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(57)摘要

本發明係關於一種具對人類CD52結合專一性的人類化免疫球蛋白、老鼠單株抗體及嵌合抗 

體，本發明進一步係關於一種人類化免疫球蛋白輕鏈及人類化免疫球蛋白重鏈，本發明亦關於包含 

編碼人類化免疫球蛋白或免疫球蛋白輕鏈或重鏈的序列的分離核酸、重組載體及宿主細胞，及關於 

一種製備人類化免疫球蛋白的方法。該人類化免疫球蛋白可用於醫療應用以治療，例如，自體免疫 

疾病、癌症、非-何杰金氏淋巴瘤、多發性硬化症及慢性淋巴性白血病。

The present invention relates to humanized immunoglobulins, mouse monoclonal antibodies and 
chimeric antibodies that have binding specificity for human CD52. The present invention further relates to 
a humanized immunoglobulin light chain and a humanized immunoglobulin heavy chain. The invention also 
relates to isolated nucleic acids, recombinant vectors and host cells that comprise a sequence which encodes 
a humanized immunoglobulin or immunoglobulin light chain or heavy chain, and to a method of preparing 
a humanized immunoglobulin. The humanized immunoglobulins can be used in therapeutic applications to
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treat, for example, autoimmune disease, cancer, non-Hodgkin's lymphoma, multiple sclerosis and chronic 
lymphocytic leukemia.
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六、發明說明：

本申請案主張申請於2009年5月13日的美國臨時申請案 

61/177,837，優先權，該申請案的揭示係以其全文併入做 

為參考°

【發明所屬之技術領域】

本發明係關於一種具有人類CD52 (HUCD52)結合專一性 

的人類化免疫球蛋白。

【先前技術】

CD52為一種在各種正常及惡性淋巴細胞(例如T及B細 

胞)上大量(500,000 分子/細胞)發現的糖基化的糖基磷脂 

醯肌醇脂質(GPI)-錨定細胞表 面蛋白，參考，例如5 Hale 

等.，<7 Biol regul Homeost Agents 15:3 86-391 (2001)； 

Huh等.，Blood 92: Abstract 4199 (1998) ； Elsner等.，Blood 

88:4684-4693 (1996) ； G订leece 等.,Blood 82:807-812

(1993) ； Rodig 等.,Clin Cancer Res 12:7174-7179 

(2006) ； Ginaldi 等.,Leuk Res 22:185-191 (1998)。CD52 

於骨髓樣的細胞有較低的表現量5例如單核細胞 ' 巨噬細 

胞、及樹突狀細胞，而在成熟自然殺手(NK)細胞、嗜中性 

球、及多能造血幹細胞有些微表現。Id. CD52亦由附睾 

及輸精管的上皮細胞產生5及係在通過生殖道期間由精子 

獲得(Hale 等 > 2001, supra ； Domagala 等.，Med Sci Mon it 

7:325-331 (2001))。CD52的確切生物功能仍不清楚，但是 

一些證據顯示其涉及T細胞遷移及共-刺激(Rowan 等.，Int 

Immunol 7:69-77 (1995) ； Masuyama 等.，丿 Exp Med

148244.doc -4-
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189:979-989 (1999) ； Watanabe等.，Clin Immunol 120:247- 

259 (2006)) °

Campath-1H® (alemtuzumab, Campath®, MabCampath®)為 

一種人類化抗人類CD52單株抗體，其顯現有效力的活體 

外細胞毒殺效應(ADCC及CDC)。Campath®辨識一種抗原 

決定區，其由成熟CD52蛋白的竣端四個胺基酸及一部份 

帶負電的GPI錨區所構成。因為其顯著的細胞毒殺效應， 

Campath®能夠 活體內消 耗CD52陽性細胞及其已證實可用 

於慢性淋巴性白血病(CLL)的一線及三線治療。已評估 

Campath®用於數種自體免疫疾病的治療，其包含類風濕 

關節炎、血管炎、肌炎及韋格納氏疾病。然而， 

Campath®的最先進研究在於治療復發型多發性硬化症 

(MS)，這些研究顯示相對於活性比較物(Rebif)，其在復發 

時間有顯著改善。

仍存在標的CD52的額外醫療劑及方法之需求。

【發明內容】

人類化免疫球蛋白

本發明係關於一種具有人類 CD52 (huCD52)結合專一 

性的人類化免疫球蛋白，他們可包含老鼠抗人類CD52抗 

體的互補決定區段(CDRs)。本發明人類化免疫球蛋白具有 

與其他人類化免疫球蛋白不同，及特別是與包含小鼠抗人 

類CD52抗體的CDRs的其他人類化免疫球蛋白不同的胺基 

酸序列。本發明的人類化免疫球蛋白與人類化免疫球蛋白 

Campath®不同。在較佳具體實施例，他們提供比包含

148244.doc ・5・
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Campath®的CDRs的人類化抗體更佳 的優點。

此處所敘述人類化免疫球蛋白可包含人類化重鏈及人類 

化輕鏈。在一個具體實施例，人類化免疫球蛋白包含一種 

含有SEQ ID NO:3的一或更多CDRs （例如，所有三個 

CDRs）的輕鏈及一種含有SEQ ID NO:16的一或更多CDRs 

（例如，所有三個CDRs）的重鏈；一種含有SEQ ID N0:4的 

一或更多CDRs （例如，所有三個CDRs）的輕鏈及一種含有 

SEQ ID NO: 1 7的一或更多CDRs （例如，所有三個CDRs）的 

重鏈；一種含有SEQ ID NO:5的一或更多CDRs （例如，所 

有三個CDRs）的輕鏈及一種含有SEQ ID NO:18的一或更多 

CDRs （例如，所有三個CDRs）的 重鏈；一種含有SEQ ID 

NO:6的一或更多CDRs （例如，所有三個CDRs）的輕鏈及 

一種含有SEQ ID NO:19的一或更多CDRs的重鏈；一種含 

有SEQ ID NO:7的一或更多CDRs（例如，所有三個CDRs）的 

輕鏈及一種含有SEQ ID NO:2 0的一或更多CDRs（例如，所 

有三個 CDRs）的重鏈；一種含有SEQ ID NO:8的一或更多 

CDRs（例如，所有三個CDRs） 的輕鏈及一種含有SEQ ID 

NO:2 1的一或更多CDRs（例如，所有三個CDRs）的重鏈；一 

種含有SEQ ID NO:9的一或更多CDRs （例如，所有三個 

CDRs）的輕鏈及一種含有SEQ ID NO:22的一或更多 

CDRs（例如，所有三個CDRs）的重鏈；一種含有SEQ ID 

NO:10 的一或更多CDRs（例如，所有三個CDRs）的輕鏈及 

一種含有SEQ ID NO:23的一或更多CDRs（例如，所有三個 

CDRs）的重鏈；一種含有SEQ ID NO:1 1的一或更多
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CDRs（例如，所有三個CDRs）的輕鏈及一種含有SEQ ID 

NO:24的一或更多 CDRs（例如，所有三個CDRs）的重 

鏈；一種含有SEQ ID N0:12的一或更多CDRs（例如，所有 

三個CDRs）的輕鏈及一種含有SEQ ID NO:25的一或更多 

CDRs（例如，所有三 個CDRs）的重鏈；一種含有SEQ ID 

NO: 1 2的一或更多CDRs（例如，所有三個CDRs）的輕鏈及一 

種含有SEQ ID NO:137的一或更多CDRs（例如，所有三個 

CDRs）的重鏈；或是一種含有SEQ ID NO:13的一或更多 

CDRs（例 如，所 有三個CDRs）的輕鏈及一種含有SEQ ID 

NO:26的一或更多CDRs（例如，所有三個CDRs）的重鏈。在 

上文所提及SEQ ID NOs的CDRs係由第1及2圖表示及參考 

此處所提供表1-6 °

在另一具體實施例，具人類 CD52結合專一性的人類化 

免疫球蛋白包含一種輕鏈，其包含由SEQ ID NO:27、SEQ 

ID NO:28、SEQ ID NO:29、SEQ ID NO:30、SEQ ID 

N0:31、SEQ ID NO:32、SEQ ID NO:33、SEQ ID NO:34、 

SEQ ID NO:35、SEQ ID NO:36、SEQ ID NO:37、SEQ ID 

NO:38、SEQ ID NO:39、SEQ ID NO:40、SEQ ID N0:41、 

SEQ ID NO:42、SEQ ID NO:43、SEQ ID NO:44、SEQ ID 

NO:45、SEQ ID NO:46、SEQ ID NO:47、及 SEQ ID NO:48 

所組成的群組中選出的一或更多CDRs （例如，所有三 

個）；一種重鏈，其包含由SEQ ID NO:49、SEQ ID 

NO:50、SEQ ID N0:51、SEQ ID NO:52、SEQ ID NO:53、 

SEQ ID NO:54、SEQ ID NO:55、SEQ ID NO:56、SEQ ID

148244.doc ・7・
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NO:57、SEQ ID NO:58、

SEQ ID NO:61、SEQ ID

NO:64、SEQ ID NO:65、

SEQ ID NO:59、SEQ ID NO:60、

NO:62、SEQ ID NO:63、SEQ ID

SEQ ID NO:66、SEQ ID NO:67、

SEQ ID NO:68、SEQ ID NO:69、SEQ ID NO:70、SEQ ID

N0:71、SEQ ID NO:72、SEQ ID NO:73、SEQ ID NO:74、

及SEQ ID NO: 294所組成的群組中選出的一或更多CDRs 

（例如，所有三個）；或是此種輕鏈及此種重鏈；其中該人 

類化免疫球蛋白不為 Campath® °

在另一具體實施例，具人類CD52結合專一性的人類化

免疫球蛋白包含一種輕鏈，其包含SEQ ID NO: 3、SEQ ID

NO:4、SEQ ID NO:5、SEQ ID NO:6、SEQ ID NO:7、SEQ 

ID NO:8、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:10、SEQ ID 

NO:11、SEQ ID NO:12、或 SEQ ID NO:13 的一或更多 

CDRs （例如，所有三個CDRs）； —種重鏈，其包含SEQ ID 

NO:16、SEQ ID NO:17、SEQ ID NO:18、SEQ ID NO:19、

SEQ ID NO:20、SEQ ID NO:21、SEQ ID NO:22、SEQ ID 

NO:23、SEQ ID NO:24、SEQ ID NO:25、SEQ ID NO:26、 

或SEQ ID NO: 137的一或更多CDRs （例如，所有三個 

CDRs）；或是此種輕鏈及此種重鏈；其中該人類化免疫球 

蛋白不為Campath®。

在「一些具體實施例，人類化免疫球蛋白的骨架區具與一

種免疫球蛋白（由 此得到輕鏈CDRs及 重鏈CDRs）骨 架區的 

至少50%同源性。例如，人類化免疫球蛋白的骨架區可與

生殖細胞系的人類免疫球蛋白序列至少50% '至少60% '
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至少70%，至少80%，至少90%，至少95%，至少98%，至

少99%，或甚至100%相同。在一個具體實施例，人類化免 

疫球蛋白的骨架區可自IgG人類抗體變異區得到或衍生。 

在另一具體實施例，CD52為野生型人類CD52。在另一具 

體實施例，人類化免疫球蛋白可與阿來組單抗 

(alemtuzumab)競爭以結合至人類CD52，例如，其可結合 

至與阿來組單抗所要結合的抗原決定區相同的抗原決定 

區，或是與之重疊的抗原決定區。·

本發明亦相關於本發明人類化免疫球蛋白的人類化輕

鏈。在 一個具體實施例，人類化輕鏈包含由SEQ ID

NO:27、 SEQ ID NO:28、 SEQ ID NO:29、SEQ ID NO:30、

SEQ ID NO:3 1、SEQ ID NO:32、SEQ ID NO:33、SEQ ID

NO:34、 SEQ ID NO:35、 SEQ ID NO:36、SEQ ID NO:37、

SEQ ID NO:38、SEQ ID NO:39、SEQ ID NO:40、SEQ ID

NO:41、 SEQ ID NO:42、 SEQ ID NO:43、SEQ ID NO:44、

SEQ ID NO:45、SEQ ID NO:46、SEQ ID NO:47、及 SEQ

ID NO:48所組成的群組中選出的一或更多CDRs或是其組

合'其中該人類化輕鏈不為Campath®的人類化輕鏈。

在另一具體實施例 人類化輕鏈包含SEQ ID NO:3、

SEQ ID NO:4、SEQ ID NO:5、SEQ ID NO:6、SEQ ID

NO:7、SEQ ID NO:8、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:10、

SEQ ID NO:11、SEQ ID NO:12 或 SEQ ID NO:13 的一或更 

多CDRs (例如5所有三個CDRs) 5其中該人類化輕鏈不 

為Campath®的人類化輕鏈。

148244.doc ・9・



1529247

本發明亦相 關於本發明人類化免疫球蛋白的人類化重 

鏈。在一個具體實施例，人類化重鏈包含由SEQ ID

NO:49、SEQ ID NO:50、

SEQ ID NO:53、SEQ ID

NO:56、SEQ ID NO:57、

SEQ ID NO:60、SEQ ID

SEQ ID NO:51、SEQ ID NO:52、

NO:54、SEQ ID NO:55、SEQ ID

SEQ ID NO:58、SEQ ID NO:59、

NO:61、SEQ ID NO:62、SEQ ID

NO:63、SEQ ID NO:64、 SEQ ID NO:65、SEQ ID NO:66、

SEQ ID NO:67、 SEQ ID NO:68、SEQ ID NO:69、SEQ ID

NO:70、SEQ ID NO:71、 SEQ ID NO:72、SEQ ID NO:73、

SEQ ID NO:74、 及SEQ ID NO: 294所組成的群組中選出的

Ig變異區的一或更多CDRs，或是其組合，其中該人類化重 

鏈不為Campath®的人類化重鏈。

在另一具體實施例，人類化重鏈包含SEQ ID NO:16、

SEQ ID NO:17、SEQ ID NO:18、SEQ ID NO:19、SEQ ID

NO:20、SEQ ID NO:21、SEQ ID NO:22、SEQ ID NO:23、

SEQ ID NO:24、SEQ ID NO:25、SEQ ID NO:26、或 SEQ 

ID NO: 137的一或更多CDRs （例如，所有三個CDRs）；其 

中該人類化重鏈不為Campath®的人類化重鏈。

較佳為，本發明人類化免疫球蛋白包含本發明人類化輕 

鏈及本發明人類化重鏈。

在其他具體實施例，本發明係提供一種結合至人類

CD52上的抗原決定區的人類化免疫球蛋白，該抗原決定 

區與老鼠單株抗體所結合的相同抗原決定區或是與之競爭 

或交叉競爭於'該老鼠單株抗體包含SEQ ID NO: 3的輕鏈 

148244.doc -10-
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變異區及SEQ ID NO: 16的重鏈變異區；SEQ ID NO: 4的 

輕鏈變異 區及SEQ ID NO: 17的重鏈變異區；SEQ ID NO: 

5的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 18的重鏈變異區；SEQ ID 

NO: 6的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 19的重鏈變異區；SEQ 

ID NO: 7的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 20的重鏈變異區； 

SEQ ID NO: 8的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 21的重鏈變異 

區；SEQ ID NO: 9的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 22的重鏈 

變異區；SEQ ID NO: 10的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 23的 

重鏈變異區；SEQ ID NO: 11的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 

24的重鏈變異區；SEQ ID NO: 12的輕鏈變異區及SEQ ID 

NO: 25的重鏈變異區；或是SEQ ID NO: 13的輕鏈變異區 

及SEQ ID NO: 26的重鏈變異區。在其他具體實施例，人 

類化免疫球蛋白結合至人類CD52_L的抗原決定區，其與 

老鼠單株抗體所結合的抗原決定區重疊。

在其他具體實施例，本發明提供一種結合至人類 

CD52（例如，SEQ ID NO:104）上的抗原決定區之人類化免 

疫球蛋白，其包含成熟人類CD52序列的至少殘基1（於此殘 

基1為成熟人類CD52序列的N-端，亦即，N-端甘胺酸［G］ 

殘基；參考第4圖）。人類化免疫球蛋白可結合至包含成熟 

人類CD52序列的至少殘基1、3、4及5的抗原決定區（這些 

殘基分別為甘胺酸［G］、天門冬胺酸［N］、天冬胺酸鹽［D］、 

及蘇胺酸［T］）。人類化免疫球蛋白可結合至包含成熟人類 

CD52序列的至少殘基1、2 ' 3、4及5的抗原決定區（這些殘 

基分別為甘胺酸［G］、魅醯胺［Q］、天門冬胺酸［N］、天冬胺 
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酸鹽［D］、及蘇胺酸［T］）。在其他具體實施例，本發明係提 

供一種結合至人類CD52上的抗原決定區之人類化免疫球 

蛋白，其包含成熟人類CD52序列的至少殘基7、8及9（這些 

殘基分別為魅醯胺［Q］、蘇胺酸［T］、及絲胺酸［S］）。在一 

些具體實施例，抗原決定區包含成熟人類CD52序列的至 

少殘基7 （Q） ' 8 （T）及11 （P）。在一些具體實施例，抗原 

決定區包含成熟人類CD52序列的至少殘基4 （D）及11 （P）。

在一些具體實施例，本發明係提供一種結合至人類 

CD52的人類化免疫球蛋白，及其包含一種輕鏈，其包含 

由 SEQ ID NO: 115、SEQ ID NO: 118' 及 SEQ ID NO: 121 

所組成的群組中選出的一或更多CDRs（例如，所有三個該 

CDRs），或是一種重鏈，其 包含由SEQ ID NO: 124、SEQ 

ID NO: 127、及SEQ ID NO: 130所組 成的群 組中選 出的一 

或更多CDRs（例如，所有三個該CDRs），或是此種輕鏈及 

此種重鏈都有。在其他具體實施例，本發明係提供一種結 

合至人類CD 5 2的人類化免疫球蛋白，及其包含一種輕 

鏈，其 包含由 SEQ ID NO: 116、SEQ ID NO: 119、及 SEQ 

ID NO: 122所組成的群組中選出的一或更多CDRs（例如， 

所有三個該CDRs），或是一種重鏈，其包含由SEQ ID NO: 

125、SEQ ID NO: 128、及 SEQ ID NO: 131所組成的群組 

中選出的一或更多CDRs（例如，所有三個該CDRs），或是 

此種輕鏈及此種重鏈都有。在進一步具體實施例，本發明 

係提供一種結合至人類CD52的人類化免疫球蛋白，及其 

包含一種輕鏈，其 包含由SEQ ID NO: 117、SEQ ID NO: 
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120、及SEQ ID NO: 1 23所組成的群組中選出的一或更多 

CDRs（例如，所有三個該CDRs），或是一種重鏈，其包含 

由 SEQ ID NO: 126、SEQ ID NO: 129、及 SEQ ID NO: 132 

所組成的群組中選出的一或更多CDRs（例如，所有三個該 

CDRs），或是此種輕鏈及此種重鏈都有。

在某些具體實施例，人類化免疫球蛋白包含一種輕鏈， 

其 包含 SEQ ID NO: 115、SEQ ID NO: 118 及 SEQ ID NO: 

121 的 CDRs及一種重鏈，其 包含 SEQ ID NO: 124、SEQ ID 

NO: 127及SEQ ID NO: 130的CDRs。在其他具體實施例， 

人類化免疫球蛋白包含一種輕鏈，其包含SEQ ID NO: 

116、SEQ ID NO: 119及 SEQ ID NO: 122的 CDRs及一種重 

鏈，其包含 SEQ ID NO: 125、SEQ ID NO: 128 及 SEQ ID 

NO: 131的CDRs。在其他具體實施例，人類化免疫球蛋白 

包含一種輕鏈，其包含 SEQ ID NO: 117、SEQ ID NO: 120 

及SEQ ID NO: 123的CDRs及一種重鏈，其包含SEQ ID 

NO: 126、SEQ ID NO: 129及 SEQ ID NO: 132的 CDRs。

本發明人類化免疫球蛋白係與人類化免疫球蛋白 

Campath®不同。

上文所提及SEQ ID NOs: 115-132的胺基酸序列係提供於 

下文，及係基於在本文他處所提供的表1-6所報告的胺基 

酸序列。在這些胺基酸序列，「X」表示任何胺基酸，及 

符號「/」表示相臨該符號的胺基酸其中一個（或任何胺基 

酸）可存在於所指出位置（例如，K/R表示離胺酸或精胺酸 

殘基係存在於所指出位置及F/L/V指出苯丙胺酸丙胺酸、 
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白胺酸白胺酸或結頁胺酸殘基係存在於所指出位置)。 

輕鏈CDR- 1序列

K/RSSQSLL/V/IXS/TN/DGXS/TYLX (SEQ ID NO:1 15)

K/RSSQSLL/V/IHS/TNGXS/TYLH (SEQ ID NO:116)

RSSQSLVHTNGNS/TYLH (SEQ ID NO:117)

輕鏈CDR-2序列

XVSXXXS (SEQ ID NO:U8)

XVSXRXS (SEQ ID NO:119)

MVSXRFS (SEQ ID NO:120)

輕鏈CDR-3序列

XQXXH/R/KF/L/V/IXX (SEQ ID NO:121)

SQSXH/R/KF/L/V/IPX (SEQ ID NO:122)

SQSXHVPF/P (SEQ ID NO:123)

重鏈CDR-1序列

GFXFXXYW/YMX (SEQ ID NO:124)

GFTFXXYW/YMX (SEQ ID NO:125)

GFTFTDYW/YMS (SEQ ID NO:126) 

重鏈CDR-2序列

XIRXKXBXYXTXYXXSVKG (SEQ ID NO:127)

XIRXKXNXYTTEYXXSVKG (SEQ ID NO:128)

FIRNKANGYTTEYXXSVKG (SEQ ID NO:129)

重鏈CDR-3序列

TXXXY/F/W (SEQ ID NO:130)

TRYXY/F/WFDY (SEQ ID N0:131)
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TRYIF/WFDY （SEQ ID NO:132）

本發明亦相關於一種人類化輕鏈，其包含由SEQ ID NO: 

115、SEQ ID NO: 118、及 SEQ ID NO: 121所組成 的群組 

中選出的一或更多CDRs（例如，所有三個該CDRs）； 一種 

人類化輕鏈，其包含由SEQ ID NO: 116、SEQ ID NO: 

119、及SEQ ID NO: 122所組成的群組中選出的一或更多 

CDRs（例如，所有三個該CDRs）；或是一種人類化輕鏈， 

其包含由 SEQ ID NO: 117、SEQ ID NO: 120、及 SEQ ID 

NO: 123所組成的群組中選出的一或更多CDRs（例如，所有 

三個該CDRs） °

本發明亦相關於一種人類化重鏈，其包含由SEQ ID NO: 

124、SEQ ID NO: 127、及 SEQ ID NO: 130所組成的群組 

中選出的一或更多CDRs（例如'所有三個該CDRs）；―種 

人類化重鏈，其 包含由SEQ ID NO: 125、SEQ ID NO: 

128、及SEQ ID NO: 131所組成的群組中選出的一或更多 

CDRs（例如，所有三個該CDRs）；或是一種人類化重鏈， 

其包含由 SEQ ID NO: 126、SEQ ID NO: 129、及 SEQ ID 

NO: 132所組成的群組中選出的一或更多CDRs（例如，所有 

三個該CDRs）。

本發明人類化輕鏈及人類化重鏈與人類化免疫球蛋白 

Campath®的人類化輕鏈及人類化重鏈不同。

在一些本發明具體實施例，本發明的人類化免疫球蛋白 

（無論可能另外定義的方式「例如，無論它們是否亦以一 

或更多CDRs的順序定義及/或藉由與老鼠單株抗體或是另 
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一人類化免疫球蛋白的交叉反應性的方式定義)：(1)顯現 

對於結合至醃化及去醃化CD52沒有任何明顯偏好；(2)顯 

現對齬化CD52的結合專一性；(3)顯現對去釀化CD52的 

結合專一性；或(4)相較於釀化CD52顯現對去-醯化的結 

合偏好。在某些具體實施例，本發明的人類化免疫球蛋白 

對醯化人類CD52較對非-醯化或去-醃化人類CD52具有更 

大結合親和力。的確，在某些本發明的具體實施例，本發 

明人類化免疫球蛋白顯現對醯化人類CD52特定的結合。 

對非-醯化或去-釀化人類CD52的結合親和力可使用醵昔 

酶，例如使用内切釀昔酶PNGase-F ＞將成熟人類CD52去 

醵化來測定。在某些本發明具體實施例，本發明的人類化 

免疫球蛋白結合至包含其N-鍵結碳水化合物基團的成熟人 

類CD52上的抗原決定區。此碳水化合物基團為一種唾液 

酸化，含聚乳糖胺核心岩藻糖四天線 N-鍵結的低聚糖 

(Treumann, A.等.，(1995) J. Biol. Chem. 270:6088-6099) ° jtb 

抗原決定區亦可包含至少成熟人類CD52序列的殘基1，至 

少成熟人類CD52序列的殘基3，至少成熟人類CD52序列的 

殘基1、3、4及5，或是至少成熟人類CD52序列的殘基1、 

2 ' 3、4及5。在一些具體實施例，本發明老鼠或嵌合抗體 

可具任何這些結合特徵。

亦提供編碼本發明人類化免疫球蛋白、人類化輕鏈或人 

類化重鏈的經分離核酸分子5如在本文他處所定義。在一 

些具體實施例，本發明為一種(一或更多)經分離核酸分 

子，其編碼人類化輕鏈及人類化重鏈(其在一起會形成具 
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有對人類CD52的結合專一性的人類化免疫球蛋白），其中 

人類化輕鏈包含SEQ ID N0:3的一或更多CDRs （例如，所 

有三個CDRs）及包含SEQ ID NO:16的一或更多CDRs （洌 

如，所有三個CDRs）的 重鏈；包含SEQ ID N0:4的一或更 

多CDRs I例如，所有三個CDRs）的輕鏈及包含SEQ ID 

N0:17的一或更多CDRs I例如 > 所 有三個CDRs）的 重鏈； 

包含SEQ ID NO:5的一或更多CDRs （例如，所 有三個 

CDRs）的輕鏈及包含SEQ ID NO:18的一或更多CDRs （勿 

如，所有三個CDRs）的重鏈；包含SEQ ID N0:6的一或更 

多CDRs I例如，所有三個CDRs）的輕鏈及包含SEQ ID 

NO:19的一或更多CDRs I例如，所 有三個CDRs）的 重 鏈； 

包含SEQ ID NO:7的一或更多CDRs （例如，所有三個 

CDRs）的輕鏈及包含SEQ ID NO:2 0的一或更多CDRs （勿 

如，所有三個CDRs）的 重鏈；包含SEQ ID NO:8的一或更 

多CDRs I例如，所有三個CDRs）的輕鏈及包含SEQ ID 

NO:2 1的一或更多CDRs I例如 > 所有三個CDRs）的重鏈； 

包含SEQ ID NO:9的一或更多CDRs （例如，所有三個 

CDRs）的輕鏈及包含SEQ ID NO:22的一或更多CDRs （洌 

如，所有三個CDRs）的重鏈；包含SEQ ID NO:10的一或更 

多CDRs I例如，所有三個CDRs）的輕鏈及包含SEQ ID 

NO:23的一或更多CDRs I例如，所有三個CDRs）的重鏈； 

包含SEQ ID NO:11的一或更多CDRs I例如，所有三個 

CDRs）的輕鏈及包含SEQ ID NO:2 4的一或更多CDRs （洌 

如，所有三個CDRs）的重鏈； 也含SEQ ID NO:12的一或 
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更 多CDRs I例如 > 所 有三個CDRs）的輕鏈及包含SEQ ID 

NO:25的一或更多CDRs I例如，所有三個CDRs）的重鏈； 

包含SEQ ID NO:12的一或更多CDRs （例如，所有三個 

CDRs）的輕鏈及包含SEQ ID NO: 13 7的一或更多CDRs （例 

如，所有三個CDRs）的重鏈；或是包含SEQ ID NO: 1 3的一 

或更多CDRs I例如，所有三個CDRs）的輕鏈及包含SEQ ID 

NO:26的一或更多CDRs I例如，所有三個CDRs）的重鏈序 

列。

在一些具體實施例，本發明為一種一或更多經分離核酸 

分子，其編碼人類化重鏈及人類化輕鏈（其在一起會形成 

具對人類CD52的特定結合的人類化免疫球蛋白），其中該 

人類化免疫球蛋白結合至與老鼠單株抗體相同的位於人類 

CD52之抗原決定區，其包含SEQ ID NO: 3的輕鏈變異區及 

SEQ ID NO: 16的重鏈變異區；SEQ ID NO: 4的輕鏈變異 

區及SEQ ID NO: 17的重鏈變異區；SEQ ID NO: 5的輕鏈 

變異區及SEQ ID NO: 18的重鏈變異區；SEQ ID NO: 6的 

輕鏈變異區及SEQ ID NO: 19的重鏈變異區；SEQ ID NO: 

7的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 20的重鏈變異區；SEQ ID 

NO: 8的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 21的重鏈變異區；SEQ 

ID NO: 9的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 22的重鏈變異區； 

SEQ ID NO: 10的輕鏈變異 區及SEQ ID NO: 23的重鏈變異 

區；SEQ ID NO: 11的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 24的重 

鏈變異區；SEQ ID NO: 12的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 25 

的重鏈變異區；或是 SEQ ID NO: 13的輕鏈變異區及SEQ 
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ID NO: 26的重鏈變異區。在其他具體實施例，本發明為 

一種一或更多經分離核酸分子，其編碼人類化重鏈及人類 

化輕鏈（其關聯在一起而形成具對人類CD52的特定結合的 

人類化免疫球蛋白），其中該人類化免疫球蛋白結合至於 

人類CD52上的抗原決定區，此抗原決定區與老鼠單株抗 

體所結合的抗原決定區重疊。

在其他具體實施例，本發明為一種一或更多經分離核酸 

分子，其編碼人類化重鏈及人類化輕鏈（其在一起會形成 

具對人類CD52的特定結合的人類化免疫球蛋白），其中該 

人類化免疫球蛋白結合至包含至少成熟人類CD52的殘基1 

之抗原決定區；該人類化免疫球蛋白結合至包含至少成熟 

人類CD52的殘基1、3 ' 4及5之抗原決定區；該人類化免 

疫球蛋白結合至包含至少成熟人類CD52的殘基1、2、3、 

4及5之抗原決定區；或是該人類化免疫球蛋白結合至包含 

至少成熟人類CD52的殘基7、8及9之抗原決定區。在一些 

具體實施例，該抗原決定區包含至少成熟人類CD52序列 

的殘基7、8及11。在一些具體實施例，該抗原決定區包含 

至少成熟人類CD52序列的殘基4及11。

在其他具體實施例，本發明為一種一或更多經分離核酸 

分子，其編碼人類化重鏈及人類化輕鏈（其在一起會形成 

具對人類CD52的特定結合的人類化免疫球蛋白），其中該 

人類化免疫球蛋白包含一種輕鏈-其包含由SEQ ID NO: 

115、SEQ ID NO: 118、及 SEQ ID NO: 121 所組成族群選 

出的一或更多CDR（勿如，所有三個該CDR），及/或一種重 
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鏈，其包含由 SEQ ID NO: 124、SEQ ID NO: 127、及 

SEQ ID NO: 13 0所組成族群選出的一或更多CDR（勿如，所 

有三個該CDR）； 一種輕鏈，其 包含由SEQ ID NO: 116、 

SEQ ID NO: 1 19、及SEQ ID NO: 122所組成族群選岀的一 

或臾多CDR（洌如，所有三個該CDR），及/或一種重鏈，其 

包含由 SEQ ID NO: 125、SEQ ID NO: 128、及 SEQ ID 

NO: 131所組成族群選出的一或更多CDR（勿如，所有三個 

該CDRs）；或一種輕鏈，其包含由SEQ ID NO: 117、SEQ 

ID NO: 120、及SEQ ID NO: 123所組成族群選出的一或更 

多CDR（勿如，所有三個該CDR），及/或一種重鏈，其包含 

由 SEQ ID NO: 126、SEQ ID NO: 129、及 SEQ ID NO: 

132所組成族群選出的一或更多CDR（例如，所有三個該 

CDR）。

在特定具體實施例，本發明為一種一或更多經分離核酸 

分子，其編碼人類化重鏈及人類化輕鏈（其在一起會形成 

具對人類CD52的特定結合的人類化免疫球蛋白），其中該 

人類化免疫球蛋白包含一種輕鏈'其包含SEQ ID NO: 

115、SEQ ID NO: 118 及 SEQ ID NO: 121 的 CDR 及一種重 

鏈，其包含 SEQ ID NO: 124、SEQ ID NO: 127 及 SEQ ID 

NO: 130 的 CDR ； 一 種輕鏈，其 包含 SEQ ID NO: 116、SEQ 

ID NO: 119及SEQ ID NO: 122的CDR及一種重鏈，其包含 

SEQ ID NO: 125、SEQ ID NO: 128及 SEQ ID NO: 131 的 

CDR ；或一種輕鏈，其包含 SEQ ID NO: 117、SEQ ID NO: 

120及SEQ ID NO: 123的CDR及一種重鏈，其包含SEQ ID
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NO: 126、SEQ ID NO: 129及 SEQ ID NO: 132 的 CDR。

本發明的一或更多核酸不編碼人類化免疫球蛋白 

Campath®。

在其他具體實施例，本發明為一或更多經分離核酸分 

子，其編碼人類化重鏈及人類化輕鏈（其在一起會形成具 

對人類CD52的特定結合的人類化免疫球蛋白），其中該人 

類化免疫球蛋白對於釀化人類CD52較對於非-醵化或去-醃 

化人類CD52具有更大結合親和力，例如，顯現對醵化人 

類CD52特定的結合。人類化免疫球蛋白可結合至包含其 

N-鍵結碳水化合物基團的成熟人類CD52上的抗原決定 

區。此抗原決定區亦可包含至少成熟人類CD52序列的殘 

基1，至少成熟人類CD52序列的殘基3，至少成熟人類 

CD52序列的殘基1、3、4及5，或是至少成熟人類CD52序 

列的殘基1、2、3、4及5。

在其他具體實施例，本發明為一種經分離核酸分子，其 

編碼人類化輕鏈，其包含SEQ ID NO:3、SEQ ID NO:4、 

SEQ ID NO:5、SEQ ID NO:6、SEQ ID NO:7、SEQ ID 

NO:8、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:10、SEQ ID NO:11、 

SEQ ID NO:12或 SEQ ID NO:13 的一或更多 CDR（洌如，所 

有 三個該CDR），其中該人類化輕鏈不為Campath®的人類 

化輕鏈。

在其他具體實施例，本發明為一種經分離核酸分子，其 

編碼人類化重鏈，其包含SEQ ID NO: 16、SEQ ID 

NO:17、SEQ ID NO:18、SEQ ID NO:19、SEQ ID NO:20、 
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SEQ ID N0:21、SEQ ID NO:22、SEQ ID NO:23、SEQ ID 

NO:24、SEQ ID NO:25、SEQ ID NO:26、或 SEQ ID NO: 

137的一或更多CDR（例如，所有三個該CDR），其中該人類 

化重鏈不為Campath®的人類化重鏈。

在其他具體實施例，本發明為一種經分離核酸分子，其 

編碼人類化輕鏈，其包含由SEQ ID NO:27、SEQ ID

NO:28、SEQ ID NO:29、SEQ ID NO:30、SEQ ID NO:31、 

SEQ ID NO:32、SEQ ID NO:33、SEQ ID NO:34、SEQ ID

NO:35、SEQ ID NO:36、SEQ ID NO:37、SEQ ID NO:38、

SEQ ID NO:39、SEQ ID NO:40、SEQ ID NO:41、SEQ ID 

NO:42、SEQ ID NO:43、SEQ ID NO:44、SEQ ID NO:45、

SEQ ID NO:46、SEQ ID NO:47、及 SEQ ID NO:48 或是其 

組合所組成族群選出的一或更多CDR，其中該人類化輕鏈 

不為Campath®的人類化輕鏈。

在其他具體實施例，本發明為一種經分離核酸分子，其 

編碼人類化重鏈'其包含由SEQ ID NO:49、SEQ ID

NO:50、SEQ ID NO:51、 SEQ ID NO:52、 SEQ ID NO:53、

SEQ ID NO:54、 SEQ ID NO:55、SEQ ID NO:56、SEQ ID

NO:57、SEQ ID NO:58、 SEQ ID NO:59、 SEQ ID NO:60、

SEQ ID NO:61、 SEQ ID NO:62、SEQ ID NO:63、SEQ ID

NO:64、SEQ ID NO:65、 SEQ ID NO:66、SEQ ID NO:67、

SEQ ID NO:68、 SEQ ID NO:69、SEQ ID NO:70、SEQ ID

NO:71、SEQ ID NO:72、 SEQ ID NO:73、SEQ ID NO:74、

及SEQ ID NO: 294或是其組合所組成族群選出的一或更多
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CDR，其 中該人類化重鏈不為Campath®的 人類化重鏈。

在其他具體實施例，本發明為一種經分離核酸分子，其 

編碼人類化輕鏈，其 包含由SEQ ID NO: 115、SEQ ID NO:

1 18、及SEQ ID NO: 121所組成族群選出的一或更多

CDR（例如，所有三個該CDR）； 一種人類化輕鏈，其包含

由 SEQ ID NO: 116、SEQ ID 

所組成族群選出的一或更 

CDR）；或是一種人類化輕鏈 

SEQ ID NO: 120、及 SEQ ID

NO: 119、及 SEQ ID NO: 122 

多CDR（例如，所有三個該 

，其包含由 SEQ ID NO: 117、

NO: 123所組成族群選出的一

或更多CDR（例如，所有三個該CDR）。

在其他具體實施例，本發明為一種經分離核酸分子，其 

編碼人類化重鏈，其包含由SEQ ID NO: 124、SEQ ID NO

127、及SEQ ID NO: 130所組成族群選出的一或更多

CDR（例如，所有三個該CDR）:人類化重鏈，其包含由

SEQ ID NO: 125、SEQ ID NO: 128、及 SEQ ID NO: 131 所 

組成族群選出的一或更多CDR（例如，所有三個該CDR）； 

或是人類化重鏈，其 包含由SEQ ID NO: 126、SEQ ID NO: 

129、及SEQ ID NO: 132所組成族群選出的一或更多 

CDR（勿如，所有三個該CDR） ο

本發明亦相關於一種重組載體（勿如，表現載體，其包 

含哺乳動物細胞表現載體），其包含編碼本發明人類化免 

疫球蛋白（例如，人類化輕鏈及人類化重鏈）、人類化輕 

鏈、或人類化重鏈的核酸。在一些具體實施例，本發明為 

一種重組載體，其包含編碼人類化免疫球蛋白的核酸，人 
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類化免疫球蛋白包含含有SEQ ID NO:3的一或更多CDR（例 

如，所有三個CDR）的輕鏈及含有SEQ ID NO:16的一或更 

多CDR（勿如，所有三個CDR）的重鏈；含有SEQ ID N0:4 

的一或臾多CDR（例如，所有三個CDR）的輕鏈及含有SEQ 

ID NO:1 7的一或更多CDR（例如 > 所有三個CDR）的重鏈； 

含有SEQ ID NO:5的一或更多CDR（例如，所有三個CDR） 

的輕鏈及含有SEQ ID NO:18的一或更多CDR（勿如，所 有 

三個CDR）的重鏈；含有SEQ ID NO:6的一或更多CDR（勿 

如，所有三個CDR）的輕鏈及含有SEQ ID NO:19的一或更 

多CDR（例如，所有三個CDR）的重鏈；含有SEQ ID N0:7 

的一或更多CDR（例如，所有三個CDR）的輕鏈及含有SEQ 

ID NO:20的一或更多CDR（例如，所有三個CDR）的重鏈； 

含有 SEQ ID NO:8的一或更多CDR（洌如，所有三個CDR） 

的輕鏈及含有SEQ ID NO:2 1的一或更多CDR（勿如，所有 

三個CDR）的重鏈；含有SEQ ID NO:9的一或更多CDR（例 

如，所有三個CDR）的輕鏈及含有SEQ ID NO:22的一或更 

多CDR（例如，所有三個CDR）的重鏈；含有 SEQ ID 

NO:10的一或更多CDR（甸如，所有三個CDR）的輕鏈及含 

有SEQ ID NO:23的一或更多CDR（勿如，所有三個CDR）的 

重鏈；含有SEQ ID NO:11的一或更多CDR（勿如，所有三 

個CDR）的輕鏈及含有SEQ ID NO:24的一或更多CDR（例 

如，所 有三個CDR）的 重鏈；含有SEQ ID NO:12的一或更 

多CDR（勿如，所有三個CDR）的輕鏈及含有SEQ ID NO:25 

的一或更多CDR（勿如，所有三個CDR）的重鏈；含有 SEQ 
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ID NO:12的一或更多CDR（洌如，所有三個CDR）的輕鏈及 

含有SEQ ID NO:137的一或更多CDR（例如，所有三個 

CDR）的重鏈；或是含有SEQ ID N0:13的一或更多CDR（洌 

如，所有三個CDR）的輕鏈及含有SEQ ID NO:26的一或更 

多CDR（洌如，所有三個CDR）的重鏈。

在其他具體實施例，重組載體包含編碼人類化輕鏈的核 

酸，其中 該人類化輕鏈包含由SEQ ID NO:27、SEQ ID 

NO:28、SEQ ID NO:29、SEQ ID NO:30、SEQ ID N0:31、 

SEQ ID NO:32、SEQ ID NO:33、SEQ ID NO:34、SEQ ID 

NO:35、SEQ ID NO:36、SEQ ID NO:37、SEQ ID NO:38、 

SEQ ID NO:39、SEQ ID NO:40、SEQ ID N0:41、SEQ ID 

NO:42、SEQ ID NO:43、SEQ ID NO:44、SEQ ID NO:45、 

SEQ ID NO:46、SEQ ID NO:47、及 SEQ ID NO:48 或是其 

組合所組成族群選出的一或更多CDR，其中該人類化輕鏈 

不 為Campath®的 人類化輕鏈。

在其他具體實施例，重組載體包含編碼人類化重鏈的核 

酸，其中該人類化重鏈包含由SEQ ID NO:49、SEQ ID

NO:50、 SEQ ID N0:51、 SEQ ID NO:52、SEQ ID NO:53、

SEQ ID NO:54、SEQ ID NO:55、SEQ ID NO:56、SEQ ID

NO:57、 SEQ ID NO:58、 SEQ ID NO:59、SEQ ID NO:60、

SEQ ID NO:61、SEQ ID NO:62、SEQ ID NO:63、SEQ ID

NO:64、 SEQ ID NO:65、 SEQ ID NO:66、SEQ ID NO:67、

SEQ ID NO:68、SEQ ID NO:69、SEQ ID NO:70、SEQ ID

N0:71、SEQ ID NO:72、 SEQ ID NO:73、SEQ ID NO:74、
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及SEQ ID NO: 294或是其組合所組成族群選出的一或更多 

CDR，其 中該人類化重鏈不為Campath®的 人類化重鏈。

在一些具體實施例，本發明提供包含一個核酸分子的一 

個重組載體，或是包含編碼人類化重鏈及人類化輕鏈（其 

在一起會形成具對人類CD52的特定結合的 人類化免疫球 

蛋白）核酸分子的一對重組載體，，其中該人類化免疫球 

蛋白結合至與老鼠單株抗體相同的位於人類CD52之抗原 

決定區，其中該老鼠單株抗體包含SEQ ID NO: 3的輕鏈變 

異區及SEQ ID NO: 16的重鏈變異區；SEQ ID NO: 4的輕 

鏈變異區及SEQ ID NO: 17的重鏈變異區；SEQ ID NO: 5 

的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 18的重鏈變異區；SEQ ID 

NO: 6的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 19的重鏈變異區；SEQ 

ID NO: 7的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 20的重鏈變異區； 

SEQ ID NO: 8的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 21的重鏈變異 

區；SEQ ID NO: 9的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 22的重鏈 

變異區；SEQ ID NO: 10的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 23的 

重鏈變異區；SEQ ID NO: 11的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 

24的重鏈變異區；SEQ ID NO: 12的輕鏈變異區及SEQ ID 

NO: 25的重鏈變異區；或是SEQ ID NO: 13的輕鏈變異區 

及SEQ ID NO: 26的重鏈變異區。在其他具體實施例，本 

發明提供包含一個核酸分子的一個重組載體 > 或是包含編 

碼人類化重鏈及人類化輕鏈（其在一起會形成具對人類 

CD52的特定結合的人類化免疫球蛋白）核酸分子的一對重 

組載體，其中該人類化免疫球蛋白結合至於人類CD52上 
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的抗原決定區，此抗原決定區與老鼠單株抗體所結合的抗 

原決定區重疊。

在其他具體實施例，該重組載體包含一個核酸分子，或 

是一對 包含編碼人類化重鏈及人類化鞍鏈（其在一起會形 

成具對人類CD52的特定結合的人類化免疫球蛋白）核酸分 

子的重組載體，其中該人類化免疫球蛋白結合至包含至少 

成熟人類CD52的殘基1之抗原決定區；結合至包含至少成 

熟人類CD52的殘基1、3、4及5之抗原決定區；結合至包 

含至少成熟人類CD52的殘基1、2、3、4及5之抗原決定 

區；或是結合至包含至少成熟人類CD52的殘基7、8及9之 

抗原決定區。在一些具體實施例，該抗原決定區包含至少 

成熟人類CD52序列的殘基7、8及11。在一些具體實施 

例，該抗原決定區包含至少成熟人類CD52序列的殘基4及

11。

在一些具體實施例，該重組載體包含一個核酸分子，或 

是一對 包含編碼人類化重鏈及人類化輕鏈（其在一起會形 

成具對人類CD52的特定結合的人類化免疫球蛋白）核酸分 

子的重組載體，其中該人類化免疫球蛋白包含含有由SEQ 

ID NO: 115、SEQ ID NO: 118、及 SEQ ID NO: 121 所組成 

族群選出的一或臾多CDR（勿如，所有三個該CDR）之一種 

輕鏈，及/或包含由 SEQ ID NO: 124、SEQ ID NO: 127、及 

SEQ ID NO: 130所組成族群選出的一或更多CDR（勿如，所 

有 三個該CDR）的一種重鏈；包含由SEQ ID NO: 116、SEQ 

ID NO: 119 '及SEQ ID NO: 122所組成族群選出的一或更 
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多CDR（勿如，所有三個該CDR）的一種輕鏈，及/或包含由 

SEQ ID NO: 125、SEQ ID NO: 128、及 SEQ ID NO: 131 所 

組成族群選出的一或更多CDR（洌如，所有三個該CDR）的 

一種重鏈；或包含由 SEQ ID NO: 117、SEQ ID NO: 120、 

及SEQ ID NO: 123所組成族群選出的一或更多CDR（勿如， 

所 有三個 該CDR）的一種輕鏈，及/或包含由SEQ ID NO: 

126、SEQ ID NO: 129、及 SEQ ID NO: 132所組成族群選 

出的一或更多CDR（洌如，所有三個該CDR）的一種重鏈。

在某些具體實施例，該重組載體包含一個核酸分子，或 

是一對 包含編碼人類化重鏈及人類化輕鏈（其在一起會形 

成具對人類CD52的特定結合的人類化免疫球蛋白）核酸分 

子的重組載體，其中該人類化免疫球蛋白包含含有SEQ ID 

NO: 115、SEQ ID NO: 118及 SEQ ID NO: 121 的 CDR之輕 

鏈及包含 SEQ ID NO: 124、SEQ ID NO: 127 及 SEQ ID NO: 

130 的 CDR 之重鏈；包含 SEQ ID NO: 116、SEQ ID NO: 

119 及 SEQ ID NO: 122 的 CDR 之輕鏈及包含 SEQ ID NO: 

125、SEQ ID NO: 128 及 SEQ ID NO: 131 的 CDR 之重鏈； 

或包含 SEQ ID NO: 117、SEQ ID NO: 120 及 SEQ ID NO: 

123 的 CDR 之輕鏈及包含 SEQ ID NO: 126、SEQ ID NO: 

129 及 SEQ ID NO: 132 的 CDR 之重鏈。

在本發明重組載體或數個載體中的一或更多核酸不編碼 

人類化免疫球蛋白Campath®。

在其他具體實施例，該重組載體包含一個核酸分子，或 

是一對編碼人類化重鏈及人類化輕鏈（其關聯在一起而形 
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成具對人類CD52的特定結合的人類化免疫球蛋白核酸分 

子的重組載體，其中該人類化免疫球蛋白對於醃化人類 

CD52較對於非-齬化或去-醵化人類CD52具有更大結合親 

和力5例如，顯現對於釀化人類CD52特定的結合。人類 

化免疫球蛋白可結合至包含其N-鍵結碳水化合物基團的成 

熟人類CD52上的抗原決定區。此抗原決定區亦可包含至 

少成熟人類CD52序列的殘基1，至少成熟人類CD52序列的 

殘基3，至少成熟人類CD52序列的殘基1、3、4及5，或是 

至少成熟人類CD52序列的殘基1、2、3、4及5。

在其他具體實施例，該重組載體包含一個核酸分子，其 

編碼人類化輕鏈，其包含SEQ ID NO:3、SEQ ID N0:4、 

SEQ ID N0:5、SEQ ID N0:6、SEQ ID N0:7、SEQ ID 

N0:8、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:10、SEQ ID NO:11、 

SEQ ID N0:12 或 SEQ ID N0:13 的一或更多 CDR（勿如，所 

有 三個該CDRs） »其中該人類化輕鏈不為Campath®的人類 

化輕鏈。 -

在其他具體實施例，該重組載體包含一個核酸分子，其 

編碼人類化重鏈，其包含SEQ ID NO: 16、SEQ ID 

NO:17、SEQ ID NO:18、SEQ ID NO:19、SEQ ID NO:20、 

SEQ ID NO:21、SEQ ID NO:22、SEQ ID NO:23、SEQ ID 

NO:24、SEQ ID NO:25、SEQ ID NO:26、或 SEQ ID NO: 

137的一或更多CDR（洌如，所有三個該CDR），其中該人類 

化重鏈不為Campath®的 人類化重鏈。

在其他具體實施例，該重組載體包含一個核酸分子，其
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編碼人類化輕鏈，其 包含由SEQ ID NO: 115、SEQ ID NO:

1 18、及SEQ ID NO: 121所組成族群選出的一或更多

CDR（例如，所有三個該CDR）； 一種人類化輕鏈，其包含

由 SEQ ID NO: 116、SEQ ID 

所組成族群選出的一或更 

CDR）；或是一種人類化輕鏈 

SEQ ID NO: 120、及 SEQ ID 

或更多CDR（例如，所有三個 

不 為Campath®的 人類化輕鏈

在其他具體實施例，該重纟

NO: 119、及 SEQ ID NO: 122 

多CDR（例如，所有三個該 

，其包含由 SEQ ID NO: 117、

NO: 123所組成族群選出的一 

該CDR），其中該人類化輕鏈

L載體包含一個核酸分子，其

編碼包含由 SEQ ID NO: 124、SEQ ID NO: 127、及 SEQ ID 

NO: 130所組成族群選出的一或更多CDR（勿如，所有三個 

該CDR）的一種人類化重鏈；包含由SEQ ID NO: 125、SEQ 

ID NO: 128、及SEQ ID NO: 1 3 1所組成族群選出的一或更 

多CDR（例如，所有三個該CDR）的一種人類化重鏈；包含 

由 SEQ ID NO: 126、SEQ ID NO: 129及 SEQ ID NO: 132所 

組成族群選出的一或更多CDR（例如，所有三個該CDR）的 

一種人類化重鏈，其中該人類化重鏈不為Campath®的人 

類化重鏈。

在特定具體實施例，本發明重組載體為表現載體，例如 

哺乳動物細胞表現載體。在某些具體實施例，載體係為一 

種質粒或是病毒載體（洌如，腺病毒或AAV載體）。

本發明亦相關於一種包含編碼本發明人類化免疫球蛋白 

（人類化輕鏈及人類化重鏈）、人類化輕鏈或人類化重鏈的 
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（一或更多）核酸（洌如，重組）的宿主細胞。在一些具體實 

施例，該宿主細胞包含一種本發明重組載體（勿如，表現 

載體，其包含哺乳動物細胞表現載體）。

在特定具體實施例，該宿主細胞包含一種編碼人類化輕 

鏈或人類化重鏈的核酸（一或更多核酸）＞ 其中人類化輕鏈 

及人類化重鏈在一起會形成具對人類CD52的特定結合的 

人類化免疫球蛋白及其中該人類化免疫球蛋白包含含有 

SEQ ID N0:3的一或更多CDR（例如，所有三個CDR）之輕 

鏈及含有SEQ ID NO:16的一或更多CDR（勿如，所 有三個 

CDR）之重鏈；含有SEQ ID N0:4的一或更多CDR（洌如， 

所有三個CDR）之輕鏈及含有SEQ ID N0:17的一或更多 

CDR（勿如，所有三個CDR）之重鏈；含有SEQ ID N0:5的 

一或更多CDR（勿如，所有三個CDR）之輕鏈及含有SEQ ID 

N0:18的一或更多CDR（勿如，所有三個CDR之 重鏈；含有 

SEQ ID N0:6的一或更多CDR（洌如，所有三個CDR）之輕 

鏈及含有SEQ ID N0:19的一或更多CDR（勿血，所有三個 

CDR）之重鏈；含有SEQ ID N0:7的一或更多CDR（勿如， 

所有三個CDR）之輕鏈及含有SEQ ID N0:2 0的一或更多 

CDR（勿如，所有三個CDR）之重鏈；含有SEQ ID NO:8的 

一或更多CDR（勿如，所有三個CDR）之輕鏈及含有SEQ ID 

NO:2 1的一或更多CDR（洌如，所有三個CDR）之重鏈；含 

有SEQ ID NO:9的一或更多CDR（洌如，所有三個CDR）之 

輕鏈及含有SEQ ID NO:22的一或更多CDR（例如，所有三 

個CDR）之重鏈；含有SEQ ID NO:10的一或更多CDR（创 
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如，所有三個CDR）之輕鏈及含有SEQ ID NO:23的一或更 

多CDR（勿如，所有三個CDR）之重鏈；含有SEQ ID NO:11 

的一或更多CDR（勿如，所 有三個CDR）之輕鏈及含有SEQ 

ID NO:24的一或更多CDR（洌如，所有三個CDR）之重鏈； 

含有SEQ ID NO:12的一或更多CDR（勿如，所有三個CDR） 

之輕鏈及含有SEQ ID NO:25的一或更多CDR（洌如，所有 

三個CDR）之重鏈；含有SEQ ID NO:12的一或更多CDR（甸 

如，所有三個CDR）之輕鏈及含有SEQ ID NO:137的一或更 

多CDR（例如，所有三個CDR）之重鏈；或含有SEQ ID 

NO:13的一或更多CDR（勿如，所有三個CDR）之輕鏈及含 

有SEQ ID NO:26的一或更多CDR（洌如，所 有三個CDR）之 

重鏈序列。

在一些具體實施例，該宿主細胞包含編碼人類化重鏈及 

人類化輕鏈的一或更多核酸分子，其中人類化輕鏈及人類 

化重鏈在一起會形成具對人類CD52的特定結合的人類化 

免疫球蛋白，其中該人類化免疫球蛋白結合至與老鼠單株 

抗體相同的位於人類CD52之抗原決定區，該老鼠單株抗 

體包含SEQ ID NO: 3的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 16的重 

鏈變異區；SEQ ID NO: 4的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 17 

的重鏈變異區；SEQ ID NO: 5的輕鏈變異 區及SEQ ID NO: 

18的重鏈變異區；SEQ ID NO: 6的輕鏈變異區及SEQ ID 

NO: 19的重鏈變異區；SEQ ID NO: 7的輕鏈變異區及SEQ 

ID NO: 20的重鏈變異區；SEQ ID NO: 8的輕鏈變異區及 

SEQ ID NO: 21的重鏈變異區；SEQ ID NO: 9的輕鏈變異 
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區及SEQ ID NO: 22的重鏈變異區；SEQ ID NO: 10的輕鏈 

變異 區及SEQ ID NO: 23的重鏈變異區；SEQ ID NO: 11的 

輕鏈變異區及SEQ ID NO: 24的重鏈變異區；SEQ ID NO: 

12的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 25的重鏈變異區；或是SEQ 

ID NO: 13的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 26的重鏈變異區。 

在其他具體實施例，該宿主細胞包含編碼人類化重鏈及人 

類化輕鏈的一或更多核酸分子，其中人類化輕鏈及人類化 

重鏈在一起會形成具對人類CD52的特定結合的 人類化免 

疫球蛋白，其中該人類化免疫球蛋白結合至與此種老鼠單 

株抗體所結合抗原決定區重疊的人類CD52上的抗原決定

Ο

在其他具體實施例，該宿主細胞包含編碼人類化重鏈及 

人類化輕鏈的一或更多核酸分子，其中人類化輕鏈及人類 

化 重鏈在一起會形成具對人類CD52的特定結合的人類化 

免疫球蛋白，其中該人類化免疫球蛋白結合至包含至少成 

熟人類CD52的殘基1之抗原決定區；結合至包含至少成熟 

人類CD52的殘基1、3 ' 4及5之抗原決定區；結合至包含 

至少成熟人類CD52的殘基1、2 > 3、4及5之抗原決定區； 

或是結合至包含至少成熟人類CD52的殘基7、8及9之抗原 

決定區。在一些具體實施例，該抗原決定區包含至少成熟 

人類CD52序列的殘基7、8及11。在一些具體實施例，該 

抗原決定區包含至少成熟人類CD52序列的殘基4及1 1。

在一些具體實施例，該宿主細胞包含編碼人類化重鏈及 

人類化輕鏈的一或更多核酸分子，其中人類化輕鏈及人類
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化重鏈在一起會形成具對人類CD52的特定結合的人類化 

免疫球蛋白，其中該人類化免疫球蛋白包含一種輕鏈，其 

包含由 SEQ ID NO: 115、SEQ ID NO: 118、及 SEQ ID NO: 

121所組成族群選出的一或更多CDR（例如，所有三個該 

CDR），及/或一種重鏈，其 包含由SEQ ID NO: 124、SEQ 

ID NO: 127 '及SEQ ID NO: 130所組 成族群 選出的一或更 

多CDR（例如，所有三個該CDR）； 一 種輕鏈，其包含由 

SEQ ID NO: 116、SEQ ID NO: 119、及 SEQ ID NO: 122所 

組成族群選出的一或更多CDR（例如，所有三個該CDR）， 

及/或一種重鏈，其包含由 SEQ ID NO: 125、SEQ ID NO:

128、 及SEQ ID NO: 131所組成族群選出的一或更多 

CDR（例如，所有 三個該CDR）；或一種輕鏈，其 包含由 

SEQ ID NO: 117、SEQ ID NO: 120、及 SEQ ID NO: 123所 

組成族群選出的一或更多CDR（例如，所有三個該CDR）， 

及/或一種重鏈，其包含由 SEQ ID NO: 126、SEQ ID NO:

129、 及SEQ ID NO: 132所組成族群選出的一或更多 

CDR（甸如，所 有三個 該CDR）。

在一些具體實施例，該宿主細胞包含編碼人類化重鏈及 

人類化輕鏈的一或更多核酸5其中人類化輕鏈及人類化重 

鏈在一起會形成具對人類CD52的特 定結合的人類化免疫 

球蛋白，其中該人類化免疫球蛋白包含含有SEQ ID NO: 

115、SEQ ID NO: 118及 SEQ ID NO: 121 的 CDR之輕鏈及 

包含 SEQ ID NO: 124、SEQ ID NO: 127 及 SEQ ID NO: 130 

的 CDR 之重鏈；包含 SEQ ID NO: 116、SEQ ID NO: 119、 
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及 SEQ ID NO: 122的 CDR之輕鏈及 包含 SEQ ID NO: 125、 

SEQ ID NO: 12 8及 SEQ ID NO: 131 的 CDR 之重鏈；或包含 

SEQ ID NO: 117、SEQ ID NO: 120及 SEQ ID NO: 123 的 

CDR 之輕鏈及 包含 SEQ ID NO: 126、SEQ ID NO: 129 及 

SEQ ID NO: 132的 CDR之 重鏈。

在其他具體實施例，該宿主細胞包含編碼人類化重鏈及 

人類化輕鏈的一或更多核酸分子，其中人類化輕鏈及人類 

化重鏈在一起會形成具對人類CD52的特定結合的人類化 

免疫球蛋白，其中該人類化免疫球蛋白對於釀化人類 

CD52較對於非-醯化或去-醃化人類CD52具有更大結合親 

和力»例如5顯現對醃化人類CD52特定的結合。人類化 

免疫球蛋白可結合至包含其N-鍵結碳水化合物基團的成熟 

人類CD52上的抗原決定區。此抗原決定區亦可包含至少 

成熟人類CD52序列的殘基1，至少成熟人類CD52序列的殘 

基3，至少成熟人類CD52序列的殘基1、3、4及5，或是至 

少成熟人類CD52序列的殘基1、2、3、4及5。

在一些具體實施例，該宿主細胞包含編碼人類化輕鏈的 

一種核酸分子，其包含 SEQ ID NO:3 ' SEQ ID NO:4、SEQ 

ID NO:5、SEQ ID NO:6、SEQ ID NO:7、SEQ ID NO:8、 

SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:10、SEQ ID NO:11、SEQ ID 

NO:12或SEQ ID NO:13的一或更多CDR I例如，所 有三個 

CDR）。該人類化輕鏈不為Campath®的 人類化輕鏈。

在其他具體實施例，該宿主細胞包含編碼人類化重鏈的 

一種核酸分子，其包含SEQ ID NO:16、SEQ ID NO:17、
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SEQ ID N0:18、SEQ ID N0:19、SEQ ID NO:20、SEQ ID

NO:21、SEQ ID NO:22、SEQ ID NO:23、SEQ ID NO:24、

SEQ ID NO:25、SEQ ID NO:26、或 SEQ ID NO: 137的一或 

更多CDR（例如，所有三個CDR）。該人類化重鏈不為 

Campath®的人類化重鏈。

在一些具體實施例，該宿主細胞包含編碼人類化輕鏈的 

一種核酸，其中該人類化輕鏈包含由SEQ ID NO:27、SEQ

ID NO:28、SEQ ID NO:29、SEQ ID NO:30、SEQ ID

NO:31、 SEQ ID NO:32、 SEQ ID NO:33、 SEQ ID NO:34、

SEQ ID NO:35、 SEQ ID NO:36、SEQ ID NO:37、SEQ ID

NO:38、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:40、 SEQ ID NO:41、

SEQ ID NO:42、 SEQ ID NO:43、SEQ ID NO:44、SEQ ID

NO:45、 SEQ ID NO:46、 SEQ ID NO:47、 及 SEQ ID NO:48

或是其組合所組成族群選出的一或更多CDR '其中該人類

化輕鏈不為Campath®的人類化輕鏈。

在其他具體實施例，該宿主細胞包含編碼人類化重鏈的 

一種核酸'其中該人類化重鏈包含由SEQ ID NO:49、SEQ

ID NO:50、SEQ ID NO:51、SEQ ID NO:52、SEQ ID 

NO:53、 SEQ ID NO:54、 SEQ ID NO:55、 SEQ ID NO:56、

SEQ ID NO:57、 SEQ ID NO:58、SEQ ID NO:59、SEQ ID

NO:60、 SEQ ID NO:61、 SEQ ID NO:62、 SEQ ID NO:63、

SEQ ID NO:64、 SEQ ID NO:65、SEQ ID NO:66、SEQ ID

NO:67、 SEQ ID NO:68、 SEQ ID NO:69、 SEQ ID NO:70、

SEQ ID NO:71、SEQ ID NO:72、SEQ ID NO:73、SEQ ID
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NO:74、及SEQ ID NO: 294或是其組合所組成族群選出的 

一或更多CDR，其中該人類化重鏈不為Campath®的人類化 

重鏈。

本發明亦關於一種具對人類CD52的特定結合的人類化 

免疫球蛋白之製備方法-其包含在適合人類化免疫球蛋白 

表現的條件下培養本發明宿主細胞（例如，包含編碼本發 

明人類化免疫球蛋白（例如，本發明人類化輕鏈及人類化 

重鏈）的一或更多重組核酸之宿主細胞），藉以表現人類化 

免疫球蛋白鏈及製造人類化免疫球蛋白。在一些具體實施 

例，該方法進一步包含純化或分離人類化免疫球蛋白。在 

一些具體實施例，該方法進一步包含合併該經純化或分離 

人類化免疫球蛋白與生理上可接受媒劑或載體以製造醫藥 

組合物。

本發明亦關於一種具對人類CD52的特定結合的人類化 

輕鏈之製備方法，其包含在適合人類化輕鏈表現的條件下 

培養本發明宿主細胞（例如，包含編碼本發明人類化輕鏈 

的一或更多重組核酸之宿主細胞），藉以表現人類化輕鏈 

及製造人類化輕鏈。在一些具體實施例，該方法進一步包 

含純化或分離人類化輕鏈。

本發明亦關於一種具對人類CD52的特定結合的人類化 

重鏈之製備方法，其包含在適合人類化重鏈表現的條件下 

培養本發明宿主細胞（例如，包含編碼本發明人類化重鏈 

的一或更多重組核酸之宿主細胞），藉以表現人類化重鏈 

及製造人類化重鏈。在一些具體實施例，該方法進一步包 
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含純化或分離人類化重鏈。

本發明進一步關於一種醫藥組合物，其包含本發明人類 

化免疫球蛋白（例如，包含本發明人類化輕鏈及/或本發明 

人類化重鏈）及生理上可接受媒劑或載體。在一些具體實 

施例，該醫藥組合物包含一種單位劑量組合物。

本發明亦關於一種會分泌具對人類CD52的結合專一性 

的單株抗體之融合瘤細胞的製造方法，其包含將人類 

CD52的轉基因老鼠淋巴細胞至投與人類CD52#基因老鼠 

相同或類似的族系（例如，CD1）的非-轉基因老鼠，藉以製 

造免疫、非-轉基因老鼠。該免疫，非-轉基因老鼠的脾細 

胞與永生細胞融合5藉以製造融合瘤細胞 > 該融合瘤細胞 

係培養在會分泌具對人類CD52的結合專一性的單株抗體 

之條件。在一些具體實施例，使用FACS分析以偵測會分 

泌具對人類CD52的結合專一性的單株抗體之融合瘤細 

胞。在其他具體實施例，轉基因老鼠族系及非-轉基因老 

鼠族系為相同的。在某些具體實施例，CD52為野生型人 

類CD52。在一些具體實施例，CD52轉基因老 鼠及非-轉基 

因老鼠為CD1老鼠。在一些具體實施例，用於免疫的淋巴 

細胞係由人類CD52#基因老鼠的脾臟得到。在一些具體 

實施例，永生細胞係由SP2/0 Agl4細胞及NS1骨髓瘤細胞 

所組成族群選出。本發明亦關於一種由本發明方法所製造 

的融合瘤細胞。選擇性地，收集由融合瘤細胞所分泌的單 

株抗體及進一步純化（例如，大體上純化，分離的）。在其 

他具體實施例，該方法 進一步包含決定由融合瘤細胞所 
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分泌的單株抗體之核昔酸序列。

本發明亦關於一種於需要治療病人中自體免疫疾病(例 

如，多發性硬化症(MS)、類風濕關節炎(RA)(參看例如， 

Nature Reviews Drug Discovery 6: 75-92 (2007))、血管炎 

(參看例如'Rheumatology 39:229-237 (2000))、貝西氏病 

(BD)(參看例如，Rheumatology 42:1539-1544 (2003))、狼 

瘡及乳糜瀉(Vivas, S.,等，N. Engl. J. Med., 354(23力2514-2515 

(2006))、血管炎、乾癣、肌炎、硬化症、再生障礙性貧 

血、及結腸炎)治療方法，其包含投藥有效量的本發明人 

類化免疫球蛋白至病人。

在另一方面，有效量的本發明人類化免疫球蛋白可與一 

或更多免疫抑制劑一起投藥以使需要此種治療的病人準備 

進行固體器官移植(Agarwal 等 > Transplant Immunol., 

20:6-1 1 (2008))或是 CD34+ 幹細胞移植(Burt #，The

Lancet, published online January 30, 2009) °

本發明亦關於一種於需要治療病人的癌症治療方法，其 

包含投藥有效量的本發明人類化免疫球蛋白至病人。

本發明亦關於一種於需要治療病人的多發性硬化症治療 

方法，其包含投藥有效量的本發明人類化免疫球蛋白至病 

人。

本發明亦關於一種於需要治療病人的慢性淋巴性白血病 

治療方法，其包含投藥有效量的本發明人類化免疫球蛋白 

至病人。

本發明人類化免疫球蛋白的投藥可包含(例如，於醫藥 
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組合物）人類化免疫球蛋白本身的投藥，編碼人類化免疫 

球蛋白的一或更多重組載體之投藥，或是包含編碼人類化 

免疫球蛋白及表現人類化免疫球蛋白的一或更多核酸（例 

如，一或更多重組載體）的宿主細胞的投藥。

本發明亦關於一種由自體免疫疾病、癌症、非-何杰金 

氏淋巴瘤、多發性硬化症、狼瘡及慢性淋巴性白血病所組 

成族群選出的疾病之診斷方法，其色含使用本發明人類化 

免疫球蛋白活體外分析病人樣品。

本發明亦關於一種本發明人類化免疫球蛋白（例如，包 

含本發明 人類化輕鏈及/或本發明人類化重鏈）、本發明重 

組載體、或是本發明宿主細胞，以用於藥物，例如用於治 

療及/或診斷疾病，例如用於治療此處所敘述疾病或失調 

例如自體免疫疾病（例如，多發性硬化症、類風濕關節 

炎、及狼瘡）、癌症、淋巴細胞超-增生情況（例如»包含白 

血病例如B -細胞慢性淋巴性白血病及淋巴瘤例如非-何杰 

金氏淋巴瘤的T或B細胞惡性腫瘤）。參考例如，Lundin, J. 

等，Blood,劲：4267-4272 （2003） ； Rodig, SJ. # ，Clinical 

Cancer Research, J2（23）:7174-7179 （2006）。本發明亦關於 

人類化免疫球蛋白、本發明人類化輕鏈或人類化重鏈、本 

發明重組載體、或是本發明宿主細胞的使用，以用於製造 

治療此處所敘述疾病或失調（例如5自體免疫疾病、癌 

症、非-何杰金氏淋巴瘤、多發性硬化症、慢性淋巴性白 

血病）的藥物。

老鼠罩株免疫球蛋白
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本發明亦關於具人類CD52結合專一性的老鼠單株抗體 

（老鼠單株免疫球蛋白）。在一個具體實施例，本發明係關 

於具人類CD52結合專一性的老鼠單株抗體，其包含含有

SEQ ID NO: 3的輕鏈及含有SEQ ID NO: 16的重鏈；含有

SEQ ID NO: 4的輕鏈及含有SEQ ID NO: 17的重鏈；含有

SEQ ID NO: 5的輕鏈及含有SEQ ID NO: 18的重鏈；含有

SEQ ID NO: 6的輕鏈及含有SEQ ID NO: 19的重鏈；含有

SEQ ID NO: 7的輕鏈及含有SEQ ID NO: 20的重鏈；含有

SEQ ID NO: 8的輕鏈及含有SEQ ID NO: 21的重鏈；含有

SEQ ID NO: 9的輕鏈及含有SEQ ID NO: 22的重鏈；含有

SEQ ID NO: 10的輕鏈及含有SEQ ID NO: 23的重鏈；含有

SEQ ID NO: 11的輕鏈及含有SEQ ID NO: 24的重鏈；含有

SEQ ID NO: 12的輕鏈及含有SEQ ID NO: 25的重鏈或含有

SEQ ID NO: 13的輕鏈及含有SEQ ID NO: 26的 重鏈。

在一個具體實施例，具人類CD52結合專一性的老鼠單 

株抗體包含由 SEQ ID NO:3、SEQ ID NO:4、SEQ ID 

NO:5、SEQ ID NO:6、SEQ ID NO:7、SEQ ID NO:8、SEQ 

ID NO:9、SEQ ID NO:10、SEQ ID NO:11、SEQ ID NO:12 

及SEQ ID NO:13所組成族群選出的輕鏈變異區，或是由 

SEQ ID NO:16、SEQ ID NO:17、SEQ ID NO:18、SEQ ID 

NO:19、SEQ ID NO:20、SEQ ID NO:21、SEQ ID NO:22、 

SEQ ID NO:23、SEQ ID NO:24、SEQ ID NO:25及 SEQ ID 

NO:26所組成族群選出的重鏈變異區，或是此種輕鏈變異

區及此種重鏈變異區皆包含。
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本發明亦關於~種老鼠免疫球蛋白輕鏈，其包含SEQ ID 

NO:3、SEQ ID NO:4、SEQ ID NO:5、SEQ ID NO:6、SEQ 

ID NO:7、SEQ ID N0:8、SEQ ID N0:9、SEQ ID NO:10、 

SEQ ID NO:1 1、SEQ ID NO:12 或 SEQ ID NO:13 的變異 

區。

本發明亦關於一種老鼠免疫球蛋白重鏈，其包含SEQ ID 

NO:16、SEQ ID NO:17、SEQ ID NO:18、SEQ ID NO:19、 

SEQ ID NO:20、SEQ ID N0:21、SEQ ID NO:22、SEQ ID 

NO:23、SEQ ID NO:24、SEQ ID NO:25 或 SEQ ID NO:26的 

變異區。

較佳為，本發明老鼠單株抗體包含本發明老鼠抗體輕鏈 

及本發明老鼠抗體重鏈。在一些具體實施例，本發明提供 

一種老鼠單株免疫球蛋白，其結合至與老鼠單株抗體相同 

的位於人類CD52之抗原決定區，其包含SEQ ID NO: 3的輕 

鏈變異區及SEQ ID NO: 16的重鏈變異區；SEQ ID NO: 4 

的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 17的重鏈變異區；SEQ ID 

NO: 5的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 18的重鏈變異區；SEQ 

ID NO: 6的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 19的重鏈變異區； 

SEQ ID NO: 7的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 20的重鏈變異 

區；SEQ ID NO: 8的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 21的重鏈 

變異區；SEQ ID NO: 9的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 22的 

重鏈變異區；SEQ ID NO: 10的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 

23的重鏈變異區；SEQ ID NO: 11的輕鏈變異區及SEQ ID 

NO: 2 4的重鏈變異區；SEQ ID NO: 12的輕鏈變異區及SEQ 
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ID NO: 25的重鏈變異區；或是SEQ ID NO: 13的輕鏈變異 

區及SEQ ID NO: 26的重鏈變異區。在其他具體實施例， 

本發明提供一種老鼠單株免疫球蛋白，其結合至人類 

CD52上的抗原決定區，其與老鼠單株抗體所結合的抗原 

決定區重疊。

在其他具體實施例，本發明提供一種老鼠單株免疫球蛋 

白，其結合至人類CD52上的抗原決定區，其包含至少成 

熟人類CD52序列的殘基1。該老鼠單株免疫球蛋白可結合 

至包含至少成熟人類CD52序列的殘基1、3、4及5之抗原 

決定區，可結合至包含至少成熟人類CD52序列的殘基1、 

2、3、4及5之抗原決定區，或是可結合至包含至少成熟人 

類CD52序列的殘基7、8及9之抗原決定區。在一些具體實 

施例，該抗原決定區包含至少成熟人類CD52序列的殘基 

7 ' 8及11。在一些具體實施例，該抗原決定區包含至少成 

熟人類CD52序 列的殘基4及11 °

本發明亦關於一種經分離核酸分子，其編碼本發明老鼠 

單株免疫球蛋白、老鼠免疫球蛋白輕鏈或老鼠免疫球蛋白 

重鏈。在一些具體實施例，本發明為一種經分離核酸分 

子，其編碼老鼠免疫球蛋白重鏈及老鼠免疫球蛋白輕鏈 ， 

它們在一起會形成具對人類CD52的特定結合的老鼠單株 

免疫球蛋白，其中該老鼠免疫球蛋白輕鏈包含由SEQ ID 

NO:3、SEQ ID NO:4、SEQ ID NO:5、SEQ ID NO:6、SEQ 

ID NO:7、SEQ ID NO:8、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:10、 

SEQ ID NO:11、SEQ ID NO:12 及 SEQ ID N0:13 所組成族 

148244.doc -43 -



1529247

群選出的變異區，或是該老鼠免疫球蛋白重鏈包含由SEQ 

ID NO:16、SEQ ID NO:17、SEQ ID N0:18、SEQ ID 

N0:19、SEQ ID NO:20、SEQ ID NO:21、SEQ ID NO:22、 

SEQ ID NO:23、SEQ ID NO:24、SEQ ID NO:25及 SEQ ID 

NO:26所組成族群選出的變異區，或是此種輕鏈及此種重 

鏈皆包含。

在一些具體實施例，該經分離核酸編碉老鼠免疫球蛋白 

輕鏈，其包含由 SEQ ID NO:3、SEQ ID NO:4、SEQ ID 

NO:5、SEQ ID NO:6、SEQ ID NO:7、SEQ ID NO:8、SEQ 

ID NO:9、SEQ ID NO:10、SEQ ID NO:11、SEQ ID NO:12 

及SEQ ID NO:13所組成族群選出的變異區。

在其他具體實施例，該經分離核酸編碼老鼠免疫球蛋白 

重鏈，其包含由 SEQ ID NO:16、SEQ ID NO:17、SEQ ID 

N0:18、SEQ ID NO:19、SEQ ID NO:20、SEQ ID NO:21、 

SEQ ID NO:22、SEQ ID NO:23、SEQ ID NO:24、SEQ ID 

NO:25及SEQIDNO:26所組成族群選出的變異區。

本發明亦相關於一種重組載體（勿如，表現載體，其包 

含哺乳動物細胞表現載體），其包含編碼本發明老鼠單株 

免疫球蛋白（例如，老鼠免疫球蛋白輕鏈及老鼠免疫球蛋 

白重鏈）、老鼠免疫球蛋白輕鏈、或老鼠免疫球蛋白重鏈 

的核酸。在一些具體實施例，本發明為包含編碼老鼠單株 

免疫球蛋白的核酸的一種重組載體，或一對包含編碼老鼠 

單株免疫球蛋白的核酸的重組載體，其包含由SEQ ID 

N0:3、SEQ ID NO:4、SEQ ID NO:5、SEQ ID N0:6、SEQ 
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ID N0:7、SEQ ID N0:8、SEQ ID N0:9、SEQ ID NO:10、 

SEQ ID NO:11、SEQ ID N0:12 及 SEQ ID N0:13 所組成族 

群選出 的輕鏈變異區，或由SEQ ID N0:16、SEQ ID 

N0:17、SEQ ID N0:18、SEQ ID N0:19、SEQ ID NO:20、 

SEQ ID N0:21、SEQ ID NO:22、SEQ ID NO:23、SEQ ID 

NO:24 ' SEQ ID NO:25及SEQ ID NO:26所 組成族群選出的 

重鏈變異區，或是此種輕鏈變異區及此種重鏈變異區皆包 

含。

在其他具體實施例，該重組載體包含編碼老鼠免疫球蛋 

白輕鏈的核酸，其中該老鼠免疫球蛋白輕鏈包含SEQ ID 

NO:3、SEQ ID N0:4、SEQ ID NO:5、SEQ ID NO:6、SEQ 

ID N0:7、SEQ ID N0:8、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:10、 

SEQ ID NO:1 1、SEQ ID N0:12或 SEQ ID N0:13。

在其他具體實施例，該重組載體包含編碼老鼠免疫球蛋 

白重鏈的核酸，其中該老鼠免疫球蛋白重鏈包含SEQ ID 

N0:16、SEQ ID N0:17、SEQ ID N0:18、SEQ ID N0:19、 

SEQ ID NO:20、SEQ ID N0:21、SEQ ID NO:22、SEQ ID 

NO:23、SEQ ID NO:24、SEQ ID NO:25 或 SEQ ID NO:26。

在其他具體實施例，該重組載體包含編碼老鼠免疫球蛋 

白輕鏈及老鼠免疫球蛋白重鏈的核酸，其中該老鼠免疫球 

蛋白輕鏈及老鼠免疫球蛋白重鏈在一起會形成具對人類 

CD52的特定結合的老鼠單株免疫球蛋白。在一個具體實 

施例，該老鼠免疫球蛋白輕鏈包含由SEQ ID N0:3、SEQ 

ID NO:4、SEQ ID N0:5、SEQ ID N0:6、SEQ ID N0:7、 

148244.doc -45-



1529247

SEQ ID NO:8、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:10、SEQ ID 

NO:1 1、SEQ ID NO:12及SEQ ID N0:13所 組成族群選出的 

變異區，及該老鼠單株免疫球蛋白重鏈包含由SEQ ID 

NO:16、SEQ ID N0:17、SEQ ID NO:18、SEQ ID NO:19、 

SEQ ID NO:20、SEQ ID N0:21、SEQ ID NO:22、SEQ ID 

NO:23、SEQ ID NO:24、SEQ ID NO:25及 SEQ ID NO:26所 

組成族群選出的變異區。

在特定具體實施例，本發明重組載體為一種表現載體， 

例如哺乳動物細胞表現載體。在某些具體實施例，載體係 

為一種質粒或是病毒載體（勿如，腺病毒或AAV載體）。

本發明亦關於一種宿主細胞，其包含一種編碼本發明老 

鼠單株免疫球蛋白（老鼠免疫球蛋白輕鏈及老鼠免疫球蛋 

白重鏈）、老鼠免疫球蛋白輕鏈或老鼠單株免疫球蛋白重 

鏈的一或更多核酸。例如，在一些具體實施例5該宿主細 

胞包含一種本發明重組載體（洌如，表現載體，哺乳動物 

細胞表現載體）。

在一些具體實施例，該宿主細胞包含一種編碼老鼠免疫 

球蛋白輕鏈及老鼠免疫球蛋白重鏈的核酸，其中該老鼠免 

疫球蛋白輕鏈及該老 鼠免疫球蛋白重鏈在一起會形成具對 

人類CD52的特定結合的老鼠單株免疫球蛋白及其中該老 

鼠免疫球蛋 白輕鏈包含由SEQ ID NO:3、SEQ ID N0:4、 

SEQ ID NO:5、SEQ ID N0:6、SEQ ID NO:7、SEQ ID 

N0:8、SEQ ID N0:9、SEQ ID NO:10、SEQ ID NO:11、 

SEQ ID NO:12及SEQ ID N0:13所組成族群選出的變異 
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區，及/或該老鼠免疫球蛋白重鏈包含由SEQ ID N0:16、 

SEQ ID N0:17、SEQ ID N0:18、SEQ ID N0:19、SEQ ID 

NO:20、SEQ ID N0:21、SEQ ID NO:22、SEQ ID NO:23、 

SEQ ID NO:24、SEQ ID NO:25 及 SEQ ID NO:26 所組成族 

群選出的變異區，或二者皆具。

在一些具體實施例，該宿主細胞包含一種編碼老鼠免疫 

球蛋白輕鏈的核酸?其中該老鼠免疫球蛋白輕鏈包含由 

SEQ ID N0:3、SEQ ID N0:4、SEQ ID NO:5、SEQ ID 

N0:6、SEQ ID NO:7、SEQ ID N0:8、SEQ ID N0:9、SEQ 

ID NO:10、SEQ ID NO:11、SEQ ID N0:12 及 SEQ ID 

N0:13所組成族群選出的輕鏈變異區。

在一些具體實施例，該宿主細胞包含一種編碼老鼠免疫 

球蛋白重鏈的核酸，其中該老鼠免疫球蛋白重鏈包含由 

SEQ ID NO:16、SEQ ID NO:17、SEQ ID N0:18、SEQ ID 

N0:19、SEQ ID NO:20、SEQ ID N0:21、SEQ ID NO:22、 

SEQ ID NO:23、SEQ ID NO:24、SEQ ID NO:25及 SEQ ID 

NO:26所組成族群選出的重鏈變異區。

本發明亦關於一種老鼠單株免疫球蛋白之製備方法，其 

包含在適合老鼠單株免疫球蛋白表現的條件下培養本發明 

.宿主細胞（洌如，包含編碼本發明老鼠單株免疫球蛋白（例 

如5老鼠免疫球蛋白輕鏈及老鼠免疫球蛋白重鏈）的一或 

更多重組核酸（例如，重組載體）之宿主細胞），藉以表現老 

鼠單株免疫球蛋白鏈及製造老鼠單株免疫球蛋白。在一些 

具體實施例，該方法進一步包含純化或分離老鼠單株免疫 
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球蛋白。

本發明亦關於一種老鼠單株免疫球蛋白輕鏈之製備方 

法 > 其包含在適合該老鼠免疫球蛋白輕鏈表現的條件下培 

養本發明宿 主細胞（包含編碼本發明 老鼠免疫球蛋白輕鏈 

的核酸），藉以表現輕鏈。在一些具體實施例，該方法進 

一步包含純化或分離該輕鏈。

本發明亦關於一種老鼠單株免疫球蛋白重鏈之製備方 

法，其包含在適合該老鼠免疫球蛋白重鏈表現的條件下培 

養本發明宿主細胞（包含編碼本發明老 鼠免疫球蛋白重鏈 

的核酸），藉以表現老鼠免疫球蛋白重鏈。在一些具體實 

施例，該方法進一步包含純化或分離該老鼠免疫球蛋白重 

鏈。

本發明亦關於一種疾病診斷方法（例如，自體免疫疾 

病、癌症、非-何杰金氏淋巴瘤、多發性硬化症及慢性淋 

巴性白血病），其包含使用本發明老鼠單株免疫球蛋白活 

體外分析病人樣品（例如'Lundin, J.等，Blood, 707:4267- 

4272 （2003） ； Rodig, SJ 等，Clin. Cancer res., 12（23）;Ί VI4- 

717179 （2006））。

嵌合免疫球蛋白

本發明亦關於一種具對人類CD52的特定結合的嵌合免 

疫球蛋白，此種嵌合免疫球蛋白可包含本發明任何老鼠單 

株免疫球蛋白的變異區。在一個具體實施例，本發明嵌合 

免疫球蛋白包含SEQ ID NO: 3的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 

16的重鏈變異區；SEQ ID NO: 4的輕鏈變異區及SEQ ID 
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NO: 17的.重鏈變異區；SEQ ID NO: 5的輕鏈變異區及SEQ 

ID NO: 18的重鏈變異區；SEQ ID NO: 6的輕鏈變異區及 

SEQ ID NO: 19的重鏈變異區；SEQ ID NO: 7的輕鏈變異 

區及SEQ ID NO: 20的重鏈變異區；SEQ ID NO: 8的輕鏈 

變異 區及SEQ ID NO: 21的重鏈變異區；SEQ ID NO: 9的 

輕鏈變異區及SEQ ID NO: 22的重鏈變異區；SEQ ID NO: 

10的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 23的重鏈變異區；SEQ ID 

NO: 11的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 2 4的重鏈變異區；SEQ 

ID NO: 12的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 25的重鏈變異區； 

或是SEQ ID NO: 13的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 26的重鏈 

變異區。

本發明亦關於一種具對一人類CD52的特定結合的嵌合免 

疫球蛋白，其包含由下列所組成族群選出的輕鏈變異區序 

列：SEQ ID NO: 3的輕鏈變異區、SEQ ID NO: 4的輕鏈變 

異區、SEQ ID NO: 5的輕鏈變異區、SEQ ID NO: 6的輕鏈 

變異區、SEQ ID NO: 7的輕鏈變異區、SEQ ID NO: 8的輕 

鏈變異區、SEQ ID NO: 9的輕鏈變異區、SEQ ID NO: 10 

的輕鏈變異區、SEQ ID NO: 11的輕鏈變異區、SEQ ID 

NO: 12的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 13的輕鏈變異區，及/ 

或由下列所組成族群選出的重鏈變異區序列：SEQ ID NO: 

16的重鏈變異區、SEQ ID NO: 17的重鏈變異區、SEQ ID 

NO: 18的重鏈變異區、SEQ ID NO: 19的重鏈變異區、SEQ 

ID NO: 20的重鏈變異區、SEQ ID NO: 21的重鏈變異區、 

SEQ ID NO: 22的重鏈變異區、SEQ ID NO: 23的重鏈變異 
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區、SEQ ID NO: 24的重鏈變異區、SEQ ID NO: 25的重鏈 

變異區及SEQ ID NO: 26的重鏈變異區。

本發明亦·關於一種嵌合輕鏈，其包含由SEQ ID N0:3 ' 

SEQ ID NO:4、SEQ ID NO:5、SEQ ID NO:6、SEQ ID 

NO:7、SEQ ID NO:8、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:10、 

SEQ ID NO:11、SEQ ID NO:12及 SEQ ID NO:13所組成族 

群選出的變異區。

本發明亦關於一種嵌合重鏈，其包含由 SEQ ID 

NO:16、SEQ ID NO:17、SEQ ID NO:18、SEQ ID NO:19、 

SEQ ID NO:20、SEQ ID NO:21、SEQ ID NO:22、SEQ ID 

NO:23、SEQ ID NO:24、SEQ ID NO:25及 SEQ ID NO:26所 

組成族群選出的變異區。

較佳為，本發明嵌合免疫球蛋白包含本發明嵌合輕鏈及 

本發明嵌合重鏈。

在一些具體實施例，本發明提供一種結合至與老鼠單株 

抗體相同的位於人類CD52之抗原決定區的嵌合免疫球蛋 

白，其包含SEQ ID NO: 3的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 16 

的重鏈變異區；SEQ ID NO: 4的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 

17的重鏈變異區；SEQ ID NO: 5的輕鏈變異區及SEQ ID 

NO: 18的重鏈變異區；SEQ ID NO: 6的輕鏈變異區及SEQ 

ID NO: 19的重鏈變異區；SEQ ID NO: 7的輕鏈變異區及 

SEQ ID NO: 20的重鏈變異區；SEQ ID NO: 8的輕鏈變異 

區及SEQ ID NO: 21的重鏈變異區；SEQ ID NO: 9的輕鏈 

變異區及SEQ ID NO: 22的重鏈變異區；SEQ ID NO: 10的 
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輕鏈變異區及SEQ ID NO: 23的重鏈變異區；SEQ ID NO: 

11的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 24的重鏈變異區；SEQ ID 

NO: 12的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 25的重鏈變異區；或 

是 SEQ ID NO: 13的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 26的重鏈 

變異區。在其他具體實施例，該嵌合免疫球蛋白結合至於 

人類CD52上的抗原決定區，此抗原決定區與老鼠單株抗 

體所結合的抗原決定區重疊。

在其他具體實施例，本發明提供一種嵌合免疫球蛋白 ， 

其結合至人類CD52上的抗原決定區，其包含至少成熟人 

類CD52序列的殘基1。該嵌合免疫球蛋白可結合至包含至 

少成熟人類CD52序列的殘基1、3 ' 4及5之抗原決定區， 

可結合至包含至少成熟人類CD52序列的殘基1、2、3、4 

及5之抗原決定區，或是可結合至包含至少成熟人類CD52 

序列的殘基7、8及9之抗原決定區於人類CD52上。在一些 

具體實施例，該抗原決定區包含至少成熟人類CD52序列 

的殘基7、8及11。在一些具體實施例，該抗原決定區包含 

至少成熟人類CD52序列的殘基4及11。

本發明亦關於一種經分離核酸分子'其編碼本發明嵌合 

免疫球蛋白、嵌合輕鏈或嵌合重鏈。在一些具體實施例， 

本發明為一種編碼嵌合重鏈及嵌合輕鏈的經分離核酸分子 

（一或更多核酸分子），嵌合重鏈及嵌合輕鏈在一起會形成 

具對人類CD52的特定結合的嵌合免疫球蛋白，其中該嵌 

合輕鏈包含由 SEQ ID NO:3、SEQ ID NO:4、SEQ ID 

NO:5、SEQ ID N0:6、SEQ ID NO:7、SEQ ID NO:8、SEQ
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ID NO:9、SEQ ID NO:10、SEQ ID NO:11、SEQ ID N0:12 

及SEQ ID NO:13所組成族群選出的變異區；及/或該嵌合 

重鏈包含由 SEQ ID NO:16、SEQ ID NO:17、SEQ ID 

NO:18、SEQ ID N0:19、SEQ ID NO:20、SEQ ID N0:21、 

SEQ ID NO:22、SEQ ID NO:23、SEQ ID NO:24、SEQ ID 

NO:25及SEQIDNO:26所組成族群選出的變異區。

在一些具體實施例，本發明為一種編碼嵌合輕鏈的經分 

離核酸分子5嵌合輕鏈包含 SEQ ID NO:3、SEQ ID 

NO:4、SEQ ID NO:5、SEQ ID NO:6、SEQ ID NO:7、SEQ 

ID NO:8、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO: 10、SEQ ID 

NO:U、SEQ ID NO:12 或 SEQ ID NO:13 的變異區。

在一些具體實施例，本發明為一種編碼嵌合重鏈的經分 

離核酸分子5嵌合重鏈包含SEQ ID NO: 16、SEQ ID 

NO:17、SEQ ID NO:18、SEQ ID NO:19、SEQ ID NO:20、 

SEQ ID NO:21、SEQ ID NO:22、SEQ ID NO:23、SEQ ID 

NO:24 ' SEQ ID NO:25 或 SEQIDNO:26 的變異區。

本發明亦相關於一種重組載體（洌如，表現載體，哺乳 

動物細胞表現載體），其包含編碼本發明嵌合免疫球蛋白 

（嵌合輕鏈及嵌合重鏈）、嵌合輕鏈、或嵌合重鏈的核酸。 

在一些具體實施例，本發明為一種包含編碼嵌合免疫球蛋 

白的一種核酸的重組載體（或包含核酸的一對重組載體）， 

其包含由 SEQ ID NO:3、SEQ ID NO:4、SEQ ID NO:5、 

SEQ ID NO:6、SEQ ID NO:7、SEQ ID NO:8、SEQ ID 

NO:9、SEQ ID NO: 10、SEQ ID NO:11、SEQ ID NO:12及 
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SEQ ID N0:13所組成族群選出的輕鏈變異區；或由SEQ 

ID N0:16、SEQ ID N0:17、SEQ ID N0:18、SEQ ID 

N0:19、SEQ ID NO:20、SEQ ID NO:21、SEQ ID NO:22、 

SEQ ID NO:23、SEQ ID NO:24、SEQ ID NO:25及 SEQ ID 

NO:26所組成族群選出的重鏈變異區；或此種輕鏈及重鏈 

皆具。

在其他具體實施例，該重組載體包含編碼嵌合輕鏈的核 

酸，其中該嵌合輕鏈包含 SEQ ID N0:3、SEQ ID N0:4、 

SEQ ID N0:5、SEQ ID N0:6、SEQ ID N0:7、SEQ ID 

N0:8、SEQ ID N0:9、SEQ ID NO:10、SEQ ID NO:11、 

SEQ ID NO:12 或 SEQ ID N0:13 的 變異區。

在其他具體實施例，該重組載體包含編碼嵌合重鏈的核 

酸，其中該嵌合重鏈包含SEQ ID NO:16、SEQ ID 

N0:17、SEQ ID N0:18、SEQ ID N0:19、SEQ ID NO:20、 

SEQ ID NO:21、SEQ ID NO:22、SEQ ID NO:23、SEQ ID 

NO:24 ' SEQ ID NO:25 或 SEQ ID NO:26的變異區。

在特定具體實施例，本發明重組載體為一種表現載體， 

例如哺乳動物細胞表現載體。在某些具體實施例，載體係 

為一種質粒或是病毒載體（勿如，腺病毒或AAV載體）。

本發明亦相 關於一種包含編碼本發明嵌合免疫球蛋白 

（嵌合輕鏈及嵌合重鏈）、嵌合輕鏈或嵌合重鏈的一或更多 

核酸（勿如，一或更多重組載體）的宿主細胞。例如，在一 

些具體實施例，宿主細胞包含一種本發明重組載體（例 

如，表現載體，哺乳動物細胞表現載體）。
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在一些具體實施例，該宿主細胞包含編碼嵌合輕鏈及嵌 

合重鏈的一種重組核酸（或一對重組核酸），其中該嵌合輕 

鏈及該嵌合重鏈在一起會形成具對人類CD52的結合專一 

性的嵌合免疫球蛋白，其中該嵌合輕鏈包含由SEQ ID 

NO:3、SEQ ID NO:4、SEQ ID NO:5、SEQ ID NO:6、SEQ 

ID NO:7、SEQ ID NO:8、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:10、 

SEQ ID NO:11、SEQ ID NO:12及 SEQ ID NO:13所組成族 

群選出的變異區；及/或該嵌合重鏈包含由SEQ ID 

NO:16、SEQ ID NO:17、SEQ ID NO:18、SEQ ID NO:19、 

SEQ ID NO:20、SEQ ID NO:21、SEQ ID NO:22、SEQ ID 

NO:23、SEQ ID NO:24、SEQ ID NO:25及 SEQ ID NO:26所 

組成族群選出的變異區。

在一些具體實施例，該宿主細胞包含編碼嵌合輕鏈的重 

組核酸，其 中該嵌合輕鏈包含由SEQ ID NO:3、SEQ ID 

NO:4、SEQ ID NO:5、SEQ ID NO:6、SEQ ID N0:7、SEQ 

ID NO:8、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:10、SEQ ID 

NO:11、SEQ ID NO:12、及 SEQ ID N0:13 所組成族群選出 

的輕鏈變異區。

在一些具體實施例，該宿主細胞包含編碼嵌合重鏈的重 

組核酸，其中該嵌合重鏈包含由SEQ ID NO:16、SEQ ID 

NO:17、SEQ ID NO:18、SEQ ID NO:19、SEQ ID NO:20、 

SEQ ID NO:21、SEQ ID NO:22、SEQ ID NO:23、SEQ ID 

NO:24、SEQ ID NO:25及SEQ ID NO:26所組成族群選出的 

重鏈變異區。
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本發明亦關於1種嵌合免疫球蛋白之製備方法，其包含 

在適合嵌合免疫球蛋白表現的條件下培養本發明宿主細胞 

（例如，包含編碼本發明嵌合免疫球蛋白（例如，嵌合輕鏈 

及嵌合重鏈）的一或更多經分離核酸的宿主細胞），藉以表 

現嵌合免疫球蛋白鏈及製造嵌合免疫球蛋白。在一些具體 

實施例，該方法進一步包含純化或分離嵌合免疫球蛋白。

本發明亦關於一種嵌合輕鏈之製備方法，其包含在適合 

該嵌合輕鏈表現的條件下培養本發明宿主細胞（例如，包 

含編碼本發明嵌合輕鏈的核酸之宿主細胞），藉以表現嵌 

合輕鏈及製造嵌合輕鏈。在一些具體實施例，該方法進一 

步包含純化或分離該嵌合輕鏈。

本發明亦陽於一種嵌合重鏈之製備方法，其包含在適合 

該嵌合重鏈表現的條件下培養本發明宿主細胞（例如，包 

含編碼本發明 嵌合重鏈的核 酸之宿 主細胞），藉以表現嵌 

合重鏈及製造嵌合重鏈。在一些具體實施例，該方法進一 

步包含純化或分離該嵌合重鏈。

本發明亦關於一種由自體免疫疾病、癌症、非-何杰金 

氏淋巴瘤、多發性硬化症及慢性淋巴性白血病所組成族群 

選出的疾病之診斷方法，其包含使用本發明嵌合免疫球蛋 

白活體外分析病人樣品。

本發明亦關於一種單株抗-人類CD52抗體或其抗原-結合 

部分，其中該抗體的輕鏈及重鏈所包含三個互補決定區段 

（CDR）的發現是：分別在SEQ ID NO: 3及16 ；分別在SEQ 

ID NO: 4及 17 ；分別在 SEQ ID NO: 5及 18 ；分別在 SEQ ID
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NO: 6及19 ；分別在SEQ ID NO: 7及20 ；分別在SEQ ID

NO: 8及21 ；分別在SEQ ID NO: 9及22 ；分別在SEQ ID

NO: 10及23 ；分別在SEQ ID NO: 1 1及24 ；分別在SEQ ID

NO: 12及25 ；分別在SEQ ID NO: 12及137 ；或分別在SEQ

ID NO: 1 3及26 °在一些具體實施例，本發明亦關於一種

結合至與上文單株抗體或抗原-結合部分相同的位於人類 

CD52抗體之抗原決定區。在一些具體實施例，本發明亦 

關於一種與上文單株抗體或抗原-結合部分競爭的抗體。 

在一些具體實施例，本發明亦關於一種與上文單株抗體或 

抗原-結合部分互相競爭的抗體。

在一些具體實施例，任何上文抗體或抗原-結合部分結 

合至包含SEQ ID NO: 104的胺基酸序列，及該抗體或部分 

至SEQ ID NO: 104的結合係由在SEQ ID NO: 104的殘基 

4 ' 7 ' 8 '或11的丙胺酸取代所還原。

在一些具體實施例，抗體係為一種人類化抗體、老鼠抗 

體、或嵌合抗體。在某些具體實施例，該抗體重鏈的骨架 

區利用VH3-72或VH3-23人類生殖株序列及該抗體輕鏈的 

骨架區利用VK2 A18b人類生殖株序列。

在一些具體實施例，本發明係關於一種單株抗-人類 

CD52抗體或其抗原-結合部分，其中該抗體包含重鏈（H）- 

CDR1、H-CDR2、H-CDR3，輕鏈（L）-CDRl、L-CDR2、及 

L-CDR3，其胺基酸序列分別 為SEQ ID NO: 51、59、69、

29、3 6及 43 ；分別為 SEQ ID NO: 50、60、 69、29、37及

43 ；分別為 SEQ ID NO: 50、61、68、29、38 及 43 ；分別 
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為 SEQ ID NO: 50、61、69、29、36 及 43 ；分別為 SEQ ID 

NO: 50、62、69、29、39 及 43 ；分別為 SEQ ID NO: 52、 

61 ' 70 ' 30 ' 40及 43 ；分別為 SEQ ID NO: 53、63、71、

31、36及 44 ；分別為 SEQ ID NO: 54、64、71、3 1、36及 

45 ；分別為 SEQ ID NO: 55、63、72、31、36及 46 ；分別 

為 SEQ ID NO: 56、65、73、32、41 及 47 ；分別為 SEQ ID 

NO: 56、65、294、32、41 及 47 ；或分別為 SEQ ID NO: 

56、66、74、33、41 及48。

在一些具體實施例，本發明係關於一種單株抗-人類 

CD52抗體或其抗原-結合部分，其中該抗體輕鏈及重鏈分 

別包含SEQ ID NO: 3及16 ；分別包含SEQ ID NO: 4及17 ； 

分別一包含SEQ ID NO;. 5及1&；_分一別包含SEQ. ID^ NO: 6及 

19 ；分別包含SEQ ID NO: 7及20 ；分別包含SEQ ID NO: 8 

及21 ；分別 包含SEQ ID NO: 9及22 ；分別 包含SEQ ID NO: 

10及23 ；分別包含SEQ ID NO: 11及24 ；分別包含SEQ ID 

NO: 12及25或分別包含SEQ ID NO: 13及26的胺基酸序 

列。

在一些具體實施例，本發明係關於一種單株抗體或其抗 

原-結合部分，其中該抗體的重鏈及輕鏈分別包含SEQ ID 

NO: 103及102 ；分別 包含SEQ ID NO: 13 6及138 ；分別包 

含 SEQ ID NO: 137 及 138 ；分別 包含 SEQ ID NO: 139 及 

147 ；分別 包含SEQ ID NOs: 149及155 ；分別 包含SEQ ID 

NO: 149 及156 ；分別 包含SEQ ID NO: 158及165 ；分別包 

含 SEQ ID NO: 158及 166 ；分別包含 SEQ ID NO: 159及 
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165 ；分別 包含SEQ ID NO: 159及166 ；分別 包含SEQ ID 

NO: 161及166；或分別包含SEQ ID NO: 163及166的胺基 

酸序列。在一些具體實施例，本發明係關於一種結合至與 

上述單株抗體或其抗原-結合部分相同的位於人類CD52之 

抗體的抗原決定區。在一些具體實施例，本發明係關於一 

種與上述單株抗體或其抗原-結合部分競爭之抗體。在一 

些具體實施例，本發明係關於一種與上述單株抗體或其抗 

原-結合部分交互競爭之抗體。

在某些具體實施例，本發明係關於一種單株抗-人類 

CD52抗體或其抗原-結合部分，其中該抗體的重鏈及輕鏈 

分別包含SEQ ID NO: 272及273的胺基酸序列，且無信號 

序列。在某些具體實施例，本發明係關於一種單株抗-人 

類CD52抗體或其抗原-結合部分，其中該抗體的重鏈及輕 

鏈分別包含SEQ ID NO: 274及275的胺基酸序列，且無信 

號序列。在某些具體實施例，本發明係關於一種單株抗· 

人類CD52抗體或其抗原-結合部分，其中該抗體的重鏈及 

輕鏈分別包含SEQ ID NO: 276及278的胺基酸序列，且無 

信號序列。在某些具體實施例，本發明係關於一種單株 

抗-人類CD52抗體或其抗原-結合部分，其中該抗體的重鏈 

及輕鏈分別包含SEQ ID NO: 277及278的胺基酸序列，且 

無信號序列。在某些具體實施例，本發明係關於一種單株 

抗-人類CD52抗體或其抗原-結合部分，其中該抗體的重鏈 

及輕鏈分別包含SEQ ID NO: 279及280的胺基酸序列，且 

無信號序列。在某些具體實施例，本發明係關於一種單株 
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抗-人類CD52抗體或其抗原-結合部分，其中該抗體的重鏈 

及輕鏈分別包含SEQ ID NO: 281及282的胺基酸序列，且 

無信號序列。

在一些具體實施例，本發明係關於一種單株抗-人類 

CD52抗體或其抗原-結合部分，其中該抗體的輕鏈包含由 

SEQ ID NOs: 102、138、145-148、153-157及 164-168所組 

成族群選出的胺基酸序列。在某些具體實施例，本發明係 

關於一種單株抗-人類CD52抗體或其抗原-結合部分，其中 

該抗體的輕鏈包含由 SEQ ID NOs: 273、275、278、280 

及282所組成族群選出的胺基酸序列，且無信號序列。在 

某些具體實施例，本發明係關於一種抗體的輕鏈或其抗 

原:結 合部 分—其 包含由一 SEQ ID NOs:. 102 v 138 ?..14.5- 

148、153-157、164-168、273、275、278、280及 282所組 

成族群選出的胺基酸序列，且無信號序列若存在。

在一些具體實施例，本發明係關於一種單株抗-人類 

CD52抗體或其抗原-結合部分，其中該抗體的重鏈包含由 

SEQ ID NOs: 103、136、137、139-144、149-152及 158- 

1 63所組成族群選出的胺基酸序列。在某些具體實施例， 

本發明係關於一種單株抗-人類CD52抗體或其抗原-結合部 

分，其中該抗體的重鏈包含由SEQ ID NOs: 272、274、 

276、277、279及281所組成族群選出的胺基酸序列，且無 

信號序列。在某些具體實施例，本發明係關於一種抗體重 

鏈或其部分，其包含由SEQ ID NOs: 103、136、137、139- 

144 、 149-152 、 158-163 、 272 、 274 、 276 、 277 、 279及281 
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所組成族群選岀的胺基酸序列，且無信號序列若存在。

在一些具體實施例，任何上述抗體可為IgG、IgM、 

IgA、IgD或IgE分子。在某些具體實施例，該IgG為IgGl、 

IgG2、IgG3、或 IgG4。

在一些具體實施例，任何上述抗原-結合部分可為單一 

鏈抗體、Fv、Fab、Fab，、F(ab')2、Fd、單一鏈 Fv 分子 

(scFv)、雙特定單一鏈Fv二聚體、雙鏈抗體、區域缺失抗 

體或單域抗體(dAb)。

本發明亦關於任何上述抗體或抗原-結合部分，其中該 

抗體或抗原-結合部分消耗 T或 B淋巴細胞，或二者；與 

B淋巴細胞相較，較佳為消耗T淋巴細胞；增加TNF、IL- 

6、或MCP-1的循環血清含量；媒介CD52-表現細胞的抗 

體-依賴細胞介導性細胞毒性(ADCC):媒介CD52-表現細 

胞的補體依賴細胞毒性(CDC)；及/或促進人類T及/或B細 

胞的細胞內發信號。

本發明進一步關於一種編碼任何上述抗體的重鏈或其抗 

原-結合部分，或是輕鏈或其抗原-結合部分之經分離核 

酸。在一些具體實施例，該經分離核酸包含由SEQ ID 

NOs: 283、285、287、2 88、290及292所組成族群選 出的 

重鏈核昔酸序列，或是該核昔酸序列不具編碼信號胜肽的 

序列；由 SEQ ID NOs: 284, 286, 289, 291 及293所組成族群 

選出的輕鏈核昔酸序列，或是該核昔酸序列不具編碼信號 

胜肽的序列；或是該重鏈核昔酸序列及該輕鏈核昔酸序列 

皆包含。在某些具體實施例，該經分離核酸所包含重鏈核 
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昔酸序列與輕鏈核昔酸序列分別由SEQ ID NO: 283及SEQ 

ID NO: 284所組成族群選出，皆不具編碼信號胜肽的序 

列；分別由SEQ ID NO: 285及SEQ ID NO: 286所組成族群 

選出 > 皆不具編碼信號胜肽的序列；分別由SEQ ID NO: 

287及SEQ ID NO: 289所組成族群選出，皆不具編碼信號 

胜肽的 序列；分別由SEQ ID NO: 288 及SEQ ID NO: 289 

所組成族群選出，皆不具編碼信號胜肽的序列；分別由 

SEQ ID NO: 290及SEQ ID NO: 291所組成族群選出，皆不 

具編碼信號胜肽的序列；及分別 由SEQ ID NO: 292及SEQ 

ID NO: 293所組成族群選出，皆不具編碼信號胜肽的序 

列。

本發明亦關於使用包含重-鏈核昔酸序列一的經分離.核酸及. 

包含輕鏈核昔酸序列的經分離核酸以製造治療需要此種治 

療的病人之藥物，其中該重鏈核昔酸序列及該輕鏈核昔酸 

序 列係 由 分別 由SEQ ID NO: 283及SEQ ID NO: 284所組成 

族群選出，皆不具編碼信號胜肽的序列；分別由SEQ ID 

NO: 285及SEQ ID NO: 286所組成族群選出，皆不具編碼 

信 號胜肽 的序列；分別由SEQ ID NO: 287及SEQ ID NO: 

289所組成族群選出，皆不具編碼信號胜肽的序列；分別 

由SEQ ID NO: 288 及SEQ ID NO: 289所組成族群選出， 

皆不具編碼信號胜肽的序列；分別由SEQ ID NO: 290及 

SEQ ID NO: 291所組成族群選岀，皆不具編碼信號胜肽的 

序列；及分別由SEQ ID NO: 292及SEQ ID NO: 293所組成 

族群選出，皆不具編碼信號胜肽的序列。
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本發明亦關於一種重組載體，其包含（1）編碼任何上述 

抗體的重鏈或其抗原-結合部分的核酸序列，（2）編碼任何 

上述抗體的輕鏈或其抗原-結合部分的核酸序列，或（3）二 

者。本發明進一步關於一種宿主細胞，其包含：編碼任何 

上述抗體的重鏈或其抗原-結合部分的第一核酸序列，該 

第一核酸序列操作地鏈結至表現控制因子；及編碼該抗體 

的輕鏈或其抗原-結合部分的第二核酸序列，該第二核酸 

序列操作地鏈結至表現控制因子。本發明係關於一種抗- 

人類CD52抗體或其抗原-結合部分的製造方法，其包含維 

持該宿主細胞在適合該抗體或部分表現的條件下，及亦關 

於該方法，其進一步包含分離該抗體或部分的步驟。

本發明係關於一種組合物，其包含根據申請專利範圍第 

1-24項中任一項的單株抗體或抗原-結合部分及醫藥可接受 

媒劑或載體。

在一些具體實施例，本發明係關於一種需要此種治療的 

病人之治療方法，其包含投藥有效量的任何上述抗體或抗 

原-結合部分，或是上述組合物予病人。在某些具體實施 

例，該病人正接受移植。

在一些具體實施例，本發明係關於一種需要自體免疫疾 

病治療的病人之治療方法，其包含投藥有效量的任何上述 

抗體或抗原-結合部分'或是上述組合物予病人。在某些 

具體實施例，該自體免疫疾病為，例如，多發性硬化症、 

風濕性關節炎、或系統性紅斑狼瘡。

在一些具體實施例，本發明係關於一種需要癌症治療的 
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病人之治療方法，其包含投藥有效量的任何上述抗體或抗 

原-結合部分，或是上述組合物予病人。在某些具體實施 

例，該癌症為，例如 > 具巨大腫瘤的非-何杰金氏淋巴 

瘤；B -細胞慢性淋巴性白血病；T細胞惡性腫瘤，其中與B 

細胞相較，該抗體或部分較佳為消耗T細胞；或是實體腫 

瘤。

在一些具體實施例，任何上述治療方法進一步包含投藥 

嗜中性球或NK細胞刺激劑予病人。在某些具體實施例， 

該 藥 劑係 為G-CSF或GM-CSF。在一些具體實施例，任何 

上述治療方法進一步包含投藥T調節細胞刺激劑予病人。 

在某些具體實施例，該藥劑係為雷帕黴素。

在一一.些-具.體.實施例？—本.發明.係關於匸 種—有一需一要一的病Α_ΐ 

血管新生抑制方法，其包含投藥有效量的任何上述抗體或 

抗原-結合部分予病人。在某些具體實施例，該病人具實 

體腫瘤。在某些具體實施例，該病人具血管新生。在某些 

具體實施例，該血管新生係在眼睛。

本發明亦關於使用任何上述抗體或抗原-結合部分以製 

造治療有需要病人中自體免疫疾病之藥物。更進一步，本 

發明係關於使用任何上述抗體或抗原-結合部分以製造治 

療有需要病人中癌症之藥物。本發明係關於使用任何上述 

抗體或抗原-結合部分以製造治療有需要移植的病人之藥 

物。本發明係關於使用任何上述抗體或抗原-結合部分以 

製造治療有需要病人中血管新生之藥物。

本發明亦關於使用任何上述抗體或抗原-結合部分做為 
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藥物。

【實施方式】

CD52為一種醯化，GPI錨定細胞表面富含蛋■白（約5 X 105 

個抗體結合部位每個細胞），其存在於至少95%的所有人類 

週邊血液淋巴細胞及單核細胞/巨噬細胞（Hale G,等「The 

CAMPATH-1 antigen （CD52）, j Tissue Antigens, 3 5:178- 

327 （1990）），但是不存在於造血幹細胞。本發明係關於具 

結合至或選擇性結合至人類CD52或其部份的結合專一性 

（例如，抗原決定區專一性）免疫球蛋白（抗-CD52）。這些免 

疫球蛋白特定地結合至CD52 ＞及不會特定地結合至非- 

CD52分子。在抗-CD52免疫球蛋白及CD52之 間 的特定結 

合可由，例如，使用流式細胞計數法測量免疫球蛋白結合 

至CD52+細 胞 的EC50而 決定。特定結 合可由 例 如0.5-10微 

克/毫升的EC50範圍所顯示。此處所敘述免疫球蛋白可具 

所有或部份人類CD52的結合專一性，其中人類CD52為經 

分離的及/或重組人類CD52，或是於表現人類CD52的細胞 

表面。此外，免疫球蛋白可具一或更多型式的人類CD52 

I例如，經釀化人類CD52 ；去-醵化人類CD52 ；非-釀化人 

類CD52 ；及對偶基因變異體）的結合專一性。在一個具體 

實施例，免疫球蛋白具自然發生，內源型或野生型人類 

CD52的結合專一性。野生型人類CD52的胺基酸序列說明 

於第 4圖（SEQ ID NO: 104）。

此處所敘述免疫球蛋白可使用已知技術純化或分離。

「純化」或"分離”的免疫球蛋白已自其起源（勿如，細胞上 
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層清液；於混合物中，例如於抗體庫的免疫球蛋白的混合 

物中）分子（例如，肽）分開，及包含由此處所敘述方法或其 

他合適方法所得到的免疫球蛋白。經分離免疫球蛋白包含 

大體上純的（實質上純的）免疫球蛋白，及由化學合成，重 

組技術及其組合所製造的免疫球蛋白。

更特定言之，本發明係關於抗-人類CD52免疫球蛋白、 

免疫球蛋白的抗原-結合片段（亦即，部分）、免疫球蛋白的 

輕鏈、免疫球蛋白的重鏈、及這些輕鏈或重鏈的片段。本 

發明亦關於成熟免疫球蛋白或其鏈，例如醃化免疫球蛋 

白。本發明亦關於成熟或前軀體免疫球蛋白（蛋白）。本發 

明亦關於編碼這些不成熟或成熟蛋白的核酸分子（勿如， 

載體），關於包含此種核酸的載體及宿主細胞，關於不成 

熟及成熟蛋白的製造方法及關於免疫球蛋白的使用方法 。

本發明免疫球蛋白可用於治療需要的個體（例如，人類 

病人）以消耗個體的淋巴細胞及依所需其他CD52 +細胞。當 

用於此處時，」淋巴細胞消耗」為一種藉由減少循環淋巴 

細胞族群（例如，T細胞及/或B細胞）而造成淋巴細胞減 

少的免疫抑制形式。本發明免疫球蛋白亦可用於抑制血管 

新生，如於下文進一步敘述。

自然發生的免疫球蛋白具共同核心結構，其中兩個相同 

輕鏈（約24 kD）及兩個相同重鏈（約55或70 kD）形成一個四 

聚物。每一個鏈的胺基-端部份係已知為變異（V）區及可與 

每一個鏈的其餘部分更守恆的恆定（C）區分別。在輕鏈變 

異區（亦稱為Vl域）內為已知為J區域的C-端部分。在重鏈變
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異區(亦稱為Vh域)內，除了 J區域還有D區域。在免疫球蛋 

白的大部 分胺基酸序列變異侷 限為在V區域 的三個 個別位 

置，其稱為高變異區或互補決定區段(CDR)，其係直接涉 

及抗原結合。自胺基-端開始，這些區段係分別命名為 

CDR1、CDR2及CDR3。這些CDR係藉由更守恆的骨架區 

(FR)固定於所在處。自胺基-端開始，這些區段係分別命 

名 為FR1、FR2、FR3及FR4。CDR及FR區段的位置及編號 

系統已由 Kabat 等(Kabat, E.A., et al., Sequences of 

Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. 

Department of Health and Human Services, U.S. 

Government Printing Office (1991), Chothia & Lesk, 

Canonical Structures for the Hypervariable Regions of 

Immunoglobulins, J. Mol. Biol., 196, 901-917 (1987) > 及 

IMGT® 編號系統(The International ImMunoGeneTics 

Iinformation Ssystem®, Lefranc, M.-P., The Immunologist 

7, 132-136 (1999)定義。可執行視覺檢查及序列分析以辨 

識CDR邊際。對於本發明，CDR係藉 由使用Kabat系 統及 

IMGT系統而定義；亦即，當由該兩個系統定義的CDR未 

完全重疊，我們包含來自由該兩個系統所定義序列的殘 

基。

依據重鏈的同種型而定，人類免疫球蛋白可分為分為類 

及亞類5類包含IgG、IgM、IgA、IgD 及IgE，其中重鏈 

•分別為 gamma (γ)、mu (μ)、alpha (α)、delta (δ)或 eps订on 

(£)型式。亞類包含 IgGl、IgG2、IgG3、IgG4、IgAl 及
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IgA2 »其中重鏈分別為γΐ、丫2、γ3、γ4、αΐ及α2型式。所 

選擇類或亞類的人類免疫球蛋白分子可包含 kappa (κ)或 

lambda (λ)輕鏈。參考例如 Cellular and Molecular 

Immunology, Wonsiewicz, M.J., Ed., Chapter 45, pp. 41-50, 

W. B. Saunders Co., Ph订adelphia, PA 91991) ； Nisonoff,

A.,  Introduction to Molecular Immunology, 2nd Ed., Chapter 

4, pp. 45-65, Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA 

(1984)。

當用於此處時，名稱「免疫球蛋白」及「抗體」，其係 

交互使用來表示整體抗體及抗原-結合片段(亦即，"抗原- 

結合部份"-除非另外指出，否則於此處該兩個名稱係互換 

使用)。抗體的抗原-結合部份可為例如單鏈抗體、Fv片 

段、Fab片段、Fab'片段、F(ab')2片段、Fd片段、單鏈Fv分 

子(scFv)、雙特 定單鏈Fv二聚體(PCT/US92/09665)、雙鏈 

抗體、區域缺失抗體及單域抗體(dAbs)的格式。參考例 

如 > Nature Biotechnology 22(9): 1161-1165 (2004))。亦在 

本發明範圍內的是包含VH 及/或VL的抗原-結合分子。在 

VH的情況，分子亦可包含一或更多CH1、餃接處、CH2及 

CH3區域。意欲包含此種單鏈抗體於"抗原-結合部份"的名 

稱抗體內。

抗體部份或片段可由酶催化裂解或由重組技術製造。例 

如5可使用木瓜酵素或胃蛋白酶裂解以分別產生Fab或 

F(ab')2片段。亦可使用已引入一或更多中止密碼子於天 

然終止部位上游的抗體基因以各種截短樣式製造抗體。例 
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如，編碼F（ab'）2片段的重鏈之重組構成物可設計為包含編 

碼重鏈的CHi域及姣鏈區的DNA序列。較佳抗原-結合片 

段具野生型人類CD52的結合專一性。

在另一方面，本發明提供一種抗體或此處所敘述部份的 

變化，其中該變化物特定地結合至人類CD52，但與參考 

抗體或其部份差異為1、2、3、4、5、6、7、8、9或10個 

胺基酸取代（例如'在CDR區域、FR區域、或侷限區域）。 

例如，變化抗體為於重鏈、重鏈變異區、輕鏈、或輕鏈變 

異區至少90%、至少91%、至少93%、至少95%、至少97% 

或至少99%相同於參考抗體。

多肽的序列相似性或同源性，其亦稱為序列同源性，典 

型上係使用序列分析軟體測量。蛋白分析軟體使用指派為 

各種取代、消除及其他修飾（包含保守型胺基酸取代）的相 

似性度量。來符合類似序列。舉例而言5 GCG包含諸如 

"Gap"及"Bestfit"的程式，其可使用預設參數以決定 緊密相 

關多肽（例如得自不同有機物種的同系多肽）之間或是野生 

型蛋白及其突變蛋白之間的序列同源性或序列一致性。參 

看例如GCG 6.1版。亦可使用利用預設或建議參數的 

FASTA（GCG 6.1版的程式）比較多肽序列。FASTA （例如， 

FASTA2及FASTA3）提供欲排列序列及搜尋序列之間的最 

佳重 疊區域的排列及百分率序一致源性（Pearson, Methods 

Enzymol. 183:63-98 （1990） ； Pearson, Methods Mol. Biol. 

132:185-219 （2000）） °當比較本發明序列與包含大量來自 

不同有機體的序列之資料庫時，另一種較佳演算法為電腦 
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程 式BLAST，特別 是blastp或tblastn，其係使用 預設參 

數。參 看例如 Altschul 等，J. Mol. Biol. 215:403-410 

（1990） ； Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25:33 89-402 

（1997）；此處併入做為參考。

根據本發明，可進行的一種型式的胺基酸取代為變更抗 

體中一或更多半胱氨酸（其可為化學反應性的）為另一種殘 

基物（例如而不限於丙胺酸或絲胺酸）。在一個具體實施 

例，存在非-正則半胱氨酸的取代反應。取代反應可在抗 

體的CDR或變異區的骨架區中或在恆定區中進行。在一些 

具體實施例，半胱氨酸為正則的。可進行的另一種型式的 

胺基酸取代為移除抗體中潛在蛋白酵素部位。此種部位可 

發生於抗體的CDR或變異區的骨架區中或於恆定區中。半 

胱氨酸殘基物的取代反應及蛋白酵素部位的移除會減少抗 

體產物中不均勻性的風險及於是增加其均勻性。另一種型 

式的胺基酸取代為藉由變更殘基的一個或二者而消除天門 

冬胺酸-甘胺酸對，其形成潛在去醯胺化部位。在本發明 

另一方面，可使用敘述於例如PCT公開WO98/52976及 

WOOO/343 17的技術去免疫型抗體以減少其致免疫性。

可在根據本發明變化中的一個進行的另一種型式的胺基 

酸取代為保守型胺基酸取代反應。"保守型胺基酸取代反 

應"為一種胺基酸殘基由具類似化學性質（例如，電荷或疏 

水性）的側鏈R基的另一個胺基酸殘基所取代的取代反應。 

一般，保守型胺基酸取代反應大體上不會變更蛋白的功能 

性質。在二或更多胺基酸序列因保守型取代反應彼此不同 
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的情況，可向上調整百分率序列一致性或相似度以修正取 

代反應的保守本質。進行此調整的方式為熟知該技藝者所 

已知。參看例如 Pearson, Methods Mol. Biol. 243:307-31 

（1994）。

具類似化學性質側鏈的胺基酸實例包含1）脂族側鏈：甘 

胺酸、丙胺酸、縄胺酸、白胺酸白胺酸、及異白胺酸白胺 

酸；2）脂族-痙基側鏈：絲氨酸及蘇胺酸；3）含醯胺側 

鏈：天門冬胺酸及魅醯胺；4）芳香族側鏈：苯丙胺酸丙胺 

酸、酪氨酸、及色氨酸；5）鹼式側鏈：離胺酸、精胺酸、 

及組氨酸；6）酸式側鏈：門冬氨酸及谷氨酸；及7）含硫側 

鏈：半胱氨酸及蛋氨酸。較佳保守型胺基酸取代反應組 

為：結頁胺酸-白胺酸白胺酸-異白胺酸白胺酸、苯丙胺酸丙 

胺酸-酪氨酸、離胺酸-精胺酸、丙胺酸-縄胺酸、鬆胺酸- 

天冬氨酸、及天門冬胺酸-魅.醯胺。或者是，保守型置換 

反應為在揭示於Science 256:1443-45 （1992）的PAM25 0對數 

似矩陣中具正值的任何變更（Gonnet等）。"中度保守型"置 

換為在PAM250對數似矩陣具非負值的任何變更。

在某些具體實施例，對本發明抗體或抗原-結合部分的 

胺基酸取代反應為：（1）減少對蛋白質水解的敏感性，（2） 

減少對氧化反應的敏感性，（3）改變對形成蛋白複合物的結 

合親合力，例如，以增強抗體的ADCC及CDC活性，（4）賦 

予或修飾此種類似物的其他物理化學或功能性質，但仍保 

留至人類CD52的特定結合，（5）移除C-端離胺酸，及（6）增 

加或移除醯化部位。
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在一方面，本發明提供一種為本發明抗體的重或輕鏈的 

新型及新穎多肽，或是其為重或輕鏈的含變異區部分。此 

種多肽為有用的因為其可與相對（輕或重）抗體鏈組合以形 

成CD52-結合分子。

人類化免疫球蛋白

此處所敘述為包含新穎老鼠抗-人類CD52抗體CDRs的人 

類化免疫球蛋白。在一個具體實施例，人類化免疫球蛋白 

包含具與抗-CD52抗體其他人類化類型（洌如，Campath®） 

的胺基酸序列不同的CDR胺基酸序列之人類化輕鏈及人類 

化重鏈。

名稱「人類化免疫球蛋白」當用於此處時係表示一種免 

疫球蛋白-其包含非-人類來源的抗-CD52抗體，此處亦稱 

為授予體抗體（洌如，小鼠抗-CD52抗體），的一或更多輕 

鏈CDR （CDR1、CDR2及CDR3）及一或更多重鏈CDR 

（CDR1、CDR2及CDR3）的鏈，及至少一部份人類來源的免 

疫球蛋白J例如，得自人類來源的輕及/或重鏈的骨架區， 

或骨架區與恆定區，例如具或不具骨架變更的CDR-移植 

抗體）。本發明人類化免疫球蛋白包含與存在於Campath® 

的至少一個CDR（例如，來自相對應CDR）不同的至少一個 

CDR。參看：例如Cabilly #，美國專利第4,816,567號； 

Cab订ly事，歐洲專利第0,125,023 B1號；Boss #，美國專 

利 第4,816,397號；Boss寧，歐洲 專利第0,120,694 B1號； 

Neuberger, M.S.筝，W0 86/01533; Neuberger, M.S. #，歐 

洲專利第0,194,276 B1號；Winter ‘美國專利第5,225,539 
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號；Winter ，歐洲專利第 0,239,400 Bl 號；Padlan, E.A. 

等，歐洲專利申請案第0,519,596 A1號。關於單一鏈抗 

體，亦參看：Ladner筝，美國專利第4,946,778號；Huston， 

美國專利第 5,476,786 號；及 Bird, R.E. # ‘Science, 242: 

423-426 (1988)) °在一些具體實施例，人類化免疫球蛋白 

為一種去免疫型抗體。參看例如Carr等，美國專利第 

7,264,806號，其關於已修飾以減少潛在T-細胞抗原 決定區 

的數目之去免疫型免疫球蛋白，由此減少免疫球蛋白在投 

藥至人類時引出免疫反應的傾向。

在特別具體實施例，人類化免疫球蛋白包含一或更多下 

列小鼠單株抗體的一或更多輕鏈CDR及一或更多重鏈 

CDR :小鼠 8G3.25.3.5、小鼠 4G7.F3、小鼠 9D9.A2、小鼠 

11C11.C5 、 小 鼠 3G7.E9 、 小 鼠 5F7.1.1.4 、 小 鼠

12G6.15.1.2、小 鼠 23E6.2.2.1、小 鼠 2C3.3.8.1、小 鼠 

7F1 1.1.9.7、及小鼠 4 B10.1.2.4。

在另一具體實施例，人類化免疫球蛋白結合人類CD52 

的親合性類似於或較佳於Campath® °在特別具體實施 

例，本發明人類化免疫球蛋白具本發明小鼠抗-人類CD52 

抗體的結合專一性(勿如，具人類CD52的專一性，具相同 

或類似抗原決定區專一性)及/或其具相同抑制功能°人類 

化免疫球蛋白可具此處所敘述小鼠抗-人類CD52抗體或人 

類化抗-人類CD52抗體的結合專一性及/或抑制活性，及/ 

或此處所敘述小鼠抗-人類CD52抗體或人類化抗-人類 

CD52抗體的抗原決定區專一性(例如'其可與小鼠抗-人類 
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CD52抗體競爭，或是另一種人類化抗-CD52抗體 \例如， 

Campath®）以結合至CD52，及/或其可具小鼠或人類化抗- 

人類CD52抗體的抑制功能）。在特別具體實施例，人類化 

免疫球蛋 白具小 鼠抗體8G3、4G7、9D9、11C11、3G7、 

5F7、12G6、23E6、2C3、7F11、及 r 4B10 中任一個的結 

合專一性、抗原決定區專一性及/或抑制活性。

作為人類來源的人類化免疫球蛋白部份或是免疫球蛋白 

鏈（勿如，骨架區；恆定區）的部份可得自任何合適的人類 

化免疫球蛋白或是免疫球蛋白鏈。例如，在人類化或嵌合 

抗體中的人類恆定區或其部份可得自人類κ或 λ輕鏈基 

因5及/或得自人類丫 I例如，γ1、γ2、γ3、γ4）、μ、α （勿 

如，αΐ、α2）、d或e重鏈基因，其包含對偶基因變異體。 

一特定的恆定區（洌如，IgGl），其變異體或部分可被選 

擇以適合效應遺傳因子功能。例如，經突變恆定區（變異 

體）可被併入免疫球蛋白或是免疫球蛋白鏈以最小化至Fc 

受體的結合及/或固定補體的能力，（參看例如，Winter 

等，GB 2,209,757 B ； Morrison#., WO 89/07142 ； Morgan 

等 WO 94/29351, December 22, 1994）。在一具體實施例 

中，人類骨架區於其結構或序列中沒有任何變異或突變。 

在特別具體實施例中，骨架區為一種於其序列中不具任何 

突變或變異的生殖株骨架序列。

當用於此處時，名稱「生殖株」係表示抗體基因及基因 

區段的核昔酸序列及胺基酸序列，因為它們經由生殖細胞 

自母代傳代至子代。此生殖株序列與編碼成熟B細胞中抗 
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體的核昔酸序列不同，成熟B細胞在B細胞成熟進行期間 

已由重組及超突變事件變更。「利用」特定生殖株的抗體 

具與生殖株核昔酸序列或是與其指定胺基酸序列最接近的 

核昔酸或胺基酸序列，與生殖株序列相較此種抗體常為突 

變的。

在其他具體實施例中，人類骨架於其結構或序列中具來 

自生殖株序列的最少變異或突變（例如，少於3、4、5、 

6 ' 7 ' 8、9或10個受體骨架殘基已使用授予體骨架殘基取 

代以改善結合親合力，參看Queen 等，美國專利第 

5,530,101號）。在特別具體實施例中，人類化免疫球蛋白 

鏈的骨架中有限數目的胺基酸（例如，1、2、3、4、5、 

6、7、8、9或10個胺基酸）係選擇為與在授予體序列這些 

位置的胺基酸相同（亦即，"回復突變"），而非與受體序列 

相同，以增加包含用於人類CD52的人類化免疫球蛋白鏈 

的抗體之親合力。

人類骨架區（例如，重及/或輕鏈變異區）較佳為得自或衍 

生自具序列與授予體免疫球蛋白（小鼠抗-CD52抗體）的抗 

原-結合區域的類似或相當區域（例如，重及/或輕鏈變異 

區）相似的人類抗體變異區。人類化免疫球蛋白的人類來 

源部份的骨架區其他來源包含人類變異區一致性序列（參 

看例如，Kettleborough, C. A.等.,Protein Engineering 

4:773-783 （1991） ； Carter# WO 94/04679 ； Carter美國專 

利第6,407,213號））。例如，用於得到非人類部份的抗體授 

予體序列的區域（例如，變異區序列）可與人類序列相比 
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較，如 Kabat, E. A. Sequences of Proteins of Immunological 

Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human 

Services, U.S. Government Printing Office （1991）中所述選擇人 

類化免疫球蛋白的人類部份的特定來源，例如 > 骨架區來 

源。

在一具體實施例中，人類化免疫球蛋白鏈的骨架區係得 

自，或衍生自具與非人類授予體變異區至少約50%，至少 

約5 5%，至少約60%，至少約65%，至少約70%，至少約 

75%，至少約80%，至少約85%，至少約90%或至少約95% 

的總序列相似性，的人類Ig變異區。在特別具體實施例 

中，人類化免疫球蛋白鏈的骨架區係得自或衍生自具與非 

人類授予體免疫球蛋白變異區的骨架區至少約50%，至少 

約55%，至少約60%，至少約65%，至少約70%，至少約 

75%，至少約80%，至少約85%，至少約90%，或至少約 

95%的總序列相似性，的人類變異區骨架區。

在一具體實施例中，人類化免疫球蛋白的至少一個骨架 

區（FR）係得自或衍生自人類來源抗體的一或多個鏈，於 

是，FR可包含得自或衍生自人類來源的一或多個抗體（例 

如，得自人類免疫球蛋白鏈，得自人類一致性序列）的FR1 

及/或FR2及/或FR3及/或FR4。

用於本發明的免疫球蛋白部份具相同，或類似於它們所 

衍生自的免疫球蛋白或是其變異物的序列。此種變異物包 

含因加成、消除或取代（例如，保守型取代）一或多個殘基 

而不同的突變物，例如 > 藉由一或多個加成、消除或取代 
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而與母續列相差多至3、4 ' 5 ' 6 ' 7 ' 8 ' 9或10個殘基。 

如上文所指出，本發明的人類化免疫球蛋白包含來自此處 

所敘述一或多個小鼠抗-CD52抗體（授予體抗體）的一或多 

個CDR。在骨架區的變化可被進行，例如以來自授予體抗 

體相對應位置的殘基取代人類來源骨架區的殘基。一或多 

個突變可被進行，其包含在骨架區的一或多個胺基酸的消 

除、插入及取代。若需要，可包含骨架突變於人類化抗體 

或鏈5及突變部位可使用任何合適方法*例如如在WO 

98/06248所敘述選擇之，其整個意旨係併入做為參考。

熟知該技藝者了解在一些情況與小鼠抗-CD52抗體的一 

或更多CDRs側面相接的殘基會貢獻，及在一些情況，為 

直接或間接地為功能（例如，結合）所需要。如此，在一些 

具體實施例中，與小鼠骨架的一或多個CDR側面相接的一 

或多個胺基酸（例如'1 ' 2、3 ' 4 ' 5 ' 6 ' 7 ' 8、9、10個 

側接胺基酸）亦包含於人類化免疫球蛋白。

在一些具體實施例中，本發明的人類化抗體的重鏈骨架 

區利用人類V H3-72或VH3-23生殖株序列。在一些具體實 

施例中，本發明的人類化抗體的人類輕鏈骨架區利用人類 

Vk2-A18b生殖株序列。回復突變可如在下文工作實例所敘 

述選擇性地於一或多個殘基在這些FR區域進行以改善人類 

化抗體的CD52-結合親合力。

「親合力」為一種技藝名稱，其敘述結合交互作用的 

強度及典型上係指免疫球蛋白對人類CD52的結合整體強 

度。
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在特別具體實施例，免疫球蛋白具EC50值小於10微克/ 

毫升（例如，由流式細胞計數法計數所決定）的結合活性。 

在另一具體實施例，免疫球蛋白具EC50值小於5.0微克/毫 

升，或小於1.0微克/毫升（例如，由流式細胞計數所決定） 

的結合活性。

在一些具體實施例，免疫球蛋白以300奈莫耳濃度至1微 

微莫耳濃度（亦即，3 X ΙΟ"至1 X ΙΟ»莫耳濃度），較佳為 

50奈莫耳濃度至1微微莫耳濃度，更佳為5奈莫耳濃度至1 

微微莫耳濃度及最佳為1奈莫耳濃度至1微微莫耳濃度的親 

合力（Kd； KD=Koff （kd）/Kon （ka））結合至人類 CD52，例如， 

由表面電漿共振所決定的，1 X ΙΟ"莫耳濃度或更少，較 

佳為1 X ICT* 莫耳濃度或更少，更佳為1 X ΙΟ』莫耳濃度或 

更少，有利的是1 X ΙΟ"10莫耳濃度或臾少及最佳為1 X ΙΟ」】 

莫耳濃度或1 X ΙΟ'12莫耳濃度或更少的KD ；及/或5 X ΙΟ'1 

秒-1至1 X ΙΟ" 秒-1 ,較佳為1 X 10'2秒-1至1 X 10" 秒-1 , 

更佳為5 X ΙΟ" 秒-1至1 X 10一5秒-1的K°ff速率常數，，例 

如5 X 10'1秒-1或更少，較佳為1 X ΙΟ-?秒-1或更少，有 

利的是1 X ΙΟ" 秒-1或更少，更佳為1 X 10" 秒-1或更 

少，更佳為1 X 10"秒-1或更少，及最佳為1 X 10'6秒-1 

或更少。

熟知該技藝者可了解，可使用各種方法以確認根據此處 

所提供及在該技藝所已知方法所製造的免疫球蛋白具必要 

專一性（例如，結合專一性'抗原決定區專一性）。例如＞ 

具用 於人類CD52的結合專一性的本發明之人類化抗-CD52 
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免疫球蛋白之結合功能可使用任何合適方法偵測，例如5 

監控人類化免疫球蛋白與人類CD52之間複合物的形成（例 

如，包含人類CD52的膜部分；攜帶人類CD52的細胞，例 

如人類T細胞、人類B細胞；CHO細胞或包含及表現編碼人 

類CD52的核酸之重組宿主細胞；具CD52胺基酸序列的肽 

（例如，合成肽）；色含人類CD52的實體支撐）之試驗。

本發明的免疫球蛋白（例如，本發明人類化免疫球蛋白） 

結合至人類CD52上相同抗原決定區做為特別小鼠，嵌 

合，或人類化單株抗體，或是結合至與特別小鼠，嵌合， 

或人類化單株抗體所結合的人類CD52_L抗原決定區重疊 

的人類CD52上抗原決定區的能力，可使用熟知該技藝者 

已知各種技術（包含例如競爭性結合試驗）容易地決定。這 

些技術涉及使用該特別抗體的標記形式，及在本發明免疫 

球蛋白存在及不存在情況下經標記抗體至人類CD52的結 

合之量度。

「抗原決定區」當用於此處時係包含能夠特定結合至免 

疫球蛋白的任何蛋白決定基°抗原決定區決定基般由分 

子例如胺基酸或碳水化合物或糖側鏈的化學活性表面分組 

組成及一般具特定三度空間結構特徵，與特定電荷特徵。 

抗原決定區可為「線型的」或「構形的」。在線型抗原決 

定區，在蛋白及交互作用分子（例如抗體）之間的所有交互 

作用點沿蛋白的一級胺基酸序列線形發生。在構形抗原決 

定區，交互作用點跨越在彼此分開的蛋白上的胺基酸殘基 

發生。一旦決定抗原上的所欲抗原決定區5可例如使用於 
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本發明所敘述技術產生抗體至該抗原決定區。或者，在發 

現方法期間，抗體的產生及特徵化可說明關於所欲抗原決 

定區的資料，由此資料，可接著競爭性地篩選抗體以結合 

至相同抗原決定區。達到此目的的一個方法為進行競爭性 

研究以發現彼此競爭性結合的抗體，亦即，為結合至抗原 

競爭的抗體。

在一個實施例中，為決定測試抗體是否結合至本發明人 

類化抗體的相同或重疊抗原決定區，我們使得本發明 

抗-CD52抗體在飽和條件下結合至CD52及接著量度測試抗 

體結合至CD52的能力。若測試抗體能夠如參考抗-CD52抗 

體在同時間結合至CD52，則測試抗體結合至與參考抗- 

CD52抗體不同的抗原決定區，然而，.若測試抗體不能在 

同時間結合至CD52，則測試抗體結合至相同抗原決定 

區，重疊抗原決定區，或是緊鄰由本發明抗-CD52抗體所 

結合之抗原決定區的抗原決定區。此實驗可使用ELISA、 

RIA、BIACORE™、或流式細胞計數執行。為測試抗-CD52 

抗體是否與其他抗-CD52抗體交叉競爭，我們可在兩個方 

向使用上文所敘述競爭方法，亦即，決定參考抗體是否阻 

擋測試抗體及反之亦然。在一較佳具體實施例中，實驗係 

使用BIACORETM執行ο

組合亦有用於特徵化本發明抗體，「組合」這名稱係表 

示基於其抗原結合特徵以分組抗體的方法。一種基於其交 

叉競爭以「組合」 抗體的高效能方法係描述於國際專利 

申請案第W0 03/48731號。
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亦於此處提供的是人類化免疫球蛋白的部份，例如輕 

鏈、重鏈及輕及重鏈的部份。這些免疫球蛋白部份可得自 

或衍生自免疫球蛋白（例如，藉由還原及/或裂解），或是 

由具所欲性質（例如，鍵結人類CD52，序列類似性）的核酸 

編碼一部份免疫球蛋白或其鏈來製造或表現，它們可由例 

如相關部份的重新合成所製備。包含人類及非人類來源所 

欲部份（例如，抗原結合區域、CDR、FR ' C區域）的人類 

化免疫球蛋白可使用合成及/或重組核酸製造以製備編碼 

所欲人類化鏈的構成物（勿如，cDNA） “例如5為製備一部 

份免疫球蛋.白I例如f 一部份鏈），可於所欲位置引入一或 

多個中止密碼子。為人類化變異區編碼的核酸（洌如， 

DNA）序列可使用PCR突變誘發方法建構以變更現有DNA 

序冽（參看勿如，Kamman, Μ.,等 > Nucl. Acids Res. 

17:5404 （1989））。為新CDRs編碼的PCR引子可雜交為先前 

人類化變異區的DNA模版，其係基於相同，或非常類似 

的，人類變異區（Sato, K.,孝，Cancer Research 53 :85 1-856 

（1993））。若無法以類似DNA序列用做模版，包含編碼變異 

區序列的序列之核酸可由合成性寡核甘酸構建（參看勿 

如，Kolbinger, F., Protein Engineering 8:971 -980 （1993）） ° 

編碼信號胜肽的序列亦可併入核酸（例如，於合成時，於 

插入載體時），若沒有信號胜肽序列（洌如，典型上不存 

在），可使用來自其他抗體的信號胜肽序列（參看勿如， 

Kettleborough, C.A., Protein Engineering 4:773-783 （1991）） ° 

使用這些方法5此處所敘述方法或其他合適方法5變異物 
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可容易的被製造。

本發明係關於一種人類化免疫球蛋白，其具對人類 

CD52的 結合 專一性及包含 人類化輕鏈及 人類化 重鏈及/或 

其部份。在一個實施例中，人類化免疫球蛋白包含一種含 

有SEQ ID N0:3的一或多個CDR （例如，所有三個CDR）的 

輕鏈及一種含有SEQ ID NO: 1 6的一或多個CDR I例如，所 

有三個CDR）的重鏈；一種含有SEQ ID N0:4的一或多個 

CDR I例如，所有三個CDR）的輕鏈及一種含有SEQ ID 

N0:17的一或多個CDR I例如，所有三個CDR）的重鏈；一 

種含有SEQ ID N0:5的一或多個CDR \例如，所有三個 

CDR）的 輕鏈及一種含有SEQ ID NO: 18的一或多個CDR （勿 

如，所有三個CDR）的 重鏈；一種含有SEQ ID NO:6的一或 

多 個CDR I例如，所有三個CDR）的輕鏈及一種含有SEQ ID 

N0:19的一或多個CDR的重鏈；一種含有SEQ ID N0:7的 

一或多個CDR （例如“所有三個CDR）的輕鏈及一種含有 

SEQ ID NO:20的一或多個CDR（洌如，所有三個CDR）的重 

鏈；一種含有SEQ ID NO:8的一或多個CDR （例如，所有三 

個CDR）的輕鏈及一種含有SEQ ID N0:21的一或多個CDR 

I例如，所有三個CDR）的 重鏈；一種含有SEQ ID N0:9的 

一或多個CDR I例如，所有三個CDR）的輕鏈及一種含有 

SEQ ID NO:22的一或多個CDR （勿如，所 有三個CDR）的重 

鏈；一種含有SEQ ID NO:10的一或多個CDR （例如，所有 

三個CDR）的輕鏈及一種含有SEQ ID NO:23的一或多個 

CDR I例如'所有三個CDR）的重鏈；一種含有SEQ ID 
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NO:1 1的一或更多CDR I例如，所有三個CDR）的輕鏈及一 

種含有SEQ ID N0:24的一或多個CDR （例如，所有三個 

CDR）的重鏈；一種含有SEQ ID N0:12的一或多個CDR （洌 

如，所有三個CDR）的輕鏈及一種含有SEQ ID NO:25的一 

或多個CDR J例如，所有三個CDR）的 重鏈；一種含有SEQ 

ID NO:13的一或多個CDR \例如，所 有三個CDR）的 輕鏈及 

一種含有SEQ ID NO:26的一或多個CDR （例如，所有三個 

CDR）的重鏈。

在一個實施例中，本發明人類化免疫球蛋白包含重鏈 

（H）-CDRl、H-CDR2、H-CDR3，輕鏈（L）-CDRl、L- 

CDR2 '及L-CDR3其 胺基酸序列為：a） 分別是SEQ ID 

NOs: 51、59、69、29、36及 43 ； b）分別是 SEQ ID NOs: 

50、60、69、29、37 及 43 ； c）分別是 SEQ ID NOs: 50、 

61、68、29、38及 43 ； d）分別是 SEQ ID NOs: 50、61、 

69 ' 29 ' 36 及 43 ； e）分別是 SEQ ID NOs: 50、62、69、

29、39及43；0 分別是 SEQ ID NOs: 52、61、70、30、40 

及 43 ； g）分別是 SEQ ID NOs: 53、63、71、31、36 及 

44 ； h）分別是 SEQ ID NOs: 54、64、71、31、36 及 45 ； i） 

分別是 SEQ ID NOs: 55、63、72、31、36 及 46 ； j）分別 

是 SEQ ID NOs: 56、65、73、32、41 及 47 ； k）分別是 SEQ 

ID NOs: 56、65、294、32、41 及 47，或 1）分別是 SEQ ID 

NOs: 56、66、74、33、41 及 48。

在另一實施例中，本發明人類化免疫球蛋白包含H- 

CDR3及L-CDR3其序 列為a） 分別 是SEQ ID NOs: 69及43 ； 
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b）分別是 SEQ ID NOs: 68 及 43 ； c）分別是 SEQ ID NOs: 

70及 43 ； d）分別 是 SEQ ID NOs: 71及 44 ； e）分別 是 SEQ 

ID NOs: 71 及 45 ； f） 分別是 SEQ ID NOs: 72 及 46 ； g）分 

別是 SEQ ID NOs: 73及 47 ； h）分別是 SEQ ID NOs: 294及 

47 ；或 i）分別是 SEQ ID NOs: 7 4 及 48。

在具體實施例中，人類化免疫球蛋白具對人類CD52的 

結合專一性及包含一種輕鏈，其包含由SEQ ID NO:27、

SEQ ID NO:28、SEQ ID NO:29、SEQ ID NO:30、SEQ ID

NO:31、 SEQ ID NO:32、 SEQ ID NO:33、SEQ ID NO:34、

SEQ ID NO:35、 SEQ ID NO:36、SEQ ID NO:37、SEQ ID

NO:38、 SEQ ID NO:39、 SEQ ID NO:40、SEQ ID NO:41、

SEQ ID NO:42、 SEQ ID NO:43、SEQ ID NO:44、SEQ ID

NO:45、 SEQ ID NO:46、 SEQ ID NO:47及 SEQ ID NO:48所

組成族群選出的一或多個CDR，或是其組合；及一種重

鏈，其包含由 SEQ ID NO:49、SEQ ID NO:50、SEQ ID

NO:51、 SEQ ID NO:52、 SEQ ID NO:53、SEQ ID NO:54、

SEQ ID NO:55、SEQ ID NO:56、SEQ ID NO:57、SEQ ID

NO:58、 SEQ ID NO:59、 SEQ ID NO:60、SEQ ID NO:61、

SEQ ID NO:62、SEQ ID NO:63、SEQ ID NO:64、SEQ ID

NO:65、SEQ ID NO:66、 SEQ ID NO:67、SEQ ID NO:68、

SEQ ID NO:69、SEQ ID NO:70、SEQ ID NO:71、SEQ ID

NO:72、SEQ ID NO:73、 SEQ ID NO:74及 SEQ ID NO: 294

所組成族群選出的一或多個CDR，或是其組合，其中該人

類化免疫球蛋白不為Campath® °
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在另一實施例中，具對人類CD52結合專一性的人類化 

免疫球蛋白 包含一種輕鏈，其 包含SEQ ID NO:3、SEQ ID 

NO:4、SEQ ID NO:5、SEQ ID N0:6、SEQ ID NO:7、SEQ 

ID NO:8、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:10、SEQ ID 

NO:1 1、SEQ ID NO:12 或 SEQ ID NO:13 的一或多個 

CDR（例如，所有三個CDR），及一種重鏈，其包含SEQ ID 

NO:16、SEQ ID N0:17、SEQ ID N0:18、SEQ ID N0:19、 

SEQ ID NO:20、SEQ ID NO:21、SEQ ID NO:22、SEQ ID 

NO:23、SEQ ID NO:24、SEQ ID NO:25、SEQ ID NO:26或 

SEQ ID NO: 137的一或多個CDR（例如，所有三個CDR）， 

其中該人類化免疫球蛋白不為Campath® °

本發明亦相關於一種此處所敘述人類化免疫球蛋白的人 

類化免疫球蛋白輕鏈。在一個實施例中，該人類化免疫球

蛋白輕鏈包含 SEQ ID NO:27、SEQ ID NO:28、SEQ ID

NO:29、 SEQ ID NO:30、 SEQ ID NO:31、SEQ ID NO:32、

SEQ ID NO:33、SEQ ID NO:34、SEQ ID NO:35、SEQ ID

NO:36、 SEQ ID NO:37、 SEQ ID NO:38、SEQ ID NO:39、

SEQ ID NO:40、SEQ ID NO:41、SEQ ID NO:42、SEQ ID

NO:43、 SEQ ID NO:44、 SEQ ID NO:45、SEQ ID NO:46、

SEQ ID NO:47、及 SEQ ID NO:48所組成族群選出的一或

多個CDR，及其組合，其中該人類化免疫球蛋白輕鏈不為

Campath®的輕鏈。例如，.該人類化抗體具L-CDR1、L-

CDR2及L-CDR3其胺基酸序列：a） 分別為SEQ ID NOs:

29、36及 43 ； b）分別為 SEQ ID NOs: 29、37及 43 ； c）分 
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別為 SEQ ID NOs: 29、38及 43 ； d）分別為 SEQ ID NOs: 

29、36 及 43 ； e）分別為 SEQ ID NOs: 29、39 及 43 ； f）分 

別為 SEQ ID NOs: 30、40及 43 ； g）分別為 SEQ ID NOs:

31、 36 及 44 ； h）分別為 SEQ ID NOs: 31、36 及 4-5 ； i）分 

別為 SEQ ID NOs: 31、36及 46 ； j）分別為 SEQ ID NOs:

32、 41 及 47 ；或 k）分別為 SEQ ID NOs: 33、41 及 48。

本發明亦相關於一種人類化重鏈，其包含由SEQ ID NO:

49、SEQ ID NO: 50、SEQ ID NO: 51、SEQ ID NO:52、

SEQ ID NO:53、SEQ ID NO: 54、SEQ ID NO: 55、SEQ ID 

NO: 56、SEQ ID NO:57、SEQ ID NO:58、SEQ ID 

NO:59、SEQ ID NO:60、SEQ ID NO:61、SEQ ID NO:62、 

SEQ ID NO:63、SEQ ID NO:64、SEQ ID NO:65、SEQ ID 

NO:66、SEQ ID NO:67、SEQ ID NO: 68、SEQ ID 

NO:69、SEQ ID NO:70、SEQ ID NO:71、SEQ ID NO:72、 

SEQ ID NO:73、SEQ ID NO:74及 SEQ ID NO: 294所組成族 

群選出的一或多個CDR，或是其組合，其中該人類化免疫 

球蛋白重鏈不為Campath®的重鏈。例如5該人類化抗體 

具H-CDR1、H-CDR2 '及H-CDR3其胺基酸序列：a）.分別 

為 SEQ ID NOs: 51、59 及 69 ； b）分別為 SEQ ID NOs: 50、 

60 及 69 ； c）分別 為 SEQ ID NOs: 50、61 及 68 ； d）分別 為 

SEQ ID NOs: 50、61 及 69 ； e）分別為 SEQ ID NOs: 50、62 

及69 : f）分別 為SEQ ID NOs: 52、61及70 ； g）分別 為 

SEQ ID NOs: 53、63、及 71 : h）分別為 SEQ ID NOs: 54、 

64 及 71 ； i）分別為 SEQ ID NOs: 55、63 及 72 ； j）分別為 
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SEQ ID NOs: 56、65 及 73 ； k）分別為 SEQ ID NOs: 56、65 

及 294 ；或 1）分別為 SEQ ID NOs: 56、66 及 74。

在一個實施例中，本發明人類化抗體包含一種輕鏈，其 

包含 SEQ ID NOs: 102、138、145-148、153-157及 164-168 

其中一個的變異區（Vl）序列。在相關實施例中，該人類化 

抗體包含一種輕鏈，其胺基酸序列包含或由SEQ ID NOs: 

273、275、278、280及 282其中之一組成。

在一個具體實施例，本發明人類化抗體包含一種重鏈， 

其色含 SEQ ID NOs: 103、136、137、139-144、149-152 及 

158-163其中一個的變異區（Vh）序列。在相關具體實施例， 

該人類化抗體包含一種輕鏈，其胺基酸序列包含SEQ ID 

NOs: 272、274、276、277、279 及 281 其中一個或由之組

成。

在一些具體實施例，本發明人類化抗體包含Vh及 Vl，

其胺基酸序列包含或由下列組成

a) 分別為SEQ ID NOs: 103及 102(4Ε10-Η1/Κ1)；

b) 分別為SEQ ID NOs: 136及 138(7F11-SFD1/K2)；

c) 分別為SEQ ID NOs: 137及 138(7F11-SFD2/K2)；

d) 分別為SEQ ID NO: 139及 SEQ ID NOs: 145-148其中

一個 (例如，分別為 SEQ ID NOs: 139 及 146(2C3-

SFD1/K1 1)；及 分別為 SEQ ID NOs: 139 及 147 (2C3-

SFD1/K12))；

e)分別為 SEQ ID NO: 140 及 SEQ ID NOs: 145-148 其中

一個；
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f）分別為SEQ ID NO: 141 及 SEQ ID NOs: 145-148其中

一個；

g）分別為SEQ ID NO: 142及 SEQ ID NOs: 145-148其中

一個；

h）分別為SEQ ID NO: 143 及 SEQ ID NOs: 145-148其中

i）分別為SEQ ID NO: 144及 SEQ ID NOs: 145-148其中

一個；

一個；

j）分別為SEQ ID NO: 149及 SEQ ID

個（例如'分別為SEQ

SFD1/K11)；分別為 SEQ

SFD1/K12)；及 分別為 SEQ

NOs: 153-157其中

ID NOs: 149及 155(12G6-

ID NOs: 149 及 156(12G6-

ID NOs: 149 及 157(12G6-

SFD1/K13)):

k）分別為SEQ ID NO: 150及 SEQ ID NOs: 153-157其中

一個；

1）分別為SEQ ID NO: 151 及 SEQ ID NOs: 153-157其中

一個；

m）分別為SEQ ID NO: 152及 SEQ ID NOs: 153-157其中

一個；

π）分別為SEQ ID NO: 158及 SEQ ID NOs: 164-168其 中

一個（例如，SEQ ID NOs: 158 以及 165(9D9-H10/K12)；

及 SEQ ID NOs: 158及 166(9D9-H10/K13))；

o)分別為 SEQ ID NO: 159及 SEQ ID NOs: 164-168其中

一個(例如，SEQ ID NOs: 159 及 165(9D9-H11/K12)；及
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SEQ ID NOs: 159及 166(9D9-H11/K13))；

p) 分別 為 SEQ ID NO: 160及 SEQ ID NOs: 164-168其 中 

一個；

q) 分別 為 SEQ ID NO: 161 及 SEQ ID NOs: 164-168其中 

一個(例如，分別為 SEQ ID NOs: 161 及 166(9D9- 

H16/K13))；

r) 分別 為 SEQ ID NO: 162及 SEQ ID NOs: 164-168其中

一個 ；或

s) 分別 為 SEQ ID NO: 163及 SEQ ID NOs: 164-168其中

一個（例如，分別為 SEQ ID NOs: 163 及 166（9D9- 

H18/K13））。

包含於括弧的抗體進一步於下列實例敘述。

在一些具體實施例，本發明人類化抗體包含輕鏈（LC）及 

重鏈（HC），其胺基酸序列包含或由下列組成a）分別為 

SEQ ID NOs: 273 及 272 ； b）分別為 SEQ ID NOs: 275 及 

274 ； c） 分別 為 SEQ ID NOs: 278 及 276 ； d） 分別為 SEQ 

ID NOs: 278 及 277 ； e）分別 為 SEQ ID NOs: 280 及 279 ；或

f）分別為 SEQ ID NOs: 282 及 281。

本發明亦提供一種抗-人類CD52抗體（除了在先前技藝中 

已知的那些），其結合至與此處所示例抗體相同的抗原決 

定區，或是與之競爭或交互競爭。這些抗體可為，例如， 

人類化、嵌合、或老鼠抗體。例如，本發明提供一種抗- 

人類CD52抗體，其結合至與老鼠抗體8G3、4F7、9D9、

11C11、3G7、5F7、12G6、23E6、2C3、7F11 及 4B10 及這 
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些老鼠抗體的人類化及嵌合抗體其中一個相同的抗原決定 

區，或是與之競爭或交互競爭。抗體結合至與參考抗體相 

同的抗原決定區，或是與之競爭或交互競爭之能力可如上 

文所敘述決定，例如，我們發現由人類化抗體2C3- 

SFD1/K12及12G6-SFD1/K12所結合的CD52抗原 決定區包 

含於SEQ ID NO:104的殘基7、8、及11，及由人類化抗體 

9D9-H16/K13所結合的抗原決定區包含於SEQ ID NO:104 

的殘基4及11。於是，在一些具體實施例，本發明提供一 

種抗-CD52抗體，其結合至與那些人類化抗體相同的抗原 

決定區，或是與之競爭或交互競爭。

若希望，例如，為診斷或試驗目的（例如，使可醫療監 

控），人類化免疫球蛋白（例如，其抗原-結合片段）可包含 

可偵測標記，合適的可偵測標記及人類化免疫球蛋白或其 

抗原-結合片段的標記方法為該技藝已知。合適的可偵測 

標記包含，例如5放射性同位素（例如5錮-111、-99m 

或碘-131）、正子放射型標記（例如，氟-19）、順磁離子（例 

如，鉅（III） '鈕（II））、抗原決定區標記（標籤）、親和性標 

記（例如，生物素、卵白素）、自旋標記、酶、螢光族群或 

化學發光族群。當未使用標記時，複合物形成（例如，在 

人類化免疫球蛋白及人類CD52之間）可由表面電漿共振、 

ELISA、FACS、或其他合適方法決定。

用於本發明的抗-CD52抗體亦可經由例如，化學反應或 

基因修飾而共兢至其他基團（例如，聚乙二醇化聚基團）， 

上述基團改菩抗體的藥物動力，例如半衰期。在一些具體 
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實施例，用於本發明的抗-CD52抗體可經由例如，化學共 

兢或基因修飾（例如，附加骨架中細胞介素編碼序列至抗 

體編碼序列，由此產生抗體：細胞介素融合蛋白）而連結 

至合適細胞介素。

本發明亦關於一種免疫接合，其中本發明的人類化免疫 

球蛋白（例如，其抗原-結合片段）係耦合至另一醫療劑，例 

如生物活性化合物（例如»細胞介素、超抗原、細胞毒性 

化療劑及毒素）。例如，具對人類CD52結合專一性的人類 

化免疫球蛋白（例如，其抗原-結合片段）可耦合至生物蛋 

白，一種植物或細菌來源的分子（或其衍生物）、白血球介 

素-2抗體或白喉毒素抗體。

老鼠單株免疫球蛋白

如此處所敘述，本發明已製造出具有對人類CD52結合 

專一性的老鼠單株免疫球蛋白。本發明的人類化及嵌合抗 

體可衍生自本發明老鼠單株免疫球蛋白。亦即，在一些具 

體實施例，本發明的人類化及嵌合抗-CD52抗體包含取自 

本發明老鼠單株抗體的序列，例如一或更多CDR序列。本 

發明的老鼠單株免疫球蛋白包含具有與已知老鼠抗-CD52 

單株抗體的CDR 胺基酸序列不同的CDR 胺基酸序列的輕 

鏈及重鏈（例如，得自CF1D12）。

當用於此處時，名稱「老鼠單株免疫球蛋白」係表示一 

種包含老鼠抗-人類CD52抗體的輕鏈CDRs （L-CDR1、L- 

CDR2 及 L-CDR3）及重鏈 CDRs （H-CDR1、H-CDR2 及 H- 

CDR3），及老鼠來源的骨架及恆定區的免疫球蛋白。老鼠 
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單株免疫球蛋白為一種例如由使用融合瘤細胞計數法或重 

組方法所製備的單一專一性之同源抗體。

本發明係關於一種此處所敘述老鼠單株免疫球蛋白，其 

包含老鼠單株免疫球蛋白的抗原-結合片段（亦即，部分）、 

老鼠單株免疫球蛋白的輕鏈、老鼠單株免疫球蛋白的重 

鏈、及重鏈及輕鏈的片段。在特別具體實施例，老鼠單株 

免疫球蛋白為老鼠8G3.25.3.5 （亦稱為GENZ 8G3.25.3.5或 

8G3）、老 鼠 GMA 4G7.F3 （亦 稱為 4G7.F3 或 4G7）、老 鼠 

GMA 9D9.A2 （亦稱為 9D9.A2 或 9D9）、老 鼠 GMA 11CU.C5 

（亦稱為11C11.C5或11C11）、老鼠GMA 3G7.E9 （亦 稱為 

3G7.E9 或 3G7）、老鼠 5F7.1.1.4 （亦稱為 GENZ 5F7.1.1.4 或 

5F刀、老鼠 12G6.15.1.2（亦稱為 GENZ 12G6.15.1.2 或 

2G6） ' 老鼠 23E6.2.2.1 （亦稱為 GENZ 23E6.2.2.1 或 23E6）、 

老 鼠 2C3.3.8.1 （亦稱為 GENZ 2C3.3.8.1 或 2C3）、老 鼠 

7F11.1.9.7 （亦稱為 GENZ 7F11.1.9.7或 7 F11）、或是老鼠 

4B10.1.2.4 （亦稱為 GENZ 4B10.1.2.4 或 4 B10）。本發明係關 

於一種成熟老鼠單株免疫球蛋白，例如接著進行移除重鏈 

及輕鏈信號胜肽的老鼠單株免疫球蛋白及/或關於醵化免 

疫球蛋白。本發明亦關於一種不成熟或前驅蛋白質，例如 

包含信號胜肽的老鼠免疫球蛋白輕鏈或老鼠免疫球蛋白重 

鏈。本發明亦關於一種編碼這些不成熟或成熟蛋白的核酸 

分子（例如，載體），關於包含此種核酸的宿主細胞及關於 

這些不成熟及成熟蛋白的製造方法。

具人類CD52結合專一性的老鼠單株免疫球蛋白之結合
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功能可使用任何合適方法偵 測，例如，使用監控老鼠單株 

免疫球蛋白與人類CD52（例如，包含人類CD52的膜部分， 

或攜帶人類CD52的細胞，例如人類T細胞、人類B細胞、 

包含編碼人類CD52的核酸之CHO細胞或重組宿主細胞； 

具CD52胺基酸序列的肽（例如，合成肽））之間複合物的形 

成之試驗。

此處亦提供老鼠免疫球蛋白的部份，其包含輕鏈、重鏈 

及輕及重鏈部份。這些免疫球蛋白部份可得自或衍生自免 

疫球蛋白（勿如，藉由還原及/或裂解），或是編碼具有所欲 

性質（例如，結合人類CD52，序列類似性）的一部份免疫球 

蛋白或其鏈的核酸可被製造或表現，它們可由例如相關部 

份的重新合成所製備。包含老鼠來源所欲部份（例如，抗 

原-結合區域、CDR、FR '及/或C區域）的老鼠單株免疫球 

蛋白可使用合成及/或重組核酸製造以製備編碼所欲單株 

免疫球蛋白鏈的構成物（洌如，cDNA）。為製備一部份鏈， 

可於所欲位置引入一或更多中止密碼子。編碼信號胜肽的 

序列亦可併入核酸（例如，於合成時，於插入載體時），若 

天然信號胜肽序列為無法提供的，可使用來自其他抗體的 

信號胜肽序列（參看例如'Kettleborough, C.A., Protein 

Engineering 4:773-783 （1991）） °使用這些方法，此處所敘 

述方法或其他合適方法»可以很容易製造出變異物。

在一個具體實施例，本發明老鼠單株免疫球蛋白包含由 

SEQ ID N0:3組成的輕鏈及由SEQ ID NO:16組成的重鏈； 

由SEQ ID NO:4組成的輕鏈及由SEQ ID NO:17組成的重 
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鏈；由SEQ ID N0:5組成的輕鏈及由SEQ ID NO:18組成的 

重鏈；由SEQ ID N0:6組成的輕鏈及由SEQ ID N0:19組成 

的重鏈；由SEQ ID N0:7組成的輕鏈及由SEQ ID N0:20組 

成的重鏈；由SEQ ID NO:8組成的輕鏈及由SEQ ID NO:21 

組成的重鏈；由SEQ ID NO:9組成的輕鏈及由SEQ ID 

NO:22組成的重鏈；由SEQ ID NO:10組成的輕鏈及由SEQ 

ID NO:23組成 的重鏈；由SEQ ID NO:11組成的輕鏈及由 

SEQ ID NO:24組成的重鏈；由SEQ ID NO:12組成的輕鏈 

及由SEQ ID NO:25組成的重鏈；或由SEQ ID NO:13組成 

的輕鏈及由SEQ ID NO:26組成的重鏈。

在另一具體實施例，本發明亦關於一種具人類CD52結 

合專一性的老鼠單株抗體，其包含由 SEQ ID NO:3、SEQ 

ID NO:4、SEQ ID NO:5、SEQ ID NO:6、SEQ ID NO:7、 

SEQ ID NO:8、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:10、SEQ ID 

NO:11、SEQ ID NO:12及SEQ ID NO:13所組成族群選出的 

輕鏈變異區；及由 SEQ ID NO:16、SEQ ID NO:17、SEQ 

ID NO:18、SEQ ID NO:19、SEQ ID NO:20、SEQ ID 

NO:21、SEQ ID NO:22、SEQ ID NO:23、SEQ ID NO:24、 

SEQ ID NO:25及SEQ ID NO:26所組成族群選出的 重鏈變 

異區。

若希望，例如，為診斷或試驗目的（例如，想像），老鼠 

單株免疫球蛋白（例如，其抗原-結合片段）可包含可偵測標 

記，合適的可偵測標記及老鼠單株免疫球蛋白的標記方法 

為該技藝已知。合適的可偵測標記包含，例如，放射性同 
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位素（例如，錮-111、鐸-99m或碘-131）、正子放射型標記 

（例如，氟-19）、順磁離子（例如，鉉（III）、鎰（II））、抗原決 

定區標記（標籤）、親和性標記（例如，生物素、卵白素）、 

自旋標記、酶、 螢光族群或化學發光族群。當未使用標 

記時，複合物形成（例如，在老鼠單株免疫球蛋白及CD52 

之間）可由表面電漿共振或其他合適方法決定。上文針對 

本發明人類化抗體所敘述的所有合適方法及技術可於此處 

使用。

嵌合免疫球蛋白

如此處所敘述，已製造具對人類CD52結合專一性的嵌 

合免疫球蛋白°嵌合免疫球蛋白包含嵌合輕鏈及/或嵌合 

重鏈，其胺基酸序列不同於具有對人類CD52結合專一性 

的已知嵌合抗體的胺基酸序列的。

當用於此處時，名稱「嵌合免疫球蛋白」係表示一種重 

組蛋白，其包含含有衍生自一種物種的抗體*較佳為老鼠 

抗-人類CD52單株抗體的互補決定區段（CDRs）的變異區， 

然而抗體分子的恆定區係得自不同物種，例如人類抗體。

本發明係關於此處所敘述嵌合免疫球蛋白，其包含嵌合 

免疫球蛋白的抗原-結合片段（亦即，部分）、嵌合免疫球蛋 

白的嵌合輕鏈及嵌合重鏈及這些嵌合輕及重鏈的片段。本 

發明係關於一種成熟嵌合免疫球蛋白，例如接著進行移除 

重鏈及輕鏈信號胜肽的嵌合免疫球蛋白及/或關於醃化免 

疫球蛋白。本發明亦關於一種不成熟或前驅蛋白質，例如 

包含信號胜肽的嵌合重鏈。本發明亦關於一種編碼這些不 
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成熟或成熟蛋白的核酸分子（例如，載體），關於包含此種 

核酸的宿主細胞及關於這些不成熟及成熟蛋白的製造方 

法。

具有人類CD52結合專一性的嵌合免疫球蛋白之結合功 

能可使用任何合適方法偵測，例如使用監控嵌合免疫球蛋 

白與人類CD52（例如，包含人類CD52的膜部分，或攜帶人 

類CD52的細胞»例如人類T細胞、人類B細胞、CHO細胞 

或包含編碼人類CD52的核酸之重組宿主細胞；具CD52胺 

基酸序列的肽（例如，合成肽））之間複合物的形成之試驗。

此處亦提供的是嵌合免疫球蛋白的部份5其包含輕鏈、 

重鏈及輕與重鏈的部份。這些免疫球蛋白部份可得自或衍 

生自免疫球蛋白（例如，藉由還原及/或裂解），或是編碼具 

有所欲性質（例如，結合人類CD52，序列類似性）的一部份 

免疫球蛋白或其鏈的核酸可被製造或表現，它們可由例如 

相關部份的重新合成所製備。包含人類及非人類來源所欲 

部份（例如，抗原-結合區域、CDR、FR '及/或C區域）的嵌 

合免疫球蛋白可使用合成及/或重組核酸製造以製備編碼 

所欲嵌合鏈的構成物（例如，cDNA）。為製備一部份鏈，可 

於所欲位置引入一或更多中止密碼子。編碼信號胜肽的序 

列亦可併入核酸I例如，於合成時，於插入載體時），若天 

然信號胜肽序列為無法提供的（例如，典型上不存在），可 

使用來自其他抗體的信號胜肽序列（參看洌如， 

Kettleborough, C.A., Protein Engineering 4:773-783 （1991））。 

使用這些方法，此處所敘述方法或其他合適方法，可以容 
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易地製造出變異物。

在一個具體實施例，本發明嵌合免疫球蛋白包含SEQ ID 

NO: 3的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 16的重鏈變異區；SEQ 

ID NO: 4的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 17的重鏈變異區.； 

SEQ ID NO: 5的輕鏈變異 區及SEQ ID NO: 18的重鏈變異 

區；SEQ ID NO: 6的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 19的重鏈 

變異區；SEQ ID NO: 7的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 20的 

重鏈變異區；SEQ ID NO: 8的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 

21的重鏈變異區；SEQ ID NO: 9的輕鏈變異區及SEQ ID 

NO: 22的重鏈變異區；SEQ ID NO: 10的輕鏈變異區及SEQ 

ID NO: 23的重鏈變異區；SEQ ID NO: 11的輕鏈變異區及 

SEQ ID NO: 24的重鏈變異區；SEQ ID NO: 12的輕鏈變異 

區及SEQ ID NO: 25的重鏈變異區；或是SEQ ID NO: 13的 

輕鏈變異區及SEQ ID NO: 26的重鏈變異區。

本發明亦關於一種具對人類CD52的結合專一性的嵌合 

抗體，其包含由下列所組成族群選出的輕鏈變異區序列： 

SEQ ID NO: 3的輕鏈變異區、SEQ ID NO: 4的輕鏈變異 

區、SEQ ID NO: 5的輕鏈變異區、SEQ ID NO: 6的輕鏈變 

異區、SEQ ID NO: 7的輕鏈變異區、SEQ ID NO: 8的輕鏈 

變異區、SEQ ID NO: 9的輕鏈變異區、SEQ ID NO: 10的 

輕鏈變異區、SEQ ID NO: 1 1的輕鏈變異區、SEQ ID NO: 

12的輕鏈變異區及SEQ ID NO: 13的輕鏈變異區，及由下 

列所組成族群選出的重鏈變異區序列：SEQ ID NO: 16的 

重鏈變異區、SEQ ID NO: 17的重鏈變異區、SEQ ID NO: 
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18的重鏈變異區、SEQ ID NO: 19的重鏈變異區、SEQ ID 

NO: 20的重鏈變異區、SEQ ID NO: 21的重鏈變異區、SEQ 

ID NO: 22的重鏈變異區、SEQ ID NO: 23的重鏈變異區、 

SEQ ID NO: 24的重鏈變異區、SEQ ID NO: 25的重鏈變異 

區及SEQ ID NO: 26的 重鏈變異區。

本發明亦關於一種嵌合輕鏈 > 其包含SEQ ID NO: 3、 

SEQ ID NO: 4、SEQ ID NO: 5、SEQ ID NO: 6、SEQ ID 

NO: 7、SEQ ID NO: 8、SEQ ID NO: 9、SEQ ID NO: 10、 

SEQ ID NO: 11、SEQ ID NO: 12 或 SEQ ID NO: 13 的變異 

區。

本發明亦關於一種嵌合重鏈，其包含SEQ ID NO:16、 

SEQ ID NO:17、SEQ ID NO:18、SEQ ID NO:19、SEQ ID
\

NO:20、SEQ ID NO:21、SEQ ID NO:22、SEQ ID NO:23、 

SEQ ID NO:24、SEQ ID NO:25 或 SEQ ID NO:26 的變異 

區。

若希望，例如，為診斷或試驗目的（例如，想像），嵌合 

免疫球蛋白（例如，其抗原-結合片段）可包含可偵測標記> 

合適的可偵測標記及嵌合免疫球蛋白或其抗原-結合片段 

的標記方法為該技藝已知。合適的可偵測標記包含，例 

如，放射性同位素（例如 > 錮-111'鋳一99111或碘-131）、正 

子放射型標記（例如，氟-19）、順磁離子（例如，銘（III）、 

a（II））、抗原決定區標記（標籤）、親和性標記（例如，生物 

素、卵白素）、自旋標記、酶、螢光族群或化學發光族 

群。當未使用標記時，複合物形成（例如，在嵌合免疫球
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蛋白及人類CD52之間)可由表面電漿共振或其他合適方法 

決定。上文針對本發明人類化抗體所敘述的所有合適方法 

及技術可於此處使用。

核酸及重組載體

本發明亦關於一種經分離及/或重組(包含，例如，基本 

上純的)核酸，其包含編碼本發明人類化免疫球蛋白、人 

類化輕鏈、人類化重鏈、老鼠單株免疫球蛋白、老鼠免疫 

球蛋白輕鏈、老鼠免疫球蛋白重鏈、嵌合免疫球蛋白、嵌 

合輕鏈或嵌合重鏈的序列。

此處稱為「分離」或"純化"的核酸為已分離自其起源(例 

如，當他們存在於細胞或於例如庫的核酸混合物)的基因 

體DNA或細胞RNA的核酸，及包含由此處所敘述方法或其 

他合適方法所得到的核酸，其包含大體上純的核酸，由化 

學合成，生物及化學方法的組合所分離重組核酸所製造的 

核酸(參考例如'Daugherty, B.L. et al., Nucleic Acids 

Res., 19(9): 2471-2476 (1991); Lewis, A.P. and J.S. Crowe, 

Gene, 101: 297-302 (1991))。

此處稱為"重組"的核酸為重組DNA方法所製造的核酸， 

其包含由人工重組方法的步驟，例如聚合酶連鎖反應 

(PCR)及/或使用限制酵素選殖至載體所產生的核酸。"重 

組"核酸亦為那些得自在細胞自然機制過程發生的重組之 

核酸，但會被選擇以在引至核酸細胞之後，使所欲重組可 

發生。

本發明亦更特定地關於一種經分離及/或重組核酸，其 
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包含編碼人類化免疫球蛋白、老鼠免疫球蛋白或嵌合免疫 

球蛋白的核昔酸序列，其具有對人類CD52的結合專一性 

（例如，一種本發明的人類化免疫球蛋白，其中非人類部 

份（例如，CDRs）係衍生自老鼠抗-CD52單株抗體；本發明 

的老鼠免疫球蛋白；或本發明的嵌合免疫球蛋白，其中非 

人類部份（例如，VH及VL）係衍生自老鼠抗-CD52單株抗 

體）或其部份（例如 > 抗原-結合部份）（例如 > 其重或輕 

鏈））°

本發明的核酸可用於製造具有對人類CD52結合專一性 

的人類化免疫球蛋白、有具對人類CD52結合專一性的老 

鼠免疫球蛋白及具有對人類CD52結合專一性的嵌合免疫 

球蛋白。例如，編碼本發明人類化免疫球蛋白、老鼠免疫 

球蛋白或嵌合免疫球蛋白的核酸（例如，DNA （例如 

cDNA），或RNA）或一或更多核酸可併入合適構成物（例 

如，重組載體），以進一步操作序列或是以製造經編碼免 

疫球蛋白於合適宿主細胞。

亦提供一種適合用於表現具有對人類CD52結合專一性 

的人類化免疫球蛋白、具有對人類CD52結合專一性的老 

鼠免疫球蛋白或具有對人類CD52結合專一性的嵌合免疫 

球蛋白的構成物或載體（例如，表現載體）。多種載體為可 

提供的，其包含在宿主細胞維持單份或多份，或是其整合 

至宿主細胞的染色體。可將構成物或載體引入至合適宿主 

細胞，及表現本發明的人類化免疫球蛋白、老鼠免疫球蛋 

白或嵌合免疫球蛋白的細胞，其可於培養中製造及維持。 
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單一載體或多重載體可用於表現具有針對人類CD52的結 

合專一性的人類化免疫球蛋白、老鼠免疫球蛋白或嵌合免 

疫球蛋白。

合適的表現載體，例如哺乳動物細胞表現載體，亦可包 

含數個組成，其包含，但不限於一或更多下列：複製起 

點；選擇性標記基因；一或更多表現控制因子，例如轉錄 

控制因子（例如，啟動子、增強子、終止子）、及/或一或更 

多轉譯信號；膜標的或分泌的信號序列或前導序列。在構 

成物或載體，信號胜肽序列可由構成物或載體或其他來源 

提供，例如，可使用免疫球蛋白的轉錄及/或轉譯信號以 

主導表現。

一種啟動子可提供用於在合適宿主細胞的表現，啟動子 

可為組成型或是誘導型，例如，啟動子可操作地結合至編 

碼人類化免疫球蛋白或免疫球蛋白鏈的核酸，使得其主導 

經編碉多肽的表現。原核生物（例如，大腸桿菌的lac、 

tac ' T3、Τ7啟動子）及真核生物（例如，酵母菌類醇脫氫酵 

素（ADH1）、SV40、CMV）宿 主 的各種合適啟動子為可提供 

的。熟知該技藝者能夠選擇適當啟動子以表現本發明抗- 

CD52抗體或其部份。

此外，載體（例如，表現載體）典型上包含一種選擇性標 

記，以選擇攜帶載體的宿主細胞，及，在可複製載體的情 

況，為複製起點。編碼給予抗生素或抗藥性產物的基因為 

常見的選擇性標記且可用於原核生物（例如，卩-內醯胺酶基 

因（抗安比西寧）、土黴素抗性基因（土黴素抗性及真核細胞 
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（例如，新黴素（G418或建那黴素）、鳥瞟吟磷酸核糖轉移 

酶（黴酚酸）、安比西寧、或潮黴素抗性基因）。二氫葉酸還 

原酶標記基因允許在各種宿主細胞胺甲葉酸選擇，編碼宿 

主營養缺陷標記的基因產物的基因（例如，LEU2、URA3、 

HIS3）常用作酵母菌中的選擇性標記，亦包含病毒（例如， 

桿狀病毒）或嗜菌體載體，及能夠整合至宿主細胞基因體 

的載體，例如反轉錄病毒載體之使用。

於是本發明亦關於一種經分離核酸分子，其編碼本發明 

人類化免疫球蛋白、人類化輕鏈、人類化重鏈、老鼠免疫 

球蛋白、老鼠免疫球蛋白輕鏈、老鼠免疫球蛋白重鏈、嵌 

合免疫球蛋白、嵌合輕鏈或嵌合重鏈的序列。本發明亦關 

於一種經分離核酸分子，其編碼免疫球蛋白的抗原-結合 

部分及其鏈，由本發明核酸所編碼的多肽序列係敘述於上 

文及下列實例。

在一些具體實施例，本發明核酸及載體編碼本發明重鏈 

（或其抗原-結合部分）或輕鏈（或其抗原-結合部分），可使用 

包含重鏈-編碼核酸與輕鏈-編碼核酸的宿主細胞以製造包 

含重及輕鏈（或抗體的抗原-結合部分）的抗體。重鏈-編碼 

核酸與輕鏈-編碼核酸可放置於個別表現載體，它們亦可 

放置於在相同或不同表現控制的單一表現載體。參看例 

如，Cabilly美國專利第6,331,415號；Fang美國專利第 

7,662,623號。

具對人類CD52結合專一性的免疫球蛋製造方法

本發明另一方面係關於一種本發明抗-人類CD52抗體的 
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製造方法，本發明抗體可例如由編碼合適宿主細胞中抗體 

的一或更多重組合核酸之表現製造。宿主細胞可使用任何 

合適方法製造，例如，可引入此處所敘述表現構成物(例 

如，該一或更多載體，例如，哺乳動物細胞表現載體)至 

合適宿主細胞，且可維持所產生細胞 (例如5於培養 > 於 

動物，於植物)在適合構成物或載體表現的條件下。合適 

宿主細胞可為原核生物型*其包含細菌性細胞»例如大腸 

桿菌(例如'菌種 DH5a™ (Invitrogen, Carlsbad, CA))，枯草桿 

菌(B. subtilis)及/或其他合適細菌；真核生物細胞，例如 

真菌或酵母菌細胞(例如'嗜甲醇酵母菌(Pichia pastor is)、 

麴菌屬(Aspergillus sp.)、釀酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)、 

裂殖性酵母菌(Schizosaccharomyces pombe)、粉色麵包黴 

菌｛Neurospora crassa)) »或是其他低級真核細胞，及高級 

真核細胞，例如得自昆蟲者(例如，果蠅(Drosophila 

Schnieder) S2 細胞、Sf9 昆蟲細胞(WO 94/26087 

(O'Connor)、TN5B1 -4 (HIGH 5)昆蟲細胞(Invitrogen) > 哺 

乳動物(例如'COS細胞，例如COS-1 (ATCC Accession 

No. CRL-1650)及 COS-7 (ATCC Accession No. CRL- 

1651)、CHO(例如，ATCC Accession No. CRL-9096)、 

CHO DG44 (Urlaub, G.及 Chasin, LA., Proc. Natl. Acac. 

Sci. USA, 77(7):4216-4220 (1980))、293 (ATCC Accession 

No. CRL-1 573)、HeLa (ATCC Accession No. CCL-2)、CV1 

(ATCC Accession No. CCL-70) ' WOP (Dailey, L.,等.,J. 

Virol., 54:739-749 (1985))、3T3、293T (Pear, W. S.,等., 
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Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 90:8392-8396 （1993））、NSO 

細胞、SP2/0細胞、HuT 78細胞及其類似細胞）），或植物 

（例如，煙草、lemna （duckweed） '及藻類），（參看'例 

如，Ausubel, F.M.等，eds. Current Protocols in Molecular 

Biology, Greene Publishing Associates and John Wiley & 

Sons Inc. （1993））。在一些具體實施例，該宿主細胞不為 

多細胞生物（例如，植物或動物）的一部份»例如，其為經 

分離宿主細胞或是為細胞培養的一部份。

本發明亦關於一種細胞，其包含本發明核酸，例如載體 

（例如，表現載體）。例如，編碼人類化免疫球蛋白的重及 

輕鏈、老鼠免疫球蛋白的重及輕鏈、或是嵌合免疫球蛋白 

的重及輕鏈之核酸（亦即，一或更多核酸），具有對人類 

CD52結合專一性的該免疫球蛋白，或包含此種核酸的構 

成物（亦即-一或更多構成物，例如，亦即，一或更多載 

體）可藉由適合於所選擇宿主細胞的方法（例如，轉殖、轉 

染、電穿孔法、感染）引入合適宿主細胞，且核酸序列 

係，或變為，操作地連接至一或更多表現控制因子（例 

如，於載體，於由方法於細胞中產生的構成物，整合至宿 

主細胞基因體），宿主細胞可維持在適合表現的條件下（例 

如，在誘導物、以適當鹽類補足的合適介質、生長因子、 

抗生素、營養補充物等的存在下），由此製造所編碼多 

肽。若希望，可將所編碼蛋白（例如，人類化免疫球蛋 

白、老鼠免疫球蛋白、嵌合免疫球蛋白）分離，例如自宿 

主細胞、培養介質、或乳液中分離。此方法包含在基因轉 
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殖動物或植物（例如*菸草）的宿主細胞（例如，乳腺細胞） 

中的表現（參看，例如，WO 92/03918）。

可製造一種融合蛋白，其中免疫球蛋白（例如，人類化 

免疫球蛋白；免疫球蛋白鏈）係於N-端位置、C-端位置或 

融合蛋白內部連結至非-免疫球蛋白基團（亦即，在自然界 

不會存在於免疫球蛋白的基團）。例如，一些具體實施例 

可由插入編碼免疫球蛋白序列的核酸至合適表現載體，例 

如pET載 體（例 如，pET-15b, Novagen）、嗜菌 體載體（例 

如，pCANTAB 5 E, Pharmacia） '或是其他載體（例如， 

pRIT2T蛋白A融合載體，Pharmacia）而製造。所得構成物 

可引入合適宿主細胞中以表現。在表現時，可藉由合適親 

合基質自細胞溶解產物分離或純化一些融合蛋白（參看， 

例如，Current Protocols in Molecular Biology （Ausubel, F.M. 

等，Eds., Vol. 2, Suppl. 26, pp. 16.4.1-16.7.8 （1991））。

本發明係關於一種宿主細胞，其包含編碼此處所提供免 

疫球蛋白（例如 > 本發明人類化免疫球蛋白、人類化輕鏈 

或人類化重鏈、老鼠免疫球蛋白、老鼠輕鏈或老鼠重鏈、 

嵌合免疫球蛋白、嵌合重鏈、或嵌合輕鏈）的重組核酸。 

本發明亦關於一種宿主細胞，其包含編碼免疫球蛋白的抗 

原-結合部分或其鏈的重組核酸。在一些具體實施例，該 

宿主細胞包含一種此處所提及本發明重組載體（例如，表 

現載體，哺乳動物細胞表現載體）。

本發明亦關於一種本發明免疫球蛋白或免疫球蛋白多肽 

鏈的製備方法，在一個具體實施例，該方法包含於適合免 
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疫球蛋白或多肽鏈表現的條件下培養此處所敘述本發明宿 

主細胞（例如，包含一或更多編碼免疫球蛋白或多肽鏈的 

經分離核酸（例如，本發明輕鏈及重鏈、僅輕鏈、或僅重 

鏈），例如宿主細胞可培養於基質或於懸浮液。在一些具 

體實施例，該方法進一步包含純化或分離免疫球蛋白或多 

肽鏈的方法。

本發明亦關於一種經由嗜菌體呈現法的免疫球蛋白製備 

方法。例如，可選別於CD52抗原上的天然抗體嗜菌體呈 

現庫，或者，可使用經由導向選擇的免疫球蛋白製備方法 

（美國專利申請案US 2006-0251658 A1.）。可產生沿例如已 

知抗-CD52抗體的固定重鏈（及/或輕鏈）CDR3區域建立的 

訂製庫，重及輕鏈的CDR1及CDR2區域可得自 天然來源 

（Osburn 等，Methods, 36:61-68 （2005）） ° 在一個具體實施 

例，抗-CD52 ScFvs可由ScFv naYve抗體庫產生，此抗體庫 

係用於得到具所欲結合性質的老鼠-人類嵌合抗體。可篩 

選這些抗體庫以得到具所欲結合性質的抗體。可使用ScFv 

嗜菌體庫。例如5如在Vaughan等（1996）所敘述»辨識人 

類CD52的ScFvs可基本上依循一系列於重組人類CD52的重 

複選擇循環而從scFv導向選擇庫分離。簡言之，依循抗體 

庫的培養'當未經結合嗜菌體被洗掉時，預先耦合至順磁 

珠的免疫化抗原，及經結合嗜菌體可由磁分離回復。接著 

將經結合嗜菌體如在V aughan等（1996）所敘述回復並重複 

選擇過程。

在特別具體實施例，抗體庫係建構為由以單一鏈格式融 
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合至天然人類輕鏈變異區的老鼠抗-CD52抗體的整個重鏈 

變異區組成。在選擇之後，辨識互補於老鼠重鏈變異區的 

人類輕鏈變異區，接著建構抗體庫，其為由上文所選擇人 

類輕鏈變異區組成，該人類輕鏈變異區以單一鏈格式融合 

至由天然人類CDR1及CDR2區域及得自老鼠抗-CD52抗體 

的重鏈變異區的固定CDR3區域所組成的嵌合重鏈變異 

區。在選擇CD52結合物之後，選擇最佳結合細胞株。6個 

CDR區域中的五個起源為人類，然而重鏈變異區的CDR-3 

與老鼠重鏈變異區的原先CDR3相同。

根據製造商建議可使用耦合至Dynabeads M-270胺 

(Dynal)的CD52執行選擇。或者是，使用 生物素化CD52的 

選擇可使用一級胺特定藥劑琥珀醯亞胺基-6-(生物素醯胺) 

己酸酯依循製造商指南製備(EZ link NHS LC Biotin, 

Pierce)。

自選擇的輸出可基於競爭試驗於高速藥物篩選以細胞周 

質製備品測試，此競爭試驗測量存在於細胞周質製備品的 

scFvs競爭結合至CD52的能力。

能夠在高速藥物篩選競爭的樣品可進行DNA定序，如在 

Vaughan等(1996)及Osburn等(1996)所敘述。接著將選殖表 

現及純化為scFvs或 IgGs及例如使用試驗如抗體-依賴細胞 

介導性細胞毒性(ADCC)試驗及補體依賴細胞毒性(CDC)試 

驗評估其結合CD52、中和CD52或其組合的能力。經純化 

scFv調製品可接著如W0 01/66754實例3所敘述製備，經純 

化scFv調製品的蛋白濃度可使用BCA方法(Pierce)決定。可 
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使用類似方法以篩選固定免疫球蛋白重或輕鏈（或 VH或 

VL）的最適配對者（相對鏈）。

在特別具體實施例，本發明係關於一種分泌具對人類 

CD52的特定結合性的單株抗體的融合瘤細胞之製造方 

法，其包含投藥CD52基因轉殖老鼠的淋巴細胞至具有與 

人類CD52基因轉殖老鼠相同品系（例如，CD1）的非-基因轉 

殖老鼠，由此產生免疫型，非-基因轉殖老鼠。該免疫 

型，非-基因轉殖老鼠的脾細胞與永生細胞接觸，由此產 

生融合細胞，及將該融合細胞維持在製造分泌具有對人類 

CD52的特定結合性的單株抗體的融合瘤細胞之條件下 ， 

由此產生分泌具有對人類CD52的特定結合性的單株抗體 

的触合瘤細胞。

包含毒素基團或毒素的免疫球蛋白

本發明亦關於一種包含毒素基團或毒素的免疫球蛋白， 

合適毒素基團包含毒素（例如5表面活性毒素»細胞毒 

素）。毒素基團或毒素可使用任何合適方法連結或共範至 

免疫球蛋白。例如，毒素基團或毒素可直接或經由合適鍵 

合劑共價地鍵結至免疫球蛋白，合適鍵合劑可包含不可裂 

解或可裂解鍵合劑，例如5 pH可裂解鍵合劑或包含細胞酵 

素（例如5細胞酯酶、細胞阮酶例如組織蛋白酶B）裂解部 

位的鍵合劑。此種可裂解鍵合劑可用於製備在免疫球蛋白 

內質化後會釋出毒素基團或毒素的免疫球蛋白。

可使用各種方法以連結或共兢毒素基團或毒素至免疫球 

蛋白，所選擇特別方法依據毒素基團或毒素及所要連結或 
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共兢的免疫球蛋白。若需要，可使用包含終端官能基的鍵 

合劑連結免疫球蛋白與毒素基團或毒素，一般，共兢係由 

將包含反應官能基（或是修飾以包含反應官能基）的毒素基 

團或毒素與鍵合劑或是直接與免疫球蛋白反應，共價鍵係 

藉由將包含（或是修飾以包含）反應基團或官能基（其在適當 

條件下可與第二化學基反應由此形成共價鍵）而形成。若 

需要，可使用任何合適方法可加入適當反應化學基至免疫 

球蛋白或至鍵合劑 （參看5例如，Hermanson, G. T., 

Bioconjugate Techniques, Academic Press: San Diego, CA 

（1996）.）。許多合適反應化學基組合為該技藝所已知，例 

如胺基可與親電子基例如甲苯磺酸酯、甲磺酸酯、鹵素 

（氯、澳、氟、碘）、N-M基琥珀醯亞胺酯（NHS）、及其類 

似物反應。硫代可與馬來醯亞胺、點乙醯基、丙烯醯、口比 

唳二硫物、5-硫代-2-硝基苯甲酸硫赶（TNB-硫赶）、及其類 

似物反應。醛官能基可耦合至含胺或含耕分子，及疊氮基 

可與三價磷反應以形成氨基磷酸酯或亞氨基磷酸酯鏈結 。 

引入活化基至分子的合適方法為該技藝所已知（參看例 

如，Hermanson, G. T., Bioconjugate Techniques, Academic 

Press: San Diego, CA （1996）） ° .

合適毒素基團及毒素包含5例如，美登醇（例如5美登 

素醇，例如，DM1, DM4）、紫杉類、加利車黴素、倍癌黴 

素、或其衍生物。美登醇可為，例如，美登素醇或美登素 

醇類似物。美登素醇類似物的實例包含具修飾芳香環（例 

如，C-19-去 氯基、C-20-去 甲 氧基、C-20-醯氧基）的 類似 
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物及具在其他位置（例如，C-9-CH、C-14-烷氧甲基、C- 

14-M甲基或乙醯氧甲基、C-15-M基/醯氧基、C-15-甲氧 

基、C-18-N-去甲基、4,5-去氧基）修飾的類似物。美登素 

醇及美登素醇類似物係敘述於美國專利第5,208,020號及第 

6,333,410號，其內容係併入此處做為參考。美登素醇可使 

用例如，N-琥珀醯亞胺3-（2-毗噪二硫基）丙酸酯（亦已知為 

N-琥珀醯亞胺4-（2-毗除二硫基）戊酸酯（或SPP）） ' 4-琥珀醯 

亞胺-氧錢基-a-（2-。比唳二硫基）-甲苯（SMPT）、N-琥珀 醯亞 

胺-3-（2-毗唳二硫基）丁酸酯（SDPB）、2亞氨基硫烷、或 S- 

乙醯基丁二酸肝而耦合至抗體或抗體片段。紫杉類可為， 

例如，紫杉醇、剋癌易、或新穎紫杉類（參看例如，WO 

01/383 18）。加利車黴素可為，例如，一種澳-複合加利車 

黴素（例如，α、卩、或丫，臭-複合），一種碘-複合加利車黴素 

（例如，α、β '或丫碘-複合），或是其類似物及相似物。澳- 

複合加利車黴素包含11-BR、I2-BR、I3-BR、I4-BR、J1- 

BR、J2-BR及K1-BR，碘-複合加利 車黴素 包含Il-I、I2-I、 

I3-I、Jl-I、J2-I、Ll-Ι及K1-BR。加利車 黴素及 其突變 

物、類似物、相似物係敘述於例如 美國專利第4,970,198 ； 

5,264,586 ； 5,550,246 ； 5,712,374、及 5,714,586 號，其每 

一個內容係併入此處做為參考。倍癌黴素類似物（例如， 

KW-2189、DC88、DC89 CBI-TMI、及其衍生物）係敘述 

於，例如，美國專利第5,070,092號、美國專利第5,187,186 

號、美國專利第5,641,780號、美國專利第5,641,780號、美 

國專利第4,923,990號、及美國專利第5,101,038號，其每一
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個內容係併入此處做為參考。

其他毒素實例包含，但不限於抗代謝物（例如-甲氨蝶

吟、6 -疏瞟吟、6 -疏基鳥口票吟、阿糖胞昔、 5-氟尿囉唳

decarbazine），烷化劑（例如»雙氯乙基 胺、thioepa甲

chlorambuc订、CC-1065 （參考美國專利 5,475,092 、

5,585,499、 5,846,545 號）、美法崙、卡莫 汀（BSNU）及

第

司

洛莫司汀（CCNU）、環磷醯胺、白血福恩 二澳甘露糖

醇、鏈佐菌素、絲裂黴素C、及順式-二氯二氨銘（II）

（DDP）J嗔鉛）、蔥環類（例如，柔紅黴素（先前為道諾黴素）及 

阿霉素），抗生素（例如，更生黴素（先前為放線毒素）、博 

來黴素、光神黴素、絲裂黴素、嚓羅黴素安麴黴素

（AMC））、倍癌黴素及其類似物或衍生物，及抗-分裂劑（例 

如5長春新鹼、長春花鹼、紫杉醇' auristatins （例如， 

auristatin E）及美登素類»及其類似物或同系物）。

毒素亦可為表面活性毒素，例如為自由基產生器（例 

如，含硒毒素基團），或是含放射性核素基團的毒素。合 

適含放射性核素基團包含例如包含放射性碘（13 II或 

1251）、銘（90Y）、鐺（177Lu）、銅（225Ac）、錯、石艾 

（211At）、鍊（186Re）、銚（212Bi 或 213B1）、錮（lllln） ' < 

（99mTc）、磷（32P）、銘（188Rh）、硫（35S）、碳（14C）、亂 

（3H） ' 鎔（51Cr） ' 氯（36C1）、鉛（57Co 或 58Co）、鐵（59Fe）、 

硒（75Se） '或錄（67Ga）的基團。

毒素可為一種來自細菌來源的蛋白、多肽或肽»例如» 

白喉毒素、假單胞菌屬外毒素（PE）及植物蛋白（例如，蒐麻 

148244.doc -110-



1529247

毒素A鏈(RTA) '核釀體失活蛋白(RIPs)細胞毒素、商陸抗 

病毒蛋白、皂草毒蛋白、及dodecandron)係意欲用作毒 

素。

設計以結合、使無法、促進負責產生特定標的蛋白的 

mRNA的降解或是防止其生成的核酸反義化合物亦可用作 

毒素。反義化合物包含反義RNA或DNA，單或雙股的，寡 

核甘酸，或是其類似物，其可特定地雜交至個別mRNA物 

種或是防止mRNA物種的轉錄及/或RNA加工及/或經編碼 

多肽的轉譯，及由此造成個別經編碼多肽的量的減少。 

Ching 等 Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86: 10006-10010

(1989) ； Broder,等，Ann. Int. Med. 113: 604-618 (1990)； 

Loreau等.，FEBS Letters 274: 53-56 (1990)。有用的反義療法 

包含例如：Veglin TM (VasGene)及 OGX-011 (Oncogenix) °

毒素亦可為一種光活性劑，合適光活性劑包含樸啡-基 

底物質例如吓吩姆錮、綠樸啡、二氫口卜吩E6 '血口卜啡本身 

衍生物、駄花菁、etiopurpurins、替沙林、及其類似物。

毒素可為一種結合至细胞間標的的抗體或抗體片段，此 

種抗體或抗體片段可指向經定義亞細胞區間或標的，例 

如，抗體或抗體片段可結合至一種细胞間標的，其係由 

erbB2、EGFR、BCR-ABL、p2 1 Ras、細胞凋亡蛋白酶 3、 

細胞凋亡蛋白酶7、Bcl-2、p53、細胞週期素E、ATF- 

1/CREB、HPV16 E7、HP1、Type IV膠原酶、cathepsin L 

及其他 敘述於 Kontermann, R.E., Methods, 34:163-170 

(2004)(其係以其全文併入做為參考)的细胞間標的。
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治療方法及組合物

本發明抗體有用於免疫-抑制及免疫及免疫淨化。抗體 

標的CD52-表現細胞（例如，T及B細胞）並減少（當用於此處 

時亦或"消除"）於需要個體中它們的族群。淋巴細胞消耗有 

用於治療各種疾病及情況，例如發炎、自體免疫疾病及癌 

症（例如'淋巴細胞（B 或T 細胞）惡性腫瘤），參考例如， 

Reiff, A., Hematology, 10（2）:79-93 （2005）。可使用本發明 

抗體或抗原-結合部份治療的疾病及情況之實例包含但不 

限於多發性硬化症、狼瘡、類風濕關節炎、移植體抗宿主 

疾病（GVHD）、炎性腸道疾病、血管炎、貝西氏病、韋格 

納肉芽腫病、修格蘭氏症候群、葡萄膜炎、乾癬、硬皮 

症、多發性肌炎、第I型（自體免疫-基底）糖尿病、自體免 

疫細胞減少症（例如，自體免疫粒細胞減少症、輸血-依賴 

難治型 PRCA ＞白血病及淋巴瘤例如具巨大腫瘤的非-何 

杰金氏淋巴瘤及E -細胞慢性淋巴性白血病。

據此，本發明方向為淋巴細胞消耗方法，及藉由投要有 

效量的本發明抗體至需要的個體（例如，具自體免疫疾 

病、血癌的人類，或是要接受移植的病人）治療發炎、自 

體免疫疾病及癌症的方法。亦可預防性投藥抗體至病人以 

預防發炎開始或是自體免疫疾病或癌症的復發，例如，本 

發明抗體可施 藥做為a調理療法的一部分以準備病 人進行 

移植（例如，幹細胞移植、同種異體T細胞自體移植灌注、 

或固體器官移植）。

本發明一些抗-CD52抗體較佳為標的某些CD52+細胞族 
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群，一個可能解釋為這些抗體所結合的抗原決定區在 

CD52蛋白上包含一或更多碳水化合物基團，及此種碳水 

化合物基團較其他於表現一種細胞型式的CD52更為普 

遍，例如，我們發現抗體7F11、5F7 ' 3G7、及11C11消耗 

T細胞較消耗B細胞臾多，於是，這些抗抗體的人類化及嵌 

合抗體可用於治療T細胞惡性腫瘤且免疫抑制副作用較溫 

和°

因為本發明抗體標的CD52-表現細胞，抗體亦可用於消 

耗T細胞及B細胞之外的CD52+細胞型式»例如'研究已示 

出 血管淋巴細胞（VLC）及表現高CD52-含量的Tie2 +單核細 

胞-骨髓樣的細胞促 進腫瘤 血管新生及貢獻腫瘤 抗性至 

抗-VEGF 療法。Pulaski 等，J. Translational Med. 7:49 

（2009）。本發明抗-CD52抗體於是可藉由標的VLC及Tie2 + 

單核細胞而用於抑制腫瘤血管新生。為此目的，抗-CD52 

抗體可在血管新生部位，例如腫瘤部位系統地，或局部地 

投藥，抗-CD52抗體療法可與照顧標準癌症治療例如化 

療、手術、或輻射，或是使用另一標的療法例如抗-VEGF 

抗體療法合併使用，抗-CD52抗體療法可用於治療，例 

如，乳癌、肺癌、神經膠質瘤、大腸癌、及任何其他抗- 

VEGF抗體的徵兆。抗-CD52抗體療法亦可用於其他血管新 

生情況，其包含非-腫瘤血管新生情況例如老年黃斑病變 

（AMD）及糖尿病視網膜病變。

可單獨投藥本發明抗體至個體（例如，人類）或是在合併 

治療中與其他藥劑（例如，免疫抑制劑）合併投藥，抗體 
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可在投藥額外藥劑之前，一起或之後投藥。在一些具體實 

施例，該額外藥劑為，例如，消炎化合物例如柳氮磺毗 

陀，另一種非類固醇消炎化合物，或是類固醇消炎化合 

物。在一些具體實施例，該額外藥劑為另一種淋巴-消耗 

抗體例如另一種抗-CD52抗體、抗-CD20抗體、抗-BAFF抗 

體、抗-BAFF-R抗體、及其類似抗體。在一些具體實施 

例5該額外藥劑為5例如7細胞介素、抗-細胞介素受體 

抗體，或可溶性受體，其扭轉、操作、及/或加強由抗-CD52 

抗體所媒介的淋巴消耗之後的再造過程（參看，例如， 

Sportes 等.，r Perspective on Potential Clinical Applications of 

Recombinant Human Interleukin-7,」Cytokine Therapies 1182:28- 

38 （2009））。在另一具體實施例，合成肽類似物可與本發明 

免疫球蛋白合併投藥。

研究已示 出藉 由阿來組單抗（alemtuzumab）的 淋巴細胞 消 

耗係 由嗜中 性球及NK細 胞 所媒介 （Hu等 Immunology 

128:260-270 （2009）。於是，在合併治療的具體實施例，刺 

激嗜中性球及NK細胞的藥劑可在抗-CD52抗體療法之前， 

期間或之後投藥至病人，以增強抗體療法。刺激嗜中性球 

及/或NK細胞包含，但不限於（1）增加其分裂速率，（2）增加 

對應於抗-CD52抗體（例如，FcyRIIIa 及 FcyRIIIb ' 

F cyRII、FcyRI、及FcaRI）的 同種型的Fc受體的細胞表面表 

現＞ （3）移動及增加循環細胞的數目＞ （4）補充細胞至標的 

部位（例如，腫瘤、發炎、或組織損傷部位），（5）及增加其 

細胞毒性活性。刺激嗜中性球及/或NK細胞的藥劑實例包 
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含，例如，粒細胞-單核細胞集落刺激因子（GM-CSF）（例 

如，LEUKINE®或沙格司亭及莫拉司亭）；粒細胞集落刺激 

因 子（G-CSF）（例如，NEUPOGEN®或 非格司亭、聚 乙二醇 

化非格司亭、及lenograstim,） ； CXC趨化激素受體 

4（CXCR4）拮抗劑（例如，Mozobil™ 或 plerixafor）；及 CXC 

趨化激素受體2 （CXCR2）拮抗劑。病人的嗜中性球數目可 

定期監測以確保最適治療效用，病人嗜中性球數目可在 

抗-CD52抗體治療開始之前測量，可基於病人的嗜中性球 

數目調整刺激物的數量，若病人具有較正常為低的嗜中性 

球數目，則可使用較高劑量的刺激物。在粒細胞減少症 

（其可由使用抗-CD52抗體治療而引起）期間，亦可使用較 

高劑量的嗜中性球刺激物以最大化抗-CD52抗體的效果。

因為嗜中性球及/或NK細胞改善抗-CD52抗體療法的效 

用，合併治療的此具體實施例使得我們可對病人使用較少 

的抗體並維持類似的治療效果。對病人使用較少的抗體並 

維持治療效果可幫助減少抗-CD52抗體的副作用，其包含 

病人中對經投藥抗體的免疫反應及繼發性免疫（在抗-CD52 

抗體治療期間或之後發生的自體免疫疾病）的發展。合併 

治療的此具體實施例亦有用於腫瘤，例如，當病人具有粒 

細胞減少症。

在合併治療的另一具體實施例，可使用調節T細胞的刺 

激物以增強抗-CD52抗體療法。我們的數據顯示相較其他 

CD4+ T細胞，抗-CD52抗體會消耗CD4+CD25+FoxP3 +調 

節T細胞至遠遠為低的含量，調節T細胞（亦已知為
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「Treg」或壓抑T細胞)為一種能夠經接觸依賴性或接觸獨 

立(例如，細胞介素製造)機制抑制其他淋巴細胞的增生及/ 

或功能的細胞。已敘述數種形式的調節Τ細胞，其包含2 

Τ細胞、自 然殺手Τ (ΝΚΤ)細胞、CD8+T細胞、CD4+T細 

胞、及雙陰性CD4-CD8-T細胞。參看，例如，Bach等， 

Immunol. 3:189-98 (2003) ° 已稱 CD4+CD25+FoxP3 +調節 

T細胞為「自然發生」 調節T細胞；它們表現CD4、CD25 

及叉頭家族轉錄因子FoxP3 (叉頭盒p3)。於是，在合併治 

療的此具體實施例，我們可在抗-CD52抗體治療之前、期 

間或之後投藥刺激CD4+CD25+FoxP3 +調節T細胞的藥劑， 

以在淋巴細胞-消耗之後扭轉免疫系統的組成。藥劑可， 

例如，活化那些T細胞，穩定及/或擴充細胞族群，移動及 

增加細胞循環，及/或吸收細胞至標的部位。此種藥劑的 

實例為雷帕黴素、活性或潛伏性TGF- β (例如，TGF-卩1、 

TGF-J32、TGF-ββ、TGF-|34、及 TGF-|35)、IL-10、IL-4、 

IFN-α、維生素 D3、迪皮、及 mycophenolate mofetil (參 

看，例如，Barrat 等.，J. Exp. Med. 195:603-616 (2002)； 

Gregori等.，J Immunol. 167: 1945-1953 (2001) ； Battaglia 等， 

Blood 105: 4743-4748 (2005) ； Battaglia 等，J. Immunol. 

177:8338-8347 (2006))。

在此發明，治療一種疾病的有效量的抗-CD52抗體為一 

種幫助所治療個體一或更多所欲臨床終點的量例如，對狼 

瘡(其表現包含系統性紅斑狼瘡、狼瘡性腎炎、皮膚紅斑 

狼瘡、CNS狼瘡、心臟血管表現、肺表現、肝表現、血液 
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表現、胃腸表現、肌肉骨骼表現、新生兒紅斑狼瘡、兒童 

全身性紅斑狼瘡、藥物誘發紅斑性狼瘡、抗磷脂症候群、 

及造成狼瘡表現的補體缺乏症候群；參看，例如，Robert 

G. Lahita, Editor, Systemic Lupus Erythematosus, 4th Ed., 

Elsevier Academic Press, 2004) 5臨床終點可 由監控受影響 

器官系統(例如，狼瘡性腎炎的血尿及/或蛋白尿)及/或使 

用提供數個器官系統之間疾病嚴重性的綜合分數的疾病活 

動 性指 標(例如，BILAG、SLAM、SLEDAI、ECLAM)而 測 

量，參看，例如，Mandi 等.,"Monitoring patients with 

systemic lupus erythematosus" in Systemic Lupus Erythematosus, 

4th edition, pp. 619-631, R.G. Lahita, Editor, Elsevier Academic 

Press, (2004) °

在自體免疫疾病、多發性硬化症(其包含復發型、後續 

惡化型、初發惡化型、及惡化復發型多發性硬化症 

((Lublin 等，Neurology 46 (4), 907-1 1 (1996))的另一實 

例，診斷係例如在測試例如核磁共振造影(MRI)、脊髓穿 

刺、誘發電位檢查、及血液樣品實驗室分析協助下由徵狀 

歷史及神經功能檢查而進行。在MS，治療目標為減少復 

發的頻率及嚴重性、預防因疾病發展所產生的障礙、及促 

進組織修復(Compston and Coles, 2008) °於是 > 幫助達到 

與該目標一致的臨床終點的抗-CD52抗體量為用於該治療 

的抗體的有效量。

為最小化致免疫性，較佳為於本發明的治療方法及組合 

物使用人類化抗體治療人類病患。在不需要重複投藥的情 
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況，投藥本發明的老鼠：人類嵌合抗體至人類病患亦為合 

適的。

本發明的抗體可以單一單位劑量或是多重劑量在健康照 

顧提供者認為合適的任何時間點投藥，劑量可由該技藝已 

知方法決定及可依據例如個體年齡、敏感性、耐受及整體 

情 況而定。可使用 各種投藥路徑，其包含，但不限於非腸 

道（例如，靜脈內、動脈內、肌肉內、胞囊內、腹腔內、 

皮下注射）、口服（例如， 飲食中）、就當時部位、局部、 

吸入（例如，氣管內、鼻內或口部吸入、鼻內滴劑）、或直 

腸 > 依據要治療疾病或情況而定。非腸道投藥為一種較佳 

投藥模式。

配方可依據所選擇投藥路徑而異（例如，溶液、乳液）， 

包含要投藥抗體的適當組合物可於生理可接受媒劑或載體 

中製備。組合物可為多重劑量或為單一覃位劑量組合物。 

對溶液或乳液 > 合適載體包含，例如，含水或醇類/水溶 

液、乳液或懸浮液5其包含鹽水或緩衝介質。非腸道媒劑 

可包含氯化鋪溶液、林格葡萄糖、葡萄糖與氯化錮、丙醇 

酸酯化林格或不揮發油。靜脈內媒劑可包含各種添加劑、 

防腐劑、或流體、營養劑或電解質補充劑（參看，一般， 

Remington's Pharmaceutical Sciences, 17th Edition, Mack 

Publishing Co., PA, 1985） °對吸入 > 化合物可為溶解的或 

是載至合適投藥用給藥器（例如，噴霧器、氣霧器或壓力 

噴霧器）。

診斷方法及組合物

148244.doc -118-



1529247

本發明的免疫球蛋白亦有用於應用於研究及診斷的各種 

方法，例如，它們可用 於偵測、分離、及/或純化人類 

CD52或其變化物（例如，藉由懸浮液中親合純化或是其他 

合適方法例如流式細胞計數法，例如，用於細胞，例如淋 

巴細胞），及研究人類CD52結構（例如，構形）及功能。對 

於活體外應用，其中抗體的致免疫性不是考量的重點，除 

人類化抗體之外，本發明的老鼠及嵌合抗體將為有用的。

本發明免疫球蛋白可用於診斷應用（例如，活體外、體 

外），例如，本發明人類化免疫球蛋白可用於偵測及/或量 

度樣品中（例如，於在組織或體液，如發炎滲出物、血 

液、血清、腸液、含人類CD52組織中表現人類CD52的細 

胞上）人類CD52的含量。樣品（例如，組織及/或體液）可得 

自個體及此處所敘述免疫球蛋白可用於合適免疫球蛋白方 

法以偵測及/或量度人類CD52表現，其包含方法例如流式 

細胞計數法（例如，用於懸浮液中的細胞5例如淋巴細 

胞），酵素連結免疫吸附法（ELISA），其包含化學發光法、 

放射免疫分析、及免疫組織。

在一個具體實施例，提供一種偵測樣品中人類CD52的 

方法，其包含在合適免疫球蛋白與人類CD52的特定結合 

之條件下將樣品與本發明免疫球蛋白接觸並偵測所形成的 

抗體-CD52複合物。在應用該方法時，此處所敘述免疫球 

蛋白可用於分析正常比上發炎組織（例如，來自人類）的人 

類CD52反應性及/或表現（例如，免疫組織地），以偵測例 

如，炎性腸道疾病（IBD）、自體免疫疾病（例如多發性硬化 
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及狼瘡）、癌症（例如非-何杰金氏淋巴瘤及慢性淋巴性白血 

病）、或其他情況與增加的人類CD52表現（例如，於受感染 

組織）之間的關聯。於是，本發明免疫球蛋白允許進行評 

估人類CD52於正常及發炎組織之存在的免疫方法，經由 

此可評估疾病存在、疾病進程及/或抗-人類CD52療法於疾 

病（例如，發炎性疾病）治療的效用。

此外，在以消耗抗-CD52醫療抗體的治療之後免疫球蛋 

白可用於檢查組織以估量該消耗多有效及以決定CD52表 

現是否 有任何向 下調節 （Rawstrom等.,Br. J. Heam., 

107:148-153 （1999））。

除非另外定義，此處所使用所有技術及科學名稱具與熟 

知該技藝所普遍了解的相同意義。示例方法及物質係敘述 

於下文，類似或相當於此處所敘述方法及物質亦可用於本 

發明實務及測試。此處所提及所有出版品或其他參考文獻 

係以其全文併入做為參考，在衝突情況下，本專利說明 

書5包含定義5為優先。雖然本文引用數個文件，此引用 

並不構成任何這些文件形成該技藝常見一般之式的一部份 

之認知。在此專利說明書及申請專利範圍，要了解字眼 

「包含（comprise）」或變化例如「包含（comprises）」 或 

「包含（comprising）」意味著包含所敘述整數或整數組但 

不排除任何其他 整數或整數組。物質、方法、及實例僅 

為說明性及不欲為限制。

示例

實例1：老鼠抗-人類CD52抗體的產生
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在下列實例的老鼠抗-人類CD52抗體係由免疫化CD1品 

系老鼠而產生（第1A圖），所述CD 1品系老鼠的脾細胞來自 

CD1背景的人類CD52基因轉殖老鼠，其中人類CD52於基 

因轉殖老鼠的老鼠B及T細胞的表面之顯示係由流式細胞計 

數法證實。因為基因轉殖老鼠與免疫化老鼠具有相同的背 

景（CD1），來自基因轉殖老鼠的脾細胞以自然格式於細胞 

表面呈現人類CD52為唯一、非己抗原，及免疫化非基因 

轉殖老鼠表現主要朝人類CD52的抗體反應。

為收集人類CD52基因轉殖老鼠的脾細胞，將老鼠安樂 

死，取出脾臟並藉由通過注射器以製備單一細胞懸浮 

液。接著以每隻老鼠5x106的所收集人類cd52陽性脾細胞 

於100微升具有或不具有弗氏完全佐劑藉由腹膜內（i.p.）注 

射而免疫化CD 1老鼠。在以每隻老鼠5x1 （）6的基因轉殖老 

鼠人類CD52陽性脾細胞於100微升具弗氏完全佐劑，腹膜 

內注射的第一次免疫化之後每兩週給予老鼠兩次追加劑 

量。

對於所有老鼠，在免疫化之前每隻老鼠收集其眼出血 

100-200微升於黃色蓋血清分離管以決定基礎位準反應 

性，並在第一輪免疫化之後一週決定抗-人類CD52特定免 

疫反應。於CHO K1細胞（設計為表現人類CD52蛋白），而 

不是在親代CHO K1細胞上表現高位準抗-人類CD52反應性 

（如由FACS測量）的老鼠5在無菌條件下收集血液及收集脾 

臟以產生融合瘤細胞。融合瘤細胞係在免疫化之後3-4天 

由使用非分泌老鼠骨髓瘤細胞系SP2/0 AgI4或NS1骨髓瘤 
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細胞產生做為融合夥伴。將融合細胞放置於包含次黄嚓 

吟、胺基喋吟及胸腺囉11定的完全生長培養基以產生融合瘤 

細胞。篩選後，許多融合瘤細胞上層清液，選擇許多選 

殖，其產生特定抗-人類CD52抗體及進一步次選殖以得到 

選殖族群。比例放大產生抗-人類CD52抗體的融合瘤細胞 

以進行進一步發展。

實例2 ：老鼠抗-人類CD52抗體的重及輕鏈的PCR分析

數個老鼠抗-人類CD52單株抗體（第1B圖）由測試融合瘤 

細胞上層清液抗-人類CD52反應性的存在而辨識。選擇個 

別細胞株及老鼠的重及輕鏈變異序列由PCR 選殖及定序 

辨識。與YTH 34.5 HL （亦即，Campath IG κ （大 鼠）及試劑 

抗 體 CF 1D1 2 （CF 1D1 2 K）（Invitrogen Life Science 

Technologies）相較的輕鏈序列示於第2圖。類似地5與 

YTH 34.5 HL及試劑抗體CF1D12相較的輕鏈序列示於第3 

圖。

辨識出總共10個獨特輕鏈變異序列及11個獨特重鏈變異 

序列。若一個包含Campath®及CF 1D12，則在抗-人類 

CD52抗體的輕鏈內，7個獨特CDR-1.區域（表1） > 8個獨特 

CDR-2區域（表2）及7個獨特CDR-3區域（表3）被辨識。

表1 :輕鏈CDR-1序列

輕鏈CDR-1 序列

A KASQNIDKYLN (SEQ ID NO:27)
B KSSQSLLESDGRTYLN (SEQ ID NO:28)
C KSSQSLLDSDGKTYLN (SEQ ID NO:29)
D KSSQSLLDSDGRTYLN (SEQ ID NO:30)
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E KSSQSLLYSNGKTYLN (SEQ ID NO:31)
F RSSQSLVHINGNSYLH (SEQ ID NO:32)
G RSSQSLVHINGNTYLH (SEQ ID NO:33)

表2 :輕鏈CDR-2序列

輕鏈CDR-2 序列

A NTNNLQT (SEQ ID NO:34)
B LVSNLDS (SEQ ID NO:35)
C LVSKLDS (SEQ ID NO:36)
D LVSNLGS (SEQ ID NO:37).
E LVSALDS (SEQ ID NO:38)
F LVSNLNS (SEQ ID NO:39)
G LVSHLDS (SEQ ID NO:40)
H MVSNRFS (SEQ ID NO:41)

表3 :輕鏈CDR-3序列

輕鏈CDR-3 序列

A LQHISRPRT (SEQ ID NO:42)
B WQGTHFPWT (SEQ ID NO:43)
C VQGSHFHT (SEQ ID NO:44)
D VQGTRFHT (SEQ ID NO:45)
E VQGTHLHT (SEQ ID NO:46)
F SQSTHVPFT (SEQ ID NO:47)
G SQSAHVPPLT (SEQ ID NO:48)

若一個包含Campath®及CF1D12，則在抗-人類CD52抗 

體的重鏈內總共8個獨特CDR-1區域（表4），10個獨特CDR- 

2區域（表5）及8個獨特CDR-3區域（表6）以被辨識。

表4 :重鏈CDR-1序列

重鏈CDR-1 序列

A GFTFTDFYMN (SEQ ID NO:49)
B GFTFSDAWMD (SEQ ID NO:50)
C RFTFSDAWMD (SEQ ID NO:51)
D GLTFSDAWMD (SEQ ID NO:52)
E GFPFSNYWMN (SEQ ID NO:53)
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F GFTFNKYWMN (SEQ ID NO:54)
G GFTFNTYWMN (SEQ ID NO:55)
Η GFTFTDYYMS (SEQ ID NO:56)

表5 :重鏈CDR-2序列

重鏈CDR-2 序列

A FIRDKAKGYTTEYNPSVKG (SEQ ID NO:57)
B EIRNKAKNHVAYYAESVKG (SEQ ID NO:58)
C EIRNKANNHATYYAESVKG (SEQ ID NO:59)
D EIRNKAKNHVKYYAESVKG (SEQ ID NO:60)
E EIRNKAKNHATYYAESVKG (SEQ ID N0:61)
F EIRKKVNNHATYYAESVKG (SEQ ID NO:62)
G QIRLKSNNYATHyAESVKG (SEQ ID NO:63)
H QIRLKSDNYATHVAESVKG (SEQ ID NO:64)
I FIRNKANGYTTEYNASVKG (SEQ ID NO:65)
J FIRNKANGYTTEYSASVKG (SEQ ID NO:66)

表6 :重鏈CDR-3序列

重鏈CDR-3 序列

A AREGHTAAPFDY (SEQ ID NO:67)
B TTLDS (SEQ ID NO:68)
C TSLDY (SEQ ID NO:69)
D TGLDY(SEQ ID NO;70)
E TPIDY (SEQ ID N0:71)
F TPVDF (SEQ ID NO:72)
G TRYIFFDY (SEQ ID NO:73)
H TRYIWFDY (SEQ ID NO:74)

在13個不同抗-人類CD52抗體內特定輕及重鏈CDR的 

關連係說明於表7。

表7 :基於CDR組成抗-人類CD52抗體的分類

细胞株名稱
重鏈CDR-1 輕鏈

CDR-1 CDR-2 CDR-3 CDR-1 CDR-2 CDR-3
Campath A A A A A A
CF1D12 B B B B B B

8G3.25.3.5 C C C C C B
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GMA4G7.F3 B D C C D B
GMA9D9.A2 B E B C E B

GMA11C11.C5 B E C C C B
GMA 3G7.E9 B F C C F B

5F7.1.1.4 D E D D G B
12G6.15.1.2 E G E E C C
23E6.2.2.1 F H E E C D
2C3.3.&1 G G F E C E
7F11.1.9.7 Η I G F H F
4B10.1.2.4 Η J H G H G

細 胞 株 8G3.25.3.5、4G7.F3、9D9.A2、11C11.C5、 

3G7.E9、5F7.1.1.4、12G6.15.1.2、23E6.2.2.1、2C3.3.8.1、 

7F11.1.9.7 及 4 B10.1.2.4 在後文係分別稱為 8G3、4G7、9D9、 

11C11、3G7、5F7、12G6、23E6、2C3、7F11 及4B10。

表7.1 ：抗-人類CD52抗體CDRs的SEQ ID NOs

細胞株名稱
重鏈 輕鏈

CDR-1 CDR-2 CDR-3 CDR-1 CDR-2 CDR-3
Campath 49 57 67 27 34 42
CF1D12 50 58 68 28 35 43

8G3 51 59 69 29 36 43
4G7 50 60 69 29 37 43
9D9 50 61 68 29 38 43

11C11 50 61 69 29 36 43
3G7 50 62 69 29 39 43
5F7 52 61 70 30 40 43

12G6 53 63 71 31 36 44
23E6 54 64 71 31 36 45
2C3 55 63 72 31 36 46
7F11 56 65 73 32 41 47
4B10 56 66 74 33 41 48

實例3：從老鼠融合瘤細胞選殖老鼠IgG變異區基因以產生 

老鼠/人類嵌合IgGl抗體

主動增生及抗體分泌融合瘤細胞係用於依照製造商建議 

步驟流程使用Trizol試劑(Gibco/BRL)分離RNA ＞使用 

Nanodrop測量0D以定量RNA，及RNA的完整性係藉由使 

其在凝膠上移動或是藉由使用生物分析儀決定。總RNA反 
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轉錄為cDNA且重及輕鏈的變異區由聚合酶連鎖反應(PCR) 

放大。cDNA係使用BD Sprint PowerScript反轉錄酶 

(Clontech)以 0.5微克 /微升的 Oligo(dT)引子(Invitrogen Cat# 

Y01212)及10微莫耳濃度的反向引子(位於重及輕鏈的恆定 

區)(於下文以數字列出)依照製造商建議步驟流程產生。特 

定言之，使用編號3 (SEQ ID NO: 77)、11 (SEQ ID NO: 

85)、19 (SEQ ID NO: 93)、20 (SEQ ID NO: 94)及 21 (SEQ 

ID NO: 95)的引子。使用如上文所敘述產生的cDNA 執行 

重及輕鏈變異區的PCR放大，對重及輕鏈，皆將1微升 

cDNA與每一個皆10微莫耳濃度的順向引子及反向引子混 

合，並在2微升25毫莫耳濃度的MgCl2存在下與PCR super 

mix (Invitrogen) 混合。PCR程序以下列步驟操作：1) 

95°C進行2分鐘；2) 95°C進行30秒；3) 56°C進行30秒；4) 

68°C進行45秒；5)重複步驟2至4 25次；6) 68°C進行10分 

鐘及維持於16°C。於2%凝膠分析PCR產物，以偵測約300- 

400 bp大小的變異區序列之存在，並依照製造商指南將適 

當條帶選殖至pCR2.1-TOPO TA選殖套組(Invitrogen)及使 

用M13引子確認經選殖序列。提供用於反轉錄及用於PCR 

放大輕鏈及重鏈序列的引子：

輕鏈引子

1) Lead-ML κ=5' ATGGGCWTCAARATGRARWCWCAT 3'

(於前導序列的順向引子)(SEQ ID NO:75)

2) FR1-ML κ=5‘ GAYATTGTGMTRACMCARKMTCAA 3'

(於骨架1的順向引子)(SEQ ID NO:76)
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3) ML κ，恆定=5' ACTGGATGGTGGGAAGATGGA 3'(於，匱 

定區的反向引子)(SEQ ID NO:77)

4) VK-MK=5' GAYATTGTGMTSACMCARWCTMCA 3'(於 

骨架1的順向引子)(SEQ ID NO:78)

5) MKC-Const=5' GGATACAGTTGGTGCAGCATC 3'(於 

恆定區的反向引子)(SEQ ID NO:79)

重鏈引子

6) MH-SP-ALT1=5' ATGRASTTSKGGYTMARCTKGRTT 3' 

(於前導序列的順向引子)(SEQ ID NO:80)

7) MH-SP-ALT2 = 5' ATGRAATGSASCTGGGTYWTYCTCT 

3'(於 前導序列的順向引子)(SEQ ID N0:81)

8) MH-FR1=5' SAGGTSMARCTGCAGSAGTCT 3'(於骨架 

1的順向引子)(SEQ ID NO:82)

9) MH-FR1-1 = 5' SAGGTGMAGCTCSWRSARYCSGGG 3' 

(於骨架1的順向引子)(SEQ ID NO:83)

10) MH-J2=5' TGAGGAGACTGTGAGAGTGGTGCC 3'(於 

J區域的反向引子)(SEQ ID NO:84)

11) MH-gamma-const=5' AYCTCCACACACAGGRRCCAGTGG 

ATAGAC 3'(於恆定區的反向引子)(SEQ ID NO:85)

12) VH MH1 = 5' SARGTNMAGCTGSAGSAGTC 3'(於骨架 1 

的順向引子)(SEQ ID NO:86)

13) VH MH2 = 5' SARGTNMAGCTGSAGSAGTCWGG 3'(於 

骨架1的順向引子)(SEQ ID NO:87)

14) VH MH3 = 5' CAGGTTACTCTGAAAGWGTSTG 3'(於骨
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架1的順向引子)(SEQ ID NO:88)

15) VH MH4 = 5' GAGGTCC ARCTGCAACARTC 3'(於骨架 1 

的順 向引子)(SEQ ID NO:89)

16) VH MH5 = 5' CAGGTCC AACTVCAGCARCC 3丫 於骨架 1 

的順向引子)(SEQ ID NO:90)

17) VH MH6 = 5' GAGGTGAASSTGGTGGAATC 3，(於骨架 1

的順向引子)(SEQ ID N0:91)

18) VH MH7 = 5' GATGTGAACTTGGAAGTGTC 3丫 於骨架 1

的順向引子)(SEQ ID NO:92)

19) IgGl=5' ATAGACAGATGGGGGTGTCGTTTTGGC 3' 

(於 老鼠IgGl CHI恆定區的反向引子)(SEQ ID NO:93)

20) IgG2A=5' CTTGACCAGGCATCCTAGAGTCA 3'(於老 

鼠 IgG2A CHI恆定區的反向引子)(SEQ ID NO:94)

21) IgG2B = 5' AGGGGCCAGTGGATAGAGTGATGG 3'(於

老鼠IgG2B CHI恆定區的反向引子)(SEQ ID NO:95) 

退化引子導致在重鏈及輕鏈骨架1區域的5'端的一些退

化。來自許多獨立重鏈變異區細胞株及來自輕鏈變異區細

胞株的一致性DNA序列係用於得到胺基酸序列。

功能性嵌合抗-CD52抗體係由結合重鏈及輕鏈變異區至 

編碼分別人類IgGl重鏈(與在Campath-ΙΗ®發現的序列相 

同)及人類κ輕鏈恆定區(與在Campath- 1H®發現的序列相同) 

的DNA製造。為產生編碼CD52抗體輕鏈的pCEP4 

(Invitrogen)輕鏈載體，將輕鏈變異區以PCR放大及 由連接 

酶獨立選殖至pCEP4 LIC輕鏈載體以使人類κ鏈信號序列在 
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5'端及使輕鏈恆定區在3'端。類似地，為產生pCEP4重鏈 

載體，重鏈序列的變異區係由連接酶獨立選殖至pCEP4 

LIC重鏈載體以使人類κ鏈信號序列在亍端及使包含CH1、 

樞紐區(hinge)、CH2及CH3區域的 重鏈恆定區在3'端。重 

鏈及輕鏈的恆定區的胺基酸序列與存在於Campathl Η抗體 

的恆定區胺基酸序列相同。

簡言之，pCEP4 LIC載體係依照製造商建議於合適緩衝 

液以BfuAl(New England Biolabs-NEB)消化及在消化完成 

後'使用PureLink PCR純化套組 (Invitrogen)純化載體。 

接著將線性 質粒以T4 DNA聚合酶(New England Biolabs)處 

理以產生單-股端及用於選殖變異區片段。重鏈特定pCEP4 

LIC載體係用於選殖重鏈變異區及輕鏈特定pCEP4 LIC載體 

係用於選殖輕鏈變異區。變異區插入物係由PCR產生，其 

中使用包含變異區特定序列及載體懸突(overhang)的包含 

pCR2.1-TOPΟ重鏈 變 異區的 質粒或 包含pCR2.1-TOP0輕鏈 

變異區的質粒作為模版及引子。VENT DNA聚合酶(New 

England Biolabs)係用於插入物的PCR放大，以凝膠純化經 

PCR放大的插入物及使用T4 DNA聚合酶處理以產生單股 

端。將重鏈及輕鏈的經製備載體與個別變異區插入物的片 

段合併並於室溫培養10分鐘以用於轉殖TOPO10細胞 

(Invitrogen) ＞挑選抗安比西寧細胞株及驗證其序列。將具 

有插入於骨架中的正確重鏈及輕鏈序列的pCEP4重鏈及 

PCEP4輕鏈選殖株放大及用於蛋白製造，使用陽離子脂質 

Lip ο feet amine™ 2000 (Invitrogen)將 重鏈構築與相 對應輕
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鏈構築以1:1的 比例共轉染至HEK293細胞(Invitrogen)。轉 

染後三天收集經調節介質，並使用蛋白A層析純化嵌合抗 

體。為進行此層析方法，將介質加入蛋白A，並以50管柱 

體積的PBS清洗，使用5管柱體積的12.5毫莫耳濃度檸檬 

酸，pH 3.0沖提嵌合抗體，經沖提抗體的pH藉由加入0.5 

莫耳濃度H EPES中和，藉由使用PD-10凝膠過濾管柱交換 

使緩衝液為PBS °

實例4：嵌合抗-人類CD52單株抗體的抗原決定區專一性分析

細胞株抗原決定區的專一性係由評估嵌合抗體結合至設 

計以表現由丙胺酸掃描突變誘發技術所產生的人類CD52 

的突變的細胞株組織能力而決定(第4圖)。CD52的12個胺 

基酸細胞外區域中的前10個胺基酸的抗體取代係使用 

STRATAGENE QUIKCHANGE II XL定點突變誘發套組於 

pcDNA3.1表現載體(Invitrogen)中 的人類CD52 cDNA上執 

行。編碼野生型或突變CD52序列的pcDNA3.1載體的序列 

被證實，及使用Lipofectamine™轉染至CHO細胞，及藉由 

在包含G418的介質選擇以產生表現野生型或丙胺酸突變 

CD52的CHO細胞株。抗-人類CD52嵌合抗體的抗原決定區 

特定結合係藉由以FACS測量抗體對野生型及突變CD52表 

現細胞的結合而決定。FACS分析係藉由使用PE -共斬，羊 

抗-人類二級抗體(J ackson Immuno Re search Labs)偵 測嵌合 

抗-CD52抗體的結合而執行。第5A-5C圖顯示抗-CD52單株 

抗體至野生型及突變CD52表現細胞株的平均螢光強度 

(MFI)，即使CD52為非常短的，12個胺基酸，GPI錨定蛋 
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白，FACS結果清楚定義有三組抗體：（1） N-端結合基團 

（例 如4B10） ； （2）中間結 合基團（例 如4G7、9D9及11C1）與 

（3） C-端結合基團（例如23E6、12G6、及2C3）。抗-人類 

CD52單株抗體（由在實例2最後所敘述的簡寫名稱所辨識） 

的抗原決定區專一性係摘要於表8。

表8 : 11個老鼠抗-人類CD52單株抗體的特性

細胞株 同種型 抗原決定區專性

大鼠 YTH34.5HL IgG2a 9-10-11-12
小鼠CF1D12 IgG3 3-4-5-6-7
8G3.25.3.5 IgG3 未確認

4G7.F3 IgG3 3-4-5-6-7
9D9.A2 IgG3 3-4-5-6-7
11C11.C5 IgG3 l-3.4-5.6-7
3G7.E9 IgG2b 1-3-4-5-6-7
5F7.1.1.4 IgG3 1-3-4-5-6-7-10
12G6.15.1.2 IgG3 7-8-9
23E6.2.2.1 IgG3 7-8-9
2C3.3.&1 IgG3 7-8-9-10
7F11.1.9.7 IgGl 1-2-3-4-5
4B10.1.2.4 IgG2a 1-2-3-4-5

CD52為一種極小的抗原但擁有相當大的，親水性N-連 

結醃基團及疏水性GPI-錨定。為探測糖可能構成所有或部 

分由抗-CD52抗體所辨識的抗原決定區之可能性，得自 

CHO-CD52細胞的經親合純化CD52樣品以内切醃昔酶、 

PNGase-F處理，以自抗原 完全移除N-連結糖。接著將經處 

理及模擬-處理控制樣品以SDS-PAGE解析，轉漬至聚偏二 

氟乙烯（P VDF）薄膜（Invitrogen），以每一個3微克/毫升的 

抗-CD52嵌合單株抗體探測，及接著根據標準西方轉漬法 

步驟使用增強化學發光偵測發展'使用Campath-1H® 
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(C1H)及單獨使用(2° Alone)的轉漬係分別操作以作為陽性 

及陰性對照，及使用每一個單株抗體(第5D圖)探測。結果 

顯示抗體間對釀化比上去-醃化CD52的不同結合偏好。此 

特性使得將十一個抗體分類為四種形式的結合組 ：

1. 顯現對醯化比去-醃化CD52沒有明顯偏好之結合的抗體

(4G7, 9D9)

2. 顯現對醵化CD52結合特定的抗體(7F1 1, 4B10)

3. 顯現對去-醯化CD52結合特定的抗體(8G3)

4. 顯現與醃化相較具去-醃化CD52偏好結合的抗體(12G6,

5F7, 23E6, 2C3, 11C11, 3G7)

實例5：嵌合抗-CD52抗體的CDC活性

如下文所敘述執行補體依賴細胞毒性(CDC)檢測，簡言 

之，設計為表現CD52蛋白(CHO-CD52)的CHO K1細胞係用 

作標的細胞及以 Na251 CrO4 (New England Nuclear, Boston, 

MA)於37°C標記1-2小時。洗滌細胞，使用X-Vivo介質再 

懸浮，及與抗-人類CD52抗體混合至2.2微克/毫升的最終 

濃度，加入人類補體(Sigma)至實驗孔以達10%的最終濃 

度，在1-5-小時培養之後，自每一孔收集25微升不含細胞 

的上層 清液及以MICROBETA TRILUX閃爍計數器(Wallac, 

Gaithersburg, MD)計數。自發釋出的'〔Cr量係由單獨在介 

質中培養標的細胞而得到。自標的細胞的自發釋出典型上 

小於20%。所併入51Cr總量係 由加入1% Triton X-10 0至蒸 

餾水中而決定，且裂解百分率係如下計算：[(樣品計數每 

分鐘 (c.p.m.)-自 發 c.p.m.)/(總 c.p.m.-自 發 c.p.m.)] X 100。
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十二個不同的嵌合抗-CD52抗體（老鼠變異區及人類IgGl 

恆定區）係於具有人類補體的CHO-CD52細胞上在CDC分析 

中測試。Campath-ΙΗ®人類化抗體係用作陽性對照，陰性 

對照為 Campath-1H® null （一種 Campath- 1H® 的 非-細 胞-結 

合最少突 變-於H2迴路-重鏈CDR2區 域的兩點突變（K52bD 

及 K53D ； Gilliland LK 等 ‘ Journal of Immunology, 

752.3663-3671 （1999）） °結果顯示嵌合抗體能夠於CD52- 

表現細胞媒介CDC殺傷。一些嵌合抗體媒介強健殺傷，相 

當於Campath®或較之為佳（第6圖）。

實例6：嵌合抗-CD52抗體的ADCC活性

如下文所敘述執行抗體依賴細胞毒性（ADCC）檢測，簡 

言之，設計為表現CD52蛋白（CHO-CD52）的CHO K1細胞係 

用作標的細胞及以 Na2^CrC）4 （New England Nuclear, 

Boston, MA）於37°C標記1-2小時。洗滌細胞，使用X-Vivo 

介質再懸浮，及與抗-人類CD52抗體混合至1.1微克/毫升 

.的最終濃度'人類PBMC係用作效應細胞，並以1:100標 

的-對-效應細胞的比例加入，在6小時隔夜培養之後5自每 

一孔收集25微升不含細胞的上層清液及以MICROBETA 

TRILUX閃爍計數器（Wallac, Gaithersburg, MD）計數。自發 

釋出的5】Cr量係由單獨在介質中培養標的細胞而得到。自 

標的細胞的自發釋出典型上小於20%。所併入5】Cr總量係 

由加入1% Triton X-100至蒸餾水中而決定，且裂解百分率 

係如下計算：［（樣品c.p.m.-自發c.p.m.）/（總c.p.m.-自發 

c.p.m.）］ X 1 00 °
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十二個不同的嵌合抗-CD52抗體(老鼠變異區及人類IgGl 

恆定區)係於使用人類PBMC作為效應細胞的ADCC分析中 

測試。Campath-1H®人類化抗體係用作陽性對照，用作陰 

性對照的是 Campath-1H® null (一種 Campath- 1H® 的非-細 

胞-結合最少突變-於H2迴路-重鏈CDR2區域的兩點突變 

(K52bD 及 K5 3D ； Gilliland, 1999, supra｝。結果顯示嵌合抗 

體能夠於CD52-表現細胞媒介ADCC殺傷。一些嵌合抗體 

媒介強健殺傷，相當於Campath-1H ®或較之為佳(第7 

圖)。

實例7：結合嵌合抗-CD52抗體至經定義淋巴細胞族群之評估

使用下列螢光染劑共兢抗體於流式細胞分析：抗-CD3- 

FITC、抗-CD27-PE、抗-CD62L-PE Cy5、抗-CD56- PE 

Cy7、抗’-CD16-APC Cy7 (BD Biosciences, San Diego, 

CA)、抗-CD45RA-ECD (Beckman Coulter) ' 抗-CD 19-太平 

洋藍、抗-CD4-APC Cy5.5 及抗-CD8 太平洋橙(Invitrogen, 

CA)。所有老鼠嵌合抗-人類CD52抗體及人類化Campath- 

1H®都共軌至 Alexa fluor 647 (BD Pharmingen) ° 健康人類 

週邊血液單核細胞係得自冷藏保存白血球衣或是得自自商 

業廠商(Bioreclamation, NY, USA)所提供正常捐贈者的血 

液分離的單核細胞。為進行單核細胞的·增長5使用磷酸生 

理食鹽水(PBS)以1: 1稀釋人類週邊血液及小心地分層置於 

聚蔗 糖-泛影葡胺(GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, 

Sweden)上及於室溫離心30分鐘。取出單核細胞的中間相 

層及於包含5%胎牛血清(FACS緩衝液)的PBS中洗滌。汙染 
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的紅血球細胞(RBCs)以RBC裂解溶液(Sigma, St. Louis, 

MO, USA)裂解，將細胞再懸浮於冷F ACS緩衝液及使用40 

微米過濾器移除碎屑，執行十色流式細胞分析以評估9個 

嵌合抗-人類 CD52 抗體(4B10、7FU、9D9、5F7、2C3、 

4G7、23E6、8G3、3G7)與 Campath-ΙΗ® 相較的結合能 

力。

簡言之，1 X 1()6 PBMC's於FACS緩衝液的重複物使用對

CD3、CD27、CD45RA、CD62L、CD56、CD19、CD8、 

CD4、CD16的抗體與9個嵌合抗-人類 CD52抗體(4B10、 

7F11、9D9、5F7、2C3、4G7、23E6、8G3、3G7)其中一 

個的預先-滴定稀釋液之混合物於4°C培養30分鐘。洗滌 

細胞及固定於包含1%多聚甲醛的PBS。100,000個染色細 

胞於 BD LSR-II (BD Biosciences, San Jose, CA)上得到 » 及 

使用 FlowJo 7.2 版軟體(Tree Star, Inc, Oregan, USA)分析數 

據。具不同表現型特徵的多個子集已在B及T淋巴細胞之間 

定義且已顯示CD52要表現於所有人類淋巴細胞。執行十 

色流式細胞分析以辨識淋巴細胞子集，及以評估抗-CD52 

抗體與在所定義子集上細胞表面CD52的結合特徵之相似 

點及不同點。使用標記組合，對應於Β、Τ及ΝΚ細胞系的 

11個表 現型不 同細胞族群先自 淋巴球路徑(lymphocyte 

gate)定義出。接著評估對應於抗-CD52抗體偵測CD52表現 

的能力之染色強度。統計表(第8A-8C圖)顯示個別淋巴細 

胞族群上以每一個抗體偵測CD52的程度之比較。數據顯 

示抗體在結合至CD52方面展現顯著不同。4B10、9D9、 
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7F11及Campath-ΙΗ⑹的偵測程度為可相較的，於幾乎所有 

檢查的細胞子集，雖然4B10—致地顯示較包含Campath- 

1 Η®的其他抗體為最高的偵測程度。另一方面，使用 

3G7、4G7、8G3及23Ε6抗體的CD52偵測程度顯著為低。 

結果顯示在抗體之間相關於辨識不同細胞族群上CD52的 

能力之層次'4Β10為最高及3G7為最低。令人有興趣地 

是，於CD4效應細胞，這些差別較不明顯，及在ΝΚ細胞子 

集較明顯，於此CD52顯示岀在相當較低位準表現。在結 

合特徵的差異顯示嵌合抗體的性質不僅與Campath-ΙΗ®顯 

著不同，亦反應在抗體之間性質的差別。

實例8：人類CD52基因轉殖老鼠中嵌合抗-CD52抗體之分 

析（7F11、8G3、23E6、12G6、4B10及 5F7）

以 Campath® 或嵌合抗-CD52 抗體（7F11、8G3、23E6、 

12G6、4B10及5F7）投 藥至人類CD52基 因轉 殖老鼠，以檢 

查淋巴細胞消耗的程度。將100微升體積的Campath®或嵌 

合抗-CD52抗體以1毫克/公斤的劑量腹膜內注射至老鼠。 

三天之後殺死老鼠並收集血液及脾臟以決定B及T-細胞消 

耗的位準。利用流式細胞計數法評估存在於huCD52基因 

轉殖老鼠的循環週邊血液或脾臟的總T輔助細胞、細胞毒 

性T細胞、及B細胞之絕對數。這些淋巴細胞族群係由其下 

列蛋白抗原的表面表現而定義：CD4表現辨識T輔助細胞 

族群，CD8表現辨識細胞毒性T細胞族群及CD19表現辨識 

所有成熟B細胞族群。顯著位準的T及B-細胞消耗於12G6 

及4B 10抗體皆可觀察到，其可與使用Campath®所觀察到的 
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消耗相較。使用Campath®、嵌合12G6或嵌合4B 10抗體的 

處 理顯著降低在 此劑量位準經處理老鼠的血液及脾臟中的 

T及B細胞，7F11及5F7嵌合抗體造成血液及脾臟中顯著位 

準的T細胞消耗位 準但是在消耗血液及脾臟中B細胞為較不 

有效的。以23E6抗體處理產生在此劑量的中等位準的消 

耗，然而使用較低親合8G3抗體會觀察到些微甚至沒有消 

耗。

第9A-9C圖顯示在使用嵌合抗體給藥之後72小時的血液 

中CD4 T細胞、CD8 T細胞及CD19 B細胞的含量。第10A- 

10C 圖顯示在給藥之後72小時脾臟中CD4 T細胞、CD8 T 

細胞及CD19 B細胞的含量。

實例9：人類CD52基因轉殖老鼠中嵌合抗-CD52抗體之分 

析（2C3、3G7、4B10、9D9、及 11C11）

將 Campath® 或嵌合抗-CD52 抗體（2C3、3G7、4B10 ' 

9D9及11C11）投藥至人類CD52基因轉殖老鼠以檢查淋巴 

細胞消耗的程度。將100微升體積的Campath®或嵌合抗- 

CD52抗體以1毫克/公斤的劑量腹膜內注射至老鼠。三天之 

後殺死老鼠及收集血液及脾臟以決定B及T-細胞消耗的位 

準。利用流式細胞計數法評估存在於huCD52基因轉殖老 

鼠的循環週邊血液的總T輔助細胞、細胞毒性T細胞、及B 

細胞之絕對數。這些淋巴細胞族群係由其下列蛋白抗原的 

表面表現而定義：CD4表現辨識T輔助細胞族群，CD8表現 

辨識細胞毒性T細胞族群及CD19表現辨識所有成熟B細胞 

族群。顯著位準的T及B-細胞消耗於血液及脾臟抗體皆觀 
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察到，2C3及9D9的消耗活性可與使用 Campath®所觀察到 

的消耗為相較的且顯著位準的CD4及CD8 T細胞及CD19 B 

細胞被消耗。使用嵌合4B10的處理亦產生基因轉殖老鼠中 

淋巴細胞數目的顯著降低，然而使用嵌合抗體3G7或 

1 1C1 1抗體的處理顯著消耗血液中T細胞 > 所存在B細胞的 

位準於此劑量並未受顯著影響。

第UA-11C圖顯示在給藥嵌合抗體之後72小時血液中 

CD4 T細胞、CD8 T細胞及CD19 B細胞的含量。

實例10 ：抗-CD52抗體效用 之分析（7F11、4B10及12G6）

將100微升體積的1x106 B104腫瘤細胞注射至四十隻 

SCID老鼠（每組n=8）的右側腹。腫瘤細胞注射後第11天， 

開 始使用Campath®、7F11、4B10或12G6嵌合抗 體處理。 

將抗體在剩餘實驗全程以10毫克/公斤每週一次腹膜內注 

射投藥 > 在未經處理組的所有老鼠腫瘤持續成長，在29天 

的中間存活期後死掉'較未經處理組，Campath®的處理 

造成統計上顯著增加的存活（中間存活期（MS）50天及 

p<0.0001），嵌合抗-CD52抗體的處理亦較未經處理老鼠產 

生統計上顯著增加的存活（7FU與4B10的p<0.0001及12G6 

的p=0.0020）。基於存活率，7F11與4B10抗體的活性顯然 

皆 較Campath®為 大（7F11的63%存活率及4B 10的75%存活 

率相較於Campath®的50%存活率）。第12圖顯示處理後老 

鼠的存活百分率。

實例11 :抗-CD52抗.體效用 之分析（2C3、8G3以及23E6）

將100微升體積的1x106 B 104腫瘤.細胞注射至四十隻
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SCID老鼠（每組n=8）的右側腹。腫瘤細胞在注射後第11 

天，開始 以Campath®、2C3、8G3或23E6嵌合抗體處理。 

將抗體在剩餘實驗全程以10毫克/公斤每週一次腹膜內注 

射投藥，在未經處理組的所有老鼠的腫瘤持續成長，在26 

天的中間存活期後死掉，以Campath®、23E6、及2C3抗體 

的處理產生統計上顯著增加的存活（分別為p=0.0025、 

p = 0.0007、及p=0.0002）。第13圖顯示處理後老鼠的存活百 

分率。

實例12：異種移植腫瘤模型中嵌合抗-CD52抗體效用之分 

析（9D9及 4B10）

將100微升體積的1X106 B 104腫瘤細胞注射至四十隻 

SCID老鼠（每組n=8）的右側腹。腫瘤細胞在注射後第11 

天，開始 以Campath®、9D9或4B10嵌合抗體處理。將抗體 

在剩餘實驗全程以10毫克/公斤每週一次腹膜內注射投 

藥，在未經處理組的所有老鼠的腫瘤持續成長，在27天的 

中間存活期後死掉。以Campath®的處理產生較未經處理 

組統計上顯著增加的存活（中間存活期未達到及 

p<0.0001），以嵌合抗-CD52抗體處理亦產生較未經處理老 

鼠統計上顯著增加的存活（9D9及4Β10的ρ<0.0001）。存活 

曲線的統計分析透露在此實驗中9D9嵌合抗體顯示可與 

Campath®相 較的活性（p=0.0675）。第14圖顯示處理後老鼠 

的存活百分率。

實例13：異種移植腫瘤模型中嵌合抗-CD52抗體效用之分 

析（2C3及 11C11）
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將100微升體積的1x106 B 104腫瘤細胞注射至四十隻 

SCID老鼠（每組n=8）的右側腹。注射後第11天，開始以 

Campath®、2C3或11C11嵌合抗體處理腫瘤細胞。將抗體 

在剩餘實驗全程以10毫克/公斤每週一次腹膜內注射投 

藥，在未經處理組的所有老鼠的腫瘤持續成長，在32天的 

中間存活期後死掉5以Campath®的處理產生較未經處理 

組統計上顯著增加的存活（中間存活期未達到及 

p<0.0001），以嵌合抗-CD52抗體的處理亦產生較未經處理 

老鼠統計上顯著增加的存活（2C3的p<0.0001及 UC11的 

p = 0.0004）。存活曲線的統計分析透露2C3及11C11嵌合抗 

體顯示可與Campath®相較的活性（2C3的p=0.3 173及11C11 

的p=0.9703）。第15圖顯示使用Campath®、2C3嵌合抗體或 

11C11嵌合抗體處理後老鼠的存活百分率。

實例14：人類化抗-CD52抗體4B10的生成及分析

人類化抗人類-CD52抗體4B10係由移植老鼠4B10抗體的 

CDR區域至人類抗體變異區骨架而產生。老鼠4B10重鏈及 

輕鏈序列係由基於網路的序列排列評估以辨識用作CDR移 

植合適受體的人類細胞株重鏈及輕鏈骨架序列（第16圖）。 

由Kabat及IMGT®定義CDR區域的殘基係疊合至具高序列 

相似度的人類骨架區域，以產生人類化重鏈及輕鏈序列， 

執行經.疊合4B 1 0重鏈及輕鏈序列的目視檢查及序列分析以 

辨識最合適的受體序列。在所有具高相似性的細胞株序列 

中，重鏈的V H3-72細胞株序列及輕鏈的V K2-A18b（人類細 

胞株序列可於 Tomlinson, IM,等 ‘ EMBO J., 14（18）:4628-
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463 8 （1995）; Cook, GP.,等 Nature Genetics, 7:162-168

（1994）出版品中敘述的網站發現）係因其與老鼠骨架區域有 

高度同源性及序列相似度，及做為CDR受體序列的最少 

CDR迴路結構分裂而被選擇。4B10重鏈及輕鏈的CDR1、 

2、及3序 列係 分別 移 植至VH3-72及VK2-A18b人類 骨架區 

域4B10以產生人類化重鏈及輕鏈序列（說明於第17圖；第 

110 圖）。

實例15：嵌合及人類化4B10單株抗體結合活性之評估

嵌合及人類化4B10抗體係如在實例3所敘述製造及純化 

並分析其結合至B細胞株B104的能力，B細胞株內源地藉 

由F ACS表現CD52 -簡言之，2 X 105 Β104細胞係於包含 

5%胎牛血清及5%羊血清的PBS中和抗體（0.02微克/毫升至 

16.7微克/毫升）一起培養。所結合抗體以FITC 標記的羊 

抗-人類二級抗體（其偵測嵌合或人類化抗-CD52抗體）偵 

測5 經標記細胞係使用FACSCalibur系統（Becton 

Dickinson）分析。第1 8圖顯示每一個正常化（經分裂）的幾 

何平均螢光強度較僅-2。樣品的倍數增加。用於該檢測的 

該11個不同濃度（於X軸的第12個點為僅二級）的人類化及 

嵌合抗體係示於X軸，及幾何平均倍數增加於平均螢光的 

幾何平均倍數增加係示於Y軸。結果顯示相較於嵌合4B10 

抗體，所結合人類化4B10抗體結合至CD52表現細胞的能 

力一樣好或些微更佳。

實例16：嵌合及人類化4B10單株抗體ADCC活性之評估

評估嵌合及人類化4B 10抗體媒介CD52-表現細胞的
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ADCC殺傷之能力。ADCC檢測係如在上文實例 6所敘述 

執行。簡言之，設計為表現CD52蛋白（CHO-CD52）的CHO 

K1細胞係用作標的細胞並以Na25 1 CrO4 （New England 

Nuclear, Boston, MA）於3 7°C標記1-2小時。洗滌細胞，再 

懸浮於具10% FCS的RPMI 1640介質中，及與嵌合或人類 

化4B10抗體以範圍自10微克/毫升至0.01微克/毫升的各種 

濃度混合。人類 PBMC係用作效應細胞並以1:50標的-對- 

效應細胞比例加入，在6小時隔夜培養之後 > 自每一孔收 

集25微升不含細胞的上層清液5並以MicroBeta Trilux閃爍 

計數器（Wai lac, Gaithersburg, MD）計數。自發釋出的5 1 Cr 

量係由單獨在介質中培養標的細胞而得到。自標的細胞的 

自發釋出典型上小於20%。所併入5 1 Cr總量係由加入1 % 

Triton X-100至蒸餾水而決定，而裂解百分率係如下計 

算：［（樣品 c.p.m.-自 發 c.p.m.）/（總 c.p.m.-自 發 c.p.m.）］ X 

100。

第1 9圖說明用於檢測中對照、嵌合及人類化4B 1 0抗體的 

濃度（X軸），Y軸顯示％特定殺傷。結果顯示相較於嵌合 

4B10抗體，人類化4B10抗體媒介相當或些微更佳的ADCC 

殺傷。IgGl同種型對照於所測試濃度顯示僅低位準的背景 

殺傷。

實例17：嵌合及人類化4B10單株抗體CDC活性之評估

評估嵌合及人類化4B 1 0抗體在人類補體存在下對內源地 

表現CD52的B104細胞媒介細胞毒效應之能力。使用 

CellTiter Gio套組（Promega）決定殘基在試驗的活細胞。簡 
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言之，B104細胞（標的細胞）係以2.5x10 4細胞/孔置於96孔 

培養盤中，與嵌合或人類化4B 10抗體以範圍自1微克/毫升 

至25微克/毫升的各種濃度混合，並加入人類補體至10%的 

最終濃度。僅補體而無抗體及僅抗體而無補體係用作對照 

以決定背景。在於37°C培養三小時後，以每分鐘1500轉離 

心培養盤3分鐘，而存在於沉澱細胞團塊的活細胞係使用 

CellTiter Gio分析決定。以Envision機器讀取培養盤。第20 

圖 顯 示使 用CellTiter Gio分析 測 量 的 存在於試驗 的活 細 

胞。再次，隨著人類化及嵌合4B10抗體的濃度增加，活細 

胞數目減少。這些結果建議在B 104細胞的CDC媒介殺傷 

中，人類化抗體較嵌合4B10抗體表現一樣好或些微更佳。

實例18 ：於CD52基因轉殖老鼠中嵌合及人類化抗-CD52抗 

體的藥物動力數據之分析（12G6、7F11、嵌合及人類化 

4B10）

以Campath®、12G6、7F11、及嵌合及人類化4B10抗- 

CD52抗體其中一個投藥至人類CD52基因轉殖老鼠，以檢 

查淋巴細胞消耗位準。取這些抗體其中一個100微升體 

積，以1毫克/公斤的劑量靜脈內注射至老鼠，為分析抗-抗 

體反應，於抗體注射後2小時、1、2、4、7、及10天後經 

由眼窩後叢內穿刺收集100微升血液至血清分離管。使用 

ELISA分析決定每一個血清樣本中循環人類IgGl的含量。 

基於抗體循環位準，Campath®、7F11、及4B 1 0的嵌合及
>

人類化形式之間存在些微或沒有任何差異。注射後12G6抗 

體顯現較低cmax值，其暗示此抗體可能快速退化。第21圖 
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顯示 Campath®、12G6 （嵌合）、7F11 （嵌合）、4B10 （嵌合） 

及4B10 （人類化）抗體的藥物動力數據。

實例19 ：於CD52基因轉殖老鼠中嵌合及人類化抗-CD52抗 

體的消耗活性之分析（嵌合及人類化4B10）

將Campath®或嵌合或人類化4E 1 0抗-人類CD52抗體投藥 

至人類CD52基因轉殖老鼠，以檢查淋巴細胞消耗量。將 

100微升體積嵌合或人類化4B10抗-人類CD52抗體以1毫克/ 

公斤的劑量靜脈內注射至老鼠。三天之後殺死老鼠及收集 

血液及脾臟以決定B及T-細胞消耗的位準。利用流式細胞 

計數法評估存在於huCD52基因轉殖老鼠的循環週邊血液 

的總T輔助細胞、細胞毒性T細胞、及B細胞之絕對數。這 

些淋巴細胞族群係由其下列蛋白抗原的表面表現而定義： 

CD4表現辨識T輔助細胞族群，CD8表現辨識細胞毒性T細 

胞族群及CD19表現辨識所有成熟B細胞族群。脾臟中消耗 

活性的比較顯示在投藥Campath®或嵌合或人類化形式的 

4B10之後所消耗T細胞位準沒有任何差別。因為所使用的 

低劑量，於脾臟中觀察到僅中度位準的B細胞消耗。於每 

動物基準，顯然在媒介淋巴細胞消耗上人類化4B 1 0抗體與 

Campath®為一樣好 或是些微更佳。第22A-22C圖顯示在使 

用嵌合及人類化抗體投藥之後72小時血液中CD4 T細胞、 

CD8 T細胞及CD19 B細胞的位準。

實例20 ：抗-人類CD52抗體的相對結合效率

使用設計為表現CD52的CHO細胞評估所選擇抗-CD52抗 

體的EC50值。CHO-CD52細胞係於0.25%胰蛋白酶胰蛋白 
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化，收集，及使用PBS/5% FBS潤洗。接著將細胞以每孔 

1E5細胞沉積至圓底96孔培養盤。初級抗體染色係使用每 

一個抗-CD52嵌合抗體以起始濃度50微克/毫升的12點連續 

稀釋（1:2）而完成。使用於10微克/毫升（Jackson 109-096- 

098）二級的抗-人類Fey的FITC-共範羊F AB2片段，將細胞 

在每一次培養前及後於冰-冷PBS/5% FBS洗滌3次，將細胞 

固定於包含2%不含甲醇多聚甲醛的PBS及由流式細胞計數 

法評估5流式細胞數據係使用Graph pad Prizm軟體分析以 

決定95%信賴區間的EC50值。

結合數據（第23圖）顯示該新的CD52抗體不僅具如先前所 

敘述不同的抗原決定區專一性，亦具如下表所顯示不同的 

結 合 特徵。Campath-1H®、7F11、4B10、2C3 及 12G6嵌 合 

抗體顯示在0.5至2.5微克/毫升之間相當類似的EC 50值。 

9D9嵌合抗體顯示些微不同的結合特徵，其EC50值在約5 

至7微克/毫升。4B10人類化抗體顯示與嵌合4B10抗體類似 

的結合特徵，其顯示人類化抗體保留嵌合4B10抗體的結合 

特徵。

表9 : EC50（微克/毫升）

細胞株ID 平均 STDEV

C1H* 1.36 0.46

2C3-Chi 1.32 0.33

4B10-Chi 2.18 0.33

4B10-H1/K1 2.23 0.50
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7F11-Chi 2.22 0.29

9D9-Chi 6.05 1.18

12G6-Chi 0.95 0.21

C]H表 7F Campath- 1H®.

實例21 :抗-CD52抗體細胞株7F11的人類化

抗-人類CD52抗體細胞株7F11的人類化係由自老鼠7F11 

抗體移植CDR區域至人類抗體變異區骨架如在實例14對 

4B10抗體人類化所敘述。7F11重鏈及輕鏈CDR-1、CDR- 

2、及CDR-3序列係分別移植至V H3-72及VK2 A18b人類骨 

架區。人類 JH6 (WGQGTTVTVSS: SEQ ID NO: 133)及 JK2 

(FGQGTKLEIK: SEQ ID NO: 134)序列係分別選擇為人類 

化重鏈及輕鏈的C-端肽，以產生7F11的人類化重鏈(7F11- 

SFD1^7FU-SFD2)A人類化輕鏈(7FU-VK2)變異 區序列 

(第24圖)。該兩個人類化重鏈變異區序列(7F1 1-SFD1及 

7FU-SFD2)差別在於在CDR-3區域的一個胺基酸序列.， 

7FU-SFD1版本在位置93是蘇胺酸(由Kabat編號系統表 

示)，然而7F1 1-SFD2版本於此位置是丙胺酸，在第24圖 

7F11-SFD1及7F1 1-SFD2的位置93皆 加底線。

7F11-SFD1 (SEQ ID NO: 274)的全長重鏈胺基酸序列及 

7F11-K2 (SEQ ID NO: 275)的全長輕鏈胺基酸序列係示於 

第107圖。

實例22：嵌合及人類化7F11單株抗體結合活性之評估

嵌合及人類化 7F11 抗體(7F11-SFD1/K2及 7F11-SFD2/K2) 
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係使用在實例3所敘述方法製造及純化，並藉由流式細胞 

計數法分析其結合至於CHO-CD52細胞表面表現的CD52 

(CHO細胞係設計為表現人類CD52)之能力。簡言之，2 X 

105個CHO-CD52細胞於包含5%胎牛血清及5%羊血清的 

PBS中與10微克/毫升的抗體一起培養。所結合抗體是以 

FITC標記的羊抗-人類二級抗體(其偵測嵌合或人類化抗- 

CD52抗體)偵測，經標記細胞係使用FACSCalibur系統 

(Becton Dickinson)分析及數據係使用 FlowJo version 7.2軟 

體(Tree Star, Inc, Oregon, USA)分析。在第25圖的統計表 

比較使用嵌合及人類化7F11抗體所偵測的CD52含量。結 

果顯示所結合人類化7F11抗體較嵌合7F11抗體結合至 

CD52表現細胞的能力一樣好或些微更佳。

實例23 ：抗-CD52抗體細胞株2C3的人類化

抗-人類CD52抗體細胞株2C3的人類化係由自老鼠2C3抗 

體移植CDR區域至人類抗體變異區骨架如在實例14對細胞 

株4B10抗體人類化所敘述而執行。2C3重鏈及輕鏈CDR- 

1、CDR-2、及CDR-3序列係分別移植至VH3-72及VK2 

A18b 人類骨架區。人類 JH6 (WGQGTTVTVSS: SEQ ID 

NO: 133)及 JK5 (FGQGTRLEIK: SEQ ID NO: 135)序列係分 

別選擇為人類化重鏈及輕鏈的C-端肽，以產生2C3的人類 

化重鏈(2C3-SFD1)及輕鏈(2C3-VK1)變異 區序列(第26A及 

B圖)。不像人類化細胞株4B10及7F11，經CDR-移植的人 

類化2C3抗體的結合親合性大為降低，結合親合性係由引 

入回復突變至經CDR-移植結構而恢復'且在限制回復突 
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變數目為最小的目的下，以儘可能保持重新成型抗體為 

「人類」，由此降低致免疫性的可能性。將單一或多個回 

復突變併入人類化重及輕鏈變異區序列，回復突變位置 

(如由Kabat編號系統表示)係描述於下表10及表11。評估使 

用這些回復突變所產生的抗體的經回復結合親合性。三個 

輕鏈 變異物(2C3-VK1(L46R)，亦 稱為 2C3-VK11 ； 2C3- 

VK1(Y36L-L46R)，亦稱為 2C3-VK12 ；及 2C3-VK1(M4I- 

A19V-Y3 6L-Q45K-L46R)，亦 稱為 2C3-VK13)及 5個 重鏈變 

異物(2C3-SFD1(L78V)，亦稱為 2C3-VH12 ； 2C3-SFD1 

(G49A)，亦稱為 2C3-VH15 ； 2C3-SFD1(G49A-L78V)，亦稱為 

2C3-VH16 ； 2C3-SFD1(L18M-G49A-L7 8V)，亦 稱為 2C3- 

VH17 ；及 2C3-SFD1(L18M-G42E-G49A-L78V)，亦 稱為 

2C3-VH19)係使用標準生物技術產生。經CDR-移植重鏈 

變異區序列2C3-SFD1及回復突變物2C3-VH12、2C3- 

VH15 ' 2C3-VH16、2C3-VH17、及 2C3-VH19 的胺基酸序 

列係示於第26A圖且經回復突變胺基酸加底線及CDRs為 

粗體。類似地，對輕鏈序列，經CDR-移植變異區序列 

2C3-VK1 及回復突變物 2C3-VK1 1、2C3-VK12、及 2C3- 

VK13係示於第26B圖且經回復突變胺基酸加底線及CDRs 

為粗體。

2C3-SFD1 (SEQ ID NO: 272)的全長重鏈胺基酸序列及 

2C3-K12 (SEQ ID NO: 273)的全長輕鏈胺基酸序列係示於 

第106圖。
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表10 : 2C3細胞株重鏈回復突變
细胞株ID 突變（Rabat編碼位置）

2C3-VH12 "V (78)
2C3-VH15 G至 A (49)
2C3-VH16 G至A (49)、L至V (78)
2C3-VH17 L至Μ (18)、G至A (49)、L至V (78)
2C3-VH19 L至Μ (18)、G至Ε (42)、G至A (49)、

L至V (78)

表11: 2C3細胞株輕（κ）鏈回復突變
細胞株ID 突變（Rabat編碼位置）

2C3-VK11 L至R (46)
2C3-VK12 Y至L (36)以及L至R(46)
2C3-VK13 Μ至I (4)、Α至V (19)、Y至L (36)、 

QL 至 KR (45,46)

實例24：嵌合及人類化2C3單株抗體結合活性之評估

嵌合及人類化2C3抗體係使用在實例3所敘述方法製造及 

純化，數種由配對重鏈突變物及輕鏈突變物而產生的人類 

化抗體，及相對應嵌合抗體係使用在實例22所敘述方法藉 

由流式細胞計數法分析其結合至在CHO-CD52細胞表面表 

現的CD52之能力。結合數據暗示由配對重鏈變異與輕鏈 

變異2C3-VK1或2C3-VK11所產生的細胞株具減少的結合能 

力，然而由配對重鏈變異與2C3-VK12或2C3-VK13所產生 

的細胞株顯示與嵌合2C3抗體相當或較之為佳的結合。所 

選擇細胞株的代表性統計表（第27A圖）比較由嵌合及人類 

化2C3抗體所偵測的CD52位準。與相對應嵌合抗體相較， 

2C3-SFD1/K1的結合顯著降低。當與重鏈2C3-SFD1配對以 

製造抗體2C3-SFD1/K11時 > 併入單一老鼠殘基於輕鏈的 

位置46 （白胺酸白胺酸至精胺酸）（產生2C3-VK11）不會恢 
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復結合。而且，結合不會因併入三個回復突變於重鏈(產 

生2C3-VH17)以製造抗體2C3-H17/K11而恢復。然而，當 

2C3-SFD1重鏈與2C3-VK12配對時，其具兩個回復突變， 

以製造抗體2C3-SFD1/K12時，結合完全恢復，此暗示必 

須併入特定回復突變以恢復結合活性。第27B顯示一種證 

實結合為相當於嵌合2C3抗體結合的所選擇人類化細胞株 

的統計表。這些結果顯示2C3-VK12輕鏈中兩個胺基酸殘 

基的回復突變族以完全恢復抗體活性。當與幾乎任何重鏈 

變異配對時，在殘基36 (Y至L)及46 (L至R)的變化能夠恢 

復結合。如此，顯示具最少衍生自原始老鼠抗體的骨架殘 

基的經恢復結合的人類化2C3細胞株係為2C3-SFD1/K12。 

實例25 :抗-CD52抗體細胞株12G6的 人類化

抗-人類CD52抗體細胞株12G6的人類化係由自老鼠12G6 

抗體移植CDR區域至人類抗體變異區骨架如在實例14對細 

胞株4B 1 0抗體人類化所敘述而執行。12G6重鏈及輕鏈 

CDR-1、CDR-2、及CDR-3序列係分別移植至VH3-72及 

VK2 A18b 人類骨架區。人類 JH6 (WGQGTTVTVSS: SEQ 

ID NO: 133)及 JK2 (FGQGTKLEIK: SEQ ID NO: 134)序列 

係分別選擇為人類化重鏈及輕鏈的C-端肽，以產生12G6的 

人類化重鏈(12G6-SFD1)及輕鏈(12G6 -VK1)變異 區序列 

(第28A及28B圖)。當12G6-SFD1重鏈變 異區及12G6-VK1 

輕鏈變異區合併於人類化12G6-SFD1/K1抗體時，CD52的 

結合親合性大為降低，結合親合性係由引入回復突變至經 

CDR-移植結構而恢復，將單一或多個回復突變併入人類 
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化重及輕鏈變異區序列，這些回復突變的位置(如由Rabat 

編號系統表示)係描述於下表12及表13。評估使用這些回 

復突變所產生的抗體的經回復結合親合性。四個輕鏈變異 

(12G6-VK1(Y36V)，亦稱為 12G6-VK10 ； 12G6-VK1(Y36V-Q45K- 

L46R)，亦稱為 1 2G6-VK11 ； 12G6-VK1 (Y36V-L46R) > 亦 

稱 為 12G6-VK12 ；及 12G6-VK1(L46R)，亦 稱為 12G6- 

VK13)及 三個重 鏈變異(12G6-SFD1(L78V)，亦 稱為12G6- 

VH10 ； 12G6-SFD1(G49A) > 亦稱為 12G6-VH11 ；及 12G6- 

SFD1(G49A-L78V)，亦稱為12G6-VH12)係使用標準分子 

生物技術產生。經CDR-移植重鏈變異區序列12G6-SFD1及 

回 復突變 12G6-VH10、12G6-VH11、及 12G6-VH12 的 胺 基 

酸序列係示於第28A圖且經回復突變胺基酸加底線及CDRs 

為粗體。類似地，對輕鏈序列，經CDR-移植變異區序列 

12G6-VK1及回 復突變 12G6-VH10 > 12G6-VH11、12G6-VK12 > 

及12G6-VK13係示於第28B圖且經回復突變胺基酸加底線 

及CDRs為粗體。

12G6-SFD1 (SEQ ID NO: 279)的全長重鏈胺基酸序列及 

12G6-K12 (SEQ ID NO: 280)的全長輕鏈胺基酸序列係示 

於第109圖。

表12 : 12G6細胞株重鏈回復突變
細胞株ID 突變(Rabat編碼位置)

12G6-VH10 L至 V (78)
12G6-VH11 G 至 A (49)
12G6-VH12 G至A (49)及 L至V(78)

148244.doc -151 -



1529247

表13： 12G6細胞株輕（κ）鏈回復突變
細胞株ID 突變（Rabat編碼位置）

12G6-VK10 Y至 V (36)

12G6-VK11
Y至 V (36), 
QL 至 KR (45,46)

12G6-VK12 Y至V (36) > L至R (46)
12G6-VK13 L 至R (46)

實例26 :嵌合及人類化12G6單株抗體結合活性之評估

嵌合及人類化12G6抗體係使用在實例3所敘述方法製造 

及純化，數種由配對重鏈變異及輕鏈變異而產生的人類化 

抗體，及相對應嵌合抗體，係使用在實例22所敘述方法藉 

由流式細胞計數法分析其結合至於CHO-CD52細胞表面表 

現的CD52之能力。結合數據暗示由配對重鏈變異與輕鏈 

變 異 12G6-VK1、12G6-VK10、或 12G6-VK1 1 所 產生 的細胞 

株具減少的結合能力'然而由配對重鏈變異與12G6-VK11 

或12G6-VK12所產生的細胞株顯示與相對應嵌合12G6抗體 

相當或較之為佳的結合。所選擇細胞株的代表性統計表 

（第29圖）比較由嵌合及人類化12G6抗體所偵測 的CD52位 

準。這些結果顯示12G6輕鏈變異區（細胞株12G6-VK12）中 

兩個胺基酸殘基的回復突變足以完全恢復抗體活性。當與 

幾乎任何重鏈變異配對時，在Kabat編碼殘基36 （Y至L）及 

46（L至R）的變化能夠恢復結合。如此，顯示具最少衍生自 

原始老鼠抗體的骨架殘基的經恢復結合的人類化212G6細 

胞株係為 12G6-SFD1/K12。

實例27 :抗-CD52抗體細胞株9D9的 人類化

抗-人類CD52抗體細胞株9D9的人類化係由自老鼠9D9抗 
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體移植CDR區域至人類抗體變異區骨架如在實例14對細胞 

株4B10抗體人類化所敘述而執行。9D9重鏈及輕鏈的CDR-

1、CDR-2、及CDR-3序列係分別移植至VH3-23及VK2 

A18b 人類骨架區。人類 JH6 (WGQGTTVTVSS: SEQ ID 

NO: 133)及 JK2 (FGQGTKLEIK: SEQ ID NO: 134)序 列係分 

別選擇為人類化重鏈及輕鏈的C-端肽，以產生人類化重鏈 

(9D9-VH10)及輕鏈(9D9-VK2)變異 區序列(第30A及30B 

圖)。當9D9-VH10重鏈變 異區及9D9-VK2輕鏈變異區合併 

於人類化9D9-H10/K2抗體時，CD52的結合親合性大為降 

低，結合親合性係由引入回復突變至經CDR-移植結構而 

恢復，將單一或多個回復突變併入人類化重及輕鏈變異區 

序列，這些回復突變的位置(如由Kabat編號系統表示)係描 

述於下表14及表15 °評估使用這些回復突變所產生的抗體 

的經回復結合親合性。四個輕鏈變異(9D9-VK2(Y36L- 

Q45K-L46R)，亦稱為 9D9-VK12 ； 9D9-VK2(Y36L-L46R)， 

亦稱為 9D9-VK13 ； 9D9-VK2(L46R)，亦稱為 9D9-VK14 ； 

及 9D9-VK2(Q45K-L46R)，亦稱為 9D9-VK15)及五個重鏈 

變異(9D9-VH10(W47L-V48T-S49A-N76S-L78V)，亦稱為 

9D9-VH11 ； 9D9-VH10(W47L-V48T-S49A)，亦稱為9D9-VH15 ； 

9D9-VH10(W47L)，亦稱為 9D9-VH16 ； 9D9-VH10(W47L- 

V48T)，亦稱為 9D9-VH17 ；及 9D9-VH10(W47L-S49A) > 亦 

稱為9D9-VH18)係使用標準分子生物技術產生。經CDR-移 

植重鏈變異區序列9D9-VH10及回復突變9D9-VH11、9D9- 

VH15 > 9D9-VH16、9D9-VH17、及 9D9-VH18 的胺基酸序 
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列係示於第30A圖且經回復突變胺基酸加底線及CDRs為粗 

體。類似地，對輕鏈序列，經CDR-移植變異區序列9D9-

VK2 及回復突變 9D9-VK12、9D9-VK13、9D9-VK14、及 

9D9-VK15係示於第30B圖且經回復突變胺基酸加底線及 

CDRs為粗體。

9D9-H16 （SEQ ID NO: 276）及 9D9-H18 （SEQ ID NO:

277） 的全長重鏈胺基酸序列，及9D9-K13 （SEQ ID NO:

278） 的全長輕鏈胺基酸序列係示於第108圖。

表14 : 9D9細胞株重鏈回復突變
細胞株ID 突變（Rabat編碼位置）

9D9-VH11
WVS 至LTA(47-49)、N至S (76), 
L至V (78)

9D9-VH15 WVS 至 LTA (47-49)
9D9-VH16 W 至 L(47)
9D9-VH17 WV5.LT (47,48)
9D9-VH18 W 至 L(47)及 S 至 A (49)

表15 ： 9D9細胞株輕（κ）鏈回復突變
細胞株ID 突變（Kabat編碼位置）

9D9-VK12 Y至L (36)及 QL 至KR (45,46)
9D9-VK13 Y至L(36)及 L至R(46)
9D9-VK14 L 至R (46)
9D9-VK15 QL 至 KR (45,46)

實例28：嵌合及人類化9D9單株抗體結合活性之評估

嵌合及人類化9D9抗體係使用在實例3所敘述方法製造及 

純化，數種由配對重鏈變異及輕鏈變異而產生的人類化抗 

體，及相對應嵌合抗體，係使用在實例22所敘述方法藉由 

流式細胞計數法分析其結合至於CHO-CD52細胞（CHΟ細胞 

係設計為表現人類CD52）表面表現的CD52之能力。結合數 
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據暗示由配對重鏈變異與輕鏈變異9D9-VK2、9D9- 

VK14 '或9D9-VK15所產生的細胞株具減少的結合能力 ， 

然而 由配對9D9-VK12或9 D9-VK13輕鏈變異與經回復突變 

重鏈變異 9D9-VHU、9D9-VH15、9D9-VH16、及 9D9- 

VH18所產生的細胞株顯示與嵌合9D9抗體相當或較之為佳 

的結合。當輕鏈變異9D9-VK12及9D9-VK13與母體經CDR 

移植重鏈 9D9-VH10或經回復突變 9D9-VH17序列配對 

時，結合顯著降低，暗示對人類化9D9細胞株，重鏈及輕 

鏈序列皆必須設計具回復突變以恢復結合能力。所選擇細 

胞株的 代表性統計表（第3 1圖）比較由嵌合及人類化9D9抗 

體所「偵一測的CD52「位準°·這些結果顯示在9D9 1輕鏈變異區 

（細胞株9D9-VK13）兩個胺基酸殘基（例如，Y至L於位置 

36，及L至R於位置46）的回復突變為必要的以恢復抗體專 

一性，當與在一個位置（例如，W至L，於位置47）或在兩個 

位置（例如，W至L於位置47及S至A 於位置49）突變 的重鏈 

配對時。如此»顯示具最少衍生自原始老鼠抗體的骨架殘 

基的經恢復結合的人類化9D9細胞株係為9D9-H16/K13及 

9D9-H18/K13。

實例29：人類化抗-人類CD52抗體的相對結合效率之決定

嵌合及人類化抗-CD52抗體的EC50值係使用得自自商業 

來源（Bioreclamation, NY, US A）所提供健康捐贈者分離的 

CD4+ T細胞估計，CD4+ T細胞係使用EasySep套組（Stem 

Cell Technologies）藉由負面篩選而分離。由huCD52基因轉 

殖CD 1老鼠脾臟細胞分離的CD4+ T細胞亦可根據在實例20 
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對CHO-CD52細胞所敘述方法使用(幹細胞計數法)。簡言 

之，人類CD4+ T細胞係得 自健康捐贈者(Bioreclamation) 

的50毫升週邊血液分離，及huCD52基因轉殖老鼠CD4+ T 

細胞係自脾臟組織分離'將細胞以PBS/5% FBS潤洗及以 

每孔1 X ΙΟ'細胞沉積至圓底96孔培養盤。初級抗體染色係 

使用每一個抗-CD52嵌合及人類化抗體以起始濃度100微 

克/毫升的8點連續稀釋(1:3)而完成。使用於10微克/毫升 

(Jackson 109-096-098)二級抗體的抗-人類Fey的FITC-共兢 

羊F(ab')2片段，將細胞在每一次培養前及後於冰-冷 

PBS/5% FBS洗滌3次，將細 胞固定於包含2%不含甲醇多聚 

甲醛的PBS及以流式細胞計數法評估，流式細胞數據係使 

用Graph pad Prizm軟體分析以決定95%信賴 區間的EC50 

值。基於抗-CD52抗體至由人類PBMCs分離的CD4+ T細胞 

及至由人類CD52基因轉殖老鼠分離的CD4+ T細胞之結 

合，得到結合曲線(第32A、32B、32C圖)及估計EC50＜及 

示於第33圖，所有抗體顯示至人類CD4+ T細胞及至由人 

類CD52基因轉殖老鼠分離的CD4+ T細胞的類似結合特 

性。結合數據顯示人類化抗體具與母體嵌合抗體相當或更 

佳的結合親合性，此暗示在人類化時結合親合性經保留或 

改善。人類化2C3 及12G6抗體具較Campath-ΙΗ® 抗體低 

至少兩倍的EC5o值5如由此細胞結合分析所決定。

實例30 :結合人類化抗-CD52抗體至經定義之淋巴細胞族 

群的評估

使用 於以上實例7針對嵌合抗-CD52抗體所敘述的方法來
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評估正常提供者PBMCs中Campath-1 Η® ((：111)及人類化2。3 

(2C3-SFD1/K12) ' 9D9 (9D9-H16/ Κ13 及 9D9-H18/K13)、及 

12G6 (12G6-SFD1/K11 ' 12G6-SFD1/Κ12)抗體之結合至各 

種PBMC子集。使用多種螢光染劑共範抗體進行流式細胞 

分析。抗-CD27-PE、抗-CD19 及抗-CDllc-PE Cy5、抗- 

CD56及抗-CD123-PE Cy7、抗-CD16-APC Cy7、及 CD4- 

APC 係得自 BD Biosciences (San Diego, CA)，而抗- 

CD54RA-ECD及抗-HLA-DR-ECD係得自 Beckman Coulter。 

抗-CD3-太平洋藍、抗-CD8及抗-CD14-太平洋橙、及抗- 

CD4-APC cy5.5係得自Invitrogen (CA) °所有人類化抗-人 

類 CD52 抗體(9D9-H18/K13 、9D9-H16/K13 、12G6-

SFD1/K1 1 、 12G6-SFD1/K12 、及 2C3-SFD1/K12)與

Campath-1 Η®都共兢至FITC。健康人類週邊血液單核細胞 

係得自冷藏保存白血球衣或是得自來自於商業廠商 

(Bioreclamation, NY, USA)所提供之正常捐贈者的血液所 

分離的單核細胞，如同在以上實例7所敘述的。為進行單 

核細胞的增長，使用無菌磷酸生理食鹽水(PBS)以1:1稀釋 

人類週邊血液及小心 地分層 置於聚蔗 糖-泛影葡胺(GE 

Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Sweden)上 > 並於室溫離 

心30分鐘。抽出單核細胞的中間相層並於包含5%胎牛血 

清(FACS緩衝液)的PBS中沖洗，汙染的紅血球細胞(RBCs) 

以RBC裂 解溶液(Sigma, St. Louis, MO, USA)裂解。將細胞 

再懸浮於冷的FACS緩衝液及使用40微米過濾器移除碎 

屑。執行多色流式細胞分析以評估人類化抗-人類CD52
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抗 體 2C3 (2C3-SFD1/K12)、9D9 (9D9-H16/K13 及 9D9-

H18/K13)及 12G6 (12G6-SFD1/K1 1 及 12G6-SFD1/K12)相較 

於Campath- 1 Η®的結合能力。

簡言之，1 X 1()6 PBMCs於FACS緩衝液的重複物使用抗 

體的預先-滴定稀釋液之混合物培養，以檢查淋巴細胞或 

骨髓樣的衍生細胞。淋巴細胞混合物包含對CD3、CD27、 

CD45RA、CD56、CD19、CD8、CD4、及 CD16 的抗體。抗 

體混合物係定義骨髓細胞族群，其包含對HLA-DR、 

CD1 lc、CD123、CD4、及CD14的抗體。在每一個混合物 

中，抗-CD52抗體中的一個以10微克/毫升得濃度培養，將 

細胞於4°C染色30 分鐘，並沖洗及固定於包含1%多聚甲 

醛的PBS。100,000個染色細胞於BD LSR-II流式細胞儀 

(BD Biosciences, San Jose, CA)上得到 5 及使用 FlowJo 7.2 

版軟體(Tree Star, Inc, Oregan, USA)分析數據。具不同表 

現型特徵的多個子集已在E及T淋巴細胞之間被定義，且已 

顯示CD52被表現於所有人類淋巴細胞。執行多色流式細 

胞分析以辨識淋巴細胞子集'及以評估人類化抗-CD52 

抗體與在所定義子集上細胞表面CD52的結合特徵之相似 

點及不同點。使用標記組合，先定義出對應於Β、Τ ' ΝΚ 

及抗原存在細胞系的表現型不同細胞族群。評估對應於人 

類化抗-CD52抗體偵測於每一個經定義細胞族群上CD52表 

現的能力之染色強度5並將其與Campath-1H®染色強度相 

較。統計表(第34圖)比較由在個別族群上每一個抗體所偵 

測的CD52程度，結果顯示所有人類化抗-CD52抗體以類似 
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程度結合至細胞表面CD52 °而且 > 在Campath- 1 Η®及人類 

化抗-CD52抗體之間在細胞表面CD52偵測位準方面沒有觀 

察到任何差別。於六個不同供體上執行分析，使用衍生自 

一個供體的細胞所產生的代表性數據示於第 34圖，使用 

自其他供體的細胞觀察到類似結合形式。

實例31 :嵌合及人類化7F11單株抗體ADCC活性之評估

評估人類化及嵌合7F11抗體於媒介CD52表現細胞的 

ADCC殺傷之能力。ADCC試驗係使用如在上文實例6所敘 

述的方法執行。簡言之，設計為表現CD52蛋白(CHO- 

CD52)的CHO Κ1細胞係被用來做為標的細胞，該標的細胞 

以 Na251CrO4 (New England Nuclear, Boston, MA)於 37°C 標 

記2-3小時。沖洗該細胞，將其懸浮於具10% FCS的RPMI 

1640介質，並與IgG控制抗體、嵌合7F11抗體、或人類化 

7F11抗體(7F11-SFD1/K2 或 7Fl 1-SFD2/K2)以 範圍自 5微克 / 

毫升至0.01微克/毫升的各種濃度混合。使用NK細胞分離 

套組(Stem Cell Technologies)自PBMCs分離的人類NK細胞 

被用來做為效應細胞，並以1 ：5標的-對-效應細胞之比例加 

入。在2-6小時培養之後，自每一孔收集25微升不含細胞 

上層 清液及於 MicroBeta Trilux閃爍計數器(Wallac, 

Gaithersburg, MD)計數。自發釋出的^Cr的量係由單獨在 

介質中培養的標的細胞得到。自標的細胞的自發釋出典型 

地小於20%。所併入'iCr總量係由加入於蒸餾水中的1% 

Triton X-100而決定，而裂解百分率係如下計算：[(樣品 

c.p.m.-自發 c.p.m.)/(總 c.p.m.-自發 c.p.m.)] X 100° 第 35 圖 
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說明用於試驗中對照IgG、嵌合7F11抗體、及人類化7F11 

抗體的濃度(X軸)相對於％特定裂解(Y軸)。結果顯示人類 

化 7F11 抗體(7F11-SFD1/K2 及 7F 11-SFD2/K2)媒介較嵌合
I

7F11抗體相當或些微更佳的ADCC殺傷。對照IgGl同種型 

抗體於所測試濃度顯示僅低位準的背景殺傷。

實例32 :嵌合及人類化7F11單株抗體CDC活性之評估

評估人類化及嵌合7F11抗體於媒介CD52-表現細胞的補 

體依賴細胞毒性(CDC)之能力。CDC試驗係使用如在上文 

實例5對嵌合抗-CD52抗體所敘述的方法執行。簡言之，設 

計為表現CD52蛋 白(CHO-CD52)的CHO K1細胞被用 來做為 

標的細胞，並以 Na251CrO4 (New England Nuclear, Boston, 

MA)於37°C標記2-3小時。沖洗該細胞，將其懸浮於RPMI 

1640介質，並與IgG控制抗體、嵌合7F11抗體、或人類化 

7F11 抗體(7F11-SFD1/K2 或 7F11-SFD2/K2)以 範圍自 20 微克 / 

毫升至500奈克/毫升的各種濃度混合。加入人類捕體 

(Sigma)至實驗孔至達到10%的最終濃度。在1-5小時培養 

之後，自每一孔收集25微升不含細胞上層清液並於 

MicroBeta Trilux閃爍計數器(Wallac, Gaithersburg, MD)計 

數。自發釋出的5】Cr的量係自單獨在介質中培養的標的細 

胞得到。自標的細胞的自發釋出典型地小於20%。所併入 

'叱!·總量係由加入於蒸餾水中的1% Triton X-100而決定， 

且裂解百分率係如下計算：[(每分鐘樣品計數(c.p.m.)-自 

發 c.p.m.)/(總 c.p.m.-自發 c.p.m.)] X 100 ° 第 36 圖說明用於 

試驗中對照IgG、嵌合7F11抗體、及人類化7F11抗體
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(7F11-SFD1/K2及 7F11-SFD2/K2)的 濃 度(X軸)相對於 ％特 

定裂解(Y軸)。結果顯示嵌合7F11抗體與人類化抗體 

7F11-SFD1/K2媒介相當的殺傷，然而人類化抗體7F11- 

SFD2/K2媒介較嵌合7F11抗體顯著更佳的CDC殺傷。對照 

IgGl同種型抗體於所測試濃度顯示僅低位準的背景殺傷。 

實例33：嵌合及人類化2C3單株抗體ADCC活性之評估

評估 人類化及嵌合2C3抗體於媒介CD52表現細胞的 

ADCC殺傷之能力。ADCC試驗係使用如在上文實例6所 

敘述的方法加以些微修改而執行。簡言之，使用CD4+ T 

細胞分離套組(Stem Cell Technologies)自 健康捐贈者 

PBMCs分離的T細胞被用來做為標的細胞，該標的細胞以 

Na251CrO4 (New England Nuclear, Boston, MA)於 37°C 過夜 

標記2-3小時。沖洗該細胞，將其懸浮於具10% FCS的 

RPMI 1640介質，並與IgG控制抗體、嵌合2C3抗體、或人 

類化2C3抗體(2C3-SFD1/K12)以範圍自10微克/毫升至100 

微微克/毫升的各種濃度混合，自 PBMCs分離的人類NK 

細胞(使用Stem Cell Technologies 的NK細胞分離套組)被 

用來做為效應細胞，並以1:5標的-對-效應細胞的比例加 

入。在2-6小時培養之後，自每一孔收集 25微升不含細胞 

上層清液及於MicroBeta Trilux閃爍計數器(Wallac, 

Gaithersburg, MD)計數。自發釋出的^Cr的量係自單獨在 

介質中培養標的細胞得到。自標的細胞的自發釋出典型地 

小於20%，所併入5】Cr總量係由加入於蒸餾水中的1% 

Triton X-100而決定‘且裂解百分率係如下計算：［(樣品
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c.p.m.-自 發 c.p.m.)/(總 c.p.m.-自發 c.p.m.)] X 1 00。第 37 圖 

說明用於試驗中對照IgG、嵌合2C3抗體、及人類化2C3抗 

體(2C3-SFD1/K12)的濃度(X軸)相對於％特定裂解(Y 軸)。 

結果顯示人類化2C3抗體2C3-SFD1/K12媒介較2C3嵌合抗 

體相當的ADCC殺傷。IgGl同種型對照物於所測試濃度顯 

示僅低位準的背景殺傷。

實例34：嵌合及人類化2C3單株抗體CDC活性之評估

評估人類化及嵌合2C3抗體於媒介CD52表現細胞的補體 

依賴細胞毒性(CDC)之能力。CDC試驗係使用如在上文實 

例5所敘述方法加以些微修改而執行。簡言之，自健康捐 

贈者PBMCs分離的T細胞被用來做為標的細胞，並以 

Na251CrO4 (New England Nuclear, Boston, MA)於 37°C 過夜 

標記。過夜標記之後，沖洗該細胞，將其懸浮於包含10% 

FCS的RPMI 1640介質，並與IgG控制抗體、嵌合2C3抗 

體、或人類化2C3抗體(2C3-SFD1/K12)以範圍自10微克/毫 

升至10奈克/毫升的各種濃度混合。加入人類捕體(Sigma) 

至實驗孔至達到10%的最終濃度。在1 -5小時培養之後，自 

每一孔收集25微升不含細胞上層 清液並於MicroBeta Trilux 

閃爍計數器(Wallac, Gaithersburg, MD)計數。自發釋出的 

5】Cr的量係自單獨在介質中培養的標的細胞得到。自標的 

細胞的自發釋出典型地小於20%。所併入5】Cr總量係由加 

入於蒸餾水中1% Triton X-100而決定，且裂解百分率係如 

下計算：[(每分鐘樣品計數(c.p.m.)-自發c.p.m.)/(總c.p.m.- 

自發c.p.m.)] X 100。第38圖說明用於試驗中對照IgG、嵌 
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合2C3抗體、及人類化2C3抗體(2C3-SFD1/K12)的濃度(X 

軸)相對於％特定裂解(Y 軸)。結果顯示嵌合2C3抗體及人 

類化2C3抗體(2C3-SFD1/K12)媒介相 當的裂解。對照IgGl 

同種型抗體於所測試濃度顯示僅低位準的背景殺傷。

實例35：嵌合及人類化12G6單株抗體ADCC活性之評估

評估人類化及嵌合12G6抗體於媒介CD52表現細胞的 

ADCC殺傷之能力。ADCC試驗係使用如在上文實例31所 

敘述的方法，使用自健康捐贈者PBMCs分離的T細胞做為 

標的細胞並藉由鎔釋出試驗而執行。第39圖說明用於此試 

驗中對照IgG、嵌合12G6抗體、及人類化12G6抗體(12G6- 

SFD1/K11或12G6-SFD1/K12)的 濃度(X軸)相 對於％特定裂 

解(Y 軸)。結 果顯示 人類化12G6抗 體12G6-SFD1/K11及 

12G6-SFD1/K12媒介與12G6嵌合抗體相 當 的ADCC殺傷。 

IgGl同種型對照物於所測試濃度顯示僅低位準的背景殺 

傷。

實例36：嵌合及人類化12G6單株抗體CDC活性之評估

評估人類化及嵌合12G6抗體於媒介CD52表現細胞的補 

體依賴細胞毒性(CDC)之能力。CDC試驗係如在上文實例 

32所敘述，使用自健康捐贈者PBMCs分離的T細胞做為標 

的細胞並藉由鎔釋出試驗而執行。第40圖說明用於此試驗 

中對照IgG、嵌合12G6抗體、及人類化12G6抗體(12G6- 

SFD1/K11及12G6-SFD1/K12)的濃度(X軸)相對於％特定裂 

解(Y軸)。結果顯示嵌合12G6抗體媒介較人類化12G6抗體 

(12G6-SFD1/K11 及 12G6-SFD1/K12)為 相當的 裂解。對 照
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IgGl同種型抗體於所測試濃度顯示僅低位準的背景殺傷。 

實例37：嵌合及人類化9D9單株抗體ADCC活性之評估

評估人類化及嵌合9D9抗體於媒介CD52表現細胞的 

ADCC殺傷之能力。ADCC試驗係如在上文實例3 1所敘 

述，使用自健康捐贈者PBMCs分離的T細胞做為標的細胞 

並藉由鎔釋出試驗而執行。第4 1圖說明用於此試驗中對照 

IgG '嵌合9D9抗體、及人類化9D9抗體（9D9-H10/K13、 

9D9-H1 1/K13、9D9-H16/K13、及 9D9-H18/K13）的濃度（X 

軸）相對於％特定裂解（Y軸）。結果顯示嵌合及人類化9D9抗 

體（9D9-H10/K13為例外）媒介相當的ADCC殺傷。IgGl同種 

型對照物於所測試濃度顯示僅低位準的背景殺傷。

實例38 :嵌合及人類化9D9單株抗體CDC活性之評估

評估人類化及嵌合9D9抗體於媒介CD52表現細胞的補體 

依賴細胞毒性（CDC）之能力。CDC試驗係如在上文實例32 

所敘述'使用自健康捐贈者PBMCs分離的T細胞做為標的 

細胞並藉由鎔釋出試驗而執行。第42圖說明用於此試驗中 

對照IgG、嵌合9D9抗體、及人類化9D9抗體（9D9-H10/K13、 

9D9-H11/K13、9D9-H16/K13、及 9D9-H18/K13）的 濃度（X 

軸）相對於％特定裂解（Y軸）。結果顯示嵌合9D9抗體媒介較 

人類化9D9抗體（9D9-H10/K13為例外）為相當的裂解。對照 

IgGl同種型抗體於所測試濃度顯示僅低位準的背景殺傷。

實例39 : Campath-ΙΗ®及人類化抗-CD52抗體於初生T細 

胞的ADCC活性之評估

評估Campath-ΙΗ®及人類化抗-CD52抗體於媒介CD52表 
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現細胞的ADCC殺傷之能力。ADCC試驗係如在上文實例 

31所敘述，使用自健康捐贈者PBMCs分離的T細胞做為標 

的細胞並藉由鎔釋出試驗而執行。第43圖說明用於此試驗 

中 對照 IgG、Campath-1H®、及人類化 2C3-SFD1/K12、 

9D9-H16/K13、9D9-H18/K13、12G6-SFD1/K11、及 12G6- 

SFD1/K12抗體的濃度（X軸）相對於％特定裂解（Y軸）。結果 

顯示上述人類化2C3、9D9及12G6抗體在超過10奈克/毫升 

的 濃度媒介與Campath-ΙΗ®相 當 的ADCC殺傷。IgG 1同 種 

型對照於所測試濃度顯示僅低位準的背景殺傷。

實例40 ： Campath-ΙΗ®及人類化抗-CD52抗體於初生T細 

胞的CDC活性之評估

評估Campath-IH®及人類化抗-CD52抗體於媒介CD52表 

現細胞的補體依賴細胞毒性（CDC）之能力。CDC試驗係如 

在上文實例32所敘述，使用自健康捐贈者PBMCs分離的T 

細胞做為標的細胞並藉由鎔釋出試驗而執行。第44圖說明 

用 於此試驗中對照IgG、Campath-IH®、及人類化2C3- 

SFD1/K12、9D9-H16/K13、9D9-H18/K13、12G6-SFD1/K11、 

及12G6-SFD1/K12抗體的濃度（X軸）相對於％特定裂解（Y 

軸）。結果顯示人類化2C3及12G6抗體媒介與Campath-IH® 

相當的CDC殺傷，然而人類化9D9抗體證實顯著減少的 

CDC活性，類似於其相對應嵌合抗體。IgGl同種型對照物 

於所測試濃度顯示僅低位準的背景殺傷。

實例41 :包含抗-Campath-IH®中和抗體的血清樣品阻擋人類 

化2C3、12G6、及9D9抗-CD52抗體活性的中和能力之評估
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為評估在抗Campath-ΙΗ®的中和抗體存在下人類化抗體 

結合至CD52表現細胞的能力，將抗-CD52抗體(Campath- 

1H®、2C3-SFD1/K12、9D9-H16/K13及 12G6-SFD1/K12 ) 

與包含抗-Campath-IH®抗體反應性的人類血清反應，並評 

估其至CD52表現Raji細胞之結合。自加入CAMMS223研究 

(The CAMMS223 Trial Investigators, "Alemtuzumab vs. 

interferon Beta-1 a in early multiple sclerosis," N Engl J 

Med 359:1786-1801 (2008))的復發型 多發性硬化症病人所 

得到的血清樣品被用於此試驗中。在大多數病人中， 

Campath-IH®抗體的重複投藥造成抗-Campath-IH®抗體反 

應的產生。在大多數病人中'抗-Campath-IH®抗體滴度於 

第12個月為非常低的，並在第二循環的Campath-IH®投藥 

時顯著增加，在第13個月於血清中產生高滴度抗-Campath-IH® 

反應。使用 得自五個不同MS病人(MS-1至MS-5)(其 已在 

CAMMS223步驟流程下使用Campath-1 H(S)治療)第12個月 及 

第13個月的血清樣品進行抗-CD52抗體中和試驗 > 在得自 

已使用Campath-IH ®治療的病人的一範圍內的血清稀釋液 

的存 在或不 存在下，FITC-共斬.抗-CD52抗體Campath- 

IH® 、2C3-SFD1/K12、12G6-SFD 1/Κ 12、及 9D9-H16/K13 

(用於實例30及顯示會結合至 CD52表現細胞)被用於染色 

表現人類CD52的Raji細胞。簡言之，將MS病人血清樣品 

(第12個月及第13個月)製成6倍連續稀釋，並使用10微克/ 

毫升的 FITC-共兢抗-CD52 抗體(Campath-IH®、2C3- 

SFD1/K12、12G6-SFD1/K12、及 9D9-H16/K13)於 37°C 培養 
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1小 時。將Raji細胞以 包含HBSS、5% FBS、及0.1%疊氮化 

物的染色緩衝液的潤洗，及接著以每孔1 X ΙΟ'細胞沉積至 

圓底96孔培養盤。使用10微克/毫升的人類IgG Fc片段在染 

邑緩衝液中於冰上阻擋細胞30分鐘，接著將細胞以染邑緩 

衝液洗並再懸浮於100微升的上述抗體-血清混合物。在於 

冰上30分鐘之後，沖洗細胞及以BD Cytofix固定並使用 

FACSCalibur 系 統(Becton Dickinson)分析經 FITC-標記抗體 

塗佈 的細胞，之後使用FlowJo version 7.2軟體(Tree Star, 

Inc, Oregon, USA)分析數據，在抗-Campath- 1H®中和抗體 

存在下，血清中FITC-共軌抗-CD52抗體的結合係由流式細 

胞計數法評估並相對於對照組的％結合，其為抑制的量度 

並以X 100計算(MFI具血清/MFI對照組(無血清))。得自提 

供者(MS-1)其中一個的代表性數據示於第45圖，X軸表示 

血清稀釋因子及Y軸表示％對照結合做為抗體中和活性之 

量度。數據清楚證實第12個月血清樣品於Campath-ΙΗ®或 

其他抗-CD52抗體不具任何抑制作用，其表示血清中為低 

或不存在抗-Campath-ΙΗ®阻斷抗體。第13個月血清樣品即 

使在1:1000稀釋的血清中仍媒介Campath-IH®結合的完全 

抑制，但即使在所測試最高濃度(1:24稀釋)仍不會媒介 

2C3、12G6、及9D9人類化抗-CD52抗體的抑制。五個病 人 

中 的兩個 發展出＞1:1000的 抗-Campath-IH®中和 抗體滴 

度 ＞ 然而其他三個病人具約1:100 Campath-IH®中和抗體 

滴度。即使這些病人中的兩個於第13個月血清具相當高 

的、＞1:1000的抗-Campath-IH®中和抗體滴度，這些血清 
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不會抑 制 人類 化 2C3-SFD1/K12、1 2G6-SFD 1/K12、及 9D9- 

H16/K13抗體的結合，其表示在使用Campath-ΙΗ®治療的 

病人中抗-Campath-ΙΗ®抗體反應性不會阻擋這些人類化抗 

體至存在於細胞的CD52之結合。

實例42 : huCD52基因轉殖老鼠中抗-CD52抗體消耗及再增 

殖之分析(4B10-H1/K1)

於huCD52基因轉殖老鼠中檢視Campath-IH®及人類化 

抗-CD52抗 體(4B10-H1/K1)於 不同 給藥位 準下的 消耗活 

性。將老鼠靜脈內注射0.1、0.5 ' 1.0或5.0毫克/公斤的每 

一抗體，給藥後兩小時，收集血清以檢查循環細胞介素位 

準。給藥後三天，殺死老鼠，及從每一隻老鼠(N=5)收集 

血液及脾臟以使用流式細胞計數法分析來測定細胞消耗位 

準。評估樣品以測定存在於huCD52基因轉殖老鼠的循環 

週邊血液或脾臟的總T輔助細胞(CD4+)、細胞毒性T細胞 

(CD8 + )、B細胞(B220+)及骨髓樣的細胞子族群之相對數 

目°此外，執行T及B細胞子組分析以測定總消耗作用。保 

持老鼠(N=5)子組活著以監控再增殖動力。在T細胞部份消 

耗最大，且CD4+ T細胞消耗最多，接著為CD8+ T細胞、B 

細胞、NK細胞、及其他骨髓樣的細胞。在CD4+ T細胞部 

份內，自然(naive) CD4+ T細胞消耗最多，接著為CD4 + 

中樞記憶性(CM)、CD4+效應記憶性(EM)、及CD4+ 調節T 

細胞(Treg) °類似形式亦於CD8+ T細胞(NaTve>CM>EM)觀 

察到，相反地，成熟B細胞較不成熟B細胞消耗程度為 

大。經Campath-IH®治療之老鼠與經4 B 1 0-H1/K1治療之老 
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鼠的比較 證實於 每一個 所測試的劑量 血液及 脾臟兩者中細 

胞皆具類似型式。

血清細胞介素分析證實對TNFa、IL-6及MCP-1劑量相依 

增加»相較於未經治療之老鼠，在0.5及0.1毫克/公斤劑量 

下這些細胞介素的循環位準也維持升高。在三個最高劑量 

下在經Campath-ΙΗ®治療的群組中觀察到IL-10也些微增 

加，但對於經人類化4 B10-H1/K1治療群組僅對最高劑量觀 

察到些微增加。在循環IL-12或IFNg （未示出）位準沒有注 

意到任何顯著增加。

給藥後50-60天，除了 1.0毫克/公斤組，在所有經 

Campath-ΙΗ®給藥組中淋巴細胞位準回到未經治療老鼠的 

位準。在1.0毫克/公斤組，給藥後80天淋巴細胞回到正常 

位準。類似再增殖動力亦於經人類化4 B10-H1/K1抗體治療 

之老鼠觀察到，在所有經4B10-H1/K1治療組在給藥後50 

天，除了 0.5毫克/公斤位準，淋巴細胞回到對照組位準。 

於0.5毫克/公斤組，循環淋巴細胞位準經過監控期間的過 

程維持減少。針對血液中再增殖而監控總淋巴細胞。

第 46A-46E ® 顯 示在使用 Campath-1 Η® （「Campath」）及 

人類化4B10-H1/K1 （ Γ 4Β1 0」）抗體投藥後72小時血液中 

CD4+ T細胞、CD8+ T細胞及B220+ B細胞的含量。第47A- 

47E圖顯示在使用Campath-1 Η® （「Campath」）及人類化 

4B10-H1/K1 （ Γ 4Β10」）抗體投藥後72小時脾臟中CD4+ T 

細胞、CD8+ T細胞及 B220+ B細胞的含量。第48A-48E圖 

顯示在使用Campath-IH® （「Campath」）及人類化 
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4B10-H1/K1 （ Γ 4Β10」）抗體投藥後2小時循環細胞介素位 

準。第 49A-49B 圖顯示 在使用 Campath- 1H® （「Campath」） 

及人類化4 B10-H1/K1 （「4B1 0」）抗體投藥後循環淋巴細 

胞隨時間的再增殖。

實例43 : huCD52基因轉殖老鼠中抗-CD52抗體的消耗及再 

增殖之分析（7F11-SFD1/K2及 7F11-SFD2/K2）

於huCD52基因轉殖老鼠中檢視人類化抗體（7F11- 

SFD1/K2 A 7F11-SFD2/K2）於不同劑量位準的的消耗活 

性。將老鼠靜脈內注射0.1、0.5 ' 1.0或5.0毫克/公斤的每 

一抗體，給藥後兩小時，收集血清以檢查循環細胞介素位 

準。給藥後三天，殺死老鼠，及從每一隻老鼠（N=5）收集 

血液及脾臟以使用流式細胞計數法分析來測定細胞消耗位 

準。評估樣品以測定存在於huCD52基因轉殖老鼠的循環 

週邊血液或脾臟的總T輔助細胞（CD4+）、細胞毒性T細胞 

（CD8 + ）、E細胞（B220+）及 骨髓樣的 細胞子族群之相對數 

目。此外，執行T及B細胞子組分析以測定總消耗作用，保 

持老鼠（N=5）子組活著以監控再增殖動力。以所有劑量投 

藥每一人類 4b 7F1 Ua. ^t（7Fl 1-SFD1/K2A 7F1 1-SFD2/K2）^ 

生血液中顯著數目的T細胞及B細胞的消耗，這些數據亦證 

實各種T及B細胞子組依據所使用抗體劑量不同程度而被消 

耗。自然T細胞（CD4與CD8兩者）證實為最大消耗且其他細 

胞族群（包含記憶性及T調節細胞）較少程度地消耗。在B 

細胞部份，成熟B細胞較不成熟B細胞消耗更快速。在脾 

臟中，觀察到隨著於5及1毫克/公斤劑量位準所觀察到的 
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淋巴細胞的顯著消耗之劑量相依消耗。類似於在血液的情 

況，自然τ細胞較記憶性細胞消耗更快速。使用人類化 

7F11 細胞株（7F11-SFD1/K2 及 7F11-SFD2/K2）的 每一個，B 

細胞較T細胞消耗程度較少。在任何注射劑量於血液或脾 

臟中對NK細胞或嗜中性球沒有觀察到任何消耗。血清細 

胞介素分析證實對TNF 及IL-6兩者的劑量相依，相較於 

未經治療老鼠，在0.5及0.1毫克/公斤劑量這些細胞介素的 

位準也維持升高。亦觀察到於循環MCP-1位準的劑量相依 

增加。

給藥後30天，在0.5及0.1毫克/公斤給藥組中淋巴細胞位 

準回到未經治療老鼠的位準。在1.0及5.0毫克/公斤組，針 

對細胞株7F11-SFD1/K2，分別給藥50及80天淋巴細胞回到 

正常位準，及對細胞株7F11-SFD2/K2的1.0及5.0毫克/公斤 

組為給藥後80天。針對血液中再增殖而監控總淋巴細胞。

第50A-50E圖 顯示 在使用 人類化7F11-SFD1/K2 （ r 7F11 

SFD1」）及 7F11-SFD2/K2 （「7F11 SFD2」）抗體投藥後 72 

小時血液中CD4+ Τ細胞、CD8+ Τ細胞及Β220+ Ε細胞的含 

量。第51Α-51Ε圖顯示在使用人類化7F1 1-SFD1/K2 

（「7F11 SFD1」）及 7F11-SFD2/K2 （「7F11 SFD2」）抗體投 

藥後72小時脾臟中CD4+ Τ細胞、CD8+ Τ細胞及 Β220+ Β 

細胞的含量。第52A-52F圖顯示在使用人類化 

7F11-SFD1/K2 （「7F11 SFD1」）及 7F11-SFD2/K2 （「7F11 

SFD2」）抗體投藥後2小時循環細胞介素位準。第53Α-53Β 

圖顯示在使用 人類化7F11-SFD1/K2 （ r 7F11 SFD1」）及 
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7F11-SFD2/K2 ( r 7F11 SFD2」)抗體投藥後循環淋 巴細胞 

隨時間的再增殖。

實例44 : CD52基因轉殖老 鼠中7F11人類化抗-CD52抗體之 

分析(7F11-SFD1/K2及 7F11-SFD2/K2)

於huCD52基因轉殖老鼠中檢視嵌合7F 11抗體及人類化 

7F11-SFD1/K2及 7F 11-SFD2/K2抗體與 Campath-ΙΗ®相 較之 

消耗活性。將老鼠靜脈內注射1.0毫克/公斤的每一抗體。 

給藥後三天'殺死老鼠，及從每一隻老鼠(N=5)收集血液 

及脾臟以使用流式細胞計數法分析來測定細胞消耗位準。 

評估樣品以測定存在於huCD52基因轉殖老鼠的循環週邊 

血液或脾臟的總T輔助細胞(CD4+)、細胞毒性T細胞 

(CD8 + ) ' B細胞(B220+)及骨髓樣的細胞子族群之相對數 

目。投藥Campath-1 H®造成血液及脾臟中顯著數目的T 細 

胞及 B細胞之消耗，雖然對嵌合及人類化7F11抗體(7F1 1- 

SFD1/K2及7F11-SFD2/K2)觀察到血液中相當位準的T 細 

胞消耗，B細胞為較少程度地消耗。此觀察在脾臟中亦為 

明顯，於此注意到顯著T細胞消耗，但使用7F11抗體(7F11- 

SFD1/K2及7F11-SFD2/K2)僅達到中度量的E細胞 消耗。

第 54A-54B 圖顯示在使用 Campath- 1H® (「Campath」)、 

7FU-嵌合抗體、及人類 化 7F11-SFD1/K2 與 7F 1 1-SFD2/K2 

抗體投藥後72小時，血液中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞及 

B220+ B細胞的含量。

實例45 : CD52基因轉殖老鼠中抗-CD52抗體之PK數據分 

析(7F11-SFD1/K2及 7F11-SFD2/K2)
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為確保人類化製程不會變更抗體的清除速率，嵌合7F11 

抗-CD5 2 抗 體及 人類化 7F11-SFD1/K2 與 7F11-SFD2/K2 

抗-CD52抗體的藥物動力數據係於huCD52基因轉殖老鼠中 

測定。將老鼠靜脈內注射5毫克/公斤的抗體及在給藥後兩 

小時開始於各種時間點收集血液，每一個抗體的循環位準 

係使用抗-人類IgG ELISA評估。針對每一個人類化細胞 

株，在給藥後兩小時觀察的Cmax中存在些微差別。在實 

驗進行期間'嵌合7F11抗體及人類化7F11-SFD1/K2與 

7F11-SFD2/K2抗體的清除速率為彼此類似並與Campath- 

1H®類似，其顯示人類化製程不會顯著變更抗體的藥物動 

力數據。

第55圖 顯示於給藥後血液中Campath-1H® (「Campath」)、 

7F11-嵌合抗體及人類化7FU-SFD1/K2與7F11-SFD2/K2抗 

體隨時間的含量。

實例46 ： huCD52基因轉殖老鼠中抗-CD52抗體的消耗及再 

增殖之分析(2C3-SFD1/K12)

於huCD52基因轉殖老鼠中檢視2C3-SFD1/K12細胞株於 

不同劑量位準的的消耗活性。將老鼠靜脈內注射0.1、 

0.5、1.0或5.0毫克/公斤抗體，給藥後兩小時，收集血清以 

潛在地檢查循環細胞介素位準。給藥後三天，殺死老鼠， 

及從每一隻老鼠(N=5)收集血液及脾臟，以使用流式細胞 

計數法分析來測定細胞消耗位準。評估樣品以測定存在於 

huCD52基因轉殖老鼠的循環週邊血液或脾臟的總T輔助細 

胞(CD4+) '細胞毒性T細胞(CD8+) ' B細胞(B220+)及 骨髓· 
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樣的細胞子族群之相對數目。此外，執行T及B細胞子組分 

析以決定總消耗作用，保持老鼠（N=5）子組活著以監控再 

增殖動力。在5、1、及0.5毫克/公斤劑量投藥2C3- 

SFD1/K12導致消耗血液中顯著數目的T細胞及B細胞。觀 

察到於0.1毫克/公斤劑量時血液中各種淋巴細胞消耗位 

準，且CD4+ T細胞及B細胞較CD8+ T細胞有較大消耗程 

度。這些數據亦證實各種T及B細胞子組依據所使用抗體劑 

量有不同程度的消耗。自然T細胞（CD4與CD8兩者）與其他 

細胞族群（包含記憶性及T調節細胞）相較被證實為最大消 

耗，這些細胞族群係為較少程度地消耗。在B細胞部份， 

成熟B細胞較不成熟B細胞消耗更快速。在脾臟，觀察到 

於5及1毫克/公斤劑量位準時，淋巴細胞的顯著消耗之劑 

量相依消耗。類似於Campath- 1H® ＞自然T細胞較記憶性 

細胞消耗更快速。在任何注射劑量時，於血液中對ΝΚ細 

胞或嗜中性球觀察到消耗，但是在脾臟中觀察到些微或沒 

有任何消耗。血清細胞介素分析證實對TNFa及IL-6的劑量 

相依增加，且5毫克/公斤劑量誘發最高位準的每一個細胞 

介素。在0.5及0.1毫克/公斤劑量位準針對TNFa，以及在 

0.1毫克/公斤劑量位準針對IL-6 ＞觀察到可與未經治療老 

鼠相較的位準。亦觀察到於循環MCP-1位準的劑量相依增 

加。

給藥後30天»在0.1及0.5毫克/公斤組中淋巴細胞位準回 

到未經治療老鼠的位準。在1.0及5.0毫克/公斤組，給藥後 

80天淋巴細胞回到正常位準。針對血液中再增殖而監控總 
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淋巴細胞。

第56A-56E圖顯示在使用2C3-SFD1/K12抗體投藥後72小 

時血液中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞及B220+ B細胞的含 

量。第57A-57E圖顯示在使用2C3-SFD1/K12抗體投藥後72 

小時脾臟中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞及 B220+ B細胞的 

含量。第58A-58F圖顯示在使用2C3-SFD1/K12抗體投藥後 

2小時循環細胞介素位準。第59圖顯示在使用2C3- 

SFD1/K12抗體投藥後循環淋巴細胞隨時間的再增殖。

實例47 ： huCD52基因轉殖老鼠中抗-CD52抗體的消耗及再 

增殖之分析(12G6-SFD1/K11)

於huCD52基因 轉殖老鼠中檢視12G6-SFD1/K11細胞株於 

不同劑量位準的消耗活性。將老鼠靜脈內注射0.1 ' 0.5 ' 

1.0或5.0毫克/公斤抗體，給藥後兩小時，收集血清以潛在 

地檢查循環細胞介素位準。給藥後三天，殺死老鼠，及從 

每一隻老鼠(N=5)收集血液及脾臟，以使用流式細胞計數 

法分析測定細胞消耗位準。評估樣品以測定存在於 

huCD52基因轉殖老鼠的循環週邊血液或脾臟的總T輔助細 

胞(CD4+) '細胞毒性T細胞(CD8+) ' B細胞(B220+)及骨髓 

樣的細胞子族群之相對數目。此外，執行T及B細胞子組分 

析以測定總消耗作用，保持老鼠(N=5)子組活著以監控再 

增殖動力。在5、1 ＞及0.5毫克/公斤劑量投藥12G6- 

SFD1/K11導致消耗血液中顯著數目的T細胞及 B細胞，於 

0.1毫克/公斤劑量時，觀察到血液中各種淋巴細胞消耗位 

準，且CD4+ T細胞及B細胞較CD8+ T細胞有較大消耗程 
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度。這些數據亦證實各種T及B細胞子組依據所使用的抗體 

劑量不同程度地消耗。自然T細胞（CD4與CD8兩者）與其他 

細胞族群（包含記憶性及T調節細胞）相較被證實為最大消 

耗，這些細胞族群係為較少程度地消耗。在B細胞部份， 

成熟B細胞較不成熟B細胞消耗更快速。在脾臟，觀察到 

在5及1毫克/公斤劑量位準時淋巴細胞的顯著消耗之劑量 

相依消耗。類似於Campath- 1H®，自然T細胞較記憶性細 

胞消耗更快速。在任何注射劑量，於血液中對NK細胞或 

嗜中性球觀察到消耗，但是在脾臟中觀察到些微或沒有任 

何消耗。血清細胞介素分析證實對TNFoc及IL-6兩者的劑量 

相依增加，且5毫克/公斤劑量誘發最高位準的每一個細胞 

介素。在0.5及0.1毫克/公斤劑量位準針對TNFoc，以及在 

0.1毫克/公斤劑量位準針對IL-6，觀察到可與未經治療老 

鼠相較的位準。亦觀察到於循環MCP-1位準的劑量相依增 

加。

給藥後30天，淋巴細胞位準回到未經治療老鼠的位準 。 

在1.0及5.0毫克/公斤組，給藥後80天淋巴細胞回到正常位 

準。針對血液中再增殖而監控總淋巴細胞。

第60A-60E圖 顯示在使用12G6-SFD1/K1 1抗體投藥後72 

小時血液中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞及B220+ B細胞的含 

量。第61A-61E圖顯示 在使用12G6-SFD1/K11抗 體投藥後 

72小 時脾臟中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞及B220+ E細胞的 

含量。第62A-62F圖顯示 在使用12G6-SFD1/K11 （「12G6 

hu」）抗體投藥後2小時循環細胞介素位準。第63圖顯示在 
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使用12G6-SFD1/K11抗體投藥後循環淋巴細胞隨時間的再 

增殖。

實例48 : CD52基因轉殖老鼠中抗-CD52抗體之PK數據分 

析(2C3-SFD1/K12、12G6-SFD1/K11 及 9D9-H10/K12)

抗-CD52抗體的藥物動力數據係於huCD52基因轉殖老鼠 

中測定，此實驗比較抗體的人類化及嵌合形式，以確保人 

類化製程不會變更抗體的清除速率。所述比較包含嵌合 

2C3、12G6、及 9D9 抗體及人類化 2C3-SFD1/K12、 

12G6-SFD1/K11、及9D9-H10/K12抗 體。將 老鼠靜脈內注 

射5毫克/公斤的抗體及在給藥後兩小時開始於各種時間點 

收集血液，每一個抗體的循環位準係使用抗-人類IgG 

ELISA評估。對所分析的每一個嵌合/人類化抗體對，在給 

藥後兩小時注意到於Cmax中有些微差別。對2C3及12G6抗 

體，人類化抗體(亦即，2C3-SFD1/K12 及 12G6-SFD1/K11) 

的Cmax些微較高，然而對9D9對而言嵌合抗體些微較高。 

在實驗進行期間抗體對的清除速率為類似的，其顯示人類 

化製程不會顯著變更抗體的藥物動力數據。

第64A-64C圖顯示給藥後血液中2C3-嵌合、2C3- 

SFD1/K12, 12G6-嵌合、12G6-SFD1/K11、9D9-嵌合、及 

9D9-H10/K12抗體隨時間的含量。

實例49 ： huCD52基因轉殖老鼠中抗-CD52抗體的消耗及再 

增殖之分析(9D9-H10/K12)

於huCD52基因轉殖老鼠中檢視9 D9-H10/K12細胞株於不 

同劑量位準的的消耗活性。將老鼠靜脈內注射0.1 ' 0.5 ' 
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1.0或5.0毫克/公斤抗體，給藥後兩小時，收集血清以潛在 

地檢查循環細胞介素位準。給藥後三天，殺死老鼠，及從 

每一隻老鼠（N=5）收集血液及脾臟，以使用流式細胞計數 

法分析來測定細胞消耗位準。評估樣品以測定存在於 

huCD52基因轉殖老鼠的循環週邊血液或脾臟的總T輔助細 

胞（CD4 + ） '細胞毒性T細胞（CD8+） ' B細胞（B220 + ）及骨髓 

樣的細胞子族群之相對數目。此外5執行T及B細胞子組分 

析以測定總消耗作用。保持老鼠（N=5）子組活著以監控再 

增殖動力。在5、1、及0.5毫克/公斤劑量投藥9D9- 

H10/K12導致消耗血液中顯著數目的T細胞及B細胞。觀察 

到於0.1毫克/公斤劑量血液中僅中度的淋巴細胞消耗位 

準，這些數據亦證實各種T及B細胞子組依據所使用抗體劑 

量而不同程度地消耗。自然T細胞（CD4與CD8兩者）與其他 

細胞族群（包含記憶性及 T調節細胞）相較被證實為最大消 

耗，這些細胞族群係為較少程度地消耗。在B細胞部份， 

成熟B細胞較不成熟B細胞消耗更快速。在脾臟，這些細 

胞的顯著消耗僅在5及1毫克/公斤劑量位準觀察到。類似 

於Campath- 1 Η® >自然Τ細胞較記憶性細胞消耗更快速。 

在任何注射劑量，於血液中對ΝΚ細胞或嗜中性球觀察到 

消耗，但是在脾臟中觀察到些微或沒有任何消耗。血清細 

胞介素分析證實對TNF 或IL-6在所分析的任何劑量位準 

沒有顯著增加'然而 > 注意到在循環MCP- 1位準的劑量相 

依增加。

此實驗的再增殖部分係於淋巴細胞50-80%再增殖（依據 
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劑量而定)時提早結束，淋巴細胞再增殖係基於總淋巴細 

胞量監控而非以T及B細胞為基準。

第65A-65E圖顯示在使用9D9-H10/K12 ( r 9D9」)抗體投 

藥後72小時血液中CD4+ Τ細胞、CD8+ Τ細胞及Β220+ Β細 

胞的含量。第66Α-66Ε圖顯示在使用9D9-H10/K12 

(r 9D9」)抗體投藥後72小時脾臟中CD4+ Τ細胞、CD8+ Τ 

細胞及 Β220+ Β細胞 的含量。第67A-67F圖顯示在使用 

9D9-H10/K12 ( r 9D9」)抗體投藥後2小時循環細胞介素位 

準。第68圖顯示在使用9D9-H10/K12 ( r 9D9」)抗 體投藥 

後循環淋巴細胞隨時間的再增殖。

實例50 ： huCD52基因轉殖老鼠中抗-CD52抗體的消耗及再 

增殖之分析(2C3-SFD1/K12、12G6-SFD1/K11 及9D9-H10/K12)

於huCD52基因轉殖老 鼠中檢視Campath-ΙΗ®及人類化 

2C3-SFD1/K12、12G6-SFD1/K11 及 9D9-H10/K12 細胞株於 

不同劑量位準的消耗活性。將老鼠靜脈內注射0.1或1.0毫 

克/公斤抗體，給藥後兩小時，收集血清以潛在地檢查循 

環細胞介素位準。給藥後三天，殺死老鼠，及從每一隻老 

鼠收集血液及脾臟，以使用流式細胞計數法分析來測定細 

胞消耗位準。評估樣品以測定存在於huCD52基因轉殖老 

鼠的循環週邊血液或脾臟的總T輔助細胞(CD4+) '細胞毒 

性T細胞(CD8+) > B細胞(B220+)及骨髓樣的細胞子族群之 

相對數目。此外，執行T及B細胞子組分析以測定總消耗作 

用。當與經PBS治療之動物相較時，所有人類化抗體(2C3- 

SFD1/K12、12G6-SFD1/K11 及 9D9-H10/K1 2)媒介脾臟及血 
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液內的淋巴細胞消耗。對所有抗體而言，於血液中較於脾 

臟中的消耗更為穩健，且於兩種組織中的消耗為劑量相依 

的。對CD4及CD8+ T細胞而言消耗最顯著，且在B細胞部 

分係為較少的消耗。各種T及E細胞子組不同程度地消耗。

自然T細胞（CD4與CD8兩者）與其他細胞族群（包含記憶性 

及T調節細胞）相較被證實為最大消耗，這些細胞族群係為 

較少程度地消耗。在B細胞部份，成熟B細胞較不成熟B細 

胞消耗更快速。血清細胞介素分析顯示在投藥後2小時IL- 

6、MCP-1及TNF 的位準顯著增加。對所有抗體（包含 

Campath-IH®）皆觀察到上升，且為劑量相依增加（亦即對 

1.0毫克/公斤劑量位準所觀察到的細胞介素位準較0.1毫克/ 

公斤 劑量為 高）。與Campath-IH®相 較，2C3-SFD1/K12及 

12G6-SFD1/K11 誘發類似的 IL-6 位準，而 9D9-H10/K12 誘 

發IL-6至顯著較低位準。對 MCP-1而言，12G6-SFD1/K1 1 

抗體誘發較低位準，及與Campath-IH®相較而言，12G6- 

SFD1/K1 1與9D9-H10/K12兩者 皆降低TNF 位準。

第 69A-69D 圖 顯示在使用 Campath- 1H® （「Campath」）、 

2C3-SFD1/K12 （「2C3」）、12G6-SFD1/K1 1 （「12G6」）、 

及9D9-H10/K12 （ r 9D9」）抗體投藥後72小時，血液中總 

體淋巴細胞族群（CD4+ T細胞、CD8+ T細胞及 B220+ B細 

胞）及CD4+ T細胞、CD8+ T細胞及B220+ B/NK細胞子型的 

含量。第70A-70D圖顯示在使用Campath-IH® （ r Campath」）、 

2C3-SFD1/K12 （「2C3」）、12G6-SFD1/K11 （「12G6」）、 

及9D9-H10/K12 （ r 9D9」）抗體投藥後72小時，脾臟中總 
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體淋巴細胞族群(CD4+ T細胞、CD8+ T細胞及 B220+B細 

胞)及CD4+ T細胞、CD8+ T細胞及 B220+ B/NK細胞子型 

的含量。第71A-71F圖顯示 在使用Campath-1H®、2C3- 

SFD1/K12、12G6-SFD1/K11、及 9D9-H10/K12 抗體投藥後 

2小時循環細胞介素位準。

實例51 : huCD52基 因轉殖老鼠中抗-huCD52人類化9D9細 

胞株之直接比較(9D9 H10/K12及9D9 H11/K12)

於huCD52基因轉殖老鼠中檢視兩種人類化抗-CD52 9D9 

細胞株(9D9-H10/K12及9D9-H11/K12)的 消耗活性。將老鼠 

靜脈內注射0.1或1.0毫克/公斤抗體。給藥後三天，殺死老 

鼠，及從每一隻老鼠收集血液及脾臟，以使用流式細胞計 

數法分析來測定細胞消耗位準。評估樣品以測定存在於 

huCD52基因轉殖老鼠的循環週邊血液或脾臟的總T輔助細 

胞(CD4+)、細胞毒性T細胞(CD8+)、B細胞(B220+)及骨髓 

樣的NK細胞子族群之相對數目。以任一種抗體的治療於 

血液及脾臟中產生類似的淋巴細胞消耗，且淋巴細胞消耗 

於血液中較為穩健。而且»在兩者組織中CD4及CD8+ T細 

胞較B 細胞及NK細胞更強烈消耗。儘管使用 

9D9-H10/K12細胞株的消耗較使用9D9-H11/K12細胞株的 

消耗似乎較不穩健'此差別並非統計上有意義的。

第72圖顯示 在使用9D9-H10/K12及9D9-H11/K12抗 體 投 

藥後72小時血液中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B220+ B細 

胞及NK細胞的含量。第73圖顯示在使用9D9-H10/K12及 

9D9-H11/K12抗體投藥後72小時脾臟中CD4+ T細胞、
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CD8+ T細胞、Β220+ Β細胞及ΝΚ細胞的含量。

實例52 : huCD52基 因 轉殖老 鼠中抗-huCD52人類化i2G6 

細胞株之直接比較(12G6-SFD1/K11 及 12G6-SFD1-K12)

於huCD52基因轉殖老鼠 中檢視 兩種人類化抗-CD52 

12G6 細胞株(12G6-SFD1/K11 及 12G6-SFD1/K12)的 消耗活 

性。將老鼠靜脈內注射0.1或1.0毫克/公斤抗體。給藥後兩 

小時，收集血清以潛在地檢查循環細胞介素位準。給藥後 

三天，殺死老鼠，及從每一隻老鼠收集血液及脾臟以使用 

流式細胞計數法分析測定細胞消耗位準。評估樣品以測定 

存在於huCD52基因轉殖老鼠的循環週邊血液或脾臟的總T 

輔助細胞(CD4+) '細胞毒性T細胞(CD8 + ) ' B細胞(B220 + ) 

及骨髓樣的細胞子族群之相對數目。此外，執行T及B細胞 

子組分析以測定總消耗作用。投藥12G6-SFD1/K11抗體或 

12G6-SFD1/K12抗體導致血液內顯著位準的淋巴細胞消 

耗。該兩個細胞株的淋巴細胞消耗活性存在些微或是沒有 

任何差異。淋巴細胞消耗的形式為使得自然CD4ACD8+ T 

細胞較記憶T細胞或T調節細胞更高程度地消耗。骨髓樣的 

不 管細胞株(12G6-SFD1/K1 1 或 12G6-SFD1/Κ 1 2)或是劑 

量，骨髓樣的細胞族群係為較少程度地消耗。此實驗未執 

行血清細胞介素分析。

第 74A-74D 圖顯示 在使用 12G6-SFD1/K1 1 (「12G6

K11」)及 12G6-SFD1/K12 (「12G6 K12」)抗體投藥後72 小 

時血液中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B220+ B/NK細胞、 

及骨髓樣的細胞的含量。第75A-75D圖顯示在使用 
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12G6-SFD1/KU ( 「12G6 Kll」)及 12G6-SFD1/K12 

(「12G6 K12」)抗體投藥後72小時脾臟中CD4+ T細胞、 

CD8+ T細胞、B220+ B/NK細胞、及骨髓樣的細胞的含 

量 °

實例53 : huCD52基因轉殖老鼠中抗-huCD52人類化9D9細 

胞株之直接比較 (9D9 H11/K12、9D9 H16/K13、及 9D9 

H18/K13)

三種人類化 9D9 抗體(9D9 H11/K12 ' 9D9 H16/K13、及 

9D9 H18/K13)的 消耗活性係於huCD52基因轉殖老 鼠中比 

較。人類CD52基因轉殖老鼠以PBS處理而作為溶劑對照 

組，或是以1毫克/公斤或0.1毫克/公斤的每一個抗體注 

射。給藥後兩小時，收集血清以測定循環細胞介素位準。 

給藥後三天，殺死老鼠，並收集和處理週邊血液與脾臟 ， 

以進行流式細胞計數法分析。評估樣品以測定存在於 

huCD52基因轉殖老鼠的循環週邊血液或脾臟的總T輔助細 

胞(CD4+) '細胞毒性T細胞(CD8+) ' B細胞(B220+)及骨髓 

樣的細胞子族群之相對數目。此外，執行T及B細胞子組分 

析以測定總消耗作用。所有9D9(9D9 Hl 1/K12、9D9 

H16/K13、及9D9 H18/K13)抗體媒介血液及脾臟中淋巴細 

胞及骨髓樣的細胞族群的細胞消耗至相似程度。觀察到血 

液中淋巴細胞及骨髓樣的細胞的消耗較在脾臟中更為穩 

健，9D9 細胞株(9D9 H11/K12、9D9 H16/K13、及 9D9 

H18/K13)的消耗活性之比較證實9D9-H16/K13導致更穩健 

的消耗 > 接著為9D9-H18/K13及9D9-H11/K12。此對於脾 
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臟中淋巴細胞於1毫克/公斤劑量最為明顯，其中9D9- 

H16/K13 治療較 其他細 胞株(9D9-H18/K13 及 9D9-H11/K1 2) 

產生更高程度的消耗，而且，消耗之形式使得自然CD4及 

CD8+ T 細胞較記憶T細胞或T調節細胞更高程度地消耗， 

及使用9D9-H16/K13時B細胞族群有更高位準的消耗。骨 

髓樣的細胞族群較不受抗-CD52處理的影響，無論抗體 

(9D9-H11/K12、9D9-H16/K13、或 9D9-H18/K13)細 胞株或 

劑量。所分析 的細胞 介素中，於IL-6 ' TNF 及MCP-1觀 

察到上升。注射後，對所有9D9細胞株(9D9-H1 1/K12、 

9D9-H16/K13、及 9D9-H18/K13)在 0.1 及 1.0 毫克 / 公斤的 

劑量位準皆觀察到類似的IL6及MCP-1循環位準。使用循 

環TNF 位準觀察到些微差別，其中9D9-H16/K13細胞株 

的注射於1.0毫克/公斤劑量產生中度增加。

第 76 圖顯示 在使用 9D9-H11/K12、9D9-H16/K13、及 

9D9-H18/K13抗體投藥後72小時血液中總體淋巴細胞族群 

(CD4+ T細胞、CD8+ T細胞及B220+ B細胞)的含量。第 

77A-77D 圖顯示在使用 9D9-H11/K12、9D9-H16/K13、及 

9D9-H18/K13抗體投藥後72小時血液中CD4+ T細胞、 

CD8+ T細胞、B220+ B/NK細胞及骨髓樣的細胞子類型的 

含量。第78圖顯示在使用9D9 Hl 1/K12、9D9 H16/K13、 

及9D9 H18/K13抗體投藥後72小時脾臟中總體淋巴細胞族 

群(CD4+ T細胞、CD8+ T細胞及 B220+ B細胞)的含量。 

第 79A-79D 圖 顯示在使用 9D9-H11/K12、9D9-H16/K13、及 

9D9-H18/K13抗體投藥後72小時脾臟中CD4+ T細胞、 
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CD8+ T細胞、Β220+ Β/ΝΚ細胞及骨髓樣的細胞子類型的 

含量。第80A-80F圖顯示在使用9D9-HU/K12、9D9- 

Η16/Κ13、及9D9-H18/K13抗體投藥後2小時循環細胞介素 

位準。

實例54 ： CD52基因轉殖老鼠中自2C3、12G6、及9D9家族 

之抗-CD52抗體的ΡΚ數據之分析

人類化 2C3-SFD1/K12 ' 12G6-SFD1/K11、12G6-SFD1/K12 ' 

9D9-H16/K13及9D9-H18/K13的藥物動力數據係於huCD52 

基因轉殖老鼠中測定。將老鼠靜脈內注射1毫克/公斤的抗 

體，並在給藥後兩小時開始於各種時間點收集血液，每一 

個抗體的循環位準係使用抗-人類IgG ELISA評估。所計算 

半衰期為：2C3-SFD1/K12 79.0 土 23.9小時，12G6-SFD1/K11 

49.0 ±14.4小時，12G6-SFD1/K12 75.1 土 28.5,卜時，9D9- 

H16/K13 59.8+26.6,卜時及 9D9-H18/K13 42.2+15.7 小時。

整體而言，在這些研究中揭露了顯著的動物間變異性。 

2C3-SFD1/K12及12G6-SFD1/K12的末相清除半衰期為類似 

的，儘管12G6-SFD1/K11的半衰期較短但沒有顯著差別。 

2C3-SFD1/K12的清除.作用為最快速的，·接著為12G6- 

SFD1/K11及12G6-SFD1/K12。對大部分所測量時間點而 

言，該兩個12G6處理 為彼此相映的，而2C3-SFD1/K12顯 

示較少暴露及較快速清除。針對所有所測量PK參數， 

9D9-H16/K13 及 9D9-H18/K13 為相 當 類似的。

第81A-81B圖顯示給藥後血液中2C3-SFD1/K12、12G6- 

SFD1/K11、12G6-SFD1/K12、9D9-H16/K13 及 9D9-H18/K13
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抗體隨時間變化的位準。

表16
PK參數 2C3-SFD1/K12 12G6-SFD1/K11 12G6-SFD1/K12 9D9-H16/K13 9D9-H18/K13

tl/2 (hr) 79.0 ±23.9 49.0 ± 14.4 75.1 ±2&5 59.8 ±26.6 42.2 ± 15.7
Cl (ml/hr/kg) 20.3 ±2.9 10.6 ± 1.69 7.08 ± 1.80 5.64 ± 1.73 6.65 土 3.02
Vz (ml/kg) 2251 ±539 770土 294 721 ±224 445±133 366±100
AUC 
(ug*hr/ml)

251 ±37.2 485 ± 104 747± 188 196 ±70.2 174 ±65.2

Cmax (ug/ml) 4.22 ±0.54 7.12± 1.97 8.96 土 2.33 3.58±2.16 4.35 ± 1.54

實例55：因使用抗-CD52抗體治療造成之細胞介素暴發之 

評估

使用抗-CD52抗體治療之後血清細胞介素之釋出係於 

huCD52基因轉殖老鼠中評估。將動物以1毫克/公斤的 

Campath-1H®、12G6-SFD1/K11、12G6-SFD1/K12、9D9-H16/K13 

或9D9-H18/K13治療。一組動物以5毫克/公斤的2C3- 

SFD1/K12治療，鑑於先前結果顯示以2C3-SFD1/K12注射 

相較於其他抗體會造成較低的消耗位準，於是基於達到類 

似消耗位準所需劑量來正常化該組動物。在治療後1、2、

4、24及48小時，將所有群組放血及進行發炎細胞介素的 

CBA分析。在治療後3天殺死所有群組，並藉由流式細胞 

計數法針對脾臟中林巴細胞的消耗而評估脾臟。以每一種 

抗體的治療產生各種標地物的消耗係類似於對 

Campath-IH®所觀 察到的。此對2C3-SFD1/K12亦為真，其 

中5毫克/公斤劑量係用於得到類似消耗。使用12G6- 

SFD1/K12及9D9-H16/K13觀察到 於消耗的一些 變化性，其 

大部分可能是因為動物的重複出血以得到為了細胞介素分 

析 的血清。然而，對 來自12G6 (12G6-SFD1/K11及12G6- 

SFD1/K12)及 9D9 (9D9-H16/K13 及 9D9-H18/K13)家族成 
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員的抗體而言，細胞介素表現減少，此在早期1及2小時時 

間點IL-6、MCP-1及TNF 的釋出係為最顯著的。

第 82 A-82F 圖顯示在使用 Campath-1 Η® (「Campath」)、 

12G6-SFD1/K11、12G6-SFD1/K12、9D9-H16/K13 或 9D9-H18/K13 

抗體給 藥後於48-小 時期間血液中細胞介素隨時間之含 

量。第 83 A-83E 圖 顯示 在使用 Campath-IH® ( r Campath」)、 

12G6-SFD1/KU、12G6-SFD1/K12、9D9-H16/K13 或9。9- 

H18/K13抗體給藥後72小時於脾臟中總體淋巴細胞、CD4 + 

T細胞、CD8+ T細胞、B220+ B/NK細胞、及骨髓樣的細胞 

的含量。

實例56 ：使用抗-CD52抗體的治療後的CD52基因轉殖老鼠 

血液中再增殖動力之評估

血液中許多細胞型式的再增殖動力於投藥人類化抗- 

CD52 2C3-SFD1/K12 ' 9D9-H16/K13 及 12G6-SFD1/K12 抗 

體之後予以評估。將老鼠靜脈內注射2毫克/公斤的每一抗 

體，以確保穩健的消耗位準，在注射後各種時間點，收集 

血液以進行流式細胞分析以測定血液中循環淋巴細胞位 

準*包含CD4 +及CD8+ T細胞、調節T細胞、B細胞、NK細 

胞、嗜中性球及巨噬細胞。於注射後第3天，確認對每一 

個抗體在初始消耗活性未觀察到任何差別，於第一個月將 

老鼠每週抽血及之後每兩週抽血以監控再增殖動力。與 

Campath-IH®相較，淋巴細胞再增殖動力與抗-CD52 (2C3- 

SFD1/K12、9D9-H16/K13及 1 2G6-SFD1/K1 2)抗體 中的任一 

個類似。到第57天，B細胞回到血液中基礎線而T細胞到第 
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84天接近基礎線位準。到第116天，CD8+ T細胞尚未回到 

對照位準，但是隨著使用抗-CD52 （2C3-SFD1/K12、 

9D9-H16/K13 及 12G6-SFD1/K12）抗 體 及 Campath-IH® 的 每 

一個，對所有被監控的其他細胞型式皆觀察到類似的再增 

殖動力。

第 84A-84G 圖 顯示在使用 Campath- 1 Η® （「Campath」）、 

2C3-SFD1/K12、9D9-H16/K13 及 12G6-SFD1/K12抗 體投藥 

之後'循環CD4 +與CD8+ T細胞、調節T細胞' B細胞' NK 

細胞 ' 嗜中性球及巨噬細胞隨時間的再增殖。

實例57 :使用 抗-CD52抗體之CD52基 因轉殖老鼠中CD52 

表現之評估

使用人類化抗-CD52抗體評估huCD52的表現以測定是否 

可於huCD52基因轉殖老鼠的成熟及發展中細胞族群觀察 

到 類 似的染 色模式。2C3-SFD1/K12、12G6-SFD1/K11、 

12G6-SFD1/K12、9D9-H16/K13、及 9D9-H18/K13 抗體與 

FITC共兢以用於流式細胞染色。收集得自huCD52基因轉 

殖老鼠的組織並以染 色處理°類似於Campath-IH® > 2C3- 

SFD1/K12、12G6-SFD1/K11、12G6-SFD1/K12、9D9-H16/K13 ' 

及9D9-H18/K13抗體染色來自基因轉殖老鼠之脾臟表現 

huCD52的淋巴細胞。該染色模式係為被發現於其他淋巴 

器官（例如胸腺及骨髓）的淋巴細胞族群及子組的代表。

第 85 圖顯示 FITC-標 記 Campath-IH®、2C3-SFD1/K12、 

12G6-SFD1/K11、12G6-SFD1/K12、9D9-H16/K13、及 

9D9-H18/K13抗體特定地結合至脾臟中huCD5 2淋巴細胞族
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群之能力。

實例58 : huCD52基 因轉殖老鼠中 使用抗-huCD52的單一 

劑量治療之直接比較

數種人類化抗-CD52抗體(2C3-SFD1/K12、12G6- 

SFD1/K11、12G6-SFD1/K12、9D9-H16/K13 及 9D9-H18/K13)的 

消耗活性於huCD52基因轉殖老鼠中比較。將老鼠靜脈內 

注射1毫克/公斤抗體。給藥後兩小時，收集血清以進行細 

胞介素分析。三天後，殺死老鼠及收集血液和脾臟以比較 

淋巴細胞消耗位準。對所有抗-CD52抗體(2C3-SFD1/K12 > 

12G6-SFD1/KU、12G6-SFD1/K12、9D9-H16/K13 及 9D9- 

H18/K13)都觀察到B及T細胞消耗的顯著位準，及與 

Campath-ΙΗ®投藥之後所觀察到的那些係為可相比的。子 

組分析亦顯示在血液或脾臟中每一個抗體(2C3-SFD1/K12、 

12G6-SFD1/K11 、12G6-SFD1/K12、9D9-H16/K13 及 9D9- 

H18/K13 )的消耗位準沒有顯著差別。在注射Campath-1H® 

之後，在IL-6及TNF 兩者的循環位準有顯著增加。雖然 

每一個抗-CD52 抗 體(2C3-SFD1/K12、12G6-SFD1/K11、 

12G6-SFD1/K12、9D9-H16/K13 及 9D9-H18/K13)的 注 射產生 

較Campath-ΙΗ®為顯著減少的TNF 位準，IL-6的位準則 

為相似的。

第 86A-86E圖顯示在使用 Campath-1 Η® (「Campath」)、 

2C3-SFD1/K12、12G6-SFD1/K11、12G6-SFD1/K12、9D9- 

H16/K13及9D9-H18/K13抗體投藥後72小 時血液中總體淋 

巴細胞族群(CD4+ T細胞、CD8+ T細胞及B220+ B細胞)及
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CD4+ T細胞、CD8+ Τ細胞、 Β220+ Β/ΝΚ細胞及骨髓樣

的細胞子類型的含量。第87Α87Ε圖顯示在使用Campath- 

1H® （「Campath」）、2C3-SFD1/K12、12G6-SFD1/K11、 

12G6-SFD1/K12、9D9-H16/K13 及 9D9-H18/K13 抗 體投藥 

後72小 時脾臟 中總體淋巴細胞族群（CD4+ T細胞、CD8+ T 

細胞及 B220+ B細胞）及CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、 

B220+ B/NK細胞及骨髓樣的細胞子類型的含量。第88A- 

88C 圖顯示 在使用 Campath-1H®、2C3-SFD1/K12、12G6- 

SFD1/K11、12G6-SFD1/K12、9D9-H16/K13 及 9D9-H18/K13 

抗體投藥後2小時循環細胞介素位準。

實例59 :使用 抗-huCD52抗體單一劑量治療之後huCD52 

基因轉殖老鼠中淋巴細胞的深度消耗

深 度消 耗分析 係 於使用 抗-CD52 2C3-SFD1/K12、9D9- 

H16/K13及12G6-SFD1/K12抗體之huCD52基因轉殖老鼠中 

執行。將老鼠（N=4）靜脈內注射每一種抗體1毫克/公斤的 

單一劑量。三天後5殺死老鼠，並收集血液、脾臟、淋巴 

結及胸腺以使用多色流戎細胞分析來比較淋巴細胞消耗位 

準。對所有抗-CD52 2C3-SFD1/K12、9D9-H16/K13 及 

12G6-SFD1/K12抗體都觀察到顯著位準的B及T細胞消耗， 

且在所檢查的每一組織中 > 與那些在Campath- 1H ®投藥之 

後所觀察到的係為可相比較的。子組分析亦顯示於在血液 

或脾臟中每一個抗體的消耗位準沒有顯著差別。於老鼠的 

淋巴結中亦觀察到顯著的淋巴細胞消耗位準，然而，在抗 

體活性方面顯示出有一些變異性，特別是當注意中樞性及 
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效應記憶性T細胞子集時。因為關於LSR-II及CD8染色的 

技術議題，胸腺無法評估。

第 89A-89D圖顯示在使用 Campath-1 Η® （「Campath」）、 

2C3-SFD1/K12、9D9-H16/K13 及 12G6-SFD1/KI2抗 體投藥 

後72小時血液中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B220+ B細 

胞、及NK/骨髓樣的細胞子類型的含量。第90A-90D圖顯 

示在使用 Campath-1H® （「Campath」）、2C3-SFD1/K12、 

9D9-H16/K13及12G6-SFD1/K12抗體投藥後72小時脾臟中 

CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B220+ B細胞及NK/骨髓樣的 

細胞子類型的含量。第9 1A-9 1D圖顯示在使用Campath- 

1H®（「Campath」）、2C3-SFD1/K12、9D9-H16/K13 及 

12G6-SFD1/K12抗體投藥後72小時淋巴結中CD4+ T細胞、 

CD8+ T細胞、B220+ B細胞及NK/骨髓樣的細胞子類型的 

含量。

實例60 : huCD52基因敲入/基因剔除（KI/KO）基因轉殖老 

鼠於C57BL/6背景之產生及評估

一種新的人類CD52基因敲入/基因剔除老 鼠模型於 

C57B1/6背景產生。為產生此老鼠，將老鼠CD52基因序列 

以人類 CD52基因序列取代，使用標的策略以進行使用人 

類序列取代老鼠序列同時保持外顯子-內含子結構。使用 

一選擇標記以辨識包含新基因序列的後代。最終的對偶基 

因係由移除該選擇標記僅留下人類CD52基因序列而產 

生。

huCD52 KI/KΟ老鼠模型的基本特徵化涉及測定於淋巴 
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細胞上人類CD52表現的程度，將自huCD52-KI/KΟ基因轉 

殖老鼠（Ν=4）及C57BL/6老 鼠（Ν=2）的 血液染 色 以進行 

hCD52表現，以及CD52分子/細胞的數目係使用Bang's labs 

Simply Cellular抗-人類抗體試驗計算之。自huCD52- 

KI/KO基因轉殖老鼠的週邊血液細胞之染色證實huCD52的 

表現於得自這些動物的淋巴細胞大多數係非常高的。表現 

位準類似於那些在人類CD4、CD8、及B細胞族群所觀察 

到的。於NK細胞及巨噬細胞的表現位準較對T細胞及B細 

胞所觀察到的為低。於這些老鼠的嗜中性球偵測到 

huCD52表現的增加位準，此與在人類嗜中性球或是來自 

於CD-1背景的原先基因轉殖老鼠系的類似細胞中減少的表 

現位準相反。類似的CD52表現位準於來自原先huCD52 

CD1基 因轉殖老鼠及huCD52 KI/KI老 鼠的T及B細胞觀察 

到。

第92A圖 顯 示huCD52-KI/KΟ及 非-基因 轉殖對 照 老鼠中 

於CD4+ Τ細胞、CD8+ Τ細胞、Β220+ Β細胞、及ΝΚ/骨髓 

樣的細胞子形式的huCD52表現位準。第92B圖顯示 

huCD52-KI/KΟ及huCD52 CD1基因轉殖老鼠中於CD4+ T細 

胞、CD8+ T細胞、及B細胞的huCD52表現位準。

實例61 : 12G6及2C3的小及大規模批次之間消耗特性的直 

接比較

將 huCD52 KI/KO 基因轉殖老鼠以 12G6-SFD1/K1 2 或 2C3- 

SFD1/K12投藥以測定消耗活性。此外，使用Genzyme自兩 

個不同來源（小規模及大規模批次）產生的抗體檢查活性。 
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將老鼠靜脈內注射每一種抗體1毫克/公斤，注射三天後， 

殺死老鼠，並收集血液以進行流式細胞分析以測定循環 

CD4+及CD8+ T細胞、B細胞、NK細胞、嗜 中性球及巨噬 

細胞的位準。於CD4 T細胞、CD8+ T細胞、B細胞、及NK 

細胞的消耗在小規模及大規模批次衍生抗體未觀察到有顯 

著差別。

亦藉由 流式細胞計數法評估各種批次的12G6-SFD1/K12 

及2C3-SFD1/K12抗體，以比較於得自huCD52-KI/KΟ基因 

轉殖老鼠的脾細胞 上的染 色強度。12G6-SFD1/K12及2C3- 

SFD1/K12抗體於經分離的脾細胞上皆顯現與Campath-1H® 

相同程度地辨識人類CD52 °此外，在抗體的兩個來源（小 

規模及大規模批次）之間的辨識位準沒有任何差別。

第93A-93B圖 顯示與Campath-1H®對照 組相 較之結合至 

12G6-SFD1/K12與2C3-SFD1/K12抗體（來自各種製造來源） 

的huCD52。第94圖顯示在使用來自各種製造來源的12G6- 

SFD1/K12及2C3-SFD1/K12抗體投藥之後72小時血液中整 

體淋巴細胞族群（CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、及B220+ B 

細胞）的含量°

實例62 : huCD52-KI/KO 基 因轉殖老鼠中抗-CD52抗體之 

PK數據分析

人類化 2C3-SFD1/K12、9D9-H16/K13 及 12G6-SFD1/K12 

抗體的藥物動力數據係於huCD52 KI/KO基因轉殖老鼠中 

測定。將老鼠靜脈內注射1毫克/公斤的抗體-及在給藥後 

兩小時開始於各種時間點收集血液，每一個抗體的循環位
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準係使用抗-人類IgG ELISA評估。對每一個人類化抗- 

CD52 2C3-SFD1/K12 ' 9D9-H16/K1 3 及 1 2G6-SFD1/K12 抗 

體而言，整體清 除速率為類似'且2C3-SFD1/K12顯現潛 

在地較快速動力'而12G6-SFD1/K12存在於血清中最長的 

時間。

第95A-95B圖 顯示在投藥後血液中2C3-SFD1/K12、9D9- 

H16/K13及12G6-SFD1/K12抗體隨時間之位準。

實例63 : huCD52-KI/KO基因轉殖老鼠中12G6及 2C3於 

EAE上預處理之評估

抗-CD52抗體治療對於減少整體的疾病發生及實驗性自 

體免疫腦脊髓 炎（EAE）的嚴重性之效果係於huCD52 KI/KO 

老鼠 中評估。huCD52-KI/KΟ老 鼠 以 2C3-SFD1/K12或 12G6- 

SFD1/K12於第-5至-1天的期間處理。ΕΑΕ （一種多發性硬 

化的模型）係經由使用於CFA 中乳化的MOG35-55肽的免 

疫化而被誘發，及使用百日咳毒素於第0及2天處理。經媒 

劑處理的老鼠於注射後第10天開始顯示癱瘓徵狀，其發展 

為嚴重的惡化型疾病。相反地，使用2C3-SFD1/K12或 

12G6-SFD1/K12抗體預處理的老鼠延緩了疾病的開始並使 

整體疾病嚴重性降低。

第96圖說明隨疾病惡化時間2C3-SFD1/K12及12G6- 

SFD1/K12的ΕΑΕ臨床評分。

實例64 ：抗體的Fc修飾以變更抗-CD52抗體的藥物動力數據

抗體的Fc區域的改變係1）藉由變更與Fc受體的交互作用 

而影響抗體的生物活性，及/或2）藉由變更與FcRn新生受
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體的交互作用而影響抗體的藥物動力數據。FcRn分子係表 

現於血管內皮神經及被相信係為IgG循環的主要部位。 

FcRn結合至抗體Fc部份，其接著變成內化於細胞中。具有 

與FcRn高親和力交互作用的抗體會循環回到細胞表面及釋 

出回到循-環，具低-親和力交互作用的抗體在細胞內離解及 

最終降解。增加與FcRn交互作用的定點突變誘 發產生與 

未經修飾抗體相較可維持在循環中較長時間的抗體。相反 

地，減少FcRn結合的抗體之Fc區域內的突變會縮短抗體的 

循環半衰期，已被敘述為會減少結合至FcRn造成較短循環 

半衰期的突變包含His435Ala單一突變及His310Ala/His435Gln 

雙突變(參考，例如，Kim等，"Mapping the site on 

human IgG for binding of the MHC class I-related receptor, 

FcRn," Eur. J. Immunol., 29:2819-2825 (1999) and

Kenanova等，「Ta订oring the Pharmacokinetics and Positron 

Emission Tomography Imaging Properties of Anti­

Car ci no embryonic Antigen Single-Chain Fv-Fc Antibody 

Fragments,」 Cancer. Res. 65(2):622-63 1 (2005)) °

2C3-SFD1/K12抗體突變以產生具有經變更之PK數據的 

His435Ala 2C3-SFD1/K12 (「2C3-SFD1/K12-修飾 1」)及 

His310Ala/His435Gln 2C3-SFD1/K12 (「2C3-SFD1/K12-修 

飾2」)抗體。進行Biacore分析以確認至老鼠及人類FcRn分 

子的減少結合。Campath-ΙΗ®及2C3-SFD 1/K12抗體 兩者以 

類似動力結合至每一個老鼠及人類FcRn分子。相反地， 

His435AIa 2C3-SFD1/K12抗體在低位準結合至老鼠FcRn但 
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不結合至人類 FcRn，His310Ala/His435Gln 2C3-SFD1/K12 

抗體並未結合至老鼠或人類FcRn分子，此顯示併入單或雙 

突變至2C3-SFD1/K12 Fc區域顯著地影響至老 鼠及人類 

FcRn的結合。

第 97A及 97B 圖說明 CampathlH® （「Campath」）、2C3- 

SFD1/K12 （ 「2C3」）、His435Ala 2C3-SFD1/K12

（「H435A 2C3」）及 His3 1 0Ala/His435Gin 2C3-SFD1/K12 

（「H310A/H435Q 2C3」）結合至老 鼠及人類FcRn分子之能 

力。

實例65 : C57BI/6老鼠中靜脈內投藥之後經Fc 修飾抗- 

CD52抗體的半衰期之評估

Fc修飾係併入2C3-SFD1/K12背脊骨以產生2C3- 

SFD1/K12-修飾1及2C3-SFD1/K12-修飾2抗體，所述抗體 

顯現出減少至負責維持抗體於循環中的FcRn 受體的結 

合。測 定2C3-SFD1/K12抗 體及 具減少 的FcRn結 合 之2C3- 

SFD1/K12-修飾1及2C3-SFD1/K12-修飾2抗體的藥物動力 

數據。C57BL/6老 鼠係用 於在標 的抗原 （2C3-SFD1/K12結 

合至人類CD52但不與老鼠CD52交互反應）不存在下評估藥 

物動力數據。將老鼠靜脈內注射1毫克/公斤的抗體，於各 

種時間點收集血液以藉由ELISA分析老鼠血清中的循環人 

類 IgGl 位準。2C3-SFD1/K12-修飾 1 及 2C3-SFD1/Κ 12-修飾 

2抗體皆較2C3-SFD1/K12抗體快速地自血液中被清除。 

2C3-SFD1/K12 具半衰期 403 小時，而 2C3-SFD1/K1 2-修飾 1 

具半衰期51小時及2C3-SFD1/K12-修飾2具半衰期8小時。
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SFD1/K12-修飾1、或2C3-SFD1/K12-修飾2抗體處理及在 

72小時之後評估CD4 T細胞、CD8+ T細胞、B細胞及NK細 

胞的存在。與投藥2C3-SFD1/K12抗體相較，投藥2C3- 

SFD1/K12-修飾1或2C3-SFD1/K12-修飾2抗體產 生血液及脾 

臟中減少的消耗位準。而且，於血液及脾臟中2C3-SFD1/K12- 

修飾1皆顯示較2C3-SFD1/K12-修飾2為大的消耗。

第100A及100B圖顯示在使用2C3-SFD1/K12 （ r 2C3」）、 

2C3-SFD1/K12-修飾 1 （ r 2C3-Fc 突變體 1」）及 2C3-

SFD1/K12-修飾 2 （ r 2C3-Fc突變體2」）抗體投藥之後72 

小時，血液及脾臟中整體淋巴細胞族群（CD4+ Τ細胞、 

CD8+ Τ細胞、Β220+ Β細胞、及ΝΚ細胞）的含量。 

實例68：人類化抗-CD52抗體的詳細抗原決定區專一性

使用Biacore T100儀器決定人類化12G6-SFD1/K12、 

2C3-SFD1/K12、及9D9-H16/K13抗 體 的詳細 抗原決 定區專 

一性。做為對照，使用相同方法評估細胞株097 （經純化之 

抗-人類CD52抗體，Biolegend）的抗原 決定區專一性5先前 

已使用肽ELISA方法特徵化細胞株097的抗原決定區專一 

性（Hale G, "Synthetic peptide mimotype of the CAMPATH- 

1 （CD52） antigen, a small glycosylphosphatidylinositol-

anchored glycoprotein," Immunotechnology, 1:175-187

（1995））。在此Biacore ΤΙ 00試驗中，使用胺耦合直接固定 

抗體於Biacore CM5 Series S浚甲基葡聚糖感測晶片（GE 

#BR-1006-68）上，轅甲基葡聚糖表面係使用0.1莫耳濃度的 

N-幾基琥珀醯亞胺（NHS）及0.4莫耳濃度的N-乙基-N—（3-二 
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甲基胺基丙基）碳化二亞胺鹽酸鹽（EDC）的1:1混合物活 

化，使該表面可結合在抗體上的反應性胺基。因為與IgGs 

相較，IgM抗體傾向於具較高位準的非-特定結合，故同時 

研究老鼠 IgMK （mlgMK）同 種型對照（Biolegend clone #MM- 

30）的結合。抗體固定化之後，反應感測晶片表面係使用1 

莫耳濃度乙醇胺鹽酸鹽/NaOH pH 8.5淬熄 > 在每一個晶片 

上的一個流動室為空白參考表面 > 後續流動室以10,000 

RU的抗體固定化。

合成一系列 包含人類CD52序列（MUT 1-MUT 12 （分別為 

SEQ ID NOS: 169-180），表 21）（參見，例如，Hale G, 

"Synthetic peptide mimotype of the CAMPATH- 1 （CD52）抗 

原、小糖基磷脂醯肌醇-錨定糖蛋白，"Immuno technology, 

1:175-187 （1995））的丙胺酸掃描 突變肽。結合至這些突變 

CD52肽及結合至野生型CD52肽的抗體係於濃度500奈莫 

耳濃度、100奈莫耳濃度、50奈莫耳濃度、及0奈莫耳濃度 

測試。將肽稀釋至試驗流動緩衝液> HBS-EP+ （10毫莫耳 

濃度HEPES、150毫莫耳濃度NaCl、0.05% P20表面活化 

劑、3毫莫耳濃度EDTA，pH 7.4）。亦包含100奈莫耳濃度 

樣品的複製。亦包含輕（κ）鏈特定鼠抗-老鼠IgM抗體 

（Southern Biotech Clone #1B4B1）做為 IgM對照。T100儀器 

樣品室及試驗溫度係分別設定為4°C及25°C。人類CD52肽 

樣品以50微升/分鐘流速注入五分鐘以測量關聯性，及以 

50微升/分鐘流速於H BS-EP+中沖洗五分鐘以測量離解。抗 

體表面係使用10毫莫耳濃度甘胺酸-HC1 pH 2.0於50微升/ 
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分鐘流速的六十秒注射剝除任何殘基的結合肽。分析係使 

用 Biacore T100 Kinetics Evaluation 軟體 v2.0 （GE 

Healthcare）執行，使用參考流動室及0奈莫耳濃度濃度差 

減（雙-參考差減）將數據相合至1：1模型。12G6-SFD1/K12 

抗體陰性（（-）-MUT 8）及陽性（（+），MUT 9）肽抗原決定區 

辨識的代表性感應圖譜係分別示於第101A及第101B圖。 

所收編的肽結合數據係摘要於表21。

細胞株097的先前特徵化結合專一性 （Hale G, 

"Synthetic peptide mimotype of the CAMPATH-1 （CD52） 

antigen, a small glycosylphosphatidyl inositol-anchored 

glycoprotein," Immuno techno logy, 1:175-187 （1995））係 由 以 

包含人類CD52的C-端部分的六個殘基的肽塗佈ELISA培養 

盤以及接著測量抗體至該被固定肽的結合而測定。每一個 

殘基係由所有20個胺基酸所取代。因為在此ELISA中這些 

肽係接附於固體表面，所以該試驗較此處所敘述Biacore 

T1 00試驗（其使用固定於表面的抗體，且所述肽於該表面 

上流動）可能更受抗體親抗原性作用影響。在ELISA研究 

中，發現在成熟型式的人類CD52的位置11及12 （分別為野 

生型殘基脯氨酸及絲胺酸）的丙胺酸取代會降低細胞株097 

至肽的強健結合，在此Biacore T100研究中，發現於位置 

11及12 （及位置7、8、9 '及10）的丙胺酸取代會廢去細胞 

株097的結合。ELISA試驗的假設性抗體親抗原性作用有 

可能是為何由ELISA方法所測定的細胞株097的對映抗原 

決定區較所敘述Biacore T100試驗所測定的為小之原因。
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2C3-SFD1/K12及12G6-SFD1/K12人類化抗體兩者至人類 

CD52肽序列的結合於位置7、8 '及11對丙胺酸取代係為 

敏感的，以及人類化9D9-H16/K13的結合於位置4 及11對 

丙胺酸取代係為敏感的。這些被定義的抗原決定區專一性 

與在實例4所觀察之結果重疊(摘要於表8)。不預期提供 

在結果之間的些微變化，因為在本個案中用於測量結合的 

Biacore T100方法與在實例4 所使用方法顯著不同。與本 

個案相反，在實例4，所設計CHO細胞係用於表現人類 

CD52的野生型或丙胺酸-取代突變體。於此種哺乳動物細 

胞表現的人類CD52可為糖化的而影響結合，此並非用於 

在Biacore T100試驗中所使用的 人類CD52之個 案。

表21 ：至丙胺酸掃描突變hCD52肽的結合

肽序列
2C3-SFD1/K12
皓合

9D9-H16/K13 
结合

12G6-SFD1/K12
结合

097结合 對照mlgM 
结合

MUT 1 AQNDTSQTSSPSADC + + + +

MUT2 GANDTSQTSSPSADC 4- + + +

MUT3 GQADTSQTSSPSADC + + + +

MUT4 GQNATSQTSSPSADC + - + +

MUT5 GQNDASQTSSPSADC + + + +

MUT6 GQNDTAQTSSPSADC + + + +

MUT7 GQNDTSATSSPSADC - + - -
MUT8 GQNDTSQASSPSADC - + -
MUT9 GQNDTSQTASPSADC + + +

MUT 10 GQNDTSQTSAPSADC + + +

MUT11 GQNDTSQTSSASADC - - -
MUT12 GQNDTSQTSSPAADC + + +

對照

WT1
GQNDTSQTSSPSADK- 
生物素

+ + + + -

WT2 生物素·
GQNDTSQTSSPSAD

+ - + + -

老鼠抗 
-mlgM

N/A N/A N/A N/A + +

(+)所偵測結合：最大回應(RmQ'ZRUs -針對500奈莫耳濃度肽注射
(-)沒有偵測到結合：最大回應(R,nax)<2RUs，針對500奈莫耳濃度肽注射 
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實例 69 : Campath-IH® 或 12G6-SFD1/K12 所誘發的 CD4 + 

T細胞反應之評估

CD4+ T細胞增生反應係在使用預先置入一組重疊15-mer 

肽(包 含得自Campath-IH®或 人類化12G6-SFD1/K12抗體的 

變異區的序列)的-自體移-植樹突狀細胞(DC)的重複活體外 

刺激之後加以評估。這些實驗利用正常人類供給者T細胞 

及DCs，結果之測量係經由定量氣化胸腺囉唳核昔合併響 

應經自體移植肽脈衝的抗原呈獻細胞(APC)而增生的人類 

CD4+ T細胞。

細胞製備:M PBMCs 自 得 自 BioMed Supplies (Carlsbad, 

CA)的正常人類供給者分離術產品分離，供給者血液的 

HLA單 倍型篩 選係由 Key Biologies, LLC (Memphis, TN)執 

行(表 22)。PBMCs係使用 Ficoll-Paque PLUS 密度梯度(GE 

Healthcare)及一系 列使用磷酸生理食鹽水(PBS, Invitrogen, 

Carlsbad, CA)沖洗而分離，依循製造商建議流程使用 

Dynal CD4+珠基底陽性分離套組(Invitrogen)將CD4+ T細 

胞自PBMC分離，將經分離CD4+ T細胞冷凍於回收細胞培 

養冷凍介質(Invitrogen)並儲存於液態氮。樹突狀細胞(DC) 

係藉由使用 GM-CSF (Leukine, Bayer, Leverkusin, 

Germany)及 IL-4 (Peprotech, Rocky Hill, NJ)析出附著性 

細胞六天而自PBMCs誘發，以GM-CSF及IL-4補充的介質 

於第4天置換，接著將DCs自燒瓶分離並冷凍於冷凍介質， 

接著轉移至液態氮儲存槽。
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表22 :供給者血液的HLA單倍型

Donor HLA DR haploytpe peptide set
BMS170 DRB1 0701 DRB1 1503 Campath
BMS154 DRB1 0301 DRB1 0302 Cam path
BMS150 DRB1 1101 DRB1 1302 Campath
BMS167 DRB1 0701 DRB1 1503 Cam path
BMS200 DRB1 0804 DRB1 1202 Cam path
BMS301 DRB1 1401 DRB1 1503 Cam path
BMS352 DRB1 0301 DRB1-1101 Campath
BMS362 DRB1 0302 DRB1 0302 Campath
BMS484 DRB1 0103 DRB1 1201 Campath/GLD52
BMS486 DRB1 1302 DRB1 1303 Campath/GLD52
BMS640 DRB1 0301 DRB1 1302 GLD52
BMS656 DRB1 301 DRB1 1101 GLD52
BMS902 DRB 仁0302 DRB1 0804 GLD52
BMS928 DRB1 1001 DRB1 1503 GLD52
BMS927 DRB1 1001 DRB1 1503 GLD52
BMS963 DRB1 0302 DRB1 1401 GLD52
BMS361 DRB1 1102 DRB1 1401 GLD52
BMS165 DRB1 1102 DRB1 1501 GLD52

rDonor」譯為」供給者」

rhaplotypej譯為」單倍型」

rpeptide set」譯為」肽組」

肽:色含Campath-ΙΗ®及 1 2G6-SFD1/K1 2的 重及 輕鏈變 

異區的肽係使用利用標準Fmoc-化學於CLEAR樹脂 

(Peptides International, Louisville, KY)的 Rainin 

Symphony自 動化肽合成器來合成。胺基酸(EMD 

Biosciences, San Diego, CA或 Anaspec, San Jose, Ca)係以 

第三-丁氧幾基(BOC)、第三·丁基(tBu)、2,2,4,6,7-五甲 

基二氫-苯並咲喃-5-磺醯基(Pbf)、或三苯甲基(Trt)族群 

正交地保護。使用具莫耳比6:6:3:12:1的胺基酸 

/HCTU/HOBt/DIEA/樹脂執行耦合。在每一個循環期間， 
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使用於DMF中的20%哌唳及2.5% 1,8-二氮雜雙環[5.4.0] 

十一-7-烯(DBU)溶液將 Fmoc自胺基端移除，使用2.5% 

水的15毫升/0.1毫莫耳濃度樹脂/2.5% TIS/5%苯甲瞇/90% 

TFA體積比的混合物執行自樹脂的去保護/裂解3小時，沉 

澱上層 清液於二乙瞇(-80°C )及於3 000轉每分鐘製粒10分 

鐘，傾析乙瞇及再次沖洗顆粒，接著冷凍乾燥粗肽。使 

用分析型 HPLC (XBridge C1 8 4.5 x 1 00mm, Waters Corp., 

M 订 ford, MA)及 MALDI-TOF 質譜儀(Synapt, Waters Corp., 

M订ford, MA)驗證序 列及評估純度，所有試劑為HPLC級 

(EMD Biosciences, San Diego, Ca or Sigma Aldrich, St. 

Louis, MO)。將經冷凍乾燥的肽再次懸浮於100% DMSO 

(Sigm町。將四十三個Campath- 1 Η®肽合併至11個直鏈 

組，每一組包含3或4個肽(表23 :從上到下，輕鏈肽以 

SEQ ID NOs: 187-206 表示，以及重鏈肽以 SEQ ID NOs: 

207-229表示)。42個12G6-SFD 1/K1 2肽合併至8個直鏈 

組，每一組包含五或六個肽(表24 :從上到下，輕鏈肽以 

SEQ ID NOs: 230-250 表示，以及重鏈肽以 SEQ ID NOs: 

251-271 表示)。
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表23 : 43個Campath-IH® 15-mer輕鏈及重鏈肽5每一個重

疊10個胺基酸

Campath-IH® 肽

light chain heavy chain
Peptide HD# Peptide ID#
DIQMTQSPSSLSASV 978 QVQLQESGPGLVRPS 998
QSPSSLSASVGDRVT 979 ESGPGLVRPSQTLSL 999
LSASVGDRVTITCKA 980 LVRPSQTLSLTCTVS 1000
GDRVTITCKASQNID 981 QTLSLTCTVSGFTFT 1001
ITCKASQNIDKYLNW 982 TCTVSGFTFTDFYMN 1002
SQNIDKYLNWYQQKP 983 GFTFTDFYMNWVRQP 1003
KYLNWYQQKPGKAPK 984 DFYMNWVRQPPGRGL 1004
YQQKPGKAPKLLIYN 985 WVRQPPGRGLEWIGF 1005

GKAPKLLIYNTNNLQ 986 PGRGLEWIGFIRDKA 1006
LLIYNTNNLQTGVPS 987 EWIGFIRDKAKGYTT 1007
TNNLQTGVPSRFSGS 988 IRDKAKGYTTEYNPS 1008
TGVPSRFSGSGSGTD 989 KGYTTEYNPSVKGRV 1009
RFSGSGSGTDFTFT工 990 EYNPSVKGRVTMLVD 1010
GSGTDFTFTISSLQP 991 VKGRVTMLVDTSKNQ 1011
FTFTISSLQPEDIAT 992 TMLVDTSKNQFSLRL 1012
SSLQPEDIATYYCLQ 993 TSKNQFSLRLSSVTA 1013
EDIATYYCLQHISRP 994 FSLRLSSVTAADTAV 1014
YYCLQHISRPRTFGQ 995 S SVTAADTAVYYCAR 1015
HISRPRTFGQGTKVE 996 ADTAVYYCAREGHTA 1016
RTFGQGTKVEIKRTV 997 YYCAREGHTAAPFDY 1017

EGHTAAPFDYWGQGS 1018

APFDYWGQGSLVTVS 1019
WGQGSLVTVSSASTK 1020

「light chain」譯為「輕鏈」

r heavy chai η」譯為「重鏈」

rPeptide」譯為「肽」
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表24 : 42個12G6-SFD1/K12 15-mer輕鏈及重鏈肽，每一個

重疊10個胺基酸

12G6-SFD1/K12 肽
light chain
Pep七ide
DIVMTQTPLSLSVTP 

QTPLSLVTPGQPAS 
LSVTPGQPASISCKS 
GQPASISCKSSQSLL 
ISCKSSQSLLYSNGK 
SQSLLYSNGKTYLNW 
YSNGKTYLNWVLQKP 
TYLNWVLQKPGQSPQ 

VLQKPGQSPQRLIYL 
GQSPQRLTYLVSKLD 
RLIYLVSKLDSGVPD 
VSKLDSGVPDRFSGS 

SGVPDRFSGSGSGTD 
RFSGSGSGTDFTLKI 
GSGTDFTLKISRVEA 
FTLKISRVEAEDVGV

heavy chain

SRVEAEDVGVYYCVQ 
EDVGVYYCVQGSHFH 
YYCVQGSHFHTFGQG 
GSHFHTFGQGTKLEI 
TFGQGTKLEIKRTVA

ID#
1027

1028
1029
1030

1031
1032
1072
1073
1074
1036
1037
1038

1039
1040
1041
1042
1043
1075
1076
1077
1078

Peptide ID#
EVQLVESGGGLVQPG~104 8

ESGGGLVQPGGSLRL 1049
LVQPGGSLRLSCAAS 1050
GSLRLSCAASGFPFS 1079
SCAASGFPFSNYWMN 1080
GFPFSNYWMNWVRQA 
NYWMNWVRQAPGKGL 
WVRQAPGKGLEWVGQ 

PGKGLEWVGQIRLKS 
EWVGQIRLKSNNYAT 
Irlksnnyathyaes 
NNYATHYAESVKGRF 

HYAESVKGRFTISRD 
VKGRFTISRDDSKNS 
TISRDDSKNSLYLQM

1081 
1082
1055

1056 
1060 
1061 
1062

1063
1064
1065

DSKNSLYLQMNSLKT 1066
LYLQMNSLKTEDTAV 1067
NSLKTEDTAVYYCTP 1068
EDTAVYYCTPIDYWG 1083
YYCTPIDYWGQGTTV 1084
IDYWGQGTTVTVSSA 1085

'peptide」譯為」肽」

r light chain」譯為」輕鏈」

rheavy chain」譯為」重鏈」

活體外刺激

DC抗原脈衝及成熟:在以肽處理前，將DCs融解，沖洗 

及析 出於以5% 人類血清(HS, Sigma, St. Louis, MO)、1 % 

盤尼西尼-鏈黴素(Invitrogen, Carlsbad, CA)、100奈克/毫 

升 GM-CSF、及 20奈克/毫升 IL-4補充的 RPMI (Invitrogen, 

Carlsbad, CA)，將DCs以2 x 1 0’細胞/毫升在6-孔組織培養 

盤培養於4毫升介質，並使之於37°C附著1小時。在細胞附 

著之後，將10微克/毫升(總共40微克)的每一個肽加至包含

148244.doc -209-



1529247

DCs的孑L，關聯於120微克或160微克的總肽加至每一個孔 

(Campath-IH® 3-肽或4-肽群組)，或200微克或240微克的 

總肽加至每一個孔(12G6-SFD1/K12 5-肽或6-肽群組)。將 

40微克 的 泛-DR結合抗原 決定區(PADRE)加至DCs的一個孔 

並用做陽性對照，因為其可結合至大多數HLA-DR分子 

(Alexander J, 等，"Development of high potency universal 

DR-restricted helper epitopes by modification of high 

affinity DR-blocking peptides," Immunity, 1:751-761

(1994))。同樣地，將每一種都40微克的三種HLA-DR結合 

破傷風類毒素肽(DTIMMEPPYCKGLDIYYKA (SEQ ID NO: 

183)、SAMLTNLIIFGPGPVLNKNEV (SEQ ID NO: 184)、 

及 NNFTVSFWLRVPKVSASHLE (SEQ ID NO: 185))加至 

DCs的一個孔。類似地，熱滅活腺病毒係用做陽性抗原來 

源並將其以1微克/毫升加至DCs的一個孔。最後，DCs的 

一組維持不以抗原脈衝並用以做為「零」培育組。與各種 

抗原脈衝的DCs於3 7°C培養至少三小時，接著將DCs以包 

含50奈克/毫升TNF-a、10奈克/毫升IL-6, 25奈克/毫升IL- 

1 卩(Peprotech, Rocky Mil, NJ)及 500 奈克 / 毫升 PGE-2 

(Sigma Aldrich, St. Louis, MO)的'成熟細胞介素混合物'處 

理，接著使抗原脈衝DCs於37°C過夜成熟。

共-培養的建立:在肽裝載及成熟化之後，使用PBS洗 

DCs兩次，並使用以10% HS補充的4毫升RPMI再補足。 

融解自體移植CD4+ T細胞並將其以2 X 106細胞/毫升再懸 

浮於以10% HS、盤尼西尼、及鏈黴素補充的RPMI ＞接著 
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將DCs以10:1 T細胞：DC比值(8 X ΙΟ6 T細胞：8 x 10' 

DCs)於8毫升介質中使用自然CD4+ T細胞培養。接著於 

37°C共-培養7天。在共-培養開始後約72小時，將細胞以25 

IU 重組 IL-2 (Peprotech, Rocky Hill, NJ)補充，及之後每 3-4 

天進一步以25 IU重組IL-2於新介質中補充。

共-培養的再刺激:在第7天(Stim #2)及 第14天(Stim 

#3)，共-培養依循下列步驟再刺激。

增生試驗：於5 X 105細胞/毫升於1毫升介質在24-孔低結 

合培養盤中，如上文所敘述析出、抗原脈衝及成熟DCs以易 

於細胞至U-底試驗培養盤的後續轉移。一種無關的HLA_DR 

結合肽，CS 378-398 (肽序列 DIEKKIAKMEKASSVFNVVNS 

(SEQ ID NO: 186))，係用做陰性對照(Alexander J,等， 

"Development of high potency universal DR-restricted helper 

epitopes by modification of high affinity DR-blocking peptides," 

Immunity, 1:751-761 (1994)) ° 在 24小時 DC 熟 化之後，使用冰 

冷PBS洗液將細胞自培養盤脫離，將DCs以1:1 T細胞：DC 

比值(2.5 X 104 DC/孔)與經抗原刺激T 細胞培養於U-型底 

96孔培養盤，每一個T細胞群組使用以培育肽(特定反應) 

脈衝的DC及以不關連肽(非特定反應)脈衝的DC，以及僅T 

細胞及僅DC對照重覆試驗三次。在每孔加入1微Ci氛化胸 

腺囉噪核昔(Perkin Elmer, Waltham, MA)之前進行試驗72 

小 時，細胞於96孔培養盤收集器(Perkin Elmer)收集及所併 

入之氛化胸腺囉唳核昔 的量係經由於 Wallac Microbeta 

Trilux計數器(Perkin Elmer)上測量CPM而定量。刺激指數 

係由將特定CPM除以非特定CPM而計算之。
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T細胞受體(TCR) V B用途••將增生試驗建立後所留下的 

任何CD4+ T細胞冷凍以進行T細胞受體V卩鏈表現的最後 

測定，融解細胞並依照製造商指示於IOTest Beta標示套 

組(Beckman Coulter, France)以辨識24種共斬.VP族成員的 

抗體染色30分鐘 > 在以PBS沖洗及以1%甲醛補充之後，於 

FACScalibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ)分析細 

胞5計算表現每一個被偵測的V-0鏈的細胞之百分率 > 如 

於第102圖及第103圖所摘要。

Campath-IH®致免疫性評估

Campath-IH®肽的致免疫性評估係如上文所敘述使用得 

自BioMedSupply (BMS)的十個正常供給者的PBMCs來執 

行，由刺激指數所顯示的反應摘要係描述於表25A。每一 

個供給者列於一行，及每一列列出用於刺激CD4+ T細胞的 

肽群組。刺激指數(SI)係經由將對培育肽群組的特定免疫 

反應除以非關連反應來測定，$1值< 2.0則未列出。摘要於 

表25 A的十個供給者中每一個的 增生數據係報告於第104A- 

J圖。六個供給者顯現大於2.0的刺激指數，及結果稱之為' 

「Campath-IH®反應者」。當使用兩個不同肽群組進行試 

驗時，自反應者其中一個的培育CD4+ T細胞，BMS352， 

顯現特定免疫反應。第七個供給者'BMS486，亦被分類 

為「反應者」，在此供給者*刺激指數為背景的1.7倍»其 

係以輕鏈肽群組986-989記錄。當評估此供給者內經培育T 

細胞培養的V卩向上調節時，其顯示986-989經培育T細胞 

顯現單一 V β(Υβ3)的高度向上調節(第102圖)。單一 V卩的 
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向上調節及特定增生反應顯示BMS486為Campath-IH®反 

應者，三個未-反應供給者，BMS200、BMS154、及 

BMS167，未顯示出增生數據或V卩向上調節，此顯示肽特 

定免疫反應未發生。Campath-IH® 數據係定量為70% 

(7/10)反應者速率。引出免疫反應的肽群組總數為八，這 

八個免疫原性肽群組中的三個於具刺激指數3.0或更高的 

個別供給者引出強烈反應(表26)。

表25 :刺激指數數據摘要

• 表 25A. Campath-IH®刺激指數

Campath-IH® Stimulation Index
BMS200 BMS301 BMS154 BMS484 BMS362 BMS486 |BMS150 BMS167 BMS170 BMS352

982, 983, 984 & 987
988, 989 & 990
985, 986, 991 & 992 2.6
993, 994, 995 & 996
997, 998 & 999 Vid
978, 979, 980, 981
9Θ2, 983, 984, 985 2.0
986, 987, 988, 989 2.1 1.7
990. 991,992. 993
994, 995, 996, 997 2.1
998. 999,1000,1001
1002, 1003, 1004, 1005
1006, 1007, 1008, 1009 4.2 5.4
1010, 1011, 1012. 1013 3.0
1014, 1015, 1016, 1017
1018, 1019, 1020
PADRE zo 2.0 2.5 2.5 2.8 10.5 2.6
Tetanus 11.2 2.3 4.5 2.3 25.9
Ad-Bgal-HI 27.6 4.5 2.6 3.1 13.0 3.8 24.2 44.5 46.6 3.2
Null

表25B : 12G6-SFD1/K12刺激指數
12G6-SFD1/K12 Stimulation Index

BMS484 BMS486 BMS856 BMS640 BMS361 BMS165 BMS902 BMS928 BMS927 BMS963
1027, 1028,1029,1030, 1031
1032,1072,1073,1074,1036 2.5
1037,1038,1039,1040, 1041
1042,1043,1075,1076,1077,1078
1048,1049, 1050,1079,1080
1081, 1082,1055,1056,1060
1061, 1082,1063, .1064,1065 20 nd
1066, 1067,1068,1083, 1084,1085 2.0
PADRE 3.6 2.2 9.8 2.4 Z3 4.7
TT-974, 975, 976 29 5.2 3.2 5.7 12.9 3.7 4.3 22.4
Ad-Bgal 17.6 11.0 10.9 31.7 29.1 29.3 10.3 8.4 6.3
Null

實例70 :由12G6-SFD1/K12所誘發CD4+ T細胞反應之評估

12G6-SFD1/K12變異區的致免疫性評估及VB分析係如在

實例69對Campath-IH®所敘述的來執行，其使用得自十個 
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正常供給者的細胞。摘要於表25B的該十個供給者中每一 

個的增生數據係報告於第105A-J圖。這十個供給者中的兩 

個亦用於上文所敘述之Campath-1 Η®評估（BMS486及 

BMS484），而 其餘八個僅以12G6-SFD1/K12肽測試。一個 

供給者，BMS484，對三個肽群組反應並被分類為「12G6- 

SFD1/K12反應者」（表25Β）。兩個供給者，BMS927及 

BMS928，每一者皆對一個肽群組反應，而因此亦被分類 

為「反應者」。供給者BMS928對包含重鏈肽1066、1067、 

1068、1083、1084、及1085的群組顯示2.0的弱刺激指 

數»此反應可由分析增生Τ細胞對V卩用途而確認。反應的 

BMS928 Τ細胞顯現單一 V卩（V卩20）的向上調節（第103圖）。 

供給者BMS927於使用一組輕鏈肽培育的Τ細胞中顯示2.5 

的刺激指數'反應的BMS927 Τ細胞的V卩分析並未顯示相 

對於背景的單一 V卩向上調節。然而，此供給者保留在「反 

應者」類別，因為V卩套組僅代表70%的所有可能V®用途。 

在這10個供給者的致免疫性的12G6-SFD1/K12速率為30% 

（3/10），少於Campath- 1H®反應者速率的一半（70%），總共 

五個肽群組引出反應，然而五個群組中沒有一個產生大於 

3.0的刺激指數（表26）。

表26 : Campath-IH®及12G6-SFD1/Κ 12免疫反應之摘要
Campath-1H® 12G6-SFD1/K12

反應者百分率 70% (7/10) 30% (3/10)
引出反應的肽群组數目 8 5
具刺激指數2 3.0的反應肽群組 3/8 (38%) 0/3 (0%)

總結
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本文所引用的所有專利、公開申請案及參考文獻之意旨 

係以其全文併入做為參考。

儘管本發明已經由參考其實例具體實施例而特別地示出 

及敘述，熟知該技藝者將了解可進行各種型式和細節的變 

化而不偏離由所附申請專利範圍所包含的本發明範圍。

【圖式簡單說明】

第1A-1B圖為一種新穎抗-CD52單株抗體的發展之示意 

表示。一般方案係說明於第1A圖及老鼠抗-人類CD52抗體 

株及其同種型的名稱係顯示於第1B圖。

第2圖為許多老鼠抗-人類CD52 κ輕鏈序列(SEQ ID 

NOS:1-13)的 胺 基酸序 列 之排 列。Campath-1G為一種老鼠 

單株抗體'由 此得到 人類化Campath-ΙΗ抗體。

第3圖為許多老鼠抗-人類CD52重鏈序列(SEQ ID 

NOS:14-26)的胺基酸序列之排列。Campath-1G為一種老鼠 

單株抗體，由此得到人類化Campath-IH抗體。

第4圖為野生型CD52及10種突變體CD52蛋白(SEQ ID 

NOS: 104-114，自 上到下)之排列。

第5A圖說明抗體4B10及7F11於表現CD52丙胺酸掃描突 

變體的細胞的基於-FACS的N-端結合數據。

第 5B 圖說 明抗體 CF1D12、3G7、9D9、5F7、4G7 及 

11C11於表現CD52丙胺酸掃描突變體的細胞的基於-FACS 

的中間區域結合數據。

第 5C圖說明抗體 Campath-IH® ("Campath 1H")、2C3、

12G6、及23E6於表現CD52丙胺酸掃描突變體的細胞的基 
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於-FACS的結合數據。

第5D圖說明使用嵌合單株抗體組探查的CD52 +/- N-鏈 

結醜化的免免疫墨點。

第6圖為一種顯示於在CHO-K1 CD52 #67細胞上篩選的 

各種嵌合抗-CD52抗體的1.5小時CDC試驗的結果之圖。結 

果 顯示嵌 合抗體 4B10 及 7F11 與 Campath-1H® （"Campath 

1H"）相匹比或更佳。

第7圖為一種顯示於在CH0-K1 CD52 #67細胞上篩選的 

各種CD52上嵌合IgGl抗體的14小時ADCC試驗的結果之 

圖。結果顯示嵌合抗體2C3及12G6與Campath-1H® 

（"Campath 1H"）相 匹比或更佳。

第8A-8C圖說明替代抗-CD52 抗體及Campath-1H® （"C- 

1H"）抗體至經定義人類淋巴細胞族群的比較結合。這些圖 

顯示由FACS試驗所篩選的嵌合抗體的結合能力之層系。 

至最右端的曲線證實最高結合能力，然而至最左端的曲線 

以較低親合力結合。

第9A-9C圖為說明在以嵌合抗體 7F11、8G3、23E6、 

12G6、4B10 ' 或 5F7、或是 Campath-1H® （"Cam"）投 藥 之 

後72小時血液中CD4 T細胞（第9A圖）、'CD8 T細胞（第9B圖） 

及CD19 B細胞（第9C圖）的含量的圖。

第10A-10C圖為說明在以嵌合抗體7F11、8G3、23E6、 

12G6 ' 4B10 ' 或 5F7、或是 Campath-1H® （"Cam"）投藥之 

後72小時脾臟中CD4 T細胞（第10A圖）、CD8 T細胞（第10B 

圖）及CD19 B細胞（第10C圖）的含量的圖。
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第11A-11C圖為顯示在以嵌合抗體2C3、9D9、4B10、 

3G7、或 11CU、或是 Campath-1H® ("Cam")投 藥之後 72 小 

時血液中CD4 T細胞(第1 1A圖)、CD8 T細胞(第11B圖)及 

CD19 B細胞(第11C圖)的含量的圖。

第12圖為一種說明在使用7F11、4B10、或12G6嵌合單 

株抗體、或是Campath-1H® ("Campath")處理後存活老鼠 

百分率的Kaplan Meier存活圖。

第13圖為一種說明在使用2C3、8G3、或23E6嵌合單株 

抗體、或是Campath-1H® ("Campath")處理後存活老鼠百 

分率的Kaplan Meier存活圖。

第14圖為一種說明在使用9D9或4B 10嵌合單株抗體、或 

是Campath-1H® ("Campath")處 理後 存活老 鼠百 分率的 

Kaplan Meier存活圖 °

第15圖為一種說明在使用2C3或UC11嵌合單株抗體、 

或是Campath- 1H® ("Campath")處理後存活老 鼠百分率的 

Kaplan Meier存活圖。

第16圖為一種具最符合人類生殖株序列(SEQ ID NO: 97) 

的老 鼠抗-人類CD52抗體4B10重鏈變異 區(SEQ ID NO: 96) 

序列及人類化重鏈變異區序列(SEQ ID NO: 98)之排列。亦 

示出的是具最符合人類生殖株序列(SEQ ID NO: 100)的老 

鼠抗-人類CD52抗體4B10輕鏈變異 區(SEQ ID NO: 99)序列 

及人類化輕鏈變異區序列(SEQ ID NO: 101)之排列。

第17圖顯示人類化4E10重鏈(SEQ ID NO:103)及輕鏈 

(SEQ ID NO:102)變異區序列。
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第18圖為一種顯示人類化抗體4Β10-Η1/Κ1（"4Β10-人類 

化"）及嵌合抗體4B10相當地結合至表現CD52的細胞的圖。

第19圖為一種顯示人類化抗體4Β10-Η1/Κ1（"4Β10-人類 

化"）及嵌合抗體4B40媒介相當ADCG活性於表現CD52的細 

胞的圖。

第20圖為一種顯示人類化抗體4B10-H1/K1 （"4B10-人類 

化"）及嵌合抗體4B 10媒介相當CDC活性於表現CD52的細胞 

的圖。

第21圖為一種說明嵌合抗-CD52抗體（12G6、7F11及 

4B10） ' Campath-1H® （"Campath"） ' 及人類化抗-CD52 抗 

體4Β10-Η1/Κ1（"4Β10人類化（H1/K1）"）於異型接合的 

huCD52基因轉殖老鼠的藥物動力數據的圖

第22A-22C圖為一種顯示在使用嵌合抗體4B10或人類化 

抗體 4 B10-H1/K1 （"4B10-Hu"）或 Campath-1H® （"Campath"） 

投藥之後72小時血液中CD4 T細胞（第22A圖）、CD8 T細胞 

（第22B圖）及CD19 B細胞（第22C圖）的含量的圖。

第23圖為一種顯示抗-CD52單株抗體的相對結合親合力 

之摘要的圖。

第24圖顯示人類化7F11董及輕（κ）鏈變異區序列。回復 

突變為老鼠殘基的胺基酸殘基加底線及CDR以粗體表示。

第25圖為一種顯示嵌合及人類化7F11抗體相當地結合至 

表現CD52的細胞的統計表。X軸表示由所結合抗-CD52抗 

體所放出的螢光，其中每一個峰的面積表示總細胞族群。

第26A圖顯示人類化2C3重鏈變異區序列。回復突變為
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老鼠殘基的胺基酸殘基加底線及CDR以粗體表示的圖。第 

26B圖顯示人類化2C3輕（κ）鏈變異區序列。回復突變為老 

鼠殘基的胺基酸殘基加底線及CDR以粗體表示。

第27 A圖 為一種顯示人類化及嵌合2C3抗體結合至表現 

CD52的細胞的統計表。X軸表示由所結合抗-CD52抗體所 

放出的螢光，其中每一個峰的面積表示總細胞族群。第 

27B圖為一種顯示嵌合及人類化2C3抗體的子群相當地結 

合至表現CD52的細胞的統計表。X軸表示由所結合抗- 

CD52抗體所放出的螢光，其中每一個峰的面積表示總細 

胞族群。

第28A圖顯示人類化12G6重鏈變異區序列。回復突變為 

老鼠殘基的胺基酸殘基加底線及CDR以粗體表示。第28B 

圖顯示人類化12G6輕（κ）鏈變異區序列。回復突變為老鼠 

殘基的胺基酸殘基加底線及CDR以粗體表示。

第29圖為一種顯示嵌合及人類化12G6抗體的 子群相當地 

結合至表現CD52的細胞的統計表。X軸表示由所結合 

抗-CD52抗體所放出的螢光，其中每一個峰的面積表示總 

細胞族群。

第30A圖顯示人類化9D9重鏈變異區序列。回復突變為 

老鼠殘基的胺基酸殘基加底線及CDR以粗體表示的圖。第 

30B圖顯示人類化9D9輕（κ）鏈變異區序列。回復突變為老 

鼠殘基的胺基酸殘基加底線及CDR以粗體表示。

第31圖為一種顯示嵌合及人類化9D9抗體的 子群相當地 

結合至表現CD52的細胞的統計表。X軸表示由所結合 
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抗-CD52抗體所放出的螢光，其中每一個峰的面積表示總 

細胞族群。

第 32A圖顯示 Campath-ΙΗ® ("C1H") > 嵌合 2C3 抗體、 

及人類化2C3-SFD1/K12抗體至初代人類T細胞及huCD52基 

因轉殖老鼠T細胞的結合曲線一。第32E圖顯示Campath-IH® 

("C1H")、嵌合9D9抗體、及人類化9D9抗體至初代人類T 

細胞及huCD52基因轉殖老鼠T細胞的結合曲線。第32C圖 

顯示Campath-IH® ("C1H")、嵌合12G6抗體及人類化12G6 

抗體至初代人類T細胞及huCD52基因轉殖老鼠T細胞的結 

合曲線。

第33圖為一種顯示Campath-IH®、嵌合2C3及12G6抗體 

及人類化2C3及12G6抗體至表現人類及基因轉殖老鼠T細 

胞的huCD52之相對結合效率的表。

第34圖藉由流式細胞計數法說明人類化抗-CD52 

Campath-IH®、2C3、12G6、及9D9抗體至人類週邊血液 

單核細胞族群的經定義子集之相對結合形式。這些統計表 

顯示人類化抗-CD52抗體結合係相 當於Campath-IH®對各 

種表現CD52的人類PBMC子集的抗體結合。X軸表示由所 

結合抗-CD52抗體所放出的螢光，其中每一個峰的面積表 

示總細胞族群。

第35圖為顯示嵌合及人類化7F11抗體媒介相當ADCC活 

性於表現CD52的細胞的一圖一。

第36圖為顯示嵌合及人類化7F11抗體媒介CDC活性於表 

現CD52的細胞的圖。
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第37圖為顯 示嵌合及人類化2C3抗體媒 介ADCC活性於 

表現CD52的細胞的圖。

第38圖為顯示嵌合及人類化2C3抗體媒介CDC活性於表 

現CD52的細胞的圖。

第39圖 為顯示嵌合及人類化12G6抗體媒介ADCC活性於 

表現CD52的細胞的圖。

第40圖為顯示嵌合及人類化12G6抗體媒介CDC活性於表 

現CD52的細胞的圖。

第41圖為顯示嵌合及人類化9D9抗體媒 介ADCC活性於 

表現CD52的細胞的圖。

第42圖為顯示嵌合及人類化9D9抗體媒介CDC活性於表 

現CD52的細胞的圖。

第43圖為一種顯示人類化抗-CD52抗體於初級T細胞的 

ADCC活性啲圖。

第44圖為一種顯示人類化抗-CD52抗體於初級T細胞的 

CDC活性的圖。

第45圖為一種顯示Campath-1 Η而 非 其他抗-CD52抗 體 的 

中性化的圖，其係使用包含抗-Campath-ΙΗ®中和抗體的 

CAMMS223研究人類血清樣品。血清樣品係在第12個月 

(Ml 2)及第13個月(Ml 3)取自代表性病 人(MS-1)。

第 4 6 A-46E 圖顯示在使用 Campath-1H® ( r Campath」)及 

人類化4B10-H1/K1 ( Γ 4Β1 0」)抗體投藥之後72小時血液 

中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B220+ E細胞、NK細胞、 

骨髓樣的細胞及嗜中性球的含量。
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第 47A-47E 圖顯示在使用 Campath- 1H® （「Campath」）及 

人類化4Β10-Η1/Κ1（ Γ 4Β10」）抗體投藥之後72小時脾臟中 

CD4+ Τ細胞、CD8+ Τ細胞、Β220+ Β細胞、ΝΚ細胞、骨 

髓樣的細胞、嗜中性球及巨噬細胞的含量。

第 48 Α-48Ε 圖顯示在使用 Campath- 1H® （「Campath」）及 

人類化4 B10-H1/K1 （ Γ 4Β10」）抗體投藥之後2小時循環細 

胞介素的含量。

第49Α及49Β圖 顯示 在使用Campath-1 Η® （「Campath」） 

及人類化4 B10-H1/K1 （ Γ 4Β10」）抗體，（毫克/公斤）投藥 

之後循環細胞介素隨時間的再增殖。

第50A-50E圖 顯示 在使用 人類化7F11-SFD1/K2 （ r 7F11 

SFD1」）及 7 Fl 1-SFD2/K2 （「7F11 SFD2」）抗體投藥之後 

72小時血液中CD4+ Τ細胞、CD8+ Τ細胞、Β220+ Β細胞、 

ΝΚ細胞、骨髓樣的細胞及嗜中性球的含量。

第51Α-51Ε圖顯示 在使用 人類化7FU-SFD1/K2 （ r 7F11 

SFD 1」）及 7F11-SFD2/K2 （「7FU SFD2」）抗體投藥之後 

72小時脾臟中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B220+ B細胞、 

NK細胞、骨髓樣的細胞及嗜中性球的含量。

第52A-52F圖 顯示在使用 人類 化7F11-SFD1/K2 （「7FU 

SFD1」）及 7F11-SFD2/K2 （「7F11 SFD2」）抗體投藥之後 2 

小時循環細胞介素的含量。

第53人及538圖顯示在使用 人類化7F11-SFD1/K2 （ r 7F11 

SFD 1」）及 7 FU-SFD2/K2 （「7F11 SFD2」）抗體投藥，（毫 

克/公斤）之後循環細胞介素隨時間的再增殖。
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第 54A及 54B 圖顯示 在使用 Campath-1H® （「Campath」）、 

7FU-嵌合抗體、及人類化 7F11-SFD1/K2 與 7F 11-SFD2/K2 

抗體投藥之後72小時血液中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞及 

B220+ B細胞的含量。

第55圖顯示投藥之後血液中Campath-1H® （「Campath」）、 

7F11-C嵌合抗體及人類化7F11-SFD1/K2與7F1 1-SFD2/K2抗 

體隨時間的含量。

第56A-56E圖 顯 示使用2C3-SFD1/K12抗體投 藥 之後72小 

時血液中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B220+ B細胞、NK 

細胞及嗜中性球的含量。

第57A-57E圖 顯示使用2C3-SFD1/K12抗體投藥之後72小 

時脾臟中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B220+ B細胞、NK 

細胞及嗜中性球的含量°

第58A-58F 圖顯示使用2C3-SFD1/K12（"2C3"）抗體投藥 

之後2小時循環細胞介素的含量。

第59圖顯示在使用2C3-SFD1/K12抗體投藥，（毫克/公 

斤）之後循環細胞介素隨時間的再增殖。

第60A-60E圖 顯示在使用12G6-SFD1/K11抗體投藥之後 

72小時血液中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B220+ B細胞、 

NK細胞、骨髓樣的細胞、巨噬細胞及嗜中性球的含量。

第61A-61E圖顯示在使用12G6-SFD1/K11抗體投 藥之後 

72小時脾臟中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B220+ B細胞、 

NK細胞、巨噬細胞、嗜冲性球及骨髓樣的細胞的含量。

第 62A-62F 圖 顯示在使用 12G6-SFD1/K11 （「12G6 hu」） 
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抗體投藥之後2小時循環細胞介素的含量。

第63圖顯示在使用12G6-SFD1/K1 1抗體投藥，（毫克/公 

斤）之後循環淋巴細胞隨時間的再增殖。

第64A-64C圖顯示投藥之後血液中2C3-嵌合、2C3- 

SFD1/K12、12G6-嵌合、12G6-SFD1/K11、9D9-嵌合及 

9D9-H10/K12抗體隨時間的含量。

第65A-65E圖 顯示在使用9D9-H10/K12 （「9D9」）抗體投 

藥之後72小時血液中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B220+ B 

細胞、NK細胞、骨髓樣的細胞、巨噬細胞及嗜中性球的 

含量。

第66A-66E圖顯示在使用9D9-H10/K12 （「9D9」）抗體 

投藥之後72小 時脾臟中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B220 + 

B細胞、NK細胞、骨髓樣的細胞、嗜中性球及巨噬細胞的 

含量。

第67A-67F圖顯示在使用9D9-H10/K12 （「9D9」）抗體 

投藥之後2小時循環細胞介素的含量。

第68圖顯示在使用9D9-H10/K12 （ r 9D9」）抗體，（毫克/ 

公斤）投藥之後循環淋巴細胞隨時間的再增殖。

第 69A-69D 圖顯示在使用 Campath-1 Η® （「Campath」）、 

2C3-SFD1/K12 （「2C3」）、12G6-SFD1/K11 （「12G6」）及 

9D9-H10/K12 （「9D9」）抗體投藥之後72小 時血液中整體 

淋巴細胞族群（CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、及B細胞）及 

CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B220+ B細胞及NK細胞子形 

式的含量。
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第 70A-70D圖 顯示在使用 Campath-IH® （「Campath」）、 

2C3-SFD1/K12 （「2C3」）、12G6-SFD1/Κ 11 （「12G6」）、 

及9D9-H10/K12 （ r 9D9」）抗體投藥之後72小時脾臟中整 

體淋巴細胞族群（CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、及B細胞）及 

CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B220+ B細胞及NK細胞子形 

式的含量。

第 71A-71F 圖顯示在使用 Campath-IH®、2C3-SFD1/K12、 

12G6-SFD1/KU、及9 D9-H10/K12抗 體投 藥之後2小 時循環 

細胞介素的含量。

第72圖顯示 在使用9D9-H10/K12及9D9-H11/K12 抗體投 

藥之後72小時血液中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B220+ B 

細胞及NK細胞的含量。

第73圖顯示 在使用9D9-H10/K12及9D9-H1 1/K12抗 體投 

藥之後72小 時脾臟中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B220+ B 

細胞及NK細胞的含量。

第 74A-74D 圖顯示 在使用 12G6-SFD1/K1 1 （「12G6

K11」）及12G6-SFD1/K12 （厂12G6 K12」）抗體投 藥之後72 

小時血液中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B220+ B細胞、 

NK細胞及骨髓樣的細胞的含量。

第 75A-75D 圖顯示 在使用 12G6-SFD1/K1 1 （「12G6

K11」）及 12G6-SFD1/K12 （「12G6 K12」）抗體投藥之後 72 

小時脾臟中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B220+ B細胞、 

NK細胞及骨髓樣的細胞的含量。

第 76 圖 顯示 在使用 9D9-H11/K12、9D9-H16/K13 及 9D9- 
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H18/K13抗體投藥之後72小時血液中整體淋巴細胞族群 

（CD4+ T細胞、CD8+ T細胞及B220+ B細胞）的含量。

第 77A-77D 圖顯示在使用 9D9-H11/K12、9D9-H16/K13 及 

9D9-H18/K13抗體投藥之後72小時血液中CD4+ T細胞、 

CD8+ T細胞、B220+ B細胞、NK細胞及骨髓樣的細胞子形 

式的含量。

第 78 圖顯示 在使用 9D9-H11/K12、9D9-H16/K13 及 9D9- 

H18/K13抗體投藥之後72小時脾臟中整體淋巴細胞族群 

（CD4+ T細胞、CD8+ T細胞及B220+ B細胞）的含量。

第 79A-79D 圖顯示在使用 9D9-H11/K12、9D9-H16/K13 及 

9D9-H18/K13抗體投藥之後72小時脾臟中CD4+ T細胞、 

CD8+ T細胞、B220+ B細胞、NK細胞及骨髓樣的細胞子形 

式的含量。

第 80A-80F 圖顯示 在使用 9D9-H11/K12、9D9-H16/K13 

及9D9-H18/K13抗體投藥之後2小時循環細胞介素的含量。

第81A及81B圖顯示投藥之後血液中2C3-SFD1/K12、 

12G6-SFD1/K11、12G6-SFD1/K12、9D9-H16/K13 及 9D9- 

H18/K13抗體隨時間的含量。

第 82A-82F 圖 顯 示在使 用 Campath-1 Η® （「Campath」）、 

2C3-SFD1/K11、12G6-SFD1/K11、12G6-SFD 1/K 12、9D9- 

H16/K13或9D9-H18/K13抗體投 藥之後隨48-小 時時間期間 

血液中細胞介素的含量。

第 83A-83E 圖 顯 示在使 用 Campath-1 Η® （「Campath」）、 

2C3-SFD1/K11、1 2G6-SFD1/K11、12G6-SFD1/K12、9D9- 
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H16/K13或9D9-H18/K13抗體投藥之後72小時脾臟中整體 

淋巴細胞、CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B220+ B細胞、 

NK細胞及骨髓樣的細胞的含量。

第 84A-84G 圖 顯 示在使用 Campath-1 Η® (「Campath」)、 

2C3-SFD1/K12、9D9-H16/K13 及 12G6-SFD1/K12 抗體投藥 

之後循環CD4 +與CD8+ T細胞、調節T細胞、B細胞、NK細 

胞、嗜中性球及巨噬細胞隨時間的再增殖。

第 85 圖顯示 FITC-標記 Campath- 1H® ("Campath") ' 2C3- 

SFD1/K12 ("2C3 K12") > 12G6-SFD1/K1 1 ("12G6 Kll")、 

12G6-SFD1/K12 ("12G6 K12")、9D9-H16/K13 ("9D9 H16")、 

及9D9-H18/K13 ("9D9 H18")抗體特定地結合至脾臟中 

huCD52淋巴細胞族群之能力。

第 86A-86E® 顯示在使用 Campath-IH® (「Campath」)、 

2C3-SFD1/K12、12G6-SFD1/K11、1 2G6-SFD1/Κ 12、9D9- 

Η16/Κ13、及9D9-H18/K13抗體投藥之後72小時血液中整 

體淋巴細胞族群(CD4+ Τ細胞、CD8+ Τ細胞及Β220+ Β細 

胞)及CD4+ Τ細胞、CD8+ Τ細胞、Β220+ Β細胞、ΝΚ細胞 

及骨髓樣的細胞子形式的含量。

第 87Α-87Ε 圖顯示 在使用 Campath-IH® (「Campath」)、 

2C3-SFD1/K12、12G6-SFD1/K11、12G6-SFD1/K12、9D9- 

H16/K13及9D9-H18/K13抗體投藥之後72小時脾臟中整體 

淋巴細胞族群(CD4+ T細胞、CD8+ T細胞及B220+ B細胞) 

及CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B220+ B細胞、NK細胞及 

骨髓樣的細胞子形式的含量。
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第 88A-88F 圖 顯 示 在使用 Campath- 1H® （「Campath」）、 

2C3-SFD1/K12、12G6-SFD1/K11、12G6-SFD1/K12、9D9- 

H16/K13及9D9-H18/K13抗體投藥之後2小時循環細胞介素 

的含量。

第 89A-89D 圖顯示在使用 Campath- 1H® （「Campath」）、 

2C3-SFD1/K12、9D9-H16/K13 及 12G6-SFD1/K12抗 體投藥 

之後72小 時血液中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B220+ B細 

胞、及NK/骨髓樣的細胞子形式的含量。

第 90A-90D 圖顯示在使用 Campath-IH® （「Campath」）、 

2C3-SFD1/K12、9D9-H16/K13 及 12G6-SFD1/K12抗 體投藥 

之後72小時脾臟中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B220+ B細 

胞、及NK/骨髓樣的細胞子形·式的含量。

第 91A-91D 圖 顯 示 在使用 Campath-1 Η® （「Campath」）、 

2C3-SFD1/K12、9D9-H16/K13 及 12G6-SFD1/K12 抗體投藥 

之後72小 時淋 巴結中CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B220+ B 

細胞、及NK/骨髓樣的細胞子形式的含量。

第92A圖顯示huCD52-KI/KΟ及非-基因轉殖對照老鼠中 

於CD4+ Τ細胞、CD8+ Τ細胞、Β220+ Β細胞、及ΝΚ/骨髓 

樣的細胞子形式的huCD52表現位準。第92B圖顯示 

huCD52-KI/K Ο及huCD52 CD1基因 轉殖老 鼠中於CD4+ T細 

胞、CD8+ T細胞、及B細胞的huCD52表現位準。

第93圖顯示與Campath-IH®對照組相較來自各種製造來 

源（"小規模"及"大規模”）的12G6-SFD1/K12與2C3- 

SFD1/K12抗體的huCD52之結合。
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第94圖顯示在使用來自各種製造來源（"小 規模"及"大規 

模”）的12G6-SFD1/K12及2C3-SFD1/Κ 12抗體投藥之後72小 

時血液中整體淋巴細胞族群（CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、 

B220+ B細胞及NK細胞）的含量。

第95圖顯示在投藥之後血液中2C3-SFD1/K12、9D9- 

H16/K13及12G6-SFD1/K12抗體隨時間的含量。

第96圖證 明隨疾 病惡化 時間2C3-SFD1/K12及12G6- 

SFD1/K12的EAE臨床評分。

第 97A及 97B 圖證明 Campath 1 Η® （「Campath」）、2C3- 

SFD1/K12 （ r 2C3」）、His435Ala 2C3-SFD1/K12 （ ΓΗ435Α 2C3」） 

及 Ηis310Ala/His435Gln 2C3-SFD1/K12 （「H310A/H435Q 

2C3」）結合至老鼠及人類FcR η分子之能力。

第98圖顯示在非基因轉殖老鼠中2C3-SFD1/K12 （「2C3 

未修飾」）、2C3-SFD1/K12-修飾1 （「2C3-Fc突變體1」）及 

2C3-SFD1/K12-修飾2 （ r 2C3-Fc突變體2」）的本體內清除 

作用。

第99圖顯示 在huCD52基 因轉殖 老鼠中2C3-SFD1/K12 

（「2C3」）、2C3-SFD1/K12-修飾 1 （「2C3-Fc 突變體 1」）及 

2C3-SFD1/K12-修飾2 （「2C3-Fc突變體2」）的本體內清除 

作用。

第100A及100B圖顯示 在使用2C3-SFD1/K12 （ r 2C3」）、 

2C3-SFD1/K12-修飾 1 （ r 2C3-Fc 突變體 1」）及 2C3-

SFD1/K12-修飾 2 （「2C3-Fc突 變體2」）抗體投 藥之後72 

小時血液及脾臟中整體淋巴細胞族群（CD4+ T細胞、CD8 + 
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T細胞、Β220+ Β細胞及ΝΚ細胞）的含量。

第101Α及10 IB圖為Biacore T100試驗的代表性感應圖譜 

以決定人類化12G6-SFD1/K12抗體及由丙胺酸掃描產生的 

突變肽的抗原決定區特異性。第101A圖顯示在12G6- 

SFD1/K12及MUT 8肽之間沒有任何結合，且第101B圖顯 

示在12G6-SFD1/K12及MUT 9肽之間存在結合。

第102圖顯示授予體BMS486的TCR V卩分析。使用 

Campath-IH® 肽族群986-989教育的CD4+ T細胞顯現單一 

νβ（νβ3）的優先膨脹。

第103圖 顯示授予體BMS928的TCR VJ3分析。使用12G6- 

SFD1/K12 肽族群 1066-67-68 及 1083-84-85 教育的 CD4+ Τ 

細胞顯現單一 V|3（V|32O）的優先膨脹。

第104A-104J圖 顯 示Campath-IH®致 免疫 性評估。增生 

反應示於個別授予體Α-J的CPM。X軸說明用於刺激自體 

移植CD4+ T細胞三次的肽族群。每一組T細胞使用以教育 

抗原/肽族群脈衝的自體移植DC（特異性反應，左邊條狀 

物，白色）、不相關的DR結合肽（中間條狀物，細條）、或 

是介質（右邊條狀物，黑色）重複分析三次。

第105A-105J圖顯示12G6-SFD1/K12致免疫性評估。增 

生反應示於個別授予體Α-J的CPM。X軸說明用於刺激自體 

移植CD4+ T細胞三次的肽族群。每一組T細胞使用以教育 

肽族群脈衝的自體移植DC（特異性反應，左邊條狀物，白 

色）、不相關的DR結合肽（中間條狀物，細條）、或是介質 

（右邊條狀物，黑色）重複分析三次。在沒有介質控制試驗 
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的族群中，左邊條狀物(白色)表示以教育肽脈衝的DC，及 

右邊條狀物(細條)表示以不相關肽脈衝的DC。

第106圖顯示2C3-SFD1 (SEQ ID NO: 272)的全長度人類 

化重鏈胺基酸序列及2C3-K12 (SEQ ID NO: 273)的全長度 

人類化輕鏈胺基酸序列。信號序列以粗體及斜體表示及 

CDR加底線°

第107圖顯示7F11-SFD1 (SEQ ID NO: 274)的 全長度人類 

化重鏈胺基酸序列及7F11-K2 (SEQ ID NO: 275)的全長度 

人類化輕鏈胺基酸序列。信號序列以粗體及斜體表示及 

CDR加底線°

第 108 圖顯示 9D9-H16 (SEQ ID NO: 276)及 9D9-H18 

(SEQ ID NO: 277)的全長度人類化重鏈胺基酸序列，及 

9D9-K13 (SEQ ID NO: 278)的全長度人類化輕鏈胺基酸序 

列。信號序列以粗體及斜體表示及CDR加底線。

第109圖顯示12G6-SFD1 (SEQ ID NO: 279)的全長度人 

類化重鏈胺基酸序列及12G6-K12 (SEQ ID NO: 280)的全長 

度人類化輕鏈胺基酸序列。信號序列以粗體及斜體表示及 

CDR加底線。

第110圖顯示4B10-H1 (SEQ ID NO: 281)的 全長度 人類化 

重鏈胺基酸序列及4 B10-K1 (SEQ ID NO: 282)的全長度人 

類化輕鏈胺基酸序列。信號序列以粗體及斜體表示及CDR 

加底線。

第111圖顯示2C3-SFD1 (SEQ ID NO: 283)的全長度人類 

化重鏈核酸序列及2C3-K12 (SEQ ID NO: 284)的全長度人 
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類化輕鏈核酸序列。信號序列加底線，變異區為粗體，及 

固定區為斜體。

第112圖顯示7F11-SFD1 (SEQ ID NO: 285)的全長 度人類 

化重鏈核酸序列及7F11-K2 (SEQ ID NO: 286)的全長度人 

類化輕鏈核酸序列。信號序列加底線，變異區為粗體，及 

固定區為斜體°

第 113 圖顯示 9D9-H16 (SEQ ID NO: 287)及 9D9-H18 

(SEQ ID NO: 288)的全長度人類化重鏈核酸序列。信號序 

列加底線，變異區為粗體，及固定區為斜體。

第114圖顯示9D9-K13 (SEQ ID NO: 289)的全長度人類化 

輕鏈核酸序列。信號序列加底線，變異區為粗體，及固定 

區為斜體。

第115圖顯示12G6-SFD1 (SEQ ID NO: 290)的全長度人 

類化重鏈核酸序列及12G6-K12 (SEQ ID NO: 291)的全長度 

人類化輕鏈核酸序列。信號序列加底線，變異區為粗體，

及固定區為斜體°

第116圖 顯示4B10-H1 (SEQ ID NO: 292)的 全長度人類化

重鏈核酸序列及4B10-K1 (SEQ ID NO: 293)的全長度人類

化輕鏈核酸序列。信號序列加底線，變異區為粗體，及固

定區為斜體。
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發明專利說明書

（本說明書格式、順序及粗體字，請勿任意更動，※記號部分請勿填寫） 

探申請案號：沏厅站丨

※申請日：％ · J G

一、發明名稱：（中文/英文）

抗人類CD52免疫球蛋白

^IPC分類：

cqz IVi?( ^006-°1?
Co7Klb/i? (2oo6、ol)
A6【k 如/吗f (ZcoC.oU

ANTI-HUMAN CD52 IMMUNOGLOBULINS

二、中文發明摘要：

A 6 (P 3 q/00( ^006· o(丿

A 6ι P 矽00 )

本發明係關於一種具對人類CD52結合專一性的人類化

免疫球蛋白、老鼠單株抗體及嵌合抗體，本發明進一步係 

關於一種人類化免疫球蛋白輕鏈及人類化免疫球蛋白重

鏈，本發明亦關於包含編碼人類化免疫球蛋白或免疫球蛋 

白輕鏈或重鏈的序列的分離核酸、重組載體及宿主細胞， 

及關於一種製備人類化免疫球蛋白的方法。該人類化免疫 

球蛋白可用於醫療應用以治療，例如，自體免疫疾病、癌 

症、非-何杰金氏淋巴瘤、多發性硬化症及慢性淋巴性白

血病。
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三、英文發明摘要：

The present invention relates to humanized immunoglobulins, mouse 

monoclonal antibodies and chimeric antibodies that have binding specificity 

for human CD52. The present invention further relates to a humanized 

immunoglobulin light chain and a humanized immunoglobulin heavy chain. 

The invention also relates to isolated nucleic acids, recombinant vectors and 

host cells that comprise a sequence which encodes a humanized 

immunoglobulin or immunoglobulin light chain or heavy chain, and to a 

method of preparing a humanized immunoglobulin. The humanized 

immunoglobulins can be used in therapeutic applications to treat, for 

example, autoimmune disease, cancer, non-Hodgkin's lymphoma, multiple 

sclerosis and chronic lymphocytic leukemia.
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Û
Haff 

£
6
1
^
6
0
6
(
9
 

旬 
8
f
f
 
£
-
s
^
§

I
 gIZTCnso

 

(z  

(W

)

:Qeduleu

 

(T

148244-fig.doc ・3·



1529247

Η

寸
駅

H

148244-fig.doc ・4・



1529247

凰 vs
«

148244-fig.doc ・5・



1529247

BBS®

乌七030

148244-fig.doc ・6・



1529247

148244-fig.doc ・7・





1529247

o

TTDTT

6Q6

93£?

992 τ

0冊 

ziaidD

HI q^eduueD

||nu HT qiediueo

Ο

s
zd

豐
香
豐

ζ
·η

協

s
咖 3）圭&旦艇

148244-fig.doc 9



1529247

ΤΪ3ΪΤ

606

Z9t·

93E2

99ZT

£98

IT北

ZdS

0T9^

Q乙

H-T MiedujBO

linu
H-T M^ediueo

SOSO 
(N Γ\Ι rl W2 o

（田蠡BQ）家&旦搦饉

148244-fig.doc -10-



1529247

S
Q
O

vo
l

 
3

 

1
0
1
1
0
1
0
2

4B
10

7F
11

 
9D

9
C

-1
H 卜g 

LL C
LD C\ 寸CXI

e卜e

1
:

3

<ί

M
N

 +
0
S
O

m

s

«
I

148244-fig.doc •11・



1529247

w
a
r

寸 d
o

0
6

一
 

CO0
8
 

9

山ez

 
卜0

寸 
COO

CM 

卜
u-g
 

H
L
6

 

6
Q
6
 

L
k
L

 

ο
ω

寸
s
o
 

寸 CD

\

畫

寸G
o

148244-fig.doc ・12・



1529247

©

2>Ι 

Ζ
Ο
Ι
ό
Ι

 

ο
Ο
Ι  

t
-
s
&
I
&
Ι
 

1

2

0
0
1

w

w

oiG
u

01 

t
O
I  

t
O
I  

l
O
I  

。
0

1

S
I
 

Ε
Ο
Ι
&
Ι

 

_
0
1

。
2

Ο
pq 
寸

II
Ph
卜

6
Q6 C-

1I
-I

δ
寸

9
s m

g
o
Φ c a

κ
•

:

ο1—' m 
寸

ϊ—< 
fc

6
§

H 1 < 
ό

r- Η δ 
寸

9
s z

卜 

C ΓΏ gHH
<

<

Ι
Λ
Ο

οόα
ο

常

8
G
D

148244-fig.doc -13-



1529247

2000ί

投藥之後72小時血液中CD4 T細胞含量

鏗
目
畫
晝

J
.  3

U

1500-

1000- i #

500-

0-1_r-

對照

一 些__  ” □
Cam 12G6 4B10 7FU 5F7 23E6

«Ρ<0.01 #P<0.05

第9A圖
投藥之後72小時血液中CD8 T細胞含量

s
i
s
 H
 8

C
O

#Ρ<0.05

700η V
600*

■ Δ
500-

#
400- αη A
300- ■ #

1□口
"~ν

200-
Μ

# # Q
Η — νν

100- Δ 
δδ

7
Ο

9 亠 
·χ·

οα V

屛照 Cain 12G6 4ΒΧ0 7FII 5F7 23Ε6 8G3

第9Β圖
投藥之後72小時血液中CD19 Β細胞含量

3000 r

«
 6

呂0

2500-

2000-
η w ··

1500- II

1000- # # •-
Δ Μ ο ■

500-

y
Ο^οο

.

對'照 Cam 12G6 4ΒΙ0 7FI1

□
5F7 23E6 8G3

#P<0.05

第9C圖

第9A-9C圖

148244-fig.doc ・14・



1529247

2.0x10 ΤΊ
Η

CD4·脾臟

胃
 Η

1^x10 7-

1.0x10 7·

5.0x10 s- V
V7

°對照 Cam 12G6 4Β1Ο 7F11 5F7

4Ρ<0.01

厘
思Η
 8

C
D

i

 q
-
o
o

1.0x10 J

7.5x10 «-

5,0x10 «-

2.5x10 ί-

0
對照

* 
Δ 

牛
Cam

第10Α圖
CD8脾臟

V

12G6 4B10 7F11

*Ρ<0.01

第10Β圖

V

□

5F7

ν 
ν

3.5x10 厲

3.0x10 7-

2.5x10 7-

2.0x10 7·

1.5x10 7-

1.0x10 7-

5.0x10 $・

Δ
νν

%
q

Ο

□ 
盲

Δ

ο . f 「一『厶—— 「 i f A 厂
對照 Cam 12G6 4B10 7F11 5F7 23E6 8G3

*P<0.01 #P<0.05

第IOC圖 

第 10A-10C 圖

148244-fig.doc ・15-



1529247

投藥之後72小時血液中CD4 T細胞含量

A
□ 
□

A * ____
■

d—一 —-

對照 Cam 2C3 9D9 4BI0 3G7 11C11

叩 <0.01 #P<0.05

第11A圖
投藥之後72小時血液中CD8 T細胞含量

S

S

8

H

W

Q

U

叩<0.0】 #P<0.05

第11B圖
投藥之後72小時血液中CD 19 B細胞含量

0
 
5
 
0
 
5

4
 
3
 
3
 
2

s
s
s
 a
 S
Q
U

- 
■ 
■ 
=

00
00
00
00

對照 Cam 2C3 9D9 4Β1ύ 3G7 11CH

*Ρ<0.01 却 PV).O5

第lie圖 

第 11A-11C 圖

148244-fig.doc ・16・



1529247

0
9

 
Γ

s
e
l
^

OS■

撅

蚩

掃

坦i

醫

ο

寸 

L
t

0E• 
—

o
z

 

•

.

0
1■

r«

R
 9

y
s
w
)  9
0
Z
I

®ŝ
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©ŝ
-it

6Q6 L
T

q
a
d
l
n
E
O  λ

Γ
 

(
Η<
卜Z
H
S
g
瞰

决

张

-®-

te
晋

-53W
 uzdEy

ο
L S 2 ? S °

奉岳旦购

148244-fig.doc -19-



1529247

09
09

Li

o
p
 

L
r

oc!· 
—

0
L

uou
*Eoz{

IPEdEEo

L
?
 

R

 zehsbob

知

帐

-
®

-

$3

便

他

2
-53
习
 uqdey

• I Iο ο ο
9 寸 CM

το

皋&旦聘

148244-fig.doc ・20・



1529247

ϋ

·*·*
*
*
*
*

·*·*;*■
*
*
*
*
*
*
*
*
*
-

*
*
%
*
*
*
*
*
*
*
*
*
:
*
*
*
*
*
*
*

O
C
T

 

d
A
H
.
V
S
O
S
O
A
X
A
Q
A
a
a
v
a
A
H
S
I

笃

·£-·8
α

Ε-ι·0
5
Ε
Ο
·

·ί2Η

.£·Α
9
5
.
3
Μ
Ν
5
Λ
Η
Χ
Ι
η
 

I
S

 

o
o

:
」
H
I
0
O
W
O
X
X
A
Q
A
a
a
@
H
S
I
X
1
X
J
a
.
I
0
s
0
s
s
>
S
J
H
a
d
A
0
s
d

niS
S

A
:

3
X

I
n

l-ts
 

o
o
r

 

d
A
H
<
s
o
s
o
s
x
u
a
a
v
u
A
a
s
.
I
H
U
a
J
.
O
S
Q
S
9
s
s
i
M
d
A

c)s
.
3
a
N
S
A
N
X
I
T
I

 

I
S

0
:

戛 
0
@
 

亠
6

低
暑q

B
T
f
y
A

E

)

0

@

-2
6
N
 Ol  g
s
)

So-5z9̂
e

(
？0
¢.Ohs}

•Μ
********* *

*

*

 
*
 

■
«
*
*
*
*

«*·
■
*
*
<*
*
■

 

*
 

·*·*

*

*

*

·

七*

*

*

*

*

 

O
S

 

omsQddMOTXM

 
工
口
沪I

N
5
N
0
H
A
.
T
:
S
O
S
S
M
O
S

w
s

rtd
c

u
d
H
A
S

J
S
M
d

H
Q
H
W
S
O

rt 

O
S
 

o
d

s
c

o
m

M
O

J
M

X
M

m
g

s
H

T
I

S
O

S
S

X
O

S
I

S
V

d
o

e
d

l
A

s
z

n
o

I
W

M
G

L

 

O
S

 

x
d
s
o
s
>
d
x
o
M
m
m
N
0
N
I
L
H
A
a
s
o
s
s
%
S
I
:
S
V
O
C
K
n
s
A
J
Z
I
S
T
E
d
s
o
I
W
A
I
C
l

 

I

+ 
・*■*+
·

 + *-'·+·
 

+ * 
♦ 

·++ + + *+
 ******♦

*·<-
*

 + + +*

*

*

*

*

 

0
0
^
 

i
s  

0
0
^

(86ό
ζa

OHS}  

(SON  9 σω̂
 

?dz A 0

*

·

*.*

*

Jf:

 
*·
 *
 *
 >
 
*
 >

*■·*♦

*
 *

*

*

*

*

*

 
*
 ·

卞*

*

*

·

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

 

O
S
 

SEMiHVXQmdoEAMSWMaEnsegsls

口&

QdoAlcQQSmiHMOAP

 

t

°

T

 W
Y

 
s
s
 

(5

q
8
T
f
w

工A

(
U
I
)  

i

3

J

3

S

5

o
x
 
艺
徐Y

 

O
T
B
P

2
)
 

£
A
H
A

(
E
 
i

 
0
@

U
M
 

总Q

 o
l

g

 

(5

£

 —

 C
H
A

(
E
 
s
&

蛙
愠A

越«

0
1

專

148244-fig.doc ・21 ·



1529247

無

(
Ε
ο
υ
ο
Ν

 

α
ι

 
O
M
S
)

S

 S
A
J
.
A
H

E-l0
o
0
M
x
a
.
i
 Μ

I
X
M
V
D
R
R
A
H

Η
α

Μ

Ε-<Η Ί
5
Ν

Ν
0 Ί

Χ Ί
5Ν

Χ
5α

α
χ

5Ι
.:Μ

«£>Χ
Α

5<5χ
:3

Ε-<
Ε-<χ

ο
Ν

ν
Ή

Ν
Η
Ι
. ί

£
>
Λ

Μ

 
田 1

0
w
£
>
d
<
O
H
A
M
S
W
X
X
a
s
H
.
L
i
0
S
V
V
O
S
T
g
T
S
£
>
0
d
o
7
V
I
0
0

c)s
M

A
1

O
A

w

(
Z
O
-
U
O
N

 

α
ι

 
o
w
s
)

Μ
 I

M
m
u
o
u
d
J
T
I
d
d
A
H
V
S
O
S

 

υ
λ
Λ
Λ
υ
Α
α
:
Η
ν
ω
Α
Η
5
Ι
Η
Ί
.
Ι

[ζ<α
Η
υ
5
υ
5
0
5
Η
α
α
α
Α
υ
5
Η
1
ί
Ν
5
Λ
Μ
Χ
Ι
η
Ί
Ο
<
3
5
ο
0
<
3
Μ
Ο
Ί
Χ
Μ
Η
Ί
Χ
.
Ι
Ν
ο
Ν
Η
Η
Λ
Ί
5
ο
5
5
Μ
υ
5
Ι
5

Λ:<ϊο
0<ΪΧ

Λ
5Ί5

「
<
3
Η
Ο
.
1
Η
Λ
Ι
α

148244-fig.doc ·22・



1529247

Η οο

舊

 γ

°

禺

一
Μ
—

 

^

.

ο

£

^

ι

ΐ

 

χ

δ

——

00.0

00.9

8
0

L

 

O
O

.
S

L

00.0̂

o
o

.
s

e

00.00

O
O

.
S

E

（碑卫）尿1ζ °θο

O
L

m

寸

148244-fig.doc ・23・



1529247

6
(
1
ι
υ

σ)η
 

二 q<j

匪

詞
0
6
 
一
 一

o-

 

嶽

Y
0

L
8

r
-

^
-

 

如

蟲
0

毎

m

l

E

d

L
.
o

O
L

搦隣场％

148244-fig.doc ・24·



1529247

凰R
ffi

148244-fig.doc ・25・



1529247

8 

9

 

令

■ 

■ 

■ 

■

番Y

 0

目
;·: 

如
邂0

目

4Π
遐 I

L
L

 
?
 

如
渥90

Z
I  ¥

 

qsdlu

cs
。
一■—

■

?

・

（Iiu/甌） 

貳却豊凰ί%1

148244-fig.doc •26・



1529247

2.0x10 7ί
CD4十T細胞

g

思 Η
 +
ν
α
ο

13x10 7·

1.0x10 7・

5.0x10 幺

0

■
«■

Δ Δ

Δ

7

7

V

ΟΟ

-.----------------- ,----------------- 1-----------------?—
對照 Campath 4B10-嵌合 4B10-Hu

§

界 Η
 +
8
α
ο

s

 q

 +
2
Q
U

8.0x10 S

6.0x10 «-

4.0x10 6-

2.0x10 6-

0

6.0x10 7ί

5.0x10 7-

4・02·

3.0x10 7-

2.0x10 7-

1.0x107-

0

第22 Α圖
CD8+ T細胞

V

Δ

Δ
V
V

ο
7Γ

對照 Campatb 4Β10·嵌合

第22Β圖
CDI9 + B細胞

4B10-Hu

對照

Δ
ΔΔ

νν
ο

ο
Δ

Ο

Campath 4B10-嵌合 4B10-Hu
Δ

ν

第22C圖

第 22A-22C 圖

148244-fig.doc -27-



1529247

抗・CD52單株抗體的EC 50摘要

•°0
00
·00
00
·00

2.00

1.00

0,00
OH 2C3-Chi 4B10-Chi 4Bl(^HVkl 7F11-Chi 12G6-Chi

第23圖

148244-fig.doc -28-



1529247

人類化7F11選殖重鏈變異區序列

7F11SFD1
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDYYMSWVRQAPGKGLEWVGFIRNK 
ANGYTTEYNASVKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCTRYIFFDYWG 
QGTTVTVSS (SEQBDNO: 136) " 

7F11-SFD2
EVQLVESGGGLVQPGOSLRLSCAASGFTFTDYYMSWVRQAPGKGLEWVGFIRNK 
ANGYTTEYNASVKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCARYIFFDYWG 
QGTTVTVSS (SEQ ID NO: 137)

人類化7F11選殖輕(κ)鏈變異區序列

7F11-VK2
DIVMTQTPLSLSVIPGQPASISCRSSQSLVHTNGNSYLHWYLQKPGQSPQLLIYMV 
SNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCSQSTHVPFTFGQGTKLEIK 
(SEQ ID NO: 138)

第24圖
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人類化12G6選殖重鏈變異區序列

12G6-SFD1
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFPFSNYWMNWVRQAPGKGLEWVGQIRLK 
SNNYATHYAESVKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCTPIDYWGQGTT 
VTVSS (SEQIDNO: 149)

12G6-VH 10
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFPFSNYXVMNWVRQAPGKGLEWVGQTRLK 
SNNYATHYAESVKGRFTISRDDSKNSVYLQMNSLKTEDTAVYYCTPIDYWGQGTT 
VTVSS (SEQ ID NO: 150)

12G6・VH11
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFPFSNYWMNWVRQAPGKGLEWVAQERLK 
SNNYATHYAESVKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCTPIDYWGQGTT 
VTVSS (SEQ ID NO: 151)

12G6-VH12
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFPFSNYWMNWVRQAPGKGLEWVAQIRLK 
SNNYATHYAESVKGRFT1SRDDSKNSVYLQMNSLKTEDTAVYYCTPIDYWGQGTT 
VTVSS (SEQ ID NO: 152)

第28A圖
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人類化12G6選殖輕(κ)鏈變異區序列

12G6-VK1
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLYSNGKTYLNWYLQKPGQSPQLLIY 
LVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCVQGSHFHTFGQGTK 
LEK (SEQ1DN0: 153)

12G6-VK10
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLYSNGKTYLNWVLQKPGQSPQLLIY 
LVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCVQGSHFHTFGQGTK 
LETK (SEQTDNO: 154)

12G6-VK11
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLYSNGKTYLNWVLQKPGQSPKRLIY 
LVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLK1SRVEAEDVGVYYCVQGSHFHTFGQGTK 
LEK (SEQIDNO: 155)

12G6-VK12
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLYSNGKTYLNWVLQKPGQSPQRLIY 
LVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCVQGSHFHTFGQGTK 
LEIK (SEQIDNO: 156)

12G6-VK13
DIVMTQIPLSLSVIPGQPASISCKSSQSLLYSNGKTYLNWYLQKPGQSPQRJLIY 
LVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCVQGSHFHTFGQGTK 
LEIK (SEQIDNO: 157)

第28Β圖
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人類化9D9選殖重鏈變異區序列

9D9-VH10
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDAWMDWVRQAPGKGLEWVSEmNKA 
KNHATYYAESVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCTTLDSWGQGTTV 
TVSS (SEQ ID NO: 158) 

9D9-VH11
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDAWMDWVRQAPGKGLELTAEIRNK 
AKNHATYYAESVKGRFTISRDNSKSTVYLQMNSLRAEDTAVYYCTTLDSWGQGT 
TVTVSS (SEQTDNO: 159) 

9D9-VH15
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDAWMDWVRQAPGKGLELTAEERNK 
AKNHATYYAESVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCTTLDSWGQGT 
TVTVSS (SEQ ID NO: 160) 

9D9-VH16
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDAWMDWVRQAPGKGLELVSEIRNK 
AKNHATYYAESVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCTTLDSWGQGT 
TVTVSS (SEQ ID NO: 161)

9D9-VH 17
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDAWMDWVRQAPGKGLELTSEIRNK 
AKNHATYYAESVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCTTLDSWGQGT 
TVTVSS (SEQTDNO: 162)

9D9-VH 18
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDAWMDWVRQAPGKGLELVAEIRNK 
AKWHATYYAESVKGRraSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCTT£i)SWGQGT 
TVTVSS (SEQ ID NO: 163)

第30A圖
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人類化9D9選殖輕(κ)鏈變異區序列

9D9-VK2
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWYLQKPGQSPQLLIYL 
VSALDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPWTFGQGTK 
LEIK (SEQIDNO: 164)

9D9-VK12
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQKPGQSPKRLIYL 
VSALDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPWTFGQGTK 
LEIK (SEQIDNO: 165)

9D9-VK13
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQKPGQSPQRLIYL 
VSALDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPWTFGQGTK 
LEIK (SEQ ED NO: 166)

9D9-VK14
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWYLQKPGQSPQRLIYL 
VSALDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPWTFGQGTK 
LEIK (SEQ ID NO: 167)

9D9-VK15
DIVMTQIPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWYLQKPGQSPKRLIYL 
VSALDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPWTFGQGTK 
LEIK (SEQ ID NO: 168)

第30E圖
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ŝ
mu

148244-fig.doc -Π9-



1529247

ssvslnro 2

m
/s

h
 6Q6

 
艮

 

瓷

E
T
 
口H

W
H

 606昌

 

詈

K
n

・o
M
/
9
I
H

 6
0
6

 m

 

瓷

 2
1

M
/
9
I
H

 6
Q
6

 
窗

 

瓷

 E
r
o

 ζ
όι
/
u
h

 i

s

 

瓷

E
l
 Z

O
i
Z
H
H

 1

Ή

S
H
d
D

1
E
_
-
-
O
«
i
i
 6

0
6

會

 

^

rol
u
L
e
L
M

raL
H

 6
<
3
6
昌

 

6
i
6
u
u
o

E
L
W
9
L
H

 6
a
6
m

 

g
o
o
n

 «

i

i

 6
a
6
E
8
3

 

6

 
壬 6

i
u  L

oW
L
L
H

 0
0
^
9
 

6

i£6
l
u
L  Z

L
W
L
L
H

 i

o

s
m
d
D

ο? s s s s §
%曲睡

148244-fig.doc • 120-



1529247

E
I

Q
Z

Z
^

墨

 u
q
.
o
2Ν

/8Ι
Η

6α
6

 
卸

 

8
w
8
m
l
.
o
2
w
9
I
H
6
a
6

 
皿

 

8

§

=

2

崔
 9

I
H
6
C
I
6

 
窗

 

a
i
l
/
a
n
n
.
o

 Z
C
i
/
H
H

 6
C
I
6

 
層

 

噌

£

 
Z

E

 
二 H

6
d

6

 
凰

 

s
g

d
D

Μ
^
Μ
ε
-
.
ο
S
N
/
S
H
 6

d
6

 
艮

 

書

u
=

2
Ή
/
8
Ι

Η

 6
{
1
6
冒

 

8>i/8uh.o

 UN/9IH

 6
C
I
6

皿

 

3
5
v
8
u
j
i
2
:
i
/
9
i
h

 6
C
K
H
S

 

a
}
{
/
a
u
n
.
0
z
g
I
I
H
6
a
6
1

 

書

u

二 z
g

I
H

 6
C
I
6

冒

 

s

pqd
c
n

T
S
T

L
o

o
z

148244-fig.doc -121 -



1529247

i
.
o  Ε

Γ
Μ
/
8
Ι
Η

空
d
E
 

I  £
Ί
Ή
/
£
Η

 6
α
6
Π
Π
Π

 

a

兽

U
1
1
.
0

 Ε
Γ

Μ
/
9
Ι

Η

 6
a

6
^

3
 

書

U
I
I

 e
g

9
T

H

 6
a

6
^

H

 

詈

U
I

 1
.
0

 ZIM/

二H

 6
a

6
^

o

 

畫

u
i

 

I

 z
g

l
l

H

 6a6E^3

S
H

d
D

148244-fig.doc ・ 122-



1529247

空

、
Z
E
.
I
.
O
s
y
'
s
H
 6

Q
6

 
窗

 

awmuIEdwsH

 606昌

 

^
H
U
I
P
O

 2
¥

9
i

h

 i

o

 

m
u
M
l
n
l

 E
D
U
9
T
H

 6
<
I
6
E
3

MW«UI.O zeuth

 6a6.

凰

 

zrM
=IH

 i
s

W

S

D

B
m
w

Μ
>νω

ι
α
τ

・ο 2

M

-

3
 6

a
6

 
窗

 

M
/
u

【

y
、i

H
H

 6
<
1
6
昌

 

u

l

u

o

y

、
H
 6

0
6

皿

 

m

u

n

H
、9

I
H
6
a
6

 
翻

 

/
S
U
I
I
.
OM

a
【H

 6
U
6

 
圜

 

詈

 £

MmH6d6

 
劭

S
Q
d
E
Z
l

148244-fig.doc 123



1529247

sfv
s
m
r
o

 S
r
s
/
S
H

 6
a

6
R

 

m
-
Z
S
U
I
I

 e

g

s

H

 6
α
6
Π
Π
Π

8

 
二/3

m
g

 

理

过
 9
S
 6

<
I
6

 
皿

 

詈

 nil2N79IH

 MI6

 
園

 

詈

 Ε
-.υ

ζ
Ε

-Η
6α

6

圖

 

書

 £

 z
g

I
H

 i

B

S
f
i
d
C
Z
l

詈

 Ε
τ
.
ο
 3

/
8
-
Η

 6
α

6

 
會

 

里

ΟΛα
π
2

W

呂
 Η

 ϋ

 

瓷

 Ε
Ι
.
Ο

2Η
/9Ι

Η

 6
<
Ι
6

 
皿

 

μ
ί
&
ε
ι
 

二

凶

9
Π

Ι

 6
<
Ι

6

園

 

^

eiu
q
.
o
 Z

L
S

S
H

 ϋ

 

里

OSE
I
 z

g
l

m

 6
<
I
6

 
凰

S
H

d
L

J

%越赣

148244-fig.doc ・ 124·



1529247

Η

148244-fig.doc -125-



1529247

^
K
觀M
聖

Ε
Γ

Μ
78Ι

Η  6Ct6  F

Ε
Γ

Μ
/9Ι

Η  6<I6

®

^

-

·

-

EDI/8IH  ϋ

—

Ε
Γ
Μ
/
9
Ι
Η

 i

l

y

 

z
g

K
M

S

 
9
e
Z
I
^
-
 

E
'

K
M

S

 
9
0
Z
I
-
^
 

Z
E

二O
1

S

 s

i

—

蟲g

噩

(Iui/Su)Si WY IUI/3U T9§inq

< £Ώ

148244-fig.doc 126



1529247

H
I
®

(
萌
二
、
)
誣
fe

書

u
n

 

G
a

6
^

^

 

詈

 U
I
I Ώ

Χ
/9Ι

Η

 6
{

1
6
昌

 

赛

u
n

 z
m
/
i
a
H
S

 9
O
Z
I
^
3
 

^
•sbU

I
I
I
g
l
a
H
S

 9
0
Z
I
E
S
3

 

瓷

 E
s
 I

g
l
a
H
S

a
f
/
s
u
-
1 5«asrtJ-l- 

i
D

詈

E
l
 e

g
8

I
H

 ϋ

 

詈

U
H

 

6
α

6
Π

Ε
Π

1

 

M
J
V
M
E
 L  Z

 

I
a
i
s

 9
O
Z
I

D

 

60J

V

M

E

S

凶
 I

O
I
S

 9
O
Z
I

 i

 

M
w

spu
s
 

二 M

 
二 aHS

 E
o
z

 
層

 

Μ
η
/
2
Π
Ι
Ι

 
£
E
d
u
!
«
0
{
^
3

S
D

B

R

OOW

(

理

弓

蛊

酸

用負京言待ο
ο ό ο ο ο ο Ο 
ιη ο s ο s ο s 
Ε Ε 但 心 I —

iui/3d 9-ΊΙ iw/3d 0Ϊ-1Ι

148244-fig.doc -127-



1529247

M
J
V
M
U
I
I  {
T
M
/
8
I
H  6
Q
6  

嚼 

詈u
q  Ε

Γ
Χ

/9Τ
Η

 ϋ

 

&VM
UII  ZESy-aHS

 90ZI Π
 

里01)2
 

二
一
凶-aa

s  9
O
Z  -

窗 

書
2
S
 -

m
/
I
a
H
S

 s

i

 

詈 U
H  I
n
E
d
u
w
u

i
n
u

SPI/M
UII  UX/8IH

 6a6R

 

誉

2PUI Ε
Γ

Μ
79Ι

Η

 6<16昌

 

&
V

2PUI Ζ
Ι

Ή/iaHS

 90ZI  ffl
 

矍

u
q

 H

凶

言

S

 9
O

Z
I

E
3

8

 

型dais  Η
Ή

/iaHS

 ΰ
^
Η
 

HHUII  5EduIEE^l

s
n
u

(

毎

「、)

誣

酉

B
D

空
腿(

胆
弓)
誣
胆

iw/3d T-d3IAI
ό e ο ο o
8 9 η z

iui/3d ιι-τί
I 

O

148244-fig.doc -128-



1529247

(

蛊
弓)
晅
fe

詈

E
l
 e

g
8
I
H

 ϋ

 

詈

E
T
 W

1
7
9
T
H

 ϋ

 

書

E
l
 z

g
l
o
i
s

 9
O
Z
I
M

 

Μ
η
/

2?=
Ι
 Π

Ή
Λ
Λ
ί
δ
：  9

0
Z
I
E
S
3

 

詈

 E
s
 I

g
a

H
S

 S

I

 

3
乂

/
3
£

 £
e
d
u
n
j

i
o

(
ffim
)

渥
ffi

I
O

Ιιιs s §厂 
ο
I

凹/3d駅印［

詈

u
n

 

6
0
E
6

 
會

 

瓷

£

 c
g
9
I
H

 ϋ

 

g
w
u
E
I

 z
i
X
/
i
a
H
S

 9
O
Z
I

Π

 

2
%
U
1
I

 I
g
l
a
H
S

 3
S
-
S
a
 

MWMlus

 

二X
/
I
O
I
S

 S

B

 

/
S
u
l
l  q

J
E
d
u
w
o
g
^
l

S

D

s
t

 

Q
z

z

jui/SdsjMi

148244-fig.doc -129-



1529247

-
Μ
/
-
Η
 ϋ

 

-
H
/
-
H
 ϋ

 

Z
E
a
d
s
 9

U

M

 

二 MnOJS

 9

窗

 

x
n

o
J

S
Q

 
冒

 

5
«
&
S
5
1
-
 

s

n

u

^
i
E
H
 

T
H

rnH  ϋ

 

Ζ
Γ
Μ/
U
H
S  9
0
Z
I
M  

Ι
Γ
Μ
/
K
L
I
S  9
0
Z
I
B
8
S  

Z
I
N
/
U
I
H
S  goz  

層 

i
D

n

M
 

%

148244-fig.doc -130-



1529247

B
o
s
®

S
D
I
/
8
I
H

2TH79TH  6α
6ΐ

Π
Π

0  

zguols  9Ο
Ζ

Κ
Μ

 

Iglols

 9OZI  _
i
 

ZEIaHSEOZ

 
層

 

q
l
u
d
l
u
u
。 -1-

5
D

%越嚴

148244-fig.doc -131 -



1529247

2

宦2

H
 ϋ

 

2
η
/
9
π
ι

 ϋ

 

3

二 O
J
S

 9

Ζ

Ι

Μ

 

ι
π
ι
/ι

α
κ

 9

K

8

 

Ζ
Γ
Χ

二O
I
S

 

Η

 

Λ
κ
ε
ό
Η
-
 

s

n

u

U

C

I

S3

器

%谢琢

2

詔2

Η
 ϋ

 

Z
I
M
H
O
I
S

 S

2

i

 

i
m
/
I
C
H
S

 9
O

U
K

H

 

N
H
C
H
S

 c

^

i

 

c
s
&
g
q
j
l
^
 

s

n

u

%

148244-fig.doc -132-



1529247

B

m

寸 8
躲

i

 

J
L

 +

^

6

 

£
Ί
Ή
/
9
Ι
Η

 i

t

 

z
g
o
i
s

 9
U
Z
I

 —

 

zgLtus

 ΰ
^

—f

£
1
Η
1
1
£
 I
T
 

s

n

 t

飜g

te
fti

風 <

寸8
淋

%
陵
 

%

148244-fig.doc -133-



1529247

I
m
 

E
g
H
 ϋ

 

eglals  9
u
 

— 

X/IOIS  
If 

i
^
s
f

«0
寸8
派舔

H<
觀

竟

%

148244-fig.doc -134-



1529247

^

却

-B-
f1

Ε
Ϊ
Ή
/
9
1
Ή

 i

f

 

Z
T

X
/

g
s

 9

°

Z

T

 t
t

 

Z
E
M
/
K
U
S

 S

L

r

 

S

S

5

I

i
 HN

3
s

m
 s
^
4

—

Z
E
E
S
 yu

Z
L
^
>
-

ZM
/KM

S  G
M
 L
T

-EdunQ

巒
寸
撫

Hw-

鉄

勺
 
％

<-%

 

冬

<*̂

<

0

148244-fig.doc -135-



1529247

n
o
s
®

z

 W
ais

 9azl  !
t

InEduIEO  
—XT 

e
n
 f

%

148244-fig.doc -136-



1529247

z
c
o
o

λ·ν
□

匕
令

画-

淋

2
N
/
8
【H

6
G
6

 

-
¥

9
【H

6
G
6

 

二 CH
S

 9
£
 

Ι
Ι
Ή/
I
C
M
S

 9
c
 

-
s
s
f
e
 s

 

H
q
l
E
d
u
g

g
w
 H

§
0
 ̂
A3HEV

M  

cs

~s

0

i

 JL

 8G0

s
 
H
 
寸 C

D

S
8
 
龙-ordv

=

°
-
 

cs

°

L

0

148244-fig.doc -137-



1529247

B
l

v
9

g
^

g
D
I
7
8
I
H

 i

s

 

Ε
Γ
Μ
/
9
Ι
Η

 i

_

H

 

z
m
/
i
a
H
s

 9
U
Z
I

M

 

I
D
l
/
K
I
H
S

 9
O
Z
I
E
H

 

Ζ
Ρ
Ϊ  

二 CUT
S

 E
o
z
 

豊

I
p
c
d
u
l
e
。

_
i

Ι

Ί

-

148244-fig.doc -138-



1529247

E
r
a
/S

H

 ϋ

Ε
Γ
Μ
7
9
Τ
Ή  ϋ

 

3

二 C
M
S

E
m

H
S

 y
o
z
L
K
g
a

z
i
x
n
o
i
s

 
q
l
u
d
u
w
o

I

D

c
r
M
/
-
B

 ϋ

 

Z
D
V
I
O
i
S

 S

S

M

 

T
T
M
n
o
i
S

 S

S

 H
H

 

z
g

o
l

s

 8

Z

I

 

a

r

t

f

u

l

s
n
u

B
PQ98W

%

w

x

x

w

148244-fig.doc -139-



1529247

U
S
8
®

尚

越4J
ff

E
L
M
/
-
H
6
a
6

 
恿

 

Z
I
N
/
I
O
i
S

 S

2

B

 

Ι
Γ
Χ

二OJS

 99U

 
斷

 

z
m
/

目

 s

 §

1

 

£
d
n
j
r
f
^
l

s
n
u

E
D
V
i
H
H

 6Q

6
K
^

E
I
y
、9

I
H

 6
0
6
Ι
Π
Ι
Π
1

Z
E
 
二 I
s
 9

0

^

3

I
I
X

二C
M
S

 90Z
【M

M

 

z
m
/
K
U
S
€
3
z
^
®

 

e
l
s
a
u
B
-
 

i

n

u

148244-fig.doc -140-



1529247

ΜΪΙ1ΐΤ[

ϋ

 
Y

 

灯
一 

Ζ
2
 
二 OJ
S
9
U
Z
I
M

 

」
 

3
=
<
M
S
9
U
Z
I

 
窗
 

Z
E
S
/
K
H
S

 E
O
Z

 
層

q
l
s
d
u
l
e
u

一
滾
適

i

D

%曲底

148244-fig.doc -141 -



1529247

2

H

、2H

口

6
0
6

 Q
U
I
D

 

W
I
O
I
S

 9

M

 

u
x

 
二 a
s
 9

z

B

m

 

m
f
/
I
a
J
S
B
Z
a
s
a

q
l
l
l
u
£

 tW
|

 

I

D

^
i
£
 6

0
6

 i

 

q

M/s

H
 ϋ

 

S
N
/
I
C
L
I
S

 s
s
n
u
 

w
i
n
a
B
S

 S
3
 g
a
g
 

z
g
l
t
L
l
s

f

 a
l
u
f
f
l
 

s

n

u

148244-fig.doc -142-



1529247

@

«

籍

-
N
/
9
E

 ϋ

 

Z
g
l
a
i
s
9
9
z
l
^
s

 

Π
Η

二 O
J
S
^
O
Z
I
E
g
a

 

Z
D
V
I
O
I
S

 B
z
 
層

 

£
«
&
l
u
s
~

I

D

S
R
i

E
r
M
/2

H

 s

^

l

 

E
g

9
l

H

 ϋ

 

Q
m
/
U
L
i
s

 9
0
U

 w

 

二 x/LCMSyuzLEga

 

Z
T
N
/
T
<
M
S

 E
z
 
—

s
n
u

148244-fig.doc -143 -



1529247

s
§§
赧

148244-fig.doc -144 ・



1529247

1
H

6
8

#

X

2

x
/
-
=

6
0
6

 M

9
°

U
E

8
3

£

=

q

s

£
B
d
u
l  
毎
 0
^
3
 

s

i

w

<

D

m
V
-

滁

%

Ε3

/9
·56
α
6
 

目 

Y

Ζ
Γ
Μ

二CUS
9§

E
SS

Η
Έ

6

6

^

5

5

1

 

S

8

*D

I
JO

f—I

4
-

KT
c 

•c

<

-

J—(T1TTTT

>~t·'-?·

< 
£

1

*—<------------------------------------
I 

胡 
I

■ I I I I 
SOSOS 
g o 卜 s z 
i屜底 %越障

148244-fig.doc -145-



1529247

■
068腿

ώ

μ

、9
ι
η
 6

0
6

 m

 

a
H
 

二 OdS  9
9

2

窗 

Wl

二UHS

 Q

i

I
n
g
d
E
E
JI

^
I

 

§

<

n

u

148244-fig.doc -146-



1529247

陋806«

Π
Ή
/
9
Γ
Η

 60
6

 m

 

Z
M
H
C
I
H
S

 s

s

i

 

z
g
m
s

 S

9

 

S
K
S
<
n
u

E
D
V
-
H  6
<
T
6
m  

z
g
K
I
H
S  9u

z
l
K
g
a  

Z
E
I
O
1
S  ©

 
層 

£
B
d
u
n
?
l
w
l  

S
U
D

!8<06躲

%轴岳

148244-fig.doc • 147-



1529247

s
M
/
9
I
H
6
a
6
M

 

Z
I
N

二 C
M
S
9

e>s
E
8
a
 

Z
I
M
/
K
I
H
S

 £
Ώ
Ζ

 —

 

u
a
d
l
u
B
。
£
n
n

noo 
喩

%朗嶷

148244-fig.doc -148-



1529247

Η
Ν

/9
Ι

Η
6α

6Μ

9
0
Z
T  §

 

Z
L
H
/
K
I
H
S
C
O
Z  

冒 

5
«
a
s
«
u
™
H
 

e

s

s

<

D

2
W
S
I
H
 6α

6Μ

 

z
g
T
a
H
S  9
0
Z
T  

窗 

zduicihs  ΰ
^
Β
 

£
E
d
E
B
r
^
l
 

S
I
S

*

 D

Η

巴

6

淋

畧
6
獗

148244-fig.doc ・ 149-



1529247

□
Ν

/
9
Ι

Η
6
α

6
Μ

 

z
g
l
a
l
s

 9
Q
Z
I
 
窗

 

z
g
l
o
l
s

 8
Z
 
層

 

e

i

i

D

2

Ή
/
-
Η
6
α
6
Μ
 

-
Ή
/
I
o
i
s

 !
>
O
Z
I
E
8
8

 

m
d
u
n
?
l
^
l

1
1

9
6

®

%越嶽

148244-fig.doc -150-



1529247

1Z6S

α,αο) z
s
a
o
n
q
D

O
M
/
r
s  z
s
a
o
n
q  E
g
g

匪
蘇9/

1
8

卜so 

igs

図
端 S

Q
O

啊/士馳8 #

V

148244-fig.doc -151 -



1529247

Z
I

过

I
C

M
S

 9DZI

148244-fig.doc -152-



1529247

8
W
Z
*

ιιιιιιιιιι

吸::::::::::::购

(

詡

-K)
 -

z
r

s
/

I
C

M
S

9
e

Z
I

Q

(

图
、
)
-z

r
x
=
O
J
S

 9
O
Z
I

■:·
·■■:·

S
3

Ζ
Γ

Η

二C
L
i
S

 E
o

z

(

剧 p
)  

z
m

 
二 CM

S
8
Z

 
目

S
D

%

148244-fig.doc -153-



1529247

慝6

呱

z
g
l
a
i
s
・

9
o
z
l

*
□

Ή
/
9
Π

Γ
6
α

6
*

 

Z
E

K
U

S

fAo
z

*

 

履
鞍_g

_

[ui/Su inBinu

148244-fig.doc -154-



1529247

画
9
6

抵

148244-fig.doc -155-



1529247

B
I

V
L

6

iHR

0
0
0

 

o
o
e

 

O
O

CN0
0
L

11-'
'·-,
·-
18
13 雳

O
S
"

寸H/
<
0  §

 
0
.  9

 χ
ο
-
ϋ
 

T

 

g
z
 O

S
E

 
寸H/

V
2
E
H

e
o

CN<
s

co
寸
工 0

·
9

 I
^
-
a
s
i

§

 V
H

寸H

£
O

z
l

M
0

,
9

H
d—

 

.

q
-

d
u

I
E

O

I I 1

O O O 
O O O 
9 V Z

(ΠΉ)导我融

u
l

e
d

l
u

e
o

o
v

 n
d—

0
・
9
¾
©

4Π
壤
亞
出M

刖

g g

148244-fig.doc -156-



1529247

(ΠΗ)宅鯛即

148244-fig.doc -157-



1529247

®86«

-
.
f
f
i
s
u
f
c
.
s
l
T
 

s

s

a

l

 S

L

r

 

g

i

s

t

(1<«/3η) ΙΟΒι 會γ

148244-fig.doc -158-



1529247

S66®

z
,
g

一
與
黑 OH O
N
 K
T
 

「
觀

耿

球OH s
h

§
l
f

ο
rH

Ο 
Ο

O
L

 

8

 

9

 

V

μπ/Sn xgSi WY

148244-fig.doc ・ 159-



1529247

S
o
o
s

N
.
-
f
 3
S
 Q
f
e
 3

z
c

g
a

 

τ
,-

u
s
n
u
l

 O
t
a
 3

N

l

a

E
O
Z
E
S
3  

t
«
S
D

s

s

 3HO
t
a
 §

1

Ε
Ο
Ζ
Ε
Ζ
Ξ
1  

i
«
S
D

s έ έ ? s ®
I家&旦％6oooo ooo•τ Z Ο 8 9 r z

I I I

家&旦％
V

148244-fig.doc -160-



1529247

BSOÎ
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1529247

人類化2C3選殖全長度重鏈序列

2C3-SFD1
Affi^MOTXFLmnZPDTTGEVOLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFNTYWMNWV 
ROAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAESVKGRFTISRDDSKNSLYLOMNSLKTEDTAV 
YYCIPVBFWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS 
XVNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNIKVDKKVE 
PKSCDKIIITCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCWVDVSHEDPEVKFN 
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRWSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP1E 
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLWGFYPSDIA^TWESNGQPENNYK 
ITPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK 
(SEQ ID NO: 272)

人類化2C3選殖全長度輕鏈序列
2C3-K12

矽LFDTTGDIVMTQTPLSLgVTPGQPASISCKSSOSLLYSNGKTYLNW 
LLQKPGQSPORLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCVOGTHL 
HTFGQGTRLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASX^VCLLNNFYPREAKVQWKVDNAL 
QSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGE 
C (SEQ ID NO: 273)
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1529247

人類化7F11選殖全長度重鏈序列
7F11-SFD1

吆PD7T(7EVOLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFTDYYMS\W 
ROAPGKGLEWVGFIRNKANGYTTEYNASVKGRFTISRDDSKNSLYLOMNSLKTEDTA 
VYYCTRYSTDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP 
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV 
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPK  卩 KDTLMISRTPEVTCVWDVSHED 
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRWSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN 
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN  
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL 
SLSPGK (SEQ ID NO: 274)

人類化7F11選殖全長度輕鏈序列
7F11-K2
MEAPA QLLFLLLL WLPD TTGDrVMTQTPLSLSVIPGOPASISCRSSOSLVHTNGNSYLH 
WYLOKPGOSPOLLIYMVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCSOSTH 
VPFITGQGIKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDN 
ALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR 
GEC (SEQ ID NO: 275)
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1529247

人類化9D9選殖全長度重鏈序列
9D9-H16
AfE4J^eZ£^ZZLH^PD7TffiVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDAWWWV  
RQAPGKGLELVSEIRNKAKNHATYYAESVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAV 
YYCTIWSWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVTCDYFPEPVWS 
wnsgaEtsgvhtfpavlqssglyslsswtvtssslgtqtytcnvnhkpsntkvdkkve  
PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCWVDVSHEDPEVKFN 
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRWSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE 
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVTWESNGQPENNYK 
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMIIEALIINIIYTQKSLSLSPGK 
(SEQ ID NO: 276)

9D9-H18
MEAPA QLLFLLLL ^7OTTGEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDAWMDWVr 
RQAPGKGLELVAEIRNKAKNHATYYAES'KGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAV 
YYCTTLDS\VGQGTWTVSSASIKGPSVFPLA,PSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT\rS 
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTVJCNVNHKPSNTKVDKKVE 
PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN 
WYVDGXTVHNAKIKPREEQYNSTYRVVSVLIVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE 
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAXTWESNGQPENNYK 
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK 
(SEQ ID NO: 277)

人類化9D9選殖全長度輕鏈序列
9D9-K13

他 FD7TGDIVMTOTPLSLSVTPGOPAS1SCKSSOSLLDSDGKTYLNW 
LLQKPGQSPORLIYLVSALDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHF 
PWTFGQGTKLEn<RT\zAAPSWIFPPSDEQLI<SGTASV\zCLLNNFYPREAKVQWKVDNA 
LQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRG 
EC (SEQ ID NO. 278)
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1529247

人類化12G6選殖全長度重鏈序列

12G6-SFD1
沌PD7TGEV0LVESGGGLV0PGGSLRLSCAASGFPFSNYWMN

WVROAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAESVKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTE 
DTAVYYCTTTOYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP 
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNT 
KVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSWLFPPKPKDTLNflSRTPEVTCVWDVS 
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC 
KVSNKALPAPDEKTISKAKGQPREPQVYTTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV 
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH 
YTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 279)

人類化12G6選殖全長度輕鏈序列
12G6-K12
MElE4(?LZfZZL£FfZPZ)rT6DIVMTOTPLSLSVTPGOPASISCKSSOSLLYSNGKTYL 
NWVLOICPGQSPQRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCVO 
GSHFHTFGOGTKLE1KKTVAAPSVFIFPPSDEOLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWK 
VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK^DYEKHKVYACEVTHQGLSSPVT 
KSFNRGEC (SEQ ID NO: 280)
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1529247

人類化4B10選殖全長度重鏈序列
4B10-H1
A/E?1E4OLLFLLLLPFLPD7TgEVOLVESG<jGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSW 
VROAPGKGLEWVGFIRNKANGYTTEYSASVKGRFTISRDDSKNSLYLOMNSLKTED 
TAVYYCARY1WFDYWGOGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD 
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP 
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVW 
DVSHEDPEVKFiWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE 
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSD 
TAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVA4HEAL 
HNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 281)

人類化4B10選殖全長度輕鏈序列

4B10-K1
皿LLL 网I左D7TGDIVMTQTPLSLSVTPGOPASISCRSS0SLVHTNGNTYL 

HWYLOKPGOSPOLLIYMVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCSO 
SAHVPPLTFGQGTRLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ 
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS 
PVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 282)
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1529247

人類化2C3選殖全長度重鏈核酸序列

2C3-SFD1
ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCTGATACCACCGGA 
GAGGTACAGCTGGTGGAGTCGGGAGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGTTCTCTGA 
GACTCTCCTGTGCAGCTTCTGGATTCACTTTCAATACCTACTGGATGAACTGGGTCC 
GCCAGGCTCCAGGGAAGGGACTTGAGTGGGTGGGTCAAATTAGATTGAAATCTAAT 
AATTATGCAACACATTATGCGGAGTCTGTGAAAGGGCGGTTCACCATCTCCAGAGA 
TCATTCCAAAAACAGCCTCTATCTTCAAATGAATTCCCTGAAAACTGAAGACACTGC 
CGTTTATTACTGTACCCCAGTTGACTTTTGGGGCCAAGGCACCACTGTCACAGTCTC 
CTCA GCCTCCACCM GGGCCCA TCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGA GCA CCTCTG 
G(3GGTACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACrrCCCCGAACCGGTGACGGTGTCG 
TGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGI^CACACCITCCCGGCTGTCCJ'ACAGTCCTCAGG 
ACTCIACTCCCIVAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCIIOGGCACCCAGACCTACAT  
CTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGITGAGCCCAAATCITG 
TGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTT 
CCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGT 
GGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGITCAACTGGTACGTGGACGGCGTGG 
AGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGACCAGTACAACAGCACCTACCGTGTGGTC 
AGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCC 
AACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAA 
CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGAC 
ATGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGC 
CGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACA 
GCAAGCTCACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATG 
CATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA 
(SEQ ID NO: 283)

人類化2C3選殖全長度輕鏈核酸序列

2C3-K12
ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCTGATACCACCGGA 
GACATTGTGATGACCCAGACTCCACTCAGTTTGTCAGTTACCCCTGGACAACCAGC 
CTCAATCTCTTGCAAGTCAAGTCAGAGCCTCTTATATAGTAATGGAAAAACCTATTT 
GAACTGGTTATTACAGAAGCCAGGCCAGTCTCCACAGCGCCTAATCTATCTGGTGT 
CTAAATTGGACTCTGGAGTCCCTGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGAACAGAT 
TTTACACTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTGGGAGTTTATTACTGCGT 
GCAAGGTACACATCTGCACACGTTCGGTCAAGGGACCAGGCTGGAGATAAAACG^ 
CTGTGGCAGCACCAAGCGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGC 
CTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGG/LAGGTGGAT  
AACGCCC7X2C.AATCGGGTAACTCCCAGGAGAG7GTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCAC 
CTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGC  
CTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGT  
G7TAG (SEQ ID NO: 284)
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1529247

人類化7F11選殖全長度重鏈核酸序列

7FU-SFD1
ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCTGATACCACCGGA 
GAGGTACAGCTGGTGGAGTCGGGAGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGTTCTCTGA 
GACTCTCCTGTGCAGCTTCTGGCTrCACArrCACCGACTATTACATGAGCrGGGTCC 
GCCAGGCTCCAGGGAAGGGACTTGAGTGGGTGGGTTTCATAAGGAACAAGGCTAA 
CGGTTATACAACCGAGTACAACGCTTCCGTTAAAGGCCGGTTCACCATCTCCAG/\G 
ATGATTCCAAAAACAGCCTCTATCTTCAAATGAATTCCCTGAAAACTGAAGACACTG 
CCGTTTATTACTGTACCAGGTATATCTTTTTCGATTACTGGGGCCAAGGCACCACTG 
TCACAGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAA 
GAGCACCTCTGGGGGTACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGG 
TGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTA 
CAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACC 
CAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAG 
CCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGA  
CCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAG 
GTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTG 
GACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTA 
CCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGT 
GCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGC 
AGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAG 
GTCAGCCTGACATGCCTGGTCAAAGGCll'CTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAG 
CAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCT 
TCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGOAACGTCTTCTCAT 
GCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGG 
GTAAATQA (SEQ ID NO: 285)

人類化7F11選殖全長度輕鏈核酸序列
7F11-K2
ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCTCITCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCTGATACCACCGGA 
GATATTGTAATGACCCAAACACCCCTCTCTCTTTCAGTCACACCTGGACAGCCAGCG 
TCCATCTCCTGCAGGTCCTCACAGAGTCTCGTGCACACCAATGGCAATTCCTACCTG 
CATTGGTACCTGCAGAAGCCCGGGCAGAGCCCCCAGTTGCTGATCTATATGGTGTC 
TAATCGGTTCTCCGGAGTCCCCGACAGATTTTCTGGTTCAGGGTCTGGAACTGATTT 
TACACTGAAGATTAGTCGGGTCGAGGCCGAGGATGTAGGCGTGTATTACTGCTCAC 
AAAGCACACATGTGCCGTTCACTTTCGGCCAAGGAACAAAGCTCGAAATCAAGCG^4 
CTGTGGCA GCA CCAAGCGTCTTCA TCTTCCCGCCA TCTGA TGA GCA GTTGAAA TCTGGAA CTGC 
CTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGAT 
A.4CGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCAC 
CTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGC 
CTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCJTCAACAGGGGAGAGT 
G7TAG (SEQ ID NO: 286)
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1529247

人類化9D9選殖全長度重鏈核酸序列

9D9-H16
ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCTGATACCACCGGAGAG 
GTACAGCTTCTTGAAAGTGGAGGTGGCCTTGTCCAACCCGGAGGGTCATTGCGGTTGAG 
CTGTGCGGCAAGTGGCTTCACCTTCTCTGACGCTTGGATGGACTGGGTGAGACAAGCCC  
CCCCTAAGGGACTCGACTTGGTTTC?TGAAATCAGGAACAAGGCCAACAACCATGCAAC 
ATATTATGCCGAAAGTGTGAAGGGAAGGTTCACAATCAGTAGAGATAACAGCAAGAACA 
CACTGTACCTCCAGATGAACAGCCTCAGAGCTGAGGACACCGCCGTCTATTATTGTACC  
ACTCTCGATTCATGGGGGCAGGGTACCACCGTTACAGTCAGCAGCGCCTWCSGGGC 
CCATCGGTCTrCCCCCTGGCACCCirCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGTACAGCGGCCCTGGGCTG 
CCTGGTCAAGGACTACrrCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCG 
GCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCG 
TGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCA 
AGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCAC 
CTGAA CTCCTGGGGGGA CCGTCAGTCJTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAA  GGA CACCCTCA TGA TCT 
CCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTC 
AACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAA  
CAGCACGiyLCCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGT 
ACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCrCCAAAGCCAAAG 
GGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAG 
GTCAGCCTGACATGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAT 
GGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCrGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTC 
TACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCJTCTCATGCTCCGTGATG 
CATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA (SEQ 
ID NO: 287)

9D9-H18
ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGCCTCCCTGATACCACCGGAGAG 
GTACAGCrTCTTGAAAGTGGAGGTGGCCTTGTCCAACCCGGAGGGTCATTGCGGTTGAG 
CTGTGCGGCAAGTGGCTTCACCTTCTCTGACGCTTGGATGGACTGGGTGAGACAAGCCC  
CCGGTAAGGGACTGGAGTTGGTFGCTGAAATCAGGAACAAGGCCAAGAACCATGCAAC 
ATAITATGCCGAAAGTGTGAAGGGAAGGITCACAATCAGTAGAGATAACAGCAAGAACA 
CACTGTACCTCCAGATGAACAGCCTCAGAGCTGAGGACACCGCCGTCTATTATTGTACC  
ACTCTCGATTCATGGCGCCACCCTACCACCGTTACAGTCAGCAGCGCC7CG4CGL4GGGC 
CCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGTACAGCGGCCCTGGGCTG  
CCTGGTCAAGGACrACrrCCCCGAACCGGTGACGG'iOTCGTGGAACTCAGGCGCCClOACCAGCG 
GCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCG 
TGCCCTCCAGCACCrrGGCCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCA 
AGGTGGACA.4GA.4AG1TGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGC.CCACCGTGC.CCAGCAC 
CTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGn：7TCCTCTT(!CCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCT 
CCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTC 
AACT(jGTACGTGGACGGCGTQGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAA  
CAGC.ACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCC.TGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGT 
ACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAA(3CCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAAC^TX^CCAAAGCCAAAG 
GGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAG 
GTCAGCCTGACATGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAT 
GGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTC 
TACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATXiCTrCGTGATG  
CATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA (SEQ 
ID NO: 288)
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1529247

人類化9D9選殖全長度輕鏈核酸序列
9D9-K13
ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCTGATACCACCGGA 
GATATCGTGATGACACAAACTCCCCTGTCTCTGTCTGTAACTCCAGGTCAGCCCGC 
GAGTATTTCATGTAAGAGCAGCCAATCCCTGCTGGACAGCGACGGGAAGACCTACC 
TGAACTGGTTACTCCAAAAGCCAGGACAAAGTCCCCAACGCCTTATTTACCTGGTGT 
CAGCCCTGGACTCTGGCGTGCCCGATCGATTTAGCGGCAGCGGGAGT GGCACAGAT 
TTCACCCTGAAAATATCCCGCGTCGAGGCCGAAGATGTGGGCGTGTACTACTGCTG 
GCAGGGCACACATTTCCCCTGGACATTTGGTCAGGGGACAAAGCTGGAAATTAAAC 
GAACTGTGGCAGCACCAAGCGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAAC 
TGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAOTGGAAGGTG 
GATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAG^CAAGGACAG 
CACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTA 
CGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTC/LACAGGGGAG 
AGTGTTAG (SEQ ID NO: 289)
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1529247

人類化12G6選殖全長度重鏈核酸序列

12G6-SFD1
ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCTGATACCACCGGA 
GAGGTACAGCTCGTGGAGTCGGGAGGAGGCTTGGTACAGCCTCGGCGTTCTCTGA 
GACTCTCCTGTGCAGCTTCTGGATTCCCATTCAGTAACTACTGGATGAACTGGGTCC 
GCCAGGCTCCACGGAACCGACTTGAGTGGCTCGGTCAAATTAGATTGAAATCTAAT 
AATTATGCAACACATTATGCGGAGTCTGTGAAAGGGCGGTTCACCATCTCCAGAGA 
TGATTCCAAAAACAGCCTCTATCTTCAAATGAATTCCCTGAAAACTGAAGACACTGC 
CGTTTATTACTGTACCCCAATTGACTATTGGGGCCAAGGCACCACTGTCACAGTCTC 
CJCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTG 
GGGGTA CAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTA CTTCCCCGAACCGGTGA CGGTGTCG 
TGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGG 
ACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACAT 
CTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTG 
TGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTT 
CCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGT  
GGTGGTGGACGTGAGCCACGA.4GACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGG 
AGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTC 
AGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCC  
AACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAA 
CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGAC  
ATGCCTGGTCAAAGGCrrCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGC 
CGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCrrCTTCCTCTACA 
GCAAGCTCACCGTGQACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCirCTCATGCTCCGTGATG 
CATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGk 
(SEQ ID NO: 290)

人類化12G6選殖全長度輕鏈核酸序列

12G6-K12
ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCTGATACCACCGGA 
GACATTGTGATGACCCAGACTCCACTCAGTTTGTCAGTTACCCCTGGGCAACCAGC 
CTCTATCTCTTGCAAGTCAAGTCAGAGCCTCTTATATAGTAATGGAAAAACCTATTT 
GAACTGGGTTTTACAGAAGCCAGGCCAGTCTCCACAGCGCCTAATCTATCTGGTGT 
CTAAACTGGACTCTGGAGTCCCTGACAGGTTCTCTGGCAGTGGATCAGGAACAGAT 
TTTACACTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTGGGAGTTTATTACTGCGT 
GCAAGGTTCACATTTTCACACGTTCGGTCAAGGGACCAAGCTGGAGATTAAACG^4C 
TGTGGCAGCACCAAGCGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCC  
TCTGrrGTGTGCCTGCTGAATAACrrCTATC.CCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATA 
ACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACC 
TACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGC.4AAGCAGACTACGAGA.4ACACAA.4GTCTACGCC 
TGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTG 
7TAG (SEQ ID NO: 291)

第115圖
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人類化4B10選殖全長度重鏈核酸序列

4B10-H1
ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCjCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCTGATACCACCGGA  
GAGGTACAGCTGGTGGAGTCGGGAGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGTTCTCTGA 
GACTCTCCTGTGCAGCTTCTGGATTCACCTTTTCTGATTACTACATGAGCTGGGTCC  
GCCAGGCTCCAGGGAAGGGACTTGAGTGGGTGGGTTTTATTAGAAACAAAGCTAAT 
GGTTACACAACAGAGTACAGTGCATCTGTGAAGGGTCGGTTCACCATCTCCAGAGA 
TGATTCCAAAAACAGCCTCTATCTTCAAATGAATTCCCTCAAAACTGAAGACACTGC 
CGTTTATTACTGTGCAAGATATATCTGGTTTGACTACTGGGGCCAAGGCACCACTGT 
CACAGTCTC^C^GCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAG 
AGCACCTCTGGGGGTACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGT 
GACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTAC  
AGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCrrGGGCACCC 
AGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGITGAGC 
CCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGAC 
CGTCAGTC7TCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGG 
TCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCC.TGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGG 
ACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTAC 
CGTGTGGTCAGCGTCCTCAQCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTG 
CAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCA 
GCCCC.GAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGG 
TCA GCCTGA CA TGCCTGGTCAAAGGCTTCTA TCCCA GCGACA TCGCCGTGGA GTGGGAGA GCA 
ATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCT 
TCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCT 
CCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTA 
/L4TGA (SEQ Π) NO: 292) — “

人類化4B10選殖全長度輕鏈核酸序列

4B10-K1
ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCTGATACCACCGGA 
GACATTGTGATGACCCAAACTCCACTCTCCCTGTCTGTCACTCCTGGACAACCAGCC 
TCCATCTCTTGCAGATCTAGTCACAGCCTTGTACACACTAATGGAAACACCTATTTA 
CATTGCTACCTCCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCACACCTCCTGATTTATATGGTTTCC 
AACCGATTTTCTGCCGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTCGATCAGGGACAGATTT 
CACACTCAAGATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTGGGAGTTTATTACTGCTCTC 
AAAGTGCACATGTTCCTCCCCTCACCTTCCGTCAAGGGACCAGGCTCGAGATTAAA 
CGAACTGTGGCAGCACCAAGCGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGITGAAATCTGGAA 
CTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGT 
GGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACA 
gcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagtct 
ACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGA 
GAGTGrTAG (SEQ ID NO: 293)

第116圖
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四、指定代表圖：

（一） 本案指定代表圖為：第（105A ）圖。

（二） 本代表圖之元件符號簡單說明：

（無元件符號說明）

五、本案若有化學式時，請揭示最能顯示發明特徵的化學式：

（無）

148244.doc



1529247

【補充序列表】

<110>建新公司

<120>抗人類CD52免疫球蛋白

<130> 001662-0029-W01

<140> PCT/US2010/034704
<141> 2010-05-13

怖月辔刪

<150> 61/177,837
<151> 2009-05-13

<160> 294

<170> 版本 3.5

•
<210> 1
<211> 107
<212> PRT
<213>大鼠類

<400> 1
Asp He Lys Met
1

Thr Gin Ser Pro Ser
5

Phe Leu Ser Ala
10

Ser Vai Gly
15

Asp Arg Vai Thr Leu Asn Cys Lys
20

Ala Ser Gin Asn
25

lie Asp Lys Tyr
30

Leu Asn Trp Tyr Gin Gin Lys
35

Leu Gly Glu
40

Ser Pro Lys
45

Leu Leu He

Tyr Asn Thr Asn Asn Leu Gin Thr Gly
50 55

lie Pro Ser
60

Arg Phe Ser Gly

Ser Gly Ser Gly Thr
65

Asp Phe Thr
70

Leu Thr He Ser
75

Ser Leu Gin Pro
80

Glu Asp Vai Ala Thr Tyr Phe Cys
85

Leu Gin His
90

lie Ser Arg Pro Arg
95

Thr Phe Gly Thr Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105

<210> 2
<211> 112
<212> PRT

C148244SEQBX20150910.doa -1・
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<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

<400> 2
Asp Vai Vai Met Thr Gin Thr Pro Leu Ala Leu Ser Vai Thr He Gly
1 5 10 15

His Pro Ala Ser He Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Glu Ser
20 25 30

Asp Gly Arg Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Phe Gin Arg Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Lys Arg Leu He Tyr Leu Vai Ser Asn Leu Asp Ser Gly Vai Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys He
65 70 75 80

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Leu Gly Vai Tyr Tyr Cys Trp Gin Gly
85 90 95

Thr His Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105 110

<210> 3
<211> 112
<212> PRT
<213>小鼠類

<400> 3
Asp lie Vai Leu Thr Gin Ser Thr Leu Ser Leu Ser Vai Thr lie Gly
1 5 10 15

Gin Pro Ala Ser He Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Met Leu Gin Arg Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Lys Arg Leu lie Tyr Leu Vai Ser Lys Leu Asp Ser Gly Vai Pro
50 55 60

C148244SEQBX20150930.docx ・2・
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100 105 110

Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lie
65 70 75 80

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Leu Gly Vai Tyr Tyr Cys Trp Gin Gly
85 90 95

Thr His Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lie Lys

<210> 4
<211> 112
<212> PRT
<213>小鼠類

<400> 4
Asp He Vai He Thr Gin Ser Thr Leu Thr Leu Ser Vai Thr lie Gly
1 5 10 15

Gin Pro Ala Ser He Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gin Arg Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Lys Arg Leu Met Tyr Leu Vai Ser Asn Leu Gly Ser Gly Vai Pro
50 55 60

• Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Vai
65 70 75 80

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Leu Gly Vai Tyr Tyr Cys Trp Gin Gly
85 90 95

Thr His Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lie He
100 105 110

<210> 5
<211> 112
<212> PRT
<213>小鼠類

<400> 5
Asp He Vai Met Thr Gin Thr Pro Leu Thr Leu Ser Vai Thr lie Gly

CI48244SEQBX2OI5O93O.d(KX
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1 5 10 15

Gin Pro Ala Ser lie Phe Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gin Arg Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Lys Arg Leu He Tyr Leu Vai Ser Ala Leu Asp Ser Gly Vai Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lie
65 70 75 80

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Leu Gly lie Tyr Tyr Cys Trp Gin Gly
85 90 95

Thr His Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu He Lys
100 105 110

<210> 6
<211> 112
<212> PRT
<213>小鼠類

<400> 6
Asp He Vai Met Thr Gin Thr Pro Leu Thr Leu Ser Vai Thr He Gly
1 5 10 15

Gin Pro Ala Ser He Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Ser Gin Arg Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Lys Arg Leu lie Tyr Leu Vai Ser Lys Leu Asp Ser Gly Vai Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys He
65 70 75 80

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Leu Gly Vai Tyr Tyr Cys Trp Gin Gly
85 90 95

Cl 48244SEQBX20150930,docx ・4·
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Thr His Phe Pro Trp Thr
100

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lie Lys
105 110

<210> 7
<211> 112
<212> PRT
<213>小鼠類

<400> 7
Asp lie Vai Met Thr Gin Ser Pro Leu Thr Leu Ser Vai Thr He Gly
1 5 10 15

Gin Pro Ala Ser lie Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gin Arg Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Lys Arg Leu lie Tyr Leu Vai Ser Asn Leu Asn Ser Gly Leu Pro
50 55 60

Asp Arg Phe lie Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lie
65 70 75 80

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Leu Gly Vai Tyr Tyr Cys Trp Gin Gly
85 90 95

• Thr His Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu He Lys
100 105 110

<210> 8
<211> 112
<212> PRT
<213>小鼠類

<400> 8
Asp lie Vai Leu Thr Gin Thr Thr Leu Thr Leu Ser Vai Thr He Gly
1 5 10 15

Gin Pro Ala Ser He Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asp Gly Arg Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Phe Gin Arg Pro Gly Gin Ser

CI48244SEQBX20l50930.docx ・5・
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35 40 45

Pro Lys Arg Leu lie Phe Leu Vai Ser His Leu Asp Ser Gly Vai Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys He
65 70 75 80

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Leu Gly lie Tyr Tyr Cys Trp Gin Gly
85 90 95

Thr His Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu He Lys
100 105 110

<210> 9
<211> 111
<212> PRT
<213>小鼠類

<400> 9
Asp He Vai Met Thr Gin Thr Pro Leu Thr Leu Ser Vai Thr He Gly
1 5 10 15

Gin Pro Ala Ser He Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Vai Leu Gin Arg Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Lys Arg Leu He Tyr Leu Vai Ser Lys Leu Asp Ser Gly Vai Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys He
65 70 75 80

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Leu Gly Vai Tyr Tyr Cys Vai Gin Gly
85 90 95

Ser His Phe His Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105 110

<210> 10
<211> 111

C148244SEQBX20150930.docx ■6·
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<212> PRT
<213>小鼠類

<400> 10
Asp He Vai Leu Thr Gin Thr Pro Arg Thr Leu Ser Vai Thr He Gly
1 5 10 15

Gin Pro Ala Ser lie Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gin Arg Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Lys Arg Leu lie Tyr Leu Vai Ser Lys Leu Asp Ser Gly Vai Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ala Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lie
65 70 75 80

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Leu Gly lie Tyr Tyr Cys Vai Gin Gly
85 90 95

Thr Arg Phe His Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105 110

<210> 11
<211> 111
<212> PRT
<213>小鼠類

<400> 11
Asp lie Vai lie Thr Gin Thr Pro Leu Thr Leu Ser Vai Thr lie Gly
1 5 10 15

Gin Pro Vai Ser lie Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Tyr Ser.
20 25 30

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gin Arg Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Lys Arg Leu lie Tyr Leu Vai Ser Lys Leu Asp Ser Gly Vai Pro
50 55 60

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

CI48244SEQBX201S0930.do<a -7-
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65 70 75 80

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Leu Gly Vai Tyr Tyr Cys Vai Gin Gly
85 90 95

Thr His Leu His Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105 110

<210> 12
<211> 112
<212> PRT
<213>小鼠類

<400> 12
Asp He Vai Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser Leu Pro Vai Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Gin Ala Ser lie Ser Cys Arg Ser Ser Gin Ser Leu Vai His Thr
20 25 30

Asn Gly Asn Ser Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Lys Leu Leu lie Tyr Met Vai Ser Asn Arg Phe Ser Gly Vai Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly He Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys He
65 70 75 80

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Leu Gly Vai Tyr Phe Cys Ser Gin Ser
85 90 95

Thr His Vai Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu lie Lys
100 105 110

<210> 13
<211> 113
<212> PRT
<213>小鼠類

<400> 13
Asp lie Vai Met Thr Gin Ser Pro Leu Ser Leu Thr Vai Ser Leu Gly
1 5 10 15

C148244SEQBX20150930Jocx ・8・
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Asp Gin Ala Ser He Ser Cys Arg Ser Ser Gin Ser Leu Vai His Thr
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Lys Leu Leu lie Tyr Met Vai Ser Asn Arg Phe Ser Gly Vai Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys He
65 70 75 80

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Leu Gly lie Tyr Phe Cys Ser Gin Ser
85 90 95

Ala His Vai Pro Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu
100 105 110

Lys

<210> 14
<211> 121
<212> PRT
<213>大鼠類

<400> 14
Glu Vai Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Met Arg Leu Ser Cys Ala Gly Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Phe
20 25 30

Tyr Met Asn Trp He Arg Gin Pro Ala Gly Lys Ala Pro Glu Trp Leu
35 40 45

Gly Phe lie Arg Asp Lys Ala Lys Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Asn Pro
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Thr Gin Asn Met
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gin Met Asn Thr Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Thr Tyr

C148244SEQBX20) 5O93O.dccx -9-
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85 90 95

Tyr Cys Ala Arg Glu Gly His Thr Ala Ala Pro Phe Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Gin Gly Vai Met Vai Thr Vai Ser Ser
115 120

<210> 15
<211> 114
<212> PRT
<213>人工序列

<400> 15

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

Glu Vai Lys Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Met Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala
20 25 30

Trp Met Asp Trp Vai Arg Gin Ser Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Vai
35 40 45

Ala Glu He Arg Asn Lys Ala Lys Asn His Vai Ala Tyr Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Ser
65 70 75 80

Vai Tyr Leu Gin Met Asn Asn Leu Arg Ala Glu Asp Thr Gly He Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Thr Leu Asp Ser Trp Gly Gin Gly Thr Ala Leu Thr Vai
100 105 110

Ser Ser

<210> 16
<211> 114

CI48244SEQBX20i50930.docx ・10・
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<212> PRT
<213>小鼠類

<400> 1(5
Glu Vai Lys Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Met Lys Leu Ser Cys Ala Vai Ser Arg Phe Thr Phe Ser Asp Ala
20 25 30

Trp Met Asp Trp Vai Arg Gin Ser Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp lie
35 40 45

Ala Glu lie Arg Asn Lys Ala Asn Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Arg
65 70 75 80

Vai Phe Leu Gin Met Asn Asn Leu Arg Pro Glu Asp Thr Gly lie Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Ser Leu Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr Leu Thr Vai
100 105 110

Ser Ser

<210> 17
<211> 114
<212> PRT
<213>小鼠類

<400> 17
Glu Vai Lys Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Met Lys Leu Ser Cys Ala Vai Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala
20 25 30

Trp Met Asp Trp Vai Arg Gin Ser Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Vai
35 40 45

Ala Glu lie Arg Asn Lys Ala Lys Asn His Vai Lys Tyr Tyr Ala Glu

CH8244SEQBX201509304PCT ・11 -
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100 105 110

50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Ser
65 70 75 80

Vai Tyr Leu Gin Met Asn Asn Leu Arg Thr Glu Asp Thr Gly He Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Ser Leu Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Ala Leu Thr Vai

Ser Ser

<210> 18
<211> 114
<212> PRT
<213>小鼠類

<400> 18
Glu Vai Lys Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Met Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala
20 25 30

Trp Met Asp Trp Vai Arg Gin Ser Pro Glu Lys Gly Leu Glu Leu Thr
35 40 45

Ala Glu He Arg Asn Lys Ala Lys Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Arg
65 70 75 80

Vai Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Thr Glu Asp Thr Gly lie Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Thr Leu Asp Ser Trp Gly Gin Gly Thr Ser Vai Thr Vai
100 105 110

Ser Ser

CI48244SEQBX20)50930.docx ・12・
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<210> 19
<211> 114
<212> PRT
<213>小鼠類

<400> 19
Glu Vai Lys Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Met Lys Leu Ser Cys Ala Vai Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala
20 25 30

Trp Met Asp Trp Vai Arg Gin Ser Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Vai
35 40 45

Ala Glu He Arg Asn Lys Ala Lys Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Ser
65 70 75 80

Vai Tyr Leu Gin Met Asn Arg Leu Arg Ala Glu Asp Thr Gly He Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Ser Leu Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Ser Thr Leu Thr Vai
100 105 110

Ser Ser

<210> 20
<211> 114
<212> PRT
<213>小鼠類 

<400> 20
Glu Vai Lys Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly 
1 5 10 15

Ser Met Lys Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala 
20 25 30

Trp Met Asp Trp Vai Arg Gin Ser Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Vai

Cl4S244SEQBX20l50930.<iocx -13-
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35 40 45

Ala Glu He Arg Lys Lys Vai Asn Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Ser
65 70 75 80

Vai Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Gly lie Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Ser Leu Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr Leu Ser Vai
100 105 110

Ser Ser

<210> 21
<211> 114
<212> PRT
<213>小鼠類

<400> 21
Glu Vai Lys Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Met Lys Leu Ser Cys Ala Vai Ser Gly Leu Thr Phe Ser Asp Ala
20 25 30

Trp Met Asp Trp Vai Arg Gin Ser Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp lie
35 40 45

Ala Glu He Arg Asn Lys Ala Lys Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Gly
65 70 75 80

Vai Tyr Leu Gin Met Asn Asn Leu Arg Ala Glu Asp Thr Gly lie Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Gly Leu Asp Tyr Trp Gly His Gly Thr Ser Vai Thr Vai
100 105 110

C148244SEQBX20l50930.docx ・14・



1529247

Ser Ser

<210> 22
<211> 114
<212> PRT
<213>小鼠類

<400> 22
Glu Vai Gin Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly
1 5 10

Ser Met Lys Leu Ser Cys Vai Ala Ser Gly
20 25

Trp Met Asn Trp Vai Arg Gin Ser Pro Glu
35 40

Ala Gin lie Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr
50 55

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr He Ala Arg
65 70

Vai Tyr Leu Gin Met Asn Asn Leu Arg Ala
85 90

• Tyr Cys Thr Pro lie Asp Tyr Trp Gly Gin
100 105

Ser Ser

<210> 23
<211> 114
<212> PRT
<213>小鼠類

<400> 23
Glu Vai Lys Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly
1 5 10

Ser Met Lys Leu Ser Cys Vai Ala Ser Gly

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp
75

Glu

Gly

Leu

Phe

Vai Gin Pro Gly Gly
15

Pro Phe Ser Asn Tyr
30

Gly Leu Glu Trp Vai
45

Thr His Tyr Ala Glu
60

Asp Ser Lys Ser Ser
80

Asp Thr Gly lie Tyr
95

Thr Thr Leu Thr Vai
110

Vai Gin Pro Gly Gly
15

Thr Phe Asn Lys Tyr

C148244SEQBX20150930.docx ・15·
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20 25 30

Trp Met Asn Trp Vai Arg Gin Ser Pro Asp Lys Gly Leu Glu Cys lie
35 40 45

Ala Gin lie Arg Leu Lys Ser Asp Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Ser
65 70 75 80

Vai Tyr Leu Gin Met Asn Asn Leu Arg Ala Glu Asp Thr Gly He Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Pro He Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr Leu Thr Vai
100 105 110

Ser Ser

<210> 24
<211> 114
<212> PRT
<213>小鼠類

<400> 24
Glu Vai Lys Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Met Lys Leu Ser Cys Vai Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr
20 25 30

Trp Met Asn Trp Vai Arg Gin Ser Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Vai
35 40 45

Ala Gin He Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80

Vai Tyr Leu Gin Met Asn Asn Leu Arg Ala Glu Asp Thr Gly He Tyr
85 90 95

C】48244SEQBX20】5093(hiocx -16・
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Tyr Cys Thr Pro Vai Asp Phe Trp Gly Gin Gly Thr Thr Leu Thr Vai
100 105 110

Ser Ser

<210> 25
<211> 117
<212> PRT
<213>小鼠類

<400> 25
Glu Vai Lys
1

Ser Leu Ser

Tyr Met

Gly Phe
50

Ser Vai
65

Leu Glu Glu Ser
5

Leu Ser Cys Vai
20

Gly Gly Gly Leu Vai
10

Ala Ser Gly Phe Thr
25

Gin Pro Gly Gly
15

Phe Thr Asp Tyr
30

Ser
35

Trp Vai Arg Gin Pro
40

Pro Gly Lys Ala Leu Glu Trp Leu
45

lie Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Asn Ala 
55 60

Lys Gly Arg Phe Thr
70

lie Ser Arg Asp Tyr Ser Gin Ser lie
75 80

Leu Tyr Leu Gin Met
85

Asn Ala Leu Arg Ala Glu Asp Ser Ala Thr Tyr
90 95

g
o
 

r o
 

A
 11

p
 5
 

s o 
A
 1

y
 o
 

—1 1i 

u
 1

Leu Thr Vai Ser Ser
115

<210> 26
<211> 117
<212> PRT
<213>小鼠類 

<400> 26
Glu Vai Gin Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly

CI48244SEQHX20l50930.doa ・17・
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1 5 10 15

Ala Leu Ser Leu Ser Cys Ala Gly Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Tyr Met Ser Trp Vai Arg Gin Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu Trp Leu
35 40 45

Gly Phe lie Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Ser Ala
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asp Ser Gin Ser He
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ala Leu Arg Ala Glu Asp Ser Ala Thr Tyr
85 90 95

y
 ο

IX 
一
 

4

ϋ
 1

Ρ
5
 

s ο 
A
 100Ί

χ

Leu Thr Vai Ser Ser
115

<210> 27
<211> 11
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 27
Lys Ala Ser Gin Asn He Asp Lys
1 5

Tyr Leu Asn
10

<210> 28
<211> 16
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 28

CI48244SEQBX20150930.0OCT -18・
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Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Glu Ser Asp Gly Arg Thr Tyr Leu Asn 
1 5 10 15

<210> 29
<211> 16
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 29
Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Asp Ser
1 5

Asp Gly Lys Thr Tyr
10

Leu Asn
15

—<210> 30
• <211> 16

<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 30
Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Asp Ser
1 5

Asp Gly Arg Thr Tyr Leu Asn
10 15

<210> 31
<211> 16
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 31
Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Tyr
1 5

Ser Asn Gly Lys
10

Thr Tyr Leu Asn
15

<210> 32
<211> 16
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

CI48244SEQBX201S0930.docx ・19・
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<400> 32
Arg Ser Ser Gin Ser Leu Vai His
1 5

Thr Asn Gly Asn Ser Tyr Leu His
10 15

<210> 33
<211> 16
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 33
Arg Ser Ser Gin Ser Leu Vai His
1 5

Thr Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His
10 15

<210> 34
<211> 7
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽 

<400> 34
Asn Thr Asn Asn Leu Gin Thr
1 5

<210> 35
<211> 7
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽 

<400> 35
Leu Vai Ser Asn Leu Asp Ser
1 5

<210> 36
<211> 7
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

C148244SEQBX201 $0930Jocx -20-
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<400> 36
Leu Vai Ser Lys Leu Asp Ser
1 5

<210> 37
<211> 7
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 37
Leu Vai Ser Asn Leu Gly Ser
1 5

<210> 38
<211> 7
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 38
Leu Vai Ser Ala Leu Asp Ser
1 5

<210> 39
<211> 7
.<212> PRT

<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 39
Leu Vai Ser Asn Leu Asn Ser
1 5

<210> 40
<211> 7
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

C)4S244SEQBX20IS0930Jocx -21 -
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<400> 40
Leu Vai Ser His Leu Asp Ser
1 5

<210> 41
<211> 7
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 41
Met Vai Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 42
<211> 9
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 42
Leu Gin His lie Ser Arg Pro Arg Thr
1 5

<210> 43
<211> 9
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 43
Trp Gin Gly Thr His Phe Pro Trp Thr
1 5

<210> 44
<211> 8
<212> PRT
<213>人工序列

<220>

C148244SEQBX20150930.doo -22-
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<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 44
Vai Gin Gly Ser His Phe His Thr
1 5

<210> 45
<211> 8
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 45
Vai Gin Gly Thr Arg Phe His Thr
1 5

<210> 46
<211> 8
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 46
Vai Gin Gly Thr His Leu His Thr
1 5 

• <210> 47
<211> 9
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 47
Ser Gin Ser Thr His Vai Pro Phe Thr
1 5

<210> 48
<211> 10
<212> PRT
<213>人工序列

Cl 4S244SEQBX20150930.doa -23-
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<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 48
Ser Gin Ser Ala His Vai Pro Pro Leu Thr
1 5 10

<210> 49
<211> 10
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 49
Gly Phe Thr Phe Thr Asp Phe Tyr Met Asn 
1 5 10

<210> 50
<211> 10
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 50
Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala Trp Met Asp 
1 5 10

<210> 51
<211> 10
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 51
Arg Phe Thr Phe Ser Asp Ala Trp Met Asp 
1 5 10

<210> 52
<211> 10
<212> PRT
<213>人工序列

CI48244SEQBX20150930.docx -24-
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<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 52
Gly Leu Thr Phe Ser Asp Ala Trp Met Asp 
1 5 10

<210> 53
<211> 10
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽 

• <400> 53
Gly Phe Pro Phe Ser Asn Tyr Trp Met Asn 
1 5 10

<210> 54
<211> 10
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 54
Gly Phe Thr Phe Asn Lys Tyr Trp Met Asn 
1 5 10

<210> 55
<211> 10
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 55
Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr Trp Met Asn 
1 5 10

<210> 56
<211> 10
<212> PRT

CI48244SEQBX20l50930^ocx -25-
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<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 56
Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr Tyr Met Ser 
1 5 10

<210> 57
<211> 19
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 57
Phe He Arg Asp Lys Ala Lys Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Asn Pro Ser 
1 5 10 15

Vai Lys Gly

<210> 58
<211> 19
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 58
Glu He Arg Asn Lys Ala Lys Asn His
1 5

Vai Ala Tyr Tyr Ala Glu Ser
10 15

Vai Lys Gly

<210> 59
<211> 19
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

C148244SEQBX20150930Jocx -26-
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<400> 59
Glu lie Arg Asn Lys Ala Asn Asn His
1 5

Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu Ser
10 15

Vai Lys Gly

<210> 60
<211> 19
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

• <400> 60
Glu He Arg Asn Lys Ala Lys Asn His Vai Lys Tyr Tyr Ala Glu Ser 
1 5 10 15

Vai Lys Gly

<210> 61
<211> 19
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽 

<400> 61
Glu lie Arg Asn Lys Ala Lys Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu Ser 
1 5 10 15

Vai Lys Gly

<210> 62
<211> 19
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

Cl 48244SEQBX20150930.docx -27-
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<400> 62
Glu He Arg Lys Lys Vai Asn Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu Ser 
1 5 10 15

Vai Lys Gly

<210> 63
<211> 19
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 63
Gin He Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu Ser 
1 5 10 15

Vai Lys Gly

<210> 64
<211> 19
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 64
Gin He Arg Leu Lys Ser Asp Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu Ser 
1 5 10 15

Vai Lys Gly

<210> 65
<211> 19
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 65

C148244SEQBX20150930.docx ・28・
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Phe He Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr 
1 5 10

Asn Ala Ser
15

Vai Lys Gly

<210> 66
<211> 19
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

66<400>
Phe He Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr 
1 5 10

Ser Ala Ser
15

Vai Lys Gly

<210> 67
<211> 12
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 67
• Ala Arg Glu Gly His Thr Ala Ala Pro Phe Asp Tyr

1 5 10

<210> 68
<211> 5
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 68
Thr Thr Leu Asp Ser
1 5

<210> 69

C148244SEQBX20i50930.docx -29-
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<211> 5
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 69
Thr Ser Leu Asp Tyr
1 5

<210> 70
<211> 5
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 70
Thr Gly Leu Asp Tyr
1 5

<210> 71
<211> 5
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 71
Thr Pro He Asp Tyr
1 5

<210> 72
<211> 5
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 72
Thr Pro Vai Asp Phe
1 5

C) 4S244SEQBX20) 50930.docx -30-
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<210> 73
<211> 8
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 73
Thr Arg Tyr He Phe Phe Asp Tyr
1 5

<210> 74
<211> 8
<212> PRT
<213>人工序列 

• <220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 74
Thr Arg Tyr He Trp Phe Asp Tyr
1 5

<210> 75
<211> 24
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成引子

<400> 75
atgggcwtca aratgrarwc wcat 24

<210> 76
<211> 24
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成引子

<400> 76
gayattgtgm tracmcarkm tcaa 24

<210> 77

Cl4S244SEQBX20l50930Joa -31・
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<211> 21
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成引子

<400> 77
actggatggt gggaagatgg a 21

<210> 78
<211> 24
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成引子

<400> 78
gayattgtgm tsacmcarwc tmca 24

<210> 79
<211> 21
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成引子

<400> 79
ggatacagtt ggtgcagcat c 21

<210> 80
<211> 24
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成引子

<400> 80
atgrasttsk ggytmarctk grtt 24

<210> 81
<211> 25
<212> DNA
<213>人工序列

CI48244SEQBX20l509304ocx ・32・
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<220>
<223>人工序列之描述：合成引子

<400> 81
atgraatgsa sctgggtywt yctct 25

<210> 82
<211> 21
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成引子

<400> 82
saggtsmarc tgcagsagtc t 21

<210> 83
<211> 24
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成引子

<400> 83
saggtgmagc tcswrsaryc sggg 24

<210> 84
• <211> 24

<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成引子

<400> 84
tgaggagact gtgagagtgg tgcc 24

<210> 85
<211> 30
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成引子

CI4K244SEQBX20l509JO.dacx -33-
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<400> 85
ayctccacac acaggrrcca gtggatagac 30

<210> 86
<211> 20
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成引子

<220>
<221>修飾鹼基
<222> (6)..(6)
<223> a, c, t, g,未知或其他

<400> 86
sargtnmagc tgsagsagtc 20

<210> 87
<211> 23
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成引子

<220>
<221>修飾鹼基
<222> (6)..(6)
<223> a, c, t, g,未知或其他

<400> 87
sargtnmagc tgsagsagtc wgg 23

<210> 88
<211> 22
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成引子

<400> 88
caggttactc tgaaagwgts tg 22

C148244SEQBX20l50930.docx -34-
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<210> 89
<211> 20
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成引子

<400> 89
gaggtccarc tgcaacartc 20

<210> 90
<211> 20
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成引子 

<400> 90
caggtccaac tvcagcarcc 20 

<210> 91
<211> 20
<212> DNA
<213>人工序列 

<220>
<223>人工序列之描述：合成引子 

<400> 91
gaggtgaass tggtggaatc 20

<210> 92
<211> 20
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成引子

<400> 92
gatgtgaact tggaagtgtc 20

<210> 93

CI4S244SEQBX201 S0930Jocx -35-
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<211> 27
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成引子

<400> 93
atagacagat gggggtgtcg ttttggc 27

<210> 94
<211> 23
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成引子

<400> 94
cttgaccagg catcctagag tea 23

<210> 95
<211> 24
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成引子

<400> 95
aggggccagt ggatagagtg atgg 24

<210> 96
<211> 100
<212> PRT
<213>小鼠類

<400> 96
Glu Vai Gin Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ala Leu Ser Leu Ser Cys Ala Gly Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Tyr Met Ser Trp Vai Arg Gin Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu Trp Leu
35 40 45

CI48244SEQBX20150930.docx ・36・



1529247

85 90 95

Gly Phe lie Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Ser Ala
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asp Ser Gin Ser He
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ala Leu Arg Ala Glu Asp Ser Ala Thr Tyr

Tyr Cys Thr Arg
100

<210> 97
<211> 100

• <212> PRT
<213>智人

<400> 97
Glu Vai Gin Leu Vai Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp His
20 25 30

Tyr Met Asp Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Vai
35 40 45

Gly Arg Thr Arg Asn Lys Ala Asn Ser Tyr Thr Thr Glu Tyr Ala Ala
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Vai Tyr
85 90 95

Tyr Cys Ala Arg
100

<210> 98
<211> 100
<212> PRT
<213>人工序列

C)4&244SEQBX20l50930.docx ・37・
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<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

<400> 98
Glu Vai Gin Leu Vai Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Tyr Met Ser Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Vai
35 40 45

Gly Phe He Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Ser Ala
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Vai Tyr
85 90 95

Tyr Cys Ala Arg
100

<210> 99
<211> 100
<212> PRT
<213>小鼠類

<400> 99
Asp lie Vai Met Thr Gin Ser Pro Leu Ser Leu Thr Vai Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Gin Ala Ser He Ser Cys Arg Ser Ser Gin Ser Leu Vai His Thr
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Lys Leu Leu lie Tyr Met Vai Ser
50 55

Asn Arg Phe Ser Gly Vai Pro
60

CU8244SEQBX20150930.docx -38-
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Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lie 
65 70 75 80

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Leu Gly lie Tyr Phe Cys Ser Gin Ser
85 90 95

Ala His Vai Pro
100

<210> 100
<211> 100
<212> PRT
<213>智人

<400> 100
Asp lie Vai
1

Met Thr Gin Thr Pro Leu 
5

Ser Leu
10

Ser Vai Thr Pro Gly
15

Gin Pro Ala Ser
20

He Ser Cys Lys Ser
25

Ser Gin Ser Leu Leu His
30

Ser

Asp Gly Lys
35

Thr Tyr Leu Tyr Trp Tyr
40

Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
45

Pro Gin Leu Leu lie Tyr Glu Vai
50 55

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser■ 65 70

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Vai
85

Ser Ser Arg Phe Ser Gly Vai Pro
60

Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lie
75 80

Gly Vai Tyr Tyr Cys Met Gin Gly
90 95

He His Leu Pro
100

<210> 101
<211> 100
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

CI4&244SEQBX201 S0930.docx -39-
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<400> 101
Asp He Vai Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser Leu Ser Vai Thr Pro Gly
1 5 10 15

Gin Pro Ala Ser He Ser Cys Arg Ser Ser Gin Ser Leu Vai His Thr
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Tip Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Gin Leu Leu He Tyr Met Vai Ser Asn Arg Phe Ser Gly Vai Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lie
65 70 75 80

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Vai Gly Vai Tyr Tyr Cys Ser Gin Ser
85 90 95

Ala His Vai Pro
100

<210> 102
<211> 113
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

<400> 102
Asp He Vai Met Thr Gin Thr Pro
1 5

Leu Ser Leu Ser Vai
10

Thr Pro Gly
15

Gin Pro Ala Ser He Ser Cys
20

Arg Ser Ser Gin Ser Leu Vai His Thr
25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His
35

Trp Tyr Leu Gin Lys
40

Pro Gly Gin Ser
45

Pro Gin Leu Leu He Tyr Met
50 55

Vai Ser Asn Arg Phe Ser Gly Vai Pro
60

Cl 48244SEQBX20150930 如 ・40・
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Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lie
65 70 75 80

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Vai Gly Vai Tyr Tyr Cys Ser Gin Ser
85 90 95

Ala His Vai Pro Pro Leu Thr Phe Gly Gin Gly Thr Arg Leu Glu lie
100 105 110

Lys

<210> 103
<211> 117

• <212> PRT
<213>人工序列

<400> 103

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

Glu Vai Gin Leu Vai Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Tyr Met Ser Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Vai
35 40 45

Gly Phe He Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Ser Ala
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Vai Tyr
85 90 95

Tyr Cys Ala Arg Tyr He Trp Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr
100 105 110
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Val Thr Vai Ser Ser
115

<210> 104
<211> 12
<212> PRT
<213>智人

<400> 104
Gly Gin Asn Asp Thr Ser Gin Thr Ser Ser Pro Ser
1 5 10

<210> 105
<211> 12
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 105
Ala Gin Asn Asp Thr Ser Gin Thr Ser Ser Pro Ser 
1 5 10

<210> 106
<211> 12
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 106
Gly Ala Asn Asp Thr Ser Gin Thr Ser Ser Pro Ser 
1 5 10

<210> 107
<211> 12
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 107
Gly Gin Ala Asp Thr Ser Gin Thr Ser Ser Pro Ser 
1 5 10
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<210> 108
<211> 12
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 108
Gly Gin Asn Ala Thr Ser Gin Thr Ser
1 5

Ser Pro Ser
10

<210> 109
<211> 12
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 109
Gly Gin Asn Asp Ala Ser Gin Thr Ser
1 5

Ser Pro Ser
10

<210> 110
<211> 12
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 110
Gly Gin Asn Asp Thr Ala Gin Thr Ser
1 5

Ser Pro Ser
10

<210> 111
<211> 12
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 111
Gly Gin Asn Asp Thr Ser Ala Thr Ser
1 5

Ser Pro Ser
10
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<210> 112
<211> 12
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 112
Gly Gin Asn Asp Thr Ser Gin Ala Ser Ser Pro Ser
1 5 10

<210> 113
<211> 12
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 113
Gly Gin Asn Asp Thr Ser Gin Thr Ala Ser Pro Ser
1 5 10

<210> 114
<211> 12
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 114
Gly Gin Asn Asp Thr Ser Gin Thr Ser Ala Pro Ser 
1 5 10

<210> 115
<211> 16
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<220>
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<221> MOD_RES
<222> (1)..(1)
<223> Lys or Arg

<220>
<221> M0D_RES
<222> (7)..(7)
<223> Leu, Vai or He

<220>
<221> M0D_RES
<222> (8)..(8)
<223>任何胺基酸

<220>
<221> M0D_RES
<222> (9)..(9)
<223> Ser or Thr

• <220>
<221> M0D_RES
<222> (10)..(10)
<223> Asn or Asp

<220>
<221> MOD.RES
<222> (12)..(12)
<223>任何胺基酸

<220>
<221> MOD.RES
<222> (13)..(13)
<223> Ser or Thr

<220>
<221> M0D_RES
<222> (16)..(16)
<223>任何胺基酸

<400> 115
Xaa Ser Ser Gin Ser Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Tyr Leu Xaa 
1 5 10 15

<210> 116
<211> 16
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<220>
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<221> MOD_RES
<222> (1)..(1)
<223> Lys or Arg

<220>
<221> MOD_RES
<222> (7)..(刀
<223> Leu, Vai or lie

<220>
<221> MOD_RES
<222> (9)..(9)
<223> Ser or Thr

<220>
<221> MOD_RES
<222> (12)..(12)
<223>任何胺基酸

<220>
<221> MOD_RES
<222> (13j..(13)
<223> Ser or Thr

<400> 116
Xaa Ser Ser Gin Ser Leu Xaa His Xaa Asn Gly Xaa Xaa Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 117
<211> 16
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<220>
<221> MOD RES
<222> (13)..(13)
<223> Ser or Thr

<400> 117
Arg Ser Ser Gin Ser Leu Vai His Thr Asn Gly Asn Xaa Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 118
<211> 7
<212> PRT
<213>人工序列

<220>

C148244SEQBX20150930Jocx -46-



1529247

<223>人工序列之描述：合成胜肽

<220>
<221> MOD.RES
<222> (1)..(1)
<223>任何胺基酸

<220>
<221> MOD_RES
<222> (4)..(6)
<223>任何胺基酸

<400> 118
Xaa Vai Ser Xaa Xaa Xaa Ser
1 5

<210> 119
<211> 7
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<220>
<221> MOD_RES
<222> (1)..(1)
<223>任何胺基酸

<220>
<221> MOD_RES
<222> (4)..(4)
<223>任何胺基酸

<220>
<221> MOD_RES
<222> (6)..(6)
<223>任何胺基酸

<400> 119
Xaa Vai Ser Xaa Arg Xaa Ser
1 5

<210> 120
<211> 7
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
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<223>人工序列之描述：合成胜肽

<220>
<221> MOD_RES
<222> (4)..(4)
<223>任何胺基酸

<400> 120
Met Vai Ser Xaa Arg Phe Ser
1 5

<210> 121
<211> 8
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<220>
<221> MOD_RES
<222> (1)..(1)
<223>任何胺基酸

<220>
<221> MOD.RES
<222> (3)..(3)
<223>任何胺基酸

<220>
<221> MOD_RES
<222> (4)..(4)
<223>任何胺基酸

<220>
<221> MOD_RES
<222> (5)..(5)
<223> His, Arg or Lys

<220>
<221> MOD_RES
<222> (6)..(6)
<223> Phe, Leu, Vai or He

<220>
<221> MOD.RES
<222> (7)..(8)
<223>任何胺基酸
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<400> 121
Xaa Gin Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5

<210> 122
<211> 8
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<220>
<221> MOD_RES
<222> (4)..(4)

.<223>任何胺基酸

<220>
<221> MOD_RES
<222> (5)..(5)
<223> His, Arg or Lys

<220>
<221> M0D_RES
<222> (6)..(6)
<223> Phe, Leu, Vai or He

<220>
<221> MOD.RES
<222> (8)..(8)
<223>任何胺基酸

<400> 122
• Ser Gin Ser Xaa Xaa Xaa Pro Xaa

1 5

<210> 123
<211> 8
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<220>
<221> MOD_RES
<222> (4)..(4)
<223>任何胺基酸
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<220>
<221> MOD_RES
<222> (8)..(8)
<223> Phe or Pro

<400> 123
Ser Gin Ser Xaa His Val Pro Xaa
1 5

<210> 124
<211> 10
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<220>
<221> M0D_RES
<222> (3)..(3)
<223>任何胺基酸

<220>
<221> M0D_RES
<222> (5)..(6)
<223>任何胺基酸

<220>
<221> MOD_RES
<222> (8)..(8)
<223> Trp or Tyr

<220>
<221> M0D_RES
<222> (10)..(10)
<223>任何胺基酸

<400> 124
Gly Phe Xaa Phe Xaa Xaa Tyr Xaa Met Xaa
1 5 10

<210> 125
<211> 10
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽
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<220>
<221> MOD.RES
<222> (5)..(6)
<223>任何胺基酸

<220>
<221> MOD.RES
<222> (8)..(8)
<223> Trp or Tyr

<220>
<221> MOD_RES
<222> (10)..(10)
<223>任何胺基酸

<400> 125
Gly Phe Thr Phe Xaa Xaa Tyr Xaa Met Xaa 
1 5 10

<210> 126
<211> 10
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<220>
<221> MOD_RES
<222> (8)..(8)
<223> Trp or Tyr

<400> 126
• Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr Xaa Met Ser

1 5 10

<210> 127
<211> 19
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<220>
<221> MOD_RES
<222> (1)..(1)
<223>任何胺基酸
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<220>
<221> MOD_RES
<222> (4)..(4)
<223>任何胺基酸

<220>
<221> MOD.RES
<222> (6)..(6)
<223>任何胺基酸

<220>
<221> MOD_RES
<222> (8)..(8)
<223>任何胺基酸

<220>
<221> MOD_RES
<222> (10)..(10)
<223>任何胺基酸

<220>
<221> MOD_RES
<222> (12)..(12)
<223>任何胺基酸

<220>
<221> MOD_RES
<222> (147..(15)
<223>任何胺基酸

<400> 127
Xaa lie Arg Xaa Lys Xaa Asx Xaa Tyr Xaa Thr Xaa Tyr Xaa Xaa Ser
1 5 10 15

Vai Lys Gly

<210> 128
<211> 19
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<220>
<221> MOD.RES
<222> (1)..(1)
<223>任何胺基酸

<220>
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<221> MOD_RES
<222> (4)..(4)
<223>任何胺基酸

<220>
<221> MOD_RES
<222> (6)..(6)
<223>任何胺基酸

<220>
<221> MOD.RES
<222> (8)..(8)
<223>任何胺基酸

<220>
<221> MOD_RES
<222> (14)..(15)
<223>任何胺基酸

• <400> 128
Xaa He Arg Xaa Lys Xaa Asn Xaa Tyr Thr Thr Glu Tyr Xaa Xaa Ser 
1 5 10 15

Vai Lys Gly

<210> 129
<211> 19
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<220>
<221> MOD_RES
<222> (14)..(15)
<223>任何胺基酸

<400> 129
Phe lie Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Xaa Xaa Ser
1 5 10 15

Vai Lys Gly

<210> 130
<211> 5
<212> PRT
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<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<220>
<221> MOD_RES
<222> (2)..(4)
<223>任何胺基酸

<220>
<221> MOD_RES
<222> (5)..(5)
<223> Tyr, Phe or Trp

<400> 130
Thr Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5

<210> 131
<211> 8
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<220>
<221> MOD_RES
<222> (4)..(4)
<223>任何胺基酸

<220>
<221> MOD.RES
<222> (5)..(5)
<223> Tyr, Phe or Trp

<400> 131
Thr Arg Tyr Xaa Xaa Phe Asp Tyr
1 5

<210> 132
<211> 8
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽
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<220>
<221> MOD_RES
<222> (5)..(5)
<223> Phe or Trp

<400> 132
Thr Arg Tyr lie Xaa Phe Asp Tyr
1 5

<210> 133
<211> 11
<212> PRT
<213>智人

<400> 133
亠 Trp Gly Gin Gly Thr Thr Vai Thr Vai Ser Ser
■ 1 5 10

<210> 134
<211> 10
<212> PRT
<213>智人

<400> 134
Phe Gly Gin Gly Thr Lys Leu Glu He Lys
1 5 10

<210> 135
<211> 10
<212> PRT
<213>智人

<400> 135
Phe Gly Gin Gly Thr Arg Leu Glu He Lys
1 5 10

<210> 136
<211> 117
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

<400> 136
Glu Vai Gin Leu Vai Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly 
1 5 10 15
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Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Tyr Met Ser Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Vai
35 40 45

Gly Phe He Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Asn Ala
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Vai Tyr
85 90 95

Thr ThrP
5
 

s nu 

A
 ι-

β
ο
 

r o
 

A
 1

1
1va

5
 一-

1-x

y
 o

<210> 137
<211> 117
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽 

<400> 137
Glu Vai Gin Leu Vai Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly 
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Tyr Met Ser Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Vai
35 40 45

Gly Phe lie Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Asn Ala
50 55 60

C)48244SEQBX20150930.<Jocx -56-



1529247

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr
65 70

lie Ser Arg Asp Asp Ser Lys
75

Asn Ser
80

Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser
85

Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val
90 95

Tyr

g
o
 

r o
 

A
 1
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5
 

s o
 

A
 11

y
 o
 

—1 11 

u
 1

Val Thr Vai Ser Ser
115

<210>.138
<211> 112 

—<212> PRT
• <213>人工序列

<400> 138

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

Asp He Val Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Gin Pro Ala Ser lie Ser Cys Arg Ser Ser Gin Ser Leu Val His Thr
20 25 30

Asn Gly Asn Ser Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Gin Leu Leu He Tyr Met Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lie
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Gin Ser
85 90 95

Thr His Val Pro Phe Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Leu Glu He Lys
100 105 110

<210> 139
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<211> 114
<212> PRT
<213>人工序列

<400> 139

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

Glu Vai Gin Leu Vai Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr
20 25 30

Trp Met Asn Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Vai
35 40 45

Gly Gin He Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Vai Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Pro Vai Asp Phe Trp Gly Gin Gly Thr Thr Vai Thr Vai
100 105 110

Ser Ser

<210> 140
<211> 114
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

<400> 140
Glu Vai Gin Leu Vai Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly 
1 5 10 15
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Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr
20 25 30

Trp Met Asn Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Vai
35 40 45

Gly Gin lie Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80

Vai Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Vai Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Pro Vai Asp Phe Trp Gly Gin Gly Thr Thr Vai Thr Vai
100 105 110

Ser Ser

<210> 141
<211> 114
<212> PRT
<213>人工序列

<400> 141

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

Glu Vai Gin Leu Vai Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr
20 25 30

Trp Met Asn Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Vai
35 40 45

Ala Gin lie Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
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65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Pro Val Asp Phe Trp Gly Gin Gly Thr Thr Val Thr Val
100 105 110

Ser Ser

<210> 142
<211> 114
<212> PRT
<213>人工序列

<400> 142

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Gin He Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80

Val Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Pro Val Asp Phe Trp Gly Gin Gly Thr Thr Val Thr Val
100 105 110

Ser Ser
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<210> 143
<211> 114
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

<400> 143
Glu Vai Gin Leu Vai Glu
1 5

Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin
10

Pro Gly Gly
15

Ser Met Arg Leu Ser Cys
20

Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
25

Asn Thr Tyr
30

Trp Met Asn Trp Vai Arg Gin
35

Ala Pro Gly Lys Gly Leu
40 45

Glu Trp Vai

Ala Gin He Arg Leu Lys
50

Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His
55 60

Tyr Ala Glu

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr
65 70

lie Ser Arg Asp Asp Ser
75

Lys Asn Ser
80

Vai Tyr Leu Gin Met
85

Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr
90

Ala Vai Tyr
95

Tyr Cys Thr Pro Vai
100

Asp Phe Trp Gly Gin Gly Thr Thr
105

Vai Thr Vai
110

Ser Ser

<210> 144
<211> 114
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

<400> 144
Glu Vai Gin Leu Vai Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly
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Ser Ser

1 5 10 15

Ser Met Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr
20 25 30

Trp Met Asn Trp Vai Arg Gin Ala Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Vai
35 40 45

Ala Gin lie Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80

Vai Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Vai Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Pro Vai Asp Phe Trp Gly Gin Gly Thr Thr Vai Thr Vai
100 105 110

<210> 145
<211> 111
<212> PRT
<213>人工序列

<400> 145

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

Asp lie Vai Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser Leu Ser Vai Thr Pro Gly
1 5 10 15

Gin Pro Ala Ser He Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Gin Leu Leu lie Tyr Leu Vai Ser Lys Leu Asp Ser Gly Vai Pro
50 55 60
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100 105 110

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys He
65 70 75 80

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Vai Gly Vai Tyr Tyr Cys Vai Gin Gly
85 90 95

Thr His Leu His Thr Phe Gly Gin Gly Thr Arg Leu Glu lie Lys

<210> 146
<211> 111
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

<400> 146
Asp lie Vai Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser Leu Ser Vai Thr Pro Gly
1 5 10 15

Gin Pro Ala Ser He Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Gin Arg Leu lie Tyr Leu Vai Ser Lys Leu Asp Ser Gly Vai Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys He
65 70 75 80

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Vai Gly Vai Tyr Tyr Cys Vai Gin Gly
85 90 95

Thr His Leu His Thr Phe Gly Gin Gly Thr Arg Leu Glu lie Lys
100 105 110

<210> 147
<211> 111
<212> PRT
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<213>人工序列

<400> 147

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

Asp He Vai Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser Leu Ser Vai Thr Pro Gly
1 5 10 15

Gin Pro Ala Ser He Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Gin Arg Leu lie Tyr Leu Vai Ser Lys Leu Asp Ser Gly Vai Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lie
65 70 75 80

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Vai Gly Vai Tyr Tyr Cys Vai Gin Gly
85 90 95

Thr His Leu His Thr Phe Gly Gin Gly Thr Arg Leu Glu lie Lys
100 105 110

<210> 148
<211> 111
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

<400> 148
Asp lie Vai lie Thr Gin Thr Pro Leu Ser Leu Ser Vai Thr Pro Gly 
1 5 10 15

Gin Pro Vai Ser lie Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
35 40 45
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Pro Lys Arg Leu lie Tyr Leu Vai Ser Lys Leu Asp Ser Gly Vai Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lie
65 70 75 80

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Vai Gly Vai Tyr Tyr Cys Vai Gin Gly
85 90 95

Thr His Leu His Thr Phe Gly Gin Gly Thr Arg Leu Glu lie Lys
100 105 110

_ <210> 149
• <211> 114

<212> PRT
<213>人工序列

<400> 149

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

Glu Vai Gin Leu Vai Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Ser Asn Tyr
20 25 30

Trp Met Asn Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Vai
35 40 45

Gly Gin He Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Vai Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Pro lie Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr Vai Thr Vai
100 105 110
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Ser Ser

<210> 150
<211> 114
<212> PRT
<213>人工序列

<400> 150

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

Glu Vai Gin Leu Vai Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Ser Asn Tyr
20 25 30

Trp Met Asn Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Vai
35 40 45

Gly Gin He Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80

Vai Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Vai Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Pro He Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr Vai Thr Vai
100 105 110

Ser Ser

<210> 151
<211> 114
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽
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<400> 151
Glu Vai Gin Leu Vai Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Ser Asn Tyr
20 25 30

Trp Met Asn Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Vai
35 40 45

Ala Gin He Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu
50 55 60

_ Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
• 65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Vai Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Pro He Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr Vai Thr Vai
100 105 110

Ser Ser

<210> 152
<211> 114
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

<400> 152
Glu Vai Gin Leu Vai Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly 
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Ser Asn Tyr
20 25 30

Trp Met Asn Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Vai
35 40 45
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100 105 110

Ala Gin He Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80

Vai Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Vai Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Pro He Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr Vai Thr Vai

Ser Ser

<210> 153
<211> 111
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

<400> 153
Asp He Vai Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser Leu Ser Vai Thr Pro Gly
1 5 10 15

Gin Pro Ala Ser He Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Gin Leu Leu lie Tyr Leu Vai Ser Lys Leu Asp Ser Gly Vai Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys He
65 70 75 80

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Vai Gly Vai Tyr Tyr Cys Vai Gin Gly
85 90 95
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Ser His Phe His Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Leu Glu lie Lys
100 105 110

<210> 154
<211> 111
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

<400> 154
Asp He Vai Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser Leu Ser Vai Thr Pro Gly
1 5 10 15

Gin Pro Ala Ser He Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Vai Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Gin Leu Leu He Tyr Leu Vai Ser Lys Leu Asp Ser Gly Vai Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys He
65 70 75 80

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Vai Gly Vai Tyr Tyr Cys Vai Gin Gly
85 90 95

Ser His Phe His Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Leu Glu He Lys
100 105 110

<210> 155
<211> 111
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

<400> 155
Asp lie Vai Met Thr Gin Thr Pro Leu
1 5

Ser Leu Ser Vai
10

Thr Pro Gly
15
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Gin Pro Ala Ser lie Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Vai Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Lys Arg Leu He Tyr Leu Vai Ser Lys Leu Asp Ser Gly Vai Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lie
65 70 75 SO

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Vai Gly Vai Tyr Tyr Cys Vai Gin Gly
85 90 95

Ser His Phe His Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Leu Glu He Lys
100 105 110

<210> 156
<211> 111
<212> PRT
<213>人工序列

<400> 156

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

Asp lie Vai Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser Leu Ser Vai Thr Pro Gly
1 5 10 15

Gin Pro Ala Ser lie Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Vai Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Gin Arg Leu lie Tyr Leu Vai Ser Lys Leu Asp Ser Gly Vai Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lie
65 70 75 80
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Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Vai Gly Vai Tyr Tyr Cys Vai
85 90

Ser His Phe His Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys
100 105

<210> 157
<211> 111
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

<400> 157
Asp lie Vai Met Thr Gin Thr Pro
1 5

Gin Pro Ala Ser lie Ser Cys Lys
20

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp
35 40

Pro Gin Arg Leu lie Tyr Leu Vai
50 55

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Vai
85

Ser His Phe His Thr Phe Gly Gin
100

Gin Gly
95

Leu Glu lie Lys
110

Leu Ser Leu Ser Vai Thr Pro Gly
10 15

Ser Ser Gin Ser Leu Leu Tyr Ser
25 30

Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
45

Ser Lys Leu Asp Ser Gly Vai Pro
60

Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lie
75 80

Gly Vai Tyr Tyr Cys Vai Gin Gly
90 95

Gly Thr Lys Leu Glu lie Lys
105 110

<210> 158
<211> 113
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽
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<400> 158
Glu Val Gin Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala
20 25 30

Trp Met Asp Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Glu He Arg Asn Lys Ala Lys Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Thr Leu Asp Ser Trp Gly Gin Thr Thr Val Thr Val Ser
100 105 110

Ser

<210> 159
<211> 114
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

<400> 159
Glu Val Gin Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val
1 5 10

Gin Pro Gly Gly
15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Ser Gly Phe Thr Phe Ser
25 30

Asp Ala

Trp Met Asp Trp Val Arg Gin
35

Ala Pro Gly Lys
40

Gly Leu Glu Leu Thr
45
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Ala Glu lie Arg Asn Lys Ala Lys Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ser Lys Ser Thr
65 70 75 80

Vai Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Vai Tyr
O J 90 95

Tyr Cys Thr Thr Leu Asp Ser Trp Gly Gin Gly Thr Thr Vai Thr Vai
100 105 110

Ser Ser

<210> 160
<211> 114
<212> PRT
<213>人工序列

<400> 160

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

Glu Vai Gin Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala
20 25 30

Trp Met Asp Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Leu Thr
35 40 45

Ala Glu He Arg Asn Lys Ala Lys Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Vai Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Thr Leu Asp Ser Trp Gly Gin Gly Thr Thr Vai Thr Vai
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100 105 110

Ser Ser

<210> 161
<211> 114
<212> PRT
<213>人工序列

<400> 161

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

Glu Vai Gin Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala
20 25 30

Trp Met Asp Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Leu Vai
35 40 45

Ser Glu He Arg Asn Lys Ala Lys Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Vai Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Thr Leu Asp Ser Trp Gly Gin Gly Thr Thr Vai Thr Vai
100 105 110

Ser Ser

<210> 162
<211> 114
<212> PRT
<213>人工序列

<220>

C148244SEQBX20150930Jocx ・74・



1529247

<400> 162

<223>人工序列之描述：合成胜肽

Glu Vai Gin Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala
20 25 30

Trp Met Asp Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Leu Thr
35 40 45

Ser Glu lie Arg Asn Lys Ala Lys Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Vai Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Thr Leu Asp Ser Trp Gly Gin Gly Thr Thr Vai Thr Vai
100 105 110

Ser Ser

• <210> 163
<211> 114
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

<400> 163
Glu Vai Gin Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala
20 25 30

Trp Met Asp Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Leu Vai
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35 40

Ala Glu He Arg Asn Lys Ala Lys
50 55

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lie
65 70

Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu
85

Tyr Cys Thr Thr Leu Asp Ser Trp
100

Ser Ser

45

Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu
60

Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr
75 80

Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr
90 95

Gly Gin Gly Thr Thr Val Thr Val
105 110

<210> 164
<211> 112
<212> PRT
<213>人工序列

<400> 164

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

Asp lie Val Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Gin Pro Ala Ser lie Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Gin Leu Leu lie Tyr Leu Val Ser Ala Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys He
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gin Gly
85 90 95
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Thr His Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gin Gly
100 105

Lys Leu Glu lie Lys
110

<210> 165
<211> 112
<212> PRT
<213>人工序列

Thr

Leu

Gin

Gin

Leu

Asp
75

Tyr

Thr

Leu

<400> 165

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

Asp lie Vai Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser
1 5 10

Gin Pro Ala Ser lie Ser Cys Lys Ser Ser
20 25

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu
35 40

Pro Lys Arg Leu lie Tyr Leu Vai Ser Ala
50 55

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
65 70

Ser Vai Thr Pro Gly
15

Ser Leu Leu Asp Ser
30

Lys Pro Gly Gin Ser
45

Asp Ser Gly Vai Pro
60

Phe Thr Leu Lys lie
80

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Vai Gly Vai
85 90

Tyr Cys Trp Gin Gly
95

Thr His Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gin Gly
100 105

Lys Leu Glu He Lys
110

<210> 166
<211> 112
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

<400> 166
Asp He Vai Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser Ser Vai Thr Pro Gly
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1 5 10 15

Gin Pro Ala Ser He Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Gin Arg Leu He Tyr Leu Vai Ser Ala Leu Asp Ser Gly Vai Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lie
65 70 75 80

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Vai Gly Vai Tyr Tyr Cys Trp Gin Gly
85 90 95

Thr His Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Leu Glu He Lys
100 105 110

<210> 167
<211> 112
<212> PRT
<213>人工序列

<400> 167

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

Asp lie Vai Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser Leu Ser Vai Thr Pro Gly
1 5 10 15

Gin Pro Ala Ser lie Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Gin Arg Leu lie Tyr Leu Vai Ser Ala Leu Asp Ser Gly Vai Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys He
65 70 75 80
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Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Vai Gly Vai Tyr Tyr Cys Trp Gin Gly
85 90 95

Thr His Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Leu Glu lie Lys
100 105 110

<210> 168
<211> 112
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

• <400> 168
Asp lie Vai Met Thr Gin Thr Pro
1 5

Gin Pro Ala Ser lie Ser Cys Lys
20

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp
35 40

Pro Lys Arg Leu He Tyr Leu Vai
50 55

• Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
▼ 65 70

Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Vai
85

Leu Ser Leu Ser Vai Thr Pro Gly
10 15

Ser Ser Gin Ser Leu Leu Asp Ser
25 30

Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
45

Ser Ala Leu Asp Ser Gly Vai Pro
60

Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys He
75 80

Gly Vai Tyr Tyr Cys Trp Gin Gly
90 95

Thr His Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Leu Glu lie Lys
100 105 110

<210> 169
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽
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<400> 169
Ala Gin Asn Asp Thr Ser Gin Thr Ser
1 5

Ser Pro Ser Ala Asp Cys
10 15

<210> 170
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 170
Gly Ala Asn Asp Thr Ser Gin Thr
1 5

Ser Ser Pro Ser
10

Ala Asp Cys
15

<210> 171
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 171
Gly Gin Ala Asp Thr Ser Gin Thr Ser
1 5

Ser Pro Ser
10

Ala Asp Cys
15

<210> 172
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 172
Gly Gin Asn Ala Thr Ser Gin Thr Ser
1 5

Ser Pro Ser Ala Asp Cys
10 15

<210> 173
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
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<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 173
Gly Gin Asn Asp Ala Ser Gin Thr Ser
1 5

<210> 174
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 174
Gly Gin Asn Asp Thr Ala Gin Thr Ser
1 5

<210> 175
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 175
Gly Gin Asn Asp Thr Ser Ala Thr Ser
1 5

<210> 176
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 176
Gly Gin Asn Asp Thr Ser Gin Ala Ser
1 5

Ser Pro Ser Ala Asp Cys
10 15

Ser Pro Ser Ala Asp Cys
10 15

Ser Pro Ser Ala Asp Cys
10 15

Ser Pro Ser Ala Asp Cys
10 15

<210> 177
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列
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<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 177
Gly Gin Asn Asp Thr Ser Gin Thr Ala Ser Pro Ser Ala Asp Cys 
1 5 10 15

<210> 178
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 178
Gly Gin Asn Asp Thr Ser Gin Thr Ser Ala Pro Ser Ala Asp Cys 
1 5 10 15

<210> 179
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 179
Gly Gin Asn Asp Thr Ser Gin Thr Ser Ser Ala Ser Ala Asp Cys 
1 5 10 15

<210> 180
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 180
Gly Gin Asn Asp Thr Ser Gin Thr Ser Ser Pro Ala Ala Asp Cys 
1 5 10 15

<210> 181
<211> 15
<212> PRT
<213>智人
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<400> 181
Gly Gin Asn Asp Thr Ser Gin Thr Ser Ser Ala Ser Ala Asp Cys 
1 5 10 15

<210> 182
<211> 15
<212> PRT
<213>智人

<400> 182
Gly Gin Asn Asp Thr Ser Gin Thr Ser Ser Pro Ala Ala Asp Cys
1 5 10 15

<210> 183
<211> 19
<212> PRT

• <213>未知

<220>
<223>未知之描述：破傷風類毒素胜肽

<400> 183
Asp Thr lie Met Met Glu Pro Pro Tyr Cys 
1 5 10

Lys Gly Leu Asp He Tyr
15

Tyr Lys Ala

<210> 184
<211> 21
<212> PRT

.<213>未知

<220>
<223>未知之描述：破傷風類毒素胜肽

<400> 184
Ser Ala Met
1

Leu Thr Asn Leu lie He Phe Gly Pro Gly Pro Vai Leu 
5 10 15

•Asn Lys Asn Glu Vai
20

<210> 185
<211> 20
<212> PRT
<213>未知
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<220>
<223>未知之描述：破傷風類毒素胜肽

<400> 185
Asn Asn Phe Thr Vai Ser Phe Trp Leu Arg Vai Pro Lys Vai Ser Ala 
1 5 10 15

Ser His Leu Glu
20

<210> 186
<211> 21
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

<400> 186
Asp He Glu Lys Lys He Ala Lys Met
1 5

Glu Lys Ala Ser Ser Vai Phe
10 15

Asn Vai Vai Asn Ser
20

<210> 187
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 187
Asp lie Gin Met Thr Gin Ser Pro Ser
1 5

Ser Leu Ser Ala Ser Vai
10 15

<210> 188
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 188
Gin Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Vai Gly Asp Arg Vai Thr
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10 15

<210> 189
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 189
Leu Ser Ala Ser Vai Gly Asp Arg Vai
1 5

Thr lie Thr Cys Lys
10

Ala
15

<210> 190
_ <211> 15
• <212> PRT

<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 190
Gly Asp Arg Vai Thr lie Thr Cys Lys
1 5

Ala Ser Gin Asn
10

He Asp
15

<210> 191
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

1 5

<400> 191
lie Thr Cys Lys Ala Ser Gin Asn
1 5

lie Asp Lys
10

Tyr Leu Asn Trp
15

<210> 192
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 192
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Ser Gin Asn He Asp Lys Tyr Leu Asn Trp Tyr Gin Gin Lys Pro 
1 5 10 15

<210> 193
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 193
Lys Tyr Leu Asn Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys 
1 5 10 15

<210> 194
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 194
Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu lie Tyr Asn 
1 5 10 15

<210> 195
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 195
Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu He Tyr Asn Thr Asn Asn Leu Gin 
1 5 10 15

<210> 196
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽
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<400> 196
Leu Leu lie Tyr Asn Thr Asn Asn Leu Gin Thr Gly Vai Pro Ser 
1 5 10 15

<210> 197
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 197
Thr Asn Asn Leu Gin Thr Gly Vai Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 
1 5 10 15

• <210> 198
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 198
Thr Gly Vai Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp 
1 5 10 15

<210> 199
<211> 15
<212> PRT
.<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 199
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr He 
1 5 10 15

<210> 200
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

C14S244SEQBX20l50930.docx -87-



1529247

<400> 200
Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr He Ser Ser Leu Gin Pro 
1 5 10 15

<210> 201
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 201
Phe Thr Phe Thr He Ser Ser Leu Gin Pro Glu Asp He Ala Thr 
1 5 10 15

<210> 202
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 202
Ser Ser Leu Gin Pro Glu Asp He Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gin 
1 5 10 15

<210> 203
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 203
Glu Asp He Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gin His lie Ser Arg Pro 
1 5 10 15

<210> 204
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽
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<400> 204
Tyr Tyr Cys Leu Gin His lie Ser Arg Pro Arg Thr Phe Gly Gin 
1 5 10 15

<210> 205
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 205
His lie Ser Arg Pro Arg Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Vai Glu 
1 5 10 15

<210> 206
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 206
Arg Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Vai
1 5

Glu He Lys Arg Thr Vai
10 15

<210> 207
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 207
Gin Vai Gin Leu Gin Glu Ser Gly Pro Gly Leu Vai Arg Pro Ser 
1 5 10 15

<210> 208
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
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<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 208
Glu Ser Gly Pro Gly Leu Vai Arg Pro Ser Gin Thr Leu Ser Leu 
1 5 10 15

<210> 209
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 209
Leu Vai Arg Pro Ser Gin Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Vai Ser 
1 5 10 15

<210> 210
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 210
Gin Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Vai Ser Gly Phe Thr Phe Thr 
1 5 10 15

<210> 211
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 211
Thr Cys Thr Vai Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Phe Tyr Met Asn 
1 5 10 15

<210> 212
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

C148244 SEQBX201509304ocx -90-



1529247

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 212
Gly Phe Thr Phe Thr Asp Phe Tyr Met Asn Trp Vai Arg Gin Pro 
1 5 10 15

<210> 213
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 213
Asp Phe Tyr Met Asn Trp Vai Arg Gin Pro Pro Gly Arg Gly Leu 
1 5 10 15

<210> 214
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 214
Trp Vai Arg Gin Pro Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp He Gly Phe 
1 5 10 15

<210> 215
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 215
Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp lie Gly Phe He Arg Asp Lys Ala 
1 5 10 15

<210> 216
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列
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<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 216
Glu Trp lie Gly Phe He Arg Asp Lys Ala Lys Gly Tyr Thr Thr 
1 5 10 15

<210> 217
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 217
He Arg Asp Lys Ala Lys Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Asn Pro Ser 
1 5 10 15

<210> 218
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 218
Lys Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Asn Pro Ser Vai Lys Gly Arg Vai 
1 5 10 15

<210> 219
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 219
Glu Tyr Asn Pro Ser Vai Lys Gly Arg Vai Thr Met Leu Vai Asp 
1 5 10 15

<210> 220
<211> 15
<212> PRT
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<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 220
Vai Lys Gly Arg Vai Thr Met Leu Vai
1 5

<210> 221
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

Asp Thr Ser Lys Asn Gin
10 15

<400> 221
Thr Met Leu Vai Asp Thr Ser Lys Asn Gin Phe Ser Leu Arg Leu 
1 5 10 15

<210> 222
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 222
Thr Ser Lys Asn Gin Phe Ser Leu Arg 

• 1
Leu Ser Ser Vai
10

Thr Ala
15

<210> 223
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 223
Phe Ser Leu Arg Leu Ser Ser Vai Thr
1 5

Ala Ala Asp Thr Ala Vai
10 15

<210> 224
<211> 15
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<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 224
Ser Ser Vai Thr Ala Ala Asp Thr Ala Vai Tyr Tyr Cys Ala Arg 
1 5 10 15

<210> 225
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 225
Ala Asp Thr Ala Vai Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu Gly His Thr Ala 
1 5 10 15

<210> 226
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 226
Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu Gly His
1 5

Thr Ala Ala Pro Phe Asp Tyr
10 15

<210> 227
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 227
Glu Gly His Thr Ala Ala Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Ser 
1 5 10 15

<210> 228
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<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 228
Ala Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Ser Leu Vai Thr Vai 
1 5 10

Ser
15

<210> 229
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

亠 <220>
• <223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 229
Trp Gly Gin Gly Ser Leu Vai Thr Vai Ser Ser Ala Ser Thr Lys 
1 5 10 15

<210> 230
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 230
Asp lie Vai Met Thr Gin Thr Pro Leu
1 5

Ser Leu Ser
10

Vai Thr Pro
15

<210> 231
<211> 14
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 231
Gin Thr Pro Leu Ser Leu Vai Thr
1 5

Pro Gly Gin
10

Pro Ala Ser
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<210> 232
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 232
Leu Ser Vai Thr Pro Gly Gin Pro Ala Ser 
1 5 10

He Ser Cys Lys Ser
15

<210> 233
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 233
Gly Gin Pro Ala Ser He Ser Cys Lys Ser 
1 5 10

Ser Gin Ser Leu Leu
15

<210> 234
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 234
He Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu
1 5 10

Tyr Ser Asn Gly Lys
15

<210> 235
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 235
Ser Gin Ser Leu Leu Tyr Ser Asn Gly Lys 
1 5 10

Thr Tyr Leu Asn Trp
15

C]48244SEQBX20150930.doat -96-



1529247

<210> 236
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 236
Tyr Ser Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Vai
1 5 10

Leu Gin Lys Pro
15

<210> 237
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 237
Thr Tyr Leu Asn Trp Vai Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser Pro Gin 
1 5 10 15

<210> 238
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 238
Vai Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser Pro Gin Arg Leu lie Tyr Leu 
1 5 10 15

<210> 239
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<400> 239
Gly Gin Ser Pro Gin Arg Leu lie Tyr Leu Vai
1 5 10

Ser Lys Leu Asp
15

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽
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<210> 240
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽 

<400> 240
Arg Leu lie Tyr Leu Vai Ser Lys Leu Asp Ser Gly Vai Pro Asp 
1 5 10 15

<210> 241
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 241
Vai Ser Lys Leu Asp Ser Gly Vai
1 5

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser
10 15

<210> 242
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽 

<400> 242
Ser Gly Vai Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp 
1 5 10 15

<210> 243
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 243
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lie
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1 5 10 15

<210> 244
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 244
Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys
1 5

He Ser Arg Vai Glu Ala
10 15

<210> 245
<211> 15

• <212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 245
Phe Thr Leu Lys He Ser Arg Vai
1 5

Glu Ala Glu Asp Vai
10

Gly Vai
15

<210> 246
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 246
Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Vai
1 5

Gly Vai Tyr Tyr Cys
10

Vai Gin
15

<210> 247
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 247
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Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys
1 5

Val Gin Gly Ser
10

His Phe His
15

<210> 248
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 248
Tyr Tyr Cys Val Gin Gly Ser His
1 5

Phe His
10

Thr Phe Gly Gin Gly
15

<210> 249
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 249
Gly Ser His Phe His Thr Phe Gly
1 5

Gin Gly Thr Lys Leu Glu He
10 15

<210> 250
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 250
Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Leu Glu
1 5

lie Lys Arg Thr Val Ala
10 15

<210> 251
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽
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<400> 251
Glu Vai Gin Leu Vai Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly 
1 5 10 15

<210> 252
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 252
Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu 
1 5 10 15

• <210> 253
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 253
Leu Vai Gin Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser 
1 5 10 15

<210> 254
<211> 15
<212> PRT
.<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 254
Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Ser 
1 5 10 15

<210> 255
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽
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<400> 255
Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Ser Asn Tyr Trp Met Asn 
1 5 10 15

<210> 256
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 256
Gly Phe Pro Phe Ser Asn Tyr Trp Met
1 5

Asn Trp Vai Arg Gin Ala
10 15

<210> 257
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 257
Asn Tyr Trp Met Asn Trp Vai Arg
1 5

Gin Ala Pro Gly Lys
10

Gly Leu
15

<210> 258
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 258
Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Lys
1 5

Gly Leu Glu Trp Vai
10

Gly Gin
15

<210> 259
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽
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<400> 259
Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Vai Gly Gin 
1 5 10

<210> 260
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

He Arg Leu Lys Ser
15

<400> 260
Glu Trp Vai Gly Gin He Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr 
1 5 10 15

<210> 261
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 261
lie Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr 
1 5 10

His Tyr Ala Glu Ser
15

<210> 262
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 262
Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu Ser Vai Lys Gly Arg Phe 
1 5 10 15

<210> 263
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
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<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 263
His Tyr Ala Glu Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp 
1 5 10 15

<210> 264
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 264
Vai Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser 
1 5 10 15

<210> 265
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 265
Thr lie Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser Leu Tyr Leu Gin Met 
1 5 10 15

<210> 266
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>入工序列之描述：合成胜肽

<400> 266
Asp Ser Lys Asn Ser Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Thr 
1 5 10 15

<210> 267
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列
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<220>
<223>人工序列之描述:合成胜肽

<400> 267
Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Vai 
1 5 10 15

<210> 268
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 268
Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala
1 5

Vai Tyr Tyr Cys Thr Pro
10 15

<210> 269
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 269
Glu Asp Thr Ala Vai Tyr Tyr Cys
1 5

Thr Pro He Asp Tyr Trp Gly
10 15

<210> 270
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列 

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽 

<400> 270
Tyr Tyr Cys Thr Pro lie Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr Vai 
1 5 10 15

<210> 271
<211> 15
<212> PRT
<213>人工序列
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<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽 

<400> 271
He Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr Vai Thr Vai Ser Ser Ala 
1 5 10 15

<210> 272
<211> 464
<212> PRT
<213>人工序列

<400> 272

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

Met Glu Ala Pro Ala Gin Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro
1 5 10 15

Asp Thr Thr Gly Glu Vai Gin Leu Vai Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai
20 25 30

Gin Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr
35 40 45

Phe Asn Thr Tyr Trp Met Asn Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly
50 55 60

Leu Glu Trp Vai Gly Gin lie Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr
65 70 75 80

His Tyr Ala Glu Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asp
85 90 95

Ser Lys Asn Ser Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp
100 105 110

Thr Ala Vai Tyr Tyr Cys Thr Pro Vai Asp Phe Trp Gly Gin Gly Thr
115 120 125

Thr Vai Thr Vai Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Vai Phe Pro
130 135 140
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Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser
145 150

Cys Leu Vai Lys Asp Tyr Phe
165

Thr Ser Gly Gly Thr
155

Pro Glu Pro Vai
170

Ala Ala Leu Gly
160

Thr Vai Ser Trp Asn
175

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Vai His Thr Phe Pro Ala Vai Leu Gin
180 185 190

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Vai Vai Thr Vai Pro Ser Ser
195 200 205

Ser Leu Gly Thr Gin Thr Tyr He Cys Asn Vai Asn His Lys Pro Ser
210 215 220

Asn Thr Lys Vai Asp Lys Lys Vai Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr
225 230 235 240

Tyr Arg Vai

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
245 250 255

Vai Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met He Ser Arg
260 265 270

Thr Pro Glu Vai Thr Cys Vai Vai Vai Asp Vai Ser His Glu Asp Pro
275 280 285

Glu Vai Lys Phe Asn Trp Tyr Vai Asp Gly Vai Glu Vai His Asn Ala
290 295 300

Lys Thr Lys
305

Pro Arg Glu Glu Gin Tyr Asn Ser Thr
310 315

Vai
320

Ser Vai Leu Thr Vai Leu His Gin Asp Trp Leu Asn Gly Lys
325 330

Glu Tyr
335

Lys Cys Lys Vai Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro
340 345

lie Glu Lys Thr
350

lie Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu Pro Gin
355 360

Vai Tyr Thr Leu
365
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Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gin Vai Ser Leu Thr Cys
370 375 380

Leu Vai Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp He Ala Vai Glu Trp Glu Ser
385 390 395 400

Asn Gly Gin Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Vai Leu Asp
405 410 415

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Vai Asp Lys Ser
420 425 430

Arg Trp Gin Gin Gly Asn Vai Phe Ser Cys Ser Vai Met His Glu Ala
435 440 445

Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
450 455 460

<210> 273
<211> 238
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

<400> 273
Met Glu Ala Pro Ala Gin Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro
1 5 10 15

Asp Thr Thr Gly Asp He Vai Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser Leu Ser
20 25 30

Vai Thr Pro Gly Gin Pro Ala Ser He Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser
35 40 45

Leu Leu Tyr Ser Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gin Lys
50 55 60

Pro Gly Gin Ser Pro Gin Arg Leu lie Tyr Leu Vai Ser Lys Leu Asp
65 70 75 80
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Ser Gly Vai

Thr Leu Lys

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
85 90 95

lie Ser Arg
100

Vai Glu Ala Glu Asp Vai Gly Vai Tyr Tyr
105 110

His Gin Gly

Cys Vai Gin Gly Thr His Leu His Thr Phe Gly Gin Gly Thr Arg Leu
115 120 125

Glu lie Lys Arg Thr Vai Ala Ala Pro Ser Vai Phe He Phe Pro Pro
130 135 140

Ser Asp Glu Gin Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Vai Vai Cys Leu Leu
145 150 155 160

Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Vai Gin Trp Lys Vai Asp Asn
165 170 175

Ala Leu Gin Ser Gly Asn Ser Gin Glu Ser Vai Thr Glu Gin Asp Ser
180 185 190

Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala
195 200 205

Asp Tyr Glu Lys His Lys
210

Vai Tyr Ala Cys
215

Glu Vai Thr
220

Leu Ser Ser Pro Vai Thr Lys
225 230

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
235

<210> 274
<211> 467
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

<400> 274
Met Glu Ala Pro Ala Gin Leu Leu Phe
1 5

Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro
10 15
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Asp Thr Thr Gly Glu Vai Gin Leu Vai Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai
20 25 30

Gin Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr
35 40 45

Phe Thr Asp Tyr Tyr Met Ser Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly
50 55 60

Leu Glu Trp Vai Gly Phe He Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr
65 70 75 80

Glu Tyr Asn Ala Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asp
85 90 95

Ser Lys Asn Ser Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp
100 105 110

Thr Ala Vai Tyr Tyr Cys Thr Arg Tyr He Phe Phe Asp Tyr Trp Gly
115 120 125

Gin Gly Thr Thr Vai Thr Vai Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser
130 135 140

Vai Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala
145 150 155 160

Ala Leu Gly Cys Leu Vai Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Vai Thr Vai
165 170 175

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Vai His Thr Phe Pro Ala
180 185 190

Vai Leu Gin Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Vai Vai Thr Vai
195 200 205

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gin Thr Tyr lie Cys Asn Vai Asn His
210 215 220

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Vai Asp Lys Lys Vai Glu Pro Lys Ser Cys
225 230 235 240
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Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly
245 250 255

Gly Pro Ser Vai Phe Leu Phe
260

lie Ser Arg Thr Pro Glu Vai
275

p

o

 

s
 
9

 

A
 
2

Pro Glu Vai

His Asn Ala Lys
305

Arg Vai Vai

Lys

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
265 270

Thr Cys Vai Vai
280

Phe Asn Trp Tyr Vai
295

Thr Lys Pro
310

Ser Vai Leu Thr
325

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Vai
340

Glu Lys Thr lie Ser Lys Ala
355

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
370

Arg
375

Vai Asp Vai
285

Ser His

Asp Gly Vai Glu Vai
300

Leu Thr Cys
385

Leu Vai Lys Gly
390

Trp Glu Ser Asn Gly Gin Pro
405

Vai Leu Asp Ser Asp Gly Ser
420

Arg Glu Glu Gin Tyr Asn Ser Thr Tyr
315 320

Vai Leu His Gin Asp Trp Leu Asn Gly
330 335

Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro He
345 350

Lys Gly Gin Pro Arg Glu Pro Gin Vai
360 365

Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gin Vai Ser
380

Phe Tyr Pro Ser Asp lie Ala Vai Glu
395 400

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
410 415

Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Vai
425 430

Asp Lys Ser Arg Trp Gin Gin
435

His Glu Ala Leu His Asn His
450 455

y
 o

1
 
4

u
 4 Asn Vai Phe Ser Cys

445

Tyr Thr Gin Lys

Ser Vai Met

Ser Leu Ser Leu Ser
460
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Pro Gly Lys
465

<210> 275
<211> 239
<212> PRT
<213>人工序列

<400> 275

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

Met Glu Ala Pro Ala Gin Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro
1 5 10 15

Asp Thr Thr Gly Asp He Vai Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser Leu Ser
20 25 30

Vai Thr Pro Gly Gin Pro Ala Ser lie Ser Cys Arg Ser Ser Gin Ser
35 40 45

Leu Vai His Thr Asn Gly Asn Ser Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gin Lys
50 55 60

Pro Gly Gin Ser Pro Gin Leu Leu He Tyr Met Vai Ser Asn Arg Phe
65 70 75 80

Ser Gly Vai Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
85 90 95

Thr Leu Lys He Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Vai Gly Vai Tyr Tyr
100 105 110

Cys Ser Gin Ser Thr His Vai Pro Phe Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys
115 120 125

Leu Glu lie Lys Arg Thr Vai Ala Ala Pro Ser Vai Phe lie Phe Pro
130 135 140

Pro Ser Asp Glu Gin Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Vai Vai Cys Leu
145 150 155 160
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Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Vai Gin Trp Lys Vai Asp
165 170 175

Asn Ala Leu Gin Ser Gly Asn Ser Gin Glu Ser Vai Thr Glu Gin Asp
180 185 190

Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys
195 200 205

s• 1
 

H
vaU

 
ο

G1
22·

s
 

cya1 ·»̂
A

Tyvas
 5

 

y
 1
1
 

L
 
2

sLyu
 

l
x
 

G
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o

 

A
 
2

aA

Gly Leu Ser Ser Pro Vai Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230 235

<210> 276
<211> 464
<212> PRT
<213>人工序列

<400> 276

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

Met Glu Ala Pro Ala Gin Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro
1 5 10 15

Asp Thr Thr Gly Glu Vai Gin Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai
20 25 30

Gin Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr
35 40 45

Phe Ser Asp Ala Trp Met Asp Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly
50 55 60

Leu Glu Leu Vai Ser Glu lie Arg Asn Lys Ala Lys Asn His Ala Thr
65 70 75 80

Tyr Tyr Ala Glu Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn
85 90 95
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Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gin
100

Thr Ala Vai Tyr Tyr Cys Thr Thr
115 120

Thr Vai Thr Vai Ser Ser Ala Ser
130 135

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr
145 150

Cys Leu Vai Lys Asp Tyr Phe Pro
165

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Vai
180

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser
195 200

Ser Leu Gly Thr Gin Thr Tyr He
210 215

Asn Thr Lys Vai Asp Lys Lys Vai
225 230

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
245

Vai Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
260

Thr Pro Glu Vai Thr Cys Vai Vai
275 280

Glu Vai Lys Phe Asn Trp Tyr Vai
290 295

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
105 110

Leu Asp Ser Trp Gly Gin Gly Thr
125

Thr Lys Gly Pro Ser Vai Phe Pro
140

Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
155 160

Glu Pro Vai Thr Vai Ser Trp Asn
170 175

His Thr Phe Pro Ala Vai Leu Gin
185 190

Ser Vai Vai Thr Vai Pro Ser Ser
205

Cys Asn Vai Asn His Lys Pro Ser
220

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr
235 240

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
250 255

Lys Asp Thr Leu Met lie Ser Arg
265 270

Vai Asp Vai Ser His Glu Asp Pro
285

Asp Gly Vai Glu Vai His Asn Ala
300

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gin Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Vai
305 310 315

Vai
320
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Ser Vai Leu Thr Vai Leu His Gin Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
325 330 335

Lys Cys Lys Vai Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lie Glu Lys Thr
340 345 350

He Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro mg Glu Pro Gin Vai Tyr Thr Leu
355 360 365

Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gin Vai Ser Leu Thr Cys
370 375 380

Leu Vai Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp He Ala Vai Glu Trp Glu Ser
385 390 395 400

Asn Gly Gin Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Vai Leu Asp
405 410 415

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Vai Asp Lys Ser
420 425 430

Arg Trp Gin Gin Gly Asn Vai Phe Ser Cys Ser Vai Met His Glu Ala
435 440 445

Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
450 455 460

<210> 277
<211> 464
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

<400> 277
Met Glu Ala Pro Ala Gin Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro 
1 5 10 15

Asp Thr Thr Gly
20

Glu Vai Gin Leu Leu Glu Ser
25

Gly Gly Gly Leu Vai
30
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Gin Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr
35 40 45

Phe Ser Asp Ala Trp Met Asp Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly
50 55 60

Leu Glu Leu Vai Ala Glu lie Arg Asn Lys Ala Lys Asn His Ala Thr
65 70 75 80

Tyr Tyr Ala Glu Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn
85 90 95

Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
100 105 110

Thr Ala Vai Tyr Tyr Cys Thr Thr Leu Asp Ser Trp Gly Gin Gly Thr
115 120 125

Thr Vai Thr Vai Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Vai Phe Pro
130 135 140

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
145 150 155 160

Cys Leu Vai Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Vai Thr Vai Ser Trp Asn
165 170 175

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Vai His Thr Phe Pro Ala Vai Leu Gin
180 185 190

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Vai Vai Thr Vai Pro Ser Ser
195 200 205

Ser Leu Gly Thr Gin Thr Tyr He Cys Asn Vai Asn His Lys Pro Ser
210 215 220

Asn Thr Lys Vai Asp Lys Lys Vai Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr
225 230 235 240

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
245 250 255
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Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met He Ser Arg
260 265 270

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro
275 280 285

Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val A Q nop Gly Val Glu Val His Asn Ala
290 295 300

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gin Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
305 310 315 320

Ser Val Leu Thr Val Leu His Gin Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
325 330 335

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lie Glu Lys Thr
340 345 350

He Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu
355 360 365

Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gin Val Ser Leu Thr Cys 
370 375 380

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp He Ala Val Glu Trp Glu Ser
385 390 395 400

Asn Gly Gin Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
405 410 415

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
420 425 430

Arg Trp Gin Gin Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
435 440 445

Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
450 455 460

<210> 278
<211> 239

CI48244SEQBX20)50930.docx ■117·



1529247

<212> PRT
<213>人工序列

<400> 278

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

Met Glu Ala Pro Ala Gin Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro
1 5 10 15

Asp Thr Thr Gly Asp He Vai Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser Leu Ser
20 25 30

Vai Thr Pro Gly Gin Pro Ala Ser He Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser
35 40 45

Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gin Lys
50 55 60

Pro Gly Gin Ser Pro Gin Arg Leu He Tyr Leu Vai Ser Ala Leu Asp
65 70 75 80

Ser Gly Vai Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
85 90 95

Thr Leu Lys He Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Vai Gly Vai Tyr Tyr
100 105 110

Cys Trp Gin Gly Thr His Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys
115 120 125

Leu Glu He Lys Arg Thr Vai Ala Ala Pro Ser Vai Phe He Phe Pro
130 135 140

Pro Ser Asp Glu Gin Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Vai Vai Cys Leu
145 150 155 160

Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Vai Gin Trp Lys Vai Asp
165 170 175

Asn Ala Leu Gin Ser Gly Asn Ser Gin Glu Ser Vai Thr Glu Gin Asp
180 185 190
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Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys
195 200 205

Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Vai Tyr Ala Cys Glu Vai Thr His Gin
210 215 220

Gly Leu Ser Ser Pro Vai Thr Τ I m
L>y b Ser Phe Asn Arg Gly Glu Ly b

225 230 235

<210> 279
<211> 464
<212> PRT
<213>人工序列

<400> 279

<220>
• <223>人工序列之描述：合成多肽

Met Glu Ala Pro Ala Gin Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro
1 5 10 15

Asp Thr Thr Gly Glu Vai Gin Leu Vai Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai
20 25 30

Gin Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro
35 40 45

Phe Ser Asn Tyr Trp Met Asn Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly
50 55 60

Leu Glu Trp Vai Gly Gin lie Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr
65 70 75 80

His Tyr Ala Glu Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asp
85 90 95

Ser Lys Asn Ser Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp
100 105 110

Thr Ala Vai Tyr Tyr Cys Thr Pro He Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr
115 120 125
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Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
130 135 140

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
145 150 155 160

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
165 170 175

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gin
180 185 190

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
195 200 205

Ser Leu Gly Thr Gin Thr Tyr He Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
210 215 220

Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr
225 230 235 240

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
245 250 255

Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met He Ser Arg
260 265 270

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro
275 280 285

Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala
290 295 300

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gin Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
305 310 315 320

Ser Val Leu Thr Val Leu His Gin Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
325 330 335

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys
340

Ala Leu Pro Ala Pro He Glu Lys Thr 
■345 350
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lie Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu Pro Gin Vai Tyr Thr Leu
355 360 365

Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gin Vai Ser Leu Thr Cys
370 375 380

Leu Vai Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lie Ala Vai Glu Trp Glu Ser
385 390 395 400

Asn Gly Gin Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Vai Leu Asp
405 410 415

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
420

Ser Lys Leu Thr
425

P

O

S
 
3

A
 
4

Arg Trp Gin Gin Gly Asn Vai Phe Ser Cys Ser Vai Met His Glu Ala
435 440 445

Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
450 455 460

<210> 280
<211> 238
<212> PRT
<213>人工序列

<400> 280

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

Met Glu Ala Pro Ala Gin Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro
1 5 10 15

Asp Thr Thr Gly Asp lie Vai Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser Leu Ser
20 25 30

Vai Thr Pro Gly Gin Pro Ala Ser lie Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser
35 40 45

Leu Leu Tyr Ser Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Vai Leu Gin Lys
50 55 60
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Pro Gly Gin Ser Pro Gin Arg Leu lie Tyr Leu Vai Ser Lys Leu Asp
65 70 75 80

Ser Gly Vai Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
85 90 95

Thr Leu Lys lie Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Vai Gly Vai Tyr Tyr
100 105 110

Cys Vai Gin Gly Ser His Phe His Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Leu
115 120 125

Glu He Lys Arg Thr Vai Ala Ala Pro Ser Vai Phe He Phe Pro Pro
130 135 140

Ser Asp Glu Gin Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Vai Vai Cys Leu Leu
145 150 155 160

Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Vai Gin Trp Lys Vai Asp Asn
165 170 175

Ala Leu Gin Ser Gly Asn Ser Gin Glu Ser Vai Thr Glu Gin Asp Ser
180 185 190

Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala
195 200 205

Asp Tyr Glu Lys His Lys Vai Tyr Ala Cys Glu Vai Thr His Gin Gly
210 215 220

Leu Ser Ser Pro Vai Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230 235

<210> 281
<211> 467
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽 

<400> 281
Met Glu Ala Pro Ala Gin Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro
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1 5 10 15

Asp Thr Thr Gly Glu Vai Gin Leu Vai Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai
20 25 30

Gin Pro Gly Gly Ser
35

Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr
40 45

Phe Ser Asp Tyr Tyr Met
50

Ser Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly 
55 60

Leu Glu Trp Vai Gly Phe He Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr
65 70 75 80

Glu Tyr Ser Ala Ser Vai Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asp
85 90 95

Ser Lys Asn Ser Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp
100 105 110

Thr Ala Vai Tyr Tyr Cys Ala Arg Tyr He Trp Phe Asp Tyr Trp Gly
115 120 125

Gin Gly Thr Thr Vai Thr Vai Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser
130 135 140

Vai Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala
145 150 155 160

Ala Leu Gly Cys Leu Vai Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Vai Thr Vai
165 170 175

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Vai His Thr Phe Pro Ala
180 185 190

Vai Leu Gin Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Vai Vai Thr Vai
195 200 205

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gin Thr Tyr lie
210 215

Cys Asn Vai Asn His
220
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Lys Pro Ser Asn Thr Lys Vai Asp Lys Lys Vai Glu Pro Lys Ser Cys
225 230 235 240

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly
245 250 255

Gly Pro Ser Vai Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
260 265 270

He Ser Arg Thr Pro Glu Vai Thr Cys Vai Vai Vai Asp Vai Ser His
275 280 285

Glu Asp Pro Glu Vai Lys Phe Asn Trp Tyr Vai Asp Gly Vai Glu Vai
290 295 300

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gin Tyr Asn Ser Thr Tyr
305 310 315 320

Arg Vai Vai Ser Vai Leu Thr Vai Leu His Gin Asp Trp Leu Asn Gly
325 330 335

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Vai Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lie
340 345 350

Glu Lys Thr He Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu Pro Gin Vai
355 360 365

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gin Vai Ser
370 375 380

Leu Thr Cys Leu Vai Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp He Ala Vai Glu
385 390 395 400

Trp Glu Ser Asn Gly Gin Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
405 410 415

Vai Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Vai
420 425 / 430

Asp Lys Ser Arg Trp Gin Gin Gly Asn Vai Phe Ser Cys Ser Vai Met
435 440 445
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His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys
450 455

Ser Leu Ser Leu Ser
460

Pro Gly Lys
465

<210> 282
<211> 240
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成多肽

<400> 282
Met Glu Ala
1

Pro Ala Gin Leu Leu
5

Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro
10 15

Asp Thr Thr Gly Asp lie Vai
20

Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser
25 30

Leu Ser

Vai Thr Pro Gly Gin Pro Ala
35

Ser
40

He Ser Cys Arg Ser
45

Ser Gin Ser

Leu Vai
50

His Thr Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His
55

Trp Tyr Leu Gin Lys
60

Pro Gly Gin
• 65

Ser Pro Gin
70

Leu Leu He Tyr Met
75

Vai Ser Asn Arg Phe
80

Ser Gly Vai Pro Asp Arg Phe
85

Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
90 95

130 135 140

Thr Leu Lys lie Ser Arg Vai Glu Ala Glu Asp Vai Gly Vai Tyr Tyr
100 105 110

Cys Ser Gin Ser Ala His Vai Pro Pro Leu Thr Phe Gly Gin Gly Thr
115 120 125

Arg Leu Glu lie Lys Arg Thr Vai Ala Ala Pro Ser Vai Phe He Phe

C14S244SEQBX20150930.dccx -125-



1529247

Pro Pro Ser Asp Glu Gin Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Vai Vai Cys
145 150 155 160

Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
165

Pro Arg Glu Ala Lys Vai
170

Gin Trp Lys Vai
175

Asp Asn Ala Leu Gin Ser Gly
180

Asn Ser Gin Glu Ser
185

Vai Thr Glu Gin
190

Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr
195

Ser Leu Ser Ser Thr
200

Leu Thr Leu Ser
205

Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys
210 215

Vai Tyr Ala Cys Glu Vai Thr His
220

Gin Gly Leu Ser Ser Pro Vai
225 230

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
235 240

<210> 283
<211> 1395
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成聚核昔酸

<400> 283 
atggaagccc cagcgcagct tctct tcctc ctgctactct ggctccctga taccaccgga 60

gaggtacagc tggtggagtc gggaggaggc ttggtacagc ctgggggttc tctgagactc 120

tcctgtgcag cttctggatt cactttcaat acctactgga tgaactgggt ccgccaggct 180

ccagggaagg gacttgagtg ggtgggtcaa attagattga aatctaataa ttatgcaaca 240

cattatgcgg agtctgtgaa agggcggttc accatctcca gagatgattc caaaaacagc 300

ctctatcttc aaatgaattc cctgaaaact gaagacactg ccgtttatta ctgtacccca 360

gttgactttt ggggccaagg caccactgtc acagtctcct cagcctccac caagggccca 420

tcggtcttcc ccctggcacc ctcctccaag agcacctctg ggggtacagc ggccctgggc 480

tgcctggtca aggactactt ccccgaaccg gtgacggtgt cgtggaactc aggcgccctg 540

accagcggcg tgcacacctt cccggctgtc ctacagtcct caggactcta ctccctcagc 600

agcgtggtga ccgtgccctc cagcagcttg ggcacccaga cctacatctg caacgtgaat 660
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cacaagccca gcaacaccaa

cacacatgcc caccgtgccc

cccccaaaac ccaaggacac

gtggacgtga gccacgaaga

gtgcataatg ccaagacaaa

agcgtcctca ccgtcctgca

tccaacaaag ccctcccagc

cgagaaccac aggtgtacac 

agcctgacat gcctggtcaa 

.aatgggcagc cggagaacaa 

ttcttcctct acagcaagct 

tcatgctccg tgatgcatga 

tctccgggta aatga

<210> 284
<211> 717
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：

• <400> 284
atggaagccc cagcgcagct

gacat tgtga tgacccagac

atctcttgca agtcaagtca

ttattacaga agccaggcca

tctggagtcc ctgacaggtt

agcagagtgg aggctgagga

acgttcggtc aagggaccag

atcttcccgc catctgatga

aataacttct atcccagaga

ggtggacaag aaagttgagc ccaaatcttg tgacaaaact

agcacctgaa ctcctggggg gaccgtcagt

cctcatgatc

ccctgaggtc

gccgcgggag

ccaggactgg

ccccatcgag

cctgccccca

aggct tctat

ctacaagacc

caccgtggac

ggctctgcac

720

tcccggaccc

aagt tcaact

gagcagtaca

ctgaatggca

aaaaccatct

tcccgggatg

cccagcgaca

acgcctcccg

aagtccaggt

aaccactaca

ctgaggtcac

ggtacgtgga

acagcacgta

aggagtacaa

ccaaagccaa

cttcctcttc

atgcgtggtg

cggcgtggag

ccgtgtggtc

gtgcaaggtc

agggcagccc

agctgaccaa gaaccaggtc

tcgccgtgga gtgggagagc

tgctggactc cgacggctcc

ggcagcaggg gaacgtcttc

cgcagaagag cctctccctg

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1395

合成聚核昔酸

tctcttcctc ctgctactct ggctccctga taccaccgga 60

tccactcagt ttgtcagtta cccctggaca accagcctca 120

gagcctctta tatagtaatg gaaaaaccta tttgaactgg 180

gtctccacag cgcdaatct atctggtgtc ^aaattggac 240

cagtggcagt ggatcaggaa cagattttac actgaaaatc 300

tgtgggagtt tattactgcg tgcaaggtac acatctgcac 360

gctggagata aaacgaactg tggcagcacc aagcgtcttc 420

gcagttgaaa tctggaactg cctctgttgt gtgcctgctg 480

ggccaaagta cagtggaagg tggataacgc cctccaatcg 540
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ggtaactccc aggagagtgt cacagagcag gacagcaagg acagcaccta cagcctcagc 600

agcaccctga cgctgagcaa agcagactac gagaaacaca aagtctacgc ctgcgaagtc 660

acccatcagg gcctgagctc gcccgtcaca aagagcttea acaggggaga gtgttag 717

<210> 285
<211> 1404
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成聚核昔酸

<400> 285
atggaagccc cagcgcagct tctcttcctc ctgctactct ggctccctga taccaccgga 60

gaggtacagc tggtggagtc gggaggaggc ttggtacagc ctgggggttc tctgagactc 120

tcctgtgcag ettetggett cacattcacc gactattaca tgagctgggt ccgccaggct 180

ccagggaagg gaettgagtg ggtgggtttc ataaggaaca aggetaaegg ttatacaacc 240

gagtacaacg cttccgttaa aggeeggttc accatctcca gagatgattc caaaaacagc 300

ctctatcttc aaatgaattc cctgaaaact gaagacactg ccgtttatta ctgtaccagg 360

tatatctttt tegattaetg gggccaaggc accactgtca cagtctcctc agcctccacc 420

aagggcccat cggtcttccc cctggcaccc tcctccaaga gcacctctgg gggtacagcg 480

gccctgggct gcctggtcaa ggactacttc cccgaaccgg tgacggtgtc gtggaactca 540

ggcgccctga ccagcggcgt gcacaccttc ccggctgtcc tacagtcctc aggactctac 600

tccctcagca gcgtggtgac cgtgccctcc ageagettgg gcacccagac ctacatctgc 660

aaegtgaate acaagcccag caacaccaag gtggacaaga aagttgagee caaatcttgt 720

gacaaaactc acacatgccc accgtgccca gcacctgaac tcctgggggg accgtcagtc 780

ttcctcttee ccccaaaacc caaggacacc ctcatgatct cccggacccc tgaggtcaca 840

tgcgtggtgg tggaegtgag ccacgaagac cctgaggtca agttcaactg gtacgtggac 900

ggcgtggagg tgcataatgc caagacaaag ccgcgggagg agcagtacaa cagcacgtac 960

cgtgtggtca gcgtcctcac cgtcctgcac caggactggc tgaatggcaa ggagtacaag 1020

tgeaaggtet ccaacaaagc cctcccagcc cccatcgaga aaaccatctc caaagccaaa 1080

gggcagcccc gagaaccaca ggtgtacacc ctgcccccat cccgggatga gctgaccaag 1140
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aaccaggtca

tgggagagca

gacggctcct

aacgtct tct

ctctccctgt

gcctgacatg cctggtcaaa ggcttctatc

atgggcagcc

tct tcctcta

catgctccgt

ctccgggtaa atga

<210> 286
<211> 720
<212> DNA
<213>人工序列

cagcaagctc accgtggaca

gatgcatgag gctctgcaca

ggagaacaac tacaagacca

ccagcgacat cgccgtggag 1200

cgcctcccgt gctggactcc 1260

agtccaggtg gcagcagggg 1320

accactacac gcagaagagc 1380

1404

<220>
<223>人工序列之描述：合成聚核昔酸

<400> 286
atggaagccc cagcgcagct tctcttcctc ctgctactct ggctccctga taccaccgga 60

gatattgtaa tgacccaaac' acccctctct ctttcagtca cacctggaca gccagcgtcc 120

atctcctgca ggtcctcaca gagtctcgtg cacaccaatg gcaattccta cctgcattgg 180

tacctgcaga agcccgggca gagcccccag ttgctgatct atatggtgtc taatcggttc 240

tccggagtcc ccgacagatt ttctggttca gggtctggaa ctgattttac actgaagatt 300

agtcgggtcg aggccgagga tgtaggcgtg tattactgct cacaaagcac acatgtgccg 360

ttcactttcg gccaaggaac aaagctcgaa atcaagcgaa ctgtggcagc accaagcgtc 420

ttcatcttcc cgccatctga tgagcagttg aaatctggaa ctgcctctgt tgtgtgcctg 480

ctgaataact tctatcccag agaggccaaa gtacagtgga aggtggataa cgccctccaa 540

tcgggtaact cccaggagag tgtcacagag caggacagca aggacagcac ctacagcctc 600

agcagcaccc tgacgctgag caaagcagac tacgagaaac acaaagtcta cgcctgcgaa 660

gtcacccatc agggcctgag ctcgcccgtc acaaagagct tcaacagggg agagtgttag 720

<210> 287
<211> 1395
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成聚核昔酸
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<220>
<221>修飾鹼基
<222> (1398)..(1398)
<223> a, c, t, g,未知或其他

<400> 287
atggaagccc cagcgcagct tctct tcctc ctgctactct ggctccctga taccaccgga 60

gaggtacagc ttcttgaaag tggaggtggc cttgtccaac ccggagggtc attgcggttg 120

agctgtgcgg caagtggctt caccttctct gacgcttgga tggactgggt gagacaagcc 180

cccggtaagg gactggagtt ggtttctgaa atcaggaaca aggccaagaa ccatgcaaca 240

tattatgccg aaagtgtgaa gggaaggttc acaatcagta gagataacag caagaacaca 300

ctgtacctcc agatgaacag cctcagagct gaggacaccg ccgtctatta ttgtaccact 360

ctcgattcat gggggcaggg taccaccgtt acagtcagca gcgcctccac caagggccca 420

tcggtcttcc ccctggcacc ctcctccaag agcacctctg ggggtacagc ggccctgggc 480

tgcctggtca aggactactt ccccgaaccg gtgacggtgt cgtggaactc aggcgccctg 540

accagcggcg tgcacacctt cccggctgtc ctacagtcct caggactcta ctccctcagc 600

agcgtggtga ccgtgccctc cagcagct tg ggcacccaga cctacatctg caacgtgaat 660

cacaagccca gcaacaccaa ggtggacaag aaagt tgagc ccaaatcttg tgacaaaact 720

cacacatgcc caccgtgccc agcacctgaa ctcctggggg gaccgtcagt cttcctcttc 780

cccccaaaac ccaaggacac cctcatgatc tcccggaccc ctgaggtcac atgcgtggtg 840

gtggacgtga gccacgaaga ccctgaggtc aagttcaact ggtacgtgga cggcgtggag 900

gtgcataatg ccaagacaaa gccgcgggag gagcagtaca acagcacgta ccgtgtggtc 960

agcgtcctca ccgtcctgca ccaggactgg ctgaatggca aggagtacaa gtgcaaggtc 1020

tccaacaaag ccctcccagc ccccatcgag aaaaccatct ccaaagccaa agggcagccc 1080

cgagaaccac aggtgtacac cctgccccca tcccgggatg agctgaccaa gaaccaggtc 1140

agcctgacat gcctggtcaa aggcttctat cccagcgaca tcgccgtgga gtgggagagc 1200

aatgggcagc cggagaacaa ctacaagacc acgcctcccg tgctggactc cgacggctcc 1260

ttcttcctct acagcaagct caccgtggac aagtccaggt ggcagcaggg gaacgtcttc 1320

tcatgctccg tgatgcatga ggctctgcac aaccactaca cgcagaagag cctctccctg 1380

tctccgggta aatga 1395
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<210> 288
<211> 1395
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成聚核昔酸

<220>
<221>修飾鹼基
<222> (1398)..(1398)
<223> a, c, t, g,未知或其他

<400> 288 
atggaagccc 

gaggtacagc 

agctgtgcgg 

cccggtaagg 

tat tatgccg 

ctgtacctcc 

ctcgat teat 

tcggtcttcc 

tgcctggtca 

accagcggcg 

agcgtggtga 

cacaagccca 

cacacatgcc 

cccccaaaac 

gtggacgtga 

gtgcataatg 

agcgtcctca 

tccaacaaag 

cgagaaccac

cagcgcagct 

ttettgaaag 

caagtggctt 

gactggagtt 

aaagtgtgaa 

agatgaacag 

gggggcaggg 

ccctggcac.c 

aggactactt 

tgcacacctt 

ccgtgccctc 

gcaacaccaa 

caccgtgccc 

ccaaggacac 

gccacgaaga 

ccaagacaaa 

ccgtcctgca 

ccctcccagc 

aggtgtacac

tctcttcctc 

tggaggtggc 

cacct tetet 

ggttgctgaa 

gggaaggttc 

cctcagagct 

taccaccgtt 

ctcctccaag 

ccccgaaccg 

cccggctgtc 

cagcagcttg 

ggtggacaag 

agcacctgaa 

cctcatgatc 

ccctgaggtc 

geegegggag 

ccaggactgg 

ccccatcgag 

cctgccccca

ctgctactct 

ct tgtccaac 

gaegettgga 

atcaggaaca 

acaatcagta 

gaggacaccg 

acagtcagca 

agcacctctg 

gtgacggtgt 

ctacagtcct 

ggcacccaga 

aaagttgagc 

ctcctggggg 

tcccggaccc 

aagt tcaact 

gagcagtaca 

etgaatggea 

aaaaccatct 

tcccgggatg

ggctccctga 

ccggagggtc 

tggactgggt 

aggccaagaa 

gagataacag 

ccgtctatta 

gcgcctccac 

ggggtacagc 

cgtggaactc 

caggactcta 

cctacatctg 

ccaaatcttg 

gaccgtcagt 

ctgaggtcac 

ggtacgtgga 

acagcacgta 

aggagtacaa 

ccaaagccaa 

agctgaccaa

taccaccgga 

attgcggttg 

gagacaagcc 

ccatgcaaca 

caagaacaca 

ttgtaccact 

caagggccca 

ggccctgggc 

aggcgccctg 

ctccctcagc 

caacgtgaat 

tgacaaaact 

cttcctcttc 

atgcgtggtg 

eggegtggag 

ccgtgtggtc 

gtgeaaggte 

agggcagccc 

gaaccaggtc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140
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agcctgacat gcctggtcaa aggcttctat cccagcgaca tcgccgtgga gtgggagagc 1200

aatgggcagc cggagaacaa ctacaagacc acgcctcccg tgctggactc cgacggctcc 1260

ttcttcctct acagcaagct caccgtggac aagtccaggt ggcagcaggg gaacgtcttc 1320

tcatgctccg tgatgcatga ggctctgcac aaccactaca cgcagaagag cctctccctg 1380

tctccgggta aatga 1395

<210> 289
<211> 720
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成聚核昔酸

<400> 289
atggaagccc cagcgcagct tctcttcctc ctgctactct ggctccctga taccaccgga 60

gatatcgtga tgacacaaac tcccctgtct ctgtctgtaa ctccaggtca gcccgcgagt 120

atttcatgta agagcagcca atccctgctg gacagcgacg ggaagaccta cctgaactgg 180

ttactccaaa agccaggaca aagtccccaa cgccttattt acctggtgtc agccctggac 240

tctggcgtgc ccgatcgatt tagcggcagc gggagtggca cagatttcac cctgaaaata 300

tcccgcgtcg aggccgaaga tgtgggcgtg tactactgct ggcagggcac acatttcccc 360

tggacatttg gtcaggggac aaagctggaa attaaacgaa ctgtggcagc accaagcgtc 420

ttcatcttcc cgccatctga tgagcagttg aaatctggaa ctgcctctgt tgtgtgcctg 480

ctgaataact tctatcccag agaggccaaa gtacagtgga aggtggataa cgccctccaa 540

tcgggtaact cccaggagag tgtcacagag caggacagca aggacagcac ctacagcctc 600

agcagcaccc tgacgctgag caaagcagac tacgagaaac acaaagtcta cgcctgcgaa 660

gtcacccatc agggcctgag ctcgcccgtc acaaagagct tcaacagggg agagtgttag 720

<210> 290
<211> 1395
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成聚核莒酸
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<400> 290 
atggaagccc 

gaggtacagc 

tcctgtgcag 

ccagggaagg 

cattatgcgg 

ctctatcttc 

at tgactat t 

tcggtct tcc 

tgcctggtca 

accagcggcg 

agcgtggtga 

cacaagccca 

cacacatgcc 

cccccaaaac 

gtggacgtga 

gtgcataatg 

agcgtcctca 

tccaacaaag 

cgagaaccac 

agcctgacat 

aatgggcagc 

ttcttcctct 

tcatgctccg 

tctccgggta

cagcgcagct 

tggtggagtc 

ct tctggatt 

gacttgagtg 

agtctgtgaa 

aaatgaattc 

ggggccaagg 

ccctggcacc 

aggactactt 

tgcacacctt 

ccgtgccctc 

gcaacaccaa 

caccgtgccc 

ccaaggacac 

gccacgaaga 

ccaagacaaa 

ccgtcctgca 

ccctcccagc 

aggtgtacac 

gcctggtcaa 

cggagaacaa 

acagcaagct 

tgatgcatga 

aatga

tctcttcctc 

gggaggaggc 

cccat tcagt 

ggtgggtcaa 

agggcggttc 

cctgaaaact 

caccactgtc 

ctcctccaag 

ccccgaaccg 

cccggctgtc 

cagcagcttg 

ggtggacaag 

agcacctgaa 

cctcatgatc 

ccctgaggtc 

gccgcgggag 

ccaggactgg 

ccccatcgag 

cctgccccca 

aggct tctat 

ctacaagacc 

caccgtggac 

ggctctgcac

ctgctactct 

ttggtacagc 

aactactgga 

attagattga 

accatctcca 

gaagacactg 

acagtctcct 

agcacctctg 

gtgacggtgt 

ctacagtcct 

ggcacccaga 

aaagttgagc 

ctcctggggg 

tcccggaccc 

aagttcaact 

gagcagtaca 

ctgaatggca 

aaaaccatct 

tcccgggatg 

cccagcgaca 

acgcctcccg 

aagtccaggt 

aaccactaca

ggctccctga 

ctgggggttc 

tgaactgggt 

aatctaataa 

gagatgattc 

ccgtttatta 

cagcctccac 

ggggtacagc 

cgtggaactc 

caggactcta 

cctacatctg 

ccaaatcttg 

gaccgtcagt 

ctgaggtcac 

ggtacgtgga 

acagcacgta 

aggagtacaa 

ccaaagccaa 

agctgaccaa 

tcgccgtgga 

tgctggactc 

ggcagcaggg 

cgcagaagag

taccaccgga 

tctgagactc 

ccgccaggct 

ttatgcaaca 

caaaaacagc 

ctgtacccca 

caagggccca 

ggccctgggc 

aggcgccctg 

ctccctcagc 

caacgtgaat 

tgacaaaact 

cttcctcttc 

atgcgtggtg 

cggcgtggag 

ccgtgtggtc 

gtgcaaggtc 

agggcagccc 

gaaccaggtc 

gtgggagagc 

cgacggctcc 

gaacgtcttc 

cctctccctg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1395

<210> 291
<211> 717
<212> DNA
<213>人工序列
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<220>
<223>人工序列之描述：合成聚核昔酸

<400> 291
atggaagccc cagcgcagct tctcttcctc ctgctactct ggctccctga taccaccgga 60

gacattgtga tgacccagac tccactcagt ttgtcagtta cccctgggca accagcctct 120

atctcttgca agtcaagtca gagcctctta tatagtaatg gaaaaaccta tttgaactgg 180

gttttacaga agccaggcca gtctccacag cgcctaatct atctggtgtc taaactggac 240

tctggagtcc ctgacaggtt ctctggcagt ggatcaggaa cagattttac actgaaaatc 300

agcagagtgg aggctgagga tgtgggagtt tattactgcg tgcaaggttc acattttcac 360

acgttcggtc aagggaccaa gctggagatt aaacgaactg tggcagcacc aagcgtcttc 420

atcttcccgc catctgatga gcagttgaaa tctggaactg cctctgttgt gtgcctgctg 480

aataacttct atcccagaga ggccaaagta cagtggaagg tggataacgc cctccaatcg 540

ggtaactccc aggagagtgt cacagagcag gacagcaagg acagcaccta cagcctcagc 600

agcaccctga cgctgagcaa agcagactac gagaaacaca aagtctacgc ctgcgaagtc 660

acccatcagg gcctgagctc gcccgtcaca aagagcttca acaggggaga gtgttag 717

<210> 292
<211> 1404
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成聚核昔酸

<400> 292 
atggaagccc cagcgcagct tctcttcctc ctgctactct ggctccctga taccaccgga 60

gaggtacagc tggtggagtc gggaggaggc ttggtacagc ctgggggttc tctgagactc 120

tcctgtgcag cttctggatt caccttttct gattactaca tgagctgggt ccgccaggct 180

ccagggaagg gacttgagtg ggtgggtttt attagaaaca aagctaatgg ttacacaaca 240

gagtacagtg catctgtgaa gggtcggttc accatctcca gagatgattc caaaaacagc 300

ctctatct tc aaatgaattc cctgaaaact gaagacactg ccgtttatta ctgtgcaaga 360

tatatctggt ttgactactg gggccaaggc accactgtca cagtctcctc agcctccacc 420
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aagggcccat eggtettccc cctggcaccc tcctccaaga gcacctctgg gggtacagcg 480

gccctgggct gcctggtcaa ggactacttc cccgaaccgg tgacggtgtc gtggaactca 540

ggcgccctga ccagcggcgt gcacaccttc ccggctgtcc tacagtcctc aggactctac 600

tccctcagca gcgtggtgac cgtgccctcc ageagettgg gcacccagac ctacatctgc 660

aaegtgaate acaagcccag caacaccaag gtggacaaga aagttgagcc caaatcttgt 720

gacaaaactc acacatgccc accgtgccca gcacctgaac tcctgggggg accgtcagtc 780

ttcctcttee ccccaaaacc caaggacacc ctcatgatct cccggacccc tgaggtcaca 840

tgcgtggtgg tggaegtgag ccacgaagac cctgaggtca agtteaaetg gtacgtggac 900

ggcgtggagg tgcataatgc caagacaaag ccgcgggagg agcagtacaa cagcacgtac 960

cgtgtggtca gcgtcctcac cgtcctgcac caggactggc tgaatggcaa ggagtacaag 1020

tgeaaggtet ccaacaaagc cctcccagcc cccatcgaga aaaccatctc caaagccaaa 1080

gggcagcccc gagaaccaca ggtgtacacc ctgcccccat cccgggatga gctgaccaag 1140

aaccaggtca gcctgacatg cctggtcaaa ggettetate ccagcgacat egeegtggag 1200

tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac tacaagacca cgcctcccgt gctggactcc 1260

gacggctcct tcttcctcta cagcaagctc accgtggaca agtccaggtg gcagcagggg 1320

aaegtettet catgctccgt gatgeatgag gctctgcaca accactacac gcagaagagc 1380

ctctccctgt ctccgggtaa atga 1404

<210> 293
.<211> 723
■ <212> DNA

<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成聚核昔酸

<400> 293
atggaagccc cagcgcagct tctcttcctc ctgctactct ggctccctga taccaccgga 60

gacat tgtga tgacccaaac tccactctcc ctgtctgtca ctcctggaca accagcctcc 120

atctcttgca gatetagtea gagccttgta cacactaatg gaaacaccta tttacattgg 180

tacctgcaga agccaggcca gtctccacag ctcctgattt atatggtttc caaccgat 11 240

tctggggtcc cagacaggtt cagtggcagt ggatcaggga cagatttcac actcaagatc 300
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agcagagtgg aggctgagga tgtgggagtt tattactgct ctcaaagtgc acatgttcct 360

ccgctcacgt tcggtcaagg gaccaggctg gagattaaac gaactgtggc agcaccaagc 420

gtcttcatct tcccgccatc tgatgagcag ttgaaatctg gaactgcctc tgttgtgtgc 480

ctgctgaata acttctatcc cagagaggcc aaagtacagt ggaaggtgga taacgccctc 540

caatcgggta actcccagga gagtgtcaca gagcaggaca gcaaggacag cacctacagc 600

ctcagcagca ccctgacgct gagcaaagca gactacgaga aacacaaagt ctacgcctgc 660

gaagtcaccc atcagggcct gagctcgccc gtcacaaaga gcttcaacag gggagagtgt 720

tag 723

<210> 294
<211> 8
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223>人工序列之描述：合成胜肽

<400> 294
Ala Arg Tyr He Phe Phe Asp Tyr
1 5
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第099115371號專利申請案
中文申請專利範圍替換本（104年9月30日）

1529247 ________
b年q月卩日牺懸μ

七、申扁利範ii1浮

1. 一種單株抗-人類CD52抗體或結合人類CD52的抗原-結合 

部份，其中 該抗體之重鏈（H）-CDR1、H-CDR2、H-CDR3 

及輕鏈（L）-CDRl、L-CDR2、及 L-CDR3 分別 包含 SEQ ID 

NOs: 53、63、71、31、36及44之胺基酸序列。

2. 一種單株抗-人類CD52抗體或結合人類CD52的抗原-結合

部份，其中該抗體的重鏈及輕鏈分別包含SEQ ID NOs:

279及280的胺基酸序列，且無信號序列。

3.如請求項1之單株抗-人類CD52抗體或抗原-結合部份，

其中該抗體的輕鏈包含自SEQ ID NOs: 153-157所組成的

群組中選出的胺基酸序列。

4. 如請求項1之單株抗-人類CD52抗體或抗原-結合部份， 

其中該抗體的輕鏈包含SEQ ID NO: 280的胺基酸序列， 

且無信號序列。

5. 如請求項1之單株抗-人類CD52抗體或抗原-結合部分'

其中該抗體的重鏈包含自SEQ ID NOs: 149-152所組成的 

群組中選出的胺基酸序列。

6.如請求項1之單株抗-人類CD52抗體或抗原-結合部份，

其中該抗體的重鏈包含SEQ ID NO: 279的胺基酸序列，

且無信號序列。

7.如請求項1-6中任一項之單株抗-人類CD52抗體或抗原-結

合部份，其中該抗體係為人類化抗體、老鼠抗體或嵌合 

抗體。

8.如請求項1-6中任一項之單株抗-人類CD52抗體或抗原-結
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合部份'其中該重鏈的骨架區使用VH3-72或VH3-23人 

類生殖株序列，且其中該輕鏈的骨架區使用VK2 A18b人 

類生殖株序列。

9. 如請求項1-6中任一項之單株抗-人類CD52抗體或抗原-結 

合部份，其中該抗體的輕鏈及重鏈分別包含SEQ ID 

NOs: 9及22之胺基酸序列。

10. 如請求項1-6中任一項之單株抗-人類CD52抗體或抗原-結 

合部份，其中該重鏈及輕鏈包含胺基酸序列

a) 分別為 SEQ ID NOs: 149及 155 ；或

b) 分別為 SEQ ID NOs: 149及 156。

11. 如請求項1、3及5中任一項的單株抗-人類CD52抗體或抗 

原-結合部份，其中該抗體為IgGl、IgG2、IgG3或IgG4 

分子。

12. 如請求項1、3及5中任一項的單株抗-人類CD52抗體或抗 

原-結合部份，其中該部份係為單鏈抗體、Fv、Fab、 

Fab'、F(ab')2、Fd、單鏈 Fv分子(scFv)、雙特定單鏈Fv二 

聚體、雙鏈抗體、區域缺失抗體或單域抗體(dAb)。

13. 如請求項1-6中任一項之單株抗-人類CD52抗體或抗原-結 

合部份，其中所述抗體或部份係結合至包含SEQ ID NO: 

104的胺基酸序列，且視情況，該抗體或部分至SEQ ID 

NO: 104的結合係由在SEQ ID NO: 104的殘基殘基4、7、 

8或11的丙胺酸取代所還原。

14. 如請求項1-6中任一項的單株抗-人類CD52抗體或抗原-結 

合部份，其中該抗體或抗原-結合部份具有自下列所組成
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的群組中選出的一或更多性質：

a) 消耗T或B淋巴細胞，或二者；

b) 與B淋巴細胞相較，優先地消耗T淋巴細胞；

c) 增加TNF-α、IL-6、或MCP-1的循環血清含量；

d) 介導CD52-表現細胞的抗體-依賴細胞介導性細胞

毒性(ADCC):

e)介導CD52-表現細胞的補體依賴細胞毒性(CDC):

f) 於阿來組單抗(alemtuzumab)中和抗體存在下結合

人類CD52 ；及

g)促進人類T及/或B細胞的細胞內發信號5或二者。

15. 一種組合物，其包含如請求項1-14中任一項的單株抗-人

類CD52抗體或抗原-結合部分，以及醫藥上可接受媒劑 

或載劑。

16. 一種經分離核酸，其編碼如請求項1-14中任一項的單株

抗-人類CD52抗體或抗原-結合部分的重鏈或輕鏈或兩

者。

• 17.如請求項16的經分離核酸'其中該經分離核酸係包含：

a) SEQ ID NO: 290的重鏈核昔酸序列，或是該核昔

酸序列不具編碼信號胜肽的序列；

b) SEQ ID NO: 291的輕鏈核昔酸序列，或是該核昔 

酸序列不具編碼信號胜肽的序列；或是

c) a)及 b)兩者的核昔酸序列。

18.如請求項17的經分離核酸，其中該經分離核酸包含分別

為SEQ ID NO: 290及SEQ ID NO: 291的 重鏈核 昔酸序 列 
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與輕鏈核昔酸序列，兩者 皆不具編碼信號胜肽的序列。

19. 一種宿主細胞，其包含編碼如請求項1-14中任一項的單 

株抗-人類CD52抗體或抗原-結合部分的重鏈的第一核酸 

序列，該第一核酸序列係操作地鏈結至表現控制因子， 

以及編碼所述單株抗體或抗原-結合部分的輕鏈的第二核 

酸序列，該第二核酸序列係操作地鏈結至表現控制因 

子。

20. 一種表現抗-人類CD52抗體或結合人類CD52的抗原·結合 

部分的方法，其包含在適合所述抗體或部分表現的條件 

下培養請求項19的該宿主細胞，及表現該抗體或部分。

21. 一種如請求項1-14中任一項的單株抗-人類CD52抗體或 

抗原-結合部分之用途，其係用於製備在需要的病人中誘 

發免疫抑制的藥物。

22. 如請求項21之用途，其中該病人係具自體免疫疾病。

23. 一種如請求項1-14中任一項的單株抗-人類CD52抗體或 

抗原-結合部分之用途，其係用於製備在癌症病人中靶向 

CD52 +細胞的藥物。

24. 一種如請求項1-14中任一項的單株抗-人類CD52抗體或 

抗原-結合部分之用途，其係用於製備在需要的病人中抑 

制血管生成的藥物。

25. 如請求項21的用途，其中該病人係接受移植。

26. 如請求項22之用途，其中該自體免疫疾病係為多發性硬 

化症、風濕性關節炎、系統性紅斑狼瘡或血管炎。

27. 如請求項23之用途»其中該癌症病人係具白血病。
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28.如請求項23之用途，其中該癌症病人係具淋巴瘤。

29. 如請求項23之用途，其中該癌症病人係具T細胞惡性腫

瘤，且與B細胞相較，該抗體或部分優先地消耗T細胞。

30. 如請求項23之用途 ，其中該癌症病人係具實體腫瘤。

31. 如請求項21之用途 ，其中該藥物進一步包含嗜中性球或

NK細胞刺激劑。

32. 如請求項23之用 ，其中該藥物進一步包含嗜中性球或途

NK細胞刺激劑。

33. 如請求項2 1之用 ，其中該藥物進一步包含T調節細胞途

刺激劑

34. 如請求項23之用 途 ,其中該藥物進一步包含τ調節細胞

刺激劑。

35. 如請求項24的用途，其中該病人係具實體腫瘤。

36. 如請求項24的用途，其中該病人係具血管新生。
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