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本发明关于一种预测人体对于治疗性癌症

疫苗的免疫反应的方法。该方法包括一系列培养

程序和经修饰的ELISPOT试验，以检测来自人类

个体PBMC的总抗体、抗原特异性抗体和诱发细胞

因子的能力。
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1.一种获取信息的方法，其可用于测定和预测怀疑患有具碳水化合物抗原的癌症的患

者的体液免疫反应，包含以下步骤：

(a)从该患者取得样品，

(b)培养来自该样品的细胞，

(c)离体将该细胞暴露于一或多种抗原，

(d)辨识该患者为反应者或非反应者；以及

(e)若该患者为反应者，则继续进一步治疗。

2.如权利要求1所述的方法，其中该碳水化合物抗原为Globo系列抗原。

3.如权利要求2所述的方法，其中该Globo系列抗原为阶段特异性胚胎抗原‑4(SSEA‑

4)、阶段特异性胚胎抗原‑3(SSEA‑3)或Globo  H。

4.如权利要求1所述的方法，其中该癌症为表达Globo系列抗原的癌症。

5.如权利要求4所述的方法，其中该表达Globo系列抗原的癌症为肉瘤、皮肤癌、白血

病、淋巴瘤、脑癌、胶质母细胞瘤、肺癌、乳癌、口腔癌、头颈癌、鼻咽癌、食道癌、胃癌、肝癌、

胆管癌、胆囊癌、膀胱癌、胰腺癌、肠癌、结肠直肠癌、肾癌、子宫颈癌、子宫内膜癌、卵巢癌、

睾丸癌、颊癌、口咽癌、喉癌或前列腺癌。

6.如权利要求1所述的方法，其中该样品由血液、淋巴结液、肿瘤生检或组织培养物组

成。

7.如权利要求1所述的方法，其中该细胞为人类外周血单个核细胞(PBMC)、正常细胞、

癌细胞、干细胞或癌症干细胞。

8.如权利要求1所述的方法，其中该体液免疫反应为IgM、IgG或细胞因子。

9.如权利要求8所述的方法，其中该细胞因子为人类生长激素、副甲状腺素、糖蛋白激

素、纤维母细胞生长因子、TNF‑α、TNF‑β、血管内皮生长因子、整联蛋白、血小板生成素

(TPO)、神经生长因子、血小板‑生长因子、TGF‑α、TGF‑β、干扰素‑α、干扰素‑β、干扰素‑γ、巨

噬细胞‑CSF(M‑CSF)、粒细胞‑巨噬细胞‑CSF(GM‑CSF)、粒细胞‑CSF(G‑CSF)、IL‑1、IL‑1α、

IL‑2、IL‑3、IL‑4、IL‑5、IL‑6、IL‑7、IL‑8、IL‑9、IL‑10、IL‑11或IL‑12。

10.一种评估受试者对碳水化合物抗原或其免疫原性片段的反应性的方法，包含：

(a)自该个体取得外周血单个核细胞；

(b)在酶联免疫斑点试验(Enzyme‑Linked  ImmunoSpot)中，藉由使用经碳水化合物抗

原涂覆的板，离体将该细胞暴露于该碳水化合物抗原或其免疫原片段；以及

(c)依据该试验测定生物活性，以评估该反应性。

11.如权利要求10所述的方法，其中该碳水化合物抗原或其免疫原片段为Globo系列抗

原。

12.如权利要求11所述的方法，其中该Globo系列抗原为阶段特异性胚胎抗原‑4(SSEA‑

4)、阶段特异性胚胎抗原‑3(SSEA‑3)或Globo  H。

13.如权利要求10所述的方法，其中该碳水化合物抗原或其免疫原性片段与载体蛋白

缀合。

14.如权利要求13所述的方法，其中该载体蛋白包含KLH(钥孔虫戚血蓝蛋白)或DT‑CRM 

197(白喉毒素交叉反应材料197)。

15.如权利要求10所述的方法，其中该碳水化合物抗原与佐剂一起配制成癌症疫苗。
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16.如权利要求15所述的方法，其中该佐剂包含QS‑21、皂苷、弗氏佐剂、α‑半乳糖基神

经酰胺(α‑GalCer)佐剂、OBI‑821、OBI‑834或其组合。

17.如权利要求15所述的方法，其中该癌症为表达Globo系列抗原的癌症。

18.如权利要求17所述的方法，其中该表达Globo系列抗原的癌症为肉瘤、皮肤癌、白血

病、淋巴瘤、脑癌、胶质母细胞瘤、肺癌、乳癌、口腔癌、头颈癌、鼻咽癌、食道癌、胃癌、肝癌、

胆管癌、胆囊癌、膀胱癌、胰腺癌、肠癌、结肠直肠癌、肾癌、子宫颈癌、子宫内膜癌、卵巢癌、

睾丸癌、颊癌、口咽癌、喉癌或前列腺癌。

19.如权利要求15所述的方法，其中该癌症疫苗为OBI‑822/821、OBI‑833/821、OBI‑

833/834、OBI‑866/821或OBI‑866/834。

20.如权利要求10所述的方法，其中该生物活性包含产生IgM、对抗该碳水化合物抗原

的IgM、细胞因子或其组合。

23.如权利要求20所述的方法，其中该生物活性由该试验的斑点数测定。

24.如权利要求10所述的方法，其中该反应性以比较生物活性与阈值而评估，若该生物

活性超过该阈值，则将该受试者识别为对该碳水化合物抗原有反应。

25.一种用于测定癌症疫苗在患者中的治疗功效的方法，包含：

(a)提供取自该患者的样品；

(b)培养由该样品收集到的细胞；

(c)接触该细胞并评估抗体结合至抗原的结合情况；以及

(d)测定该抗肿瘤药剂的疗效。

26.如权利要求25所述的方法，其中该样品由血液、淋巴结液、肿瘤生检或组织培养物

组成。

27.如权利要求25所述的方法，其中该抗肿瘤药剂包含由碳水化合物抗原或其免疫原

性片段与载体蛋白缀合组成的疫苗。

28.如权利要求27所述的方法，其中该碳水化合物抗原或其免疫原性片段包含Globo 

H、阶段特异性胚胎抗原‑3(SSEA‑3)或阶段特异性胚胎抗原‑4(SSEA‑4)。

29.如权利要求27所述的方法，其中该载体蛋白包含KLH(钥孔虫戚血蓝蛋白)或DT‑CRM 

197(白喉毒素交叉反应材料197)。

30.如权利要求25所述的方法，其中该治疗还包含额外的佐剂。

31.如权利要求30所述的方法，其中该佐剂选自QS‑21、皂苷、弗氏佐剂、α‑半乳糖基神

经酰胺(α‑GalCer)佐剂、OBI‑821、OBI‑834或其组合。

32.如权利要求27所述的方法，其中该疫苗为OBI‑822/821、OBI‑833/821、OBI‑833/

834、OBI‑866/821或OBI‑866/834。
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预测人体免疫反应的方法

[0001] 相关申请案

[0002] 本申请案主张于2018年5月11日申请的美国临时申请第62/670 ,105号案的优先

权，该案经由引用完整并入本案。

技术领域

[0003] 本发明涉及一种预测人体对于治疗性癌症疫苗的免疫反应的方法。该方法包括一

系列培养程序和经修饰的ELISPOT(酶联免疫斑点)试验，以检测来自人类个体PBMC的抗原

特异性抗体产生能力。

背景技术

[0004] 治疗性癌症疫苗是一种新兴概念，可经由刺激患者自身的免疫反应而提供长期保

护。与仰赖患者免疫反应的任何其他治疗方法一样，例如PD‑1/PD‑L1，辨识出可由此治疗中

受益的反应性群体至关重要。就癌症疫苗而言，患者是否能够产生抗原特异性抗体将是重

要的指标。

[0005] 有数种表面碳水化合物会在恶性肿瘤细胞中表达。例如，碳水化合物抗原Globo  H

(Fucα1→2  Galβ1→3  GalNAcβ1→3  Galα1→4  Galβ1→4  Glc)是于1984年首度从乳癌MCF‑

7细胞中分离及辨识出的连接神经酰胺的糖脂(Bremer  E  G  et  al .(1984)J  Biol  Chem 

259:14773‑14777)。先前的研究亦显示于乳癌细胞和乳癌干细胞上观察到Globo  H和阶段

特异性胚胎抗原3(Galβ1→3GalNAcβ1→3Galα1→4Galβ1→4Glcβ1)(SSEA‑3，也称为Gb5)

(WW  Chang  et  al.(2008)Proc  Natl  Acad  Sci  USA,105(33):11667‑11672)。此外，SSEA‑4

(阶段特异性胚胎抗原‑4)(Neu5Acα2→3Galβ1→3GalNAcβ1→3Galα1→4Galβ1→4Glcβ1)已

被普遍使用作为多能人类胚胎干细胞的细胞表面标记物，并已用于分离间充质干细胞和富

集神经祖细胞(Kannagi  R  et  al.(1983)EMBO  J,2:2355‑2361)。这些发现支持Globo系列

抗原(Globo  H、SSEA‑3和SSEA‑4)是癌症治疗的独特标靶，可用于引导治疗药剂有效靶向癌

细胞。

发明内容

[0006] 本发明目的之一是提供一种在将碳水化合物抗原实际投予受试者之前，评估该受

试者对于碳水化合物抗原或其免疫原性片段的反应性的方法。另一目的是测定癌症疫苗对

受试者的治疗功效。

[0007] 为了达到目的，本发明提供一种获取信息的方法，其可用于测定和预测怀疑患有

具碳水化合物抗原的癌症的患者的体液免疫反应，包含以下步骤：(a)从患者取得样品，(b)

培养来自样品的细胞，(c)离体将细胞暴露于一或多种抗原，(d)辨识该患者为反应者或无

反应者；以及(e)若患者为反应者，则继续进一步治疗。

[0008] 本发明提供一种评估受试者对碳水化合物抗原或其免疫原性片段的反应性的方

法，包含：a.自该个体取得外周血单个核细胞；b.在酶联免疫斑点试验(Enzyme‑Linked 
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ImmunoSpot)中，藉由使用经碳水化合物抗原涂覆的板，离体将该细胞暴露于该碳水化合物

抗原或其免疫原片段；以及c.依据该试验测定生物活性，以评估该反应性。

[0009] 本发明方法为一种对人类外周血单个核细胞(PBMC)进行的离体免疫原性方法，用

于监测由聚糖靶向性癌症疫苗诱发产生的抗原特异性抗体。于此描述的方法包含以碳水化

合物抗原刺激PBMC的暴露程序，然后经由ELISPOT试验评估反应性。斑点数可代表受试者的

免疫反应，其可用于评估受试者对于碳水化合物抗原的反应性。

[0010] 本发明涉及Globo系列抗原(Globo  H、SSEA‑3和SSEA‑4)疫苗，包括含有佐剂的医

药组合物。

[0011] 本发明亦提供一种测定癌症疫苗治疗功效的方法，包含：(a)提供取自该个体的样

品；(b)培养由该样品收集到的细胞；(c)接触该细胞并评估抗体结合至抗原的结合情况；以

及(d)测定该抗肿瘤药剂的疗效。

附图说明

[0012] 当结合随后的详细描述时，通过参考附图可获得对本发明更完整的理解。附图中

示范的实施方案仅旨在举例说明本发明，而不应被解释为将本发明限制于所示实施方案。

[0013] 图1。离体免疫原性试验流程的方案，说明对未免疫的人类外周血单个核细胞的癌

症疫苗处理以及培养流程。

[0014] 图2。常规的和经修饰的抗Globo  H  IgM的ELISPOT检测结果的比较(A组：无抗原；B

组：B‑Poly‑STM；C组：OBI‑821佐剂；D组：OBI‑821佐剂+OBI‑822疫苗；E组：仅培养基)。每种处

理接种三重复。

[0015] 图3。经修饰的抗‑Globo  H  IgM  ELISPOT的方法准确性。图3A为在接种日(第11天)

经由流式细胞术分析说明转染效率(仅PMBC、仅Zsgreen和共转染)。图3B显示以不同的接种

CHO细胞转染进行的抗‑Globo  H  IgM  ELISPOT。接种的CHO细胞数范围为0至5×104个细胞/

孔。每种处理接种三重复。图3C显示抗Globo  H  IgM  ELISPOT定量结果。

[0016] 图4。对患者PBMC施行OBI‑833/821免疫程序后的总IgM、抗Globo  H  IgM和IFN‑γ

的倍数变化。图4A、B和C分别显示了与无抗原治疗组相较，总IgM  ELISPOT、抗Globo  H 

ELISPOT和IFN‑γ诱发的倍数变化。

[0017] 图5。离体免疫原性试验结果与患者临床抗‑Globo  H  IgM反应之间的相关性。图

5A、B和C分别显示在OBI‑833/821免疫后的总IgM  ELISPOT、抗Globo  H  IgM  ELISPOT或IFN‑

γ的诱发，与患者最大抗‑Globo  H  IgM反应之间的相关性。

[0018] 图6。离体免疫原性试验结果与患者临床抗‑Globo  H  IgG反应之间的相关性。图

6A、B和C分别显示在OBI‑833/821免疫后的总IgM  ELISPOT、抗Globo  H  IgM  ELISPOT或IFN‑

γ的诱发，与患者最大抗‑Globo  H  IgG反应之间的相关性。

具体实施方式

[0019] 对于本文和所附权利要求书的描述，单数形式“一”和“一个”包括复数指示物，除

非上下文另有明确说明。因此，例如提及“一种蛋白质”包括一种以上的蛋白质，提及“一种

化合物”是指一种以上的化合物。“包含(comprise)”、“包含(comprises)”、“包含

(comprising)”、“包括(include)”、“包括(includes)”和“包括(including)”的使用是可互
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换的，并非旨在进行限制。应进一步理解，在各种实施方案描述中使用术语“包含”的情况

下，本领域技术人员将理解，在一些特定情况下，可以使用“基本上由 ......组成”或

“由......组成”的语言来替代性地描述该实施方案。

[0020] 本发明提供一种获取信息的方法，其可用于测定和预测怀疑患有具碳水化合物抗

原的癌症的患者的体液免疫反应，包含以下步骤：(a)从患者取得样品；(b)从样品中培养细

胞；(c)离体将细胞暴露于一或多种抗原，(d)辨识该患者为反应者或无反应者；以及(e)若

患者为反应者，则继续进一步治疗。

[0021] 本发明提供一种评估受试者对碳水化合物抗原或其免疫原性片段的反应性的方

法。该方法包含：a .自该个体取得外周血单个核细胞；b.在酶联免疫斑点试验(Enzyme‑

Linked  ImmunoSpot)中，藉由使用经碳水化合物抗原涂覆的板，离体将细胞暴露于该碳水

化合物抗原或其免疫原片段；以及c.依据该试验测定生物活性，以评估该反应性。

[0022] 本发明亦提供一种用于测定癌症疫苗的治疗功效的方法，包含：(a)提供取自该患

者的样品；(b)培养由该样品收集到的细胞；(c)接触该细胞并评估抗体结合至抗原的结合

情况；以及(d)测定该抗肿瘤药剂的疗效。

[0023] 本文使用的术语“患者”不仅限于患有该疾病(例如癌症)的人，还包括怀疑患有该

疾病的人。在一个优选实施方案中，进一步的治疗可包括使用抗原(碳水化合物抗原)。

[0024] 本文使用的术语“反应者”是指暴露于碳水化合物抗原的反应超过阈值的人。阈值

(在某些情况下可被视为截止值(cut‑off  value))可根据疾病类型、同伴群体的平均生物

活性、医生的意见等而变化。术语“无反应者”与上述“反应者”的定义相反。

[0025] 术语“反应性”是指个体回应于碳水化合物抗原暴露的程度。在一个实施方案中，

反应性代表由碳水化合物抗原直接或间接诱发的生物活性。术语“生物活性”可经由任何效

应分子的产物，包括但不限于IgM、对抗碳水化合物抗原的IgM、细胞因子或其组合，的生物

学变化来定义。在一个实施方案中，反应性可具有治疗意义。在一个特定实施方案中，反应

性可用于确定碳水化合物抗原对个体的治疗功效。在一个优选实施方案中，反应性可经由

比较生物活性与阈值来评估，若生物活性超过阈值，则将该个体辨识为对碳水化合物抗原

有反应。在一个特定实施方案中，经由酶联免疫斑点试验的斑点数测定生物活性。

[0026] 术语“细胞因子”是由一种细胞群释放且作用于另一细胞以作为细胞间介体

(intercellular  mediator)的蛋白质的通称。此类细胞因子的范例为淋巴因子、单核因子

和传统的多肽激素。细胞因子包括生长激素，如人类生长激素；副甲状腺素；甲状腺素；胰岛

素；胰岛素原；松弛素(relaxin)；松弛素原；糖蛋白激素，如促卵泡激素(FSH)、促甲状腺激

素(TSH)和黄体生成素(LH)；肝生长因子；纤维母细胞生长因子；催乳素；胎盘催乳素；缪勒

管抑制物质(mullerian‑inhibiting  substance)；小鼠促性腺激素相关肽；抑制素；激活

素；血管内皮生长因子；整联蛋白(integrin)；血小板生成素(TPO)；神经生长因子如NGF‑β；

血小板生长因子；转化生长因子(TGFs)如TGF‑α和TGF‑β；胰岛素样生长因子‑I和‑II；促红

细胞生成素(EPO)；骨诱导因子；干扰素如干扰素‑α、‑β和‑γ；集落刺激因子(CSFs)，如巨噬

细胞‑CSF(M‑CSF)；粒细胞‑巨噬细胞‑CSF(GM‑CSF)；以及粒细胞‑CSF(G‑CSF)；白介素

(ILs)，如IL‑1、IL‑1α、IL‑2、IL‑3、IL‑4、IL‑5、IL‑6、IL‑7、IL‑8、IL‑9、IL‑10、IL‑11、IL‑12；

肿瘤坏死因子如TNF‑α或TNF‑β；以及其他多肽因子，包括LIF和kit配体(KL)。如本文所用，

术语细胞因子包括来自天然来源或来自重组细胞培养物的蛋白质和原始序列细胞因子的
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生物活性等同物。

[0027] 在一个实施方案中，经碳水化合物抗原涂覆的板是不含PVDF的板。在碳水化合物

抗原为Globo系列抗原的特定实施方案中，该经碳水化合物抗原涂覆的板为经Globo系列抗

原‑脂质涂覆的板。在一个示范性实施方案中，经碳水化合物抗原涂覆的板是可购得的平面

白色板。

[0028] 在一个优选实施方案中，碳水化合物抗原或其免疫原性片段是Globo系列抗原。有

数种表面碳水化合物在恶性肿瘤细胞中表达。例如，碳水化合物抗原Globo  H(Fucα1→2 

Galβ1→3  GalNAcβ1→3  Galα1→4  Galβ1→4  Glc)系于1984年首度从乳癌MCF‑7细胞中分

离及辨识出的连接神经酰胺的糖脂(Bremer  E  G  et  al.(1984)J  Biol  Chem  259:14773‑

14777)。先前的研究亦显示于乳癌细胞和乳癌干细胞上观察到Globo  H和阶段特异性胚胎

抗原3(Galβ1→3GalNAcβ1→3Galα1→4Galβ1→4Glcβ1)(SSEA‑3，也称为Gb5)(WW  Chang  et 

al.(2008)Proc  Natl  Acad  Sci  USA,105(33):11667‑11672)。此外，SSEA‑4(阶段特异性胚

胎抗原‑4)(Neu5Acα2→3Galβ1→3GalNAcβ1→3Galα1→4Galβ1→4Glcβ1)已被普遍使用作

为多能人类胚胎干细胞的细胞表面标记物，并已用于分离间充质干细胞和富集神经祖细胞

(Kannagi  R  et  al.(1983)EMBO  J,2:2355‑2361)。这些发现支持Globo系列抗原(Globo  H、

SSEA‑3和SSEA‑4)是癌症治疗的独特标靶，并且可用于引导治疗药剂有效靶向癌细胞。

[0029] 在一个优选实施方案中，DT为白喉毒素交叉反应物质(DT‑CRM)或白喉类毒素。DT‑

CRM是指突变的白喉毒素，例如经由突变或经由化学修饰，使其不再具有足够的ADP‑核糖

基。DT‑CRM的非限制性范例包括DT‑CRM  30、DT‑CRM  45、DT‑CRM  176、DT‑CRM  197和DT‑CRM 

228。白喉类毒素是经甲醛‑失活的白喉毒素。DT可购得或可藉由本领域已知的方法制备，例

如美国专利No.5,614,382中描述的重组DNA技术，其内容经由引用完整并入。

[0030] 在一个特定实施方案中，该碳水化合物抗原或其免疫原性片段与载体蛋白缀合；

其中，该载体蛋白可为但不限于KLH(钥孔虫戚血蓝蛋白(keyhole  limpet  hemocyanin))、

DT‑CRM  197(白喉毒素交叉反应材料197)或其组合。

[0031] 实际上，该碳水化合物抗原可能与佐剂一起配制成癌症疫苗。佐剂包含但不限于

皂苷、弗氏佐剂、α‑半乳糖基神经酰胺(α‑GalCer)佐剂、磷酸铝、氢氧化铝、MF59(4.3％w/v

角鲨烯、0.5％w/v聚山梨醇酯80(Tween  80)、0.5％>w/v脱水山梨糖醇三油酸酯(Span  85)、

含CpG的核酸、QS21(皂苷佐剂)、α‑半乳糖基神经酰胺或其合成类似物(例如，C34，参见US 

8,268,969)、MPL(单磷酰脂质A)、3DMPL(3‑O‑脱酰化MPL)、Aquilla的萃取物，ISCOMS(请参

见如，Sjolander  et  al.(1998)and  J.Leukocyte  Biol.64:713)、LT/CT突变体，聚(D,L‑丙

交酯‑共‑乙交酯)(PLG)微粒、Quil  A、QS‑21(来自皂树(Quillaja  Saponaria)树皮的皂

苷)、白介素、弗氏佐剂、N‑乙酰基‑胞壁酰‑L‑苏氨酰基‑D‑异谷氨酰胺(thr‑MDP)、N‑乙酰

基‑正‑胞壁酰‑L‑丙氨酰基‑D‑异谷氨酰胺(CGP  11637，亦称为正‑MDP)、N‑乙酰胞壁酰‑L‑

丙氨酰基‑D‑异谷氨酰胺‑L‑丙氨酸‑2‑(‑2'‑二‑新戊酰基‑sn‑甘油基‑3‑羟基磷酰氧基)‑

乙胺(CGP  19835  A，称为MTP‑PE)，和RIBI，其含有从细菌提取的三种成分，单磷酰脂质A、海

藻糖二霉菌酸酯和细胞壁骨架(MPL+TDM+CWS)，溶于2％>角鲨烯/Tween  80乳剂中，或其组

合。

[0032] 在一个特定实施方案中，该癌症疫苗用于预防或治疗表达Globo系列抗原的癌症，

该癌症包括但不限于肉瘤、皮肤癌、白血病、淋巴瘤、脑癌、胶质母细胞瘤、肺癌、乳癌、口腔
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癌、头颈癌、鼻咽癌、食道癌、胃癌、肝癌、胆管癌、胆囊癌、膀胱癌、胰腺癌、肠癌、结肠直肠

癌、肾癌、子宫颈癌、子宫内膜癌、卵巢癌、睾丸癌、颊癌、口咽癌、喉癌和前列腺癌。

[0033] 特定地，该癌症疫苗可为OBI‑822/821、OBI‑833/821、OBI‑833/834、OBI‑866/821

或OBI‑866/834。示范性OBI‑822(Globo  H‑KLH糖缀合物)如WO2015/159118、WO2016/044326

和WO2017/185089专利申请案中所述，在此完整并入本案以作为参考资料。示范性OBI‑833

(Globo  H‑DT糖缀合物)如WO2010/005598和WO2014/107652专利申请案中所述，在此完整并

入本案以作为参考资料。示范性OBI‑866(SSEA4‑KLH糖缀合物)如WO2018/022933专利申请

案中所述，在此完整并入本案以作为参考资料。示范性OBI‑821为皂苷佐剂，并且OBI‑834为

α‑半乳糖基神经酰胺(α‑GalCer)佐剂。

[0034] 在某些实施方案中，该治疗性癌症疫苗为OBI‑822(Globo  H‑KLH糖缀合物，OBI 

Pharma,Inc.)与佐剂OBI‑821(皂苷佐剂，OBI  Pharma，Inc.)组合，用于治疗人类PBMC，以测

试它们的免疫原性能力，尤其是抗原特异性抗‑Globo  H  IgM和IgG诱发的能力。

[0035] 在某些实施方案中，治疗性癌症疫苗为OBI‑833(Globo  H‑DT糖缀合物，OBI 

Pharma,Inc.)与佐剂OBI‑821(皂苷佐剂，OBI  Pharma,Inc.)组合，用于治疗人类PBMC，以观

察其刺激免疫球蛋白产生的能力，尤其是抗原特异性抗‑Globo  H  IgM和IgG诱发的能力。

[0036] 在某些实施方案中，该样品是由患者收集的体液(血清、唾液、淋巴结液、尿液、阴

道拭子或口腔拭子)。在一个实施方案中，术语“疫苗”、“癌症疫苗”和“抗肿瘤剂”在本说明

书中是可互换的。

[0037] 实施例

[0038] 在以下代表性实施例中说明了本发明的各种特征和实施方案，这些实施例旨在说

明而非限制。本领域技术人员将容易理解，具体范例仅说明本发明，其在所附权利要求书中

更全面地描述。申请案中描述的每个实施方案和特征应该被理解为可与包含在其中的每个

实施方案互换和组合。

[0039] 实施例1:实验流程

[0040] 人类PBMC的培养

[0041] 完整处理流程如图1所示。将来自健康提供者或取自患者的人类PBMC的冷冻小瓶

解冻，并立即使用完全培养基(RPMI‑1640，含10％FBS、1％丙酮酸钠、1％L‑谷氨酰胺、0.1％

2‑ME、1％非必需氨基酸和1％青霉素‑链霉素)洗涤一次。将细胞沉淀物重新悬浮于完全培

养基中，并计数细胞数和细胞存活率。在确认细胞存活率大于80％后，将PBMC接种到48孔培

养板中(目录号150687；Thermo  Fisher  Scientific  Inc.)，细胞密度为1×106个细胞/孔，

含有0.5mL完全培养基。将培养板在37℃、5％CO2下温育整夜。在第2天，于每孔中加入等体

积的含有抗原和IL‑2、IL‑7的培养基。将培养板温育于37℃直至使用。在第5天，更换含有抗

原和细胞因子的培养基，之后将培养板在37℃下温育直至使用。在第8天，接种细胞，收集

PBMC并转移到新48孔板，于37℃，5％CO2。

[0042] 总IgM的测量

[0043] 使用市售的总IgM  ELISPOT试剂盒(Cellular  Technology  Ltd .)评估总IgM诱发

状态。在第10天，将涂有人类Ig捕捉抗体的96孔板，在4℃下温育整夜。将板以PBS洗涤一次，

并用于接种经处理过的PBMC，以每孔2.5×104个细胞的密度接种。将板在37℃温育整夜，避

免摇动。在第12天，以PBS洗涤该板两次，然后以0.05％PBST(含0.05％Tween‑20的PBS溶液)

说　明　书 5/9 页

8

CN 112513635 A

8



洗涤两个循环。将80μL经生物素标记的抗‑IgM检测抗体加入各孔中，并在室温下温育2小

时。将板以0.05％PBST洗涤三次，并于每孔中加入80μL三级溶液(Tertiary  solution)。在

室温下温育1小时。将板以0.05％PBST洗涤两次，然后以ddH2O洗涤两个循环。每孔加入80μL

混合蓝色显影剂溶液，并在室温下温育15分钟，同时避免曝光。以自来水冲洗该板，并倒置

以风干。使用CCD摄影机进行96孔板的成像，并经由 软件(Cellular 

Technology  Ltd.)测定斑点数。

[0044] 抗‑Globo  H  IgM的测量

[0045] 使用市售的总IgM  ELISPOT试剂盒(Cellular  Technology  Ltd .)评估抗Globo  H 

IgM。在第10天，以100μL的含有0.2μg  Globo  H‑脂质(C78H144N2O33，MW  1637.9716)的乙醇涂

覆平底96孔板(目录号3917；Corning  Incorporated)的每一孔。将板在室温下温育整夜，其

中乙醇完全挥发。对培养板的每孔加入200μL完全培养基，并在室温下温育1小时。

[0046] 培养板用于接种经处理的PBMC，密度为每孔2×105个细胞。将培养板在37℃温育

整夜，避免摇动。在第12天，以PBS洗涤培养板两次，然后以0.05％PBST洗涤两个循环。于板

中每孔加入100μL经过滤的山羊抗人类IgM‑生物素抗体(目录号109‑067‑043；Jackson 

ImmunoResearch  Inc.)溶液，其溶于含有1％BSA的PBS中(以1：1000稀释)。将板在室温下温

育2小时。以0.05％PBST洗涤该板三次。于各孔中加入100μL链霉抗生物素蛋白‑HRP(目录号

DY998；R&D  Systems,Inc.)，其溶于1％BSA缓冲液中，以1：200稀释。将该板在室温下温育1

小时。以0.05％PBST进行两次洗涤步骤，然后进行两次ddH2O洗涤。板的每孔加入100μL混合

底物溶液(目录号CTL‑STR10；Cellular  Technology  Ltd .)，并在室温下温育15分钟，同时

避免曝光。以自来水冲洗该板并倒置风干。使用CCD摄影机进行96孔板的成像，并经由

软件(Cellular  Technology  Ltd.)测定斑点数。

[0047] IFN‑γ的测量

[0048] 在第11天，将培养过PBMC的上清液收集到15mL试管中(目录号430791；Corning 

Incorporated)，并在室温下以400g离心5分钟。将上清液转移到新的1.5mL小管中(目录号

MCT‑150‑C；Corning  Incorporated)，并储存在‑80℃。经由MSD  V‑PLEX人类促发炎细胞因

子试剂盒(目录号K151A0H‑2；Meso  Scale  Diagnostic，LLC)测量IFN‑γ。根据制造商的说

明书进行实验程序。结果由MESO  SECTOR  S600(Meso  Scale  Diagnostic,LLC)获得。

[0049] 实施例2:经修饰的抗‑Globo  H  IgM  ELISPOT试验

[0050] 平行比较常规的和经修饰的ELISPOT试验(A组：无抗原；B组：B‑Poly‑STM(目录号#

CTL‑hBPOLYS‑200；Cellular  Technology  Ltd .)；C组：OBI‑821佐剂；D组：OBI‑821佐剂+

OBI‑822疫苗；E组：仅培养基)。使用PVDF底96孔板(目录号MSIPS4510；Merck  KGaA)和白色

平底96孔板分别进行常规的和经修改的ELISPOT试验。两种试验中的涂覆条件和PMBC接种

细胞数是相同的。图2显示与常规方法相较，经修饰的ELISPOT试验具有更高的可见性和灵

敏度。

[0051] 实施例3:经修饰的抗‑Globo  H  IgM  ELISPOT的准确性

[0052] 将ExpiCHO‑S细胞(目录号A29127；Thermo  Fisher  Scientific  Inc .)培养于

ExpiCHO表达培养基。当细胞密度达到4×106至6×106个活细胞/mL时，透过ExpiFectamine 

CHO转染试剂盒，在30mL  ExpiCHO表达培养基中，使1.8×108细胞与15μg质粒Zsgreen和抗
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人类GloboH‑IgM抗体进行共转染。转染8天后，收集细胞用于试验。将三种类型的细胞，包括

仅CHO细胞、以Zsgreen荧光蛋白序列(SEQ  ID  No.1)转染的CHO细胞，和以Zsgreen和人类

Globo  H  IgM共转染的CHO细胞，进行接种，用于抗‑Globo  H  IgM  ELISPOT试验。图3A说明经

由流式细胞术评估，在接种日(第11天)的转染效率为55％至61％。图3B和C说明只有以

Zsgreen和人类Globo  H  IgM共转染的CHO细胞具有可检测的斑点，这证实经修饰的Globo  H 

IgM  ELISPOT试验具选择性和准确性。

[0053] 实施例4:经OBI‑833/821接种疫苗的患者的血清抗‑Globo  H  IgM或IgG浓度

[0054] 在第一期临床研究(试验标识号#NCT02310464)中，以OBI‑833/821免疫患者。使用

聚糖芯片测量抗‑Globo  H  IgM和IgG浓度。每一样品的最大血清Globo  H  IgM和IgG浓度(μ

g/mL)总结在表1中。患者的血清中抗‑Globo  H  IgM和IgG浓度将用于与离体免疫原性试验

结果进行比较。

[0055] 表1.经OBI‑833/821接种疫苗的患者的血清抗Globo  H  IgM或IgG浓度。

[0056]

[0057] *LLOQ：定量下限

[0058] 实施例5:由患者PBMC中得到的离体免疫原性试验结果

[0059] 总IgM与Globo  H  IgM反应

[0060] 在OBI‑833/821疫苗接种之前收集患者的PBMC并冷冻保存。按照图1所示的方案进

行离体免疫原性试验。由已知健康提供者提供的PBMC作为实验对照组。经由ELISPOT试验测

定的总IgM和抗Globo  H  IgM的相对于无抗原治疗组标准化的斑点数目和倍数变化值摘录

在表2中。

[0061] 表2.来自患者PBMC的总IgM与抗‑Globo  H  IgM  ELISPOT结果。

[0062]
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[0063]

[0064] 来自5例患者PBMC的总IgM和Globo  H  IgM反应分别示于图4A和B。结果显示，透过

该离体免疫原性培养程序，患者的PBMC会诱发不同含量的总IgM及/或Globo  H  IgM。

[0065] IFN‑γ反应

[0066] 除了抗体反应之外，使用离体免疫原性培养程序评估细胞因子例如IFN‑γ的产

生。在培养上清液中检测到的IFN‑γ浓度(pg/mL)，以及相对于无抗原处理组进行标准化的

倍数变化，分别示于表3和图4C中。结果显示，经由离体免疫原性培养程序，患者的PBMC可诱

发不同含量的IFN‑γ。

[0067] 表3.由患者PBMC诱发IFN‑γ的结果

[0068]

[0069] 实施例6:离体免疫原性试验结果与临床反应之间的关联

[0070] 患者最大血清抗‑Globo  H  IgM浓度(μg/mL)与总IgM、抗‑Globo  H  IgM和IFN‑γ细

胞因子诱发相较的相关性，分别见于图5A、5B和5C。ELISPOT结果以及IFN‑γ诱发以倍数变

化表示，其相对于无抗原治疗组进行标准化。观察结果与患者血清抗‑Globo  H  IgM含量之

间呈正相关。

[0071] 此外，患者最大血清抗Globo  H  IgG浓度(μg/mL)与总IgM、抗‑Globo  H  IgM和IFN‑

γ细胞因子诱发相较的相关性，分别见于图6A、6B和6C。

[0072] 总体而言，结果显示抗‑Globo  H  IgM较抗‑Globo  H  IgG的相关性更明显。患者可

能具有延迟的IgG反应，尚未观察到相关性。

[0073] 除非另外定义，否则本文使用的所有技术和科学术语以及任何首字母缩略词，具

有与本发明领域的普通技术人员通常理解的含义相同的含义。尽管用于传递与本文所述相

似或等同信息的任何组合物、方法、试剂盒和装置可用于实施本发明，但本文描述用于传递

信息的优选组合物、方法、试剂盒和装置。

[0074] 本文引用的所有参考文献在法律允许的最大范围内经由引用并入本文。对这些参

考文献的讨论仅仅是为了总结其作者所作的声明。而非承认任何参考文献(或任何参考文
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献的一部分)为相关的先前技术。申请人保留质疑任何引用参考文献的准确性和针对性的

权利。
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序列表

<110> 台湾浩鼎生技股份有限公司

<120> 预测人体免疫反应的方法

<130>  19P0347

<160>  1

<170>  PatentIn  version  3.5

<210>  1

<211>  696

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 荧光蛋白

<400>  1

atggcccagt  ccaagcacgg  cctgaccaag  gagatgacca  tgaagtaccg  catggagggc  60

tgcgtggacg  gccacaagtt  cgtgatcacc  ggcgagggca  tcggctaccc  cttcaagggc  120

aagcaggcca  tcaacctgtg  cgtggtggag  ggcggcccct  tgcccttcgc  cgaggacatc  180

ttgtccgccg  ccttcatgta  cggcaaccgc  gtgttcaccg  agtaccccca  ggacatcgtc  240

gactacttca  agaactcctg  ccccgccggc  tacacctggg  accgctcctt  cctgttcgag  300

gacggcgccg  tgtgcatctg  caacgccgac  atcaccgtga  gcgtggagga  gaactgcatg  360

taccacgagt  ccaagttcta  cggcgtgaac  ttccccgccg  acggccccgt  gatgaagaag  420

atgaccgaca  actgggagcc  ctcctgcgag  aagatcatcc  ccgtgcccaa  gcagggcatc  480

ttgaagggcg  acgtgagcat  gtacctgctg  ctgaaggacg  gtggccgctt  gcgctgccag  540

ttcgacaccg  tgtacaaggc  caagtccgtg  ccccgcaaga  tgcccgactg  gcacttcatc  600

cagcacaagc  tgacccgcga  ggaccgcagc  gacgccaaga  accagaagtg  gcacctgacc  660

gagcacgcca  tcgcctccgg  ctccgccttg  ccctga  696
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图1
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图1(续)
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图2
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图3
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图3(续)
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图3(续)
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图4
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图4(续)
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图4(续)
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图5

图5(续)

说　明　书　附　图 10/14 页

23

CN 112513635 A

23



图5(续)
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图6
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图6(续)
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图6(续)
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