaph五突变体，识别基序是

LPEAG(SEQ  ID  NO:176) ,LPECG(SEQ  ID  NO:177)或LPESG(SEQ  ID  NO:168)。在一些实施方

式中，SrtAstaph突变体是2A‑9，识别基序是LAETG(SEQ  ID  NO:166)。在一些实施方式中，

SrtAstaph突变体是4S‑9，识别基序是LPEXG(SEQ  ID  NO:178)，其中X＝A、C或S)。

[0295] 在一些实施方式中，分选酶是野生型分选酶的可溶性片段。在一些实施方式中，分

选酶是修饰的分选酶A的可溶性片段(Mao  H，Hart  SA，Schink  a，Pollok  BA，J  Am  Chem 

Soc.2004年3月10日；126(9):2670‑1A)。

[0296] 在一些实施方式中，分选酶是金黄色葡萄球菌分选酶A的变体或同源物(Antos 

JM,Truttmann  MC,Ploegh  HL  Curr  Opin  Struct  Biol.2016年6月；38:111‑8；Dorr  BM,

Ham  HO,An  C,Chaikof  EL,Liu  DR  Proc  Natl  Acad  Sci  U  S  A.2014年9月16；111(37):

13343‑8；Glasgow  JE ,Salit  ML ,Cochran  JR  J  Am  Chem  Soc .2016年6月22；138(24):

7496‑9)。

[0297] 还描述了将分选标签偶联到蛋白质中的方法。(Matsumoto  T ,Furuta  K ,Tanaka 

T,Kondo  A  ACS  Synth  Biol.2016年11月18；5(11):1284‑1289；Williams  FP,Milbradt 

AG,Embrey  KJ,Bobby  R  PLoS  One.2016；11(4):e0154607；和Witte  MD,Cragnolini  JJ,

Dougan  SK,Yoder  NC,Popp  MW,Ploegh  HL  Proc  Natl  Acad  Sci  U  S  A.2012年7月24；109

(30):11993‑8；Mao  H,Hart  SA,Schink  A,Pollok  BA  J  Am  Chem  Soc.2004年3月10；126

(9):2670‑1；Guimaraes  CP,Witte  MD,Theile  CS,Bozkurt  G,Kundrat  L,Blom  AE,Ploegh 

HL  Nat  Protoc.2013年9月；8(9):1787‑99和Theile  CS,Witte  MD,Blom  AE,Kundrat  L,

Ploegh  HL,Guimaraes  CP  Nat  Protoc.2013年9月；8(9):1800‑7。

[0298] 在一些实施方式中，例如在反应进行时，通过透析或离心除去由分选酶反应产生

的氨基甘氨酸肽片段(Freiburger  L，Sonntag  M，Hennig  J，Li  J，Zou  P，Sattler  M  J 

Biomol  NMR.2015年9月；63(1):1‑8)。在一些实施方式中，亲和固定化策略或基于流动的平

台用于选择性去除反应组分(Policarpo  RL，Kang  H，Liao  X，Rabideau  AE，Simon  MD，

Pentelute  BL  Angew  Chem  Int  Ed  Engl.2014年8月25；53(35):9203‑8)。

[0299] 在一些实施方式中，反应的平衡可以通过连接产物或副产物失活来控制。例如，在

一些实施方式中，通过连接添加到供体和受体的WTWTW(SEQ  ID  NO:179)基序来控制反应，

如Yamamura  Y、Hirakawa  H、Yamaguchi  S、Nagamune  T  Chem  Commun(Camb)2011年4月28

日；47(16):4742‑4中所述。在其他实施方式中，通过酰基供体甘氨酸的化学修饰使副产物

失活，例如在Liu  F,Luo  EY,Flora  DB,Mezo  AR  J  Org  Chem.2014年1月17日；79(2):487‑

92；和Williamson  DJ,Webb  ME,Turnbull  WB  Nat  Protoc.2014年2月；9(2):253‑62)中所

述。

[0300] E.内含蛋白介导的偶联

[0301] 内含蛋白是天然存在的自剪接蛋白亚结构域，能够从更大的蛋白质结构中切除自

身的蛋白亚结构，同时将两个先前侧翼肽区(“外显蛋白”)连接在一起，形成成熟的宿主蛋

白。已经开发了基于内含蛋白的蛋白质修饰和连接方法。内含蛋白是一种能够催化蛋白质

剪接反应的内部蛋白质序列，该剪接反应从前体蛋白质中切除内含蛋白序列并用肽键连接
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侧翼序列(N‑和C‑外显蛋白)。实施例2中详细描述了使用内含蛋白介导的偶联制备的pMHC

多聚体的非限制性实例。

[0302] 如本文所用，术语“裂解内含蛋白”是指任何内含蛋白，其中N末端内含蛋白区段和

C末端内含蛋白区段之间存在一个或多个肽键断裂，使得N末端和C末端的内含蛋白区段成

为独立的分子，可以经典(Cannon)‑共价重结合或重建为具有剪接或切割反应功能的内含

蛋白。任何催化活性内含蛋白或其片段可用于衍生用于本文公开的系统和方法的裂解内含

蛋白。例如，在一个方面，裂解内含蛋白可以来源于真核内含蛋白。在另一个方面，裂解内含

蛋白可以来源于细菌内含蛋白。在另一个方面，裂解内含蛋白可以来源于古细菌内含蛋白。

优选地，如此衍生的裂解内含蛋白将仅具有催化剪接反应所必需的氨基酸序列。

[0303] 如本文所使用的，“N末端内含蛋白区段”是指任何含有N末端氨基酸序列的内含蛋

白序列，当与相应的C末端内含蛋白区段结合时，该N末端氨基酸序列具有剪接和/或切割反

应的功能。因此，N末端内含蛋白区段还包括在发生剪接时剪接出的序列。N末端内含蛋白片

段可以包括天然存在(天然)内含蛋白序列的N末端部分的修饰序列。例如，N末端内含蛋白

区段可以包含额外的氨基酸残基和/或突变残基，只要包含这样的额外和/或突变残基不会

使内含蛋白对剪接或切割没有功能。优选地，额外和/或突变残基的纳入改善或增强了内含

蛋白的剪接活性和/或可控性。非内含蛋白残基也可以与内含蛋白区段基因融合，以提供额

外的功能，例如亲和纯化或共价固定的能力。

[0304] 如本文所使用的，“C末端内含蛋白区段”是指任何含有C末端氨基酸序列的内含蛋

白序列，当与相应的N末端内含蛋白区段结合时，该C末端氨基酸序列具有剪接和/或切割反

应的功能。在一个方面，C末端内含蛋白区段包括在发生剪接时剪接出的序列。在另一个方

面，从与其C末端融合的肽序列中切割C末端内含蛋白区段。C末端内含蛋白片段可以包括天

然存在(天然)内含蛋白序列的C末端部分的修饰序列。例如，C末端内含蛋白区段可以包含

额外的氨基酸残基和/或突变残基，只要包含这样的额外和/或突变残基不会使C末端内含

蛋白区段对剪接或切割没有功能。

[0305] 表达蛋白连接(EPL)是指重组蛋白与C末端硫酯和第二试剂与N末端半胱氨酸之间

的天然化学连接。通过使用由内含蛋白(介入蛋白)介导的自加工(也称为蛋白质剪接)，C末

端硫酯可以很容易地被引入任何重组蛋白(即靶向配体)上。内含蛋白是一种蛋白质，可以

从更大的前体多肽链中切除自身，利用一种过程在两侧的外显蛋白(外部蛋白)片段之间形

成天然肽键。当将自加工蛋白克隆到靶向配体下游时，可以使用硫醇(例如2‑巯基乙磺酸，

MESNA)诱导自加工蛋白的位点特异性切割，从而形成反应性硫酯。然后，硫酯将与任何具有

N末端半胱氨酸的试剂反应。EPL以位点特异性方式操作，如果两个官能团都为高浓度，则已

知反应非常有效。(在Elias等人Small  6:2460‑2468中综述)。

[0306] 因此，在一些实施方式中，MHC单体通过表达蛋白连接(EPL)连接到炔基化肽上，然

后通过Cu(I)催化的末端叠氮‑炔环加成(CuAAC)与叠氮标记的多聚结构域偶联。

[0307] 在一些实施方式中，MHC单体通过内含蛋白肽标签与多聚结构域偶联。在一些实施

方式中，MHC多肽包括C末端硫酯，多聚结构域包括融合到修饰内含蛋白(缺乏进行酯交换的

能力)的N‑外显蛋白，并且通过添加外源硫醇发生酯交换。

[0308] 现在已公开了许多内含蛋白，包括但不限于MxeGyrA(Frutos等人(2010)；

Southworth等人(1999)；SspDnaE(Shah等人(2012)；Wu等人(1998)；NpuDnaE(Shah等人
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(2012)；Vila‑Perello等人(2013)；AvaDnaE(David等人(2015)；Shah等人(2012)；Cfa(共有

DnaE裂解内含蛋白)(Stevens等人(2016))；gp41‑1和gp41‑8(Carvajal‑Vallejos等人

(2012))；NrdJ‑1(Carvajal‑Vallejos等人(2012))；IMPDH‑1(Carvajal‑Vallejos  et  al)

和AceL‑TerL(Thiel等人(2014)。表1总结了这些内含蛋白的性质和用途。

[0309] 表1：

[0310]

[0311]

[0312] 在一些实施方式中，该内含蛋白是来自蟾分枝杆菌(Mycobacterium  xenopi)的

198残基促旋酶A内含蛋白(Mxe  GyrA)(Southworth  MW，Amaya  K，Evans  TC，Xu  MQ，Perler 

FB  Biotechniques.1999年7月；27(1):110‑41116118‑20)。在一些实施方式中，内含蛋白来

自蓝藻集胞藻种(Synechocystis  sp.)PCC6803株(Ssp)。

[0313] 在一些实施方式中，内含蛋白是裂解内含蛋白对。在一些实施方式中，裂解内含蛋

白对是正交裂解内含蛋白对(Carvajal  Vallejos  P，PallisséR，Mootz  HD，Schmidt  SR  J 

Biol  Chem.2012年8月17日；287(34):28686‑96；Shah  NH、Vila  PerellóM、Muir  TW  Angew 

Chem  Int  Ed  Engl.2011年7月11日；50(29):6511‑5)。

[0314] 在一些实施方式中，裂解内含蛋白对是短至6或11个残基的人工裂解内含蛋白对

(Appleby  JH，Zhou  K，Volkmann  G，Liu  XQ  J  Biol  Chem.2009年3月6日；284(10):6194‑9；

Ludwig  C、Pfeiff  M、Linne  U、Mootz  HD  Angew  Chem  Int  Ed  Engl .2006年8月4日；45
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(31):5218‑21)。

[0315] 在一些实施方式中，内含蛋白是DnaE内含蛋白。在一些实施方式中，DnaE内含蛋白

来自点形念珠藻(Nostoc  punctiforme)(Npu)。在一些实施方式中，内含蛋白是gp41‑1内含

蛋白。在一些实施方式中，内含蛋白是gp41‑8内含蛋白。在一些实施方式中，内含蛋白是

IMPDH‑1内含蛋白。在一些实施方式中，内含蛋白是NrdJ内含蛋白。

[0316] 在一些实施方式中，裂解内含蛋白对是AceL‑TerL(Thiel  IV，Volkmann  G，

Pietrokovski  S，Mootz  HD  Angew  Chem  Int  Ed  Engl.2014年1月27日；53(5):1306‑10)。

[0317] 在一些实施方式中，该内含蛋白包括共有裂解内含蛋白序列(Cfa)(Stevens  AJ ,

Brown  ZZ ,Shah  NH ,Sekar  G ,Cowburn  D ,Muir  TW .Design  of  a  split  intein  with 

exceptional  protein  splicing  activity .Journal  of  the  American  Chemical 

Society.2016；138(7):2162–2165)。

[0318] 可获得许多用于内含蛋白介导偶联的方案，并且本文在实施例2中提供了示例性

方法。本领域已经描述了用于蛋白质偶联的合适内含蛋白序列和方案，例如Stevens等人，

J.Am.Chem .Soc.,138,2162‑2165,2016；Shah等人，J.Am.Chem .Soc.,134 ,11338‑11341 ,

2012；和Vila  Perello等人，J.Am.Chem.Soc.,135,286‑292,2013；Batjargal  S，Walters 

CR，Peterson  EJ  J  Am  Chem  Soc.2015年2月11日；137(5):1734‑7；以及Guan  D、Ramirez 

M、Chen  Z  Biotechnol  Bioeng.2013年9月；110(9):2471‑81，其全部内容通过引用并入本

文。

[0319] 在一些实施方式中，内含蛋白标记的MHC分子是具有N‑内含蛋白标签的可溶性

HLA‑A2分子(HLA‑A*02:01)，例如具有SEQ  ID  NO:4所示的氨基酸序列。在一些实施方式中，

内含蛋白标记的多聚结构域是具有C末端内含蛋白标签和FLAG标签的链霉亲和素分子，例

如具有SEQ  ID  NO:5所示的氨基酸序列。在一些实施方式中，包括FLAG标签的N‑内含蛋白标

签具有SEQ  ID  NO:180中所示的氨基酸序列。本领域已知各种其他N‑内含蛋白和C‑内含蛋

白序列，适合用于制备本公开的偶联多聚体，其非限制性实例在上文引用的参考文献中描

述。

[0320] F.其它生物偶联方法

[0321] 在一些实施方式中，MHC和多聚结构域的偶联是酶介导的。在一些实施方式中，该

酶是甲酰甘氨酸生成酶(FGE)，其识别CXPXR氨基酸序列基序并将半胱氨酸残基转化为甲酰

基甘氨酸，从而引入醛官能团(Wu  P,Shui  W,Carlson  BL,Hu  N,Rabuka  D,Lee  J,Bertozzi 

CR  Proc  Natl  Acad  Sci  U  S  A.2009年3月3日；106(9)：3000‑5)，其经历生物正交转化，例

如肟化和肼基‑Pictet‑Spengler反应(Agarwal  P,Kudirka  R,Albers  AE,Barfield  RM,de 

Hart  GW,Drake  PM,Jones  LC,Rabuka  D  Bioconjug  Chem.2013年6月19日；24(6)：846‑51；

Dirksen  A，Dawson  PE  Bioconag  Chem.2008年12月；19(12):2543‑8)。

[0322] 位点特异性生物结合策略为定向蛋白质修饰提供了许多可能性。在各种基于酶的

偶联方案中，甲酰基甘氨酸生成酶允许将氨基酸Cα‑甲酰甘氨酸(FGly)翻译后引入重组蛋

白，从不同共有基序内的半胱氨酸或丝氨酸残基开始。含醛FGly残基显示出与所有其他天

然氨基酸的正交反应性，因此可用于蛋白质支架上的位点特异性标记反应。(在Kruger等

人，Biol  Chem.2019年2月25日；400(3)doi:10.1515/hsz‑2018‑0358综述)

[0323] 甲酰甘氨酸生成酶(FGE)识别五肽共有序列CxPxR，并将该序列中的半胱氨酸特异
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性氧化为一种不寻常的含醛甲酰甘氨酸。FGE识别序列或醛标签可以插入原核或真核表达

系统中产生的异源重组蛋白中。半胱氨酸向甲酰甘氨酸的转化是通过FGE的瞬时或稳定细

胞系的共‑过度表达实现的，所得醛可以选择性地与α‑亲核试剂反应，生成位点选择性修饰

的生物偶联物(Rabuka等人，Nat  Protoc.2012年5月10日；7(6):1052–1067)。

[0324] 在一些实施方式中，该酶是硫辛酸连接酶，一种修饰13个残基靶序列内赖氨酸侧

链(Uttamapinant  C ,White  KA ,Baruah  H ,Thompson  S ,Fernández‑Suárez  M ,

Puthenveetil  S,Ting  AY  Proc  Natl  Acad  Sci  U  S  A.2010年6月15日；107(24)：10914‑

9)以引入生物正交基团的酶，包括叠氮化合物、芳族醛和肼、对‑碘苯基衍生物，降冰片烯和

反式环辛烯(综述于Debelouchina等人，Q .Rev  Biophys .2017；50e7 .doi:10 .1017/

S003358351700021)。

[0325] 在其他实施方式中，该酶是生物素连接酶、法尼基转移酶、转谷氨酰胺酶或N‑肉豆

蔻酰基转移酶(综述于Rashidian  M，Dozier  JK，Distefano  MD  Bioconjug  Chem.2013年8

月21日；24(8):1277‑94)。

[0326] G.肽接头

[0327] 在其他实施方式中，p*MHC多聚体包括肽接头。术语“肽接头”表示天然和/或合成

来源的线性氨基酸链。接头具有确保相互偶联的多肽能够通过允许多肽正确折叠和正确递

呈而发挥其生物活性的功能。肽接头可包含重复的氨基酸序列或天然存在的多肽序列。在

一些实施方式中，肽接头具有2至50个氨基酸的长度。在一些实施方式中，肽接头为3至30个

氨基酸、5至25个氨基酸、5至20个氨基酸或10至20个氨基酸。

[0328] 在一些实施方式中，肽接头富含甘氨酸、谷氨酰胺和/或丝氨酸残基。这些残基例

如以多达五个氨基酸的小重复单元排列。这个小重复单元可以重复一到五次。在多聚体单

元的氨基和/或羧基端可添加至多六个额外的任意天然存在的氨基酸。其他合成肽接头由

单个氨基酸组成，该氨基酸重复10至20次，并且在氨基和/或羧基端可包含多达六个额外的

任意天然存在的氨基酸。所有肽接头都可以由核酸分子编码，因此可以重组表达。由于接头

本身是肽，由接头连接的多肽通过两个氨基酸之间形成的肽键与接头连接。

[0329] 合适的肽接头在本领域中是公知的，并且公开于例如US2010/0210511US2010/

0179094和US2012/0094909中，其通过引用整体并入本文。其它接头在以下文献中提供：美

国专利号5 ,525 ,491；Alfthan等人 ,Protein  Eng .,1995 ,8:725‑731；Shan等人 ,

J.Immunol.,1999,162:6589‑6595；Newton等人,Biochemistry,1996,35:545‑553；Megeed

等人；Biomacromolecules,2006,7:999‑1004；和Perisic等人,Structure,1994,12:1217‑

1226；其各自通过引用出于所有目的将其全部内容纳入本文。

[0330] 在一些实施方式中，多肽接头是合成的。如本文所用，关于多肽接头的术语“合成

的”包括肽(或多肽)，其包含氨基酸序列(其可以是或可以不是天然存在的)，该氨基酸序列

以氨基酸的线性序列连接到其在自然界中非天然连接的序列(其可能是或可能不是天然存

在的)。例如，多肽接头可以包括非天然多肽，其是天然多肽的修饰形式(例如包括诸如添

加、取代或缺失的突变)或包含第一氨基酸序列(其可以是或可以不是天然存在的)。例如，

可以使用多肽接头以确保每个多聚融合多肽的结合部分(TCR或MHC)、多聚结构域和Igg‑框

架并列，以确保功能性多聚蛋白复合物正确折叠和形成。优选地，多肽接头将是相对非免疫

原性的，并且不会抑制结合蛋白的单体亚基之间的任何非共价结合。
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[0331] 在一些实施方式中，接头是Gly‑Ser多肽接头，即由甘氨酸和丝氨酸残基组成的

肽。一种示例性Gly‑Ser多肽接头包含氨基酸序列(Gly4Ser)n，其中n＝1‑6(SEQ  ID  NO:

181)。在某些实施方式中，n＝l。在某些实施方式中，n＝2。在某些实施方式中，n＝3。在某些

实施方式中，n＝4。在某些实施方式中，n＝5。在某些实施方式中，n＝6。其它示例性Gly‑Ser

多肽接头包含氨基酸序列Ser(Gly4Ser)n，其中n＝1‑10(SEQ  ID  NO:184)。在某些实施方式

中，n＝l。在某些实施方式中，n＝2。在某些实施方式中，n＝3,即Ser(Gly4Ser)3。在某些实

施方式中，n＝4,即Ser(Gly4Ser)4。在某些实施方式中，n＝5。在某些实施方式中，n＝6。在

某些实施方式中，n＝7。在某些实施方式中，n＝8。在某些实施方式中，n＝9。在某些实施方

式中，n＝10。

[0332] 其他示例性接头包括GS接头(即，(GS)n)、GGSG接头(即(GGSG)n)(SEQ  ID  NO:

185)、GSAT接头(SEQ  ID  NO:186)、SEG接头和GGS接头(即(GGSGS)n)(SEQ  ID  NO:187)，其中

n是正整数(例如，1、2、3、4或5)。用于多聚融合蛋白的其他合适接头可以使用公开可用的数

据库找到，例如接头数据库(ibi.vu.nl/programs/linkerdbwww)。接头数据库是多功能酶

中的结构域间接头的数据库，其用作新型多聚体融合蛋白中的潜在接头(参见例如，George

等人，Protein  Engineering  2002；15:871‑9)。

[0333] 可以使用本领域已知的技术将多肽接头引入多肽序列中。修饰可以通过DNA序列

分析来确认。质粒DNA可用于转化宿主细胞以稳定所产生的多肽的生产。

[0334] H.其它肽接头和标签

[0335] 适用于本文提供的方法和组合物的其他标签包括亲和标签，包括但不限于酶、蛋

白质结构域或小多肽，其以高特异性结合到一系列底物，例如碳水化合物、小生物分子、金

属螯合物、抗体等，以允许蛋白质的快速和有效纯化。溶解度标签增强蛋白质的正确折叠和

溶解度，并经常与亲和性标签串联使用。

[0336] 包括但不限于6x  His、FLAG、Strep  II和钙调素结合肽(CBP)标签的小尺寸标签具

有使对MHC多肽的结构、活性和特性的影响最小化的益处。(Zhao等人J.Anal .Chem .2013 

581093)

[0337] 在一些实施方式中，标签是FLAG标签。FLAG标签是一种亲水性八肽表位标签，其特

异性结合具有不同识别和结合特性的数种特异性抗‑FLAG单克隆抗体，如M1、M2和M5

(Einhauer等人J.Biochem .Biophys .49:455‑465,2001:Hopp等人Mol.Immunol .33:601‑

608,1996)。FLAG融合蛋白可以被具有钙依赖性(例如M2)或钙非依赖性方式的单克隆抗体

识别。特别是，附着在融合蛋白N末端的标签对于用M1单克隆抗体进行免疫亲和纯化是必需

的，而M2是位置不敏感的。

[0338] IV.MHC肽表位

[0339] A.肽表位选择

[0340] 已经开发了各种方法来鉴定可能是T细胞表位的新的MHC结合肽，并且许多实验方

法开始于从给定的蛋白质序列构建肽片段的重叠文库，通过合成恒定长度(n‑聚体)氨基酸

序列，这些氨基酸序列沿蛋白质序列彼此偏移固定数量的氨基酸。然后，可以在许多试验中

评估每个序列的MHC结合特性和活化T细胞的潜力。

[0341] 已经用上述方法和其他方法鉴定的现有MHC结合肽(例如MHC结合沟构象和电荷分

布的晶体学分析)导致对最常见的MHC等位基因定义了结合基序，为什么类型的推定MHC结
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合肽实际上可以很好地结合给定等位基因的MHC分子制定了规则。这些基序已被转化为预

测肽与MHC分子结合的预测计算机算法，例如SYFPEITHI算法(Rammensee  H .‑G .等人

(1995)，Immunogenetics  41:178‑228)。

[0342] 通过使用SYFPEITHI(Rammensee等人Immungenetics  50:213‑2191999)和来自

IEDB的人工神经网络(ANN)和稳定矩阵法(SMM)算法(Peters等人PLoS  Biol.3:e912005)，

分析所需抗原的蛋白质序列以寻找可能的HLA特异性抗原。根据SYFPEITHY的预测结合值>

21、ANN的预测结合价值<6000或SMM的预测结合数值<600来选择肽。合成所选择的肽。

[0343] 可以使用如前所述的荧光偏振(FP)分析进行结合测定(例如，Buchi等人，

Biochemistry  43:14852‑14863,2004；Sette等人，Mol.Immunol.31:813‑822)。为了确定肽

的结合能力，可以在FP竞争试验中用占位符肽确定相对于对照的抑制百分数。

[0344] 在一些实施方式中，与pMHC多聚体结合的肽来自无偏肽文库。在一些实施方式中，

肽是9聚体。在一些实施方式中，与pMHCI多聚体结合的肽是9聚体，其包括在位置2和9处具

有关键氨基酸的HLA‑A2结合基序，其可包括异亮氨酸(I)、缬氨酸(V)或亮氨酸(L)。

[0345] 在一些实施方式中，文库包含通过转录和翻译任何感兴趣的多核苷酸序列而产生

的所有k‑聚肽，例如，在所有六个阅读框中计算机产生基因组或宏基因组正向和反向链的

转录和翻译产物。

[0346] 在一些实施方式中，本公开的文库包括可从感兴趣外显子的计算机翻译衍生的所

有k‑聚肽。

[0347] 在一些实施方式中，本公开的文库包括可从感兴趣转录组的计算机翻译衍生的所

有k‑聚肽。

[0348] 在一些实施方式中，本发明的文库包含可从感兴趣蛋白质组中衍生的所有k‑聚

肽。

[0349] 在一些实施方式中，本公开的文库包括可从感兴趣ORF组的计算机翻译衍生的所

有k‑聚肽。

[0350] 在一些实施方式中，可以使用算法来选择肽文库中的肽。例如，可以使用算法来预

测最有可能折叠或停靠在MHC/HLA结合口袋中的肽，并且可以选择高于特定阈值的肽包含

在文库中。

[0351] 在一些实施方式中，本发明的文库包含可从一组基因组、蛋白质组、转录组、ORF组

或其任何组合的计算机转录和翻译或翻译中衍生的所有肽。

[0352] 在一些实施方式中，肽来源于来自一组样品(例如来自患者群体的临床样品或一

组病原体基因组)的多核苷酸序列的计算机转录和翻译或翻译。

[0353] 在一些实施方式中，所述肽衍生自差异基因组、蛋白质组、转录组、ORF组或其任何

组合，其中比较两个或多个基因组、蛋白质组、转录组或ORF组或其组合以识别作为差异序

列的序列(例如，它们之间不同的序列)。在一些实施方式中，通过比较感兴趣的组织来鉴定

肽序列。在一些实施方式中，通过比较感兴趣的细胞来鉴定肽序列。在一些实施方式中，通

过比较患病细胞或组织与健康细胞或组织来鉴定肽序列。在一些实施方式中，患病的细胞

或组织是癌细胞或组织。在一些实施方式中，患病细胞来源于患有自身免疫病的个体。

[0354] 在一些实施方式中，肽衍生自基因组、蛋白质组、转录组、ORF组或其任何组合的同

源序列，其中比较两个或多个基因组、蛋白质、转录组和ORF组或其组合以鉴定同源序列。
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[0355] 在一些实施方式中，所述肽衍生自感兴趣序列中的突变，例如，可由编码抗原或表

位的多核苷酸序列中单核苷酸突变产生的所有9‑聚肽。

[0356] 在一些实施方式中，所述肽是重叠肽文库，其包括来自模板序列(例如，在计算机

翻译的基因组中)的重叠肽，其中设定长度的重叠肽偏离限定数量的残基。

[0357] 在一些实施方式中，肽的选择包括基于特定HLA类型的预测结合亲和力对肽进行

优先级排序。

[0358] 在一些实施方式中，为本发明文库选择肽基于群体(例如，人类人群)中的流行程

度优先考虑HLA类型或等位基因。

[0359] 在一些实施方式中，文库包含通过转录和翻译任何感兴趣的多核苷酸序列而产生

的所有k‑聚肽，例如，在所有六个阅读框中计算机产生基因组或宏基因组正向和反向链的

转录和翻译产物。在一些实施方式中，本发明的文库包含可从哺乳动物基因组(例如，小鼠

基因组、人类基因组、患者基因组、自身免疫患者基因组或癌症基因组)计算机转录和翻译

衍生的所有k‑聚肽。在一些实施方式中，本发明的文库包含可从微生物基因组(例如，细菌

基因组、病毒基因组、原生动物基因组、原生生物基因组、酵母基因组、古细菌基因组或噬菌

体基因组)计算机转录和翻译衍生的所有k‑聚肽。在一些实施方式中，本发明的文库包含可

从病原体基因组，例如，细菌病原体基因组、病毒病原体基因组、真菌病原体基因组、机会致

病病原体基因组、条件病原体基因组或真核寄生虫基因组计算机转录和翻译衍生的所有k‑

聚肽。在一些实施方式中，本发明的文库可来自植物基因组或真菌基因组。在一些实施方式

中，本发明的文库包含衍生自基因组的计算机转录和翻译的k‑聚肽，其中基因组在计算机

转录和翻译期间被修饰，例如，计算机突变以产生包含突变(例如，替换、插入、删除)的k‑聚

肽。

[0360] 在一些实施方式中，本发明的文库包含可从感兴趣的外显子组(例如，哺乳动物外

显子组、人类外显子组、小鼠外显子组、患者外显子组、自身免疫患者外显子组、癌症外显子

组、病毒外显子组、原生动物外显子组、原生生物外显子组、酵母外显子组、病原体外显子

组、真核寄生虫外显子组、植物外显子组或真菌外显子组)的计算机翻译中衍生的所有k‑聚

肽。在一些实施方式中，本发明的文库包含衍生自外显子组的计算机翻译的k‑聚肽，其中外

显子组在计算机翻译期间被修饰，例如，计算机突变以产生包含突变(例如，替换、插入、删

除)的k‑聚肽。

[0361] 在一些实施方式中，本发明的文库包含可从感兴趣的转录组(例如，哺乳动物转录

组、人类转录组、小鼠转录组、患者转录组、自身免疫患者转录组、癌症转录组、微生物转录

组、细菌转录组、病毒转录组、原生动物转录组、原生生物转录组、酵母转录组、古细菌转录

组、噬菌体转录组、病原体转录组、真核寄生虫转录组、植物转录组、真菌转录组，来自RNA测

序的转录组、微生物组转录组或来自宏基因组RNA测序的转录组)的计算机翻译中衍生的所

有k‑聚肽。在一些实施例中，本发明的文库包含衍生自转录组的计算机翻译的k‑聚肽，其中

转录组在计算机翻译期间被修饰，例如，计算机突变以产生包含突变(例如，替换、插入、删

除)的k‑聚肽。

[0362] 在一些实施方式中，本发明的文库包含可从感兴趣的蛋白质组(例如，哺乳动物蛋

白质组、人类蛋白质组、小鼠蛋白质组、患者蛋白质组、自身免疫患者蛋白质组、癌症蛋白质

组、微生物蛋白质组、细菌蛋白质组、病毒蛋白质组、原生动物蛋白质组、原生生物蛋白质
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组、酵母蛋白质组、古细菌蛋白质组、噬菌体蛋白质组、病原体蛋白质组、真核寄生虫蛋白质

组、植物蛋白质组或真菌蛋白质组)衍生的所有k‑聚肽。在一些实施方式中，本发明的文库

包含源自蛋白质组的k‑聚肽，其中k‑聚肽从蛋白质组序列修饰而来，例如，包含突变(例如，

替换、插入、删除)的k‑聚肽。

[0363] 在一些实施方式中，本发明的文库包含可从感兴趣的ORF组(例如，哺乳动物ORF

组、人类ORF组、小鼠ORF组、患者ORF组、自身免疫患者ORF组、癌症ORF组、微生物ORF组、细菌

ORF组、病毒ORF组、原生动物ORF组、原生生物ORF组、酵母ORF组、古细菌ORF组、噬菌体ORF

组、病原体ORF组、真核寄生虫ORF组、植物ORF组、真菌ORF组，来自RNA测序的ORF组、微生物

组ORF组或来自宏基因组RNA测序的ORF组)的计算机翻译中衍生的所有k‑聚肽。在一些实施

方式中，本发明的文库包含衍生自ORF组的计算机翻译的k‑聚肽，其中ORF组在计算机翻译

期间被修饰，例如，计算机突变以产生包含突变(例如，替换、插入、删除)的k‑聚肽。

[0364] 在一些实施方式中，本发明的文库包含可从一组基因组、蛋白质组、转录组、ORF组

或其任何组合的计算机转录和翻译或翻译中衍生的所有k‑聚肽。在一些实施例中，本发明

的文库包含可从一组样品(例如，来自患者群体的临床样品或一组病原体基因组)的多核苷

酸序列的计算机转录和翻译或翻译中衍生的所有k‑聚肽。在一些实施方式中，本发明的文

库包含可从一组病毒基因组，例如人病毒组的计算机转录和翻译中衍生的所有k‑聚肽。在

一些实施方式中，本发明的文库包含衍生自一组基因组、蛋白质组、转录组、ORF组或其任意

组合的计算机转录和翻译的所有k‑聚肽，其中来源序列在计算机翻译期间被修饰，例如，计

算机突变以产生包含突变(例如，替换、插入、删除)的k‑聚肽。

[0365] 在一些实施方式中，本发明的文库包含可从差异基因组、蛋白质组、转录组、ORF组

或其任何组合衍生的所有k‑聚肽，其中比较两个或更多基因组、蛋白质组、转录组、ORF组或

其组合以鉴定为差异序列(在其之间区分)的序列(例如，核苷酸序列、氨基酸序列、核苷酸

丰度或蛋白质丰度不同)。在一些实施方式中，通过比较感兴趣的组织来生成基因组、蛋白

质组、转录组或ORF组的差异序列。在一些实施方式中，通过比较来自感兴趣细胞(例如，健

康细胞与癌细胞)的序列来产生基因组、蛋白质组、转录组或ORF组的差异序列。在一些实施

方式中，通过比较感兴趣生物体的序列来生成基因组、蛋白质组、转录组或ORF组的差异序

列。在一些实施方式中，通过比较感兴趣的对象(例如患病对健康对象)来生成基因组、蛋白

质组、转录组或ORF组的差异序列。

[0366] 在一些实施方式中，本发明的文库包含可从基因组、蛋白质组、转录组、ORF组或其

任何组合的同源序列衍生的所有k‑聚肽，其中比较两个或更多基因组、蛋白质组、转录组、

ORF组，或其组合以鉴定同源序列(例如，具有一定程度的同源性)的序列，例如同源核苷酸

序列、同源氨基酸序列、同源核苷酸丰度或同源蛋白质丰度。在一些实施方式中，通过比较

感兴趣的组织来生成基因组、蛋白质组、转录组或ORF组的同源序列。在一些实施方式中，基

因组、蛋白质组、转录组或ORF组的同源序列是通过比较来自感兴趣的细胞(例如，健康细胞

与涉及自身免疫的细胞(例如，诱导自身免疫的细胞或在自身免疫期间被靶向的细胞)的序

列来生成的。在一些实施方式中，通过比较感兴趣的生物体的序列来生成基因组、蛋白质

组、转录组或ORF组的同源序列。在一些实施方式中，通过比较感兴趣的对象(例如患病对健

康对象)来生成基因组、蛋白质组、转录组或ORF组的同源序列。

[0367] 在一些实施方式中，本发明的文库包含可从感兴趣的多肽序列衍生的所有k‑聚
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肽，例如，覆盖病毒蛋白质的完整蛋白质序列的所有可能的9‑聚肽。在一些实施方式中，本

发明的文库包含可从感兴趣的多肽序列产生的k‑聚肽，其中感兴趣的多肽序列被修饰，例

如在计算机中突变以生成包含突变(例如，取代、插入、删除)的k‑聚肽。

[0368] 在一些实施方式中，本发明的文库包含可从感兴趣序列中的突变衍生的所有k‑聚

肽，例如，可从编码抗原或表位的多核苷酸序列中的单核苷酸突变生成的所有9‑聚肽。例

如，本发明的文库包含可由编码抗原或表位的多核苷酸序列中的两个、三个、四个、五个、六

个、七个、八个或九个核苷酸突变产生的所有9‑聚肽。在一些实施方式中，本发明的文库包

含可从丙氨酸取代衍生的所有k‑聚肽，例如，本文所述序列中任何位置的丙氨酸取代(例

如，蛋白质、一组蛋白质、蛋白质组、计算机转录和翻译的基因组)。在一些实施方式中，本发

明的文库包括位置扫描文库，其中所选氨基酸残基依次被所有其他天然氨基酸取代。在一

些实施方式中，本发明的文库包括组合位置扫描文库，其中所选氨基酸残基每次在两个或

多个位置依次被所有其他天然氨基酸取代。在一些实施方式中，本发明的文库包含重叠肽

文库，其包含来自模板序列(例如，在计算机中翻译的基因组)的重叠肽，其中设定长度的重

叠肽被确定数量的残基抵消。在一些实施方式中，本发明的文库包含T细胞截短肽文库，其

中文库的每个复制物包含在一末端截短的等摩尔肽混合物(例如，可从标称11‑聚体的C末

端截短衍生8‑聚体、9‑聚体、10‑聚体和11‑聚体)。在一些实施方式中，本发明的文库包含定

制肽组，其中定制肽组以列表形式提供。

[0369] 在一些实施方式中，本发明的基因组、外显子组、转录组、蛋白质组或ORF组是病毒

基因组、外显子组、转录组、蛋白质组或ORF组。病毒的非限制性实例包括腺病毒、腺相关病

毒、Aichi病毒、澳大利亚蝙蝠丽沙病毒、BK多瘤病毒、版纳(Banna)病毒、巴马森林病毒、布

尼亚韦拉病毒、拉克罗斯本扬病毒(Bunyavirus  La  Crosse)、雪鞋兔布尼亚病毒

(Bunyavirus  snowshoe  hare)、猕猴疱疹病毒(Cercopithecine  herpesvirus)、金迪普拉

病毒(Chandipura  virs)、基孔肯亚病毒(Chikungunya  virus)、柯萨病毒(Cosavirus)A、牛

痘病毒、柯萨奇病毒(Coxsackievirus)、克里米亚‑刚果出血热病毒、巨细胞病毒(CMV)、登

革热病毒、多理病毒(Dhori  virus)、杜比病毒(Dugbe  Virus)、杜文黑基病毒(Duvenhage 

Virus)、东部马脑炎病毒、埃博拉病毒、埃博拉病毒、埃可病毒(Echovirus)、脑心肌炎病毒、

爱泼斯坦‑巴尔病毒(EBV)、欧洲蝙蝠丽沙病毒、GB病毒C/庚型肝炎病毒、汉他病毒(Hantaan 

virus)、亨德拉病毒(Hendra  virus)、甲型肝炎病毒、乙型肝炎病毒、丙型肝炎病毒、戊型肝

炎病毒、丁型肝炎病毒、马痘病毒、人腺病毒、人星状病毒、人冠状病毒、人巨细胞病毒、人内

源性反转录病毒(HERV)、人肠病毒、人疱疹病毒(例如，HHV‑1、HHV‑2、HHV‑6A、HHV‑6B、HHV‑

7、HHV‑8)、人免疫缺陷病毒(例如，HIV‑1、HIV‑2)，人乳头瘤病毒(如HPV‑1、HPV‑2、HPV‑16、

HPV‑18)、人副流感病毒、人细小病毒B19、人呼吸道合胞病毒(RSV)、人鼻病毒、人SARS冠状

病毒、人泡沫反转录病毒(spuma  retrovirus)、人类嗜T淋巴细胞病毒(HTLV，如HTLV‑1、

HTLV‑2、HTLV‑3)、人ι病毒、甲型流感病毒、乙型流感病毒、丙型流感病毒、伊斯法罕病毒

(Isfahan  virus)、JC多瘤病毒、日本脑炎病毒、胡宁沙状病毒(Junin  arenavirus)、KI多瘤

病毒、昆津病毒、拉各斯‑蝙蝠病毒、维多利亚湖‑马尔堡病毒、兰加特病毒(Langat  virus)、

拉沙病毒(Lassa  Virus)、Lordsdale病毒、跳跃病病毒(Louping  ill  virus)、淋巴细胞性

脉络丛脑膜炎病毒(Lymphocytic  choriomeningitis  virus)、马丘波病毒(Machupo 

virus)、马亚罗病毒(Mayaro  virus)、MERS冠状病毒、麻疹病毒、门戈脑心肌炎病毒(Mengo 
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encephalomyocarditis  virus)、梅克尔细胞多瘤病毒(Merkel  cell  polyomavirus)、蒙古

拉病毒(Mokola  virus)、传染性软疣病毒(Molluscum  contagiosum  virus)、猴痘病毒、腮

腺炎病毒、墨莱溪谷脑炎病毒(Murray  valley  encephalitis  virus)、纽约病毒、尼帕病毒

(Nipah  virus)、诺如病毒(Norovirus)、诺沃克病毒、阿尼昂‑尼昂病毒(O？nyong‑nyong 

virus)、羊接触传染性化脓性口炎病毒(Orf  virus)、奥罗普切病毒(Oropouche  virus)、皮

钦德病毒(Pichinde  virus)、脊髓灰质炎病毒、蓬塔托罗白蛉病毒(Punta  toro 

phlebovirus)、普马拉病毒(Puumala  virus)、狂犬病病毒、裂谷热病毒、罗沙病毒A

(Rosavirus  A)、罗斯河病毒(Ross  river  virus)、轮状病毒(例如，轮状病毒A、轮状病毒B、

轮状病毒C、轮状病毒X)、风疹病毒(Rubella  virus)、鹭山病毒(Sagiyama  virus)、赛利病

毒(Salivirus)A、西西里白蛉热病毒(Sandfly  fever  sicilian  virus)、札幌病毒、塞姆利

基森林病毒(Semliki  forest  virus)、汉城病毒、猴泡沫病毒(Simian  foamy  virus)、猴病

毒5、辛德比斯病毒(Sindbis  virus)、南安普敦病毒、圣路易斯脑炎病毒、蜱传波瓦桑病毒

(Tick‑borne  powassan  virus)、细环病毒(Torque  teno  virus)、托斯卡纳病毒、乌库涅米

病毒(Uukuniemi  virus)、痘苗病毒、水痘‑带状疱疹病毒(Varicella‑zoster  virus)、天花

病毒(Variola  virus)、委内瑞拉马脑炎病毒、水泡性口炎病毒(Vesicular  stomatitis 

virus)、西部马脑炎病毒、WU多瘤病毒、西尼罗河病毒、亚巴猴肿瘤病毒(Yaba  monkey 

tumor  virus)、亚巴样病病毒、黄热病病毒、和寨卡病毒。

[0370] 在一些实施方式中，本发明的基因组、外显子组、转录组、蛋白质组或ORF组是癌基

因组、外显子组、转录组、蛋白质组或ORF组。在一些实施方式中，本发明的文库包含已知的

癌症新表位。在一些实施方式中，本发明的文库包含可从已知癌症抗原蛋白中衍生的所有

k‑聚肽。在一些实施方式中，本发明的文库包含可从参与上皮间质转化的基因中衍生的所

有k‑聚肽。在一些实施方式中，本发明的文库包含可从癌症相关基因中衍生的所有k‑聚肽。

在一些实施方式中，本发明的文库包含可从突变性癌症驱动基因中衍生的所有k‑聚肽。在

一些实施方式中，本发明的文库包含可从原癌基因、癌基因或肿瘤抑制基因中衍生的所有

k‑聚肽。在一些实施方式中，本发明的文库包含可从原癌基因、癌基因或肿瘤抑制基因中衍

生的所有k‑聚肽，其中k‑聚肽包含如本文所述的突变(例如，氨基酸取代、丙氨酸取代、位置

扫描、组合位置扫描等)。

[0371] 癌症的非限制性示例包括急性淋巴细胞白血病(ALL)、急性髓细胞白血病(AML)、

肾上腺皮质癌、艾滋病相关癌、艾滋病相关淋巴瘤、肛门癌、阑尾癌、星状细胞瘤、非典型畸

胎瘤样/横纹肌样瘤、基底细胞癌、胆管癌、膀胱癌、骨癌、大脑瘤、乳腺癌、支气管肿瘤、伯基

特氏淋巴瘤、类癌肿瘤、原发部位不明转移癌(Carcinoma  of  Unknown  Primary)、心脏肿

瘤、中枢神经系统癌、宫颈癌、胆管癌(Cholangiocarcinoma)、脊索瘤、慢性淋巴细胞白血病

(C L L) 、慢性粒细胞白血病(C M L) 、慢性骨髓增生性肿瘤、结直肠癌、颅咽管瘤

(Craniopharyngioma)、皮肤T细胞淋巴瘤、原位乳腺导管癌(Ductal  Carcinoma  In  Situ)、

胚芽肿瘤(Embryonal  Tumor)、子宫内膜癌、上皮癌、室管膜瘤、食管癌、成感觉神经细胞瘤

(Esthesioneuroblastoma)、尤因氏肉瘤、颅外生殖细胞瘤、性腺外生殖细胞瘤、眼癌、输卵

管癌、骨纤维组织细胞瘤、胆囊癌、胃癌、胃肠道类癌肿瘤、胃肠道间质瘤(GIST)、生殖细胞

瘤、妊娠滋养细胞疾病(Gestational  Trophoblastic  Disease)、毛细胞白血病、头颈癌、肝

细胞癌、组织细胞增多病、霍奇金氏淋巴瘤、下咽癌、眼内黑色素瘤、胰岛细胞瘤、卡波济氏
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肉瘤、肾(肾细胞)癌、朗格汉斯细胞组织细胞增生症、喉癌、白血病、唇和口腔癌、肝癌、肺癌

(非小细胞和小细胞)、淋巴瘤、男性乳腺癌、骨的恶性纤维组织细胞瘤和骨肉瘤、黑色素瘤、

默克尔细胞癌、间皮瘤、转移癌、原发性隐匿的转移性颈鳞状细胞癌、中线束癌、口癌、多发

性内分泌腺瘤综合征、多发性骨髓瘤、蕈样肉芽肿、骨髓增生异常综合征、骨髓增生异常/骨

髓增生性肿瘤、鼻腔癌、鼻咽癌、神经母细胞瘤、非霍奇金淋巴瘤、非小细胞肺癌、口腔癌、唇

癌和口腔癌、口咽癌、骨肉瘤、卵巢癌、胰腺癌、胰腺神经内分泌肿瘤、乳头瘤、副神经节瘤、

副鼻窦癌、甲状旁腺癌、阴茎癌、咽癌、嗜铬细胞瘤、垂体瘤、浆细胞瘤、胸膜肺母细胞瘤、原

发性中枢神经系统(CNS)淋巴瘤、原发性腹膜癌、前列腺癌、直肠癌、复发癌、视网膜母细胞

瘤、横纹肌肉瘤、唾液腺癌、肉瘤、Sézary综合征、皮肤癌、小细胞肺癌、小肠癌、软组织肉瘤、

皮肤鳞状细胞癌、隐匿原发性颈部鳞状细胞癌、胃癌、T细胞淋巴瘤、睾丸癌、喉癌、胸腺瘤和

胸腺瘤、甲状腺癌、移行细胞癌、输尿管和肾盂癌、尿道癌、子宫癌、子宫肉瘤、阴道癌、血管

瘤、外阴癌和肾母细胞瘤。

[0372] 在一些实施方式中，本发明的基因组、外显子组、转录组、蛋白质组或ORF组是炎症

或自身免疫病基因组、外显子组、转录组、蛋白质组或ORF组。在一些实施方式中，本发明的

文库包含已知的炎症或自身免疫性新表位或自身表位。在一些实施方式中，本发明的文库

包含可从已知炎症或自身免疫性抗原蛋白中衍生的所有k‑聚肽。在一些实施方式中，本发

明的文库包含可从炎症或自身免疫相关基因中衍生的所有k‑聚肽。在一些实施方式中，本

发明的文库包含可从炎症或自身免疫相关驱动基因的突变中衍生的所有k‑聚肽。

[0373] 炎性或自身免疫病或病症的非限制性例子包括急性播散性脑脊髓炎(ADEM)；急性

坏死性出血性白脑炎；艾迪生病；佐剂诱导性关节炎；无丙种球蛋白血症；斑秃；淀粉样变

性；强直性脊柱炎；抗GBM/抗TBM肾炎；抗磷脂综合征；自身免疫性血管水肿；自身免疫性再

生障碍性贫血；自身免疫失调；自身免疫性胃萎缩；自身免疫性溶血性贫血；自身免疫性肝

炎；自身免疫性高脂血症；自身免疫性免疫缺陷；自身免疫性内耳病(AIED)；自身免疫性心

肌炎；自身免疫性卵巢炎；自身免疫性胰腺炎；自身免疫性视网膜病变；自身免疫性血小板

减少性紫癜(ATP)；自身免疫性甲状腺疾病；自身免疫性荨麻疹；轴突和神经元神经病；巴洛

病；白塞病；大疱性类天疱疮；心肌病；卡斯特曼病；乳糜泻；恰加丝病；慢性炎性脱髓鞘性多

发性神经病(CIDP)；慢性复发性多灶性骨髓炎(CRMO)；变应性肉芽肿性血管炎(Churg‑

Strauss  syndrome)；瘢痕性类天疱疮/良性粘膜类天疱炎；克罗恩病；Cogan综合征；胶原诱

导性关节炎；冷凝集素病；先天性心脏传导阻滞；柯萨奇心肌炎；CREST病；原发性混合冷球

蛋白血症；脱髓鞘性神经病；疱疹样皮炎；皮肌炎；Devic病(视神经脊髓炎)；盘状狼疮；

Dressler综合征；子宫内膜异位症；嗜酸性食管炎；嗜酸性筋膜炎；结节性红斑；实验性变态

反应性脑脊髓炎；实验性自身免疫性脑脊髓炎；埃文斯综合征；纤维肌痛；纤维性肺泡炎；巨

细胞动脉炎(颞动脉炎)；巨细胞性心肌炎；肾小球肾炎；古德帕斯综合征；肉芽肿性多血管

炎(GPA)(以前称为韦格纳肉芽肿)；Graves病；Guillain‑Barre综合征；桥本脑炎；桥本甲状

腺炎；溶血性贫血；过敏性紫癜；妊娠疱疹；低丙种球蛋白血症；特发性血小板减少性紫癜

(ITP)；IgA肾病；IgG4相关硬化性疾病；免疫调节性脂蛋白；包涵体肌炎；间质性膀胱炎；炎

症性肠病；青少年关节炎；青少年少关节炎；青少年糖尿病(1型糖尿病)；青少年肌炎；川崎

综合征；lambert‑Eaton综合征；白细胞破碎性血管炎；扁平苔藓；硬化苔藓；木质结膜炎；线

性IgA病(LAD)；狼疮(SLE)；莱姆病，慢性；梅尼埃病；显微镜下多血管炎；混合结缔组织病；
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莫伦氏溃疡；Mucha‑Habermann病；多发性硬化症；重症肌无力；肌炎；嗜睡症；视神经脊髓炎

(Devic’s)；中性粒细胞减少症；非肥胖性糖尿病；眼瘢痕性类天疱疮；视神经炎；回文风湿

病；PANDAS(与链球菌相关的小儿自身免疫性神经精神疾病)；副肿瘤性小脑变性；阵发性夜

间血红素尿症(PNH)；Parry  Romberg综合征；Parsonnage‑Turner综合征；睫状体扁平部炎

(外周葡萄膜炎)；天疱疮；寻常天疱疮；外周神经病；静脉周围脑脊髓炎；恶性贫血；POEMS综

合征；结节性多动脉炎；I型、II型和III型自身免疫性多腺体综合征；风湿性多发性肌痛；多

发性肌炎；心肌梗塞后综合征；心包切开术后综合征；孕激素皮炎；原发性胆汁性肝硬化；原

发性硬化性胆管炎；银屑病；斑块型银屑病；银屑病性关节炎；特发性肺纤维化；坏疽性脓皮

病；纯红细胞再生障碍；雷诺现象；反应性关节炎；反射性交感神经营养不良；Reiter综合

征；复发性多软骨炎；不安腿综合征；腹膜后纤维化；风湿热；类风湿关节炎；结节病；

Schmidt综合征；巩膜炎；硬皮病；硬化性胆管炎；硬化性涎腺炎；干燥综合征；精子和睾丸自

身免疫；僵人综合征；亚急性细菌性心内膜炎；Susac综合征；交感性眼炎；系统性红斑狼疮

(SLE)；系统性硬化；Takayasu动脉炎；颞动脉炎/巨细胞动脉炎；血小板减少性紫癜(TTP)；

Tolosa‑Hunt综合征；横纹肌炎；1型糖尿病；溃疡性结肠炎；未分化结缔组织病(UCTD)；葡萄

膜炎；血管炎；水疱性皮肤病；白癜风；韦格纳肉芽肿病(现称为肉芽肿性多血管炎(GPA))。

炎症或自身免疫病或病况的非限制性例子包括感染，例如慢性感染、潜伏感染、缓慢感染、

持续病毒感染、细菌感染、真菌感染、支原体感染或寄生虫感染。

[0374] 如例如在美国临时申请第62/791,601号中所述，该申请通过引用整体并入本文。

[0375] B.肽生产

[0376] 适用于pMHC多聚体的肽根据本领域已知的方法产生，或由商业供应商合成生产，

或根据制造商的说明使用肽合成仪合成。例如，在一些实施方式中，适用于pMHC多聚体的肽

可以通过计算机生产方法制备。

[0377] 在其它实施方式中，肽可以通过化学方法合成，例如，茶包(tea  bag)合成、数字光

刻、针式(pin)合成和SPOT合成。例如，可以通过SPOT合成产生肽阵列，其中氨基酸链通过添

加氨基酸和切割侧链保护基团的重复循环构建在纤维素膜上。

[0378] 在其它实施方式中，可使用重组DNA技术表达肽，例如，将表达构建体引入细菌细

胞、昆虫细胞或哺乳动物细胞，并从细胞提取物中纯化重组蛋白。

[0379] 在一些实施方式中，可通过体外转录和翻译合成肽，其中合成利用无细胞环境中

转录和翻译的生物学原理，例如，通过提供核酸模板、相关构建模块(例如RNA、氨基酸)、酶

(例如RNA聚合酶、核糖体)和条件。

[0380] 在一些实施方式中，体外转录和翻译可以包括无细胞蛋白质合成(CFPS)。通过

CFPS获得高产量需要使用细菌系统，其中翻译序列的第一个氨基酸是N‑甲酰甲硫氨酸

(fMet)。该残基与甲硫氨酸的不同之处在于包含中性甲酰基团(HCO)而不是带正电荷的氨

基‑末端(NH3
+)。工程改造构建体以包括编码酶切结构域和文库多肽的基因，如美国临时申

请第62/791,601号所述，该申请通过引用全文并入本文。

[0381] .去除至少初始甲硫氨酸氨基酸可以成功折叠肽并将其装载到MHC蛋白上。此外，

去除至少初始甲硫氨酸氨基酸允许肽文库多样性的上限更大，例如，20x，其中x是肽的长

度，而包含该残基会将文库多样性限制为20(x‑1)。

[0382] 在一些实施方式中，利用体外转录/翻译(IVTT)系统合成肽，该系统可以将例如
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DNA构建体转录成RNA，然后将RNA翻译成蛋白质。例如，本公开的方法包括用于进行体外转

录/翻译(IVTT)以生产高多样性的肽文库并允许正确的蛋白质折叠的方法。IVTT可以允许

在无细胞环境下直接从DNA或RNA模板生产蛋白质。

[0383] 可以使用例如PCR产物、线性DNA质粒、环状DNA质粒或具有核糖体结合位点(RBS)

序列的mRNA模板进行本文使用的IVTT方法。合适的模板被分离后，可以将转录组分加入到

模板中，其包括，例如，三磷酸核糖核苷酸，和RNA聚合酶。转录完成后，可以加入翻译组分，

其可在，例如，兔网织红细胞裂解液或小麦胚芽提取物中找到。在一些方法中，转录和翻译

可在单个步骤中发生，其中，例如，在兔网织红细胞裂解液中或小麦胚芽提取物中找到的纯

化的翻译组分与转录组分同时添加到核酸模板中。

[0384] 在一些实施方式中，编码肽的N末端甲硫氨酸残基和可切割部分的核苷酸序列可

在DNA构建体或RNA构建体中被编码。可切割部分位于使得该肽的至少一个N末端氨基酸残

基在可切割部分之前或之内。在一些实施方式中，该方法包括编码可切割部分，其位于使得

肽的一个N末端氨基酸残基在可切割部分之前或之内。在一些实施方式中，一个N末端氨基

酸残基是甲硫氨酸残基。可以使用酶，例如对可切割部分特异的蛋白酶切割可切割部分，该

蛋白酶也可以从肽的剩余部分切掉可切割部分。

[0385] 如本文所述的DNA或RNA构建体中编码的可切割部分的实例包括任何可被酶切割

的可切割部分。在一些实施方式中，可由蛋白酶切割可切割部分。可使用对切割部分特异性

的酶从肽中切下可切割部分。例如，该酶可以是因子Xa、人鼻病毒3C蛋白酶、AcTEVTM蛋白酶，

WELQut蛋白酶，GenenaseTM,小泛素样修饰物(SUMO)蛋白、Ulp1蛋白酶或肠激酶。通过识别三

级结构而非氨基酸序列，Ulp1蛋白酶可以特定的方式切下可切割部分。肠激酶(肠肽酶)也

可用于从候选肽中切割可切割部分。肠激酶可以在赖氨酸之后在以下切割位点切割：DDDDK

(SEQ  ID  NO:188)。肠激酶还可以在其他碱性残基处切割，取决于蛋白质底物的序列和构

型。

[0386] 在一些实施方式中，可切割部分可以是小泛素样修饰(SUMO)蛋白质。可以使用对

SUMO特异的蛋白酶从肽中切割下SUMO结构域。在一些实施方式中，可切割部分可以是肠激

酶切割位点：DDDDK(SEQ  ID  NO.:188)。蛋白酶可以是，例如，Ulp1蛋白酶或肠激酶。通过识

别SUMO的三级结构而非氨基酸序列，Ulp1蛋白酶可以特定的方式切下SUMO。肠激酶(肠肽

酶)也可用于在赖氨酸之后在以下切割位点切割：DDDDK(SEQ  ID  NO:188)。肠激酶还可以在

其他碱性氨基酸处切割，取决于蛋白质底物的序列。

[0387] 在编码肽的构建体翻译期间或之后，N末端氨基酸残基(例如SUMO结构域)可被高

效地切割以产生恰当折叠的肽。在一些实施方式中，至少一个N末端氨基酸残基被切割以产

生肽。在一些实施方式中，切割一个、两个、三个、四个、五个六个、七个、八个、九个、十个或

更多N末端氨基酸残基以产生肽。该N末端氨基酸可以是任何氨基酸残基。该N末端氨基酸残

基可以是甲硫氨酸氨基酸残基。因此该恰当折叠的肽不局限于具有N末端甲硫氨酸，还可以

是通过无细胞体外方法产生的高多样性肽文库的部分。

[0388] 在编码肽的构建体翻译之后，N末端氨基酸残基可被切割以产生用于高多样性肽

文库的肽。在一些实施方式中，至少一个N末端氨基酸残基被切割以产生肽。在一些实施方

式中，一个或多个N末端氨基酸被切割，例如2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,20,25,

30,35,40,45,50,55,60,65,70,75,80,85,90,95,100,105,110,115,120,125,130,140,
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150,160,170,180,190,200,250或更多N末端氨基酸残基被切割，以产生肽。该N末端氨基酸

可以是任何氨基酸残基。该N末端氨基酸残基可以是甲硫氨酸氨基酸残基。

[0389] 在一些实施方式中，DNA或RNA构建体包含嘌呤霉素。在一些实施方式中，DNA或RNA

构建体包含缺少终止密码子的间隔子序列。在一些实施方式中，肽通过亲和标签纯化(例

如，使用FLAG标签)来纯化。在一些实施方式中，肽包含HaloTag酶序列。在一些实施方式中，

肽包含亲和素或链霉亲和素。

[0390] 对于哺乳动物表达，在哺乳动物表达载体中设计了一种编码CMV肽的构建体，其具

有带或不带C末端His标记的C末端Flag标记。根据厂商的建议，通过瞬时转染Expi293F或

ExpiCHO‑S细胞(生命技术(Life  Technologies))表达肽。

[0391] 用抗Flag亲和层析(Genscript)或Ni亲和层析从细胞培养上清液中纯化肽。在亲

水性树脂(GE生命科学)上进行尺寸排阻层析(SEC)，该树脂在20mM  HEPES，150mM  NaCl，pH 

7.2中预平衡。

[0392] 或者，使用23mM磷酸钠，500mM氯化钠，500mM咪唑(pH  7.4)的柱缓冲液，通过Ni亲

和层析纯化肽，而无需SEC纯化。

[0393] 哺乳动物细胞中产生的肽通过280nm处的UV进行定量，而CFPS产生的肽通过夹心

ELISA相对于标准蛋白质进行定量。

[0394] V.肽交换

[0395] p*MHC多聚体用于通过如本文所述的原位或体外肽交换反应产生加载有多种独特

肽表位的pMHC多聚体的文库或微阵列。在一些实施方式中，肽交换反应以多孔形式并在天

然条件下进行。结合由多种技术确定，如ELISA，其监测MHC结构的稳定性，或通过生物物理

技术监测肽结合，如荧光偏振。实施例4中详细描述了通过二肽交换或UV介导的交换进行肽

交换的非限制性实例。

[0396] 在一些实施方式中，为了测量占位符肽或肽片段的解离效率，在存在未标记交换

肽的情况下，在交换反应中使用荧光标记的占位符肽。荧光标记的p*MHC多聚体的等分试样

要么未经处理，要么暴露于肽交换条件(例如，UV暴露)不同的时间段。通过荧光分析监测剩

余含p*MHC的占位符肽量，以监测p*MHC‑复合物的减少。

[0397] 在一些实施方式中，与交换肽表位相比，占位符肽对MHC肽结合沟的亲和力更低，

并且其中步骤(d)包括在竞争测试中使p*MHC单体与过量肽表位接触。在一些实施方式中，

占位符肽的KD比交换肽表位低约10倍。

[0398] 与MHC分子的肽结合沟结合的肽可以是天然存在的肽，但也可以使用特定MHC分子

或其所属的超型家族的B和F口袋的结合特异性的知识来合成。可以使用MHC复合物的可用

3D结构和关于相应MHC分子的结合口袋特异性的知识来生成合适的配体。

[0399] MHC  I多肽的肽结合特异性主要由B和F结合口袋的物理化学性质以耦合方式控

制。B和F结合口袋通常与肽中的“锚定残基”结合，该“锚定残基”定义了MHC的肽结合沟中肽

的结合。观察到的MHC分子肽结合沟氨基酸残基的多样性确定了单个MHC分子的肽结合和递

呈谱(Chang等人，2011；Frontiers  in  Bioscience，Landmark  Edition，Vol .16:3014‑

3035)。例如，如Sidney等人(BMC  Immunology  Vol.9:12008)所述，对于大量MHC分子，已经

阐明了锚定残基的口袋的特异性。

[0400] 本公开进一步提供了一种生产p*MHC多聚体的方法，包括：生产其中结合沟中的肽
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是占位符肽的p*MHC‑多聚体；使p*MHC多聚体与还原剂接触以除去占位符肽；以及在足以结

合MHC肽结合沟中的肽表位的条件下使p*MHC多聚体与MHC肽表位接触。

[0401] 两个接触步骤优选通过提供含有MHC肽表位和还原剂的MHC分子的样品来进行。优

选在加入还原剂时存在MHC肽表位。在一些实施方式中，每次反应添加一个MHC肽表位。在一

些实施方式中，将两个或多个肽表位添加到反应中。

[0402] 在一些实施方式中，通过将混合物的温度升高至约30°‑37℃。在一些实施方式中，

将混合物升高至31°,32°,33°,34°,35°,36°或37℃。

[0403] 在一些实施方式中，通过将混合物的pH降低至约pH  2.5‑5.5来诱导肽交换。在一

些实施方式中，通过将混合物的pH增加至约pH  9‑11来诱导肽交换。

[0404] 在一些实施方式中，占位符肽包括可光切割部分以形成所述的pMHC复合物(例如

Toebes等，Nat.Med .12:246‑251,2006；Bakker等人，PNAS  105:3825‑383,2008；Frosig等

人，Cytometry  Part  A，87A:967‑975 ,2015；Chang等人，Eur.J .Immunol .43:1109‑112 ,

2013)。在一些实施方式中，占位符肽包括含有(2‑硝基)苯基侧链的非天然氨基酸。在一些

实施方式中，氨基酸是包含3‑氨基‑3‑(2‑硝基)苯基丙酸的UV敏感β‑氨基酸。在一些实施方

式中，UV敏感氨基酸是(2‑硝基)苯基甘氨酸。

[0405] 在一些实施方式中，占位符肽是HLA‑A2肽。在一些实施方式中，HLA‑A2占位符肽是

p*A2,KILGCVFJV(SEQ  ID  NO:15)或GILGFVJL(SEQ  ID  NO:7)，其中J是3‑氨基‑3‑(2‑硝基)

苯基丙酸。

[0406] 在一些实施方式中，占位符肽是含有可光切割部分的HLA‑A1、‑A3、A11或‑B7肽。在

一些实施方式中，占位符肽选自以下组：A*01:01 ,STAPGJLEY(SEQ  ID  NO:16)；A*03:01 ,

RIYRJGATR(SEQ  ID  NO:17)；A*11:01,RVFAJSFIK(SEQ  ID  NO:18)；A*24:02,VYGJVRACL(SEQ 

ID  NO:11)；B*07:02,AARGJTLAM(SEQ  ID  NO:14)；B*35:01,KPIVVLJGY(SEQ  ID  NO:19)；C*

03:04 ,FVYGJSKTSL(SEQ  ID  NO:20) ,B*08:01 ,FLRGRAJGL(SEQ  ID  NO:21)；C*07:02 ,

VRIJHLYIL(SEQ  ID  NO:22)；C*04:01,QYDJAVYKL(SEQ  ID  NO:23)；B*15:01,ILGPJGSVY(SEQ 

ID  NO:24)；B*40:01,TEADVQJWL(SEQ  ID  NO:25)；B*58:01,ISARGQJLF(SEQ  ID  NO:26)；和

C*08:01,KAAJDLSHFL(SEQ  ID  NO:27) ,其中J是3‑氨基‑3‑(2‑硝基)苯基丙酸。在其他实施

方式中，占位符肽具有SEQ  ID  NO:7‑27或271‑279中任一所示的序列。

[0407] 在一些实施方式中，占位符肽还包括荧光标记。在一些实施方式中，荧光标记附着

在占位符肽中的半胱氨酸残基上。

[0408] 在长波长UV照射下，肽在一种或多种肽的存在下被切割并从MHC复合物解离，以促

进稳定的pMHC单体或多聚体的形成。通常，MHC肽交换以多孔形式进行，用于如本文所述的

肽配体的高通量筛选。只有能够有效结合和稳定肽受体MHC分子的候选肽才能阻止MHC复合

物的解离。肽交换可以通过多种技术，例如ELISA或荧光偏振监测，如Rodenko等人

(Nat.Protocol.1:1120‑1132，2006)中所述。

[0409] 随后通过凝胶过滤HPLC和MHC‑ELISA分析所得的pMHC多聚体以确定三个参数：MHC

重折叠效率、pMHC复合物在无UV暴露下的稳定性以及复合物的UV敏感性。

[0410] 某些二肽可以帮助MHC  I类分子的折叠和肽交换。二肽特异性结合到MHC  I类分子

的F口袋以促进肽交换，迄今为止已在HLA‑A*02:01、HLA‑B*27:05和H‑2Kb分子中描述并验

证了肽交换(Saini等人，Proc  Natl  Acad  Sci  U  S  A.2013年9月17日；110(38)：15383‑8)。
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[0411] 因此，在一些实施方式中，占位符肽与一个或多个感兴趣肽的肽交换由二肽催化，

该二肽催化MHC  I类分子上的快速肽交换(参见例如Saini等人，Proc  Natl  Acad  Sci  U  S 

A.2015年1月6日；112(1)：202)。合适的二肽是具有疏水性第二残基的二肽。在一些实施方

式中，二肽是甘氨酰亮氨酸(GL)、甘氨酰缬氨酸(GV)、甘氨酰甲硫氨酸(GM)、甘氨酰环己基

丙氨酸(GCha)、甘氨酰高亮氨酸(GHle)或甘氨酰苯丙氨酸(GF)。

[0412] 在另一个实施方式中，占位符肽与一个或多个感兴趣肽的肽交换是通过伴侣介导

的肽交换来实现的，例如使用分子伴侣TAPBPR，如Overall等人(2020)Nature  Comm .11:

1909中所述。

[0413] VI.pMHC文库生产

[0414] 在一个方面，本文提供了制备包含多种加载的肽表位的pMHC多聚体文库的方法。

制备肽交换的条码pMHC文库的各个步骤如图18所示。这些步骤使用本领域已知的用于制备

条码化文库的标准方法，包括使用单细胞测序、使用多孔水凝胶、使用单模板PCR生成肽编

码扩增子(条码)和使用液滴(in‑drop)体外转录/翻译(IVTT)。

[0415] 实施例9中描述了用合并的条码化UV肽交换的MHC四聚体进行单细胞测序的非限

制性示例。实施例10中详细描述了用于高通量生产条码化UV肽交换的MHC四聚体池的多孔

水凝胶生产的非限制性实例。实施例11中详细描述了使用单模板PCR生成肽编码扩增子的

非限制性示例。实施例12中描述了在水凝胶上加载可条码化、可交换的MHC四聚体的非限制

性示例。实施例13中详细描述了肽和UV交换到加载的MHC四聚体中的液滴体外转录/翻译

(IVTT)的非限制性示例。实施例14中详细描述了从水凝胶中释放UV肽交换的条码化pMHC四

聚体的非限制性示例。

[0416] 在一些实施方式中，该方法包括：(a)提供多种加载占位符肽的MHCI(p*MHCI)单

体，其各自包含(i)MHCI重链多肽或其功能片段，(ii)β2‑微球蛋白多肽或其功能片段，

(iii)偶联部分，和(iv)结合在每个MHCI单体的肽结合沟中的占位符肽；(b)提供多个多聚

结构域，其中所述多聚结构域的每个亚基包括偶联部分；(c)在足以使所述两个或多个p*

MHCI单体与所述多聚结构域共价偶联的条件下，将p*MHC  I单体和所述多聚结构域组合以

产生p*MHCI多聚体；和(d)用包含多个独特MHCI肽表位的肽文库替换多个p*MHCI多聚体中

的占位符肽，以产生多个加载肽的MHCI(pMHCI)多聚体。

[0417] 在一些实施方式中，该方法包括：(a)提供多个加载占位符肽的MHCI(p*MHCI)单

体，每个单体包含(i)MHCI重链多肽或其功能片段，(ii)β2‑微球蛋白多肽或功能片段、

(iii)偶联部分和(iv)结合在每个MHCI单体的肽结合沟中的占位符肽；(b)提供多个多聚结

构域，其中所述多聚结构域的每个亚基包括偶联部分，所述多聚结构域包括至少一个非共

价结合位点；(c)在足以使两个或多个p*MHCI单体与多聚结构域共价偶联的条件下，将多个

p*MHC  I单体和多个多聚结构域组合，以产生多个p*MHCI多聚体；(d)用多个拯救肽表位替

换p*MHCI多聚体中肽结合沟中结合的占位符肽，以产生多个pMHCI多聚体；和(e)将寡核苷

酸条码结合到多聚结构域上的非共价结合位点。

[0418] 在一些实施方式中，该方法包括：(a)提供多种加载占位符肽的MHCI(p*MHCI)单

体，其各自包含(i)MHCI重链多肽或其功能片段，(ii)β2‑微球蛋白多肽或其功能片段；

(iii)位于(i)或(ii)C末端处的包含偶联部分的肽接头；和(iv)结合在每个MHCI单体的肽

结合沟中的占位符肽；(b)提供多个多聚结构域，其在多聚结构域的每个亚基N末端处包含
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肽接头，所述肽接头包含偶联部分；(c)在足以使所述两个或多个p*MHCI单体与所述多聚结

构域共价偶联的条件下，将多个p*MHC  I单体和多个多聚结构域组合，以产生多个p*MHCI多

聚体；和(d)用多个独特MHCI肽表位替换p*MHCI多聚体肽结合沟中结合的占位符肽，以产生

多个pMHCI多聚体。

[0419] VII.标记

[0420] pMHC多聚体可与荧光标记偶联，从而允许鉴定结合肽‑MHC多聚体的T细胞，例如，

通过流式细胞术或显微镜检。也可以基于荧光标记通过荧光活化细胞分选的方式选择T细

胞。

[0421] 在一些实施方式中，一个或多个可检测标记物与接头偶联。根据本发明，“可检测

标记”是允许检测生物或化学特性或系统变化的任何分子或官能团，例如样品中靶物质的

存在。

[0422] 可使用的可检测标记的实例包括荧光团、发色团、电化学发光标记、生物发光标

记、聚合物、聚合物颗粒、珠子或其他固体表面、金或其他金属颗粒或重原子、自旋标记、放

射性同位素、酶底物、半抗原、抗原、量子点、氨基己基、芘、核酸或核酸类似物或蛋白质，例

如受体、肽配体或底物、酶和抗体(包括抗体片段)。

[0423] 可使用的聚合物颗粒标签的实例包括聚苯乙烯、PMMA或二氧化硅的微粒、珠或胶

乳颗粒，其可嵌入荧光染料，或含有染料、酶或底物的聚合物胶束或胶囊。可使用的金属颗

粒的例子包括金颗粒和涂覆的金颗粒，其可被银渍转化。在一些实施方式中可偶联的半抗

原实例为荧光团、myc、硝基酪氨酸、生物素、亲和素、链霉亲和素、2,4‑二硝基苯基、地高辛、

溴脱氧尿苷、磺酸盐、乙酰氨基芴、三硝基苯酚汞和雌二醇。

[0424] 可使用的酶的例子包括辣根过氧化物酶(HRP)、碱性磷酸酶(AP)、β‑半乳糖苷酶

(GAL)、葡糖‑6‑磷酸脱氢酶、β‑N‑乙酰氨基葡萄糖苷酶、β‑葡萄糖醛酸酶、转化酶、黄嘌呤氧

化酶、萤火虫荧光素酶和葡糖氧化酶(GO)。用于辣根过氧化物酶(HRP)的常用底物的例子包

括3，3’‑二氨基联苯胺(DAB)、具有镍增强作用的二氨基联苯胺、3‑氨基‑9‑乙基咔唑(AEC)、

二盐酸联苯胺(BDHC)、Hanker‑Yates试剂(HYR)、吲哚芬蓝(IB)、四甲基联苯胺(TMB)、4‑氯‑

1‑萘酚(CN)、α‑萘酚派洛宁(α‑NP)、邻联茴香胺(OD)、5‑溴‑4‑氯‑3‑吲哚磷酸(BCIP)、硝基

蓝四唑(NBT)、2‑(对碘苯基)‑3‑对硝基苯基‑5‑苯基四唑氯化物(INT)、四硝基蓝四唑

(TNBT)、δ‑溴‑氯‑S‑吲哚基‑β‑D‑半乳糖苷/铁‑亚铁氰化物(BCIG/FF)。碱性磷酸酶常用底

物的实例包括萘酚‑AS‑B1‑磷酸/快红TR(NABP/FR)、萘酚‑AS‑MX‑磷酸/快红TR(NAMP/FR)、

萘酚‑AS‑B1‑磷酸/快红TR(NABP/FR)、萘酚‑AS‑MX‑磷酸/快红TR(NAMP/FR)、萘酚‑AS‑B1‑磷

酸/新复红(NABP/NF)、溴氯吲哚基磷酸/硝蓝四唑(BCIP/NBT)、b‑溴‑氯‑S‑吲哚基‑β‑δ‑半

乳糖吡喃糖苷(BCIG)。

[0425] 可使用的发光标记物的实例包括鲁米诺、异鲁米醇、吖啶酯、1,2‑二氧杂环丁烷和

吡啶并哒嗪。电化学发光标记物的实例包括钌衍生物。可使用的放射性标记的实例包括碘、

钴、硒、氢、碳、硫和磷的放射性同位素。

[0426] 一些“可检测标记”还包括“颜色标记”，其中系统中的生物变化或事件可以通过颜

色的存在或颜色的变化来检测。“颜色标记”的例子有发色团、荧光团、化学发光化合物、电

化学发光标记、生物发光标记和催化底物颜色变化的酶。

[0427] 本文所述的“荧光团”是在用一种或多种波长的电磁辐射激发时发出可检测电磁
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辐射的分子。本领域已知多种荧光团，由化学家开发用作可检测的分子标记，并可与本文提

供的pMHC多聚体偶联。示例包括FLUORESCEIN.TM或其衍生物，如 ‑5‑异

硫氰酸酯(FITC)、5‑(和6)‑羧基 5‑或6‑羧基 6‑

‑5‑(和6)‑羧酰氨基己酸、 异硫氰酸酯、罗丹明或

其衍生物，如四甲基罗丹明和四甲基罗丹明‑5‑(和‑6)异硫氰酸盐(TRITC)。其他荧光团包

括：香豆素染料，如(二乙基氨基)香豆素或7‑氨基‑4‑甲基香豆素‑3‑乙酸、琥珀酰亚胺酯

(AMCA)；磺基罗丹明101磺酰氯( 或 磺酰氯；5‑(和‑6)‑羧基罗丹胺

101，琥珀酰亚胺酯，也称为5‑(和6)‑羧基‑X‑罗丹明，琥珀酰亚胺酯(CXR)；丽丝胺或丽丝胺

衍生物，如丽丝胺罗丹明B磺酰氯(LisR)；5‑(和‑6)‑羧基 琥珀酰亚胺

酯(CFI)； 5‑异硫氰酸酯(FITC)；7‑二乙氨基香豆素‑3‑羧酸、琥珀酰亚

胺酯(DECCA)；5‑(和‑6)‑羧基四甲基罗丹明琥珀酰亚胺酯(CTMR)；7‑羟基香豆素‑3‑羧酸，

琥珀酰亚胺酯(HCCA)；6‑ ‑5‑(和‑6)‑羧酰胺基己酸(FCHA)；N‑(4 ,4‑二

氟‑5,7‑二甲基‑4‑硼‑3a，4a‑二氮杂‑3‑二环戊二烯并苯丙酸，琥珀酰亚胺酯；也称为5,7‑

双甲基 丙酸，琥珀酰亚胺酯(DMBP)；“活化 衍生物”(FAP)，可

从Probes，Inc .购得；曙红‑5‑异硫氰酸酯(EITC)；赤藓红素‑5‑异硫氰酸酯(ErlTC)；和

蓝色乙酰叠氮化物(CBAA)(1‑羟基‑3,6,8‑芘‑三磺酸的O‑乙酰叠氮衍生物)。用

于本发明的其他可能荧光团包括荧光蛋白，如绿色荧光蛋白及其类似物或衍生物，荧光氨

基酸，如酪氨酸和色氨酸及其类似物，荧光核苷，以及其他荧光分子，如Cy2、Cy3、Cy3 .5、

CY5.TM、CY5.TM.5、Cy7、IR染料、Dyomics染料、藻红蛋白、俄勒冈绿488、太平洋蓝、罗丹明绿

和Alexa染料。荧光标记的其他实例包括R‑藻红蛋白或异藻红蛋白(allo‑phycoerythrin)

的偶联物，无机荧光标记例如基于半导体材料的颗粒，如涂覆的CdSe纳米晶体。

[0428] 上述许多荧光团以及其他荧光团可从Probes，Inc .(俄勒冈州尤金)、Pierce 

Chemical  Co.(伊利诺伊州罗克福德)或Sigma‑Aldrich  Co.(密苏里州圣路易斯)等公司购

得。

[0429] 可检测标记可通过多种方法检测，包括例如对于光学标记通过反射率、透射率、光

散射、旋光和荧光或其组合，或者对于放射性标记通过薄膜、闪烁计数或磷成像。见例如

Larsson,1988,Immunocytochemistry:Theory  and  Practice,(CRC  Press,Boca  Raton,

Fla .)；Methods  in  Molecular  Biology,80卷，1998,John  D.Pound(编)(Humana  Press,

Totowa,N.J.)。在一些实施方式中，采用了一种以上的可检测标记。

[0430] VIII.标识符/条码化

[0431] 在某些实施例中，本发明的偶联多聚体包括标识符标签或标记物，例如寡核苷酸

条码，其有助于识别偶联多聚体。通常，标识符标签，例如寡核苷酸条码，例如通过标识符标

签(例如寡核苷酸条码)上的结合部分附着到偶联多聚体的多聚结构域，该结合部分结合到

多聚结构域上的结合位点。例如，当多聚结构域是链霉亲和素或亲和素时，由于pMHCI单体

在生物素结合位点以外的位点与多聚结合域偶联，可以使用标识符标签的生物素化形式

(例如生物素化寡核苷酸条码)用标识符标签(例如寡核苷酸条码)标记偶联多聚体。然后，

通过将偶联多聚体与生物素化标识符标签(例如生物素化寡核苷酸条码)孵育，可以容易地

实现偶联多聚体的标记。实施例8详细描述了使用生物素化寡核苷酸对偶联多聚体进行条
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码化的非限制性示例。

[0432] 在另一个实施方式中，在多聚体的肽部分中用标识符标签(例如寡核苷酸条码)标

记偶联多聚体。也就是说，条码标记的MHC结合肽可用于本文所述的交换反应中，以加载带

有条码标记肽的偶联多聚体。

[0433] 通常，寡核苷酸条码是范围为10至50个核苷酸以上的独特寡核苷酸序列。条码在

3’和5’端具有共享的扩增序列，在中间为独特序列。该序列可以通过测序来揭示，并且可以

作为给定分子的特定条码。

[0434] 在一个实施方式中，条码的核酸成分(通常为DNA)具有特殊结构。因此，在一个实

施方式中，至少一个核酸分子由至少5’第一引物区、中心区(条码区)和3’第二引物区组成。

以这种方式，中心区(条码区)可用引物组扩增。核酸分子的长度也可以变化。因此，在其他

实施方式中，所述至少一种核酸分子的长度在20‑100个核苷酸的范围内，例如30‑100个核

苷酸，例如30‑80个核苷酸，如30‑50个核苷酸。在一个实施方式中，核酸标识符的长度为40

个核苷酸至120个核苷酸。寡核苷酸条码与偶联多聚体的耦合也可能不同。因此，在一个实

施方式中，所述至少一个寡核苷酸条码通过生物素结合域与所述偶联多聚体内的链霉亲和

素或亲和素相互作用而与所述偶联多聚体连接。也可以使用其他偶联部分，这取决于与偶

联多聚体的适当结合位点(例如，在偶联多聚体的多聚结构域内)和可连接到寡核苷酸条码

分子以促进连接的适当对应结合域的可实现性。

[0435] 在另一个实施方式中，所述至少寡核苷酸条码分子包括DNA、RNA和/或人工核苷酸

(例如PLA或LNA)或由其组成。优选DNA，但可以包括其他核苷酸以例如增加稳定性。

[0436] 本领域熟知条码技术的应用，参见例如Shiroguchi等，Proc  Natl  Acad  Sci  U  S 

A.,2012年1月24日；109(4):1347‑52；和Smith等，Nucleic  Acids  Research,2010年7月；38

(13)11:e142。使用条码技术的其他方法和组合物包括U.S.2016/0060621中描述的那些。还

描述了使用条码技术特异性标记MHC多聚体，见例如Bentzen等人,Nature  Biotech.34:10:

1037‑1045 ,2016；Bentzen  and  Hadrup,Cancer  Immunol .Immunotherap.66:657‑666 ,

2017。本领域已知制备条码寡核苷酸的标准方法，包括将其与可结合偶联多聚体的合适结

合部分(例如生物素化)结合，并可应用于制备用于标记偶联多聚体的条码寡核苷酸。

[0437] 生成可定制DNA条码文库的方法是公开的。程序包括Generator和nxCode，分别由

96‑587个条码组成，以及DNA条码软件包和TagD软件(报告生成由100,000个条码组成的文

库)。

[0438] 本领域已经描述了各种大规模条码文库的制备，这些方法可以用于获得用于标记

pMHC偶联多聚体文库的条码文库。例如，Xu等描述了一组240,000种独特的25聚寡核苷酸，

其序列具有相似的扩增特性，同时维持其识别基序的最大多样性(Xu等人，PNAS  106:2289‑

2294 ,2008)。Wang等人描述了使用粒子群优化构建条码集(Wang等人，IEEE/ACM 

Trans.Comput.Biol.Bioinform.15:999‑1002)。Lyons描述了由多达一百万成员组成的大

规模DNA条码文库的产生。(Lyons,Sci.Reports  7:13899,2017)。

[0439] 在一些情况下，独特分子标识符条码由在靶核酸一端带标签的核苷酸的连续序列

编码。在其它情况下，独特分子标识符(UMI)条码由不连续的序列编码。不连续的UMI可在靶

核酸的第一端具有条码的部分，并且在靶核酸的第二端具有条码的部分。在一些情况下，

UMI是不连续的条码，其在靶核酸的第一端包含可变长度条码序列，在第二端包含第二标识
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符序列。在一些情况下，UMI是不连续的条码，其在靶核酸的第一端具有可变长度条码序列，

在第二端具有第二标识符序列，其中所述第二标识符序列由转座酶片段化事件的位置确

定，例如，转座酶片段化位点和转座子端插入事件。

[0440] 在一些情况下，条码是“可变长度条码”。如本文所用，可变长度条码是在长度方面

与群体中的其它可变长度条码寡核苷酸不同的寡核苷酸，这可以通过条码中连续核苷酸的

数量来鉴别。在一些情况下，除了可变长度之外，还可通过使用可变核苷酸序列来提供可变

长度条码的附加条码复杂性，如以上段落中所述。

[0441] 在一个示例性的实施方式中，可变长度条码的长度可为0至不超过5个核苷酸。这

样的可变长度条码可以用术语“[0‑5]”表示。在这样的实施方式中，应理解，连接于这种可

变长度条码的靶核酸的群体预期包括与具有至少1个核苷酸的可变长度条码相连的至少一

个靶核酸(例如，连接于具有仅1个，仅2个，仅3个，仅4个或仅5个核苷酸的可变长度条码)。

在这样的实施方式中，还应理解，连接于所述可变长度条码的靶核酸的群体可包括不包含

可变长度条码(即，长度为0的可变长度条码)的至少一个靶核酸，和/或包含具有仅1个核苷

酸的可变长度条码的至少一个靶核酸，和/或包含具有仅2个核苷酸的可变长度条码的至少

一个靶核酸，和/或包含具有仅3个核苷酸的可变长度条码的至少一个靶核酸，和/或包含具

有仅4个核苷酸的可变长度条码的至少一个靶核酸，和/或和包含具有仅5个核苷酸的可变

长度条码的至少一个靶核酸。在这样的实施方式中，[0‑5]可变长度条码可以通过其自身而

独特地识别(区分)具有相同序列的5个不同靶核酸分子。此外，在这样的实施方式中，对于

每个不同的靶核酸序列，[0‑5]可变长度条码可独特地识别(区分)第一序列的5个不同的靶

核酸分子，第二序列的5个不同的靶核酸分子等。此外，条码标记的MHC多聚体可以与单细胞

分选和TCR测序组合使用，其中TCR的特异性可以通过共附着的条码来确定。这将使我们能

够从同一样品中平行鉴定可能的1000+种不同抗原反应性T细胞的TCR特异性，并将TCR序列

与抗原特异性相匹配。该技术的未来潜力与基于TCR序列预测抗原反应性的能力有关。

[0442] 条码标记的MHC多聚体文库的复杂性将允许在给定个体中个性化选择相关TCR。

[0443] 条码与多聚体共附着，并作为特定肽‑MHC复合物的特定标记物。以这种方式，可以

混合至少1000至10,000或更多不同的肽‑MHC多聚体，允许与来自血液或其他生物样品的T

细胞特异性相互作用，洗出未结合的MHC‑多聚体并确定DNA‑条码的序列。当选择感兴趣的

细胞群时，背景水平以上的条码序列将提供指纹，用于识别给定细胞群中存在的抗原反应

性细胞。每个特定条码的序列读取次数将与特定T细胞的频率相关，并且可以通过将读取频

率与T细胞的输入频率进行比较来估计频率。

[0444] DNA条码用作抗原特异性T细胞的特异性标签，并可用于在例如单细胞分选、功能

分析或表型评估后确定T细胞的特异性。以这种方式，抗原特异性可以与T细胞受体序列(可

以通过单细胞测序方法揭示)以及抗原特异性细胞的功能和表型特征两者相关联。

[0445] 条码标记的MHC多聚体文库可用于定量评估MHC多聚体与给定T细胞克隆或TCR转

导/转染细胞的结合。由于条码标签的测序允许在同一细胞群上同时测定几个不同的标签，

因此该策略可用于确定给定TCR相对于相关肽‑MHC多聚体文库的亲和力。基于文库中每个

不同肽MHC多聚体的TCR结合的定量贡献，确定不同DNA‑条码序列在最终读出中的相对贡

献。通过基于滴定的分析，可以确定TCR与肽‑MHC多聚体的大型文库的定量结合特性，这些

多聚体都合并到一个样品中。为此，MHC多聚体文库可以特异性地容纳相关肽序列或丙氨酸
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取代肽文库。

[0446] 在一些实施方式中，可以对多个样品中的每个样品使用独特标识符。在一些实施

方式中，可以在两个或多个样品之间共享标识符。在一些实施方式中，标识符可以包括在所

有样品之间共享的一些序列，以及对一个样品独特的其他序列。在一些实施例中，标识符可

以包括所有样品之间共享的序列和对一个样品独特的序列。在一些实施方式中，样品之间

共有的序列可用于标识符扩增(例如，使用合适的引物进行PCR扩增)。在一些实施方式中，

对一个样品独特的或在样品亚组之间共有的序列可用于经由qPCR进行检测或量化(例如，

水解探针的序列，例如TaqMan探针)。在一些实施方式中，一个样品的独特序列或样品亚组

之间的共有序列可用于通过测序进行检测或量化。

[0447] 在一些实施方式中，标识符可包括独特的计算机上生成的序列；每个标识符序列

可分配给多个样品中的一个样品，并且标识符‑样品的分配可存储在数据库中。在一些实施

方式中，标识符可包含编码肽或蛋白质的全部或部分的核苷酸序列。在一些实施方式中，标

识符可包括编码开放阅读框的核苷酸序列。在一些实施方式中，标识符可包含包括启动子

序列的核苷酸序列。在一些实施方式中，标识符可包括核苷酸序列，其包括DNA结合蛋白(例

如转录因子或聚合酶)的结合位点。在一些实施方式中，标识符可包括核酸酶(例如限制性

内切酶)靶向的一个或多个序列。在一些实施方式中，标识符可包括序列的体外转录和翻译

所需的全部序列元件。在一些实施方式中，标识符不包括序列的体外转录和翻译所需的全

部序列元件。

[0448] 在一些实施方式中，标识符可包含生物素化核苷酸序列。在一些实施方式中，标识

符可通过使用生物素化引物的PCR扩增进行生物素化。在一些实施方式中，标识符可通过使

用Klenow  DNA聚合酶、缺口翻译或混合引物标记RNA聚合酶(包括T7、T3和SP6  RNA聚合酶)

酶促纳入生物素化标签(例如，生物素dUTP标签)来生物素化。在一些实施方式中，标识符可

通过光生物素化进行生物素化，例如，可将光可活化生物素添加到样品中，且用紫外光照射

样品。

[0449] 在一些实施方式中，例如通过模板DNA的PCR扩增，可从模板多核苷酸生成标识符。

在一些实施方式中，模板多核苷酸可包括编码开放阅读框的核苷酸序列。在一些实施方式

中，模板多核苷酸可包含包括启动子序列的核苷酸序列。在一些实施方式中，模板多核苷酸

可包括核苷酸序列，其包括DNA结合蛋白(例如转录因子或聚合酶)的结合位点。在一些实施

方式中，模板多核苷酸可包括核酸酶(例如限制性内切酶)靶向的一个或多个序列。在一些

实施方式中，模板多核苷酸可包括序列的体外转录和翻译所需的全部序列元件。在一些实

施方式中，模板多核苷酸不包括序列的体外转录和翻译所需的全部序列元件。

[0450] 带有附着标识符(例如寡核苷酸条码)的pMHC多聚体可以与多个T细胞一起孵育，

然后将T细胞分选入单细胞隔室。裂解T细胞，并从裂解的T细胞产生包含标识符的核酸。合

并核酸并测序。标识符允许肽标识符与来自同一隔室的T细胞序列相匹配。通过从一个隔室

中鉴定TCR序列(例如，可变区、高变区或CDR)并定量来自同一隔室中的肽标识符读数来确

定TCR‑抗原特异性谱。

[0451] 可鉴定出对肽文库的肽显示结合亲和力的多个TCR，并可鉴定出对特异性TCR显示

结合亲和力的多种肽。

[0452] 可鉴定导致TCR结合亲和力增加的所鉴定TCR‑抗原对的抗原中的表位突变。
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[0453] 可鉴定出与疾病相关蛋白的控制相关的肽和TCR序列，并用于设计疫苗和细胞疗

法。

[0454] 为了评估对治疗的反应，对于测序的每个肽标识符，鉴定相应的TCR序列。鉴定出

对肽文库的一些肽显示结合亲和力的多个TCR，并鉴定出对一些TCR显示结合亲和力的多种

肽。纵向跟踪对象，并比较分析结果，以确定与免疫治疗成功反应相关的肽和TCR序列。

[0455] IX.载体和多核苷酸

[0456] 本公开还包括编码本文描述的任何蛋白质的核酸序列。如本领域技术人员所理解

的，由于第三碱基简并，在编码核苷酸序列中，几乎每个氨基酸都可以由一个以上的三联体

密码子表示。此外，微小的碱基对变化可能导致编码的氨基酸序列的保守取代，但预计不会

显著改变基因产物的生物活性。因此，编码本文所述蛋白质的核酸序列可以在序列上稍加

修饰，但仍编码其各自的基因产物。

[0457] 编码本文所述各种蛋白质或多肽中任一种的核酸可以化学合成。可以选择密码子

的使用，以便改进细胞中的表达。这种密码子的使用将取决于所选的细胞类型。已经为大肠

杆菌和其他细菌，以及哺乳动物细胞、植物细胞、酵母细胞和昆虫细胞开发了专门的密码子

使用模式。见例如：Mayfield等人,Proc.Natl.Acad .Sci.USA,100(2):438‑442(2003年1月

21日)；Sinclair等人,Protein  Expr.Purif .,26(I):96‑105(2002十月)；Connell,N.D.,

Curr.Opin.Biotechnol.,12(5):446‑449(2001十月)；Makrides等人,Microbiol.Rev.,60

(3):512‑538(1996年9月)；和Sharp等人,Yeast,7(7):657‑678(1991十月)。

[0458] 核酸操作的一般技术描述于例如Sambrook等人 ,Molecular  Cloning:A 

Laboratory  Manual,第二版,1‑3卷,Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press(1989) ,或

Ausubel ,F .等人,Current  Protocols  in  Molecular  Biology ,Green  Publishing  and 

Wiley‑Interscience,New  York(1987)和定期更新，通过引用并入本文。通常，编码多肽的

DNA可操作地连接到源自哺乳动物、病毒或昆虫基因的合适的转录或翻译调控元件。这些控

制序列包括转录启动子，控制转录的可选操纵子序列，编码合适的mRNA核糖体结合位点的

序列，以及控制转录和翻译终止的序列。还纳入了通常由复制起源赋予的在宿主中复制的

能力，以及促进转化子识别的选择基因。

[0459] 本文所述的蛋白不仅可以直接重组生产，而且可以作为与异源多肽(优选信号序

列或其他在成熟蛋白质或多肽的N末端具有特定切割位点的多肽)的融合多肽。所选择的异

源信号序列优选是被宿主细胞识别和处理(即被信号肽酶切割)的序列。

[0460] 对于不识别和处理天然信号序列的原核宿主细胞，信号序列被选自例如碱性磷酸

酶、青霉素酶、1pp或热稳定肠毒素II前导物的原核信号序列取代。

[0461] 对于酵母分泌，天然信号序列可由例如酵母转化酶前导物、α因子前导物(包括酿

酒酵母和克鲁维酵母α因子前导物)或酸性磷酸酶前导物、白色念珠菌(C.albicans)葡糖淀

粉酶前导物或美国专利号5,631,144中所述的信号序列取代。在哺乳动物细胞表达中，可获

得哺乳动物信号序列以及病毒分泌前导物，例如单纯疱疹gD信号。这种前体区域的DNA可以

在阅读框中连接到编码蛋白质的DNA上。

[0462] 表达载体和克隆载体都含有使载体能够在一种或多种选定的宿主细胞中复制的

核酸序列。在克隆载体中，该序列通常是使载体能够独立于宿主染色体DNA复制的序列，并

且包括复制起点或自主复制序列。这些序列对于各种细菌，酵母和病毒是众所周知的。质粒
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pBR322的复制起点适用于大多数革兰氏阴性细菌，2微米质粒起点适用于酵母，而各种病毒

起点(如SV40、多瘤病毒、腺病毒、VSV或BPV)可用于在哺乳动物细胞中克隆载体。通常，哺乳

动物表达载体不需要复制起始点组分(SV40起始点通常仅因其含有早期启动子而可用)。

[0463] 表达和克隆载体可包含选择基因，也称为可选择标志物。典型的选择基因编码蛋

白质，其将(a)赋予对抗生素或其他毒素例如氨苄青霉素、新霉素、甲氨蝶呤或四环素的抗

性；(b)弥补营养缺陷型缺陷；或(c)提供无法从复合培养基中获得的关键营养素，例如编码

杆菌D‑丙氨酸消旋酶的基因。

[0464] 表达和克隆载体通常包含启动子，其被宿主生物体识别且操作性地连接至编码本

文所述蛋白质的核酸序列，例如基于纤连蛋白的支架蛋白。适用于原核生物宿主的启动子

包括phoA启动子、β‑内酰胺酶和乳糖启动子系统、碱性磷酸酶、色氨酸(trp)启动子系统和

杂交启动子，如tan启动子。然而其它已知的细菌启动子也是合适的。用于细菌系统的启动

子通常还含有与编码本文所述蛋白质的DNA可操作地连接的Shine‑Dalgarno(S.D.)序列。

启动子序列对于真核生物是已知的。几乎所有真核生物基因都有一个富含AT的区域，位于

转录起始位点上游约25至30个碱基。在许多基因转录开始处上游70至80个碱基的另一个序

列是CNCAAT区，其中N可以是任何核苷酸。在大多数真核生物基因的3’端是AATAAA序列，它

可以是将poly  A尾部添加到编码序列3’端的信号。所有这些序列都适合插入真核表达载体

中。

[0465] 用于酵母宿主的合适启动子序列的例子包括3‑磷酸甘油酸激酶或其他糖酵解酶，

如烯醇酶，3‑磷酸甘油醛脱氢酶，己糖激酶，丙酮酸脱羧酶，磷酸果糖激酶，葡萄糖‑6磷酸异

构酶，3‑磷酸甘油酸突变酶，丙酮酸激酶，三糖磷酸异构酶，磷酸葡萄糖异构酶和葡萄糖激

酶的启动子。

[0466] 哺乳动物宿主细胞中载体的转录可以被控制，由例如，从病毒基因组中获得的启

动子，例如多瘤病毒、禽痘病毒、腺病毒(如腺病毒2)、牛乳头瘤病毒、禽肉瘤病毒、巨细胞病

毒、逆转录病毒、乙肝病毒和最理想的猿猴病毒40(SV40)，来自异源哺乳动物的启动子，例

如，肌动蛋白启动子或免疫球蛋白启动子、来自热休克启动子，只要这些启动子与宿主细胞

系统相容。

[0467] 高等真核生物对本文描述的DNA编码蛋白的转录通常通过将增强子序列插入载体

中而增加。现在已经从哺乳动物基因(珠蛋白、弹性蛋白酶、白蛋白、甲胎蛋白和胰岛素)中

得知了许多增强子序列。然而，通常人们会使用来自真核细胞病毒的增强子。例子包括复制

起点后侧(bp100‑270)的SV40增强子、巨细胞病毒早期启动子增强子、复制起点后侧的多瘤

增强子和腺病毒增强子。另见Yaniv，Nature，297:17‑18(1982)关于真核生物启动子活化的

增强元件。增强子可以被剪接到表达载体中编码肽序列的5'或3'的位置，但优选是位于离

启动子5'的位置。

[0468] 用于真核宿主细胞(例如酵母、真菌、昆虫、植物、动物、人或来自其它多细胞生物

体的有核细胞)的表达载体还将包含用于终止转录和用于稳定化mRNA所必需的序列。这种

序列通常可以从真核生物或病毒DNA或cDNA的5'，偶尔3'非翻译区获得。这些区域包含在编

码本文所述蛋白质的mRNA的非翻译部分中转录为聚腺苷化片段的核苷酸片段。一种有用的

转录终止组分是牛生长激素聚腺苷酸化区。参见WO  94/11026和其中公开的表达载体。

[0469] 重组DNA还可以包括可用于纯化蛋白质的任何类型的蛋白质标签序列。蛋白质标
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签的例子包括但不限于：组氨酸标签、FLAG标签、Myc标签、HA标签、或GST标签。用于细菌、真

菌、酵母和哺乳动物细胞宿主的适当克隆和表达载体可在克隆载体：实验室手册

(Elsevier，New  York(1985))中找到，其相关公开内容通过引用并入本文。

[0470] 使用适用于宿主细胞的方法将表达构建体引入宿主细胞中，这对于本领域技术人

员来说是显而易见的。本领域已知将核酸引入宿主细胞的多种方法，包括但不限于电穿孔；

使用氯化钙、氯化铷、磷酸钙、DEAE‑葡聚糖或其他物质进行转染；微弹轰击；脂肪感染；和感

染(其中载体是传染源)。

[0471] 合适的宿主细胞包括原核生物、酵母、哺乳动物细胞或细菌细胞。合适的细菌包括

革兰氏阴性或革兰氏阳性生物，例如大肠杆菌或芽孢杆菌。酵母，优选来自酵母物种，如酿

酒酵母(S.cerevisiae)，也可用于生产多肽。各种哺乳动物或昆虫细胞培养系统也可用于

表达重组蛋白。Luckow等人(Bio/Technology，6:47(1988))综述了昆虫细胞中生产异源蛋

白的杆状病毒系统。合适的哺乳动物宿主细胞系的实例包括内皮细胞、COS‑7猴肾细胞、CV‑

1、L细胞、C127、3T3、中国仓鼠卵巢(CHO)、人胚胎肾细胞、HeLa、293、293T和BHK细胞系。通过

培养合适的宿主/载体系统以表达重组蛋白来制备纯化的多肽。对于许多应用，本文描述的

许多多肽的小尺寸将使大肠杆菌中的表达成为优选的表达方法。然后从培养基或细胞提取

物中纯化蛋白质。

[0472] 用于生产本发明蛋白质的宿主细胞可以在多种培养基中培养。市售可得的培养基

如汉姆氏F10(Ham's  F10)(西格玛(Sigma))、最小必需培养基((MEM)，西格玛)、RPMI‑1640

(西格玛)和达氏改良的伊氏培养基((DMEM)，西格玛)都适合培养宿主细胞。此外，Ham等人

Meth.Enzymol.,58:44(1979) ,Barites等人，Anal.Biochem.,102:255(1980)，美国专利号

4,767,704、4,657,866、4,927,762、4,560,655、5,122,469、6,048,728、5,672,502或美国专

利号RE  30,985中所述的许多培养基可用作宿主细胞的培养基。任何这些培养基可根据需

要补充激素和/或其他生长因子(例如胰岛素、转铁蛋白或表皮生长因子)、盐类(如氯化钠、

钙、镁和磷酸盐)、缓冲剂(如HEPES)、核苷酸(如腺苷和胸苷)、抗生素(例如庆大霉素药物)、

微量元素(定义为无机化合物，其最终浓度通常在微摩尔范围内)和葡萄糖或等同的能量来

源。任何其他必需的补充剂也可以以本领域技术人员已知的适当浓度包含在内。培养条件，

如温度、pH值等，是以前用于选择表达的宿主细胞的条件，对普通技术人员来说是显而易见

的。

[0473] 本文描述的蛋白质也可以使用无细胞翻译系统生产。为此目的，编码多肽的核酸

必须被修饰以允许体外转录产生mRNA，并允许mRNA在所使用的特定无细胞系统(真核生物

如哺乳动物或酵母无细胞翻译系统或原核生物如细菌无细胞翻译系统)中进行无细胞翻

译。

[0474] 本文描述的蛋白质也可以通过化学合成(例如，通过Solid  Phase  Peptide 

Synthesis,2nd  Edition,The  Pierce  Chemical  Co.,Rockford ,Ill.(1984)中描述的方

法)来生产。蛋白质的修饰也可以通过化学合成产生。

[0475] 本发明的蛋白质可以通过蛋白质化学领域中通常已知的蛋白质的分离/纯化方法

来纯化。非限制性例子包括抽提、重结晶、盐析(例如，用硫酸铵或硫酸钠)、离心、透析、超

滤、吸附色谱、离子交换色谱、疏水色谱、正相色谱、反相色谱、凝胶过滤、凝胶渗透色谱、亲

和色谱、电泳、逆流分布或这些的任何组合。纯化后，多肽可通过本领域已知的多种方法中
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的任一种交换到不同的缓冲液中和/或浓缩，包括但不限于过滤和透析。

[0476] 纯化的多肽优选纯度至少为85％，优选至少为95％，和最优选为至少为98％。无论

纯度的确切数值如何，多肽对于其预期用途而言都足够纯净。

[0477] X.使用方法

[0478] 本发明的另一方面涉及用于检测例如样品中抗原反应性T细胞的方法。通常，方法

包括提供本方面的多个pMHC偶联多聚体；使偶联多聚体与所述样品接触；以及检测所述偶

联多聚体与所述样品内的抗原反应性T细胞的结合，从而检测对所述多个偶联多聚体中存

在的抗原肽反应的T细胞。在一个实施方式中，通过扩增连接到偶联多聚体的寡核苷酸条码

的条码区来检测结合。通常，对于pMHCI偶联多聚体，抗原反应性T细胞是CD8+T细胞，其TCR

识别肽结合的MHC  I类分子，而对于pMHCII偶联多聚体，抗原反应性T细胞为CD4+T细胞，其

TCR识别肽结合的MHC  II类分子。

[0479] 这种偶联多聚体技术允许在单个样品中检测多个(可能>1000个)不同的抗原特异

性T细胞。例如，该技术可用于T细胞表位作图、免疫识别发现、诊断测试和测量疫苗接种或

免疫相关疗法后的免疫反应性。对于治疗用途，pMHC偶联多聚体允许鉴定和选择用于治疗

的抗原特异性T细胞，例如用于过继性T细胞转移治疗。

[0480] A.测定

[0481] 在本发明的一个实施方式中，MHC多聚体可用于使用流式细胞术或流式细胞术样

分析检测流体样品中的单个T细胞。

[0482] 液体细胞样品可以使用流式细胞仪进行分析，流式细胞分析仪能够检测和计数通

过激光束的流中的单个细胞。为了使用MHC多聚体鉴定特定的T细胞，通过用MHC多聚体孵育

细胞，用荧光标记的MHC多聚体对细胞进行染色，然后用大量液体迫使细胞通过喷嘴，形成

间隔细胞流。每个细胞通过激光束，与细胞结合的任何荧光色素都被激发，从而发出荧光。

灵敏的光电倍增管检测发射的荧光，提供有关与细胞结合的MHC多聚体的数量信息。通过该

方法，MHC多聚体可用于鉴定液体样品中的单个T细胞和/或特定T细胞群。

[0483] 能够在流式细胞术分析中通过MHC多聚体分析的细胞样品包括但不限于血液样品

或其部分、T细胞系(杂交瘤、转染细胞)和匀浆组织，如脾脏、淋巴结、肿瘤、脑或任何其他包

含T细胞的组织。

[0484] 分析血样时，在流式细胞仪分析之前，可以使用红细胞经或不经裂解的全血。裂解

试剂可以在用MHC多聚体染色之前或之后添加。当在不裂解红细胞的情况下分析血液样品

时，可以包括一种或多种门控试剂以区分淋巴细胞和红细胞。优选的门控试剂是对红细胞

表面蛋白特异的标志物分子，能够从样品的剩余细胞中扣除该细胞群。例如，荧光标记的

CD45特异性标志物分子(例如抗体)可用于设置触发区分因子，以允许流式细胞仪区分红细

胞和染色的白细胞。

[0485] 作为全血分析的替代方案，可在流式细胞术分析之前纯化淋巴细胞，例如使用标

准程序，如 ‑Hypaque梯度。另一种可能性是从血液样品中分离T细胞，例如，通过

将样品添加到固定在固相载体上的抗体或其他T细胞特异性标记物中。然后标志物特异性T

细胞将附着到固相载体上，洗涤后可洗脱特异性T淋巴细胞。然后，该纯化的T细胞群可以与

MHC多聚体一起用于流式细胞术分析。

[0486] T细胞也可以通过玫瑰花结(rosetting)从其他淋巴细胞或血细胞中纯化。人T细
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胞与绵羊红细胞形成自发的玫瑰花结，也称为E‑玫瑰花结形成。可通过将淋巴细胞与绵羊

红细胞孵育，然后在密度梯度(如 Hypaque梯度)上纯化，形成E‑玫瑰花结。

[0487] 可以在分析之前去除B细胞、NK细胞或其他细胞群等不需要的细胞，而不是主动分

离T细胞。去除不需要细胞的优选方法是将样品与固定在固相载体上对不需要细胞上的一

种或多种表面蛋白特异性的标志物分子一起孵育。一个实例包括使用包被了抗体或对不需

要的细胞上的表面受体特异性的其他标志物分子的珠，例如针对CD19、CD56、CD14、CD15或

其他的标志物。简单说，将涂有特定表面标志物的珠添加到细胞样品中。不同于具有适当表

面受体的所需T细胞的细胞将与珠结合。通过例如离心或磁提取(当使用磁珠时)去除珠，并

富集剩余细胞中的T细胞。

[0488] 另一个例子是使用柱亲和层析，柱材料上涂覆有抗体或其他对不需要的细胞特异

性的标志物。

[0489] 或者，可以将特异性抗体或标志物与补体一起添加到血液样品中，从而杀死抗体

或标志物识别的细胞。

[0490] 分析中可以包括各种门控试剂。本文的门控试剂是指通过结合独特的表面蛋白或

胞内组分或胞内分泌组分来识别细胞亚群的标记的抗体或其他标记的标志物分子。当使用

MHC多聚体时，优选的门控试剂是针对CD2、CD3、CD4和CD8的抗体和标志物分子，用于识别T

细胞的主要亚群。其他优选的门控试剂是针对CD11a、CD14、CD15、CD19、CD25、CD30、CD37、

CD49a、CD49e、CD56、CD27、CD28、CD45、CD45RA、CD45RO、CD45RB、CCR7、CCR5、CD62L、CD75、

CD94、CD99、CD107b、CD109、CD152、CD153、CD154、CD160、CD161、CD178、CDw197、CDw  217、

Cd229、CD245、CD247、Foxp3的抗体和标志物，或识别不同淋巴细胞、淋巴细胞群或其他细胞

群独特的特定蛋白质的其他抗体或标志物分子。还包括针对白介素的抗体和标志物，例如

IL‑2、IL‑4、II‑6、IL‑10、IL‑12、IL‑21；干扰素，如INFγ、TNFα、TNFβ，或其他细胞因子或趋

化因子。

[0491] 可以在向样品中添加MHC多聚体之前、之后或同时添加门控试剂。在用MHC多聚体

标记之后和在流式细胞仪上分析之前，可以用固定试剂(例如甲醛、乙醇或甲醇)处理染色

的细胞，以将结合的MHC多聚体交联到细胞表面。还可直接分析染色细胞而无需固定。

[0492] 在一个实施方式中，流式细胞仪可以配置为分离和收集特定类型的细胞。这叫做

细胞分选。MHC多聚体结合流式细胞仪分选可用于分离抗原特异性T细胞群。如上所述的门

控试剂可以包括进一步指定待分离的T细胞群。分离和收集的特异性T细胞群然后可以如本

文他处所述进一步操作，例如在体外扩增。

[0493] 样品中MHC肽特异性T细胞浓度的直接测定可以通过用MHC多聚体和相关门控试剂

对血细胞或其他细胞样品染色，然后加入精确量的已知浓度的计数珠来获得。一般来说，计

数珠是具有散射特性的微粒，当通过流式细胞仪进行记录时，这些微粒将其置于感兴趣细

胞的环境中。它们可以用抗体、荧光色素或其他标志物分子标记，也可以不标记。在一些实

施方式中，珠是聚苯乙烯珠，其中分子嵌入聚合物，在流式细胞仪的大多数通道中是荧光

的。在此，术语“计数珠”和“微粒”可以互换使用。

[0494] 适用的珠或微粒包括用于凝胶色谱的珠，例如凝胶过滤介质，如

此类合适的微珠包括但不限于珠粒径为40‑120μm的 G‑10(SigmaAldrich目

录号27，103‑9)、珠粒径为40‑120μm的 G‑15(Sigma‑Aldrich目录号27，104‑
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7)、珠粒径为20‑50μm的 G‑25(Sigma‑Aldrich目录号27，106‑3)、珠粒径为

20‑80μm的 G‑25(Sigma‑Aldrich目录号27，107‑1)、珠粒径为50‑150μm的

G‑25(Sigma‑Aldrich目录号27，109‑8)、珠粒径100‑300μm的

G‑25(Sigma‑Aldrich产品目录号27，110‑1)、珠粒径20‑50μm的 G‑50(Sigma 

Aldrich目录号27，112‑8)、珠粒径20‑80μm的 G‑50(Sigma  Aldrich目录号

27，113‑6)、珠粒径为50‑150μm的 G‑50(Signa‑Aldrih产品目录号27，114‑

4)、珠粒径为100‑300μm的 G‑50(Sigma‑Aldrich目录号27，115‑2)、珠粒径为

20‑50μm的 G‑75(Sigma‑Aldrich目录号27，116‑0)、珠粒径为40‑120μm的

G‑75(Sigma‑Aldrich目录号27，117‑9)、珠粒径为20‑50μm的

G‑100(Sigma‑Aldrich产品目录号27，118‑7)、珠粒径为40‑120μm的 G‑100

(Sigma  Aldrich商品目录号27，119‑5)、珠粒径为40‑120μm的 G‑150(Sigma 

Aldrich商品目录号27，121‑7)、和珠粒径为40‑120μm的 G‑200(SigmaAldrich

目录号27，123‑3)。

[0495] 用于本文所述方法和组合物的其它优选颗粒包括塑料微珠。虽然塑料微珠通常是

固体，但它们内部也可能是中空的，可以是囊泡和其他微载体。它们不必是完美的球体才能

在这里描述的方法中发挥作用。塑料材料如聚苯乙烯、聚丙烯酰胺和其他乳胶材料可用于

制造珠，但也可使用其他塑料材料如聚氯乙烯、聚丙烯等。

[0496] 计数珠用作参考群体，以测量分析样品的准确体积。在流式细胞仪上分析样品，并

使用例如预定义的门控策略确定MHC特异性T细胞的数量，然后将该数量与相同样品中已计

数的计数珠的数量相关联。

[0497] 还可以使用对上调或下调的表面暴露受体具有特异性的标记分子以及MHC多聚体

来进行样品中特异性T细胞的检测以及同时检测T细胞的活化状态。标志物分子和MHC多聚

体可以用相同的标记分子或不同标记分子标记，同时或依次或单独添加到样品中。

[0498] 1.用显微镜检测液体样品中的单个T细胞

[0499] 检测流体样品中单个T细胞的另一优选方法是使用显微镜。显微镜包括任何类型

的显微镜，包括光学、电子和扫描探针显微镜、亮场显微镜、暗场显微镜、相差显微镜、差分

干涉对比显微镜、荧光显微镜、共焦激光扫描显微镜、X射线显微镜、透射电子显微镜、扫描

电子显微镜、原子力显微镜、扫描隧道显微镜和光子力显微镜。这可如下进行：将T细胞悬液

添加到MHC多聚体中，洗涤样品，然后测量与每个细胞结合的MHC多聚体的量。结合的MHC多

聚体可以直接标记或通过添加标记的标志物分子来测量。然后将样品铺展在载玻片或类似

能够区分单个细胞的薄层中，使用显微镜鉴定标记的细胞。根据标记的类型，可以使用不同

类型的显微镜，例如，如果使用荧光标记，则使用荧光显微镜进行分析。例如，MHC多聚体可

以用荧光色素标记或用荧光抗体检测结合的MHC多聚体。然后可以使用例如免疫荧光显微

镜或共焦荧光显微镜观察具有结合的荧光MHC多聚体的细胞。

[0500] 2.免疫组织化学(IHC)

[0501] IHC是一种可以使用MHC多聚体直接检测特定T细胞的方法，例如在固体组织切片

中。在一些实施方式中，固定或冷冻组织样品的切片与MHC多聚体一起孵育，使得MHC多聚体

结合组织中的特异性T细胞。MHC多聚体可以用荧光色素、发色团或任何其他可检测的标记
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分子标记。MHC多聚体的标记可以直接或通过第二标志物分子进行。例如，MHC多聚体可以用

可被例如二抗识别的标签标记，该二抗任选地用HRP或另一标记标记。然后通过其荧光或吸

光度(对于荧光团或发色团)，或通过添加针对该标签的酶标记抗体或MHC多聚体的另一组

分(例如，一条蛋白链，一个或多个多聚结构域上的标记)来检测结合的MHC多聚体。该酶例

如可以是辣根过氧化物酶(HRP)或碱性磷酸酶(AP)，这两者都将无色底物原位转化为有色

反应产物。该有色沉积物鉴定MHC多聚体的结合位点，并可在例如光显微镜下观察。MHC多聚

体也可以用例如HRP或AP直接标记，并在不需要额外抗体的情况下用于IHC。

[0502] 在一些实施方式中，检测固体组织中的T细胞包括使用石蜡包埋的组织，从其制作

组织切片并在染色前固定在福尔马林中。抗体是用于福尔马林固定组织切片染色的标准试

剂；这些抗体通常识别线性表位。相比之下，大多数MHC多聚体有望识别TCR上的构象表位。

在这种情况下，TCR的天然结构需要至少部分保存在固定组织中。

[0503] 在其他实施方式中，染色从冷冻组织块获得的组织切片。在这种类型的染色中，在

MHC多聚体染色后进行固定。

[0504] 3.免疫荧光显微镜检

[0505] 在一些实施方式中，MHC多聚体可用于鉴定固体组织切片中的特异性T细胞。除了

通过酶促反应显示结合的MHC多聚体，用荧光色素标记MHC多聚体或用荧光抗体检测结合的

MHC多聚体。可在免疫荧光显微镜或共焦荧光显微镜中观察具有结合的荧光MHC多聚体的细

胞。该方法还可用于使用本文别处描述的用于检测流体样品中的T细胞的原理检测流体样

品的T细胞。

[0506] 4.体内固态组织中的T细胞检测

[0507] MHC多聚体也可用于体内检测固体组织中的T细胞。为了体内检测T细胞，将标记的

MHC多聚体注射到待研究个体体内。MHC多聚体可以用例如顺磁同位素标记。使用磁共振成

像(MRI)扫描仪或电子自旋共振(ESR)扫描仪，可以测量和定位结合T细胞的MHC多聚体。通

常，可以使用任何用于诊断成像可视化的常规方法。通常伽马和正电子发射放射同位素用

于摄像，顺磁同位素用于MRI。

[0508] 5.检测固定在固相载体上的T细胞。

[0509] 在许多应用中，将T细胞固定在固相或半固相载体上可能是有利的。这种载体可以

是任何适合于固定化、分离等的载体。非限制性实例包括颗粒、珠、可生物降解颗粒、片材、

凝胶、滤器、膜(例如尼龙膜)、纤维、毛细管、针、微量滴定条、管、平板或孔、梳、移液管尖端、

微阵列、芯片、载玻片或任何固体表面材料。如果需要，可以标记固相或半固相载体。载体还

可以具有散射特性或尺寸，这使得能够在相同性质的载体之间进行区分，例如不同尺寸或

散射特性、颜色或强度的颗粒。

[0510] MHC多聚体可用于检测固定化T细胞的方法的一个例子是ELISA(酶联免疫吸附试

验)。ELISA是最初用于检测抗体‑抗原相互作用的结合试验。检测基于酶反应，常用的酶是

例如HRP和AP。MHC多聚体可用于基于ELISA的测定，用于分析固定在微量滴定板孔中的纯化

TCR和T细胞。结合的MHC多聚体可以通过例如HRP或AP与MHC多聚体(例如一个或多个多聚结

构域或MHC蛋白)的直接化学偶联，或者例如通过HRP或AP‑偶联抗体或与MHC多聚体结合的

其他标志物分子来标记。然后通过添加被HRP或AP酶转化为可检测产物(例如有色)的底物

(例如无色的)来检测酶标记。
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[0511] 固相载体可以由例如玻璃、二氧化硅、乳胶、塑料或任何聚合物材料制成。载体也

可以由生物降解材料制成。一般来说，载体的性质并不重要，可以使用多种材料。载体的表

面可以是疏水的或亲水的。非磁性聚合物珠也可适用。这类产品可从各种制造商获得，例如

Dynal  Particles  AS、Qiagen、Amersham  Biosciences、Serotec、Seradyne、Merck、Nippon 

Paint、Chemagen、Promega、Prolabo、Polysciences，Agowa和Bangs  Laboratories。

[0512] 合适载体的另一个例子是磁珠或颗粒。本文中处处使用的术语“磁性”意指载体在

置于磁场中时能够具有施加给它的磁矩，因此在磁场的作用下可移动。换言之，包含磁珠或

颗粒的载体可以通过磁性聚集容易地去除，这提供了从溶液中分离出磁珠或颗粒的快速、

简单和有效的方法。磁珠和颗粒可以适当地是顺磁性或超顺磁性的。超顺磁性珠和颗粒例

如描述于EP  0  106  873中。磁珠和颗粒可从几家厂商获得，例如Dynal  Biotech  ASA(挪威

奥斯陆，以前为Dynal  AS，例如DYNABEADS.RTM)。

[0513] 6.微芯片MHC多聚体技术

[0514] 通过将不同的MHC多聚体固定在固体载体上，可以形成MHC多聚体的微阵列，以形

成空间阵列，其中位置指定了固定在该位置的MHC‑肽复合物或特定空MHC的身份。当标记的

细胞通过微阵列(例如血细胞)时，微阵列中携带MHC多聚体特异性TCR的细胞将被固定。因

此，标记将位于微阵列的特定区域，这将允许识别结合细胞的MHC多聚体，从而允许识别例

如对固定的MHC多聚体具有识别特异性的T细胞。或者，可以在细胞与MHC多聚体结合后对其

进行标记。该标记可以是预期结合MHC多聚体的细胞类型的特异性标记，或者该标记可以对

细胞进行一般染色(例如，结合DNA的标记)。或者，细胞因子捕获抗体可以与MHC一起在固体

支持物上共同形成斑点(co‑spotted)，分析结合的抗原特异性T细胞的细胞因子分泌。这是

可能的，因为当识别和结合特定MHC‑肽复合物时，T细胞被刺激分泌细胞因子。

[0515] 7.用pMHC多聚体间接检测T细胞

[0516] 也可以使用MHC多聚体间接检测样品中的T细胞。在间接检测中，通过检测TCR‑

MHC‑肽复合物相互作用的结果来测量T细胞的数量或活性。MHC多聚体和T细胞之间的相互

作用可能刺激T细胞，导致T细胞的活化，T细胞群的细胞分裂和增殖，或者导致T细胞失活。

所有这些机制都可以使用能够检测这些事件的检测方法来测量。

[0517] 活化的实例测量包括特异性可溶性因子例如细胞因子分泌的测量，例如可通过流

式细胞术章节所述的流式细胞术，通过例如流式细胞术和/或ELISA‑样方法测量活化标志

物表达，如CD27和CD28和/或其他受体的表达，以及测量T细胞效应功能，例如CD8  T细胞的

细胞杀伤力，其可用细胞杀伤试验如铬释放试验测量，这是本领域技术人员已知的。

[0518] 增殖的示例性测量包括但不限于mRNA的测量、胸苷的掺入或其他分子如溴‑2’‑脱

氧尿苷(BrdU)掺入的测量。

[0519] T细胞失活的示例性测量包括但不限于特异性TCR阻断作用的测量和细胞凋亡的

测量。

[0520] 当与不同的T细胞群接触时，如对象外周血淋巴细胞(PBL)样品中所含的T细胞，样

品中T细胞识别的那些含有pMHC的四聚体将与匹配的T细胞结合。使用荧光流式细胞术分析

反应内容物，以确定、定量和/或分离那些结合有MHC四聚体的T细胞。

[0521] B.筛选

[0522] 本发明的偶联多聚体可用于各种不同的筛选测定。例如，在一个实施方式中，在诱
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导占位符肽释放和抗原衍生肽结合的条件下，将衍生自一种或多种抗原的荧光标记肽文库

施用于包含占位符肽的pMHC多聚体。通过荧光偏振分析监测肽交换。占位符肽的使用允许

在生理条件下产生空的肽受体MHC多聚体。这种筛选方法可用于鉴定与MHC分子结合的肽配

体。肽交换反应可以在天然条件下以多孔形式进行。结合可由多种技术确定，如ELISA，其监

测MHC结构的稳定性，或通过生物物理技术监测肽结合，如荧光偏振。这种筛选方法还可用

于扫描肽组(例如源自病原体基因组、肿瘤相关抗原或自身免疫抗原的肽组)以寻找MHC配

体。

[0523] 本文公开的pMHC偶联多聚体及其文库可用于多种筛选方法中，这些方法允许方便

地检测和定量与免疫细胞受体的抗原特异性结合。例如，偶联多聚体文库可允许检测对特

定抗原特异性的T细胞，多重检测给定样品中的T细胞特异性，将TCR序列与特异性匹配(例

如，通过单细胞测序)，比较性TCR亲和力测定，确定给定TCR的共有特异性序列，或针对感兴

趣的序列绘制T细胞的抗原反应性。偶联多聚体还可用于检测携带特定MHC  I多肽特异性受

体的自然杀伤(NK)细胞。

[0524] 所得的pMHC偶联多聚体文库可用于T细胞筛选以确定抗原反应性T细胞，如Simon

等人，Cancer  Immunol  Res,2014,2(12):1230‑1244中所述。

[0525] 在一些实施方式中，本公开提供了一种用于分离表达TCR的细胞‑pMHC对的方法，

包括使多个表达TCR的细胞与本文所述的pMHC多聚体文库接触；产生多个隔室，其中所述多

个隔室内的一个隔室包括与所述文库的pMHC结合的多个表达TCR的细胞中的一个表达TCR

的细胞，从而在所述隔室中分离所述表达TCR的细胞‑pMHC对。在一些实施方式中，表达TCR

的细胞是T细胞，例如，当使用pMHCI多聚体文库时是CD8+T细胞，或者当使用pMHC  II多聚体

文库时，是CD4+T细胞。在一些实施方式中，可转染或转导细胞以表达TCR。在一些实施方式

中，可转染或转导非淋巴细胞以表达TCR。

[0526] C.鉴定方法

[0527] 本发明的pMHC偶联多聚体可用于鉴定感兴趣的抗原特异性T细胞，例如通过用

pMHCI偶联多聚体文库筛选多个T细胞。在各种实施方式中，所述文库包括pMHC偶联多聚体，

其加载了超过10、超过100、超过500、1000、超过2000、超过5000、超过10,000、超过106、超过

107、超过108、超过109或超过1010种独特肽的多样性。该鉴定方法可以包括在单个隔室中将

结合到文库的pMHC偶联多聚体的多个细胞中的一个细胞隔室化，其中pMHC偶联多聚体包括

独特标识符；以及确定结合到隔室化细胞的每个pMHC偶联多聚体的独特标识符。隔室可以

是单独的空间，例如孔、平板、分离的边界、相漂移、容器、囊泡、细胞等。

[0528] 在一些实施方式中，本文公开的组合物和方法可用于鉴定结合到TCR的多种肽。在

一些实施方式中，本文公开的组合物和方法可用于鉴定结合到pMHC的多个TCR。在一些实施

方式中，本文公开的组合物和方法可用于鉴定结合多个pMHC的多个TCR(例如，结合衍生自

病原体文库、癌症文库或自身免疫文库的pMHC多聚体的多个TCR)。

[0529] 在一些实施方式中，本文公开的组合物和方法用于鉴定TCR‑抗原特异性。

[0530] 在一些实施方式中，所选T细胞上TCR的身份通过测序确定(例如，对TCR的可变区、

高变区或互补决定区(CDR)进行测序)。在一些实施方式中，结合的pMHC的肽(与TCR结合)的

身份通过测序(例如，使用本文所公开的标识符)确定。

[0531] 在一个实施方式中，本发明的pMHC偶联多聚体可用于通过流式细胞术检测抗原特
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异性T细胞，或可用于T细胞纯化。本发明的组合物和方法允许产生非常大的加载肽的MHC多

聚体集合，当使用pMHCI多聚体时，该多聚体非常适合于快速鉴定细胞毒性T细胞(即CD8+T

细胞)抗原，当使用MHCII多聚体的时候，该多聚体非常适合快速鉴定辅助T细胞(如CD4+T细

胞)。

[0532] 在一个实施方式中，附着于固相表面的pMHC偶联多聚体可用于检测T细胞功能。固

定在固体表面的肽‑MHC抗原复合物可以通过TCR刺激T细胞活性，从而允许研究TCR刺激后

的下游T细胞功能。

[0533] 在一些实施方式中，本文公开的组合物和方法用于确定经鉴定的MHC结合肽中的

突变如何影响TCR结合。在一些实施方式中，本文公开的组合物和方法用于识别经鉴定的

MHC结合肽中导致增强或降低TCR结合亲和力的突变。在一些实施方式中，本文公开的组合

物和方法用于识别经鉴定的MHC‑结合肽中保持TCR结合亲和力的突变。在一些实施方式中，

本文公开的组合物和方法用于识别经鉴定的MHC结合肽中导致TCR结合亲和力丧失的突变。

[0534] 在一些实施方式中，本文公开的组合物和方法用于确定使用本文描述的方法鉴定

的TCR中的突变如何改变肽表位的结合。在一些实施方式中，本文公开的组合物和方法用于

鉴定TCR中导致肽表位结合亲和力降低或增加的突变。在一些实施方式中，本文公开的组合

物和方法可用于鉴定TCR中保留肽表位结合的突变。在一些实施方式中，本文公开的组合物

和方法可用于鉴定TCR中导致肽表位结合丧失的突变。

[0535] 在一些实施方式中，本文公开的方法在来自多个对象的T细胞上进行。在一些实施

方式中，分析来自多个对象的数据允许鉴定由多个对象识别的MHC‑结合肽表位。在一些实

施方式中，分析来自多个对象的数据允许鉴定由多个TCR克隆型识别的MHC‑结合肽表位。在

一些实施方式中，分析来自多个对象的数据允许鉴定由多个患者识别的MHC结合肽表位，例

如，多个癌症患者、多个具有自身免疫状况的患者或具有针对病原体的保护性免疫的多个

患者。在一些实施方式中，分析来自多个对象的数据允许鉴定包括不同HLA型或等位基因的

对象中识别的MHC结合肽表位。在一些实施方式中，分析来自多个对象的数据允许鉴定显示

趋集型抗原结合的TCR的不同高变或互补决定区序列。

[0536] 在一些实施方式中，本文公开的方法使用多个文库来执行。在一些实施方式中，分

析来自多个文库的数据允许鉴定文库之间共有的反应性MHC结合肽表位，例如，呈现TCR亲

和力的抗原，其存在于多个病原体菌株、多个癌症类型、多个癌症患者、多个自身免疫疾病

或多个自身免疫病况中。在一些实施方式中，分析来自多个文库的数据允许在文库中鉴定

不同的反应性MHCI结合肽表位，例如存在于病原体菌株、癌症、病况或患者的子集中的抗

原。

[0537] 在一些实施方式中，使用本发明的pMHC偶联多聚体文库鉴定的T细胞进行基因表

达分析(例如，RNA‑seq、qPCR)。在一些实施方式中，对在本发明文库中被鉴定为具有对肽表

现出特异性的受体的细胞进行基因表达分析。例如，确定表达与病原体文库、癌症文库或自

身免疫文库衍生的pMHC偶联多聚体结合的TCR的细胞，进行基因表达分析。基因表达分析可

以是全局性的，也可以是针对性的。分析表达的基因包括但不限于具有已知功能的基因、编

码免疫效应分子(例如穿孔素、颗粒酶、细胞因子、趋化因子)、免疫检查点分子、促炎分子、

抗炎分子、谱系标志物、整合素、选择素、淋巴细胞记忆标志物、死亡受体、胱冬酶、细胞周期

检查点分子、酶、磷酸酶、激酶、脂肪酶的基因，和代谢基因。
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[0538] 在一些实施方式中，基因表达分析可与pMHC偶联多聚体文库筛选同时进行。在一

些实施方式中，基因表达分析可在pMHC偶联多聚体文库筛选结果分析之后进行。在一些实

施方式中，基因表达分析可在pMHC偶联多聚体文库筛选结果分析之前进行。在一些实施方

式中，基因表达分析允许对使用本文所述方法产生的pMHC‑T细胞受体配对中鉴定出的感兴

趣的细胞进行免疫分型。

[0539] 本文所述的方法和组合物可用于筛选分析。例如，将包含本文所述的多个pMHC偶

联多聚体的文库与T细胞样品接触，并测定一种或多种T细胞功能，包括但不限于T细胞增

殖、T细胞毒性、抑制T细胞增殖，T细胞抑制和T细胞的细胞因子产生。

[0540] 在一些实施方式中，可以诱导功能特性的pMHC偶联多聚体可制成肽文库子集。例

如，文库子集可包含pMHC偶联多聚体，其在与TCR结合时诱导T细胞增殖，在与TCR结合时诱

导细胞毒性，在与TCR结合时抑制T细胞，在与TCR结合时T细胞引起抑制，在与TCR结合时产

生细胞因子，或其任何组合。例如，可通过染料稀释试验(例如，CFSE稀释试验)或DNA复制定

量(例如，BrdU掺入试验)来确定增殖。细胞毒性可通过例如基于死亡细胞释放细胞内酶(例

如乳酸脱氢酶)的分析，染料排阻分析(例如碘化丙啶)，或细胞裂解标志物(例如颗粒酶、

CD107a)的表达，通过流式细胞术或qPCR来确定。例如，可以通过ELISA、多重免疫分析、胞内

细胞因子染色、ELISPOT、Western印迹法或qPCR来确定细胞因子的产生。例如，可通过将T细

胞克隆与效应细胞和靶抗原共同孵育，测定增殖、细胞毒性、细胞因子产生、活化标志物的

表达等来确定T细胞抑制。

[0541] 在一些实施方式中，本文公开的组合物和方法用于鉴定与保护性免疫、非保护性

免疫或自身免疫相关的抗原特异性T细胞效应子克隆。在一些实施方式中，本文公开的组合

物和方法用于鉴定抗原特异性T细胞效应子克隆，其表现出无反应性、衰竭、耐受性、自身免

疫性、炎症性或抗炎性(例如，Treg)。在一些实施方式中，本文所公开的组合物和方法用于

鉴定表现出某些效应子或记忆特性(例如，未成熟、末端效应子、效应子记忆、中央记忆、驻

留记忆、TH1、TH2、TH17、TH9、TC1、TC2、TC17、某些细胞因子的产生)的抗原特异性T细胞效应子

克隆。

[0542] 在一些实施方式中，使用本文公开的组合物和方法鉴定的TCR用作治疗干预的一

部分。例如，将TCR序列、TCR可变区序列或CDR序列转染或转导到T细胞中以产生具有相同抗

原特异性的修饰的T细胞。修饰的T细胞可以扩增、极化为所需的效应子表型(例如TH1、TC1、

Treg)，并注入对象体内。在一些实施方式中，使用本文公开的组合物和方法鉴定的多个TCR

用于寡克隆治疗。

[0543] 在一些实施方式中，使用本文公开的方法鉴定的肽、配体、激动剂、拮抗剂、抗原或

表位用作治疗干预的一部分。在一些实施方式中，肽、抗原或表位用于例如使用抗原递呈细

胞、人工抗原递呈细胞、固定化肽或可溶性肽离体扩增细胞群。在一些实施方式中，将扩增

的细胞注入患者体内。在一些实施方式中，扩增外周血淋巴细胞。在一些实施方式中，扩增

肿瘤浸润性淋巴细胞(TIL)。在一些实施方式中，扩增TH1细胞。在一些实施方式中，扩增细

胞毒性T淋巴细胞。在一些实施方式中，扩增调节性T细胞。

[0544] 在一些实施方式中，本文公开的组合物和方法用于鉴定用于疫苗开发的MHC‑结合

的抗原肽，例如亚单位疫苗、引发覆盖一系列保护性抗原的疫苗，或通用疫苗。

[0545] 在一些实施方式中，本文公开的组合物和方法可用于诊断医学病况。在一些实施
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方式中，本文公开的组合物和方法用于指导临床决策制定，例如，治疗选择、预后因素的鉴

定、治疗反应或疾病进展的监测，或预防措施的实施。

[0546] 在一些实施方式中，本文公开的组合物和方法可用于选择和/或设计医疗条件的

治疗，特别是用于选择抗原特异性T细胞(例如CD8+细胞毒性T细胞和/或CD4+辅助性T细胞)

或由此衍生的TCR，用于过继转移T细胞治疗。例如，pMHC偶联多聚体可用于鉴定患者样品中

与感兴趣抗原(如癌症抗原或病原体抗原)反应的T细胞，从而选择这些细胞进行体外扩增，

然后重新引入患者体内。此外，从这种抗原特异性T细胞鉴定的TCR可以被测序并重组导入T

细胞中，以增加表达与患者中具有治疗意义的抗原结合的TCR的细胞群。

[0547] XI.组合物和试剂盒

[0548] 在另一方面，本公开包括用于本文所述方法的组合物和试剂盒。在一个实施方式

中，本公开提供了pMHC偶联多聚体组合物。在一个实施方式中，pMHC偶联多聚体是pMHC偶联

四聚体。在一个实施方式中，四聚体的多聚结构域是链霉亲和素或亲和素。在一个实施方式

中，pMHC偶联四聚体包括四个MHC单体，它们在链霉亲和素或亲和素的生物素结合位点以外

的位点与链霉亲和素或亲和素共价偶联。在一个实施方式中，四个MHC单体各自包含(即加

载有)MHC结合肽，其中每个单体包含相同的MHC结合肽。在一个实施方式中，MHC偶联四聚体

还包括结合到链霉亲和素或亲和素的生物素结合位点的生物素化寡核苷酸条码。在一个实

施方式中，pMHC偶联多聚体(例如四聚体)是pMHC  I类偶联多聚体(例如四聚体)。在另一个

实施方式中，pMHC偶联多聚体(例如四聚体)是pMHC  II类偶联多聚体(例如四聚体)。

[0549] 在一个实施方式中，本发明包括包含多种pMHC偶联多聚体组合物的试剂盒。在一

个实施方式中，多个pMHC偶联多聚体中的每一个都是pMHC偶联四聚体。在一个实施方式中，

每个四聚体的多聚结构域是链霉亲和素或亲和素。在一个实施方式中，每个pMHC偶联四聚

体包括四个MHC单体，它们在链霉亲和素或亲和素的生物素结合位点以外的位点与链霉亲

和素或亲和素共价偶联。在一个实施方式中，四个MHC单体各自包含MHC‑结合肽，其中每一

个四聚体内的每个MHC单体都包含(即，加载有)相同的MHC结合肽，并且其中多个MHC偶联四

聚体中的每个MHC‑偶联四聚体包含(即加载有)不同MHC‑结合肽，从而形成MHC结合肽的文

库。在一个实施方式中，文库内的每个MHC偶联四聚体还包括结合到链霉亲和素或亲和素的

生物素结合位点的生物素化寡核苷酸条码。在一个实施方式中，多个pMHC偶联多聚体(例如

四聚体)中的每一个是pMHC  I类偶联多聚体(例如四聚体)。在另一个实施方式中，多个pMHC

偶联多聚体(例如四聚体)中的每一个是pMHC  II类偶联多聚体(例如四聚体)。

[0550] 实施例

[0551] 下面是用于实施本发明的具体实施方式的示例。所提供的实例仅用于说明目的，

并不旨在限制本发明的范围。

[0552] 除非另有说明，本发明的实践将采用本领域技术范围内的蛋白质化学、生物化学、

重组DN A技术和药理学的常规方法。这些技术在文献中已有充分描述。见例如

T.E.Creighton ,Proteins:Structures  and  Molecular  Properties(W.H.Freeman  and 

Company ,1993)；A .L .Lehninger ,Biochemistry(Worth  Publishers ,Inc .,current 

addition)；Sambrook ,等人Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual(2nd  Edition ,

1989)；Methods  In  Enzymology(S .Colowick和N.Kaplan编,Academic  Press ,Inc .)；

Remington's  Pharmaceutical  Sciences,18版(Easton,Pennsylvania:Mack  Publishing 
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Company ,1990)；Carey  and  Sundberg  Advanced  Organic  Chemistry第三版.(Plenum 

Press)A卷和B卷(l992)。

[0553] 除非另有说明，所有试剂和化学品均从商业来源获得，并在未经进一步纯化的情

况下使用。

[0554] 实施例1–产生具有分选酶标签的可交换肽MHC  I类多聚体

[0555] 在本实施例中，表达MHC  I重链并与β2‑微球蛋白(β2m)和可交换肽复合，使得MHC

重链包含C末端分选酶标签，该标签能够实现与链霉亲和素(SAv)的翻译后偶联，形成可条

码化、可交换的MHC  I四聚体。MHC  I重链和SAv与C末端分选酶标签表达(其氨基酸序列分别

显示在SEQ  ID  NO:1和3中)。然后使用分选酶(具有SEQ  ID  NO:6中所示氨基酸序列)将GGG‑

X点击手柄肽偶联到MHC  I或GGG‑Y点击手柄肽偶联到SAv，其中点击手柄肽包含点击部分，

如炔烃(X)或叠氮化物(Y)，反之亦然。随后通过铜辅助的炔烃‑叠氮环加成或无铜的炔烃‑

叠氮环加成将MHC  I与SAv化学偶联，从而产生加载可交换肽的MHC  I四聚体。

[0556] HLA和β2m表达和重折叠。生成了编码与Sorttag(分选标签)连接的HLA‑A*02:01的

细菌表达质粒，本文称为HLA‑A2‑分选标签(包含C末端分选酶标签，6x‑His标签)(其氨基酸

序列如SEQ  ID  NO:1所示)和β2m(其氨基酸序列如SEQ  ID  NO:2所示)。在大肠杆菌内的包涵

体内表达HLA‑A2‑分选标签和β2m。纯化包涵体并溶解在尿素缓冲液(20mM  MES，pH  6.0，8mM

尿素，10mM  EDTA)中，该缓冲液含有1mM或0.1mM  DTT(对于HLA‑A2‑分选标签)或0.1mM‑DTT

(对于β2m)。化学合成了UV不稳定占位符肽(GILGFVFJL(SEQ  ID  NO:7)，其中J是3‑氨基‑3‑

(2‑硝基)苯基丙酸)。根据先前描述的方案(Garboczi等人，PNAS，89:3429‑34331992；

Rodenko等人，Nat  Protoc.，1:1120‑322006)，用β2m和占位符肽对HLA‑A2进行了重折叠，并

进行了微小修饰。简言之，在搅拌下将以下组分按以下顺序以所示最终浓度添加到预冷的

重折叠缓冲液(100mM  Tris，pH  8 .0，0.4M精氨酸‑HCl，2mM  EDTA，5mM还原的谷胱甘肽，

0.5mM氧化的谷胱甘肽，0.2mM  PMSF)中：肽(45μM)，β2m(3μM)和HLA‑A2‑分选标签(1.5μM)溶

解的包涵体。重折叠反应在搅拌下于4℃孵育过夜。次日，将β2m和HLA‑A2‑分选标签溶解的

包涵体分别加入重折叠反应中，最终浓度分别为6μM和3μM。第4天，通过离心，然后通过0.2μ

m滤器过滤，澄清重折叠反应中的任何沉淀。然后使用具有10kDa  Minimate  TFF  Capsule

(Pall)的最小切向流过滤系统(Pall)和具有10000Da分子量截留膜(Millipore)的Amicon 

Ultra‑15离心过滤器浓缩重折叠反应。浓缩的重折叠反应在HiLoad  26/600Superdex  200

制备级(GE  Life  Sciences)上通过尺寸排阻色谱(SEC)纯化，其在SEC缓冲液(20mM  HEPES 

pH  7.2，150mM  NaCl)中预平衡。合并并浓缩对应于单体HLA‑A2‑分选标签/β2m/肽复合物的

纯化级分。HLA‑A2、β2m和NLVPMVATV(SEQ  ID  NO:8)肽(缩写为NLV)的重折叠和纯化遵循类

似的程序。

[0557] 使用分选酶将点击手柄肽与HLA‑A2‑分选标签偶联。使用转肽酶分选酶用点击手

柄肽对HLA‑A2进行酶修饰。在大肠杆菌中表达含有5个增强突变的分选酶(Chen，PNAS  2011 

108(28)11399‑11404)(其氨基酸序列如SEQ  ID  NO:6所示)，并根据(Antos，Curr  Protoc 

Protein  Sci，2009  doi:10.1002/0471140864.ps1503s56)进行纯化。将含有N末端三甘氨

酸和随后的PEG接头(PEG4或PEG5)的点击手柄肽合成性连接到：1)丙炔基甘氨酸(称为GGG‑

炔烃、炔烃或alk)，2)Sulfo‑DBCO(称为GGG‑DBCO或DBCO)，或3)吡啶甲基叠氮化物(称为

GGG‑叠氮化物、叠氮化物或Az)。具有C末端酰胺化的GGG‑PEG5‑炔烃肽由GenScript
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(Piscataway，NJ)合成。通过点击化学工具(Scottsdale，AZ)合成了具有C末端酰胺化的

GGG‑PEG4‑叠氮化物肽和GGG‑PEG4‑DBCO肽。

[0558] 将HLA‑A2/β2m/肽单体(100‑150μM)、点击手柄肽(GGG‑炔烃、GGG‑DBCO或GGG‑叠氮

化物，6‑10mM)、分选酶(5‑6μM)和10mM  CaCl2混合，并在4℃下孵育4小时，以产生HLA‑点击

手柄融合物。如上所述通过SEC纯化反应混合物以除去残余分选酶和点击手柄肽。合并并浓

缩对应于单体HLA‑点击手柄/β2m/肽复合物的纯化级分。

[0559] SAv的表达、纯化和使用分选酶将点击手柄肽与SAv偶联。通过标准方法在BL21

(DE3)细胞中表达含有C末端分选酶‑标签和6xHis标签(其氨基酸序列如SEQ  ID  NO:3所示)

的全长SAv。如上所述，通过固定化金属亲和层析(IMAC)和SEC从可溶性级分纯化SAv。SAv形

成天然四聚体并在SDS‑PAGE上作为稳定四聚体迁移(Waner  M.J.等人，2004，doi:10.1529/

biophysj .104 .047266)。合并并浓缩对应于四聚体SAv的纯化级分。通过在4C下混合SAv

(70‑150μM)、Click  Handle肽(GGG‑DBCO或GGG  Azide，3‑10mM)、Sortase(6μM)和CaCl2

(10mM)长达4小时来产生SAv‑点击手柄融合物。通过SEC纯化反应混合物以除去残余的分选

酶和肽，合并并浓缩与SAv‑点击手柄融合物相对应的纯化级分。通过测定相对于不同量的

未处理SAv样品的抗‑6xHis反应条带强度的损失程度，通过抗‑His  Western印迹分析评估

与SAv的偶联程度(图3A)。

[0560] 点击肽/MHC  I类‑SAv多聚体的生成。本文使用几种不同点击化学形式(例如，在以

下文献所述的点击化学：Agard  NJ，Prescher  JA，Bertozzi  CR  J  Am  Chem  Soc.2004年11

月24日；126(46):15046‑7；Hong，V.等人，Angew  Chem  Int  Ed  Engl.2009；48(52)：9879–

9883.doi:10.1002/anie.200905087)产生点击的HLA‑链霉亲和素融合物。因为SAv形成SDS

抗性四聚体，所以可以使用SDS‑PAGE来监测反应程度并确定SAv上HLA的价态(Waner  M.J.

等人，2004，doi:10.1529/biophysj.104.047266)。

[0561] 1)通过将HLA‑A2‑DBCO/NLV(150μM)与SAv‑Az(相对于SA单体为50μM)混合，并在冰

上温育3小时，进行无铜炔烃‑叠氮环加成形成点击的多聚体。SDS‑PAGE分析证实了附着有

1、2、3和4个HLA分子的四聚体SA的形成(图3B)。观察到副产物，其归因于DBCO与β2m或HLA‑

A2上半胱氨酸残基的不良副反应(van  Geel ,R ,Bioconjugate  Chem .2012 ,23(3):392‑

398.doi.org/10.1021/bc200365k)。

[0562] 2)还通过在室温下或在冰上(未显示)混合不同比例的HLA‑A2‑Az/NLV和SA‑DBCO

(3:1和2:1)1.5‑3.0小时来制备共价偶联的多聚体HLA。SDS‑PAGE分析显示四聚体、三聚体、

二聚体和单体HLA‑A2‑Az‑SAv‑DBCO物质的形成，与HLA‑A2‑DBCO‑SAv‑Az相比，不良副反应

产物水平降低。(图3C)。

[0563] 3)另一种产生共价连接的HLA‑A2和SAv的方法是通过铜辅助的炔烃‑叠氮环加成。

通过在冰上混合以下反应组分生成HLA‑A2‑Alk‑SAv‑Az：HLA‑A2‑Alk/GILGFVFJL(SEQ  ID 

NO:7)/β2m(100‑130μM)、SAv‑Az(70‑80μM，相对于SA单体)、硫酸铜(0.5mM)、BTTAA(2.5mM)

和抗坏血酸(5mM)。通过SDS‑PAGE监测反应，4小时后通过SEC纯化反应混合物以从纯化的

HLA‑A2‑炔烃‑SAv‑Az多聚体中分离未反应的HLA、SAv和其他反应组分。通过SDS‑PAGE分析

SEC级分，合并并浓缩对应于大多数四聚体/三聚体物质的部分。通过SDS‑PAGE分析肽/HLA‑

A2‑炔烃‑SAv‑Az/β2m样品，其显示了未煮沸/未还原样品的明显四聚体和三聚体物质以及

非常少量的单体，而煮沸和还原凝胶分析证实了HLA‑A2‑Alk和SAv‑Az单体在约53kDa的共
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价连接(图3D)。变性条件下的质谱也证实了HLA‑A2和SAv之间形成叠氮‑炔烃融合物(未显

示)。如图3E所示，还生成了HLA‑A01:01、HLA‑A*03:01和HLA‑A*24:02的HLA‑炔烃SAv‑Az形

式。

[0564] 实施例2–产生具有内含蛋白标签的可交换肽MHC  I类多聚体

[0565] 在本实施例中，MHCI重链与C末端N‑内含蛋白标签表达，链霉亲和素(SA)与N末端

C‑内含蛋白标签表达，然后用内含蛋白介导的偶联产生加载可交换肽的MHC  I四聚体。例

如，Stevens等人,J.Am.Chem.Soc.,138,2162‑2165,2016；Shah等人J.Am.Chem.Soc.,134,

11338‑11341,2012；和Vila‑Perello等人,J.Am.Chem.Soc.,135,286‑292,2013中进一步描

述了内含蛋白序列及其用于偶联蛋白质的用途，其全部内容通过引用并入本文。

[0566] HLA‑A2(HLA‑A*02:01)在BL21(DE3)中表达为与C末端的Npu  N‑内含蛋白片段的融合物

(其氨基酸序列如SEQ  ID  NO:4所示)。链霉亲和素在BL21(DE3)中表达，N末端融合到Npu‑C‑

内含蛋白片段和C末端Flag标签(其氨基酸序列如SEQ  ID  NO:5所示)。在细菌包涵体中表达

HLA‑A2‑N‑内含蛋白和C‑内含蛋白‑SAv。分离包涵体并溶解在尿素缓冲液(25mM  MES、8mM尿

素、10mM  EDTA、0.1mM  DTT，pH  6.0)中。用β2m和UV不稳定占位符肽(GILGFVFJL(SEQ  ID  NO:

7)，其中J是3‑氨基‑3‑(2‑硝基)苯基丙酸)重折叠HLA‑A2‑N‑内含蛋白。如实施例1所述，在

搅拌下将下列组分加入预冷的重折叠缓冲液中。使用具有10000Da  MWCO、Millipore 

Biomax超滤盘(Millipoe)和Amicon  Ultra‑15离心过滤单元10000MWCO(Millipore)的

Amicon搅拌池浓缩重折叠反应。浓缩的重折叠反应在HiLoad  26/600Superdex  200制备级

(GE  Life  Sciences)上通过尺寸排阻色谱(SEC)纯化，其在SEC缓冲液(20mM  HEPES  pH 

7.2，150mM  NaCl)中预平衡。合并并浓缩对应于单体HLA‑A2‑N‑内含蛋白/β2m/肽复合物的

纯化级分。用相同方法重折叠C‑内含蛋白‑SAv：简单地说，将尿素溶解的C‑内含蛋白‑SAv注

射到预冷的重折叠缓冲液中，并根据实施例1中描述的方案进行重折叠，如所述在具有

10KMWCO膜的Amicon搅拌池中浓缩，并如上所述通过尺寸排阻色谱纯化。将SEC纯化的C‑内

含蛋白‑SAv浓缩至100‑200μM。

[0567] 通过向HLA‑A2‑内含蛋白和C‑内含蛋白‑SA组分中加入最终浓度为0.5mM的三(2‑

羧基乙基)膦盐酸盐(TCEP)，进行HLA‑A2‑N‑内含蛋白/β2m/肽复合物与C‑内含蛋白‑SAv之

间的剪接反应。所有组分保持在冰上。为了有利于四聚体物质形成，在16小时内以5个增量

添加链霉亲和素，直到达到与HLA‑A2‑内含蛋白的等摩尔量。在非还原/非煮沸条件下反应

的SDS‑PAGE分析显示了更高MW物质的形成，而煮沸/还原的样品显示了大约52kDa的物质，

与HLA‑A2‑SAv融合物的预期大小一致(图4)。

[0568] 实施例3.通过生物素化和与链霉亲和素的偶联产生可交换MHCI四聚体。

[0569] 带有C末端Avitag的HLA‑A*02重链在大肠杆菌包涵体中表达。Avitag的氨基酸序

列如SEQ  ID  NO:161所示。根据文献方法(Altman&Davis，Curr  Protoc  Immunol.2003；第17

章：单元17.3；Rodenko等人，Nat  Protoc.2006；1(3):1120‑32)，将纯化的包涵体溶解在尿

素中并用β‑2‑微球蛋白和肽NLVPMVATV(SEQ  ID  NO:8)或条件配体GILGFVFJL(SEQ  ID  NO:

7，其中J是2‑硝基苯基氨基酸残基)重折叠。然后使用生物素连接酶将包含重链的SEC纯化

的MHC单体、β‑2‑微球蛋白和肽生物素化，然后再次SEC纯化。将链霉亲和素添加到10个单独

等分试样中的生物素化MHC单体中，以实现生物素位点相对于MHC单体量轻微摩尔过量。在

生物素介导的链霉亲和素四聚体或生物素化的HLA单体上进行肽交换(如实施例4所述)。在
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后者的情况下，单体在交换后与链霉亲和素四聚。

[0570] 实施例4.通过二肽或UV交换进行肽交换。

[0571] 通过两种方法中的任一种交换如以上实施例1中所述制备的HLA‑A*02:01‑Alk‑

SAv‑Az偶联四聚体以及如实施例3中所制备的生物素介导的HLA‑A*02四聚体。对于二肽交

换，在室温下，存在或不存在10mM  GM二肽的情况下，将加载占位符肽(例如GILGFVFJL(SEQ 

ID  NO:7))的5μM  MHC四聚体与30倍过量的NLVPMVATV(SEQ  ID  NO:8)肽孵育3小时(Saini等

人，PNAS2006；112(1)：202‑206)。对于UV交换，将2‑10μM的MHC单体或0.5‑2.5μM加载有占位

符肽(GILGFVFJL(SEQ  ID  NO:7))的MHC四聚体与30‑100倍摩尔过量的NLVPMVATV(SEQ  ID 

NO:8)(或其他肽)在冰上孵育1小时，然后将其暴露于距离样品2‑5cm的灯发出的365nm  UV

光下30分钟。紫外线暴露后，有时在30℃孵育30分钟以允许完全交换。通过差示扫描荧光法

(DSF)、ELISA和细胞染色/流式细胞术监测肽交换效率。

[0572] 对于DSF，将0 .25mg/ml  HLA‑A*02四聚体与等体积的20X  Sypro  Orange

(Invitrogen  S6650)混合，并在qPCR仪器(例如，Applied  Biosystems  Quant  Studio  3)中

经受从25℃到99℃的0.05℃/秒升温。熔体曲线的一阶导数中的峰值表示pMHC的Tm。如图5A

所示，如实施例1中制备的HLA‑A*02:01‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体的Tm在从占位符GILGFVFJL

(SEQ  ID  NO:7)肽紫外交换到NLVPMVATV(SEQ  ID  NO:8)后从40℃转变到61℃。UV交换后的

Tm与观察到的NLVPMVATV(SEQ  ID  NO:8)交换成生物素化单体，然后四聚(工业标准)或直接

交换成生物素介导的四聚体的Tm相同(图5B)。这些数据证实多聚体状态对UV交换效率没有

影响，并且本发明的偶联四聚体具有与工业标准pMHC相同的稳定性。

[0573] 对于流式细胞术，将用NLVPMVATV(SEQ  ID  NO:8)(或其他肽)扩增的105个供体T细

胞用如上制备的pMHC四聚体染色。所有pMHC均在PBS加10％FBS中稀释，并使用抗CD8‑BV785

和抗‑Flag‑APC或抗链霉亲和素‑PE(Biolegend)作为二抗进行染色。如图6A‑F所示，在生物

素介导的四聚体形式上进行的二肽交换或UV交换产生HLA‑A*02四聚体，其显示出与通过工

业标准方法(生物素化单体的重折叠后四聚或UV交换后四聚)产生的那些具有相同水平的

与扩增T细胞的结合。图7显示了与NLVPMVATV(SEQ  ID  NO:8)肽进行UV交换的HLA‑A*02:01‑

Alk‑SAv‑Az偶联四聚体与扩增的T细胞的高亲和力结合。

[0574] ELISA也用于监测四聚体上的交换，并且是pMHC稳定性的另一个指标。首先用抗链

霉亲和素抗体涂覆平板，然后在pH  5 .4的柠檬酸‑磷酸盐缓冲液中捕获四聚体，然后使用

HRP偶联的抗‑β2‑微球蛋白(Biolegend)读取。如图8A所示，一组NLVPMVATV(SEQ  ID  NO:8)

突变肽可以有效地UV交换成HLA‑A*02:01‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体，产生一系列ELISA信号。

UV交换成生物素介导的HLA‑A*02四聚体的一小组类似肽也产生了一系列ELISA信号(图

8C)，其与DSF测量的Tm呈正相关(图8B)。

[0575] 实施例5：用HLA‑A*01:01产生的偶联四聚体

[0576] 用肽STAPGJLEY(SEQ  ID  NO:16)重折叠的HLA‑A*01:01单体构建如上实施例1所述

的HLA‑A*01:01‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体和QC'd。如图9A和图9B所示，HLA‑A*01:01‑Alk‑

SAv‑Az偶联四聚体是高度多聚体，聚集体百分比低(3％)。在同源肽VTEHDTLLY(SEQ  ID  NO:

10)存在下的UV处理导致DSF熔体曲线的特征性偏移，表明有效的肽交换(图9C)。交换后的

HLA‑A*01:01‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体与用VTEHDTLLY肽(SEQ  ID  NO:10)扩增的PBMC强烈结

合，类似于用VTEHDTLLY肽(SEQ  ID  NO:10)重折叠的HLA‑A*01:01，其通过生物素与链霉亲
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和素偶联(图9D)。正如预期的那样，在没有UV交换的情况下没有观察到结合。

[0577] 实施例6：用HLA‑A*24:02产生的偶联四聚体

[0578] 用肽VYGJVRACL(SEQ  ID  NO:11)重折叠的HLA‑A*24:02单体构建如上实施例1所述

的HLA‑A*24:02‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体和QC'd。如图10A和图10B所示，HLA‑A*24:02‑Alk‑

SAv‑Az偶联四聚体是高度多聚体，聚集体百分比低(6％)。在同源肽QYDPVAALF(SEQ  ID  NO:

12)存在下的UV处理导致DSF熔体曲线的特征性偏移，表明有效的肽交换(图10C)。交换后的

HLA‑A*24:02‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体与用QYDPVAALF肽(SEQ  ID  NO:12)扩增的PBMC强烈结

合，类似于用QYDPVAALF肽(SEQ  ID  NO:12)重折叠的HLA‑A*24:02，其通过生物素与链霉亲

和素偶联(图10D)。正如预期的那样，在没有UV交换的情况下没有观察到结合。

[0579] 实施例7：用HLA‑B*07:02产生的偶联四聚体

[0580] 用肽AARGJTLAM(SEQ  ID  NO:14)重折叠的HLA‑B*07:02单体构建如上实施例1所述

的HLA‑B*07:02‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体和QC'd。如图11A和图11B所示，HLA‑B*07:02‑Alk‑

SAv‑Az偶联四聚体是多聚体，没有可检测的聚集体。在同源肽RPHERNGFTVL(SEQ  ID  NO:13)

存在下进行UV处理后，交换的HLA‑B*07:02‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体与用RPHERNGFTVL肽

(SEQ  ID  NO:13)扩增的PBMC强烈结合，类似于用RPHENGFTVL肽(SEQ  ID  NO:13)重折叠的

HLA‑B*07:02，该肽通过生物素与链霉亲和素偶联(图11C)。正如预期的那样，在没有UV交换

的情况下没有观察到结合。

[0581] 实施例8：UV交换的四聚体的条码化和合并

[0582] 由于链霉亲和素上的生物素结合位点是空的，交换的HLA‑A*02:01‑Alk‑SAv‑Az偶

联四聚体很容易用识别寡核苷酸标签(条码)标记。以2:1寡聚物∶四聚体摩尔比加入5'生物

素化寡核苷酸，并在4℃下孵育30分钟，然后在4℃用生物素以400:1的生物素∶四聚体摩尔

比淬灭30分钟。通过在4‑12％的双‑tris凝胶上电泳，然后用硝酸纤维素印迹并用抗‑Flag

抗体(Invitrogen#MA1‑91878‑D800)染色，确认条码化。如图12所示，相对于四聚体起始物

质的凝胶位移表明用寡核苷酸条码正确标记。

[0583] 实施例9：用合并的条码化UV交换四聚体单细胞测序

[0584] 用对于192种不同的NLVPMVATV(SEQ  ID  NO:8)的APL变体UV交换的单个HLA‑A*02:

01‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体样品分别与寡核苷酸标记物偶联，合并，在NLVPMVAT(SEQ  ID 

NO:8)扩增的T细胞上染色，并进行单细胞测序。分析结果显示在图13的热图中，表明APL变

体子集的克隆型特异性结合。

[0585] 实施例10：用于条码化UV交换四聚体池高通量生产的多孔水凝胶制备

[0586] 水凝胶珠是通过在不同相对浓度下混合丙烯酰胺单体单元和双丙烯酰胺交联剂

单元以及丙烯酸化寡核苷酸引物的混合物，使用微流体Drop‑maker封装在液滴中，并孵育

混合物直到交联完成而制备的。在该实施例中，预交联水性混合物包括10％TEBST(Tris‑

EDTA缓冲盐水加吐温‑20)中的0.75％双丙烯酰胺、3％丙烯酰胺、25μM  5’‑丙烯酸化正向引

物、0.5％过硫酸铵。混合并搅拌水性混合物的所有试剂。向混合物中添加1.5％的TEMED和

1％的008‑FluoroSurfactant，封装在液滴中，在室温下孵育1小时，然后转移到60℃的烘箱

中过夜孵育，从而形成水凝胶。水凝胶珠用20％的1H,1H,2H,2H‑全氟‑1‑辛醇(PFO)洗涤一

次，然后用TEBST洗涤3次，然后用低TE(1mM  Tris‑Cl  pH  7.5，0.1mM  EDTA)洗涤3次。水凝胶

珠4℃储存在TEBST中直至使用。
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[0587] 实施例11：单模板PCR以产生编码肽的扩增子

[0588] 编码SUMO结构域‑肽融合物的线性DNA模板在单模板条件下以液滴形式PCR扩增到

水凝胶珠上，每滴最多得到一个DNA模板。将实施例10中制备的1.4mL水凝胶珠与如下的PCR

组分在2mL反应体积中混合：400μL  Q5反应缓冲液(新英格兰生物实验室(New  England 

Biolabs))、40μL  10mM  dNTP、40μL  1μM正向引物、40μL  25μM5’‑生物素化反向引物、40μL 

0.1pg/ul线性DNA模板(或模板混合物)、8μL  20％IGEPAL和20μL  Q5  DNA聚合酶(新英格兰

生物实验室(New  England  Biolabs))。以液滴形式包封混合物，并进行35轮PCR。通过添加

等体积的100％全氟辛醇(PFO)使液滴裂解后，用10体积的低TE洗涤水凝胶五次。用XbaI(在

扩增子内切割)在37℃下消化水凝胶珠的等分(10μL每等份)1小时，并与PCR上清液一起在

1.2％琼脂糖凝胶上跑胶，定量扩增子的产量和质量(图14)。通过用链霉亲和素‑PE标记水

凝胶证明了单模板条件有效，其中仅23％的液滴扩增的水凝胶被染色，相对于100％批量扩

增的水凝胶(图15)。

[0589] 实施例12：将可条码化交换就绪的偶联四聚体加载到水凝胶上

[0590] 将PCR扩增的水凝胶与50‑500nM  HLA‑A*02:01‑Alk‑SAv‑Az偶联四聚体以体积比

1:1混合，所述四聚体加载有UV不稳定肽(例如GILGFVFJL(SEQ  ID  NO:7)，隔绝环境光，并在

冰上孵育2小时。通过用抗‑Flag‑APC或抗‑β2M‑Alexa488洗涤和染色来确认HLA‑A*02:01‑

Alk‑SAv‑Az偶联四聚体的加载，如图16A所示。如图16B所示，通过用Benzonase酶或SmaI(其

在扩增子内切割)释放，然后用抗‑链霉亲和素捕获和抗‑Flag‑HRP或抗β2M‑HRP检测的

ELISA来定量加载的四聚体的量。

[0591] 实施例13：肽的液滴体外转录/翻译(IVTT)和UV交换到加载四聚体中

[0592] 120μL水凝胶珠与240μL  IVTT主混合液共同包封在液滴中，包括120μLPURExpress

溶液A(新英格兰生物实验室)、90μL  PURExpress溶液B(NEB)、6μL  RNA酶OUT(Invitrogen)、

以及12μL  Ulp1蛋白酶(Invitrogen)液滴在30℃下孵育4小时，不振摇，然后通过30分钟暴

露于365nm  UV光进行UV交换，所述UV光来自离样品2‑5cm的灯。紫外线暴露后，在30℃孵育

30分钟以允许完全交换。将D‑生物素添加到IVTT反应中，使其最终浓度达到500μM，然后破

碎液滴，最后添加等体积的100％PFO。用10体积的PBS加2％的BSA洗涤水凝胶珠五次。可以

从PCR扩增子产生足够的肽以产生功能性交换四聚体。如图17A和17B所示。

[0593] 实施例14：单链多聚肽MHC的释放与分析

[0594] 通过用SmaI消化从洗涤的水凝胶中释放UV交换的pMHC，SmaI在肽编码区上游的扩

增子内切割，释放具有自识别寡核苷酸标签(条码)释放的四聚体，如图16B所示。释放的

pMHC如图16B所示通过ELISA定量，并如图18所示在抗原特异性CD8+T细胞上染色。在图19中

示意性地总结了液滴生产的整个过程。

[0595] 实施例15：偶联肽/MHC  II类‑SAv多聚体的产生

[0596] 使用分选酶将点击手柄肽与MHC  II‑分选标签结合。MHC  IIα链和β链的序列重组

表达如下：α‑链胞外结构域序列与C末端分选酶标签一起表达，该标签能够实现与链霉亲和

素(SAv)的翻译后偶联，形成可条码化可交换MHC  II多聚体。α链还包含用于诊断目的的Myc

标签。具有分选标签和Myc标签的α链胞外结构域的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:191所示。β链

用N末端低亲和力占位符肽(CLIP肽，其序列如SEQ  ID  NO:189所示)，随后是柔性接头、β链

胞外结构域和组氨酸纯化标签重组表达。具有占位符肽、柔性接头和His标签的β链胞外结
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构域的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:192所示。柔性接头包含一个切割位点，该位点允许通过特

定蛋白酶破坏肽和β链之间的连接，从而实现随后的肽交换。其中加载有共价占位符肽的

MHCII分子在本文中称为p*MHCII。

[0597] p*MHCIIα‑和β‑链在CHO细胞中共表达，并作为稳定的异二聚体分泌到表达介质

中。CHO表达后，通过固定化金属离子亲和层析和尺寸排阻层析(SEC)纯化p*MHCII。然后使

用分选酶将GGG‑X肽偶联到p*MHCIIα链(图20，步骤1)，其中X可以是叠氮化物、炔烃或任何

可点击的化学部分。为了执行化学偶联反应，p*MHCII(30‑50μM)，点击手柄肽(GGG‑炔烃、

GGG‑DBCO或GGG‑叠氮，6‑10mM)、分选酶(5‑6μM)和10mM  CaCl2混合并在4℃下温育2小时，以

生成p*MHCI  I‑点击手柄融合物。通过SEC纯化反应混合物以除去残留的分选酶和点击手柄

肽。合并并浓缩对应于p*MHCII‑点击手柄融合物的纯化级分。点击手柄的添加导致偶联蛋

白大小改变，证实成功的分选酶介导的连接(图21A)。

[0598] 偶联p*MHCII‑SAv多聚体的产生。使用分选酶的点击手柄p*MHCII到SAv的表达、纯

化和偶联如图20步骤2所示，并且基本上按照实施例1中对MHCI多聚体的描述进行。铜辅助

的炔烃‑叠氮环加成用于生成共价连接的p*MHCII和SAv(图20，步骤3)。p*MHCII‑Alk‑SAv‑

Az通过在冰上混合以下反应组分而产生：MHC  II‑Alk(50μM)、SAv‑Az(相对于SA单体为25μ

M)，硫酸铜(0.5mM)，BTTAA(2.5mM)和抗坏血酸(5mM)。通过SDS‑PAGE监测反应(图21B)，4小

时后通过SEC纯化反应混合物以从纯化的p*MHCII‑Alk‑SAv‑Az多聚体中分离未反应的HLA、

SAv和其他反应组分(图21C)。SAv和β链分别含有FLAG和His标签，能够区分对应于多聚体种

类的级分(图21D和21E)。多聚体级分显示出明显的四聚体和三聚体物质。更重要的是，在

SDS‑PAGE和western印迹分析下，在取自多聚体级分的煮沸样品中未观察到游离SAv物质

(图21D)。这表明优势物质是四聚体，其中每个SAv亚基与p*MHCII亚基共价连接。

[0599] 实施例16：pMHC  II多聚体可交换并结合同源表位特异性TCR

[0600] 接头消化和肽交换

[0601] p*MHCII‑Alk‑SAv‑Az多聚体(下文中为p*MHCII‑SAv)在4℃、1mM  CaCl2存在下以

5:1(w/w)的比例由因子Xa(NEB)过夜消化(图20，步骤4)。然后，根据厂商建议(Sigma‑

Aldrich)，通过添加1,5‑丹磺酰‑Glu‑Gly‑Arg氯甲基酮抑制剂使蛋白酶不可逆失活。消化

的样品比未消化样品迁移更快，这表明在SDS‑PAGE变性条件下去除了新切割的肽(图22A)。

[0602] 为了测试切割的p*MHCII‑SAv(下文为‑p↓MHCII‑SAv)是否结合交换的肽，进行

ELISA结合测定。在该测定中，加载来自甲型流感病毒的生物素化肽表位(血凝素，HA，其氨

基酸序列如SEQ  ID  NO:193所示)，同时在弱酸性pH条件下去除切割的占位符肽(图20，步骤

5)。然后通过监测链霉亲和素‑HRP与新交换的生物素化肽的结合来确定交换水平。在交换

反应之前，链霉亲和素分子上的游离生物素结合位点被过量游离生物素封闭。该步骤确保

了任何检测到的生物素化肽只能与肽结合口袋结合。交换缓冲液组合物如下：100mM柠檬酸

钠，pH  5.5，50mM氯化钠，1％辛基葡糖苷(v/v)，1x  SIGMAFAST蛋白酶抑制剂混合物(Sigma‑

Aldrich)和0.1mM  DTT。在96孔板中制备150μl肽交换反应物，其中每个孔由以下组成：1x交

换缓冲液，30nM  p↓MHCII‑SAv和5倍系列稀释的HA‑生物素化肽、HA‑非生物素化肽或缓冲

液。6nM  p↓MHCII单体与5倍系列稀释的HA‑生物素化肽一起孵育，作为阳性对照。加入1:15

(v/v)的1M  Tris‑HCl(pH10)中和酸性pH，在37℃孵育过夜后停止交换反应。使用96通道台

式移液器，将来自每个孔的100μl转移到ELISA板上，该ELISA板预涂有(100ng/孔)L243构象
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敏感抗体(Abcam)，洗涤(3×PBS‑T)并用补充有2％(v/v)BSA的PBS‑T封闭。在室温下孵育1

小时后，洗涤平板(3×PBS‑T)，在黑暗中与SA‑HRP孵育30分钟，再次洗涤(3×PBS‑T)并使用

HRP底物和终止溶液显影。对于两种单体p↓MHCII和p↓MHCII‑SAv，观察到肽浓度与SA‑HRP结

合水平之间成正比(图21B)。这表明两种物质都用占位符肽交换了生物素化‑HA肽。用非生

物素化肽或缓冲液孵育未产生可检测信号，表明生物素化表位结合是特异性的。与单体p↓

MHCII相比，p↓MHCII‑SAv的曲线向右偏移，在较高的肽浓度下未达到饱和。多聚体的大小至

少大4倍，这可能会阻断与捕获抗体和/或SA‑HRP读取探针的结合。

[0603] 交换的p↓MHCII–SAv与可溶性TCR结合

[0604] F11，一种HA‑肽表位特异性可溶性TCR，与FC结构域融合并如Wagner等人J  Biol 

Chem.,294:5790‑5804,2019所述生产(图20，步骤6)。简而言之，将编码F11胞外α链和β链的

DNA克隆到pDT5质粒，小鼠IgGk链前导序列下游。人TCR恒定结构域包含额外的链间二硫键。

C‑α结构域之后是人IgG1的上铰链序列(VEPKSC；SEQ  ID  NO:270)、核心和下铰链，然后是Fc

结构域。天然IgG1轻链半胱氨酸插入C‑β的C末端，以与上铰链半胱氨酸配对，进一步稳定

TCR异二聚化。其他修改包括去除N‑连接的糖基化位点。通过瞬时转染在Expi‑CHO细胞中表

达编码α‑Fc和β结构域的质粒，并通过蛋白A亲和层析从澄清上清液中纯化产物。

[0605] 交换反应如上实施例1所述进行，但有两个不同：使用单根试管代替96孔板，蛋白

质浓度变化。1.75μM  p↓MHCII‑SAv与100μM  HA肽在交换缓冲液存在下孵育。停止反应并保

持在冰上后，使用Octet  RED96仪器(ForteBio)在30℃的BLI缓冲液(PBS+0.02％吐温20、

0.1％BSA、0.05％叠氮化钠)中进行生物层干涉法(BLI)测定。将F11  TCR加载到抗‑hIgG  Fc

捕获生物传感器(Molecular  Devices)上至0.6nm加载信号。用BLI缓冲液洗涤后，将生物传

感器转移到含有14nM交换的p↓MHCII‑SAv、125nM非交换p*MHCII‑SAv或BLI缓冲液的孔中，

以测量结合动力学(图22C)。为了测量解离动力学，将生物传感器转移回不含多聚体的BLI

缓冲液中。观察到对于HA‑交换的p↓MHCII‑SAv，BLI响应信号有显著增加，表明与F11  TCR有

强结合(图22C)。相反，非交换的p*MHCII‑SAv显示出非常少的结合，表明F11‑TCR和HA展示

多聚体之间的相互作用是特异性的。当生物传感器浸入BLI缓冲液中时，未观察到结合。HA

交换的p↓MHCII‑SAv表现出与F11‑TCR非常轻微的解离。这一结果表明TCR‑MHC  II结合紧

密，这是高亲合力多聚体相互作用的特征。

[0606] 交换的pp↓MHCII‑SAv文库与抗原特异性CD4+T细胞的结合

[0607] 用寡核苷酸标记单独的DRB1*01:01‑SAv偶联四聚体样品并合并，该样品与流感血

凝素(HA)肽(SEQ  ID  NO:281)和9种其他对照肽进行了UV交换。随后，使用该合并物对HA扩

增的CD4+T细胞进行染色，这些细胞在掺入对照表位ELAGIGILTV(SEQ  ID  NO:282)‑扩增的

细胞(已用HLA‑A*02:01四聚体合并物染色)后进行分选并进行单细胞测序。分析结果显示

在图23中的热图中，表明加载HA的DRB1*01:01四聚体的克隆型特异性结合。

[0608] 通过引用纳入

[0609] 本申请中引用的每篇专利、出版物和非专利文献通过引用全文纳入本文，就如同

各自单独通过引用纳入。

[0610] 序列表总结
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