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本文公开了可用于治疗疾病系统性硬化病

的抗S100A4中和抗体。本公开文本还提供了用于

治疗系统性硬化病的分离的多核苷酸、载体、分

离的宿主细胞、组合物和药物组合物。
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1.一种用于治疗系统性硬化病的抗人S100A4抗体，其中所述抗体能够中和S100A4的生

物活性。

2.根据权利要求1所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体特异性地结合SEQ  ID 

NO:11的人S100A4多肽，优选结合包含在SEQ  ID  NO:11的氨基酸66与89之间的表位。

3.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体能够结合由

SEQ  ID  NO:12定义的表位。

4.根据权利要求1或2所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体能够结合由SEQ 

IDNO:13定义的表位。

5.根据权利要求1或2所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体能够结合由SEQ 

IDNO:14定义的表位。

6.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体包含：

a)重链可变(VH)区，所述重链可变区包含：

i.含有SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列或由其组成的CDR‑H1；

ii.含有SEQ  ID  NO:2的氨基酸序列或由其组成的CDR‑H2；和

iii.含有SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列或由其组成的CDR‑H3；

以及

b)轻链可变(VL)区，所述轻链可变区包含：

i.含有SEQ  ID  NO:4的氨基酸序列或由其组成的CDR‑L1；

ii.含有SEQ  ID  NO:5的氨基酸序列或由其组成的CDR‑L2；和

iii.含有SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列或由其组成的CDR‑L3；

或SEQ  ID  NO:1至6中任一个的CDR变体，其中任一个氨基酸已经被改变为另一个氨基

酸，条件是不超过3个氨基酸已经被如此改变，例如其中每个CDR中2或1个氨基酸已经被如

此改变。

7.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述重链可变(VH)区

包含SEQ  ID  NO:7或其变体，所述变体与其具有至少80％同一性，如至少85％、如至少90％、

如至少95％同一性；并且所述轻链可变(VL)区包含SEQ  ID  NO:9或其变体，所述变体与其具

有至少80％同一性，如至少85％、如至少90％、如至少95％同一性，优选地其中所述抗体具

有由SEQ  ID  NO:7定义的VH区和由SEQ  ID  NO:9定义的VL区。

8.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体包含：

a)重链可变(VH)区，所述重链可变区包含：

i.含有SEQ  ID  NO:15的氨基酸序列或由其组成的CDR‑H1；

ii.含有SEQ  ID  NO:16的氨基酸序列或由其组成的CDR‑H2；和

iii.含有SEQ  ID  NO:17的氨基酸序列或由其组成的CDR‑H3；

以及

b)轻链可变(VL)区，所述轻链可变区包含：

i.含有SEQ  ID  NO:18的氨基酸序列或由其组成的CDR‑L1；

ii.含有SEQ  ID  NO:19的氨基酸序列或由其组成的CDR‑L2；和

iii.含有SEQ  ID  NO:20的氨基酸序列或由其组成的CDR‑L3；

或SEQ  ID  NO:15至20中任一个的CDR变体，其中任一个氨基酸已经被改变为另一个氨
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基酸，条件是不超过3个氨基酸已经被如此改变，例如其中每个CDR中2或1个氨基酸已经被

如此改变。

9.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述重链可变(VH)区

包含SEQ  ID  NO:21或其变体，所述变体与其具有至少80％同一性，如至少85％、如至少

90％、如至少95％同一性；并且所述轻链可变(VL)区包含SEQ  ID  NO:23或其变体，所述变体

与其具有至少80％同一性，如至少85％、如至少90％、如至少95％同一性，优选地其中所述

抗体具有由SEQ  ID  NO:21定义的VH区和由SEQ  ID  NO:23定义的VL区。

10.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述重链包含SEQ 

IDNO:25或由其组成并且所述轻链包含SEQ  ID  NO:26或由其组成。

11.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体是双特异

性抗体。

12.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体选自完整

抗体、Fab片段、F(ab′)2片段、Fab样片段、scFv、单结构域抗体、双抗体和三抗体。

13.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体是选自

IgG1、IgG2、IgG3和IgG4的免疫球蛋白亚类抗体。

14.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体是人IgG4

亚类抗体。

15.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体包含人重

链恒定(CH)区，所述人重链恒定区包含SEQ  ID  NO:27中所示的序列或变体序列或者由SEQ 

ID  NO:27中所示的序列或变体序列组成，所述变体序列与SEQ  ID  NO:27中所示的序列具有

至少80％，如至少85％、如至少90％、如至少95％序列同一性。

16.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体包含具有

突变的IgG恒定区的Fc结构域。

17.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体是聚乙二

醇化的。

18.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体分子是人

源化抗体、嵌合抗体或人工程化抗体。

19.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体能够结合

天然构象S100A4蛋白。

20.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体能够结合

S100A4蛋白的二聚体、寡聚体和/或多聚体形式。

21.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体能够抑制

由S100A4介导的T细胞和/或巨噬细胞募集和/或浸润。

22.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体能够抑制

S100A4蛋白在刺激细胞侵袭中的生物活性。

23.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中用所述抗S100A4抗

体治疗减少纤维化。

24.根据权利要求23所述的用于所述用途的抗体分子，其中纤维化通过测量真皮厚度、

真皮羟脯氨酸含量、真皮CD3+细胞计数和/或真皮成肌纤维细胞计数来评估。
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25.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中用所述抗S100A4抗

体治疗减少真皮厚度、真皮胶原蛋白或羟脯氨酸含量、真皮成肌细胞计数和/或T细胞计数。

26.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中将所述抗体经由肠

胃外施用如皮下、肌内或静脉内施用。

27.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中将所述抗体每周，如

每2周、如每3周、如每4周施用。

28.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中将所述抗体每周施

用，且每周剂量为25mg，如50mg、如75mg、如100mg、如125mg、如150mg、如175mg、如200mg、如

225mg、如250mg、如275mg、如300mg或更多。

29.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中将所述抗体与选自

以下的化合物共同施用：血管紧张素转换酶抑制剂、血管紧张素受体阻断剂、硫唑嘌呤、钙

通道阻断剂、环磷酰胺、羟氯喹、霉酚酸酯、甲氨蝶呤、糖皮质激素、磷酸二酯酶‑5抑制剂、内

皮素受体拮抗剂、α阻断剂、类前列腺素、利妥昔单抗、酪氨酸激酶抑制剂如尼达尼布、和托

珠单抗。

30.一种用于治疗系统性硬化病的药物组合物，其包含根据权利要求1至27中任一项所

述的抗体分子和药学上可接受的稀释剂、载体和/或赋形剂。

31.一种用于治疗系统性硬化病的分离的多核苷酸，其编码根据权利要求1至25中任一

项所述的抗体。

32.一种包含根据权利要求31所述的用于所述用途的分离的多核苷酸的载体。

33.一种分离的宿主细胞，其包含根据权利要求31所述的用于所述用途的分离的多核

苷酸或根据权利要求32所述的用于所述用途的载体。

34.一种组合物，其包含根据权利要求1至27中任一项所述的用于所述用途的抗体、根

据权利要求31所述的用于所述用途的多核苷酸、根据权利要求32所述的用于所述用途的载

体和/或根据权利要求33所述的用于所述用途的细胞。

35.根据权利要求34所述的用于所述用途的组合物，其中所述组合物是药物组合物，其

进一步包含药学上可接受的稀释剂、载体和/或赋形剂。
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用于治疗系统性硬化病的抗S100A4抗体

技术领域

[0001] 本发明涉及抗S100A4中和抗体分子及其在治疗疾病系统性硬化病中的医学用途，

且更特别地涉及能够抑制S100A4的生物活性(例如诱导促炎性信号传导和刺激TGF‑β诱导

的成纤维细胞激活和/或胶原蛋白合成)的抗S100A4抗体分子，其用于治疗系统性硬化病。

背景技术

[0002] 系统性硬化病(SSc)是一种罕见的结缔组织疾病，具有高发病率和死亡率[1,2]。

所述疾病的标志是自身免疫、血管病变、持续炎症和病理学激活的成纤维细胞实现的细胞

外基质蛋白积累[2]。选择性抑制SSc中细胞外基质的异常释放的治疗方法迄今为止尚不可

用[1]。

[0003] 通过损伤相关分子模式(DAMP)分子激活先天免疫系统在刺激SSc特征性的促炎性

和促纤维化反应中起主要作用[3]。S100A4是熟知的DAMP，其在损伤后上调，并且是通过激

活模式识别受体(包括RAGE和TLR‑4)的促炎性和促纤维化途径的强诱导剂[4]。促炎性作用

与多种促炎性细胞因子和趋化因子如IL‑1β、IL‑6、TNF‑α、血清淀粉样蛋白A和CCL5；先天免

疫的关键炎性分子的上调有关[5,6,7]。此外，细胞外S100A4还对适应性免疫系统的不同元

件具有充分证明的作用[8,9,10,11]，增加了持续炎症，这对于纤维化障碍的发病机理是重

要的[12,13,14]。

[0004] S100A4还通过与TLR4相互作用直接激活促纤维化途径，这种相互作用放大转化生

长因子β(TGF‑β)驱动的成纤维细胞激活[22]。TGF‑β是SSc和IPF发病机理中的关键分子，并

且TGF‑β信号传导在SSc和IPF中持续激活，其中它上调成纤维细胞中胶原蛋白的合成并诱

导体内纤维化[23]。已经显示TGF‑β刺激S100A4的表达，并且继而，S100A4放大TGF‑β诱导的

成纤维细胞激活和胶原蛋白合成[22]。

[0005] 总之，S100A4通过激活促炎性和促纤维化途径在诱导、放大和维持纤维化中起重

要作用。直接地通过TGF‑β途径的激活以及更多是间接地通过不同免疫细胞的激活和促纤

维化细胞因子的分泌[15]。许多临床研究专注于靶向纤维化途径或免疫途径中的单一分

子，收效甚微。

[0006] 因此，需要一种治疗方法，其可起到影响纤维化轴和炎症轴二者的双重作用，所述

纤维化轴和炎症轴二者在SSc的病理生理学中起重要作用。

发明内容

[0007] 本发明如权利要求中所限定。

[0008] 本文提供了用于治疗系统性硬化病的抗S100A4中和抗体。

[0009] 本发明人已经在两种不同的系统性硬化病小鼠模型中测试了抗S100A4抗体，并且

已经显示抗体治疗具有良好的耐受性，并且在这些疾病模型中有效抑制S100A4的促纤维化

和促炎性作用。据我们所知，本发明还提供了选择性抑制系统性硬化病中通过病理学激活

的成纤维细胞实现的细胞外基质蛋白的积累的第一种治疗方法。
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[0010] 在一方面，本发明提供了用于治疗系统性硬化病的抗S100A4抗体，其中所述抗体

能够中和S100A4的生物活性。

[0011] 在一方面，本发明提供了用于治疗系统性硬化病的分离的多核苷酸，其编码如本

文所述的抗体。

[0012] 在一方面，本发明提供了用于治疗系统性硬化病的包含如本文所述的分离的多核

苷酸的载体。

[0013] 在一方面，本发明提供了用于治疗系统性硬化病的分离的宿主细胞，其包含如本

文所述的分离的多核苷酸或载体。

[0014] 在一方面，本发明提供了用于治疗系统性硬化病的药物组合物，其包含如本文所

述的抗体以及药学上可接受的稀释剂、载体和/或赋形剂。

[0015] 在一方面，本发明提供了用于治疗系统性硬化病的组合物，其包含如本文公开的

抗体和多核苷酸、载体和/或细胞。

[0016] 在另一方面，本发明提供了用于治疗系统性硬化病的药物组合物，其包含如本文

公开的抗体、多核苷酸、载体和/或细胞，还包含药学上可接受的稀释剂、载体和/或赋形剂。

附图说明

[0017] 图1显示了来自实施例1的5个不同样品组的用H&E染色进行染色的组织样品的代

表性图像的相对真皮厚度(和皮下脂肪层厚度)。比例尺：100μm。结果进一步描述于实施例1

中。

[0018] 图2显示了来自实施例1的5个不同样品组的样品的真皮厚度。图中显示了来自8只

小鼠/组的每个高倍视野的4次测定的平均倍数变化±SEM。NaCl第1‑6周组的值设定为1。使

用Mann‑Whitney  U检验进行选择的比较。结果进一步描述于实施例1中。

[0019] 图3显示了来自实施例1的5个不同样品组的样品的成肌纤维细胞计数。图中显示

了平均倍数变化±SEM。NaCl第1‑6周组的值设定为1。使用Mann‑Whitney  U检验进行选择的

比较。结果进一步描述于实施例1中。

[0020] 图4显示了来自实施例1的5个不同样品组的样品的皮肤胶原蛋白含量。图中显示

了平均倍数变化±SEM。NaCl第1‑6周组的值设定为1。使用Mann‑Whitney  U检验进行选择的

比较。结果进一步描述于实施例1中。

[0021] 图5显示了来自实施例1的5个不同样品组的样品的CD‑3阳性细胞计数。图中显示

了平均倍数变化±SEM。NaCl第1‑6周组的值设定为1。使用Mann‑Whitney  U检验进行选择的

比较。结果进一步描述于实施例1中。

[0022] 图6显示了来自实施例2的4个不同样品组的样品的皮下厚度。图中显示了平均倍

数变化±SEM。P值表示如下：0.05>p>0.01为*；0.01>p>0.001为**，与媒介物处理的Tsk1小

鼠相比；0.05>p>0.01为#；0.01>p>0.001为##，与IgG1处理的Tsk1小鼠相比。pa：具有相同遗

传背景但不表达Tsk1等位基因的对照小鼠。所有组N＝10。结果进一步描述于实施例2中。

[0023] 图7显示了来自实施例2的4个不同样品组的样品的成肌纤维细胞计数。图中显示

了平均倍数变化±SEM。P值表示如下：0.05>p>0.01为*；0.01>p>0.001为**，与媒介物处理

的Tsk1小鼠相比；0.05>p>0.01为#；0.01>p>0.001为##，与IgG1处理的Tsk1小鼠相比。pa：具

有相同遗传背景但不表达Tsk1等位基因的对照小鼠。所有组N＝10。结果进一步描述于实施
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例2中。

[0024] 图8显示了来自实施例2的4个不同样品组的样品的羟脯氨酸含量。图中显示了平

均倍数变化±SEM。P值表示如下：0.05>p>0 .01为*；0.01>p>0 .001为**，与媒介物处理的

Tsk1小鼠相比；0.05>p>0.01为#；0.01>p>0.001为##，与IgG1处理的Tsk1小鼠相比。pa：具有

相同遗传背景但不表达Tsk1等位基因的对照小鼠。所有组N＝10。结果进一步描述于实施例

2中。

[0025] 图9显示了来自实施例2的4个不同样品组的样品的CD3阳性T细胞的数量。图中显

示了平均倍数变化±SEM。P值表示如下：0.05>p>0.01为*；0.01>p>0.001为**，与媒介物处

理的Tsk1小鼠相比；0.05>p>0.01为#；0.01>p>0.001为##，与IgG1处理的Tsk1小鼠相比。pa：

具有相同遗传背景但不表达Tsk1等位基因的对照小鼠。所有组N＝10。结果进一步描述于实

施例2中。

[0026] 图10显示了单克隆人源化抗S100A4抗体对博来霉素激发的小鼠的纤维化读数的

影响。抗S100A4抗体对真皮厚度(A)、成肌纤维细胞计数(B)和羟脯氨酸含量(C)的影响。HE

染色的皮肤切片的代表性图像显示在D‑E中。p值表示如下：0.05>p>0.01为*；0.01>p>0.001

为**，与NaCl相比；0.05>p>0.01为#；0.01>p>0.001为##，与注射博来霉素三周接着再注射

NaCl  3周的小鼠相比。结果进一步描述于实施例3中。

[0027] 图11显示通过Luminex分析进行分析的单核细胞的IL‑6分泌。所示数据是5个供体

的平均值。在不存在或存在小鼠IgG1(A)、人IgG4(B)、AX‑202(C)或6B12(D)的情况下，将从

PBMC纯化的单核细胞与培养基、媒介物、LPS、S100A4一起培养6小时。数据显示通过Luminex

测定量化的上清液中IL‑6的水平。数据表示为来自五个单独供体的平均值+SEM。“+”表示至

少一个供体超过IL‑6检测限(19 ,200pg/mL)。“‑”表示至少一个供体低于IL‑6检测限

(8.8pg/mL)。结果进一步描述于实施例4中。

[0028] 图12显示通过Luminex分析进行分析的单核细胞的IL‑10分泌。所示数据是5个供

体的平均值。在不存在或存在小鼠IgG1(A)、人IgG4(B)、AX‑202(C)或6B12(D)的情况下，将

从PBMC纯化的单核细胞与培养基、媒介物、LPS、S100A4一起培养6小时。数据显示通过

Luminex测定量化的上清液中的细胞因子IL‑10。数据表示为来自五个单独供体的平均值+

SEM。“‑”表示至少一个供体低于IL‑10检测限(8.6pg/mL)。结果进一步描述于实施例4中。

[0029] 图13显示通过Luminex分析进行分析的单核细胞的TNF‑α分泌。所示数据是5个供

体的平均值。在不存在或存在小鼠IgG1(A)、人IgG4(B)、AX‑202(C)或6B12(D)的情况下，将

从PBMC纯化的单核细胞与培养基、媒介物、LPS、S100A4一起培养6小时。数据显示通过

Luminex测定量化的上清液中TNF‑α的水平。数据表示为来自五个单独供体的平均值+SEM。

“‑”表示至少一个供体低于TNF‑α检测限(15.20pg/ml)。结果进一步描述于实施例4中。

具体实施方式

[0030] 定义

[0031] 本文所用的术语“抗S100A4抗体”包括任何基本上完整的抗体，以及特异性识别

S100A4抗原的嵌合抗体、人源化抗体、分离的人抗体、单链抗体、多克隆抗体、单克隆抗体、

双特异性抗体、抗体重链、抗体轻链、抗体重链和/或轻链的同二聚体和异二聚体、及其抗原

结合片段和衍生物。合适的抗原结合片段和衍生物包括但不必限于Fv片段(例如单链Fv和
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二硫键键合的Fv)、Fab样片段(例如Fab片段、Fab’片段和F(ab’)2片段)、单一可变结构域

(例如VH和VL结构域)和结构域抗体(dAb，包括单一和双重形式[即dAb‑接头‑dAb])。使用抗

体片段而不是完整抗体的潜在优点是多方面的。片段的较小尺寸可导致改善的药理学特

性，例如更好地穿透实体组织。此外，抗原结合片段如Fab、Fv、ScFv和dAb抗体片段可在大肠

杆菌(E.coli)和细胞系中表达和由其分泌，因此允许容易地产生大量所述片段。

[0032] 蛋白质S100A4也称为18A2、42A、CAPL、FSP1、MTS1、P9KA、PEL98和S100钙结合蛋白

A4。

[0033] 如本文所用，单数形式“一个/一种(a)”、“一个/一种(an)”和“所述(the)”包括复

数指示物，除非上下文另外明确说明。因此，例如，提及“一种抗体”包括多种此类抗体。

[0034] 如本文所用，术语“变体”定义DNA序列或其编码的RNA或蛋白质产物的天然存在的

遗传突变体，或DNA序列或其编码的RNA或蛋白质产物的重组制备的变体。术语“变体”还可

以指给定肽的天然存在的变体或给定肽或蛋白质的重组制备的变体，其中一个或多个氨基

酸残基已经通过氨基酸取代、添加或缺失而被修饰。

[0035] 如本文所用的“抑制”意指本发明的抗体的存在全部或部分地抑制配体与它们的

受体的结合和/或受体在配体结合后所引发的信号的失能。这包括例如对细胞行为和过程

有影响的下游信号传导。还包括抑制靶分子下游效应的其他机制，例如通过阻断靶分子的

二聚化、寡聚化和/或多聚化。“抑制”、“阻断”和“中和”在本文中用作等同术语。

[0036] 用于治疗系统性硬化病的抗S100A4抗体

[0037] 本发明涉及用于治疗系统性硬化病的抗S100A4中和抗体。

[0038] 因此，本发明的一个方面是提供用于治疗系统性硬化病的抗S100A4抗体，其中所

述抗体能够中和S100A4的生物活性。

[0039] 抗体靶标

[0040] 在一些实施方案中，所述抗体特异性结合SEQ  ID  NO:11中所示的人S100A4多肽，

优选结合包含在SEQ  ID  NO:11的氨基酸66与89之间的表位。

[0041] 在一些实施方案中，所述抗体能够结合由SEQ  ID  NO:12定义的表位。在一些实施

方案中，所述抗体能够结合由SEQ  ID  NO:13定义的表位。在一些实施方案中，所述抗体能够

结合由SEQ  ID  NO:14定义的表位。

[0042] 在一些实施方案中，所述抗体能够结合其天然构象的S100A4蛋白。

[0043] 在一些实施方案中，所述抗体能够结合S100A4蛋白的二聚体、寡聚体和/或多聚体

形式。

[0044] 抗体组成和序列

[0045] 在一些实施方案中，所述抗S100A4抗体的组成如US  9,683,032中所述。

[0046] 在一些实施方案中，所述抗体包含：

[0047] a)重链可变(VH)区，所述重链可变区包含：

[0048] i.含有SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列或由其组成的CDR‑H1；

[0049] ii.含有SEQ  ID  NO:2的氨基酸序列或由其组成的CDR‑H2；和

[0050] iii.含有SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列或由其组成的CDR‑H3；

[0051] 和/或

[0052] b)轻链可变(VL)区，所述轻链可变区包含：
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[0053] i.含有SEQ  ID  NO:4的氨基酸序列或由其组成的CDR‑L1；

[0054] ii.含有SEQ  ID  NO:5的氨基酸序列或由其组成的CDR‑L2；和

[0055] iii.含有SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列或由其组成的CDR‑L3；

[0056] 或SEQ  ID  NO:1至6中任一个的CDR变体，其中任一个氨基酸已经被改变为另一个

氨基酸，条件是不超过3个氨基酸已经被如此改变，例如其中每个CDR中2或1个氨基酸已经

被如此改变。

[0057] 在一些实施方案中，所述抗体的重链可变(VH)区包含SEQ  ID  NO:7或其变体，所述

变体与其具有至少80％同一性，如至少81％、如至少82％、如至少83％、如至少84％、如至少

85％、如至少86％、如至少87％、如至少88％、如至少89％、如至少90％、如至少91％、如至少

92％、如至少93％、如至少94％、如至少95％、如至少96％、如至少97％、如至少98％、如至少

99％同一性；并且所述抗体的轻链可变(VL)区包含SEQ  ID  NO:9或其变体，所述变体与其具

有至少80％同一性，如至少81％、如至少82％、如至少83％、如至少84％、如至少85％、如至

少86％、如至少87％、如至少88％、如至少89％、如至少90％、如至少91％、如至少92％、如至

少93％、如至少94％、如至少95％、如至少96％、如至少97％、如至少98％、如至少99％同一

性。在一些优选的实施方案中，所述抗体具有由SEQ  ID  NO:7定义的VH区和由SEQ  ID  NO:9

定义的VL区。

[0058] 在一些实施方案中，所述抗S100A4抗体的组成可以如US  9,657,092中所述。

[0059] 在一些实施方案中，所述抗体包含：

[0060] a)重链可变(VH)区，所述重链可变区包含：

[0061] i.含有SEQ  ID  NO:15的氨基酸序列或由其组成的CDR‑H1；

[0062] ii.含有SEQ  ID  NO:16的氨基酸序列或由其组成的CDR‑H2；和

[0063] iii.含有SEQ  ID  NO:17的氨基酸序列或由其组成的CDR‑H3；

[0064] 和/或

[0065] b)轻链可变(VL)区，所述轻链可变区包含：

[0066] i.含有SEQ  ID  NO:18的氨基酸序列或由其组成的CDR‑L1；

[0067] ii.含有SEQ  ID  NO:19的氨基酸序列或由其组成的CDR‑L2；和

[0068] iii.含有SEQ  ID  NO:20的氨基酸序列或由其组成的CDR‑L3；

[0069] 或SEQ  ID  NO:15至20中任一个的CDR变体，其中任一个氨基酸已经被改变为另一

个氨基酸，条件是不超过3个氨基酸已经被如此改变，例如其中每个CDR中2或1个氨基酸已

经被如此改变。

[0070] 在一些实施方案中，所述抗体的重链可变(VH)区包含SEQ  ID  NO:21或其变体，所

述变体与其具有至少80％同一性，如至少81％、如至少82％、如至少83％、如至少84％、如至

少85％、如至少86％、如至少87％、如至少88％、如至少89％、如至少90％、如至少91％、如至

少92％、如至少93％、如至少94％、如至少95％、如至少96％、如至少97％、如至少98％、如至

少99％同一性；并且所述抗体的轻链可变(VL)区包含SEQ  ID  NO:23或其变体，所述变体与

其具有至少80％同一性，如至少81％、如至少82％、如至少83％、如至少84％、如至少85％、

如至少86％、如至少87％、如至少88％、如至少89％、如至少90％、如至少91％、如至少92％、

如至少93％、如至少94％、如至少95％、如至少96％、如至少97％、如至少98％、如至少99％

同一性。在一些优选的实施方案中，所述抗体具有由SEQ  ID  NO:21定义的VH区和由SEQ  ID 
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NO:23定义的VL区。

[0071] 在一些实施方案中，所述抗体由ECACC  10022401杂交瘤产生。在一些实施方案中，

所述抗体由ECACC  11051801杂交瘤产生。在一些实施方案中，所述抗体由ECACC  11051802

杂交瘤产生。在一些实施方案中，所述抗体由ECACC  11051803杂交瘤产生。在一些实施方案

中，所述抗体由ECACC  11051804杂交瘤产生。

[0072] 这些存放物描述于US  9,657,092中并可通过US  9,657,092获得。

[0073] 使用单克隆抗体可能是有用的，因为它们与特异性结合位点结合，从而抑制其他

分子接近该特异性位点。

[0074] 在一些实施方案中，所述抗体是双特异性抗体。

[0075] 在一些实施方案中，所述抗体是完整抗体。在一些实施方案中，所述抗体是Fab片

段。在一些实施方案中，所述抗体是F(ab′)2片段。在一些实施方案中，所述抗体是Fab样片

段。在一些实施方案中，所述抗体是scFv。在一些实施方案中，所述抗体是纳米抗体，也称为

单结构域抗体。在一些实施方案中，所述抗体是双抗体。在一些实施方案中，所述抗体是三

抗体。

[0076] 在一些实施方案中，所述抗体是IgG1亚类抗体。在一些实施方案中，所述抗体是

IgG2亚类抗体。在一些实施方案中，所述抗体是IgG3亚类抗体。在一些实施方案中，所述抗

体是IgG4亚类抗体。优选地，所述亚类是人IgG亚类。在一些实施方案中，所述抗体包含具有

突变的IgG恒定区的Fc结构域。

[0077] 对于本发明，使用具有免疫球蛋白亚类的抗体可能是有用的，所述免疫球蛋白亚

类在宿主中引发弱促炎性应答或无促炎性应答。如图所示，当需要降低抗体的效应物或交

联功能时，IgG4亚类特别有用。因此，在一些实施方案中，所述抗体是人IgG4亚类抗体。

[0078] 在一些实施方案中，所述抗体包含人重链恒定(CH)区，所述人重链恒定区包含SEQ 

ID  NO:27中所示的序列或由其组成。在一些实施方案中，所述抗体包含CH区，所述CH区包含

SEQ  ID  NO:27的变体或由SEQ  ID  NO:27的变体组成，所述变体与SEQ  ID  NO:27具有至少

80％，如至少81％、如至少82％、如至少83％、如至少84％、如至少85％、如至少86％、如至少

87％、如至少88％、如至少89％、如至少90％、如至少91％、如至少92％、如至少93％、如至少

94％、如至少95％、如至少96％、如至少97％、如至少98％、如至少99％序列同一性。

[0079] 在一些实施方案中，所述抗体包含人轻链恒定(CL)区，所述人轻链恒定区包含SEQ 

IDNO:28中所示的序列或由其组成。在一些实施方案中，所述抗体包含CL区，所述CL区包含

SEQ  ID  NO:28的变体或由SEQ  ID  NO:28的变体组成，所述变体与SEQ  ID  NO:28具有至少

80％，如至少81％、如至少82％、如至少83％、如至少84％、如至少85％、如至少86％、如至少

87％、如至少88％、如至少89％、如至少90％、如至少91％、如至少92％、如至少93％、如至少

94％、如至少95％、如至少96％、如至少97％、如至少98％、如至少99％序列同一性。

[0080] 在一些实施方案中，所述抗体包含具有突变的人IgG恒定区的Fc结构域。在一些实

施方案中，所述抗体包含突变体人IgG4重链恒定区。在一些实施方案中，所述突变体IgG4重

链恒定区包含根据EU编号进行编号的S228P取代。所述S228P取代可以防止体内和体外IgG4 

Fab臂交换，这可能导致具有未知特异性的功能性单价双特异性抗体(bsAb)，并因此潜在地

降低治疗效果。在一些实施方案中，已去除人IgG4重链恒定区的末端赖氨酸。

[0081] 在一些实施方案中，所述抗体是聚乙二醇化的。
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[0082] 在一些实施方案中，所述抗体是人源化抗体。在一些实施方案中，所述抗体是嵌合

抗体。在一些实施方案中，所述抗体是人工程化抗体。

[0083] 抗体功能和治疗效果

[0084] 在一些实施方案中，所述抗体能够中和S100A4的生物活性。不受理论束缚，S100A4

被认为刺激TGF‑β诱导的成纤维细胞激活和胶原蛋白合成，并介导促炎性作用，如T细胞和/

或巨噬细胞募集和/或浸润。

[0085] 在一些实施方案中，所述抗体能够抑制由S100A4介导的T细胞和/或巨噬细胞募集

和/或浸润。

[0086] 在一些实施方案中，所述抗体能够抑制S100A4蛋白在刺激细胞侵袭中的生物活

性。

[0087] 在一些实施方案中，用抗S100A4抗体治疗减少纤维化。纤维化可以通过本领域已

知的方法测量真皮厚度、真皮羟脯氨酸含量、真皮CD3+细胞计数和/或真皮成肌纤维细胞计

数来评估。因此，在一些实施方案中，用抗S100A4抗体治疗减少真皮厚度、真皮胶原蛋白或

羟脯氨酸含量、真皮成肌细胞计数和/或T细胞计数。

[0088] 抗体治疗

[0089] 在一些实施方案中，经由肠胃外施用如皮下、肌内或静脉内施用所述抗体以治疗

系统性硬化病。

[0090] 在一些实施方案中，将所述抗体每周，例如每2周、例如每3周、例如每4周施用。

[0091] 在一些实施方案中，将所述抗体每周施用一次或两次，且每周剂量为5mg、如10mg、

如15mg、如20mg、如25mg、如30mg、如40mg、如50mg、如60mg、如75mg、如100mg、如125mg、如

150mg、如175mg、如200mg、如225mg、如250mg、如275mg、如300mg、如325mg、如350mg、如

375mg、如400mg、如450mg、如500mg或更多。

[0092] 将使用抗S100A4抗体的治疗与使用可用于治疗系统性硬化病的其他化合物的治

疗组合可能是有益的。因此，在一些实施方案中，将所述抗体与用于治疗系统性硬化病的另

一种化合物共同施用。在一些实施方案中，将所述抗体与血管紧张素转换酶抑制剂共同施

用。在一些实施方案中，将所述抗体与血管紧张素受体阻断剂共同施用。在一些实施方案

中，将所述抗体与硫唑嘌呤共同施用。在一些实施方案中，将所述抗体与钙通道阻断剂共同

施用。在一些实施方案中，将所述抗体与环磷酰胺共同施用。在一些实施方案中，将所述抗

体与羟氯喹共同施用。在一些实施方案中，将所述抗体与霉酚酸酯共同施用。在一些实施方

案中，将所述抗体与甲氨蝶呤共同施用。在一些实施方案中，将所述抗体与糖皮质激素共同

施用。在一些实施方案中，将所述抗体与磷酸二酯酶‑5抑制剂共同施用。在一些实施方案

中，将所述抗体与内皮素受体拮抗剂共同施用。在一些实施方案中，将所述抗体与α阻断剂

共同施用。在一些实施方案中，将所述抗体与类前列腺素共同施用。在一些实施方案中，将

所述抗体与利妥昔单抗共同施用。在一些实施方案中，将所述抗体与酪氨酸激酶抑制剂如

尼达尼布共同施用。在一些实施方案中，将所述抗体与托珠单抗共同施用。

[0093] 编码或表达所述抗体的多核苷酸、载体和细胞

[0094] 在一些实施方案中，本发明提供了用于治疗系统性硬化病的分离的多核苷酸，其

编码如本文所述的抗体。

[0095] 在一些实施方案中，编码所述抗体的重链可变(VH)区的多核苷酸包含SEQ  ID  NO:
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8或其变体，所述变体与其具有至少80％同一性，如至少81％、如至少82％、如至少83％、如

至少84％、如至少85％、如至少86％、如至少87％、如至少88％、如至少89％、如至少90％、如

至少91％、如至少92％、如至少93％、如至少94％、如至少95％、如至少96％、如至少97％、如

至少98％、如至少99％同一性。在一些实施方案中，编码所述抗体的轻链可变(VL)区的多核

苷酸包含SEQ  ID  NO:10或其变体，所述变体与其具有至少80％同一性，如至少81％、如至少

82％、如至少83％、如至少84％、如至少85％、如至少86％、如至少87％、如至少88％、如至少

89％、如至少90％、如至少91％、如至少92％、如至少93％、如至少94％、如至少95％、如至少

96％、如至少97％、如至少98％、如至少99％同一性。在一些优选的实施方案中，编码所述抗

体的多核苷酸编码由SEQ  ID  NO:8定义的VH区和由SEQ  ID  NO:10定义的VL区。

[0096] 在一些实施方案中，编码所述抗体的重链可变(VH)区的多核苷酸包含SEQ  ID  NO:

22或其变体，所述变体与其具有至少80％同一性，如至少81％、如至少82％、如至少83％、如

至少84％、如至少85％、如至少86％、如至少87％、如至少88％、如至少89％、如至少90％、如

至少91％、如至少92％、如至少93％、如至少94％、如至少95％、如至少96％、如至少97％、如

至少98％、如至少99％同一性。在一些实施方案中，编码所述抗体的轻链可变(VL)区的多核

苷酸包含SEQ  ID  NO:24或其变体，所述变体与其具有至少80％同一性，如至少81％、如至少

82％、如至少83％、如至少84％、如至少85％、如至少86％、如至少87％、如至少88％、如至少

89％、如至少90％、如至少91％、如至少92％、如至少93％、如至少94％、如至少95％、如至少

96％、如至少97％、如至少98％、如至少99％同一性。在一些优选的实施方案中，编码所述抗

体的多核苷酸编码由SEQ  ID  NO:22定义的VH区和由SEQ  ID  NO:24定义的VL区。

[0097] 在一些实施方案中，本发明提供了用于治疗系统性硬化病的包含如本文所述的分

离的多核苷酸的载体。

[0098] 在一些实施方案中，本发明提供了用于治疗系统性硬化病的分离的宿主细胞，其

包含如本文所述的分离的多核苷酸或载体。

[0099] 包含所述抗体的组合物

[0100] 在一些实施方案中，如本文所述的抗体可以与药学上可接受的稀释剂、载体和/或

赋形剂一起包含在用于治疗系统性硬化病的药物组合物中。因此，在一些实施方案中，本发

明提供了用于治疗系统性硬化病的药物组合物，其包含如本文所述的抗体以及药学上可接

受的稀释剂、载体和/或赋形剂。

[0101] 在一些实施方案中，本发明提供了用于治疗系统性硬化病的组合物，其包含如本

文公开的抗体和如上文在“编码或表达所述抗体的多核苷酸、载体和细胞”部分中公开的多

核苷酸、载体和/或细胞。

[0102] 在一些实施方案中，本发明提供了用于治疗系统性硬化病的药物组合物，其包含

如本文公开的抗体和如上文在“编码或表达所述抗体的多核苷酸、载体和细胞”部分中公开

的多核苷酸、载体和/或细胞，以及进一步包含药学上可接受的稀释剂、载体和/或赋形剂。

[0103] 实施例

[0104] 实施例1‑抗S100A4抗体在博来霉素诱导的真皮纤维化中的功效

[0105] 材料和方法

[0106] 博来霉素诱导的皮肤纤维化的小鼠模型

[0107] 该模型中的潜在分子机制与在具有T细胞和巨噬细胞浸润的SSc中观察到的相似，
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其激活驻留的成纤维细胞并经由促纤维化细胞因子的释放诱导上皮向间充质转化。该模型

可用于评价所述疾病的早期炎症阶段。简言之，在剃除上背部区域中的1cm2皮肤后，通过每

隔一天皮下(s.c.)注射0.5mg/mL博来霉素(BLM)持续6周在6周龄C57BL/6J雄性小鼠中诱导

皮肤纤维化。向BLM激发的三组小鼠腹膜内(i.p.)各注射100至200μL以下浓度的S100A4中

和抗体(SNA)：2.5或7.5mg/kg/d，在第22天开始，每第三天继续注射，持续3周。对于对照，每

隔一天皮下注射100μL  NaCl，持续6周。对于媒介物对照，向BLM激发的小鼠腹膜内注射100μ

L  PBS，在第22天开始，每第三天继续注射，持续3周。还包括另一个对照以测定撤除BLM激发

后的皮肤纤维化。为此，用以下两种方式对3周BLM激发的小鼠进行注射：(i)皮下100μL 

NaCl，在第22天开始，每隔一天持续3周以及(ii)腹膜内媒介物对照PBS。在第42天处死小

鼠，收集皮肤、血液和肺用于分析。评估真皮厚度、胶原蛋白含量以及皮肤组织中成肌纤维

细胞和CD3+细胞的数量。

[0108] 分析每组N＝8只小鼠的以下组：

[0109] 第1组：皮下NaCl(w  1‑6)

[0110] 第2组：皮下BLM(w  1‑6)+腹膜内PBS(w  4‑6)

[0111] 第3组：皮下BLM(w  1‑3)+皮下NaCl(w  4‑6)+腹膜内PBS(w  4‑6)

[0112] 第4组：皮下BLM(w  1‑6)+腹膜内SNA(w  4‑6)2.5mg/kg

[0113] 第5组：皮下BLM(w  1‑6)+腹膜内SNA(w  4‑6)7.5mg/kg

[0114] 将BLM以0.5mg/mL的浓度溶解于0.9％  NaCl中。将抗体在无菌PBS中稀释，并且分

别地，对于第4组和第5组以100uL的体积腹膜内注射，并且第6组以200μL的体积腹膜内注

射。运送至研究地点的抗S100A4抗体的浓度为2mg/mL，批次号为批号003P10T120116JKL且

日期为2016年1月。

[0115] 定期观察动物的生命体征、活动、皮毛的质量和质地(在每次动物房访视时)。此

外，在BLM施用开始前的同一天和同一时间，在校准量表上每周给小鼠称重，直到处死之前。

在对小鼠进行尸检时，对所有内脏器官进行肉眼可见的病理学(例如肿瘤、出血等)的筛查。

在实验开始之前，所有48只小鼠由动物房的人员随机分配到6个笼中，他们对该项目的目的

不知情。

[0116] 真皮增厚的量化

[0117] 切离注射的皮肤区域，随后将其在4％福尔马林中固定6小时，然后在70％乙醇中

固定，并包埋在石蜡中。将皮肤切片并用苏木精/伊红染色。用具有DP80数字显微镜照相机

和CellSens标准软件(Olympus,Philadelphia，美国宾夕法尼亚州)的BX53显微镜以100倍

放大率分析注射部位的真皮厚度。如所述[16]，通过测量表皮‑真皮连接处与真皮‑皮下脂

肪连接处之间的最大距离来确定真皮厚度。在来自不同部位的4个不同切片中量化真皮厚

度，且每个切片测量4次。以盲法进行分析。

[0118] 纤维化的量化‑Masson三色染色

[0119] 将石蜡包埋的皮肤切片用蓝色Masson三色染色以更好地显现真皮中的染成蓝色

的胶原蛋白束。用具有DP80数字显微镜照相机和CellSens标准软件(Olympus ,

Philadelphia，美国宾夕法尼亚州)的BX53显微镜以100倍放大率观察染色的皮肤切片。

[0120] 通过羟脯氨酸测定评估胶原蛋白

[0121] 经由羟脯氨酸测定来测定皮肤样品中胶原蛋白的量。在120℃下在6M  HCl中消化
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来自上背部的全皮厚度穿孔活检物( 两个样品/动物)三小时后，用6M  NaOH将样品

的pH调节至6。然后，向每个样品中添加0.06M氯胺T，并在室温下孵育20min。接下来，添加

3.15M高氯酸和20％对二甲氨基苯甲醛，并将样品在60℃下再孵育20min。用Spectra  MAX 

190微板分光光度计(Molecular  Devices)测定两个全皮厚度穿孔活检物中每一个在557nm

处的吸光度。

[0122] 成肌纤维细胞的检测

[0123] 成肌纤维细胞的特征在于α‑平滑肌肌动蛋白(αSMA)的表达。通过与单克隆小鼠抗

αSMA抗体(Merck,A5228)一起孵育，在来自上背部的石蜡包埋皮肤切片中检测到αSMA阳性

的成纤维细胞。通过稀释系列(row)实验确定用于抗体染色的抗体的合适浓度，并进行1:

1000的稀释，浓度为2μg/mL。用辣根过氧化物酶标记的二抗(多克隆山羊抗小鼠IgG/HRP，

Dako，P0447，1:200，浓度为5μg/mL)和3,3‑二氨基联苯胺四盐酸盐(DAB)(Sigma‑Aldrich)

将表达可视化。小鼠IgG1、IgG2a、IgG2b、IgG3和IgM即用型(Dako，IS750)的阴性对照小鼠混

合物用作对照。然后用Mayer苏木精溶液复染切片，并用具有DP80数字显微镜照相机和

CellSens标准软件(Olympus,Philadelphia，美国宾夕法尼亚州)的BX53显微镜以100和200

倍放大率观察。由不知情的评审员计数每个样品的四个切片中的真皮全厚度中的成肌纤维

细胞(即，纺锤形成纤维细胞，其具有苏木精染色的细胞核和细胞质中αSMA的强阳性染色)

的数量进行分析。

[0124] T细胞检测

[0125] CD3是充当T细胞共受体的多聚体蛋白质复合物。作为T细胞谱系的限定特征，CD3

可用作T细胞的标记物。通过与多克隆兔抗CD3抗体(Abcam,Ab5690)一起孵育，在来自上背

部的石蜡包埋皮肤切片中检测到CD3阳性的细胞。通过稀释系列实验确定用于抗体染色的

抗体的合适浓度，并进行1:50的稀释，浓度为4μg/mL。用辣根过氧化物酶标记的二抗(多克

隆山羊抗兔IgG/HRP，Dako，PO448，1:200，浓度为1.25μg/mL)和3,3‑二氨基联苯胺四盐酸盐

(DAB)(Sigma‑Aldrich)将表达可视化。来自非免疫兔的血清的阴性对照兔Ig级分固相吸附

即用型(Dako,IS600)用于对照。然后用Mayer苏木精溶液复染切片，并用具有DP80数字显微

镜照相机和CellSens标准软件(Olympus,Philadelphia，美国宾夕法尼亚州)的BX53显微镜

以100和200倍放大率观察。由不知情的评审员计数每个样品的四个切片中皮下组织的血管

周围浸润物中CD3染色阳性的单核(具有苏木精染色的核)圆形细胞的数量进行分析。

[0126] 统计数据

[0127] 所有数据表示为平均值±SEM。通过Kolmogorov‑Smirnov检验来测试数据的正态

分布，此后，通过参数非配对t检验或非参数Mann‑Whitney  U检验来测试非相关样品的各组

之间差异的统计学显著性。使用GraphPad  Prism  5(5.02版；GraphPad  Software，美国加利

福尼亚州拉荷亚)创建统计分析和图表。P值小于0.05被认为是显著的。P值表示如下：0.05>

p>0.01为*；0.01>p>0.001为**；p<0.001为***。

[0128] 伦理声明

[0129] 根据第246/1992Coll .号法案(捷克共和国)第419/2012Coll .号法令(捷克共和

国)实验室动物护理和使用指南进行动物研究，并由布拉格风湿病学研究所伦理委员会批

准，参考批准项目编号5689/2015。

[0130] 结果

说　明　书 10/23 页

14

CN 115867355 A

14



[0131] 两种浓度的抗S100A4抗体是良好耐受的，且在临床检查或肉眼尸检时没有明显的

毒性迹象。

[0132] BLM在暴露的皮肤区域诱导显著的皮肤纤维化，伴随真皮增厚、成肌纤维细胞分化

和增殖以及处理期间进展的增加的羟脯氨酸含量。在实验的最后三周(用PBS对照)中撤除

BLM显示纤维化参数降低：当与用BLM激发6周的组相比时，真皮增厚、成肌纤维细胞分化和

羟脯氨酸含量分别降低18％、33％和11％(如图2至图4中所示)。

[0133] 与用博来霉素激发6周的媒介物处理的小鼠组相比，仅7.5mg/kg浓度的抗S100A4

抗体显著降低真皮增厚、成肌纤维细胞计数、羟脯氨酸含量和CD3阳性细胞数量(如图1至图

5中所示)。

[0134] 用7.5mg/kg抗S100A4抗体处理使真皮厚度(如图1和图2所示)、成肌纤维细胞的数

量(如图3所示)、羟脯氨酸含量(如图4所示)以及CD3阳性细胞的数量降低至低于BLM撤除

(即小鼠前三周用BLM激发，然后注射NaCl)的水平(如图5所示)，因此表明降低至纤维化的

处理前水平。因此，在该组中观察到的这些效果表明7.5mg/kg抗S100A4抗体在小鼠中预防

皮肤纤维化进展和治疗由博来霉素的重复皮下注射诱导的预先建立的皮肤纤维化中的治

疗功效。

[0135] 在用最低浓度的抗S100A4抗体(即2.5mg/kg)处理的小鼠组中，仅在将真皮厚度和

成肌纤维细胞计数降低至低于用BL激发6周并用媒介物处理的小鼠的水平方面表现出中等

效果(如图2和图3中所示)。

[0136] 总之，结果表明S100A4的抑制改善BLM诱导的硬皮病模型中的皮肤纤维化。

[0137] 实施例2‑S100A4在系统性硬化病的紧皮‑1模型中的靶向

[0138] 材料和方法

[0139] 紧皮‑1(Tsk‑1)模型

[0140] Tsk‑1小鼠携带原纤维蛋白‑1基因的杂合突变。携带两个野生型等位基因的同窝

仔用作对照。在5周龄时开始处理Tsk‑1小鼠，并持续至第10周。在10周龄时处死小鼠并如下

所述分析结果。分析以下组，每组n＝10只小鼠(每组中5只雄性和5只雌性)：

[0141] ·用媒介物(PBS)处理的未携带Tsk‑1等位基因的非纤维化pa小鼠

[0142] ·用媒介物处理的Tsk‑1小鼠

[0143] ·用抗S100A4抗体(7.5mg/kg、2mg/ml；每周一、周三和周五注射)处理的Tsk‑1小

鼠

[0144] ·用同种型mIgG1(2mg/ml；批号：722919A2；每周一、周三和周五注射)处理的Tsk‑

1小鼠

[0145] 皮下增厚的量化

[0146] 切离上背部皮肤的限定区域，随后将其在4％福尔马林中固定6小时并包埋在石蜡

中。将皮肤切片并用苏木精/伊红染色。如所述[2,17‑21]，在来自不同部位的四个不同切片

中量化皮下厚度(以任意单位测量为围绕皮下组织的肌肉层之间的距离)，且每个切片进行

两次测量。以盲法进行分析。

[0147] 成肌纤维细胞的检测

[0148] 成肌纤维细胞的特征在于α‑平滑肌肌动蛋白(αSMA)的表达。通过与单克隆抗αSMA

抗体(克隆1A4,Sigma‑Aldrich，德国施泰因海姆)一起孵育，在来自上背部的石蜡包埋载玻
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片中检测到αSMA阳性的成纤维细胞。用辣根过氧化物酶标记的二抗和3,3‑二氨基联苯胺四

盐酸盐(DAB)(Sigma‑Aldrich)将表达可视化。单克隆小鼠IgG抗体(Calbiochem，美国加利

福尼亚州圣地亚哥)用于对照。由不知情的评审员(JD)评估每个样品四个切片中的成肌纤

维细胞来进行分析。

[0149] 羟脯氨酸测定

[0150] 经由羟脯氨酸测定来测定皮肤样品中胶原蛋白的量。在120℃下在6M  HCl中消化

来自上背部的全皮厚度穿孔活检物 三小时后，用6M  NaOH将样品的pH调节至6。然

后，向每个样品中添加0.06M氯胺T，并在室温下孵育20min。接下来，添加3.15M高氯酸和

20％对二甲氨基苯甲醛，并将样品在60℃下再孵育20min。用Spectra  MAX  190微板分光光

度计测定在557nm处的吸光度。

[0151] CD3/T细胞染色

[0152] 将福尔马林固定、石蜡包埋的皮肤切片用大鼠抗CD3抗体(ab11089,Abcam，英国剑

桥)染色。Alexa  Fluor缀合的驴抗大鼠抗体(Life  Technologies，德国达姆施塔特，

A21208)。同种型兔对照抗体用作对照。用DAPI复染切片以将细胞核可视化。由经验丰富的

评审员对阳性细胞进行计数。

[0153] 统计数据

[0154] 所有数据均表示为平均值±SEM，并且对于非相关样品，通过Mann‑Whitney  U非参

数检验测试各组之间的差异的统计学显著性。P值小于0.05被认为是显著的。P值表示如下：

0.05>p>0.01为*；0.01>p>0.001为**；p<0.001为***，与媒介物处理的10周龄Tsk1小鼠相

比。

[0155] 结果

[0156] 用抗S100A4抗体处理是良好耐受的，且在临床检查、肉眼尸检或组织学上没有明

显的毒性迹象。

[0157] Tsk‑1小鼠出现显著的皮肤纤维化、皮下增厚、成肌纤维细胞分化和羟脯氨酸含量

增加(如图6至图9所示)。

[0158] 与媒介物处理的10周龄Tsk1小鼠相比或与用IgG1处理的Tsk‑1小鼠相比，用抗

S100A4抗体处理显著降低了皮下增厚(如图6所示)、成肌纤维细胞计数(如图7所示)和羟脯

氨酸含量(如图8所示)。在抗S100A4处理的小鼠中还观察到T细胞计数减少的趋势(如图9所

示)，然而，其未能达到统计学显著性。这可能是由于Tsk小鼠与对照小鼠之间T细胞计数的

差异相当小。

[0159] 总之，结果表明用抗S100A4抗体处理改善了Tsk‑1小鼠的皮肤纤维化。

[0160] 实施例3‑人源化抗S100A4抗体在体内治疗博来霉素诱导的真皮纤维化中的功效

[0161] 系统性硬化病(SSc)是具有高发病率和死亡率的系统性纤维化罕见病。SSc是所有

自身免疫性风湿病中病例特异性死亡率最高的病症，其中超过一半的诊断为所述病症的病

例最终死亡作为直接后果。所述疾病的标志是通过病理学激活的成纤维细胞实现的细胞外

基质蛋白的积累。选择性抑制SSc中细胞外基质的异常释放的治疗方法迄今为止尚不可用。

博来霉素诱导的真皮纤维化是最常用的SSc小鼠模型。它特别类似于SSc的早期炎症阶段。

这里，我们的目的是评价人源化S100A4抗体在博来霉素诱导的皮肤纤维化中的作用。

[0162] 材料和方法
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[0163] 抗体原液

[0164] AX‑202作为人源化IgG4单克隆抗S100A4抗体用于本研究。所述抗体包含由SEQ  ID 

NO:25定义的重链序列和由SEQ  ID  NO:26定义的轻链序列。将抗体溶解在PBS中并在‑20℃

下储存。

[0165] 研究动物

[0166] 对C57Bl/6小鼠进行实验。

[0167] 动物数量：64

[0168] 早期死亡：无

[0169] 每只动物的总研究持续时间：6周

[0170] 处理方案

[0171] 将2mg/mL抗体原液在无菌PBS中稀释并以100μL体积腹膜内注射。

[0172] 通过每天皮下注射博来霉素(2.5mg/kg，Sigma‑Aldrich)在上背部的限定和标记

区域(1cm2)诱导皮肤纤维化，持续长达六周。在用博来霉素预激发三周后开始处理，每周两

次腹膜内(i.p.)注射或每周一次在尾静脉中静脉内(IV)注射。在第一次注射博来霉素后三

周(第一次注射博来霉素后六周)分析结果。

[0173] 研究设计和研究组

[0174] 对照组中N＝8只小鼠，人源化抗体处理组中N＝10只小鼠

[0175] 使用以下实验组：

[0176] 第1组：对照/NaCl

[0177] 第2组：博来霉素3周，NaCl  3周

[0178] 第3组：博来霉素6周+NaCL最后3周(每第3天腹膜内)

[0179] 第4组：博来霉素6周+AX‑202  16mg/kg最后3周(每周两次腹膜内)

[0180] 第5组：博来霉素6周+AX‑202  24mg/kg最后3周(每周静脉内尾静脉注射)

[0181] 第6组：博来霉素6周+AX‑202  8mg/kg最后3周(每周两次腹膜内)

[0182] 研究实施

[0183] 每天临床监测小鼠的行为、活动、毛皮质地和粪便稠度。处死后，对肺和皮肤进行

肉眼宏观评价。

[0184] 皮下增厚的量化

[0185] 在通过颈椎脱位处死后，从肩胛骨之间的上背部的限定区域获得1cm2的皮肤样

品。切离损伤皮肤区域，将其在4％福尔马林中固定6小时并包埋在石蜡中。切割5μm切片并

将其用苏木精和伊红染色。通过以100倍放大率测量每只小鼠的损伤皮肤的在三个部位的

表皮‑真皮连接处与真皮‑皮下脂肪连接处之间的距离来确定真皮厚度。

[0186] 成肌纤维细胞的检测

[0187] 成肌纤维细胞的特征在于α‑平滑肌肌动蛋白(αSMA)的表达。通过与单克隆抗αSMA

抗体(克隆1A4,Sigma‑Aldrich，德国施泰因海姆)一起孵育，在来自上背部的石蜡包埋载玻

片中检测到αSMA阳性的成纤维细胞。用辣根过氧化物酶标记的第二抗体和3,3‑二氨基联苯

胺四盐酸盐(DAB)(Sigma‑Aldrich)将表达可视化。单克隆小鼠IgG抗体(Calbiochem，美国

加利福尼亚州圣地亚哥)用于对照。由不知情的评审员评估每个样品四个切片中的成肌纤

维细胞来进行分析。
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[0188] 羟脯氨酸测定

[0189] 经由羟脯氨酸测定来测定皮肤样品中胶原蛋白的量。在120℃下在6M  HCl中消化

来自上背部的全皮厚度穿孔活检物 三小时后，用6M  NaOH将样品的pH调节至6。

然后，向每个样品中添加0.06M氯胺T，并在室温下孵育20min。接下来，添加3.15M高氯酸和

20％对二甲氨基苯甲醛，并将样品在60℃下再孵育20min。用Spectra  MAX  190微板分光光

度计测定在557nm处的吸光度。

[0190] 统计数据

[0191] 所有数据表示为平均值±SEM，并使用graph  pad  8通过单因素方差分析检验来测

试各组之间的差异的统计学显著性。P值小于0.05被认为是显著的。P值表示如下：0.05>p>

0.01为*；0.01>p>0.001为**；p<0.001为***，与用NaCl注射6周的对照小鼠相比。0.05>p>

0.01为#；0.01>p>0.001为##；p<0.001为###，与注射博来霉素3周后再注射NaCl  3周的小鼠

相比。

[0192] 结果

[0193] 真皮纤维化小鼠模型

[0194] 在用博来霉素激发后，小鼠出现显著的真皮纤维化，其中与用博来霉素激发3周，

然后再注射博来霉素溶剂NaCl  3周的小鼠相比，用博来霉素激发6周的小鼠的纤维化变化

更显著。用NaCl注射6周的小鼠作为对照。

[0195] 一般耐受性

[0196] 用抗S100A4抗体AX‑202处理是良好耐受的，且在临床检查、肉眼尸检或组织学上

没有明显的毒性迹象。

[0197] 功效结果

[0198] 与用博来霉素注射6周的对照小鼠相比，用AX‑202处理显著减少真皮增厚、成肌纤

维细胞计数和羟脯氨酸含量(参见图10)。效应是剂量依赖性的，且在腹膜内16mg/kg和每周

一次静脉内24mg/kg的剂量中观察到最显著的效应(参见图10A‑图10C)。然而，每三天腹膜

内8mg/kg也观察到AX‑202的统计学显著效应。在腹膜内16mg/kg和静脉内24mg/kg的剂量

下，与仅注射博来霉素3周的小鼠相比，AX‑202还诱导纤维化消退以及真皮厚度和成肌纤维

细胞计数的统计学上显著的变化。

[0199] 结论

[0200] AX‑202处理在耐受良好的剂量下显著改善了博来霉素诱导的皮肤纤维化、真皮增

厚、成肌纤维细胞计数和羟脯氨酸。

[0201] 实施例4‑对体外S100A4诱导的细胞因子释放的影响

[0202] 材料和方法

[0203] 通过FicollPaque  PLUS(GE  Healthcare；11778538)密度离心从健康供体分离外

周血单个核细胞(PBMC)，并且使用单核细胞分离试剂盒(StemCell  Technologies；19359)

分离单核细胞。

[0204] 将单核细胞铺板(100,000个细胞/孔)到96孔板中并在以下物质的存在下培养6小

时：

[0205] ·培养基，

[0206] ·媒介物1(0.074％  TBS)，
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[0207] ·LPS(1.0ng/ml；Invivogen；tlrl‑b5lps)，

[0208] ·S100A4(2.0μg/ml)，

[0209] ·S100A4(2.0μg/ml)+媒介物2(3.2％  PBS)，

[0210] ·媒介物1+小鼠IgG1(Biolegend；401407)，

[0211] ·媒介物1+人IgG4(Biolegend；403701)，

[0212] ·媒介物1+AX‑202或6B12(各为32μg/ml)，

[0213] ·S100A4(2.0μg/ml)+小鼠IgG1(8.0、16或32μg/ml)，

[0214] ·S100A4(2.0μg/ml)+人IgG4(8.0、16或32μg/ml)，

[0215] ·S100A4(2.0μg/ml)+AX‑202(8.0、16或32μg/ml)，或

[0216] ·S100A4(2.0μg/ml)+6B12(8.0、16或32μg/ml)。

[0217] 6B12：小鼠单克隆IgG1抗S100A4抗体(VH区和VL区分别如SEQ  ID  NO:7和SEQ  ID 

NO:9定义)

[0218] AX‑202：如实施例3所述的人源化单克隆IgG4抗S100A4抗体

[0219] 培养6小时后，收集细胞培养上清液并在‑20℃下储存以用于随后的细胞因子分

析。根据制造商的说明书(R&D  systems；LXSAHM‑03)通过Luminex测定来量化上清液中细胞

因子(IL‑6、TNF‑α和IL‑10)的水平。

[0220] 结果

[0221] 与媒介物对照相比，用LPS(1.0ng/ml；阳性对照)或S100A4(2.0μg/ml)刺激单核细

胞导致细胞培养上清液中测量的IL‑6、TNFα和IL‑10水平增加(参见图11和图12)。与同种型

对照相比，在所有测试浓度下，AX‑202或6B12降低了S100A4引起的IL‑6和IL‑10的增加(参

见图11C‑图11D和12C‑图12D)。与媒介物对照相比，小鼠IgG1或人IgG4同种型对照未增加

S100A4诱导的TNFα水平(参见图13A‑图13B)，然而6B12而不是AX‑202显著增加S100A4诱导

的TNFα水平，并且由6B12诱导的增加显示剂量依赖性趋势(参见图13C‑图13D)。

[0222] 结论

[0223] 如所预期的，S100A4引起IL‑6、TNFα和IL‑10水平增加(参见图2‑图4)。AX‑202和

6B12均降低了S100A4引起的IL‑6和IL‑10释放(参见图11C‑图11D和12C‑图12D)。

[0224] 重要的是，与单独S100A4相比，小鼠IgG1对照、人IgG4对照或AX‑202与S100A4的组

合没有导致TNFα水平的显著增加(参见图13A‑图13B)。相比之下，通过用6B12抗体处理以剂

量依赖性方式增加S100A4诱导的促炎性细胞因子TNFα的水平而增加(参见图13C‑图13D)。

[0225] 这表明，令人惊讶地，与小鼠抗S100A4抗体6B12相比，人源化抗S100A4抗体不增加

S100A4诱导的促炎性TNFα水平。

[0226] 尽管出于清楚理解的目的，已经通过说明和实施例的方式详细地描述了前述发

明，但是描述和实施例不应被解释为限制本发明的范围。

[0227] 上述书面说明书被认为足以使本领域技术人员能够实施本公开文本。然而应理解

的是，不管文本中显现以上所述如何详细，仍可以以许多方式来实现本公开文本，并且应该

根据所附权利要求及其任何等同物来解释本公开文本。
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[0256]

[0257] 项

[0258] 1.一种用于治疗系统性硬化病的抗人S100A4抗体。

[0259] 2.根据项1所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体特异性地结合SEQ  ID  NO:

11的人S100A4多肽，优选结合包含在SEQ  ID  NO:11的氨基酸66与89之间的表位。

[0260] 3.根据前述项中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体包含：

[0261] a)重链可变(VH)区，所述重链可变区包含：

[0262] i.含有SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列或由其组成的CDR‑H1；

[0263] ii.含有SEQ  ID  NO:2的氨基酸序列或由其组成的CDR‑H2；和

[0264] iii.含有SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列或由其组成的CDR‑H3；

[0265] 以及

[0266] b)轻链可变(VL)区，所述轻链可变区包含：

[0267] i.含有SEQ  ID  NO:4的氨基酸序列或由其组成的CDR‑L1；

[0268] ii.含有SEQ  ID  NO:5的氨基酸序列或由其组成的CDR‑L2；和
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[0269] iii.含有SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列或由其组成的CDR‑L3；

[0270] 或SEQ  ID  NO:1至6中任一个的CDR变体，其中任一个氨基酸已经被改变为另一个

氨基酸，条件是不超过3个氨基酸已经被如此改变，例如其中每个CDR中2或1个氨基酸已经

被如此改变。

[0271] 4.根据前述项中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述重链可变(VH)区包

含SEQ  ID  NO:7或其变体，所述变体与其具有至少80％同一性，如至少85％、如至少90％、如

至少95％同一性；并且所述轻链可变(VL)区包含SEQ  ID  NO:9或其变体，所述变体与其具有

至少80％同一性，如至少85％、如至少90％、如至少95％同一性，优选地其中所述抗体具有

由SEQ  ID  NO:7定义的VH区和由SEQ  ID  NO:9定义的VL区。

[0272] 5.根据前述项中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体包含：

[0273] a)重链可变(VH)区，所述重链可变区包含：

[0274] i.含有SEQ  ID  NO:15的氨基酸序列或由其组成的CDR‑H1；

[0275] ii.含有SEQ  ID  NO:16的氨基酸序列或由其组成的CDR‑H2；和

[0276] iii.含有SEQ  ID  NO:17的氨基酸序列或由其组成的CDR‑H3；

[0277] 以及

[0278] b)轻链可变(VL)区，所述轻链可变区包含：

[0279] i.含有SEQ  ID  NO:18的氨基酸序列或由其组成的CDR‑L1；

[0280] ii.含有SEQ  ID  NO:19的氨基酸序列或由其组成的CDR‑L2；和

[0281] iii.含有SEQ  ID  NO:20的氨基酸序列或由其组成的CDR‑L3；

[0282] 或SEQ  ID  NO:15至20中任一个的CDR变体，其中任一个氨基酸已经被改变为另一

个氨基酸，条件是不超过3个氨基酸已经被如此改变，例如其中每个CDR中2或1个氨基酸已

经被如此改变。

[0283] 6.根据前述项中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体是双特异性抗

体。

[0284] 7 .根据前述项中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体选自完整抗

体、Fab片段、F(ab′)2片段、Fab样片段、scFv、单结构域抗体、双抗体和三抗体。

[0285] 8.根据前述项中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体分子是人源化

抗体、嵌合抗体或人工程化抗体。

[0286] 9 .根据前述项中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体能够中和

S100A4的生物活性。

[0287] 10 .根据前述项中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体能够结合

S100A4蛋白的二聚体、寡聚体和/或多聚体形式。

[0288] 11 .根据前述项中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中所述抗体能够抑制由

S100A4介导的T细胞和/或巨噬细胞募集和/或浸润。

[0289] 12.根据前述项中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中用所述抗S100A4抗体

治疗减少纤维化。

[0290] 13.根据项12所述的用于所述用途的抗体，其中用所述抗S100A4抗体治疗减少真

皮厚度、真皮胶原蛋白或羟脯氨酸含量、真皮成肌细胞计数和/或T细胞计数。

[0291] 14.根据前述项中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中将所述抗体经由肠胃
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外施用如皮下、肌内或静脉内施用。

[0292] 15.根据前述项中任一项所述的用于所述用途的抗体，其中将所述抗体与选自以

下的化合物共同施用：血管紧张素转换酶抑制剂、血管紧张素受体阻断剂、硫唑嘌呤、钙通

道阻断剂、环磷酰胺、羟氯喹、霉酚酸酯、甲氨蝶呤、糖皮质激素、磷酸二酯酶‑5抑制剂、内皮

素受体拮抗剂、α阻断剂、类前列腺素、利妥昔单抗、酪氨酸激酶抑制剂如尼达尼布、和托珠

单抗。
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序列表

<110> 艾瑞克斯疗法有限公司

<120>  用于治疗系统性硬化病的抗S100A4抗体

<130>  P5648PC00

<160>  28

<170>  PatentIn  3.5版

<210>  1

<211>  6

<212>  PRT

<213> 人工

<220>

<223> 抗体区

<220>

<221> 尚未归类的特征

<222>  (1) ..(6)

<223>  CDR‑H1  6B12

<400>  1

Asn  Asp  Tyr  Tyr  Trp  Asn

1               5

<210>  2

<211>  16

<212>  PRT

<213> 人工

<220>

<223> 抗体区

<220>

<221> 尚未归类的特征

<222>  (1) ..(16)

<223>  CDR‑H2  6B12

<400>  2

His  Ile  Gly  Tyr  Gly  Gly  Asn  Ile  Asn  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu  Lys  Asn

1               5                   10                  15

<210>  3

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人工

<220>

<223> 抗体区
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<220>

<221> 尚未归类的特征

<222>  (1) ..(11)

<223>  CDR‑H3  6B12

<400>  3

Glu  Ser  Phe  Tyr  Asp  Gly  Tyr  Pro  Phe  Asp  Tyr

1               5                   10

<210>  4

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人工

<220>

<223> 抗体区

<220>

<221> 尚未归类的特征

<222>  (1) ..(11)

<223>  CDR‑L1  6B12

<400>  4

Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Ile  Arg  Asn  Tyr  Leu  Asn

1               5                   10

<210>  5

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人工

<220>

<223> 抗体区

<220>

<221> 尚未归类的特征

<222>  (1) ..(7)

<223>  CDR‑L2  6B12

<400>  5

Tyr  Thr  Ser  Arg  Leu  His  Ser

1               5

<210>  6

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人工

<220>

<223> 抗体区
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<220>

<221> 尚未归类的特征

<222>  (1) ..(9)

<223>  CDR‑L3  6B12

<400>  6

Gln  Gln  Gly  Asn  Ser  Leu  Pro  Arg  Thr

1               5

<210>  7

<211>  138

<212>  PRT

<213> 人工

<220>

<223> 抗体区

<220>

<221> 尚未归类的特征

<222>  (1) ..(138)

<223>  VH区6B12

<400>  7

Met  Lys  Val  Leu  Ser  Leu  Leu  Tyr  Leu  Leu  Thr  Ala  Ile  Pro  Gly  Ile

1               5                   10                  15

Leu  Ser  Asp  Val  Gln  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Lys  Pro

            20                  25                  30

Ser  Gln  Ser  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Ser  Val  Thr  Gly  Asp  Ser  Phe  Thr

        35                  40                  45

Asn  Asp  Tyr  Tyr  Trp  Asn  Trp  Ile  Arg  Gln  Phe  Pro  Gly  Ser  Lys  Leu

    50                  55                  60

Glu  Trp  Met  Gly  His  Ile  Gly  Tyr  Gly  Gly  Asn  Ile  Asn  Tyr  Asn  Pro

65                  70                  75                  80

Ser  Leu  Lys  Asn  Arg  Ile  Ser  Ile  Thr  Arg  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Gln

                85                  90                  95

Phe  Phe  Leu  Arg  Leu  Thr  Ser  Val  Thr  Thr  Glu  Asp  Thr  Ala  Thr  Tyr

            100                 105                 110

Tyr  Cys  Thr  Arg  Glu  Ser  Phe  Tyr  Asp  Gly  Tyr  Pro  Phe  Asp  Tyr  Trp

        115                 120                 125

Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ala

    130                 135

<210>  8

<211>  414

<212>  DNA
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<213> 人工

<220>

<223> 抗体区

<220>

<221> 尚未归类的特征

<222>  (1) ..(414)

<223>  VH区6B12

<400>  8

atgaaagtgt  tgagtctgtt  gtacctgttg  acagccattc  ctggtatcct  gtctgatgta  60

cagcttcagg  agtcaggacc  tggcctcgtg  aaaccttctc  agtctctgtc  tctcacctgc  120

tctgtcactg  gcgactcctt  caccaatgat  tattactgga  actggatccg  gcagtttcca  180

ggaagcaaac  tggaatggat  gggccacata  ggctacggcg  gtaacattaa  ctacaaccca  240

tctctcaaaa  atcgaatctc  catcactcgt  gacacatcta  agaaccaatt  tttcctgagg  300

ttgacttctg  tgactactga  ggacacagct  acatattact  gtacaagaga  gagtttctat  360

gatggttacc  cctttgatta  ctggggccaa  gggactctgg  tcactgtctc  tgca  414

<210>  9

<211>  127

<212>  PRT

<213> 人工

<220>

<223> 抗体区

<220>

<221> 尚未归类的特征

<222>  (1) ..(127)

<223>  VL区6B12

<400>  9

Met  Met  Ser  Ser  Ala  Gln  Phe  Leu  Gly  Leu  Leu  Leu  Leu  Cys  Phe  Gln

1               5                   10                  15

Gly  Thr  Arg  Cys  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Thr  Thr  Ser  Ser  Leu  Ser

            20                  25                  30

Ala  Ser  Leu  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp

        35                  40                  45

Ile  Arg  Asn  Tyr  Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Arg  Pro  Gly  Gly  Thr  Leu

    50                  55                  60

Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Tyr  Thr  Ser  Arg  Leu  His  Ser  Gly  Val  Pro  Ser

65                  70                  75                  80

Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser

                85                  90                  95

Asn  Leu  Glu  Gln  Glu  Asp  Ile  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys  Gln  Gln  Gly  Asn
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            100                 105                 110

Ser  Leu  Pro  Arg  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Lys

        115                 120                 125

<210>  10

<211>  381

<212>  DNA

<213> 人工

<220>

<223> 抗体区

<220>

<221> 尚未归类的特征

<222>  (1) ..(381)

<223>  VL区6B12

<400>  10

atgatgtcct  ctgctcagtt  ccttggtctc  ctgttgctct  gttttcaagg  taccagatgt  60

gatatccaga  tgacacagac  tacatcctcc  ctgtctgcct  ctctgggaga  cagagtcacc  120

atcagttgca  gggcaagtca  ggacattagg  aattatttaa  actggtatca  gcagagacca  180

ggtggaactc  ttaaactcct  gatctactac  acatcaagat  tacactcagg  agtcccatca  240

aggttcagtg  gcagtgggtc  tggaacagat  tattctctca  ccattagtaa  cctggaacaa  300

gaagatattg  ccacttactt  ttgccaacag  ggtaattcgc  ttcctcggac  gttcggtgga  360

ggcaccaagc  tggaaatcaa  a  381

<210>  11

<211>  101

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<400>  11

Met  Ala  Cys  Pro  Leu  Glu  Lys  Ala  Leu  Asp  Val  Met  Val  Ser  Thr  Phe

1               5                   10                  15

His  Lys  Tyr  Ser  Gly  Lys  Glu  Gly  Asp  Lys  Phe  Lys  Leu  Asn  Lys  Ser

            20                  25                  30

Glu  Leu  Lys  Glu  Leu  Leu  Thr  Arg  Glu  Leu  Pro  Ser  Phe  Leu  Gly  Lys

        35                  40                  45

Arg  Thr  Asp  Glu  Ala  Ala  Phe  Gln  Lys  Leu  Met  Ser  Asn  Leu  Asp  Ser

    50                  55                  60

Asn  Arg  Asp  Asn  Glu  Val  Asp  Phe  Gln  Glu  Tyr  Cys  Val  Phe  Leu  Ser

65                  70                  75                  80

Cys  Ile  Ala  Met  Met  Cys  Asn  Glu  Phe  Phe  Glu  Gly  Phe  Pro  Asp  Lys

                85                  90                  95

Gln  Pro  Arg  Lys  Lys
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            100

<210>  12

<211>  24

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<400>  12

Arg  Asp  Asn  Glu  Val  Asp  Phe  Gln  Glu  Tyr  Cys  Val  Phe  Leu  Ser  Cys

1               5                   10                  15

Ile  Ala  Met  Met  Cys  Asn  Glu  Phe

            20

<210>  13

<211>  10

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<400>  13

Glu  Leu  Pro  Ser  Phe  Leu  Gly  Lys  Arg  Thr

1               5                   10

<210>  14

<211>  11

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<400>  14

Glu  Gly  Phe  Pro  Asp  Lys  Gln  Pro  Arg  Lys  Lys

1               5                   10

<210>  15

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人工

<220>

<223> 抗体区

<220>

<221> 尚未归类的特征

<222>  (1) ..(5)

<223>  CDR‑H1  5C3

<400>  15

Glu  Thr  Tyr  Met  His

1               5

<210>  16

<211>  17
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<212>  PRT

<213> 人工

<220>

<223> 抗体区

<220>

<221> 尚未归类的特征

<222>  (1) ..(17)

<223>  CDR‑H2  5C3

<400>  16

Arg  Ile  Asp  Pro  Ala  Asn  Gly  Asn  Thr  Lys  Asp  Asp  Pro  Lys  Phe  Gln

1               5                   10                  15

Gly

<210>  17

<211>  6

<212>  PRT

<213> 人工

<220>

<223> 抗体区

<220>

<221> 尚未归类的特征

<222>  (1) ..(6)

<223>  CDR‑H3  5C3

<400>  17

Ser  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr

1               5

<210>  18

<211>  16

<212>  PRT

<213> 人工

<220>

<223> 抗体区

<220>

<221> 尚未归类的特征

<222>  (1) ..(16)

<223>  CDR‑L1  5C3

<400>  18

Arg  Ser  Ser  Gln  Ser  Ile  Val  His  Ser  Asn  Gly  Asn  Thr  Tyr  Leu  Glu

1               5                   10                  15

<210>  19
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<211>  7

<212>  PRT

<213> 人工

<220>

<223> 抗体区

<220>

<221> 尚未归类的特征

<222>  (1) ..(7)

<223>  CDR‑L2  5C3

<400>  19

Lys  Val  Ser  Asn  Arg  Leu  Ser

1               5

<210>  20

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人工

<220>

<223> 抗体区

<220>

<221> 尚未归类的特征

<222>  (1) ..(9)

<223>  CDR‑L3  5C3

<400>  20

Phe  Gln  Gly  Ser  His  Val  Pro  Phe  Thr

1               5

<210>  21

<211>  115

<212>  PRT

<213> 人工

<220>

<223> 抗体区

<220>

<221> 尚未归类的特征

<222>  (1) ..(115)

<223>  VH区5C3

<400>  21

Glu  Ala  Gln  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Leu  Val  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Leu  Ser  Cys  Thr  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Gln  Glu  Thr
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            20                  25                  30

Tyr  Met  His  Trp  Val  Lys  Gln  Arg  Pro  Glu  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Arg  Ile  Asp  Pro  Ala  Asn  Gly  Asn  Thr  Lys  Asp  Asp  Pro  Lys  Phe

    50                  55                  60

Gln  Gly  Lys  Ala  Ser  Ile  Thr  Val  Asp  Thr  Ser  Ser  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Leu  Ser  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Ser  Ser  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr

            100                 105                 110

Val  Ser  Ser

        115

<210>  22

<211>  345

<212>  PRT

<213> 人工

<220>

<223> 抗体区

<220>

<221> 尚未归类的特征

<222>  (1) ..(345)

<223>  VH区5C3

<400>  22

Gly  Ala  Gly  Gly  Cys  Thr  Cys  Ala  Gly  Cys  Thr  Gly  Cys  Ala  Gly  Cys

1               5                   10                  15

Ala  Gly  Thr  Cys  Thr  Gly  Gly  Gly  Gly  Cys  Ala  Gly  Ala  Gly  Cys  Thr

            20                  25                  30

Thr  Gly  Thr  Gly  Ala  Ala  Gly  Cys  Cys  Ala  Gly  Gly  Gly  Gly  Cys  Cys

        35                  40                  45

Thr  Cys  Thr  Gly  Thr  Cys  Ala  Ala  Gly  Thr  Thr  Gly  Thr  Cys  Cys  Thr

    50                  55                  60

Gly  Cys  Ala  Cys  Ala  Gly  Cys  Cys  Thr  Cys  Thr  Gly  Gly  Cys  Thr  Thr

65                  70                  75                  80

Cys  Ala  Ala  Cys  Ala  Thr  Thr  Cys  Ala  Ala  Gly  Ala  Gly  Ala  Cys  Cys

                85                  90                  95

Thr  Ala  Thr  Ala  Thr  Gly  Cys  Ala  Cys  Thr  Gly  Gly  Gly  Thr  Gly  Ala

            100                 105                 110

Ala  Gly  Cys  Ala  Gly  Ala  Gly  Gly  Cys  Cys  Thr  Gly  Ala  Ala  Cys  Ala
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        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Cys  Cys  Thr  Gly  Gly  Ala  Gly  Thr  Gly  Gly  Ala  Thr  Thr

    130                 135                 140

Gly  Gly  Ala  Ala  Gly  Gly  Ala  Thr  Thr  Gly  Ala  Thr  Cys  Cys  Thr  Gly

145                 150                 155                 160

Cys  Gly  Ala  Ala  Thr  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Thr  Ala  Cys  Cys  Ala  Ala

                165                 170                 175

Ala  Gly  Ala  Thr  Gly  Ala  Cys  Cys  Cys  Gly  Ala  Ala  Gly  Thr  Thr  Cys

            180                 185                 190

Cys  Ala  Gly  Gly  Gly  Cys  Ala  Ala  Gly  Gly  Cys  Cys  Thr  Cys  Thr  Ala

        195                 200                 205

Thr  Ala  Ala  Cys  Ala  Gly  Thr  Ala  Gly  Ala  Cys  Ala  Cys  Ala  Thr  Cys

    210                 215                 220

Cys  Thr  Cys  Cys  Ala  Ala  Cys  Ala  Cys  Ala  Gly  Cys  Cys  Thr  Ala  Cys

225                 230                 235                 240

Cys  Thr  Gly  Cys  Ala  Gly  Cys  Thr  Cys  Ala  Gly  Cys  Ala  Gly  Cys  Cys

                245                 250                 255

Thr  Gly  Ala  Cys  Ala  Thr  Cys  Thr  Gly  Ala  Gly  Gly  Ala  Cys  Ala  Cys

            260                 265                 270

Thr  Gly  Cys  Cys  Gly  Thr  Cys  Thr  Ala  Thr  Thr  Ala  Cys  Thr  Gly  Thr

        275                 280                 285

Gly  Cys  Thr  Thr  Cys  Ala  Ala  Gly  Thr  Thr  Ala  Thr  Gly  Cys  Thr  Ala

    290                 295                 300

Thr  Gly  Gly  Ala  Cys  Thr  Ala  Cys  Thr  Gly  Gly  Gly  Gly  Thr  Cys  Ala

305                 310                 315                 320

Ala  Gly  Gly  Ala  Ala  Cys  Cys  Thr  Cys  Ala  Gly  Thr  Cys  Ala  Cys  Cys

                325                 330                 335

Gly  Thr  Cys  Thr  Cys  Cys  Thr  Cys  Ala

            340                 345

<210>  23

<211>  112

<212>  PRT

<213> 人工

<220>

<223> 抗体区

<220>

<221> 尚未归类的特征

<222>  (1) ..(112)

<223>  VL区5C3
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<400>  23

Asp  Val  Leu  Met  Thr  Gln  Thr  Pro  Leu  Ser  Leu  Pro  Val  Ser  Leu  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Gln  Ala  Ser  Ile  Ser  Cys  Arg  Ser  Ser  Gln  Ser  Ile  Val  His  Ser

            20                  25                  30

Asn  Gly  Asn  Thr  Tyr  Leu  Glu  Trp  Tyr  Leu  Gln  Lys  Thr  Gly  Gln  Ser

        35                  40                  45

Pro  Glu  Leu  Leu  Ile  Tyr  Lys  Val  Ser  Asn  Arg  Leu  Ser  Gly  Val  Pro

    50                  55                  60

Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Lys  Ile

65                  70                  75                  80

Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Glu  Asp  Leu  Gly  Val  Tyr  Tyr  Cys  Phe  Gln  Gly

                85                  90                  95

Ser  His  Val  Pro  Phe  Thr  Phe  Gly  Ser  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Lys

            100                 105                 110

<210>  24

<211>  336

<212>  PRT

<213> 人工

<220>

<223> 抗体区

<220>

<221> 尚未归类的特征

<222>  (1) ..(336)

<223>  VL区5C3

<400>  24

Gly  Ala  Thr  Gly  Thr  Thr  Thr  Thr  Gly  Ala  Thr  Gly  Ala  Cys  Cys  Cys

1               5                   10                  15

Ala  Ala  Ala  Cys  Thr  Cys  Cys  Ala  Cys  Thr  Cys  Thr  Cys  Cys  Cys  Thr

            20                  25                  30

Gly  Cys  Cys  Thr  Gly  Thr  Cys  Ala  Gly  Thr  Cys  Thr  Thr  Gly  Gly  Ala

        35                  40                  45

Gly  Ala  Thr  Cys  Ala  Ala  Gly  Cys  Cys  Thr  Cys  Cys  Ala  Thr  Cys  Thr

    50                  55                  60

Cys  Thr  Thr  Gly  Cys  Ala  Gly  Ala  Thr  Cys  Thr  Ala  Gly  Thr  Cys  Ala

65                  70                  75                  80

Gly  Ala  Gly  Thr  Ala  Thr  Thr  Gly  Thr  Ala  Cys  Ala  Thr  Ala  Gly  Thr

                85                  90                  95

Ala  Ala  Thr  Gly  Gly  Ala  Ala  Ala  Cys  Ala  Cys  Cys  Thr  Ala  Thr  Thr
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            100                 105                 110

Thr  Ala  Gly  Ala  Ala  Thr  Gly  Gly  Thr  Ala  Cys  Cys  Thr  Gly  Cys  Ala

        115                 120                 125

Gly  Ala  Ala  Ala  Ala  Cys  Ala  Gly  Gly  Cys  Cys  Ala  Gly  Thr  Cys  Thr

    130                 135                 140

Cys  Cys  Ala  Gly  Ala  Gly  Cys  Thr  Cys  Cys  Thr  Gly  Ala  Thr  Cys  Thr

145                 150                 155                 160

Ala  Cys  Ala  Ala  Ala  Gly  Thr  Thr  Thr  Cys  Cys  Ala  Ala  Cys  Cys  Gly

                165                 170                 175

Ala  Cys  Thr  Cys  Thr  Cys  Thr  Gly  Gly  Gly  Gly  Thr  Cys  Cys  Cys  Ala

            180                 185                 190

Gly  Ala  Cys  Ala  Gly  Gly  Thr  Thr  Cys  Ala  Gly  Thr  Gly  Gly  Cys  Ala

        195                 200                 205

Gly  Thr  Gly  Gly  Ala  Thr  Cys  Ala  Gly  Gly  Gly  Ala  Cys  Ala  Gly  Ala

    210                 215                 220

Thr  Thr  Thr  Cys  Ala  Cys  Ala  Cys  Thr  Cys  Ala  Ala  Gly  Ala  Thr  Cys

225                 230                 235                 240

Ala  Gly  Cys  Ala  Gly  Ala  Gly  Thr  Gly  Gly  Ala  Gly  Gly  Cys  Thr  Gly

                245                 250                 255

Ala  Gly  Gly  Ala  Thr  Cys  Thr  Gly  Gly  Gly  Ala  Gly  Thr  Thr  Thr  Ala

            260                 265                 270

Thr  Thr  Ala  Cys  Thr  Gly  Cys  Thr  Thr  Thr  Cys  Ala  Ala  Gly  Gly  Thr

        275                 280                 285

Thr  Cys  Ala  Cys  Ala  Thr  Gly  Thr  Thr  Cys  Cys  Ala  Thr  Thr  Cys  Ala

    290                 295                 300

Cys  Gly  Thr  Thr  Cys  Gly  Gly  Cys  Thr  Cys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ala  Cys

305                 310                 315                 320

Ala  Ala  Ala  Gly  Thr  Thr  Gly  Gly  Ala  Ala  Ala  Thr  Ala  Ala  Ala  Ala

                325                 330                 335

<210>  25

<211>  446

<212>  PRT

<213> 人工

<220>

<223>  重链

<220>

<221> 尚未归类的特征

<222>  (1) ..(446)

<223>  AX‑202完整重链
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<400>  25

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Ser  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Asp  Ser  Phe  Thr  Asn  Asp

            20                  25                  30

Tyr  Tyr  Trp  Asn  Trp  Ile  Arg  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp

        35                  40                  45

Ile  Gly  His  Ile  Gly  Tyr  Gly  Gly  Asn  Ile  Asn  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu

    50                  55                  60

Lys  Asn  Arg  Leu  Ser  Met  Ser  Arg  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Gln  Phe  Ser

65                  70                  75                  80

Leu  Lys  Leu  Ser  Ser  Val  Thr  Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Thr  Arg  Glu  Ser  Phe  Tyr  Asp  Gly  Tyr  Pro  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val

        115                 120                 125

Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Cys  Ser  Arg  Ser  Thr  Ser  Glu  Ser  Thr  Ala  Ala

    130                 135                 140

Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser

145                 150                 155                 160

Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val

                165                 170                 175

Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro

            180                 185                 190

Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Lys  Thr  Tyr  Thr  Cys  Asn  Val  Asp  His  Lys

        195                 200                 205

Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Arg  Val  Glu  Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro

    210                 215                 220

Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Phe  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val

225                 230                 235                 240

Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr

                245                 250                 255

Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  Gln  Glu  Asp  Pro  Glu

            260                 265                 270

Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys

        275                 280                 285

Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Phe  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser

    290                 295                 300
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Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys

305                 310                 315                 320

Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser  Ser  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile

                325                 330                 335

Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro

            340                 345                 350

Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu

        355                 360                 365

Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn

    370                 375                 380

Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser

385                 390                 395                 400

Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg

                405                 410                 415

Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu

            420                 425                 430

His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Leu  Gly

        435                 440                 445

<210>  26

<211>  214

<212>  PRT

<213> 人工

<220>

<223> 轻链

<220>

<221> 尚未归类的特征

<222>  (1) ..(214)

<223>  AX‑202完整轻链

<400>  26

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Ile  Arg  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Leu  Lys  Leu  Leu  Leu

        35                  40                  45

Tyr  Tyr  Thr  Ser  Arg  Leu  His  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80
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Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Gly  Asn  Ser  Leu  Pro  Arg

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Arg  Thr  Val  Ala  Ala

            100                 105                 110

Pro  Ser  Val  Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser  Asp  Glu  Gln  Leu  Lys  Ser  Gly

        115                 120                 125

Thr  Ala  Ser  Val  Val  Cys  Leu  Leu  Asn  Asn  Phe  Tyr  Pro  Arg  Glu  Ala

    130                 135                 140

Lys  Val  Gln  Trp  Lys  Val  Asp  Asn  Ala  Leu  Gln  Ser  Gly  Asn  Ser  Gln

145                 150                 155                 160

Glu  Ser  Val  Thr  Glu  Gln  Asp  Ser  Lys  Asp  Ser  Thr  Tyr  Ser  Leu  Ser

                165                 170                 175

Ser  Thr  Leu  Thr  Leu  Ser  Lys  Ala  Asp  Tyr  Glu  Lys  His  Lys  Val  Tyr

            180                 185                 190

Ala  Cys  Glu  Val  Thr  His  Gln  Gly  Leu  Ser  Ser  Pro  Val  Thr  Lys  Ser

        195                 200                 205

Phe  Asn  Arg  Gly  Glu  Cys

    210

<210>  27

<211>  326

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<400>  27

Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Cys  Ser  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Thr  Ser  Glu  Ser  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr

            20                  25                  30

Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser

        35                  40                  45

Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser

    50                  55                  60

Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Lys  Thr

65                  70                  75                  80

Tyr  Thr  Cys  Asn  Val  Asp  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys

                85                  90                  95

Arg  Val  Glu  Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro  Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro

            100                 105                 110

Glu  Phe  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys

        115                 120                 125
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Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val

    130                 135                 140

Asp  Val  Ser  Gln  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp

145                 150                 155                 160

Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Phe

                165                 170                 175

Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp

            180                 185                 190

Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Gly  Leu

        195                 200                 205

Pro  Ser  Ser  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg

    210                 215                 220

Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys

225                 230                 235                 240

Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp

                245                 250                 255

Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys

            260                 265                 270

Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser

        275                 280                 285

Arg  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser

    290                 295                 300

Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser

305                 310                 315                 320

Leu  Ser  Leu  Ser  Leu  Gly

                325

<210>  28

<211>  107

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<400>  28

Arg  Thr  Val  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser  Asp  Glu

1               5                   10                  15

Gln  Leu  Lys  Ser  Gly  Thr  Ala  Ser  Val  Val  Cys  Leu  Leu  Asn  Asn  Phe

            20                  25                  30

Tyr  Pro  Arg  Glu  Ala  Lys  Val  Gln  Trp  Lys  Val  Asp  Asn  Ala  Leu  Gln

        35                  40                  45

Ser  Gly  Asn  Ser  Gln  Glu  Ser  Val  Thr  Glu  Gln  Asp  Ser  Lys  Asp  Ser

    50                  55                  60
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Thr  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Thr  Leu  Thr  Leu  Ser  Lys  Ala  Asp  Tyr  Glu

65                  70                  75                  80

Lys  His  Lys  Val  Tyr  Ala  Cys  Glu  Val  Thr  His  Gln  Gly  Leu  Ser  Ser

                85                  90                  95

Pro  Val  Thr  Lys  Ser  Phe  Asn  Arg  Gly  Glu  Cys

            100                 105
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图1
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图2
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图3
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图4
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图5
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图6
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图7
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图8
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图9
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图10A
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图10B
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图10C
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图10D

说　明　书　附　图 13/26 页

57

CN 115867355 A

57



图10E
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图11A
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图11B
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图11C
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图11D
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图12A
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图12B
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图12C
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图12D
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图13A
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图13B
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图13C
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