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本公开涉及用于治疗肿瘤和/或转移的抗

Met  Fab‑Fc。本公开涉及一种抗Met抗体片段，其

包含单个抗原结合臂和Fc区，其中所述抗原结合

臂由具有如SEQ  IDNo.：7、8中所列明的氨基酸序

列的可变区限定，并且其中所述抗Met抗体片段

可用在肿瘤和/或转移的治疗中。
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1.人源化抗Met抗体片段与另一种抗体、小分子酪氨酸激酶抑制剂、化疗剂、其他细胞

毒性剂、抗血管生成剂、细胞因子和/或生长抑制剂用于制备组合疗法药物的用途，其中：

所述人源化抗Met抗体片段包含单个抗原结合臂和Fc区，其中所述Fc区包含第一和第

二Fc多肽的复合物，其中所述抗体片段包含：

i)第一多肽，所述第一多肽包含一个人源化轻链可变(VL)结构域和一个人轻链恒定

(CL)结构域，其中沿N‑至C‑末端的方向，所述人源化VL结构域与所述人CL结构域融合；

ii)第二多肽，所述第二多肽包含一个人源化重链可变(VH)结构域、一个人重链恒定

CH1结构域和所述第一Fc多肽，其中所述第一Fc多肽包含一个人铰链区、一个人恒定CH2结

构域和一个人恒定CH3结构域，其中沿N‑至C‑末端的方向，所述人源化VH结构域与所述人

CH1结构域融合，所述人CH1结构域与所述人铰链区融合，所述人铰链区与所述人CH2结构域

融合，而所述人CH2结构域与所述人CH3结构域融合；和

iii)第三多肽，所述第三多肽包含所述第二人Fc多肽，其中所述第二人Fc多肽包含一

个人铰链区、一个人恒定CH2结构域和一个人恒定CH3结构域，其中沿N‑至C‑末端的方向，所

述人铰链区与所述CH2结构域融合，所述CH2结构域与所述人CH3结构域融合，其中所述人铰

链区在N‑末端处被截短。

2.根据权利要求1所述的用途，其中：

所述人源化VL结构域含有三个互补决定区(CDR)，所述三个互补决定区由SEQ  ID  No.：

1、2和3所示的氨基酸序列组成，并且其中所述人源化VL结构域具有SEQ  ID  No.：7所示的氨

基酸序列；以及

所述人源化VH结构域含有三个互补决定区(CDR)，所述三个互补决定区由SEQ  ID  No.：

4、5和6所示的氨基酸序列组成，并且其中所述人源化VH结构域具有SEQ  ID  No.：8所示的氨

基酸序列。

3.根据权利要求1所述的用途，其中所述人源化抗Met抗体片段和所述其他抗体、小分

子酪氨酸激酶抑制剂、化疗剂、其他细胞毒性剂、抗血管生成剂、细胞因子和/或生长抑制剂

包含在相同的制剂中。

4.根据权利要求1所述的用途，其中所述人源化抗Met抗体片段和所述其他抗体、小分

子酪氨酸激酶抑制剂、化疗剂、其他细胞毒性剂、抗血管生成剂、细胞因子和/或生长抑制剂

包含在不同的制剂中。

5.根据权利要求4所述的用途，其中所述人源化抗Met抗体片段在所述其他抗体、小分

子酪氨酸激酶抑制剂、化疗剂、其他细胞毒性剂、抗血管生成剂、细胞因子和/或生长抑制剂

之前或之后施用。

6.根据权利要求1所述的用途，其中所述人CL结构域为人轻κ型结构域。

7.根据权利要求1所述的用途，其中所述人铰链区和所述人恒定结构域CH1、CH2和CH3

来自人IgG1。

8.根据权利要求1所述的用途，其中所述两个Fc多肽在所述铰链区通过分子间二硫键

连接。

9.根据权利要求1所述的用途，其中所述第一Fc多肽和所述第二Fc多肽在界面处相遇，

并且所述第一和所述第二Fc多肽中的一个在所述界面处包含杵，而所述第一和所述第二Fc

多肽中的另一个在所述界面处包含臼，其中所述杵可定位到所述臼中。
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10.根据权利要求9所述的用途，其中所述第一和所述第二Fc多肽中的一个包含突变的

CH3恒定结构域，其中所述突变的CH3恒定结构域在位置389处携带氨基酸突变，其中位置

389处的原始氨基酸已被突变以导入比所述原始氨基酸具有更大侧链体积的氨基酸；并且

其中所述第一和所述第二Fc多肽中的另一个包含突变的CH3恒定结构域，其中所述突变的

CH3恒定结构域在位置389、391和438处携带三个氨基酸突变，其中原始氨基酸已被突变以

导入比所述原始氨基酸具有更小侧链体积的氨基酸，其中所述氨基酸编号是根据Kabat的

EU编号方案。

11.根据权利要求10所述的用途，其中位置389、391和438处的原始氨基酸分别为苏氨

酸、亮氨酸和酪氨酸；并且其中在所述第一和所述第二Fc多肽的一个中，位置389中的苏氨

酸已被突变为色氨酸；并且其中在所述第一和所述第二Fc多肽的另一个中，位置389处的苏

氨酸已被突变为丝氨酸、位置391处的亮氨酸已被突变为丙氨酸而位置438处的酪氨酸已被

突变为缬氨酸。

12.根据权利要求1所述的用途，其中所述人CL结构域具有如SEQ  ID  No.：9中所列明的

氨基酸序列而所述人CH1结构域具有如SEQ  ID  No.：10中所列明的氨基酸序列。

13.根据权利要求1所述的用途，其中所述第一人Fc多肽具有如SEQ  ID  No.：11中所列

明的氨基酸序列，而所述第二人Fc多肽具有如SEQ  ID  No.：12中所列明的氨基酸序列。

14.根据权利要求1所述的用途，其中当与Met结合时，所述人源化抗Met抗体片段诱导

Met的胞外结构域的脱落。

15.根据权利要求1所述的用途，其所述组合疗法药物用于治疗患有肿瘤和/或转移的

患者，其中所述患者携带MET基因的遗传改变。

16.根据权利要求1所述的用途，其所述组合疗法药物用于治疗患有肿瘤和/或转移的

患者，其中所述患者携带野生型MET基因。
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用于治疗肿瘤和/或转移的抗Met  Fab‑Fc

[0001] 本申请是2019年10月07日提交的专利申请《用于治疗肿瘤和/或转移的抗Met 

Fab‑Fc》(申请号2019800806112)的分案申请。

技术领域

[0002] 本公开涉及用于治疗肿瘤和/或转移的新型抗体衍生治疗剂。

背景技术

[0003] 癌症是一种其中体细胞内源基因发生突变的遗传性疾病。癌细胞中只有少数几个

基因—称为癌基因和肿瘤抑制基因—发生了改变并驱动肿瘤发生。激活的癌基因是促进

剂，而失活的肿瘤抑制基因则缺失癌细胞生长的制动器。在发现致癌的突变基因之后，出现

了一种关于癌基因的新概念：“癌基因成瘾”，这指的是尽管存在大量的遗传改变，但癌细胞

仍然依赖于单一的原癌蛋白来实现其持续增殖或存活。因此，采取了新的治疗手段以开发

用于治疗癌症的“靶标疗法”。在过去的20年里，由致癌的突变基因编码的蛋白质的药理靶

向—通过化学药物或抗体—代表了消除突变细胞和抗击癌症疾病的最前沿武器。靶向疗法

有望比常规的细胞毒性化学疗法更有效，且副作用通常更少。然而，只有在其肿瘤中携带改

变的特异性靶基因的患者才有可能受益于靶向疗法。因此，并行地需要个性化的药物以通

过对患者肿瘤的全面基因组图谱分析来评估有成药性的遗传损伤。

[0004] MET癌基因编码具有多效性功能的独特受体酪氨酸激酶。当发生遗传改变(通过点

突变、基因融合、易位和/或扩增)时，MET将凭借其激活侵袭性生长程序的能力而引发细胞

的转化。因此，导致组成型Met激酶过度激活的MET遗传损伤会引发并维持转化的表型(“MET

成瘾”)1。

[0005] MET遗传损伤发生在大多数实体瘤中，总发生率为1‑4％，并能够上调其激酶活

性
1。点突变集中在对肝细胞生长因子(HGF)配体结合或受体信号传导至关重要的结构域

(SEMA结构域、近膜结构域和催化结构域)中。最近，下一代测序揭示在3％的非小细胞肺癌

中发生外显子14剪接位点突变
2
，其导致外显子跳跃和MET转录产物近膜区域的缺失，其中

丝氨酸残基(Ser985)负调控Met激酶活性
3
并且Met的内在化和降解需要酪氨酸残基

(Tyr1003)4。

[0006] 在由MET引起的“侵袭性生长”程序中，增殖反应与迁移、存活、细胞外基质降解和

细胞极性诱导挂钩
5。细胞努力使这些生物学反应适应不利的条件和/或逃逸以找到更便利

的环境。在敌对的情况下，Met因多种刺激如缺氧、炎性细胞因子、促血管生成因子、促分裂

原和甚至HGF自身—经由转录上调—而过度表达。最后，Met在辐射诱导的DNA损伤的情况下

过度表达并通过促进DNA修复的激活和癌细胞的程序性细胞死亡的规避而帮助抵抗放射疗

法。

[0007] 已开发了若干Met‑靶向分子以以选择性、稳健且高度有效的方式擦除极度活跃的

Met信号传导。这些药物包括：HGF拮抗剂(阻断抗体或诱饵)、靶向Met受体的mAb和化学酪氨

酸激酶抑制剂(TKI)。抗Met  mAb潜在地代表了在抗击由MET驱动的癌症的战役中的一大步。
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如今，四种抗Met  mAb已进入早期临床试验：MetMab(奥那妥珠单抗,Roche)、LY2875358(依

玛妥珠单抗 ,Eli  Lilly&Company)、ARGX‑111(Argenx)、SAIT301(Samsung)和Sym015

(Symphogen  A/S)—两种抗体的混合物。它们通过以竞争性方式阻断HGF与MET的结合(奥那

妥珠单抗,ARGX‑111)和/或下调MET(依玛妥珠单抗,SAIT301,Sym015)而发挥作用。

[0008] 鼠DN30  mAb(在WO  2007/090807中公开)是一种IgG2A，其与人Met受体的胞外结构

域结合并仅诱导一些Met触发的生物学效应
6。由于其允许与两个不同的抗原分子同时结合

的二价性质，故其将部分地激活受体磷酸化，从而导致以类似于天然配体所获得的方式稳

定受体复合物。在单价DN30  Fab片段(MvDN30)中未观察到对Met的这种有害的部分激动活

性
7。将二价DN30亲本抗体转化为单价Fab片段将释放DN30抗Met抗体的治疗潜力，从而产生

完全拮抗剂分子。然而，由于其低分子量，Fab的短半衰期是其在治疗中部署的严重限制。本

发明人因此开发了新的工程化分子，称为DCD(双恒定结构域Fab)，其以存在于DN30  Fab中

的恒定结构域的复制为特征：DCD‑1，其中复制串联进行；和DCD‑2，其中轻链和重链的恒定

结构域相互交换(在WO  2014/108829中公开)。两种新的重组分子在体外均显示出与原始

Fab相当的生物化学性质，可充当完全的Met拮抗剂。在体内，在全身施用后，新的重组分子

将减少Met成瘾的肿瘤生长。DCD‑1和DCD‑2显示出比原始DN30  Fab改善的药代动力学特征，

但两个都没有取得与原始的mAb相当的行为
8。

[0009] 先前已有报道，通过删除—通过分子工程方法—两个抗体臂中之一，也可实现抗

体从二价形式向单价形式的转化(在WO  2005/063816中公开)。数据报告了分子的体内稳定

性的改善，这主要归因于与器官中表达的Fc受体结合的Fc结构域的活性。

发明内容

[0010] 本公开的目的在于提供一种新型抗肿瘤剂，其衍生自一种可用于肿瘤患者治疗的

单克隆抗体，即DN30单克隆抗体。

[0011] 根据本发明，因在所附权利要求中明确提及的主题而实现了上述目的，这些权利

要求应理解为构成本公开的一个组成部分。

[0012] 本发明涉及包含单个抗原结合臂和Fc区的抗Met抗体片段，其中所述Fc区包含第

一和第二Fc多肽的复合物。所述抗体片段包含：

[0013] (i)第一多肽，其包含一个人源化轻链可变(VL)结构域和一个人轻链恒定(CL)结

构域，其中沿N‑至C‑末端的方向，人源化轻链可变(VL)结构域与人轻链恒定(CL)结构域融

合，并且其中人源化轻链可变(VL)结构域含有三个互补决定区(CDR)，它们具有SEQ  ID 

No.：1、2和3中所列明的氨基酸序列，并且其中人源化VL结构域具有如SEQ  ID  No.：7中所列

明的氨基酸序列；

[0014] (ii)第二多肽，其包含一个人源化重链可变(VH)结构域、一个人重链恒定CH1结构

域和第一Fc多肽，其中所述第一Fc多肽包含一个人铰链区、一个人恒定CH2结构域和一个人

恒定CH3结构域，其中沿N‑至C‑末端的方向，人源化重链可变(VH)结构域与人重链恒定CH1

结构域融合，人重链恒定CH1结构域与人铰链区融合，人铰链区与人恒定CH2结构域融合，而

人恒定CH2结构域与人恒定CH3结构域融合，并且其中人源化重链可变(VH)结构域含有三个

互补决定区(CDR)，其具有SEQ  ID  No.：4、5和6中所列明的氨基酸序列，并且其中人源化VH

结构域具有如SEQ  ID  No.：8中所列明的氨基酸序列；
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[0015] (iii)第三多肽，其包含第二人Fc多肽，其中所述第二人Fc多肽包含一个铰链区、

一个人恒定CH2结构域和一个人恒定CH3结构域，其中沿N‑至C‑末端的方向，铰链区与人CH2

恒定结构域融合，人CH2恒定结构域与人CH3恒定结构域融合，其中铰链区在N‑末端处被截

短。

[0016] 上述抗体片段的改善的治疗性质取决于可变区的结构，而不仅仅是由于抗体的单

价形式和/或Fc区的存在。

[0017] 本发明还涉及一种产品，其在单个瓶中或在两个瓶中包含(a)如上所定义的抗Met

抗体片段和药学上可接受的媒介物，以及(b)人Met的细胞外部分和药学上可接受的媒介

物，其中人Met的细胞外部分能够以稳定的方式与肝细胞生长因子(HGF)结合，并在由抗Met

抗体片段识别的表位内含有至少一个氨基酸突变以防止抗Met抗体片段与其的结合。

附图说明

[0018] 现将仅通过示意性而非限制性的实例并参考附图来详细描述本发明，其中：

[0019] 图1：DN30抗体及其单价衍生物的示意图。(A)原始鼠二价mAb；(B)MvDN30，嵌合

Fab；(C)chOA‑DN30，嵌合单价“单臂”抗体；(D)hOA‑DN30，人源化单价“单臂”抗体；(E)OA‑

DN30抗体在还原和非还原条件下进行SDS‑PAGE。凝胶用Gel  Code蓝染色。

[0020] 图2：单价DN30‑衍生分子与Met的结合。(A)MvDN30、chOA‑DN30、hOA‑DN30抗体(液

相)与人Met‑Fc嵌合体(固相)的ELISA结合分析。(B)hOA‑DN30‑cl03E08(液相)与Met‑Fc嵌

合体(固相)的ELISA结合分析；测定中包括人、小鼠、大鼠、猴来源的Met。使用抗人k链抗体

揭示了结合。O.D.：光密度；AU：任意单位。每个点为三次重复值的平均值；条代表标准偏差。

图形下方的表格报道了Kd值、结合最大值(Bmax)和拟合得分(R2)。(C)hOA‑DN30‑cl03E08与

Met结合的流式细胞仪分析，该Met在一组源自不同物种的细胞系(EBC‑1，人肺癌；C2C12小

鼠肌肉成肌细胞；H9C2大鼠心脏成肌细胞；MDCK狗肾细胞；Cos‑7猴肾细胞)的表面处表达。

新分子以高亲和力与人Met‑Fc结合；抗体与人、大鼠、狗和猴Met交叉反应。

[0021] 图3：单价DN30衍生分子的激动活性。分散测定。将HPAF‑II细胞与指定浓度的HGF

(Met配体)、DN30  mAb(部分激动剂)、MvDN30(完全拮抗剂)和嵌合或人源化单臂抗体一起孵

育24小时。所有DN30衍生的单价分子都不诱导细胞分散，细胞分散是Met介导的生物学反

应。

[0022] 图4：在经单价DN30衍生分子处理的细胞中Met的脱落(shedding)和下调。将A549

细胞在无血清培养基中与指定的渐增浓度的MvDN30、chOA‑DN30或hOA‑DN30衍生物一起孵

育48小时。通过使用抗Met抗体对细胞提取物进行蛋白质印迹分析来确定总的Met水平。检

测到的条带对应于受体的成熟形式(p145  Met)。作为上样对照，用不相关的蛋白质(黏着斑

蛋白)探测滤膜。通过使用抗Met抗体的条件培养基的蛋白质印迹分析来确定Met的脱落。检

测到的条带对应于受体脱落的胞外结构域(p80  Met胞外域)。表格报告了按相应的黏着斑

蛋白信号归一化的每个蛋白质印迹条带的像素强度定量，如使用ImageJ软件通过光密度法

所测量。所有的单价单臂抗体均下调Met并诱导Met脱落。

[0023] 图5：单价DN30衍生分子对Met激活的抑制。将GTL‑16(归因于通过MET基因扩增维

持的受体过度表达的携带组成型活性Met的MET成瘾细胞)在加入hOA‑DN30或chOA‑DN30抗

体(1000或250nM)的无血清培养基中孵育24小时。通过用对磷酸化的Tyr1234/1235Met残基(主
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要的磷酸化位点)特异性的抗Met抗体进行蛋白质印迹法，确定总的细胞裂解物中的Met激

活。用抗Met抗体再次探测相同的印迹。为了控制蛋白质负荷，还用抗黏着斑蛋白抗体对滤

膜进行了探测。嵌合和人源化单臂抗体会抑制Met磷酸化。

[0024] 图6：经单价DN30衍生分子处理的MET成瘾细胞的活力。将GTL‑16人胃癌细胞接种

在96孔板中的10％  FCS培养基中。24小时后，用渐增浓度的MvDN30、chOA‑DN30或hOA‑DN30

抗体将细胞再处理72小时。通过Cell  titer‑glo评价细胞数目。曲线图呈现了相对于未经

处理的对照而言活细胞的百分数。每个点为三次重复值的平均值。表格报告了经计算的IC50
值和拟合得分(R2)。单臂分子抑制MET成瘾细胞的细胞生长。

[0025] 图7：通过用单价DN30衍生分子处理诱导的MET成瘾细胞的增殖和死亡。(A)增殖测

定：将GTL‑16人胃癌细胞接种在6孔板中的10％  FCS培养基中。24小时后，用固定浓度(1μM)
的MvDN30、chOA‑DN30或hOA‑DN30‑cl03E08将细胞再处理48小时。然后向培养基中添加EdU

(10nμM)，再保持2小时。按照ClicK‑iT  EdU流式细胞术测定的程序通过细胞荧光计分析确

定S期细胞的百分数。曲线图呈现了对于APC染色阴性和阳性的细胞(EdU+,S期细胞)。表格

报告了S期细胞的百分数。(B)细胞毒性测定：将GTL‑16人胃癌细胞接种在96孔板中的10％ 

FCS培养基中。24小时后，用渐增浓度的MvDN30、chOA‑DN30或hOA‑DN30‑cl03E08将细胞再处

理48小时。通过Cell‑Tox  Green测定法评价细胞毒性。图形呈现了相对于未经处理的对照

而言细胞毒性的增加。每个点为三次重复值的平均值。表格报告了EC50计算值和拟合得分

(R2)。单臂分子有效地阻断MET成瘾细胞中的增殖并诱导细胞毒性。

[0026] 图8：在用hOA‑DN30‑cl03E08处理的细胞中HGF诱导的细胞运动性。将HPAF‑II细胞

用指示浓度的hOA‑DN30‑cl03E08单独地或与DecoyMetK842E组合地(与hOA‑DN30‑cl03E08相

同的量)预处理18小时，然后与HGF(6.25ng/ml)一起孵育24小时)。hOA‑DN30‑cl03E08抑制

HGF诱导的细胞运动性；与DecoyMetK842E的组合更有效地抵抗细胞反应。

[0027] 图9：经hOA‑DN30‑cl03E08处理的细胞的侵袭。将HPAF‑II细胞接种在涂有基质胶

的Transwell滤膜的上腔室中的无血清培养基中，该培养基含单独的0 .5μM的hOA‑DN30‑

cl03E08或与1μM的DecoyMetK842E的组合。在下腔室中加入具有HGF(25ng/ml)的培养基。24小

时后，通过染色和显微镜观察来评价迁移到滤膜下部的细胞。hOA‑DN30‑cl03E08抑制HGF诱

导的细胞侵袭；与DecoyMetK842E的组合阻断生物反应。

[0028] 图10：hOA‑DN30‑cl03E08对PD‑L1表达的调制。单独地或与250nM  hOA‑DN30‑

cl03E08组合地采用50ng/ml的IFN‑ γ 处理GTL‑16细胞。48小时后，裂解细胞；通过蛋白质印

迹评价总蛋白提取物上的PD‑L1表达和Met激活。作为上样对照，用抗GAPDH抗体探测滤膜。

[0029] 图11：MvDN30、DN30  mAb和hOA‑DN30‑cl03E08的体内药代动力学特征。向免疫缺陷

小鼠静脉内注射单剂量(100μg)的MvDN30、DN30  mAb或hOA‑DN30。在不同的时间点采集外周

血。通过ELISA测量治疗分子的血清浓度。图形呈现了循环的分子的量与时间的关系。样品

一式三份；条表示标准偏差。

[0030] 图12：通过用单价DN30衍生物治疗来抑制体内MET成瘾肿瘤生长。在免疫缺陷NOD‑

SCID小鼠的腹侧面中接种1×106GTL‑16MET成瘾胃癌细胞。当肿瘤的平均体积达到68.4±

5 .4mm3时，将小鼠随机分为4个均匀的组并用30mg/kg的MvDN30、chOA‑DN30或hOA‑DN30‑

cl03E08通过静脉内注射进行处理，每周2次。作为对照，一组用相同体积的PBS(媒介物)处

理。用卡尺定期监测肿瘤的生长。15天后，处死小鼠。(A)肿瘤生长的动力学；(B)实验结束时
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以未经处理组的百分数报告的肿瘤体积。hOA‑DN30‑cl03E08比chOA‑DN30更有效地抑制MET

成瘾肿瘤生长。

[0031] 图13：通过hOA‑DN30‑cl03E08处理对体内MET成瘾肿瘤生长的剂量反应抑制。在免

疫缺陷NOD‑SCID小鼠的腹侧面中接种1×106GTL‑16MET成瘾胃癌细胞。8天后，肿瘤的平均

体积达到80.7±2mm3，将小鼠随机分为5个均匀的组并用渐增浓度的hOA‑DN30‑cl03E08通

过静脉内注射进行处理。作为对照，一组用相同体积的PBS(媒介物)处理。用卡尺定期监测

肿瘤的生长。17天后，处死小鼠，切除肿瘤并称重。(A)肿瘤生长的动力学；(B)肿瘤重量。

hOA‑DN30‑cl03E08以剂量反应特性抑制MET成瘾的肿瘤生长。

[0032] 图14：chOA‑DN30和hOA‑DN30‑cl03E08抗体的VL、VH、CL和CH1结构域的氨基酸序

列。互补决定区序列用加粗的、带下划线的字符突出显示。

[0033] 图15：OA‑DN30的第一和第二Fc多肽的氨基酸序列。第一和第二Fc多肽的CH3结构

域内的氨基酸突变—分别是产生杵和臼所必需的—用加粗的、带下划线的字符突出显示。

[0034] 图16：DecoyMet的突变形式的氨基酸序列。氨基酸突变K842E以加粗的、带下划线

的字符突出显示。

具体实施方式

[0035] 在以下描述中，给出了许多具体细节以提供对实施方案的透彻理解。可在没有一

个或多个所述具体细节的情况下，或者在有其他方法、部件、材料等的情况下实践实施方

案。在其他情况下，未示出或详细描述熟知的结构、材料或操作以避免混淆实施方案的方

面。

[0036] 在整个本说明书中，对“一个实施方案”或“实施方案”的提及意味着结合该实施方

案描述的特定特征、结构或特性包括在至少一个实施方案中。因此，在整个本说明书中各处

出现的表述“在一个实施方案中”或“在实施方案中”不一定都指同一个实施方案。此外，可

以任何合适的方式在一个或多个实施方案中组合这些特定的特征、结构或特性。

[0037] 本文提供的标题仅为方便起见，而不解释实施方案的范围或含义。

[0038] 本公开涉及用于治疗肿瘤和/或转移的新型治疗剂。

[0039] 据估计，每年有超过200,000名患者“MET成瘾”，而Met抑制可潜在地导致该疾病的

缓解。考虑到突变会随年龄的增长而累积并且在未来的20年里老年人口将增加，故癌症的

负担预计会增加并将对全球的患者管理医疗保健资源产生重大影响。在胃癌、食管癌、结直

肠癌、肾癌、肺癌、黑素瘤和脑瘤中已发现导致“MET成瘾”的遗传改变(参见COSMIC数据库：

www.sanger.ac.uk)。此外，已发现一批MET遗传损伤是结直肠癌和非小细胞肺癌(NSCLC)中

对许多其他靶向疗法的耐药性的一种获得性机制
9。

[0040] Met在转移中的作用还与Met帮助细胞适应恶劣环境的能力有关。Met驱动的转移

能力不仅取决于遗传和表观遗传学改变，还取决于肿瘤基质组织的HGF旁分泌，肿瘤基质组

织由多种细胞类型组成，包括成纤维细胞、驻留的上皮细胞、周细胞、成肌纤维细胞、血管和

淋巴管内皮细胞及免疫系统的浸润细胞。

[0041] 如今，Met已被识别为癌症特异性靶标来：(i)个性化治疗具有MET突变/扩增(“对

MET成瘾”)的肿瘤；(ii)预防/逆转由Met驱动的对其他靶向癌症疗法的原发性和继发性耐

药性；(iii)预防/逆转由Met驱动的侵袭/转移表型
1。
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[0042] DN30抑制活性依赖于其促进在细胞表面处作用的金属蛋白酶ADAM‑10的生理活性

的能力
10
，该酶会从质膜释放受体的完整细胞外部分(Met脱落)，Met胞内激酶结构域随后迅

速降解
11。这些过程的结果是，Met从细胞表面物理移除，而胞外结构域则充当可溶性的“诱

饵”，通过螯合HGF防止配体结合。因此，DN30的优势在于同时抑制Met的HGF依赖性和HGF无

关性激活
12。

[0043] 与其他抗Met抗体相比，DN30通过一种独特的机制来阻断受体功能，该机制引起不

同且协同的作用：(i)通过胞外域的“脱落”从细胞表面移除Met；(ii)螯合HGF配体；(iii)抑

制膜处Met受体的同二聚化或异二聚化；(iv)刺激受体降解。因此，DN30提供了一石二鸟的

机会，从而允许最佳地阻断Met通路，因为它不仅可潜在地作用于癌细胞，而且可潜在地作

用于肿瘤微环境(内皮细胞、成纤维细胞和巨噬细胞的HGF驱动生物学反应)。

[0044] 本发明基于的想法是，为了借助于抗Met抗体达到对肿瘤的最高治疗潜力，必须应

用一种分子，该分子：i)不会引起、甚至也不会部分引起Met激活时所诱发的细胞内反应，即

不是激动剂也不是部分激动剂；ii)通过不同于配体(HGF)置换的作用机制削弱Met的激活；

iii)具有有利的药代动力学特征，适合在临床中采用；iv)合理地不在人类中产生免疫反

应。为满足所有上述考虑事项，本发明人通过将其转换为“单臂”形式而将鼠DN30抗体—其

通过脱落机制阻断Met激活—转化为完全人源化的单价且高度稳定的分子，下文中命名为

“hOA‑DN30”。

[0045] 在一个实施方案中，本发明涉及包含单个抗原结合臂和Fc区的抗Met抗体片段，其

中所述Fc区包含第一和第二Fc多肽的复合物。所述抗体片段包含以下、优选由以下组成：

[0046] (i)第一多肽，其包含以下、优选由以下组成：一个人源化轻链可变(VL)结构域和

一个人轻链恒定(CL)结构域，其中沿N‑至C‑末端的方向，人源化轻链可变(VL)结构域与人

轻链恒定(CL)结构域融合，其中人源化轻链可变(VL)结构域含有三个互补决定区(CDR)，其

具有SEQ  ID  No.：1、2和3中所列明的氨基酸序列，并且其中人源化轻链可变(VL)结构域具

有如SEQ  ID  No.：7中所列明的氨基酸序列；

[0047] (ii)第二多肽，其包含一个人源化重链可变(VH)结构域、一个人重链恒定CH1结构

域和第一Fc多肽，其中所述第一Fc多肽包含一个人铰链区、一个人恒定CH2结构域和一个人

恒定CH3结构域，其中沿N‑至C‑末端的方向，人源化重链可变(VH)结构域与人重链恒定CH1

结构域融合，人重链恒定CH1结构域与人铰链区融合，人铰链区与人恒定CH2结构域融合，而

人恒定CH2结构域与人恒定CH3结构域融合，并且其中人源化重链可变(VH)结构域含有三个

互补决定区(CDR)，其具有SEQ  ID  No.：4、5和6中所列明的氨基酸序列，并且其中人源化重

链可变(VH)结构域具有如SEQ  ID  No.：8中所列明的氨基酸序列；

[0048] (iii)第三多肽，其包含以下、优选由以下组成：第二人Fc多肽，其中所述第二人Fc

多肽包含以下、优选由以下组成：一个人铰链区、一个人恒定CH2结构域和一个人恒定CH3结

构域，其中沿N‑至C‑末端的方向，铰链区与人CH2恒定结构域融合，人CH2恒定结构域与人

CH3恒定结构域融合，其中铰链区在N‑末端处被截短。

[0049] 在一个实施方案中，人轻链恒定(CL)结构域为人轻κ型结构域。

[0050] 在一个实施方案中，人铰链区及人恒定结构域CH1、CH2和CH3来自人IgG1。

[0051] 在一个实施方案中，两个Fc多肽在铰链区通过分子间二硫键连接。

[0052] 在一个实施方案中，第一Fc多肽和第二Fc多肽在界面处相遇，并且第一和第二Fc
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多肽中的一个在界面处包含杵，而第一和第二Fc多肽中的另一个在界面处包含臼，其中所

述杵可定位到所述臼中。

[0053] 在一个优选的实施方案中，第一和第二Fc多肽中的一个包含突变的CH3恒定结构

域，其中所述突变的CH3恒定结构域在位置389处携带氨基酸突变，其中位置389处的原始氨

基酸已被突变以导入比原始氨基酸具有更大侧链体积的氨基酸，从而在Fc多肽之间的界面

处产生杵；并且其中第一和第二Fc多肽中的另一个包含突变的CH3恒定结构域，其中所述突

变的CH3恒定结构域在位置389、391和438处携带三个氨基酸突变，其中原始氨基酸已被突

变以导入比原始氨基酸具有更小侧链体积的氨基酸，从而在Fc多肽之间的界面处产生臼，

其中所述杵可定位到所述臼中，并且其中氨基酸编号根据的是Kabat的EU编号方案

(Sequences  of  proteins  of  immunological  interest,第5版,Vol.1,1991(NIH,马里兰

州贝塞斯达)中第688‑696页)。

[0054] 在一个仍然优选的实施方案中，位置389、391和438处的原始氨基酸分别为苏氨

酸、亮氨酸和酪氨酸；并且其中在第一和第二Fc多肽中的一个中，位置389中的苏氨酸已被

突变为色氨酸；并且其中在第一和第二Fc多肽中的另一个中，位置389处的苏氨酸已被突变

为丝氨酸、位置391处的亮氨酸已被突变为丙氨酸而位置438处的酪氨酸已被突变为缬氨

酸。

[0055] 在一个优选的实施方案中，人轻链恒定(CL)结构域具有如SEQ  ID  No.：9中所列明

的氨基酸序列而人重链恒定CH1结构域具有如SEQ  ID  No.：10中所列明的氨基酸序列。

[0056] 在一个优选的实施方案中，第一人Fc多肽具有如SEQ  ID  No.：11中所列明的氨基

酸序列，而第二人Fc多肽具有如SEQ  ID  No.：12中所列明的氨基酸序列。

[0057] 在一个实施方案中，本发明涉及编码如上文所公开的抗Met抗体片段的分离的核

酸。

[0058] 在一个实施方案中，本发明涉及包含两种或更多种重组核酸的组合物，所述重组

核酸共同编码如上文所公开的抗Met抗体片段。

[0059] 当与Met结合时，本文公开的抗Met抗体片段将诱导Met的胞外结构域的脱落。当与

Met结合时，所述抗Met抗体片段对Met不发挥激动活性。当与Met结合时，所述抗Met抗体片

段将抑制Met磷酸化。当与Met结合时，所述抗Met抗体片段会进一步阻断MET成瘾细胞中的

增殖并诱导细胞毒性。当与Met结合时，所述抗Met抗体片段会进一步抑制由肝细胞生长因

子(HGF)诱导的细胞运动性和细胞侵袭。本说明书的目的抗Met抗体片段的前述性质为所述

抗体片段提供了抗肿瘤和/或抗转移活性。

[0060] 如本文所用，表述“抗原结合臂”是指本发明的抗体片段的具有特异性结合目标靶

分子的能力的组成部分。抗原结合臂是免疫球蛋白轻链和重链的可变结构域序列(VL和VH)

(包括CDR和框架区)与免疫球蛋白轻链和重链的恒定结构域序列(CL和CH)的复合体。

[0061] 非人(例如鼠)抗体的“人源化”形式为非天然重组抗体，其含有极少的源自非人免

疫球蛋白的氨基酸残基。就绝大部分而言，人源化抗体为人免疫球蛋白(受体抗体)，其中来

自受体的高变区(即互补决定区—CDR)的残基被替换为具有所需的特异性、亲和力和性质

的来自非人物种的高变区的残基(供体抗体)。在一些情况下，人免疫球蛋白的框架区(FR)

残基可被替换为相应的非人残基。

[0062] 此外，人源化抗体可包含在受体抗体或供体抗体中未发现的残基。进行这些修饰
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是为了进一步改善抗体性能。通常，人源化抗体包含两个可变结构域，其中所有或基本上所

有的高变环对应于非人免疫球蛋白的那些，而所有或基本上所有的框架残基(FR)为人免疫

球蛋白序列的那些。人源化抗体还包含免疫球蛋白恒定区(Fc)的一部分，通常是人免疫球

蛋白的恒定区。关于更多详情，参见
13‑15。也参见以下综述文章和其中引用的参考文献

：
16‑18。

[0063] 如本文所用，术语“Fc区”通常是指包含免疫球蛋白重链的C‑末端多肽序列的二聚

体复合物，其中C‑末端多肽序列为可通过完整抗体的木瓜蛋白酶消化而获得的多肽序列。

Fc区可包含天然或变异的Fc序列。尽管免疫球蛋白重链的Fc序列的边界可能不同，但根据

Kabat的EU编号方案，人IgG1重链Fc序列通常定义为从Asp  234与Thr  238之间包含的氨基

酸残基延伸到Fc序列的羧基末端。免疫球蛋白的Fc序列通常包含一个铰链区、两个恒定结

构域：CH2结构域和CH3结构域，并任选地包含CH4结构域。在本文中，“Fc多肽”指的是构成Fc

区的多肽之一。Fc区会增加抗体片段与包含抗原结合臂的Fab分子相比的稳定性。

[0064] 如本文所用，“铰链区”、“铰链序列”及其变型具有本领域已知的含义，其在例如

Janeway等 ,Immuno  Biology:the  immune  systemin  health  and  disease(Elsevier 

Science  Ltd.,NY)(第4版,1999)和19,20
中有说明。

[0065] 如本文所用，短语“截短的铰链区”是指包含部分而非全部铰链序列的多肽。截短

的铰链区能够与“第一”Fc多肽连接。如果不存在野生型铰链序列，则“第二”Fc多肽中的其

余序列将包含能够与“第一”Fc多肽连接的组分。例如，所述组分可以是能够形成二硫键的

修饰残基或外加半胱氨酸残基。

[0066] “杵”是指至少一个氨基酸侧链，其从第一Fc多肽的界面突出并因此可定位在相邻

界面(即，第二Fc多肽的界面)中的互补的臼中以稳定异源多聚体，从而比例如同源多聚体

的形成更有利于异源多聚体的形成。杵可存在于原始界面中或可以合成方式引入(例如，通

过改变编码界面的核酸)。通常，改变编码第一多肽的界面的核酸以编码杵。为此，用编码至

少一个比原始氨基酸残基具有更大侧链体积的“导入”氨基酸残基的核酸替换编码第一多

肽的界面中的至少一个“原始”氨基酸残基的核酸。应理解，可有不止一个原始和相应的导

入残基。被替换的原始残基的数目上限为第一多肽的界面中残基的总数。

[0067] “臼”是指至少一个氨基酸侧链，其从第二Fc多肽的界面凹进并因此容纳相邻的第

一Fc多肽的界面上的相应杵。臼可存在于原始界面中或可以合成方式引入(例如，通过改变

编码界面的核酸)。通常，改变编码第二多肽的界面的核酸以编码臼。为此，用编码至少一个

比原始氨基酸残基具有更小侧链体积的“导入”氨基酸残基的核酸替换编码第二多肽的界

面中的至少一个“原始”氨基酸残基的核酸。应理解，可有不止一个原始和相应的导入残基。

被替换的原始残基的数目上限为第二多肽的界面中残基的总数。

[0068] 杵“可定位”到臼中，这意味着杵和臼分别在第一Fc多肽和第二Fc多肽的界面上的

空间位置及杵和臼的尺寸使得杵可就位于臼中而不明显干扰界面处第一和第二多肽的正

常缔合。由于杵通常不从界面的轴垂直地延伸并具有优选的构象，故杵与相应的臼的对准

依赖于基于三维结构如通过X‑射线晶体学或核磁共振(NMR)获得的三维结构对杵/臼对建

模。这可使用本领域普遍认可的技术实现。

[0069] 如本文所用，抗Met抗体片段的表述“非激动剂活性”是指不发挥引起、甚至是部分

引起Met激活时所诱发的细胞反应的任何活性的抗Met抗体片段。抗Met抗体片段的非激动
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剂活性可通过常规技术如蛋白质印迹法、免疫荧光、免疫组织化学、ELISA、细胞荧光计分析

或任何其他方法通过评价磷酸化的Met水平来测量，所述其他方法包括使用在与所述非激

动剂抗体一起孵育细胞时将特异性识别Met、或如果磷酸化将特异性识别Met残基Tyr1234

‑1235(即，Met的主要磷酸化位点
21)或如果磷酸化将特异性识别Met残基Tyr1349/1356(即，Met

的停泊位点
22)的抗体。作为一个替代方案，可应用与通过HGF处理所诱导的反应相比较地对

抗体处理时的细胞生物学反应进行的评估。

[0070] 本发明还涉及一种产品，其在单个瓶中或在两个瓶中包含(a)如本文所公开的抗

Met抗体片段和药学上可接受的媒介物，以及(b)人Met的细胞外部分和药学上可接受的媒

介物，其中人Met的细胞外部分能够以稳定的方式与肝细胞生长因子(HGF)结合并在由抗

Met抗体片段识别的表位内含有至少一个氨基酸突变以防止抗Met抗体片段与其的结合。

[0071] 在一个实施方案中，人Met的细胞外部分含有SEMA、PSI、IPT‑1、IPT‑2、IPT‑3和

IPT‑4结构域。

[0072] 在一个优选的实施方案中，人Met的细胞外部分具有如SEQ  ID  No.：13中所列明的

氨基酸序列，其中在SEQ  ID  No.：13的位置797和位置875之间的至少一个氨基酸经突变以

防止抗Met抗体片段与其的结合。

[0073] 在一个更优选的实施方案中，人Met的细胞外部分具有SEQ  ID  No.：14中所列明的

氨基酸序列。

[0074] 本说明书还涉及一种编码人Met的细胞外部分的核酸分子，该细胞外部分能够以

稳定的方式与肝细胞生长因子(HGF)结合并在由抗Met抗体片段识别的表位内含有至少一

个氨基酸突变以防止抗Met抗体片段与其的结合，优选地人Met的细胞外部分具有SEQ  ID 

No.：14中所列明的氨基酸序列。

[0075] 如本文所用，表述“人Met的细胞外部分能够以稳定的方式与人HGF结合”指的是人

Met的细胞外部分以不高于100nM的经计算Kd与HGF结合。

[0076] 如本文所用，表述“人Met的细胞外部分在由抗Met抗体片段识别的表位处含有至

少一个氨基酸突变”指的是在Met的细胞外部分内存在一个或多个能够在Met的细胞外部分

内诱导修饰的突变(即，氨基酸取代和/或缺失和/或插入)，该修饰将防止上述区域被抗Met

抗体可变结构域占用。鉴于其公知常识(由在DNA复制过程中使用特定引物生成在给定DNA

序列中包含单个核苷酸变化的cDNA的可能性代表；参见Maniatis  T.Molecular  cloning:A 

laboratory  manual  Cold  Spring  Harbor  Laboratory,1982)，技术人员不需要关于实现

人Met的细胞外部分的突变形式的进一步详情，该突变形式保留与人HGF结合的能力但不与

抗Met抗体片段结合。因此，本发明决不能理解为仅涵盖如本文所公开的人Met的突变细胞

外部分(即，SEQ  ID  No.：14)，因为本领域技术人员根据公知常识可得到具有SEQ  ID  No.：

13的人Met的细胞外部分的将防止抗Met抗体与其的结合的其他突变形式。

[0077] 术语“SEMA”、“PSI”、“IPT‑1”、“IPT‑2”、“IPT‑3”和“IPT‑4”是指构成Met的细胞外

区域的Met结构域。这样的结构域名称属于技术人员的公知常识，如由
23,24

所代表。SEMA结构

域是与脑信号蛋白和神经丛蛋白共有的蛋白质相互作用模块，其涵盖Met(SEQ  ID  No.：13)

的氨基酸25‑516之间的区域；PSI是与神经丛蛋白、脑信号蛋白和整联蛋白共有的结构域，

其涵盖Met(SEQ  ID  No.：13)的氨基酸519‑561之间的区域；IPT结构域—重复四次—是与神

经丛蛋白和转录因子共有的免疫球蛋白样区域，其涵盖MET(SEQ  ID  No.：13)的氨基酸563‑
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934之间的区域。详细来说，IPT重复1覆盖SEQ  ID  No.：13的氨基酸位置563‑656，IPT重复2

覆盖SEQ  ID  No .：13的氨基酸位置657‑740，IPT重复3覆盖SEQ  ID  No .：13的氨基酸位置

741‑837，IPT重复4覆盖SEQ  ID  No.：13的氨基酸位置838‑934。

[0078] 本发明还涉及如本文所公开的抗Met抗体片段任选地与如本文所公开的人Met的

细胞外部分组合地用于治疗患有肿瘤和/或转移的患者的治疗用途，其中所述患者携带MET

基因的遗传改变。

[0079] 本发明还涉及如本文所公开的抗Met抗体片段与如本文所公开的人Met的细胞外

部分组合地用于治疗患有肿瘤和/或转移的患者的治疗用途，其中所述患者携带野生型MET

基因。

[0080] 在一个方面，本发明提供了一种在受试者中治疗肿瘤和/或转移的方法，所述方法

包括向受试者施用有效量的抗Met抗体片段，其任选地与人Met的细胞外部分组合，由此治

疗所述病况。

[0081] 在一个方面，本发明提供了一种抑制表达Met的细胞的生长的方法，所述方法包括

使所述细胞与本文公开的抗Met抗体片段接触，其任选地与本发明的人Met的细胞外部分组

合，从而使得所述细胞的生长受到抑制。

[0082] 在一个方面，本发明提供了一种治疗性治疗患有癌性肿瘤和/或转移的哺乳动物

的方法，所述方法包括向所述哺乳动物施用有效量的本文所公开的抗Met抗体片段，其任选

地与人Met的细胞外部分组合，从而有效地治疗所述哺乳动物。

[0083] 在一个方面，本发明提供了一种用于治疗细胞增殖性病症的方法，所述方法包括

向需要这种治疗的受试者施用有效量的本公开的目的抗Met抗体片段，其任选地与人Met的

细胞外部分组合，从而有效地治疗或预防所述细胞增殖性病症。

[0084] 在一个方面，本发明提供了一种在哺乳动物中治疗性治疗肿瘤和/或转移的方法，

其中所述肿瘤的生长至少部分地取决于Met/HGF系统的生长增强效应，该效应是细胞增殖

的增加、细胞凋亡的保护或两者共同的结果。所述方法包括使肿瘤细胞与有效量的抗Met抗

体片段接触，其任选地与有效量的本发明的人Met的细胞外部分组合，从而有效地治疗所述

肿瘤和/或转移。

[0085] 可用任选地与人Met的细胞外部分组合的抗Met抗体有效治疗的肿瘤选自乳腺癌、

结直肠癌、肺癌、结肠癌、胰腺癌、前列腺癌、卵巢癌、宫颈癌、中枢神经系统癌症、肾癌、肝细

胞癌、膀胱癌、胃癌、头颈部肿瘤细胞、乳头状癌(例如，甲状腺)、黑素瘤、淋巴瘤、骨髓瘤、神

经胶质瘤/成胶质细胞瘤(例如，间变性星形胶质瘤、多形性胶质母细胞瘤、间变性少突胶质

细胞瘤、间变性少突胶质星形细胞瘤)、白血病细胞、肉瘤、横纹肌肉瘤或属于原发灶不明癌

(CUP)的肿瘤。

[0086] 在一个实施方案中，在本发明的方法中治疗性靶向的细胞为过度增殖和/或增生

细胞。在一个实施方案中，在本发明的方法中靶向的细胞为异常增生的细胞。在又一个实施

方案中，在本发明的方法中靶向的细胞为转移性细胞。在再一个实施方案中，在本发明的方

法中靶向的细胞为属于维持肿瘤和/或转移的微环境的Met表达细胞。

[0087] 本发明人证实，通过CH3结构域的经选择点突变获得并导致有效的Fc异二聚化的

单臂结构产生单价形式的抗体。

[0088] 单价对于DN30归因于抗体的二价天然结构的最终激动活性的避免至关重要。
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[0089] 出人意料且令人惊奇地，本发明人发现DN30的一种人源化单臂形式(即，hOA‑

DN30–cl03E08)在体外和体内均显示出强大的抑制性质。

[0090] 与相应的嵌合形式(以下称为“chOA‑DN30”)和本文公开的所有其他人源化单臂衍

生物(称为“hOA‑DN30抗体”)(关于从DN30衍生的所有单臂抗体的详细描述，参见“材料和方

法”部分)相比，hOA‑DN30‑cl03E08在体外显示出优异的活性。出人意料地，与受试的其他

OA‑DN30嵌合或人类抗体相比，hOA‑DN30‑cl03E08以更高的亲和力与Met结合。无法预测地，

本发明人发现脱落反应因提高DN30抗体对Met的亲和力而增强。因此，以磷酸化的Met受体

的量来衡量，对Met激活的抑制作用更强。这些活性转化为Met介导的生物学反应的抑制。在

非常低的剂量下发生MET成瘾肿瘤细胞生长的削弱；hOA‑DN30‑cl03E08  IC50在分析中包括

的对OA‑DN30嵌合或人类抗体测量的所有那些IC50中是最低的。对肿瘤细胞生长的更好抑制

可能是由于更广泛的细胞增殖阻断和/或更明显的细胞毒性增加。

[0091] hOA‑DN30‑cl03E08在体内也显示出改善的治疗潜力。如果用MvDN30进行比较，则

这是期望的，因为其分子量低，MvDN30是一种具有高的肾清除率的分子。MvDN30不良的药代

动力学性质会大大影响该分子在体内实验模型中的性能。

[0092] 人们可能认为达到比肾清除临界值高的分子量本身足以引起最佳的治疗反应，但

事实并非如此。实际上，用DN30  mAb的DCD‑1和DCD‑2衍生物—相对于MvDN30具有增大尺寸

的重组分子—获得的结果清楚地表明，药代动力学特征仅得到部分改善，并且治疗反应限

于肿瘤生长率的降低
8。

[0093] hOA‑DN30‑cl03E08的优异活性可能部分归因于Fc区的存在，该区由于与Fc受体的

结合而在抗体的组织/器官分布中产生差异，从而提供高度有利的药代动力学特征。

[0094] 在奥那妥珠单抗应用过程中已讨论并公开了与因Fc区的存在而致的体内稳定性

有关的积极方面。该单抗是以单臂形式设计的一种抗Met抗体
25。然而，该抗体在细菌中产

生，因此不被糖基化。因此，它缺乏激活抗体依赖性细胞毒性(ADCC)和/或补体依赖性细胞

毒性(CDC)的能力。相反，hOA‑DN30‑cl03E08在哺乳动物细胞中产生并因此必须被认为完全

能够引起Fc效应子功能。

[0095] hOA‑DN30‑cl03E08与奥那妥珠单抗的作用机理也不同。第一种抗体诱导Met受体

脱落、从细胞表面擦除Met并像海绵一样将HGF吸收在细胞外环境中，而第二种抗体则与HGF

竞争Met结合。因此，hOA‑DN30抑制Met独立于维持癌受体的异常激活的机制，而奥那妥珠单

抗仅在配体依赖性激活的情况下有效。

[0096] Fc区的存在不是hOA‑DN30‑cl03E08所获得的体内治疗反应的显著改善的原因，因

为该结构域存在于所有受试的人源化和嵌合单臂抗体中。人源化和嵌合单臂抗体不共有的

是可变区，抗体的结合位点位于可变区中。特别地，DN30  CDR—在所有衍生物中都相同—插

入框架区中。抗体的这些部分，即便不直接涉及形成结合口袋，也包括称为游标(Vernier)

残基的特定氨基酸
26
，这些氨基酸可影响CDR结构的最终构象并因此可决定抗体对抗原的最

终亲和力。DN30  CDR与框架序列(即，cl03E08的重链和轻链可变结构域的序列)组合将产生

具有更强亲和力的抗Met抗体，这很可能是因为该序列组合生成的结合口袋与Met受体上的

相应表位更匹配。抗体与Met之间更稳健的相互作用进一步实现了受体的脱落和Met介导的

生物学反应的随之削弱。这与因单臂形式而改善的血浆稳定性相结合产生了一种具有对抗

MET成瘾/驱动癌症的出乎意料的优异活性的抗体—即cl03E08。
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[0097] Basilico等人
27
中报道的数据显示，HGF和Met的同时靶向在肿瘤和/或转移的治疗

中产生更高的治疗稳健性。本文见证的实验数据出乎意料地显示，借助于hOA‑DN30与

DecoyMetK842E的组合对MET/HGF轴的抑制优于将MvDN30与DecoyMetK842E组合应用时所获得

的抑制。实际上，将侵袭测试中获得的结果(这里在图9中报告)与Basilico等人
27
中发表的

结果相比较发现，如果MvDN30是该组合的一部分，则hOA‑DN30将消除HGF驱动的癌细胞侵

袭，同时残余活性仍然存在。

[0098] 无MET遗传改变的癌细胞利用由MET癌基因触发的“生理”程序作为“权宜

(expedient)”来促进恶性表型并响应于应激条件如缺氧、电离辐射或化学疗法而释放侵袭

性的转移表型。“权宜”要求由其配体HGF刺激野生型MET。本文提供的数据显示，在MET“权

宜”的情况下，击中MET/HGF轴的两侧的同时干预将导致改善的抑制活性。hOA‑DN30‑

cl03E08通过胞外域的“脱落”来诱导MET从细胞表面的物理移除。后者释放在细胞外环境中

并充当HGF的“诱饵”。重组DecoyMet的外源供给将增强由hOA‑DN30‑cl03E08生成的内源

DecoyMet的HGF螯合活性。hOA‑DN30‑cl03E08和DecoyMetK842E的组合同时作用于表达Met的

癌细胞和分泌HGF的肿瘤基质。这允许HGF驱动的Met信号传导的最佳阻滞并因此对于荷有

表达依赖于MET来维持侵袭/转移表型的野生型MET的肿瘤的大批患者来说是一种可靠的治

疗选择。

[0099] 鉴于与重组DNA技术有关的领域的公知常识，如由Maniatis  T .Molecular 

cloning:A  laboratory  manual  Cold  Spring  Harbor  Laboratory(1982)所代表，技术人

员可容易地以蛋白质的形式或以编码蛋白质的核酸分子的形式制造本文公开的蛋白质

(即，人源化抗Met抗体和人Met的细胞外部分)。例如，可遵循以下标准程序：(i)合成相应的

cDNA序列，(ii)将cDNA插入到适合通过常规重组DNA方法在哺乳动物中表达的质粒中，

(iii)用哺乳动物细胞系的上述质粒进行瞬时或稳定的共转染，(iv)收集培养物上清液，

(v)通过重组蛋白的亲和层析纯化。

[0100] 包含本发明的一种或多种活性成分，即单独的或与人Met的细胞外部分组合的人

源化抗Met抗体片段的治疗组合物可用生理上可接受的载体、赋形剂或稳定剂(Remington'

s  Pharmaceutical  Sciences，第16版,Osol,A.编,1980)以水溶液、冻干或其他干燥制剂的

形式制备。可接受的载体、赋形剂或稳定剂在所采用的剂量和浓度下对接受者无毒，并包

括：缓冲剂；抗氧化剂；防腐剂；低分子量(少于约10个残基)多肽；蛋白质，如血清白蛋白、明

胶或免疫球蛋白；亲水性聚合物，如聚乙烯基吡咯烷酮；氨基酸；单糖、二糖和其他碳水化合

物；螯合剂；糖；成盐抗衡离子；金属络合物和/或非离子表面活性剂。制剂还可含有对于所

治疗的特定适应症所必要的其他一种或多种活性化合物，优选具有互补的活性、不会不利

地影响单独的或与人Met的细胞外部分组合的hOA‑DN30的治疗活性的那些。这样的分子合

适地以对于预期目的有效的量组合存在。

[0101] 也可将所述一种或多种活性成分夹陷于借助例如Remington's  Pharmaceutical 

Sciences，第16版,Osol,A.编(1980)中公开的技术制备的微胶囊中。

[0102] 可制备持续释放制剂。持续释放制剂的合适实例包括含有本发明的活性成分的固

体疏水性聚合物的半透性基质，该基质呈成型制品例如膜或微胶囊的形式。

[0103] 本发明的一种或多种活性成分可单独地或与另一种抗体、小分子酪氨酸激酶抑制

剂、一种或多种化疗剂(包括化疗剂的混合物)、一种或多种其他细胞毒性剂、一种或多种抗

说　明　书 12/27 页

15

CN 119587692 A

15



血管生成剂、细胞因子和/或一种或多种生长抑制剂组合地使用。这样的上述组合疗法包括

组合施用(其中将两种或更多种药剂包括在相同或单独的制剂中)和单独施用，在这种情况

下，hOA‑DN30的施用可在一种或多种辅助治疗之前和/或之后进行。

[0104] 本发明的一种或多种活性成分(和一种或多种辅助治疗剂)通过任何合适的方式

施用，包括肠胃外、皮下、腹膜内、肺内和鼻内，并且如果需要局部治疗，可病灶内施用。本发

明的一种或多种活性成分可合适地通过脉冲输注来施用，特别是用下降剂量的活性成分。

给药可通过任何合适的途径进行，例如通过注射，如静脉内或皮下注射，这部分地取决于施

用是短暂的还是长期的。

[0105] 本发明的一种或多种活性成分将按照与良好的医疗实践一致的方式配制、给药和

施用。在此背景下考虑的因素包括正在治疗的特定病症、正在治疗的特定哺乳动物、个体患

者的临床状况、病症的原因、药剂的递送部位、施用的方法、施用的时间安排及执业医生已

知的其他因素。本发明的一种或多种活性成分不必但可任选地与目前用于预防或治疗所讨

论的病症的一种或多种药剂一起配制。这样的其他药剂的有效量取决于制剂中存在的本发

明的一种或多种活性成分的量、病症或治疗的类型及上面讨论的其他因素。这些通常以与

上文所用相同的剂量和施用途径使用，或以迄今所采用剂量的约1至99％使用。

[0106] 对于疾病的治疗，本发明的一种或多种活性成分(当单独地或与一种或多种其他

药剂如一种或多种化疗剂组合地使用时)的适当剂量将取决于待治疗的疾病的类型，疾病

的严重性和病程、活性成分是出于预防还是治疗目的而施用、患者的临床病史和对本发明

的活性成分的反应均应适当考虑，并由主治医师决定。

[0107] hOA‑DN30适合一次或通过一系列治疗施用于患者。取决于疾病的类型和严重性，

约1mg/kg至30mg/kg的抗体是用于向患者施用的初始候选剂量，无论是例如通过一次或多

次单独的施用还是通过连续输注。取决于上述因素，一种典型的日剂量可在约1μg/kg至
100mg/kg或更多的范围内。对于若干天或更长时间的重复施用，取决于病情，持续治疗直至

出现期望的疾病症状抑制。抗体片段的一种示例性剂量在约0.05mg/kg至约20mg/kg的范围

内。因此，可向患者施用约0.5mg/kg、2.0mg/kg、4.0mg/kg或10mg/kg的一种或多种剂量(或

其任何组合)。这样的剂量可间歇地施用，例如，每周或每三周(例如，使得患者接受约二至

约二十个剂量的抗体，例如约六个剂量的抗体)。可施用初始较高的负荷剂量，然后施用一

个或多个较低的剂量。一种示例性的给药方案包括施用约4mg/kg的初始负荷剂量，然后每

周施用约2mg/kg抗体的维持剂量。然而，其他剂量方案可为有用的。通过常规技术和测定很

容易监测该疗法的进展。关于组合疗法，人Met的细胞外部分优选在递送hOA‑DN30的同时递

送并与hOA‑DN30成比例地给药，优选但不限于摩尔比1:1的hOA‑DN30:DecoyMetK842E，取决于

疾病的类型和严重性。

[0108] 结果

[0109] DN30抗体的嵌合和人源化单臂形式的生成。

[0110] 通过经典的分子生物学技术，本发明人用源自人免疫球蛋白的恒定结构域取代了

DN30  mAb重链和轻链的恒定结构域。用人κ型结构域(在天然人抗体中更有代表性的结构

域)取代轻链恒定结构域，而用源自人IgG1的同源结构域(可诱导ADCC/CDC的结构域)取代

重链恒定结构域。

[0111] Fair  Journey  Biologics已使用噬菌体展示文库方法实现了DN30小鼠抗体的人
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源化。他们从偏离的FR(框架)残基的鉴定和最近的人类V种系的分析开始，该种系选自对于

CDR1‑CDR2具有相同的规范式折叠组合的种系，使用了可用的工具和数据库：来自UCL的

Andrew  Martin博士的abYsistool外加http://www.bioc.uzh.ch/plueckthun/antibody/

和http://www2.mrc‑lmb.cam.ac.uk/vbase/。在生成噬菌体展示文库—其中已进行了VH和

VL区的随机化—时，已完成了四轮亲和力驱动的噬菌体展示筛选。在此过程的最后，选择具

有最高人类同一性和同源性的DN30人源化变体。通过经典的分子生物学技术将可变区与源

自人免疫球蛋白的恒定结构域序列(即人κ轻链和IgG1重链恒定结构域)连接。

[0112] 为了使嵌合和人源化抗体成为单臂单链形式，已在CH3区中插入了特定的氨基酸

修饰以产生‘杵臼’结构
28,29

；一个CH3结构域携带杵突变：
389T→W，另一个CH3结构域携带臼

突变：
389T→S；391L→A；438Y→V。将编码嵌合或人源化轻链、嵌合或人源化重链(在CH3结构域

中突变)和人Fc结构域(在CH3结构域中突变)的cDNA克隆到表达质粒中，然后在真核细胞中

表达。通过亲和层析和凝胶过滤从细胞培养物上清液纯化组装的单臂抗体。图1示出了DN30

衍生物和经纯化的重组OA‑DN30分子在非还原和还原条件下的SDS‑Page分离的示意图。

[0113] DN30单臂抗体以高亲和力识别Met。

[0114] 通过ELISA测定法分析了嵌合或人源化DN30抗体的经纯化单臂形式与Met受体的

结合。作为参考，分析中包括嵌合DN30  Fab(MvDN30)12。该测定法组装为包括在固相中的

Met‑Fc和在液相中的DN30衍生物。使用抗人k链抗体揭示了结合。数据显示，嵌合和人源化

抗体均与Met结合，hOA‑DN30‑cl03E08显示出最高的亲和力(图2的A)。

[0115] hOA‑DN30‑cl03E08与非人Met受体的交叉反应性分析。

[0116] 本发明人通过进行以下测定分析了hOA‑DN30‑cl03E08的物种交叉反应性：(i)用

人、小鼠、大鼠和猴来源的经纯化Met胞外结构域进行ELISA测定(图2B)；(ii)进行抗体与由

人、小鼠、大鼠、狗和猴来源的细胞表达的表面Met的结合的流式细胞仪分析(图2C)。实验的

结果表明，hOA‑DN30‑cl03E08与人、大鼠、狗、猴来源的Met结合，而与小鼠Met的相互作用非

常弱。

[0117] DN30单臂抗体不发挥激动性质。

[0118] 本发明人在高度灵敏的测定(分散测定)中测试了新的DN30衍生物是否会显示出

Met激动活性。用渐增浓度的抗体将HPAF‑II人胰腺癌细胞(其代表用于测定响应于HGF刺激

的细胞运动性的标准体系)刺激24小时。作为阳性对照，测定中包括HGF和二价DN30  mAb。虽

然用阳性对照刺激的细胞明显分散，但用所有单价DN30衍生物(MvDN30、chOA‑DN30和hOA‑

DN30抗体)处理的细胞的表型与未经处理的细胞的表型不可区分(图3)。

[0119] hOA‑DN30强力诱导Met“脱落”。

[0120] 本发明人还研究了hOA‑DN30是否保持促进受体脱落和下调的能力。将A549细胞与

渐增浓度的chOA‑DN30和hOA‑DN30抗体一起孵育。作为参考，测定中包括MvDN30。48小时后，

使用针对Met的细胞外部分的单克隆抗体通过免疫印迹法对在条件培养基中释放的Met胞

外域进行评分。还使用相同的抗体针对细胞裂解物测定了Met的总细胞水平。该分析揭示，

所有的OA‑DN30抗体均诱导了Met脱落，从而导致可溶性Met胞外域在细胞外空间中的释放

并从细胞表面物理移除Met(图4)。出乎意料的是，与测试中包括的所有其他DN30衍生物相

比，hOA‑DN30‑cl03E08的活性更优异。

[0121] hOA‑DN30‑cl03E08强力抑制Met磷酸化。
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[0122] 本发明人研究了chOA‑DN30和hOA‑DN30抗体是否抑制源自人癌的细胞(即GTL‑16)

中的Met磷酸化。这些细胞具有组成型活性Met，这是由于基因扩增导致受体过度表达的结

果。通过用抗phosphoMet抗体进行免疫印迹法来确定Met的激活。如图5中所示，所有分子均

以剂量反应模式削弱Met磷酸化/激活。诱导细胞中Met水平的最强削弱的hOA‑DN30‑

cl03E08是更具活性的DN30衍生物。

[0123] hOA‑DN30‑cl03E08强力抑制MET成瘾细胞生长。

[0124] Met抑制剂仅可在MET成瘾细胞中削弱细胞生长(活力)，MET成瘾细胞依赖于Met信

号传导来实现增殖/存活。为了测试DN30衍生物的活性，将呈指数生长的GTL‑16细胞(MET成

瘾人胃癌细胞)与渐增浓度的chOA‑DN30或hOA‑DN30抗体一起孵育。测定中包括MvDN30作为

阳性对照。72小时后，使用基于发光的ATP测定法测定细胞活力。所有的DN30衍生物均以剂

量依赖性方式抑制MET成瘾细胞生长(图6)。hOA‑DN30‑cl03E08显示出最高的抑制，IC50比

MvDN30低2.5倍，比chOA‑DN30低5.4倍，并比其他hOA‑DN30抗体低至少5.2倍(参见图6中的

表)。

[0125] hOA‑DN30‑cl03E08在阻断MET成瘾细胞中的增殖和诱导细胞毒性方面高度有效。

[0126] 为了进一步分析DN30衍生物对MET成瘾细胞生长所发挥的抑制作用的机制，本发

明人评价了细胞增殖和细胞毒性，比较了MvDN30、chOA‑DN30和hOA‑DN30‑cl03E08。将GTL‑

16细胞与单剂量(1μM)的DN30衍生物一起孵育并通过用ClickIT  Edu流式细胞术测定法测

量被处于细胞周期的S期的细胞掺入的EdU(一种胸苷类似物)来评估细胞增殖。测定中包括

MvDN30作为阳性对照。该分析揭示，与对照相比，DN30衍生物影响增殖，因为处于S期的经处

理细胞的百分数急剧降低。特别地，最有效的分子为hOA‑DN30‑cl03E08，其中仅4.9％的细

胞仍在增殖(与对照相比减少84.2％)。在用chOA‑DN30处理的群体中的增殖细胞为14.97％

(与对照相比减少52％)(图7的A)。

[0127] 为了测试DN30衍生物是只诱导增殖的阻断还是它们也引起细胞毒性，将呈指数生

长的MET成瘾GTL‑16细胞与渐增浓度的chOA‑DN30或hOA‑DN30‑cl03E08一起孵育。测定中包

括MvDN30作为阳性对照。72小时后，通过向细胞中添加CellToxTM绿色染料并测量细胞的荧

光来测定细胞毒性，细胞的荧光与死细胞的数目成正比。所有的DN30衍生物均以剂量依赖

性方式在GTL‑16细胞中诱导了细胞毒性(图7的B)。hOA‑DN30‑cl03E08显示出最高的诱导，

EC50分别比MvDN30和chOA‑DN30低1.3倍和6.1倍。

[0128] hOA‑DN30‑cl03E08单独和与DecoyMet组合抑制HGF诱导的细胞运动性。

[0129] 本发明人测试了hOA‑DN30‑cl03E08抑制HPAF‑II人胰腺癌细胞的HGF依赖性细胞

运动性的能力。将细胞与或不与HGF一起孵育并用渐增剂量的hOA‑DN30‑cl03E08处理。24小

时后，对细胞集落进行染色和分析。在该测定中，hOA‑DN30‑cl03E08强力降低了HGF依赖性

细胞分散(图8)。

[0130] 在上述细胞体系中，据报道，通过同时阻断配体(HGF)和受体(Met)，可更有效地抑

制HGF诱导的生物学反应
27。因此，本发明人测试了hOA‑DN30‑cl03E08与DecoyMetK842E的组

合是否诱导更高的治疗反应。DecoyMetK842E是一种重组的可溶性受体，其涵盖Met的整个细

胞外区域，携带有将消除与DN30的相互作用的突变；其以高亲和力结合HGF并通过像海绵一

样吸收和中和HGF及通过与仍存在于细胞表面上的完整Met受体形成异二聚体从而使得它

们失活来抑制配体驱动的生物活性。当两种分子等摩尔量组合时，完全逆转分散表型的有
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效剂量比能够引起相似的细胞表型的单独的hOA‑DN30‑cl03E08的剂量低4倍(图8)。

[0131] hOA‑DN30‑cl03E08单独和与DecoyMet组合抑制HGF诱导的细胞侵袭。

[0132] 本发明人测试了hOA‑DN30‑cl03E08抑制HPAF‑II细胞的HGF依赖性细胞侵袭的能

力。将细胞接种在涂有基质胶的Transwell滤膜的上腔室中的无血清培养基中，该培养基含

单独的hOA‑DN30‑cl03E08(0.5μM)或与DecoyMetK842E的组合(1μM)。使下腔室充满含有HGF

(25ng/ml)的培养基。24小时后，通过染色和显微镜观察来评价迁移到滤膜的下部分上的细

胞。在此测定中，hOA‑DN30‑cl03E08强力减少了HGF依赖性细胞侵袭；hOA‑DN30‑cl03E08与

DecoyMetK842E的组合几乎消除了细胞反应(图9)。

[0133] hOA‑DN30‑cl03E08解除PD‑L1表达的干扰素‑ γ 诱导。

[0134] 程序性细胞死亡配体1(PD‑L1)和程序性细胞死亡受体1(PD‑1)是关键的称为免疫

检查点的调制分子，在免疫反应与肿瘤微环境之间的界面处发挥核心作用
30。它们可显著削

弱免疫系统控制肿瘤进展的能力。肿瘤细胞表达PD‑L1是可诱导的并且干扰素 γ (IFN γ )是
最有效的诱导剂

31。

[0135] 本发明人分析了hOA‑DN30‑cl03E08对Met的抑制是否可调制IFN γ 通路和因此的

PD‑L1调节(图10)。用INF γ 处理MET成瘾GTL‑16细胞48小时并分析IFN γ 可诱导的PD‑L1表

达。在未受刺激的条件下，PD‑L1是不可检测的，而在暴露于IFN γ 时，其一致上调。用hOA‑

DN30‑Cl03E08处理48小时显著削弱了由IFN γ 诱导的PD‑L1的上调。

[0136] hOA‑DN30‑cl03E08在体内显示出有利的药代动力学特征。

[0137] 本发明人研究了hOA‑DN30‑Cl03E08与MvDN30和嵌合DN30  mAb相比的药代动力学

特性。通过静脉内注射向免疫缺陷小鼠递送单剂量的上述分子。在递送后的不同时间点收

集来自经处理小鼠的外周血。通过对血清样品进行的ELISA确定所研究分子的循环浓度。

hOA‑DN30‑cl03E08循环水平与针对mAb所测量的相当，并总是高于MvDN30(图11)。

[0138] hOA‑DN30‑cl03E08在体内削弱MET成瘾肿瘤的生长

[0139] 在MET成瘾模型上测试DN30衍生物在体内抑制肿瘤生长的能力。在NOD‑SCID小鼠

的腹侧面中皮下注射1×106个GTL‑16细胞。1周后，将携带可触及的肿瘤的小鼠随机分为4

个均匀的处理组：媒介物(n＝6)、MvDN30(n＝6) ,hOA‑DN30‑cl03E08(n＝5)、chOA‑DN30(n＝

5)。每周两次以30mg/Kg通过静脉内注射来递送抗体；为了施用相同的量的分子，按相同的

时间表以15mg/kg递送MvDN30，因为单臂抗体的分子量是MvDN30的两倍(即，OA‑DN30形式为

约100KDa而MvDN30为约50KDa)。MvDN30无效—如从其短的血浆半衰期所预期—而单臂衍生

物均抑制了肿瘤生长(图12的A)(hOA‑DN30‑cl03E08和chOA‑DN30分别相对于媒介物的P＝

0 .0007和0 .05)。令人惊奇的是，hOA‑DN30‑cl03E08比chOA‑DN30远更有效：在hOA‑DN30‑

cl03E08的情况下，处理后的质量比对照组小87.8％，而在chOA‑DN30的情况下，处理后的质

量比对照组小52.9％(图12的B)(hOA‑DN30‑cl03E08相对于chOA‑DN30的P＝0.009)。本发明

人进一步进行了剂量反应实验来分析hOA‑DN30‑cl03E08的抑制活性。维持上述实验条件，

将小鼠随机分为5个均匀的组并通过每周三次静脉内注射以不同剂量的hOA‑DN30‑cl03E08

来处理。10、30和60mg/kg的剂量在阻断肿瘤生长方面高度有效，而3.3mg/kg的处理与对照

组无统计学差异(图13)。

[0140] 材料和方法

[0141] 细胞培养

说　明　书 16/27 页

19

CN 119587692 A

19



[0142] A549人肺腺癌细胞、HPAF‑II人胰腺癌细胞、C2C12小鼠肌肉成肌细胞、H9C2(2‑1)

大鼠心脏成肌细胞、MDCK狗肾细胞和Cos‑7猴肾细胞得自ATCC/LGC  Standards  S.r.1.(意

大利塞斯托圣乔瓦尼)；GTL‑16细胞系为源自MKN‑45细胞(人胃癌细胞，可由日本大阪的

Japanese  Collection  of  Research  Bioresources得到)的克隆，其MET基因拷贝数与亲本

细胞系不同
32。GTL‑16细胞系可由意大利Interlab  Cell  Line  Collection(ICLC)的

Advanced  Biotechnology  Center(ABC)得到，登录号为ICLC  PD  08003。人肺癌EBC‑1来自

Japanese  Collection  of  Research  Bioresources)。DN30杂交瘤可由意大利Interlab 

Cell  Line  Collection(ICLC)的Advanced  Biotechnology  Center(ABC)得到，登录号为

ICLC  PD  05006。

[0143] 所有细胞均按供应商的建议培养。测试所有细胞培养物的支原体污染。

[0144] DN30抗体的嵌合和人单臂形式的生成。

[0145] 对于嵌合DN30抗体：已通过基因合成生成了分别编码轻链(VL‑CL)、重链(VH‑CH1‑

cH2‑CH3)和Fc结构域(CH2‑CH3)的三个单独的cDNA。可变区(小鼠序列)来自DN30抗体(SEQ 

ID:15和16)；人源的恒定区源自人免疫球蛋白，特别地，轻链包括人κ型恒定结构域

(GenBank序列ID#:DI165992)，而重链包括人IgG1恒定结构域(GenBank序列ID#:

DJ392898)。在编码序列的C‑末端处，重链包括His‑TAG(SEQ  ID:38、39)而Fc包括strep‑TAG

(SEQ  ID:40、41)。

[0146] 对于人源化DN30抗体：Fair  Journey  Biologics已使用噬菌体展示文库方法通过

DN30小鼠抗体的种系筛选实现了人源化。他们从偏离的FR(框架)残基的鉴定和最近的人类

V种系的分析开始，该种系选自对于CDR1‑CDR2具有相同的规范式折叠组合的种系，使用了

可用的工具和数据库：来自UCL的Andrew  Martin博士的abYsistool外加http://

www.bioc.uzh.ch/plueckthun/antibody/和http://www2.mrc‑lmb.cam.ac.uk/vbase/。在

生成噬菌体展示文库—其中已进行了VH和VL区的随机化—时，已完成了四轮亲和力驱动的

噬菌体展示筛选。在此过程结束时，选择五种具有最高人类同一性和同源性的不同DN30人

源化变体，即克隆03E08、03G05、03F04、03H08和04H08。通过经典的分子生物学技术将可变

区与源自人免疫球蛋白的恒定结构域序列，即人κ轻链和IgG1重链恒定结构域进行连接。

[0147] 为使嵌合和人源化抗体成为单臂形式(chOA‑DN30和hOA‑DN30抗体)：已在CH3区中

插入了特定的氨基酸修饰以产生‘杵臼’结构
28,29。“杵臼”被证实是一种有效的设计策略，可

比同二聚体增强异二聚体的形成。该策略基于结构域界面重塑，在抗体Fc片段的CH3区中引

入空间互补突变，CH3区是人IgG分子的H链之间蛋白质‑蛋白质相互作用的最广泛位点。一

条链，VH‑CH1‑CH2‑CH3多肽，包括
389T→W(杵突变)，其中小氨基酸被较大的氨基酸所取代；

相反，另一条链，CH2‑CH3多肽，包括大残基被较小残基的替换：
389T→S；391L→A；438Y→V(臼

突变)。这些突变是通过噬菌体展示技术
33
优化后选择的，其中随机替代了与伴侣CH3结构域

上的杵相邻的残基389、391和438。杵臼工程化便于异二聚体的组装，包括三条不同的氨基

酸链(VL‑CL+VH‑CH1‑CH2‑CH3+CH2‑CH3)代替同二聚体，即真实的抗体(VL‑CL+VH‑CH1‑CH2‑

CH3)2或仅Fc域(CH2‑CH3)2。

[0148] 在N‑末端处，CH2‑CH3多肽包括对应于截短的人铰链区的序列。在根据Kabat的EU

编号方案的位置233处，缺失是必要的以排除半胱氨酸，其涉及在轻链恒定结构域(CL)的C‑

末端位置处与半胱氨酸形成链间二硫键。此外，为了允许CH2‑CH3多肽进入蛋白质合成的
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RER/Golgi通路—就像抗体的轻链(VL‑CL)和重链(VH‑CH1‑CH2‑CH3)那样—在N‑末端处，在

截短的铰链区之前包括一个对应于DN30重链的信号肽的序列。

[0149] 本文公开的嵌合抗Met抗体片段(chOA‑DN30)由以下组成：

[0150] (i)具有SEQ  ID  No.：15中所列明的氨基酸序列的轻链可变结构域；

[0151] (ii)具有SEQ  ID  No.：16中所列明的氨基酸序列的重链可变结构域；

[0152] (iii)具有SEQ  ID  No.：9中所列明的氨基酸序列的人轻链恒定(CL)结构域；

[0153] (iv)具有SEQ  ID  No.：10中所列明的氨基酸序列的人重链恒定CH1结构域；

[0154] (v)具有SEQ  ID  No.：11中所列明的氨基酸序列的第一人Fc多肽；和

[0155] (vi)具有SEQ  ID  No.：12中所列明的氨基酸序列的第二人Fc多肽。

[0156] 本公开的目的人源化抗Met抗体片段(hOA‑DN30‑cl03E08)由以下组成：

[0157] (i)具有SEQ  ID  No.：7中所列明的氨基酸序列的人源化轻链可变结构域；

[0158] (ii)具有SEQ  ID  No.：8中所列明的氨基酸序列的人源化重链可变结构域；

[0159] (iii)具有SEQ  ID  No.：9中所列明的氨基酸序列的人轻链恒定(CL)结构域；

[0160] (iv)具有SEQ  ID  No.：10中所列明的氨基酸序列的人重链恒定CH1结构域；

[0161] (v)具有SEQ  ID  No.：11中所列明的氨基酸序列的第一人Fc多肽；和

[0162] (vi)具有SEQ  ID  No.：12中所列明的氨基酸序列的第二人Fc多肽。

[0163] 人源化抗Met抗体片段(hOA‑DN30‑cl03G05)由以下组成：

[0164] (i)具有SEQ  ID  No.：17中所列明的氨基酸序列的人源化轻链可变结构域；

[0165] (ii)具有SEQ  ID  No.：18中所列明的氨基酸序列的人源化重链可变结构域；

[0166] (iii)具有SEQ  ID  No.：9中所列明的氨基酸序列的人轻链恒定(CL)结构域；

[0167] (iv)具有SEQ  ID  No.：10中所列明的氨基酸序列的人重链恒定CH1结构域；

[0168] (v)具有SEQ  ID  No.：11中所列明的氨基酸序列的第一人Fc多肽；和

[0169] (vi)具有SEQ  ID  No.：12中所列明的氨基酸序列的第二人Fc多肽。

[0170] 人源化抗Met抗体片段(hOA‑DN30‑cl03F04)由以下组成：

[0171] (i)具有SEQ  ID  No.：19中所列明的氨基酸序列的人源化轻链可变结构域；

[0172] (ii)具有SEQ  ID  No.：20中所列明的氨基酸序列的人源化重链可变结构域；

[0173] (iii)具有SEQ  ID  No.：9中所列明的氨基酸序列的人轻链恒定(CL)结构域；

[0174] (iv)具有SEQ  ID  No.：10中所列明的氨基酸序列的人重链恒定CH1结构域；

[0175] (v)具有SEQ  ID  No.：11中所列明的氨基酸序列的第一人Fc多肽；和

[0176] (vi)具有SEQ  ID  No.：12中所列明的氨基酸序列的第二人Fc多肽。

[0177] 本公开的目的人源化抗Met抗体片段(hOA‑DN30‑cl03E08)由以下组成：

[0178] (i)具有SEQ  ID  No.：21中所列明的氨基酸序列的人源化轻链可变结构域；

[0179] (ii)具有SEQ  ID  No.：22中所列明的氨基酸序列的人源化重链可变结构域；

[0180] (iii)具有SEQ  ID  No.：9中所列明的氨基酸序列的人轻链恒定(CL)结构域；

[0181] (iv)具有SEQ  ID  No.：10中所列明的氨基酸序列的人重链恒定CH1结构域；

[0182] (v)具有SEQ  ID  No.：11中所列明的氨基酸序列的第一人Fc多肽；和

[0183] (vi)具有SEQ  ID  No.：12中所列明的氨基酸序列的第二人Fc多肽。

[0184] 本公开的目的人源化抗Met抗体片段(hOA‑DN30‑cl04H08)由以下组成：

[0185] (i)具有SEQ  ID  No.：23中所列明的氨基酸序列的人源化轻链可变结构域；
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[0186] (ii)具有SEQ  ID  No.：24中所列明的氨基酸序列的人源化重链可变结构域；

[0187] (iii)具有SEQ  ID  No.：9中所列明的氨基酸序列的人轻链恒定(CL)结构域；

[0188] (iv)具有SEQ  ID  No.：10中所列明的氨基酸序列的人重链恒定CH1结构域；

[0189] (v)具有SEQ  ID  No.：11中所列明的氨基酸序列的第一人Fc多肽；和

[0190] (vi)具有SEQ  ID  No.：12中所列明的氨基酸序列的第二人Fc多肽。

[0191] 嵌合和人单臂抗体的表达和纯化

[0192] 将编码上述轻链(对于人源化轻链，SEQ  ID  No.：25、26、27、28、29中所列明的核苷

酸序列；对于嵌合轻链，SEQ  ID  No .：30中所列明的核苷酸序列)、重链(对于人源化重链，

SEQ  ID  No.：31、32、33、34、35中所列明的核苷酸序列；对于嵌合重链，SEQ  ID  No.：36中所

列明的核苷酸序列)和Fc(SEQ  ID  No.：37中所列明的核苷酸序列)的cDNA克隆到通常可获

得的的表达载体(例如pcDNA3.1质粒，目录号V79020，Invitrogen  Corporation(加利福尼

亚州卡马里奥))中并用于转染ExpiCHO‑S细胞 (目录号：A29127，ThermoFisher 

Scientific)。优化载体比率以使期望的97.5kDa异二聚体(OA‑Ab)的输出最大化并使任何

150kDa的二价同二聚体(真正的Mab)的存在最小化。分别对于轻链、全长重链(“杵”载体)和

Fc(“臼”载体)的最佳比率为1:1:2。这种情况导致存在的同二聚体的量最少，异二聚体大约

占总蛋白质的85％。瞬时表达由ExpiFectamine T MCHO转染试剂 (目录号A29130，

ThermoFisher  Scientific)提供动力。生产9天后收获上清液。使用Hitrap  MabSelect 

Sure柱(目录号GE29‑0491‑04，Sigma  Aldrich)在 Pure  25色谱系统上纯化OA‑DN30

抗体。随后使用pH  3.0的0.1M柠檬酸缓冲液洗脱OA‑DN30抗体。收集洗脱的级分并用pH  9.0

的1M  Tris‑HCl中和(以每ml洗脱的蛋白质0.15ml的比率)。在GE  AKTA  Prime液相色谱系统

(GE  Healthcare  Life  Sciences)上通过经1x  PBS(pH  7.4)‑平衡的Superdex  200  26/600

尺寸排阻色谱柱(目录号GE28‑9893‑36，Sigma  Aldrich)进一步纯化OA‑DN30抗体，其中含

OA‑Ab的级分与同二聚体级分(mAb或Fc)分离。合并含OA‑DN30抗体的制备型SEC级分并通过

SDS‑PAGE分析以确定纯度。还测试了合并的级分的内毒素水平。来自制备型SEC纯化的最终

合并级分显示不存在任何二价同二聚体，并存在少量(<5％)较小的≈70kDa谱带，其对应于

杵‑杵Fc同二聚体。

[0193] 突变的Met胞外域的生成、表达和纯化

[0194] 从如GenBank中所公开的保藏编号为X54559的人Met胞外域序列开始并使用

QuickChange  II定点突变试剂盒(目录号200524，Agilent  Technologies(加利福尼亚州圣

克拉拉))按照制造商的说明来以合成方式生成携带单个氨基酸取代的人MET胞外域

(DecoyMet)的cDNA序列。该程序需要设计包含所需的点突变的正义和反义寡核苷酸。采用

了以下寡核苷酸：

[0195] ‑突变K842E：

[0196] 正义5’‑gtacataatcctgtgtttgagccttttgaaaagccagtg‑3’(SEQ  ID  No.：42)；

[0197] 反义5’‑cactggcttttcaaaaggctcaaacacaggattatgtac‑3’(SEQ  ID  No.：43)。

[0198] 通过用表达编码DecoyMet突变体的cDNA的pcDNA3 .1质粒(目录号V79020，

Invitrogen  Corporation(加利福尼亚州卡里马奥))瞬时转染HEK‑293T细胞来产生工程化

的可溶性受体。将转染的细胞饿三天并收集含可溶性受体的细胞培养物上清液。按照制造

商的说明使用HisTrap  HP色谱柱(目录号17524701，GE  Healthcare(德国弗莱堡))通过亲
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和层析来进行重组蛋白的纯化。通过U‑Protein  Express  BV(荷兰乌特勒支)进行大规模的

蛋白质生产和纯化。

[0199] 人DecoyMet的变体(DecoyMETK842E)具有SEQ  ID  No.：14中所列明的氨基酸序列。

[0200] 通过SDS‑PAGE+考马斯蓝分析经纯化的蛋白质

[0201] 按照标准方法在存在或不存在β‑巯基乙醇的情况下通过SDS‑PAGE将经纯化的OA‑

DN30抗体(1μg)分离到4‑12％丙烯酰胺梯度凝胶中。分析中包括分子量标记物(目录号

1610374，Bio‑Rad)。Gel  Code  Blue  Stain试剂(目录号24590，Thermo  Fisher 

Scientific)揭示分离到凝胶中的多肽。

[0202] ELISA结合测定

[0203] 为了分析Met与DN30衍生物之间的相互作用，将经纯化的Met‑Fc嵌合体(目录号

358‑MT‑100，R&D  Systems，100ng/孔)固定在ELISA板上。在用0.5％  BSA饱和后，在37℃下

孵育1小时，然后加入在液相中的渐增浓度的抗体(MvDN30、chOA‑DN30或hOA‑DN30抗体，0‑

500nM，在PBS‑BSA  0 .5％‑吐温0 .1％中制备))。使用缀合了HRP的抗人k链抗体(目录号

A7164，Sigma‑Aldrich)揭示结合，然后与TMB(目录号T8665，Sigma  Aldrich)一起孵育。通

过多标记酶标仪VICTOR‑X4(Perkin  Elmer  Instruments  INC.(马萨诸塞州沃特曼))定量

比色测定。使用Prism软件(GraphPad)分析和拟合数据。

[0204] 为了进行hOA‑DN30‑cl03E08(液相)与源自不同物种的Met‑Fc嵌合体(固相)的

ELISA结合分析，在测定中包括了人(目录号358‑MT‑100，R&D  Systems)、鼠(目录号50622‑

M02H，Sino  Biological)、大鼠(目录号80004‑R02H，Sino  Biological)和猴(目录号90304‑

C02H，Sino  Biological)来源的Met。程序与如上文所述的程序相同。

[0205] 流式细胞仪结合分析

[0206] 为了使hOA‑DN30‑cl03E08与细胞表面处表达的Met结合，用StemProTMAccutaseTM

细胞解离试剂(目录号A1110501，ThermoFisher  Scientific)处理2×105个EBC‑1、C2C12、

H9C2、MDCK或Cos‑7细胞，收集并在4℃下于PBS‑2％  FCS中孵育1小时。通过将细胞与10μg/
ml  hOA‑DN30‑cl03E08一起在PBS‑2％  BSA中于4℃下孵育30分钟来进行抗体染色。在用

PBS‑2％  BSA洗涤6次后，将细胞与1:100稀释的抗人IgG‑APC(目录号109‑606‑088，Jackson 

Immuno  Research)一起在4℃下孵育30分钟并然后洗涤以除去未结合的抗体。将细胞用

DAPI(3μl的1μg/ml工作溶液，Sigma‑Aldrich，目录号10236276001)在4℃下共染色5分钟并

通过Summit  4.3软件(Dako)分析Met表达。将源自同种型对照(抗人APC  IgG)的荧光信号设

定为阈值(0<MFI<101)。如果平均荧光强度(MFI)高于阈值(MFI>101)，则认为细胞对于Met表

达呈阳性。

[0207] Met脱落的分析

[0208] 将近汇合的A549单层细胞用PBS洗涤两次，然后在无血清培养基中与渐增浓度

(37、111、333、1000nM)的DN‑30衍生物一起孵育。48小时后，收集条件培养基并用Laemmli缓

冲液裂解细胞。使用抗Met抗体(3D4，目录号08‑1366，Invitrogen  Corporation)通过蛋白

质印迹法测定15μg总细胞蛋白中的Met蛋白水平；作为上样对照，还用抗黏着斑蛋白抗体

(克隆hVIN‑1，目录号V9131，Sigma  Life  Science)探测滤膜。使用针对受体胞外结构域的

抗人HGFR/Met抗体(目录号AF276，R&D  Systems)通过蛋白质印迹法测定15μl细胞培养物上

清液中的Met胞外域水平。使用抗小鼠IgG1  HRP缀合二抗(目录号JI115035003，Jackson 
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ImmunoResearch)和ECL体系(目录号W1015，Promega)进行蛋白质检测。蛋白质印迹条带使

用ImageJ软件定量。

[0209] MET磷酸化测定

[0210] 将血清饥饿的GTL‑16细胞与DN30衍生物(1000或250nM)一起孵育24小时。使用以

下一抗通过蛋白质印迹法分析总细胞裂解物：抗Met  phospho‑Tyr1234/1235(D26 ,目录号

3077，Cell  Signaling  Technology)；抗Met(3D4 ,目录号08‑1366，Invitrogen 

Corporation)；和抗黏着斑蛋白(克隆hVIN‑1，目录号V9131，Sigma  Life  Science)。使用抗

小鼠IgG1和抗兔IgG(目录号JI111035003)HRP缀合二抗和ECL体系进行蛋白检测。蛋白质印

迹条带使用ImageJ软件定量。

[0211] 体外生物学检测

[0212] 对于细胞分散测定，将HPAF‑II细胞(8000/孔)接种在96孔板中的完全培养基中。

为了分析抗体的激动活性，在24小时后向培养基中加入HGF(8ng/ml，阳性对照，目录号294‑

HG‑025，R&D  Systems)或抗体(DN30  mAb、MvDN30、chOA‑DN30、hOA‑DN30抗体，全在200nM的

浓度下)。为了分析抑制活性，单独地或与DecoyMetK842E  1:1组合地加入渐增浓度(0‑4μM)的
hOA‑DN30‑cl03E08。再经过24小时后，用6.25ng/ml的HGF将细胞刺激24小时。然后将细胞用

11％的戊二醛(目录号340855，Sigma‑Aldrich)固定，用0 .1％的结晶紫(目录号C3886，

Sigma‑Aldrich)染色，并通过显微镜观察(显微镜Leica  DM2000)来分析。用QICAM 

Fast1394彩色数码相机(QImaging)捕获图像。

[0213] 对于细胞侵袭测定，将HPAF‑II细胞 (1 .5×1 0 5/孔)悬浮在单独或与1μ
MDecoyMetK842E组合地存在0.5μM  hOA‑DN30‑cl03E08的无血清培养基中，并接种在预涂有30

μg/孔的基质胶Matrix(目录号354234，Corning  Inc.)的transwell腔室的上隔室上。向腔

室的下隔室中加入补充有2％  FBS和6 .25ng/ml  HGF的培养基。24小时后，机械移除

transwell滤膜的上侧上的细胞，同时用11％的戊二醛固定迁移通过膜的细胞并用0.1％的

结晶紫染色。用Image‑J软件定量细胞侵袭。

[0214] 对于活力测定，将GTL‑16细胞以2000个细胞/孔接种在96孔板中的10％  FBS培养

基中。24小时后，将培养基换成含10％  FBS外加待测试的分子(渐增浓度‑0至10μM)的新鲜

培养基。72小时后使用CellTiter‑Glo(目录号G7573，Promega  Corp)按照制造商的说明评

价细胞活力。用VICTOR  X4检测化学发光。

[0215] 对于增殖测定，将350000个GTL‑16细胞接种在6孔板中的10％  FCS培养基中。24小

时后，用固定浓度(1μM)的DN30衍生物将细胞再处理48小时。然后，向培养基中加入10μM的
EdU(目录号A10044，Thermo  Fisher)并再处理2小时。按照Click‑iTTMEdU  Alexa 

FluorTM488流式细胞术测定(目录号C10425，Thermo  Fisher)的程序通过细胞荧光计分析确

定S期细胞的％。

[0216] 对于细胞毒性测定，将2000个GTL‑16细胞接种在96孔板中的10％  FCS培养基中。

24小时后，用渐增浓度的DN30衍生物将细胞再处理48小时。通过Cell‑ToxTM  Green细胞毒性

测定(目录号G8741，Promega)按照制造商的说明评价细胞毒性。

[0217] PD‑L1表达分析

[0218] 将近汇合的GTl‑16细胞用50ng/ml  IFN γ ‑1b(Miltenyi  Biotec，目录号130‑096‑

484)(每24小时更换一次)与250nM  hOA‑DN30‑cl03E08组合地处理48小时。然后在Laemmli
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缓冲液中裂解单层细胞并对45μg总蛋白进行8％  SDS‑PAGE凝胶电泳。按标准方法将蛋白质

从凝胶转移到iBlot  Transfer硝酸纤维素膜(Life  Technologies，目录号IB23001)上。通

过抗PD‑L1抗体(E1L3N，目录号13684，Cell  Signaling  Technology)检测PD‑L1表达。通过

抗MET  phospho‑Tyr1234/1235(D26)抗体检查P‑Met水平。作为上样对照，用抗GAPDH(D4C6R，目

录号97166，Cell  Signaling  Technology)探测滤膜。使用HRP缀合山羊抗小鼠IgG(目录号

JI115035003)或抗兔IgG(目录号JI111035144)二抗(均来自Jackson  ImmunoResearch)和

ECL体系来进行蛋白质检测。

[0219] 体内实验

[0220] 所有动物程序均按照皮埃蒙特癌症研究基金会动物实验伦理委员会和意大利卫

生部批准的协议进行。NOD‑SCID小鼠购自Charles  River(意大利卡尔科)。

[0221] 对于药代动力学分析，给NOD‑SCID小鼠静脉内注射单剂量(100μg)的hOA‑DN30‑

cl03E08。在不同的时间点采集外周血：10分钟、30分钟、1小时、4小时、8小时、24小时、48小

时、72小时、120小时。通过如上文在结合测定部分中所述的ELISA测量治疗分子的血清浓

度，在通过连续稀释不同的经纯化分子而获得的标准曲线的线性部分上内插样品的吸光度

值。每个时间点为4只小鼠的平均值。

[0222] 对于肿瘤生长分析，向NOD‑SCID小鼠的腹侧面中接种1×106个GTL‑16细胞。每周

两次通过卡尺测量来监测肿瘤的生长。使用下式计算肿瘤体积：V＝4/3π(x/2)(y/2)(z/2)，
其中x、y和z为肿瘤块的高度、宽度和深度。当肿瘤达到70‑100mm3的体积(在细胞注射后大

约一周)时，将小鼠随机分成均匀的组。在一种情况下，产生4个组(PBS‑媒介物、MvDN30、

chOA‑DN30、hOA‑DN30‑cl03E08；所有抗体30mg/kg，每周2次)；在另一情况下，产生5个组

(PBS‑媒介物、hOA‑DN30‑cl03E08  60mg/kg、30mg/kg、10mg/kg、3.3mg/kg；所有剂量均每周3

次)。通过静脉内注射来施用分子。在实验结束时(治疗15或17天)，处死小鼠，切除肿瘤并称

重。

[0223] 统计分析

[0224] 使用Microsoft  Office  Excel  2010软件(Microsoft  Corporation)来计算平均

值和标准偏差(SD)。为了计算Kd值，使用GraphPad  Prism软件(GraphPad  Software)根据非

线性回归、单位点结合双曲线来分析和拟合来自ELISA测定的数据。为了计算IC50和EC50值，

使用GraphPad  Prism软件根据非线性回归sigmoidal剂量反应曲线来分析和拟合数据。所

有实验均重复至少两次。附图示出了一个代表性实验。
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