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1.特异地结合到前列腺特异性膜抗原(PSMA)的抗体或其抗原结合抗体片段，所述抗体

或抗原结合抗体片段包含：

轻链区域，其包含三个轻链互补决定区(LCDR)：LCDR1、LCDR2和LCDR3，其中所述LCDR1

的序列是SEQ  ID  NO：9，所述LCDR2的序列是SEQ  ID  NO：13或41，且所述LCDR3的序列是SEQ 

ID  NO：17；和

重链区域，其包含三个重链互补决定区(HCDR)：HCDR1、HCDR2和HCDR3，其中所述HCDR1

的序列是SEQ  ID  NO：25或45，所述HCDR2的序列是SEQ  ID  NO：29，且所述HCDR3的序列是SEQ 

ID  NO：33或49。

2.权利要求1的抗体或抗体片段，其中所述轻链区域包含SEQ  ID  NO：5、7、11、15、19、

39、43、61、63、65、67和69中的一个或多个。

3.权利要求1的抗体或片段，其中所述重链区域包含21、23、27、31、35、47、51、53、55、

57、59和68中的一个或多个。

4.权利要求1的抗体或片段，其中所述抗体或片段包含SEQ  ID  NO:3和37中的一个或多

个。

5.权利要求1的抗体或片段，其中所述抗体或其片段的亚型为：IgGl、IgG2、IgG3、IgG4、

IgM、IgAl、IgA2、IgAsec、IgD、或IgE；或者所述抗体或其片段具有IgGl、IgG2、IgG3、IgG4、

IgM、IgAl、IgA2、IgAsec、IgA或IgE的免疫球蛋白恒定域。

6.权利要求1的抗体或片段，其中所述抗体或抗体片段是人源化抗体。

7.权利要求1的抗体或片段，其中所述抗体或抗体片段是人抗体或嵌合抗体。

8.权利要求1的抗体或片段，其中所述抗体或片段与细胞毒剂偶联。

9.权利要求1的抗体或片段，其中所述抗体或片段与药物偶联。

10.权利要求1的抗体或片段，其中所述抗体或片段与生长抑制剂偶联。

11.权利要求1的抗体或片段，其中所述抗体或片段与毒素偶联。

12.权利要求1的抗体或片段，其中所述抗体或片段与放射性同位素偶联。

13.权利要求1的抗体或片段，其中所述抗体或片段与纳米颗粒偶联。

14.多特异性抗体，其结合相同或不同抗原上的两个或更多个不同表位，其中所述表位

之一在人前列腺特异性膜抗原(PSMA)上，并且所述多特异性抗体包含权利要求1的抗体或

片段的所述轻链区域和重链区域。

15.分离的嵌合抗原受体(CAR)，其中所述CAR包含权利要求1的抗体或片段、跨膜域和

包含一个或多个刺激域的细胞内信号传导域。

16.分离的核酸分子，其编码权利要求1‑13中任一项的抗体或片段或权利要求14的多

特异性抗体或权利要求15的CAR。

17.载体，其包含权利要求16的核酸分子。

18.培养的宿主细胞，其包含权利要求17的载体。

19.组合物，其包含权利要求1‑13中任一项的抗体或片段，权利要求15的CAR，权利要求

16的核酸分子，权利要求17的载体或权利要求18的宿主细胞。

20.权利要求19的组合物，其是还包含药学可接受载体的药物组合物。

21.权利要求19的组合物在制造用于治疗患有与PSMA表达相关的疾病的受试者的药物

的用途。
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22.权利要求1‑13中任一项的抗体或片段在制造用于诊断哺乳动物中与PSMA表达相关

的疾病存在的方法的试剂的用途，所述方法包括用所述抗体或片段对从所述哺乳动物分离

的组织样品取样，由此所述抗体或片段对所述组织样品的特异性结合指示所述哺乳动物中

与PSMA表达相关的疾病的存在。

23.权利要求1‑13中任一项的抗体或片段在制造用于在受试者中成像与PSMA表达相关

的疾病的试剂的用途。

24.权利要求23的用途，其中所述抗体或抗体片段与试剂可操作连接，其中所述试剂是

可光活化的试剂。

25.权利要求23的用途，其中所述抗体或抗体片段与试剂可操作连接，其中所述试剂是

荧光团或放射性同位素。

26.权利要求23的用途，其中所述抗体或抗体片段与试剂可操作连接，其中所述试剂是

生物发光蛋白或生物发光肽。

27.权利要求23的用途，其中所述抗体或抗体片段与试剂可操作连接，其中所述试剂是

荧光标签。

28.权利要求23的用途，其中所述抗体或抗体片段与试剂可操作连接，其中所述试剂是

荧光蛋白或荧光肽。

29.权利要求23的用途，其中所述抗体或抗体片段与试剂可操作连接，其中所述试剂是

成像造影剂。

30.权利要求23的用途，其中所述抗体或抗体片段与试剂可操作连接，其中所述试剂是

酶。

31.权利要求23的用途，其中所述抗体或抗体片段与试剂可操作连接，其中所述试剂是

用于核磁共振成像的自旋标记物。

32.权利要求23的用途，其中所述抗体或抗体片段与试剂可操作连接，其中所述试剂是

纳米颗粒。
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抗PSMA抗体及其用途

[0001] 对相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2016年4月13日提交的美国临时申请No.62/321975的优先权。本申请

的内容通过引用完整并入本文。

[0003] 发明背景

[0004] 显示了14％的男性在其一生中诊断出患有前列腺癌；2012年已诊断出多达280万

例前列腺癌，死亡率为每10万人21.4人。然而，目前的方法，例如手术、放射疗法、化学疗法

和雄激素剥夺疗法，对那些晚期癌症具有有限的效果。迄今为止，根治性手术仍是前列腺癌

的主要治疗方法。因此，新兴的精准医学，特别是基于肿瘤靶向抗体的精确医学，有望改善

前列腺治疗的结果。

[0005] 前列腺特异性膜抗原(PSMA)已被确认为前列腺上皮细胞的特异性标志物

(Horoszewicz,J.S.et  al.(1987)Anticancer  Res,7(5B):927‑35；Israeli,R.S.,et  al.

(1993)Cancer  Res,53(2):227‑30；Israeli,R.S.,et  al.(1994)Cancer  Res,54(7):1807‑

11；Wright,G.L.,Jr.,et  al.(1995)Urol  Oncol,1(1):18‑28；Troyer,J.K.et  al.(1995)

Int  J  Cancer,62(5):552‑8；Sokoloff,R.L.,et  al.(2000)Prostate,43(2):150‑7)，为前

列腺癌靶向精准医学的发展奠定了基础。组织学研究表明几乎所有前列腺癌都表达PSMA

(Bostwick,D.G.,et  al.(1998)Cancer,82(11):2256‑61；Kusumi,T.,et  al.(2008)Pathol 

Int,58(11):687‑94；Mannweiler,S.,et  al.(2009)Pathol  Oncol  Res ,15(2):167‑72；

Ananias,H.J.,et  al.(2009)Prostate,69(10):1101‑8)，并且具有较高恶性，或转移或对

雄激素剥夺疗法具有抗性的癌症通常表达高得多的PSMA(Ananias ,H .J .,et  al .(2009)

Prostate ,69(10):1101‑8；Wright ,G .L .,Jr .,et  al .(1995)Urol  Oncol ,1(1):18‑28；

Wright ,G .L .,Jr .,et  al .(1996)Urology ,48(2):326‑34；Sweat ,S .D .,et  al .(1998)

Urology,52(4):637‑40)。尽管PSMA被认为是前列腺特异性标志物，但后来的研究表明肠细

胞、肾近端小管和唾液腺也表达低水平的PSMA(Troyer,J.K.et  al.(1995)Int  J  Cancer,

62(5) :552‑8)。值得注意的是，正常组织中的PSMA表达水平比肿瘤低100‑1000倍

(Sokoloff,R.L.,et  al.(2000)Prostate,43(2):150‑7)，并且这些正常组织通常不容易接

近循环抗体(Troyer,J.K.et  al.(1995)Int  J  Cancer,62(5):552‑8)，其进一步确保PSMA

靶向成像和疗法的安全性。

[0006] PSMA是谷氨酸羧肽酶(Pinto,J.T.,et  al.(1996)Clin  Cancer  Res,2(9):1445‑

51)，并且其在前列腺癌中的功能尚不清楚。然而，揭示高PSMA表达与癌症的高浸润有关。因

此，PSMA靶向成像和治疗将显著改善前列腺癌的诊断和治疗结果。除前列腺外，PSMA在许多

实体瘤中也在新血管系统中高度表达，而在正常血管中不存在(Sokoloff ,R .L .,et  al .

(2000)Prostate,43(2):150‑7)。因此，PSMA不仅是前列腺癌的理想标志物，也是其他实体

瘤的新血管系统靶向治疗的理想标志物。

[0007] 抗体是肿瘤靶向的最有效工具，因为它们可以特异性识别肿瘤细胞上表达的肿瘤

相关或肿瘤特异性抗原，这为基于抗体的精准医学开辟了道路，所述基于抗体的精准医学

包括肿瘤靶向成像和治疗，如用于早期肿瘤检测的光学、PET、SPECT或MRI成像、抗体药物缀
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合物和放射疗法、用于癌症治疗的嵌合抗原受体T细胞或NK细胞疗法。不幸的是，目前市场

上还没有PSMA抗体。

[0008] 因此，本领域需要用于治疗癌症的靶向PSMA的组合物和方法。本发明满足了这种

未满足的需求。

[0009] 附图简述

[0010] 当结合附图阅读时，将更好地理解本发明的优选实施方案的以下详细描述。出于

例示本发明的目的，在附图中显示了目前优选的实施方案。然而，应当理解，本发明不限于

附图中所示实施方案的精确布置和手段。

[0011] 图1是显示gy1  scFv特异性结合PSMA+细胞的图。使用流式细胞术在LNCap  FGC细

胞上研究PSMA上的ScFv  gy1结合。简言之，用维尔烯(versene)溶液分离LNCap  FGC细胞，用

PBS清洗，并且与含有gy1的酵母上清液在冰上温育1小时，所述酵母上清液用FACS缓冲液稀

释3倍。用冷PBS清洗细胞三次，然后在冰上与FACS缓冲液中的1:200稀释的抗‑V5‑Alexa647

在黑暗中温育1小时。通过用冷PBS清洗三次除去未结合的抗V5‑Alexa647，然后将细胞重悬

于含有8μl  via‑probe(BD  biosciences)的300μlFACS中。使用流式细胞术检测在LNCap 

FGC细胞上的Gy1结合，其中仅对活细胞进行门控和分析。流式细胞术对照包括：(1)未染色

的细胞；和(2)用抗V5‑Alexa647染色的细胞。实线灰色线表示未染色的细胞；黑色虚线表示

抗V5‑Alexa647染色的细胞；而黑色实线表示用gy1  scFv，然后用抗V5‑Alexa647染色的细

胞。

[0012] 图2描绘了实验结果，证明gy1  scFv在LnCap细胞上的抗原结合后显著内化。将

LnCap  FGC细胞接种在两个48孔板中。次日，将100μl含有gy1  scFv的酵母上清液在室温在

200μl体积(100μl上清液加100μl细胞培养基)中与4μl抗V5‑Alexa467预温育1小时。然后，

用培养基清洗细胞一次，并且与200μl含有gy1的培养基(100μl新鲜培养基加100μl预温育

的gy1‑染料培养基)分别于37℃和4℃在黑暗中温育1小时。作为对照，对于这两种温度，还

将细胞与相同浓度的抗‑V5‑Alexa467一起温育。用冷PBS清洗两次后，将200μl胰蛋白酶加

入孔中以在室温消化细胞表面蛋白30分钟。然后，向每个孔中加入500μl培养基以停止胰蛋

白酶处理，并将细胞清洗两次，然后悬浮在含有via‑probe的FACS缓冲液中用于流式细胞术

分析。左图代表4℃温育细胞，并且右图代表37℃温育细胞。灰色实线代表仅用普通培养基

温育的细胞；黑色虚线表示用抗V5‑Alexa647温育的细胞；而黑色实线代表用预先形成的

gy1‑抗V5‑Alexa647复合物温育的细胞。

[0013] 图3描绘了测量gy1  scFv亲和力的实验结果。使用捕获ELISA测量Gy1  scFv亲和

力。简言之，将抗Flag抗体(Sigma)在ELISA板上于4℃在PBS中包被过夜。将板清洗并用

PBSTM封闭，并与一式三份3倍连续稀释的gy1  scFv一起温育。然后清洗平板并与生物素化

的PSMA一起温育，并用链霉抗生物素蛋白‑HRP检测结合，并使用TMB，然后使用停止缓冲液

通过比色显色分析。测量OD  450的吸光度，并使用GraphPad  Prism软件计算亲和力。

[0014] 图4，包括图4A至图4C，描绘了在大肠杆菌中gy1  scFv表达的实验结果。用0.05mM 

IPTG在30℃诱导4小时，使用载体pET302在大肠杆菌BL21中表达gy1  scFv。使用超声波仪裂

解大肠杆菌细胞，并使用HisTrp  HP柱纯化gy1蛋白。图4A：SDS‑PAGE显示诱导的大肠杆菌中

可溶性gy1的表达。泳道1：标志物；泳道2：未诱导的全细胞裂解；泳道3‑5：诱导的细胞裂解，

全细胞(3)，上清液(4)和沉淀(5)。图4B：SDS‑PAGE显示纯化的gy1蛋白。泳道1：标志物；泳道
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2：未诱导的细胞裂解上清液；泳道3：诱导的细胞裂解的上清液；和泳道4：纯化的gy1  scFv。

图4C：Western印迹分析通过抗His6Ab证实纯化的gy1重组蛋白。泳道1：未诱导的细胞裂解

上清液；泳道2：诱导的细胞裂解的上清液；和泳道3：纯化的gy1  scFv。

[0015] 图5描绘了证明大肠杆菌表达的gy1  scFv特异性结合PSMA+细胞的实验结果。使用

流式细胞术研究大肠杆菌表达的gy1  scFv对PMSA阳性和阴性细胞的结合。用维尔烯溶液分

离前列腺癌细胞LNCaP、C4‑2、PC3‑PSMA+和PC3‑PSMA‑细胞，并与100nM  gy1或对照scFv 

NCP1在4℃温育30分钟，然后清洗，并且与缀合有FITC的小鼠抗6His  IgG(AbD  Serotec；

Bio‑Rad)在4℃的黑暗中温育30分钟。然后，清洗细胞并通过流式细胞术分析。平行地，通过

缀合有PE的商业抗PSMA单克隆抗体检测PSMA蛋白表达。

[0016] 图6描绘了通过细胞ELISA再保证大肠杆菌表达的gy1  scFv的亲和力的实验结果。

在PSMA阳性细胞系C4‑2上测量大肠杆菌表达的gy1  scFv的亲和力。简言之，在96孔板中培

养的C4‑2用4％多聚甲醛固定，依次用3％H2O2和6％牛血清白蛋白封闭。然后，将细胞与三倍

连续稀释的gy1和对照scFvNCP1一起温育，从8100nM降至0.005nM，在37℃下温育1小时。用

缀合有HRP的小鼠抗‑6His检测细胞结合，并通过TMB显色并通过停止缓冲液停止比色信号。

使用GraphPad  Prism  5.0软件，使用450nm处的吸光度计算gy1亲和力。

[0017] 图7描述了证明gy1  scFv能够在抗原结合时内化的实验结果。在前列腺癌细胞即

LnCap、C4‑2、PC3‑PSMA+和PC3‑PSMA‑上研究抗原结合后的Gy1内化。将在50％汇合的盖玻片

上生长的细胞与200nM  gy1或NCP1在37℃温育2小时。清洗细胞，用4％多聚甲醛固定，通过

缀合有FITC的小鼠抗‑6His  IgG检测内化的gy1。细胞核用DAPI染色。在共聚焦成像系统下

观察到内化。

[0018] 图8，包括图8A和图8B，描绘了可视化gy1的细胞内运输的实验结果。图8A：将C4‑2

细胞与gy1  scFv一起温育4小时，然后用抗6His  IgG和缀合有FITC的二抗检测。使用内体、

溶酶体、ER和高尔基体和DAPI(蓝色)的不同细胞器标志物(RFP标记的，红色)来共染色细胞

器和细胞核。图8B：进一步研究gy1和高尔基体和ER的标志物的共定位达1小时、2小时、4小

时和6小时的不同温育期时间。

[0019] 图9描绘了使用PC3‑PSMA+/PC3‑PSMA‑小鼠模型的验证实验的结果。使用表达萤光

素酶的PC3‑PSMA+和PC3‑PSMA‑细胞建立PSMA阳性和阴性异种移植裸鼠模型。通过在每只小

鼠的右臀部皮下注射0.1mL  PBS中的5×106个表达萤火虫萤光素酶的PC3‑PSMA+或PC3‑

PSMA‑细胞来开发异种移植肿瘤模型。接种后2周，分离肿瘤组织并进行H&E和免疫组织化学

染色以检查组织形态和PSMA表达水平。

[0020] 图10描绘了证明IRDye800cw标记不损害gy1的PSMA结合的实验结果。使用未标记

的gy1作为阳性对照，在PC3‑PSMA+细胞上评估红外染料IRDye800cw标记的gy1  scFv的结合

亲和力。结果表明染料标记不损害gy1的PSMA结合。

[0021] 图11描绘了评估gy1  scFv在前列腺肿瘤模型中的动态生物分布的实验结果。在尾

静脉注射0.2μmol/kg  IRDye800cw标记的gy1  scFv后，使用Xenogen  IVIS动力学成像系统

在745nm的激发波长研究gy1  scFv在PC3‑PSMA+/PC3‑PSMA‑异种移植裸鼠中的动态分布。获

得生物发光成像(BLI)以鉴定前列腺肿瘤组织(左)。在每组的相同小鼠中的指定时间点监

测IRDye800cw标记的gy1的分布。显示了代表性的结果。

[0022] 图12描绘了gy1  scFv的体内PSMA靶向。在注射后6小时，gy1  scFv显示最佳的肿瘤
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定位信号。本文显示了两组具有PSMA阳性或阴性肿瘤的小鼠。

[0023] 图13，包括图13A和图13B，描绘了在静脉内注射后12小时评估小鼠器官中gy1 

scFv生物分布的实验结果。图13A：注射后12小时，处死小鼠并收获组织和器官。使用

Xenogen  IVIS动力学成像系统分析IRDye800cw标记的gy1在不同小鼠器官中的生物分布。

1，脑；2；肺；3，心脏；4，肝；5，脾；6，肾；7，小肠；8，骨；9，PC3‑PSMA+或PC3‑PSMA‑肿瘤组织；10，

肌肉。图13B：使用通过IVIS软件测量的肿瘤和不同器官中的IRDye800cw信号强度来研究不

同器官的荧光定量。棒，平均值；误差棒，SD；n＝5；**P<0.01。

[0024] 图14，包括图14A和图14B，描绘了测量PSMAb表达和亲和力的实验结果。图14A：纯

化的PSMAb的SDS‑GAGE。泳道1：抗体纯化前的CHO细胞上清液；泳道2：变性的纯化的PSMAb；

泳道3：未变性的纯化的PSMAb。图14B：PSMAb的亲和力测量。在PSMA阳性细胞系C4‑2上测量

PSMAb亲和力。简言之，在96孔板中培养的C4‑2用4％多聚甲醛固定，依次用3％H2O2和6％牛

血清白蛋白封闭。然后，将细胞与三倍连续稀释的PSMAb一起温育，从100nM下降至0.19pM，

在37℃温育1小时。用缀合有HRP的小鼠抗人IgG  Fc  Ab检测细胞结合，并通过TMB显色并通

过停止缓冲液终止比色信号。使用GraphPad  Prism  5.0软件，使用450nm处的吸光度计算亲

和力。

[0025] 图15描绘了证明PSMAb特异性结合PSMA+细胞系的实验结果。使用流式细胞术研究

PSMAb在PSMA阳性和阴性细胞上的结合。上排：阴性对照IgG(灰色)；PSMAb(黑色)；下排：阴

性对照IgG(灰色)；阳性对照抗体LNI‑17(黑色)。

[0026] 图16描绘了实验结果，证明PC3‑PSMA+细胞上的PSMAb结合被重组PSMA蛋白阻断。

将浓度2nM的PSMAb分别与0、2、6和10nM重组PSMA或10nM对照蛋白BSA在室温预温育2小时，

然后与PC3‑PSMA+细胞一起温育。通过流式细胞术研究对PCMA‑PSMA+细胞上PSMAb结合的阻

断效果。阴性对照：灰色实线；PSMAb  2nM：黑色实线；PSMAb  2nM被10nM  BSA阻断：灰色虚线；

PSMAb  2nM被2nM  PSMA阻断：黑色点线；PSMAb  2nM被6nM  PSMA阻断：黑色虚线；PSMAb  2nM被

10nM  PSMA阻断：灰色虚线。

[0027] 图17，包括图17A至图17D，描绘了检查PSMAb的PSMA特异性内化的实验结果。在前

列腺癌细胞，即C4‑2(图17A)、PC‑3(图17B)、LnCap(图17C)和DU‑145(图17D)细胞上研究

PSMAb内化。将50％汇合的盖玻片上生长的细胞与200nM  PSMAb或对照人IgG1在37℃温育2

小时。清洗细胞，用4％多聚甲醛固定，并通过缀合有FITC的抗人IgG  Fc抗体检测内化的

PSMAb。细胞核用DAPI染色。在共聚焦成像系统下观察到内化。

[0028] 图18，包括图18A至图18C，描绘了研究PSMAb的体内PSMA靶向的实验结果。使用

IRDye800CW标记的PSMAb研究肿瘤靶向的效率和PSMAb的术中光学成像的潜力。将50μg标记

的PSMAb/小鼠尾静脉注射到PC3‑PSMA+(图18A)或PC3‑PSMA‑(图18B)异种移植物模型中，并

且使用Xenogen  IVIS动力学成像系统监测4小时、24小时、30小时、48小时、54小时、102小

时，126小时和174小时时的PSMAb的生物分布。在图18C中显示了注射后48小时各组中4只小

鼠的图像。体内光学成像显示PSMAb在整个身体内迅速扩散，并且可以在注射后24小时起在

肿瘤组织中检测到，然后逐渐从体内清除，而特异性保留在PSMA+肿瘤而非PSMA‑肿瘤处。

[0029] 图19是描绘SMCC‑DM1的示意图。

[0030] 图20是描绘MC‑VC‑PAB‑MMAE和MC‑VC‑PAB‑MMAE的一组示意图。

[0031] 图21描绘了证明PSMAb‑ADC仍然在PSMA+细胞上有效结合的实验结果。使用流式细
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胞术在PC‑3(上部)和C4‑2细胞(下部)上研究具有DM1、MMAE或MMAF的PSMAb缀合物的PSMA特

异性结合。

[0032] 图22，包括图22A和图22B，描绘了证明PSMA+ADC被PSMA+细胞有效吸收的实验结

果。在PC‑3(图22A)和C4‑2细胞(图22B)上研究具有DM1的PSMAb缀合物的PSMA特异性内化。

将50％汇合的盖玻片上生长的细胞与200nM  PSMAb‑ADC或对照人IgG1‑ADC在37℃温育2小

时。清洗细胞，用4％多聚甲醛固定，并通过缀合有FITC的抗人IgG  Fc抗体检测内化的

PSMAb。细胞核用DAPI染色。在共聚焦成像系统下观察到内化。

[0033] 图23，包括图23A至图23C，描绘了评估PSMAb  ADC的PSMA特异性细胞毒性的实验结

果。在PSMA‑细胞系PC‑3和PSMA+细胞系C4‑2上评估基于PSMAb的ADC的细胞毒性。简言之，将

C4‑2和PC‑3细胞接种在含有10％FBS，2000个细胞/200mL/孔的DMEM培养基中的96孔板中。

次日，细胞密度为约20‑30％，并且将培养基更换为以333 .33nM ,133 .33nM ,66 .67nM ,

33.33nM,6.67nM,3.33nM,0.67nM,0.33nM,0.067nM,0.0067nM,0.00067nM和0.000067nM含

有PSMAb‑DM1、PSMAb‑MMAE或PSMAb‑MMAF的新鲜培养基，每种浓度一式三份。每天更换培养

基，每个孔的药物浓度相同。温育4天后，使用alamarBlue试剂盒按照制造方案评估细胞存

活力。在C4‑2细胞上计算的PSMAb‑DM1(图23A)、PSMAb‑MMAE(图23B)和PSMAb‑MMAF(图23C)

的IC50分别为0.12nM、0.59nM和0.92nM。

[0034] 图24，包括图24A至图24R，描绘了证明PSMAb  ADC特异性诱导PSMA阳性细胞凋亡的

实验结果。将PC‑3和C4‑2细胞以2×105/2ml培养基/孔的密度接种在6孔板中并培养过夜。

次日，更换培养基并将细胞与2ml培养基中50μg/ml,20μg/ml,10μg/ml,5μg/ml,1μg/ml,0.5

μg/ml ,0 .01μg/ml ,and  0 .001μg/ml浓度的PSMAb‑ADC一起温育。浓度50mg/ml的人IgG和

PSMAb用作对照。温育48小时后，将细胞用胰蛋白酶处理并用PBS清洗两次，并用膜联蛋白‑

V/PI染色，并使用流式细胞术检测凋亡。具有膜联蛋白‑V(+)/PI(‑)的信号表明早期凋亡和

双阳性染色，即膜联蛋白‑V(+)/PI(+)，表明晚期凋亡。总凋亡是早期和晚期凋亡的总和。

C4‑2(图24A–图24C,图24G–图24I,图24M–图24O)和PC‑3(图24D–图24F,图24J–图24L,图

24P–图24R)细胞上PSMAb‑DM1(图24A–图24F) ,PSMAb‑MMAE(图24G图24L)和PSMAb‑MMAF(图

24M–图24R)的结果在流式细胞术数据和计算的总凋亡(图24B，图24E，图24H，图24K，图24N

和图24Q)和早期凋亡(图24B,图24E,图24H,图24K,图24N和图24Q)和早期凋亡(图24C,图

24F,图24I,图24L,图24O和图24R)中显示。

[0035] 图25，包括图25A至图25D，描绘了双特异性抗体的各种构造。

[0036] 发明详述

[0037] 本发明涉及用于治疗癌症的组合物和方法。本发明部分基于特异性结合PSMA胞外

域的抗体片段的发现。因此，本发明提供了包含结合PSMA的抗体或抗体片段的组合物。本发

明的示例性组合物包括抗体、抗体片段、双特异性抗体、抗体‑药物缀合物、PSMA靶向成像

剂、嵌合抗原受体、表达嵌合抗原受体的细胞等。

[0038] 定义

[0039] 除非另外定义，本文使用的所有技术和科学术语具有与本发明所属领域的普通技

术人员通常理解的含义相同的含义。尽管与本文描述的那些方法和材料类似或等同的任何

方法和材料可用于本发明的实践或测试，但描述了优选的方法和材料。

[0040] 如本文所用，以下术语中的每一个具有与本节中其相关的含义。

说　明　书 5/100 页

8

CN 109641037 B

9



[0041] 冠词“一”和“一个”在本文中用于指冠词的一个或超过一个(即至少一个)语法对

象。举例来说，“元件”表示一个元素或超过一个元素。

[0042] 当提及诸如量、时间持续时间等可测量值时，如本文所用的“约”意味着包括与规

定数值的±20％、±10％、±5％、±1％或±0.1％的变化，因为此类变化适合于进行所公开

的方法。

[0043] 范围：贯穿本公开，本发明的各个方面可以以范围形式呈现。应当理解，范围形式

的描述仅仅是为了方便和简洁，不应当被解释为对本发明范围的不灵活限制。因此，应当认

为范围的描述具体公开了所有可能的子范围以及该范围内的个别数值。例如，应当认为诸

如1至6的范围的描述具有特别公开的子范围，例如1‑3、1‑4、1‑5、2‑4、2‑6、3‑6等以及该范

围内的个别数字例如1,2,2.7,3,4,5,5.3和6。无论范围的广度如何，这都适用。

[0044] 描述

[0045] 本发明提供了用于治疗和预防癌症的组合物和方法。在某些实施方案中，组合物

包含特异性结合PSMA胞外域的抗体或抗体片段。本发明基于与PSMA结合的抗体片段的发

现。在表达抗体文库的酵母展示系统中鉴定片段。如本文所述，使用本发明提供的抗体片段

来配制靶向前列腺癌和其他实体瘤的新血管系统中发现的PSMA的治疗和诊断组合物。在一

个实施方案中，组合物是抗体‑药物缀合物(ADC)，其中抗体或抗体片段将药物靶向到肿瘤

位置。在一个实施方案中，组合物是双特异性抗体，其中双特异性抗体包含特异性结合PSMA

的抗体或抗体片段和结合T细胞抗原(例如CD3)的第二抗体或抗体片段。在一个实施方案

中，组合物是嵌合抗原受体，其包含特异性结合PSMA的抗体或抗体片段。在一个实施方案

中，本发明包括编码抗体或抗体片段、双特异性抗体或嵌合抗原受体的分离的核酸。在一个

实施方案中，本发明包括经修饰以表达抗体或抗体片段、双特异性抗体或嵌合抗原受体的

细胞。

[0046] 本发明提供治疗或预防癌症的方法，所述癌症包括但不限于前列腺癌。在某些实

施方案中，方法包括向受试者施用有效量的组合物，该组合物包含特异性结合PSMA的抗体

或抗体片段。例如，在一个实施方案中，该方法包括向受试者施用抗体或抗体片段、双特异

性抗体或嵌合抗原受体。在一个实施方案中，该方法包括向受试者施用有效量的组合物，该

组合物包含编码抗体或抗体片段、双特异性抗体或嵌合抗原受体的分离的核酸。在一个实

施方案中，该方法包括向受试者施用经修饰以表达抗体或抗体片段、双特异性抗体或嵌合

抗原受体的细胞。

[0047] 本发明提供了用于检测受试者中的癌症的方法，包括向受试者施用包含特异性结

合PSMA的抗体或抗体片段的靶向成像剂。抗体或抗体片段可以与任何成像剂缀合，以提供

用于各种成像形式的靶向成像剂，所述成像形式包括但不限于PET、SPECT、MRI或光学成像。

[0048] 成分

[0049] 如本文所述，本发明提供包含特异性结合PSMA的抗体或抗体片段的组合物。本发

明基于大酵母展示人scFv文库的构建和高亲和力抗PSMA  scFv的分离。测得分离的scFv对

PSMA的亲和力为9×10‑10nM。此外，产生了几种scFv突变，这增加了其功能。scFv向全长抗体

的转化使其亲和力增加至1×10‑10nM。

[0050] 杂交瘤技术是用于单克隆抗体制备的完善开发的传统方法。然而，抗体的鼠来源

极大地阻碍了其在人类中的应用。虽然人源化可以部分降低鼠抗体的免疫原性并且人源化
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抗体目前在临床上被广泛使用，但约50％的患者仍然会出现免疫原性相关的副作用，这是

因为由于需要保留某种水平的鼠氨基酸保持抗体的抗原结合活性，人源化绝不能达到

100％。具有约3nM亲和力的J591是人源化PSMA抗体，其已广泛用于研究和一些临床试验

(McDevitt,M.R.,et  al.(2000)Cancer  Res,60(21):6095‑100)。因此，完全人抗体是临床

应用中最期望的抗体。

[0051] Medarex/GenPharm  International和Abgenix已经开发了转基因小鼠humab‑小鼠

和xenomouse，用于通过传统的杂交瘤方法开发完全人抗体。PSMA  Development  Company,

LLC(Progenics  Pharmaceuticals,Inc.)已使用xenomouse来开发4种分别具有1×10‑9nM,

7 .9×10‑10nM ,5 .1×10‑10nM和2.1×10‑10nM的亲和力的全人抗PSMA抗体(美国专利No.8,

470,330)。

[0052] 与转基因小鼠相比，抗体文库对于完全人抗体制备更方便且同样有效。理由是从

健康或特定供体中分离外周血单个核细胞(PBMC)，提取mRNA并扩增抗体的可变区，组装成

单链抗体(scFv)或Fab形式，并通过分子生物学策略在噬菌体或酵母表面展示。抗体文库的

优点是只要文库大小足够大，就可以容易地分离高亲和力抗体。若文库是由人B细胞构建

的，则衍生的抗体将是100％人源，并且对于临床应用不具有免疫原性问题。

[0053] 由于具有4个链间二硫键的复杂构象和结构，大肠杆菌或酵母难以表达全长抗体。

因此，最常展示的抗体形式是scFv和Fab。scFv仅包含重链和轻链的可变区，而Fab也包含重

链的轻链恒定区和第一个恒定区。在某些情况下，与小抗体片段(如Fv，scFv，Fab或scFv‑

Fc)相比，全长抗体具有最稳定的结构，最长的循环时间，最高的亲和力，对标记或修饰的最

佳耐受性，并且可以介导抗体依赖性细胞性细胞毒性(ADCC)和抗体依赖性细胞性细胞毒性

(ADCC)。因此，全长抗体是临床上最流行的形式。

[0054] 使用抗体文库的策略是首先发现抗体片段，例如scFv或Fab，然后将它们转化为全

长抗体。尽管许多scFv或Fab可以在不损害功能的情况下成功转化为全长抗体，但一旦转化

为全长抗体，一些片段抗体将失去其亲和力(Schirrmann,T.,et  al.Molecules,(2011)16

(1):412‑26；Baker,K.P.,et  al.(2003)Arthritis  Rheum,48(11):3253‑65；Thie,H.,et 

al.(2011)PLoS  One,6(1):e15921)，这可能是因为由于添加恒定区导致的结合位点的构象

变化。就scFv而言，链间接头可能有助于一些scFv中的抗原结合构象，其在被转化为全长抗

体时将被除去并因此损害抗原结合亲和力。因此，高亲和力scFv或Fab可能不能确保高亲和

力的完整抗体衍生物。每次转换都应视为一个独特的情况，并且需要通过实验确认。

[0055] 在一个实施方案中，本发明提供了包含抗体药物缀合物(ADC)的组合物。ADC是武

装抗体以进行抗原特异性毒性递送的的平台策略。基本原理是将抗体(通常是肿瘤靶向抗

体)与超毒性药物缀合，从而以靶向方式选择性杀死肿瘤细胞，而保留正常组织。ADC中使用

的药物主要分为两种类型，一种是微管蛋白抑制剂，如澳瑞他汀(auristatin)(MMAE，MMAF)

(Stephan,J.P.,et  al.(2008)Bioconjug  Chem,19(8):1673‑83；Younes,A.,et  al.(2010)

N  Engl  J  Med ,363(19):1812‑21；Okeley,N.M.,et  al.(2010)Clin  Cancer  Res,16(3):

888‑970)和美登素类化合物(DM1和DM4)(Lambert ,J .M .et  al .(2014) .J  Med  Chem ,57

(16):6949‑64；Bender,B.,et  al.(2014)AAPS  J,16(5):994‑1008；Raufi,A.,A.S.Ebrahim 

et  al.(2013)Cancer  Manag  Res,5:225‑33)；另一种类型是双链DNA裂解剂，例如加利车霉

素。由于超级毒性，某些药物不能单独用作化学治疗剂，而是它们必须与抗体缀合以减少副
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作用并提高治疗效果。

[0056] 在一个实施方案中，本发明提供了包含双特异性抗体的组合物。双特异性单克隆

抗体(BsMAb，BsAb)是使用新型抗体制造强效抗肿瘤武器的另一种策略。BsAb是一种人工蛋

白质，其由两种不同单克隆抗体的片段组成，因此与两种不同类型的抗原结合。这种方法的

最广泛的应用是在癌症免疫疗法中，其中将BsMAb工程化，其同时结合细胞毒性细胞(使用

受体如CD3)和要破坏的靶物如肿瘤细胞(Müller  D  et  al.(2010)BioDrugs,24(2):89‑98；

Chames  P1  et  al.(2009)MAbs,1(6):539‑47)。双特异性T细胞结合剂(BiTEs)和双亲和再

靶向(DART)是小片段BsAb的例子，还开发了各种更大的BsAb，例如突出‑入‑空穴IgG，

CrossMab，TrioMab，DVD  Ig(Kontermann  RE  et  al.(2015)Drug  Discov  Today ,20(7):

838‑47)。在BsAbs中，一个臂可以是T或NK细胞活化抗体，例如抗CD3或抗CD16抗体，另一个

臂可以是肿瘤靶向抗体；或两个臂靶向不同肿瘤标志物用于协同抑制肿瘤生长。

[0057] 在一个实施方案中，本发明提供了包含嵌合抗原受体(CAR)的组合物。例如，在某

些实施方案中，组合物是经遗传修饰以CAR表达细胞。例如，在某些实施方案中，本发明提供

经遗传工程化改造以在其表面上产生CAR的T或NK细胞，所述CAR允许T或NK细胞识别肿瘤细

胞上的特定蛋白质(抗原)。scFv是此类工程化中最常用的受体，并已在临床上成功用于癌

症治疗(Grupp  SA  et  al .(2013)N  Engl  J  Med ,368(16):1509‑18；Porter  DL  et  al .

(2011)N  Engl  J  Med,365(8):725‑33)。scFv通过铰链和跨膜域融合至信号传导胞内域。此

类分子响应于scFv对其靶物的识别而导致T‑或NK‑细胞的活化。当T或NK细胞表达此类CAR

时，它们识别并杀死表达靶抗原的靶细胞。已经开发了几种针对肿瘤相关抗原的CAR，并且

使用此类表达CAR的T细胞的过继转移方法目前正在用于治疗各种癌症的临床试验中。

[0058] 抗体

[0059] 在一个实施方案中，本发明提供了包含特异性结合PSMA胞外部分的抗体或抗体片

段的组合物。例如，在一个实施方案中，抗体或抗体片段结合的PSMA的胞外部分包含SEQ  ID 

NO:1的氨基酸序列。

[0060] 在一些实施方案中，术语“表位”是指抗原的结合抗体的区域。它是第一抗体识别

的抗原区域，其中第一抗体与该区域的结合阻止第二抗体或其他二价分子与该区域的结

合。该区域包括由一类抗体选择性识别的特定核心序列或序列。通常，表位由局部表面结构

组成，所述局部表面结构可以由连续或非连续的氨基酸序列形成。

[0061] 在另一个实施方案中，术语“选择性识别”，“选择性结合”或“选择性识别的”是指

抗体或其他二价分子与表位的结合比二价分子与无关表位的结合或比无关二价分子与表

位的结合大至少2倍，优选2‑5倍，并且最优选超过5倍，如通过本领域已知且本文所述的技

术，例如ELISA和冷置换测定法(cold  displacement  assay)测定的。

[0062] 在一些实施方案中，术语“抗体”是指构成抗体的天然生物形式的结构。在大多数

哺乳动物，包括人类和小鼠中，这种形式是四聚体，并且由相同的两对两个免疫球蛋白链组

成，每对具有一条轻链和一条重链，每条轻链包含免疫球蛋白域VL和CL，以及每条重链包含

免疫球蛋白域VH，Cγ1，Cγ2，Cγ3和Cγ4。在每对中，轻链和重链可变区(VL和VH)共同负责

与抗原的结合，并且恒定区(CL,Cγ1,Cγ2,Cγ3和Cγ4，特别地Cγ1,Cγ2和Cγ3)负责抗

体效应器功能。在一些哺乳动物中，例如在骆驼和美洲驼羊(llamas)中，全长抗体可以仅由

两条重链组成，每条重链包含免疫球蛋白域VH，Cγ2和Cγ3。“免疫球蛋白(Ig)”在本文中是
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指由基本上由免疫球蛋白基因编码的一种或多种多肽组成的蛋白质。免疫球蛋白包括但不

限于抗体。免疫球蛋白可具有许多结构形式，包括但不限于全长抗体，抗体片段和个别的免

疫球蛋白域，包括但不限于VH，Cγ1，Cγ2，Cγ3，Cγ4，VL和CL。

[0063] 取决于其重链恒定域的氨基酸序列，可以将完整抗体指定为不同的“类别”。有五

种主要类型的完整抗体：IgA，IgD，IgE，IgG和IgM，并且这些中的几种可进一步分为“亚类”

(同种型)，例如IgG1，IgG2，IgG3，IgG4，IgA和IgA2。对应于不同类别抗体的重链恒定域分别

称为α，δ，ε，γ和μ。不同类别免疫球蛋白的亚基结构和三维构型是公知的。

[0064] 在一些实施方案中，术语“抗体”或“抗原结合片段”分别指完整分子及能够与期望

靶物特异性地相互作用的其功能性片段，例如Fab，scFv‑Fc二价分子，F(ab')2和Fv。在一些

实施方案中，抗原结合片段包含：

[0065] (1)Fab，其含有抗体分子的单价抗原结合片段的片段，其可以通过用木瓜蛋白酶

消化完整抗体以产生完整的轻链和一条重链的一部分来产生；

[0066] (2)Fab'，抗体分子的片段，其可以通过用胃蛋白酶处理完整抗体，然后还原，以产

生完整的轻链和重链的一部分来获得；每个抗体分子获得两个Fab'片段；

[0067] (3)(Fab')2，抗体片段可以通过在无随后还原的情况下用胃蛋白酶处理完整抗体

获得；F(ab')2是由通过两个二硫键连接在一起的两个Fab'片段的二聚体；

[0068] (4)Fv，遗传工程化片段，含有作为两条链表达的轻链可变区和重链可变区；和

[0069] (5)单链抗体(SCA或scFv)，遗传工程化分子，其含有通过合适的多肽接头连接作

为遗传融合的单链分子的轻链可变区和重链可变区。

[0070] (6)scFv‑Fc是通过将单链Fv(scFv)与来自免疫球蛋白(Ig)(例如IgG)的铰链区和

Fc区融合而产生的。

[0071] 在一个实施方案中，本文提供的抗体是单克隆抗体。在另一个实施方案中，本文提

供的抗原结合片段是单链Fv(scFv)，双抗体，串联scFv，scFv‑Fc二价分子，Fab，Fab'，Fv或F

(ab')2。

[0072] 在一个实施方案中，术语“二价分子”或“BV”是指能够同时结合两个分开的靶物的

分子。二价分子不限于具有两个且仅两个结合域，并且可以是多价分子或由连接的单价分

子组成的分子。二价分子的结合域可以选择性地识别位于同一靶物上或位于源自不同物种

的靶物上的相同表位或不同表位。结合域可以以多种方式中的任何一种连接，包括但不限

于二硫键，肽桥连，酰胺键和本领域已知的其他天然或合成连接(Spatola  et  al .,

“Chemistry  and  Biochemistry  of  Amino  Acids ,Peptides  and  Proteins ,”

B.Weinstein ,eds .,Marcel  Dekker,New  York ,p.267(1983)(一般综述)；Morley ,J .S.,

“Trends  Pharm  Sci”(1980)pp.463‑468(一般综述)；Hudson  et  al.,Int  J  Pept  Prot 

Res(1979)14 ,177‑185；Spatola  et  al .,Life  Sci(1986)38,1243‑1249；Hann ,M .M .,J 

Chem  Soc  Perkin  Trans  I(1982)307‑314；Almquist  et  al.,J  Med  Chem(1980)23,1392‑

1398；Jennings‑White  et  al .,Tetrahedron  Lett(1982)23 ,2533；Szelke  et  al .,

European  Application  EP  45665；Chemical  Abstracts  97,39405(1982)；Holladay,et 

al.,Tetrahedron  Lett(1983)24,4401‑4404；以及Hruby,V.J.,Life  Sci(1982)31,189‑

199)。

[0073] 本发明提供从大酵母展示人scFv文库中分离的抗PSMA抗体或抗体片段。在一个实
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施方案中，其抗原结合片段是高亲和力抗PSMA  scFv  gy1，包含SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列。

[0074] 在一个实施方案中，抗体或抗体片段含有包含SEQ  ID  NO:5的氨基酸序列的轻链。

在一个实施方案中，抗体或抗体片段含有包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列的VL  FR1。在一个

实施方案中，抗体或抗体片段含有包含SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列的VL  CDR1。在一个实施

方案中，抗体或抗体片段含有包含SEQ  ID  NO:11的氨基酸序列的VL  FR2。在一个实施方案

中，抗体或抗体片段含有包含SEQ  ID  NO:13的氨基酸序列的VL  CDR2。在一个实施方案中，

抗体或抗体片段含有包含SEQ  ID  NO:15的氨基酸序列的VL  FR3。在一个实施方案中，抗体

或抗体片段含有包含SEQ  ID  NO:17的氨基酸序列的VL  CDR3。在一个实施方案中，抗体或抗

体片段含有包含SEQ  ID  NO:19的氨基酸序列的VL  FR4。

[0075] 在一个实施方案中，抗体或抗体片段含有包含SEQ  ID  NO:21的氨基酸序列的重

链.在一个实施方案中，抗体或抗体片段含有包含SEQ  ID  NO:23的氨基酸序列的VH  FR1。在

一个实施方案中，抗体或抗体片段含有包含SEQ  ID  NO:25的氨基酸序列的VH  CDR1。在一个

实施方案中，抗体或抗体片段含有包含SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列的VH  FR2。在一个实施

方案中，抗体或抗体片段含有包含SEQ  ID  NO:29的氨基酸序列的VH  CDR2。在一个实施方案

中，抗体或抗体片段含有包含SEQ  ID  NO:31的氨基酸序列的VH  FR3。在一个实施方案中，抗

体或抗体片段含有包含SEQ  ID  NO:33的氨基酸序列的VH  CDR3。在一个实施方案中，抗体或

抗体片段含有包含SEQ  ID  NO:35的氨基酸序列的VH  FR4。在一个实施方案中，抗体或抗体

片段含有包含SEQ  ID  NO:37的氨基酸序列的scFv接头。

[0076] 例如，在一个实施方案中，组合物包含抗体片段，其包含本文中称为gy1的scFv。在

一个实施方案中，gy1包含SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列。在一个实施方案中，gy1含有包含SEQ 

ID  NO:5的氨基酸序列的轻链和包含SEQ  ID  NO:21的氨基酸序列的重链。在一个实施方案

中，gy1含有包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列的VL  FR1；包含SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列的VL 

CDR1；包含SEQ  ID  NO:11的氨基酸序列的VL  FR2；包含SEQ  ID  NO:13的氨基酸序列的VL 

CDR2；包含SEQ  ID  NO:15的氨基酸序列的VL  FR3；包含SEQ  ID  NO:17的氨基酸序列的VL 

CDR3；包含SEQ  ID  NO:19的氨基酸序列的VL  FR4；包含SEQ  ID  NO:23的氨基酸序列的VH 

FR1；包含SEQ  ID  NO:25的氨基酸序列的VH  CDR1；包含SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列的VH 

FR2；包含SEQ  ID  NO:29的氨基酸序列的VH  CDR2；包含SEQ  ID  NO:31的氨基酸序列的VH 

FR3；包含SEQ  ID  NO:33的氨基酸序列的VH  CDR3；包含SEQ  ID  NO:35的氨基酸序列的VH 

FR4；和包含SEQ  ID  NO:37的氨基酸序列的scFv接头。

[0077] 在一个实施方案中，抗体或抗体片段含有一个或多个突变。例如，在一个实施方案

中，抗体或抗体片段含有包含SEQ  ID  NO:39的氨基酸序列的VLFR2，其中SEQ  ID  NO:39相对

于SEQ  ID  NO:11包含V→A点突变。在一个实施方案中，抗体或抗体片段含有包含SEQ  ID 

NO:41的氨基酸序列的VLCDR2，其中SEQ  ID  NO:41包含相对于SEQ  ID  NO:13的G→E点突变。

在一个实施方案中，抗体或抗体片段含有包含SEQ  ID  NO:43的氨基酸序列的VLFR4，其中

SEQ  ID  NO:43包含相对于SEQ  ID  NO:19的V→A点突变。在一个实施方案中，抗体或抗体片

段含有包含SEQ  ID  NO:45的氨基酸序列的VHCDR1，其中SEQ  ID  NO:45包含相对于SEQ  ID 

NO:25的S→F点突变。在一个实施方案中，抗体或抗体片段含有包含SEQ  ID  NO:47的氨基酸

序列的VHFR3，其中SEQ  ID  NO:47包含相对于SEQ  ID  NO:31的I→V点突变。在一个实施方案

中，抗体或抗体片段含有包含SEQ  ID  NO:49的氨基酸序列的VHCDR3，其中SEQ  ID  NO:49包
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含相对于SEQ  ID  NO:33的D→G点突变。在一个实施方案中，抗体或抗体片段含有包含SEQ 

ID  NO:51的氨基酸序列的VH  FR4，其中SEQ  ID  NO:51包含相对于SEQ  ID  NO:35的G→E点突

变。

[0078] 例如，在一个实施方案中，组合物包含抗体片段，其包含本文中称为gy1‑st的

scFv。在一个实施方案中，gy1‑st含有包含SEQ  ID  NO:39的氨基酸序列的VL  FR2；包含SEQ 

ID  NO:45的氨基酸序列的VH  CDR1，和包含SEQ  ID  NO:51的氨基酸序列的VH  FR4。在一个实

施方案中，gy1‑st含有包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列的VL  FR1；包含SEQ  ID  NO:9的氨基

酸序列的VLCDR1；包含SEQ  ID  NO:39的氨基酸序列的VL  FR2；包含包含SEQ  ID  NO:13的氨

基酸序列的VL  CDR2；包含SEQ  ID  NO:15的氨基酸序列的VL  FR3；包含SEQ  ID  NO:17的氨基

酸序列的VL  CDR3；包含SEQ  ID  NO:19的氨基酸序列的VL  FR4；包含SEQ  ID  NO:23的氨基酸

序列的VH  FR1；包含SEQ  ID  NO:45的氨基酸序列的VH  CDR1；包含SEQ  ID  NO:27的氨基酸序

列的VH  FR2；包含SEQ  ID  NO:29的氨基酸序列的VH  CDR2；包含SEQ  ID  NO:31的氨基酸序列

的VH  FR3；包含SEQ  ID  NO:33的氨基酸序列的VH  CDR3；包含SEQ  ID  NO:51的氨基酸序列的

VH  FR4；和包含SEQ  ID  NO:37的氨基酸序列的scFv接头。

[0079] 例如，在一个实施方案中，组合物包含抗体片段，其包含本文中称为gy1‑2的scFv。

在一个实施方案中，gy1‑2含有包含SEQ  ID  NO:41的氨基酸序列的VL  CDR2；包含SEQ  ID 

NO:43的氨基酸序列的VL  FR4；包含SEQ  ID  NO:45的氨基酸序列的VH  CDR1，和包含SEQ  ID 

NO:47的氨基酸序列的VH  FR3。在一个实施方案中，gy1‑2含有包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序

列的VL  FR1；包含SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列的VL  CDR1；包含SEQ  ID  NO:11的氨基酸序列

的VL  FR2；包含SEQ  ID  NO:41的氨基酸序列的VL  CDR2；包含SEQ  ID  NO:15的氨基酸序列的

VL  FR3；包含SEQ  ID  NO:17的氨基酸序列的VL  CDR3；包含SEQ  ID  NO:43的氨基酸序列的VL 

FR4；包含SEQ  ID  NO:23的氨基酸序列的VH  FR1，包含SEQ  ID  NO:45的氨基酸序列的VH 

CDR1；包含SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列的VH  FR2；包含SEQ  ID  NO:29的氨基酸序列的VH 

CDR2；包含SEQ  ID  NO:47的氨基酸序列的VH  FR3；包含SEQ  ID  NO:33的氨基酸序列的VH 

CDR3；包含SEQ  ID  NO:35的氨基酸序列的VH  FR4；和包含SEQ  ID  NO:37的氨基酸序列的

scFv接头。

[0080] 例如，在一个实施方案中，组合物包含抗体片段，其包含本文中称为gy1‑3的scFv。

在一个实施方案中，gy1‑3含有包含SEQ  ID  NO:45的氨基酸序列的VH  CDR1和包含SEQ  ID 

NO:49的氨基酸序列的VH  CDR3。在一个实施方案中，gy1含有包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序

列的VL  FR1；包含SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列的VL  CDR1；包含SEQ  ID  NO:11的氨基酸序列

的VL  FR2；包含SEQ  ID  NO:13的氨基酸序列的VL  CDR2；包含SEQ  ID  NO:15的氨基酸序列的

VL  FR3；包含SEQ  ID  NO:17的氨基酸序列的VL  CDR3；包含SEQ  ID  NO:19的氨基酸序列的VL 

FR4；包含SEQ  ID  NO:23的氨基酸序列的VH  FR1；包含SEQ  ID  NO:45的氨基酸序列的VH 

CDR1；包含SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列的VH  FR2；包含SEQ  ID  NO:29的氨基酸序列的VH 

CDR2；包含SEQ  ID  NO:31的氨基酸序列的VH  FR3；包含SEQ  ID  NO:49的氨基酸序列的VH 

CDR3；包含SEQ  ID  NO:35的氨基酸序列的VH  FR4；和包含SEQ  ID  NO:37的氨基酸序列的

scFv接头。

[0081] 在一个实施方案中，本文中所述的scFv工程化改造成另一种片段抗体或全长抗体

中，其中片段抗体指Fab,Fab',(Fab')2,Fv,scFv‑Fc,scFv‑CH2,scFv‑CH3或完整抗体。
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[0082] 在一个实施方案中，组合物含有包含本文中所述的scFv的抗体。例如，在一个实施

方案中，组合物含有包含gy1‑2  scFv的抗体。在一个实施方案中，包含gy1‑2  scFv的抗体在

本文中称为PSMAb。在一个实施方案中，抗体含有包含SEQ  ID  NO:68的氨基酸序列的重链。

在一个实施方案中，抗体包含具有信号肽的重链，其中具有信号肽的重链包含SEQ  ID  NO:

53的氨基酸序列。在一个实施方案中，重链信号肽包含SEQ  ID  NO:55的氨基酸序列。在一个

实施方案中，抗体含有包含SEQ  ID  NO:57的氨基酸序列的重链可变区。在一个实施方案中，

抗体包含SEQ  ID  NO:59的重链恒定区。在一个实施方案中，抗体含有包含SEQ  ID  NO:69的

氨基酸序列的轻链。在一个实施方案中，抗体包含具有信号肽的轻链，其中具有信号肽的轻

链包含SEQ  ID  NO:61的氨基酸序列。在一个实施方案中，轻链信号肽包含SEQ  ID  NO:63的

氨基酸序列。在一个实施方案中，抗体含有包含SEQ  ID  NO:65的氨基酸序列的轻链可变区.

在一个实施方案中，抗体包含SEQ  ID  NO:67的轻链恒定区。

[0083] 可用于实现期望序列比对的序列比对方法包括在一些实施方案中，但不仅限于成

对比对方法或多序列比对方法，如本领域技术人员将理解的。序列比对可以以各种基于文

本的文件形式存储。在一个实施方案中，这通过在某些实施方案中使用转换程序和编程包

(例如，READSEQ，EMBOSS和BioPerl，BioRuby)转换任何格式(例如FASTA或GenBank，

SwissProt，Entrez和EMBL格式)来实现。应当理解，本领域技术人员可以根据需要使用任何

程序或存储介质转换，修改，评分，更新和/或存储序列，如本领域技术人员将理解的。

[0084] 在一些实施方案中，术语“序列比对”包括使用本领域技术人员所理解的任何程序

或方法，其用于进行核酸或氨基酸序列比对以产生可容易地探测，评估和进行数学和统计

计算的结果。在一个实施方案中，用于序列或结构比对的方法是本领域公知的，并且包括基

于序列和结构同源性的比对，如本领域技术人员将理解的。

[0085] 在一个实施方案中，术语“同源性”，“同源物”或“同源的”是指序列同一性，或结构

同一性或功能同一性。通过使用术语“同源性”和其他类似形式，应理解相似发挥功能，和/

或含有序列同一性，和/或在结构上保守以使其接近参考序列的任何分子(无论是核酸还是

肽)被认为是本发明的一部分。在另一个实施方案中，术语“同源性”，“同源物”或“同源的”

在任何情况下指提及的序列(无论氨基酸序列还是核酸序列)与指定的序列表现出至少

86％对应性。在另一个实施方案中，氨基酸序列或核酸序列与指定的序列表现出至少90％

对应性。在另一个实施方案中，氨基酸序列或核酸序列与指定的序列表现出至少92％对应

性。在另一个实施方案中，氨基酸序列或核酸序列与指定的序列表现出至少95％对应性。在

另一个实施方案中，氨基酸序列或核酸序列与指定的序列表现出至少95％或更多对应性。

在另一个实施方案中，氨基酸序列或核酸序列与指定的序列表现出至少97％或更多对应

性。在另一个实施方案中，氨基酸序列或核酸序列与指定的序列表现出97％‑100％对应性。

在另一个实施方案中，氨基酸序列或核酸序列与指定的序列表现出100％对应性。类似地，

在一个实施方案中，提及与特定序列的对应性包括与如本文中限定的所述序列的直接对应

性以及同源性两者。因而并且在一个实施方案中，术语“非同源”指氨基酸序列或核酸序列

与指定的序列表现出不超过85％对应性。在另一个实施方案中，氨基酸序列或核酸序列与

指定的序列表现出不超过75％对应性。在另一个实施方案中，氨基酸序列或核酸序列与指

定的序列表现出不超过65‑74％对应性。在另一个实施方案中，氨基酸序列或核酸序列与指

定的序列表现出不超过55‑64％对应性。在另一个实施方案中，氨基酸序列或核酸序列与指
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定的序列表现出不超过45‑54％对应性。在另一个实施方案中，氨基酸序列或核酸序列与指

定的序列表现出不超过35‑44％对应性。在另一个实施方案中，氨基酸序列或核酸序列与指

定的序列表现出不超过15‑34％对应性。在另一个实施方案中，氨基酸序列或核酸序列与指

定的序列表现出不超过5‑14％对应性。在另一个实施方案中，氨基酸序列或核酸序列与指

定的序列表现出不超过0.1‑4％对应性。在另一个实施方案中，术语“非同源”可以与术语

“低序列相似性”互换使用。

[0086] 在一个实施方案中，轻链含有CDR1,CDR2和CDR3序列，其是上文列出的或者具有超

过70％,例如，超过75％,80％,85％,90％,91％,92％,93％,94％,95％,96％,97％,98％,

或99％的同源性；例如具有10,9,8,7,6,5,4,3,2或1个氨基酸突变、缺失或插入。

[0087] 在一个实施方案中，轻链含有FR1,FR2和FR3序列，其是上文列出的或者具有超过

70％,例如，超过75％,80％,85％,90％,91％,92％,93％,94％,95％,96％,97％,98％,或

99％的同源性；例如具有10,9,8,7,6,5,4,3,2或1个氨基酸突变、缺失或插入。

[0088] 在一个实施方案中，重链含有CDR1,CDR2和CDR3序列，其是上文列出的或者具有超

过70％,例如，超过75％,80％,85％,90％,91％,92％,93％,94％,95％,96％,97％,98％,

或99％的同源性；例如具有10,9,8,7,6,5,4,3,2或1个氨基酸突变、缺失或插入。

[0089] 在一个实施方案中，重链含有FR1,FR2和FR3序列，其是上文列出的或者具有超过

70％,例如，超过75％,80％,85％,90％,91％,92％,93％,94％,95％,96％,97％,98％,或

99％的同源性；例如具有10,9,8,7,6,5,4,3,2或1个氨基酸突变、缺失或插入。

[0090] 在一个实施方案中，全长抗体是IgG1,IgG2,IgG3或IgG4类型之一。在另一个实施

方案中，将gy1  scFv工程化改造成IgG1完整抗体。

[0091] 在一个实施方案中，完整抗体具有lambda ,kappa的恒定区或自它们突变的。在另

一个实施方案中，使用CL2恒定区将gy1  scFv工程化改造成完整抗体。

[0092] 在一个实施方案中，重链包含SEQ  ID  NO:59的恒定区，或具有超过70％,例如，超

过75％,80％,85％,90％,91％,92％,93％,94％,95％,96％,97％,98％,或99％同源性；例

如具有10,9,8,7,6,5,4,3,2或1个氨基酸突变、缺失或插入的序列。

[0093] 在一个实施方案中，轻链包含SEQ  ID  NO:67的恒定区，或具有超过70％,例如，超

过75％,80％,85％,90％,91％,92％,93％,94％,95％,96％,97％,98％,或99％同源性；例

如具有10,9,8,7,6,5,4,3,2或1个氨基酸突变、缺失或插入的序列。

[0094] 在一个实施方案中，在信号肽和可变区之间，在重链和/或轻链的可变区和恒定区

之间可以存在或不存在接头肽；此类接头肽的一个实例由限制酶位点编码。

[0095] 在一个实施方案中，抗体或抗体片段展示在酵母细胞表面上；在另一个实施方案

中，抗体或抗体片段包被在纳米颗粒表面上；在另一个实施方案中，抗体或抗体片段展示在

哺乳动物细胞表面上，例如T细胞，NK细胞或其他人或其他哺乳动物细胞；在另一个实施方

案中，抗体或抗体片段由酵母，大肠杆菌或哺乳动物细胞作为分泌蛋白产生。

[0096] 在一个实施方案中，术语“结合”或语法等同物是指对彼此具有亲和力的组成。“特

异性结合”是两个分子之间选择性结合的情况。特异性结合的具体实例是在抗体和抗原之

间发生的特异性结合。通常，当解离常数(KD)小于约1×10‑5M或小于约1×10‑6M或1×10‑7M

时，可以将特异性结合与非特异性结合区分。特异性结合可以是例如通过ELISA，免疫沉淀，

共沉淀(有或没有化学交联)，双杂交测定等检测。适当的对照可用于区分“特异性”和“非特
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异性”结合。

[0097] 在一个实施方案中，抗体或抗原结合片段以1nM范围内的Kd结合其靶物；在另一个

实施方案中，抗体或抗原结合片段以0.1nM范围内的Kd结合其靶物。在另一个实施方案中，

gy1  scFv具有Kd＝1.165nM的亲和力，并且IgG1全抗体PSMAb具有Kd＝0.1nM的亲和力。

[0098] 在一些实施方案中，抗体或抗体片段具有修饰。该修饰是如下文进一步定义的修

饰。在一些实施方案中，修饰是N末端修饰。在另一个实施方案中，修饰是C末端修饰。在另一

个实施方案中，修饰位于蛋白质的中间。在一个实施方案中，抗体或抗原结合片段的可分泌

形式包含允许结合免疫球蛋白(Ig)铰链区的N末端修饰。在另一个实施方案中，Ig铰链区来

自但不限于免疫球蛋白铰链区。在一些实施方案中，修饰是对抗体或抗体片段的直接修饰。

在其他实施方案中，修饰是由一种或多种其他肽，蛋白质，化学物质，碳水化合物或甚至二

抗桥接的间接修饰。

[0099] 本发明包括的其他翻译后修饰包括例如N‑连接或O‑连接的碳水化合物链，N末端

或C‑末端的加工，化学部分与氨基酸主链的连接，N‑连接或O‑连接的碳水化合物链的化学

修饰，以及由于原核宿主细胞表达而添加或缺失N末端甲硫氨酸残基。

[0100] 在一个实施方案中，术语“多肽”通常是指本发明的抗体，抗原结合片段或变体。

[0101] 在一个实施方案中，本发明的多肽包含氨基酸取代。在一个实施方案中，氨基酸取

代是保守的。“保守氨基酸取代”是其中氨基酸残基被具有相似侧链的氨基酸残基取代的氨

基酸取代。本领域已经定义了具有相似侧链的氨基酸残基家族。这些家族包括具有碱性侧

链的氨基酸(例如赖氨酸，精氨酸，组氨酸)，酸性侧链(例如天冬氨酸，谷氨酸)，不带电的极

性侧链(例如甘氨酸，天冬酰胺，谷氨酰胺，丝氨酸，苏氨酸，酪氨酸，半胱氨酸)，非极性侧链

(如丙氨酸，缬氨酸，亮氨酸，异亮氨酸，脯氨酸，苯丙氨酸，蛋氨酸，色氨酸)，β‑支链侧链(如

苏氨酸，缬氨酸，异亮氨酸)和芳香侧链(如酪氨酸，苯丙氨酸，色氨酸，组氨酸)。在另一个实

施方案中，氨基酸取代不是保守的氨基酸取代，与天然多肽相比，其导致突变多肽的活性增

强。

[0102] 本发明的抗体或抗原结合片段可以通过本领域公知的任何合成或重组方法产生。

可以通过本领域已知的技术进一步修饰本发明的抗体或抗原结合片段以改变生物物理或

生物学特性。例如，可以修饰多肽以增加其对蛋白酶的稳定性，或改变其对其天然受体的亲

脂性，溶解性或结合亲和力。

[0103] 在一些实施方案中，抗体片段可以通过抗体的蛋白水解水解或通过在编码该片段

的DNA在大肠杆菌或哺乳动物细胞(例如中国仓鼠卵巢细胞培养物或其他蛋白质表达系统)

中表达来制备。在一些实施方案中，抗体片段可通过常规方法通过胃蛋白酶或木瓜蛋白酶

消化完整抗体而获得。例如，抗体片段可以通过用胃蛋白酶酶促切割抗体来产生，以提供表

示为F(ab')2的5S片段。可以使用硫醇还原剂，并且任选地使用源自切割二硫化物连接的巯

基的封闭基团进一步切割该片段，以产生3.5S  Fab'单价片段。或者，使用胃蛋白酶的酶促

切割直接产生两个单价Fab'片段和Fc片段。这些方法例如由Goldenberg，美国专利No.4,

522,517和美国专利No.美国专利4,036,945和4,331,647，以及其中包含的参考文献描述，

这些专利通过引入完整并入本文。另见Porter,R.R.,Biochem.J.,73:119‑126,1959。也可

以使用其他切割抗体的方法，例如形成单价轻‑重链片段的重链分离，片段的进一步切割，

或其他酶，化学或遗传技术，只要片段结合由完整抗体识别的抗原。
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[0104] 在一个实施方案中，本发明的多肽，抗体或蛋白质的“变体”是指通过一个或多个

氨基酸相对于所提及的多肽，抗体或蛋白质改变的氨基酸序列。在本发明中，多肽的变体保

留所提及蛋白质的抗体结合特性。在另一个实施方案中，“变体”是指本发明的抗原结合片

段。在另一个实施方案中，变体是抗原结合片段的变体，其保留对靶物或标志物的特异性。

变体可具有“保守”变化，其中取代的氨基酸具有相似的结构或化学性质(例如，用异亮氨酸

取代亮氨酸)。在另一个实施方案中，变体在一个或多个预测的非必需氨基酸残基处具有保

守氨基酸取代。在另一个实施方案中，“保守氨基酸取代”是其中氨基酸残基被具有带相似

电荷的侧链的氨基酸残基取代的氨基酸取代，其中在其他实施方案中，相反的情况是“非保

守取代”。本领域已经定义了具有相似电荷侧链的氨基酸残基家族。这些家族包括具有碱性

侧链的氨基酸(例如，赖氨酸，精氨酸，组氨酸)，酸性侧链(例如，天冬氨酸，谷氨酸)，不带电

荷的极性侧链(例如甘氨酸，天冬酰胺，谷氨酰胺，丝氨酸，苏氨酸，酪氨酸，半胱氨酸)，非极

性侧链(例如丙氨酸，缬氨酸，亮氨酸，异亮氨酸，脯氨酸，苯丙氨酸，蛋氨酸，色氨酸)，β‑支

链侧链(例如，苏氨酸，缬氨酸，异亮氨酸)和芳香族侧链(例如，酪氨酸，苯丙氨酸，色氨酸，

组氨酸)。或者，可以沿着所有或部分编码序列随机引入突变，例如通过饱和诱变，并且可以

筛选所得突变体的生物活性以鉴定保留活性的突变体。诱变后，可以常规地表达编码的蛋

白质，并且可以使用本文描述的技术或通过本领域已知的常规修饰技术来确定编码的蛋白

质的功能和/或生物活性。类似的微小变化也可包括氨基酸缺失或插入或两者。可以使用本

领域公知的计算机程序，例如DNASTAR软件，找到确定哪些氨基酸残基可被取代，插入或缺

失而不消除免疫反应性的指导。

[0105] 在一个实施方案中，术语“框架区”或“FR”是除超可变区残基之外的那些可变域残

基。框架区域已经精确定义。参见，例如Kabat,E .A.et  al .,Sequences  of  Proteins  of 

Immunological  Interest,US  Dept.Health  and  Human  Services,National  Institutes 

of  Health,USA(5th  ed.1991)。每个可变域通常具有四个FR，标识为FR1，FR2，FR3和FR4。在

一些实施方案中，“FR”还指抗体可变区，其包含邻接或接近CDR区域但在CDR区域外部的氨

基酸残基，CDR区域即与抗原直接相互作用的区域，充当抗体可变区内的抗体分子的识别元

件。在一个实施方案中，术语“框架区”旨在表示由CDR分开的框架的每个域。在一些实施方

案中，不同轻链或重链的框架区的序列在物种内是相对保守的。抗体的组合的重链和轻链

框架区用于定位和排列CDR以正确结合抗原。

[0106] 在一个实施方案中，术语“CDR”或“互补决定区”是指包含在重链和轻链多肽两者

的可变区内发现的非连续抗原结合位点的氨基酸残基。在其他实施方案中，术语“CDR”将包

含如Kabat  et  al.,J.Biol.Chem.252,6609‑6616(1977)和Kabat  et  al.,Sequences  of 

protein  of  immunological  interest.(1991) ,and  Chothia  and  Lesk,J.Mol.Biol.196:

901‑917(1987)和MacCallum  et  al.,J.Mol.Biol.262:732‑745(1996)描述的区域。可变域

的CDR的氨基酸最初由Kabat根据序列可变性定义为对于抗体的氨基酸残基使用Kabat的编

号系统由人重链可变域(VH)中的氨基酸残基31‑35B(H1)，50‑65(H2)和95‑102(H3)和人轻

链可变域(VL)中的氨基酸残基24‑34(L1)，50‑56(L2)和89‑97(L3)组成。参见Kabat  et 

al.,sequences  of  proteins  of  immunological  interest,US  Dept.Health  and  Human 

Services,NIH,USA(5th  ed.1991)。Chothia  and  Lesk,J.Mol.Biol.196:901‑917(1987)提

出了基于包含在可变域区域的三维结构环中的残基的CDR的另一种定义，发现所述残基在
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抗原结合活性中是重要的。Chothia等将CDR定义为由人重链可变区(VH)中的氨基酸残基

26‑32(H1)，52‑56(H2)和95‑102(H3)以及人轻链可变区(VL)中的氨基酸残基24‑34(L1)，

50‑56(L2)和89‑97(L3)组成。结合Kabat和Chothia的CDR定义，CDR由基于Kabat的编号系统

的人VH中的氨基酸残基26‑35B(H1)，50‑65(H2)和95‑102(H3)和人VL中的氨基酸残基24‑34

(L1)，50‑56(L2)和89‑97(L3)的组成。

[0107] 在一些实施方案中，当用于提及抗体或其重链或轻链时，“可变区”意指抗体的氨

基末端部分，其赋予抗原结合到分子上并且不是恒定区。该术语旨在包括其功能片段，其保

持整个可变区的所有结合功能中的一些。因此，术语“异聚体可变区结合片段”意指组装成

异聚体复合物的至少一个重链可变区和至少一个轻链可变区或其功能片段。异聚体可变区

结合片段包括例如功能片段，例如Fab，F(ab)2，Fv，单链Fv(scfv)等。此类功能片段是本领

域技术人员公知的。因此，这些术语在描述异聚体可变区的功能片段中的用途旨在对应于

本领域技术人员公知的定义。这些术语记载于例如Harlow  and  Lane ,Antibodies:A 

Laboratory  Manual,Cold  Spring  Harbor  Laboratory,New  York(1989)；Molec.Biology 

and  Biotechnology:A  Comprehensive  Desk  Reference(Myers,R.A.(ed.) ,New  York:VCH 

Publisher,Inc.)；Huston  et  al.,Cell  Biophysics,22:189‑224(1993)；Plückthun  and 

Skerra,Meth.Enzymol.,178:497‑515(1989)和Day,E.D.,Advanced  Immunochemistry,第

二版,Wiley‑Liss,Inc.,New  York,N.Y.(1990)。

[0108] 在一个实施方案中，本发明的多肽是分离的多肽的同种型。在一个实施方案中，

“同种型”是指分子(例如本发明的蛋白质或多肽)的形式，其与相同蛋白质或多肽的另一种

同种型仅有轻微差异。在一个实施方案中，同种型由不同但相关的基因产生，或在另一个实

施方案中，通过可变剪接源自同一基因。在另一个实施方案中，同种型由单核酸多态性引

起。

[0109] 在一个实施方案中，本发明的分离的多肽是天然蛋白质的片段。在一个实施方案

中，“片段”是指比全长蛋白质或多肽更短或包含更少氨基酸的蛋白质或多肽。在另一个实

施方案中，片段是指核酸比全长核酸更短或包含更少核酸的核酸。在另一个实施方案中，片

段是N末端片段。在另一个实施方案中，片段是C末端片段。在一个实施方案中，本发明的片

段是蛋白质，肽或核酸的序列内部分。在另一个实施方案中，片段是蛋白质，肽或核酸的功

能性序列内部分。在另一个实施方案中，片段是蛋白质，肽或核酸内的功能性序列内部分。

在另一个实施方案中，片段是N末端功能片段。在一个实施方案中，片段是C末端功能片段。

[0110] 在一个实施方案中，术语“功能片段”是指与野生型相比保持一定程度的生物活性

的片段，尽管它是天然或野生型抗体或多肽的修饰形式。与野生型相比，这种活性程度的范

围可以为中等到高，其中“活性”是指其天然生物物理或生物化学特征例如结合能力，亲和

力，半衰期等

[0111] 在一个实施方案中，本发明的分离的多肽包含本发明多肽的衍生物。在一些实施

方案中，“衍生物”应理解为指小于所讨论的蛋白质的天然序列的全长部分。在一些实施方

案中，“衍生物”可以进一步包含(在其末端和/或在所述序列本身内)非天然序列，即不形成

所讨论的天然蛋白质的一部分的序列。术语“衍生物”在其范围内还包括通过将化学基团与

天然蛋白质或其片段的氨基残基侧链缀合而产生的分子种类，其中所述化学基团不形成所

述天然蛋白质中存在的天然存在的氨基酸残基的一部分。
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[0112] 制备抗体和抗体片段的方法是本领域已知的。(参见例如Harlow  and  Lane ,

Antibodies:A  Laboratory  Manual,Cold  Spring  Harbor  Laboratory,New  York,1988，通

过引用并入本文)。

[0113] 可以通过用靶抗原如PSMA或含有本发明的抗‑PSMA表位的PSMA的肽片段免疫各种

动物(包括小鼠，大鼠，兔，山羊，灵长类动物，人和鸡)来产生抗体。在一个实施方案中，在免

疫动物之前纯化抗体或抗原结合片段。在一个实施方案中，本发明的抗体或抗原结合片段

可以通过本领域已知的方法纯化，例如凝胶过滤，离子交换，亲和层析等。亲和层析或本领

域已知的许多其他技术中的任何一种可用于从血清，腹水或杂交瘤上清液中分离多克隆或

单克隆抗体。

[0114] “纯化的”是指将单克隆抗体与通常与单克隆抗体相关的至少一些蛋白质分离，并

且优选与除蛋白质之外的所有细胞材料分离。

[0115] 本发明还提供了本发明抗体的化学修饰衍生物，其可提供额外的优点，例如增加

的溶解度，稳定性和多肽的体内或体外循环时间，或降低的免疫原性(参见美国专利No.4,

179,337)。用于衍生化的化学部分可选自水溶性聚合物，例如聚乙二醇，乙二醇/丙二醇共

聚物，羧甲基纤维素，葡聚糖，聚乙烯醇等。抗体可以在分子内的随机位置或分子内的预定

位置进行修饰，并且可以包括一个，两个，三个或更多个连接的化学部分。

[0116] 聚合物可以是任何分子量，并且可以是支链或非支链的。对于聚乙二醇，优选的分

子量为约1kDa至约100kDa(术语“约”表示在聚乙二醇的制备中，一些分子将比所述分子量

更重，略小)以便于处理和制造。可以使用其他尺寸，这取决于期望的治疗概况(例如，期望

的持续释放的持续时间，对生物活性的影响(若有的话)，处理的容易性，抗原性的程度或缺

乏以及聚乙二醇对治疗性蛋白质或类似物的其他已知效果)。例如，聚乙二醇可具有约200,

500,1000,1500,2000,2560,3000,3500,4000,4500,5000,5500,6000,6500,7000,7500,

8000,8500,9000,9500,10,000,10,500,11,000,11,500,12,000,12,500,13,000,13,500,

14,000,14,500,15,000,15,500,16,000,16,500,17,000,17,500,18,000,18,500,19,000,

19,500,20,000,25,000,30,000,35,000,40,000,50,000,55,000,60,000,65,000,70,000,

75,000,80,000,85,000,90,000,95,000,或100,000kDa的平均分子量。

[0117] 如上所述，聚乙二醇可具有分支结构。分支聚乙二醇描述于例如美国专利No.4 ,

5 2 2 ,5 1 7 ，美国 专利N o .美国 专利N o .5 ,6 4 3 ,5 7 5 ；M o r p u r g o  e t  a l . ,

Appl.Biochem .Biotechnol.56:59‑72(1996)；Vorobjev  et  al.,Nucleosides  Nucleic 

acids  18:2745‑2750(1999)；和Caliceti  et  al.,Bioconjug.Chem.10:638‑646(1999)，其

各自的公开内容通过引用并入本文。

[0118] 考虑到对抗体的功能或抗原域的影响，聚乙二醇分子(或其他化学部分)应连接到

抗体上。本领域技术人员可以使用许多连接方法，例如EP  0  401  384，其通过引用并入本文

(将PEG偶联至G‑CSF)，还参见Malik  et  al.,Exp.Hematol.20:1028‑1035(1992)(报道使用

三氟乙烷磺酰氯(tresyl  chloride))的GM‑CSF聚乙二醇化)。例如，聚乙二醇可以通过氨基

酸残基通过反应性基团，例如游离氨基或羧基共价结合。反应性基团是可以与活化的聚乙

二醇分子结合的那些。具有游离氨基的氨基酸残基可包括例如赖氨酸残基和N末端氨基酸

残基；具有游离羧基的氨基酸残基可包括天冬氨酸残基，谷氨酸残基和C‑末端氨基酸残基。

巯基也可用作连接聚乙二醇分子的反应基团。优选用于治疗目的是在氨基处连接，例如在N
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末端或赖氨酸基团处的连接。

[0119] 如上文提出，聚乙二醇可以通过与许多氨基酸残基中的任何一个连接而与蛋白质

(例如抗体)连接。例如，聚乙二醇可通过与赖氨酸，组氨酸，天冬氨酸，谷氨酸或半胱氨酸残

基的共价键与蛋白质连接。可以使用一种或多种反应化学物质将聚乙二醇连接到蛋白质的

特定氨基酸残基(例如，赖氨酸，组氨酸，天冬氨酸，谷氨酸或半胱氨酸)或蛋白质的超过一

种类型的氨基酸残基(例如，赖氨酸，组氨酸，天冬氨酸，谷氨酸，半胱氨酸及其组合)。

[0120] 核酸

[0121] 在一个实施方案中，本发明提供了多核酸，其包含编码本发明抗体的核酸序列或

者由编码本发明抗体的核酸序列组成(包括包含抗体片段或其变体的分子，或者由抗体片

段或其变体组成的分子)。本发明还包括在高严格性下，或者在中间或更低严格性杂交条件

(例如，如上所定义)下与具有编码本发明抗体或其片段或变体的多核酸序列的核酸互补的

多核酸杂交的多核酸。

[0122] 在另一个实施方案中，获得多核酸，并通过本领域已知的任何方法测定多核酸的

核酸序列。或者，从合适来源的核酸产生编码抗体(包括包含抗体片段或其变体的分子，或

者由抗体片段或其变体组成的分子)的多核酸。若不能获得含有编码特定抗体的核酸的克

隆，但抗体分子的序列是已知的，则编码免疫球蛋白的核酸可以在特定物种的天然或优化

的密码子中化学合成或从合适的来源获得(例如，抗体cDNA文库，或从表达抗体的任何组织

或细胞产生的cDNA文库，或者从表达抗体的任何组织或细胞分离的核酸，优选多聚A+RNA，

诸如选择为表达本发明的抗体的杂交瘤细胞)，其通过使用可与序列的3'和5'末端杂交的

合成引物的PCR扩增来进行，或者通过使用对特定基因序列特异的寡核酸探针的克隆以鉴

定例如来自编码抗体的cDNA文库的cDNA克隆来进行。然后可以使用本领域公知的任何方法

将通过PCR产生的扩增核酸克隆到可复制的克隆载体中。

[0123] 在一些实施方案中，术语“核酸”是指多核酸或寡核酸，例如脱氧核糖核酸(DNA)，

并且在适当情况下，是指核糖核酸(RNA)或其模拟物。该术语还应理解为包括由核酸类似物

制备的RNA或DNA的类似物作为等同物，并且如适用于所述实施方案，包括单(有义或反义)

和双链多核酸。该术语包括由天然存在的核碱基，糖和共价核苷间(骨架)连接组成的寡核

酸以及具有相似发挥功能的非天然存在部分的寡核酸。此类修饰或取代的寡核酸由于期望

的性质，例如增强的细胞摄取，对核酸靶物的增强的亲和力和在核酸酶存在下增加的稳定

性而通常优于天然形式。

[0124] 如本领域技术人员所理解的，编码蛋白质或肽的核酸序列或基因的片段或衍生物

仍然可以以与整个野生型基因或序列相同的方式起作用。同样地，与野生型序列相比，核酸

序列的形式可以具有变异，然而编码保留表现出相同生物学效应的野生型功能的蛋白质或

肽或其片段，尽管有这些变异。这些中的每一个代表本发明的单独实施方案。

[0125] 本发明的核酸可以通过本领域公知的任何合成或重组方法生产。可以通过本领域

已知的技术进一步修饰根据本发明的核酸以改变生物物理或生物学特性。例如，可以修饰

核酸以增加其对核酸酶的稳定性(例如，“封端”)，或通过密码子优化提高表达水平，或改变

其对互补序列的亲脂性，溶解度或结合亲和力。

[0126] 用于实现特定目的的修饰核酸的方法在本领域中公开于例如Sambrook等(1989)。

此外，本发明的核酸序列可包括不编码目的蛋白质的核酸序列的一个或多个部分。本发明
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进一步提供了DNA序列，其编码与本文所述序列编码的蛋白质类似的蛋白质，但由于遗传密

码的简并性或等位变异而在密码子序列方面不同(物种群体中天然存在的碱基变化，其可

以导致或可以不导致氨基酸改变)，所述等位变异也可以编码本文所述的本发明的蛋白质。

本发明也包括由点突变或通过诱导修饰(包括插入，缺失和取代)引起的DNA序列的变化以

增强由其编码的多肽的活性，半衰期或产生。

[0127] 编码本文提供的抗体或抗原结合片段的DNA易于使用常规方法分离和测序(例如，

通过使用能够与编码抗体重链和轻链的基因特异性结合的寡核酸探针)。分离后，可将DNA

置于表达载体中，然后将其转染到在其它情况下不会产生免疫球蛋白的宿主细胞，如大肠

杆菌细胞，猿COS细胞，中国仓鼠卵巢(CHO)细胞，酵母细胞或骨髓瘤细胞中以获得重组宿主

细胞中抗体的合成。下面更详细地描述抗体的重组产生。

[0128] 在一个实施方案中，组合物包含核酸分子，其编码包含SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列

的scFv  gy1。在一个实施方案中，组合物含有包含SEQ  ID  NO:2的核酸分子。

[0129] 在一个实施方案中，核酸分子包含核酸序列，其编码包含SEQ  ID  NO:5的氨基酸序

列的轻链。例如，在一个实施方案中，编码轻链的核酸序列包含SEQ  ID  NO:4的核苷酸序列。

在一个实施方案中，核酸分子包含核酸序列，其编码包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列的VL 

FR1。例如，在一个实施方案中，编码VL  FR1的核酸序列包含SEQ  ID  NO:6的核苷酸序列。在

一个实施方案中，核酸分子包含核酸序列，其编码包含SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列的VL 

CDR1。例如，在一个实施方案中，编码VL  CDR1的核酸序列包含SEQ  ID  NO:8。在一个实施方

案中，核酸分子包含核酸序列，其编码包含SEQ  ID  NO:11的氨基酸序列的VL  FR2。例如，在

一个实施方案中，编码VL  FR2的核酸序列包含SEQ  ID  NO:10。在一个实施方案中，核酸分子

包含核酸序列，其编码包含SEQ  ID  NO:13的氨基酸序列的VL  CDR2。例如，在一个实施方案

中，编码VL  CDR2的核酸序列包含SEQ  ID  NO:12。在一个实施方案中，核酸分子包含核酸序

列，其编码包含SEQ  ID  NO:15的氨基酸序列的VL  FR3。例如，在一个实施方案中，编码VL 

FR3的核酸序列包含SEQ  ID  NO:14。在一个实施方案中，核酸分子包含核酸序列，其编码包

含SEQ  ID  NO:17的氨基酸序列的VL  CDR3。例如，在一个实施方案中，编码VL  CDR3的核酸序

列包含SEQ  ID  NO:16。核酸分子包含核酸序列，其编码包含SEQ  ID  NO:19的氨基酸序列的

VL  FR4。例如，在一个实施方案中，编码VL  FR4的核酸序列包含SEQ  ID  NO:18。

[0130] 在一个实施方案中，核酸分子包含核酸序列，其编码包含SEQ  ID  NO:21的氨基酸

序列的重链。例如，在一个实施方案中，编码重链的核酸序列包含SEQ  ID  NO:20的核苷酸序

列。在一个实施方案中，核酸分子包含核酸序列，其编码包含SEQ  ID  NO:23的氨基酸序列的

VH  FR1。例如，在一个实施方案中，编码VH  FR1的核酸序列包含SEQ  ID  NO:22的核苷酸序

列。在一个实施方案中，核酸分子包含核酸序列，其编码包含SEQ  ID  NO:25的氨基酸序列的

VH  CDR1。例如，在一个实施方案中，编码VH  CDR1的核酸序列包含SEQ  ID  NO:24的核苷酸序

列。在一个实施方案中，核酸分子包含核酸序列，其编码包含SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列的

VH  FR2。例如，在一个实施方案中，编码VH  FR2的核酸序列包含SEQ  ID  NO:26的核苷酸序

列。在一个实施方案中，核酸分子包含核酸序列，其编码包含SEQ  ID  NO:29的氨基酸序列的

VH  CDR2。例如，在一个实施方案中，编码VH  CDR2的核酸序列包含SEQ  ID  NO:28的核苷酸序

列。在一个实施方案中，核酸分子包含核酸序列，其编码包含SEQ  ID  NO:31的氨基酸序列的

VH  FR3。例如，在一个实施方案中，编码VH  FR3的核酸序列包含SEQ  ID  NO:30的核苷酸序
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列。在一个实施方案中，核酸分子包含核酸序列，其编码包含SEQ  ID  NO:33的氨基酸序列的

VH  CDR3。例如，在一个实施方案中，编码VH  CDR3的核酸序列包含SEQ  ID  NO:32的核苷酸序

列。在一个实施方案中，核酸分子包含核酸序列，其编码包含SEQ  ID  NO:35的氨基酸序列的

VH  FR4。例如，在一个实施方案中，编码VH  FR4的核酸序列包含SEQ  ID  NO:34的核苷酸序

列。在一个实施方案中，核酸分子包含编码scFv接头的核酸序列，所述scFv接头包含SEQ  ID 

NO:37的氨基酸序列。例如，在一个实施方案中，编码scFv接头的核酸序列包含SEQ  ID  NO:

36的核苷酸序列。

[0131] 例如，在一个实施方案中，核酸分子编码gy1。在一个实施方案中，核酸分子编码

gy1，其包含SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列。例如，在一个实施方案中，编码gy1的核酸序列包含

SEQ  ID  NO:2的核苷酸序列。在一个实施方案中，编码gy1的核酸分子包含编码包含SEQ  ID 

NO:5的氨基酸序列的轻链的核苷酸序列和编码包含SEQ  ID  NO:21的氨基酸序列的重链的

核苷酸序列。例如，在一个实施方案中，编码轻链的核苷酸序列包含包含SEQ  ID  NO:4的核

苷酸序列，并且编码重链的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:20的核苷酸序列。

[0132] 在一个实施方案中，编码gy1的核酸分子包含编码包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列

的VL  FR1的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列的VL  CDR1的核苷酸序列；编

码包含SEQ  ID  NO:11的氨基酸序列的VL  FR2的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:13的氨基

酸序列的VL  CDR2的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:15的氨基酸序列的VL  FR3的核苷酸

序列；编码包含SEQ  ID  NO:17的氨基酸序列的VL  CDR3的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:

19的氨基酸序列的VL  FR4的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:23的氨基酸序列的VH  FR1的

核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:25的氨基酸序列的VH  CDR1的核苷酸序列；编码包含SEQ 

ID  NO:27的氨基酸序列的VH  FR2的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:29的氨基酸序列的VH 

CDR2的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:31的氨基酸序列的VH  FR3的核苷酸序列；编码包

含SEQ  ID  NO:33的氨基酸序列的VH  CDR3的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:35的氨基酸

序列的VH  FR4的核苷酸序列；和编码包含SEQ  ID  NO:37的氨基酸序列的scFv接头的核苷酸

序列。

[0133] 例如，在一个实施方案中，编码VL  FR1的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:6的核苷酸序

列；编码VL  CDR1的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:8的核苷酸序列；编码VL  FR2的核苷酸序列

包含SEQ  ID  NO:10的核苷酸序列；编码VL  CDR2的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:12的核苷酸

序列；编码VL  FR3的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:14的核苷酸序列；编码VL  CDR3的核苷酸序

列包含SEQ  ID  NO:16的核苷酸序列；编码VL  FR4的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:18的核苷酸

序列；编码VH  FR1的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:22的核苷酸序列；编码VH  CDR1的核苷酸序

列包含SEQ  ID  NO:24的核苷酸序列；编码VH  FR2的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:26的核苷酸

序列；编码VH  CDR2的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:28的核苷酸序列；编码VH  FR3的核苷酸序

列包含SEQ  ID  NO:30的核苷酸序列；编码VH  CDR3的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:32的核苷

酸序列；编码VH  FR4的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:34的核苷酸序列；并且编码scFv接头的

核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:36的核苷酸序列。

[0134] 在一个实施方案中，核酸分子编码包含一个或多个突变的抗体或抗体片段。例如，

在一个实施方案中，核酸分子包含核苷酸序列，所述核苷酸序列编码包含SEQ  ID  NO:39的

氨基酸序列的VL  FR2，其中SEQ  ID  NO:39包含相对于SEQ  ID  NO:11的V→A点突变。例如，在
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一个实施方案中，编码突变体VL  FR2的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:38的核苷酸序列。在一

个实施方案中，核酸分子包含核苷酸序列，所述核苷酸序列编码包含SEQ  ID  NO:41的氨基

酸序列的VL  CDR2，其中SEQ  ID  NO:41包含相对于SEQ  ID  NO:13的G→E点突变。例如，在一

个实施方案中，编码突变体VL  CDR2的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:40的核苷酸序列。在一个

实施方案中，核酸分子包含核苷酸序列，所述核苷酸序列编码包含SEQ  ID  NO:43的氨基酸

序列的VL  FR4，其中SEQ  ID  NO:43包含相对于SEQ  ID  NO:19的V→A点突变。例如，在一个实

施方案中，编码突变体VL  FR4的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:42的核苷酸序列。在一个实施

方案中，核酸分子包含核苷酸序列，所述核苷酸序列编码包含SEQ  ID  NO:45氨基酸序列的

VH  CDR1，其中SEQ  ID  NO:45包含相对于SEQ  ID  NO:25的S→F点突变。例如，在一个实施方

案中，编码突变体VH  CDR1的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:44的核苷酸序列。在一个实施方案

中，核酸分子包含核苷酸序列，所述核苷酸序列编码包含SEQ  ID  NO:47氨基酸序列的VH 

FR3，其中SEQ  ID  NO:47包含相对于SEQ  ID  NO:31的I→V点突变。例如，在一个实施方案中，

编码突变体FR3的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:46的核苷酸序列。在一个实施方案中，核酸分

子包含核苷酸序列，所述核苷酸序列编码包含SEQ  ID  NO:49氨基酸序列的VH  CDR3，其中

SEQ  ID  NO:49包含相对于SEQ  ID  NO:33的D→G点突变。例如，在一个实施方案中，编码突变

体VH  CDR3的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:48的核苷酸序列。在一个实施方案中，核酸分子包

含核苷酸序列，所述核苷酸序列编码包含SEQ  ID  NO:51氨基酸序列的VH  FR4，其中SEQ  ID 

NO:51包含相对于SEQ  ID  NO:35的G→E点突变。例如，在一个实施方案中，编码突变体VH 

FR4的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:50的核苷酸序列。

[0135] 例如，在一个实施方案中，组合物包含编码抗体片段的核酸分子，所述抗体片段包

含本文中称为gy1‑st的scFv。在一个实施方案中，编码gy1‑st的核酸分子包含编码包含SEQ 

ID  NO:39的氨基酸序列的VL  FR2的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:45的氨基酸序列的VH 

CDR1的核苷酸序列，和编码包含SEQ  ID  NO:51的氨基酸序列的VH  FR4的核苷酸序列。在一

个实施方案中，编码gy1‑st的核酸分子包含编码包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列的VL  FR1

的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列的VL  CDR1的核苷酸序列；编码包含SEQ 

ID  NO:39的氨基酸序列的VL  FR2的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:13的氨基酸序列的VL 

CDR2的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:15的氨基酸序列的VL  FR3的核苷酸序列；编码包

含SEQ  ID  NO:17的氨基酸序列的VL  CDR3的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:19的氨基酸

序列的VL  FR4的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:23的氨基酸序列的VH  FR1的核苷酸序

列；编码包含SEQ  ID  NO:45的氨基酸序列的VH  CDR1的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:27

的氨基酸序列的VH  FR2的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:29的氨基酸序列的VH  CDR2的

核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:31的氨基酸序列的VH  FR3的核苷酸序列；编码包含SEQ 

ID  NO:33的氨基酸序列的VH  CDR3的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:51的氨基酸序列的

VH  FR4的核苷酸序列；和编码包含SEQ  ID  NO:37的氨基酸序列的scFv接头的核苷酸序列。

在一个实施方案中，编码VL  FR1的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:6的核苷酸序列；编码VL 

CDR1的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:8的核苷酸序列；编码VL  FR2的核苷酸序列包含SEQ  ID 

NO:38的核苷酸序列；编码VL  CDR2的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:12的核苷酸序列；编码

VLFR3的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:14的核苷酸序列；编码VL  CDR3的核苷酸序列包含SEQ 

ID  NO:16的核苷酸序列；编码VL  FR4的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:18的核苷酸序列；编码
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VH  FR1的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:22的核苷酸序列；编码VH  CDR1的核苷酸序列包含SEQ 

ID  NO:44的核苷酸序列；编码VH  FR2的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:26的核苷酸序列；编码

VH  CDR2的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:28的核苷酸序列；编码VH  FR3的核苷酸序列包含SEQ 

ID  NO:30的核苷酸序列；编码VH  CDR3的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:32的核苷酸序列；编码

VH  FR4的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:50的核苷酸序列；并且编码scFv接头的核苷酸序列包

含SEQ  ID  NO:36的核苷酸序列。

[0136] 例如，在一个实施方案中，组合物包含编码抗体片段的核酸分子，所述抗体片段包

含本文中称为gy1‑2的scFv。在一个实施方案中，编码gy1‑2的核酸分子包含编码包含SEQ 

ID  NO:41的氨基酸序列的VL  CDR2的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:43的氨基酸序列的

VL  FR4的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:45的氨基酸序列的VH  CDR1的核苷酸序列，和编

码包含SEQ  ID  NO:47的氨基酸序列的VH  FR3的核苷酸序列。在一个实施方案中，编码gy1‑2

的核酸分子包含编码包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列的VL  FR1的核苷酸序列；编码包含SEQ 

ID  NO:9的氨基酸序列的VL  CDR1的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:11的氨基酸序列的VL 

FR2的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:41的氨基酸序列的VL  CDR2的核苷酸序列；编码包

含SEQ  ID  NO:15的氨基酸序列的VL  FR3的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:17的氨基酸序

列的VL  CDR3的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:43的氨基酸序列的VL  FR4的核苷酸序列；

编码包含SEQ  ID  NO:23的氨基酸序列的VH  FR1的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:45的氨

基酸序列的VH  CDR1的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列的VH  FR2的核苷

酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:29的氨基酸序列的VH  CDR2的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID 

NO:47的氨基酸序列的VH  FR3的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:33的氨基酸序列的VH 

CDR3的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:35的氨基酸序列的VH  FR4的核苷酸序列；和编码

包含SEQ  ID  NO:37的氨基酸序列的scFv接头的核苷酸序列。在一个实施方案中，编码VL 

FR1的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:6的核苷酸序列；编码VL  CDR1的核苷酸序列包含SEQ  ID 

NO:8的核苷酸序列；编码VL  FR2的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:10的核苷酸序列；编码VL 

CDR2的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:40的核苷酸序列；编码VL  FR3的核苷酸序列包含SEQ  ID 

NO:14的核苷酸序列；编码VL  CDR3的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:16的核苷酸序列；编码VL 

FR4的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:42的核苷酸序列；编码VH  FR1的核苷酸序列包含SEQ  ID 

NO:22的核苷酸序列；编码VH  CDR1的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:44的核苷酸序列编码VH 

FR2的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:26的核苷酸序列；编码VH  CDR2的核苷酸序列包含SEQ  ID 

NO:28的核苷酸序列；编码VH  FR3的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:46的核苷酸序列；编码VH 

CDR3的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:32的核苷酸序列；编码VH  FR4的核苷酸序列包含SEQ  ID 

NO:34的核苷酸序列；并且编码scFv接头的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:36的核苷酸序列。

[0137] 例如，在一个实施方案中，组合物包含编码抗体片段的核酸分子，所述抗体片段包

含本文中称为gy1‑3的scFv。在一个实施方案中，编码gy1‑3的核酸分子包含编码包含SEQ 

ID  NO:45的氨基酸序列的VH  CDR1的核苷酸序列和编码包含SEQ  ID  NO:49的氨基酸序列的

VH  CDR3的核苷酸序列。在一个实施方案中，gy1包含编码包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列的

VL  FR1的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列的VL  CDR1的核苷酸序列；编码

包含SEQ  ID  NO:11的氨基酸序列的VL  FR2的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:13的氨基酸

序列的VL  CDR2的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:15的氨基酸序列的VL  FR3的核苷酸序
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列；编码包含SEQ  ID  NO:17的氨基酸序列的VL  CDR3的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:19

的氨基酸序列的VL  FR4的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:23的氨基酸序列的VH  FR1的核

苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:45的氨基酸序列的VH  CDR1的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID 

NO:27的氨基酸序列的VH  FR2的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:29的氨基酸序列的VH 

CDR2的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:31的氨基酸序列的VH  FR3的核苷酸序列；编码包

含SEQ  ID  NO:49的氨基酸序列的VH  CDR3的核苷酸序列；编码包含SEQ  ID  NO:35的氨基酸

序列的VH  FR4的核苷酸序列；和编码包含SEQ  ID  NO:37的氨基酸序列的scFv接头的核苷酸

序列。在一个实施方案中，编码VL  FR1的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:6的核苷酸序列；编码

VL  CDR1的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:8的核苷酸序列；编码VL  FR2的核苷酸序列包含SEQ 

ID  NO:10的核苷酸序列；编码VL  CDR2的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:12的核苷酸序列；编码

VL  FR3的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:14的核苷酸序列；编码VL  CDR3的核苷酸序列包含SEQ 

ID  NO:16的核苷酸序列；编码VL  FR4的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:18的核苷酸序列；编码

VH  FR1的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:22的核苷酸序列；编码VH  CDR1的核苷酸序列包含SEQ 

ID  NO:44的核苷酸序列；编码VH  FR2的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:26的核苷酸序列；编码

VH  CDR2的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:28的核苷酸序列；编码VH  FR3的核苷酸序列包含SEQ 

ID  NO:30的核苷酸序列；编码VH  CDR3的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:48的核苷酸序列；编码

VH  FR4的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:34的核苷酸序列；并且编码scFv接头的核苷酸序列包

含SEQ  ID  NO:36的核苷酸序列。

[0138] 在一个实施方案中，组合物包含编码PSMAb的核酸分子。在一个实施方案中，核酸

分子包含编码包含SEQ  ID  NO:68的氨基酸序列的重链的核苷酸序列。在一个实施方案中，

核酸分子包含编码具有信号肽的重链的核苷酸序列，其中具有信号肽的重链包含SEQ  ID 

NO:53的氨基酸序列。在一个实施方案中，核酸分子包含编码包含SEQ  ID  NO:55的氨基酸序

列的重链信号肽的核苷酸序列。在一个实施方案中，核酸分子包含编码包含SEQ  ID  NO:57

的氨基酸序列的重链可变区的核苷酸序列。在一个实施方案中，核酸分子包含编码包含SEQ 

ID  NO:59的重链恒定区的核苷酸序列。在一个实施方案中，核酸分子包含编码包含SEQ  ID 

NO:69的氨基酸序列的轻链的核苷酸序列。在一个实施方案中，核酸分子包含编码具有信号

肽的轻链的核苷酸序列，其中具有信号肽的轻链包含SEQ  ID  NO:61的氨基酸序列。在一个

实施方案中，核酸分子包含编码包含SEQ  ID  NO:63的氨基酸序列的轻链信号肽的核苷酸序

列。在一个实施方案中，核酸分子包含编码包含SEQ  ID  NO:65的氨基酸序列的轻链可变区

的核苷酸序列。在一个实施方案中，核酸分子包含编码包含SEQ  ID  NO:67的轻链恒定区的

核苷酸序列。在一个实施方案中，编码具有信号肽的重链的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:52

的核苷酸序列。在一个实施方案中，编码重链信号肽的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:54的核

苷酸序列。在一个实施方案中，编码重链可变区的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:56的核苷酸

序列。在一个实施方案中，编码重链恒定区的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:58的核苷酸序列。

在一个实施方案中，编码具有信号肽的轻链的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:60的核苷酸序

列。在一个实施方案中，编码轻链信号肽的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:62的核苷酸序列。在

一个实施方案中，编码轻链可变区的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:64的核苷酸序列。在一个

实施方案中，编码轻链恒定区的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:66的核苷酸序列。

[0139] 本发明包括核酸分子，其包含与本文所述的一种或多种核苷酸序列具有同源性的
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核苷酸序列。例如，在某些实施方案中，核酸分子包含与本文所述的核苷酸序列具有70％或

更多，75％或更多，80％或更多，82％或更多，85％或更多，87％或更多，90％或更多，91％或

更多，92％或更多，93％或更多，94％或更多，95％或更多，96％或更多，97％或更多，98％或

更多，99％或更多，或99.5％或更多同源性的核苷酸序列。

[0140] 本发明还提供了使用各种蛋白质表达系统表达或产生抗PSMA抗体或抗体片段的

重组蛋白质的方法。

[0141] 在一个实施方案中，本发明还提供了转化细胞及其后代，其中已经通过体外，离体

或体内重组DNA技术引入了编码抗体或抗原结合片段的核酸分子。转化的真核或原核细胞

可用于产生重组抗体或抗体片段以进行纯化，或原位或分泌表达，用于各种目的，例如肿瘤

的诊断或治疗。可以繁殖转化的细胞并将导入的核酸转录或将编码的蛋白质表达。应当理

解，后代细胞可能与亲本细胞不同，因为在复制过程中可能存在突变。转化细胞包括但不限

于原核和真核细胞，例如细菌，真菌，植物，昆虫和动物(例如哺乳动物，包括人)细胞。细胞

可以离体存在于培养物，细胞，组织或器官中或存在于受试者中。

[0142] 通常，细胞转化使用载体。术语“载体”是指例如质粒，病毒，例如病毒载体，或可通

过插入或掺入核酸来操纵以用于遗传操作(即，“克隆载体”)，或可用于转录或翻译插入的

多核酸(即“表达载体”)的本领域已知的其它媒介物。此类载体可用于引入核酸，包括与表

达控制元件可操作地连接的编码抗体的核酸，以及在体外(例如，在溶液中或在固相中)，在

细胞或体内表达编码的蛋白质。

[0143] 在一个实施方案中，通过常规技术将表达载体转移至宿主细胞，然后通过常规技

术培养转染的细胞以产生本发明的抗体或抗原结合片段。因此，本发明包括含有与异源启

动子可操作连接的编码本发明抗体(例如，完整抗体，其重链或轻链，或其部分，或单链抗

体，或其片段或变体)的多核酸的宿主细胞。在其他实施方案中，为了表达完整的抗体分子，

编码重链和轻链两者的载体在宿主细胞中共表达以表达整个免疫球蛋白分子。

[0144] 多种宿主表达载体系统可用于表达本发明的抗体分子。此类宿主表达系统代表可

以产生并随后纯化目的编码序列的载体，但也代表当用合适的核酸编码序列转化或转染

时，原位表达本发明的抗体分子的细胞。这些包括但不限于经工程化改造以表达抗体片段

或其变体(单链抗体)的噬菌体颗粒，用重组噬菌体DNA，质粒DNA或粘粒转化的微生物如细

菌(例如大肠杆菌，枯草芽孢杆菌)，含有抗体编码序列的DNA表达载体；用含有抗体编码序

列的重组酵母表达载体转化的酵母(例如，酵母属，毕赤酵母属)；用含有抗体编码序列的重

组病毒表达载体(例如杆状病毒)感染的昆虫细胞系统；用重组病毒表达载体(例如，花椰菜

花叶病毒，CaMV；烟草花叶病毒，TMV)感染或用含有抗体编码序列的重组质粒表达载体(例

如，Ti质粒)转化的植物细胞系统；或哺乳动物细胞系统(例如COS，CHO，BHK，293,3T3，NS0细

胞)，其包含含有源自哺乳动物细胞基因组(例如金属硫蛋白启动子)或哺乳动物病毒(例如

腺病毒晚期启动子；痘苗病毒7.5K启动子；CMV启动子或EF1α启动子)的启动子的重组表达

构建体。优选地，细菌细胞如大肠杆菌，更优选真核细胞(尤其是用于表达完整重组抗体分

子)可用于表达重组抗体分子。例如，哺乳动物细胞如中国仓鼠卵巢细胞(CHO)，与诸如来自

人巨细胞病毒的主要中间早期基因启动子元件的载体一起是抗体的有效表达系统

(Foecking  et  al.,Gene  45:101(1986)；Cockett  et  al.,Bio/Technology  8:2(11990)；B 

ebbington  et  al.,Bio/Techniques  10:169(1992)；Keen  and  Hale,Cytotechnology  18:
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207(1996))。这些参考文献通过引用整体并入本文。

[0145] 用于转化细胞或宿主表达载体的载体通常至少含有用于在细胞中繁殖的复制起

点。包括存在于载体内的控制元件，包括本文所述的表达控制元件，以促进转录和翻译。术

语“表达控制元件”旨在至少包括其存在可影响表达的一种或多种组分，并且可包括与启动

子或增强子不同或除启动子或增强子之外的组分，例如前导物序列和融合配偶体序列，内

部核糖体结合位点(IRES)元件，用于产生多基因或多顺反子信息，内含子的剪接信号，维持

基因的正确阅读框架以允许mRNA的框内翻译，多腺苷酸化信号以提供目的基因的转录物的

适当多腺苷酸化，终止密码子等。

[0146] 载体可包括选择标志物。如本领域所知，“选择标志物”是指允许选择含有基因的

细胞的基因。“阳性选择”是指只有含有选择标志物的细胞在暴露于阳性选择后才能存活的

过程。耐药性是阳性选择标志物的一个实例；含有标志物的细胞将在含有选择药物的培养

基中存活，并且不含标志物的细胞将死亡。这些标记物包括耐药基因，例如neo，其赋予对

G418的抗性，hygr，其赋予对潮霉素的抗性，或puro，其赋予对嘌呤霉素的抗性等。其他阳性

选择标志物基因包括允许鉴定或筛选含有标志物的细胞的基因。这些基因包括荧光蛋白

(GFP)，lacZ基因，碱性磷酸酶基因和表面标志物如CD8等基因。

[0147] 载体可含有阴性选择标志物。“阴性选择”是指在暴露于合适的阴性选择剂时杀死

含有阴性选择标志物的细胞的过程。例如，含有单纯疱疹病毒‑胸苷激酶(HSV‑tk)基因的细

胞(Wigler  et  al.,Cell  11:223(1977))对药物丙氧鸟苷(gancyclovir，GANC)敏感。类似

地，gpt基因使细胞对6‑硫代黄嘌呤敏感。

[0148] 哺乳动物表达系统还包括专门设计用于体内和离体表达的载体。此类系统包括腺

相关病毒(AAV)载体(美国专利No.5,604,090)。先前已显示AAV载体在人和小鼠中以足以以

获得治疗益处的水平提供因子IX的表达(Kay  et  al.,Nat.Genet.24:257(2000)；Nakai  et 

al .,Blood  91:4600(1998))。腺病毒载体(美国专利No.5,700 ,470 ,5 ,731 ,172和5,928,

944)，单纯疱疹病毒载体(美国专利No.5,501,979)和逆转录病毒载体(例如慢病毒载体可

用于感染分裂以及非分裂细胞和泡沫病毒)载体(美国专利No.5,624 ,820,5,693,508,5,

665,577,6,013,516和5,674,703和WIPO公开文本WO92/05266和WO92/14829)和乳头瘤病毒

载体(例如人和牛乳头瘤病毒)均已用于基因治疗(美国专利No.5,719,054)。载体还包括基

于巨细胞病毒(CMV)的载体(美国专利No.5,561,063)。已经开发并且也可以使用有效递送

基因至肠道细胞的载体(参见例如美国专利No.5,821,235,5,786,340和6,110,456)。在酵

母中例如通过同源重组促进外源核酸序列整合到染色体中的载体是本领域已知的并且可

以使用。当插入的核酸对于更常规的载体(例如，大于约12kb)而言太大时，通常使用酵母人

工染色体(YAC)。

[0149] 在一个实施方案中，用于本发明的噬菌粒载体包括本领域适用于产生本发明的抗

体/抗体模板/FR文库的任何物质，包括噬菌粒载体pCB04,pIT1 ,pIT2,CANTAB  6,pComb  3 

HS。丝状载体和噬菌粒构建方法描述于例如美国专利No.6,054,312和美国专利No.6,803,

230，各自通过引用并入本文。涉及称为细胞质噬菌体或裂解噬菌体的非丝状噬菌体载体的

噬菌体展示系统也可以如例如美国专利No.5,766,905(通过引用并入本文)中所述进行利

用。

[0150] 适用于本发明的细菌表达构建体包括但不限于pCAL ,pUC ,pET ,pETBlue TM
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(Novagen) ,pBAD ,pLEX ,pTrcHis2 ,pSE280 ,pSE380 ,pSE420(Invitrogen) ,pKK223‑2

(Clontech) ,pTrc99A,pKK223‑3,pRIT2T,pMC1871,pEZZ  18(Pharmacia) ,pBluescript  II 

SK(Stratagene) ,pALTER‑Ex1,pALTER‑Ex2,pGEMEX(Promega) ,pFivE(MBI) ,pQE(Qiagen)商

品化表达构建体及其衍生物和本领域已知的其他构建体。在本发明的一些实施方案中，构

建体还可以包括病毒，质粒，杆粒，噬菌粒，粘粒或噬菌体。

[0151] 使用脂质体将各种组合物引入细胞(包括核酸)是本领域技术人员已知的(参见例

如美国专利No.4,844,904,5,000,959,4,863,740和4,975,282)。包括天然聚合物或天然聚

合物的衍生物或水解产物的载体(描述于WO  94/20078和美国专利No.6,096,291)适用于分

子，例如多肽和多核酸的粘膜递送。用于基因治疗的基于哌嗪的两亲阳离子脂质也是已知

的(参见例如美国专利No.5 ,861 ,397)。阳离子脂质体系也是已知的(参见例如美国专利

No.5,459,127)。因此，包括体外，体内和离体递送到细胞或组织中的病毒和非病毒载体手

段。

[0152] 在一个实施方案中，核酸序列可以“可操作地连接”，即定位，以确保表达控制序列

的功能发挥。这些表达构建体通常可以作为附加体或作为细胞染色体DNA的整合部分在细

胞中复制，并且可以含有用于表达的各个原核菌株的适当复制起点。通常，表达构建体含有

选择标志物，例如四环素抗性，氨苄青霉素抗性，卡那霉素抗性或氯霉素抗性，促进检测和/

或选择用期望核酸序列转化的那些细菌细胞(参见例如美国专利No.4,704,362)。然而，这

些标志物不是排他性的，并且可以使用许多其他标志物，如本领域技术人员已知的。在本发

明的另一个实施方案中，表达构建体含有阳性和阴性选择标志物。

[0153] 类似地，报告基因可以掺入表达构建体中以促进转录产物的鉴定。因此，在本发明

的一个实施方案中，所用的报告基因选自β‑半乳糖苷酶，氯霉素乙酰转移酶，萤光素酶和荧

光蛋白。

[0154] 原核启动子序列调节编码的多核酸序列的表达，并且在本发明的一些实施方案

中，可操作地连接到编码本发明多肽的多核酸。在本发明的另外的实施方案中，这些启动子

是组成型或诱导型的，并且提供本发明多肽的高水平和低水平表达的手段，并且在一些实

施方案中，提供本发明的多种多肽的调节表达，所述多种多肽在一些实施方案中表达为融

合蛋白。

[0155] 也可以使用许多公知的细菌启动子，包括T7启动子系统，乳糖启动子系统，色氨酸

(Trp)启动子系统，Trc/Tac启动子系统，β‑内酰胺酶启动子系统，tetA启动子系统，阿拉伯

糖调节启动子系统，噬菌体T5启动子，或者来自噬菌体λ的启动子系统等，并且包括本发明

的实施方案。启动子通常将控制表达，任选地在操纵基因序列的情况下，并且可以包括例如

核糖体结合位点序列，用于启动和完成转录和翻译。根据另外的实施方案，载体还可以含有

表达控制序列，可以调节启动子转录活性的增强子，适当的限制性位点以促进克隆与启动

子相邻的插入物和其他必需的信息处理位点，例如RNA剪接位点，多腺苷酸化位点和转录终

止序列以及可以促进插入的核酸表达的任何其他序列。

[0156] 在另一个实施方案中，本发明包括在治疗，抑制或预防中使用如本文所述的多核

酸，载体，抗体和/或其片段和/或包含它们的组合物的方法。

[0157] 检测PSMA

[0158] 本领域技术人员应理解，本文提供的抗体，抗原结合片段或组合物可用于诊断或

说　明　书 26/100 页

29

CN 109641037 B

30



治疗过程。

[0159] 在一个实施方案中，本文提供了诊断受试者中肿瘤或癌症生长的存在的方法。在

另一个实施方案中，该方法包括用包含本文提供的抗体或抗原结合片段的组合物对从受试

者分离的组织样品取样，由此所述抗体或抗原结合片段与组织样品的特异性结合表明存在

受试者中的肿瘤或癌症生长。在另一个实施方案中，该方法还包括检测特异性结合抗体或

抗原结合片段但不拮抗抗体或抗原结合片段与其靶物结合的第二试剂。在另一个实施方案

中，“第二试剂”是可光活化的试剂，荧光团，放射性同位素，生物发光蛋白，生物发光肽，荧

光标签，荧光蛋白或荧光肽。

[0160] 在一个实施方案中，术语“癌症”和“癌性”在一个实施方案中是指或描述哺乳动物

中通常以不受调节的细胞生长为特征的生理状况。癌症的实例包括但不限于癌，淋巴瘤，母

细胞瘤，肉瘤(包括脂肪肉瘤)，神经内分泌肿瘤，间皮瘤，许旺细胞瘤，脑膜瘤，腺癌，黑素瘤

和白血病或淋巴样恶性肿瘤。

[0161] 在一个实施方案中，术语“癌症”包括但不限于卵巢癌，乳腺癌，成胶质细胞瘤，胃

肠癌。在另一个实施方案中，癌症是前列腺癌。

[0162] 在另一个实施方案中，“取样”包括使用检测测定法测试或分析样品的步骤，所述

检测测定法能够检测与抗体或抗原结合片段复合或缀合，并且当抗体或抗原结合片段与靶

物特异性结合时发出可检测“信号”的第二试剂。在另一个实施方案中，使用本领域常规使

用的测定法实现检测，例如但不限于免疫学测定(例如，免疫组织化学，ELISA等)或显微镜

成像。

[0163] 在一个实施方案中，术语“标记的”是指为了在筛选中实现检测而具有连接的一个

或多个元件，同位素或化学化合物的本发明的抗体。一般而言，标记物分为三类：a)免疫标

记物，其可以是作为抗体识别的融合配偶掺入的表位，b)同位素标记物，其可以是放射性或

重同位素，和c)小分子标记物，其可以包括荧光和量热染料，或生物素等分子，其能够实现

其他标记方法。在一个实施方案中，用生物素标记本发明的抗体。在其他相关的实施方案

中，本发明的生物素化的抗体可以用作例如成像剂或鉴定一种或多种配体分子的手段。在

另一个实施方案中，标记物可以是纳米颗粒，其一旦与抗体或抗原结合片段结合就可以被

检测或可视化。标记物可以在任何位置掺入化合物中，并且可以在蛋白质表达期间体外或

体内掺入。

[0164] 在一个实施方案中，由本文提供的抗体或抗原结合片段和第二试剂形成的缀合物

可用于各种应用，例如但不限于流式细胞术，ELISA，Western印迹法，免疫组织化学，膜测定

和诊断和治疗方法，如本文进一步描述的或本领域常规应用的。

[0165] 具有异常PSMA表达的肿瘤的成像

[0166] 在一个实施方案中，将本发明的组合物施用于患有涉及靶抗原，蛋白质或其他分

子的不适当表达的疾病的受试者。例如，在一个实施方案中，施用包含结合PSMA的抗体或抗

体片段的组合物以检测受试者中PSMA的存在，丰度，位置或其组合。在本发明的范围内，这

意味着包括以异常蛋白质(例如由于存在的蛋白质的量，蛋白质定位，翻译后修饰，构象状

态的改变，突变体或病原体蛋白质的存在等所致)为特征的疾病和病症。类似地，疾病或病

症的特征可在于改变分子，包括但不限于多糖和神经节苷脂。过多可能是由于任何原因引

起的，包括但不限于分子水平的过表达，作用部位的延长或累积出现，或蛋白质相对于正常
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的活性增加。该定义包括以蛋白质减少为特征的疾病和病症。此类减少可能是由于任何原

因引起的，包括但不限于分子水平的表达降低，作用部位的缩短或减少的出现，蛋白质的突

变形式，或蛋白质相对于正常的活性降低。可以相对于蛋白质的正常表达，出现或活性测量

蛋白质的此类过多或减少，并且所述测量可以在本发明的抗体的开发和/或临床测试中起

重要作用。

[0167] 在一个实施方案中，当在受试者中施用时，本发明的抗体或抗体片段结合在肿瘤

细胞(例如前列腺癌细胞)上表达的抗原；在另一个实施方案中，在受试者中施用的本发明

的抗体或抗体片段结合抗原实体瘤的新生血管系统上表达的抗原，所述实体瘤如具有PSMA

阳性新生血管系统的肿瘤，包括但不限于肺癌，肝癌，胰腺癌，结肠癌，胃癌，乳腺癌，卵巢

癌，肾癌，前列腺癌，膀胱癌，黑素瘤，胶质瘤等

[0168] 在一个实施方案中，本文提供了对含有PSMA的肿瘤进行成像的方法。在另一个实

施方案中，该方法包括施用本文提供的抗体或抗原结合片段的步骤，所述抗体或抗原结合

片段与第二试剂可操作地连接。在另一个实施方案中，一旦抗体或抗原结合片段结合其靶

物，就可以可视化前列腺或其他类型的实体瘤。在另一个实施方案中，第二试剂是可光活化

的试剂，荧光团，放射性同位素，生物发光蛋白，生物发光肽，荧光标签，荧光蛋白或荧光肽。

下面提供了第二试剂的非限制性实例。

[0169] 在一个实施方案中，可检测标记或与其连接的第二试剂包括标记物，例如但不限

于荧光标记物(例如，异硫氰酸荧光素(FITC)，花青染料等)，亲和标记物(例如，生物素)，抗

生物素蛋白，蛋白A等)，酶标记物(例如，辣根过氧化物酶或碱性磷酸酶)，或同位素标记物

(例如，124I)或任何其他此类可检测部分以允许检测和分离抗体。

[0170] 用于鉴定改变的可变区群体内的结合种类的检测方法可以是直接的或间接的，并

且可以包括例如测量光发射，放射性同位素，量热染料和荧光染料。直接检测包括在没有中

间体或第二测量程序的情况下操作以评估结合的抗原或配体的量的方法。此类方法通常使

用配体，其本身由例如放射性，发光或荧光部分标记。相反，间接检测包括通过中间或第二

测量程序操作的方法。这些方法通常使用与抗原或配体特异性反应的分子，并且它们本身

可以通过第二试剂直接标记或检测。例如，再次使用上述用于直接检测的检测方法，可以使

用能够与对配体特异的第一抗体相互作用的第二抗体检测对配体特异的抗体。间接方法可

另外采用酶标记物的检测。此外，对于筛选催化抗体的具体实例，底物的消失或产物的出现

可用作结合亲和力或催化活性的间接量度。

[0171] 在具体的实施方案中，本发明的抗体用近红外染料标记。例如，本发明的抗体可以

用IRDye800CW或吲哚菁绿(Indocyanine  Green，ICG)标记。

[0172] 在具体的实施方案中，本发明的抗体与大环螯合剂连接，所述大环螯合剂可用于

将放射性金属离子(包括但不限于111In，177Lu，90Y，166Ho，153Sm，215Bi和225Ac)与多肽

缀合。在一个优选的实施方案中，与连接到本发明抗体的大环螯合剂相关的放射性金属离

子是111In。在另一个优选的实施方案中，与连接到本发明的抗体多肽的大环螯合剂相关的

放射性金属离子是90Y。在具体的实施方案中，大环螯合剂是1,4,7,10‑四氮杂环十二烷N,

N′,N″,N″′‑四乙酸(DOTA)。在具体的实施方案中，大环螯合剂是.quadrature.‑(5‑异硫氰

酸根合‑2‑甲氧基苯基)‑1,4,7,10‑四氮杂‑环‑癸烷‑1,4,7,10‑四乙酸(.quadrature.‑(5‑

isothiocyanato‑2‑methoxyphenyl)‑1 ,4 ,7 ,10‑tetraaza‑cyclodo‑decane‑1 ,4 ,7 ,10‑
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tetraacetic  acid)。在其他具体实施方案中，DOTA通过接头分子与本发明的抗体连接。可

用于将大环螯合剂如DOTA与多肽缀合的接头分子的实例是本领域公知的‑参见例如

DeNardo  et  al .,Clin  Cancer  Res .4(10):2483‑90 ,1998；Peterson  et  al .,

Bioconjug.Chem.10(4):553‑7,1999；和Zimmerman  et  al,Nucl.Med.Biol.26(8):943‑50,

1999，其通过引用完整并入本文。另外，美国专利No.5,652,361和5,756,065公开了可与抗

体偶联的螯合剂，以及制备和使用它们的方法，其通过引用完整并入本文。

[0173] 治疗方法

[0174] 本发明还提供了治疗受试者中PSMA表达癌症的方法，包括用所述抗体或抗原结合

片段靶向所述肿瘤细胞的步骤。

[0175] 在某些实施方案中，该方法包括向受试者施用包含抗体或抗体片段的组合物。在

一个实施方案中，抗体或抗体片段与生物活性剂或这些试剂的组合可操作地连接，其中所

述试剂是毒素，放射性同位素，纳米颗粒或生物活性肽。

[0176] 在一个实施方案中，本发明提供了在受试者中治疗具有异常PSMA表达的实体瘤，

例如在新血管系统中具有高PSMA表达的前列腺癌或实体瘤的方法，包括用所述抗体或抗原

结合片段靶向PSMA高表达细胞的步骤。在某些实施方案中，该方法包括向患有与高PSMA表

达相关的肿瘤的受试者施用包含抗体或抗体片段的组合物。在一个实施方案中，抗体或抗

体片段与生物活性剂或这些试剂的组合可操作地连接，其中所述试剂是毒素，放射性同位

素，纳米颗粒或生物活性肽。这些肿瘤包括但不限于前列腺癌，肺癌，肝癌，胰腺癌，结肠癌，

胃癌，乳腺癌，卵巢癌，肾癌，前列腺癌，膀胱癌，黑素瘤，神经胶质瘤等。

[0177] 在一个实施方案中，本文提供了抑制或阻抑受试者中的肿瘤的方法。在另一个实

施方案中，该方法包括施用有效量的本发明的抗体或抗原结合片段的步骤。

[0178] 在另一个实施方案中，本文提供了延迟受试者中实体瘤进展的方法。在另一个实

施方案中，该方法包括向受试者施用有效量的本文提供的抗体或其抗原结合片段。在另一

个实施方案中，受试者对实体瘤的血管系统产生免疫应答，从而延迟受试者中实体瘤的进

展。

[0179] 在一个实施方案中，术语“可操作地连接”是指将两种或更多种分子或序列以下述

方式定位/连接，使得确保分子和序列的正确功能或表达。

[0180] 在一个实施方案中，术语“治疗有效量”是指为给定状况和施用方案提供治疗效果

的量。在本发明中，治疗效果是预防或抑制肿瘤生长，浸润，扩散，转移或复发，或优选减少

肿瘤负荷，或改善患者结果。

[0181] 在一个实施方案中，术语“预防或治疗”是指以下任何一种或多种：延迟症状的发

作，减轻症状的严重性，降低急性发作的严重性，减少症状的数量，减少症状的数量，减少疾

病相关症状的发生率，减轻症状的潜伏期，改善症状，减少继发症状，减少继发感染，延长患

者存活率，预防疾病复发，减少复发事件的次数或频率，增加症状发作之间的潜伏期，增加

持续进展前的时间，加速缓解，诱导缓解，增加缓解，加速恢复，或增加替代治疗剂的效力或

降低对替代治疗剂的抗性。在一个实施方案中，“治疗”是指治疗性处理和防范性或预防性

措施两者，其中目的是预防或减轻如上所述的靶定的病理状况或病症。

[0182] 在另一个实施方案中，“症状”是如上所述的疾病或病理状况的表现。

[0183] 在另一个实施方案中，本文提供的方法还包含蛋白水解抑制剂，药物载体，稀释剂
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和佐剂。

[0184] 在一个实施方案中，本发明的组合物包含单独的或在一些实施方案中与第二药物

活性剂组合的本发明的多肽，抗体或抗原结合片段。在一个实施方案中，术语“药物活性剂”

是指满足所示目的的任何药物。在一些实施方案中，本发明的药物活性剂包括但不限于化

学治疗药物，放射治疗药物，血管生成抑制剂，肿瘤成像探针，免疫调节剂或任何其他肿瘤

治疗和/或成像药物/试剂等。

[0185] 在另一个实施方案中，本文提供了递送生物活性剂和本发明的抗体或抗原结合片

段用于治疗受试者的肿瘤的方法。在另一个实施方案中，该方法包括伴随但单独地施用生

物活性剂和抗体或抗原结合片段的步骤。在另一个实施方案中，该方法包括分别施用生物

活性剂和抗体或抗原结合片段的步骤。

[0186] 在一个实施方案中，本文提供的抗体或抗原结合片段本身是“生物学活性的”，意

味着它们即使在修饰后也能够发挥其相应亲本抗体的生物学作用或增强作用，特别是在与

靶抗原的结合，抑制配体与受体的结合中，进一步就调节而言，特别是抑制抗原介导的信号

转导和预防或治疗抗原介导的疾病。当用于提及本文所述的任何生物活性剂时，术语“生物

活性”还指试剂以能够导致预防，诊断或治疗效果的方式调节免疫应答的能力，如熟练技术

人员理解。在一些实施方案中，用于实现该生物活性的试剂包括但不限于细胞因子，酶，趋

化因子，放射性同位素，酶活性毒素，治疗性纳米颗粒或化学治疗剂，如熟练技术人员理解。

[0187] 在一个替代实施方案中，抗体多肽缀合或可操作地连接，以便在其预期目的下起

作用于酶，以便使用抗体依赖性酶介导的前药治疗(ADEPT)。ADEPT可以通过将抗体或Fc融

合物与前药激活酶缀合或可操作地连接来使用，所述前药激活酶将前药(例如肽酰化疗剂)

转化为活性抗癌药物。可用于ADEPT的免疫缀合物的酶组分包括能够以将其转化为其更具

活性的细胞毒性形式的方式作用于前药的任何酶。本文考虑本文提供的修饰分子的其他额

外修饰。例如，多肽/抗体可以与多种非蛋白质聚合物之一连接，例如聚乙二醇(PEG)，聚丙

二醇，聚氧化烯，或聚乙二醇和聚丙二醇的共聚物。

[0188] 在另一个实施方案中，本文提供的抗体/多肽与一种或多种免疫调节剂一起施用。

此类试剂可以增加或减少一种或多种细胞因子的产生，上调或下调自身抗原呈递，掩蔽MHC

抗原，或促进一种或多种类型免疫细胞的增殖，分化，迁移或活化状态。免疫调节剂包括但

不限于：非类固醇抗炎药(NSAID)，例如阿司匹林，布洛芬，塞来昔布，双氯芬酸，依托度酸，

非诺洛芬，吲哚美辛，ketoralac，奥沙普秦，萘布美酮(nabumentone)，舒林酸，托麦汀

(tolmentin)，罗非考昔，萘普生，酮洛芬和萘丁美酮；类固醇(例如糖皮质激素，地塞米松，

可的松，羟基可的松，甲泼尼龙，泼尼松，泼尼松龙，曲安奈德(trimcinolone) ，

azulfidineicosanoids，如前列腺素，血栓烷和白三烯；以及局部类固醇，如地蒽酚，卡泊三

烯，氯倍他索和他扎罗汀)；细胞因子，诸如TGFb,IFNa ,IFNb,IFNg ,IL‑2,IL‑4,IL‑10；细胞

因子，趋化因子或受体拮抗剂，包括抗体，可溶性受体，和受体‑Fc融合物，其针对BATF,B7,

CCR2,CCR5,CD2,CD3,CD4,CD6,CD7,CD8,CD11,CD14,CD15,CD17,CD18,CD2O,CD23,CD28,CD40,

CD40L,CD44,CD45,CD52,CD64,CD80,CD86,CD147,CD152,补体因子(C5,D)CTLA4,eotaxin,Fas,

ICAM,ICOS,IFN‑αIFN‑β,IFN‑γ.,IFNAR,IgE,IL‑1,IL‑2,IL‑2R,IL‑4,IL‑5R,IL‑6,IL‑8,IL‑

9IL‑12,IL‑13,IL‑13R1,IL‑15,IL‑18R,IL‑23,整联蛋白,LFA‑1,LFA‑3,MHC,选择蛋白,TGF‑β,

TNF‑α,TNF‑β,TNF‑R1,T‑细胞受体，包括 (依那西普), (阿达木单抗),
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(英利昔单抗),PD1抗体( (纳武单抗), (派姆单抗

(pembrolizumab))或PD‑L1抗体(durvalumab,MPDL3280A)；异源抗淋巴细胞球蛋白；其他免

疫调节分子，如2‑氨基‑6‑芳基‑5取代的嘧啶，MHC结合肽和MHC片段的抗独特型抗体，硫唑

嘌呤，布喹那，溴隐亭，环磷酰胺，环孢菌素A，D‑青霉胺，脱氧精胍菌素(deoxyspergualin)，

FK506，戊二醛，金，羟氯喹，来氟米特，malononitriloamides(如来氟米特)，甲氨蝶呤，米诺

环素，咪唑立宾，麦考酚酸吗乙酯，雷帕霉素和柳氮磺胺吡啶(sulfasasazine)。

[0189] 在备选实施方案中，本发明的抗体与细胞因子一起使用。如本文所用，“细胞因子”

是指由一种细胞群释放的蛋白质的通用术语，所述蛋白质作为细胞间介质作用于另一种细

胞。此类细胞因子的实例是淋巴因子，单核因子和传统的多肽激素。细胞因子包括成纤维细

胞生长因子；催乳素；胎盘催乳素；肿瘤坏死因子‑α和‑β；苗勒管抑制物质；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；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；干扰素例如干扰素‑α，β和‑γ；集落刺激因子(CSF)

如巨噬细胞‑CSF(M‑CSF)；粒细胞‑巨噬细胞‑CSF(GM‑CSF)；和粒细胞‑CSF(G‑CSF)；白细胞

介素(IL)，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；IL‑15，肿瘤坏死因子如TNF‑α或TNF‑β；和其他多肽因子，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，以及天然序列

细胞因子的生物活性等同物。

[0190] 化学治疗剂或其他细胞毒性剂可以作为前药施用。术语“前药”是指药物活性物质

的前体或衍生物形式，与母体药物相比，其对肿瘤细胞的细胞毒性较小，并且能够被酶促活

化或转化为更具活性的母体形式。参见例如Wilman ,1986 ,Biochemical  Society 

Transactions ,615th  Meeting  Belfast ,14:375‑382；和Stella  et  al .,“Prodrugs:A 

Chemical  Approach  to  Targeted  Drug  Delivery,”Directed  Drug  Delivery,Borchardt 

et  al.,(ed.):247‑267,Humana  Press,1985。可用于如本文提供的组合物和方法的前药包

括但不限于含磷酸盐的前药，含硫代磷酸盐的前药，含硫酸盐的前药，含肽的前药，D‑氨基

酸修饰的前药，糖基化前药，含β‑内酰胺的前药，含任选取代的苯氧基乙酰胺

(phenoxyacetamide)的前药或含任选取代的苯基乙酰胺的前药，5‑氟胞嘧啶和其它5‑氟尿

苷前药，其可转化为更具活性的细胞毒性游离药物。可以衍生成用于本文提供的组合物和

方法的抗体/多肽的前药形式的细胞毒性药物的实例包括但不限于任何上述化学治疗剂。

[0191] 在一些实施方案中，可以应用抗体/多肽与上文规定的生物活性剂，即细胞因子，

酶，趋化因子，放射性同位素，酶活性毒素或化学治疗剂的任何组合。在另一个实施方案中，

抗体/多肽可以与生物活性剂可操作地连接并用于本文所述的方法中，或者本文提供的抗

体/多肽可以仅与生物活性剂以下述方式组合使用，其中两者均为单独施用(即未缀合)以

达到期望的预防，诊断或治疗效果。

[0192] PSMA靶向性抗体药物缀合物

[0193] 在一个实施方案中，本发明提供抗体‑药物偶联物(ADC)，其包含与细胞毒剂缀合

的抗体，所述细胞毒剂如化学治疗剂，药物，生长抑制剂，毒素(例如，细菌，真菌，植物或动

物来源的酶活性毒素，或其片段)，或放射性同位素(即放射性缀合物)。在一个具体实施方

案中，药物包括但不限于微管蛋白抑制剂和DNA裂解试剂，例如美登素类化合物，澳瑞他汀，
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多拉司他汀和加利车霉素。在另一个实施方案中，本发明还提供了使用ADC的方法。在一个

方面，ADC包含共价连接到细胞毒剂或可检测试剂的任何上述PSMA抗体或抗体片段。

[0194] 使用抗体‑药物缀合物以局部递送细胞毒剂或细胞抑制剂，即在癌症治疗中杀伤

或抑制肿瘤细胞的药物(Syrigos  and  Epenetos(1999)Anticancer  Research  19:605‑

614；Niculescu‑Duvaz  and  Springer(1997)Adv .Drg  Del .Rev .26:151‑172；欧洲专利

No.4,975,278)允许将药物部分靶向递送到肿瘤并且在其中胞内积累，其中这些未缀合的

药物的系统性施用可以导致与寻求消除的肿瘤细胞一样对正常细胞的不可接受的水平

(Baldwin  et  al.,(1986)Lancet  pp.(Mar.15,1986):603‑05；Thorpe,(1985)“Antibody 

Carriers  Of  Cytotoxic  Agents  In  Cancer  Therapy:A  Review ,”in  Monoclonal 

Antibodies'84:Biological  And  Clinical  applications,A.Pinchera  et  al.(ed .s) ,

pp.475‑506)。因此寻求最大效率且最小毒性。多克隆抗体和单克隆抗体两者都已经报告为

可用于这些策略(Rowland  et  al.,(1986)Cancer  Immunol.Immunother.,21:183‑87)。这

些方法中使用的药物包括道诺霉素，多柔比星，甲氨蝶呤和长春地辛(Rowland  et  al .,

(1986)上文)。抗体‑毒素缀合物中使用的毒素包括细菌毒素，诸如白喉毒素，植物毒素诸如

蓖麻毒蛋白，小分子毒素诸如格尔德霉素(geldanamycin)(Mandler  et  al(2000)Jour.of 

the  Nat .Cancer  Inst .92(19):1573‑1581；Mandler  et  al(2000)Bioorganic&

Med .Chem .Letters  10:1025‑1028；Mandler  et  al(2002)Bioconjugate  Chem .13:786‑

791) ,美登素类化合物(EP  1391213；Liu  et  al .,(1996)Proc.Natl .Acad .Sci .USA  93:

8618‑8623)和加利车霉素(Lode  et  al(1998)Cancer  Res.58:2928；Hinman  et  al(1993)

Cancer  Res.53:3336‑3342)。毒素可以通过包括微管蛋白结合，DNA结合或拓扑异构酶抑制

的机制影响其细胞毒性和细胞抑制效应。一些细胞毒性药物趋于在与较大抗体或蛋白质受

体配体缀合时无活性或不太有活性。

[0195] 抗体药物缀合物的实例是 (替伊莫单抗(ibritumomab  tiuxetan) ,

Biogen/Idec)，其是抗体‑放射性同位素缀合物，由针对正常和恶性B淋巴细胞上找到的

CD20抗原的鼠IgG1kappa单克隆抗体和由硫脲接头‑螯合剂结合的111In或90Y放射性同位

素构成(Wiseman  et  al(2000)Eur.Jour.Nucl.Med .27(7):766‑77；Wiseman  et  al(2002)

Blood  99(12):4336‑42；Witzig  et  al(2002)J.Clin.Oncol.20(10):2453‑63；Witzig  et 

al(2002)J.Clin.Oncol.20(15):3262‑69)。

[0196] 另外，MYLOTARGTM(gemtuzumab  ozogamicin,Wyeth  Pharmaceuticals)，一种由与

加利车霉素连接的人CD33抗体构成的抗体药物缀合物在2000年批准用于通过注射治疗急

性髓样白血病(Drugs  of  the  Future(2000)25(7):686；美国专利Nos.4,970,198；5,079,

233；5,585,089；5,606,040；5,693,762；5,739,116；5,767,285；5,773,001) .

[0197] 最后，澳瑞他汀肽，如单甲基澳瑞他汀E(MMAE)，多拉司他汀的合成类似物与嵌合

单克隆抗体cBR96(对癌症上的Lewis  Y特异性)和cAC10(对血液学恶性上的CD30特异性)偶

联(Doronina  et  al(2003)Nature  Biotechnology  21(7):778‑784)。cAC10正在进行治疗

开发。

[0198] 此外，本文描述了可用于产生ADC的化学治疗剂。可以使用的酶活性毒素及其片段

包括白喉A链，白喉毒素的非结合活性片段，外毒素A链(来自铜绿假单胞菌)，蓖麻毒蛋白A

链，相思豆毒蛋白A链，蒴莲根毒素A链，α‑sarcin，油桐(Aleurites  fordii)蛋白，石竹素
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(dianthin)蛋白，美洲商陆(Phytolacaamericana)蛋白(PAPI，PAPII和PAP‑S)，苦瓜

(momordica  charantia)抑制剂，麻疯树毒蛋白，巴豆毒蛋白，石碱草(sapaonaria 

officinalis)抑制剂，白树毒素(gelonin)，丝林霉素(mitogellin)，局限曲菌素

(restrictocin)，酚霉素(phenomycin)，依诺霉素(enomycin)和单端孢霉烯族化合物

(trichothecenes)。参见例如1993年10月28日公布的WO  93/21232。各种放射性核素可用于

产生放射性偶联抗体。实例包括212Bi，131I，131In，90Y和186Re。使用多种双功能蛋白偶联

剂如N‑琥珀酰亚胺基‑3‑ (2‑吡啶基二硫醇)丙酸酯(N‑s uccinim id yl‑3‑ (2‑

pyridyldithiol)propionate，SPDP)，亚氨酸酯(诸如盐酸二甲基己二亚酰胺化物)、活性酯

类(诸如辛二酸二琥珀酰亚胺基酯)、醛类(诸如戊二醛)、双叠氮化合物(诸如双(对‑叠氮苯

甲酰基)己二胺)、双重氮衍生物(诸如双(对‑重氮苯甲酰基)己二胺)、二异氰酸酯(诸如甲

苯2,6‑‑二异氰酸酯)、和双活性氟化合物(诸如1,5‑二氟‑2,4‑二硝基苯)的双功能衍生物

制备抗体和细胞毒性剂的缀合物。例如，可以如Vitetta  et  al(1987)Science,238:1098中

所述制备蓖麻毒蛋白免疫毒素。碳‑14标记的1‑异硫氰酸苯甲基‑3‑甲基二亚乙基三胺五乙

酸(MX‑DTPA)是用于使放射性核苷酸与抗体缀合的示例性螯合剂(WO94/11026)。

[0199] 本文还考虑抗体和一种或多种小分子毒素的缀合物，所述小分子毒素如加利车霉

素，美登素类化合物，多拉司他汀，澳瑞他汀，单端孢霉烯族化合物和CC1065，以及具有毒素

活性的这些毒素的衍生物。

[0200] 美登素：

[0201] 适合用作美登素类化合物药物部分的美登素化合物是本领域公知的，并且可以根

据已知方法从天然来源分离，使用遗传工程技术产生(参见Yu  et  al(2002)PNAS  99:7968‑

7973)，或美登醇和美登醇类似物根据已知方法合成制备。

[0202] 示例性的美登素类化合物药物部分包括具有改性芳环的那些，例如：C‑19‑脱氯

(美国专利No.4,256,746)(通过氢化铝锂还原安丝菌素(ansamytocin)P2制备)；C‑20‑羟基

(或C‑20‑去甲基)+/‑C‑19‑去氯(美国专利No.4,361,650和4,307,016)(通过使用链霉菌或

放线菌进行去甲基化或使用LAH进行脱氯制备)；和C‑20‑去甲氧基，C‑20‑酰氧基(‑OCOR))，

+/‑脱氯(美国专利No.4,294,757)(通过使用酰氯进行酰化制备)以及那些在其他位置进行

修改的化合物。

[0203] 示例性的美登素类化合物药物部分还包括具有如下的修饰的那些化合物：C‑9‑SH

(美国专利No.4,424,219)(通过美登醇与H2S或P2S5的反应制备)；C‑14‑烷氧基甲基(去甲

氧基/CH2OR)(US专利No.4,331,598)；C‑14‑羟甲基或酰氧基甲基(CH2OH或CH2OAc)(美国专

利No.4,450,254)(从诺卡尔菌属制备)；C‑15‑羟基/酰氧基(美国专利No.4,364,866)(通过

链霉菌转化美登醇制备)；C‑15‑甲氧基(美国专利No.4,313,946和4,315,929)(从Trewia 

nudlflora分离)；C‑18‑N‑去甲基(美国专利No.4,362,663和4,322,348)(通过链霉素对美

登醇的去甲基化制备)；和4,5‑脱氧(美国专利No.4,371,533)(通过美登醇的三氯化钛/LAH

还原制备)。

[0204] 含有美登素类化合物的ADC，其制备方法及其治疗用途公开于例如美国专利No.5,

208,020；5,416,064；6,441,163和欧洲专利EP  0  425  235  B1，其公开内容通过引用并入本

文。Liu  et  al.,Proc.Natl.Acad.Sci.USA  93:8618‑8623(1996)描述了ADC，其包含与针对

人结肠直肠癌的单克隆抗体C242连接的命名为DM1的美登素类化合物。发现缀合物对培养
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的结肠癌细胞具有高度细胞毒性，并且在体内肿瘤生长测定中显示出抗肿瘤活性。Chari 

et  al.,Cancer  Research  52:127‑131(1992)描述了ADC，其中美登素类化合物通过二硫化

物接头与结合人结肠癌细胞系上的抗原的鼠抗体A7或结合HER‑2/neu癌基因的另一种鼠单

克隆抗体TA.1缀合。在人体乳腺癌细胞系SK‑BR‑3上体外测试TA.1‑美登素类化合物偶联物

的细胞毒性，所述SK‑BR‑3表达每个细胞3×105个HER‑2表面抗原。药物缀合物实现与游离

美登素类化合物类似的细胞毒性程度，其可以通过增加每个抗体分子的美登素类化合物分

子的数量来增加。A7‑美登素类化合物偶联物在小鼠中显示出低的全身细胞毒性。

[0205] 示例性美登素类化合物实施方案是DM1(其中波浪线表示与抗体药物缀合物的接

头(L)的共价连接)。

[0206]

[0207] 澳瑞他汀和多拉司他汀：

[0208] 在一些实施方案中，ADC包含与多拉司他汀或多拉司他汀肽类似物和衍生物，澳瑞

他汀(美国专利No.5,635,483；5,780,588)缀合的本发明抗体。已显示多拉司他汀和奥瑞他

汀干扰微管动力学，GTP水解和核和细胞分裂(Woyke  et  al(2001)Antimicrob.Agents  and 

Chemother.45(12):3580‑3584)并且具有抗癌作用(美国专利No.5,663,149)和抗真菌活性

(Pettit  et  al(1998)Antimicrob.Agents  Chemother.42:2961‑2965)。多拉司他汀或奥瑞

他汀药物部分可以通过肽药物部分的N(氨基)末端或C(羧基)末端与抗体连接(WO  02/

088172)。

[0209] 示例性的澳瑞他汀实施方案包括N末端连接的单甲基奥瑞他汀药物部分DE和DF，

在2004年3月28日呈现的“Senter  et  al ,Proceedings  of  the  American  Association 

for  Cancer  Research ,Volume  45 ,Abstract  Number  623中公开，并在美国专利公开

No.2005/0238649中描述，其公开内容明确地通过引用整体并入。

[0210] 已经公开了具有各种接头组分的使用MMAE和MMAF的ADC(US2005/0238649 ,

US08968742)。

[0211] 示例性的澳瑞他汀实施方案是MMAE(其中波浪线表示与抗体药物缀合物的接头

(L)的共价连接)。
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[0212]

[0213] 另一个示例性的澳瑞他汀实施方案是MMAF，其中波浪线表示与抗体药物缀合物的

接头(L)的共价连接(US  2005/0238649)：

[0214]

[0215] 通常，可以通过在两个或更多个氨基酸和/或肽片段之间形成肽键来制备基于肽

的药物部分。例如，可以根据肽化学领域中公知的液相合成方法制备此类肽键(参见

and  K.Lübke,“The  Peptides”,volume  1,pp  76‑136,1965,Academic  Press)。

奥瑞他汀/多拉司他汀药物部分可以根据以下方法制备：美国专利No.5,635,483；美国专利

No.5,780,588；Pettit  et  al(1989)J.Am.Chem.Soc.111:5463‑5465；Pettit  et  al(1998)

Anti‑Cancer  Drug  Design  13:243‑277；Pettit,G.R.,et  al.Synthesis,1996,719‑725；

Pettit  et  al(1996)J .Chem .Soc .Perkin  Trans .1  5:859‑863；和Doronina(2003)Nat 

Biotechnol  21(7):778‑784。

[0216] 加利车霉素：

[0217] 在其他实施方案中，ADC包含与一种或多种加利车霉素分子缀合的本发明的抗体。

加利车霉素抗生素家族能够在亚皮摩尔浓度下产生双链DNA断裂。对于制备加利车霉素家

族的缀合物，参见美国专利No.5,712,374,5,714,586,5,739,116,5,767,285,5,770,701,

5,770,710,5,773,001和5,877,296(均属于American  Cyanamid  Company)。可以使用的加

利车霉素的结构类似物包括但不限于γ1  I ,α2  I ,α3  I ,N‑乙酰基‑γ1  I ,PSAG和θ1  I

(Hinman  et  al.,Cancer  Research  53:3336‑3342(1993) ,Lode  et  al.,Cancer  Research 

58:2925‑2928(1998)和American  Cyanamid的前述美国专利)。抗体可以缀合的另一种抗肿

瘤药物是QFA，它是一种抗叶酸剂。加利车霉素和QFA都具有细胞内作用位点，并且不容易穿

过质膜。因此，通过抗体介导的内化作用对这些试剂的细胞摄取大大增强了它们的细胞毒

性作用。

[0218] 其他细胞毒剂：

[0219] 可以与本发明的抗体缀合的其他抗肿瘤剂包括BCNU，链佐星(streptozocin)，长

春新碱和5‑氟尿嘧啶，描述于美国专利No.5,053,394,5,770,710中的统称为LL‑E33288复

合物的试剂家族以及埃斯波霉素(esperamicins)(美国专利No.5,877,296)。

[0220] 可以使用的酶活性毒素及其片段包括白喉A链，白喉毒素的非结合活性片段，外毒

素A链(来自铜绿假单胞菌)，蓖麻毒蛋白A链，相思豆毒蛋白A链，蒴莲根毒素A链，α‑sarcin，

油桐(Aleurites  fordii)蛋白，石竹素(dianthin)蛋白，美洲商陆(Phytolacaamericana)

蛋白(PAPI，PAPII和PAP‑S)，苦瓜(momordica  charantia)抑制剂，麻疯树毒蛋白，巴豆毒蛋
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白，石碱草(sapaonaria  officinalis)抑制剂，白树毒素(gelonin)，丝林霉素

(mitogellin)，局限曲菌素(restrictocin)，酚霉素(phenomycin)，依诺霉素(enomycin)和

单端孢霉烯族化合物(trichothecenes)。参见例如1993年10月28日公布的WO  93/21232。

[0221] 本发明进一步考虑在抗体和具有核溶解活性的化合物(例如核糖核酸酶或DNA核

酸内切酶，例如脱氧核糖核酸酶；DNA酶)之间形成的ADC。

[0222] 为了选择性破坏肿瘤，抗体可包含高放射性原子。有多种放射性同位素可用于生

产放射性缀合抗体。实例包括At211 ,I131 ,I125 ,Y90 ,Re186 ,Re188 ,Sm153 ,Bi212 ,P32 ,

Pb212和Lu的放射性同位素。当缀合物用于检测时，它可包含用于闪烁法研究的放射性原

子，例如tc99m或I123，或用于核磁共振(NMR)成像的自旋标记物(也称为磁共振成像，mri)，

例如碘‑123，碘‑131，铟‑111，氟‑19，碳‑13，氮‑15，氧‑17，钆，锰或铁。

[0223] 放射性标记物或其他标记物可以以已知方式掺入缀合物中。例如，肽可以是生物

合成的，或者可以通过化学氨基酸合成使用合适的氨基酸前体合成，所述氨基酸前体包括

例如氟‑19代替氢。诸如tc99m或I123，Re186，Re188和In111等标记物可以通过肽中的半胱

氨酸残基连接。钇‑90可以通过赖氨酸残基连接。IODOGEN方法(Fraker  et  al(1978)

Biochem.Biophys.Res.Commun.80:49‑57可用于掺入碘‑123。“Monoclonal  Antibodies  in 

Immunoscintigraphy”(Chatal,CRC  Press  1989)详细描述了其他方法。。

[0224] PSMA靶向性抗体‑药物偶联物化合物：

[0225] 本发明尤其提供用于靶向递送药物的抗体‑药物缀合物化合物。发明人已经发现

抗体‑药物缀合物化合物对表达PSMA的细胞具有有效的细胞毒性和/或细胞抑制活性。抗

体‑药物偶联化合物包含与至少一个药物单元共价连接的抗体单元。药物单元可以直接共

价连接或通过接头单元(‑LU‑)共价连接。

[0226] 在一些实施方案中，抗体药物缀合物化合物具有下式：

[0227] Ab‑(LU‑D)p

[0228] 或其药学可接受盐或溶剂合物；其中：

[0229] Ab是抗体单元，例如gy1或其突变变体衍生的本发明的完整抗体或抗体片段，例如

PSMAb，和

[0230] (LU‑D)是接头单元‑药物单元部分，其中：

[0231] LU‑是接头单元，和

[0232] ‑D是对靶细胞具有细胞抑制或细胞毒活性的药物单位；和

[0233] p是1至20的整数。

[0234] 在一些实施方案中，p范围为1‑10,1‑9,1‑8,1‑7,1‑6,1‑5,1‑4,1‑3或1‑2。在一些

实施方案中，p范围为2‑10,2‑9,2‑8,2‑7,2‑6,2‑5,2‑4或2‑3。在其它实施方案中，p是1,2,

3,4,5或6。在一些实施方案中，p是2或4。

[0235] 在一些实施方案中，抗体药物缀合物具有下式：

[0236] Ab‑(Aa‑Ww—Yy‑D)p

[0237] 或其药学可接受盐或溶剂合物，其中

[0238] Ab是抗体单元，例如gy1或其突变变体衍生的本发明的完整抗体或抗体片段，例如

PSMAb，和

[0239] ‑Aa‑Ww—Yy—是接头单元(LU)，其中：
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[0240] ‑A‑是延伸器单元，

[0241] a是0或1，

[0242] 每个—W—独立是氨基酸单元，

[0243] w是范围为0至12的整数，

[0244] —Y—是自毁间隔物单元，

[0245] y是0、1或2；

[0246] ‑D是对靶细胞具有细胞抑制或细胞毒活性的药物单位；和

[0247] p是1‑20的整数。

[0248] 在一些实施方案中，a是0或1,w是0或1，并且y是0,1或2.在一些实施方案中，a是0

或1,w是0或1并且y是0或1。在一些实施方案中，p范围为1‑10,1‑9,1‑8,1‑7,1‑6,1‑5,1‑4,

1‑3,或1‑2。在一些实施方案中，p范围为2‑8,2‑7,2‑6,2‑5,2‑4或2‑3。在其它实施方案中，p

是1,2,3,4,5或6。在一些实施方案中，p是2或4。在一些实施方案中，当w不是0时，y是1或2。

在一些实施方案中，当w是1‑12时，y是1或2。在一些实施方案中，w是2‑12并且y是1或2。在一

些实施方案中，a是1并且w和y是0。

[0249] 对于包含多种抗体的组合物，载药量由p表示，即每种抗体的药物分子的平均数。

载药量的范围可以为每抗体1至20个药物(D)。制备缀合反应中每种抗体的平均药物数可以

通过常规手段，例如质谱术，ELISA测定和HPLC表征。还可以确定就p而言抗体‑药物‑缀合物

的定量分布。在一些情况下，同质抗体‑药物‑缀合物的分离，纯化和表征(其中p是来自具有

其他载药量的抗体‑药物‑缀合物的特定值)可以通过诸如反相HPLC或电泳的手段实现。在

示例性实施方案中，p为2至8。

[0250] 抗体‑药物缀合物化合物的产生可以通过熟练技术人员已知的任何技术完成。简

言之，抗体‑药物偶联化合物包含作为抗体单元的本发明的gy1或其突变变体衍生的完整抗

体或抗体片段，药物和任选的连接药物和结合剂的接头。在优选的实施方案中，抗体是源自

gy1或其具有点突变的变体的抗体或抗体片段，如本文别处所述。许多不同反应可用于药物

和/或接头与结合剂的共价连接。这通常通过结合剂(例如抗体分子)的氨基酸残基，包括赖

氨酸的胺基团，谷氨酸和天冬氨酸的游离羧酸基团，半胱氨酸的巯基基团和芳香族氨基酸

的各个部分的反应来实现。最常用的共价连接的非特异性方法之一是碳二亚胺反应，以将

化合物的羧基(或氨基)基团连接到抗体的氨基(或羧基)基团。另外，已经使用双功能试剂

如二醛或亚氨酸酯将化合物的氨基与抗体分子的氨基基团连接。希夫碱反应也可用于将药

物连接至结合剂。该方法涉及含有二醇或羟基的药物的高碘酸盐氧化，从而形成醛，然后醛

与结合剂反应。通过与结合剂的氨基形成希夫碱而发生连接。异硫氰酸盐也可用作偶联剂，

用于将药物共价连接到结合剂。其他技术是熟练技术人员已知的并且在本发明的范围内。

[0251] 在某些实施方案中，作为接头前体的中间体在适当条件下与药物反应。在某些实

施方案中，对药物和/或中间体使用反应性基团。随后在适当条件下使药物与中间体或衍生

化药物之间的反应产物与gy1或其变体衍生的完整抗体或抗体片段反应。

[0252] PSMA靶向性CAR‑T或CAR‑NK

[0253] 使用嵌合抗原受体(CAR)修饰的自体T细胞(CART)疗法(其依赖于将T细胞重定向

至癌细胞如B细胞恶性上的合适细胞表面分子)的最新发展在利用免疫系统治疗B细胞恶性

和其他癌症的能力中显示有希望的结果(参见例如Sadelain  et  al.,Cancer  Discovery 
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3:388‑398(2013))。小鼠衍生的CART19(即“CTL019”)的临床结果显示了在患有CLL的患者

以及儿童ALL中建立完全缓解的前景(参见例如Kalos  et  al.,Sci  Transl  Med  3:95ra73

(2011) ,Porter  et  al.,NEJM  365:725‑733(2011) ,Grupp  et  al.,NEJM  368:1509‑1518

(2013))。除了遗传修饰的T细胞上的嵌合抗原受体识别和破坏靶定细胞的能力之外，成功

的治疗性T细胞疗法需要具有随时间增殖和持续，并进一步监测白血病细胞逃逸的能力。T

细胞的可变质量(无论其是能量、抑制或耗竭的结果)都会对CAR转化的T细胞的表现产生影

响，但是熟练从业人员此时对此具有有限的控制。为了有效，CAR转化的患者T细胞需要持续

并保持响应CAR抗原而增殖的能力。已经显示，ALL患者T细胞可以在包含鼠scFv的CART19的

情况下实现这点(参见例如Grupp  et  al.,NEJM  368:1509‑1518(2013)))。

[0254] 本发明通过提供整合到嵌合抗原受体(CAR)构建体中的结合PMSA的完全人抗体片

段(例如scFv)来控制患者的免疫应答，所述嵌合抗原受体(CAR)构建体将重定向工程化T细

胞以识别和杀死PSMA阳性肿瘤细胞。

[0255] 因此，一方面，本发明涉及编码嵌合抗原受体(CAR)的分离的核酸分子，其中CAR包

含包括PSMA结合域的抗体或抗体片段，跨膜域和胞内信号传导域(例如，包含共刺激域的胞

内信号传导域和/或主要信号传导域)。在一个实施方案中，CAR包含包括本文所述的完全人

抗‑PSMA结合域的抗体或抗体片段，本文所述的跨膜域和本文所述的胞内信号传导域(例

如，包含共刺激域的细胞内信号传导域和/或主要信号传导域)。

[0256] 在一个实施方案中，编码的人抗‑PSMA结合域包含本文所述的完全人抗‑PSMA结合

域的一个或多个(例如，所有三个)轻链互补决定区1(LC  CDR1)，轻链互补决定区2(LC 

CDR2)和轻链互补决定区3(LC  CDR3)，和/或本文所述的完全人抗‑PSMA结合域的一个或多

个(例如，所有三个)重链互补决定区1(HC  CDR1)，重链互补决定区2(HC  CDR2)和重链互补

决定区3(HC  CDR3)，例如包含一个或多个，例如所有三个LC  CDR和/或一个或多个，例如所

有三个HC  CDR的完全人抗‑PSMA结合域。在一个实施方案中，编码轻链可变区包括本文所述

的一个，两个，三个或所有四个框架区。在一个实施方案中，编码的重链可变区包含下文描

述的一个，两个，三个或所有四个框架区。在一个实施方案中，编码的完全人抗‑PSMA结合域

包含下文描述的人轻链可变区和/或下文描述的人重链可变区。在一个实施方案中，编码的

抗PSMA结合域是包含下文所述氨基酸序列的轻链和重链的scFv。在一个实施方案中，抗

PSMA结合域(例如，scFv)包含：轻链可变区，其包含具有以下提供的轻链可变区的氨基酸序

列的至少一个，两个或三个修饰(例如，取代)但不超过30，20或10个修饰(例如，取代)的氨

基酸序列或，或与下述氨基酸序列具有95‑99％同一性的序列；和/或重链可变区，其包含具

有以下提供的重链可变区的氨基酸序列的至少一个，两个或三个修饰(例如，取代)但不超

过30，20或10个修饰(例如，取代)的氨基酸序列或，或与下述氨基酸序列具有95‑99％同一

性的序列。在一个实施方案中，编码的人抗‑PSMA结合域包含下文描述的序列，或其具有95‑

99％同一性的序列。在一个实施方案中，编码人抗‑PSMA结合域的核酸序列包含下文描述的

序列，或其具有95‑99％同一性的序列。在一个实施方案中，编码的人抗‑PSMA结合域是

scFv，并且轻链可变区通过接头(例如本文所述的接头)连接至重链可变区。在一个实施方

案中，编码的人抗‑PSMA结合域包括(Gly4‑Ser)n接头，其中n为1,2,3,4,5,或6，优选3或4。

在另一个实施方案中，编码的人抗PSMA结合域含有如SEQ  ID  NO:37中所述的接头序列。

scFv的轻链可变区和重链可变区可以是例如以下任何方向：轻链可变区‑接头‑重链可变区
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或重链可变区‑接头‑轻链可变区。

[0257] 在某些实施方案中，抗PSMA结合域包含本文别处描述的抗体或抗体片段。例如，在

某些实施方案中，抗PSMA结合域包含gy1，gy1‑st，gy1‑2，gy1‑3或PSMAb，如本文别处所述。

[0258] 例如，在某些实施方案中，抗PSMA结合域包含下列一个或多个：SEQ  ID  NO:3,SEQ 

ID  NO:5,SEQ  ID  NO:7,SEQ  ID  NO:9,SEQ  ID  NO:11,SEQ  ID  NO:13,SEQ  ID  NO:15,SEQ  ID 

NO:17,SEQ  ID  NO:19,SEQ  ID  NO:21,SEQ  ID  NO:23,SEQ  ID  NO:25,SEQ  ID  NO:27,SEQ  ID 

NO:29,SEQ  ID  NO:31,SEQ  ID  NO:33,SEQ  ID  NO:35,SEQ  ID  NO:37,SEQ  ID  NO:39,SEQ  ID 

NO:41,SEQ  ID  NO:43,SEQ  ID  NO:45,SEQ  ID  NO:47,SEQ  ID  NO:49,SEQ  ID  NO:51,SEQ  ID 

NO:53,SEQ  ID  NO:55,SEQ  ID  NO:57,SEQ  ID  NO:59,SEQ  ID  NO:61,SEQ  ID  NO:63,SEQ  ID 

NO:65,SEQ  ID  NO:67,SEQ  ID  NO:68和SEQ  ID  NO:69。

[0259] 例如，在某些实施方案中，抗PSMA结合域由以下一种或多种核苷酸序列编码：SEQ 

ID  NO:2,SEQ  ID  NO:4,SEQ  ID  NO:6,SEQ  ID  NO:8,SEQ  ID  NO:10SEQ  ID  NO:12,SEQ  ID 

NO:14,SEQ  ID  NO:16,SEQ  ID  NO:18,SEQ  ID  NO:20,SEQ  ID  NO:22,SEQ  ID  NO:24,SEQ  ID 

NO:26,SEQ  ID  NO:28,SEQ  ID  NO:30,SEQ  ID  NO:32,SEQ  ID  NO:34,SEQ  ID  NO:36,SEQ  ID 

NO:38,SEQ  ID  NO:40,SEQ  ID  NO:42,SEQ  ID  NO:44,SEQ  ID  NO:46,SEQ  ID  NO:48,SEQ  ID 

NO:50,SEQ  ID  NO:52,SEQ  ID  NO:54,SEQ  ID  NO:56,SEQ  ID  NO:58,SEQ  ID  NO:60,SEQ  ID 

NO:62,SEQ  ID  NO:64,和SEQ  ID  NO:66。

[0260] 在一个实施方案中，编码的跨膜域是选自下组的蛋白质的跨膜域：T细胞受体的α，

β或ζ链，CD27,CD28,CD3epsilon ,CD45,CD4 ,CD5,CD8,CD9,CD16,CD22,CD33,CD37 ,CD64 ,

CD80,CD86,CD134,CD137和CD154。在一个实施方案中，编码的跨膜域包含SEQ  ID  NO:75的

氨基酸序列。在一个实施方案中，编码的跨膜域包含SEQ  ID  NO:75的氨基酸序列中具有至

少一个，两个或三个修饰(例如，取代)但不超过20，10或5个修饰(例如，取代)的氨基酸序

列，或与SEQ  ID  NO:75的氨基酸序列具有95‑99％同一性的序列。在一个实施方案中，编码

跨膜域的核酸序列包含SEQ  ID  NO:74的序列，或与其具有95‑99％同一性的序列。

[0261] 在一个实施方案中，编码的抗PSMA结合域通过铰链区(例如本文所述的铰链区)与

跨膜域连接。在一个实施方案中，编码的铰链区包含SEQ  ID  NO:73的氨基酸序列，或与其具

有95‑99％同一性的序列。在一个实施方案中，编码铰链区的核酸序列包含SEQ  ID  NO:72的

序列，或与其具有95‑99％同一性的序列。

[0262] 在一个实施方案中，核酸分子还包含编码共刺激域的序列。在一个实施方案中，共

刺激域是从选自OX40,CD2,CD27,CD28,CDS,ICAM‑1,LFA‑1(CD11a/CD18) ,ICOS(CD278)和4‑

1BB(CD137)的蛋白质获得的功能性信号传导域。在一个实施方案中，编码的共刺激域包含

SEQ  ID  NO:77的序列。在一个实施方案中，编码的共刺激域包含SEQ  ID  NO:77的氨基酸序

列中具有至少一个，两个或三个修饰(例如，取代)但不超过20，10或5个修饰(例如，取代)的

氨基酸序列，或与SEQ  ID  NO:77的氨基酸序列具有95‑99％同一性的序列。在一个实施方案

中，编码共刺激域的核酸序列包含SEQ  ID  NO:76的序列，或与其具有95‑99％同一性的序

列。在一个实施方案中，分离的核酸分子还包含编码胞内信号传导域的序列，例如本文所述

的胞内信号传导域。在一个实施方案中，编码的胞内信号传导域包含4‑1BB的功能信号传导

域和/或CD3ζ的功能信号传导域。在一个实施方案中，编码的功能性CD3ζ细胞内信号域包含

SEQ  ID  NO:79的序列。在一个实施方案中，编码的共刺激域包含SEQ  ID  NO:79的氨基酸序
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列中具有至少一个，两个或三个修饰(例如，取代)但不超过20，10或5个修饰(例如，取代)的

氨基酸序列，或与SEQ  ID  NO:79的氨基酸序列具有95‑99％同一性的序列。在一个实施方案

中，编码共刺激域的核酸序列包含SEQ  ID  NO:78的序列，或与其具有95‑99％同一性的序

列。在另一个实施方案中，CAR构建体可含有两个或更多个共刺激信号域，其选自OX40,CD2,

CD27,CD28,CDS,ICAM‑1,LFA‑1(CD11a/CD18) ,ICOS(CD278)和4‑1BB(CD137)。

[0263] 另一方面，本发明涉及编码CAR构建体的核酸分子，所述CAR构建体包含前导物序

列，例如本文所述的前导物序列，例如SEQ  ID  NO:71的前导物序列；本文所述的人抗‑PSMA

结合域，例如人抗‑PSMA结合域，其包含本文所述的LC  CDR1，LC  CDR2，LC  CDR3，HC  CDR1，HC 

CDR2和HC  CDR3，例如具有从SEQ  ID  NO:1到SEQ  ID  NO:69所列序列的人抗‑PSMA结合域，或

与其具有95‑99％同一性的序列；本文所述的铰链区，例如SEQ  ID  NO:73的铰链区；本文所

述的跨膜域，例如包含SEQ  ID  NO:75的跨膜域；和胞内信号传导域，例如本文所述的胞内信

号传导域。在一个实施方案中，编码的胞内信号传导域包含共刺激域，例如本文所述的共刺

激域，例如具有SEQ  ID  NO:77的序列的4‑1BB共刺激域，和/或主要信号传导域，例如本文描

述的主要信号传导域，例如具有SEQ  ID  NO:79序列的CD3zeta刺激域。在一个实施方案中，

编码CAR构建体的分离的核酸分子包括由SEQ  ID  NO:71的核酸序列，或与其具有95‑99％同

一性的序列编码的前导物序列。

[0264] 在另一个实施方案中，CAR包含SEQ  ID  NO:81的氨基酸序列，或与其具有95‑99％

同一性的序列。在一个实施方案中，CAR由包含SEQ  ID  NO:80的核苷酸序列或与其具有95‑

99％同一性的序列编码。

[0265] 本发明提供了分离的宿主细胞，其表达编码本文所述CAR的本发明核酸序列。在一

个实施方案中，宿主细胞是T细胞。本发明的T细胞可以是任何T细胞，例如培养的T细胞，例

如原代T细胞，或来自培养的T细胞系的T细胞，或获自哺乳动物的T细胞。若从哺乳动物获

得，T细胞可以从许多来源获得，包括但不限于血液，骨髓，淋巴结，胸腺或其他组织或液体。

T细胞也可以富集或纯化。T细胞优选是人T细胞(例如，从人中分离)。T细胞可以是任何发育

阶段的T细胞，包括但不限于CD4+/CD8+双阳性T细胞，CD4+辅助T细胞，例如Th和Th2细胞，

CD8+  T细胞(例如，细胞毒性T细胞)，肿瘤浸润细胞，记忆T细胞，幼稚T细胞等。在一个实施

方案中，T细胞是CD8+  T细胞或CD4+  T细胞。T细胞系可从例如美国典型培养物保藏中心

(ATCC，Manassas，VA)和德国微生物和细胞培养物保藏中心(German  Collection  of 

Microorganisms  and  Cell  Cultures，DSMZ)获得，并包括例如Jurkat细胞(ATCC  TIB‑

152)，Sup‑T1细胞(ATCC  CRL‑1942)，RPMI  8402细胞(DSMZ  ACC‑290)，Karpas  45细胞(DSMZ 

ACC‑545)及其衍生物。

[0266] 在另一个实施方案中，宿主细胞是天然杀伤(NK)细胞。NK细胞是一类细胞毒性淋

巴细胞，其在先天免疫系统中起作用。NK细胞定义为大颗粒淋巴细胞，并且构成从也产生B

和T淋巴细胞的共同淋巴样祖细胞分化的第三种细胞(参见例如Immunobiology,5th  ed .,

Janeway  et  al.,eds.,Garland  Publishing ,New  York,NY(2001))。NK细胞在骨髓，淋巴

结，脾，扁桃体和胸腺中分化和成熟。成熟后，NK细胞作为具有独特细胞毒性颗粒的大淋巴

细胞进入循环。NK细胞能够识别并杀死一些异常细胞，例如一些肿瘤细胞和病毒感染的细

胞，并且被认为在针对细胞内病原体的先天免疫防御中是重要的。如上关于T细胞所述，NK

细胞可以是任何NK细胞，例如培养的NK细胞，例如原代NK细胞，或来自培养的NK细胞系的NK
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细胞，或获自哺乳动物的NK细胞。若从哺乳动物获得，NK细胞可以从许多来源获得，包括但

不限于血液，骨髓，淋巴结，胸腺或其他组织或液体。NK细胞也可以富集或纯化。NK细胞优选

是人NK细胞(例如，从人中分离)。NK细胞系可从例如美国典型培养物保藏中心(ATCC，

Manassas，VA)获得，并包括例如NK‑92细胞(ATCC  CRL‑2407)，NK92MI细胞(ATCC  CRL‑2408)

及其衍生物。

[0267] 另一方面，本发明提供了CAR表达细胞，例如CART细胞的群体。在一些实施方案中，

CAR表达细胞群体包含表达不同CAR的细胞混合物。例如，在一个实施方案中，CART细胞群体

可以包括表达具有本文所述的抗PSMA结合域的CAR的第一细胞和表达具有不同抗PSMA结合

域，例如与由第一细胞表达的CAR中的抗PSMA结合域不同的本文中所述的抗PSMA结合域的

CAR的第二细胞。作为另一个实例，CAR表达细胞群体可以包含表达包括例如如本文所述的

抗PSMA结合域的CAR的第一细胞和表达包含针对PSMA外的靶物(例如PSCA)的抗原结合域的

CAR的第二细胞。在一个实施方案中，CAR表达细胞群体包含例如表达包含主要胞内信号传

导域的CAR的第一细胞和表达包含第二信号传导域的CAR的第二细胞。

[0268] 另一方面，本发明提供细胞群体，其中群体中的至少一个细胞表达具有本文所述

的抗PSMA域的CAR，并且第二细胞表达另一个试剂，例如增强CAR表达细胞的活性的试剂。例

如，在一个实施方案中，试剂可以是抑制抑制分子的试剂。在一些实施方案中，抑制性分子

例如可降低CAR表达细胞产生免疫效应器应答的能力。抑制分子的实例包括PD1 ,PD‑L1 ,

CTLA4,TIM3,LAG3,VISTA,BTLA,TIGIT,LAIR1,CD160,2B4和TGFR  beta。在一个实施方案中，

抑制抑制性分子的试剂包含与向细胞提供阳性信号的第二多肽，例如本文所述的细胞内信

号传导域结合的第一多肽，例如抑制性分子。在一个实施方案中，试剂包含第一多肽和第二

多肽，所述第一多肽例如抑制性分子的第一多肽，例如PD1,CTLA4,TIM3,LAG3,VISTA,BTLA,

TIGIT,LAIR1,CD160,2B4和TGFR  beta，或这些中任一种的片段(例如，这些中任一种的胞外

域的至少一部分，所述第二多肽是本文所述的胞内信号传导域(例如，包含共刺激域(例如，

41BB,CD27或CD28，例如如本文所述)和/或主要信号传导域(例如本文所述的CD3zeta信号

传导域)。在一个实施方案中，试剂包含PD1的第一多肽或其片段(例如，PD1的胞外域的至少

一部分)，和/或本文描述的胞内信号传导域的第二多肽(例如，本文所述的CD28信号传导域

和/或本文所述的CD3ζ信号传导域)。

[0269] 本发明还提供了编码本文所述的一种或多种CAR构建体的核酸分子。在一个方面，

核酸分子作为信使RNA转录物提供。在一个方面，核酸分子作为DNA构建体提供。

[0270] 编码期望分子的核酸序列可以使用本领域已知的重组方法获得，例如通过从表达

该基因的细胞中筛选文库，通过从已知包含该基因的载体中获得基因，或通过使用标准技

术直接从含有基因的细胞和组织中分离获得。或者，目的基因可以合成产生，而不是克隆。

[0271] 本发明还提供了插入本发明DNA的载体。源自逆转录病毒如慢病毒的载体是实现

长期基因转移的合适工具，因为它们允许转基因的长期稳定整合及其在子细胞中的繁殖。

慢病毒载体相对于源自肿瘤逆转录病毒如鼠白血病病毒的载体具有额外的优势，因为它们

可以转导非增殖细胞，例如肝细胞。它们还具有低免疫原性的附加优点。

[0272] 在另一个实施方案中，包含编码本发明的期望CAR的核酸的载体是腺病毒载体

(A5/35)。在另一个实施方案中，编码CAR的核酸的表达可以使用转座子，例如sleeping 

beauty ,crisper ,CAS9和锌指核酸酶完成。见下文June  et  al .2009Nature  Reviews 
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Immunology  9.10:704‑716，通过引用并入本文。

[0273] 简言之，编码CAR的天然或合成核酸的表达通常通过将编码CAR多肽或其部分的核

酸与启动子可操作地连接，并将构建体掺入表达载体中来实现。载体可适用于复制和整合

真核生物。典型的克隆载体含有转录和翻译终止子，起始序列和可用于调节期望核酸序列

表达的启动子。

[0274] 使用标准基因递送方案，本发明的表达构建体也可用于核酸免疫和基因治疗。用

于基因递送的方法是本领域已知的。参见例如美国专利No.5,399,346,5,580,859,5,589,

466，其通过引用整体并入本文。在另一个实施方案中，本发明提供了基因治疗载体。

[0275] 可以将核酸克隆到许多类型的载体中。例如，可以将核酸克隆到载体中，所述载体

包括但不限于质粒，噬菌粒，噬菌体衍生物，动物病毒和粘粒。特别感兴趣的载体包括表达

载体，复制载体，探针生成载体和测序载体。

[0276] 此外，表达载体可以以病毒载体的形式提供给细胞。病毒载体技术是本领域公知

的，并且描述于例如Sambrook  et  al.,2012,MOLECULAR  CLONING:A  LABORATORY  MANUAL,

volumes  1‑4,Cold  Spring  Harbor  Press,NY)，以及其他病毒学和分子生物学手册。可用

作载体的病毒包括但不限于逆转录病毒，腺病毒，腺相关病毒，疱疹病毒和慢病毒。通常，合

适的载体含有在至少一种生物中有功能的复制起点，启动子序列，方便的限制性内切核酸

酶位点和一种或多种选择标志物(例如WO  01/96584；WO  01/29058；和美国专利No.6,326,

193)。

[0277] 已经开发了许多基于病毒的系统用于将基因转移到哺乳动物细胞中。例如，逆转

录病毒为基因递送系统提供了方便的平台。可以使用本领域已知的技术将选择的基因插入

载体中并包装在逆转录病毒颗粒中。然后可以分离重组病毒并在体内或离体递送至受试者

的细胞。许多逆转录病毒系统是本领域已知的。在一些实施方案中，使用腺病毒载体。许多

腺病毒载体是本领域已知的。在一个实施方案中，使用慢病毒载体。

[0278] 另外的启动子元件，例如增强子，调节转录起始的频率。通常，这些位于起始位点

上游30‑110bp的区域，尽管已经显示许多启动子也包含起始位点下游的功能元件。启动子

元件之间的间隔通常是灵活的，因此当元件相对于彼此反转或移动时保持启动子功能。在

胸苷激酶(tk)启动子中，启动子元件之间的间隔可以在活性开始下降之前增加至50bp。取

决于启动子，似乎个别元件可以协同或独立地起作用以激活转录。

[0279] 能够在哺乳动物T细胞中表达CAR转基因的启动子的实例是EF1a启动子。天然EF1a

启动子驱动延伸因子‑1复合物的α亚基的表达，其负责将氨酰基tRNA酶促递送至核糖体。

EF1a启动子已经广泛用于哺乳动物表达质粒，并且已经显示出有效地驱动克隆到慢病毒载

体中的转基因的CAR表达。参见例如Milone  et  al.,Mol.Ther.17(8):1453‑1464(2009)。在

一个方面，EF1a启动子包含SEQ  ID  NO:100提供的序列。

[0280] 启动子的另一个实例是立即早期巨细胞病毒(CMV)启动子序列。该启动子序列是

强组成型启动子序列，其能够驱动与其可操作地连接的任何多核苷酸序列的高水平表达。

然而，也可以使用其他组成型启动子序列，包括但不限于猿病毒40(SV40)早期启动子，小鼠

乳腺肿瘤病毒(MMTV)，人免疫缺陷病毒(HIV)长末端重复序列(LTR)启动子，MoMuLV启动子，

禽白血病病毒启动子，埃巴病毒立即早期启动子，劳斯肉瘤病毒启动子，以及人基因启动

子，例如但不限于肌动蛋白启动子，肌球蛋白启动子，延伸因子‑1a启动子，血红蛋白启动子
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和肌酸激酶启动子。此外，本发明不应限于组成型启动子的使用。诱导型启动子也被认为是

本发明的一部分。诱导型启动子的使用提供了分子开关，其能够当期望此类表达时启动与

其可操作连接的多核苷酸序列的表达，或者当不期望表达时关闭表达。诱导型启动子的实

例包括但不限于金属硫蛋白启动子，糖皮质激素启动子，孕酮启动子和四环素启动子。

[0281] 为了评估CAR多肽或其蛋白质的表达，待引入细胞的表达载体还可含有选择标志

物基因或报告基因或两者，以促进从寻求通过病毒载体转染或感染的细胞群体中鉴定和选

择表达细胞。在其他方面，选择标志物可以在单独的DNA片段上携带并用于共转染程序。选

择标志物和报告基因两者在侧翼都可以有适当的调节序列以使其能够在宿主细胞中表达。

有用的选择标志物包括例如抗生素抗性基因，例如neo等。

[0282] 报告基因用于鉴定潜在转染的细胞和用于评估调节序列的功能。通常，报告基因

是下述基因，其不存在于受体生物体或组织中或不由受体生物体或组织表达，并且编码其

表达通过一些易于检测的特性(例如酶活性)表现出来的多肽。在将DNA导入受体细胞后，在

适当的时间测定报告基因的表达。合适的报告基因可包括编码萤光素酶，β‑半乳糖苷酶，氯

霉素乙酰转移酶，分泌性碱性磷酸酶或绿色荧光蛋白基因的基因(例如Ui‑Tei  et  al .,

2000  FEBS  Letters  479:79‑82)。合适的表达系统是公知的，可以使用已知技术制备或商

业获得。通常，具有显示报告基因最高表达水平的最小5'侧翼区的构建体被鉴定为启动子。

此类启动子区可以与报告基因连接，并用于评估试剂调节启动子驱动的转录的能力。

[0283] 将基因导入并且表达到细胞中的方法是本领域已知的。在表达载体的背景下，可

以通过本领域的任何方法将载体容易地引入宿主细胞，例如哺乳动物，细菌，酵母或昆虫细

胞。例如，可以通过物理，化学或生物方式将表达载体转移到宿主细胞中。

[0284] 用于将多核苷酸导入宿主细胞的物理方法包括磷酸钙沉淀，脂质转染，颗粒轰击，

显微注射，电穿孔等。产生包含载体和/或外源核酸的细胞的方法是本领域公知的。参见例

如Sambrook  et  al .,2012 ,MOLECULAR  CLONING:A  LABORATORY  MANUAL，第1‑4卷，Cold 

Spring  Harbor  Press，NY)。将多核苷酸导入宿主细胞的优选方法是磷酸钙转染

[0285] 用于将目标多核苷酸引入宿主细胞的生物学方法包括使用DNA和RNA载体。病毒载

体，尤其是逆转录病毒载体，已成为将基因插入哺乳动物例如人细胞中的最广泛使用的方

法。其他病毒载体可以源自慢病毒，痘病毒，单纯疱疹病毒I，腺病毒和腺相关病毒等。参见

例如美国专利No.5,350,674和5,585,362。

[0286] 用于将多核苷酸引入宿主细胞的化学方法包括胶体分散系统，例如大分子复合

物，纳米胶囊，微球，珠和基于脂质的系统，包括水包油乳剂，胶束，混合胶束和脂质体。用作

体外和体内递送载体的示例性胶体系统是脂质体(例如，人造膜囊泡)。现有技术的核酸靶

向递送的其他方法是可用的，例如递送具有靶向纳米颗粒的多核苷酸或其他合适的亚微米

尺寸的递送系统。

[0287] 在使用非病毒递送系统的情况下，示例性递送载体是脂质体。考虑使用脂质制剂

将核酸引入宿主细胞(体外，离体或体内)。在另一方面，核酸可以与脂质结合。与脂质相关

的核酸可以包封在脂质体的水性内部，散布在脂质体的脂质双层内，通过与脂质体和寡核

苷酸结合的连接分子连接到脂质体，包埋在脂质体中，与脂质体复合，分散在含有脂质的溶

液中，与脂质混合，与脂质结合，作为脂质中的悬浮液包含，与胶束一起包含或复合，或以其

他方式与脂质结合。脂质，脂质/DNA或脂质/表达载体相关组合物不限于溶液中的任何特定
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结构。例如，它们可以以双层结构，胶束或“塌陷”结构存在。它们也可以简单地散布在溶液

中，可能形成尺寸或形状不均匀的聚集体。脂质是脂肪物质，其可以是天然存在的或合成的

脂质。例如，脂质包括天然存在于细胞质中的脂肪液滴以及含有长链脂族烃以及其衍生物，

例如脂肪酸，醇，胺，氨基醇和醛的化合物类别。

[0288] 适合使用的脂质可以从商业来源获得。例如，二肉豆蔻基磷脂酰胆碱(dimyristyl 

phosphatidylcholine，“DMPC”)可以从Sigma ,St .Louis ,Mo .获得；磷酸二十六烷基酯

(dicetyl  phosphate，“DCP”)可以从K&K  Laboratories(Plainview ,N .Y.)获得；胆固醇

(“Choi”)可以从Calbiochem‑Behring获得；二肉豆蔻基磷脂酰甘油(dimyristyl 

phosphatidylglycerol，“DMPG”)和其他脂质可以从Avanti  Polar  Lipids ,Inc .

(Birmingham,Ala.)获得。脂质在氯仿或氯仿/甲醇中的储备溶液可以在约‑20℃贮存。氯仿

用作唯一的溶剂，因为它比甲醇更容易蒸发。“脂质体”是通用术语，包括通过产生封闭的脂

质双分子层或聚集体形成的各种单层和多层脂质载体。脂质体可以表征为具有囊泡结构，

其具有磷脂双层膜和内部水性介质。多层脂质体具有通过水性介质分离的多个脂质层。当

磷脂悬浮在过量的水溶液中时，它们自发形成。脂质组分在形成封闭结构之前经历自重排，

并在脂质双层之间捕获水和溶解的溶质(Ghosh  et  al.,1991  Glycobiology  5:505‑10)。

然而，还包括在溶液中具有与正常囊泡结构不同的结构的组合物。例如，脂质可呈现胶束结

构或仅作为脂质分子的不均匀聚集体存在。还考虑lipofectamine‑核酸复合物。

[0289] 无论用于将外源核酸引入宿主细胞中还是以其他方式将细胞暴露于本发明的抑

制剂的方法，为了证实重组DNA序列在宿主细胞中的存在，可以进行多种测定。此类测定包

括例如本领域技术人员公知的“分子生物学”测定，例如Southern和Northern印迹法，RT‑

PCR和PCR；“生物化学”测定，例如检测特定肽的存在或不存在，例如通过免疫学手段(ELISA

和蛋白质印迹)或通过本文所述的测定来鉴定落入本发明范围内的试剂。

[0290] 本发明进一步提供了包含CAR编码核酸分子的载体。在一方面，CAR载体可以直接

转导入细胞，例如T细胞或NK细胞。在一方面，载体是克隆或表达载体例如载体，包括但不限

于一种或多种质粒(例如，表达质粒，克隆载体，小环(minicircle)，微型染色体，双微小染

色体)，逆转录病毒和慢病毒载体构建体。在一方面，载体能够在哺乳动物T细胞中表达CAR

构建体。在一个方面，哺乳动物T细胞是人T细胞。

[0291] T细胞来源

[0292] 在扩增和遗传修饰之前，从受试者获得T细胞来源。术语“受试者”旨在包括可以引

发免疫应答的活生物体(例如哺乳动物)。受试者的实例包括人，狗，猫，小鼠，大鼠及其转基

因物种。T细胞可以从许多来源获得，包括外周血单个核细胞，骨髓，淋巴结组织，脐带血，胸

腺组织，来自感染部位的组织，腹水，胸腔积液，脾组织和肿瘤。在本发明的某些方面，可以

使用本领域可用的任何数量的T细胞系。在本发明的某些方面，T细胞可以使用熟练技术人

员已知的多种技术，例如FicollTM分离从例如从受试者收集的血液单位获得。在一个优选的

方面，来自个体的循环血液的细胞通过单采血液成分术(apheresis)获得。单采血液成分产

品通常含有淋巴细胞，包括T细胞，单核细胞，粒细胞，B细胞，其他有核白细胞，红细胞和血

小板。在一方面，可以清洗通过单采血液成分术收集的细胞以除去血浆部分并将细胞置于

合适的缓冲液或培养基中用于后续处理步骤。在本发明的一个方面，用磷酸盐缓冲盐水

(PBS)清洗细胞。在备选的方面，清洗溶液缺乏钙并且可能缺乏镁，或者可能缺少许多(若不
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是所有)二价阳离子。在缺乏钙的情况下的初始活化步骤可以导致放大的激活。如本领域普

通技术人员将容易理解的，清洗步骤可以通过本领域技术人员已知的方法，例如通过使用

半自动“流通”离心机(例如Cobe  2991细胞处理器、Baxter  CytoMate或Haemonetics  Cell 

Saver  5)根据制造商的说明完成。清洗后，可以将细胞重悬于多种生物相容性缓冲液，诸如

例如无Ca无Mg的PBS，PlasmaLyte  A，或含有或不含缓冲液的其它盐溶液。或者，可以除去单

采血液成分样品的不期望的组分，并将细胞直接重悬于培养基中。

[0293] 在一方面，通过裂解红细胞和耗尽单核细胞从外周血淋巴细胞分离T细胞，例如通

过经由PERCOLLTM梯度离心或通过逆流离心淘洗进行。可以通过阳性或阴性选择技术进一

步分离特定的T细胞亚群，例如CD3+,CD28+,CD4+,CD8+,CD45RA+和CD45RO+  T细胞。例如，在

一方面，通过与抗CD3/抗CD28(例如，3x28)缀合的珠(例如 M‑450  CD3/

CD28  T)温育对于正向选择期望的T细胞足够的时间段来分离T细胞。在一方面，时间段是约

30分钟。在进一步的方面，该时间段的范围为30分钟至36小时或更长以及其间的所有整数

值。在进一步的方面，时间段为至少1,2,3,4,5或6小时。在另一个优选的方面，时间段是10

至24小时。在一方面，温育时间段是24小时。与其他细胞类型相比，在有很少T细胞的任何情

况下可以使用更长的温育时间来分离T细胞，例如从肿瘤组织或免疫受损个体中分离肿瘤

浸润淋巴细胞(TIL)。此外，使用更长的温育时间可以提高CD8+  T细胞的捕获效率。因此，通

过简单地缩短或延长T细胞与CD3/CD28珠结合的时间和/或通过增加或减少珠与T细胞的比

例(如本文进一步描述的)，可以在培养开始时或在过程中的其他时间点优先选择T细胞亚

群。另外，通过增加或减少珠或其他表面上抗CD3和/或抗CD28抗体的比率，可以在培养起始

时或在过程期间的其他期望时间点优先选择T细胞亚群。熟练技术人员将认识到在本发明

的上下文中也可以使用多轮选择。在某些方面，可以期望进行选择程序并在激活和扩展过

程中使用“未选择的”细胞。“未选择的”细胞也可以进行进一步的选择轮次。

[0294] 通过阴性选择富集T细胞群可以通过针对负选择细胞特有的表面标志物的抗体组

合来实现。一种方法是通过负磁性免疫粘附或流式细胞术进行细胞分选和/或选择，其使用

针对负面选择的细胞上存在的细胞表面标志物的单克隆抗体混合物。例如，为了通过阴性

选择富集CD4+细胞，单克隆抗体混合物通常包括针对CD14，CD20，CD11b，CD16，HLA‑DR和CD8

的抗体。在某些方面，可以期望富集或正选择通常表达CD4+，CD25+，CD62Lhi，GITR+和FoxP3

+的调节性T细胞。或者，在某些方面，T调节细胞被抗C25缀合的珠或其他类似的选择方法耗

尽。

[0295] 在一个实施方案中，可以选择表达IFN‑γ,TNFα,IL‑17A ,IL‑2 ,IL‑3 ,IL‑4 ,GM‑

CSF,IL‑10,IL‑13，颗粒酶B和穿孔蛋白，或其他合适的分子，例如其他细胞因子中的一种或

多种的T细胞群体。筛选细胞表达的方法可以通过例如PCT公开号：WO2013/126712中描述的

方法测定。

[0296] 为了通过阳性或阴性选择分离期望的细胞群体，可以改变细胞和表面(例如珠等

颗粒)的浓度。在某些方面，可以期望显著降低珠和细胞混合在一起的体积(例如，增加细胞

浓度)，以确保细胞和珠的最大接触。例如，在一个方面，使用20亿个细胞/ml的浓度。在一个

方面，使用10亿个细胞/ml的浓度。在另一方面，使用大于1亿个细胞/ml。在另一方面，使用

1000,1500,2000,2500,3000,3500,4000,4500或5000万个细胞/ml的细胞浓度。在一个方

面，使用7500,8000,8500,9000,9500或1亿个细胞/ml的细胞浓度。在其他方面，可以使用
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1.25或1.5亿个细胞/ml的浓度。使用高浓度可导致增加的细胞产量，细胞活化和细胞扩增。

此外，使用高细胞浓度可以更有效地捕获可以弱表达目的靶抗原的细胞，例如CD28阴性T细

胞，或者来自存在许多肿瘤细胞的样品(例如，白血病血液，肿瘤组织等)的细胞。此类细胞

群体可以具有治疗价值并且将期望获得。例如，使用高浓度的细胞允许更有效地选择通常

具有较弱CD28表达的CD8+  T细胞。

[0297] 在相关方面，可以期望使用较低浓度的细胞。通过显著稀释T细胞和表面(例如，诸

如珠的颗粒)的混合物，使颗粒和细胞之间的相互作用最小化。这选择表达大量要与颗粒结

合的期望抗原的细胞。例如，CD4+  T细胞表达较高水平的CD28，并且比稀浓度的CD8+  T细胞

更有效地捕获。在一方面，使用的细胞浓度为5×10e6/ml。在其他方面，使用的浓度可以是

约1×105/ml至1×106/ml以及其间的任何整数值。

[0298] 在其他方面，细胞可以在旋转器上以不同的速度在2‑10℃或室温温育不同的时间

长度。

[0299] 用于刺激的T细胞也可在清洗步骤后冷冻。不希望受理论束缚，冷冻和随后的解冻

步骤通过除去细胞群体中的粒细胞并且在一定程度上除去单核细胞提供更均匀的产物。在

除去血浆和血小板的清洗步骤之后，可以将细胞悬浮在冷冻溶液中。虽然许多冷冻溶液和

参数在本领域中是已知的并且在这种情况下是有用的，但一种方法涉及使用含有20％DMSO

和8％人血清白蛋白的PBS，或含有10％葡聚糖40和5％右旋糖，20％人血清白蛋白和7.5％

DMSO，或31.25％Plasmalyte‑A，31.25％右旋糖5％，0.45％NaCl，10％葡聚糖40和5％右旋

糖，20％人血清白蛋白和7.5％DMSO的培养基或含有例如Hespan和PlasmaLyte  A的其他合

适的细胞冷冻培养基，然后将细胞以1℃/分钟的速率冷冻至‑80℃，并贮存在液氮储罐的气

相中。可以使用其他控制冷冻方法以及在‑20℃或液氮中立即不受控制的冷冻。

[0300] 在某些方面，将冷冻保存的细胞如本文所述进行解冻和清洗，并在使用本发明的

方法活化之前在室温下静置1小时。

[0301] 在本发明的上下文中还考虑在可以需要如本文所述的扩增细胞之前的时间段从

受试者收集血液样品或单采血液成分术产物。因此，可以在任何必要的时间点收集待扩增

细胞的来源，并且分离和冷冻期望的细胞，例如T细胞，以便随后用于T细胞疗法中，以用于

将受益于T细胞疗法，例如本文所述的那些T细胞疗法的任何数量的疾病或状况。在一个方

面，血液样品或单采血液成分术取自一般健康的受试者。在某些方面，血液样品或单采血液

成分术取自一般健康的受试者，该受试者有发展疾病的风险，但尚未患上疾病，并且将目的

细胞分离并冷冻供以后使用。在某些方面，可以将T细胞扩增，冷冻，并在以后使用。在某些

方面，在诊断如本文所述的特定疾病之后不久但在任何治疗之前从患者收集样品。在另一

方面，在任何数量的相关治疗方式之前，从受试者的血液样品或单采血液成分术中分离细

胞，所述相关治疗方式包括但不限于用诸如那他珠单抗(natalizumab)，依法珠单抗

(efalizumab)，抗病毒剂，化疗，放射，免疫抑制剂，如环孢菌素，硫唑嘌呤，甲氨蝶呤，麦考

酚酯和FK506，抗体或其他免疫消除剂如CAMPATH，抗CD3抗体，环磷酰胺，氟达拉滨，环孢菌

素，FK506，雷帕霉素，霉酚酸，类固醇，FR901228和辐射治疗。

[0302] 在本发明的另一方面，在对受试者给予功能性T细胞的治疗后直接从患者获得T细

胞。在这方面，已经观察到在某些癌症治疗，特别是用破坏免疫系统的药物的治疗之后，在

患者通常从治疗中恢复期期间的治疗后不久，获得的T细胞的质量对于其离体扩增的能力
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可以是最佳的或改善的。同样地，在使用本文所述的方法进行离体操作后，这些细胞可以处

于优选的状态，以增强植入和体内扩增。因此，在本发明的上下文中考虑在该恢复期期间收

集血细胞，包括T细胞，树突细胞或造血谱系的其他细胞。此外，在某些方面，动员(例如，用

GM‑CSF动员)和条件化方案可用于在受试者中产生状况，其中特定细胞类型的再增殖，再循

环，再生和/或扩增是有利的，尤其是在治疗后限定的时间窗。示例性细胞类型包括T细胞，B

细胞，树突细胞和免疫系统的其他细胞。

[0303] T细胞的激活和扩增

[0304] 一般可以使用如例如以下描述的方法活化和扩增T细胞：美国专利No.6,352,694；

6,534,055；6,905,680；6,692,964；5,858,358；6,887,466；6,905,681；7,144,575；7,067,

318；7,172,869；7,232,566；7,175,843；5,883,223；6,905,874；6,797,514；6,867,041；和

美国专利申请公开文本No.20060121005。

[0305] 通常，本发明的T细胞可以通过与表面接触来扩增，所述表面具有对其连接的刺激

CD3/TCR复合物相关信号的试剂和刺激T细胞表面上的共刺激分子的配体。特别地，可以如

本文所述刺激T细胞群体，例如通过与表面上固定的抗CD3抗体或其抗原结合片段，或抗CD2

抗体接触，或通过与蛋白激酶C活化剂(例如苔藓抑素)以及钙离子载体接触。为了共刺激T

细胞表面上的辅助分子，使用结合辅助分子的配体。例如，在适于刺激T细胞增殖的条件下，

可以使T细胞群体与抗CD3抗体和抗CD28抗体接触。为了刺激CD4+  T细胞或CD8+  T细胞的增

殖，抗CD3抗体和抗CD28抗体。抗CD28抗体的实例包括9.3 ,B‑T3 ,XR‑CD28(Diaclone ,

Besancon,France)，可以用作本领域公知的其他方法(Berg  et  al.,Transplant  Proc.30

(8):3975‑3977 ,1998；Haanen  et  al.,J .Exp.Med .190(9):13191328,1999；Garland  et 

al.,J.Immunol.Meth.227(1‑2):53‑63,1999)。

[0306] 在某些方面，T细胞的主要刺激信号和共刺激信号可以由不同的方案提供。例如，

提供每个信号的试剂可以在溶液中或与表面偶联。当与表面偶联时，试剂可以偶联到相同

的表面(即，“顺式”形成)或不同的表面(即“反式”形成)。或者，可以将一种试剂偶联到表面

而将另一种试剂在溶液中。在一方面，提供共刺激信号的试剂与细胞表面结合，并且提供主

要活化信号的试剂在溶液中或偶联到表面。在某些方面，这两种试剂都可以在溶液中。在一

方面，试剂可以为可溶形式，然后交联至表面，例如细胞，其表达Fc受体或抗体或将与试剂

结合的其他结合剂。在这方面，关于预期用于激活和扩增本发明的T细胞的人工抗原呈递细

胞(aAPC)，参见例如美国专利申请公开文本No.20040101519和20060034810。

[0307] 在一方面，将两种试剂在珠上，在相同珠上，即“顺式”固定化或者固定化到不同

珠，即“反式”。举例而言，提供主要活化信号的试剂是抗CD3抗体或其抗原结合片段并且提

供共刺激信号的试剂是抗CD28抗体及其抗原结合片段；并且将这两种试剂以等同的分子量

共固定化到相同珠。在一方面，使用1:1比率的与珠结合的每种抗体，用于CD4+  T细胞扩增

和T细胞生长。在本发明的某些方面，使用与珠结合的抗CD3:CD28抗体比率，使得与使用1:1

比率观察到的扩增相比观察到T细胞扩增的增加。在一个具体的方面中，与使用1:1比率观

察到的扩增相比观察到约1至约3倍的增加。在一方面，与珠结合的CD3:CD28抗体的比率的

范围是100:1至1:100以及其间的所有整数值。在本发明的一方面，比抗CD3抗体更多的抗

CD28抗体与颗粒结合，即CD3:CD28的比率小于1。在本发明的某些方面，与珠结合的抗CD28

抗体与抗CD3抗体的比率大于2:1。在一个具体的方面，使用与珠结合的抗体的1:100CD3:
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CD28比率。在一方面，使用与珠结合的抗体的1:75CD3:CD28比率。在另一方面，使用与珠结

合的抗体的1:50CD3:CD28比率。在一方面，使用与珠结合的抗体的1:30CD3:CD28比率。在一

个优选的方面，使用与珠结合的抗体的1:10CD3:CD28比率。在一方面，使用与珠结合的抗体

的1:3CD3:CD28比率。在另一方面，使用与珠结合的抗体的3:1CD3:CD28比率。

[0308] 颗粒与细胞的比率为1:500至500:1以及其间的任何整数值可用于刺激T细胞或其

他靶细胞。如本领域普通技术人员可以容易地理解，颗粒与细胞的比例可以取决于相对于

靶细胞的颗粒大小。例如，小尺寸的珠只能结合几个细胞，而较大的珠可以结合许多细胞。

在某些方面，细胞与颗粒的比率范围为1:100至100:1以及其间的任何整数值，并且在另外

的方面，比率包括1:9至9:1，并且也可以使用其间的任何整数值来刺激T细胞。如上所述，导

致T细胞刺激的抗CD3和抗CD28偶联颗粒与T细胞的比率可以变化，但是某些优选值包括1:

100,1:50,1:40,1:30,1:20,1:10,1:9,1:8,1:7,1:6,1:5,1:4,1:3,1:2,1:1,2:1,3:1,4:1,

5:1,6:1,7:1,8:1,9:1,10:1,和15:1，其中一个优选的比率是每个T细胞的至少1:1个颗粒。

在一个方面，使用颗粒与细胞的比率1:1或更小。在一个具体的方面，优选的颗粒:细胞比率

是1:5。在另外的方面，颗粒与细胞的比率可以随着刺激天数而变化。例如，在一方面，颗粒

与细胞的比率在第一天为1:1至10:1，并且之后每天或每隔一天将其他颗粒加入细胞高达

10天，最终比率1:1‑1:10(基于添加当天的细胞计数)。在一个具体的方面，颗粒与细胞的比

率在刺激的第一天是1:1并且在刺激的第三天和第五天调整为1:5。在一方面，每天或每隔

一天添加颗粒至第一天的最终比率1:1，刺激的第三天和第五天的1:5。在一方面，在刺激的

第一天，颗粒与细胞的比率为2：1，并且在刺激的第三天和第五天调整为1:10。在一方面，每

天或每隔一天添加颗粒至第一天的最终比率1:1，并且在刺激的第三天和第五天为1:10。本

领域技术人员将理解，各种其他比率可适用于本发明。特别地，比率将根据粒度和细胞大小

和类型而变化。在一个方面，最典型的使用比率在第一天在1:1,2:1和3:1附近。

[0309] 在本发明的其他方面，将细胞如T细胞与试剂包被的珠组合，随后分离珠和细胞，

然后培养细胞。在另一个方面，在培养之前，不将试剂包被的珠和细胞分开，但是一起培养。

在另一方面，首先通过施加力(例如磁力)浓缩珠和细胞，导致细胞表面标志物的连接增加，

从而诱导细胞刺激。

[0310] 举例来说，可以通过允许与抗CD3和抗CD28连接的顺磁珠(3×28珠)与T细胞接触

来连接细胞表面蛋白。在一方面，将细胞(例如，104至109个T细胞)和珠(例如，比率1:1的

M‑450CD3/CD28T顺磁珠)组合在缓冲液，例如PBS(没有二价阳离子，如钙

和镁)中。同样，本领域普通技术人员可以容易地理解可以使用任何细胞浓度。例如，靶细胞

在样品中可能非常罕见，并且仅包含0.01％的样品或整个样品(即100％)可包含目标靶细

胞。因此，任何细胞数在本发明的背景内。在某些方面，可以期望显著降低颗粒和细胞混合

在一起的体积(即，增加细胞浓度)，以确保细胞和颗粒的最大接触。例如，在一方面，使用约

20亿个细胞/ml的浓度。在一个方面，使用大于1亿个细胞/ml。在另一方面，使用1000,1500,

2000,2500,3000,3500,4000,4500或5000万个细胞/ml的细胞浓度。在一方面，使用7500,

8000,8500,9000,9500或1亿个细胞/ml的细胞浓度。在其他方面，可以使用1.25或1.5亿个

细胞/ml的浓度。使用高浓度可导致增加的细胞产量，细胞活化和细胞扩增。此外，使用高细

胞浓度可以更有效地捕获可以弱表达目的靶抗原的细胞，例如CD28阴性T细胞。此类细胞群

体可以具有治疗价值并且在某些方面将期望获得。例如，使用高浓度的细胞允许更有效地
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选择通常具有较弱CD28表达的CD8+  T细胞。

[0311] 在本发明的一个方面，可以将混合物培养数小时(约3小时)至约14天或其间的任

何以小时计的整数值。在一方面，可以将混合物培养21天。在本发明的一方面，将珠和T细胞

一起培养约8天。在一个方面，珠和T细胞一起培养2‑3天。也可以期望几个刺激周期，使得T

细胞的培养时间可以是60天或更长。适合T细胞培养的条件包括适当的培养基(例如，最小

必需培养基(Minimal  Essential  Media)或RPMI培养基1640或X‑vivo  15，(Lonza))，其可

包含增殖和存活力所必需的因子，包括血清(例如，胎牛或人血清)，白细胞介素‑2(IL‑2)，

胰岛素，IFN‑γ，IL‑4，IL‑7，GM‑CSF，IL‑10，IL‑12，IL‑15，TGFβ和TNF‑α或熟练技术人员已

知的用于细胞生长的任何其他添加剂。用于细胞生长的其他添加剂包括但不限于表面活性

剂，人血浆蛋白粉(plasmanate)和还原剂，例如N‑乙酰基‑半胱氨酸和2‑巯基乙醇。培养基

可包括RPMI  1640,AIM‑V,DMEM,MEM,α‑MEM,F‑12,X‑Vivo  15,and  X‑Vivo  20,Optimizer，

添加氨基酸，丙酮酸钠和维生素，无血清或补充有适当量的血清(或血浆)或限定的一组激

素，和/或足以使T细胞生长和扩增的细胞因子的量。抗生素，例如青霉素和链霉素，仅包括

在实验培养物中，而不包括在要输注入受试者的细胞培养物中。将靶细胞在支持生长所必

需的条件下例如适当的温度(例如37℃)和气氛(例如空气加5％CO2)维持。

[0312] 已暴露于不同刺激时间的T细胞可表现出不同的特征。例如，典型的血液或外周血

单个核细胞产物具有辅助T细胞群(TH，CD4+)，其大于细胞毒性或抑制性T细胞群(TC，CD8

+)。通过刺激CD3和CD28受体离体扩增T细胞产生T细胞群体，其在约8‑9天之前主要由TH细

胞组成，而在约8‑9天之后，T细胞群体包含越来越大的TC细胞群体。因此，取决于治疗目的，

向受试者输注主要由TH细胞构成的T细胞群可能是有利的。类似地，若已经分离TC细胞的抗

原特异性亚组，则将该亚组扩增到更大程度可能是有益的。

[0313] 此外，除了CD4和CD8标志物之外，其他表型标志物显著变化，但在很大程度上，在

细胞扩增方法的过程期间可再现性变化。因此，此类再现性实现针对特定目的改编活化的T

细胞产物的能力。

[0314] 一旦构建PSMA  CAR，可以使用各种测定来评估分子的活性，例如但不限于在抗原

刺激后扩增T细胞的能力，在缺乏再刺激的情况下维持T细胞扩增，和在适当的体外和动物

模型中的抗癌活性。评估PSMA  CAR效果的测定在下面进一步详细描述

[0315] 原代T细胞中CAR表达的Western印迹分析可用于检测单体和二聚体的存在。参见

例如Milone  et  al.,Molecular  Therapy  17(8):1453‑1464(2009)。简言之，表达CAR的T细

胞(CD4+和CD8+  T细胞的1:1混合物)在体外扩增超过10天，然后裂解和在还原条件下SDS‑

PAGE。使用针对TCR‑ζ链的抗体通过western印迹法检测含有全长TCR‑ζ细胞质域和内源性

TCR‑ζ链的CAR。相同的T细胞亚群用于在非还原条件下的SDS‑PAGE分析，以允许评估共价二

聚体形成。

[0316] 抗原刺激后CAR+  T细胞的体外扩增可通过流式细胞术测量。例如，用αCD3/αCD28 

aAPC刺激CD4+和CD8+  T细胞的混合物，然后用在待分析的启动子控制下表达GFP的慢病毒

载体转导。示例性启动子包括CMV  IE基因，EF‑1α，遍在蛋白C或磷酸甘油激酶(PGK)启动子。

[0317] 还可以测量在缺乏再刺激的情况下持续的CAR+  T细胞扩增。参见例如Milone  et 

al.,Molecular  Therapy  17(8):1453‑1464(2009)。简言之，在第0天用αCD3/αCD28包被的

磁珠刺激，并在第1天用指定的CAR转导后，使用Coulter  Multisizer  III颗粒计数器在培
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养的第8天测量平均T细胞体积(fl)。

[0318] PSMA靶向性双特异性抗体

[0319] 与天然抗体不同，双特异性抗体(BsAbs)是具有双重特异性的人工抗体，靶向两种

不同的肿瘤抗原，或者一种在肿瘤细胞上，另一种在效应细胞上，可以有效地将免疫效应细

胞募集到肿瘤部位并激活它们以特异性杀死肿瘤细胞。前者的实例，即靶向两种不同肿瘤

相关抗原的BsAb是bH1，其同时结合Her2和VEGF(Bostrom  J1et  al .2009,Science  323:

1610‑4)，或ErBb2/ErBb3双靶向双特异性scFv(Robinson  MK  et  al .2008,Br  J  Cancer 

99:1415‑25)。两种肿瘤相关抗原都可以在肿瘤细胞上表达，或者一种可以在肿瘤细胞上表

达，另一种在肿瘤细胞相关细胞上表达，例如肿瘤微环境细胞，例如肿瘤微环境中的成纤维

细胞，血管细胞，内皮细胞，周细胞或免疫细胞(巨噬细胞，B细胞，T细胞等)。后者的实例，即

靶向一种肿瘤相关抗原和免疫可活化抗原的BsAb是BsAb，其中一个臂靶向肿瘤抗原，如

Her2，CD19或CD123，另一个臂靶向免疫可活化抗原，如CD3或CD16(Kontermann  RE ,et 

al.2015,Drug  Discovery  Today  20:838‑847)，其可以结合肿瘤细胞和免疫细胞，如T细

胞，NK细胞或巨噬细胞等。

[0320] 含有抗CD3抗体的BsAb将T细胞和肿瘤细胞结合在一起，导致活化的T细胞对肿瘤

细胞的杀伤(Muller  and  Kontermann ,BioDrugs  2010；24:89‑98 ,Baeuerle  and 

Reinhardt  2009 ,Cancer  Research  96:4941)。Blinatumomab(Bargou  et  al ,Science 

2008,321:974‑976)是名为BiTE的单链抗体构建体，其通过靶向CD19和CD3诱导细胞毒性。

已经描述了其他基于抗体片段的T细胞接合双特异性(Moore  et  al .2011 ,Blood  117:

4542‑4551,Baeuerle  et  el.Current  opinion  in  Molecular  Therapeutics  2009,11:

22‑30)。BiTETM形式是双特异性单链抗体构建体，其连接源自两种不同抗体的可变域。然而，

Blinatumomab在体内具有差的半衰期，并且在生产和稳定性方面难以制造。因此，需要改进

的双特异性抗体，其能够将T细胞靶向肿瘤细胞并具有改善的可制造性。

[0321] BsAb是可以通过化学交联，杂交瘤技术或遗传方法产生的杂合蛋白。在化学交联

方法中，两种单克隆抗体及其片段通过还原剂解离以产生单价抗体及其片段。通过来自不

同亲本抗体的两种单价抗体及其片段的化学交联构建所得的BsAb。该策略可用于大规模快

速生产BsAb，但BsAb有时在交联过程中失活，难以保证产物的均一性。制备BsAb的另一种策

略是杂交瘤技术，通过该技术将分泌一种单克隆抗体的已建立的杂交瘤细胞系与用其他抗

原免疫的脾细胞融合，或者将分泌两种不同单克隆抗体的两种已建立的杂交瘤细胞系彼此

融合以产生杂合的杂交瘤。前者产生的杂交瘤称为二聚体杂交瘤和四聚体杂交瘤。通常，由

杂交瘤技术产生的BsAb保持高生物活性。然而，程序繁琐且耗时，并且不容易将BsAb与同时

产生的其他非活性和不需要的抗体分离。这些BsAb形式遇到另一个可预测的问题：过大的

大小和BsAb中包含的鼠组分在患者中是免疫原性的并且将诱导人抗小鼠抗体(HAMA)的产

生，这可能阻止这些BsAb在临床中的再利用。此外，这些形式的BsAb的生产和纯化是昂贵

的，这限制了BsAb在临床中的应用。用基因重组方法替换这些传统方法加速了这一领域的

进展。基于小分子抗体技术，通过基因工程生产BsAb相对于上文所述的方法具有优点，如工

艺稳定性，大规模生产，低成本和易于使用。基因工程通过连接两种不同的scFv导致各种小

分子BsAb形式的发展。有按不同的连接分类的三种BsAb形式。(1)微型抗体是通过将两个

scFv片段与寡聚化域(例如源自Fos或Jun转录因子的亮氨酸拉链基序)连接在一起而组装
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的异二聚体。(2)双抗体是非共价结合的二聚体，其由两条单链VH1‑VL2和VH2‑VL1组装，二

者均通过短接头连接，所述短接头太短而不允许来自相同链的V域之间配对。因此，单独的

每条链不能结合抗原，但是两条链(VH1‑VL2和VH2‑VL1)的共表达导致异二聚体双抗体的组

装，其可以结合两种抗原。(3)ScBsAb：使用互连接头(interlinker)连接具有不同特异性的

两种不同scFv，并且ScBsAb在宿主细胞中表达为单一多肽。scFv中两个域之间的互连接头

通常是(Gly4Ser)3。关于两个scFv之间的互连接头，有两种用于设计它的策略。为了避免异

质性可变区之间的错误配对，互连接头通常是少于10个氨基酸残基的短肽接头，例如

Gly4Ser。另一种策略是为互连接头选择更长的接头。总之，设计互连接头最重要的是确保

可变域之间的正确配对以及蛋白质折叠，从而形成维持生物活性和稳定性的BsAb。应当引

入一些促进纯化和延长血浆半衰期的新特性。

[0322] BsAb介导的免疫疗法在肿瘤的临床生物疗法中发挥有希望的作用。由BsAb介导的

肿瘤杀伤作用基于刺激免疫系统，对肿瘤具有高度特异性并且没有MHC限制。因此，BsAb介

导的疗法是传统方法，如手术，放疗和化疗的互补。BsAb不仅可以治愈肿瘤，还可以刺激免

疫系统长时间提供和保持免疫保护。根据小鼠和临床实验结果，为了试验使用而制备的最

佳BsAb应当至少具有以下五个特征：1)：它以高特异性和亲和力靶向相关肿瘤抗原；2)：它

可以结合效应细胞‑细胞毒性细胞上的触发因子，并且只有当BsAb与肿瘤抗原结合时才会

产生交联；3)：BsAb能够促进肿瘤部位处相应白细胞组选择性产生的有效细胞毒性和炎症；

4)：必须将BsAb人源化以使重复使用后人抗小鼠应答的诱导最小化；最后，5)：BsAb不仅应

当足够小以穿透肿瘤，还应当足够大以在循环中保持足够的时间。

[0323] 基于上述这些观点，在过去几年中已经开发了许多触发多种免疫效应细胞并靶向

不同肿瘤细胞的BsAb，其中效应细胞包括T淋巴细胞，NK细胞，单核细胞，巨噬细胞，嗜中性

粒细胞，LAK细胞(淋巴因子激活的细胞毒性细胞)和TIL细胞(肿瘤浸润淋巴细胞)等。T细胞

通常被认为是免疫应答的主要特异性细胞。在所有成熟T细胞表面上表达的CD3是T细胞的

常见表面标志物。CD3非共价结合TCR，形成完整的TCR‑CD3复合物，并参与针对抗原刺激物

的免疫应答。现在CD3是最广泛和成功使用的免疫效应细胞的表面触发分子。在BsAb内的抗

CD3抗体结合T细胞表面上的CD3分子后，将产生如下的许多效果以杀死肿瘤细胞。这些作用

包括：(1)T细胞的增殖和分化。首先，BsAb可以激活剩余的T细胞，导致源自具有CD4+或CD8+

的未成熟(premature)效应T细胞的Th细胞和Tc细胞。其次，BsAb可激活许多记忆细胞以增

殖并分化成效应T细胞，其将攻击并杀死肿瘤细胞。效应细胞的数量与肿瘤消除速率直接相

关。(2)细胞因子的释放：BsAb激活的CD4+  Th细胞可以分泌大量的IL‑2。IL‑2不仅刺激自分

泌中Th细胞的增殖，而且还激活旁分泌中的幼稚CD8+  T细胞成为Tc细胞，导致Tc细胞的细

胞毒性增大。此外，IL‑2是激活T细胞的共刺激信号。因此，IL‑2在BsAb介导的免疫效应中起

重要作用。一些其他细胞因子，例如TNF‑α和IFN‑γ在T细胞活化过程中产生，并且可以通过

经由细胞间的介质抑制“旁观者”肿瘤细胞生长而产生“旁观者”效应。(3)细胞毒性：体外实

验表明，由BsAb介导，CD8+  Tc直接与肿瘤细胞相互作用，通过颗粒胞吐作用释放细胞毒性

物质并裂解靶细胞，所述靶细胞通常在靶向肿瘤细胞后4‑6小时内迅速发生。细胞毒性物质

中的主要成分是穿孔蛋白和丝氨酸酯酶或粒酶。穿孔蛋白可以攻击质膜并形成离子通道，

从而导致大量离子和水进入，导致细胞裂解和坏死，而粒酶类似于淋巴毒素，能够激活细胞

中的DNA酶，从而导致核酸DNA裂解，导致靶细胞的凋亡。
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[0324] 目前，Fv片段广泛用于构建BsAb，因为它是具有完整抗原结合位点的最小单位，小

的(约为完整抗体的1/6)，缺乏Fc域，免疫原性较低，易于渗透到血管壁和实体瘤中。然而，

Fv不稳定且易于在体内解离，因为VH和VL域之间的共价键不能产生。为了改善Fv片段的稳

定性，使用VH和VL域之间的多肽互连接头形成所谓的ScFv。互连接头通常是具有15个氨基

酸残基的短柔性肽，例如(Gly4Ser)3。在本发明的一个实施方案中，所述互连接头用于抗CD3 

ScFv，而不同的互连接头用于抗PSMA  scFv。

[0325] 具有标准IgG形式的双特异性抗体可能难以产生，因为它们包括四种不同的多肽

链。在非霍奇金淋巴瘤中临床证实了更小，更容易产生的双特异性分子的功效。参见例如

Bargou  et  al.(2008) ,Science  321(5891):974‑977。

[0326] 由于这种小的单链分子的体内半衰期短，通过连续静脉内输注的长期施用用于实

现这些结果。因此，本领域需要保持相似治疗功效的双特异性治疗剂，其具有直接生产的形

式，并且具有有利的药代动力学特性，包括更长的半衰期。

[0327] 如本文所述的双特异性‑Fc(Bs‑Fc)可以结合两种不同的蛋白质并含有抗体的Fc

区或其部分。相对于缺乏Fc区的双特异性单链分子，Bs‑Fc可具有有利的药代动力学特性。

Bs‑Fc结合的一种蛋白质可以在免疫效应细胞如T细胞，NK细胞，嗜中性粒细胞或巨噬细胞

上表达，另一种蛋白质可以在靶细胞，例如癌细胞，被病原体感染的细胞，或介导疾病的细

胞，例如引起纤维化的成纤维细胞上表达。本文所述的Bs‑Fc分子可以在靶细胞存在下引发

免疫效应细胞的活化和/或在免疫效应细胞存在下杀死靶细胞。

[0328] 在一方面，本文提供了Bs‑Fc(图25A‑图25D)，其可以包含：(a)具有式V1‑L1‑V2‑

L2‑V3‑L3‑V4‑L4‑Fc的多肽链，其中Fc是Fc多肽链，其中V1，V2，V3和V4各自是具有不同氨基

酸序列的免疫球蛋白可变区，其中L1，L2，L3和L4是接头，并且其中L2和/或L4可存在或不存

在(图25A)；或(b)具有式Fc‑L4‑V1‑L1‑V2‑L2‑V3‑L3‑V4的多肽链，其中Fc是Fc多肽链，其中

V1，V2，V3和V4各自是具有不同氨基酸序列的免疫球蛋白可变区，其中L1，L2，L3和L4是接

头，并且其中L2和/或L4可以存在或不存在，其中Fc的二硫键可以位于N末端(图25C)或C末

端(图25D)；其中Bs‑Fc介导免疫效应细胞对展示靶细胞蛋白的靶细胞的细胞溶解，并且不

介导免疫效应细胞对未展示靶细胞蛋白的细胞的细胞溶解和/或其中Bs‑Fc可以结合靶细

胞和免疫效应细胞。第一和第二多肽链中的Fc多肽链可以是人IgG  Fc多肽链。V1可以是重

链可变(VH)区域，V2可以是轻链可变(VL)区域。在替代实施方案中，V1可以是VL区域，并且

V2可以是VH区域。V3和V4可以分别是VH和VL区，或者V3和V4可以分别是VL和VH区，其中图

25B显示了一个实例。L1和L3可以是至少15个氨基酸长，并且L2(当存在时)可以少于12个氨

基酸长。V1和V2当它们是IgG的一部分和/或scFv抗体时可以与靶细胞或免疫效应细胞结

合，并且V3和V4当它们是IgG的一部分和/或scFv抗体时可以与靶细胞或免疫效应细胞结

合。

[0329] 在本发明中，构建通过Gly4Ser互连接头连接并与工程化IgG4  Fc融合的单链双特

异性抗体(ScBsAb)以延长循环寿命。

[0330] 在本发明的一个实施方案中，ScBsAb的两种scFv之一是抗CD3  scFv。在本发明的

一个实施方案中，抗CD3  scFv源自OKT3抗体，其具有SEQ  ID  NO.82中所示的核酸序列和SEQ 

ID  NO.83中所示的氨基酸序列。在本发明的一个实施方案中，抗CD3  scFv源自人源化OKT3

抗体，其具有SEQ  ID  NO.88中所示的核酸序列和SEQ  ID  NO.89中所示的氨基酸序列。
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[0331] 在一个实施方案中，ScBsAb的另一种scFv靶向PSMA。在一个实施方案中，抗PSMA 

scFv是gy1 ,gy1‑st,gy1‑2或gy1‑3，如本文中别处所述。例如，在一个实施方案中，BsAb的

PSMA结合部分包含下列一种或多种：SEQ  ID  NO:3,SEQ  ID  NO:5,SEQ  ID  NO:7,SEQ  ID  NO:

9,SEQ  ID  NO:11,SEQ  ID  NO:13,SEQ  ID  NO:15,SEQ  ID  NO:17,SEQ  ID  NO:19,SEQ  ID  NO:

21 ,SEQ  ID  NO:23,SEQ  ID  NO:25,SEQ  ID  NO:27 ,SEQ  ID  NO:29,SEQ  ID  NO:31 ,SEQ  ID 

NO:33,SEQ  ID  NO:35,SEQ  ID  NO:37,SEQ  ID  NO:39,SEQ  ID  NO:41,SEQ  ID  NO:43,SEQ  ID 

NO:45,SEQ  ID  NO:47,SEQ  ID  NO:49和SEQ  ID  NO:51。在某些实施方案中，BsAb的PSMA结合

部分由下列一种或多种核苷酸序列编码：SEQ  ID  NO:2,SEQ  ID  NO:4,SEQ  ID  NO:6,SEQ  ID 

NO:8,SEQ  ID  NO:10SEQ  ID  NO:12,SEQ  ID  NO:14,SEQ  ID  NO:16,SEQ  ID  NO:18,SEQ  ID 

NO:20,SEQ  ID  NO:22,SEQ  ID  NO:24,SEQ  ID  NO:26,SEQ  ID  NO:28,SEQ  ID  NO:30,SEQ  ID 

NO:32,SEQ  ID  NO:34,SEQ  ID  NO:36,SEQ  ID  NO:38,SEQ  ID  NO:40,SEQ  ID  NO:42,SEQ  ID 

NO:44,SEQ  ID  NO:46,SEQ  ID  NO:48,和SEQ  ID  NO:50。

[0332] 在本发明的一个实施方案中，ScBsAb中的抗PSMA  scFv具有与本文所述gy1或gy1

变体具有超过90％，91％，92％，93％，94％或95％同源性的氨基酸序列。

[0333] 为了延长ScBsAb的循环寿命，必须将大小增加至高于肾小球滤过的截留分子量，

即约60kDa(Pisal  DS  et  al.2010,J  Pharm  Sci.99:2557–2575)。在标签或融合蛋白中，Fc

是完美的，因为它不仅通过扩大目的蛋白质的大小而且通过其与新生儿Fc受体(FcRn)的相

互作用来延长循环时间。因此，在本发明的一个实施方案中，Fc域与ScBsAb融合。在本发明

的另一个实施方案中，IgG4  Fc与ScBsAb融合。

[0334] ADC和CDC功能在BsAb中是不需要的，因为BsAb在CD3上的结合将通过这些功能触

发T细胞的耗尽。IgG4不结合C1q，因此没有CDC。此外，IgG4对活化FcγR的亲和力低，而对抑

制性FcγRIIb保持相对高的亲和力，因此IgG4具有非常弱的ADCC。为了完全消除ADCC，我们

将N297突变为A297以抑制IgG4与Fc受体的结合。但是，IgG与FcRn结合不依赖于Fc糖基化，

因此N297A突变不会影响IgG4Fc融合蛋白的半衰期。在本发明的一个实施方案中，N297A突

变的IgG4  Fc与ScBsAb融合以延长循环寿命。核酸和氨基酸序列显示在SEQ  ID  NO.96和97

中。

[0335] IgG4的Fab臂交换(FAE)需要铰链区处的S228和IgG4的CH3处的R409两者，所述Fab

臂交换发生在生理条件下，例如在治疗性IgG4抗体那他珠单抗中观察到的。因此我们在

ScBsAb和Fc之间使用IgG1铰链来避免FAE。使用IgG1铰链的另一个优点是IgG1铰链比IgG4

(12aa)更长(15aa)，因此更具柔性。为了避免二硫键错配，负责与CL形成Fab的C220突变为A

(C220A)。因此，在本发明的一个实施方案中，ScBsAb和Fc之间的接头是IgG1铰链；在另一个

具体实施方案中，ScBsAb和Fc之间的接头是C220突变的IgG1铰链，其核酸和氨基酸序列显

示在SEQ  ID  NO.94和95中。

[0336] 在本发明的一个实施方案中，ScBsAb表达的表达载体具有选自以下5种选择的表

达盒：

[0337] 盒1:(Kozak)‑SP‑MCS‑G4S‑scFv2‑mIgG1铰链‑mIgG4  Fc

[0338] 盒2:SP‑MCS‑G4S‑scFv2‑mIgG1铰链‑mIgG4  Fc

[0339] 盒3:(Kozak)‑SP‑scFv1‑G4S‑scFv2‑mIgG1铰链‑mIgG4  Fc

[0340] 盒4:SP‑scFv1‑G4S‑scFv2‑mIgG1铰链‑mIgG4  Fc
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[0341] 盒5:scFv1‑G4S‑scFv2‑mIgG1铰链‑mIgG4  Fc

[0342] (缩写:SP:信号肽；MCS:多克隆位点；mIgG1铰链:突变IgG1铰链；mIgG4  Fc:突变

IgG4  Fc)

[0343] 在一个实施方案中，双特异性抗体包含SEQ  ID  NO:99的氨基酸序列。在一个实施

方案中，组合物包含编码SEQ  ID  NO.99的核苷酸序列。在本发明的一个具体的实施方案中，

组合物包含SEQ  ID  NO.98的核苷酸序列。

[0344] 在一个实施方案中，双特异性抗体包含SEQ  ID  NO:101的氨基酸序列。在一个实施

方案中，组合物包含编码SEQ  ID  NO .101的核苷酸序列。在本发明的一个具体的实施方案

中，组合物包含SEQ  ID  NO.100的核苷酸序列。

[0345] 在一个实施方案中，双特异性抗体包含包含SEQ  ID  NO:103的氨基酸序列。在一个

实施方案中，组合物包含编码SEQ  ID  NO.103的核苷酸序列。在本发明的一个具体的实施方

案中，组合物包含SEQ  ID  NO .100的核苷酸序列。amino  acid  sequence  of  SEQ  ID  NO:

102.

[0346] 在一个实施方案中，抗PSMA和抗CD3  ScBsAb包含SEQ  ID  NO.105的氨基酸序列或

其具有超过90％,91％,92％,93％,94％或95％同源性的氨基酸序列。

[0347] 在一个实施方案中，抗PSMA和抗CD3  ScBsAb包含SEQ  ID  NO.106的氨基酸序列或

其具有超过90％,91％,92％,93％,94％或95％同源性的氨基酸序列。

[0348] 在一个实施方案中，抗PSMA和抗CD3  ScBsAb包含SEQ  ID  NO.108的氨基酸序列或

其具有超过90％,91％,92％,93％,94％或95％同源性的氨基酸序列。

[0349] 在一个实施方案中，抗PSMA和抗CD3  ScBsAb包含SEQ  ID  NO.109的氨基酸序列或

其具有超过90％,91％,92％,93％,94％或95％同源性的氨基酸序列。

[0350] 在一个实施方案中，BsAb表达载体包含SEQ  ID  NO.104的核酸序列或编码SEQ  ID 

NO.105的氨基酸序列或其具有超过90％,91％,92％,93％,94％或95％同源性的氨基酸序

列的核酸序列。

[0351] 在一个实施方案中，BsAb表达载体包含SEQ  ID  NO.107的核酸序列或编码SEQ  ID 

NO.108的氨基酸序列或其具有超过90％,91％,92％,93％,94％或95％同源性的氨基酸序

列的核酸序列。

[0352] 对于源自鼠抗体的大多数鼠抗体或BsAb，临床上由鼠抗体诱导的人抗小鼠抗体

(HAMA)问题强烈地限制了重复使用和剂量。小鼠抗体必须人源化以最小化它们的异源性，

这是制备临床中使用的抗体的紧迫事项。用于本发明的抗PSMA  ScBsAb中针对CD3分子的

scFv是人源化scFv，并且PSMA  scFv是完全人抗体，其将显著最小化BsAb的免疫原性并改善

癌症治疗的总体结果。联合疗法

[0353] 包含本文所述的抗体，抗体片段，ADC，CAR表达细胞或双特异性抗体的组合物可以

与其他已知的试剂和疗法组合使用。如本文所用，“组合”施用意指在受试者患有病症的过

程中向受试者递送两种(或更多种)不同的治疗，例如，在受试者被诊断患有病症后且在已

经治愈或消除病症或由于其它原因而停止治疗前递送两种或更多种治疗。在一些实施方案

中，当递送第二治疗开始时仍然发生一种治疗的递送，从而就施用而言存在重叠。这有时在

本文中称为“同时”或“同时递送”。在其他实施方案中，一种治疗的递送在另一种治疗的递

送开始之前结束。在任一种情况的一些实施方案中，由于联合施用，治疗更有效，例如用更
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少的第二治疗看到等同的效果，或者第二治疗比在缺乏第一治疗的情况下施用第二治疗时

看到的情况或者用第一治疗看到的类似情况以更大的程度降低症状。在一些实施方案中，

递送使得症状或与病症相关的其他参数的减少大于在不存在另一种治疗时递送的一种治

疗所观察到的。两种治疗的效果可以是部分叠加，完全叠加或大于叠加。递送可以使得在递

送第二治疗时仍然可以检测到递送的第一治疗的效果。

[0354] 包含本文所述的抗体，抗体片段，ADC，CAR表达细胞或双特异性抗体和至少一种另

外的治疗剂的组合物可以在相同或分开的组合物中同时或序贯施用。对于序贯施用，可以

首先施用本文所述的CAR表达细胞，并且可以第二次施用另外的试剂，或者可以逆转施用顺

序。

[0355] 在其他方面，包含本文所述的抗体，抗体片段，ADC，CAR表达细胞或双特异性抗体

的组合物可以与手术，化疗，放射，免疫抑制剂如环孢菌素，硫唑嘌呤，甲氨蝶呤，麦考酚酯

和FK506，抗体或其他免疫消除剂如CAMPATH，抗CD3抗体或其它抗体疗法，环磷酰胺，氟达拉

滨，环孢菌素，FK506，雷帕霉素，霉酚酸，类固醇，FR901228，细胞因子和辐射组合用于治疗

方案中。肽疫苗，例如记载于Izumoto  et  al.2008  J  Neurosurg  108:963‑971。

[0356] 在一个实施方案中，包含本文所述的抗体，抗体片段，ADC，CAR表达细胞或双特异

性抗体的组合物可以与化学治疗剂组合使用。示例性化学治疗剂包括抗雄激素(雄激素拮

抗剂)，蒽环类抗生素(例如多柔比星(例如，脂质体多柔比星))，长春花生物碱(例如，长春

碱，长春新碱，长春地辛，长春瑞滨)，烷化剂(例如环磷酰胺，氨烯咪胺，美法仑，异环磷酰

胺，替莫唑胺)，免疫细胞抗体(例如，alemtuzamab，吉妥珠单抗，利妥昔单抗，托西莫单抗)，

抗代谢物(包括例如叶酸拮抗剂，嘧啶类似物，嘌呤类似物和腺苷脱氨酶抑制剂(例如，氟达

拉滨))，mTOR抑制剂，TNFR糖皮质激素诱导的TNFR相关蛋白(GITR)激动剂，蛋白酶体抑制剂

(例如，阿克拉霉素A，胶霉毒素或硼替佐米)，免疫调节剂如沙利度胺(thalidomide)或沙利

度胺衍生物(如来那度胺(lenalidomide))。

[0357] 认为可用于联合疗法的一般化疗剂包括阿那曲唑 比卡鲁胺

硫酸博来霉素 白消安 消安注射液

卡培他滨 N4‑戊氧基羰基‑5‑脱氧‑氟胞苷,卡铂 卡莫司汀

苯丁酸氮芥 顺铂 克拉屈滨 环磷

酰胺( 或 )、阿糖胞苷,胞嘧啶阿糖核苷 阿糖胞苷脂质

体注射液 达卡巴嗪 更生霉素(放线菌素D,Cosmegan)、盐

酸柔红霉素 柠檬酸柔红霉素脂质体注射液 地塞米松、

多西他赛 盐酸多柔比星 依托泊苷

磷酸氟达拉滨 5‑氟尿嘧啶 氟他胺

tezacitibine、吉西他滨(二氟脱氧胞苷(difluorodeoxycitidine))、羟基脲

伊达比星 异环磷酰胺 伊立替康 L‑天冬酰胺酶

甲酰四氢叶酸钙,美法仑 6‑巯基嘌呤 甲氨
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蝶呤 米托蒽醌 麦罗塔(mylotarg)、紫杉醇

phoenix(钇90/MX‑DTPA)、喷司他丁、具有卡莫司汀植入物的聚苯丙生20 柠檬

酸他莫昔芬 替尼泊苷 6 ‑硫鸟嘌呤、塞替派、替拉扎明

托泊替康盐酸盐注射液 长春碱 长春新碱

和长春瑞滨

[0358] 示例性抗雄激素(雄激素拮抗剂)试剂包括比卡鲁胺，乙酸戈舍瑞林SRDepo。

[0359] 示例性的烷基化剂包括但不限于氮芥，乙烯亚胺衍生物，烷基磺酸盐，亚硝基脲和

三氮烯)：乌拉莫司汀(Aminouracil

Uracil  Nitrog

en )，甲川氯

环磷酰胺(

RevimmuneTM)，异环磷酰胺 美法仑 苯丁酸氮芥

哌泊溴烷 三亚乙基三聚氰胺(triethylenemelamine)

三亚乙基硫代磷酰胺(triethylenethiophosphor

amine)，替莫唑胺(Temozolomide) 塞替派 白消安

卡莫司汀 洛莫司汀(lomustine)

链佐星 和达卡巴嗪 另外的示例性烷化剂包括但不限于奥

沙利铂 替莫唑胺( 和 )；更生霉素(也称为放线菌素‑D，

)；美法仑(也称为L‑PAM，L‑沙可来新，和苯丙氨酸氮芥， )；六甲蜜胺

(也称为六甲基蜜胺(HMM)， )；卡莫司汀 苯达莫司汀 白

消安( 和 )；卡铂 洛莫司汀(也称为CCNU， )；

顺铂(也称为CDDP， 和 ‑AQ)；苯丁酸氮芥 环磷酰胺(

和 )；达卡巴嗪(也称为DTIC，DIC和达卡巴嗪， )；六甲蜜

胺(也称为六甲基蜜胺(HMM)， )；异环磷酰胺 Prednumustine；丙卡巴肼

氮芥(也称为nitrogen  mustard ,mustine  and  mechloroethamine盐酸盐，

)；链佐星 塞替派(也称为硫代磷酰胺(thiophosphoamide)，TESPA和

TSPA， )；环磷酰胺 盐

酸苯达莫司汀

[0360] 示例性mTOR抑制剂包括例如替西罗莫司(temsirolimus)；ridaforolimus(称为

deferolimus，(1R,2R,4S)‑4‑[(2R)‑2[(1R,9S,12S,15R,16E,18R,19R,21R,23S,24E,26E,

28Z,30S,32S,35R)‑1,18‑二羟基‑19,30‑二甲氧基‑15,17,21,23,29,35‑六甲基‑2,3,10,

14,20‑戊氧代‑11,36‑二恶‑4‑氮杂三环[30.3.1.04,9]三十六‑16,24,26,28‑四烯‑12‑基]
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丙基]‑2‑甲氧基环己基二甲基次膦酸盐，又称AP23573和MK8669，并描述于PCT公开文本

No.WO  03/064383)；依维莫司( 或RAD001)；雷帕霉素(AY22989， )；

simapimod(CAS164301‑51‑3)；emsirolimus，(5‑{2,4‑二[(3S)‑3‑甲基吗啉‑4‑基]吡啶并

[2,3‑d]嘧啶‑7‑基}‑2‑甲氧基苯基)甲醇(AZD8055)；2‑氨基‑8‑[反式‑4‑(2)‑羟基乙氧基)

环己基]‑6‑(6‑甲氧基‑3‑吡啶基)‑4‑甲基‑吡啶并[2,3‑d]嘧啶‑7(8H)‑酮(PF04691502，

CAS  1013101‑36‑4)；和N2‑[1,4‑二氧代‑4‑[[4‑(4‑氧代‑8‑苯基‑4H‑1‑苯并吡喃‑2‑基)吗

啉‑4‑基]甲氧基]丁基]‑L‑精氨酰甘氨酰基‑L‑α‑天冬氨酰L‑丝氨酸‑内盐(SF1126，CAS 

936487‑67‑1)和XL765。

[0361] 示例性免疫调节剂包括例如afutuzumab(可从 获得)；培非司亭

来那度胺(CC‑5013， )；沙利度胺 actimid(CC4047)；和IRX‑2

(人细胞因子的混合物，包括白细胞介素1，白细胞介素2和干扰素γ，CAS  951209‑71‑5，可

从IRX  Therapeutics获得)。

[0362] 示例性的蒽环类抗生素包括，例如多柔比星( 和 )；博来霉

素 柔红霉素(盐酸柔红霉素，道诺霉素和盐酸红比霉素(rubidomycin)，

)；柔红霉素脂质体(柠檬酸柔红霉素脂质体， )；米托蒽醌

(DHAD)， )；表柔比星(EllenceTM)；伊达比星

丝裂霉素C 格尔德霉素；除莠霉素；拉维霉素(ravidomycin)；和去乙酰基

拉维霉素(desacetylravidomycin)。

[0363] 示例性长春花生物碱包括例如酒石酸长春瑞滨 长春新碱

和长春地辛 )；长春碱(也称为硫酸长春碱，长春碱和VLB， 和

)；和长春瑞滨

[0364] 示例性蛋白酶体抑制剂包括硼替佐米 卡非佐米(carfilzomib)(PX‑

171‑007，(S)‑4‑甲基‑N—((S)‑1‑(((S)‑4‑甲基‑1‑((R)‑2‑甲基环氧乙烷‑2‑基)‑1‑氧代

戊烷‑2‑基)氨基)‑1‑氧代‑3‑苯基丙‑2‑基)‑2‑((S)‑2‑(2‑吗啉代乙酰胺基)‑4‑苯基丁酰

胺基)‑戊酰胺)；marizomib(NPI‑0052)；柠檬酸伊沙佐米(ixazomib) (MLN‑9708)；

delanzomib(CEP‑18770)；和O‑甲基‑N‑[(2‑甲基‑5‑噻唑基)羰基]‑L‑丝氨酰‑O‑甲基‑N‑

[(1S)‑2‑[(2R)‑2‑甲基‑2‑环氧乙烷基]‑2‑氧代‑1‑(苯基甲基)乙基]‑L‑丝氨酰胺(ONX‑

0912))。

[0365] 示例性GITR激动剂包括例如GITR融合蛋白和抗GITR抗体(例如二价抗GITR抗体)，

诸如例如美国专利No.6,111,090,欧洲专利No.:090505B1,美国专利No.8,586,023,PCT公

开文本No.:WO  2010/003118和2011/090754描述的GITR融合蛋白：，或例如欧洲专利No.7,

025,962,欧洲专利No.:1947183B1,欧洲专利No.7,812,135,欧洲专利No.8,388,967,欧洲

专利No.8,591,886,欧洲专利No.:EP  1866339,PCT公开文本No.:WO  2011/028683,PCT公开

文本No.:WO  2013/039954,PCT公开文本No.:WO2005/007190,PCT公开文本No.:WO  2007/

133822,PCT公开文本No.:WO2005/055808,PCT公开文本No.:WO  99/40196 ,PCT公开文本

No.:WO  2001/03720,PCT公开文本No.:WO99/20758,PCT公开文本No.:WO2006/083289,PCT
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公开文本No.:WO  2005/115451 ,欧洲专利No.7 ,618 ,632 ,和PCT公开文本No.:WO  2011/

051726中描述的抗GITR抗体。

[0366] 在一个实施方案中，可以向受试者施用降低或改善与施用裸抗体或抗体片段，

ADC，CAR表达细胞或双特异性抗体相关的副作用的试剂。

[0367] 在一个实施方案中，可以向受试者施用增强裸抗体或抗体片段，ADC，CAR表达细胞

或双特异性抗体的活性的试剂。例如，在一个实施方案中，试剂可以是抑制抑制分子的试

剂。在一些实施方案中，抑制性分子(例如程序性死亡1(PD1))可降低CAR表达细胞产生免疫

效应器应答的能力。抑制性分子的实例包括PD1 ,PD‑L1 ,CTLA4 ,TIM3 ,LAG3 ,VISTA ,BTLA ,

TIGIT,LAIR1,CD160,2B4和TGFR  beta。抑制性分子的抑制(例如通过在DNA，RNA或蛋白质水

平上的抑制)可以优化裸抗体或抗体片段，ADC，CAR表达细胞或双特异性抗体性能。在实施

方案中，抑制性核酸，例如抑制性核酸，例如dsRNA，例如siRNA或shRNA，可用于抑制CAR表达

细胞或双特异性Ab反应细胞中抑制性分子的表达。在一个实施方案中，抑制剂是shRNA。在

一个实施方案中，抑制信号的抑制剂可以是例如与抑制性分子结合的抗体或抗体片段。例

如，试剂可以是与PD1，PD‑L1，PD‑L2或CTLA4结合的抗体或抗体片段(例如，伊匹单抗

(ipilimumab)(也称为MDX‑010和MDX‑101，并以 销售；Bristol‑Myers  Squibb；曲

美母单抗(Tremelimumab)(可从Pfizer获得的IgG2单克隆抗体，以前称为ticilimumab，CP‑

675,206)。在一个实施方案中，试剂是结合TIM3的抗体或抗体片段。在一个实施方案中，试

剂是结合LAG3的抗体或抗体片段。

[0368] PD1是CD28受体家族的抑制成员，所述CD28受体家族还包括CD28，CTLA‑4，ICOS和

BTLA。PD1在活化的B细胞，T细胞和髓样细胞上表达(Agata  et  al .1996Int.Immunol  8:

765‑75)。已显示PD1的两种配体PD‑L1和PD‑L2在与PD1结合后下调T细胞活化(Freeman  et 

al.2000  J  Exp  Med  192:1027‑34；Latchman  et  al.2001Nat  Immunol  2:261‑8；Carter 

et  al.2002  Eur  J  Immunol  32:634‑43)。PD‑L1在人类癌症中是丰富的(Dong  et  al.2003 

J  Mol  Med  81:281‑7；Blank  et  al .2005  Cancer  Immunol .Immunother  54:307‑314；

Konishi  et  al.2004  Clin  Cancer  Res  10:5094)。通过抑制PD1与PD‑L1的局部相互作用

可以逆转免疫抑制。PD1，PD‑L1和PD‑L2的抗体，抗体片段和其他抑制剂是本领域可获得的，

并且可以与本文所述的PSMA靶向性裸抗体或抗体片段，ADC，CAR表达细胞或双特异性抗体

组合使用。例如，纳武单抗(也称为BMS‑936558或MDX1106；Bristol‑Myers  Squibb)是完全

人IgG4单克隆抗体，其特异性阻断PD  1。纳武单抗(克隆5C4)和其他特异性结合PD1的人单

克隆抗体公开于美国专利No.8,008,449和WO2006/121168。皮地利珠单抗(Pidilizumab)

(CT‑011；Cure  Tech)是结合PD1的人源化IgG1k单克隆抗体。皮地利珠单抗和其他人源化抗

PD1单克隆抗体公开于WO2009/101611中。拉姆布罗力珠单抗(Lambrolizumab)(也称为

MK03475；Merck)是结合PD1的人源化IgG4单克隆抗体。拉姆布罗力珠单抗和其他人源化抗

PD1抗体公开于美国专利No.8,354,509和WO2009/114335。MDPL3280A(Genentech/Roche)是

结合PD‑L1的人Fc优化的IgG1单克隆抗体。MDPL3280A和其他针对PD‑L1的人单克隆抗体公

开于美国专利No.7,943,743和美国公开文本No.:20120039906中。其他抗PD‑L1结合剂包括

YW243.55.S70(重链和轻链可变区在WO2010/077634中的SEQ  ID  NO  20和21中显示)和MDX

(也称为BMS‑936559，和例如WO2007/005874中公开的抗PD‑L1结合剂)。AMP‑224(B7‑DCIg；

Amplimmune；例如，在WO2010/027827和WO2011/066342中公开)是PD‑L2Fc融合可溶性受体，
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其阻断PD1和B7‑H1之间的相互作用。其他抗PD1抗体包括AMP  514(Amplimmune)等，例如美

国专利No.8,609,089,US  2010028330,和/或US  20120114649中公开的抗PD1抗体。

[0369] 在一些实施方案中，增强CAR表达细胞活性的试剂可以是例如包含第一域和第二

域的融合蛋白，其中第一域是抑制性分子或其片段，并且第二域是与阳性信号相关的多肽，

例如包含如本文所述的胞外信号传导域的多肽。在一些实施方案中，与阳性信号相关的多

肽可包括CD28，CD27，ICOS的共刺激域，例如CD28，CD27和/或ICOS的胞内信号传导域，和/或

主要信号传导域，例如，CD3ζ的，例如本文所述的。在一个实施方案中，融合蛋白由表达CAR

的相同细胞表达。在另一个实施方案中，融合蛋白由细胞表达，例如不表达抗PSMA  CAR的T

细胞。

[0370] 配制剂和施用途径

[0371] 本发明的抗体，ADC，CAR表达细胞或双特异性抗体可用于多种产品。在一个实施方

案中，本发明的抗体，ADC，CAR表达细胞或双特异性抗体是治疗剂，诊断剂或研究试剂。在一

个实施方案中，本发明的抗体ADC，CAR表达细胞或双特异性抗体是治疗剂。在一些实施方案

中，本发明的抗体或抗体片段，ADC，CAR表达细胞或双特异性抗体用于工业用途。本发明的

抗体可用于单克隆或多克隆的抗体组合物中。本发明的抗体可以是激动性，拮抗性，中和

性，抑制性或刺激性的。在一个实施方案中，本发明的抗体或抗体片段，ADC，CAR表达细胞或

双特异性抗体用于杀死携带靶抗原的靶细胞，例如癌细胞。在另一个实施方案中，本发明的

抗体用于阻断，拮抗或激动靶抗原。在另一个实施方案中，本发明的抗体用于阻断，拮抗或

激动靶抗原并杀死携带靶抗原的靶细胞。在另一个实施方案中，靶细胞是肿瘤细胞或其新

血管系统。在一个实施方案中，新血管系统在血管发生中起重要作用，并且还被认为是本文

提供的抗体或抗体片段，ADC，CAR表达细胞或双特异性抗体的靶物。

[0372] 本发明还提供了试剂盒，其包含包装在合适的包装材料中的一种或多种本发明的

组合物，包括药物配制剂。在另一个实施方案中，试剂盒包括编码本发明的抗体或抗原结合

片段的核酸，Car  T或Car  NK细胞或其双特异性抗体。在另外的实施方案中，试剂盒包含核

酸，其进一步包括表达控制元件；表达载体；病毒表达载体；腺相关病毒表达载体；腺病毒表

达载体；和逆转录病毒表达载体。在另一个实施方案中，试剂盒包括表达本发明的抗体或其

抗原结合片段的细胞，例如Car  T或Car  NK细胞。

[0373] 在另外的实施方案中，试剂盒包括标签或包装插页，其包括用于在体外，体内或离

体在细胞中表达抗体或双特异性抗体或编码抗体，其抗原结合片段或双特异性抗体的核酸

的用法说明。在另外的实施方案中，试剂盒包括标签或包装插页，其包括在体内或离体用本

发明的抗体或抗体片段，ADC，CAR表达细胞或其双特异性抗体治疗受试者(例如，患有哮喘

或有患哮喘风险的受试者)的用法说明。

[0374] 如本文所用，术语“包装材料”是指容纳试剂盒组分的物理结构。包装材料可以无

菌地保持组分，并且可以由通常用于此类目的的材料(例如纸，瓦楞纤维，玻璃，塑料，箔，安

瓿等)制成。标签或包装插页可包括适当的书面用法说明，如实施本发明的方法，例如治疗

感冒。因此，本发明的试剂盒可另外包括在本发明的方法中使用试剂盒组分的用法说明。

[0375] 用法说明可包括用于实施本文所述的任何本发明方法的用法说明。因此，本发明

的药物组合物可以与对受试者施用的用法说明一起包括在容器，包装或分配器中。用法说

明可另外包括令人满意的临床端点或可能发生的任何不良症状的指示，或食品和药物管理
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局要求用于人类受试者的额外信息。

[0376] 在一个实施方案中，本发明的多肽作为疫苗的一部分施用。在一些实施方案中，术

语疫苗应理解为包括任何免疫调节组合物，并且除了本发明的多肽之外，此类疫苗可包含

佐剂，抗原，免疫调节化合物或其组合。

[0377] 在一些实施方案中，佐剂可包括但不限于：(A)铝化合物(例如氢氧化铝，磷酸铝，

羟基磷酸铝，羟基氧化物，正磷酸盐，硫酸盐等[例如参见参考文献96的第8和9章])，或不同

铝化合物的混合物，化合物采取任何合适的形式(例如凝胶，结晶，无定形等)，并且优选吸

附；(B)MF59(5％角鲨烯，0.5％Tween  80，和0.5％Span  85，使用微流化器配制成亚微米颗

粒；(C)脂质体；(D)ISCOM，其可以不含额外的去污剂；(E)SAF，其含有10％角鲨烷，0.4％

Tween  80,5％pluronic‑嵌段聚合物L121和thr‑MDP，微流化成亚微米乳液或涡旋以产生更

大粒径的乳液；(F)RibiTM佐剂系统(RAS)，(Ribi  Immunochem)，其含有2％角鲨烯，0.2％

Tween  80，和一种或多种细菌细胞壁组分，选自单磷酰脂质A(MPL)，海藻糖二霉菌酸酯

(TDM)和细胞壁骨架(CWS)，优选MPL+CWS(DetoxTM)；(G)皂苷佐剂，例如QuilA或QS21，也称为

StimulonTM；(H)壳聚糖；(I)完全弗氏佐剂(CFA)和不完全弗氏佐剂(IFA)；(J)细胞因子，如

白细胞介素(例如IL‑1,IL‑2,IL‑4,IL‑5,IL‑6,IL‑7,IL‑12等)，干扰素(如干扰素‑γ)，巨

噬细胞集落刺激因子，肿瘤坏死因子等；(K)单磷酰脂质A(MPL)或3‑O‑脱酰化MPL(3dMPL)]；

(L)3dMPL与例如QS21的组合和/或水包油乳液；(M)包含CpG基序的寡核酸，即含有至少一种

CG二核酸，5‑甲基胞嘧啶代替胞嘧啶使用；(N)聚氧乙烯醚或聚氧乙烯酯；(O)聚氧乙烯脱水

山梨糖醇酯表面活性剂与辛苯昔醇的组合或聚氧乙烯烷基醚或酯表面活性剂与至少一种

另外的非离子表面活性剂如辛苯昔醇的组合；(P)免疫刺激性寡核酸(例如CpG寡核酸)和皂

苷；(O)免疫刺激剂和金属盐颗粒；(R)皂苷和水包油乳液；(S)皂苷(例如QS21)+3dMPL+IL12

(任选+固醇)；(T)大肠杆菌不耐热肠毒素(“LT”)，或其解毒突变体，如K63或R72突变体；(U)

霍乱毒素(“CT”)，或白喉毒素(“DT”)或任一种的解毒突变体；(V)双链RNA；(W)单磷酰脂质A

模拟物，例如氨基烷基氨基葡萄糖苷磷酸盐衍生物，例如RC‑529]；(X)聚磷腈(PCPP)；或(Y)

生物粘合剂如酯化透明质酸微球或粘膜粘合剂如聚(丙烯酸)，聚乙烯醇，聚乙烯吡咯烷酮，

多糖和羧甲基纤维素的交联衍生物。

[0378] 在一些实施方案中，施用本发明化合物旨在降低病理状况的严重性。通过术语“降

低病理状况的严重程度”，应理解通过本文公开的方法，化合物和组合物的任何减少都被认

为包括在本发明中。在一个实施方案中，严重性的降低可以包括存活的增强，或者在另一个

实施方案中，停止疾病进展，或者在另一个实施方案中，延迟疾病进展。

[0379] 在一个实施方案中，给药取决于对施用的分子/化合物或包含其的组合物的细胞

响应性。通常，用于上述目的的剂量将变化，但是将是发挥期望效果的有效量，如本领域临

床技术人员所确定的。如本文所用，术语“药学有效量”是指如本文所述的化合物的量，其将

在患者中产生期望的症状缓解或其他期望的表型。

[0380] 在本发明的一个实施方案中，化合物的浓度取决于各种因素，包括待治疗状况的

性质，患者的状况，施用途径和组合物的个体耐受性。

[0381] 在一些实施方案中，本发明的任何组合物包含如本文所述的任何形式或实施方案

中的化合物。在一些实施方案中，本发明的任何组合物基本上由本文所述的任何形式或实

施方案中的化合物组成。在一些实施方案中，术语“包含”是指包含指定的活性剂，例如本发
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明的化合物，以及包含其他活性剂，和药学可接受载体，赋形剂，润肤剂，稳定剂等，如制药

业所知。

[0382] 在一些实施方案中，本发明的组合物基本上由本文所述的多肽/多核酸/载体组

成。在一些实施方案中，术语“基本上由......组成”是指其特定类别的试剂的唯一活性成

分是指定的活性成分的组合物，然而，可以包括其他化合物，其直接参与制定有效成分的治

疗效果。在一些实施方案中，术语“基本上由......组成”是指其靶向特定机制或通过特定

途径起作用的唯一活性成分是指示的活性成分的组合物，然而，可以包括其他化合物，其直

接参与指定活性成分的治疗效果，例如具有与指定试剂的治疗效果相关但不直接相关的作

用机制。在一些实施方案中，术语“基本上由......组成”是指其唯一的活性成分是指定的

活性成分的组合物，然而，可以包括用于稳定，保存配制剂等，但不直接参与指定活性成分

的治疗效果的其他化合物。在一些实施方案中，术语“基本上由......组成”可以指促进活

性成分释放的组分。在一些实施方案中，术语“由......组成”是指组合物，其含有活性成分

和药学可接受载体或赋形剂。

[0383] 应当理解，在特定情况下活性化合物的实际量将根据所用的具体化合物，配制的

特定组合物，施用方式和所治疗的具体状况和生物体而变化。给定宿主的剂量可以使用常

规考虑来确定，例如通过常规比较主题化合物和已知试剂的差异活性，例如通过适当的常

规药理学方案。

[0384] 在一个实施方案中，短期施用本发明化合物以用于短暂状况的急性治疗，或者可

以长期施用，尤其是在进行性，复发性或变性性疾病的情况下。在一个实施方案中，一种或

多种本发明化合物可以同时施用，或者在另一个实施方案中，它们可以以交错方式施用。在

一个实施方案中，交错方式可以由疾病的期或阶段决定。

[0385] 胃肠外载体(用于皮下，静脉内，动脉内或肌内注射)包括氯化钠溶液，林格氏葡萄

糖，右旋糖和氯化钠，乳酸林格氏液和固定油。静脉内载体包括液体和营养补充剂，电解质

补充剂，例如基于林格氏右旋糖的电解质补充剂等。实例是无菌液体，例如水和油，添加或

不添加表面活性剂和其他药学可接受佐剂。通常，水，盐水，右旋糖水溶液和相关的糖溶液，

以及二醇如丙二醇或聚乙二醇是优选的液体载体，特别是对于可注射溶液。油的实例是石

油，动物，植物或合成来源的油，例如花生油，大豆油，矿物油，橄榄油，向日葵油和鱼肝油。

[0386] 在一个实施方案中，施用途径可以是胃肠外或其组合。在另一个实施方案中，途径

可以是眼内，结膜，局部，透皮，皮内，皮下，腹膜内，静脉内，动脉内，阴道，直肠，瘤内，

parcanceral，经粘膜，肌肉内，血管内，心室内，颅内，吸入(气溶胶)，鼻呼吸(喷雾剂)，鼻内

(滴剂)，舌下，口服，气溶胶或栓剂或其组合。在一个实施方案中，剂量方案将由熟练的临床

医生基于诸如所治疗状况的确切性质，状况的严重程度，患者的年龄和一般身体状况，体重

和个别病人的响应等因素来确定。

[0387] 对于鼻内施用或通过吸入施用，将化合物的溶液或悬浮液混合并在合适的适当载

体存在下雾化或雾化。此类气溶胶可包含本文所述的任何试剂。

[0388] 对于胃肠外应用，特别合适的是可注射的无菌溶液，优选油性或水性溶液，以及悬

浮液，乳液或植入物，包括栓剂和灌肠剂。安瓿是方便的单位剂量。此类栓剂可包含本文所

述的任何试剂。

[0389] 可以配制持续或定向释放组合物，例如脂质体或其中活性化合物用可差异降解的
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包衣材料保护(例如通过微囊化，多重包衣等)的那些。此类组合物可以配制成立即或缓慢

释放。也可以冷冻干燥新化合物并使用所获得的冻干物，例如用于制备注射用产品。

[0390] 对于液体配制剂，药学可接受载体可以是水性或非水性溶液，悬浮液，乳液或油。

非水溶剂的实例是丙二醇，聚乙二醇和可注射的有机酯，例如油酸乙酯。

[0391] 含水载体包括水，醇/水溶液，乳液或悬浮液，包括盐水和缓冲介质。油的实例是石

油，动物，植物或合成来源的油，例如花生油，大豆油，矿物油，橄榄油，向日葵油和鱼肝油。

[0392] 在一个实施方案中，本发明的组合物或用于本发明方法的组合物可以单独施用或

在组合物中施用。在另一个实施方案中，可以使用本发明的组合物与常规赋形剂的混合物，

即适用于胃肠外，肠内(例如口服)或局部施用的药学可接受有机或无机载体物质，其不与

活性化合物不利反应。在一个实施方案中，合适的药学可接受载体包括但不限于水，盐溶

液，醇，阿拉伯树胶，植物油，苄醇，聚乙二醇，明胶，碳水化合物如乳糖，直链淀粉或淀粉，硬

脂酸镁，滑石，硅酸酸，粘性石蜡，白石蜡，甘油，藻酸盐，透明质酸，胶原，香料油，脂肪酸单

甘油酯和甘油二酯，季戊四醇脂肪酸酯，羟甲基纤维素，聚乙烯吡咯烷酮等。在另一个实施

方案中，药物制剂可以灭菌和若需要，可以与助剂混合，例如润滑剂，防腐剂，稳定剂，润湿

剂，乳化剂，影响渗透压的盐，缓冲剂，着色剂，调味剂和/或芳香物质等，它们不会与活性化

合物发生不利反应。在另一个实施方案中，它们还可以根据需要与其他活性剂例如维生素

组合。

[0393] 药物组合物包括“药学可接受”和“生理学上可接受的”载体，稀释剂或赋形剂。在

一个实施方案中，术语“药学可接受”和“生理学上可接受的”是指安全的，并且为有效量的

至少一种用于本发明的化合物的期望施用途径提供适当递送的任何配制剂。该术语也指缓

冲配制剂的使用，其中根据化合物的稳定性和施用途径将pH维持在特定的期望值，范围为

pH4.0至pH9.0。该术语包括与药物施用相容的溶剂(水性或非水性)，溶液，乳液，分散介质，

包衣材料，等渗和吸收促进剂或延迟剂。此类配制剂可以包含在液体；乳液，悬浮液，糖浆或

酏剂，或固体形式；片剂(包衣或未包衣)，胶囊(硬或软)，粉末，颗粒，晶体或微珠中。补充的

活性化合物(例如防腐剂，抗细菌剂，抗病毒剂和抗真菌剂)也可掺入组合物中。

[0394] 本发明的药物组合物可包括一种或多种另外的选自下组的化疗剂：氮芥(例如环

磷酰胺和异环磷酰胺)，氮丙啶(例如塞替派)，烷基磺酸盐(例如白消安)，亚硝基脲(例如卡

莫司汀和链佐星)，铂络合物(例如卡铂和顺铂)，非经典烷化剂(例如达卡巴嗪和替莫唑

胺)，叶酸类似物(例如甲氨蝶呤)，嘌呤类似物(例如氟达拉滨和巯嘌呤)，腺苷类似物(例

如，克拉屈滨和喷司他丁)，嘧啶类似物(如氟尿嘧啶(单独或与亚叶酸钙组合)和吉西他

滨)，取代脲(如羟基脲)，抗肿瘤抗生素(如博来霉素和多柔比星)，表鬼臼毒素(如依托泊苷

和替尼泊苷)，微管剂(例如多西他赛和紫杉醇)，喜树碱类似物(例如伊立替康和拓扑替

康)，酶(例如天冬酰胺酶)，细胞因子(例如，白细胞介素‑2和干扰素‑α)，单克隆抗体(如曲

妥珠单抗和贝伐单抗)，重组毒素和免疫毒素(如重组霍乱毒素‑B和TP‑38)，癌症基因治疗，

物理治疗(如过热，放射治疗和手术)和癌症疫苗(例如，针对端粒酶的疫苗)。

[0395] 本发明的组合物(例如，抗体和双特异性分子)也可以与补体一起施用。因此，在本

发明范围内的是包含人抗体，多特异性或双特异性分子和血清或补体的组合物。这些组合

物的优点在于补体位于人抗体，多特异性或双特异性分子附近。或者，本发明的人抗体，多

特异性或双特异性分子和补体或血清可以分开施用。
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[0396] 可以配制药物组合物以与特定的局部或全身施用途径相容。因此，药物组合物包

括适于通过特定途径施用的载体，稀释剂或赋形剂。本发明组合物的施用途径的具体非限

制性实例是吸入或鼻内递送。另外的途径包括胃肠外，例如静脉内，皮内，皮下，口服，透皮

(局部)，经粘膜和直肠施用。

[0397] 用于胃肠外，皮内或皮下应用的溶液或悬浮液可包括：无菌稀释剂，例如注射用

水，盐溶液，固定油，聚乙二醇，甘油，丙二醇或其他合成溶剂；抗细菌剂，例如苯甲醇或对羟

基苯甲酸甲酯；抗氧化剂如抗坏血酸或亚硫酸氢钠；螯合剂如乙二胺四乙酸；缓冲剂如乙酸

盐，柠檬酸盐或磷酸盐；和调节渗透压的试剂如氯化钠或右旋糖。可以用酸或碱，例如盐酸

或氢氧化钠调节pH。

[0398] 用于注射的药物组合物包括无菌水溶液(在水溶性的情况下)或分散液和用于临

时制备无菌可注射溶液或分散液的无菌粉末。对于静脉内施用，合适的载体包括生理盐水，

抑菌水，Cremophor  ELTM(BASF,Parsippany,N.J.)或磷酸盐缓冲盐水(PBS)。载体可以是溶

剂或分散介质，其含有例如水，乙醇，多元醇(例如，甘油，丙二醇和液体聚乙二醇等)，以及

它们的合适混合物。例如，通过使用诸如卵磷脂的涂层材料，通过在分散的情况下保持所需

的粒度和通过使用表面活性剂，可以保持流动性。抗细菌剂和抗真菌剂包括例如对羟基苯

甲酸酯，氯丁醇，酚，抗坏血酸和硫柳汞。等渗剂，例如糖，多元醇如甘露醇，山梨糖醇，氯化

钠可包括在组合物中。包括延迟吸收的试剂，例如单硬脂酸铝和明胶可以延长可注射组合

物的吸收。

[0399] 无菌可注射溶液可以通过将所需量的活性化合物掺入具有上述成分之一或组合

的适当溶剂中，然后过滤灭菌来制备。通常，通过将活性化合物掺入含有基本分散介质和上

述其他成分的无菌载体中来制备分散体。在用于制备无菌可注射溶液的无菌粉末的情况

下，制备方法包括例如真空干燥和冷冻干燥，其产生活性成分加上来自其先前无菌过滤溶

液的任何其他期望成分的粉末。

[0400] 对于透粘膜或透皮施用，在配制剂中使用适合于屏障渗透的渗透剂。此类渗透剂

通常是本领域已知的，并且包括例如用于经粘膜施用，去污剂，胆汁盐和夫西地酸衍生物。

经粘膜施用可以通过使用鼻喷雾剂，吸入装置(例如吸气器)或栓剂来完成。对于透皮施用，

将活性化合物配制成本领域公知的软膏，油膏，凝胶或乳膏。

[0401] 本发明的抗体，包括亚序列和修饰形式以及编码它们的核酸，可以用提供保护而

免于从身体中快速消除的载体制备，例如控释配制剂或延时材料，例如单硬脂酸甘油酯或

硬脂酸甘油酯。还可以使用植入物和微囊化递送系统递送组合物，以实现局部或全身持续

递送或控制释放。

[0402] 可以使用可生物降解的生物相容性聚合物，例如乙烯乙酸乙烯酯，聚酸酐，聚乙醇

酸，胶原，聚原酸酯和聚乳酸。制备此类配制剂的方法对于本领域技术人员来说是显而易见

的。该材料也可以从Alza  Corporation和Nova  Pharmaceuticals，Inc商购获得。脂质体悬

浮液(包括使用抗体或病毒外壳蛋白靶向细胞或组织的脂质体)也可以用作药学可接受载

体。这些可以根据本领域技术人员已知的方法制备，例如如美国专利No.4,522,811中所述。

[0403] 适用于本发明方法中施用的组合物的其它药物配制剂是本领域已知的(参见例如

Remington's  Pharmaceutical  Sciences(1990)18th  ed.,Mack  Publishing  Co.,Easton,

Pa.；The  Merck  Index(1996)12th  ed.,Merck  Publishing  Group,Whitehouse,N.J.；and 
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Pharmaceutical  Principles  of  Solid  Dosage  Forms ,Technonic  Publishing  Co .,

Inc.,Lancaster,Pa .,(1993))。药物配制剂可以以剂量单位形式包装，以便于施用和剂量

均匀。如本文所用的“剂量单位形式”是指适合作为待治疗受试者的单位剂量的物理上离散

的单位；每个单位含有预定量的活性化合物，所述预定量经计算以与药物载体或赋形剂一

起产生期望的治疗效果。

[0404] 尽管本文提供的药物组合物主要涉及适合对人施用的药物组合物，但本领域技术

人员将理解，此类组合物通常适合对所有种类的动物施用。适合于对人施用以使组合物适

于施用于各种动物的药物组合物的修改是充分理解的，并且普通技术的兽医药理学家可以

用很少的(若有的话)实验设计和进行此类修改。考虑施用本发明药物组合物的受试者包括

但不限于人和其他灵长类和其他哺乳动物。

[0405] 应理解，与本文所述多肽显示序列，结构或功能同源性的任何氨基酸序列(无论是

通过任何方式天然地或合成地获得)都被认为是本发明的一部分。

[0406] 在一个实施方案中，术语“约”在数量上表示加或减5％，或在另一个实施方案中加

或减10％，或在另一个实施方案中加或减15％，或在另一个实施方案中加或减20％。

[0407] 在一个实施方案中，术语“受试者”是指哺乳动物，包括需要治疗或易患状况或其

后遗症的人。受试者可包括狗，猫，猪，牛，绵羊，山羊，马，大鼠，小鼠和人。术语“受试者”不

排除在所有方面都正常的个体。

[0408] 应理解，对任何出版物，专利申请或公告专利的引用应被视为通过引用整体并入

本文。

[0409] 应当理解，可以使用用于测量由治疗化合物调节的特定活性的任何测定法作为确

定化合物功效的手段，在一个实施方案中，测定化合物的最佳负载的手段，在另一个实施方

案中，测定时机和剂量的手段，在另一个实施方案中，或测定其组合的手段。

实施例

[0410] 通过参考以下实验实施例进一步详细描述本发明。提供这些实施例仅用于例示的

目的，并且不意图是限制性的，除非另有规定。因此，本发明决不应当解释为限于以下实施

例，而是应当解释为包括由于本文提供的教导而变得明显的任何和所有变化。

[0411] 无需进一步描述，认为本领域普通技术人员可以使用前述描述和以下实例性实施

例产生和利用本发明并实施所要求保护的方法。因此，以下工作实施例具体指出本发明的

优选实施方案，并且不应解释为以任何方式限制本公开的剩余部分。

[0412] 实施例1：淘选酵母展示人scFv文库

[0413] 构建1×1011个酵母展示天然人scFv文库，并且人PSMA的胞外域购自R&D  systems。

先前描述了文库淘选的方法(Zhao  et  al.,J  Immunol  Methods.2011；363(2):221‑32.)。

简言之，将重组PSMA蛋白质生物素化并与诱导酵母展示scFv文库一起温育；使用链霉抗生

物素蛋白(SA)缀合的微珠，然后使用流式细胞仪活化细胞分选(FACS)分离PSMA结合酵母细

胞；从分离的酵母细胞中扩增scFv基因并且克隆到分泌性表达酵母菌株YVH10中；在96孔板

中诱导个别的分泌性scFv表达，并通过高通量ELISA鉴定PSMA结合克隆。

[0414] PSMA重组蛋白的生物素化

[0415] 通过在4℃对PBS透析将PSMA重组蛋白缓冲液变为PBS，并将浓度调节至0.5mg/ml。
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将EZ‑Link  Sulfo‑NHS‑生物素试剂(10mM；溶于冷水中)(life  technologies)与PSMA重组

蛋白混合至最终摩尔比1:20(蛋白质:生物素)。将PSMA重组蛋白混合物在4℃温育2小时。通

过透析除去未反应的游离生物素试剂，并且将生物素化的蛋白质等分取样并贮存在‑80℃。

[0416] 使用磁珠的酵母展示scFv文库淘选

[0417] 将酵母展示scFv文库从‑80℃解冻并以3000rpm离心5分钟。弃去上清液，并且用

12L  SD‑CAA培养基(1升SD‑CAA培养基含有5g酪蛋白氨基酸、1.7g不含硫酸铵和氨基酸的酵

母氮碱基、5.3g硫酸铵，10.2g  Na2HPO4.7H2O、8.6g  NaH2PO4.H2O和20g右旋糖)重悬浮酵母细

胞。在以200rpm摇动的情况下在30℃将细胞培养过夜。次日，通过以3000rpm离心5分钟收获

酵母细胞，并将合适的量重悬浮于12L  S‑CAA‑GRD诱导培养基(1升S‑CAA‑GRD培养基含有5g

酪蛋白氨基酸、1.7g不含硫酸铵和氨基酸的酵母氮碱基、5.3g硫酸铵、10.2g  Na2HPO4.7H2O、

8.6g  NaH2PO4.H2O、1g右旋糖、20g半乳糖和20g棉子糖)，从而最终浓度为OD600＝0.5，并在

20℃诱导过夜。通过以3000rpm离心5分钟收获诱导的酵母细胞，并用2L  PBE缓冲液(PBE缓

冲液是含有2mM  EDTA和0.5％BSA的PBS缓冲液)清洗两次，最后重悬于200ml  PBE中。将细胞

与40μg生物素化的PSMA蛋白在室温(RT)温育1.5小时，然后在4℃温育0.5小时。以下步骤在

4℃或冰上完成。通过以3000rpm离心5分钟收获细胞，并用2L  PBE清洗两次，并重悬于200ml 

PBE中。然后，将2ml链霉抗生物素蛋白微珠(Miltenyi  Biotec)加入细胞中并缓慢摇动温育

1小时。向细胞加入1升PBE，将溶液涡旋振荡以确保细胞分离成单细胞，并使用70μm滤器过

滤。使用16个Miltenyi  LS柱进行PSMA结合酵母细胞分离。简言之，将7mL过滤的细胞悬浮液

加入到柱。在每个7mL细胞进入柱并且停止流动后，将柱从磁体移除并立即放回磁体中。这

重排柱中的铁珠，并允许物理捕获在珠之间的细胞通过。凭借磁铁中返回的柱，加入1ml清

洗缓冲液，并且清洗液流过后，将另外7mL细胞加到柱上。在每次加载细胞之间重复柱移除

程序。一旦将所有细胞加载到柱上，用3mL清洗缓冲液清洗柱。此清洗除去柱的空体积中的

细胞。将柱从磁铁移除并立即更换，如先前的。清洗重复两次。一旦柱停止滴落，从磁铁移除

柱，然后加入7mL清洗缓冲液。使用柱塞将所有剩余的细胞推入15‑mL锥形管中。

[0418] 将收获的细胞再次加载到两个新柱以进一步除去非特异性细胞。通过以3000rpm

离心5分钟收获最终洗脱的细胞。将细胞涂布在SD‑CAA板上，并在30℃培养2天。从第一轮磁

性分选中获得总共2.5×107个克隆。刮下细胞并诱导以用于第二轮磁性分选。将等分试样

也于‑80℃贮存在含有10％甘油的SD‑CAA中。

[0419] 将5×109个第一轮磁性分选的酵母细胞接种到200ml  S‑CAA‑GRD培养基中以在20

℃诱导过夜。次日，通过以3000rpm离心5分钟收获2.5×109个诱导的细胞，并用15ml  PBE清

洗两次。将细胞重悬于3ml  PBE中，并与3μg生物素化的PSMA蛋白在室温温育1.5小时，然后

在4℃温育半小时。以下所有步骤均在4℃或冰上进行。温育后，通过以3000rpm离心5分钟沉

淀细胞，然后用15ml  PBE清洗三次。将细胞再次沉淀并重悬于3ml  PBE中，并与50μl抗生物

素抗体偶联的微珠在4℃温育1小时。用PBE清洗细胞一次，重悬于15ml  PBE中并通过70μm滤

器过滤，并使用如上所述的一个Miltenyi  Macs  LS柱分离PSMA结合酵母细胞。第二轮磁性

分选产生5.1×106个克隆。

[0420] 进行第三轮磁性分选以进一步富集PSMA特异性酵母群体。简言之，在20℃在50ml 

S‑CAA‑GRD中诱导1×109个细胞过夜，并取5×108个细胞进行进一步淘选。用15ml  PBE清洗

细胞两次，并重悬于3ml  PBE中，然后在室温与1μg生物素化PSMA蛋白一起温育1.5小时，然
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后在4℃温育半小时。以下所有步骤均在4℃或冰上进行。温育后，通过以3000rpm离心5分钟

沉淀细胞，然后用15ml  PBE清洗三次。将细胞再次沉淀并重悬于3ml  PBE中，并与50μl链霉

抗生物素蛋白缀合的微珠在4℃温育1小时。用PBE清洗细胞一次，重悬于15ml  PBE中并通过

70μm滤器过滤，并使用如上所述的一个Miltenyi  Macs  LS柱分离PSMA结合酵母细胞。第三

轮磁性分选产生1×107个克隆。

[0421] 使用流式分类的酵母展示scFv库淘选

[0422] 从第三次磁性分选中获得的酵母细胞进一步进行三轮流式分选。若没有另外说

明，所有离心均为3000rpm，持续5分钟，所有步骤均在4℃或冰上。从第三次磁性分选中分离

的2×109个细胞在100ml  S‑CAA‑GRD培养基中于20℃诱导过夜，从中取出1×108个细胞进行

第一轮流式分选。将细胞沉淀并用15ml  PBE清洗两次，然后重悬于1ml  PBE中，并在室温与

0.2μg生物素化的PSMA蛋白一起温育1.5小时，然后在4℃温育半小时。用PBE清洗细胞三次，

然后与50μl抗V5‑Alexa647(AbD  Stereo)和50μl链霉抗生物素蛋白‑PE(SA‑PE) (BD 

biosciences)在1ml  PBE中于4℃在黑暗中温育1小时。染色后，用15ml  PBE清洗细胞三次，

并重悬于1ml  PBE中以通过流式细胞术进行流式分选，其中Alexa647和PE双阳性细胞作为

PSMA结合群体分选。平行设置的染色对照包括：(1)未染色对照；(2)仅抗V5‑Alexa647染色；

和(3)仅SA‑PE染色。将1.2×106个双阳性细胞分选并在SD‑CAA平板上于30℃培养2天。

[0423] 从第一次流式分选中分离的细胞进一步进行第二和第三次流式分选。样品制备与

第一次流式分选类似，只是在第二次流式分选中，使用50ng生物素化的PSMA蛋白和抗生物

素‑FITC(Abcam)代替染色；并且在第三轮流式分选中，生物素化的PSMA蛋白进一步减少至

2ng，并且使用SA‑PE检测PSMA结合。最后，在第二和第三次流式分选中分选1×106和2×104

个细胞(前0.1％群体)。

[0424] 实施例2：鉴定个别抗PSMA克隆

[0425] 将富集的展示scFv文库转换为分泌性scFv文库

[0426] 提取在展示EBY100细胞中含有scFv基因的质粒，扩增scFv基因片段并克隆到分泌

载体pYS1中，并转化到酵母菌株YVH10中用于分泌性scFv表达。

[0427] 按照酵母质粒提取试剂盒(Zymo  Research)的方案，在第三次流式分选期间分选

的前0.1％群体扩增后提取酵母质粒，并使用以下引物通过PCR扩增scFv基因片段，正向：

5’‑ G A C T A C A A G G A C G A C G A T G A C ‑ 3’( S E Q  I D  N O : 1 1 1 ) 和反 向 ：5’‑

AGTAGAATCAAGACCTAGTAGAGGG‑3’(SEQ  ID  NO:112)。然后纯化扩增的scFv基因片段并与Sfi 

I/Not  I线性化的分泌scFv表达载体pYS1一起共转化到酵母菌株YVH10中。scFv基因/载体

的摩尔比为3:1，并且1μg载体用于转化。先前描述了YVH10感受态细胞制备和转化(Zhao  et 

al.,J  Immunol  Methods.2011；363(2):221‑32.)。将转化的细胞在SD‑CCA‑Trp(SD‑CAA加

0.008％色氨酸)上于30℃培养2天。

[0428] 鉴定PSMA结合性scFv克隆

[0429] 挑选384个分泌性scFv克隆，在SD‑CAA‑Trp中培养，并在S‑CAA‑GRD‑Trp中在20℃

在96孔深孔板中诱导可溶性scFv表达2天。使用ELISA鉴定PSMA结合性scFv。简言之，ELISA

板用50μl/孔1μg/ml抗Flag抗体(Sigma)在4℃包被过夜，用PBST(含有0.05％Tween  20的

PBS)清洗两次并用PBSTM(含有5％无脂奶粉(Biorad)的PBST)在室温封闭2小时。然后将平

板与100μl用PBSTM以1:1稀释的含有scFv的上清液在室温一起温育1小时，用PBST清洗6次，
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然后在室温用PBSTM中的0.4μg/ml，50ml/ml生物素化的PSMA蛋白温育1小时。如上所述进行

6次清洗后，将板与PBSTM中的100μl  1:1000稀释的链霉抗生物素蛋白 ‑HRP (BD 

Biosciences)在室温温育1小时，再次清洗6次，并且将TMB(KPL)和终止缓冲液与平板序贯

温育以显现比色法。在OD450测量吸光度。在分析的384个克隆中，260个显示阳性信号

(OD450值大于背景值的两倍)。进一步分析了96个随机挑选的克隆的PSMA结合。结果显示所

有特异性结合PSMA但不结合对照蛋白Fc(人IgG1Fc重组蛋白)，其中，挑选30个克隆进行质

粒提取，将scFv片段进行PCR扩增，在使用Qiagen  PCR纯化试剂盒纯化并进行测序。PCR引物

是：正向：CTATTGCCAGCATTGCTGC(SEQ  ID  NO:113)，反向：ATAGGGACCTAGACTTCAGG(SEQ  ID 

NO:114)；测序引物是：正向：CCTTCTACTCCTCCTACACC (SEQ  ID  NO:115)，反向：

GGAGGGCGTGAATGTAAGC(SEQ  ID  NO:116)。测序显示所有克隆具有几乎相同的scFv序列，即

如SEQ  ID  NO  2、4和20中所示的gy1，其中一些点突变显示在SEQ  ID  NO:38、40、42、44、46、

48和50。

[0430] 实施例3：抗PSMA  scFv的表征

[0431] 酵母展示文库淘选使用PSMA的重组胞外域，其可以具有与活细胞表面上表达的构

象不同的构象。因此，有必要评估gy1  scFv与细胞表面上表达的天然构象PSMA的结合能力，

以及抗原结合时的内化。

[0432] gy1  scFv与细胞表面表达的PSMA的结合

[0433] 使用流式细胞术在LNCap  FGC细胞上研究PSMA上的scFv  gy1结合。简言之，将

LNCap  FGC细胞在含有10％FBS的RPMI  1640培养基中于37℃，5％CO2培养。用PBS清洗细胞，

并通过与0.02％维尔烯缓冲液(1.37M  NaCl,26.8mM  KCl,80.7mM  Na2HPO4,14.7mM  KH2PO4,

5.4mM  EDTA二钠,0.2％D‑葡萄糖)一起温育来分离。用PBS清洗细胞一次，并用含有gy1的酵

母上清液在冰上温育1小时，所述酵母上清液用FACS(含有0.2％FBS的PBS)缓冲液稀释3倍。

用冷PBS清洗细胞三次，然后在冰上用FACS缓冲液中的1:200稀释的抗‑V5‑Alexa647在黑暗

中温育1小时。通过用冷PBS清洗三次除去未结合的抗V5‑Alexa647，然后将细胞重悬于300μ

l含有8μl  via‑probe(BD  biosciences)的FACS中。使用流式细胞术检测在LNCap  FGC细胞

上的Gy1结合，其中仅对活细胞进行门控和分析。流式细胞术对照包括：(1)重悬于含有via‑

probe的FACS缓冲液中的死细胞。通过在‑80℃和37℃下将细胞冷冻‑融化两个循环来制备

死细胞；(2)重悬于没有via‑probe的FACS缓冲液中的死细胞；(3)具有via‑probe的未染色

的细胞；和(4)具有via‑probe的仅抗V5‑Alexa647染色。结果显示gy1  scFv可显著结合Ln‑

Cap  FGC细胞(图1)。

[0434] 内化

[0435] 若用于将药物选择性地递送到肿瘤细胞中，则内化是抗体的先决条件。为了评估

gy1用于开发ADC、免疫毒素和纳米药物的潜力，使用流式细胞术检查gy1内化。流式细胞术

是用于内部化测定法的共聚焦的简单替代方法。原理是内化是活性过程，其在37℃非常有

效，但不会在4℃发生。若染料标记的抗体分别与细胞在37℃和4℃温育，则抗体分子将在细

胞表面上结合，并且其中一些将在37℃内化；而抗体仅在4℃时在细胞表面上结合，因为内

化不会发生。然后使用胰蛋白酶除去所有细胞表面蛋白，包括染料标记的抗体。细胞中的阳

性染料信号表明发生内化，而阴性染料信号表示没有发生内化。

[0436] 简言之，将LnCap  FGC细胞接种在两个48孔板中。次日，将100μl含有gy1scFv的酵
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母上清液在室温在200μl体积(100μl上清液加100μl细胞培养基)中与4μl抗V5‑Alexa467预

温育1小时。然后，用培养基清洗细胞一次，并在200μl含有gy1的培养基(100μl新鲜培养基

加100μl预温育的gy1‑染料培养基)中分别于37℃和4℃在黑暗中温育1小时。作为对照，对

于这两种温度，还将细胞与相同浓度的抗‑V5‑Alexa467一起温育。用冷PBS清洗两次后，将

200μl胰蛋白酶加入孔中以在室温消化细胞表面蛋白30分钟。然后向每个孔中加入500μl培

养基以停止胰蛋白酶处理并将细胞清洗两次，然后悬浮在含有via‑probe的FACS缓冲液中

用于流式细胞术分析。还如上设置死细胞对照。

[0437] 流式细胞术结果显示当将gy1  scFv与Ln‑Cap  FGC细胞在4℃温育时，抗体只能在

细胞表面上结合；而当温育温度为37℃时，gy1  scFv不仅可以与细胞结合，而且还可以显著

内化(图2)，其奠定了使用gy1抗体或抗体片段进行的PSMA靶向药物递送的基础。

[0438] 亲和力测量

[0439] 将SD‑CAA‑Trp培养基中培养的可溶性gy1表达YVH10克隆放大至500ml，然后将细

胞沉淀并重悬于相同体积的YEPD‑GRD‑Trp诱导培养基(YEPD培养基含有蛋白胨20g/L，酵母

提取物10g/L，右旋糖20g/L)。YEPD‑GRD‑Trp是含有1g/L右旋糖，20g/L半乳糖和20g/L棉子

糖和0.008％色氨酸的YEPD培养基以在20℃诱导scFv表达4天。使用镍柱纯化scFv，因为

scFv在C末端具有6xHis标签。将上清液通过0.45μm滤器过滤，通过与相同体积的EQ缓冲液

(0.3M  NaCl，0.05M磷酸盐缓冲液，pH8.0)混合将pH调节至8.0，并加载到用5个柱体积EQ缓

冲液平衡的HisTrp  HP柱(GE  healthcare)上。用超过10个柱体积的清洗缓冲液(含有10mM

咪唑的EQ缓冲液)清洗柱，并用洗脱缓冲液(含有250mM咪唑的EQ缓冲液)洗脱scFv。然后用

离心滤器单元(Amico)浓缩scFv，并通过针对PBS透析除去咪唑。将等分的scFv在‑80℃贮

存。

[0440] 使用捕获ELISA来测量gy1  scFv的亲和力。在scFv的N和C末端有Flag标签和V5标

签，因此使用针对这些标签的抗体来捕获scFv以用于ELISA测定。简言之，将抗Flag抗体

(Sigma)以1μg/ml，50μl/孔，在4℃在PBS中在ELISA板上包被过夜。将板用PBST清洗两次，在

室温用PBSTM封闭2小时，并与一式三份3倍连续稀释的gy1  scFv在室温一起温育1小时，从

PBSTM中的100nM降低至0.137nM。将板用PBST清洗6次，然后在室温与PBSTM中的0.5μg/ml生

物素化PSMA一起再温育1小时。清洗6次后，将板与PBSTM中的1:1000稀释的链霉抗生物素蛋

白‑HRP(BD  Bioscience)在室温温育30分钟。将板再次清洗6次，并在室温与TMB温育20分

钟，用终止缓冲液终止比色反应，并在OD  450读取吸光度。使用GraphPad  Prism软件计算亲

和力，其为Kd＝1.165nM(图3)。

[0441] 实施例4：在大肠杆菌中的Gy1表达和纯化

[0442] 酵母中表达的重组蛋白质的过度糖基化通常会产生免疫原性问题，这可能会限制

其临床应用。为克服这一潜在问题，追求gy1  scFv在大肠杆菌中的原核表达。将gy1基因扩

增并克隆到原核表达载体pET302(命名为pET302‑gy1)中，然后转化到大肠杆菌BL21中，在

30℃用0.05mM异丙基‑1‑硫代‑b‑吡喃半乳糖苷(IPTG)诱导表达4小时。使用超声波仪裂解

大肠杆菌细胞，然后如上所述使用HisTrp  HP柱纯化gy1蛋白(图4)。以相同方式表达并纯化

抗HER2  scFv(称为NCP1)并用作阴性对照。

[0443] 使用流式细胞术研究大肠杆菌表达的gy1  scFv与PMSA阳性和阴性细胞的结合。简

言之，用维尔烯溶液(1.37M  NaCl ,26 .8mM  KCl ,80 .7mM  Na2HPO4 ,14 .7mM  KH2PO4 ,5 .4mM 

说　明　书 68/100 页

71

CN 109641037 B

72



EDTA二钠,0.2％D‑葡萄糖)分离前列腺癌细胞LNCaP，C4‑2，PC3‑PSMA+和PC3‑PSMA‑细胞，并

且以1×106个细胞/mL的密度悬浮在PBS中，用PBS清洗细胞，并与100nM  gy1或对照scFv 

NCP1在4℃温育30分钟，然后清洗并且与缀合有FITC的小鼠抗6His  IgG(AbD  Serotec；Bio‑

Rad)在4℃黑暗中和温育30分钟。然后清洗细胞并通过流式细胞术分析。平行地，通过缀合

有PE的商业抗PSMA单克隆抗体(Biolegend，CA，USA)检测PSMA蛋白质表达。结果显示，大肠

杆菌表达的gy1仅能结合PSMA阳性细胞，而不结合阴性细胞(图5)。

[0444] 实施例5：通过细胞ELISA测量gy1亲和力

[0445] 为了评估大肠杆菌表达的gy1  scFv与细胞表面PSMA的结合亲和力，将PSMA阳性

C4‑2细胞以每孔5×104接种于96孔板中并培养过夜。次日，用4％多聚甲醛固定细胞20分

钟，然后用3％H2O2处理20分钟以封闭内源性过氧化物酶，然后在室温用6％牛血清白蛋白封

闭30分钟。加入三倍连续稀释的gy1和对照scFv  NCP1，从8100nM降至0.005nM，并在37℃温

育1小时。然后用PBST清洗细胞，并与缀合有HRP的小鼠抗‑6His抗体(AbD  Serotec ,Bio‑

Rad,Oxford,UK)在室温温育1小时。通过加入3,3ˊ ,5,5ˊ‑四甲基联苯胺(TMB，eBioscience，

CA，USA)显色比色信号，并通过与1M  H2SO4温育15分钟终止。使用Sunrise微板阅读器

(Tecan，Groedig，Austria)在450nm测量吸光度，并使用GraphPad  Prism  5.0软件分析结合

曲线。使用单点结合双曲线方程的非线性回归分析计算gy1亲和力。大肠杆菌表达的scFv 

gy1的亲和力计算为Kd＝4.134nM(图6)

[0446] 实施例6：使用共聚焦成像的gy1内化测定

[0447] 使用共聚焦成像，使用大肠杆菌表达的gy1  scFv来研究内化。将在50％汇合时在

盖玻片上生长的前列腺癌细胞，即LnCap，C4‑2，PC3‑PSMA+和PC3‑PSMA‑与200nM  gy1或NCP1

在37℃温育2小时。清洗细胞，用4％多聚甲醛固定20分钟。通过缀合有FITC的小鼠抗6His 

IgG(AbD  Serotec；Bio‑Rad)检测内化的gy1。然后用4'，6‑二脒基‑2‑苯基吲哚(DAPI)染色

细胞以显现细胞核。最后，用PBS清洗细胞并固定在载玻片上，并在激光扫描共聚焦显微术

(FluoView  FV1000，Olympus)下观察。结果表明在PSMA阳性细胞系LNCaP，C4‑2和PC3‑PSMA+

的细胞质中可以观察到强烈的荧光信号。然而在PSMA阴性PC3‑PSMA细胞中，不能检测到荧

光信号(图7)。这些结果进一步证明了gy1可以有效地内化到PSMA阳性细胞中。

[0448] 为了研究内化后gy1的亚细胞转运，进行免疫荧光染色以在C4‑2细胞中检查gy1

(绿色荧光)与某些细胞器(包括内体，溶酶体，高尔基体和ER(红色荧光))的共定位。使用

试剂(Invitrogen  Life  technologies ,CA ,USA)，包括

Lysosomes‑RFP, Endosomes‑RFP, Golgi‑RFP和 ER‑

RFP根据制造商的方案进行细胞的细胞器的染色。通过激光扫描共聚焦显微术(FluoView 

FV1000，Olympus)捕获细胞图像。结果显示在温育4小时后，gy1主要在内体和溶酶体中积累

(黄色荧光，图8A)，表明gy1通过内体‑溶酶体途径内化到靶细胞中。对于不同的温育时间

段，gy1和高尔基体或ER的信号之间没有重叠(图8B)。

[0449] 内化蛋白质主要具有两种运输途径。一种是直接通过内体到溶酶体，而另一种是

从高尔基体到ER，这被称为逆行运输，并且通常用于再循环运输。通过将gy1与高尔基体或

ER共染色进一步研究gy1是否也可以使用第二途径。结果显示即使温育不同的时间点，在

gy1和高尔基体或ER之间也未能观察到共定位(图8B)，这消除了gy1内化后第二运输途径的
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可能性。

[0450] 实施例7：gy1的体内肿瘤靶向

[0451] 为了评估gy1用于体内PSMA靶向的能力和效率，以及评估基于gy1的PCa术中光学

成像的可行性，使用表达萤光素酶的PC3‑PSMA+和PC3‑PSMA‑细胞建立PSMA阳性和阴性异种

移植裸鼠模型。通过在每只小鼠的右臀部皮下注射0.1mL  PBS中的5×106个萤火虫萤光素

酶表达性PC3‑PSMA+或PC3‑PSMA‑细胞来开发异种移植肿瘤模型。接种后2周，分离肿瘤组织

并进行H&E和免疫组织化学染色以检查组织形态和PSMA表达水平。结果显示PSMA可以在

PC3‑PSMA+前列腺癌组织中检测到，但不能在PC3‑PSMA‑前列腺癌组织中检测到(图9)。通过

Xenogen  IVIS动力学成像系统在这两种异种移植模型中也证实了萤光素酶表达(图11，左

图)。这对PSMA阳性和阴性前列腺癌异种移植小鼠模型用于gy1靶向评估。

[0452] 对于体内光学成像研究，以1mg/ml的浓度以蛋白质/染料比率为1:20使用

IRDye800cw标记试剂盒(Li‑Cor  Biosciences,Nebraska ,USA)按照制造商的方案标记gy1

和NCP1蛋白。通过透析除去额外的染料。如通过流式细胞术分析在PC3‑PSMA+细胞上证实

的，染料标记不损害gy1的PSMA结合亲和力(图10)。对于每只小鼠，静脉内注射0.2μmol/kg

的IRDye800标记的gy1或NCP1，并在指定的时间点麻醉小鼠，并以激发波长745nm在Xenogen 

IVIS动力学成像系统下以实时方式监测IRDye800荧光。对所有图像使用相同的照明设置(1

秒曝光，f/stop＝2)。与体内全身近红外荧光成像(FLI)平行，处死每组中处理12小时的5只

小鼠，分离不同的组织并分析它们的荧光强度。使用LivingImage软件计算荧光强度，并以

光子通量(p/s/cm2/sr)表示。

[0453] 结果显示，IRDye800标记的gy1在1小时后迅速扩散到全身，并且可以在2小时起在

肿瘤组织中检测到。然后，将IRDye800标记的gy1逐渐从体内清除，但仍然特异性地保留在

PSMA阳性肿瘤组织中，但不在PSMA阴性肿瘤组织中(图11，右图，图12)。在注射后6小时获得

肿瘤中最高的信号/背景比，并且在24小时后肿瘤中的信号几乎检测不到。在gy1注射后12

小时处死每组中的5只小鼠，并收集不同的组织用于进一步的生物分布评估。与FLI数据一

致，可以在PC3‑PSMA+组的肿瘤组织中检测到最强的荧光信号，可以在肾脏，肝和脾中检测

到相对较弱的信号，而在其他组织中只能检测到可忽略的信号。然而在PC3‑PSMA‑组中，在

肿瘤组织中未能检测到明显的荧光信号(图13A和图13B)。这些数据表明gy1可以在体内特

异性地靶向和分布在PSMA阳性肿瘤组织中，这促进了使用gy1进行的PSMA靶向成像和治疗

策略的发展，例如术中光学成像，PET成像，纳米医学和抗体药物缀合物。

[0454] 实施例8：将gy1  scFv工程化为完整抗体

[0455] 通过分别为重链和轻链植入信号肽和恒定区将具有SEQ  ID  NOS:40/41 ,42/43 ,

44/45,46/47(gy1‑2)突变的Gy1  scFv工程化为完整抗体。通过抗体种系数据库的序列分

析，分别对重链和轻链选择IGHV3‑30‑3*02和IGLV1‑50*01信号肽和IgG1和CL1恒定区。重链

和轻链的核酸和氨基酸序列显示在SEQ  ID  NO .52/53和60/61中，并且成熟的重链和轻链

(在信号肽切割后)序列显示在SEQ  ID  NO.68和69中。工程化的完整抗体命名为PSMAb。对重

链和轻链的核酸序列进行密码子优化以进行CHO细胞表达，合成并分别克隆到载体pcDNA3

中。按照制造方案(FreeStyleTMCHO  Expression  system  of  life  technologies)，通过以

1:4的比例将重链和轻链表达载体瞬时共转染到悬浮CHO细胞(CHO‑S)中来表达重组PSMAb。

表达7天后，收集上清液，并使用HiTrap  rProtein  A  FF柱(GE  healthcare  life 
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sciences)纯化PSMAb。简言之，将上清液与相同体积的缓冲液A(20mM磷酸钠缓冲液，pH7.0)

混合，通过0.45μm膜过滤并施加到用5柱体积缓冲液A平衡的HiTrap  rProtein  A  FF柱上。

用10个柱体积的缓冲液A清洗柱，并且用缓冲液B(0.1M柠檬酸，pH3.5)洗脱抗体，并用缓冲

液C(1.0M  Tris‑HCl  pH9.0)中和。通过透析将抗体缓冲液更换为PBS，等分取样并在‑80℃

贮存(图14A)。

[0456] 实施例9：PSMAb完整抗体的表征

[0457] 亲和力测量

[0458] 如实施例5中所述，使用ELISA测量PSMAb的亲和力，只是使用对照人IgG1(Sigma)

代替PSMAb用于阴性对照，并且使用缀合有HRP的抗人IgG  Fc  Ab(1:20000，Abcam)作为二

抗。PSMAb  3倍连续稀释从100nM开始下降至0.19pM。PSMAb的计算亲和力为0.1nM(图14B)

[0459] 细胞结合和阻断测定

[0460] 已经通过流式细胞术在几种前列腺细胞系，即PSMA+细胞C4‑2，LNCaP，PC‑3‑PSMA+

和PSMA‑细胞PC‑3和DU‑145上研究了PSMAb与细胞表面上表达的PSMA的结合。简言之，首先

将分离的细胞与PSMAb，阴性对照人IgG(Sigma)或阳性对照抗体LNI‑17(Biolegend)一起温

育，清洗3次，然后与1:20稀释的缀合有PE的二抗(Biolegend)一起温育。通过流式细胞术检

测细胞结合信号。结果显示PSMAb仅结合PSMA阳性细胞，但不结合阴性细胞(图15)，这与

LNI‑17染色证实的PSMA表达水平一致。

[0461] 为了进一步证实PSMAb与PSMA+细胞的结合是PSMA特异性的，使用重组PSMA蛋白或

对照蛋白BSA进行阻断测定。使用如上所述的流式细胞术在PC3‑PSMA+细胞上研究阻断测

定，只是在与细胞温育之前，将浓度2nM的PSMAb与2、6和10nM重组PSMA或10nM  BSA(作为对

照)在室温预温育2小时。结果显示PSMA重组蛋白即使在相同的抗体浓度即2nM下也能完全

阻断PSMAb与PC3‑PSMA+细胞的结合(图16)。

[0462] PSMAb的内化

[0463] 如实施例6所述，在前列腺癌细胞C4‑2，LNCaP，PC‑3和DU‑145上研究PSMAb的内化，

只是对照人IgG1用作阴性对照，并且二抗是缀合有FITC的抗人IgG  Fc抗体(1:50；Santa 

Cruz  biotechnology，USA)。结果证明PSMAb可以选择性地和有效地内化到PSMA阳性细胞中

(图17)。

[0464] 实施例10：PSMAb的体内肿瘤靶向

[0465] 为了评估肿瘤靶向的效率和PSMA b术中光学成像的潜力，用近红外染料

IRDye800CW标记PSMAb，并将50μg标记的PSMAb/小鼠尾静脉注射到PC3‑PSMA+或PC3‑PSMA‑

异种移植物模型，并且使用如实施例7中所述的Xenogen  IVIS动力学成像系统监测PSMAb的

实时生物分布。体内光学成像显示PSMAb在整个身体中快速扩散并且可以在注射后24小时

起在肿瘤组织中检测到，并且然后逐渐从体内清除，而特异性地保留在PSMA+肿瘤中，而非

PSMA‑肿瘤中(图18A‑图18C)。注射后48小时观察到良好的信号/背景比(图18A‑图18C)。与

scFv相比，完整抗体具有更长的循环时间，并且因此对于光学成像具有更好的信号/背景

比。

[0466] 实施例11：DM1抗体药物缀合

[0467] 为了开发PSMA靶向性ADC，通过稳定的接头SMCC将PSMAb与DM1缀合(图19)。简言

之，将PSMAb缓冲液交换至50mM磷酸钾，50mM  NaCl，2mM  EDTA，pH7.2，并将浓度调节至4mg/
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ml。将SMCC‑DM1(Concortis  Biosystems)溶解在DMA中以获得10mM的终浓度。向每个体积的

抗体溶液中加入0.43％体积的DMA，混合，然后加入2.67％体积的10mM  SMCC‑DM1。DMA的最

终浓度为3％(v/v)，并且药物/Ab比率为10:1。使溶液在室温下混合3小时，然后通过透析将

缓冲液更换为PBS。如前所述(US  20060088539  A1)，基于缀合物在252和280nm处的吸光度，

测量药物/Ab缀合比率为3.3。

[0468] 实施例12：MMAE和MMAF抗体药物缀合

[0469] 为了开发PSMA靶向性ADC，通过可切割的接头Mc‑vc‑PAB分别将PSMAb与MMAE和

MMAF缀合(图20)。将抗体浓度在0.025M硼酸钠pH8,0.025M  NaCl，1mM  DTPA中调节至8mg/

ml，并在37℃用2.75摩尔当量的TCEP部分还原2小时。然后将混合物冷却至0℃并将抗体浓

度调节至5.625mg/ml并与0.25体积的溶解在冷乙腈中的700mM  MC‑vc‑PAB‑MMAE和MC‑vc‑

PAB‑MMAF混合并允许在冰上继续反应30分钟。用半胱氨酸(1mM终浓度)淬灭过量的MC‑vc‑

PAB‑MMAE或MC‑vc‑PAB‑MMAF。如所述(Kevin  J.Hamblett  et  al.,2004,Clin  Cancer  Res,

10；7063)，使用PD‑10柱纯化抗体药物缀合物。如上所述(Kevin  J.Hamblett  et  al.,2004,

Clin  Cancer  Res,10；7063)，通过测量250和280nM的吸光度比率确定MMAE和MMAF的载药量

为3.5和3.03/抗体。

[0470] 实施例13：PSMAb在药物缀合后保留PSMA结合和内化能力

[0471] 在与DM1，MMAE或MMAF缀合后，如上所述分别通过流式细胞术和共聚焦成像评估

PSMAb药物缀合物的PSMAb结合和内化。结果显示PSMAb药物缀合物的抗原结合和内化得到

良好保留(图21和图22)。

[0472] 实施例14：PSMAb抗体药物缀合物的PSMA特异性细胞毒性

[0473] 在PSMA‑细胞系PC‑3和PSMA+细胞系C4‑2上评估基于PSMAb的ADC的细胞毒性。简言

之，以2000个细胞/200mL/孔将C4‑2和PC‑3细胞接种在含有10％FBS的DMEM培养基中的96孔

板中。次日，细胞密度为约20‑30％，并且将培养基更换为含有浓度333.33nM ,133 .33nM ,

66 .67nM ,33 .33nM ,6 .67nM ,3 .33nM ,0 .67nM ,0 .33nM ,0 .067nM ,0 .0067nM ,0 .00067nM和

0.000067nM的PSMAb‑DM1，PSMAb‑MMAE或PSMAb‑MMAF的新鲜培养基，每个浓度一式三份。每

天更换培养基，每个孔的药物浓度相同。温育4天后，使用alamarBlue试剂盒(Invitrogen)

按照制造方案评估细胞存活力。结果显示，PSMAb‑DM1，PSMAb‑MMAE和PSMAb‑MMAF对PC‑3细

胞无毒性，但对C4‑2细胞具有剂量依赖性毒性，PSMAb‑DM1 ,PSMAb‑MMAE和PSMAb‑MMAF的

IC50分别为0.12nM，0.59nM和0.92nM(图23)。

[0474] 实施例15：PSMA‑ADC特异性诱导PSMA+细胞的凋亡

[0475] 为了进一步研究PSMAb  ADC在PSMA特异性细胞杀伤中的机制，在PC‑3和C4‑2细胞

中研究PSMAb  ADC诱导的凋亡。简言之，将PC‑3和C4‑2细胞以2×105/2ml培养基/孔的密度

接种在6孔板中并培养过夜。次日，更换培养基并将细胞与2ml培养基中浓度50μg/ml,20μg/

ml,10μg/ml,5μg/ml,1μg/ml,0.5μg/ml,0.01μg/ml,和0.001μg/ml的PSMAb‑ADC一起温育。

浓度50mg/ml的人IgG和PSMAb用作对照。温育48小时后，将细胞用胰蛋白酶处理并用PBS清

洗两次，并用Annexin‑V/PI(Roche)按照制造说明染色。使用流式细胞术检测凋亡，具有膜

联蛋白‑V(+)/PI(‑)的信号指示早期凋亡，而双阳性染色即膜联蛋白‑V(+)/PI(+)的信号指

示晚期凋亡。总凋亡是早期和晚期凋亡的总和。结果显示，所有三种基于PSMAb的ADC，即

PSMAb‑DM1，PSMAb‑MMAE和PSMAb‑MMAF均能够有效诱导早期和晚期凋亡两者，PSMAb‑DM1主

说　明　书 72/100 页

75

CN 109641037 B

76



要诱导晚期凋亡，而PSMAb‑MMAE和PSMAb‑MMAF主要诱导早期凋亡(图24)。

[0476] 实施例16：序列

[0477] SEQ ID NO:1 PSMA的胞外域

[0478] KSSNEATNITPKHNMKAFLDELKAENIKKFLYNFTQIPHLAGTEQNFQLAKQIQSQWKEFGLDSVELAH

YDVLLSYPNKTHPNYISIINEDGNEIFNTSLFEPPPPGYENVSDIVPPFSAFSPQGMPEGDLVYVNYARTEDFFKLE

RDMKINCSGKIVIARYGKVFRGNKVKNAQLAGAKGVILYSDPADYFAPGVKSYPDGWNLPGGGVQRGNILNLNGAGD

PLTPGYPANEYAYRRGIAEAVGLPSIPVHPIGYYDAQKLLEKMGGSAPPDSSWRGSLKVPYNVGPGFTGNFSTQKVK

MHIHSTNEVTRIYNVIGTLRGAVEPDRYVILGGHRDSWVFGGIDPQSGAAVVHEIVRSFGTLKKEGWRPRRTILFAS

WDAEEFGLLGSTEWAEENSRLLQERGVAYINADSSIEGNYTLRVDCTPLMYSLVHNLTKELKSPDEGFEGKSLYESW

TKKSPSPEFSGMPRISKLGSGNDFEVFFQRLGIASGRARYTKNWETNKFSGYPLYHSVYETYELVEKFYDPMFKYHL

TVAQVRGGMVFELANSIVLPFDCRDYAVVLRKYADKIYSISMKHPQEMKTYSVSFDSLFSAVKNFTEIASKFSERLQ

DFDKSNPIVLRMMNDQLMFLERAFIDPLGLPDRPFYRHVIYAPSSHNKYAGESFPGIYDALFDIESKVDPSKAWGEV

KRQIYVAAFTVQAAAETLSEVA

[0479] SEQ ID NO:2 gy1 scFv核酸序列：

[0480] CAGTCTGTGCTGACTCAGCCGCCCTCAGTGTCTGGGGCCCCAGGGCAGAGTGTCATTATCTCCTGCACT

GGGAGCAGCTCCAACATCGGGGCAGGTTCTCATGTACACTGGTACCAGCAGGTTCCAGGAACAGCCCCCAAACTCCT

CATCTATGGAAACACCAATCGGCCCTCAGGGGTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCACCTCAGGTTCCC

TGGCCATCACTGGACTCCAGCCTGAGGATGAGGCTGATTATTATTGTGCAACATGGGATGACAGTCTGAATGGTGTA

ATATTCGGCGGAGGGACCAAGGTCACCGTCCTAGGCGGATCCTCTAGGTCAAGTTCCAGCGGCGGCGGTGGCAGCGG

AGGCGGCGGTGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGCCCTGGCCAAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTG

CAGCCTCTGGATCCACCCTCAGTGGCTATGCTATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTG

GCAGTTATATCATATGATGGAAGCAATAAATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAA

TTCCAAGAACACGCTGTTTCTGCAAATGAACAGCCTGAGACCTGAGGACACGGCTGTGTACTATTGTGCTAAAGGCC

TTACTTGGGGACTCGGTGACAATGATGCTCTCGATATCTGGGGCCCCGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

[0481] SEQ ID NO:3 gy1 scFv氨基酸序列：

[0482] QSVLTQPPSVSGAPGQSVIISCTGSSSNIGAGSHVHWYQQVPGTAPKLLIYGNTNRPSGVPDRFSGSKS

GTSGSLAITGLQPEDEADYYCATWDDSLNGVIFGGGTKVTVLGGSSRSSSSGGGGSGGGGEVQLVESGGALAKPGGS

LRLSCAASGSTLSGYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYDGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLFLQMNSLRPEDTAVY

YCAKGLTWGLGDNDALDIWGPGTTVTVSS

[0483] SEQ ID NO:4 gy1 VL核酸序列：

[0484] CAGTCTGTGCTGACTCAGCCGCCCTCAGTGTCTGGGGCCCCAGGGCAGAGTGTCATTATCTCCTGCACT

GGGAGCAGCTCCAACATCGGGGCAGGTTCTCATGTACACTGGTACCAGCAGGTTCCAGGAACAGCCCCCAAACTCCT

CATCTATGGAAACACCAATCGGCCCTCAGGGGTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCACCTCAGGTTCCC

TGGCCATCACTGGACTCCAGCCTGAGGATGAGGCTGATTATTATTGTGCAACATGGGATGACAGTCTGAATGGTGTA

ATATTCGGCGGAGGGACCAAGGTCACCGTCCTA

[0485] SEQ ID NO:5 gy1 VL氨基酸序列：

[0486] QSVLTQPPSVSGAPGQSVIISCTGSSSNIGAGSHVHWYQQVPGTAPKLLIYGNTNRPSGVPDRFSGSKS

GTSGSLAITGLQPEDEADYYCATWDDSLNGVIFGGGTKVTVL

[0487] SEQ ID NO:6 gy1 VL框区1(FR1)核酸序列：
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[0488] CAGTCTGTGCTGACTCAGCCGCCCTCAGTGTCTGGGGCCCCAGGGCAGAGTGTCATTATCTCCTGCACT

GGGAGC

[0489] SEQ ID NO:7 gy1 VL框区1(FR1)氨基酸序列：

[0490] QSVLTQPPSVSGAPGQSVIISCTGS

[0491] SEQ ID NO:8 gy1 VL CDR1核酸序列：

[0492] AGCTCCAACATCGGGGCAGGTTCTCAT

[0493] SEQ ID NO:9 gy1 VL CDR1氨基酸序列：

[0494] SSNIGAGSH

[0495] SEQ ID NO:10 gy1 VL框区2(FR2)核酸序列：

[0496] GTACACTGGTACCAGCAGGTTCCAGGAACAGCCCCCAAACTCCTCATCTAT

[0497] SEQ ID NO:11 gy1 VL框区2(FR2)氨基酸序列：

[0498] VHWYQQVPGTAPKLLIY

[0499] SEQ ID NO:12 gy1 VL CDR2核酸序列：

[0500] GGAAACACC

[0501] SEQ ID NO:13 gy1 VL CDR2氨基酸序列：

[0502] GNT

[0503] SEQ ID NO:14 gy1 VL框区3(FR3)核酸序列：

[0504] AATCGGCCCTCAGGGGTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCACCTCAGGTTCCCTGGCCATC

ACTGGACTCCAGCCTGAGGATGAGGCTGATTATTATTGT

[0505] SEQ ID NO:15 gy1 VL框区3(FR3)氨基酸序列：

[0506] NRPSGVPDRFSGSKSGTSGSLAITGLQPEDEADYYC

[0507] SEQ ID NO:16 gy1 VL CDR3区核酸序列：

[0508] GCAACATGGGATGACAGTCTGAATGGTGTAATA

[0509] SEQ ID NO:17:

[0510] ATWDDSLNGVI

[0511] SEQ ID NO:18:

[0512] TTCGGCGGAGGGACCAAGGTCACCGTCCTA

[0513] SEQ ID NO:19 gy1 VL框区4(FR4)氨基酸序列：

[0514] FGGGTKVTVL

[0515] SEQ ID NO:20 gy1 VH核酸序列：

[0516] GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGCCCTGGCCAAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATCCACCCTCAGTGGCTATGCTATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGC

AGTTATATCATATGATGGAAGCAATAAATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATT

CCAAGAACACGCTGTTTCTGCAAATGAACAGCCTGAGACCTGAGGACACGGCTGTGTACTATTGTGCTAAAGGCCTT

ACTTGGGGACTCGGTGACAATGATGCTCTCGATATCTGGGGCCCCGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

[0517] SEQ ID NO:21 gy1 VH氨基酸序列：

[0518] EVQLVESGGALAKPGGSLRLSCAASGSTLSGYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYDGSNKYYADSVKGRFT

ISRDNSKNTLFLQMNSLRPEDTAVYYCAKGLTWGLGDNDALDIWGPGTTVTVSS

[0519] SEQ ID NO:22 gy1 VH框区1(FR1)核酸序列：
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[0520] GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGCCCTGGCCAAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCT

[0521] SEQ ID NO:23 gy1 VH框区1(FR1)氨基酸序列：

[0522] EVQLVESGGALAKPGGSLRLSCAAS

[0523] SEQ ID NO:24 gy1 VH CDR1核酸序列：

[0524] GGATCCACCCTCAGTGGCTATGCT

[0525] SEQ ID NO:25 gy1 VH CDR1氨基酸序列：

[0526] GSTLSGYA

[0527] SEQ ID NO:26 gy1 VH框区2(FR2)核酸序列：

[0528] ATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGTT

[0529] SEQ ID NO:27 gy1 VH框区2(FR2)氨基酸序列：

[0530] MHWVRQAPGKGLEWVAV

[0531] SEQ ID NO:28 gy1 VH CDR2区核酸序列：

[0532] ATATCATATGATGGAAGCAATAAA

[0533] SEQ ID NO:29 gy1 VH CDR2区氨基酸序列：

[0534] ISYDGSNK

[0535] SEQ ID NO:30 gy1 VH框区3(FR3)核酸序列：

[0536] TACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTTTCTG

CAAATGAACAGCCTGAGACCTGAGGACACGGCTGTGTACTATTGT

[0537] SEQ ID NO:31 gy1 VH框区3(FR3)氨基酸序列：

[0538] YYADSVKGRFTISRDNSKNTLFLQMNSLRPEDTAVYYC

[0539] SEQ ID NO 32 gy1 VH CDR3区核酸序列：

[0540] GCTAAAGGCCTTACTTGGGGACTCGGTGACAATGATGCTCTCGATATC

[0541] SEQ ID NO:33 gy1 VH CDR3区氨基酸序列：

[0542] AKGLTWGLGDNDALDI

[0543] SEQ ID NO:34 gy1 VH框区4(FR4)核酸序列：

[0544] TGGGGCCCCGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

[0545] SEQ ID NO:35 gy1 VH框区4(FR4)氨基酸序列：

[0546] WGPGTTVTVSS

[0547] SEQ ID NO:36 gy1 scFv接头核酸序列：

[0548] GGCGGATCCTCTAGGTCAAGTTCCAGCGGCGGCGGTGGCAGCGGAGGCGGCGGT

[0549] SEQ ID NO:37 gy1 scFv接头氨基酸序列：

[0550] GGSSRSSSSGGGGSGGGG

[0551] SEQ ID NO:38 具有点突变的gy1 VL框区2(FR2)核酸序列：

[0552] GTACACTGGTACCAGCAGGCTCCAGGAACAGCCCCCAAACTCCTCATCTAT

[0553] SEQ ID NO:39 gy1 VL框区2(FR2)氨基酸序列：

[0554] VHWYQQAPGTAPKLLIY(V＝>A)

[0555] SEQ ID NO:40 具有点突变的gy1 VL CDR2核酸序列：

[0556] GAAAACACC
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[0557] SEQ ID NO:41 具有点突变的gy1 VL CDR2氨基酸序列：

[0558] E N T(G＝>E)

[0559] SEQ ID NO:42 具有点突变的gy1 VL框区4(FR4)核酸序列

[0560] TTCGGCGGAGGGACCAAGGCCACCGTCCTA

[0561] SEQ ID NO:43 具有点突变的gy1 VL框区4(FR4)氨基酸序列：

[0562] F G G G T K A T V L(V＝>A)

[0563] SEQ ID NO:44

[0564] GGATTCACCCTCAGTGGCTATGCT

[0565] SEQ ID NO:45 具有点突变的gy1 VH CDR1氨基酸序列：

[0566] G F T L S G Y A(S＝>F)

[0567] SEQ ID NO:46:

[0568] TACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCGTCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTTTCTG

CAAATGAACAGCCTGAGACCTGAGGACACGGCTGTGTACTATTGT

[0569] SEQ ID NO:47 具有点突变的gy1 VH框区3(FR3)氨基酸序列：

[0570] Y Y A D S V K G R F T V S R D N S K N T L F L Q M N S L R P E D T A V 

Y Y C(I＝>V)

[0571] SEQ ID NO:48 具有点突变的gy1 VH CDR3区核酸序列：

[0572] GCTAAAGGCCTTACTTGGGGACTCGGTGACAATGATGCTCTCGGTATC

[0573] SEQ ID NO:49 具有点突变的gy1 VH CDR3区氨基酸序列：

[0574] A K G L T W G L G D N D A L G I(D＝>G)

[0575] SEQ ID NO:50:

[0576] TGGGGCCCCGAGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

[0577] SEQ ID NO:51 具有点突变的gy1 VH框区4(FR4)氨基酸序列：

[0578] W G P E T T V T V S S(G＝>E)

[0579] SEQ ID NO:52 PSMAb重链核酸序列：

[0580] ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTTTTCCTCGTTGCTCTTTTAAGAGGTGTCCAGTGTGAGGTGCAGCTG

GTGGAGTCTGGGGGAGCCCTGGCCAAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCCTCAG

TGGCTATGCTATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGTTATATCATATGATGGAA

GCAATAAATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCGTCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTTTCTG

CAAATGAACAGCCTGAGACCTGAGGACACGGCTGTGTACTATTGTGCTAAAGGCCTTACCTGGGGACTCGGTGACAA

TGATGCTCTCGATATCTGGGGCCCCGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCC

CCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAA

CCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGG

ACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATC

ACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGC

CCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCG

GACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACG

GCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTC

ACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCAT
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CGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGC

TGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGC

AATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAA

GCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACC

ACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA

[0581] SEQ ID NO:53 PSMAb重链氨基酸序列：

[0582] M E F G L S W V F L V AL L R G V Q C E V Q L V E S G G AL A K P G G S 

L R L S C A A S G F T L S G Y A M H W V R Q A P G K G L E W V A V I S Y D G S 

N K Y Y A D S V K G R F T V S R D N S K N T L F L Q M N S L R P E D T A V Y Y 

C A K G L T W G L G D N D A L D I W G P G T T V T V S S A S T K G P S V F P L 

A P S S K S T S G G T A A L G C L V K D Y F P E P V T V S W N S G A L T S G V 

H T F P A V L Q S S G L Y S L S S V V T V P S S S L G T Q T Y I C N V N H K P 

S N T K V D K K V E P K S C D K T H T C P P C P A P E L L G G P S V F L F P P 

K P K D T L M I S R T P E V T C V V V D V S H E D P E V K F N W Y V D G V E V 

H N A K T K P R E E Q Y N S T Y R V V S V L T V L H Q D W L N G K E Y K C K V 

S N K A L P A P I E K T I S K A K G Q P R E P Q V Y T L P P S R D E L T K N Q 

V S L T C L V K G F Y P S D I A V E W E S N G Q P E N N Y K T T P P V L D S D 

G S F F L Y S K L T V D K S R W Q Q G N V F S C S V M H E A L H N H Y T Q K S 

L S L S P G K

[0583] SEQ ID NO:54 PSMAb重链信号肽核酸序列：

[0584] ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTTTTCCTCGTTGCTCTTTTAAGAGGTGTCCAGTGT

[0585] SEQ ID NO:55 PSMAb重链信号肽氨基酸序列：

[0586] M E F G L S W V F L V AL L R G V Q C

[0587] SEQ ID NO:56 PSMAb重链可变区核酸序列：

[0588] GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGCCCTGGCCAAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATTCACCCTCAGTGGCTATGCTATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGC

AGTTATATCATATGATGGAAGCAATAAATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCGTCTCCAGAGACAATT

CCAAGAACACGCTGTTTCTGCAAATGAACAGCCTGAGACCTGAGGACACGGCTGTGTACTATTGTGCTAAAGGCCTT

ACCTGGGGACTCGGTGACAATGATGCTCTCGATATCTGGGGCCCCGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

[0589] SEQ ID NO:57 PSMAb重链可变区氨基酸序列：

[0590] E V Q L V E S G G A L A K P G G S L R L S C A A S G F T L S G Y A M H 

W V R Q A P G K G L E W V A V I S Y D G S N K Y Y A D S V K G R F T V S R D N 

S K N T L F L Q M N S L R P E D T A V Y Y C A K G L T W G L G D N D A L D I W 

G P G T T V T V S S

[0591] SEQ ID NO:58 PSMAb重链恒定区核酸序列：

[0592] GCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCG

GCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGG

CGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCA

GCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCC
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AAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTT

CCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACG

AAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAG

CAGTACAACAGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAA

GTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAAC

CACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGC

TTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGT

GCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCT

TCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

[0593] SEQ ID NO:59 PSMAb重链恒定区氨基酸序列：

[0594] ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVV

TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV

VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW

QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

[0595] SEQ ID NO:60 PSMAb轻链核酸序列：

[0596] ATGGCCTGGTCTCCTCTCCTCCTCACTCTCCTCGCTCACTGCACAGGGTCCTGGGCCCAGTCTGTGCTG

ACTCAGCCGCCCTCAGTGTCTGGGGCCCCAGGGCAGAGTGTCATTATCTCCTGCACTGGGAGCAGCTCCAACATCGG

GGCAGGTTCTCATGTACACTGGTACCAGCAGGTTCCAGGAACAGCCCCCAAACTCCTCATCTATGAAAACACCAATC

GGCCCTCAGGGGTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCACCTCAGGTTCCCTGGCCATCACTGGACTCCAG

CCTGAGGATGAGGCTGATTATTATTGTGCAACATGGGATGACAGTCTGAATGGTGTAATATTCGGCGGAGGGACCAA

GGCCACCGTCCTAGGTCAGCCCAAGGCTGCCCCCTCGGTCACTCTGTTCCCGCCCTCCTCTGAGGAGCTTCAAGCCA

ACAAGGCCACACTGGTGTGTCTCATAAGTGACTTCTACCCGGGAGCCGTGACAGTGGCCTGGAAGGCAGATAGCAGC

CCCGTCAAGGCGGGAGTGGAGACCACCACACCCTCCAAACAAAGCAACAACAAGTACGCGGCCAGCAGCTATCTGAG

CCTGACGCCTGAGCAGTGGAAGTCCCACAGAAGCTACAGCTGCCAGGTCACGCATGAAGGGAGCACCGTGGAGAAGA

CAGTGGCCCCTACAGAATGTTCATGA

[0597] SEQ ID NO:61 PSMAb轻链氨基酸序列：

[0598] M A W S P L L L T L L A H C T G S W A Q S V L T Q P P S V S G A P G Q 

S V I I S C T G S S S N I G A G S H V H W Y Q Q V P G T A P K L L I Y E N T N 

R P S G V P D R F S G S K S G T S G S L A I T G L Q P E D E AD Y Y C A T W D 

D S L N G V I F G G G T K A T V L G Q P K A A P S V T L F P P S S E E L Q A N 

K A T L V C L I S D F Y P G A V T V A W K A D S S P V K A G V E T T T P S K Q 

S N N K Y A A S S Y L S L T P E Q W K S H R S Y S C Q V T H E G S T V E K T V 

A P T E C S

[0599] SEQ ID NO:62 PSMAb轻链信号肽核酸序列：

[0600] ATGGCCTGGTCTCCTCTCCTCCTCACTCTCCTCGCTCACTGCACAGGGTCCTGGGCC

[0601] SEQ ID NO:63 PSMAb轻链信号肽氨基酸序列：

[0602] M A W S P L L L T L L A H C T G S W A

[0603] SEQ ID NO:64 PSMAb轻链可变区核酸序列：
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[0604] CAGTCTGTGCTGACTCAGCCGCCCTCAGTGTCTGGGGCCCCAGGGCAGAGTGTCATTATCTCCTGCACT

GGGAGCAGCTCCAACATCGGGGCAGGTTCTCATGTACACTGGTACCAGCAGGTTCCAGGAACAGCCCCCAAACTCCT

CATCTATGAAAACACCAATCGGCCCTCAGGGGTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCACCTCAGGTTCCC

TGGCCATCACTGGACTCCAGCCTGAGGATGAGGCTGATTATTATTGTGCAACATGGGATGACAGTCTGAATGGTGTA

ATATTCGGCGGAGGGACCAAGGCCACCGTCCTA

[0605] SEQ ID NO:65 PSMAb轻链可变区氨基酸序列：

[0606] Q S V L T Q P P S V S G A P G Q S V I I S C T G S S S N I G A G S H V 

H W Y Q Q V P G T A P K L L I Y E N T N R P S G V P D R F S G S K S G T S G S 

L A I T G L Q P E D E A D Y Y C A T W D D S L N G V I F G G G T K A T V L

[0607] SEQ ID NO:66 PSMAb轻链恒定区核酸序列：

[0608] GGTCAGCCCAAGGCTGCCCCCTCGGTCACTCTGTTCCCGCCCTCCTCTGAGGAGCTTCAAGCCAACAAG

GCCACACTGGTGTGTCTCATAAGTGACTTCTACCCGGGAGCCGTGACAGTGGCCTGGAAGGCAGATAGCAGCCCCGT

CAAGGCGGGAGTGGAGACCACCACACCCTCCAAACAAAGCAACAACAAGTACGCGGCCAGCAGCTATCTGAGCCTGA

CGCCTGAGCAGTGGAAGTCCCACAGAAGCTACAGCTGCCAGGTCACGCATGAAGGGAGCACCGTGGAGAAGACAGTG

GCCCCTACAGAATGTTCA

[0609] SEQ ID NO:67 PSMAb轻链恒定区氨基酸序列：

[0610] G Q P K A A P S V T L F P P S S E E L Q A N K A T L V C L I S D F Y P 

G A V T V A W K A D S S P V K A G V E T T T P S K Q S N N K Y A A S S Y L S L 

T P E Q W K S H R S Y S C Q V T H E G S T V E K T V A P T E C S

[0611] SEQ ID NO:68 没有信号肽的PSMAb重链氨基酸序列：

[0612] E V Q L V E S G G A L A K P G G S L R L S C A A S G F T L S G Y A M H 

W V R Q A P G K G L E W V A V I S Y D G S N K Y Y A D S V K G R F T V S R D N 

S K N T L F L Q M N S L R P E D T A V Y Y C A K G L T W G L G D N D A L D I W 

G P G T T V T V S S A S T K G P S V F P L A P S S K S T S G G T A A L G C L V 

K D Y F P E P V T V S W N S G A L T S G V H T F P A V L Q S S G L Y S L S S V 

V T V P S S S L G T Q T Y I C N V N H K P S N T K V D K K V E P K S C D K T H 

T C P P C P A P E L L G G P S V F L F P P K P K D T L M I S R T P E V T C V V 

V D V S H E D P E V K F N W Y V D G V E V H N A K T K P R E E Q Y N S T Y R V 

V S V L T V L H Q D W L N G K E Y K C K V S N K A L P A P I E K T I S K A K G 

Q P R E P Q V Y T L P P S R D E L T K N Q V S L T C L V K G F Y P S D I A V E 

W E S N G Q P E N N Y K T T P P V L D S D G S F F L Y S K L T V D K S R W Q Q 

G N V F S C S V M H E A L H N H Y T Q K S L S L S P G K

[0613] SEQ ID NO:69 没有信号肽的PSMAb轻链氨基酸序列：

[0614] Q S V L T Q P P S V S G AP G Q S V I I S C T G S S S N I G A G S H V 

H W Y Q Q V P G T A P K L L I Y E N T N R P S G V P D R F S G S K S G T S G S 

L A I T G L Q P E D E A D Y Y C A T W D D S L N G V I F G G G T K A T V L G Q 

P K A A P S V T L F P P S S E E L Q AN K A T L V C L I S D F Y P G A V T V A 

W K A D S S P V K A G V E T T T P S K Q S N N K Y A A S S Y L S L T P E Q W K 

S H R S Y S C Q V T H E G S T V E K T V A P T E C S

说　明　书 79/100 页

82

CN 109641037 B

83



[0615] SEQ ID NO:70 CD8a前导物核酸序列：

[0616] ATGGCCTTACCAGTGACCGCCTTGCTCCTGCCGCTGGCCTTGCTGCTCCACGCCGCCAGGCCG

[0617] SEQ ID NO:71 CD8a前导物氨基酸序列：

[0618] MALPVTALLLPLALLLHAARP

[0619] SEQ ID NO:72 CD8a铰链核酸序列：

[0620] ACCACGACGCCAGCGCCGCGACCACCAACACCGGCGCCCACCATCGCGTCGCAGCCCCTGTCCCTGCGC

CCAGAGGCGTGCCGGCCAGCGGCGGGGGGCGCAGTGCACACGAGGGGGCTGGACTTCGCCTGTGAT

[0621] SEQ ID NO:73 CD8a铰链氨基酸序列：

[0622] TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACD

[0623] SEQ ID NO:74 CD8a跨膜域核酸序列

[0624] ATCTACATCTGGGCGCCCTTGGCCGGGACTTGTGGGGTCCTTCTCCTGTCACTGGTTATCACCCTTTAC

TGC

[0625] SEQ ID NO:75 CD8a跨膜域氨基酸序列：

[0626] IYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYC

[0627] SEQ ID NO:76 4‑1 BB胞内域(ICD)核酸序列：

[0628] AAACGGGGCAGAAAGAAACTCCTGTATATATTCAAACAACCATTTATGAGACCAGTACAAACTACTCAA

GAGGAAGATGGCTGTAGCTGCCGATTTCCAGAAGAAGAAGAAGGAGGATGTGAACTG

[0629] SEQ ID NO:77 4‑1 BB胞内域(ICD)氨基酸序列：

[0630] KRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL

[0631] SEQ ID NO:78 CD3 zeta核酸序列

[0632] AGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCCCGCGTACAAGCAGGGCCAGAACCAGCTCTATAACGAG

CTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACAAGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCC

GAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACTGCAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACAGTGAGATTG

GGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGGCCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACC

TACGACGCCCTTCACATGCAGGCCCTGCCCCCTCGC

[0633] SEQ ID NO:79 CD3 zeta氨基酸序列：

[0634] RVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAE

AYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0635] SEQ ID NO:80 gy1‑2 CAR构建体核酸序列：

[0636] ATGGCCTTACCAGTGACCGCCTTGCTCCTGCCGCTGGCCTTGCTGCTCCACGCCGCCAGGCCGTCTAGA

CAGTCTGTGCTGACTCAGCCGCCCTCAGTGTCTGGGGCCCCAGGGCAGAGTGTCATTATCTCCTGCACTGGGAGCAG

CTCCAACATCGGGGCAGGTTCTCATGTACACTGGTACCAGCAGGTTCCAGGAACAGCCCCCAAACTCCTCATCTATG

AAAACACCAATCGGCCCTCAGGGGTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCACCTCAGGTTCCCTGGCCATC

ACTGGACTCCAGCCTGAGGATGAGGCTGATTATTATTGTGCAACATGGGATGACAGTCTGAATGGTGTAATATTCGG

CGGAGGGACCAAGGCCACCGTCCTAGGCGGATCCTCTAGGTCAAGTTCCAGCGGCGGCGGTGGCAGCGGAGGCGGCG

GTGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGCCCTGGCCAAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCT

GGATTCACCCTCAGTGGCTATGCTATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGTTAT

ATCATATGATGGAAGCAATAAATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCGTCTCCAGAGACAATTCCAAGA

ACACGCTGTTTCTGCAAATGAACAGCCTGAGACCTGAGGACACGGCTGTGTACTATTGTGCTAAAGGCCTTACCTGG
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GGACTCGGTGACAATGATGCTCTCGATATCTGGGGCCCCGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAAGATCCACCACGAC

GCCAGCGCCGCGACCACCAACACCGGCGCCCACCATCGCGTCGCAGCCCCTGTCCCTGCGCCCAGAGGCGTGCCGGC

CAGCGGCGGGGGGCGCAGTGCACACGAGGGGGCTGGACTTCGCCTGTGATATCTACATCTGGGCGCCCTTGGCCGGG

ACTTGTGGGGTCCTTCTCCTGTCACTGGTTATCACCCTTTACTGCAAACGGGGCAGAAAGAAACTCCTGTATATATT

CAAACAACCATTTATGAGACCAGTACAAACTACTCAAGAGGAAGATGGCTGTAGCTGCCGATTTCCAGAAGAAGAAG

AAGGAGGATGTGAACTGAGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCCCGCGTACCAGCAGGGCCAGAACCAGCTC

TATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACAAGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGG

GGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACTGCAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACA

GTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGGCCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACC

AAGGACACCTACGACGCCCTTCACATGCAGGCCCTGCCCCCTCGCTAA

[0637] SEQ ID NO:81 gy1‑2 CAR构建体氨基酸序列

[0638] MALPVTALLLPLALLLHAARPSRQSVLTQPPSVSGAPGQSVIISCTGSSSNIGAGSHVHWYQQVPGTAP

KLLIYENTNRPSGVPDRFSGSKSGTSGSLAITGLQPEDEADYYCATWDDSLNGVIFGGGTKATVLGGSSRSSSSGGG

GSGGGGEVQLVESGGALAKPGGSLRLSCAASGFTLSGYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYDGSNKYYADSVKGRFTVS

RDNSKNTLFLQMNSLRPEDTAVYYCAKGLTWGLGDNDALDIWGPGTTVTVSSRSTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLR

PEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCR

FPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDK

MAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0639] SEQ ID NO:82 mOKT3鼠scFv核酸序列：

[0640] CAGGTGCAGCTGCAGCAGAGCGGCGCGGAACTGGCGCGCCCGGGCGCGAGCGTGAAAATGAGCTGCAAA

GCGAGCGGCTATACCTTTACCCGCTATACCATGCATTGGGTGAAACAGCGCCCGGGCCAGGGCCTGGAATGGATTGG

CTATATTAACCCGAGCCGCGGCTATACCAACTATAACCAGAAATTTAAAGATAAAGCGACCCTGACCACCGATAAAA

GCAGCAGCACCGCGTATATGCAGCTGAGCAGCCTGACCAGCGAAGATAGCGCGGTGTATTATTGCGCGCGCTATTAT

GATGATCATTATTGCCTGGATTATTGGGGCCAGGGCACCACCCTGACCGTGAGCAGCGGCGGCGGCGGCAGCGGCGG

CGGCGGCAGCGGCGGCGGCGGCAGCCAGATTGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGATTATGAGCGCGAGCCCGGGCGAAA

AAGTGACCATGACCTGCAGCGCGAGCAGCAGCGTGAGCTATATGAACTGGTATCAGCAGAAAAGCGGCACCAGCCCG

AAACGCTGGATTTATGATACCAGCAAACTGGCGAGCGGCGTGCCGGCGCATTTTCGCGGCAGCGGCAGCGGCACCAG

CTATAGCCTGACCATTAGCGGCATGGAAGCGGAAGATGCGGCGACCTATTATTGCCAGCAGTGGAGCAGCAACCCGT

TTACCTTTGGCAGCGGCACCAAACTGGAAATTAACCGC

[0641] SEQ ID NO:83 mOKT3鼠scFv氨基酸序列：

[0642] QVQLQQSGAELARPGASVKMSCKASGYTFTRYTMHWVKQRPGQGLEWIGYINPSRGYTNYNQKFKDKAT

LTTDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQIVLTQSPAIMS

ASPGEKVTMTCSASSSVSYMNWYQQKSGTSPKRWIYDTSKLASGVPAHFRGSGSGTSYSLTISGMEAEDAATYYCQQ

WSSNPFTFGSGTKLEINR

[0643] SEQ ID NO:84 mOKT3 VH核酸序列：

[0644] CAGGTGCAGCTGCAGCAGAGCGGCGCGGAACTGGCGCGCCCGGGCGCGAGCGTGAAAATGAGCTGCAAA

GCGAGCGGCTATACCTTTACCCGCTATACCATGCATTGGGTGAAACAGCGCCCGGGCCAGGGCCTGGAATGGATTGG

CTATATTAACCCGAGCCGCGGCTATACCAACTATAACCAGAAATTTAAAGATAAAGCGACCCTGACCACCGATAAAA

GCAGCAGCACCGCGTATATGCAGCTGAGCAGCCTGACCAGCGAAGATAGCGCGGTGTATTATTGCGCGCGCTATTAT
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GATGATCATTATTGCCTGGATTATTGGGGCCAGGGCACCACCCTGACCGTGAGCAGC

[0645] SEQ ID NO:85 mOKT3 VH氨基酸序列：

[0646] QVQLQQSGAELARPGASVKMSCKASGYTFTRYTMHWVKQRPGQGLEWIGYINPSRGYTNYNQKFKDKAT

LTTDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSS

[0647] SEQ ID NO:86 mOKT3 VL核酸序列：

[0648] CAGATTGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGATTATGAGCGCGAGCCCGGGCGAAAAAGTGACCATGACCTGC

AGCGCGAGCAGCAGCGTGAGCTATATGAACTGGTATCAGCAGAAAAGCGGCACCAGCCCGAAACGCTGGATTTATGA

TACCAGCAAACTGGCGAGCGGCGTGCCGGCGCATTTTCGCGGCAGCGGCAGCGGCACCAGCTATAGCCTGACCATTA

GCGGCATGGAAGCGGAAGATGCGGCGACCTATTATTGCCAGCAGTGGAGCAGCAACCCGTTTACCTTTGGCAGCGGC

ACCAAACTGGAAATTAACCGC

[0649] SEQ ID NO:87 mOKT3 VL氨基酸序列：

[0650] QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMNWYQQKSGTSPKRWIYDTSKLASGVPAHFRGSGSGTS

YSLTISGMEAEDAATYYCQQWSSNPFTFGSGTKLEINR

[0651] SEQ ID NO:88 hOKT3人源化scFv核酸序列：

[0652] CAGGTGCAGCTGGTGCAGAGCGGCGGCGGCGTGGTGCAGCCGGGCCGCAGCCTGCGCCTGAGCTGCAAA

GCGAGCGGCTATACCTTTACCCGCTATACCATGCATTGGGTGCGCCAGGCGCCGGGCAAAGGCCTGGAATGGATTGG

CTATATTAACCCGAGCCGCGGCTATACCAACTATAACCAGAAAGTGAAAGATCGCTTTACCATTAGCACCGATAAAA

GCAAAAGCACCGCGTTTCTGCAGATGGATAGCCTGCGCCCGGAAGATACCGGCGTGTATTTTTGCGCGCGCTATTAT

GATGATCATTATTGCCTGGATTATTGGGGCCAGGGCACCACCCTGACCGTGAGCAGCGGCGGCGGCGGCAGCGGCGG

CGGCGGCAGCGGCGGCGGCGGCAGCGATATTCAGATGACCCAGAGCCCGAGCAGCCTGAGCGCGAGCGTGGGCGATC

GCGTGACCATTACCTGCAGCGCGAGCAGCAGCGTGAGCTATATGAACTGGTATCAGCAGACCCCGGGCAAAGCGCCG

AAACGCTGGATTTATGATACCAGCAAACTGGCGAGCGGCGTGCCGAGCCGCTTTAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCGA

TTATACCTTTACCATTAGCAGCCTGCAGCCGGAAGATATTGCGACCTATTATTGCCAGCAGTGGAGCAGCAACCCGT

TTACCTTTGGCCAGGGCACCAAACTGCAGATTACCCGC

[0653] SEQ ID NO:89 hOKT3人源化scFv氨基酸序列：

[0654] QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGKGLEWIGYINPSRGYTNYNQKVKDRFT

ISTDKSKSTAFLQMDSLRPEDTGVYFCARYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSLS

ASVGDRVTITCSASSSVSYMNWYQQTPGKAPKRWIYDTSKLASGVPSRFSGSGSGTDYTFTISSLQPEDIATYYCQQ

WSSNPFTFGQGTKLQITR

[0655] SEQ ID NO:90 hOKT3 VH核酸序列：

[0656] CAGGTGCAGCTGGTGCAGAGCGGCGGCGGCGTGGTGCAGCCGGGCCGCAGCCTGCGCCTGAGCTGCAAA

GCGAGCGGCTATACCTTTACCCGCTATACCATGCATTGGGTGCGCCAGGCGCCGGGCAAAGGCCTGGAATGGATTGG

CTATATTAACCCGAGCCGCGGCTATACCAACTATAACCAGAAAGTGAAAGATCGCTTTACCATTAGCACCGATAAAA

GCAAAAGCACCGCGTTTCTGCAGATGGATAGCCTGCGCCCGGAAGATACCGGCGTGTATTTTTGCGCGCGCTATTAT

GATGATCATTATTGCCTGGATTATTGGGGCCAGGGCACCACCCTGACCGTGAGCAGC

[0657] SEQ ID NO:91 hOKT3 VH氨基酸序列：

[0658] QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGKGLEWIGYINPSRGYTNYNQKVKDRFT

ISTDKSKSTAFLQMDSLRPEDTGVYFCARYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSS

[0659] SEQ ID NO:92 hOKT3 VL核酸序列：
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[0660] GATATTCAGATGACCCAGAGCCCGAGCAGCCTGAGCGCGAGCGTGGGCGATCGCGTGACCATTACCTGC

AGCGCGAGCAGCAGCGTGAGCTATATGAACTGGTATCAGCAGACCCCGGGCAAAGCGCCGAAACGCTGGATTTATGA

TACCAGCAAACTGGCGAGCGGCGTGCCGAGCCGCTTTAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCGATTATACCTTTACCATTA

GCAGCCTGCAGCCGGAAGATATTGCGACCTATTATTGCCAGCAGTGGAGCAGCAACCCGTTTACCTTTGGCCAGGGC

ACCAAACTGCAGATTACCCGC

[0661] SEQ ID NO:93 hOKT3 VL氨基酸序列：

[0662] DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSVSYMNWYQQTPGKAPKRWIYDTSKLASGVPSRFSGSGSGTD

YTFTISSLQPEDIATYYCQQWSSNPFTFGQGTKLQITR

[0663] SEQ ID NO:94 MUTATED IGG1 HINGE核酸序列：

[0664] GAGCCCAAATCTGCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCA

[0665] SEQ ID NO:95 突变IgG1铰链氨基酸序列：

[0666] EPKSADKTHTCPPCP

[0667] SEQ ID NO:96 突变IgG4 Fc(N297A)核酸序列：

[0668] GCACCTGAGTTCCTGGGGGGACCATCAGTCTTCCTGTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACTCTCATGATC

TCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGT

GGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTTCGCTAGCACGTACCGTGTGGTCAGCG

TCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCGTCC

TCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGA

GGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGG

AGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTAC

AGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCA

CAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTGGGTAAA

[0669] SEQ ID NO:97 突变IgG4 Fc(N297A)氨基酸序列：

[0670] APEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFAST

YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSD

IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

[0671] SEQ ID NO:98 突变IgG1铰链‑IgG4 Fc核酸序列：

[0672] GAGCCCAAATCTGCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAGTTCCTGGGGGGACCA

TCAGTCTTCCTGTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGT

GGACGTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAA

AGCCGCGGGAGGAGCAGTTCGCTAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAAC

GGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCGTCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGG

GCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCT

GCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAG

ACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCA

GGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGT

CTCTGGGTAAA

[0673] SEQ ID NO:99 突变IgG1铰链‑IgG4 Fc氨基酸序列：

[0674] EPKSADKTHTCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEV

说　明　书 83/100 页

86

CN 109641037 B

87



HNAKTKPREEQFASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKN

QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQ

KSLSLSLGK

[0675] SEQ ID NO:100 scFv1 MCS‑G4S‑hOKT3 scFv‑IgG1铰链‑IgG4 Fc表达盒核酸序

列：

[0676] ACTAGTGCCACCATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTCTTCCTGGTGGCTATCTTGAAGGGTGTCCAGTGT

GAATTCAAGCTTTCTAGAAGCGCTGCTAGCGGTGGAGGTGGATCCCAGGTCCAGCTGGTGCAGTCAGGGGGGGGAGT

CGTGCAGCCCGGTCGGTCTCTGCGTCTGTCTTGTAAGGCATCCGGTTATACTTTTACCAGGTACACAATGCACTGGG

TGCGGCAGGCTCCTGGCAAGGGCCTGGAGTGGATCGGCTATATCAACCCATCCAGGGGCTACACCAACTATAATCAG

AAGGTGAAGGACCGGTTCACCATCTCTACAGATAAGAGCAAGTCTACAGCCTTTCTGCAGATGGACTCCCTGAGACC

TGAGGATACCGGCGTGTACTTCTGCGCTCGCTACTATGACGATCATTACTGTCTGGACTATTGGGGCCAGGGCACCA

CACTGACAGTGTCCAGCGGAGGAGGAGGCTCCGGAGGAGGAGGCAGCGGCGGCGGCGGCTCTGACATCCAGATGACC

CAGAGCCCATCTTCCCTGTCCGCCAGCGTGGGCGATAGAGTGACCATCACATGCTCCGCCTCCTCCTCCGTGTCCTA

CATGAACTGGTATCAGCAGACACCCGGCAAGGCCCCTAAGAGATGGATCTACGATACCTCCAAGCTGGCCTCCGGAG

TGCCCTCTCGCTTCTCTGGCTCCGGCAGCGGCACAGACTATACCTTTACAATCAGCTCTCTGCAGCCTGAGGATATC

GCTACCTACTATTGTCAGCAGTGGTCCAGCAATCCATTCACCTTTGGCCAGGGCACAAAGCTGCAGATCACCAGGCT

CGAGCCAAAGAGCGCCGACAAGACCCACACATGCCCCCCTTGTCCAGCTCCCGAGTTTCTGGGCGGCCCATCCGTGT

TCCTGTTTCCACCCAAGCCCAAGGATACACTGATGATCAGCCGGACCCCAGAGGTGACATGCGTGGTGGTGGACGTG

TCTCAGGAGGACCCCGAGGTGCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAATGCCAAGACCAAGCCCAG

GGAGGAGCAGTTTGCTTCTACATACCGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCATCAGGATTGGCTGAACGGCAAGG

AGTATAAGTGCAAGGTGTCCAATAAGGGCCTGCCTTCTTCCATCGAGAAGACAATCAGCAAGGCTAAGGGACAGCCT

CGCGAGCCACAGGTGTACACCCTGCCTCCATCTCAGGAGGAGATGACAAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGT

GAAGGGCTTCTATCCCTCCGACATCGCTGTGGAGTGGGAGAGCAATGGCCAGCCTGAGAACAATTACAAGACCACAC

CCCCTGTGCTGGACAGCGATGGCTCTTTCTTTCTGTATAGCAGACTGACCGTGGATAAGTCTCGCTGGCAGGAGGGC

AACGTGTTCTCCTGTTCCGTGATGCACGAGGCACTGCACAACCACTACACTCAGAAATCACTGTCACTGTCCCTGGG

CAAGTAGGCGGCCGC

[0677] SEQ ID NO:101 scFv1 MCS‑G4S‑hOKT3 scFv‑IgG1铰链‑IgG4 Fc表达盒氨基酸序

列：

[0678] MEFGLSWVFLVAILKGVQC‑MCS‑QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGKG

LEWIGYINPSRGYTNYNQKVKDRFTISTDKSKSTAFLQMDSLRPEDTGVYFCARYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSSGG

GGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSVSYMNWYQQTPGKAPKRWIYDTSKLASGVPSRFSGS

GSGTDYTFTISSLQPEDIATYYCQQWSSNPFTFGQGTKLQITRLEPKSADKTHTCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPK

DTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN

KGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG

SFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

[0679] SEQ ID NO:102 scFv1 MCS‑G4S‑mOKT3 scFv‑IgG1铰链‑IgG4 Fc表达盒核酸序

列：

[0680] ACTAGTGCCACCATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTCTTCCTGGTGGCTATCTTGAAGGGTGTCCAGTGT

GAATTCAAGCTTTCTAGAAGCGCTGCTAGCGGTGGAGGTGGATCCCAGGTCCAGCTGCAGCAGAGCGGTGCCGAACT
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GGCCCGTCCCGGAGCAAGCGTGAAAATGTCCTGTAAAGCAAGTGGCTATACCTTCACCAGGTACACAATGCACTGGG

TGAAGCAGAGGCCAGGACAGGGCCTGGAGTGGATCGGCTATATCAACCCCTCTAGGGGCTACACAAACTATAATCAG

AAGTTCAAGGACAAGGCCACCCTGACCACCGATAAGTCCAGCTCTACAGCTTACATGCAGCTGTCCAGCCTGACCAG

CGAGGACTCTGCCGTGTACTATTGCGCTAGATACTATGACGATCATTACTGTCTGGATTATTGGGGCCAGGGCACCA

CACTGACAGTGTCTTCCGGAGGAGGAGGCAGCGGAGGAGGAGGCTCTGGCGGCGGCGGCTCCCAGATCGTGCTGACC

CAGTCCCCAGCTATCATGTCCGCCTCCCCTGGAGAGAAGGTGACCATGACATGCAGCGCCAGCTCTTCCGTGTCTTA

CATGAATTGGTATCAGCAGAAGTCCGGCACAAGCCCTAAGAGATGGATCTACGACACCTCTAAGCTGGCCTCCGGAG

TGCCAGCTCACTTTCGCGGCTCCGGCAGCGGCACCTCTTATTCCCTGACAATCAGCGGCATGGAGGCTGAGGATGCC

GCTACCTACTATTGTCAGCAGTGGTCATCAAATCCTTTCACCTTCGGTTCAGGGACAAAACTGGAGATCAATAGGCT

CGAGCCAAAGAGCGCCGACAAGACCCACACATGCCCCCCTTGTCCAGCTCCCGAGTTTCTGGGCGGCCCATCCGTGT

TCCTGTTTCCACCCAAGCCCAAGGATACACTGATGATCAGCCGGACCCCAGAGGTGACATGCGTGGTGGTGGACGTG

TCTCAGGAGGACCCCGAGGTGCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAATGCCAAGACCAAGCCCAG

GGAGGAGCAGTTTGCTTCTACATACCGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCATCAGGATTGGCTGAACGGCAAGG

AGTATAAGTGCAAGGTGTCCAATAAGGGCCTGCCTTCTTCCATCGAGAAGACAATCAGCAAGGCTAAGGGACAGCCT

CGCGAGCCACAGGTGTACACCCTGCCTCCATCTCAGGAGGAGATGACAAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGT

GAAGGGCTTCTATCCCTCCGACATCGCTGTGGAGTGGGAGAGCAATGGCCAGCCTGAGAACAATTACAAGACCACAC

CCCCTGTGCTGGACAGCGATGGCTCTTTCTTTCTGTATAGCAGACTGACCGTGGATAAGTCTCGCTGGCAGGAGGGC

AACGTGTTCTCCTGTTCCGTGATGCACGAGGCACTGCACAACCACTACACTCAGAAATCACTGTCACTGTCCCTGGG

CAAGTAGGCGGCCGC

[0681] SEQ ID NO:103 scFv1 MCS‑G4S‑mOKT3 scFv‑IgG1铰链‑IgG4 Fc表达盒氨基酸序

列：

[0682] MEFGLSWVFLVAILKGVQC‑MCS‑QVQLQQSGAELARPGASVKMSCKASGYTFTRYTMHWVKQRPGQG

LEWIGYINPSRGYTNYNQKFKDKATLTTDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSSGG

GGSGGGGSGGGGSQIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMNWYQQKSGTSPKRWIYDTSKLASGVPAHFRGS

GSGTSYSLTISGMEAEDAATYYCQQWSSNPFTFGSGTKLEINRLEPKSADKTHTCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPK

DTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN

KGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG

SFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

[0683] SEQ ID NO:104 抗PSMA&hOKT3双特异性Ab核酸序列(gy1‑2):

[0684] ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTCTTCCTGGTGGCTATCTTGAAGGGTGTCCAGTGTGAATTCCAGTCT

GTGCTGACTCAGCCGCCCTCAGTGTCTGGGGCCCCAGGGCAGAGTGTCATTATCTCCTGCACTGGGAGCAGCTCCAA

CATCGGGGCAGGTTCTCATGTACACTGGTACCAGCAGGTTCCAGGAACAGCCCCCAAACTCCTCATCTATGAAAACA

CCAATCGGCCCTCAGGGGTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCACCTCAGGTTCCCTGGCCATCACTGGA

CTCCAGCCTGAGGATGAGGCTGATTATTATTGTGCAACATGGGATGACAGTCTGAATGGTGTAATATTCGGCGGAGG

GACCAAGGCCACCGTCCTAGGCGGATCCTCTAGGTCAAGTTCCAGCGGCGGCGGTGGCAGCGGAGGCGGCGGTGAGG

TGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGCCCTGGCCAAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTC

ACCCTCAGTGGCTATGCTATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGTTATATCATA

TGATGGAAGCAATAAATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCGTCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGC

TGTTTCTGCAAATGAACAGCCTGAGACCTGAGGACACGGCTGTGTACTATTGTGCTAAAGGCCTTACCTGGGGACTC
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GGTGACAATGATGCTCTCGATATCTGGGGCCCCGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCGGTGGAGGTGGATC

CCAGGTCCAGCTGGTGCAGTCAGGGGGGGGAGTCGTGCAGCCCGGTCGGTCTCTGCGTCTGTCTTGTAAGGCATCCG

GTTATACTTTTACCAGGTACACAATGCACTGGGTGCGGCAGGCTCCTGGCAAGGGCCTGGAGTGGATCGGCTATATC

AACCCATCCAGGGGCTACACCAACTATAATCAGAAGGTGAAGGACCGGTTCACCATCTCTACAGATAAGAGCAAGTC

TACAGCCTTTCTGCAGATGGACTCCCTGAGACCTGAGGATACCGGCGTGTACTTCTGCGCTCGCTACTATGACGATC

ATTACTGTCTGGACTATTGGGGCCAGGGCACCACACTGACAGTGTCCAGCGGAGGAGGAGGCTCCGGAGGAGGAGGC

AGCGGCGGCGGCGGCTCTGACATCCAGATGACCCAGAGCCCATCTTCCCTGTCCGCCAGCGTGGGCGATAGAGTGAC

CATCACATGCTCCGCCTCCTCCTCCGTGTCCTACATGAACTGGTATCAGCAGACACCCGGCAAGGCCCCTAAGAGAT

GGATCTACGATACCTCCAAGCTGGCCTCCGGAGTGCCCTCTCGCTTCTCTGGCTCCGGCAGCGGCACAGACTATACC

TTTACAATCAGCTCTCTGCAGCCTGAGGATATCGCTACCTACTATTGTCAGCAGTGGTCCAGCAATCCATTCACCTT

TGGCCAGGGCACAAAGCTGCAGATCACCAGGCTCGAGCCAAAGAGCGCCGACAAGACCCACACATGCCCCCCTTGTC

CAGCTCCCGAGTTTCTGGGCGGCCCATCCGTGTTCCTGTTTCCACCCAAGCCCAAGGATACACTGATGATCAGCCGG

ACCCCAGAGGTGACATGCGTGGTGGTGGACGTGTCTCAGGAGGACCCCGAGGTGCAGTTCAACTGGTACGTGGACGG

CGTGGAGGTGCACAATGCCAAGACCAAGCCCAGGGAGGAGCAGTTTGCTTCTACATACCGGGTGGTGTCCGTGCTGA

CCGTGCTGCATCAGGATTGGCTGAACGGCAAGGAGTATAAGTGCAAGGTGTCCAATAAGGGCCTGCCTTCTTCCATC

GAGAAGACAATCAGCAAGGCTAAGGGACAGCCTCGCGAGCCACAGGTGTACACCCTGCCTCCATCTCAGGAGGAGAT

GACAAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTATCCCTCCGACATCGCTGTGGAGTGGGAGAGCA

ATGGCCAGCCTGAGAACAATTACAAGACCACACCCCCTGTGCTGGACAGCGATGGCTCTTTCTTTCTGTATAGCAGA

CTGACCGTGGATAAGTCTCGCTGGCAGGAGGGCAACGTGTTCTCCTGTTCCGTGATGCACGAGGCACTGCACAACCA

CTACACTCAGAAATCACTGTCACTGTCCCTGGGCAAGTAG

[0685] SEQ ID NO:105 抗‑PSMA&hOKT3双特异性Ab氨基酸序列(gy1‑2):

[0686] MEFGLSWVFLVAILKGVQCEFQSVLTQPPSVSGAPGQSVIISCTGSSSNIGAGSHVHWYQQVPGTAPKL

LIYENTNRPSGVPDRFSGSKSGTSGSLAITGLQPEDEADYYCATWDDSLNGVIFGGGTKATVLGGSSRSSSSGGGGS

GGGGEVQLVESGGALAKPGGSLRLSCAASGFTLSGYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYDGSNKYYADSVKGRFTVSRD

NSKNTLFLQMNSLRPEDTAVYYCAKGLTWGLGDNDALDIWGPGTTVTVSSASGGGGSQVQLVQSGGGVVQPGRSLRL

SCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGKGLEWIGYINPSRGYTNYNQKVKDRFTISTDKSKSTAFLQMDSLRPEDTGVYFCA

RYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSVSYMNWYQQTPG

KAPKRWIYDTSKLASGVPSRFSGSGSGTDYTFTISSLQPEDIATYYCQQWSSNPFTFGQGTKLQITRLEPKSADKTH

TCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTYR

VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA

VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

[0687] SEQ ID NO:106 不含信号肽的抗‑PSMA&hOKT3双特异性Ab氨基酸序列(gy1‑2)：

[0688] EFQSVLTQPPSVSGAPGQSVIISCTGSSSNIGAGSHVHWYQQVPGTAPKLLIYENTNRPSGVPDRFSGS

KSGTSGSLAITGLQPEDEADYYCATWDDSLNGVIFGGGTKATVLGGSSRSSSSGGGGSGGGGEVQLVESGGALAKPG

GSLRLSCAASGFTLSGYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYDGSNKYYADSVKGRFTVSRDNSKNTLFLQMNSLRPEDTA

VYYCAKGLTWGLGDNDALDIWGPGTTVTVSSASGGGGSQVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCKASGYTFTRYTMHWVRQ

APGKGLEWIGYINPSRGYTNYNQKVKDRFTISTDKSKSTAFLQMDSLRPEDTGVYFCARYYDDHYCLDYWGQGTTLT

VSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSVSYMNWYQQTPGKAPKRWIYDTSKLASGVPS

RFSGSGSGTDYTFTISSLQPEDIATYYCQQWSSNPFTFGQGTKLQITRLEPKSADKTHTCPPCPAPEFLGGPSVFLF
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PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK

CKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV

LDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

[0689] SEQ ID NO:107 抗‑PSMA&mOKT3双特异性Ab核酸序列(gy1‑2):

[0690] ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTCTTCCTGGTGGCTATCTTGAAGGGTGTCCAGTGTGAATTCCAGTCT

GTGCTGACTCAGCCGCCCTCAGTGTCTGGGGCCCCAGGGCAGAGTGTCATTATCTCCTGCACTGGGAGCAGCTCCAA

CATCGGGGCAGGTTCTCATGTACACTGGTACCAGCAGGTTCCAGGAACAGCCCCCAAACTCCTCATCTATGAAAACA

CCAATCGGCCCTCAGGGGTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCACCTCAGGTTCCCTGGCCATCACTGGA

CTCCAGCCTGAGGATGAGGCTGATTATTATTGTGCAACATGGGATGACAGTCTGAATGGTGTAATATTCGGCGGAGG

GACCAAGGCCACCGTCCTAGGCGGATCCTCTAGGTCAAGTTCCAGCGGCGGCGGTGGCAGCGGAGGCGGCGGTGAGG

TGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGCCCTGGCCAAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTC

ACCCTCAGTGGCTATGCTATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGTTATATCATA

TGATGGAAGCAATAAATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCGTCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGC

TGTTTCTGCAAATGAACAGCCTGAGACCTGAGGACACGGCTGTGTACTATTGTGCTAAAGGCCTTACCTGGGGACTC

GGTGACAATGATGCTCTCGATATCTGGGGCCCCGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCGGTGGAGGTGGATC

CCAGGTCCAGCTGCAGCAGAGCGGTGCCGAACTGGCCCGTCCCGGAGCAAGCGTGAAAATGTCCTGTAAAGCAAGTG

GCTATACCTTCACCAGGTACACAATGCACTGGGTGAAGCAGAGGCCAGGACAGGGCCTGGAGTGGATCGGCTATATC

AACCCCTCTAGGGGCTACACAAACTATAATCAGAAGTTCAAGGACAAGGCCACCCTGACCACCGATAAGTCCAGCTC

TACAGCTTACATGCAGCTGTCCAGCCTGACCAGCGAGGACTCTGCCGTGTACTATTGCGCTAGATACTATGACGATC

ATTACTGTCTGGATTATTGGGGCCAGGGCACCACACTGACAGTGTCTTCCGGAGGAGGAGGCAGCGGAGGAGGAGGC

TCTGGCGGCGGCGGCTCCCAGATCGTGCTGACCCAGTCCCCAGCTATCATGTCCGCCTCCCCTGGAGAGAAGGTGAC

CATGACATGCAGCGCCAGCTCTTCCGTGTCTTACATGAATTGGTATCAGCAGAAGTCCGGCACAAGCCCTAAGAGAT

GGATCTACGACACCTCTAAGCTGGCCTCCGGAGTGCCAGCTCACTTTCGCGGCTCCGGCAGCGGCACCTCTTATTCC

CTGACAATCAGCGGCATGGAGGCTGAGGATGCCGCTACCTACTATTGTCAGCAGTGGTCATCAAATCCTTTCACCTT

CGGTTCAGGGACAAAACTGGAGATCAATAGGCTCGAGCCAAAGAGCGCCGACAAGACCCACACATGCCCCCCTTGTC

CAGCTCCCGAGTTTCTGGGCGGCCCATCCGTGTTCCTGTTTCCACCCAAGCCCAAGGATACACTGATGATCAGCCGG

ACCCCAGAGGTGACATGCGTGGTGGTGGACGTGTCTCAGGAGGACCCCGAGGTGCAGTTCAACTGGTACGTGGACGG

CGTGGAGGTGCACAATGCCAAGACCAAGCCCAGGGAGGAGCAGTTTGCTTCTACATACCGGGTGGTGTCCGTGCTGA

CCGTGCTGCATCAGGATTGGCTGAACGGCAAGGAGTATAAGTGCAAGGTGTCCAATAAGGGCCTGCCTTCTTCCATC

GAGAAGACAATCAGCAAGGCTAAGGGACAGCCTCGCGAGCCACAGGTGTACACCCTGCCTCCATCTCAGGAGGAGAT

GACAAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTATCCCTCCGACATCGCTGTGGAGTGGGAGAGCA

ATGGCCAGCCTGAGAACAATTACAAGACCACACCCCCTGTGCTGGACAGCGATGGCTCTTTCTTTCTGTATAGCAGA

CTGACCGTGGATAAGTCTCGCTGGCAGGAGGGCAACGTGTTCTCCTGTTCCGTGATGCACGAGGCACTGCACAACCA

CTACACTCAGAAATCACTGTCACTGTCCCTGGGCAAGTAG

[0691] SEQ ID NO:108 抗PSMA&mOKT3双特异性Ab氨基酸序列(gy1‑2):

[0692] MEFGLSWVFLVAILKGVQCEFQSVLTQPPSVSGAPGQSVIISCTGSSSNIGAGSHVHWYQQVPGTAPKL

LIYENTNRPSGVPDRFSGSKSGTSGSLAITGLQPEDEADYYCATWDDSLNGVIFGGGTKATVLGGSSRSSSSGGGGS

GGGGEVQLVESGGALAKPGGSLRLSCAASGFTLSGYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYDGSNKYYADSVKGRFTVSRD

NSKNTLFLQMNSLRPEDTAVYYCAKGLTWGLGDNDALDIWGPGTTVTVSSASGGGGSQVQLQQSGAELARPGASVKM
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SCKASGYTFTRYTMHWVKQRPGQGLEWIGYINPSRGYTNYNQKFKDKATLTTDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCA

RYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMNWYQQKSG

TSPKRWIYDTSKLASGVPAHFRGSGSGTSYSLTISGMEAEDAATYYCQQWSSNPFTFGSGTKLEINRLEPKSADKTH

TCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTYR

VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA

VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

[0693] SEQ ID NO:109 抗PSMA&mOKT3双特异性Ab氨基酸序列(gy1‑2):

[0694] EFQSVLTQPPSVSGAPGQSVIISCTGSSSNIGAGSHVHWYQQVPGTAPKLLIYENTNRPSGVPDRFSGS

KSGTSGSLAITGLQPEDEADYYCATWDDSLNGVIFGGGTKATVLGGSSRSSSSGGGGSGGGGEVQLVESGGALAKPG

GSLRLSCAASGFTLSGYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYDGSNKYYADSVKGRFTVSRDNSKNTLFLQMNSLRPEDTA

VYYCAKGLTWGLGDNDALDIWGPGTTVTVSSASGGGGSQVQLQQSGAELARPGASVKMSCKASGYTFTRYTMHWVKQ

RPGQGLEWIGYINPSRGYTNYNQKFKDKATLTTDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTLT

VSSGGGGSGGGGSGGGGSQIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMNWYQQKSGTSPKRWIYDTSKLASGVPA

HFRGSGSGTSYSLTISGMEAEDAATYYCQQWSSNPFTFGSGTKLEINRLEPKSADKTHTCPPCPAPEFLGGPSVFLF

PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK

CKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV

LDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

[0695] SEQ ID NO:110 EF1a启动子序列：

[0696] CGTGAGGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAG

GGGTCGGCAATTGAACCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGC

CTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGC

CGCCAGAACACAGGTAAGTGCCGTGTGTGGTTCCCGCGGGCCTGGCCTCTTTACGGGTTATGGCCCTTGCGTGCCTT

GAATTACTTCCACCTGGCTGCAGTACGTGATTCTTGATCCCGAGCTTCGGGTTGGAAGTGGGTGGGAGAGTTCGAGG

CCTTGCGCTTAAGGAGCCCCTTCGCCTCGTGCTTGAGTTGAGGCCTGGCCTGGGCGCTGGGGCCGCCGCGTGCGAAT

CTGGTGGCACCTTCGCGCCTGTCTCGCTGCTTTCGATAAGTCTCTAGCCATTTAAAATTTTTGATGACCTGCTGCGA

CGCTTTTTTTCTGGCAAGATAGTCTTGTAAATGCGGGCCAAGATCTGCACACTGGTATTTCGGTTTTTGGGGCCGCG

GGCGGCGACGGGGCCCGTGCGTCCCAGCGCACATGTTCGGCGAGGCGGGGCCTGCGAGCGCGGCCACCGAGAATCGG

ACGGGGGTAGTCTCAAGCTGGCCGGCCTGCTCTGGTGCCTGGCCTCGCGCCGCCGTGTATCGCCCCGCCCTGGGCGG

CAAGGCTGGCCCGGTCGGCACCAGTTGCGTGAGCGGAAAGATGGCCGCTTCCCGGCCCTGCTGCAGGGAGCTCAAAA

TGGAGGACGCGGCGCTCGGGAGAGCGGGCGGGTGAGTCACCCACACAAAGGAAAAGGGCCTTTCCGTCCTCAGCCGT

CGCTTCATGTGACTCCACGGAGTACCGGGCGCCGTCCAGGCACCTCGATTAGTTCTCGAGCTTTTGGAGTACGTCGT

CTTTAGGTTGGGGGGAGGGGTTTTATGCGATGGAGTTTCCCCACACTGAGTGGGTGGAGACTGAAGTTAGGCCAGCT

TGGCACTTGATGTAATTCTCCTTGGAATTTGCCCTTTTTGAGTTTGGATCTTGGTTCATTCTCAAGCCTCAGACAGT

GGTTCAAAGTTTTTTTCTTCCATTTCAGGTGTCGTGA

[0697] 示例性实施方案

[0698] 在本公开中别处描述的实施方案外，本发明的示例性实施方案包括但不限于下列

各项：

[0699] 1 .包含抗体或抗体片段的组合物，其中所述抗体或抗体片段包含下列一项或多

项：
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[0700] a.)轻链可变区FR1，其包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列和

与SEQ  ID  NO:7具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0701] b.)轻链CDR1，其包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列和与SEQ 

ID  NO:9具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0702] c.)轻链可变区FR2，其包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:11,与SEQ  ID  NO:

11具有大于约90％同源性的氨基酸序列,SEQ  ID  NO:39和与SEQ  ID  NO:39具有大于约90％

同源性的氨基酸序列；

[0703] d .)轻链CDR2，其包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:13,与SEQ  ID  NO:13具

有大于约90％同源性的氨基酸序列,SEQ  ID  NO:41和与SEQ  ID  NO:41具有大于约90％同源

性的氨基酸序列；

[0704] e.)轻链可变区FR3，其包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:15的氨基酸序列

和与SEQ  ID  NO:15具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0705] f .)轻链CDR3，其包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:17的氨基酸序列和与

SEQ  ID  NO:17具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0706] g.)轻链可变区FR4，其包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:19,与SEQ  ID  NO:

19具有大于约90％同源性的氨基酸序列,SEQ  ID  NO:43和与SEQ  ID  NO:43具有大于约90％

同源性的氨基酸序列；

[0707] h.)重链可变区FR1，其包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:23的氨基酸序列

和与SEQ  ID  NO:23具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0708] i.)重链CDR1，其包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:25,与SEQ  ID  NO:25具

有大于约90％同源性的氨基酸序列,SEQ  ID  NO:45和与SEQ  ID  NO:45具有大于约90％同源

性的氨基酸序列；

[0709] j.)重链可变区FR2，其包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列

和与SEQ  ID  NO:27具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0710] k .)重链CDR2，其包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:29的氨基酸序列和与

SEQ  ID  NO:29具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0711] l.)重链可变区FR3，其包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:31,与SEQ  ID  NO:

31具有大于约90％同源性的氨基酸序列,SEQ  ID  NO:47和与SEQ  ID  NO:47具有大于约90％

同源性的氨基酸序列；

[0712] m.)重链CDR3，其包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:33,与SEQ  ID  NO:33具

有大于约90％同源性的氨基酸序列,SEQ  ID  NO:49和与SEQ  ID  NO:49具有大于约90％同源

性的氨基酸序列；

[0713] n.)重链可变区FR4，其包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:35,与SEQ  ID  NO:

35具有大于约90％同源性的氨基酸序列,SEQ  ID  NO:51和与SEQ  ID  NO:51具有大于约90％

同源性的氨基酸序列；和

[0714] o .)接头域，其包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:37的氨基酸序列,与SEQ 

ID  NO:37具有大于约90％同源性的氨基酸序列。

[0715] 2.实施方案1的组合物，其中所述抗体或抗体片段含有包含SEQ  ID  NO:5的氨基酸

序列的轻链和包含SEQ  ID  NO:21的氨基酸序列的重链。
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[0716] 3 .实施方案1的组合物，其中所述抗体或抗体片段包含SEQ  ID  NO:3的氨基酸序

列。

[0717] 4.实施方案1的组合物，其中所述抗体或抗体片段包含SEQ  ID  NO:39,SEQ  ID  NO:

45和SEQ  ID  NO:51。

[0718] 5.实施方案1的组合物，其中所述抗体或抗体片段包含SEQ  ID  NO:41,SEQ  ID  NO:

43,SEQ  ID  NO:45和SEQ  ID  NO:47。

[0719] 6 .实施方案1的组合物，其中所述抗体或抗体片段包含SEQ  ID  NO:45和SEQ  ID 

NO:49。

[0720] 7.包含抗体或抗体片段的组合物，其中所述抗体或抗体片段包含下列下列一项或

多项：

[0721] a.)重链信号肽，其包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:55的氨基酸序列和与

SEQ  ID  NO:55具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0722] b) .重链可变区，其包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:57的氨基酸序列和与

SEQ  ID  NO:57具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0723] c.)重链恒定区，其包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:59的氨基酸序列和与

SEQ  ID  NO:59具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0724] d.)轻链信号肽，其包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:63的氨基酸序列和与

SEQ  ID  NO:63具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0725] e.)轻链可变区，其包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:65的氨基酸序列和与

SEQ  ID  NO:65具有大于约90％同源性的氨基酸序列；和

[0726] f.)轻链恒定区，其包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:67的氨基酸序列和与

SEQ  ID  NO:67具有大于约90％同源性的氨基酸序列。

[0727] 8.实施方案7的组合物，其中所述抗体或抗体片段含有包含SEQ  ID  NO:68的氨基

酸序列的重链和包含SEQ  ID  NO:69的氨基酸序列的轻链。

[0728] 9.实施方案7的组合物，其中所述抗体或抗体片段含有包含SEQ  ID  NO:53的氨基

酸序列的重链和包含SEQ  ID  NO:61的氨基酸序列的轻链。

[0729] 10.实施方案1‑9中任一项的组合物，其中所述抗体或其抗体片段选自下组：IgGl,

IgG2 ,IgG3 ,IgG4 ,IgM ,IgAl ,IgA2 ,IgAsec ,IgD ,IgE或具有IgGl ,IgG2 ,IgG3 ,IgG4 ,IgM ,

IgAl,IgA2,IgAsec,IgA  or  IgE的免疫球蛋白恒定域和/或可变域。

[0730] 11 .实施方案1‑9中任一项的组合物，其中所述抗体或抗原结合片段包含lambda，

kappa或其变体的部分或完整轻链恒定区。

[0731] 12.实施方案1‑11中任一项的组合物，其中所述抗体或抗体片段是重组抗体。

[0732] 13.实施方案1‑11中任一项的组合物，其中所述抗体或抗体片段是单克隆抗体。

[0733] 14.实施方案1‑11中任一项的组合物，其中所述抗体或抗体片段是多克隆抗体。

[0734] 15.实施方案1‑11中任一项的组合物，其中所述抗体或抗体片段是单克隆和/或多

克隆抗体的混合物。

[0735] 16.实施方案1‑11中任一项的组合物，其中所述抗体或抗体片段是人抗体。

[0736] 17.实施方案1‑11中任一项的组合物，其中所述抗体或抗体片段是人源化抗体。

[0737] 18.实施方案1‑11中任一项的组合物，其中所述抗体或抗体片段是嵌合抗体。
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[0738] 19.组合物，其包含编码抗体或抗体片段的分离的核酸分子，其中所述分离的核酸

分子包含下列一项或多项：

[0739] a .)编码轻链可变区FR1的核苷酸序列，所述轻链可变区FR1包含选自下组的氨基

酸序列：SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列,和与SEQ  ID  NO:7具有大于约90％同源性的氨基酸序

列；

[0740] b.)编码轻链CDR1的核苷酸序列，所述轻链CDR1包含选自下组的氨基酸序列：SEQ 

ID  NO:9的氨基酸序列和与SEQ  ID  NO:9具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0741] c.)编码轻链可变区FR2的核苷酸序列，所述轻链可变区FR2包含选自下组的氨基

酸序列：SEQ  ID  NO:11,与SEQ  ID  NO:11具有大于约90％同源性的氨基酸序列,SEQ  ID  NO:

39和与SEQ  ID  NO:39具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0742] d .)编码轻链CDR2的核苷酸序列的编码核苷酸序列，所述轻链CDR2包含选自下组

的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:13,与SEQ  ID  NO:13具有大于约90％同源性的氨基酸序列,SEQ 

ID  NO:41和与SEQ  ID  NO:41具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0743] e.)编码轻链可变区FR3的核苷酸序列，所述轻链可变区FR3包含选自下组的氨基

酸序列：SEQ  ID  NO:15的氨基酸序列和与SEQ  ID  NO:15具有大于约90％同源性的氨基酸序

列；

[0744] f .)编码轻链CDR3的核苷酸序列，所述轻链CDR3包含选自下组的氨基酸序列：SEQ 

ID  NO:17的氨基酸序列和与SEQ  ID  NO:17具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0745] g .)编码轻链可变区FR4的核苷酸序列，所述轻链可变区FR4其包含选自下组的氨

基酸序列：SEQ  ID  NO:19,与SEQ  ID  NO:19具有大于约90％同源性的氨基酸序列,SEQ  ID 

NO:43和与SEQ  ID  NO:43具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0746] h.)编码重链可变区FR1的核苷酸序列，所述重链可变区FR1包含选自下组的氨基

酸序列：SEQ  ID  NO:23的氨基酸序列和与SEQ  ID  NO:23具有大于约90％同源性的氨基酸序

列；

[0747] i.)编码重链CDR1的核苷酸序列，所述重链CDR1包含选自下组的氨基酸序列：SEQ 

ID  NO:25,与SEQ  ID  NO:25具有大于约90％同源性的氨基酸序列,SEQ  ID  NO:45和与SEQ 

ID  NO:45具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0748] j.)编码重链可变区FR2的核苷酸序列，所述重链可变区FR2包含选自下组的氨基

酸序列：SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列和与SEQ  ID  NO:27具有大于约90％同源性的氨基酸序

列；

[0749] k.)编码重链CDR2的核苷酸序列，所述重链CDR2包含选自下组的氨基酸序列：SEQ 

ID  NO:29的氨基酸序列和与SEQ  ID  NO:29具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0750] l.)编码重链可变区FR3的核苷酸序列，所述重链可变区FR3包含选自下组的氨基

酸序列：SEQ  ID  NO:31,与SEQ  ID  NO:31具有大于约90％同源性的氨基酸序列,SEQ  ID  NO:

47和与SEQ  ID  NO:47具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0751] m.)编码重链CDR3的核苷酸序列，所述重链CDR3包含选自下组的氨基酸序列：SEQ 

ID  NO:33,与SEQ  ID  NO:33具有大于约90％同源性的氨基酸序列,SEQ  ID  NO:49和与SEQ 

ID  NO:49具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0752] n.)编码重链可变区FR4的核苷酸序列，所述重链可变区FR4包含选自下组的氨基
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酸序列：SEQ  ID  NO:35,与SEQ  ID  NO:35具有大于约90％同源性的氨基酸序列,SEQ  ID  NO:

51和与SEQ  ID  NO:51具有大于约90％同源性的氨基酸序列；和

[0753] o .)编码接头域的核苷酸序列，所述接头域包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID 

NO:37的氨基酸序列,与SEQ  ID  NO:37具有大于约90％同源性的氨基酸序列。

[0754] 20.实施方案19的组合物，其中所述分离的核酸分子包含编码包含SEQ  ID  NO:5的

氨基酸序列的轻链的核苷酸序列和编码包含SEQ  ID  NO:21的氨基酸序列的重链的核苷酸

序列。

[0755] 21.实施方案19的组合物，其中所述分离的核酸分子包含编码SEQ  ID  NO:3的氨基

酸序列的核苷酸序列。

[0756] 22.实施方案19的组合物，其中所述分离的核酸分子包含编码SEQ  ID  NO:39的核

苷酸序列、编码SEQ  ID  NO:45的核苷酸序列和编码SEQ  ID  NO:51的核苷酸序列。

[0757] 23.实施方案19的组合物，其中所述分离的核酸分子包含编码SEQ  ID  NO:41的核

苷酸序列、编码SEQ  ID  NO:43的核苷酸序列、编码SEQ  ID  NO:45的核苷酸序列和编码SEQ 

ID  NO:47的核苷酸序列。

[0758] 24.实施方案19的组合物，其中所述分离的核酸分子包含编码SEQ  ID  NO:45的核

苷酸序列和编码SEQ  ID  NO:49的核苷酸序列。

[0759] 25.组合物，其包含编码抗体或抗体片段的分离的核酸分子，其中所述分离的核酸

分子包含下列一项或多项：

[0760] a.)编码轻链可变区FR1的核苷酸序列，所述轻链可变区FR1选自下组：SEQ  ID  NO:

6的核苷酸序列和与SEQ  ID  NO:6具有大于约90％同源性的核苷酸序列；

[0761] b.)编码轻链CDR1的核苷酸序列，所述轻链CDR1选自下组：SEQ  ID  NO:8的核苷酸

序列和与SEQ  ID  NO:8具有大于约90％同源性的核苷酸序列；

[0762] c.)编码轻链可变区FR2的核苷酸序列，所述轻链可变区FR2选自下组：SEQ  ID  NO:

10的核苷酸序列、与SEQ  ID  NO:10具有大于约90％同源性的核苷酸序列、SEQ  ID  NO:38的

核苷酸序列和与SEQ  ID  NO:38具有大于约90％同源性的核苷酸序列；

[0763] d.)编码轻链CDR2的核苷酸序列，所述轻链CDR2选自下组：SEQ  ID  NO:12的核苷酸

序列、与SEQ  ID  NO:12具有大于约90％同源性的核苷酸序列、SEQ  ID  NO:40的核苷酸序列

和与SEQ  ID  NO:40具有大于约90％同源性的核苷酸序列；

[0764] e.)编码轻链可变区FR3的核苷酸序列，所述轻链可变区FR3选自下组：SEQ  ID  NO:

14的核苷酸序列和与SEQ  ID  NO:14具有大于约90％同源性的核苷酸序列；

[0765] f.)编码轻链CDR3的核苷酸序列，所述轻链CDR3选自下组：SEQ  ID  NO:16的核苷酸

序列和与SEQ  ID  NO:16具有大于约90％同源性的核苷酸序列；

[0766] g.)编码轻链可变区FR4的核苷酸序列，所述轻链可变区FR4选自下组：SEQ  ID  NO:

18的核苷酸序列、与SEQ  ID  NO:18具有大于约90％同源性的核苷酸序列、SEQ  ID  NO:42的

核苷酸序列和与SEQ  ID  NO:42具有大于约90％同源性的核苷酸序列；

[0767] h.)编码重链可变区FR1的核苷酸序列，所述重链可变区FR1选自下组：SEQ  ID  NO:

22的核苷酸序列和与SEQ  ID  NO:22具有大于约90％同源性的核苷酸序列；

[0768] i.)编码重链CDR1的核苷酸序列，所述重链CDR1选自下组：SEQ  ID  NO:24的核苷酸

序列、与SEQ  ID  NO:24具有大于约90％同源性的核苷酸序列、SEQ  ID  NO:44的核苷酸序列
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和与SEQ  ID  NO:44具有大于约90％同源性的核苷酸序列；

[0769] j.)编码重链可变区FR2的核苷酸序列，所述重链可变区FR2选自下组：SEQ  ID  NO:

26的核苷酸序列和与SEQ  ID  NO:26具有大于约90％同源性的核苷酸序列；

[0770] k.)编码重链CDR2的核苷酸序列，所述重链CDR2选自下组：SEQ  ID  NO:28的核苷酸

序列和与SEQ  ID  NO:28具有大于约90％同源性的核苷酸序列；

[0771] l.)编码重链可变区FR3的核苷酸序列，所述重链可变区FR3选自下组：SEQ  ID  NO:

30的核苷酸序列、与SEQ  ID  NO:30具有大于约90％同源性的核苷酸序列、SEQ  ID  NO:46的

核苷酸序列和与SEQ  ID  NO:46具有大于约90％同源性的核苷酸序列；

[0772] m.)编码重链CDR3的核苷酸序列，所述重链CDR3选自下组：SEQ  ID  NO:32的核苷酸

序列、与SEQ  ID  NO:32具有大于约90％同源性的核苷酸序列、SEQ  ID  NO:48的核苷酸序列

和与SEQ  ID  NO:48具有大于约90％同源性的核苷酸序列；

[0773] n.)编码重链可变区FR4的核苷酸序列，所述重链可变区FR4选自下组：SEQ  ID  NO:

34的核苷酸序列、与SEQ  ID  NO:34具有大于约90％同源性的核苷酸序列、SEQ  ID  NO:50的

核苷酸序列和与SEQ  ID  NO:50具有大于约90％同源性的核苷酸序列；和

[0774] o.)编码接头域的核苷酸序列，所述接头域选自下组：SEQ  ID  NO:36的核苷酸序列

和与SEQ  ID  NO:36具有大于约90％同源性的核苷酸序列。

[0775] 26.实施方案25的组合物，其中所述分离的核酸分子包含SEQ  ID  NO:4的核苷酸序

列和SEQ  ID  NO:20的核苷酸序列。

[0776] 27.实施方案25的组合物，其中所述分离的核酸分子包含SEQ  ID  NO:2的核苷酸序

列。

[0777] 28.实施方案25的组合物，其中所述分离的核酸分子包含SEQ  ID  NO:38的核苷酸

序列、SEQ  ID  NO:44的核苷酸序列和SEQ  ID  NO:50的核苷酸序列。

[0778] 29.实施方案25的组合物，其中所述分离的核酸分子包含SEQ  ID  NO:40的核苷酸

序列、SEQ  ID  NO:42的核苷酸序列、SEQ  ID  NO:44的核苷酸序列和SEQ  ID  NO:46的核苷酸

序列。

[0779] 30.实施方案25的组合物，其中所述分离的核酸分子包含SEQ  ID  NO:44的核苷酸

序列和SEQ  ID  NO:48的核苷酸序列。

[0780] 31.组合物，其包含编码抗体或抗体片段的分离的核酸分子，其中所述分离的核酸

包含下列一项或多项：

[0781] a.)编码重链信号肽的核苷酸序列，所述重链信号肽包含选自下组的氨基酸序列：

SEQ  ID  NO:55的氨基酸序列和与SEQ  ID  NO:55具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0782] b) .编码重链可变区的核苷酸序列，所述重链可变区包含选自下组的氨基酸序列：

SEQ  ID  NO:57的氨基酸序列和与SEQ  ID  NO:57具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0783] c.)编码重链恒定区的核苷酸序列，所述重链恒定区包含选自下组的氨基酸序列：

SEQ  ID  NO:59的氨基酸序列和与SEQ  ID  NO:59具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0784] d.)编码轻链信号肽的核苷酸序列，所述轻链信号肽包含选自下组的氨基酸序列：

SEQ  ID  NO:63的氨基酸序列和与SEQ  ID  NO:63具有大于约90％同源性的氨基酸序列；

[0785] e.)编码轻链可变区的核苷酸序列，所述轻链可变区包含选自下组的氨基酸序列：

SEQ  ID  NO:65的氨基酸序列和与SEQ  ID  NO:65具有大于约90％同源性的氨基酸序列；和
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[0786] f.)编码轻链恒定区的核苷酸序列，所述轻链恒定区包含选自下组的氨基酸序列：

SEQ  ID  NO:67的氨基酸序列和与SEQ  ID  NO:67具有大于约90％同源性的氨基酸序列。

[0787] 32.实施方案31的组合物，其中所述分离的核酸分子包含编码包含SEQ  ID  NO:68

氨基酸序列的重链的核苷酸序列和编码包含SEQ  ID  NO:69氨基酸序列的轻链的核苷酸序

列。

[0788] 33.实施方案31的组合物，其中所述分离的核酸分子包含编码包含SEQ  ID  NO:53

氨基酸序列的重链的核苷酸序列和编码包含SEQ  ID  NO:61氨基酸序列的轻链的核苷酸序

列。

[0789] 34.组合物，其包含编码抗体或抗体片段的分离的核酸分子，其中所述分离的核酸

分子包含下列一项或多项：

[0790] a.)编码重链信号肽的核苷酸序列，所述重链信号肽选自下组：SEQ  ID  NO:54的核

苷酸序列和与SEQ  ID  NO:54具有大于约90％同源性的核苷酸序列；

[0791] b) .编码重链可变区的核苷酸序列，所述重链可变区选自下组：SEQ  ID  NO:56的核

苷酸序列和与SEQ  ID  NO:56具有大于约90％同源性的核苷酸序列；

[0792] c.)编码重链恒定区的核苷酸序列，所述重链恒定区选自下组：SEQ  ID  NO:58的核

苷酸序列和与SEQ  ID  NO:58具有大于约90％同源性的核苷酸序列；

[0793] d.)编码轻链信号肽的核苷酸序列，所述轻链信号肽选自下组：SEQ  ID  NO:62的核

苷酸序列和与SEQ  ID  NO:62具有大于约90％同源性的核苷酸序列；

[0794] e.)编码轻链可变区的核苷酸序列，所述轻链可变区选自下组：SEQ  ID  NO:64的核

苷酸序列和与SEQ  ID  NO:64具有大于约90％同源性的核苷酸序列；和

[0795] f.)编码轻链可变区的核苷酸序列，所述轻链可变区选自下组：SEQ  ID  NO:66的核

苷酸序列和与SEQ  ID  NO:66具有大于约90％同源性的核苷酸序列。

[0796] 35.实施方案34的组合物，其中得到分离的核酸分子包含SEQ  ID  NO:52的核苷酸

序列和SEQ  ID  NO:60的核苷酸序列。

[0797] 36.实施方案19‑35中任一项的组合物，其中所述组合物是包含所述分离的核酸分

子的载体。

[0798] 37.实施方案36的组合物，其中所述载体选自下组：DNA、RNA、质粒、慢病毒载体、腺

病毒载体或逆转录病毒载体。

[0799] 38.实施方案1‑18中任一项的组合物，其中所述组合物是包含所述抗体或抗体片

段的细胞。

[0800] 39.实施方案19‑35中任一项的组合物，其中所述组合物是包含所述分离的核酸分

子的细胞。

[0801] 40.实施方案38‑39中任一项的组合物，其中所述细胞是噬菌体、大肠杆菌、酵母细

胞、昆虫细胞或哺乳动物细胞，例如CHO、HEK293或PER.C6。

[0802] 41 .实施方案38‑40中任一项的组合物，其中所述细胞是体外或体内表达系统，例

如用于蛋白质表达的工程化动物。

[0803] 42.治疗患有与PSMA表达相关的疾病的受试者的方法，其包括向所述受试者施用

有效量的实施方案1‑41中任一项的组合物。

[0804] 43.实施方案1‑18中任一项的组合物，其中所述组合物是抗体药物缀合物，其包含
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与生物活性剂共价或非共价可操作连接的抗体或抗体片段，其中所述试剂是毒素、放射性

同位素、纳米颗粒、酶、生物活性肽或核苷酸。

[0805] 44.实施方案43的组合物，其中所述抗体药物缀合物具有下式：

[0806] Ab‑(LU‑D)p

[0807] 或其药学可接受盐或溶剂合物，其中：

[0808] Ab是抗体或抗体片段，并且

[0809] (LU‑D)是接头单元‑药物单元部分，其中：

[0810] LU‑是接头单元，并且

[0811] ‑D是代表毒素、放射性同位素、纳米颗粒、酶、生物活性肽或核苷酸的药物单位；并

且

[0812] p是1至20的整数。

[0813] 45.实施方案43的组合物，其中抗体药物缀合物具有下式：

[0814] Ab‑(Aa‑Ww—Yy‑D)p

[0815] 或其药学可接受盐或溶剂合物，其中：

[0816] Ab是抗体或抗体片段，并且

[0817] ‑Aa‑Ww—Yy—是接头单元(LU)，其中：

[0818] ‑A‑是延伸器(延伸器)单元，

[0819] a是0或1，

[0820] 每个—W—独立是氨基酸单元，

[0821] w是范围为0至12的整数，

[0822] —Y—是自毁间隔物单元，

[0823] y是0、1或2；

[0824] ‑D是药物单元，其代表毒素、放射性同位素、纳米颗粒、酶、生物活性肽或核苷酸；

并且

[0825] p是1至20的整数。

[0826] 46 .实施方案43的组合物，其中经由载体将所述毒素、放射性同位素、纳米颗粒、

酶、生物活性肽或核苷酸间隔标记到所述抗体或抗体片段，所述载体具有下式：

[0827] Ab‑{载体‑(LU‑D)p}n
[0828] 或

[0829] Ab‑{载体‑(Aa‑Ww—Yy‑D)p}n
[0830] 其药学可接受盐或溶剂合物，其中

[0831] Ab是抗体或抗体片段；并且

[0832] (LU‑D)是接头单元‑药物单元部分，其中：

[0833] LU‑是接头单元，并且

[0834] ‑Aa‑Ww—Yy—是接头单元(LU)，其中：

[0835] ‑A‑是延伸器单元，

[0836] a是0或1，

[0837] 每个—W—独立是氨基酸单元，

[0838] w是范围为0至12的整数，
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[0839] —Y—是自毁间隔物单元，

[0840] y是0、1或2；

[0841] ‑D是代表毒素、放射性同位素、纳米颗粒、酶、生物活性肽或核苷酸的药物单位；并

且

[0842] p是1至20的整数，

[0843] 载体是聚合物、PEG、肽、糖、化合物或核苷酸，其用于加载药物单元以与药物单元

间接抗体缀合；并且

[0844] N是1至20的整数。

[0845] 47.实施方案43‑46中任一项的组合物，其中所述接头是可切割的，或不可切割的，

稳定的或耐酸的(acid‑liable)。

[0846] 48.实施方案43‑46中任一项的组合物，其中所述接头是肽、聚合物、PEG、糖、化合

物、核苷酸。

[0847] 49 .实施方案43‑46中任一项的组合物，其中所述接头是SMCC、MC、MP、val‑cit

(VC)、ala‑phe、PAB、SPP、SPDB、SIAB、MC‑vc、MC‑vc‑PAB、腙或马来酰亚胺己酰基

(maleimidocaproyl)。

[0848] 50 .实施方案43‑46中任一项的组合物，其中所述毒素是美登素类化合物

(maytansinoids)、澳瑞他汀、加利车霉素、多拉司他汀、多柔比星或其组合，例如DM1、DM4、

MMAE、MMAF、多拉司他汀10、多拉司他汀15、加利车霉素或多柔比星。

[0849] 51.实施方案43‑46中任一项的组合物，其中所述毒素是皂草素、白喉毒素、白喉毒

素A、假单胞菌外毒素、假单胞菌外毒素PE38、胱天蛋白酶‑3、胱天蛋白酶‑9、颗粒酶B、淋巴

毒素、穿孔蛋白、凋亡诱导因子、DNA酶、DNA酶A、细胞色素C、肉毒杆菌、血管生成素、大肠杆

菌素、蓖麻毒蛋白A的部分、单位或全毒素或其组合。

[0850] 52.实施方案43‑46中任一项的组合物，其中所述放射性同位素发射α、β、γ或正电

子辐射。

[0851] 53 .实施方案43‑46中任一项的组合物，其中所述放射性同位素选自钼‑99，锝‑

99m，铋‑213，铬‑51，钴‑60，铜‑64，镝‑165。，铒‑169，钬‑166，碘‑125，铱‑192，铁‑59，镥‑

177，钯‑103，磷‑32，钾‑42，铼‑186，铼‑188，钐‑153，硒‑75，钠‑24(15h)，锶‑89，氙‑133，镱‑

169，钇‑90，碳‑11，氮‑13，氧‑15，钴‑57，镓‑67，铟‑111，碘‑123，碘‑131，氪‑81m，铷‑82，锶‑

92，铊‑201，铑‑86，铑‑188，铜‑67，溴‑77，铅‑212，镭‑224，镭‑223Ra，溴‑76，碘‑124，钇‑86，

锝‑94m，镓‑68，镓‑66，铜‑60，锆‑89，碳‑11，氮13，氧‑15，氟‑18，铷‑82。

[0852] 54.实施方案43‑46中任一项的组合物，其中所述纳米颗粒是含有成像探针、成像

造影剂、基因、药物、前药或其组合的诊断剂、治疗剂或治疗诊断剂。

[0853] 55.实施方案43‑46中任一项的组合物，其中所述生物活性肽是几种细胞因子中的

一种或组合，所述细胞因子例如α干扰素、β干扰素、γ干扰素、白细胞介素‑1、白细胞介素‑

2、白细胞介素‑3、白细胞介素‑4、白细胞介素‑5、白细胞介素‑6、白细胞介素‑7、白细胞介

素‑8、白细胞介素‑10、白细胞介素‑12、白细胞介素‑15、白细胞介素‑18、白细胞介素‑21、白

细胞介素‑23、γTNF、βTGF、GM‑CSF、G‑CSF。

[0854] 56.实施方案1‑18中任一项的组合物，其中所述组合物包含结合相同或不同抗原

上的两个或更多个不同表位的多特异性抗体，其中所述表位之一在人前列腺特异性膜抗原
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(PSMA)上。

[0855] 57.实施方案56的组合物，其中所述多特异性抗体是双特异性抗体。

[0856] 58.实施方案57的组合物，其中双特异性抗体包含

[0857] (a)多肽链，其包含具有下式的氨基酸序列：Vl‑Ll‑V2‑L2‑V3‑L3‑V4‑L4‑Fc；其中

Fc是人IgG  Fc多肽链；其中VI、V2、V3和V4中的两个是免疫球蛋白重链可变区(VH)，并且另

外两个是免疫球蛋白轻链可变区(VL)；其中L1、L2、L3和L4是接头；并且其中L2可以存在或

不存在；和L4是C220处具有突变的IgG1铰链；

[0858] (b)多肽链，其包含具有下式的氨基酸序列：Fc‑L4‑Vl‑Ll‑V2‑L2‑V3‑L3‑V4；其中

Fc是人IgG  Fc多肽链；其中Fc的二硫键可以位于Fc的N或C末端；其中VI、V2、V3和V4中的两

个是VH区，并且另外两个是VL区；其中L1、L2、L3和L4是接头；并且其中L2可以存在或不存

在；并且L4是C220处具有突变的IgG1铰链；

[0859] (c)包含具有下式的氨基酸序列的多肽链：靶向部分‑L4‑Fc；其中Fc是人IgG  Fc多

肽链；其中L4是在C220处具有突变的IgG1铰链；或

[0860] (d)包含具有下式的氨基酸序列的多肽链：靶向Fc‑L4的部分；其中Fc是人IgG  Fc

多肽链；其中L4是在C220处具有突变的IgG1铰链

[0861] 其中所述双特异性抗体结合靶细胞和免疫效应细胞和/或介导免疫效应细胞对靶

细胞的细胞溶解，且

[0862] 其中所述双特异性抗体是二聚体。

[0863] 59.实施方案58的组合物，其中(a)或(b)的Fc多肽链是IgG1，IgG2，IgG3或IgG4  Fc

多肽链。

[0864] 60.实施方案58的组合物，其中(a)或(b)的Fc多肽链是具有一个或多个以下突变

的IgG1，IgG2，IgG3或IgG4  Fc多肽链：L234A，L235A，N297A。

[0865] 61 .实施方案58的组合物，其中(a)或(b)的Fc多肽链是具有一个或多个以下突变

的IgG4  Fc：L234A，L235A，N297A。

[0866] 62.实施方案58的组合物，其中所述L4是在C220处具有突变，例如C220A，C220G，

C220S的IgG1铰链。

[0867] 63.实施方案58‑62中任一项所述的组合物，其中所述双特异性抗体包含第一抗原

结合区和第二抗原结合区，所述第二抗原结合区结合人CD3上的表位，并且所述第一抗原结

合区包含抗体或抗原片段并且结合人前列腺特异性膜抗原(PSMA)上的表位。

[0868] 64.实施方案58‑62中任一项的组合物，其中双特异性抗体是二价，三价或四价的。

[0869] 66.实施方案58‑62中任一项的组合物，其中所述双特异性抗体选自下组串联scFv

(taFv或scFv2)，双抗体，dAb2A/HH2,突出‑入‑空穴衍生物,SEED‑lgG,heteroFc‑scFv,Fab‑

scFv,scFv‑Jun/Fos,Fab'‑Jun/Fos,tribody,DNL‑F(ab)3,scFv3‑CH1/CL,Fab‑scFv2,IgG‑

scFab,IgG‑scFv,scFv‑IgG,scFv2‑Fc,F(ab')2‑scFv2,scDB‑Fc,scDb‑CH3,Db‑Fc,scFv2‑

H/L,DVD‑lg,tandAb,scFv‑dhlx‑scFv,dAb2‑lgG,dAb‑IgG,dAb‑Fc‑dAb及其组合。

[0870] 67.实施方案58‑62中任一项的组合物，其中所述双特异性抗体是双抗体或三体。

[0871] 68.实施方案58‑67中任一项的组合物，其中所述双特异性抗体包含第一抗原结合

区和第二抗原结合区，所述第二抗原结合区结合人CD3上的表位，并且所述第一抗原结合区

结合人前列腺特异性膜抗原(PSMA)上的表位，其中所述第二抗原结合区选自：

说　明　书 97/100 页

100

CN 109641037 B

101



[0872] a)抗体，所述抗体含有包含SEQ  ID  NO:85的氨基酸序列的可变重区(VH)和包含

SEQ  ID  NO:87的序列的VL区，和

[0873] b)抗体，所述抗体含有包含SEQ  ID  NO:91的序列的可变重区(VH)和包含SEQ  ID 

NO:93的序列的可变轻(VL)区。

[0874] 69.实施方案68的组合物，其中所述第二抗原结合区(人CD3)的抗体或抗原结合区

选自：

[0875] a)包含SEQ  ID  NO:83的氨基酸序列的抗体或抗原结合区，和

[0876] b)包含SEQ  ID  NO:89的氨基酸序列的抗体或抗原结合区。

[0877] 70.实施方案68的组合物，其中所述双特异性抗体包含编码SEQ  ID  NO:101的氨基

酸序列或SEQ  ID  NO:103的氨基酸序列的信号肽‑scFv1‑MCS‑scFv2‑IgG1铰链‑IgG4Fc表达

盒。

[0878] 71.实施方案68的组合物，其中所述双特异性抗体包含编码SEQ  ID  NO:100的氨基

酸序列或SEQ  ID  NO:102的氨基酸序列的信号肽‑scFV1‑MCS‑scFv2‑IgG1铰链‑IgG4Fc表达

盒。

[0879] 72.实施方案56‑71中任一项的组合物，其中所述双特异性抗体包含选自下组的氨

基酸序列：a)SEQ  ID  NO:105的氨基酸序列；b)SEQ  ID  NO:106的氨基酸序列；c)SEQ  ID  NO:

108的氨基酸序列；d)SEQ  ID  NO:109的氨基酸序列。

[0880] 73.实施方案56‑71中任一项的组合物，其中所述双特异性抗体由选自下组的核苷

酸序列编码：a)SEQ  ID  NO:104的核酸序列；b)SEQ  ID  NO:107的核酸序列。

[0881] 74.组合物，其包含载体，所述载体包含编码实施方案56‑73中任一项所述的双特

异性抗体的核苷酸序列。

[0882] 75.实施方案74的组合物，其中载体选自DNA、RNA、质粒、慢病毒载体、腺病毒载体

或逆转录病毒载体。

[0883] 76.实施方案74的组合物，其中所述组合物是包含所述载体的细胞。

[0884] 77.实施方案76的组合物，其中所述细胞是噬菌体、大肠杆菌、酵母细胞、昆虫细胞

或哺乳动物细胞，诸如CHO、HEK293、PER.C6或源自人的任何细胞。

[0885] 78.实施方案76‑77中任一项的组合物，其中所述细胞是体外或体内表达系统，诸

如用于蛋白质表达的工程化动物。

[0886] 79.实施方案1‑18中任一项的组合物，其中所述组合物包含分离的嵌合抗原受体

(CAR)，其中所述CAR包含抗体或抗体片段、跨膜域和包含一个或多个刺激域的胞内信号传

导域。

[0887] 80.实施方案79的组合物，其中所述CAR包含跨膜域，其包含选自下组的蛋白质的

跨膜域：T细胞受体,CD28,CD3epsilon ,CD45 ,CD4 ,CD5 ,CD8,CD9,CD16 ,CD22,CD33 ,CD37 ,

CD64,CD80,CD86,CD134,CD137和CD154的alpha,beta或zeta链。

[0888] 81.实施方案80的组合物，其中跨膜域包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:75

和与SEQ  ID  NO:75具有大于约90％同源性的氨基酸序列。

[0889] 82.实施方案79的组合物，其中所述抗体或抗体片段通过铰链区与所述跨膜域连

接。

[0890] 83 .实施方案82的组合物，其中所述铰链区包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID 
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NO:73,和与SEQ  ID  NO:73具有大于约90％同源性的氨基酸序列。

[0891] 84.实施方案79的组合物，其还包含一个或多个共刺激域。

[0892] 85.实施方案84的组合物，其中所述一个或多个共刺激域是获自选自下组的一种

或多种蛋白质的功能性信号传导域：OX40 ,CD2 ,CD27 ,CD28 ,CDS ,ICAM‑1 ,LFA‑1(CD11a/

CD18) ,ICOS(CD278)和4‑1BB(CD137)。

[0893] 86 .实施方案84或85的组合物，其中所述共刺激域包含选自下组的氨基酸序列：

SEQ  ID  NO:77,和与SEQ  ID  NO:77具有大于约90％同源性的氨基酸序列。

[0894] 87 .实施方案79的组合物，其中胞内信号传导域包含4‑1BB的功能性信号传导域

和/或CD3zeta的功能性信号传导域。

[0895] 88.实施方案87的组合物，其中胞内信号传导域包含选自下组的氨基酸序列：SEQ 

ID  NO:77,与SEQ  ID  NO:77具有大于约90％同源性的氨基酸序列,SEQ  ID  NO:79,和与SEQ 

ID  NO:79具有大于约90％同源性的氨基酸序列。

[0896] 89.实施方案79的组合物，其进一步包含前导物序列。

[0897] 90.实施方案89的组合物，其中所述前导物序列包含SEQ  ID  NO:71。

[0898] 91.实施方案79的组合物，其中所述CAR包含选自下组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:

81和与SEQ  ID  NO:81具有大于约90％同源性的氨基酸序列。

[0899] 92.实施方案19‑35中任一项的组合物，其中所述组合物包含编码CAR的分离的核

酸分子，其中所述CAR包含抗体或抗体片段、跨膜域和包含一个或多个刺激域的胞内信号传

导域。

[0900] 93.实施方案92的组合物，其中所述组合物是包含编码CAR的核酸分子的载体。

[0901] 94.实施方案93的组合物，其中所述载体选自DNA、RNA、质粒、慢病毒载体、腺病毒

载体或逆转录病毒载体。

[0902] 95.实施方案93的组合物，其中所述载体还包含启动子。

[0903] 96.实施方案95的组合物，其中所述启动子是EF‑1启动子。

[0904] 97.实施方案96的组合物，其中所述EF‑1启动子包含SEQ  ID  NO:110的序列。

[0905] 98.实施方案92的组合物，其中所述组合物包含细胞，所述细胞包含编码CAR的分

离的核酸分子，其中所述CAR包含抗体或抗体片段、跨膜域和包含一个或多个刺激域的胞内

信号传导域。

[0906] 99.实施方案98的组合物，其中所述细胞是人T细胞。

[0907] 100.实施方案99的组合物，其中T细胞是CD8+  T细胞。

[0908] 101.制备细胞的方法，包括用实施方案93‑97中任一项的组合物转导T细胞。

[0909] 102.治疗患有与PSMA表达相关的疾病的受试者的方法，包括向受试者施用有效量

的实施方案79‑100中任一项的组合物。

[0910] 103.实施方案102的方法，其中所述组合物是自体T细胞。

[0911] 104.实施方案102的方法，其中所述组合物是同种异体T细胞。

[0912] 105.治疗患有与PSMA表达相关的疾病的受试者的方法，其包括向受试者施用有效

量的实施方案43‑55中任一项的组合物。

[0913] 106.治疗患有与PSMA表达相关的疾病的受试者的方法，其包括向受试者施用有效

量的实施方案56‑78中任一项的组合物。

说　明　书 99/100 页

102

CN 109641037 B

103



[0914] 107.诊断哺乳动物中与PSMA表达相关的疾病的存在的方法，所述方法包括用包含

实施方案1‑18中任一项的组合物的组合物对从所述哺乳动物分离的组织样品取样，由此所

述抗体或抗体片段对所述组织样品的特异性结合指示所述哺乳动物中与PSMA表达相关的

疾病的存在。

[0915] 108 .实施方案1‑41中任一项的组合物，其还包含药学可接受载体、赋形剂、稳定

剂、稀释剂、佐剂、细胞因子、趋化因子、化疗药物、其他治疗药物或其组合。

[0916] 109.实施方案43‑55中任一项的组合物，其还包含药学可接受载体、赋形剂、稳定

剂、稀释剂、佐剂、细胞因子、趋化因子、化疗药物、其他治疗药物或其组合。

[0917] 110.实施方案56‑78中任一项的组合物，其还包含药学可接受载体、赋形剂、稳定

剂、稀释剂、佐剂、细胞因子、趋化因子、化疗药物、其他治疗药物或其组合。

[0918] 111.实施方案79‑100中任一项的组合物，其还包含药学可接受载体、赋形剂、稳定

剂、稀释剂、佐剂、细胞因子、趋化因子、化疗药物、其他治疗药物或其组合。

[0919] 112.在受试者中成像与PSMA表达相关的疾病的方法，所述方法包括施用实施方案

1‑18中任一项的组合物的步骤，其中所述抗体或抗体片段与试剂可操作地连接。

[0920] 113.实施方案112的方法，其中所述试剂是可光活化的试剂、荧光团、放射性同位

素、生物发光蛋白、生物发光肽、荧光标签、荧光蛋白、荧光肽、成像造影剂、酶、核磁共振活

性试剂或纳米颗粒。

[0921] 114.实施方案42、102、105‑107和112中任一项所述的方法，其中与PSMA表达相关

的疾病选自增殖性疾病，例如癌症或恶性或癌前状况，例如前列腺癌，或在肿瘤细胞或新血

管系统上具有PSMA高表达的其他实体瘤，或者是与PSMA表达相关的非癌相关适应症，其中

实体瘤包括恶性上皮肿瘤，淋巴瘤，母细胞瘤，肉瘤(包括脂肪肉瘤)，神经内分泌肿瘤，间皮

瘤，许旺细胞瘤，脑膜瘤，恶性腺瘤，黑素瘤和白血病或恶性淋巴组织增生性疾病，特别是例

如肉瘤，卵巢癌，乳腺癌，胶质母细胞瘤，胃癌，结肠癌，结肠直肠癌，肺癌，肝癌，甲状腺癌，

淋巴瘤，鼻咽癌，上颌窦癌，肾癌，前列腺癌，膀胱癌，胰腺癌，胆囊癌，胆管癌。

[0922] 本文引用的每篇专利、专利申请和出版物的公开内容均通过引用整体并入本文。

虽然已经参考具体实施方案公开了本发明，但是显而易见的是，在不脱离本发明的真实精

神和范围的情况下，本领域的其他技术人员可以设计出本发明的其他实施方案和变型。所

附权利要求书旨在解释为包括所有此类实施方案和等同变型。
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[0001] 序列表

[0002] <110>  Zhao,  Aizhi

[0003] Wen,  Weihong

[0004] Han,  Yueheng

[0005] <120>  抗PSMA抗体及其用途

[0006] <130>  168273.00100

[0007] <150>  62/321975

[0008] <151>  2016‑04‑13

[0009] <160>  116

[0010] <170>  PatentIn  version  3.5

[0011] <210>  1

[0012] <211>  707

[0013] <212>  PRT

[0014] <213>  智人

[0015] <400>  1

[0016] Lys  Ser  Ser  Asn  Glu  Ala  Thr  Asn  Ile  Thr  Pro  Lys  His  Asn  Met  Lys

[0017] 1               5                   10                  15

[0018] Ala  Phe  Leu  Asp  Glu  Leu  Lys  Ala  Glu  Asn  Ile  Lys  Lys  Phe  Leu  Tyr

[0019]             20                  25                  30

[0020] Asn  Phe  Thr  Gln  Ile  Pro  His  Leu  Ala  Gly  Thr  Glu  Gln  Asn  Phe  Gln

[0021]         35                  40                  45

[0022] Leu  Ala  Lys  Gln  Ile  Gln  Ser  Gln  Trp  Lys  Glu  Phe  Gly  Leu  Asp  Ser

[0023]     50                  55                  60

[0024] Val  Glu  Leu  Ala  His  Tyr  Asp  Val  Leu  Leu  Ser  Tyr  Pro  Asn  Lys  Thr

[0025] 65                  70                  75                  80

[0026] His  Pro  Asn  Tyr  Ile  Ser  Ile  Ile  Asn  Glu  Asp  Gly  Asn  Glu  Ile  Phe

[0027]                 85                  90                  95

[0028] Asn  Thr  Ser  Leu  Phe  Glu  Pro  Pro  Pro  Pro  Gly  Tyr  Glu  Asn  Val  Ser

[0029]             100                 105                 110

[0030] Asp  Ile  Val  Pro  Pro  Phe  Ser  Ala  Phe  Ser  Pro  Gln  Gly  Met  Pro  Glu

[0031]         115                 120                 125

[0032] Gly  Asp  Leu  Val  Tyr  Val  Asn  Tyr  Ala  Arg  Thr  Glu  Asp  Phe  Phe  Lys

[0033]     130                 135                 140

[0034] Leu  Glu  Arg  Asp  Met  Lys  Ile  Asn  Cys  Ser  Gly  Lys  Ile  Val  Ile  Ala

[0035] 145                 150                 155                 160

[0036] Arg  Tyr  Gly  Lys  Val  Phe  Arg  Gly  Asn  Lys  Val  Lys  Asn  Ala  Gln  Leu

[0037]                 165                 170                 175

[0038] Ala  Gly  Ala  Lys  Gly  Val  Ile  Leu  Tyr  Ser  Asp  Pro  Ala  Asp  Tyr  Phe

[0039]             180                 185                 190

[0040] Ala  Pro  Gly  Val  Lys  Ser  Tyr  Pro  Asp  Gly  Trp  Asn  Leu  Pro  Gly  Gly

[0041]         195                 200                 205
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[0042] Gly  Val  Gln  Arg  Gly  Asn  Ile  Leu  Asn  Leu  Asn  Gly  Ala  Gly  Asp  Pro

[0043]     210                 215                 220

[0044] Leu  Thr  Pro  Gly  Tyr  Pro  Ala  Asn  Glu  Tyr  Ala  Tyr  Arg  Arg  Gly  Ile

[0045] 225                 230                 235                 240

[0046] Ala  Glu  Ala  Val  Gly  Leu  Pro  Ser  Ile  Pro  Val  His  Pro  Ile  Gly  Tyr

[0047]                 245                 250                 255

[0048] Tyr  Asp  Ala  Gln  Lys  Leu  Leu  Glu  Lys  Met  Gly  Gly  Ser  Ala  Pro  Pro

[0049]             260                 265                 270

[0050] Asp  Ser  Ser  Trp  Arg  Gly  Ser  Leu  Lys  Val  Pro  Tyr  Asn  Val  Gly  Pro

[0051]         275                 280                 285

[0052] Gly  Phe  Thr  Gly  Asn  Phe  Ser  Thr  Gln  Lys  Val  Lys  Met  His  Ile  His

[0053]     290                 295                 300

[0054] Ser  Thr  Asn  Glu  Val  Thr  Arg  Ile  Tyr  Asn  Val  Ile  Gly  Thr  Leu  Arg

[0055] 305                 310                 315                 320

[0056] Gly  Ala  Val  Glu  Pro  Asp  Arg  Tyr  Val  Ile  Leu  Gly  Gly  His  Arg  Asp

[0057]                 325                 330                 335

[0058] Ser  Trp  Val  Phe  Gly  Gly  Ile  Asp  Pro  Gln  Ser  Gly  Ala  Ala  Val  Val

[0059]             340                 345                 350

[0060] His  Glu  Ile  Val  Arg  Ser  Phe  Gly  Thr  Leu  Lys  Lys  Glu  Gly  Trp  Arg

[0061]         355                 360                 365

[0062] Pro  Arg  Arg  Thr  Ile  Leu  Phe  Ala  Ser  Trp  Asp  Ala  Glu  Glu  Phe  Gly

[0063]     370                 375                 380

[0064] Leu  Leu  Gly  Ser  Thr  Glu  Trp  Ala  Glu  Glu  Asn  Ser  Arg  Leu  Leu  Gln

[0065] 385                 390                 395                 400

[0066] Glu  Arg  Gly  Val  Ala  Tyr  Ile  Asn  Ala  Asp  Ser  Ser  Ile  Glu  Gly  Asn

[0067]                 405                 410                 415

[0068] Tyr  Thr  Leu  Arg  Val  Asp  Cys  Thr  Pro  Leu  Met  Tyr  Ser  Leu  Val  His

[0069]             420                 425                 430

[0070] Asn  Leu  Thr  Lys  Glu  Leu  Lys  Ser  Pro  Asp  Glu  Gly  Phe  Glu  Gly  Lys

[0071]         435                 440                 445

[0072] Ser  Leu  Tyr  Glu  Ser  Trp  Thr  Lys  Lys  Ser  Pro  Ser  Pro  Glu  Phe  Ser

[0073]     450                 455                 460

[0074] Gly  Met  Pro  Arg  Ile  Ser  Lys  Leu  Gly  Ser  Gly  Asn  Asp  Phe  Glu  Val

[0075] 465                 470                 475                 480

[0076] Phe  Phe  Gln  Arg  Leu  Gly  Ile  Ala  Ser  Gly  Arg  Ala  Arg  Tyr  Thr  Lys

[0077]                 485                 490                 495

[0078] Asn  Trp  Glu  Thr  Asn  Lys  Phe  Ser  Gly  Tyr  Pro  Leu  Tyr  His  Ser  Val

[0079]             500                 505                 510

[0080] Tyr  Glu  Thr  Tyr  Glu  Leu  Val  Glu  Lys  Phe  Tyr  Asp  Pro  Met  Phe  Lys

[0081]         515                 520                 525

[0082] Tyr  His  Leu  Thr  Val  Ala  Gln  Val  Arg  Gly  Gly  Met  Val  Phe  Glu  Leu

[0083]     530                 535                 540
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[0084] Ala  Asn  Ser  Ile  Val  Leu  Pro  Phe  Asp  Cys  Arg  Asp  Tyr  Ala  Val  Val

[0085] 545                 550                 555                 560

[0086] Leu  Arg  Lys  Tyr  Ala  Asp  Lys  Ile  Tyr  Ser  Ile  Ser  Met  Lys  His  Pro

[0087]                 565                 570                 575

[0088] Gln  Glu  Met  Lys  Thr  Tyr  Ser  Val  Ser  Phe  Asp  Ser  Leu  Phe  Ser  Ala

[0089]             580                 585                 590

[0090] Val  Lys  Asn  Phe  Thr  Glu  Ile  Ala  Ser  Lys  Phe  Ser  Glu  Arg  Leu  Gln

[0091]         595                 600                 605

[0092] Asp  Phe  Asp  Lys  Ser  Asn  Pro  Ile  Val  Leu  Arg  Met  Met  Asn  Asp  Gln

[0093]     610                 615                 620

[0094] Leu  Met  Phe  Leu  Glu  Arg  Ala  Phe  Ile  Asp  Pro  Leu  Gly  Leu  Pro  Asp

[0095] 625                 630                 635                 640

[0096] Arg  Pro  Phe  Tyr  Arg  His  Val  Ile  Tyr  Ala  Pro  Ser  Ser  His  Asn  Lys

[0097]                 645                 650                 655

[0098] Tyr  Ala  Gly  Glu  Ser  Phe  Pro  Gly  Ile  Tyr  Asp  Ala  Leu  Phe  Asp  Ile

[0099]             660                 665                 670

[0100] Glu  Ser  Lys  Val  Asp  Pro  Ser  Lys  Ala  Trp  Gly  Glu  Val  Lys  Arg  Gln

[0101]         675                 680                 685

[0102] Ile  Tyr  Val  Ala  Ala  Phe  Thr  Val  Gln  Ala  Ala  Ala  Glu  Thr  Leu  Ser

[0103]     690                 695                 700

[0104] Glu  Val  Ala

[0105] 705

[0106] <210>  2

[0107] <211>  756

[0108] <212>  DNA

[0109] <213> 人工序列

[0110] <220>

[0111] <223>  scFv

[0112] <400>  2

[0113] cagtctgtgc  tgactcagcc  gccctcagtg  tctggggccc  cagggcagag  tgtcattatc  60

[0114] tcctgcactg  ggagcagctc  caacatcggg  gcaggttctc  atgtacactg  gtaccagcag  120

[0115] gttccaggaa  cagcccccaa  actcctcatc  tatggaaaca  ccaatcggcc  ctcaggggtc  180

[0116] cctgaccgat  tctctggctc  caagtctggc  acctcaggtt  ccctggccat  cactggactc  240

[0117] cagcctgagg  atgaggctga  ttattattgt  gcaacatggg  atgacagtct  gaatggtgta  300

[0118] atattcggcg  gagggaccaa  ggtcaccgtc  ctaggcggat  cctctaggtc  aagttccagc  360

[0119] ggcggcggtg  gcagcggagg  cggcggtgag  gtgcagctgg  tggagtctgg  gggagccctg  420

[0120] gccaagcctg  gggggtccct  gagactctcc  tgtgcagcct  ctggatccac  cctcagtggc  480

[0121] tatgctatgc  actgggtccg  ccaggctcca  ggcaaggggc  tggagtgggt  ggcagttata  540

[0122] tcatatgatg  gaagcaataa  atactacgca  gactccgtga  agggccgatt  caccatctcc  600

[0123] agagacaatt  ccaagaacac  gctgtttctg  caaatgaaca  gcctgagacc  tgaggacacg  660

[0124] gctgtgtact  attgtgctaa  aggccttact  tggggactcg  gtgacaatga  tgctctcgat  720

[0125] atctggggcc  ccgggaccac  ggtcaccgtc  tcctca  756
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[0126] <210>  3

[0127] <211>  252

[0128] <212>  PRT

[0129] <213> 人工序列

[0130] <220>

[0131] <223>  scFv

[0132] <400>  3

[0133] Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Gly  Ala  Pro  Gly  Gln

[0134] 1               5                   10                  15

[0135] Ser  Val  Ile  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ala  Gly

[0136]             20                  25                  30

[0137] Ser  His  Val  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Val  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu

[0138]         35                  40                  45

[0139] Leu  Ile  Tyr  Gly  Asn  Thr  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe

[0140]     50                  55                  60

[0141] Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Gly  Ser  Leu  Ala  Ile  Thr  Gly  Leu

[0142] 65                  70                  75                  80

[0143] Gln  Pro  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Thr  Trp  Asp  Asp  Ser

[0144]                 85                  90                  95

[0145] Leu  Asn  Gly  Val  Ile  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Val  Thr  Val  Leu  Gly

[0146]             100                 105                 110

[0147] Gly  Ser  Ser  Arg  Ser  Ser  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

[0148]         115                 120                 125

[0149] Gly  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Ala  Leu  Ala  Lys  Pro  Gly

[0150]     130                 135                 140

[0151] Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Ser  Thr  Leu  Ser  Gly

[0152] 145                 150                 155                 160

[0153] Tyr  Ala  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp

[0154]                 165                 170                 175

[0155] Val  Ala  Val  Ile  Ser  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser

[0156]             180                 185                 190

[0157] Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu

[0158]         195                 200                 205

[0159] Phe  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr

[0160]     210                 215                 220

[0161] Cys  Ala  Lys  Gly  Leu  Thr  Trp  Gly  Leu  Gly  Asp  Asn  Asp  Ala  Leu  Asp

[0162] 225                 230                 235                 240

[0163] Ile  Trp  Gly  Pro  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

[0164]                 245                 250

[0165] <210>  4

[0166] <211>  333

[0167] <212>  DNA
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[0168] <213>  智人

[0169] <400>  4

[0170] cagtctgtgc  tgactcagcc  gccctcagtg  tctggggccc  cagggcagag  tgtcattatc  60

[0171] tcctgcactg  ggagcagctc  caacatcggg  gcaggttctc  atgtacactg  gtaccagcag  120

[0172] gttccaggaa  cagcccccaa  actcctcatc  tatggaaaca  ccaatcggcc  ctcaggggtc  180

[0173] cctgaccgat  tctctggctc  caagtctggc  acctcaggtt  ccctggccat  cactggactc  240

[0174] cagcctgagg  atgaggctga  ttattattgt  gcaacatggg  atgacagtct  gaatggtgta  300

[0175] atattcggcg  gagggaccaa  ggtcaccgtc  cta  333

[0176] <210>  5

[0177] <211>  111

[0178] <212>  PRT

[0179] <213>  智人

[0180] <400>  5

[0181] Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Gly  Ala  Pro  Gly  Gln

[0182] 1               5                   10                  15

[0183] Ser  Val  Ile  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ala  Gly

[0184]             20                  25                  30

[0185] Ser  His  Val  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Val  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu

[0186]         35                  40                  45

[0187] Leu  Ile  Tyr  Gly  Asn  Thr  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe

[0188]     50                  55                  60

[0189] Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Gly  Ser  Leu  Ala  Ile  Thr  Gly  Leu

[0190] 65                  70                  75                  80

[0191] Gln  Pro  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Thr  Trp  Asp  Asp  Ser

[0192]                 85                  90                  95

[0193] Leu  Asn  Gly  Val  Ile  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Val  Thr  Val  Leu

[0194]             100                 105                 110

[0195] <210>  6

[0196] <211>  75

[0197] <212>  DNA

[0198] <213>  智人

[0199] <400>  6

[0200] cagtctgtgc  tgactcagcc  gccctcagtg  tctggggccc  cagggcagag  tgtcattatc  60

[0201] tcctgcactg  ggagc  75

[0202] <210>  7

[0203] <211>  25

[0204] <212>  PRT

[0205] <213>  智人

[0206] <400>  7

[0207] Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Gly  Ala  Pro  Gly  Gln

[0208] 1               5                   10                  15

[0209] Ser  Val  Ile  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Ser
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[0210]             20                  25

[0211] <210>  8

[0212] <211>  27

[0213] <212>  DNA

[0214] <213>  智人

[0215] <400>  8

[0216] agctccaaca  tcggggcagg  ttctcat  27

[0217] <210>  9

[0218] <211>  9

[0219] <212>  PRT

[0220] <213>  智人

[0221] <400>  9

[0222] Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ala  Gly  Ser  His

[0223] 1               5

[0224] <210>  10

[0225] <211>  51

[0226] <212>  DNA

[0227] <213>  智人

[0228] <400>  10

[0229] gtacactggt  accagcaggt  tccaggaaca  gcccccaaac  tcctcatcta  t  51

[0230] <210>  11

[0231] <211>  17

[0232] <212>  PRT

[0233] <213>  智人

[0234] <400>  11

[0235] Val  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Val  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

[0236] 1               5                   10                  15

[0237] Tyr

[0238] <210>  12

[0239] <211>  9

[0240] <212>  DNA

[0241] <213>  智人

[0242] <400>  12

[0243] ggaaacacc  9

[0244] <210>  13

[0245] <211>  3

[0246] <212>  PRT

[0247] <213>  智人

[0248] <400>  13

[0249] Gly  Asn  Thr

[0250] 1

[0251] <210>  14
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[0252] <211>  108

[0253] <212>  DNA

[0254] <213>  智人

[0255] <400>  14

[0256] aatcggccct  caggggtccc  tgaccgattc  tctggctcca  agtctggcac  ctcaggttcc  60

[0257] ctggccatca  ctggactcca  gcctgaggat  gaggctgatt  attattgt  108

[0258] <210>  15

[0259] <211>  36

[0260] <212>  PRT

[0261] <213>  智人

[0262] <400>  15

[0263] Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly

[0264] 1               5                   10                  15

[0265] Thr  Ser  Gly  Ser  Leu  Ala  Ile  Thr  Gly  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Glu  Ala

[0266]             20                  25                  30

[0267] Asp  Tyr  Tyr  Cys

[0268]         35

[0269] <210>  16

[0270] <211>  33

[0271] <212>  DNA

[0272] <213>  智人

[0273] <400>  16

[0274] gcaacatggg  atgacagtct  gaatggtgta  ata  33

[0275] <210>  17

[0276] <211>  11

[0277] <212>  PRT

[0278] <213>  智人

[0279] <400>  17

[0280] Ala  Thr  Trp  Asp  Asp  Ser  Leu  Asn  Gly  Val  Ile

[0281] 1               5                   10

[0282] <210>  18

[0283] <211>  30

[0284] <212>  DNA

[0285] <213>  智人

[0286] <400>  18

[0287] ttcggcggag  ggaccaaggt  caccgtccta  30

[0288] <210>  19

[0289] <211>  10

[0290] <212>  PRT

[0291] <213>  智人

[0292] <400>  19

[0293] Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Val  Thr  Val  Leu
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[0294] 1               5                   10

[0295] <210>  20

[0296] <211>  369

[0297] <212>  DNA

[0298] <213>  智人

[0299] <400>  20

[0300] gaggtgcagc  tggtggagtc  tgggggagcc  ctggccaagc  ctggggggtc  cctgagactc  60

[0301] tcctgtgcag  cctctggatc  caccctcagt  ggctatgcta  tgcactgggt  ccgccaggct  120

[0302] ccaggcaagg  ggctggagtg  ggtggcagtt  atatcatatg  atggaagcaa  taaatactac  180

[0303] gcagactccg  tgaagggccg  attcaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgttt  240

[0304] ctgcaaatga  acagcctgag  acctgaggac  acggctgtgt  actattgtgc  taaaggcctt  300

[0305] acttggggac  tcggtgacaa  tgatgctctc  gatatctggg  gccccgggac  cacggtcacc  360

[0306] gtctcctca  369

[0307] <210>  21

[0308] <211>  123

[0309] <212>  PRT

[0310] <213>  智人

[0311] <400>  21

[0312] Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Ala  Leu  Ala  Lys  Pro  Gly  Gly

[0313] 1               5                   10                  15

[0314] Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Ser  Thr  Leu  Ser  Gly  Tyr

[0315]             20                  25                  30

[0316] Ala  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

[0317]         35                  40                  45

[0318] Ala  Val  Ile  Ser  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

[0319]     50                  55                  60

[0320] Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Phe

[0321] 65                  70                  75                  80

[0322] Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

[0323]                 85                  90                  95

[0324] Ala  Lys  Gly  Leu  Thr  Trp  Gly  Leu  Gly  Asp  Asn  Asp  Ala  Leu  Asp  Ile

[0325]             100                 105                 110

[0326] Trp  Gly  Pro  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

[0327]         115                 120

[0328] <210>  22

[0329] <211>  75

[0330] <212>  DNA

[0331] <213>  智人

[0332] <400>  22

[0333] gaggtgcagc  tggtggagtc  tgggggagcc  ctggccaagc  ctggggggtc  cctgagactc  60

[0334] tcctgtgcag  cctct  75

[0335] <210>  23
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[0336] <211>  25

[0337] <212>  PRT

[0338] <213>  智人

[0339] <400>  23

[0340] Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Ala  Leu  Ala  Lys  Pro  Gly  Gly

[0341] 1               5                   10                  15

[0342] Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser

[0343]             20                  25

[0344] <210>  24

[0345] <211>  24

[0346] <212>  DNA

[0347] <213>  智人

[0348] <400>  24

[0349] ggatccaccc  tcagtggcta  tgct  24

[0350] <210>  25

[0351] <211>  8

[0352] <212>  PRT

[0353] <213>  智人

[0354] <400>  25

[0355] Gly  Ser  Thr  Leu  Ser  Gly  Tyr  Ala

[0356] 1               5

[0357] <210>  26

[0358] <211>  51

[0359] <212>  DNA

[0360] <213>  智人

[0361] <400>  26

[0362] atgcactggg  tccgccaggc  tccaggcaag  gggctggagt  gggtggcagt  t  51

[0363] <210>  27

[0364] <211>  17

[0365] <212>  PRT

[0366] <213>  智人

[0367] <400>  27

[0368] Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala

[0369] 1               5                   10                  15

[0370] Val

[0371] <210>  28

[0372] <211>  24

[0373] <212>  DNA

[0374] <213>  智人

[0375] <400>  28

[0376] atatcatatg  atggaagcaa  taaa  24

[0377] <210>  29
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[0378] <211>  8

[0379] <212>  PRT

[0380] <213>  智人

[0381] <400>  29

[0382] Ile  Ser  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys

[0383] 1               5

[0384] <210>  30

[0385] <211>  114

[0386] <212>  DNA

[0387] <213>  智人

[0388] <400>  30

[0389] tactacgcag  actccgtgaa  gggccgattc  accatctcca  gagacaattc  caagaacacg  60

[0390] ctgtttctgc  aaatgaacag  cctgagacct  gaggacacgg  ctgtgtacta  ttgt  114

[0391] <210>  31

[0392] <211>  38

[0393] <212>  PRT

[0394] <213>  智人

[0395] <400>  31

[0396] Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn

[0397] 1               5                   10                  15

[0398] Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Phe  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Asp

[0399]             20                  25                  30

[0400] Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

[0401]         35

[0402] <210>  32

[0403] <211>  48

[0404] <212>  DNA

[0405] <213>  智人

[0406] <400>  32

[0407] gctaaaggcc  ttacttgggg  actcggtgac  aatgatgctc  tcgatatc  48

[0408] <210>  33

[0409] <211>  16

[0410] <212>  PRT

[0411] <213>  智人

[0412] <400>  33

[0413] Ala  Lys  Gly  Leu  Thr  Trp  Gly  Leu  Gly  Asp  Asn  Asp  Ala  Leu  Asp  Ile

[0414] 1               5                   10                  15

[0415] <210>  34

[0416] <211>  33

[0417] <212>  DNA

[0418] <213>  智人

[0419] <400>  34
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[0420] tggggccccg  ggaccacggt  caccgtctcc  tca  33

[0421] <210>  35

[0422] <211>  11

[0423] <212>  PRT

[0424] <213>  智人

[0425] <400>  35

[0426] Trp  Gly  Pro  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

[0427] 1               5                   10

[0428] <210>  36

[0429] <211>  54

[0430] <212>  DNA

[0431] <213> 人工序列

[0432] <220>

[0433] <223>  接头

[0434] <400>  36

[0435] ggcggatcct  ctaggtcaag  ttccagcggc  ggcggtggca  gcggaggcgg  cggt  54

[0436] <210>  37

[0437] <211>  18

[0438] <212>  PRT

[0439] <213> 人工序列

[0440] <220>

[0441] <223>  接头

[0442] <400>  37

[0443] Gly  Gly  Ser  Ser  Arg  Ser  Ser  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly

[0444] 1               5                   10                  15

[0445] Gly  Gly

[0446] <210>  38

[0447] <211>  51

[0448] <212>  DNA

[0449] <213> 人工序列

[0450] <220>

[0451] <223>  突变体

[0452] <400>  38

[0453] gtacactggt  accagcaggc  tccaggaaca  gcccccaaac  tcctcatcta  t  51

[0454] <210>  39

[0455] <211>  17

[0456] <212>  PRT

[0457] <213> 人工序列

[0458] <220>

[0459] <223>  突变体

[0460] <400>  39

[0461] Val  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Ala  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile
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[0462] 1               5                   10                  15

[0463] Tyr

[0464] <210>  40

[0465] <211>  9

[0466] <212>  DNA

[0467] <213> 人工序列

[0468] <220>

[0469] <223>  突变体

[0470] <400>  40

[0471] gaaaacacc  9

[0472] <210>  41

[0473] <211>  3

[0474] <212>  PRT

[0475] <213> 人工序列

[0476] <220>

[0477] <223>  突变体

[0478] <400>  41

[0479] Glu  Asn  Thr

[0480] 1

[0481] <210>  42

[0482] <211>  30

[0483] <212>  DNA

[0484] <213> 人工序列

[0485] <220>

[0486] <223>  突变体

[0487] <400>  42

[0488] ttcggcggag  ggaccaaggc  caccgtccta  30

[0489] <210>  43

[0490] <211>  10

[0491] <212>  PRT

[0492] <213> 人工序列

[0493] <220>

[0494] <223>  突变体

[0495] <400>  43

[0496] Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Ala  Thr  Val  Leu

[0497] 1               5                   10

[0498] <210>  44

[0499] <211>  24

[0500] <212>  DNA

[0501] <213> 人工序列

[0502] <220>

[0503] <223>  突变体
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[0504] <400>  44

[0505] ggattcaccc  tcagtggcta  tgct  24

[0506] <210>  45

[0507] <211>  8

[0508] <212>  PRT

[0509] <213> 人工序列

[0510] <220>

[0511] <223>  突变体

[0512] <400>  45

[0513] Gly  Phe  Thr  Leu  Ser  Gly  Tyr  Ala

[0514] 1               5

[0515] <210>  46

[0516] <211>  114

[0517] <212>  DNA

[0518] <213> 人工序列

[0519] <220>

[0520] <223>  突变体

[0521] <400>  46

[0522] tactacgcag  actccgtgaa  gggccgattc  accgtctcca  gagacaattc  caagaacacg  60

[0523] ctgtttctgc  aaatgaacag  cctgagacct  gaggacacgg  ctgtgtacta  ttgt  114

[0524] <210>  47

[0525] <211>  38

[0526] <212>  PRT

[0527] <213> 人工序列

[0528] <220>

[0529] <223>  突变体

[0530] <400>  47

[0531] Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Val  Ser  Arg  Asp  Asn

[0532] 1               5                   10                  15

[0533] Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Phe  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Asp

[0534]             20                  25                  30

[0535] Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

[0536]         35

[0537] <210>  48

[0538] <211>  48

[0539] <212>  DNA

[0540] <213> 人工序列

[0541] <220>

[0542] <223>  突变体

[0543] <400>  48

[0544] gctaaaggcc  ttacttgggg  actcggtgac  aatgatgctc  tcggtatc  48

[0545] <210>  49
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[0546] <211>  16

[0547] <212>  PRT

[0548] <213> 人工序列

[0549] <220>

[0550] <223>  突变体

[0551] <400>  49

[0552] Ala  Lys  Gly  Leu  Thr  Trp  Gly  Leu  Gly  Asp  Asn  Asp  Ala  Leu  Gly  Ile

[0553] 1               5                   10                  15

[0554] <210>  50

[0555] <211>  33

[0556] <212>  DNA

[0557] <213> 人工序列

[0558] <220>

[0559] <223>  突变体

[0560] <400>  50

[0561] tggggccccg  agaccacggt  caccgtctcc  tca  33

[0562] <210>  51

[0563] <211>  11

[0564] <212>  PRT

[0565] <213> 人工序列

[0566] <220>

[0567] <223>  突变体

[0568] <400>  51

[0569] Trp  Gly  Pro  Glu  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

[0570] 1               5                   10

[0571] <210>  52

[0572] <211>  1419

[0573] <212>  DNA

[0574] <213>  智人

[0575] <400>  52

[0576] atggagtttg  ggctgagctg  ggttttcctc  gttgctcttt  taagaggtgt  ccagtgtgag  60

[0577] gtgcagctgg  tggagtctgg  gggagccctg  gccaagcctg  gggggtccct  gagactctcc  120

[0578] tgtgcagcct  ctggattcac  cctcagtggc  tatgctatgc  actgggtccg  ccaggctcca  180

[0579] ggcaaggggc  tggagtgggt  ggcagttata  tcatatgatg  gaagcaataa  atactacgca  240

[0580] gactccgtga  agggccgatt  caccgtctcc  agagacaatt  ccaagaacac  gctgtttctg  300

[0581] caaatgaaca  gcctgagacc  tgaggacacg  gctgtgtact  attgtgctaa  aggccttacc  360

[0582] tggggactcg  gtgacaatga  tgctctcgat  atctggggcc  ccgggaccac  ggtcaccgtc  420

[0583] tcctcagcct  ccaccaaggg  cccatcggtc  ttccccctgg  caccctcctc  caagagcacc  480

[0584] tctgggggca  cagcggccct  gggctgcctg  gtcaaggact  acttccccga  accggtgacg  540

[0585] gtgtcgtgga  actcaggcgc  cctgaccagc  ggcgtgcaca  ccttcccggc  tgtcctacag  600

[0586] tcctcaggac  tctactccct  cagcagcgtg  gtgaccgtgc  cctccagcag  cttgggcacc  660

[0587] cagacctaca  tctgcaacgt  gaatcacaag  cccagcaaca  ccaaggtgga  caagaaagtt  720
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[0588] gagcccaaat  cttgtgacaa  aactcacaca  tgcccaccgt  gcccagcacc  tgaactcctg  780

[0589] gggggaccgt  cagtcttcct  cttcccccca  aaacccaagg  acaccctcat  gatctcccgg  840

[0590] acccctgagg  tcacatgcgt  ggtggtggac  gtgagccacg  aagaccctga  ggtcaagttc  900

[0591] aactggtacg  tggacggcgt  ggaggtgcat  aatgccaaga  caaagccgcg  ggaggagcag  960

[0592] tacaacagca  cgtaccgggt  ggtcagcgtc  ctcaccgtcc  tgcaccagga  ctggctgaat  1020

[0593] ggcaaggagt  acaagtgcaa  ggtctccaac  aaagccctcc  cagcccccat  cgagaaaacc  1080

[0594] atctccaaag  ccaaagggca  gccccgagaa  ccacaggtgt  acaccctgcc  cccatcccgg  1140

[0595] gatgagctga  ccaagaacca  ggtcagcctg  acctgcctgg  tcaaaggctt  ctatcccagc  1200

[0596] gacatcgccg  tggagtggga  gagcaatggg  cagccggaga  acaactacaa  gaccacgcct  1260

[0597] cccgtgctgg  actccgacgg  ctccttcttc  ctctacagca  agctcaccgt  ggacaagagc  1320

[0598] aggtggcagc  aggggaacgt  cttctcatgc  tccgtgatgc  atgaggctct  gcacaaccac  1380

[0599] tacacgcaga  agagcctctc  cctgtctccg  ggtaaatga  1419

[0600] <210>  53

[0601] <211>  472

[0602] <212>  PRT

[0603] <213>  智人

[0604] <400>  53

[0605] Met  Glu  Phe  Gly  Leu  Ser  Trp  Val  Phe  Leu  Val  Ala  Leu  Leu  Arg  Gly

[0606] 1               5                   10                  15

[0607] Val  Gln  Cys  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Ala  Leu  Ala  Lys

[0608]             20                  25                  30

[0609] Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Leu

[0610]         35                  40                  45

[0611] Ser  Gly  Tyr  Ala  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu

[0612]     50                  55                  60

[0613] Glu  Trp  Val  Ala  Val  Ile  Ser  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala

[0614] 65                  70                  75                  80

[0615] Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Val  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn

[0616]                 85                  90                  95

[0617] Thr  Leu  Phe  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Asp  Thr  Ala  Val

[0618]             100                 105                 110

[0619] Tyr  Tyr  Cys  Ala  Lys  Gly  Leu  Thr  Trp  Gly  Leu  Gly  Asp  Asn  Asp  Ala

[0620]         115                 120                 125

[0621] Leu  Asp  Ile  Trp  Gly  Pro  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser

[0622]     130                 135                 140

[0623] Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser  Thr

[0624] 145                 150                 155                 160

[0625] Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro

[0626]                 165                 170                 175

[0627] Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly  Val

[0628]             180                 185                 190

[0629] His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser
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[0630]         195                 200                 205

[0631] Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile

[0632]     210                 215                 220

[0633] Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys  Val

[0634] 225                 230                 235                 240

[0635] Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala

[0636]                 245                 250                 255

[0637] Pro  Glu  Leu  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro

[0638]             260                 265                 270

[0639] Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val

[0640]         275                 280                 285

[0641] Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val

[0642]     290                 295                 300

[0643] Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln

[0644] 305                 310                 315                 320

[0645] Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln

[0646]                 325                 330                 335

[0647] Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala

[0648]             340                 345                 350

[0649] Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro

[0650]         355                 360                 365

[0651] Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu  Leu  Thr

[0652]     370                 375                 380

[0653] Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser

[0654] 385                 390                 395                 400

[0655] Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr

[0656]                 405                 410                 415

[0657] Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr

[0658]             420                 425                 430

[0659] Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe

[0660]         435                 440                 445

[0661] Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys

[0662]     450                 455                 460

[0663] Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys

[0664] 465                 470

[0665] <210>  54

[0666] <211>  57

[0667] <212>  DNA

[0668] <213>  智人

[0669] <400>  54

[0670] atggagtttg  ggctgagctg  ggttttcctc  gttgctcttt  taagaggtgt  ccagtgt  57

[0671] <210>  55
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[0672] <211>  19

[0673] <212>  PRT

[0674] <213>  智人

[0675] <400>  55

[0676] Met  Glu  Phe  Gly  Leu  Ser  Trp  Val  Phe  Leu  Val  Ala  Leu  Leu  Arg  Gly

[0677] 1               5                   10                  15

[0678] Val  Gln  Cys

[0679] <210>  56

[0680] <211>  369

[0681] <212>  DNA

[0682] <213>  智人

[0683] <400>  56

[0684] gaggtgcagc  tggtggagtc  tgggggagcc  ctggccaagc  ctggggggtc  cctgagactc  60

[0685] tcctgtgcag  cctctggatt  caccctcagt  ggctatgcta  tgcactgggt  ccgccaggct  120

[0686] ccaggcaagg  ggctggagtg  ggtggcagtt  atatcatatg  atggaagcaa  taaatactac  180

[0687] gcagactccg  tgaagggccg  attcaccgtc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgttt  240

[0688] ctgcaaatga  acagcctgag  acctgaggac  acggctgtgt  actattgtgc  taaaggcctt  300

[0689] acctggggac  tcggtgacaa  tgatgctctc  gatatctggg  gccccgggac  cacggtcacc  360

[0690] gtctcctca  369

[0691] <210>  57

[0692] <211>  123

[0693] <212>  PRT

[0694] <213>  智人

[0695] <400>  57

[0696] Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Ala  Leu  Ala  Lys  Pro  Gly  Gly

[0697] 1               5                   10                  15

[0698] Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Leu  Ser  Gly  Tyr

[0699]             20                  25                  30

[0700] Ala  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

[0701]         35                  40                  45

[0702] Ala  Val  Ile  Ser  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

[0703]     50                  55                  60

[0704] Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Val  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Phe

[0705] 65                  70                  75                  80

[0706] Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

[0707]                 85                  90                  95

[0708] Ala  Lys  Gly  Leu  Thr  Trp  Gly  Leu  Gly  Asp  Asn  Asp  Ala  Leu  Asp  Ile

[0709]             100                 105                 110

[0710] Trp  Gly  Pro  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

[0711]         115                 120

[0712] <210>  58

[0713] <211>  990
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[0714] <212>  DNA

[0715] <213>  智人

[0716] <400>  58

[0717] gcctccacca  agggcccatc  ggtcttcccc  ctggcaccct  cctccaagag  cacctctggg  60

[0718] ggcacagcgg  ccctgggctg  cctggtcaag  gactacttcc  ccgaaccggt  gacggtgtcg  120

[0719] tggaactcag  gcgccctgac  cagcggcgtg  cacaccttcc  cggctgtcct  acagtcctca  180

[0720] ggactctact  ccctcagcag  cgtggtgacc  gtgccctcca  gcagcttggg  cacccagacc  240

[0721] tacatctgca  acgtgaatca  caagcccagc  aacaccaagg  tggacaagaa  agttgagccc  300

[0722] aaatcttgtg  acaaaactca  cacatgccca  ccgtgcccag  cacctgaact  cctgggggga  360

[0723] ccgtcagtct  tcctcttccc  cccaaaaccc  aaggacaccc  tcatgatctc  ccggacccct  420

[0724] gaggtcacat  gcgtggtggt  ggacgtgagc  cacgaagacc  ctgaggtcaa  gttcaactgg  480

[0725] tacgtggacg  gcgtggaggt  gcataatgcc  aagacaaagc  cgcgggagga  gcagtacaac  540

[0726] agcacgtacc  gggtggtcag  cgtcctcacc  gtcctgcacc  aggactggct  gaatggcaag  600

[0727] gagtacaagt  gcaaggtctc  caacaaagcc  ctcccagccc  ccatcgagaa  aaccatctcc  660

[0728] aaagccaaag  ggcagccccg  agaaccacag  gtgtacaccc  tgcccccatc  ccgggatgag  720

[0729] ctgaccaaga  accaggtcag  cctgacctgc  ctggtcaaag  gcttctatcc  cagcgacatc  780

[0730] gccgtggagt  gggagagcaa  tgggcagccg  gagaacaact  acaagaccac  gcctcccgtg  840

[0731] ctggactccg  acggctcctt  cttcctctac  agcaagctca  ccgtggacaa  gagcaggtgg  900

[0732] cagcagggga  acgtcttctc  atgctccgtg  atgcatgagg  ctctgcacaa  ccactacacg  960

[0733] cagaagagcc  tctccctgtc  tccgggtaaa  990

[0734] <210>  59

[0735] <211>  330

[0736] <212>  PRT

[0737] <213>  智人

[0738] <400>  59

[0739] Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys

[0740] 1               5                   10                  15

[0741] Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr

[0742]             20                  25                  30

[0743] Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser

[0744]         35                  40                  45

[0745] Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser

[0746]     50                  55                  60

[0747] Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr

[0748] 65                  70                  75                  80

[0749] Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys

[0750]                 85                  90                  95

[0751] Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys

[0752]             100                 105                 110

[0753] Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro

[0754]         115                 120                 125

[0755] Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys

序　列　表 18/56 页

121

CN 109641037 B

122



[0756]     130                 135                 140

[0757] Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp

[0758] 145                 150                 155                 160

[0759] Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu

[0760]                 165                 170                 175

[0761] Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu

[0762]             180                 185                 190

[0763] His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn

[0764]         195                 200                 205

[0765] Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly

[0766]     210                 215                 220

[0767] Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu

[0768] 225                 230                 235                 240

[0769] Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr

[0770]                 245                 250                 255

[0771] Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn

[0772]             260                 265                 270

[0773] Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe

[0774]         275                 280                 285

[0775] Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn

[0776]     290                 295                 300

[0777] Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr

[0778] 305                 310                 315                 320

[0779] Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys

[0780]                 325                 330

[0781] <210>  60

[0782] <211>  711

[0783] <212>  DNA

[0784] <213>  智人

[0785] <400>  60

[0786] atggcctggt  ctcctctcct  cctcactctc  ctcgctcact  gcacagggtc  ctgggcccag  60

[0787] tctgtgctga  ctcagccgcc  ctcagtgtct  ggggccccag  ggcagagtgt  cattatctcc  120

[0788] tgcactggga  gcagctccaa  catcggggca  ggttctcatg  tacactggta  ccagcaggtt  180

[0789] ccaggaacag  cccccaaact  cctcatctat  gaaaacacca  atcggccctc  aggggtccct  240

[0790] gaccgattct  ctggctccaa  gtctggcacc  tcaggttccc  tggccatcac  tggactccag  300

[0791] cctgaggatg  aggctgatta  ttattgtgca  acatgggatg  acagtctgaa  tggtgtaata  360

[0792] ttcggcggag  ggaccaaggc  caccgtccta  ggtcagccca  aggctgcccc  ctcggtcact  420

[0793] ctgttcccgc  cctcctctga  ggagcttcaa  gccaacaagg  ccacactggt  gtgtctcata  480

[0794] agtgacttct  acccgggagc  cgtgacagtg  gcctggaagg  cagatagcag  ccccgtcaag  540

[0795] gcgggagtgg  agaccaccac  accctccaaa  caaagcaaca  acaagtacgc  ggccagcagc  600

[0796] tatctgagcc  tgacgcctga  gcagtggaag  tcccacagaa  gctacagctg  ccaggtcacg  660

[0797] catgaaggga  gcaccgtgga  gaagacagtg  gcccctacag  aatgttcatg  a  711
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[0798] <210>  61

[0799] <211>  236

[0800] <212>  PRT

[0801] <213>  智人

[0802] <400>  61

[0803] Met  Ala  Trp  Ser  Pro  Leu  Leu  Leu  Thr  Leu  Leu  Ala  His  Cys  Thr  Gly

[0804] 1               5                   10                  15

[0805] Ser  Trp  Ala  Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Gly  Ala

[0806]             20                  25                  30

[0807] Pro  Gly  Gln  Ser  Val  Ile  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile

[0808]         35                  40                  45

[0809] Gly  Ala  Gly  Ser  His  Val  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Val  Pro  Gly  Thr  Ala

[0810]     50                  55                  60

[0811] Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Glu  Asn  Thr  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro

[0812] 65                  70                  75                  80

[0813] Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Gly  Ser  Leu  Ala  Ile

[0814]                 85                  90                  95

[0815] Thr  Gly  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Thr  Trp

[0816]             100                 105                 110

[0817] Asp  Asp  Ser  Leu  Asn  Gly  Val  Ile  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Ala  Thr

[0818]         115                 120                 125

[0819] Val  Leu  Gly  Gln  Pro  Lys  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Thr  Leu  Phe  Pro  Pro

[0820]     130                 135                 140

[0821] Ser  Ser  Glu  Glu  Leu  Gln  Ala  Asn  Lys  Ala  Thr  Leu  Val  Cys  Leu  Ile

[0822] 145                 150                 155                 160

[0823] Ser  Asp  Phe  Tyr  Pro  Gly  Ala  Val  Thr  Val  Ala  Trp  Lys  Ala  Asp  Ser

[0824]                 165                 170                 175

[0825] Ser  Pro  Val  Lys  Ala  Gly  Val  Glu  Thr  Thr  Thr  Pro  Ser  Lys  Gln  Ser

[0826]             180                 185                 190

[0827] Asn  Asn  Lys  Tyr  Ala  Ala  Ser  Ser  Tyr  Leu  Ser  Leu  Thr  Pro  Glu  Gln

[0828]         195                 200                 205

[0829] Trp  Lys  Ser  His  Arg  Ser  Tyr  Ser  Cys  Gln  Val  Thr  His  Glu  Gly  Ser

[0830]     210                 215                 220

[0831] Thr  Val  Glu  Lys  Thr  Val  Ala  Pro  Thr  Glu  Cys  Ser

[0832] 225                 230                 235

[0833] <210>  62

[0834] <211>  57

[0835] <212>  DNA

[0836] <213>  智人

[0837] <400>  62

[0838] atggcctggt  ctcctctcct  cctcactctc  ctcgctcact  gcacagggtc  ctgggcc  57

[0839] <210>  63
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[0840] <211>  19

[0841] <212>  PRT

[0842] <213>  智人

[0843] <400>  63

[0844] Met  Ala  Trp  Ser  Pro  Leu  Leu  Leu  Thr  Leu  Leu  Ala  His  Cys  Thr  Gly

[0845] 1               5                   10                  15

[0846] Ser  Trp  Ala

[0847] <210>  64

[0848] <211>  333

[0849] <212>  DNA

[0850] <213>  智人

[0851] <400>  64

[0852] cagtctgtgc  tgactcagcc  gccctcagtg  tctggggccc  cagggcagag  tgtcattatc  60

[0853] tcctgcactg  ggagcagctc  caacatcggg  gcaggttctc  atgtacactg  gtaccagcag  120

[0854] gttccaggaa  cagcccccaa  actcctcatc  tatgaaaaca  ccaatcggcc  ctcaggggtc  180

[0855] cctgaccgat  tctctggctc  caagtctggc  acctcaggtt  ccctggccat  cactggactc  240

[0856] cagcctgagg  atgaggctga  ttattattgt  gcaacatggg  atgacagtct  gaatggtgta  300

[0857] atattcggcg  gagggaccaa  ggccaccgtc  cta  333

[0858] <210>  65

[0859] <211>  111

[0860] <212>  PRT

[0861] <213>  智人

[0862] <400>  65

[0863] Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Gly  Ala  Pro  Gly  Gln

[0864] 1               5                   10                  15

[0865] Ser  Val  Ile  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ala  Gly

[0866]             20                  25                  30

[0867] Ser  His  Val  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Val  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu

[0868]         35                  40                  45

[0869] Leu  Ile  Tyr  Glu  Asn  Thr  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe

[0870]     50                  55                  60

[0871] Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Gly  Ser  Leu  Ala  Ile  Thr  Gly  Leu

[0872] 65                  70                  75                  80

[0873] Gln  Pro  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Thr  Trp  Asp  Asp  Ser

[0874]                 85                  90                  95

[0875] Leu  Asn  Gly  Val  Ile  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Ala  Thr  Val  Leu

[0876]             100                 105                 110

[0877] <210>  66

[0878] <211>  318

[0879] <212>  DNA

[0880] <213>  智人

[0881] <400>  66
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[0882] ggtcagccca  aggctgcccc  ctcggtcact  ctgttcccgc  cctcctctga  ggagcttcaa  60

[0883] gccaacaagg  ccacactggt  gtgtctcata  agtgacttct  acccgggagc  cgtgacagtg  120

[0884] gcctggaagg  cagatagcag  ccccgtcaag  gcgggagtgg  agaccaccac  accctccaaa  180

[0885] caaagcaaca  acaagtacgc  ggccagcagc  tatctgagcc  tgacgcctga  gcagtggaag  240

[0886] tcccacagaa  gctacagctg  ccaggtcacg  catgaaggga  gcaccgtgga  gaagacagtg  300

[0887] gcccctacag  aatgttca  318

[0888] <210>  67

[0889] <211>  106

[0890] <212>  PRT

[0891] <213>  智人

[0892] <400>  67

[0893] Gly  Gln  Pro  Lys  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Thr  Leu  Phe  Pro  Pro  Ser  Ser

[0894] 1               5                   10                  15

[0895] Glu  Glu  Leu  Gln  Ala  Asn  Lys  Ala  Thr  Leu  Val  Cys  Leu  Ile  Ser  Asp

[0896]             20                  25                  30

[0897] Phe  Tyr  Pro  Gly  Ala  Val  Thr  Val  Ala  Trp  Lys  Ala  Asp  Ser  Ser  Pro

[0898]         35                  40                  45

[0899] Val  Lys  Ala  Gly  Val  Glu  Thr  Thr  Thr  Pro  Ser  Lys  Gln  Ser  Asn  Asn

[0900]     50                  55                  60

[0901] Lys  Tyr  Ala  Ala  Ser  Ser  Tyr  Leu  Ser  Leu  Thr  Pro  Glu  Gln  Trp  Lys

[0902] 65                  70                  75                  80

[0903] Ser  His  Arg  Ser  Tyr  Ser  Cys  Gln  Val  Thr  His  Glu  Gly  Ser  Thr  Val

[0904]                 85                  90                  95

[0905] Glu  Lys  Thr  Val  Ala  Pro  Thr  Glu  Cys  Ser

[0906]             100                 105

[0907] <210>  68

[0908] <211>  453

[0909] <212>  PRT

[0910] <213>  智人

[0911] <400>  68

[0912] Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Ala  Leu  Ala  Lys  Pro  Gly  Gly

[0913] 1               5                   10                  15

[0914] Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Leu  Ser  Gly  Tyr

[0915]             20                  25                  30

[0916] Ala  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

[0917]         35                  40                  45

[0918] Ala  Val  Ile  Ser  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

[0919]     50                  55                  60

[0920] Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Val  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Phe

[0921] 65                  70                  75                  80

[0922] Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

[0923]                 85                  90                  95
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[0924] Ala  Lys  Gly  Leu  Thr  Trp  Gly  Leu  Gly  Asp  Asn  Asp  Ala  Leu  Asp  Ile

[0925]             100                 105                 110

[0926] Trp  Gly  Pro  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly

[0927]         115                 120                 125

[0928] Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly

[0929]     130                 135                 140

[0930] Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val

[0931] 145                 150                 155                 160

[0932] Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe

[0933]                 165                 170                 175

[0934] Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val

[0935]             180                 185                 190

[0936] Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val

[0937]         195                 200                 205

[0938] Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys  Val  Glu  Pro  Lys

[0939]     210                 215                 220

[0940] Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Leu

[0941] 225                 230                 235                 240

[0942] Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr

[0943]                 245                 250                 255

[0944] Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val

[0945]             260                 265                 270

[0946] Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val

[0947]         275                 280                 285

[0948] Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser

[0949]     290                 295                 300

[0950] Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu

[0951] 305                 310                 315                 320

[0952] Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Pro  Ala

[0953]                 325                 330                 335

[0954] Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro

[0955]             340                 345                 350

[0956] Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln

[0957]         355                 360                 365

[0958] Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala

[0959]     370                 375                 380

[0960] Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr

[0961] 385                 390                 395                 400

[0962] Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu

[0963]                 405                 410                 415

[0964] Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser

[0965]             420                 425                 430
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[0966] Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser

[0967]         435                 440                 445

[0968] Leu  Ser  Pro  Gly  Lys

[0969]     450

[0970] <210>  69

[0971] <211>  217

[0972] <212>  PRT

[0973] <213>  智人

[0974] <400>  69

[0975] Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Gly  Ala  Pro  Gly  Gln

[0976] 1               5                   10                  15

[0977] Ser  Val  Ile  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ala  Gly

[0978]             20                  25                  30

[0979] Ser  His  Val  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Val  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu

[0980]         35                  40                  45

[0981] Leu  Ile  Tyr  Glu  Asn  Thr  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe

[0982]     50                  55                  60

[0983] Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Gly  Ser  Leu  Ala  Ile  Thr  Gly  Leu

[0984] 65                  70                  75                  80

[0985] Gln  Pro  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Thr  Trp  Asp  Asp  Ser

[0986]                 85                  90                  95

[0987] Leu  Asn  Gly  Val  Ile  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Ala  Thr  Val  Leu  Gly

[0988]             100                 105                 110

[0989] Gln  Pro  Lys  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Thr  Leu  Phe  Pro  Pro  Ser  Ser  Glu

[0990]         115                 120                 125

[0991] Glu  Leu  Gln  Ala  Asn  Lys  Ala  Thr  Leu  Val  Cys  Leu  Ile  Ser  Asp  Phe

[0992]     130                 135                 140

[0993] Tyr  Pro  Gly  Ala  Val  Thr  Val  Ala  Trp  Lys  Ala  Asp  Ser  Ser  Pro  Val

[0994] 145                 150                 155                 160

[0995] Lys  Ala  Gly  Val  Glu  Thr  Thr  Thr  Pro  Ser  Lys  Gln  Ser  Asn  Asn  Lys

[0996]                 165                 170                 175

[0997] Tyr  Ala  Ala  Ser  Ser  Tyr  Leu  Ser  Leu  Thr  Pro  Glu  Gln  Trp  Lys  Ser

[0998]             180                 185                 190

[0999] His  Arg  Ser  Tyr  Ser  Cys  Gln  Val  Thr  His  Glu  Gly  Ser  Thr  Val  Glu

[1000]         195                 200                 205

[1001] Lys  Thr  Val  Ala  Pro  Thr  Glu  Cys  Ser

[1002]     210                 215

[1003] <210>  70

[1004] <211>  63

[1005] <212>  DNA

[1006] <213>  智人

[1007] <400>  70
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[1008] atggccttac  cagtgaccgc  cttgctcctg  ccgctggcct  tgctgctcca  cgccgccagg  60

[1009] ccg  63

[1010] <210>  71

[1011] <211>  21

[1012] <212>  PRT

[1013] <213>  智人

[1014] <400>  71

[1015] Met  Ala  Leu  Pro  Val  Thr  Ala  Leu  Leu  Leu  Pro  Leu  Ala  Leu  Leu  Leu

[1016] 1               5                   10                  15

[1017] His  Ala  Ala  Arg  Pro

[1018]             20

[1019] <210>  72

[1020] <211>  135

[1021] <212>  DNA

[1022] <213>  智人

[1023] <400>  72

[1024] accacgacgc  cagcgccgcg  accaccaaca  ccggcgccca  ccatcgcgtc  gcagcccctg  60

[1025] tccctgcgcc  cagaggcgtg  ccggccagcg  gcggggggcg  cagtgcacac  gagggggctg  120

[1026] gacttcgcct  gtgat  135

[1027] <210>  73

[1028] <211>  45

[1029] <212>  PRT

[1030] <213>  智人

[1031] <400>  73

[1032] Thr  Thr  Thr  Pro  Ala  Pro  Arg  Pro  Pro  Thr  Pro  Ala  Pro  Thr  Ile  Ala

[1033] 1               5                   10                  15

[1034] Ser  Gln  Pro  Leu  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Ala  Cys  Arg  Pro  Ala  Ala  Gly

[1035]             20                  25                  30

[1036] Gly  Ala  Val  His  Thr  Arg  Gly  Leu  Asp  Phe  Ala  Cys  Asp

[1037]         35                  40                  45

[1038] <210>  74

[1039] <211>  72

[1040] <212>  DNA

[1041] <213>  智人

[1042] <400>  74

[1043] atctacatct  gggcgccctt  ggccgggact  tgtggggtcc  ttctcctgtc  actggttatc  60

[1044] accctttact  gc  72

[1045] <210>  75

[1046] <211>  24

[1047] <212>  PRT

[1048] <213>  智人

[1049] <400>  75
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[1050] Ile  Tyr  Ile  Trp  Ala  Pro  Leu  Ala  Gly  Thr  Cys  Gly  Val  Leu  Leu  Leu

[1051] 1               5                   10                  15

[1052] Ser  Leu  Val  Ile  Thr  Leu  Tyr  Cys

[1053]             20

[1054] <210>  76

[1055] <211>  126

[1056] <212>  DNA

[1057] <213>  智人

[1058] <400>  76

[1059] aaacggggca  gaaagaaact  cctgtatata  ttcaaacaac  catttatgag  accagtacaa  60

[1060] actactcaag  aggaagatgg  ctgtagctgc  cgatttccag  aagaagaaga  aggaggatgt  120

[1061] gaactg  126

[1062] <210>  77

[1063] <211>  42

[1064] <212>  PRT

[1065] <213>  智人

[1066] <400>  77

[1067] Lys  Arg  Gly  Arg  Lys  Lys  Leu  Leu  Tyr  Ile  Phe  Lys  Gln  Pro  Phe  Met

[1068] 1               5                   10                  15

[1069] Arg  Pro  Val  Gln  Thr  Thr  Gln  Glu  Glu  Asp  Gly  Cys  Ser  Cys  Arg  Phe

[1070]             20                  25                  30

[1071] Pro  Glu  Glu  Glu  Glu  Gly  Gly  Cys  Glu  Leu

[1072]         35                  40

[1073] <210>  78

[1074] <211>  336

[1075] <212>  DNA

[1076] <213>  智人

[1077] <400>  78

[1078] agagtgaagt  tcagcaggag  cgcagacgcc  cccgcgtaca  agcagggcca  gaaccagctc  60

[1079] tataacgagc  tcaatctagg  acgaagagag  gagtacgatg  ttttggacaa  gagacgtggc  120

[1080] cgggaccctg  agatgggggg  aaagccgaga  aggaagaacc  ctcaggaagg  cctgtacaat  180

[1081] gaactgcaga  aagataagat  ggcggaggcc  tacagtgaga  ttgggatgaa  aggcgagcgc  240

[1082] cggaggggca  aggggcacga  tggcctttac  cagggtctca  gtacagccac  caaggacacc  300

[1083] tacgacgccc  ttcacatgca  ggccctgccc  cctcgc  336

[1084] <210>  79

[1085] <211>  112

[1086] <212>  PRT

[1087] <213>  智人

[1088] <400>  79

[1089] Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Lys  Gln  Gly

[1090] 1               5                   10                  15

[1091] Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr
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[1092]             20                  25                  30

[1093] Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys

[1094]         35                  40                  45

[1095] Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys

[1096]     50                  55                  60

[1097] Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg

[1098] 65                  70                  75                  80

[1099] Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala

[1100]                 85                  90                  95

[1101] Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg

[1102]             100                 105                 110

[1103] <210>  80

[1104] <211>  1503

[1105] <212>  DNA

[1106] <213> 人工序列

[1107] <220>

[1108] <223>  构建体

[1109] <400>  80

[1110] atggccttac  cagtgaccgc  cttgctcctg  ccgctggcct  tgctgctcca  cgccgccagg  60

[1111] ccgtctagac  agtctgtgct  gactcagccg  ccctcagtgt  ctggggcccc  agggcagagt  120

[1112] gtcattatct  cctgcactgg  gagcagctcc  aacatcgggg  caggttctca  tgtacactgg  180

[1113] taccagcagg  ttccaggaac  agcccccaaa  ctcctcatct  atgaaaacac  caatcggccc  240

[1114] tcaggggtcc  ctgaccgatt  ctctggctcc  aagtctggca  cctcaggttc  cctggccatc  300

[1115] actggactcc  agcctgagga  tgaggctgat  tattattgtg  caacatggga  tgacagtctg  360

[1116] aatggtgtaa  tattcggcgg  agggaccaag  gccaccgtcc  taggcggatc  ctctaggtca  420

[1117] agttccagcg  gcggcggtgg  cagcggaggc  ggcggtgagg  tgcagctggt  ggagtctggg  480

[1118] ggagccctgg  ccaagcctgg  ggggtccctg  agactctcct  gtgcagcctc  tggattcacc  540

[1119] ctcagtggct  atgctatgca  ctgggtccgc  caggctccag  gcaaggggct  ggagtgggtg  600

[1120] gcagttatat  catatgatgg  aagcaataaa  tactacgcag  actccgtgaa  gggccgattc  660

[1121] accgtctcca  gagacaattc  caagaacacg  ctgtttctgc  aaatgaacag  cctgagacct  720

[1122] gaggacacgg  ctgtgtacta  ttgtgctaaa  ggccttacct  ggggactcgg  tgacaatgat  780

[1123] gctctcgata  tctggggccc  cgggaccacg  gtcaccgtct  cctcaagatc  caccacgacg  840

[1124] ccagcgccgc  gaccaccaac  accggcgccc  accatcgcgt  cgcagcccct  gtccctgcgc  900

[1125] ccagaggcgt  gccggccagc  ggcggggggc  gcagtgcaca  cgagggggct  ggacttcgcc  960

[1126] tgtgatatct  acatctgggc  gcccttggcc  gggacttgtg  gggtccttct  cctgtcactg  1020

[1127] gttatcaccc  tttactgcaa  acggggcaga  aagaaactcc  tgtatatatt  caaacaacca  1080

[1128] tttatgagac  cagtacaaac  tactcaagag  gaagatggct  gtagctgccg  atttccagaa  1140

[1129] gaagaagaag  gaggatgtga  actgagagtg  aagttcagca  ggagcgcaga  cgcccccgcg  1200

[1130] taccagcagg  gccagaacca  gctctataac  gagctcaatc  taggacgaag  agaggagtac  1260

[1131] gatgttttgg  acaagagacg  tggccgggac  cctgagatgg  ggggaaagcc  gagaaggaag  1320

[1132] aaccctcagg  aaggcctgta  caatgaactg  cagaaagata  agatggcgga  ggcctacagt  1380

[1133] gagattggga  tgaaaggcga  gcgccggagg  ggcaaggggc  acgatggcct  ttaccagggt  1440
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[1134] ctcagtacag  ccaccaagga  cacctacgac  gcccttcaca  tgcaggccct  gccccctcgc  1500

[1135] taa  1503

[1136] <210>  81

[1137] <211>  500

[1138] <212>  PRT

[1139] <213> 人工序列

[1140] <220>

[1141] <223>  构建体

[1142] <400>  81

[1143] Met  Ala  Leu  Pro  Val  Thr  Ala  Leu  Leu  Leu  Pro  Leu  Ala  Leu  Leu  Leu

[1144] 1               5                   10                  15

[1145] His  Ala  Ala  Arg  Pro  Ser  Arg  Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser

[1146]             20                  25                  30

[1147] Val  Ser  Gly  Ala  Pro  Gly  Gln  Ser  Val  Ile  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Ser

[1148]         35                  40                  45

[1149] Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ala  Gly  Ser  His  Val  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Val

[1150]     50                  55                  60

[1151] Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Glu  Asn  Thr  Asn  Arg  Pro

[1152] 65                  70                  75                  80

[1153] Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Gly

[1154]                 85                  90                  95

[1155] Ser  Leu  Ala  Ile  Thr  Gly  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr

[1156]             100                 105                 110

[1157] Cys  Ala  Thr  Trp  Asp  Asp  Ser  Leu  Asn  Gly  Val  Ile  Phe  Gly  Gly  Gly

[1158]         115                 120                 125

[1159] Thr  Lys  Ala  Thr  Val  Leu  Gly  Gly  Ser  Ser  Arg  Ser  Ser  Ser  Ser  Gly

[1160]     130                 135                 140

[1161] Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly

[1162] 145                 150                 155                 160

[1163] Gly  Ala  Leu  Ala  Lys  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala

[1164]                 165                 170                 175

[1165] Ser  Gly  Phe  Thr  Leu  Ser  Gly  Tyr  Ala  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala

[1166]             180                 185                 190

[1167] Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Val  Ile  Ser  Tyr  Asp  Gly  Ser

[1168]         195                 200                 205

[1169] Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Val  Ser  Arg

[1170]     210                 215                 220

[1171] Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Phe  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Pro

[1172] 225                 230                 235                 240

[1173] Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Lys  Gly  Leu  Thr  Trp  Gly  Leu

[1174]                 245                 250                 255

[1175] Gly  Asp  Asn  Asp  Ala  Leu  Asp  Ile  Trp  Gly  Pro  Gly  Thr  Thr  Val  Thr
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[1176]             260                 265                 270

[1177] Val  Ser  Ser  Arg  Ser  Thr  Thr  Thr  Pro  Ala  Pro  Arg  Pro  Pro  Thr  Pro

[1178]         275                 280                 285

[1179] Ala  Pro  Thr  Ile  Ala  Ser  Gln  Pro  Leu  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Ala  Cys

[1180]     290                 295                 300

[1181] Arg  Pro  Ala  Ala  Gly  Gly  Ala  Val  His  Thr  Arg  Gly  Leu  Asp  Phe  Ala

[1182] 305                 310                 315                 320

[1183] Cys  Asp  Ile  Tyr  Ile  Trp  Ala  Pro  Leu  Ala  Gly  Thr  Cys  Gly  Val  Leu

[1184]                 325                 330                 335

[1185] Leu  Leu  Ser  Leu  Val  Ile  Thr  Leu  Tyr  Cys  Lys  Arg  Gly  Arg  Lys  Lys

[1186]             340                 345                 350

[1187] Leu  Leu  Tyr  Ile  Phe  Lys  Gln  Pro  Phe  Met  Arg  Pro  Val  Gln  Thr  Thr

[1188]         355                 360                 365

[1189] Gln  Glu  Glu  Asp  Gly  Cys  Ser  Cys  Arg  Phe  Pro  Glu  Glu  Glu  Glu  Gly

[1190]     370                 375                 380

[1191] Gly  Cys  Glu  Leu  Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala

[1192] 385                 390                 395                 400

[1193] Tyr  Gln  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg

[1194]                 405                 410                 415

[1195] Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu

[1196]             420                 425                 430

[1197] Met  Gly  Gly  Lys  Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn

[1198]         435                 440                 445

[1199] Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met

[1200]     450                 455                 460

[1201] Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly

[1202] 465                 470                 475                 480

[1203] Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala

[1204]                 485                 490                 495

[1205] Leu  Pro  Pro  Arg

[1206]             500

[1207] <210>  82

[1208] <211>  723

[1209] <212>  DNA

[1210] <213> 人工序列

[1211] <220>

[1212] <223>  scFv

[1213] <400>  82

[1214] caggtgcagc  tgcagcagag  cggcgcggaa  ctggcgcgcc  cgggcgcgag  cgtgaaaatg  60

[1215] agctgcaaag  cgagcggcta  tacctttacc  cgctatacca  tgcattgggt  gaaacagcgc  120

[1216] ccgggccagg  gcctggaatg  gattggctat  attaacccga  gccgcggcta  taccaactat  180

[1217] aaccagaaat  ttaaagataa  agcgaccctg  accaccgata  aaagcagcag  caccgcgtat  240
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[1218] atgcagctga  gcagcctgac  cagcgaagat  agcgcggtgt  attattgcgc  gcgctattat  300

[1219] gatgatcatt  attgcctgga  ttattggggc  cagggcacca  ccctgaccgt  gagcagcggc  360

[1220] ggcggcggca  gcggcggcgg  cggcagcggc  ggcggcggca  gccagattgt  gctgacccag  420

[1221] agcccggcga  ttatgagcgc  gagcccgggc  gaaaaagtga  ccatgacctg  cagcgcgagc  480

[1222] agcagcgtga  gctatatgaa  ctggtatcag  cagaaaagcg  gcaccagccc  gaaacgctgg  540

[1223] atttatgata  ccagcaaact  ggcgagcggc  gtgccggcgc  attttcgcgg  cagcggcagc  600

[1224] ggcaccagct  atagcctgac  cattagcggc  atggaagcgg  aagatgcggc  gacctattat  660

[1225] tgccagcagt  ggagcagcaa  cccgtttacc  tttggcagcg  gcaccaaact  ggaaattaac  720

[1226] cgc  723

[1227] <210>  83

[1228] <211>  241

[1229] <212>  PRT

[1230] <213> 人工序列

[1231] <220>

[1232] <223>  scFv

[1233] <400>  83

[1234] Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Leu  Ala  Arg  Pro  Gly  Ala

[1235] 1               5                   10                  15

[1236] Ser  Val  Lys  Met  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Arg  Tyr

[1237]             20                  25                  30

[1238] Thr  Met  His  Trp  Val  Lys  Gln  Arg  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

[1239]         35                  40                  45

[1240] Gly  Tyr  Ile  Asn  Pro  Ser  Arg  Gly  Tyr  Thr  Asn  Tyr  Asn  Gln  Lys  Phe

[1241]     50                  55                  60

[1242] Lys  Asp  Lys  Ala  Thr  Leu  Thr  Thr  Asp  Lys  Ser  Ser  Ser  Thr  Ala  Tyr

[1243] 65                  70                  75                  80

[1244] Met  Gln  Leu  Ser  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

[1245]                 85                  90                  95

[1246] Ala  Arg  Tyr  Tyr  Asp  Asp  His  Tyr  Cys  Leu  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly

[1247]             100                 105                 110

[1248] Thr  Thr  Leu  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

[1249]         115                 120                 125

[1250] Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gln  Ile  Val  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Ile

[1251]     130                 135                 140

[1252] Met  Ser  Ala  Ser  Pro  Gly  Glu  Lys  Val  Thr  Met  Thr  Cys  Ser  Ala  Ser

[1253] 145                 150                 155                 160

[1254] Ser  Ser  Val  Ser  Tyr  Met  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser

[1255]                 165                 170                 175

[1256] Pro  Lys  Arg  Trp  Ile  Tyr  Asp  Thr  Ser  Lys  Leu  Ala  Ser  Gly  Val  Pro

[1257]             180                 185                 190

[1258] Ala  His  Phe  Arg  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Ser  Tyr  Ser  Leu  Thr  Ile

[1259]         195                 200                 205
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[1260] Ser  Gly  Met  Glu  Ala  Glu  Asp  Ala  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Trp

[1261]     210                 215                 220

[1262] Ser  Ser  Asn  Pro  Phe  Thr  Phe  Gly  Ser  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Asn

[1263] 225                 230                 235                 240

[1264] Arg

[1265] <210>  84

[1266] <211>  357

[1267] <212>  DNA

[1268] <213>  小家鼠

[1269] <400>  84

[1270] caggtgcagc  tgcagcagag  cggcgcggaa  ctggcgcgcc  cgggcgcgag  cgtgaaaatg  60

[1271] agctgcaaag  cgagcggcta  tacctttacc  cgctatacca  tgcattgggt  gaaacagcgc  120

[1272] ccgggccagg  gcctggaatg  gattggctat  attaacccga  gccgcggcta  taccaactat  180

[1273] aaccagaaat  ttaaagataa  agcgaccctg  accaccgata  aaagcagcag  caccgcgtat  240

[1274] atgcagctga  gcagcctgac  cagcgaagat  agcgcggtgt  attattgcgc  gcgctattat  300

[1275] gatgatcatt  attgcctgga  ttattggggc  cagggcacca  ccctgaccgt  gagcagc  357

[1276] <210>  85

[1277] <211>  119

[1278] <212>  PRT

[1279] <213>  小家鼠

[1280] <400>  85

[1281] Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Leu  Ala  Arg  Pro  Gly  Ala

[1282] 1               5                   10                  15

[1283] Ser  Val  Lys  Met  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Arg  Tyr

[1284]             20                  25                  30

[1285] Thr  Met  His  Trp  Val  Lys  Gln  Arg  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

[1286]         35                  40                  45

[1287] Gly  Tyr  Ile  Asn  Pro  Ser  Arg  Gly  Tyr  Thr  Asn  Tyr  Asn  Gln  Lys  Phe

[1288]     50                  55                  60

[1289] Lys  Asp  Lys  Ala  Thr  Leu  Thr  Thr  Asp  Lys  Ser  Ser  Ser  Thr  Ala  Tyr

[1290] 65                  70                  75                  80

[1291] Met  Gln  Leu  Ser  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

[1292]                 85                  90                  95

[1293] Ala  Arg  Tyr  Tyr  Asp  Asp  His  Tyr  Cys  Leu  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly

[1294]             100                 105                 110

[1295] Thr  Thr  Leu  Thr  Val  Ser  Ser

[1296]         115

[1297] <210>  86

[1298] <211>  321

[1299] <212>  DNA

[1300] <213>  小家鼠

[1301] <400>  86
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[1302] cagattgtgc  tgacccagag  cccggcgatt  atgagcgcga  gcccgggcga  aaaagtgacc  60

[1303] atgacctgca  gcgcgagcag  cagcgtgagc  tatatgaact  ggtatcagca  gaaaagcggc  120

[1304] accagcccga  aacgctggat  ttatgatacc  agcaaactgg  cgagcggcgt  gccggcgcat  180

[1305] tttcgcggca  gcggcagcgg  caccagctat  agcctgacca  ttagcggcat  ggaagcggaa  240

[1306] gatgcggcga  cctattattg  ccagcagtgg  agcagcaacc  cgtttacctt  tggcagcggc  300

[1307] accaaactgg  aaattaaccg  c  321

[1308] <210>  87

[1309] <211>  107

[1310] <212>  PRT

[1311] <213>  小家鼠

[1312] <400>  87

[1313] Gln  Ile  Val  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Ile  Met  Ser  Ala  Ser  Pro  Gly

[1314] 1               5                   10                  15

[1315] Glu  Lys  Val  Thr  Met  Thr  Cys  Ser  Ala  Ser  Ser  Ser  Val  Ser  Tyr  Met

[1316]             20                  25                  30

[1317] Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Pro  Lys  Arg  Trp  Ile  Tyr

[1318]         35                  40                  45

[1319] Asp  Thr  Ser  Lys  Leu  Ala  Ser  Gly  Val  Pro  Ala  His  Phe  Arg  Gly  Ser

[1320]     50                  55                  60

[1321] Gly  Ser  Gly  Thr  Ser  Tyr  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Met  Glu  Ala  Glu

[1322] 65                  70                  75                  80

[1323] Asp  Ala  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Trp  Ser  Ser  Asn  Pro  Phe  Thr

[1324]                 85                  90                  95

[1325] Phe  Gly  Ser  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Asn  Arg

[1326]             100                 105

[1327] <210>  88

[1328] <211>  723

[1329] <212>  DNA

[1330] <213> 人工序列

[1331] <220>

[1332] <223> 人源化scFv

[1333] <400>  88

[1334] caggtgcagc  tggtgcagag  cggcggcggc  gtggtgcagc  cgggccgcag  cctgcgcctg  60

[1335] agctgcaaag  cgagcggcta  tacctttacc  cgctatacca  tgcattgggt  gcgccaggcg  120

[1336] ccgggcaaag  gcctggaatg  gattggctat  attaacccga  gccgcggcta  taccaactat  180

[1337] aaccagaaag  tgaaagatcg  ctttaccatt  agcaccgata  aaagcaaaag  caccgcgttt  240

[1338] ctgcagatgg  atagcctgcg  cccggaagat  accggcgtgt  atttttgcgc  gcgctattat  300

[1339] gatgatcatt  attgcctgga  ttattggggc  cagggcacca  ccctgaccgt  gagcagcggc  360

[1340] ggcggcggca  gcggcggcgg  cggcagcggc  ggcggcggca  gcgatattca  gatgacccag  420

[1341] agcccgagca  gcctgagcgc  gagcgtgggc  gatcgcgtga  ccattacctg  cagcgcgagc  480

[1342] agcagcgtga  gctatatgaa  ctggtatcag  cagaccccgg  gcaaagcgcc  gaaacgctgg  540

[1343] atttatgata  ccagcaaact  ggcgagcggc  gtgccgagcc  gctttagcgg  cagcggcagc  600
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[1344] ggcaccgatt  atacctttac  cattagcagc  ctgcagccgg  aagatattgc  gacctattat  660

[1345] tgccagcagt  ggagcagcaa  cccgtttacc  tttggccagg  gcaccaaact  gcagattacc  720

[1346] cgc  723

[1347] <210>  89

[1348] <211>  241

[1349] <212>  PRT

[1350] <213> 人工序列

[1351] <220>

[1352] <223> 人源化scFv

[1353] <400>  89

[1354] Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

[1355] 1               5                   10                  15

[1356] Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Arg  Tyr

[1357]             20                  25                  30

[1358] Thr  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

[1359]         35                  40                  45

[1360] Gly  Tyr  Ile  Asn  Pro  Ser  Arg  Gly  Tyr  Thr  Asn  Tyr  Asn  Gln  Lys  Val

[1361]     50                  55                  60

[1362] Lys  Asp  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Thr  Asp  Lys  Ser  Lys  Ser  Thr  Ala  Phe

[1363] 65                  70                  75                  80

[1364] Leu  Gln  Met  Asp  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Asp  Thr  Gly  Val  Tyr  Phe  Cys

[1365]                 85                  90                  95

[1366] Ala  Arg  Tyr  Tyr  Asp  Asp  His  Tyr  Cys  Leu  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly

[1367]             100                 105                 110

[1368] Thr  Thr  Leu  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

[1369]         115                 120                 125

[1370] Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

[1371]     130                 135                 140

[1372] Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Ser  Ala  Ser

[1373] 145                 150                 155                 160

[1374] Ser  Ser  Val  Ser  Tyr  Met  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Thr  Pro  Gly  Lys  Ala

[1375]                 165                 170                 175

[1376] Pro  Lys  Arg  Trp  Ile  Tyr  Asp  Thr  Ser  Lys  Leu  Ala  Ser  Gly  Val  Pro

[1377]             180                 185                 190

[1378] Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Thr  Phe  Thr  Ile

[1379]         195                 200                 205

[1380] Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Ile  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Trp

[1381]     210                 215                 220

[1382] Ser  Ser  Asn  Pro  Phe  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Leu  Gln  Ile  Thr

[1383] 225                 230                 235                 240

[1384] Arg

[1385] <210>  90
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[1386] <211>  357

[1387] <212>  DNA

[1388] <213>  智人

[1389] <400>  90

[1390] caggtgcagc  tggtgcagag  cggcggcggc  gtggtgcagc  cgggccgcag  cctgcgcctg  60

[1391] agctgcaaag  cgagcggcta  tacctttacc  cgctatacca  tgcattgggt  gcgccaggcg  120

[1392] ccgggcaaag  gcctggaatg  gattggctat  attaacccga  gccgcggcta  taccaactat  180

[1393] aaccagaaag  tgaaagatcg  ctttaccatt  agcaccgata  aaagcaaaag  caccgcgttt  240

[1394] ctgcagatgg  atagcctgcg  cccggaagat  accggcgtgt  atttttgcgc  gcgctattat  300

[1395] gatgatcatt  attgcctgga  ttattggggc  cagggcacca  ccctgaccgt  gagcagc  357

[1396] <210>  91

[1397] <211>  119

[1398] <212>  PRT

[1399] <213>  智人

[1400] <400>  91

[1401] Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

[1402] 1               5                   10                  15

[1403] Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Arg  Tyr

[1404]             20                  25                  30

[1405] Thr  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

[1406]         35                  40                  45

[1407] Gly  Tyr  Ile  Asn  Pro  Ser  Arg  Gly  Tyr  Thr  Asn  Tyr  Asn  Gln  Lys  Val

[1408]     50                  55                  60

[1409] Lys  Asp  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Thr  Asp  Lys  Ser  Lys  Ser  Thr  Ala  Phe

[1410] 65                  70                  75                  80

[1411] Leu  Gln  Met  Asp  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Asp  Thr  Gly  Val  Tyr  Phe  Cys

[1412]                 85                  90                  95

[1413] Ala  Arg  Tyr  Tyr  Asp  Asp  His  Tyr  Cys  Leu  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly

[1414]             100                 105                 110

[1415] Thr  Thr  Leu  Thr  Val  Ser  Ser

[1416]         115

[1417] <210>  92

[1418] <211>  321

[1419] <212>  DNA

[1420] <213>  智人

[1421] <400>  92

[1422] gatattcaga  tgacccagag  cccgagcagc  ctgagcgcga  gcgtgggcga  tcgcgtgacc  60

[1423] attacctgca  gcgcgagcag  cagcgtgagc  tatatgaact  ggtatcagca  gaccccgggc  120

[1424] aaagcgccga  aacgctggat  ttatgatacc  agcaaactgg  cgagcggcgt  gccgagccgc  180

[1425] tttagcggca  gcggcagcgg  caccgattat  acctttacca  ttagcagcct  gcagccggaa  240

[1426] gatattgcga  cctattattg  ccagcagtgg  agcagcaacc  cgtttacctt  tggccagggc  300

[1427] accaaactgc  agattacccg  c  321
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[1428] <210>  93

[1429] <211>  107

[1430] <212>  PRT

[1431] <213>  智人

[1432] <400>  93

[1433] Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

[1434] 1               5                   10                  15

[1435] Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Ser  Ala  Ser  Ser  Ser  Val  Ser  Tyr  Met

[1436]             20                  25                  30

[1437] Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Thr  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Arg  Trp  Ile  Tyr

[1438]         35                  40                  45

[1439] Asp  Thr  Ser  Lys  Leu  Ala  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

[1440]     50                  55                  60

[1441] Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Thr  Phe  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu

[1442] 65                  70                  75                  80

[1443] Asp  Ile  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Trp  Ser  Ser  Asn  Pro  Phe  Thr

[1444]                 85                  90                  95

[1445] Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Leu  Gln  Ile  Thr  Arg

[1446]             100                 105

[1447] <210>  94

[1448] <211>  45

[1449] <212>  DNA

[1450] <213> 人工序列

[1451] <220>

[1452] <223>  突变体

[1453] <400>  94

[1454] gagcccaaat  ctgctgacaa  aactcacaca  tgcccaccgt  gccca  45

[1455] <210>  95

[1456] <211>  15

[1457] <212>  PRT

[1458] <213> 人工序列

[1459] <220>

[1460] <223>  突变IgG1铰链氨基酸序列

[1461] <400>  95

[1462] Glu  Pro  Lys  Ser  Ala  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro

[1463] 1               5                   10                  15

[1464] <210>  96

[1465] <211>  651

[1466] <212>  DNA

[1467] <213> 人工序列

[1468] <220>

[1469] <223>  突变IgG4  Fc  (N297A)核酸序列
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[1470] <400>  96

[1471] gcacctgagt  tcctgggggg  accatcagtc  ttcctgttcc  ccccaaaacc  caaggacact  60

[1472] ctcatgatct  cccggacccc  tgaggtcacg  tgcgtggtgg  tggacgtgag  ccaggaagac  120

[1473] cccgaggtcc  agttcaactg  gtacgtggat  ggcgtggagg  tgcataatgc  caagacaaag  180

[1474] ccgcgggagg  agcagttcgc  tagcacgtac  cgtgtggtca  gcgtcctcac  cgtcctgcac  240

[1475] caggactggc  tgaacggcaa  ggagtacaag  tgcaaggtct  ccaacaaagg  cctcccgtcc  300

[1476] tccatcgaga  aaaccatctc  caaagccaaa  gggcagcccc  gagagccaca  ggtgtacacc  360

[1477] ctgcccccat  cccaggagga  gatgaccaag  aaccaggtca  gcctgacctg  cctggtcaaa  420

[1478] ggcttctacc  ccagcgacat  cgccgtggag  tgggagagca  atgggcagcc  ggagaacaac  480

[1479] tacaagacca  cgcctcccgt  gctggactcc  gacggctcct  tcttcctcta  cagcaggcta  540

[1480] accgtggaca  agagcaggtg  gcaggagggg  aatgtcttct  catgctccgt  gatgcatgag  600

[1481] gctctgcaca  accactacac  acagaagagc  ctctccctgt  ctctgggtaa  a  651

[1482] <210>  97

[1483] <211>  217

[1484] <212>  PRT

[1485] <213> 人工序列

[1486] <220>

[1487] <223>  突变IgG4  Fc  (N297A)氨基酸序列

[1488] <400>  97

[1489] Ala  Pro  Glu  Phe  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys

[1490] 1               5                   10                  15

[1491] Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val

[1492]             20                  25                  30

[1493] Val  Val  Asp  Val  Ser  Gln  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr

[1494]         35                  40                  45

[1495] Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu

[1496]     50                  55                  60

[1497] Gln  Phe  Ala  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His

[1498] 65                  70                  75                  80

[1499] Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys

[1500]                 85                  90                  95

[1501] Gly  Leu  Pro  Ser  Ser  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln

[1502]             100                 105                 110

[1503] Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met

[1504]         115                 120                 125

[1505] Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro

[1506]     130                 135                 140

[1507] Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn

[1508] 145                 150                 155                 160

[1509] Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu

[1510]                 165                 170                 175

[1511] Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val
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[1512]             180                 185                 190

[1513] Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln

[1514]         195                 200                 205

[1515] Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Leu  Gly  Lys

[1516]     210                 215

[1517] <210>  98

[1518] <211>  696

[1519] <212>  DNA

[1520] <213> 人工序列

[1521] <220>

[1522] <223>  突变IgG1铰链‑IgG4  Fc核酸序列

[1523] <400>  98

[1524] gagcccaaat  ctgctgacaa  aactcacaca  tgcccaccgt  gcccagcacc  tgagttcctg  60

[1525] gggggaccat  cagtcttcct  gttcccccca  aaacccaagg  acactctcat  gatctcccgg  120

[1526] acccctgagg  tcacgtgcgt  ggtggtggac  gtgagccagg  aagaccccga  ggtccagttc  180

[1527] aactggtacg  tggatggcgt  ggaggtgcat  aatgccaaga  caaagccgcg  ggaggagcag  240

[1528] ttcgctagca  cgtaccgtgt  ggtcagcgtc  ctcaccgtcc  tgcaccagga  ctggctgaac  300

[1529] ggcaaggagt  acaagtgcaa  ggtctccaac  aaaggcctcc  cgtcctccat  cgagaaaacc  360

[1530] atctccaaag  ccaaagggca  gccccgagag  ccacaggtgt  acaccctgcc  cccatcccag  420

[1531] gaggagatga  ccaagaacca  ggtcagcctg  acctgcctgg  tcaaaggctt  ctaccccagc  480

[1532] gacatcgccg  tggagtggga  gagcaatggg  cagccggaga  acaactacaa  gaccacgcct  540

[1533] cccgtgctgg  actccgacgg  ctccttcttc  ctctacagca  ggctaaccgt  ggacaagagc  600

[1534] aggtggcagg  aggggaatgt  cttctcatgc  tccgtgatgc  atgaggctct  gcacaaccac  660

[1535] tacacacaga  agagcctctc  cctgtctctg  ggtaaa  696

[1536] <210>  99

[1537] <211>  232

[1538] <212>  PRT

[1539] <213> 人工序列

[1540] <220>

[1541] <223>  突变IgG1铰链‑IgG4  Fc氨基酸序列

[1542] <400>  99

[1543] Glu  Pro  Lys  Ser  Ala  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala

[1544] 1               5                   10                  15

[1545] Pro  Glu  Phe  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro

[1546]             20                  25                  30

[1547] Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val

[1548]         35                  40                  45

[1549] Val  Asp  Val  Ser  Gln  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val

[1550]     50                  55                  60

[1551] Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln

[1552] 65                  70                  75                  80

[1553] Phe  Ala  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln
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[1554]                 85                  90                  95

[1555] Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Gly

[1556]             100                 105                 110

[1557] Leu  Pro  Ser  Ser  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro

[1558]         115                 120                 125

[1559] Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr

[1560]     130                 135                 140

[1561] Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser

[1562] 145                 150                 155                 160

[1563] Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr

[1564]                 165                 170                 175

[1565] Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr

[1566]             180                 185                 190

[1567] Ser  Arg  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe

[1568]         195                 200                 205

[1569] Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys

[1570]     210                 215                 220

[1571] Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Leu  Gly  Lys

[1572] 225                 230

[1573] <210>  100

[1574] <211>  1547

[1575] <212>  DNA

[1576] <213> 人工序列

[1577] <220>

[1578] <223>  scFv1  MCS‑G4S‑hOKT3  scFv‑IgG1铰链  ‑  IgG4  Fc表达盒

[1579] 核酸序列

[1580] <400>  100

[1581] actagtgcca  ccatggagtt  tgggctgagc  tgggtcttcc  tggtggctat  cttgaagggt  60

[1582] gtccagtgtg  aattcaagct  ttctagaagc  gctgctagcg  gtggaggtgg  atcccaggtc  120

[1583] cagctggtgc  agtcaggggg  gggagtcgtg  cagcccggtc  ggtctctgcg  tctgtcttgt  180

[1584] aaggcatccg  gttatacttt  taccaggtac  acaatgcact  gggtgcggca  ggctcctggc  240

[1585] aagggcctgg  agtggatcgg  ctatatcaac  ccatccaggg  gctacaccaa  ctataatcag  300

[1586] aaggtgaagg  accggttcac  catctctaca  gataagagca  agtctacagc  ctttctgcag  360

[1587] atggactccc  tgagacctga  ggataccggc  gtgtacttct  gcgctcgcta  ctatgacgat  420

[1588] cattactgtc  tggactattg  gggccagggc  accacactga  cagtgtccag  cggaggagga  480

[1589] ggctccggag  gaggaggcag  cggcggcggc  ggctctgaca  tccagatgac  ccagagccca  540

[1590] tcttccctgt  ccgccagcgt  gggcgataga  gtgaccatca  catgctccgc  ctcctcctcc  600

[1591] gtgtcctaca  tgaactggta  tcagcagaca  cccggcaagg  cccctaagag  atggatctac  660

[1592] gatacctcca  agctggcctc  cggagtgccc  tctcgcttct  ctggctccgg  cagcggcaca  720

[1593] gactatacct  ttacaatcag  ctctctgcag  cctgaggata  tcgctaccta  ctattgtcag  780

[1594] cagtggtcca  gcaatccatt  cacctttggc  cagggcacaa  agctgcagat  caccaggctc  840

[1595] gagccaaaga  gcgccgacaa  gacccacaca  tgcccccctt  gtccagctcc  cgagtttctg  900
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[1596] ggcggcccat  ccgtgttcct  gtttccaccc  aagcccaagg  atacactgat  gatcagccgg  960

[1597] accccagagg  tgacatgcgt  ggtggtggac  gtgtctcagg  aggaccccga  ggtgcagttc  1020

[1598] aactggtacg  tggacggcgt  ggaggtgcac  aatgccaaga  ccaagcccag  ggaggagcag  1080

[1599] tttgcttcta  cataccgggt  ggtgtccgtg  ctgaccgtgc  tgcatcagga  ttggctgaac  1140

[1600] ggcaaggagt  ataagtgcaa  ggtgtccaat  aagggcctgc  cttcttccat  cgagaagaca  1200

[1601] atcagcaagg  ctaagggaca  gcctcgcgag  ccacaggtgt  acaccctgcc  tccatctcag  1260

[1602] gaggagatga  caaagaacca  ggtgtccctg  acctgtctgg  tgaagggctt  ctatccctcc  1320

[1603] gacatcgctg  tggagtggga  gagcaatggc  cagcctgaga  acaattacaa  gaccacaccc  1380

[1604] cctgtgctgg  acagcgatgg  ctctttcttt  ctgtatagca  gactgaccgt  ggataagtct  1440

[1605] cgctggcagg  agggcaacgt  gttctcctgt  tccgtgatgc  acgaggcact  gcacaaccac  1500

[1606] tacactcaga  aatcactgtc  actgtccctg  ggcaagtagg  cggccgc  1547

[1607] <210>  101

[1608] <211>  496

[1609] <212>  PRT

[1610] <213> 人工序列

[1611] <220>

[1612] <223>  scFv1  MCS‑G4S‑hOKT3  scFv‑IgG1铰链  ‑  IgG4  Fc表达盒

[1613] 氨基酸序列

[1614] <400>  101

[1615] Met  Glu  Phe  Gly  Leu  Ser  Trp  Val  Phe  Leu  Val  Ala  Ile  Leu  Lys  Gly

[1616] 1               5                   10                  15

[1617] Val  Gln  Cys  Met  Cys  Ser  Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Gly  Gly

[1618]             20                  25                  30

[1619] Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly

[1620]         35                  40                  45

[1621] Tyr  Thr  Phe  Thr  Arg  Tyr  Thr  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly

[1622]     50                  55                  60

[1623] Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile  Gly  Tyr  Ile  Asn  Pro  Ser  Arg  Gly  Tyr  Thr

[1624] 65                  70                  75                  80

[1625] Asn  Tyr  Asn  Gln  Lys  Val  Lys  Asp  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Thr  Asp  Lys

[1626]                 85                  90                  95

[1627] Ser  Lys  Ser  Thr  Ala  Phe  Leu  Gln  Met  Asp  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Asp

[1628]             100                 105                 110

[1629] Thr  Gly  Val  Tyr  Phe  Cys  Ala  Arg  Tyr  Tyr  Asp  Asp  His  Tyr  Cys  Leu

[1630]         115                 120                 125

[1631] Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Leu  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly

[1632]     130                 135                 140

[1633] Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met

[1634] 145                 150                 155                 160

[1635] Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr

[1636]                 165                 170                 175

[1637] Ile  Thr  Cys  Ser  Ala  Ser  Ser  Ser  Val  Ser  Tyr  Met  Asn  Trp  Tyr  Gln
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[1638]             180                 185                 190

[1639] Gln  Thr  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Arg  Trp  Ile  Tyr  Asp  Thr  Ser  Lys

[1640]         195                 200                 205

[1641] Leu  Ala  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr

[1642]     210                 215                 220

[1643] Asp  Tyr  Thr  Phe  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Ile  Ala  Thr

[1644] 225                 230                 235                 240

[1645] Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Trp  Ser  Ser  Asn  Pro  Phe  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly

[1646]                 245                 250                 255

[1647] Thr  Lys  Leu  Gln  Ile  Thr  Arg  Leu  Glu  Pro  Lys  Ser  Ala  Asp  Lys  Thr

[1648]             260                 265                 270

[1649] His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Phe  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser

[1650]         275                 280                 285

[1651] Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg

[1652]     290                 295                 300

[1653] Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  Gln  Glu  Asp  Pro

[1654] 305                 310                 315                 320

[1655] Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala

[1656]                 325                 330                 335

[1657] Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Phe  Ala  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val

[1658]             340                 345                 350

[1659] Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr

[1660]         355                 360                 365

[1661] Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser  Ser  Ile  Glu  Lys  Thr

[1662]     370                 375                 380

[1663] Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu

[1664] 385                 390                 395                 400

[1665] Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys

[1666]                 405                 410                 415

[1667] Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser

[1668]             420                 425                 430

[1669] Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp

[1670]         435                 440                 445

[1671] Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser

[1672]     450                 455                 460

[1673] Arg  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala

[1674] 465                 470                 475                 480

[1675] Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Leu  Gly  Lys

[1676]                 485                 490                 495

[1677] <210>  102

[1678] <211>  1547

[1679] <212>  DNA
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[1680] <213> 人工序列

[1681] <220>

[1682] <223>  scFv1  MCS‑G4S‑mOKT3  scFv‑IgG1铰链  ‑  IgG4  Fc表达盒

[1683] 核酸序列

[1684] <400>  102

[1685] actagtgcca  ccatggagtt  tgggctgagc  tgggtcttcc  tggtggctat  cttgaagggt  60

[1686] gtccagtgtg  aattcaagct  ttctagaagc  gctgctagcg  gtggaggtgg  atcccaggtc  120

[1687] cagctgcagc  agagcggtgc  cgaactggcc  cgtcccggag  caagcgtgaa  aatgtcctgt  180

[1688] aaagcaagtg  gctatacctt  caccaggtac  acaatgcact  gggtgaagca  gaggccagga  240

[1689] cagggcctgg  agtggatcgg  ctatatcaac  ccctctaggg  gctacacaaa  ctataatcag  300

[1690] aagttcaagg  acaaggccac  cctgaccacc  gataagtcca  gctctacagc  ttacatgcag  360

[1691] ctgtccagcc  tgaccagcga  ggactctgcc  gtgtactatt  gcgctagata  ctatgacgat  420

[1692] cattactgtc  tggattattg  gggccagggc  accacactga  cagtgtcttc  cggaggagga  480

[1693] ggcagcggag  gaggaggctc  tggcggcggc  ggctcccaga  tcgtgctgac  ccagtcccca  540

[1694] gctatcatgt  ccgcctcccc  tggagagaag  gtgaccatga  catgcagcgc  cagctcttcc  600

[1695] gtgtcttaca  tgaattggta  tcagcagaag  tccggcacaa  gccctaagag  atggatctac  660

[1696] gacacctcta  agctggcctc  cggagtgcca  gctcactttc  gcggctccgg  cagcggcacc  720

[1697] tcttattccc  tgacaatcag  cggcatggag  gctgaggatg  ccgctaccta  ctattgtcag  780

[1698] cagtggtcat  caaatccttt  caccttcggt  tcagggacaa  aactggagat  caataggctc  840

[1699] gagccaaaga  gcgccgacaa  gacccacaca  tgcccccctt  gtccagctcc  cgagtttctg  900

[1700] ggcggcccat  ccgtgttcct  gtttccaccc  aagcccaagg  atacactgat  gatcagccgg  960

[1701] accccagagg  tgacatgcgt  ggtggtggac  gtgtctcagg  aggaccccga  ggtgcagttc  1020

[1702] aactggtacg  tggacggcgt  ggaggtgcac  aatgccaaga  ccaagcccag  ggaggagcag  1080

[1703] tttgcttcta  cataccgggt  ggtgtccgtg  ctgaccgtgc  tgcatcagga  ttggctgaac  1140

[1704] ggcaaggagt  ataagtgcaa  ggtgtccaat  aagggcctgc  cttcttccat  cgagaagaca  1200

[1705] atcagcaagg  ctaagggaca  gcctcgcgag  ccacaggtgt  acaccctgcc  tccatctcag  1260

[1706] gaggagatga  caaagaacca  ggtgtccctg  acctgtctgg  tgaagggctt  ctatccctcc  1320

[1707] gacatcgctg  tggagtggga  gagcaatggc  cagcctgaga  acaattacaa  gaccacaccc  1380

[1708] cctgtgctgg  acagcgatgg  ctctttcttt  ctgtatagca  gactgaccgt  ggataagtct  1440

[1709] cgctggcagg  agggcaacgt  gttctcctgt  tccgtgatgc  acgaggcact  gcacaaccac  1500

[1710] tacactcaga  aatcactgtc  actgtccctg  ggcaagtagg  cggccgc  1547

[1711] <210>  103

[1712] <211>  496

[1713] <212>  PRT

[1714] <213> 人工序列

[1715] <220>

[1716] <223>  scFv1  MCS‑G4S‑mOKT3  scFv‑IgG1铰链  ‑  IgG4  Fc表达盒

[1717] 氨基酸序列

[1718] <400>  103

[1719] Met  Glu  Phe  Gly  Leu  Ser  Trp  Val  Phe  Leu  Val  Ala  Ile  Leu  Lys  Gly

[1720] 1               5                   10                  15

[1721] Val  Gln  Cys  Met  Cys  Ser  Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu
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[1722]             20                  25                  30

[1723] Leu  Ala  Arg  Pro  Gly  Ala  Ser  Val  Lys  Met  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly

[1724]         35                  40                  45

[1725] Tyr  Thr  Phe  Thr  Arg  Tyr  Thr  Met  His  Trp  Val  Lys  Gln  Arg  Pro  Gly

[1726]     50                  55                  60

[1727] Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile  Gly  Tyr  Ile  Asn  Pro  Ser  Arg  Gly  Tyr  Thr

[1728] 65                  70                  75                  80

[1729] Asn  Tyr  Asn  Gln  Lys  Phe  Lys  Asp  Lys  Ala  Thr  Leu  Thr  Thr  Asp  Lys

[1730]                 85                  90                  95

[1731] Ser  Ser  Ser  Thr  Ala  Tyr  Met  Gln  Leu  Ser  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp

[1732]             100                 105                 110

[1733] Ser  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Arg  Tyr  Tyr  Asp  Asp  His  Tyr  Cys  Leu

[1734]         115                 120                 125

[1735] Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Leu  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly

[1736]     130                 135                 140

[1737] Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gln  Ile  Val  Leu

[1738] 145                 150                 155                 160

[1739] Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Ile  Met  Ser  Ala  Ser  Pro  Gly  Glu  Lys  Val  Thr

[1740]                 165                 170                 175

[1741] Met  Thr  Cys  Ser  Ala  Ser  Ser  Ser  Val  Ser  Tyr  Met  Asn  Trp  Tyr  Gln

[1742]             180                 185                 190

[1743] Gln  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Pro  Lys  Arg  Trp  Ile  Tyr  Asp  Thr  Ser  Lys

[1744]         195                 200                 205

[1745] Leu  Ala  Ser  Gly  Val  Pro  Ala  His  Phe  Arg  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr

[1746]     210                 215                 220

[1747] Ser  Tyr  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Met  Glu  Ala  Glu  Asp  Ala  Ala  Thr

[1748] 225                 230                 235                 240

[1749] Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Trp  Ser  Ser  Asn  Pro  Phe  Thr  Phe  Gly  Ser  Gly

[1750]                 245                 250                 255

[1751] Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Asn  Arg  Leu  Glu  Pro  Lys  Ser  Ala  Asp  Lys  Thr

[1752]             260                 265                 270

[1753] His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Phe  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser

[1754]         275                 280                 285

[1755] Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg

[1756]     290                 295                 300

[1757] Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  Gln  Glu  Asp  Pro

[1758] 305                 310                 315                 320

[1759] Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala

[1760]                 325                 330                 335

[1761] Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Phe  Ala  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val

[1762]             340                 345                 350

[1763] Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr
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[1764]         355                 360                 365

[1765] Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser  Ser  Ile  Glu  Lys  Thr

[1766]     370                 375                 380

[1767] Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu

[1768] 385                 390                 395                 400

[1769] Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys

[1770]                 405                 410                 415

[1771] Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser

[1772]             420                 425                 430

[1773] Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp

[1774]         435                 440                 445

[1775] Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser

[1776]     450                 455                 460

[1777] Arg  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala

[1778] 465                 470                 475                 480

[1779] Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Leu  Gly  Lys

[1780]                 485                 490                 495

[1781] <210>  104

[1782] <211>  2265

[1783] <212>  DNA

[1784] <213> 人工序列

[1785] <220>

[1786] <223>  抗PSMA  &  hOKT3双特异性Ab核酸序列  (gy1‑2)

[1787] <400>  104

[1788] atggagtttg  ggctgagctg  ggtcttcctg  gtggctatct  tgaagggtgt  ccagtgtgaa  60

[1789] ttccagtctg  tgctgactca  gccgccctca  gtgtctgggg  ccccagggca  gagtgtcatt  120

[1790] atctcctgca  ctgggagcag  ctccaacatc  ggggcaggtt  ctcatgtaca  ctggtaccag  180

[1791] caggttccag  gaacagcccc  caaactcctc  atctatgaaa  acaccaatcg  gccctcaggg  240

[1792] gtccctgacc  gattctctgg  ctccaagtct  ggcacctcag  gttccctggc  catcactgga  300

[1793] ctccagcctg  aggatgaggc  tgattattat  tgtgcaacat  gggatgacag  tctgaatggt  360

[1794] gtaatattcg  gcggagggac  caaggccacc  gtcctaggcg  gatcctctag  gtcaagttcc  420

[1795] agcggcggcg  gtggcagcgg  aggcggcggt  gaggtgcagc  tggtggagtc  tgggggagcc  480

[1796] ctggccaagc  ctggggggtc  cctgagactc  tcctgtgcag  cctctggatt  caccctcagt  540

[1797] ggctatgcta  tgcactgggt  ccgccaggct  ccaggcaagg  ggctggagtg  ggtggcagtt  600

[1798] atatcatatg  atggaagcaa  taaatactac  gcagactccg  tgaagggccg  attcaccgtc  660

[1799] tccagagaca  attccaagaa  cacgctgttt  ctgcaaatga  acagcctgag  acctgaggac  720

[1800] acggctgtgt  actattgtgc  taaaggcctt  acctggggac  tcggtgacaa  tgatgctctc  780

[1801] gatatctggg  gccccgggac  cacggtcacc  gtctcctcag  ctagcggtgg  aggtggatcc  840

[1802] caggtccagc  tggtgcagtc  agggggggga  gtcgtgcagc  ccggtcggtc  tctgcgtctg  900

[1803] tcttgtaagg  catccggtta  tacttttacc  aggtacacaa  tgcactgggt  gcggcaggct  960

[1804] cctggcaagg  gcctggagtg  gatcggctat  atcaacccat  ccaggggcta  caccaactat  1020

[1805] aatcagaagg  tgaaggaccg  gttcaccatc  tctacagata  agagcaagtc  tacagccttt  1080
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[1806] ctgcagatgg  actccctgag  acctgaggat  accggcgtgt  acttctgcgc  tcgctactat  1140

[1807] gacgatcatt  actgtctgga  ctattggggc  cagggcacca  cactgacagt  gtccagcgga  1200

[1808] ggaggaggct  ccggaggagg  aggcagcggc  ggcggcggct  ctgacatcca  gatgacccag  1260

[1809] agcccatctt  ccctgtccgc  cagcgtgggc  gatagagtga  ccatcacatg  ctccgcctcc  1320

[1810] tcctccgtgt  cctacatgaa  ctggtatcag  cagacacccg  gcaaggcccc  taagagatgg  1380

[1811] atctacgata  cctccaagct  ggcctccgga  gtgccctctc  gcttctctgg  ctccggcagc  1440

[1812] ggcacagact  atacctttac  aatcagctct  ctgcagcctg  aggatatcgc  tacctactat  1500

[1813] tgtcagcagt  ggtccagcaa  tccattcacc  tttggccagg  gcacaaagct  gcagatcacc  1560

[1814] aggctcgagc  caaagagcgc  cgacaagacc  cacacatgcc  ccccttgtcc  agctcccgag  1620

[1815] tttctgggcg  gcccatccgt  gttcctgttt  ccacccaagc  ccaaggatac  actgatgatc  1680

[1816] agccggaccc  cagaggtgac  atgcgtggtg  gtggacgtgt  ctcaggagga  ccccgaggtg  1740

[1817] cagttcaact  ggtacgtgga  cggcgtggag  gtgcacaatg  ccaagaccaa  gcccagggag  1800

[1818] gagcagtttg  cttctacata  ccgggtggtg  tccgtgctga  ccgtgctgca  tcaggattgg  1860

[1819] ctgaacggca  aggagtataa  gtgcaaggtg  tccaataagg  gcctgccttc  ttccatcgag  1920

[1820] aagacaatca  gcaaggctaa  gggacagcct  cgcgagccac  aggtgtacac  cctgcctcca  1980

[1821] tctcaggagg  agatgacaaa  gaaccaggtg  tccctgacct  gtctggtgaa  gggcttctat  2040

[1822] ccctccgaca  tcgctgtgga  gtgggagagc  aatggccagc  ctgagaacaa  ttacaagacc  2100

[1823] acaccccctg  tgctggacag  cgatggctct  ttctttctgt  atagcagact  gaccgtggat  2160

[1824] aagtctcgct  ggcaggaggg  caacgtgttc  tcctgttccg  tgatgcacga  ggcactgcac  2220

[1825] aaccactaca  ctcagaaatc  actgtcactg  tccctgggca  agtag  2265

[1826] <210>  105

[1827] <211>  754

[1828] <212>  PRT

[1829] <213> 人工序列

[1830] <220>

[1831] <223>  抗PSMA  &  hOKT3双特异性Ab氨基酸序列  (gy1‑2)

[1832] <400>  105

[1833] Met  Glu  Phe  Gly  Leu  Ser  Trp  Val  Phe  Leu  Val  Ala  Ile  Leu  Lys  Gly

[1834] 1               5                   10                  15

[1835] Val  Gln  Cys  Glu  Phe  Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser

[1836]             20                  25                  30

[1837] Gly  Ala  Pro  Gly  Gln  Ser  Val  Ile  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Ser  Ser  Ser

[1838]         35                  40                  45

[1839] Asn  Ile  Gly  Ala  Gly  Ser  His  Val  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Val  Pro  Gly

[1840]     50                  55                  60

[1841] Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Glu  Asn  Thr  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly

[1842] 65                  70                  75                  80

[1843] Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Gly  Ser  Leu

[1844]                 85                  90                  95

[1845] Ala  Ile  Thr  Gly  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala

[1846]             100                 105                 110

[1847] Thr  Trp  Asp  Asp  Ser  Leu  Asn  Gly  Val  Ile  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys
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[1848]         115                 120                 125

[1849] Ala  Thr  Val  Leu  Gly  Gly  Ser  Ser  Arg  Ser  Ser  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly

[1850]     130                 135                 140

[1851] Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Ala

[1852] 145                 150                 155                 160

[1853] Leu  Ala  Lys  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly

[1854]                 165                 170                 175

[1855] Phe  Thr  Leu  Ser  Gly  Tyr  Ala  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly

[1856]             180                 185                 190

[1857] Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Val  Ile  Ser  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys

[1858]         195                 200                 205

[1859] Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Val  Ser  Arg  Asp  Asn

[1860]     210                 215                 220

[1861] Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Phe  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Asp

[1862] 225                 230                 235                 240

[1863] Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Lys  Gly  Leu  Thr  Trp  Gly  Leu  Gly  Asp

[1864]                 245                 250                 255

[1865] Asn  Asp  Ala  Leu  Asp  Ile  Trp  Gly  Pro  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser

[1866]             260                 265                 270

[1867] Ser  Ala  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly

[1868]         275                 280                 285

[1869] Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Lys  Ala

[1870]     290                 295                 300

[1871] Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Arg  Tyr  Thr  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala

[1872] 305                 310                 315                 320

[1873] Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile  Gly  Tyr  Ile  Asn  Pro  Ser  Arg  Gly

[1874]                 325                 330                 335

[1875] Tyr  Thr  Asn  Tyr  Asn  Gln  Lys  Val  Lys  Asp  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Thr

[1876]             340                 345                 350

[1877] Asp  Lys  Ser  Lys  Ser  Thr  Ala  Phe  Leu  Gln  Met  Asp  Ser  Leu  Arg  Pro

[1878]         355                 360                 365

[1879] Glu  Asp  Thr  Gly  Val  Tyr  Phe  Cys  Ala  Arg  Tyr  Tyr  Asp  Asp  His  Tyr

[1880]     370                 375                 380

[1881] Cys  Leu  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Leu  Thr  Val  Ser  Ser  Gly

[1882] 385                 390                 395                 400

[1883] Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile

[1884]                 405                 410                 415

[1885] Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg

[1886]             420                 425                 430

[1887] Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Ser  Ala  Ser  Ser  Ser  Val  Ser  Tyr  Met  Asn  Trp

[1888]         435                 440                 445

[1889] Tyr  Gln  Gln  Thr  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Arg  Trp  Ile  Tyr  Asp  Thr

序　列　表 45/56 页

148

CN 109641037 B

149



[1890]     450                 455                 460

[1891] Ser  Lys  Leu  Ala  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser

[1892] 465                 470                 475                 480

[1893] Gly  Thr  Asp  Tyr  Thr  Phe  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Ile

[1894]                 485                 490                 495

[1895] Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Trp  Ser  Ser  Asn  Pro  Phe  Thr  Phe  Gly

[1896]             500                 505                 510

[1897] Gln  Gly  Thr  Lys  Leu  Gln  Ile  Thr  Arg  Leu  Glu  Pro  Lys  Ser  Ala  Asp

[1898]         515                 520                 525

[1899] Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Phe  Leu  Gly  Gly

[1900]     530                 535                 540

[1901] Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile

[1902] 545                 550                 555                 560

[1903] Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  Gln  Glu

[1904]                 565                 570                 575

[1905] Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His

[1906]             580                 585                 590

[1907] Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Phe  Ala  Ser  Thr  Tyr  Arg

[1908]         595                 600                 605

[1909] Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys

[1910]     610                 615                 620

[1911] Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser  Ser  Ile  Glu

[1912] 625                 630                 635                 640

[1913] Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr

[1914]                 645                 650                 655

[1915] Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu

[1916]             660                 665                 670

[1917] Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp

[1918]         675                 680                 685

[1919] Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val

[1920]     690                 695                 700

[1921] Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr  Val  Asp

[1922] 705                 710                 715                 720

[1923] Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His

[1924]                 725                 730                 735

[1925] Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Leu

[1926]             740                 745                 750

[1927] Gly  Lys

[1928] <210>  106

[1929] <211>  735

[1930] <212>  PRT

[1931] <213> 人工序列
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[1932] <220>

[1933] <223>  抗PSMA  &  hOKT3双特异性Ab氨基酸序列  (gy1‑2)

[1934] 不含信号肽

[1935] <400>  106

[1936] Glu  Phe  Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Gly  Ala  Pro

[1937] 1               5                   10                  15

[1938] Gly  Gln  Ser  Val  Ile  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly

[1939]             20                  25                  30

[1940] Ala  Gly  Ser  His  Val  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Val  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro

[1941]         35                  40                  45

[1942] Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Glu  Asn  Thr  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp

[1943]     50                  55                  60

[1944] Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Gly  Ser  Leu  Ala  Ile  Thr

[1945] 65                  70                  75                  80

[1946] Gly  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Thr  Trp  Asp

[1947]                 85                  90                  95

[1948] Asp  Ser  Leu  Asn  Gly  Val  Ile  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Ala  Thr  Val

[1949]             100                 105                 110

[1950] Leu  Gly  Gly  Ser  Ser  Arg  Ser  Ser  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

[1951]         115                 120                 125

[1952] Gly  Gly  Gly  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Ala  Leu  Ala  Lys

[1953]     130                 135                 140

[1954] Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Leu

[1955] 145                 150                 155                 160

[1956] Ser  Gly  Tyr  Ala  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu

[1957]                 165                 170                 175

[1958] Glu  Trp  Val  Ala  Val  Ile  Ser  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala

[1959]             180                 185                 190

[1960] Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Val  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn

[1961]         195                 200                 205

[1962] Thr  Leu  Phe  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Asp  Thr  Ala  Val

[1963]     210                 215                 220

[1964] Tyr  Tyr  Cys  Ala  Lys  Gly  Leu  Thr  Trp  Gly  Leu  Gly  Asp  Asn  Asp  Ala

[1965] 225                 230                 235                 240

[1966] Leu  Asp  Ile  Trp  Gly  Pro  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser

[1967]                 245                 250                 255

[1968] Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Gly  Gly  Val

[1969]             260                 265                 270

[1970] Val  Gln  Pro  Gly  Arg  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr

[1971]         275                 280                 285

[1972] Thr  Phe  Thr  Arg  Tyr  Thr  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys

[1973]     290                 295                 300

序　列　表 47/56 页

150

CN 109641037 B

151



[1974] Gly  Leu  Glu  Trp  Ile  Gly  Tyr  Ile  Asn  Pro  Ser  Arg  Gly  Tyr  Thr  Asn

[1975] 305                 310                 315                 320

[1976] Tyr  Asn  Gln  Lys  Val  Lys  Asp  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Thr  Asp  Lys  Ser

[1977]                 325                 330                 335

[1978] Lys  Ser  Thr  Ala  Phe  Leu  Gln  Met  Asp  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Asp  Thr

[1979]             340                 345                 350

[1980] Gly  Val  Tyr  Phe  Cys  Ala  Arg  Tyr  Tyr  Asp  Asp  His  Tyr  Cys  Leu  Asp

[1981]         355                 360                 365

[1982] Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Leu  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

[1983]     370                 375                 380

[1984] Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr

[1985] 385                 390                 395                 400

[1986] Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile

[1987]                 405                 410                 415

[1988] Thr  Cys  Ser  Ala  Ser  Ser  Ser  Val  Ser  Tyr  Met  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln

[1989]             420                 425                 430

[1990] Thr  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Arg  Trp  Ile  Tyr  Asp  Thr  Ser  Lys  Leu

[1991]         435                 440                 445

[1992] Ala  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp

[1993]     450                 455                 460

[1994] Tyr  Thr  Phe  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Ile  Ala  Thr  Tyr

[1995] 465                 470                 475                 480

[1996] Tyr  Cys  Gln  Gln  Trp  Ser  Ser  Asn  Pro  Phe  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr

[1997]                 485                 490                 495

[1998] Lys  Leu  Gln  Ile  Thr  Arg  Leu  Glu  Pro  Lys  Ser  Ala  Asp  Lys  Thr  His

[1999]             500                 505                 510

[2000] Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Phe  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val

[2001]         515                 520                 525

[2002] Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr

[2003]     530                 535                 540

[2004] Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  Gln  Glu  Asp  Pro  Glu

[2005] 545                 550                 555                 560

[2006] Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys

[2007]                 565                 570                 575

[2008] Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Phe  Ala  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser

[2009]             580                 585                 590

[2010] Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys

[2011]         595                 600                 605

[2012] Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser  Ser  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile

[2013]     610                 615                 620

[2014] Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro

[2015] 625                 630                 635                 640
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[2016] Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu

[2017]                 645                 650                 655

[2018] Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn

[2019]             660                 665                 670

[2020] Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser

[2021]         675                 680                 685

[2022] Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg

[2023]     690                 695                 700

[2024] Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu

[2025] 705                 710                 715                 720

[2026] His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Leu  Gly  Lys

[2027]                 725                 730                 735

[2028] <210>  107

[2029] <211>  2265

[2030] <212>  DNA

[2031] <213> 人工序列

[2032] <220>

[2033] <223>  抗PSMA  &  mOKT3双特异性Ab核酸序列  (gy1‑2)

[2034] <400>  107

[2035] atggagtttg  ggctgagctg  ggtcttcctg  gtggctatct  tgaagggtgt  ccagtgtgaa  60

[2036] ttccagtctg  tgctgactca  gccgccctca  gtgtctgggg  ccccagggca  gagtgtcatt  120

[2037] atctcctgca  ctgggagcag  ctccaacatc  ggggcaggtt  ctcatgtaca  ctggtaccag  180

[2038] caggttccag  gaacagcccc  caaactcctc  atctatgaaa  acaccaatcg  gccctcaggg  240

[2039] gtccctgacc  gattctctgg  ctccaagtct  ggcacctcag  gttccctggc  catcactgga  300

[2040] ctccagcctg  aggatgaggc  tgattattat  tgtgcaacat  gggatgacag  tctgaatggt  360

[2041] gtaatattcg  gcggagggac  caaggccacc  gtcctaggcg  gatcctctag  gtcaagttcc  420

[2042] agcggcggcg  gtggcagcgg  aggcggcggt  gaggtgcagc  tggtggagtc  tgggggagcc  480

[2043] ctggccaagc  ctggggggtc  cctgagactc  tcctgtgcag  cctctggatt  caccctcagt  540

[2044] ggctatgcta  tgcactgggt  ccgccaggct  ccaggcaagg  ggctggagtg  ggtggcagtt  600

[2045] atatcatatg  atggaagcaa  taaatactac  gcagactccg  tgaagggccg  attcaccgtc  660

[2046] tccagagaca  attccaagaa  cacgctgttt  ctgcaaatga  acagcctgag  acctgaggac  720

[2047] acggctgtgt  actattgtgc  taaaggcctt  acctggggac  tcggtgacaa  tgatgctctc  780

[2048] gatatctggg  gccccgggac  cacggtcacc  gtctcctcag  ctagcggtgg  aggtggatcc  840

[2049] caggtccagc  tgcagcagag  cggtgccgaa  ctggcccgtc  ccggagcaag  cgtgaaaatg  900

[2050] tcctgtaaag  caagtggcta  taccttcacc  aggtacacaa  tgcactgggt  gaagcagagg  960

[2051] ccaggacagg  gcctggagtg  gatcggctat  atcaacccct  ctaggggcta  cacaaactat  1020

[2052] aatcagaagt  tcaaggacaa  ggccaccctg  accaccgata  agtccagctc  tacagcttac  1080

[2053] atgcagctgt  ccagcctgac  cagcgaggac  tctgccgtgt  actattgcgc  tagatactat  1140

[2054] gacgatcatt  actgtctgga  ttattggggc  cagggcacca  cactgacagt  gtcttccgga  1200

[2055] ggaggaggca  gcggaggagg  aggctctggc  ggcggcggct  cccagatcgt  gctgacccag  1260

[2056] tccccagcta  tcatgtccgc  ctcccctgga  gagaaggtga  ccatgacatg  cagcgccagc  1320

[2057] tcttccgtgt  cttacatgaa  ttggtatcag  cagaagtccg  gcacaagccc  taagagatgg  1380
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[2058] atctacgaca  cctctaagct  ggcctccgga  gtgccagctc  actttcgcgg  ctccggcagc  1440

[2059] ggcacctctt  attccctgac  aatcagcggc  atggaggctg  aggatgccgc  tacctactat  1500

[2060] tgtcagcagt  ggtcatcaaa  tcctttcacc  ttcggttcag  ggacaaaact  ggagatcaat  1560

[2061] aggctcgagc  caaagagcgc  cgacaagacc  cacacatgcc  ccccttgtcc  agctcccgag  1620

[2062] tttctgggcg  gcccatccgt  gttcctgttt  ccacccaagc  ccaaggatac  actgatgatc  1680

[2063] agccggaccc  cagaggtgac  atgcgtggtg  gtggacgtgt  ctcaggagga  ccccgaggtg  1740

[2064] cagttcaact  ggtacgtgga  cggcgtggag  gtgcacaatg  ccaagaccaa  gcccagggag  1800

[2065] gagcagtttg  cttctacata  ccgggtggtg  tccgtgctga  ccgtgctgca  tcaggattgg  1860

[2066] ctgaacggca  aggagtataa  gtgcaaggtg  tccaataagg  gcctgccttc  ttccatcgag  1920

[2067] aagacaatca  gcaaggctaa  gggacagcct  cgcgagccac  aggtgtacac  cctgcctcca  1980

[2068] tctcaggagg  agatgacaaa  gaaccaggtg  tccctgacct  gtctggtgaa  gggcttctat  2040

[2069] ccctccgaca  tcgctgtgga  gtgggagagc  aatggccagc  ctgagaacaa  ttacaagacc  2100

[2070] acaccccctg  tgctggacag  cgatggctct  ttctttctgt  atagcagact  gaccgtggat  2160

[2071] aagtctcgct  ggcaggaggg  caacgtgttc  tcctgttccg  tgatgcacga  ggcactgcac  2220

[2072] aaccactaca  ctcagaaatc  actgtcactg  tccctgggca  agtag  2265

[2073] <210>  108

[2074] <211>  754

[2075] <212>  PRT

[2076] <213> 人工序列

[2077] <220>

[2078] <223>  抗PSMA  &  mOKT3双特异性Ab氨基酸序列  (gy1‑2)

[2079] <400>  108

[2080] Met  Glu  Phe  Gly  Leu  Ser  Trp  Val  Phe  Leu  Val  Ala  Ile  Leu  Lys  Gly

[2081] 1               5                   10                  15

[2082] Val  Gln  Cys  Glu  Phe  Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser

[2083]             20                  25                  30

[2084] Gly  Ala  Pro  Gly  Gln  Ser  Val  Ile  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Ser  Ser  Ser

[2085]         35                  40                  45

[2086] Asn  Ile  Gly  Ala  Gly  Ser  His  Val  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Val  Pro  Gly

[2087]     50                  55                  60

[2088] Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Glu  Asn  Thr  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly

[2089] 65                  70                  75                  80

[2090] Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Gly  Ser  Leu

[2091]                 85                  90                  95

[2092] Ala  Ile  Thr  Gly  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala

[2093]             100                 105                 110

[2094] Thr  Trp  Asp  Asp  Ser  Leu  Asn  Gly  Val  Ile  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys

[2095]         115                 120                 125

[2096] Ala  Thr  Val  Leu  Gly  Gly  Ser  Ser  Arg  Ser  Ser  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly

[2097]     130                 135                 140

[2098] Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Ala

[2099] 145                 150                 155                 160
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[2100] Leu  Ala  Lys  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly

[2101]                 165                 170                 175

[2102] Phe  Thr  Leu  Ser  Gly  Tyr  Ala  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly

[2103]             180                 185                 190

[2104] Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Val  Ile  Ser  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys

[2105]         195                 200                 205

[2106] Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Val  Ser  Arg  Asp  Asn

[2107]     210                 215                 220

[2108] Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Phe  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Asp

[2109] 225                 230                 235                 240

[2110] Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Lys  Gly  Leu  Thr  Trp  Gly  Leu  Gly  Asp

[2111]                 245                 250                 255

[2112] Asn  Asp  Ala  Leu  Asp  Ile  Trp  Gly  Pro  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser

[2113]             260                 265                 270

[2114] Ser  Ala  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly

[2115]         275                 280                 285

[2116] Ala  Glu  Leu  Ala  Arg  Pro  Gly  Ala  Ser  Val  Lys  Met  Ser  Cys  Lys  Ala

[2117]     290                 295                 300

[2118] Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Arg  Tyr  Thr  Met  His  Trp  Val  Lys  Gln  Arg

[2119] 305                 310                 315                 320

[2120] Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile  Gly  Tyr  Ile  Asn  Pro  Ser  Arg  Gly

[2121]                 325                 330                 335

[2122] Tyr  Thr  Asn  Tyr  Asn  Gln  Lys  Phe  Lys  Asp  Lys  Ala  Thr  Leu  Thr  Thr

[2123]             340                 345                 350

[2124] Asp  Lys  Ser  Ser  Ser  Thr  Ala  Tyr  Met  Gln  Leu  Ser  Ser  Leu  Thr  Ser

[2125]         355                 360                 365

[2126] Glu  Asp  Ser  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Arg  Tyr  Tyr  Asp  Asp  His  Tyr

[2127]     370                 375                 380

[2128] Cys  Leu  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Leu  Thr  Val  Ser  Ser  Gly

[2129] 385                 390                 395                 400

[2130] Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gln  Ile

[2131]                 405                 410                 415

[2132] Val  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Ile  Met  Ser  Ala  Ser  Pro  Gly  Glu  Lys

[2133]             420                 425                 430

[2134] Val  Thr  Met  Thr  Cys  Ser  Ala  Ser  Ser  Ser  Val  Ser  Tyr  Met  Asn  Trp

[2135]         435                 440                 445

[2136] Tyr  Gln  Gln  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Pro  Lys  Arg  Trp  Ile  Tyr  Asp  Thr

[2137]     450                 455                 460

[2138] Ser  Lys  Leu  Ala  Ser  Gly  Val  Pro  Ala  His  Phe  Arg  Gly  Ser  Gly  Ser

[2139] 465                 470                 475                 480

[2140] Gly  Thr  Ser  Tyr  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Met  Glu  Ala  Glu  Asp  Ala

[2141]                 485                 490                 495
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[2142] Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Trp  Ser  Ser  Asn  Pro  Phe  Thr  Phe  Gly

[2143]             500                 505                 510

[2144] Ser  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Asn  Arg  Leu  Glu  Pro  Lys  Ser  Ala  Asp

[2145]         515                 520                 525

[2146] Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Phe  Leu  Gly  Gly

[2147]     530                 535                 540

[2148] Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile

[2149] 545                 550                 555                 560

[2150] Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  Gln  Glu

[2151]                 565                 570                 575

[2152] Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His

[2153]             580                 585                 590

[2154] Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Phe  Ala  Ser  Thr  Tyr  Arg

[2155]         595                 600                 605

[2156] Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys

[2157]     610                 615                 620

[2158] Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser  Ser  Ile  Glu

[2159] 625                 630                 635                 640

[2160] Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr

[2161]                 645                 650                 655

[2162] Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu

[2163]             660                 665                 670

[2164] Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp

[2165]         675                 680                 685

[2166] Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val

[2167]     690                 695                 700

[2168] Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr  Val  Asp

[2169] 705                 710                 715                 720

[2170] Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His

[2171]                 725                 730                 735

[2172] Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Leu

[2173]             740                 745                 750

[2174] Gly  Lys

[2175] <210>  109

[2176] <211>  735

[2177] <212>  PRT

[2178] <213> 人工序列

[2179] <220>

[2180] <223>  抗PSMA  &  mOKT3双特异性Ab氨基酸序列  (gy1‑2)

[2181] <400>  109

[2182] Glu  Phe  Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Gly  Ala  Pro

[2183] 1               5                   10                  15
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[2184] Gly  Gln  Ser  Val  Ile  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly

[2185]             20                  25                  30

[2186] Ala  Gly  Ser  His  Val  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Val  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro

[2187]         35                  40                  45

[2188] Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Glu  Asn  Thr  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp

[2189]     50                  55                  60

[2190] Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Gly  Ser  Leu  Ala  Ile  Thr

[2191] 65                  70                  75                  80

[2192] Gly  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Thr  Trp  Asp

[2193]                 85                  90                  95

[2194] Asp  Ser  Leu  Asn  Gly  Val  Ile  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Ala  Thr  Val

[2195]             100                 105                 110

[2196] Leu  Gly  Gly  Ser  Ser  Arg  Ser  Ser  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

[2197]         115                 120                 125

[2198] Gly  Gly  Gly  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Ala  Leu  Ala  Lys

[2199]     130                 135                 140

[2200] Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Leu

[2201] 145                 150                 155                 160

[2202] Ser  Gly  Tyr  Ala  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu

[2203]                 165                 170                 175

[2204] Glu  Trp  Val  Ala  Val  Ile  Ser  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala

[2205]             180                 185                 190

[2206] Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Val  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn

[2207]         195                 200                 205

[2208] Thr  Leu  Phe  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Asp  Thr  Ala  Val

[2209]     210                 215                 220

[2210] Tyr  Tyr  Cys  Ala  Lys  Gly  Leu  Thr  Trp  Gly  Leu  Gly  Asp  Asn  Asp  Ala

[2211] 225                 230                 235                 240

[2212] Leu  Asp  Ile  Trp  Gly  Pro  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser

[2213]                 245                 250                 255

[2214] Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Leu

[2215]             260                 265                 270

[2216] Ala  Arg  Pro  Gly  Ala  Ser  Val  Lys  Met  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr

[2217]         275                 280                 285

[2218] Thr  Phe  Thr  Arg  Tyr  Thr  Met  His  Trp  Val  Lys  Gln  Arg  Pro  Gly  Gln

[2219]     290                 295                 300

[2220] Gly  Leu  Glu  Trp  Ile  Gly  Tyr  Ile  Asn  Pro  Ser  Arg  Gly  Tyr  Thr  Asn

[2221] 305                 310                 315                 320

[2222] Tyr  Asn  Gln  Lys  Phe  Lys  Asp  Lys  Ala  Thr  Leu  Thr  Thr  Asp  Lys  Ser

[2223]                 325                 330                 335

[2224] Ser  Ser  Thr  Ala  Tyr  Met  Gln  Leu  Ser  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser

[2225]             340                 345                 350

序　列　表 53/56 页

156

CN 109641037 B

157



[2226] Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Arg  Tyr  Tyr  Asp  Asp  His  Tyr  Cys  Leu  Asp

[2227]         355                 360                 365

[2228] Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Leu  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

[2229]     370                 375                 380

[2230] Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gln  Ile  Val  Leu  Thr

[2231] 385                 390                 395                 400

[2232] Gln  Ser  Pro  Ala  Ile  Met  Ser  Ala  Ser  Pro  Gly  Glu  Lys  Val  Thr  Met

[2233]                 405                 410                 415

[2234] Thr  Cys  Ser  Ala  Ser  Ser  Ser  Val  Ser  Tyr  Met  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln

[2235]             420                 425                 430

[2236] Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Pro  Lys  Arg  Trp  Ile  Tyr  Asp  Thr  Ser  Lys  Leu

[2237]         435                 440                 445

[2238] Ala  Ser  Gly  Val  Pro  Ala  His  Phe  Arg  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Ser

[2239]     450                 455                 460

[2240] Tyr  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Met  Glu  Ala  Glu  Asp  Ala  Ala  Thr  Tyr

[2241] 465                 470                 475                 480

[2242] Tyr  Cys  Gln  Gln  Trp  Ser  Ser  Asn  Pro  Phe  Thr  Phe  Gly  Ser  Gly  Thr

[2243]                 485                 490                 495

[2244] Lys  Leu  Glu  Ile  Asn  Arg  Leu  Glu  Pro  Lys  Ser  Ala  Asp  Lys  Thr  His

[2245]             500                 505                 510

[2246] Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Phe  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val

[2247]         515                 520                 525

[2248] Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr

[2249]     530                 535                 540

[2250] Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  Gln  Glu  Asp  Pro  Glu

[2251] 545                 550                 555                 560

[2252] Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys

[2253]                 565                 570                 575

[2254] Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Phe  Ala  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser

[2255]             580                 585                 590

[2256] Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys

[2257]         595                 600                 605

[2258] Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser  Ser  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile

[2259]     610                 615                 620

[2260] Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro

[2261] 625                 630                 635                 640

[2262] Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu

[2263]                 645                 650                 655

[2264] Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn

[2265]             660                 665                 670

[2266] Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser

[2267]         675                 680                 685
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[2268] Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg

[2269]     690                 695                 700

[2270] Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu

[2271] 705                 710                 715                 720

[2272] His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Leu  Gly  Lys

[2273]                 725                 730                 735

[2274] <210>  110

[2275] <211>  1184

[2276] <212>  DNA

[2277] <213>  智人

[2278] <400>  110

[2279] cgtgaggctc  cggtgcccgt  cagtgggcag  agcgcacatc  gcccacagtc  cccgagaagt  60

[2280] tggggggagg  ggtcggcaat  tgaaccggtg  cctagagaag  gtggcgcggg  gtaaactggg  120

[2281] aaagtgatgt  cgtgtactgg  ctccgccttt  ttcccgaggg  tgggggagaa  ccgtatataa  180

[2282] gtgcagtagt  cgccgtgaac  gttctttttc  gcaacgggtt  tgccgccaga  acacaggtaa  240

[2283] gtgccgtgtg  tggttcccgc  gggcctggcc  tctttacggg  ttatggccct  tgcgtgcctt  300

[2284] gaattacttc  cacctggctg  cagtacgtga  ttcttgatcc  cgagcttcgg  gttggaagtg  360

[2285] ggtgggagag  ttcgaggcct  tgcgcttaag  gagccccttc  gcctcgtgct  tgagttgagg  420

[2286] cctggcctgg  gcgctggggc  cgccgcgtgc  gaatctggtg  gcaccttcgc  gcctgtctcg  480

[2287] ctgctttcga  taagtctcta  gccatttaaa  atttttgatg  acctgctgcg  acgctttttt  540

[2288] tctggcaaga  tagtcttgta  aatgcgggcc  aagatctgca  cactggtatt  tcggtttttg  600

[2289] gggccgcggg  cggcgacggg  gcccgtgcgt  cccagcgcac  atgttcggcg  aggcggggcc  660

[2290] tgcgagcgcg  gccaccgaga  atcggacggg  ggtagtctca  agctggccgg  cctgctctgg  720

[2291] tgcctggcct  cgcgccgccg  tgtatcgccc  cgccctgggc  ggcaaggctg  gcccggtcgg  780

[2292] caccagttgc  gtgagcggaa  agatggccgc  ttcccggccc  tgctgcaggg  agctcaaaat  840

[2293] ggaggacgcg  gcgctcggga  gagcgggcgg  gtgagtcacc  cacacaaagg  aaaagggcct  900

[2294] ttccgtcctc  agccgtcgct  tcatgtgact  ccacggagta  ccgggcgccg  tccaggcacc  960

[2295] tcgattagtt  ctcgagcttt  tggagtacgt  cgtctttagg  ttggggggag  gggttttatg  1020

[2296] cgatggagtt  tccccacact  gagtgggtgg  agactgaagt  taggccagct  tggcacttga  1080

[2297] tgtaattctc  cttggaattt  gccctttttg  agtttggatc  ttggttcatt  ctcaagcctc  1140

[2298] agacagtggt  tcaaagtttt  tttcttccat  ttcaggtgtc  gtga  1184

[2299] <210>  111

[2300] <211>  21

[2301] <212>  DNA

[2302] <213> 人工序列

[2303] <220>

[2304] <223>  引物

[2305] <400>  111

[2306] gactacaagg  acgacgatga  c  21

[2307] <210>  112

[2308] <211>  25

[2309] <212>  DNA
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[2310] <213> 人工序列

[2311] <220>

[2312] <223>  引物

[2313] <400>  112

[2314] agtagaatca  agacctagta  gaggg  25

[2315] <210>  113

[2316] <211>  19

[2317] <212>  DNA

[2318] <213> 人工序列

[2319] <220>

[2320] <223>  引物

[2321] <400>  113

[2322] ctattgccag  cattgctgc  19

[2323] <210>  114

[2324] <211>  20

[2325] <212>  DNA

[2326] <213> 人工序列

[2327] <220>

[2328] <223>  引物

[2329] <400>  114

[2330] atagggacct  agacttcagg  20

[2331] <210>  115

[2332] <211>  20

[2333] <212>  DNA

[2334] <213> 人工序列

[2335] <220>

[2336] <223>  引物

[2337] <400>  115

[2338] ccttctactc  ctcctacacc  20

[2339] <210>  116

[2340] <211>  19

[2341] <212>  DNA

[2342] <213> 人工序列

[2343] <220>

[2344] <223>  引物

[2345] <400>  116

[2346] ggagggcgtg  aatgtaagc  19
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