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新颖抗体和核苷酸序列及其用途

(57)摘要

描述了新颖的抗CTLA‑4抗体分子和核苷酸

序列以及编码这类抗体分子的表达载体，如病

毒。所述新颖的抗体分子是消耗Treg的抗体分

子，并且与伊匹木单抗相比，它们对CTLA‑4阳性

细胞(如Treg)具有改善的消耗作用。还描述了这

类抗体分子或核苷酸序列或病毒在医学中的用

途，例如在癌症(如实体瘤)的治疗中的用途。
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1.一种与CTLA‑4特异性结合的抗体分子，其中所述抗体分子包含6个CDR，其由SEQ  ID 

NO:15的VH‑CDR1、SEQ  ID  NO:16的VH‑CDR2、SEQ  ID  NO:17的VH‑CDR3、SEQ  ID  NO:10的VL‑

CDR1、SEQ  ID  NO:18的VL‑CDR2和SEQ  ID  NO:19的VL‑CDR3组成。

2.根据权利要求1所述的抗体分子，所述抗体分子与伊匹木单抗相比，对CTLA‑4阳性细

胞或CTLA‑4且CD4阳性细胞具有改善的消耗作用。

3.根据权利要求1所述的抗体分子，所述抗体分子与伊匹木单抗相比，对Treg具有改善

的消耗作用。

4.根据权利要求1所述的抗体分子，如果所述抗体分子在以下中给出改善的消耗，则认

为所述抗体分子与伊匹木单抗相比，对CTLA‑4阳性细胞、CD4阳性细胞和/或Treg具有改善

的消耗作用：

(i)体外ADCC测试，所述体外ADCC测试使用经稳定转染以表达CD16‑158V等位基因与

GFP的NK‑92细胞系执行，其中所述ADCC测试包括以下连续步骤：

1)从健康供体的外周血中分离出CTLA‑4阳性细胞、CD4阳性细胞或Treg作为靶细胞；

2)然后用CD3/CD28和rhIL‑2刺激所述靶细胞；

3)然后将所述靶细胞与所述抗体分子预温育，并且然后与NK细胞混合；

4)然后将所述靶细胞在含有HEPES缓冲液、丙酮酸钠和FBS低IgG的RPMI  1640+

GlutaMAX培养基中温育；

5)通过流式细胞术测定裂解；

6)重复或并行执行步骤1‑5，其中使用伊匹木单抗代替步骤3中的所述抗体分子；和

7)将所述抗体分子的所述裂解的结果与伊匹木单抗的所述裂解的结果进行比较，并且

所述抗体分子与伊匹木单抗相比改善的裂解表明所述抗体分子对CTLA‑4阳性细胞、CD4阳

性细胞和/或Treg具有改善的消耗作用；和/或

(ⅱ)在PBMC‑NOG/SCID模型中的体内测试，其中所述体内测试包括以下连续步骤：

1)将人PBMC分离、洗涤并重悬于无菌PBS中；

2)向NOG小鼠静脉内注射来自步骤1)的细胞悬浮液；

3)分离来自所述NOG小鼠的脾并制成单细胞悬浮液；

4)将来自步骤3)的所述细胞悬浮液重悬于无菌PBS中；

5)向SCID小鼠腹膜内注射来自步骤4的悬浮液；

6)然后用所述抗体分子、伊匹木单抗或同种型对照单克隆抗体处理所述SCID小鼠；

7)收集处理过的SCID小鼠的腹膜内液；

8)使用以下标志物通过FACS鉴定和定量人T细胞亚群：CD45、CD4、CD8、CD25、CD127；

9)将来自用所述抗体分子处理的所述小鼠的所述T细胞亚群的鉴定和定量结果与来自

用伊匹木单抗处理的所述小鼠的所述T细胞亚群的鉴定和定量结果以及来自用同种型对照

单克隆抗体处理的所述小鼠的所述T细胞亚群的鉴定和定量结果进行比较，并且与来自用

伊匹木单抗处理的小鼠的所述腹膜内液中CTLA‑4阳性细胞、CD4阳性细胞和/或Treg的数量

相比，来自用待测试的所述抗体分子处理的小鼠的所述腹膜内液中CTLA‑4阳性细胞、CD4阳

性细胞和/或Treg的数量较少表明，与伊匹木单抗相比，所述抗体分子对CTLA‑4阳性细胞，

CD4阳性细胞和/或Treg具有改善的消耗作用。

5.根据权利要求1所述的抗体分子，其中所述抗体分子包括SEQ  ID  NO:20的可变重链
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和/或SEQ  ID  NO:21的可变轻链。

6.根据权利要求1所述的抗体分子，其中所述抗体分子包括重链恒定区SEQ  ID  NO:43

和/或轻链恒定区SEQ  ID  NO:44。

7.根据权利要求1所述的抗体分子，其中所述抗体分子选自由全长IgG抗体、嵌合抗体、

单链抗体、Fab、Fv、Fab'和(Fab')2组成的组。

8.根据权利要求1所述的抗体分子，其与人CTLA‑4(hCTLA‑4)和/或恒河猴CTLA‑4

(cmCTLA‑4)和/或鼠CTLA‑4(mCTLA‑4)结合。

9.根据权利要求1所述的抗体分子，其不与人CD28结合。

10.根据权利要求1所述的抗体分子，其中所述抗体分子选自由人IgG抗体和人源化IgG

抗体组成的组。

11.根据权利要求10所述的抗体分子，其中所述抗体分子是人IgG1抗体。

12.根据权利要求1所述的抗体分子，其中所述抗体分子是单克隆抗体。

13.一种分离的核苷酸序列，其编码根据权利要求1至12中任一项所述的抗体分子。

14.根据权利要求13所述的分离的核苷酸序列，其包括以下或由以下组成：选自由SEQ 

ID  NO:45‑46组成的组的序列。

15.一种质粒，其包括根据权利要求13或14所述的核苷酸序列。

16.一种病毒，其包括根据权利要求13或14所述的核苷酸序列或根据权利要求15所述

的质粒。

17.根据权利要求16所述的病毒，其是溶瘤病毒。

18.根据权利要求17所述的病毒，其是溶瘤痘病毒。

19.根据权利要求18所述的病毒，其中所述溶瘤痘病毒属于脊索痘病毒亚科。

20.根据权利要求19所述的病毒，其中所述溶瘤痘病毒属于正痘病毒属。

21.根据权利要求20所述的病毒，其中所述溶瘤痘病毒选自痘苗病毒、牛痘病毒、金丝

雀痘病毒、鼠痘病毒和粘液瘤病毒。

22.根据权利要求19所述的病毒，其中所述溶瘤痘病毒是对于胸苷激酶(TK)和/或核糖

核苷酸还原酶(RR)活性均具有缺陷并且包括编码SEQ  ID  NO:20和SEQ  ID  NO:21或SEQ  ID 

NO:53和SEQ  ID  NO:54的核苷酸序列的痘苗病毒。

23.根据权利要求21所述的病毒，其中所述痘苗病毒进一步包括编码GM‑CSF的核苷酸

序列。

24.根据权利要求23所述的病毒，其中所述GM‑CSF是人GM‑CSF或鼠GM‑CSF。

25.根据权利要求24所述的病毒，其中所述GM‑CSF是具有SEQ  ID  NO:55或SEQ  ID  NO:

56的人GM‑CSF或具有SEQ  ID  NO:57或SEQ  ID  NO:58的鼠GM‑CSF。

26.根据权利要求16至25中任一项所述的病毒，其中编码抗体分子重链的盒插入J2R基

因座处，并且编码抗体分子轻链的盒插入I4L基因座处。

27.一种细胞，其包括根据权利要求13或14所述的核苷酸序列，或根据权利要求15所述

的质粒，或根据权利要求16至26中任一项所述的病毒。

28.一种根据权利要求1至12中任一项所述的抗体分子、或根据权利要求16至26中任一

项所述的病毒的用途，其用于制造供用于治疗实体瘤的药物组合物。

29.一种药物组合物，其包括以下或由以下组成：根据权利要求1至12中任一项所述的
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抗体分子、根据权利要求13或14所述的核苷酸序列、根据权利要求15所述的质粒、根据权利

要求16至26中任一项所述的病毒或根据权利要求27所述的细胞，以及任选地药学上可接受

的稀释剂、载剂、媒剂和/或赋形剂。

30.根据权利要求28所述的用途，其中所述实体瘤选自黑素瘤、滑膜肉瘤、非小细胞肺

癌(NSCLC)、小细胞肺癌(SCLC)、膀胱癌、前列腺癌、间皮瘤、卵巢癌、乳腺癌、肾细胞癌、肝细

胞癌、头颈癌和结直肠癌。
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新颖抗体和核苷酸序列及其用途

技术领域

[0001] 本发明涉及新颖的抗CTLA‑4抗体分子、核苷酸序列和编码这类抗体分子的表达载

体(例如溶瘤病毒)，以将其用于癌症治疗。与伊匹木单抗相比，新颖的抗体具有改善的Treg

消耗。

背景技术

[0002] 细胞毒性T淋巴细胞相关抗原(CTLA‑4或CTLA4)，也称为CD152，是阻断T细胞激活

的B7/CD28家族成员。CTLA‑4在激活的T细胞上表达，并向T细胞传递抑制信号。它与T细胞共

刺激蛋白CD28同源，并且CTLA‑4和CD28都与CD80(也称为B7‑1)和CD86(也称为B7‑2)结合。

CTLA4还存在于调节性T细胞(regulatory  T  cell，Treg)中，并有助于其抑制功能。CTLA‑4

蛋白含有胞外V结构域、跨膜结构域和胞质尾区。

[0003] 阻断CTLA‑4与其配体B7.1和B7.2相互作用的抗体可以增强免疫反应，并且已显示

出能够刺激有效的抗肿瘤免疫力(Korman等人2006 ,《癌症免疫疗法中的检查点阻断

(Checkpoint  blockade  in  cancer  immunotherapy)》,《免疫学进展(Adv  Immunol.)》90:

297‑339)。

[0004] 免疫调节性单克隆抗体(mAb)的有前景的临床结果使人们重新相信免疫系统是控

制癌症的关键。最近，将这些mAb分类为检查点阻断剂(拮抗剂)或共刺激性分子激活剂(激

动剂)引起了质疑，发现这两种类型的实例都可以通过抑制性调节性T细胞(Treg)的消耗来

对抗肿瘤。

[0005] 免疫调节性mAb(如伊匹木单抗和其他抗CTLA4抗体)在难以治疗的恶性肿瘤中进

行试验时显示出阳性结果，尽管在少数患者中(Hodi,F.S.等人2010,《新英格兰医学杂志(N 

Engl  J  Med)》363(8):711‑723；Beatty,G.L.等人2011,《科学(Science)》331(6024):1612‑

1616；Brahmer,J.R.等人2012,《新英格兰医学杂志》366(26):2455‑2465；Topalian,S.L.等

人2012《新英格兰医学杂志》366(26):2443‑2454)。这些有前景的结果有助于重振人们的观

念，即免疫系统可以是控制癌症的关键。生成这些mAb以靶向T细胞或抗原递呈细胞(APC)上

的关键分子调节剂，并通过阻断抑制信号(检查点阻断剂)或递送共刺激性信号(激动剂)来

增强抗癌免疫力。最近，当发现所有均靶向T细胞的抗CTLA4抗体、抗GITR抗体和抗OX40抗体

的治疗活性涉及依赖于激活性Fc γ R的共同参与的抑制性CD4+T调节性细胞的消耗时，这种

二元分类就引起了质疑(Bulliard ,Jolicoeur等人2013,Marabelle,A.等人2013,《临床研

究杂志(J  Clin  Invest)》123(6):2447‑2463；Simpson,T.R.,等人《实验医学杂志(J  Exp 

Med)》210(9):1695‑1710)。

[0006] 单克隆CTLA‑4抗体，伊匹木单抗( 先前表示为10D1、BMS‑734016、

MDX101、MDX‑010、MDX‑CTLA‑4和MDX‑CTLA4)已在多个国家获得批准用于治疗黑素瘤，并且

正在针对其他适应症进行临床试验(Weber  2008,克服对黑素瘤的免疫耐受性：用伊匹木单

抗(MDX‑010)靶向CTLA‑4(Overcoming  immunologic  tolerance  to  melanoma:targeting 

CTLA‑4with  ipilimumab(MDX‑010))》《肿瘤学家(Oncologist)》,13(增刊4):16‑25)。伊匹
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木单抗是一种通过重组DNA技术在中国仓鼠卵巢细胞中产生的完全人抗CTLA‑4单克隆抗体

(IgG1κ)。它有477202‑00‑9和6T8C155666。伊匹木单抗在US9  789  182中进一步定义，其中

还列出了伊匹木单抗的重链和轻链的序列(为SEQ  ID  NO:17和18)、VH和/或VL区的序列(分

别为SEQ  ID  NO:19和SEQ  ID  NO:20)和CDR序列(如SEQ  ID  NO:21、22和23中所阐述的重链

CDR1、CDR2和CDR3，和如SEQ  ID  NO:24、25和26中所阐述的轻链CDR1、CDR2和CDR3)。

[0007] 已经在数项临床试验中测试的第二种完全人单克隆抗CTLA‑4抗体是替西利姆单

抗(tremelimumab)(原名替西木单抗(ticilimumab)，CP‑675,206)(Ribas  2008,《克服对黑

素瘤的免疫耐受性：用替西利姆单抗(CP‑675,206)靶向CTLA‑4(Overcoming  immunologic 

tolerance  to  melanoma:targeting  CTLA‑4with  tremelimumab(CP‑675,206))》《肿瘤学

家》,13(增刊4):10‑5；Callahan等人2010,《抗CTLA‑4抗体疗法：新颖免疫疗法的临床开发

期间的免疫监测。(Anti‑CTLA‑4Antibody  Therapy:Immune  Monitoring  During  Clinical 

Development  of  a  Novel  Immunotherapy.)》《肿瘤学论文集(Semin  Oncol.)》37(5):473‑

484 .；Blank等人2015 ,《抗CTLA‑4抗体的治疗用途。(Therapeutic  use  of  anti‑CTLA‑

4antibodies.)》《国际免疫学(International  Immunology)》,27(1):3‑10)。

[0008] 在一些专利申请和专利中已经描述了抗CTLA‑4抗体，包含以下。

[0009] WO  93/00431涉及CTLA4受体蛋白，涉及CTLA4Ig融合蛋白，并涉及使用这样的融合

蛋白或单克隆抗体调节细胞相互作用的方法。

[0010] WO  97/20574涉及阻断与CTLA‑4信号传导相关联的T淋巴细胞下调，并涉及除

CTLA‑4胞外结构域抗体以外的CTLA‑4阻断剂，所述抗体增加哺乳动物T细胞对抗原性刺激

的反应或减少哺乳动物宿主中肿瘤细胞的生长。

[0011] WO  00/37504涉及人抗CTLA‑4抗体以及这类抗体在治疗癌症中的用途。WO  00/

37504进一步涉及上文提及的人单克隆抗体替西利姆单抗，其在该专利申请中表示为

11.2.1。

[0012] WO  01/14424还涉及与人CTLA‑4特异性结合的人抗体，并涉及将其用于治疗人类

疾病和感染，如癌症。WO  01/14424进一步涉及上文提及并在下文进一步讨论的人单克隆抗

体伊匹木单抗，其在该专利申请中表示为10D1。

发明内容

[0013] 本发明涉及抗体分子，所述抗体分子与CTLA‑4特异性结合，并且与伊匹木单抗相

比，对CTLA‑4阳性细胞具有改善的消耗作用。

[0014] 此外，本发明涉及与CTLA‑4特异性结合的抗体分子，所述抗体分子包括具有SEQ 

ID.NO:15、16、17、10、18和19的6个CDR或具有SEQ  ID.NO:22、23、24、10、25和26的6个CDR。

[0015] 此外，本发明涉及编码以上抗体分子的分离的核苷酸序列。

[0016] 此外，本发明涉及包括以上核苷酸序列的质粒。

[0017] 此外，本发明涉及包括以上核苷酸序列或以上质粒的病毒，如溶瘤病毒。

[0018] 此外，本发明涉及包括以上核苷酸序列或以上质粒的细胞，如CAR  T细胞。

[0019] 此外，本发明涉及以上抗体分子、核苷酸序列、质粒和/或细胞，用于医学。

[0020] 此外，本发明涉及以上抗体分子、核苷酸序列、质粒、病毒和/或细胞，用于治疗癌

症。
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[0021] 此外，本发明涉及以上抗体分子、核苷酸序列、质粒、病毒和/或细胞的用途，用于

制造用于治疗癌症的药物组合物。

[0022] 此外，本发明涉及药物组合物，其包括以上抗体分子、核苷酸序列、质粒、病毒和/

或细胞中的至少一种，以及任选地药学上可接受的稀释剂、载剂或赋形剂。

[0023] 此外，本发明涉及在受试者中治疗癌症的方法，其包括向受试者施用治疗有效量

的以上抗体分子、核苷酸序列、质粒、病毒、细胞和/或药物组合物中的至少一种。

[0024] 此外，本发明涉及如本文参考详细描述、实例和/或附图所描述的抗体分子、供使

用的抗体分子、分离的核苷酸序列、供使用的分离的核苷酸序列、质粒、供使用的质粒、病

毒、供使用的病毒、细胞、供使用的细胞、用途、药物组合物或治疗方法。

具体实施方式

[0025] CTLA‑4阳性细胞包含调节性T细胞、Treg细胞，Treg或Treg(以前被称为抑制T细胞，

有时也被称为抑制性调节性T细胞)，其是能够在正常和病理性免疫环境中抑制其它免疫细

胞的T细胞亚群。Treg是CD4阳性细胞(CD4+细胞)。还有其他不是Treg的CD4+T细胞；然而，

Treg可以与非Treg  CD4+细胞分离，因为Treg也是FOXP3阳性(FOXP3+)，而非Treg  CD4+细胞

是FOXP3阴性(FOXP3‑)。

[0026] 与伊匹木单抗一样，本文所述的抗CTLA‑4抗体分子至少部分地通过消耗CTLA‑4阳

性细胞，如Treg而起作用。此外，与伊匹木单抗一样，本文所述的抗CTLA‑4抗体分子阻断

CTLA‑4与B7.1和B7.2的相互作用。因此，这些抗体可因此帮助克服CTLA‑4诱导的对效应T细

胞增殖的抑制作用。

[0027] Treg的消耗或Treg消耗，在本文中指的是通过细胞的物理清除来消耗、缺失或消

除Treg。具体地说，指的是肿瘤内Treg的消耗。可以通过ADCC，即抗体依赖性细胞介导的细

胞毒性或抗体依赖性细胞毒性，和/或ADCP，即抗体依赖性细胞吞噬作用，来实现Treg的消

耗。这意味着当将如本文所述的抗体分子施用于受试者如人时，其与Treg表面上表达的

CTLA‑4特异性结合，并且这种结合导致Treg的消耗。在一些实施例中，CTLA‑4优先在肿瘤微

环境中的肿瘤浸润淋巴细胞上或在肿瘤细胞上表达。

[0028] ADCC是一种免疫机制，通过该机制，带有Fc受体的效应细胞可以识别并杀死在其

表面上表达肿瘤衍生抗原(即在当前情况下，CTLA‑4)的抗体包被的靶细胞。ADCP是一种类

似的机制，尽管它导致靶细胞通过吞噬作用而不是细胞毒性被杀死。

[0029] 抗体是免疫学和分子生物学领域的技术人员众所周知的。通常，抗体包括两条重

(H)链和两条轻(L)链。在本文中，有时将这种完整抗体分子称为全尺寸(full‑size)或全长

(full‑length)抗体。抗体的重链包括一个可变结构域(VH)和三个恒定结构域(CH1、CH2和

CH3)，并且抗体的分子轻链包括一个可变结构域(VL)和一个恒定结构域(CL)。可变结构域

(有时统称为FV区)与抗体的靶标或抗原结合。每个可变结构域包括三个环，所述环被称为

互补决定区(CDR)，其负责靶标结合。恒定结构域并不直接参与抗体与抗原的结合，而是表

现出各种效应子功能。根据抗体或免疫球蛋白的重链恒定区的氨基酸序列，可以将所述抗

体或免疫球蛋白分为不同类别。免疫球蛋白主要分为五类：IgA、IgD、IgE、IgG和IgM，并且在

人类中，这些类别中几类被进一步划分为亚类(同种型)，例如，IgG1、IgG2、IgG3和IgG4；

IgA1和IgA2。抗体的另一部分为Fc结构域(也称为片段可结晶结构域)，其包括每个抗体重
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链的恒定结构域中的两个恒定结构域。Fc结构域负责抗体与Fc受体之间的相互作用。

[0030] Fc受体是膜蛋白，其通常发现于免疫系统细胞的细胞表面上(即Fc受体发现于靶

细胞膜—也被称为质膜或细胞质膜上)。Fc受体的作用是通过Fc结构域结合抗体，并将抗体

内化到细胞中。在免疫系统中，这可能导致抗体介导的吞噬作用和抗体依赖性细胞介导的

细胞毒性。

[0031] 如本文所用，术语抗体分子涵盖全长或全尺寸抗体以及全长抗体的功能性片段和

这类抗体分子的衍生物。

[0032] 全尺寸抗体的功能性片段具有与对应的全尺寸抗体相同的抗原结合特性，并且包

含与对应的全尺寸抗体相同的可变结构域(即，VH和VL序列)和/或相同的CDR序列。功能性

片段具有与对应的全尺寸抗体相同的抗原结合特性意味着所述功能性片段与全尺寸抗体

结合在靶标上的同一表位。这样的功能性片段可以对应于全尺寸抗体的Fv部分。可替代地，

这样的片段可以是Fab，也被称为单价抗原结合片段F(ab)或二价抗原结合片段F(ab')2，所

述单价抗原结合片段不含Fc部分而所述二价抗原结合片段含有通过二硫键或F(ab')(即F

(ab')2的单价变体)连接在一起的两个抗原结合Fab部分。这样的片段也可以是单链可变片

段(scFv)。

[0033] 功能性片段并不总是含有对应的全尺寸抗体的所有六个CDR。应当理解的是，含有

三个或更少CDR区(在一些情况下，甚至只是单个CDR或其一部分)的分子能够保留一个或多

个 C DR所源自 的抗体的抗原结合活性。例如，在G a o等人 ,1 9 9 4 ,《生 物化学杂志

(J.Biol.Chem.)》,269:32389‑93中，描述了整个VL链(包含所有三个CDR)对其底物具有高

亲和力。

[0034] 含有两个CDR区的分子描述于以下文献中：例如，Vaughan和Sollazzo  2001,《组合

化学与高通量筛选(Combinatorial  Chemistry&High  Throughput  Screening)》,4:417‑

430。在第418页(右栏—3我们的设计策略)中，描述了仅包含散布在框架区内的H1和H2  CDR

高变区的微抗体。所述微抗体被描述为能够与靶标结合。Vaughan和Sollazzo引用了以下文

献：Pessi等人,1993,《自然(Nature)》,362:367‑9和Bianchi等人,1994,《分子生物学杂志

(J.Mol.Biol.)》,236:649‑59，所述文献更详细地描述了H1和H2微抗体及其性质。在Qiu等

人,2007,《自然生物技术(Nature  Biotechnology)》,25:921‑9中，表明由两个连接的CDR组

成的分子能够结合抗原。Quiocho  1993,《自然》,362:293‑4提供了“微抗体”技术的总结。

Ladner  2007 ,《自然生物技术》,25:875‑7指出，含有两个CDR的分子能够保留抗原结合活

性。

[0035] 含有单个CDR区的抗体分子描述于以下文献中：例如，Laune等人,1997,《生物化学

杂志(JBC)》,272:30937‑44，其中表明源自CDR的一系列六肽显示出抗原结合活性，并且注

意到完整的单个CDR的合成肽显示出强结合活性。在Monnet等人 ,1999,《生物化学杂志》,

274:3789‑96中，示出了一系列12聚体肽和相关框架区具有抗原结合活性，并且指出仅CDR3

样肽能够结合抗原。在Heap等人,2005,《普通病毒学杂志(J.Gen.Virol.)》,86:1791‑1800

中，报道了“微抗体”(含有单个CDR的分子)能够结合抗原，并且示出来自抗HIV抗体的环状

肽具有抗原结合活性和功能。在Nicaise等人,2004,《蛋白质科学(Protein  Science)》,13:

1882‑91中，示出了单个CDR可以赋予抗原结合活性和对其溶菌酶抗原的亲和力。

[0036] 因此，具有五个、四个、三个或更少的CDR的抗体分子能够保留所述CDR所源自的全
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长抗体的抗原结合性质。

[0037] 抗体分子也可以是全长抗体的衍生物或这样的抗体的片段。衍生物具有与对应的

全尺寸抗体相同的抗原结合特性，因为所述衍生物与全尺寸抗体结合于在靶标上的相同表

位。

[0038] 因此，如本文所用，术语“抗体分子”包含了所有类型的抗体分子及其功性能片段

及其衍生物，包含：单克隆抗体、多克隆抗体、合成抗体、重组产生的抗体、多特异性抗体、双

特异性抗体、人抗体、人源化抗体、嵌合抗体、单链抗体、可变片段、包含二价单链可变片段

(二‑scFv)和二硫键连接的可变片段的单链可变片段(scFv片段)、Fab片段、F(ab')2片段、

Fab'片段、抗体重链、抗体轻链、抗体重链的同二聚体、抗体轻链的同二聚体、抗体重链的异

二聚体、抗体轻链的异二聚体、这类同二聚体和异二聚体的抗原结合功能性片段。

[0039] 此外，如本文所用，术语“抗体分子”包含所有类的抗体分子和功能性片段，包含：

IgG、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA、IgM、IgD和IgE。

[0040] 在一些实施例中，抗体是人IgG1。技术人员了解，小鼠IgG2a和人IgG1与激活性Fc

γ 受体有效地结合并且能够通过用例如ADCP和ADCC激活带有免疫细胞(例如巨噬细胞和NK

细胞)的激活性Fc γ 受体来激活靶细胞的缺失。因此，尽管小鼠IgG2a是针对小鼠中的缺失

的优选同种型，但是人IgG1是针对人中的缺失的优选同种型。相反地，已知TNFR超家族激动

剂受体(例如4‑1BB、OX40、TNFRII、CD40)的最佳共刺激取决于抑制性Fc γ RII的抗体参与。

在小鼠中，已知优先结合抑制性Fc γ 受体(Fc γ RIIB)且仅与激活性Fc γ 受体弱结合的IgG1

同种型是针对TNFR超家族靶向性mAb的共刺激活性的最佳选择。虽然在人中没有描述小鼠

IgG1同种型的直接等价物，但可以对抗体进行工程改造，从而使得与激活性人Fc γ 受体相

比，所述抗体对抑制性人Fc γ 受体表现出类似的结合增强。在被工程改造为表达人激活性

Fc γ 受体和人抑制性Fc γ 受体的转基因小鼠中，这类经过工程改造的TNFR超家族靶向性抗

体在体内的共刺激活性也得到了改善(1}Dahan等人,2016,《激动性人抗CD40单克隆抗体的

治疗活性需要选择性的Fc γ R参与(Therapeutic  Activity  of  Agonistic,Human  Anti‑

CD40Monoclonal  Antibodies  Requires  Selective  Fc γ R  Engagement .)》《癌细胞

(Cancer  Cell.)》29(6):820‑31)。

[0041] 如上所述，抗体分子的不同类型和形式包含在本发明中，并且是免疫学领域技术

人员已知的。众所周知，用于治疗目的的抗体经常被修饰抗体分子特性的另外的组分修饰。

[0042] 因此，包含：本发明的抗体分子或根据本发明使用的抗体分子(例如，单克隆抗体

分子和/或多克隆抗体分子和/或双特异性抗体分子)包括可检测部分和/或细胞毒性部分。

[0043] “可检测部分”包含一种或多种来自包括以下的组的物质：酶；放射性原子；荧光部

分；化学发光部分；生物发光部分。可检测部分允许抗体分子在体外和/或体内和/或离体可

见。

[0044] “细胞毒性部分”包含放射性部分和/或酶，例如其中酶是胱天蛋白酶和/或毒素，

例如其中毒素是细菌毒素或毒液；其中细胞毒性部分能够诱导细胞裂解。

[0045] 进一步包含：抗体分子可以是分离的形式和/或纯化的形式，和/或可以是聚乙二

醇化的。

[0046] 如上所讨论，抗体的CDR与抗体靶标结合。本文所述的每个CDR的氨基酸分配符合

根据以下的定义：Kabat  EA等人1991 ,“免疫学上感兴趣的蛋白质的序列(Sequences  of 

说　明　书 5/53 页

9

CN 112912398 B

9



Proteins  of  Immulogical  Interest)”第五版,NIH出版号：91‑3242,第xv‑xvii页。

[0047] 如技术人员将了解的，还存在用于将氨基酸分配给每个CDR的其它方法。例如，国

际免疫遗传学信息系统(IMGT(R))(http://www.imgt.org/，以及Lefranc和Lefranc“免疫

球蛋白概况(The  Immunoglobulin  FactsBook)”,由学术出版社(Academic  Press)出版,

2001年)。

[0048] 在另一个实施例中，本发明或根据本发明使用的抗体分子是能够与本文所述的特

异性抗体竞争的抗体分子，如包括SEQ  ID.NO:15、16、17、10、18和19或SEQ  ID.NO:22、23、

24、10、25和26的抗体分子。

[0049] “能够竞争”意味着竞争性抗体能够至少部分地抑制或以其它方式干扰本文定义

的抗体分子与特异性靶标的结合。

[0050] 例如，这样的竞争性抗体分子可能能够将本文所述的抗体分子的结合抑制至少约

10％(例如至少约20％、或至少约30％、至少约40％、至少约50％、至少约60％、至少约70％、

至少约80％、至少约90％、至少约95％、至少约100％)和/或将本文所述的抗体预防或减少

与特异性靶标结合的能力抑制至少约10％(例如至少约20％、或至少约30％、至少约40％、

至少约50％、至少约60％、至少约70％、至少约80％、至少约90％、至少约95％、至少约

100％)。

[0051] 可以通过本领域技术人员所熟知的方法来确定竞争性结合，如酶联免疫吸附测定

(ELISA)。

[0052] 可以使用ELISA测定来评估表位修饰或阻断抗体。适合于鉴定竞争性抗体的另外

的方法公开于以下文献中：《抗体：实验室手册(Antibodies:A  Laboratory  Manual)》,

Harlow和Lane，所述文献通过引用并入本文(例如，参见第567页到第569页、第574到第576

页、第583页和第590到第612页,1988,CSHL,纽约,ISBN  0‑87969‑314‑2)。

[0053] 众所周知，抗体特异性结合限定的靶分子或抗原，并且这意味着抗体优先且选择

性地结合其靶标而不是非靶标的分子。

[0054] 根据本发明的抗体的靶CTLA‑4或根据本发明使用的抗体的靶CTLA‑4在细胞表面

上表达，即所述靶标是细胞表面抗原，其将包含抗体的表位(在此上下文中也被称为细胞表

面表位)。细胞表面抗原和表位是免疫学或细胞生物学领域的技术人员容易理解的术语。

[0055] “细胞表面抗原”包含本文描述的抗体分子所暴露的细胞表面抗原或其至少表位

在细胞膜的细胞外侧。

[0056] 评估蛋白质结合的方法是生物化学和免疫学领域的技术人员已知的。技术人员将

理解，那些方法可用于评估抗体与靶标的结合和/或抗体的Fc结构域与Fc受体的结合；以及

相对强度或特异性，或这些相互作用的抑制、预防或减少。可以用于评估蛋白质结合的方法

的实例为，例如，免疫测定、BIAcore、蛋白质印迹、放射免疫测定(RIA)和酶联免疫吸附测定

(ELISA)(关于抗体特异性的讨论参见《基础免疫学(Fundamental  Immunology)》第二版,雷

文出版社(Raven  Press) ,纽约；第332‑336页(1989))。

[0057] 因此，本文中“特异性结合CTLA‑4的抗体分子”和“抗CTLA‑4抗体分子”均指特异性

结合靶CTLA‑4但不与非靶标结合、或比靶标弱得多地(如以较低的亲和力)与非靶标结合的

抗体分子。

[0058] 在一些实施例中，特异性结合CTLA‑4的抗体分子(或抗CTLA‑4抗体分子)是指与
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CTLA‑4的胞外结构域特异性结合的抗体分子。

[0059] 在一些实施例中，特异性结合CTLA‑4的抗体分子(或抗CTLA‑4抗体分子)不与CD28

交叉反应。在一些实施例中，特异性结合CTLA‑4的抗体分子(或抗CTLA‑4抗体分子)阻断

CTLA‑4与CD80和/或CD86的结合，从而抑制CLTA‑4信号传导。

[0060] 还包含以下含义：抗体与靶CTLA‑4特异性结合的强度是抗体与非靶标特异性结合

的强度的至少两倍、或至少五倍、或至少10倍、或至少20倍、或至少50倍、或至少100倍、或至

少200倍、或至少500倍、或至少约1000倍。

[0061] 另外，包含以下含义：如果抗体以至少约10‑1Kd、或至少约10‑2Kd、或至少约10‑3Kd、

或至少约10‑4Kd、或至少约10‑5Kd、或至少约10‑6Kd、或至少约10‑7Kd、或至少约10‑8Kd、或至少

约10‑9Kd、或至少约10‑10Kd、或至少约10‑11Kd、或至少约10‑12Kd、或至少约10‑13Kd、或至少约

10‑14Kd、或至少约10‑15Kd的Kd值与靶标结合，则所述抗体与靶CTLA‑4特异性结合。

[0062] 如上所提及，与伊匹木单抗相比，本文所述的与CTLA‑4特异性结合的抗体分子(或

抗CTLA‑4抗体分子)对CTLA‑4阳性细胞具有改善的消耗作用。

[0063] 抗体分子对CTLA‑4阳性细胞具有消耗作用意指在施用于受试者如人后，这样的抗

体与在CTLA‑4阳性细胞表面上表达的CTLA‑4特异性结合,并且这种结合导致这类细胞的消

耗。

[0064] 在一些实施例中，CTLA‑4阳性细胞是CD4阳性(CD4+)细胞，即表达CD4的细胞。

[0065] 在一些实施例中，CTLA‑4阳性细胞为CD4阳性和FOXP3阳性两者，即表达CD4和

FOXP3。这些细胞是Treg。CD8阳性T细胞也表达CTLA‑4，但Tregs表达的CDLA‑4水平明显高于

CD8阳性T细胞。与表达较低的CD8+细胞相比，这使Treg更容易消耗。

[0066] 在一些情况下，CTLA‑4优先在肿瘤微环境中的免疫细胞(肿瘤浸润细胞，TILS)上

表达。

[0067] 因此，在肿瘤微环境中，Treg将是具有最高CTLA‑4表达的细胞，从而导致与CTLA‑4

特异性结合的抗体分子(或抗CTLA‑4抗体分子)具有Treg消耗作用。这在下面，例如在实例4

中并结合图13更详细地讨论。

[0068] 在一些实施例中，CTLA‑4阳性细胞将是实体瘤中的Treg。这类Treg将具有非常高

的CTLA‑4表达，并且因此施用与CTLA‑4特异性结合的抗体分子将优先导致这类Treg的消

耗。

[0069] 如上所提及，本文所述的抗CTLA‑4抗体分子是Treg消耗抗体分子，这意味着在施

用于受试者如人后，这样的抗体分子与在Tregs表面上表达的CTLA‑4特异性结合，并且这种

结合导致Treg消耗。

[0070] 为了确定抗体分子是否是如本文所指，与伊匹木单抗相比，对CTLA‑4阳性细胞具

有改善的消耗作用的抗体分子，可以使用体外抗体依赖性细胞毒性(ADCC)测定或在PBMC‑

NOG/SCID模型中的体内测试。

[0071] 体外ADCC测试，其使用经稳定转染以表达CD16‑158V等位基因与GFP的NK‑92细胞

系执行，其中ADCC测试包括以下连续的七个步骤：

[0072] 1)从健康供体的外周血中分离出CTLA‑4阳性细胞、CD4阳性细胞或Treg作为靶细

胞。可以使用CD4+T细胞分离试剂盒(如来自美天旎生物技术有限公司(Miltenyi  Biotec)

的商业试剂盒)进行此分离。
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[0073] 2)然后用CD3/CD28，例如使用CD3/CD28  和rhIL‑2，如50ng/ml  rhIL‑

2，刺激靶细胞例如持续48小时。刺激可以在37℃下进行。

[0074] 3)然后将靶细胞与待测试的抗体分子例如以10μg/ml在4℃下预温育30分钟，并且

然后与NK细胞混合。

[0075] 4)然后将靶细胞在含有HEPES缓冲液、丙酮酸钠和FBS低IgG的RPMI  1640+

GlutaMAX培养基中温育持续适当的时间，如4小时。RPMI  1640+GlutaMAX培养基可以含有

10mM  HEPES缓冲液、1mM丙酮酸钠和10％FBS低IgG，并且效应子与靶细胞的比率可以为2:1。

[0076] 5)通过流式细胞术测定裂解。

[0077] 6)重复或并行执行步骤1‑5，其中使用伊匹木单抗代替步骤3中的测试的抗体分

子。

[0078] 7)将测试的抗体分子的裂解结果与伊匹木单抗的裂解结果进行比较。测试的抗体

分子与伊匹木单抗相比改善的裂解表明测试的抗体分子对CTLA‑4阳性细胞、CD4阳性细胞

或Treg具有改善的消耗作用，这分别取决于使用哪种靶细胞。

[0079] 在一些实施例中，以上步骤7)中的改善的消耗作用是显著改善的消耗作用。

[0080] 结合图12，在下面实例4中更详细地展示了该测定。

[0081] 体内测试是基于PBMC小鼠和NOG/SCID小鼠的组合使用，这在本文中称为PBMC‑

NOG/SCID模型。PBMC小鼠和NOG/SCID小鼠都是众所周知的模型。PBMC‑NOG/SCID模型中的体

内测试包括以下连续的九个步骤：

[0082] 1)将人PBMC(外周血单核细胞)分离、洗涤并重悬于无菌PBS中。在一些实施例中，

PBMC以75×106个细胞/ml重悬于PBS中。

[0083] 2)向NOG小鼠静脉内(静脉内)注射适当量(如200μl)的来自步骤1)的细胞悬浮液。

如果注射200μl，则这对应于15×106个细胞/小鼠。

[0084] 3)在注射之后合适的时间，如2周，分离来自NOG小鼠的脾并制成单细胞悬浮液。任

选地，从单细胞悬浮液中取出少量样品，以通过FACS确定CTLA‑4在人T细胞上的表达，以便

确认CTLA‑4表达。

[0085] 4)将来自步骤3)的细胞悬浮液重悬于无菌PBS中。在一些实施例中，税悬浮液以50

×106个细胞/ml重悬于无菌PBS中。如果步骤3中包含了任选的CTLA‑4表达确定，则其余的

细胞悬浮液将在步骤4中重新悬浮。

[0086] 5)向SCID小鼠腹膜内(腹膜内)注射适当的量(如200μl)的来自步骤4的悬浮液。如

果注射200μl，则这对应于10×106个细胞/小鼠。

[0087] 6)在步骤5)中的注射之后合适的时间，如1小时，用适当量(如10mg/kg)的待测抗

体分子、伊匹木单抗或同种型对照单克隆抗体处理SCID小鼠。

[0088] 7)在步骤6)中的处理之后合适的时间，如24小时，收集经过处理的SCID小鼠的腹

膜内液。

[0089] 8)使用以下标志物通过FACS鉴定和定量人T细胞亚群：CD45、CD4、CD8、CD25和/或

CD127。

[0090] 9)将来自用测试的抗体分子处理的小鼠的T细胞亚群的鉴定和定量结果与来自用

伊匹木单抗处理的小鼠的T细胞亚群的鉴定和定量结果以及来自用同种型对照单克隆抗体

处理的小鼠的T细胞亚群的鉴定和定量结果进行比较。与用伊匹木单抗处理的小鼠的腹膜
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液中的CTLA‑4阳性细胞的数量相比，用待测试的抗体分子处理的小鼠的腹膜液中的CTLA‑4

阳性细胞数量较少，表明与伊匹木单抗相比，抗体分子对CTLA‑4阳性细胞具有改善的消耗

作用。与用伊匹木单抗处理的小鼠的腹膜液中的CD4阳性细胞数量相比，用待测试的抗体分

子处理的小鼠的腹膜液中的CD4阳性细胞数量较少，表明与伊匹木单抗相比，抗体分子对

CD4阳性细胞具有改善的消耗作用。与用伊匹木单抗处理的小鼠的腹膜液中的Treg数量相

比，用待测试的抗体分子处理的小鼠的腹膜液中的Treg数量较少，表明与伊匹木单抗相比，

抗体分子对Treg具有改善的消耗作用。

[0091] 在该体内测试中，在一些实施例中，最感兴趣的是观察步骤7中的Treg消耗。

[0092] 结合图14，在下面实例4中更详细地展示了该测定。

[0093] 如技术人员已知的，也可以在抗体依赖性细胞吞噬作用(ADCP)测定中评估Treg消

耗。

[0094] 在一些实施例中，与Yervoy相比，抗体分子对CTLA‑4与B7.1和B7.2配体的相互作

用具有相似的阻断作用。这可以通过ELISA(如图10所示)或在更具功能性的测定中进行评

估，在所述更具功能性的测定中，抗CTLA‑4抗体响应于用SEB刺激PBMC，增强T细胞的IL‑2产

生。

[0095] 在一些实施例中，抗CTLA‑4抗体分子是人抗体分子。

[0096] 在一些实施例中，抗CTLA‑4抗体分子是人源化抗体分子。

[0097] 在一些实施例中，抗CTLA‑4抗体分子是人源的抗体分子，这意味着它源自随后被

修饰的人抗体分子。

[0098] 在一些实施例中，抗CTLA‑4抗体分子是人IgG1抗体。

[0099] 在一些实施例中，抗CTLA‑4抗体是呈表现出与一个或几个激活性Fc受体的结合改

善和/或经工程改造以改善与一个或几个激活性Fc受体的结合的人IgG1抗体形式的抗体；

因此，在一些实施例中，抗CTLA‑4抗体是Fc经工程改造的人IgG1抗体。

[0100] 在一些实施例中，抗CTLA‑4抗体是鼠或人源化鼠IgG2a抗体。

[0101] 在一些实施例中，抗CTLA‑4抗体是与人CTLA‑4交叉反应的鼠抗体。

[0102] 在一些实施例中，抗CTLA‑4抗体是单克隆抗体。

[0103] 在一些实施例中，抗CTLA‑4抗体是多克隆抗体。

[0104] 在一些实施例中，抗CTLA‑4抗体分子是包括下表1中呈现的三个替代VH‑CDR1序列

之一、三个替代VH‑CDR2序列之一、两个替代VH‑CDR3序列之一、两个VL‑CDR1序列之一、两个

VL‑CDR2序列之一和/或两个替代VL‑CDR3序列之一的抗体分子。

[0105] 在一些实施例中，抗CTLA‑4抗体分子选自由包括CDR中的1至6个的抗体分子组成

的组，所述CDR选自由SEQ  ID.No:3、6、8、10、12和14组成的组。

[0106] 在一些实施例中，抗CTLA‑4抗体分子选自由包括具有SEQ  ID.No:3、6、8、10、12和

14的CDR的抗体分子组成的组。

[0107] 在一些实施例中，抗CTLA‑4抗体分子选自由包括CDR  VH‑CDR1、VH‑CDR2、VH‑CDR3、

VL‑CDR1和VL‑CDR3中的1至6个的抗体分子组成的组，

[0108] 其中VH‑CDR1，如果存在的话，选自由SEQ  ID.No:15、22、29和35组成的组；

[0109] 其中VH‑CDR2，如果存在的话，选自由SEQ  ID.No:16、23、30和36组成的组；

[0110] 其中VH‑CDR3，如果存在的话，选自由SEQ  ID.No:17、24、31和37组成的组；
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[0111] 其中VL‑CDR1，如果存在的话，选自由SEQ  ID.No:10和38组成的组；

[0112] 其中VL‑CDR2，如果存在的话，选自由SEQ  ID.No:18、25、32和39组成的组；

[0113] 其中VL‑CDR3，如果存在的话，选自由SEQ  ID.No:19、26和40组成的组。

[0114] 在一些实施例中，抗CTLA‑4抗体分子是选自由包括6个CDR的抗体分子组成的组的

抗体分子，所述6个CDR选自由以下组成的组：

[0115] SEQ  ID.NO:15、16、17、10、18和19；

[0116] SEQ  ID.NO:22、23、24、10、25和26；

[0117] SEQ  ID.NO:29、30、31、10、32和26；和

[0118] SEQ  ID.NO:35、36、37、38、39和40。

[0119] 在一些实施例中，抗CTLA‑4抗体分子是包括具有SEQ  ID.NO:15、16、17、10、18和19

的6个CDR的抗体分子。

[0120] 在一些实施例中，抗CTLA‑4抗体分子是包括具有SEQ  ID.NO:22、23、24、10、25和26

的6个CDR的抗体分子。

[0121] 在一些实施例中，抗CTLA‑4抗体分子是选自由包括VH的抗体分子组成的组的抗体

分子，所述VH选自由以下组成的组：SEQ  ID.NO:20、27、33和41。

[0122] 在一些实施例中，抗CTLA‑4抗体分子是选自由包括VL的抗体分子组成的组的抗体

分子，所述VL选自由以下组成的组：SEQ  ID.NO:21、28、34和42。

[0123] 在一些实施例中，抗CTLA‑4抗体分子是选自由包括VH和VL的抗体分子组成的组的

抗体分子，所述VH和VL选自由以下组成的组：SEQ  ID.NO:20‑21、27‑28、33‑34和41‑42。

[0124] 在一些实施例中，抗CTLA‑4抗体分子包括具有序列SEQ  ID.No:20的VH和具有序列

SEQ  ID.NO:21的VL。

[0125] 在一些实施例中，抗CTLA‑4抗体分子包括具有序列SEQ  ID.No:27的VH和具有序列

SEQ  ID.No:28的VL。

[0126] 表1：本文公开的抗体的一般CDR序列
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[0127]

[0128]
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[0129] 表2：特异性抗CTLA‑4抗体分子；CDR序列在完整的VH和VL序列中以粗体标记

[0130]
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[0131]
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[0132]

[0133] 在一些实施例中，本文所述的抗CTLA‑4抗体分子还可包括下表3中所呈现的恒定

区中的一个或两个。

[0134] 表3：本文公开的抗体的恒定区的序列

[0135]

[0136] 在一些实施例中，抗CTLA‑4抗体分子是由下表4中所呈现的核苷酸序列之一编码

的分子。

[0137] 表4：编码抗CTLA‑4抗体分子的特定核苷酸序列

[0138]
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[0139]
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[0140]
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[0141]

说　明　书 17/53 页

21

CN 112912398 B

21



[0142]

[0143] 在一些实施例中，有利的是抗体分子既与人CTLA‑4(hCTLA‑4)又与恒河猴CTLA‑4

(cmCTLA‑4或cyno  CTLA‑4)结合。与恒河猴(也称为食蟹猕猴或短尾猕猴)中的细胞上表达

的CTLA‑4的交叉反应可能是有利的，因为这使得能够在猴中测试抗体分子而不必使用替代

抗体，这特别关注耐受性。

[0144] 在一些实施例中，抗体分子既与人CTLA‑4(hCTLA‑4)又与鼠CTLA‑4(mCTLA‑4)结合

是有利的。这可能是有利的，因为这使得能够在小鼠中测试抗体分子，特别关注效果和药效

学，而不必使用替代抗体。

[0145] 在一些实施例中，抗体分子与所有三个hCTLA‑4、cmCTLA‑4和mCTLA‑4结合。

[0146] 在一些实施例中，有必要使用替代抗体在小鼠的相关体内模型中测试抗体分子的

功能活性。为了确保抗体分子在人中的作用与在小鼠中替代抗体的体内结果之间的可比
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性，必须选择具有与人抗体分子相同的体外特性的功能等效的替代抗体。

[0147] 在一些实施例中，抗体分子不结合人CD28。

[0148] 医学领域的技术人员将了解，可以用不同的添加剂来修饰药物，以例如改变药物

被人体吸收的速率；并且可以以不同的形式修饰药物，以例如允许特定的身体施用途径。

[0149] 因此，包含本文所述的抗体分子、核苷酸序列、质粒、病毒和/或细胞可以与药学上

可接受的赋形剂、载剂、稀释剂、媒剂和/或佐剂组合成药物组合物。在此上下文中，术语药

物组合物可以与术语药物制剂、药物配制物、治疗组合物、治疗制剂、治疗配制物和治疗实

体互换使用。

[0150] 本文所述的药物组合物可包括以下，或在一些实施例中由以下组成：抗体分子、核

苷酸序列、质粒、病毒或细胞。

[0151] 在一些实施例中，本文所述的药物组合物可以由质粒组成或包括质粒，所述质粒

包括编码上述抗体分子的核苷酸序列或包括上述核苷酸序列。

[0152] 在一些实施例中，药物组合物可包括编码整合在细胞或病毒基因组中或病毒体中

的本文所述的抗体分子的部分或完整抗体分子的核苷酸序列。然后，药物组合物可包括细

胞或病毒作为本发明的抗体的递送媒剂(或用于编码本发明抗体的核苷酸序列的递送媒

剂)。例如，在实施例中，病毒可以呈治疗性溶瘤病毒的形式，所述治疗性溶瘤病毒包括编码

本文所述的抗体分子中的至少一个抗体分子的核苷酸序列。在一些实施例中，这样的溶瘤

病毒包括编码全长人IgG抗体的核苷酸序列。在一些实施例中，这样的溶瘤病毒包括编码

scFv、Fab或F(ab')2抗体分子的核苷酸序列。

[0153] 如所附权利要求书所述，在实施例中，本发明涉及包括本发明的核苷酸序列或本

发明的质粒的病毒。优选地，病毒是溶瘤病毒，如治疗性溶瘤病毒。如本文所用，术语“溶瘤”

是指病毒在分裂细胞(例如，如癌细胞的增殖性细胞)中选择性复制的能力，其目的是在体

外或体内减慢所述分裂细胞的生长和/或裂解，而在非分裂(例如正常或健康)细胞中不表

现出或表现出极少的复制。“复制 (Replication)”(或任何形式的复制，如“复制

(replicate)”和“复制(replicating)”等)意指病毒的复制，这可以在核酸水平或优选在传

染性病毒颗粒水平发生。可以从目前鉴定的病毒的任何成员获得这样的溶瘤病毒。它可以

是天然溶瘤的天然病毒，也可以通过修饰一个或多个病毒基因进行工程改造，从而提高肿

瘤选择性和/或在分裂细胞中优先复制，如参与DNA复制、核酸代谢、宿主向性、表面附着、毒

力、裂解和扩散的那些(例如，参见Wong等人,2010,《病毒(Viruses)》2:78‑106)。还可以设

想将一种或多种病毒基因置于事件或组织特异性调控元件(例如启动子)的控制之下。示例

性溶瘤病毒包含但不限于呼肠孤病毒、塞内卡谷病毒(SVV)、水疱性口炎病毒(VSV)、新城疫

病毒(NDV)、单纯疱疹病毒(HSV)、麻疹病毒、腺病毒、痘病毒、逆转录病毒、麻疹病毒、泡沫病

毒、α病毒、慢病毒、流感病毒、辛比斯病毒、粘液瘤病毒、弹状病毒、小核糖核酸病毒、柯萨奇

病毒、细小病毒等。这样的病毒是医学和病毒学领域的技术人员已知的。

[0154] 在一些实施例中，这样的溶瘤病毒获自疱疹病毒。疱疹病毒科是一个大家族的DNA

病毒，它们都具有相同的结构，并且由相对大的双链线性DNA基因组构成，所述基因组编码

被包裹二十面体衣壳内的100‑200个基因，所述二十面体衣壳被包膜在脂质双层膜中。尽管

溶瘤疱疹病毒可以衍生自不同类型的HSV，但是特别优选的是HSV1和HSV2。可以对疱疹病毒

进行基因修饰，以限制在肿瘤中的病毒复制或降低其在非分裂细胞中的细胞毒性。例如，可
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以使参与核酸代谢的任何病毒基因失活，如胸苷激酶(Martuza等人,1991,《科学》252:854‑

6)、核糖核苷酸还原酶(RR)(Mineta等人,1994,《癌症研究(Cancer  Res.)》54:3363‑66)或

尿嘧啶‑N‑糖基化酶(Pyles等人,1994,《病毒学杂志(J.Virol.)》68:4963‑72)。另一方面涉

及病毒突变体，其在编码毒力因子的基因如ICP34.5基因的功能上有缺陷(Chambers等人,

1995,《美国科学学院学报(Proc.Natl.Acad .Sci.USA)》92:1411‑5)。溶瘤疱疹病毒的代表

性实例包含NV1020(例如Geevarghese等人 ,2010 ,《人类基因疗法(Hum .Gene  Ther.)》21

(9) :1119‑28)和T‑VEC (Harrington等人 ,2015 ,《抗癌疗法专家综述 (Expert 

Rev.Anticancer  Ther.)》15(12):1389‑1403)。

[0155] 在一些实施例中，这样的溶瘤病毒获自腺病毒。方法是本领域可用于工程改造溶

瘤腺病毒的。一种有利的策略包含用肿瘤选择性启动子替换病毒启动子或修饰(一种或多

种)E1腺病毒基因产物，以使其在肿瘤细胞中改变的与p53或成视网膜细胞瘤(Rb)蛋白的结

合功能失活。在自然环境中，腺病毒E1B55kDa基因与另一种腺病毒产物协同作用使p53失活

(p53在癌细胞中经常失调)，从而防止了细胞凋亡。溶瘤腺病毒的代表性实例包含ONYX‑015

(例如，Khuri等人 ,2000 ,《自然医学(Nat.Med)》6(8):879‑85)和也称为Oncorine的H101

(Xia等人,2004,《癌症(Ai  Zheng)》23(12):1666‑70)。

[0156] 在一些实施例中，这样的溶瘤病毒是痘病毒。如本文所用，术语“痘病毒”是指属于

痘病毒科的病毒，特别优选属于脊索痘病毒亚科(the  Chordopoxviridae  subfamily)的痘

病毒，并且更优选属于正痘病毒属(the  Orthopoxvirus  genus)的痘病毒。痘苗病毒、牛痘

病毒、金丝雀痘病毒、鼠痘病毒和粘液瘤病毒特别适合于本发明的上下文中。这类痘病毒的

基因组序列可在本领域和专门的数据库中获得(例如Genbank，登录号分别为NC_006998、

NC_003663或AF482758.2、NC_005309、NC_004105、NC_001132)。

[0157] 在具体和优选的实施例中，这样的溶瘤痘病毒是溶瘤痘苗病毒。痘苗病毒是特征

在于200kb双链DNA基因组的痘病毒家族的成员，所述基因组编码多种病毒酶和使病毒能够

独立于宿主细胞机制进行复制的因子。大部分痘苗病毒颗粒借助单个脂质包膜在细胞内

(对于细胞内成熟病毒体，IMV)，并保留在感染细胞的胞液质中直至裂解。另一种传染性形

式是双被包膜的颗粒(对于细胞外被包膜的病毒体，EEV)，它从被感染的细胞中发芽而不会

使其裂解。尽管它可以来源于任何痘苗病毒株，但特别优选埃尔斯特里(Elstree)、怀斯

(Wyeth)、哥本哈根(Copenhagen)、利斯特(Lister)和西储(Western  Reserve)株。除非另有

说明，否则本文所用的基因命名法是哥本哈根痘苗株的命名法。但是，哥本哈根和其他痘苗

株之间的对应关系通常可在文献中获得。

[0158] 优选地，通过改变一种或多种病毒基因来修饰这样的溶瘤痘苗病毒。所述(一种或

多种)修饰优选导致缺乏合成或缺陷性病毒蛋白的合成，所述缺陷性病毒蛋白不能确保未

修饰基因在正常条件下产生的蛋白的活性。在文献中公开了示例性修饰，其目的是改变参

与DNA代谢、宿主毒力、IFN途径的病毒基因(例如，Guse等人 ,2011 ,《治疗靶标专家意见

(Expert  Opinion  Biol.Ther.)》11(5):595‑608)等。用于改变病毒基因座的修饰涵盖病毒

基因或其调控元件内一个或多个核苷酸(连续或不连续)的缺失、突变和/或取代。可以通过

本领域技术人员已知的多种方式使用常规重组技术进行(一种或多种)修饰。

[0159] 更优选地，通过改变胸苷激酶编码基因(基因座J2R)来修饰这样的溶瘤痘苗病毒。

胸苷激酶(TK)酶参与脱氧核糖核苷酸的合成。正常细胞中的病毒复制需要TK，因为这些细
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胞通常具有低浓度的核苷酸，而在含有高核苷酸浓度的分裂细胞中它是可有可无的。

[0160] 作为溶瘤痘苗病毒的替代或组合，通过改变编码核糖核苷酸还原酶(RR)的至少一

个或两个基因来修饰这样的溶瘤痘苗病毒。在自然环境中，该酶催化核糖核苷酸还原为脱

氧核糖核苷酸，这是DNA生物合成中的关键步骤。病毒酶的亚基结构与哺乳动物酶相似，由

两个异源亚基构成，设计分别由I4L和F4L基因座编码的R1和R2。在本发明的上下文中，可以

使I4L基因(编码R1大亚基)或F4L基因(编码R2小亚基)或两者失活(例如，如WO2009/065546

和Foloppe等人,2008,《基因疗法Gene  Ther.)》,15:1361‑71中所述)。J2R、I4L和F4L基因的

序列及其在各种痘病毒基因组中的位置可在公共数据库中获得。

[0161] 在一些实施例中，这样的溶瘤病毒包括编码与上表2中列出的序列具有至少80％

同一性的氨基酸序列的核苷酸序列。在一些实施例中，这样的溶瘤病毒包括与上表2中列出

的序列具有至少85％同一性的氨基酸序列。在一些实施例中，这样的溶瘤病毒包括与上表2

中列出的序列具有至少90％同一性的氨基酸序列。在一些实施例中，这样的溶瘤病毒包括

与上表2中列出的序列具有至少95％同一性的氨基酸序列。

[0162] 在一些实施例中，这样的溶瘤病毒包括编码SEQ.ID.NO:20和ID.NO:21的核苷酸序

列。在一些实施例中，这样的溶瘤病毒包括编码SEQ.ID.NO:27和ID.NO:28的核苷酸序列。在

一些实施例中，这样的溶瘤病毒包括编码SEQ.ID.NO:33和ID.NO:34的核苷酸序列。在一些

实施例中，这样的溶瘤病毒包括编码SEQ.ID.NO:41和ID.NO:42的核苷酸序列。

[0163] 在一些实施例中，这样的溶瘤病毒包括与上表4中列出的序列具有至少80％同一

性的核苷酸序列。在一些实施例中，这样的溶瘤病毒包括与上表4中列出的序列具有至少

85％同一性的核苷酸序列。在一些实施例中，这样的溶瘤病毒包括与上表4中列出的序列具

有至少90％同一性的核苷酸序列。在一些实施例中，这样的溶瘤病毒包括与上表4中列出的

序列具有至少95％同一性的核苷酸序列。

[0164] 在一些实施例中，这样的溶瘤病毒包括SEQ.ID.NO:45和46。在一些实施例中，这样

的溶瘤病毒包括SEQ.ID.NO:47和48。在一些实施例中，这样的溶瘤病毒包括SEQ.ID.NO:49

和50。在一些实施例中，这样的溶瘤病毒包括SEQ.ID.NO:51和52。

[0165] 一些溶瘤病毒具有容纳足够大的DNA插入以适应全长人抗体序列整合的能力。减

毒痘苗病毒和单纯疱疹病毒是治疗性溶瘤病毒的实例，其基因组足够大以允许全长IgG抗

体序列的整合(Chan,W.M.等人2014《病毒学年度评论(Annu  Rev  Virol)》1(1):119‑141；

Bommareddy ,P.K.等人2018《自然免疫学综述(Nat  Rev  Immunol)》18(8):498‑513)。全长

IgG抗体已成功整合到溶瘤痘苗病毒中，导致在感染易感染病毒的宿主细胞(例如癌细胞)

后，全长IgG抗体表达并向细胞外释放(产生)(Kleinpeter ,P .等人2016 ,《肿瘤免疫学

(Oncoimmunology)》5(10):e1220467)。腺病毒也可以被工程改造以编码全长IgG抗体，所述

抗体在细胞感染后功能性地产生和分泌(Marino ,N .等人 .2017《临床研究杂志(J  Clin 

Invest)》123(6):2447‑2463)。

[0166] 在优选的实施例中，这样的溶瘤病毒是痘病毒(例如痘苗病毒)，所述痘病毒对TK

活性有缺陷(由于J2R基因座的改变)或对TK和RR两者活性有缺陷(由于J2R基因座和RR编码

的I4L和/或F4L基因座中的至少一个的改变)并且包括(a)编码SEQ.ID.NO:20和ID.NO:21的

核苷酸序列或(b)编码SEQ.ID.NO:27和ID.NO:28的核苷酸序列或(c)编码SEQ.ID.NO:33和

ID.NO:34的核苷酸序列或(d)编码SEQ.ID.NO:41和ID.NO:42的核苷酸序列。
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[0167] 在适当的时候，可能有利的是插入本文所述的溶瘤病毒中的(一个或多个)核苷酸

序列包含促进表达、运输和生物学活性的附加调控元件。例如，可以包含信号肽，以促进在

生产者细胞(例如，受感染细胞)外的分泌。通常将信号肽紧接在Met引发剂之后插入编码的

多肽的N端。信号肽的选择是广泛的，并且是本领域技术人员可及的。例如，源自另一种免疫

球蛋白的信号肽(例如重链IgG)可用于本发明的上下文中，以允许本文所述的抗CTLA4抗体

在生产者细胞外分泌。为了说明的目的，可以指的是SEQ  ID  NO:53和SEQ  ID  NO:54，其包括

本文所述的4‑E03抗体的轻链和重链，所述轻链和重链均具有源自IgG的肽信号。

[0168] 特别优选的溶瘤病毒是痘苗病毒(例如，哥本哈根株)，所述痘苗病毒对TK和RR活

性两者有缺陷(由于J2R基因座和I4L基因座的改变)并且包括编码SEQ .ID .NO:20和SEQ 

ID.NO:21或SEQ.ID.NO:53和SEQ  ID.NO:54的核苷酸序列。

[0169] 在一些实施例中，这样的溶瘤病毒可以进一步包括具有治疗意义(一种或多种)附

加核苷酸序列，如编码(一种或多种)免疫调节多肽(即直接或间接参与刺激免疫反应的多

肽)的核苷酸序列。合适的免疫调节多肽的代表性实例包含但不限于细胞因子和趋化因子，

且特别优选粒细胞巨噬细胞集落刺激因子(GM‑CSF)并且特别是人、非人灵长类或鼠GM‑

CSF。可以通过标准分子生物学技术(例如PCR扩增、cDNA克隆、化学合成)使用本领域可获得

的序列数据和本文提供的信息来容易地获得附加核苷酸序列。特别优选的溶瘤病毒是痘苗

病毒(例如哥本哈根株)，所述痘苗病毒对于TK和RR活性两者有缺陷(由于J2R基因座和I4L

基因座的改变)并且包括编码SEQ.ID.NO:20和ID.NO:21或SEQ.ID.NO:53和SEQ  ID.NO:54的

核苷酸序列和编码GM‑CSF的核苷酸序列，且特别优选人GM‑CSF(例如具有SEQ  ID  NO:55或

SEQ  ID  NO:56)或鼠GM‑CSF(例如具有SEQ  ID  NO:57或SEQ  ID  NO:58)。

[0170] 另外，可以通过修饰一个或多个密码子来优化要插入这样的溶瘤病毒中的核苷酸

序列，以在特定宿主细胞或受试者中提供高水平表达。此外，为了优化密码子使用，还可以

设想各种修饰，以防止在集中区域中存在稀有、非最佳密码子的聚类和/或抑制或修饰预期

对表达水平有负面影响的“负”序列元件。这样的负序列元件包含但不限于具有非常高(>

80％)或非常低(<30％)GC含量的区；富含AT或富含GC的序列延伸；不稳定的正向或反向重

复序列；RA二级结构；和/或内部隐秘调控元件，如内部TATA盒、chi位点、核糖体进入位点

和/或剪接供体/受体位点。

[0171] 在一些实施例中，将(一个或多个)核苷酸序列置于合适的调控元件的控制下，以

使其在宿主细胞或受试者中正确表达。如本文所用，术语“调控元件”是指允许、贡献或调节

编码(一个或多个)核苷酸序列在给定宿主细胞或受试者中的表达的任何元件，包含其复

制、复制、转录、剪接、翻译、稳定性和/或在表达细胞内或外的运输。本领域技术人员将理

解，调控元件的选择可以取决于如核苷酸序列本身、其被插入其中的病毒、宿主细胞或受试

者、所需表达水平等因素。启动子特别重要。在本发明的上下文中，它可以是它在许多类型

的宿主细胞中控制的或特定于某些宿主细胞或响应于特定事件或外源因素(例如，通过温

度、营养添加剂、激素等)或根据病毒周期的阶段(例如晚期或早期)调节的核苷酸序列的组

成型指导表达。适于病毒介导的表达的启动子是本领域已知的。溶瘤痘病毒表达的代表性

实例包含但不限于痘苗p7.5K、pH5.R、p11K7.5、TK、p28、p11、pB2R、pA35R、K1L和pSE/L启动

子(Erbs等人,2008,《癌症基因疗法(Cancer  Gene  Ther.)》15(1):18‑28；Orubu等人2012,

《科学公共图书馆综合(PloS  One)》7:e40167)、早期/晚期嵌合启动子和合成启动子
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(Chakrabarti等人,1997,《生物科技(Biotechniques)》23:1094‑7；Hammond等人,1997,《病

毒学方法杂志(J .Virol  Methods)》66:135‑8；以及Kumar和Boyle ,1990 ,Virology  179:

151‑8)。在优选的实施例中，将本文所述的抗体的轻链和重链的核苷酸序列分别置于具有

相同转录强度的启动子的控制下，优选地置于相同启动子(例如p7.5K如SEQ  ID  NO:59中所

述的启动子或pH5.R如SEQ  ID  NO:60中所述的启动子)的控制下，以对于两条链获得相似的

表达水平，并且因此抗体作为异四聚体蛋白进行最佳组装(即避免过多的非缔合链)。可以

将附加核苷酸序列(例如编码GM‑CSF)置于不同的启动子(例如pSE/L如SEQ  ID  NO:61中所

述的启动子)的控制下。

[0172] 通过常规方法，使用适当的限制酶或优选通过同源重组，在这样的溶瘤病毒的基

因组中插入(一个或多个)核苷酸序列(可能装备有适当的调控元件)。(一个或多个)核苷酸

序列可以独立地插入病毒基因组的任何位置。可以考虑各种插入位点，例如在这样的溶瘤

病毒的基因组的非必需病毒基因、基因间区域或非编码部分中。J2R基因座和/或I4L基因座

特别适合于作为痘病毒的溶瘤病毒(例如溶瘤痘苗病毒)。在将(一个或多个)核苷酸序列插

入病毒基因组中后，插入位点的病毒基因座可至少部分缺失。在一个实施例中，这种缺失或

部分缺失可导致由全部或部分缺失的基因座编码的病毒基因产物的表达受到抑制，从而导

致对于所述病毒功能的有缺陷病毒。特别优选的溶瘤病毒是包括编码插入J2R基因座的重

链的盒和编码插入I4L基因座的轻链的盒的TK和/或RR缺陷性痘苗病毒。可以将编码附加

GM‑CSF编码的核苷酸序列的盒插入病毒基因组的另一个位置或J2R或I4L基因座中，且优选

插入I4L基因座处。

[0173] 本发明还提供了将本文所述的这样的溶瘤病毒，并且特别是溶瘤痘病毒生成到合

适的宿主细胞(生产者细胞)中的方法。在一些实施例中，这样的方法包括病毒基因组和转

移质粒之间同源重组的一个或多个步骤，所述转移质粒包括要插入的(一个或多个)核苷酸

序列(可能带有调控元件)，所述核苷酸序列侧接5'和3'，且病毒序列分别存在于插入位点

的上游和下游。所述转移质粒可以通过常规技术(例如通过转染)生成并引入宿主细胞中。

可以通过感染将病毒基因组引入宿主细胞中。每个侧翼病毒序列的大小可以在核苷酸序列

的每一侧上至少100bp到至多1500bp之间变化(优选200至550bp并且更优选250至500bp)。

允许产生这样的溶瘤病毒的同源重组优选在培养的细胞系(例如赫拉(HeLa)、韦罗(Vero))

或从胚卵获得的鸡胚成纤维细胞(CEF)细胞中进行。

[0174] 在一些实施例中，可以通过使用选择和/或可检测基因来促进对掺入了抗CTLA4编

码核苷酸序列以及可能的附加核苷酸序列(例如GM‑CSF)的溶瘤病毒的鉴定。在优选的实施

例中，转移质粒进一步包括对GPT基因(编码鸟嘌呤磷酸核糖基转移酶)具有特定偏好的选

择标志物，其允许在选择性培养基(例如在麦考酚酸、黄嘌呤和次黄嘌呤的存在下)或编码

可检测的基因产物如GFP、e‑GFP或mCherry的可检测基因中生长。另外，还可以考虑使用能

够在所述选择或可检测基因中能够提供双链断裂的核酸内切酶。所述核酸内切酶可以是蛋

白质形式或由表达载体表达。

[0175] 一旦生成，可以使用常规技术将这样的溶瘤病毒扩增到合适的宿主细胞中，所述

常规技术包含在合适的条件下培养转染或感染的宿主细胞，以允许产生和回收感染性颗

粒。

[0176] 本发明还涉及用于产生本文所述的溶瘤病毒的方法。优选地，所述方法包括以下
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步骤：a)制备生产者细胞系，b)用溶瘤病毒转染或感染制备的生产者细胞系，c)在合适的条

件下培养转染或感染的生产者细胞系，以便产生病毒，d)从所述生产者细胞系的培养物中

回收产生的病毒，并任选e)纯化所述回收的病毒。

[0177] 在一些实施例中，生产者细胞选自由以下组成的组：哺乳动物(例如人或非人)细

胞如赫拉细胞(例如ATCC‑CRM‑CCL‑2TM或ATCC‑CCL‑2.2TM)、HER96、PER‑C6(Fallaux等人,

1998《人类基因疗法(Human  Gene  Ther.)》9:1909‑17)、仓鼠细胞系如BHK‑21(ATCC  CCL‑

10)等以及禽类细胞如WO2005/042728、WO2006/108846、WO2008/129058、WO2010/130756、

WO2012/001075中所述的那些以及从受精卵获得的鸡胚制备的原代鸡胚成纤维细胞(CEF)。

生产者细胞优选在适当的培养基中培养，如果需要，所述培养基可以补充血清和/或(一种

或多种)合适的生长因子或不补充(例如化学成分确定的培养基，优选不含动物或人类来源

的产物)。取决于生产者细胞，本领域技术人员可以容易地选择适当的培养基。这类培养基

是可商购的。在感染前，优选在包括在+30℃和+38℃之间的温度下(更优选在约+37℃下)培

养生产者细胞持续1和8天之间。如果需要，可以进行1至8天的几次传代，以增加细胞总数。

[0178] 在步骤b)中，在适当的条件下，使用适当的感染复数(MOI)，通过溶瘤病毒感染生

产者细胞，以允许生产者细胞的生产性感染。为了说明的目的，适当的MOI范围为10‑3至20，

且特别优选MOI包括0.01至5，并且更优选0.03至1。感染步骤在可以与用于生产者细胞培养

的培养基相同或不同的培养基中进行。

[0179] 在步骤c)中，然后在本领域技术人员熟知的适当条件下培养感染的生产者细胞，

直到产生子代病毒颗粒。感染的生产者细胞的培养还优选在+32℃和+37℃之间的温度下在

可以与用于生产者细胞的培养和/或感染步骤的培养基/培养基相同或不同的培养基中执

行，持续1至5天。

[0180] 在步骤d)中，从培养上清液和/或生产者细胞中收集在步骤c)中产生的病毒颗粒。

从生产者细胞中回收可能需要允许破坏生产者细胞膜以允许释放病毒的步骤。可以通过本

领域技术人员熟知的各种技术来诱导生产者细胞膜的破坏，包含但不限于冷冻/融化、低渗

裂解、超声处理、微流化、高剪切(也称为高速)均质化或高压均质化。

[0181] 回收的溶瘤病毒可以在按剂量分布并如本文所述使用前至少部分地纯化。本领域

可获得大量的纯化步骤和方法，包含例如澄清、酶处理(例如核酸内切酶、蛋白酶等)、色谱

和过滤步骤。在本领域中描述了适当的方法(参见例如WO2007/147528；WO2008/138533、

WO2009/100521、WO2010/130753、WO2013/022764)。

[0182] 在一个实施例中，本发明还提供了被本文所述溶瘤病毒感染的细胞。

[0183] 本发明还涵盖药物组合物，所述药物组合物包括病毒，如上文所讨论的溶瘤病毒，

以及药学上可接受的稀释剂、媒剂和/或佐剂。

[0184] 在一些实施例中，药物组合物可以是携带本文所述的部分或完整抗体序列作为编

码其嵌合抗原T细胞受体的序列的一部分的CAR‑T细胞的形式。

[0185] 本发明还涵盖药物组合物，所述药物组合物包括上文所讨论的CAR‑T细胞和药学

上可接受的稀释剂、媒剂和/或佐剂。

[0186] 本发明还涵盖其他治疗方式或药物的“形状”，如抗体药物偶联物、融合蛋白等，以

及包括这类治疗方式的药物组合物。

[0187] 本文所述的抗体分子、核苷酸序列、质粒、病毒、细胞和/或药物组合物可以适合于
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肠胃外施用，包含水性和/或非水性无菌注射溶液，其可以含有抗氧化剂和/或缓冲剂和/或

抑菌剂和/或使配制物与预期接受者的血液等渗的溶质；和/或水性和/或非水性无菌悬浮

液，其可以包含悬浮剂和/或增稠剂。本文所述的抗体分子、核苷酸序列、质粒、病毒、细胞

和/或药物组合物可以存在于单位剂量或多剂量容器(例如，密封的安瓿瓶和小瓶)中，并且

可以在仅需要在使用前一刻添加无菌液体载剂(例如，注射用水)的冷冻干燥(冻干)条件下

储存。

[0188] 可以由前述种类的无菌粉末和/或颗粒和/或片剂制备临时注射溶液和悬浮液。

[0189] 对于人类患者的肠胃外施用而言，单次或分次施用的抗CTLA‑4抗体分子的每日剂

量水平通常为1mg/kg患者体重至20mg/kg，或者在一些情况下甚至高达100mg/kg。在特殊情

况下，例如在结合长期施用的情况下，可以使用更低的剂量。在任何情况下，医生将确定最

适合于任何个体患者的实际剂量，并且所述实际剂量将随着特定患者的年龄、体重和反应

而变化。以上剂量是一般情况的示例。当然，在个别情况下，应使用更高或更低的剂量范围，

并且这些剂量范围处于本发明的范围内。

[0190] 通常，本文所述的包括抗体分子的药物组合物(或药物)将含有浓度在约2mg/ml和

150mg/ml之间或在约2mg/ml和200mg/ml之间的抗CTLA‑4抗体分子。在一些实施例中，药物

组合物将含有浓度为10mg/ml的抗CTLA‑4抗体分子。

[0191] 通常，药物组合物(或药物)将含有浓度在103至1012vp(病毒颗粒)、iu(感染单位)

或pfu(噬菌斑形成单位)之间的本文所述的溶瘤病毒，这取决于病毒和定量技术。样品中存

在的pfu的量可以通过计数感染许可细胞(例如CEF或韦罗细胞)以获得噬菌斑形成单位

(pfu)滴度后的噬菌斑数量来确定，通过测量A260吸光度来确定vp的量，并且通过定量免疫

荧光(例如使用抗病毒抗体)来确定iu的量。作为一般指导，适合于包括溶瘤痘病毒的药物

组合物的单独剂量范围为约103pfu至约1010pfu，有利地约103pfu至约109pfu，优选约104pfu

至约108pfu；并且更优选约104pfu至约107pfu。

[0192] 通常，在人类中，口服或肠胃外施用本文所述的抗体分子、核苷酸序列、质粒、病

毒、细胞和/或药物组合物是优选的途径，是最方便的。对于兽用，本文所述的抗体分子、核

苷酸序列、质粒、病毒、细胞和/或药物组合物本根据普通兽医实践以适当可接受的配制物

施用，并且兽医将确定将最适合特定动物的给药方案和施用途径。因此，本发明提供了药物

配制物，其包括一定量的有效治疗各种病况的本发明的抗体分子、核苷酸序列、质粒、病毒

和/或细胞(如上文和下文进一步描述的)。优选地，本文所述的抗体分子、核苷酸序列、质

粒、病毒、细胞和/或药物组合物适于通过选自包括以下的组的途径递送：静脉内；肿瘤内；

肌内；皮下。施用可以是单次注射或多次重复注射的形式(例如在相同或不同的施用部位以

相同或不同的剂量，用相同或不同的途径)。为了说明的目的，包括约104、5×104、105、5×

105、106、5×106、107、5×107、108、5×108、109、5×109或1010pfu的溶瘤痘病毒(例如，本文所

述的TK和RR缺陷性痘苗病毒)的单独剂量特别适合于肿瘤内施用。

[0193] 本发明还包含本文所述的抗体分子、核苷酸序列、质粒、病毒、细胞和/或药物组合

物，其包括本发明的多肽结合部分的药学上可接受的酸或碱加成盐。用于制备可用于本发

明的上述碱化合物的药学上可接受的酸加成盐的酸是形成无毒酸加成盐的酸，即含有药学

上可接受的阴离子的盐，如盐酸盐、氢溴酸盐、氢碘酸盐、硝酸盐、硫酸盐、硫酸氢盐、磷酸

盐、酸性磷酸盐、乙酸盐、乳酸盐、柠檬酸盐、酸性柠檬酸盐、酒石酸盐、酒石酸氢盐、琥珀酸
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盐、马来酸盐、富马酸盐、葡萄糖酸盐、蔗糖酸盐、苯甲酸盐、甲磺酸盐、乙磺酸盐、苯磺酸盐、

对甲苯磺酸盐和双羟萘酸盐[即，1,1'‑亚甲基‑双‑(2‑羟基‑3萘甲酸酯)]盐，等等。也可以

使用药学上可接受的碱加成盐来产生根据本发明所述的药剂的药学上可接受的盐形式。可

用作试剂以制备本发明药剂的药学上可接受的碱盐的化学碱是与此类化合物形成无毒碱

盐的化学碱，所述碱盐本质上是酸性的。这类无毒碱盐包含但不限于：衍生自这类药学上可

接受的阳离子的碱盐，如碱金属阳离子(例如，钾和钠)和碱土金属阳离子(例如，钙和镁)的

碱盐；铵或水溶性胺加成盐，如N‑甲基葡糖胺‑(葡甲胺)；以及低级链烷醇铵和药学上可接

受的有机胺的其它碱盐，等等。本文所述的抗体分子、核苷酸序列、质粒、病毒和/或细胞在

使用前，可以冻干以储存并在合适的载剂中重构。可以采用任何合适的冻干方法(例如，喷

雾干燥、滤饼干燥(cake  drying))和/或重构技术。本领域的技术人员将理解，冻干和重构

可能导致不同程度的抗体活性损失(例如，对于常规免疫球蛋白，IgM抗体往往比IgG抗体具

有更大的活性损失)，并且可能必须向上调整使用水平以进行补偿。在一个实施例中，当再

水化时，冻干的(冷冻干燥的)多肽结合部分损失其活性(在冻干之前)的不超过约20％、或

不超过约25％、或不超过约30％、或不超过约35％、或不超过约40％、或不超过约45％、或不

超过约50％。

[0194] 在一些实施例中，将病毒组合物适当地缓冲在生理或稍微碱性的pH下(例如，从约

pH7至约pH  9，且特别优选pH在7和8.5之间，并且更特别是接近8)。在病毒组合物中还包含

单价盐以确保适当的渗透压可能是有益的。所述单价盐尤其可以选自NaCl和KCl，优选地，

所述单价盐是NaCl，优选地浓度为10至500mM(例如50mM)。合适的病毒组合物包括50g/L的

蔗糖、50mM的NaCl、10mM的Tris‑HCl和10mM的pH8的谷氨酸钠。还可以配制组合物以便包含

用于在低储存温度下保护溶瘤病毒的冷冻保护剂。合适的冷冻保护剂包含但不限于蔗糖

(或蔗精)、海藻糖、麦芽糖、乳糖、甘露醇、山梨糖醇和甘油，优选浓度为0.5％至20％(以g计

重量/以L计体积，称为w/v)，以及高分子量聚合物，如右旋糖酐或聚乙烯吡咯烷酮(PVP)。

[0195] 本文所述的抗CTLA‑4抗体分子、核苷酸序列和药物组合物可用于治疗受试者的癌

症。

[0196] 包含，受试者可以是哺乳动物或非哺乳动物。优选地，哺乳动物受试者是人类，或

是非哺乳动物，如马、牛、羊、猪、骆驼、狗或猫。最优选地，哺乳动物受试者是人类。

[0197] “表现”包含：受试者表现出癌症症状和/或癌症诊断标志物、和/或所述癌症症状

和/或癌症诊断标志物可以被测量和/或评估和/或量化。

[0198] 对于医学领域的技术人员而言，容易理解的是：癌症症状和癌症诊断标志物将是

什么以及如何测量和/或评估和/或量化癌症症状的严重程度是否降低或增加、或癌症诊断

标志物是否减少或增加；以及如何可以使用那些癌症症状和/或癌症诊断标志物来形成癌

症的预后。

[0199] 癌症治疗通常作为疗程来进行，也就是说，在一段时间内施用治疗剂。疗程的时间

长短取决于许多因素，这些因素可以包含所施用的治疗剂的类型、所治疗的癌症的类型、所

治疗的癌症的严重程度以及受试者的年龄和健康状况，以及其它原因。

[0200] “在治疗期间”包含：受试者当前正在接受疗程、和/或正在接受治疗剂、和/或正在

接受治疗剂疗程。

[0201] 在一些实施例中，根据本发明的待治疗的癌症是实体瘤。
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[0202] 在一些实施例中，癌症选自由以下组成的组：晚期实体瘤、黑素瘤和其他皮肤恶性

肿瘤、滑膜肉瘤、非小细胞肺癌(NSCLC)、小细胞肺癌(SCLC)、膀胱癌、前列腺癌、间皮瘤、卵

巢癌、乳腺癌、肾细胞癌、肝细胞癌、头颈癌和结直肠癌。

[0203] 上述癌症中的每一种都是众所周知的，并且症状和癌症诊断标志物以及用于治疗

所述癌症的治疗剂也得到了很好的描述。因此，用于治疗上述癌症类型的症状、癌症诊断标

志物和治疗剂是医学领域的技术人员已知的。

[0204] 对大量癌症的诊断、预后和进展的临床定义依赖于被称为分期的某些分类。那些

分期系统用于核对大量不同的癌症诊断标志物和癌症症状，以提供关于癌症的诊断和/或

预后和/或进展的概述。肿瘤学领域的技术人员将了解如何使用分期系统评估癌症的诊断

和/或预后和/或进展，以及应该使用哪些癌症诊断标志物和癌症症状来进行评估。

[0205] “癌症分期”包含：Rai分期，其包含0期、I期、II期、III期和IV期；和/或Binet分期，

其包含A期、B期和C期；和/或安娜堡(Ann  Arbour)分期，其包含I期、II期、III期和IV期。

[0206] 已知的是，癌症可以引起细胞形态的异常。这些异常通常可再现地发生在某些癌

症中，这意味着检查这些形态变化(也被称为组织学检查)可以用于癌症的诊断或预后。用

于使样品可视化以检查细胞形态并制备用于可视化的样品的技术在本领域中是众所周知

的；例如，光学显微镜或共聚焦显微镜。

[0207] “组织学检查”包含：存在小型成熟淋巴细胞；和/或存在具有狭窄细胞质边界的小

型成熟淋巴细胞；存在具有缺乏可辨别的核仁的致密核的小型成熟淋巴细胞；和/或存在具

有狭窄细胞质边界且具有缺乏可辨别的核仁的致密核的小型成熟淋巴细胞；和/或存在非

典型细胞和/或裂解的细胞和/或幼淋巴细胞。

[0208] 众所周知，癌症是细胞DNA突变的结果，所述突变可能导致细胞避免细胞死亡或不

可控制地增殖。因此，检查这些突变(也被称为细胞遗传学检查)可能是用于评估癌症诊断

和/或预后的有用工具。这一点的实例是染色体位置13q14.1的缺失，这是慢性淋巴细胞性

白血病的特性。用于检查细胞的突变的技术是本领域中众所周知的；例如，荧光原位杂交

(FISH)。

[0209] “细胞遗传学检查”包含细胞中的DNA，并且具体地染色体的检查。细胞遗传学检查

可以用于鉴定DNA的变化，所述变化可能与难治性癌症和/或复发性癌症的存在相关。此类

变化可能包含：13号染色体长臂中的缺失；和/或染色体位点13q14.1的缺失；和/或12号染

色体的三体性；和/或12号染色体长臂中的缺失；和/或11号染色体长臂中的缺失；和/或11q

的缺失；和/或6号染色体长臂中的缺失；和/或6q的缺失；和/或17号染色体短臂中的缺失；

和/或17p缺失；和/或t(11:14)易位；和/或(q13:q32)易位；和/或抗原基因受体重排；和/或

BCL2重排；和/或BCL6重排；和/或t(14:18)易位；和/或t(11:14)易位；和/或(q13:q32)易

位；和/或(3:v)易位；和/或(8:14)易位；和/或(8:v)易位；和/或t(11:14)和(q13:q32)易

位。

[0210] 已知的是，患有癌症的受试者表现出某些身体症状，这通常是由于癌症对身体的

负担所致。这些症状通常在同一癌症中再次发生，因此可以作为疾病的诊断和/或预后和/

或进展的特征。医学领域的技术人员将理解哪些身体症状与哪些癌症相关，以及评估那些

身体症状如何与疾病的诊断和/或预后和/或进展相互关联。“身体症状”包含肝肿大和/或

脾肿大。
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附图说明

[0211] 在下文的实例中，参考以下附图：

[0212] 图1：本发明的抗体特异性结合CTLA‑4

[0213] ELISA示出抗体与人和恒河猴CTLA‑4结合，但不结合人CD28蛋白。将2‑C06(图1A)、

4‑E‑03(图1B)、5‑B07(图1C)的结合与Yervoy(图1D)的结合进行比较。

[0214] 图2：抗CTLA‑4mAb与hCTLA‑4转染的细胞的剂量依赖性结合

[0215] 抗CTLA‑4mAb(图2A‑2D)示出与表达CTLA‑4的293T细胞的强结合，与Yervoy相似

(图2E)。

[0216] 图3：抗CTLA‑4mAb与体外激活的人CD4+T细胞结合

[0217] 从外周血中获得的CD4+T细胞在体外受到刺激。通过FACS分析抗CTLA‑4mAb的结合

(实线，顶行)，并与Yervoy(虚线，顶行)和市售FACS抗体(底行)进行比较。

[0218] 图4：体外激活的CD4+T细胞上的结合区

[0219] 人类体外激活的CD4+T细胞用Alexa  647标记的抗CTLA‑4mAb(黑线)染色。抗体结

合被rhCTLA‑4‑Fc蛋白(灰色线)阻断。

[0220] 图5：与体外激活的恒河猴CD4+T细胞结合

[0221] 在体外用CD3/CD28  dynabeads刺激从外周恒河猴血中获得的CD4+T细胞。通过

FACS分析抗CTLA‑4mAb的结合(实线，顶行)，并与Yervoy(虚线，顶行)和市售FACS抗体(底

行)进行比较。

[0222] 图6：人和恒河猴CTLA‑4蛋白对细胞的结合阻断

[0223] 293T‑CTLA‑4细胞用Alexa  647标记的抗CTLA‑4mAb(黑线)染色。抗体结合被

rhCTLA‑4‑Fc蛋白(浅灰线)和rcmCTLA‑4‑Fc蛋白(深灰线)阻断。

[0224] 图7：与表达恒河猴CTLA‑4的293T细胞结合

[0225] 293T细胞用恒河猴CTLA‑4瞬时转染，并通过FACS分析了不同浓度的抗CTLA‑4mAb

的结合。

[0226] 图8：预期缺乏与静止的人/恒河猴PBMC结合

[0227] 如通过FACS分析，4‑E03以及2‑C06、5‑B07和2‑F09(数据未示出)没有显示与人(顶

行)和恒河猴(底行)PBMC中不同细胞亚群的任何非特异性结合。

[0228] 图9：预期缺乏直接激动活性

[0229] 用包被的抗CD3加上可溶性抗CTLA‑4mAb或抗CD28刺激来自健康供体的CFSE标记

的CD4+T细胞。3天后通过FACS确定％分裂细胞(CFSElow  CD25+细胞)。(A)一个代表性实验

的FACS图，(B)总结了6个供体的图。

[0230] 图10：CD80/CD86阻断活性

[0231] 如ELISA所示，抗CTLA‑4mAb阻断了CD80(图8A)和CD86(图8b)与其配体CTLA‑4的结

合。

[0232] 图11：体外功能性配体阻断

[0233] 用SEB加上滴定剂量的抗CTLA‑4抗体刺激PBMC。通过MSD确定上清液中分泌的IL‑2

的量。在该图中，示出了6个代表性供体中的1个。

[0234] 图12：对体外激活的CD4+T细胞的ADCC测定

[0235] 将以10μg/ml的抗CTLA‑4mAb预调理的健康供体的体外激活CD4+T细胞与NK细胞
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(NK‑92细胞系)以2:1的比率共培养。如下所述，通过FACS评估ADCC活性。该图示出了4‑8个

供体的平均值+SD。

[0236] 图13：CTLA‑4在肿瘤驻留Treg细胞上表达最高。

[0237] 从手术患者处获得新鲜切除的卵巢肿瘤和血液样品。从具有不同癌症适应症的患

者收集腹水。将这种患者材料上的CTLA表达与健康PBMC进行比较。将肿瘤样品切碎并消解。

通过离心分离外周血单核细胞。通过流式细胞术评估CTLA‑4在CD4+CD25+CD127‑Treg细胞、

CD4+非Treg细胞和CD8+效应T细胞上的表达。数据表示个体患者/供体，其中对于健康PBMC，

n＝12，对于腹水，n＝20，对于肿瘤，的n＝9，并且对于患者血液，n＝5。

[0238] 还分析了人T细胞上的CTLA‑4表达，所述T细胞在NOG小鼠体内被激活，然后从这些

小鼠的脾中分离出来(见图14)。

[0239] 图14：抗CTLA‑4mAb在体内介导Treg消耗。

[0240] 将人PBMC静脉内注射到NOG小鼠中。在大约2周后，取出脾，并通过FACS分析CTLA‑4

在人Treg细胞和CD8+T细胞上的表达。从NOG小鼠中分离出的脾细胞腹膜内转移到SCID小鼠

中。1小时后，用CTLA‑4hIgG1或对照mAb腹膜内处理小鼠。24小时后收集腹膜内液，并通过流

式细胞术测定人T细胞亚群的频率(14A：Treg和14B：CD8+T细胞)。

[0241] 图15：汇总抗CTLA‑4抗体的特性的表

[0242] 图16：图16：小鼠替代抗CTLA‑4mAb的表征

[0243] 图16A‑B：用m5‑B07执行阻断ELISA以评估配体阻断特性。抗体以剂量依赖性方式

阻断图16A)CD80和图16B)CD86与其配体CTLA‑4的结合。

[0244] 图16C‑D：5‑B07在CT26肿瘤模型中以小鼠IgG2a形式介导的Treg缺失。向Balb/c小

鼠皮下注射1×106CT26细胞，并在肿瘤大小约为7x7  mm时开始治疗。3次注射10mg/kg抗体

后，通过FACS分析肿瘤单细胞悬浮液的免疫细胞含量。图16C：配体阻断替代抗体5‑B07引起

Treg消耗。如图16D所描绘，这导致CD8+/Treg  T细胞比率的偏移。

[0245] 图17：COPTG19384和COPTG19385的生成

[0246] 本研究中使用的COPTG19384和COPTG19385的示意表示。COPTG19385含有由p7.5K

驱动的抗CTLA‑4的重链替换的TK基因座中的J2R基因缺失，以及由p7.5K驱动的抗CTLA‑4的

轻链替换的RR基因座中的I4L基因缺失。COPTG19384含有由p7.5K驱动的抗CTLA‑4的重链替

换的TK基因座中的J2R基因缺失，以及由p7.5K驱动的抗CTLA‑4的轻链和由pSE/L驱动的GM‑

CSF替换的RR基因座中的I4L基因缺失。

[0247] 图18：4‑E03单克隆抗体在感染COPTG19384的CEF细胞上清液中的表达分析

[0248] A)通过蛋白质印迹：将CEEF细胞以MOI  0.05一式三份地用COPTG19384感染。48小

时后收获细胞上清液，并在非还原条件下电泳后并且使用抗Ig(左印迹)或抗轻链(右印迹)

HRP偶联抗体通过WB进行分析。

[0249] B)通过ELISA：将CEF细胞以MOI  0.05一式三份地用COPTG19384或VVTG17137感染。

48小时后收获细胞上清液，并通过ELISA分析以检测4‑E03单克隆抗体。

[0250] 图19：通过ELISA的感染COPTG19384的CEF细胞上清液中GM‑CSF的表达分析

[0251] 将CEF细胞以MOI  0.05一式三份地用COPTG19384主要研究原种或VVTG17137感染。

48小时后收获细胞上清液，并通过ELISA分析以检测GM‑CSF。

[0252] 图20：COP  WT\COPTG19384(两个批次)和VVTG17137(两个批次)在正常和肿瘤肝细
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胞上的复制研究

[0253] A)在正常人肝细胞上的复制率。

[0254] B)在恶性HepG2上的复制率。

[0255] C)根据在HepG2和肝细胞上测得的复制率计算的治疗指数。

[0256] 图21：COPTG19384和VVTG17137在重建的人皮肤中的复制

[0257] 在7天后且在接种量从10至105pfu不等的情况下评估COPTG19384和VVTG17137的

复制。结果是三次测量的平均值和SEM。

[0258] 图22：COPTG19384和VVTG17137在三种人肿瘤细胞系MIA  PaCa‑2(A)、LoVo(B)和

HepG2(C)中的溶瘤活性

[0259] 图23：4‑E03单克隆抗体和GM‑CSF在(A)感染的HepG2和LoVo的上清液和(B)5种不

同的感染的人肿瘤细胞系的上清液中的表达水平

[0260] A)温育5天后，对于COPTG19384，以MOI为10‑5
至10‑2

并且对于用作阴性对照的

VVTG17137，以MOI为10‑2评估4‑E03和GM‑CSF表达水平。

[0261] B)在以MOI  0.05，被COPTG19384感染后48小时，评估4‑E03和GM‑CSF表达水平。

[0262] 图24：不同批次的4‑E03与CTLA‑4蛋白的结合

[0263] 通过ELISA，将由CHO(4‑E03研究批次)或HEK(4‑E03毒理批次)细胞重组产生的4‑

E03与(A)人和(B)恒河猴重组蛋白的结合与从感染的MIA  PaCa‑2肿瘤细胞的上清液中纯化

的4‑E03(4‑E03  TG)的结合进行比较。

[0264] 图25：不同批次的4‑E03与表达CTLA‑4的细胞的结合

[0265] 通过流式细胞术，将由CHO(4‑E03研究批次)或HEK(4‑E03毒素批次)细胞重组产生

的4‑E03与(A)人和(B)恒河猴CTLA‑4表达细胞的结合与从感染的MIA  PaCa‑2肿瘤细胞的上

清液中纯化的4‑E03(4‑E03  TG)的结合进行比较。

[0266] 图26：LoVo异种移植肿瘤中病毒积累的动力学

[0267] 在LoVo异种移植肿瘤中，在以两种不同剂量(104
或105pfu)单次胸腔内注射

COPTG19384或VVTG17137后，评估病毒积累的动力学。实线或虚线表示在每个时间点确定的

三个值的中位数。

[0268] 图27：LoVo异种移植肿瘤中4‑E03  mAb和GM‑CSF积累的动力学

[0269] A)在以两种不同剂量(104或105pfu)单次胸腔内注射COPTG19384或VVTG17137或单

次腹膜内注射3mg/kg的4‑E03单克隆抗体后，评估LoVo异种移植肿瘤中4‑E03  mAb积累的动

力学。实线或虚线表示三个值的中位数。

[0270] B)在以两种不同剂量单次胸腔内注射COPTG19384(104
或105pfu)或VVTG17137

(105pfu)后，评估LoVo异种移植肿瘤中病毒积累的动力学。实线表示在每个时间点确定的

三个值的中位数。

[0271] 图28：LoVo异种移植小鼠血清中4‑E03  mAb和GM‑CSF浓度的动力学

[0272] A)在LoVo异种移植肿瘤中，在以两种不同剂量(104
或105pfu)单次胸腔内注射

COPTG19384或VVTG17137后或在单次腹膜内注射3mg/kg的4‑E03单克隆抗体后，评估血清中

4‑E03  mAb浓度的动力学。实线表示三个值的中位数。

[0273] B)在LoVo异种移植肿瘤中，在以两种不同剂量(104
或105pfu)单次胸腔内注射

COPTG19384或VVTG17137(105pfu)后，评估血清中GM‑CSF浓度的动力学。虚线表示在每个时
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间点确定的三个值的中位数。

[0274] 图29：CT26肿瘤中病毒积累的动力学

[0275] 在以10 7pfu/注射三次胸腔内注射 (在第0天、第2天和第4天) VVTG18058、

COPTG19421或COPTG19407后，评估CT26肿瘤中病毒积累的动力学。

[0276] 图30：CT26肿瘤中m5‑B07  mAb和mGM‑CSF积累的动力学

[0277] A)在三次胸腔内注射VVTG18058、COPTG19421或COPTG19407(107pfu/注射)期间或

后或者在单次腹膜内注射3mg/kg的m5‑B07单克隆抗体后，评估CT26肿瘤中m5‑B07  mAb浓度

的动力学。实线表示三个值的中位数。

[0278] B)在三次胸腔内注射VVTG18058、COPTG19421或COPTG19407(107pfu/注射)期间或

后或者在单次腹膜内注射3mg/kg的m5‑B07单克隆抗体后，评估CT26肿瘤中mGM‑CSF浓度的

动力学。实线表示在每个时间点确定的三个值的中位数。

[0279] 图31：CT26模型的血清中m5‑B07  mAb浓度的动力学

[0280] 在CT26肿瘤中，在三次胸腔内注射VVTG18058、COPTG19421或COPTG19407(107pfu/

注射)后或在单次腹膜内注射3mg/kg的m5‑B07单克隆抗体后，评估血清中m5‑B07  mAb浓度

的动力学。实线表示在每个时间点确定的三个值的中位数。

[0281] 图32：CT26模型中的抗肿瘤活性：COPTG19347+/‑抗PD1对CT26肿瘤生长(A)和小鼠

存活率(B)的影响

[0282] 在第7天，将CT26细胞皮下注射到BalB/c小鼠中。在第0天、第2天和第4天，胸腔内

注射COPTG19347(107pfu)、VVTG18058(107pfu)、VVTG18058或缓冲液，可能随后在第7天、第

10天、第14天、第17天和第21天腹膜内注射250μg/小鼠的抗PD1  RMPI‑14。

[0283] 图33：CT26模型中的剂量效应评估(在COPTG19407、COPTG19421和VVTG18058处理

后观察到的存活率数据汇总)

[0284] 图34：在CT26肿瘤模型中与VVTG18058加m5‑B07相比的COPTG19407的抗肿瘤活性

[0285] 将CT26细胞皮下注射到Balb/C小鼠中。当肿瘤达到约100mm3时，开始小鼠的处理。

在第0天、第2天和第5天，向小鼠注射COPTG19407(8.5×106pfu，胸腔内)、VVTG18058(8.5×

106pfu，胸腔内)、m5‑B07(10mg/kg，腹膜内)或VVTG18058(8.5×106pfu，胸腔内)加m5‑B07

(10mg/kg，腹膜内)的组合。图30A‑D：肿瘤生长，和图16E：存活率随时间变化。

[0286] 图35：带有皮下A20肿瘤的BALB/c小鼠的个体肿瘤体积曲线。

[0287] 将A20细胞皮下注射到Balb/C小鼠中。当肿瘤达到80‑100mm3时，开始小鼠的处理。

在第0天、第2天和第4天，向小鼠注射媒剂(胸腔内)、COPTG19407(4.75×106pfu，胸腔内)、

VVTG18058(4 .75×106pfu，胸腔内)、RMP1‑14(anti‑mPD‑1)(250μg/小鼠，腹膜内)或

COPTG19407(4.75×106pfu，胸腔内)加上RMP1‑14(250μg/小鼠，腹膜内)的组合。

[0288] A)用媒剂处理的第1组动物

[0289] B)用VVTG18058处理的第2组动物

[0290] C)用COPTG19407处理的第3组动物

[0291] D)用鼠抗PD1处理的第4组动物

[0292] E)用COPTG19407和鼠抗PD1处理的第5组动物

[0293] 图36：带有皮下A20肿瘤的BALB/cN小鼠的平均肿瘤体积曲线。

[0294] 每个点表示每组记录的肿瘤体积的平均值。在64天内监测所有动物的肿瘤体积。
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小鼠用媒剂(第1组)、VVTG18058(第2组)、COPTG19407(第3组)、鼠抗PD1抗体RMP1‑14

(BioXCell)(第4组)以及COPTG19407和RMP1‑14(第5组)处理。在第7天将动物随机化，并且

在第7天至第31天期间处理动物。最后，小鼠在第61天处死。

[0295] 图37：A20模型中的抗肿瘤活性：COPTG19407+/‑抗PD1对A20肿瘤生长(A)和小鼠存

活率(B)的影响

[0296] 将A20细胞皮下注射到Balb/C小鼠中。当肿瘤达到80‑100mm3时，开始小鼠的处理。

小鼠用媒剂(胸腔内)(第1组)、抗PD‑1(第2组)、同种型(第3组)、VVTG18058(105pfu，胸腔

内)(第4组)、VVTG18058(105pfu，胸腔内)+同种型(第5组)、VVTG18058(105pfu，胸腔内)+抗

PD‑1(第6组)、VVTG19407(105pfu，胸腔内)(第7组)、VVTG19407(105pfu，胸腔内)+同种型(第

8组)和VVTG19407(105pfu，胸腔内)+抗PD‑1(第9组)处理。

[0297] 图38：带有皮下C38肿瘤的C57BL/6小鼠的个体肿瘤体积曲线。

[0298] 将C38细胞皮下注射到C57bl/6小鼠中。当肿瘤达到80‑100mm3时，开始小鼠的处

理。在第0天、第2天和第4天，向小鼠注射媒剂(胸腔内)、COPTG19407(4 .75×106pfu，胸腔

内)、VVTG18058(4.75×106pfu，胸腔内)、RMP1‑14(anti‑mPD‑1)(250μg/小鼠，腹膜内)或

COPTG19407(4.75×106pfu，胸腔内)加上RMP1‑14(250μg/小鼠，腹膜内)的组合。

[0299] A)用媒剂处理的第1组动物

[0300] B)用VVTG18058处理的第2组动物

[0301] C)用COPTG19407处理的第3组动物

[0302] D)用鼠抗PD1处理的第4组动物

[0303] E)用COPTG19407和鼠抗PD1处理的第5组动物

[0304] 图39：带有皮下C38肿瘤的C57BL/6小鼠的平均肿瘤体积曲线。

[0305] 每个点表示每组记录的肿瘤体积的平均值。在61天内监测所有动物的肿瘤体积。

用媒剂(第1组)、VVTG18058(第2组)、COPTG19407(第3组)、鼠抗PD1抗体RMP1‑14(BioXCell)

(第4组)以及COPTG19407和RMP1‑14(第5组)处理小鼠。在第7天将动物随机化，并且在第7天

至第31天期间处理动物。最后，小鼠在第61天处死。

[0306] 图40：带有皮下EMT6肿瘤的BALB/c小鼠的个体肿瘤体积曲线。

[0307] 将EMT6细胞皮下注射到Balb/C小鼠中。当肿瘤达到80‑100mm3时，开始小鼠的处

理。在第0天、第2天和第4天，向小鼠注射媒剂(胸腔内)、COPTG19407(4 .75×106pfu，胸腔

内)、VVTG18058(4.75×106pfu，胸腔内)、RMP1‑14(anti‑mPD‑1)(250μg/小鼠，腹膜内)或

COPTG19407(4.75×106pfu，胸腔内)加上RMP1‑14(250μg/小鼠，腹膜内)的组合。

[0308] A)用媒剂处理的第1组动物

[0309] B)用VVTG18058处理的第2组动物

[0310] C)用COPTG19407处理的第3组动物

[0311] D)用鼠抗PD1处理的第4组动物

[0312] E)用COPTG19407和鼠抗PD1处理的第5组动物

[0313] 图41：带有皮下EMT6肿瘤的BALB/c小鼠的平均肿瘤体积曲线。

[0314] 每个点表示每组记录的肿瘤体积的平均值。在61天内监测所有动物的肿瘤体积。

用媒剂(第1组)、VVTG18058(第2组)、COPTG19407(第3组)、鼠抗PD1抗体RMP1‑14(BioXCell)

(第4组)以及COPTG19407和RMP1‑14(第5组)处理小鼠。在第7天将动物随机化，并且在第7天
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至第31天期间处理动物。最后，小鼠在第56天处死。在超过20％的小鼠死亡后，曲线停止。

[0315] 实例

[0316] 现在将描述体现本发明的某些方面的具体的非限制性实例。在实例中，rh蛋白表

示人重组蛋白(例如rhIL‑2表示人重组IL‑2蛋白)，并且rcm蛋白表示恒河猴重组蛋白(例如

rcmCTLA4表示恒河猴重组CTLA‑4蛋白)。

[0317] 除了上文提到的序列外，实例中还使用了一些附加序列，并且这些序列在下表5中

列出。

[0318] 表5：实例中使用的附加序列

[0319]

[0320]

[0321] 实例1‑CTLA‑4特异性抗体的生成

[0322] scFv抗体片段的分离

[0323] s c F v库 ( B i o I n v e n t； 等 人《自 然 生 物 科 技 ( N a t 

Biotechnol.)》2000；18(8):852‑6)用于分离识别人CTLA‑4的scFv抗体片段。

[0324] 在针对重组人蛋白的三个连续淘选中使用噬菌体库。在噬菌体温育后，洗涤细胞

以除去未结合的噬菌体。用胰蛋白酶洗脱结合的噬菌体，并在大肠杆菌(E.coli)中扩增。将

所得噬菌体原种转化为scFv格式。大肠杆菌被带有scFv的质粒转化并且表达单独的scFv克

隆。

[0325] 独特的CTLA‑4结合scFv的鉴定

[0326] 使用均质FMAT分析(应用生物系统(Applied  Biosystems)，美国加利福尼亚州卡

尔斯巴德(Carlsbad,CA,USA))，测定来自第三次淘选的转化的scFv与表达人CTLA‑4或非靶

蛋白的转染的293FT细胞的结合。

[0327] 简而言之，将转染的细胞与表达板中含scFv的上清液(按1:7稀释)、小鼠抗His 

Tag抗体(0.4μg/ml；安迪系统(R&D  Systems))和APC偶联的山羊抗小鼠抗体(0.2μg/ml；产
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品目录号115‑136‑146，杰克逊免疫研究(Jackson  Immunoresearch))一起添加到底部透明

板中。在读数前，将FMAT板在室温(约20‑25℃)下温育9小时。靶标特异性细菌克隆被归类为

活性物质，并且将cherry挑选到入96孔板中。

[0328] ELISA中IgG与CTLA‑4的结合

[0329] 将96孔板(Lumitrac  600LIA板，葛雷纳(Greiner))在4℃下涂覆1pmol/孔的重组

人CTLA‑4‑Fc蛋白(安迪系统)、1pmol/孔的重组恒河猴(cm)CTLA‑4‑Fc蛋白(安迪系统)、

0.3pmol/孔的重组小鼠CTLA‑4‑Fc蛋白(安迪系统)、1pmol/孔的重组人CD28‑Fc蛋白(安迪

系统)或0 .3pmol/孔的重组小鼠CD28‑Fc蛋白(安迪系统)过夜。在洗涤后，使0μg/ml至
0.06ng/ml(66nM至0.3pM)的滴定剂量的抗CTLA‑4mAb结合1小时。然后再次洗涤板，并用稀

释至50ng/ml的抗人F(ab)‑HRP二抗(杰克逊免疫研究)检测结合的抗体。将Super  Signal 

ELISA  Pico(赛默科技(Thermo  Scientific))用作底物，并使用Tecan  Ultra  Microplate

读板器分析板。

[0330] 如通过ELISA测定，显示所有抗体均与人和恒河猴CTLA‑4蛋白结合，但不与人CD28

蛋白结合。此外，显示5‑B07与小鼠CTLA‑4结合，但不与小鼠CD28结合(见图1)。

[0331] 流式细胞术中IgG与表达CTLA‑4的293T细胞结合

[0332] 分析转化的IgG克隆与表达CTLA‑4的293T细胞(购自中美冠科生物技术有限公司

(Crownbio))的结合。将细胞与不同浓度的抗CTLA‑4mAb(如图2所示)在4℃下温育20分钟，

然后洗涤并用APC标记的山羊抗人二抗(产品目录号109‑136‑088，杰克逊免疫研究)染色。

使用Fixable  Viability  Dye  eFluor780(eBiosciences)从分析物中排除死细胞。在

FACSVerse(BD生物科学(BD  Biosciences)，新泽西州富兰克林湖(Franklin  Lakes,NJ))上

执行数据采集，并用FlowJo软件(Tree  Star，俄勒冈州阿什兰(Ashland,OR))进行分析。

[0333] 显示抗CTLA‑4mAb以剂量依赖性方式与表达人CTLA‑4的293T细胞结合，且EC50值

与Yervoy相似(图2)。

[0334] 用人CTLA‑4稳定转染的293T细胞、用恒河猴CTLA‑4、天然人或恒河猴PBMC瞬时转

染的293T细胞、体外激活的人或恒河猴CD4+T细胞与一定浓度的抗CTLA‑4mAb在4℃下温育

20分钟，然后洗涤并用APC标记的抗人二抗(杰克逊免疫研究)染色。

[0335] 实例2‑抗CTLA‑4mAb特异性结合表达人和恒河猴CTLA‑4的(原代)细胞

[0336] CTLA‑4特异性mAb结合原代人和恒河猴体外激活的CD4+T细胞中，但不结合从健康

供体中分离的天然PBMC

[0337] 从血沉棕黄层中分离出PBMC。简而言之，将血沉棕黄蛋白1:3稀释在PBS中，并装载

到Ficoll‑Paque  Plus(安玛西亚(Amersham))垫子上。样品在20℃下以800xg离心20分钟。

除去上层含血浆的相，并从血浆/Ficoll间相的明显白带中分离出单核细胞。

[0338] 使用MACS  CD4  T‑细胞分离试剂盒(美天旎生物科技(Miltenyi  Biotec))通过阴

性选择来纯化人外周CD4+T细胞。CD4+T细胞在R10培养基(含有2mM谷氨酰胺、1mM丙酮酸盐、

100IU/ml青霉素(glutamine)和链霉素(streptomycin)和10％FBS(生命科技(Life 

Technologies)的GIBCO))中用CD3/CD28  dynabeads(生命科技)加上50ng/ml  rhIL‑2(安迪

系统)体外激活3天，以上调CTLA‑4表达。使用非人类CD4微珠(美天旎生物科技)分离恒河猴

CD4+T细胞，并与50ng/ml  PMA(西格玛奥德里奇(Sigma‑Aldrich))和100ng/ml碘霉素

(Ionomycin)(西格玛奥德里奇)温育3天。
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[0339] 天然人或恒河猴PBMC、体外激活的人或恒河猴CD4+T细胞与指定浓度的抗CTLA‑

4mAb在4℃下温育20分钟，然后洗涤并用APC标记的抗人二抗(杰克逊免疫研究)染色。使用

BD  FACS  Verse通过FACS分析抗CTLA‑4mAb的结合。

[0340] 显示抗体与体外激活的人(图3)和恒河猴(图5)CD4+T细胞结合，但不与静止的

PBMC结合(图8)。与内源性表达CTLA‑4的T细胞的结合与用Yervoy(图3，顶行，虚线)合作为

阳性对照的来自BD生物科学的商业抗CTLA‑4FACS抗体(克隆BNI3；图3，底行)染色相似。

[0341] 如图4所示，人体外激活的CD4+T细胞的染色(黑线)可以完全被rhCTLA‑4‑Fc(灰

线)阻断，表明了抗体的特异性。在这种竞争性结合测定中，在与表达CTLA‑4的细胞温育之

前，将2μg/ml  Alexa  647标记的抗CTLA‑4mAb与重组人CTLA‑4‑Fc蛋白(50μg/ml)混合。通过

FACS检测IgG结合。

[0342] 表达人和恒河猴CTLA‑4的转染的293T细胞证实了所测试抗体的恒河猴交叉反应

性(cynocrossreactive)

[0343] 在转染的表达CTLA‑4的293T细胞上进一步证实了抗体的恒河猴交叉反应性。

[0344] 如图6所展示，CTLA‑4特异性抗体与表达人CTLA‑4的转染的细胞的结合可以被人

和恒河猴重组蛋白(均安迪系统)抑制。还显示抗体与表达恒河猴CTLA‑4的转染的细胞结合

(图7，上行)。这种结合可以被恒河猴重组蛋白再次阻断(底行，灰线)。

[0345] 执行与上述实例2中结合图4所述的竞争性测定相似的实验。

[0346] 预期缺乏直接的激动活性

[0347] 执行体外增殖测定以排除未预期的直接激动活性(例如由于非特异性结合)。

[0348] 使用MACS  CD4  T细胞分离试剂盒(美天旎生物科技)通过阴性选择从健康的PBMC

中纯化人外周CD4+T细胞，然后用CFSE(2μM，分子探针(Molecular  Probes))标记。在室温下

将抗体与F(ab')2山羊抗人IgG(Fc γ 片段特异性)或F(ab')2山羊抗小鼠IgG(Fc γ 片段特异

性)以IgG:F(ab')2＝1.5:1的摩尔比交联1小时。在37℃下用板结合的抗CD3(0.5μg/ml；克

隆UCHT1，安迪系统)和4μg/ml可溶性交联抗CTLA‑4或交联抗CD28(克隆CD28.2(生物传奇

(BioLegend))刺激1×105个纯化的人CD4+T细胞72小时。洗涤细胞，并用BV421缀合的抗

CD25抗体(克隆M‑A251，BD生物科学)染色。通过FACS分析CD25+/CFSE低分裂细胞的百分比。

[0349] 图9展示，与抗CD28刺激相反，所测试的抗CTLA‑4mAb均不诱导T细胞增殖。

[0350] 实例3‑CD80/CD86的抗CTLA‑4mAb嵌段配体结合

[0351] 配体阻断ELISA

[0352] 通过ELISA评估抗CTLA‑4IgG的配体阻断活性。为此，将重组人CTLA‑4‑Fc蛋白(安

迪系统)以1pmol/孔涂覆到96孔板(Lumitrac  600LIA板，葛雷纳)上。洗涤后，使滴定剂量的

抗CTLA‑4mAb结合1小时。分别以200nM和100nM(rhCD80和rhCD86；安迪系统)添加带有His标

签的配体，并将板进一步温育15分钟。洗涤后，用HRP标记的抗His抗体(安迪系统)检测结合

的配体。将Super  Signal  ELISA  Pico(赛默科技)用作底物，并使用Tecan  Ultra 

Microplate读板器分析板。

[0353] 如图10所示，测试的抗CTLA‑4抗体示出与Yervoy相似的配体阻断活性。

[0354] 体外功能性配体阻断

[0355] 对于SEB  PBMC测定，将来自健康供体的全部PBMC接种在96孔板(1×105个细胞/

孔)中，并在滴定剂量的抗CTLA‑4IgG存在下用1μg/ml葡萄球菌肠毒素B(Staphylococcus 
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enterotoxin  B，SEB，西格玛奥德里奇)刺激。根据制造商的说明，在第3天通过MSD

(Mesoscale)测量IL‑2分泌。

[0356] 显示抗体4‑E03和2‑C06增强IL‑2产生，并且显示其效力与Yervoy的效力相似。在

图11中，显示了6个中的一个表示性供体。

[0357] 实例4‑抗CTLA‑4mAb在体外和体内消耗表达CTLA‑4的细胞

[0358] 抗体依赖性细胞毒性(ADCC)

[0359] 使用经稳定转染以表达CD16‑158V等位基因和GFP的NK‑92细胞系执行ADCC测定

(购自Conkwest，加利福尼亚州圣地亚哥(San  Diego,CA)；Binyamin,L.等人,2008,《在抗淋

巴瘤治疗模型中，阻断NK细胞抑制性自我识别促进抗体依赖性细胞的细胞毒性(Blocking 

NK  cell  inhibitory  self‑recognition  promotes  antibody‑dependent  cellular 

cytotoxicity  in  a  model  of  anti‑lymphoma  therapy .)》《免疫学杂志(Journal  of 

immunology)》180,6392‑6401)。使用CD4+T细胞分离试剂盒(美天旎生物科技)从健康供体

的外周血中分离出CD4+靶T细胞。在37℃下用CD3/CD28  dynabeads(生命科技，塞默飞世尔

(Thermo  Fisher))和50ng/ml  rhIL‑2(安迪系统)刺激细胞48小时。将靶细胞与10μg/ml 
mAB一起在4℃下预温育30分钟，然后与NK细胞混合。将细胞在含有10mM  HEPES缓冲液、1mM

丙酮酸钠和10％FBS低IgG的RPMI  1640+GlutaMAX培养基(英杰公司(Invitrogen))中以2:1

效应子:靶细胞比率温育4小时。通过流式细胞术测定裂解。简而言之，在温育结束时，将细

胞悬浮液用BV510偶联的抗CD4(克隆RPA‑T4，BD生物科学)以及10nM  SYTOX  Red死细胞染色

剂(英杰公司)或可修复活力染料eFluor780(eBioscience)在黑暗中于4℃下染色20分钟，

并且然后使用FACSVerse(BD生物科学)分析细胞。

[0360] 与Yervoy相比，4‑E03显示在体外CTLA‑4+T细胞的缺失明显改善(图12)。

[0361] 原代患者材料上的CTLA‑4表达

[0362] 为了验证以上发现对抗CTLA‑4mAb消耗活性的翻译潜力，在原代患者材料上检查

了CTLA‑4表达。

[0363] 斯科讷大学医院伦理委员会(the  Ethics  Committee  of  University 

Hospital)已获得了使用临床样品的伦理批准。根据赫尔辛基宣言(the  Declaration  of 

Helsinki)提供了知情同意书。通过隆德斯科讷大学医院的妇产科和肿瘤科获得了样品。将

腹水评估为已分离的单细胞悬浮液。将肿瘤材料切成小块，并与DNase  I(西格玛奥德里奇)

和LiberaseTM(罗氏诊断(Roche  Diagnostics))在R10中于37℃下温育20分钟。机械破碎剩

余的组织，并与细胞悬浮液一起通过70μm细胞过滤器。对从腹水和肿瘤分离的细胞进行染

色。为了鉴定不同的T细胞亚群，使用了以下抗体：CD4‑BV510(RPA‑T4)、CD25‑BV421(M‑

A251)、抗CD127‑FITC(HIL‑7R‑M21)、CTLA‑4‑PE(BNI3)、CD8‑PeCy7(RPA‑T8)、CD3‑APC

(UCHT1)、CD45‑PercP‑Cy5.5(HI30)、小鼠IgG2a同种型、κ对照‑PE(G155‑178；全部来自BD生

物科学)。使用FACSVerse执行数据采集，并使用FlowJo分析数据。

[0364] 如图13所示，CTLA‑4在肿瘤内Treg细胞上表达最高，这使其成为消耗CTLA‑4特异

性抗体的良好靶标。

[0365] PBMC‑NOG/SCID模型

[0366] 为了证实CTLA‑4特异性抗体的消耗活性的体外发现，在体内PBMC‑NOG/SCID模型

中分析了抗CTLA‑4mAb的消耗能力。该模型基于完善的hu‑PBMC‑NOG模型( 等
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人 ,《临床实验免疫学(Clin  Exp  Immunol .)》2013年5月；172(2):300‑10 .doi:10 .1111/

cei .12051；Cox  J  H等人 ,《科学公共图书馆综合》2013年12月23日；8(12):e82944 .doi:

10.1371/journal.pone.0082944.eCollection  2013)，并如下所述在内部进行了修改。

[0367] 根据内政部的指导方针，将小鼠饲养并保存在当地的设施中。八周大的雌性CB 

17scid(Bosma  GC等人,《自然》1983年2月10日；301(5900):527‑30)和NOG(NOD/Shi‑scid/

IL‑2R γ null
；Ito  M等人,2002, 小鼠：用于植入人类细胞的优秀受体小鼠模

型(NOD/SCID/ γ mouse:an  excellent  recipient  mouse  model  for  engraftment  of 

human  cells.)《血液(Blood)》100(9):3175‑3182)小鼠由泰康利(Taconic)(丹麦邦霍特

(Bomholt,Denmark)))提供，并保存在当地的动物设施中。对于PBMC‑NOG/SCID(原代人异种

移植)模型，使用Ficoll  Paque  PLUS分离人PBMC，并且洗涤后将细胞以75×106个细胞/ml

重悬于无菌PBS中。向NOG小鼠静脉注射200μl细胞悬浮液，对应于15×106个细胞/小鼠。注

射后2周，将脾分离并制成单细胞悬浮液。此后，取少量样品以通过FACS确定CTLA‑4在人T细

胞上的表达。如图13所指示，与其他T细胞相比，CTLA‑4在Treg细胞上的表达更高，反映了人

类患者的情况。将大多数细胞以50×106个细胞/ml重悬于无菌PBS中。向SCID小鼠腹膜内注

射200μl悬浮液，对应于10×106
个细胞/小鼠。1小时后，将小鼠用10mg/kg的抗CTLA‑

4hIgG1、Yervoy或同种型对照单抗处理。24小时后收集小鼠的腹膜内液。使用以下标志物通

过FACS鉴定和定量人T细胞亚群：CD45、CD4、CD8、CD25、CD127(均来自BD生物科学)。

[0368] 所有测试的抗体均显示与Yervoy相似或更好的Treg消耗活性。其他T细胞群体，如

CD8+效应T细胞，未受到影响(图14)。

[0369] 实例5‑选择的替代抗体m5‑B07显示与4‑E03相同的功能特性

[0370] 在一些实例中，特别是在体内实例中，已经使用了mIgG2a形式的抗体克隆5‑B07

(也表示为m5‑B07)。这是小鼠抗体，是本文公开的人抗体的替代抗体。由于它结合鼠CTLA‑4

并因此阻断了配体结合，因此已被选择为替代抗体(图16A‑B)。此外，它还显示了Treg消耗

活性(图16C‑D)。

[0371] 配体阻断ELISA

[0372] 通过ELISA评估5‑B07的配体阻断活性。为此，将重组小鼠CTLA‑4‑Fc蛋白(北京义

翘神州生物技术有限公司(Sino  Biological  Inc.))以1pmol/孔涂覆到96孔板(Lumitrac 

600LIA板，葛雷纳)上。洗涤后，使滴定剂量的抗CTLA‑4mAb结合1小时。分别以200nM和100nM

(rmCD80和rmCD86；北京义翘神州生物技术有限公司)添加带有His标签的配体，并将板进一

步温育15分钟。洗涤后，用HRP标记的抗His抗体(安迪系统)检测结合的配体。将Super 

Signal  ELISA  Pico(赛默科技)用作底物，并使用Tecan  Ultra  Microplate读板器分析板。

[0373] 如图16所示，抗体阻断(A)CD80和(B)CD86与其配体CTLA‑4的结合。

[0374] 体内Treg消耗活性

[0375] 如下所述，在CT26肿瘤模型中研究了CTLA‑4特异性抗体对体内肿瘤中T细胞亚群

的影响。

[0376] 根据内政部的指导方针，将小鼠饲养并保存在当地的设施中。泰康利(丹麦邦霍

特)提供六到八周大的雌性Balb/C，并保存在当地的动物设施中。CT26细胞(ATCC)在补充

10％FCS的谷氨酰胺(glutamax)缓冲的RPMI中生长。当细胞半汇合时，将它们与胰蛋白酶分

离，并以10×106个细胞/ml重悬于无菌PBS中。向小鼠皮下注射100μl细胞悬浮液，对应于1
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×106个细胞/小鼠。如图所示，当肿瘤达到约7×7mm时，每周两次用10mg/kg的所示抗体腹

膜内处理小鼠。第三次施用后，将肿瘤切开，机械地分成小块，并用100μg/ml释放酶(罗氏

(Roche))和100μg/ml脱氧核糖核酸酶(西格玛)的混合物于37℃下消解2×5分钟，之间放置

Vortex。然后用含有10％FBS的PBS洗涤细胞悬浮液(400g，10分钟)。之后，将细胞重悬于

MACS缓冲液中，并用抗体组染色的CD45、CD3、CD8、CD4和CD25(均来自BD生物科学)染色。染

色前，使用100μg/ml  IVIG阻断细胞的非特异性结合。使用FACS  Verse(BD生物科学)分析细

胞。小鼠Treg细胞被鉴定为CD45+CD3+CD4+CD25+细胞。

[0377] 如图16C所示，与其他CTLA‑4特异性n‑CoDeR抗体和众所周知的市售克隆9H10相

比，小鼠IgG2a格式的5‑B07介导与D)增加的CD8/Treg比率相关的肿瘤中的Treg缺失。

[0378] 实例6‑表达抗CTLA4  mAb(COPTG19385)或抗CTLA4  mAb和GM‑CSF(COPTG19384)的

病毒的生成、转基因表达和遗传稳定性的表征

[0379] COPTG19384和COPTG19385是编码单克隆抗体抗CTLA4(4‑E03)的痘苗病毒(哥本哈

根株)。COPTG19384进一步编码人类GM‑CSF。更具体地说，COPTG19384和COPTG19385都对胸

苷激酶(TK，J2R基因座)和核糖核苷酸还原酶(RR，I4L基因座)活性有缺陷。如图17所示，在

p7.5K启动子(SEQ  ID  NO:59)的控制下编码4‑E03重链(HC；SEQ  ID  NO:54)的表达盒插在

J2R基因座处，并在p7.5K启动子SEQ  ID  NO:59的控制下编码4‑E03  IgG的轻链(LC，SEQ  ID 

NO:53)的表达盒置于I4L基因座。对于COPTG19384，在pSE/L启动子(SEQ  ID  NO:61)的控制

下，编码人GM‑CSF(SEQ  ID  NO:56)的表达盒也置于I4L基因座。

[0380] 使用相同的启动子(p7.5K)控制HC和LC的表达，以使两条链达到相同的表达水平，

并且因此将抗体作为异四聚体蛋白进行最佳组装(即避免过量的非相关链)。然而，抗体两

条链的相同启动子不能将它们插入相同的基因座(相同的DNA序列会增加重组的风险，然后

消除转基因)。因此，编码4‑E03  HC的盒插在J2R基因座处，并且编码4‑E03  LC的盒插在I4L

基因座处。但在不同启动子(pSE/L)下编码GM‑CSF转基因的盒也插入I4L基因座中，就像抗

体轻链一样。

[0381] COPTG19384的生成

[0382] 痘苗病毒转移质粒pTG19339和pTG19341被设计为允许通过同源重组分别在痘苗

病毒基因组的J2R和I4L基因座中插入核苷酸序列。它们源自质粒pUC18，在其中克隆了J2R

(pTG19339)或I4L(pTG19341)基因座周围的侧翼序列(BRG和BRD)。每个质粒还含有p7.5K启

动子。

[0383] 产生了含有4‑E03抗体的HC基因的1436bp的名为“片段HC”的合成片段。在pSE/L控

制下通过合成方式产生含有4‑E03抗体的LC基因和hGM‑CSF基因的片段“LC片段”并插入质

粒载体中。编码序列针对人密码子使用进行了优化，在ATG起始密码子之前添加了Kozak序

列(ACC)，在终止密码子之后添加了转录终止子(TTTTTNT)。此外，排除了一些模式：

TTTTNTT、GGGGG、CCCCC，它们在痘病毒中表达有害。

[0384] 通过同源重组将HC片段插入受Pvu  II限制的pTG19339中，得到pTG19367。携带LC

的质粒受到SnaB1的限制，并且通过同源重组将所得片段“LC‑GMCSF”插入受Pvu  II限制的

pTG19341中，得到pTG19384。在该质粒中，将表达盒从头到尾插入重组臂之间，从而在痘苗

病毒基因组的I4L基因座中实现同源重组。

[0385] COPTG19384是在鸡胚成纤维细胞(CEF)上通过两次连续同源重组以连续插入I4L
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和J2R基因座中并通过使用COPTG19156作为亲本病毒以及两个转移质粒pTG19367和

pTG19384生成的。从12天大的SPF胚卵(查尔斯河(Charles  River))中分离出CEF。机械地撕

开胚胎，溶解在Tryple  Select溶液(英杰)中，并在补充有5％FCS(Gibco)和2mM  L‑谷氨酰

胺的MBE(基于伊格尔的培养基；Gibco)中进行培养。

[0386] 转移质粒和亲本痘苗病毒之间的同源重组使得能够生成失去GFP和mCherry表达

盒并获得抗体和GM‑CSF表达盒的重组痘苗病毒。COPTG19156在其I4L基因座中含有mCherry

基因的表达盒，并且在其J2R基因座中含有GFP基因的表达盒。转移质粒pTG19367与亲本

COPTG19156之间的同源重组使得能够生成失去其GFP表达盒并获得4‑E03重链表达盒的重

组痘苗病毒，并且通过分离红色荧光噬菌斑来执行选择。这种中间重组病毒(COPTG19367)

被用作亲本病毒进行了第二轮与pTG19384作为转移质粒的同源重组，以生成失去其

mCherry表达盒并获得4‑E03轻链和GM‑CSF表达盒的重组痘苗病毒。COPTG19384(图17)的选

择是通过分离白色非荧光噬菌斑来执行的。

[0387] 在两个F175烧瓶中的CEF上扩增COPTG19384的病毒原种，以生成适当的病毒原种，

将其等分并储存在‑80℃下直至使用。在CEF细胞上滴定病毒原种并且感染滴度以pfu/mL表

示，并用下式计算：裂解区域数×稀释倍数×4。为了说明目的，产生的病毒原种滴定6.8×

106pfu/mL。通过PCR使用适当的引物对来分析该原种以验证表达盒和重组臂的完整性。还

通过对两个表达盒的测序来分析原种。测序结果的比对显示与理论预期序列的100％同源

性。如果需要，使用常规技术(例如，如WO2007/147528中所述)纯化病毒制剂。

[0388] COPTG19385的生成

[0389] 痘苗病毒转移质粒pTG19339和pTG19341被设计为允许通过同源重组分别在痘苗

病毒基因组的J2R和I4L基因座中插入核苷酸序列。它们源自质粒pUC18，在其中克隆了J2R

(pTG19339)或I4L(pTG19341)基因座周围的侧翼序列(BRG和BRD)。每个质粒还含有p7.5K启

动子。

[0390] 产生了含有4‑E03抗体的HC基因的1436bp的名为“片段HC”的合成片段。编码序列

针对人密码子使用进行了优化，在ATG起始密码子之前添加了Kozak序列(ACC)，在终止密码

子之后添加了转录终止子(TTTTTNT)。此外，排除了一些模式：TTTTNTT、GGGGG、CCCCC，它们

在痘病毒中表达有害。

[0391] 通过同源重组将HC片段插入受PvuII限制的pTG19339中，得到pTG19367。

[0392] 通过在质粒pTG19384(如上所述)中在pSE/L的控制下消除编码hGM‑CSF基因的盒，

获得含有仅编码4‑E03轻链的表达盒的质粒。pTG19384受NheI和XbaI(相容的内聚末端)限

制，并重新连接，得到pTG19385。

[0393] COPTG19385是在鸡胚成纤维细胞(CEF)上通过两次连续同源重组以连续插入J2R

和I4L基因座中并通过使用COPTG19156作为亲本病毒以及两个转移质粒pTG19367和

pTG19385生成的。从12天大的SPF胚卵(查尔斯河)中分离出CEF。机械地撕开胚胎，溶解在

Tryple  Select溶液(英杰)中，并在补充有5％FCS(Gibco)和2mM  L‑谷氨酰胺的MBE(基于伊

格尔的培养基；Gibco)中进行培养。

[0394] 转移质粒和亲本痘苗病毒之间的同源重组使得能够生成失去GFP和mCherry表达

盒并获得抗体表达盒的重组痘苗病毒。COPTG19156在其I4L基因座中含有mCherry基因的表

达盒，并且在其J2R基因座中含有GFP基因的表达盒。转移质粒pTG19367与亲本COPTG19156
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之间的同源重组使得能够生成失去其GFP表达盒并获得4‑E03重链表达盒的重组痘苗病毒，

并且通过分离红色荧光噬菌斑来执行选择。这种中间重组病毒(COPTG19367)被用作亲本病

毒，进行了第二轮与pTG19385作为转移质粒的同源重组，以生成失去其mCherry表达盒并获

得4‑E03轻链表达盒的重组痘苗病毒。COPTG19385的选择是通过分离白色非荧光噬菌斑来

执行的。

[0395] 在两个F175烧瓶中的CEF上扩增COPTG19385的病毒原种，以产生适当的病毒原种，

将其等分并保存在‑80℃下直至使用。在CEF细胞上滴定病毒原种，并且感染滴度以pfu/mL

表示，并通过下式计算：裂解区域数×稀释倍数×4。为了说明目的，产生的病毒原种滴定

1.04×107pfu/mL。通过PCR使用适当的引物对来分析该原种以验证表达盒和重组臂的完整

性。还通过对两个表达盒的测序来分析原种。测序结果的比对显示与理论预期序列的100％

同源性。如果需要，使用常规技术(例如，如WO2007/147528中所述)纯化病毒制剂。

[0396] 转基因的表达

[0397] 通过蛋白质印迹(WB)在被COPTG19384感染的CEF细胞的上清液中评估了4‑E03单

克隆抗体的病毒介导的表达，并与重组产生的抗体(40ng  4‑E03)进行比较。WB可以允许可

视化不结合CTLA4的非功能性分子(例如，分子链装配不完整的分子、聚集体)的存在。CEF细

胞以MOI  0.05一式三份地被COPTG19384病毒原种感染。48小时后收获细胞上清液，并在非

还原条件下电泳后并使用抗Ig(左印迹)或抗轻链(右印迹)HRP偶联抗体通过WB进行分析。

图18A中所示的结果表明，在非还原条件下，感染的CEF产生的mAb的WB图谱与纯化的4‑E03

的WB图谱接近，表观大小介于100至150kDa之间，表明正确的链折叠和组装。

[0398] 用ELISA对功能性分泌的4‑E03抗体和GM‑CSF的上清液进行定量。ELISA允许定量

地测量细胞上清液中产生的功能性多肽的量。VVTG17137用作阴性对照。它是在J2R和I4L基

因座中缺失、编码自杀基因FCU1的痘苗病毒(哥本哈根毒株)(在WO2009/065546中进行了描

述)。

[0399] 为了估计4‑E03抗体，通过在4℃下过夜温育，将微孔板涂覆100μL/孔的0.25μg/mL
的CTLA4‑Fc。温育后，弃去涂覆溶液，添加阻断溶液，并将板在室温下温育1至2小时，然后洗

涤。将4‑E03校准标准品(0.097至100ng/mL)或稀释在阻断溶液中的样品(一式三份)添加到

孔中，并将板在37℃下温育2小时，然后洗涤。将稀释在阻断溶液中的HRP偶联抗体添加到每

个孔中，并将板在37℃下温育1小时，然后洗涤。与TMB溶液在室温下在黑暗中温育30分钟

后，添加H2SO4  2M(终止溶液)以终止酶促反应。在微孔板读取仪上于450nm读取吸光度。将吸

光度对校准标准品的抗体浓度作图。如图18B所示，在被COPTG19384感染的细胞中产生功能

性4‑E03mAb，达到浓度接近1μg/mL。
[0400] 还使用 ELISA(安迪系统Ref  SGM00)在相同的上清液中评估了病毒介

导的GM‑CSF表达。简而言之，此测定使用两种抗hGM‑CSF抗体。用于捕获样品中的hGM‑CSF的

第一抗体涂覆在96孔板的孔表面上。将第二抗体偶联并添加到溶液中的板中以检测捕获的

hGM‑CSF。然后通过从用试剂盒提供的一些纯化的hGM‑CSF建立的校准曲线中内插来计算样

品中的hGM‑CSF的浓度。如图19所示，GM‑CSF的表达水平约为6μg/mL。
[0401] 总之，检测到两种转基因的浓度均等于或高于1μg/mL，表明令人满意的表达水平。

[0402] 遗传稳定性：

[0403] 病毒在无血清培养基中的CEF上传代五次，感染复数(MOI)为10‑4后，执行遗传稳定
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性测试。将P5代稀释并接种在60mm培养皿中的CEF细胞上，以获得每个培养皿20至40个病毒

噬菌斑。分离出一百个病毒噬菌斑并传代培养。一个扩增循环后，将分离的病毒噬菌斑接种

在CEF细胞上，并通过PCR和ELISA进行测试。PCR分析和转基因表达显示，超过90％的克隆具

有正确的特征。由于产品临床开发的接受标准是遗传稳定性优于或等于90％，因此

COPTG19384被认为具有遗传稳定性。

[0404] 实例7‑COPTG19384的体外表征

[0405] 肝细胞中的复制研究：表达抗CTLA4  mAb和GM‑CSF的病毒的肿瘤选择性

[0406] COPTG19384携带两个基因缺失，它们编码参与核苷酸代谢的病毒酶(TK和RR)。当

起作用时，这些酶可使病毒在大多数细胞的细胞质中复制，包含处于静止状态的细胞(即可

用的核苷酸库低)。在原代和恶性细胞中执行了宿主范围研究，以验证不同转基因在J2R和

I4L基因座中的插入不会改变宿主范围的选择性。在正常的原代人细胞(肝细胞，由

Biopredic制备)和来自相同器官的肿瘤细胞(来自肝癌的HepG2，HBCC‑8065TM)上评估

COPTG19384的复制。对于非选择性痘苗病毒和重组双缺失VVTG17137病毒(在J2R和I4L基因

中缺失，且自杀FCU1基因代替J2R插入)，计算复制率和治疗指数，并与作为参考物的野生型

哥本哈根痘苗(COP  WT，无任何缺失的病毒)的复制率和治疗指数进行比较。测定了两个批

次，一个研究批次(批次1)和一个以GMP方式产生的批次(批次2)。将复制速率确定为温育结

束时总感染颗粒/初始感染颗粒(接种物)的比率。每种病毒的治疗指数确定为比率：HepG2

细胞上的复制率/肝细胞上的复制率。该比率越高，病毒对肿瘤细胞的选择性越好。

[0407] 原代肝细胞在补充有用于肝细胞培养基的1.6％添加剂的基础肝细胞培养基中生

长。HepG2以4E+05个细胞/孔接种在12孔板中，并与5％CO2于37℃下温育24小时。在感染之

前，除去培养基，并将70pfu/孔的对于肝细胞在PBS中或对于HepG2在补充FCS的PBS中的病

毒添加到每个孔中。将感染的细胞与5％CO2于37℃下温育30分钟，然后添加1 .5mL/孔的培

养基。将板在37℃下与5％CO2温育3天，然后储存在‑80℃下。然后，将板解冻，并在韦罗细胞

上滴定之前，以40％的振幅超声处理孔30秒。

[0408] 正常人肝细胞中的复制率：

[0409] 选择正常的肝细胞来监测COPTG19384在正常人细胞中的能力，因为这些原代细胞

可以直接从供体中定期获得。在那些细胞中，COP  WT传播良好，复制率超过50,000(图20A)。

换句话说，每个初始感染病毒颗粒产生约50 ,000个新病毒。在两种重组双缺失病毒(即

VVTG17137和COPTG19384)的情况下，根据病毒或病毒的批次，该复制速率显著降低到5至15

(图20A)。最后的结果表明在VVTG17137和COPTG19384之间保留了由两个缺失导致的向正常

细胞的减毒复制。

[0410] 肿瘤细胞HepG2中的复制率：

[0411] 选择HepG2细胞来监测COPTG19384在肿瘤人细胞中复制的能力，因为这些细胞是

正常肝细胞的恶性对应物。在那些细胞中，无论测试的初始病毒是什么，测试的五种病毒的

复制率都非常相似，达到约100,000个新病毒(图20B)。因此，VVTG17137和COPTG19384中的

双重缺失以及转基因的载体化都不会损害它们在恶性细胞中复制的能力。

[0412] 治疗指数：

[0413] 如图20C所示，COP  WT的计算指数仅为二，表明COP  WT对肿瘤细胞与正常细胞的选

择性差。相反，对于VVTG17137和COPTG19384(以及两份测试的病毒)，该指数从8.2E+03至
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1.8E+04不等。这证实了两种重组病毒对肿瘤细胞与正常细胞具有相同的良好选择性。

[0414] 这些结果表明，COPTG19384和VVTG17137在肿瘤细胞和健康细胞上都具有非常相

似的复制特性。与COP  WT相比，它们在肿瘤Hep  G2上的复制是相似的，而在健康肝细胞上则

受到很大的损害。因此，两个基因(J2R和I4L)的缺失限制了缺失的病毒向包含肿瘤细胞在

内的增殖细胞(即具有高核苷酸库)的复制。由于转基因表达和复制紧密相连，因此

COPTG19384是用于选择性地将治疗性蛋白质递送到肿瘤中的有效载体。

[0415] 在CEF和LoVo上的复制测定：

[0416] 在从11或12天大的无特定病原的胚卵(查尔斯河)分离的CEF(生产者细胞)和肿瘤

人细胞系(LoVo； CCL‑229TM)上评估COPTG19384的复制。将CEF和LoVo细胞制成悬浮

液，并且对于CEF以MOI为10‑3且对于LoVo为10‑2进行感染(每个细胞和每个时间点三个孔)。

在不同的温育时间之后，在韦罗细胞(CCL‑81TM)上进行病毒滴定。将COPTG19384复制与作为

基准的VVTG17137的复制进行比较。结果显示，COPTG19384和VVTG17137的复制在CEF和LoVo

中均相似(数据未示出)。

[0417] 在重建的人皮肤上的复制测定：

[0418] 还在重建的人皮肤(T‑SkinTM/人体全厚度皮肤模型)上评估COPTG19384的复制。从

(EPISKIN  SA)获得的三十六个T‑SkinTM样品在6孔板中培养，并保存在新鲜的培养基中。将

VVTG17137和COPTG19384分配到每个孔中(一式三份)，以参与的最终的浓度(即101
至

105pfu/孔)。还测试了不含病毒的培养基的阴性对照(模拟物)。将板在37℃下与5％CO2温育

7天并且收集T‑SkinTM样品并切成两片。使用韦罗细胞进行病毒滴定，在两片之一上确定感

染滴度。图21显示COPTG19384在重建皮肤中的复制程度与基准VVTG17137相同，支持GM‑CSF

和4‑E03  mAb的载体化都不会改变痘苗病毒在人重建皮肤上的复制行为这一事实。

[0419] 溶瘤测定

[0420] 溶瘤活性表示所测试的病毒样品对肿瘤细胞的裂解活性。通过在不同肿瘤细胞系

上温育5天后对细胞活力进行定量来评估：人大肠腺癌细胞系LoVo( CCL‑229TM)、人

胰腺肿瘤细胞系MIA  PaCa‑2( CCL‑1420)和人肝癌细胞系HepG2( HBCC‑

8065TM)。COPTG19384溶瘤活性与作为基准的VVTG17137的溶瘤活性进行比较。还接种了对应

于未感染细胞的阴性对照(模拟物感染的细胞)。

[0421] 制备细胞、分配在艾本德(Eppendorf)管中(1.2×106个细胞/管)，然后以MOI为10
‑5
至10‑2感染病毒并在37℃下温育30分钟。将适当的完全培养基添加到艾本德管中，并将该

悬浮液的等分试样添加到含有2mL适当的完全培养基的6孔板的每个孔中(一式三份)。将板

在37℃下与5％CO2温育5天，并在Vi‑Cell计数器上测定细胞活力。结果表示为模拟物感染

的细胞的细胞活力的百分比。还回收细胞上清液用于确定4‑E03  mAb和GM‑CSF的浓度。图22

显示，在所评估的三种肿瘤细胞系中，COPTG19384和VVTG17137的溶瘤活性相似。

[0422] 转基因的表达水平

[0423] 通过ELISA(如实例6中所述)在溶瘤活性确定(以可变MOI感染5天)后回收的HepG2

和LoVo细胞的培养上清液中测量4‑E03单克隆抗体和GM‑CSF的表达水平。

[0424] 还通过ELISA(见实例6)在分别在以下条件下培养的5种细胞系的上清液中测量4‑

E03和GM‑CSF的表达水平：人胃癌细胞系Hs‑746  T( HTB‑135TM)、人卵巢肿瘤细胞系
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SK‑OV‑3( HTB‑77TM)、人胰腺癌细胞系MIA  PaCa‑2( CCL‑1420)、人结肠直肠

腺癌细胞系LoVo( CCL‑229TM)和人结肠直肠癌细胞系HCT  116( CCL‑

247TM)。将每种细胞系在6孔板(106个细胞/孔)中培养(一式三份)并在37℃下与5％CO2温育

24小时，然后以MOI  0.05感染。然后在感染后48小时回收细胞上清液，用于确定4‑E03  mAb

和GM‑CSF的浓度。如预期的那样，MOI、感染后时间和细胞系是影响感染细胞的上清液中转

基因表达水平的重要参数。图23A显示，当被COPTG19384感染时，相当许可复制(HepG2)和相

当抵抗的(LoVo)肿瘤细胞系能够在其培养上清液中产生大约相同量的4‑E03  mAb和GM‑

CSF。然而，HepG2的最大表达量要比LoVo低MOI  10倍。此外，对于测试的5种肿瘤细胞系，对

于4‑E03  mAb和GM‑CSF，转基因的表达分别高于0.1和高于1μg/mL(图23B)。要注意的是，用

于测量4‑E03  mAb浓度的ELISA测定使用抗原CTLA4捕获抗体。换句话说，通过这种测定法测

量的抗体是至少部分功能性的(即识别其抗原，抗体的其他功能由Fc部分承担)，

[0425] 4‑E03  mAb的纯化和糖基化特征分析

[0426] 为了从感染的细胞中产生大量的4‑E03  mAb，将含约4.7  107Mia‑PACA细胞/瓶的

15个F175烧瓶以MOI  0.01用COPTG19384感染，并温育72小时。收获MIA  Paca‑2细胞培养上

清液(约450mL，含670μg  mAb  4‑E03，如通过ELISA确定)，汇集并通过离心进行澄清，以除去

大部分细胞碎片。将澄清的上清液在0.2μm过滤器上过滤，并添加2mM  EDTA(以抑制可能的

金属蛋白酶)和20mM  Tris  pH7.5(以提高pH)。然后将过滤的上清液通过protA  Hitrap色谱

柱(GE医疗(GE  Healthcare)，编号17‑5079‑01)。转移色谱柱并连接到Purifier  FPLC(GE医

疗)并应用净化程序(THM/ProtA1mL注射循环frac  bleu)。在添加含或不含β‑巯基乙醇(用

于还原或不还原mAb的二硫键)的Laemlli缓冲液(伯乐(Biorad))后，将含有mAb的洗脱级分

装载到NuPage  Bis‑Tris凝胶4‑12％(Thermo  NP0323)上。凝胶用InstantBlue(Expedeon，

ISB1L)染色。汇集对应于洗脱主峰的三个级分，并且在针对配制缓冲液透析之后，通过在

280nm处的吸光度确定抗体浓度。纯化的mAb的最终浓度为0.29mg/mL。

[0427] 第一个表征是在还原和非还原条件下通过电泳评估链组装。在非还原条件下，2条

轻链和2条重链组装以形成天然和功能性抗体。看起来，来自感染的MIA  PaCa‑2的纯化的4‑

E03和重组产生的4‑E03在还原和非还原条件下均具有不可区分的电泳图谱。换句话说，来

自感染的MIA  PaCa‑2的纯化的4‑E03具有预期的轻链和重链比，并正确组装为2个轻链和2

个重链异四聚体。质谱分析也证实了该异四聚体的存在。对纯化的mAb进行质谱分析，以进

行糖基化分析。简而言之，用IdeS蛋白酶消解或不消解mAb，所述IdeS蛋白酶特异性裂解铰

链处的IgG(产生F(ab')2和Fc部分)。确定携带N‑糖基化的整个抗体或Fc部分的质量，并且

将每个质量与根据Fc的一级序列和糖基化模式计算的理论质量拟合。从感染的MIA  PaCa‑2

纯化的4‑E03  mAb的糖基化图谱与重组产生的和纯化的4‑E03以及作为临床中使用的人

IgG1的基准的MabThera的糖基化图谱进行比较。结果显示，从感染的MIA  PaCa2产生的4‑

E03的糖基化图谱与两种抗体参考物的糖基化图谱不同，其中大多数G0F(88％)，而重组4‑

E03和MabThera具有典型的G0F、G1F和G2F分布的相似糖基化图谱。然而，MIA  PaCa‑2被怀疑

是纯化的4‑E03  mAb中低G1F和G2F物种的原因，因为低水平的Beta‑1,4‑半乳糖基转移酶1

转录物可能是缺乏在MIA  PaCa‑2中表达的4‑E03的半乳糖基部分的原因(因此缺少G1f和

G2F)。

[0428] 还从在CEF上产生的COPTG19384的纯化期间回收的渗透物中执行了相同类型的纯
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化，随后是质量分析。结果显示，来自感染的CEF的4‑E03的糖基化图谱与MabThera或重组4‑

E03的糖基化图谱非常十分相似。这一最新结果表明，所用细胞系比感染本身对抗体的糖基

化图谱影响更大。

[0429] 从感染的MIA  PaCa‑2细胞的上清液纯化的4‑E03(4‑E03  TG)还表现出与通过CHO

(研究批次)或HEK(毒素批次)细胞重组产生的4‑E03相同的结合特性(图24和25)。通过

ELISA(实例1中所述)以测试与重组人(图24A)人和(图24B)恒河猴CTLA‑4蛋白的结合表明

这一点。其中测试了与(图25A)人和(图25B)恒河猴CTLA‑4表达细胞的结合(见实例1和2)的

FACS分析证实了不同的4‑E03批次具有相似的交叉反应性和结合亲和力。

[0430] GM‑CSF糖基化和二硫键模式

[0431] 为了研究糖基化模式和一些二硫键的存在，用COPTG19384感染了不同的人肿瘤细

胞系，并用相同的WB方法对其上清液进行分析。以MOI  0.01感染MIA‑Paca‑2、LoVo、HepG2和

HCT116细胞，并在无血清的培养基中温育72小时。收获培养上清液，通过离心进行澄清，然

后在0.2μm过滤器上过滤。将上清液储存在‑20℃下直至分析。通过添加8μl  Rapid  PNGase 

F缓冲液5X进行处理，随后在75℃下温育5分钟。然后添加一μL  PNGase  F(以从糖蛋白中去

除N‑聚糖)，并将混合物在50℃下温育30分钟。在进行蛋白质印迹之前，通过添加5μL含或不

含β‑巯基乙醇(还原和非还原条件)Laemmli缓冲液×4来制备二十五μL样品。使用Amersham 

ECL  Prime  Western  Blotting检测免疫复合物，并用Molecular  Imager  ChemiDOC  XRS(伯

乐)记录化学发光。

[0432] 来自感染的HCT116、LoVo和MIA  PaCa‑2的GM‑CSF展示出相同的糖基化模式，而感

染的HepG2产生的GM‑CSF作为非N‑糖基化分子迁移。这些结果表明，由COPTG19384感染的人

肿瘤细胞产生的GM‑CSF具有预期的翻译后修饰(即二硫键和N‑糖基化)。然而，这些修饰可

能因用于感染的肿瘤细胞系及其特定的代谢状态而异。

[0433] 实例8：肿瘤内注射COPTG19384后的药代动力学

[0434] 在LoVo异种移植模型中肿瘤内(胸腔内)注射痘苗病毒后，抗CTLA4抗体、GM‑CSF和

病毒在肿瘤和血流中的表达的动力学。

[0435] 方案

[0436] 将5×106
个细胞LoVo细胞植入瑞士裸鼠 (法国查尔斯河(Charles  River ,

France))的右侧腹。约两周后当肿瘤体积达到约120mm3时，将小鼠随机分为6组，每组15只

动物。

[0437] ·来自第1组的小鼠在第0天(治疗的第一天)接受胸腔内施用剂量为1×104pfu/

小鼠的COPTG19384。

[0438] ·来自第 2组的小鼠 在第 0天接受胸腔内施用剂量为1×1 0 5 pf u/小鼠的

COPTG19384。

[0439] ·来自第 3组的小鼠 在第 0天接受胸腔内施用剂量为1×1 0 4 pf u/小鼠的

VVTG17137。

[0440] ·来自第 4组的小鼠 在第 0天接受胸腔内施用剂量为1×1 0 5 pf u/小鼠的

VVTG17137。

[0441] ·来自第5组的小鼠在第0天接受腹膜内(i.p.)施用剂量为3mg/kg的4‑E03。

[0442] ·来自第6组的小鼠在第0天接受腹膜内施用剂量为3mg/kg的伊匹木单抗
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(Yervoy)。

[0443] 在第1、3、6、10和20天收集3只动物的肿瘤和血液。称重肿瘤并均质化以立即处理。

收集四分之一的均质化肿瘤用于病毒滴定，并将剩余的悬浮液离心，并将上清液储存在‑20

℃下直至使用。将血液分为两部分：将一部分添加到肝素管(25IU/100μL的血液)中进行滴

定测定，并于‑80℃下冷冻直至分析。从另一部分产生澄清的血清，并储存在‑20℃下直至使

用。通过在韦罗细胞上滴定来确定肿瘤和血液样本中的病毒滴度。

[0444] LoVo模型中病毒复制的动力学：

[0445] 在LoVo模型中，其中以两种剂量(1×104或1×105pfu)注射COPTG19384一次，监测

病毒复制并与在相同条件下注射的VVTG17137进行比较。图26中展示的结果显示，在每个时

间点测得的病毒滴度的三个值的重大分散。无论如何，结果还显示，从注射后的第3天到最

多20天，两种病毒和两种剂量的病毒均会在肿瘤中复制并维持相对高的滴度/g肿瘤。对给

定的时间点，病毒的两种剂量之间或所用的两种病毒之间的病毒滴度没有明显差异。有趣

的是，除了一个样品，其中仅检测到13pfu/mL(数据未示出)(VVTG17137，在第10天的剂量：1

×107pfu)之外，所有血液样品均对病毒检测呈阴性。

[0446] 这些结果一起表明，一次胸腔内注射1×104或1×105pfu后，病毒的复制在LoVo肿

瘤中维持了至少20天，并且在血流中几乎检测不到。必须指出的是，LoVo异种移植模型非常

有利于病毒复制，因为它使用了免疫系统严重受损且因此抗病毒活性有限的人肿瘤细胞和

瑞士裸鼠。

[0447] LoVo模型中转基因表达的动力学：

[0448] 如预期的那样，对于4‑E03  mAb(图27A)和GM‑CSF(图27B)，在肿瘤中转基因表达的

动力学紧随病毒复制的动力学，在第6天或第10天达到最大浓度(Cmax)。在单次注射4‑

E03mAb(或伊匹木单抗)的情况下，在第一个时间点(第1天)观察到肿瘤和血液中的Cmax，并

且此后测得的mAb浓度与小鼠中人IgG1的药代动力学一致(图28)。

[0449] 此外，COPTG19384处理后(对于两种剂量)，在Cmax及其后(即注射后6‑10至20天)

进入肿瘤的4‑E03浓度比以治疗剂量为3mg/kg单次注射4‑E03后高约10倍(图27A)。相反，在

COPTG19384处理后，mAb的血液浓度始终低于腹膜内注射3mg/kg的4‑E03后测得的浓度(图

28A)。该结果表明，mAb的载体化允许在肿瘤中达到高浓度而不会超过或甚至达到在mAb的

治疗剂量下获得的血液浓度。

[0450] COPTG19384处理后，GM‑CSF的表达动力学遵循用4‑E03观察到的动力学(图27B)。

有趣的是，对于相同样品，测得的肿瘤中GM‑CSF的水平低于4‑E03的水平，但是被

COPTG19384感染的体外LoVo表达的GM‑CSF比4‑E03高两倍。与4‑E03相比，GM‑CSF的血液浓

度也非常低(图28B)。该结果与GM‑CSF的体内半衰期一致，GM‑CSF的体内半衰期与人IgG1的

体内半衰期相比非常短。

[0451] 这些结果表明，在以最小的全身暴露量胸腔内注射COPTG19384后，载体化的抗体

和GM‑CSF主要在肿瘤中表达。这些结果证实，载体化特别适合于具有毒理学(例如抗CTLA4)

或药代动力学(例如GM‑CSF)问题的转基因。

[0452] 在CT26同基因模型中肿瘤内注射痘苗病毒后，抗CTLA4抗体、GM‑CSF和病毒在肿瘤

和血流中的表达的动力学

[0453] 在CT26具有免疫能力的鼠模型中评估病毒活性需要生成几种编码带有或不带有
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鼠GM‑CSF的鼠抗mCTLA4的替代病毒：

[0454] ·COPTG19407是痘苗病毒(哥本哈根株)，其含有在J2R基因座处在p7.5启动子下

编码鼠m5‑B07  IgG2的重链(SEQ  ID  NO:63)的表达盒，以及在I4L基因座处在p7.5启动子下

编码m5‑B07的轻链(SEQ  ID  NO:62)和在pSE/L启动子下编码鼠GM‑CSF(SEQ  ID  NO:58)的表

达盒。

[0455] ·COPTG19421是一种痘苗病毒(哥本哈根株)，其含有在J2R基因座处在p7.5启动

子下编码m5‑B07重链的表达盒，以及在I4L基因座处在p7.5启动子下编码m5‑B07的轻链的

表达盒。

[0456] ·用作基准的VVTG18058是在J2R和I4L基因中缺失而没有任何转基因(“空”病毒)

的痘苗病毒(哥本哈根株)。

[0457] 按照实例6中所述的方法，至于人对应物，通过在J2R(TK)和然后I4L(RR)基因座的

两次连续同源重组，生成这些痘苗病毒。量化m5‑B07抗体和mGM‑CSF的ELISA法与上述相似

(实例6，4‑E03和GM‑CSF的“转基因表达”)，不同之处在于：使用鼠CTLA4‑Fc抗原捕获鼠抗

体，并使用Quantikine  ELISA试剂盒鼠GM‑CSF(安迪系统)来量化mGM‑CSF。还在各种细胞系

(一种肉瘤：MCA205和两种结肠癌CT26和MC38)中评估了这些病毒的溶瘤活性，并且发现与

VVTG18058相似，显示带有或不带有mGM‑CSF的鼠抗体的载体化均不影响牛痘苗病毒的溶瘤

能力(数据未示出)。

[0458] 方案：将CT26细胞(2×105个细胞)植入Balb/c小鼠(法国查尔斯河)的右侧腹。约

一周后，当肿瘤体积达到25‑50mm3时，将小鼠随机分为3组，每组20只动物(第1至3组)和10

只动物的第4组。按照对于LoVo模型所述收集和处理肿瘤和血液，不同之处在于前3组在第

1、4、8和10天收集，而第4组在第1天收集。

[0459] ·来自第1组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用剂量为1×107pfu/小

鼠的VVTG18058。

[0460] ·来自第2组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用剂量为1×107pfu/小

鼠的COPTG19407。

[0461] ·来自第3组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用剂量为1×107pfu/小

鼠的COPTG19421。

[0462] ·来自第4组的小鼠在第0天接受腹膜内施用剂量为3mg/kg的m5‑B07。

[0463] CT26模型中病毒复制的动力学：

[0464] 在CT26模型中，其中三次注射两种替代病毒(1×107pfu/注射)，监测病毒复制并

与在相同条件下注射的VVTG18058病毒复制进行比较。对于LoVo模型，图29中展示的结果显

示，在每个时间点测得的病毒滴度的三个值的重大分散。然而，这三种病毒的滴度一直持续

到10天，这表明这两种转基因至少在此时间窗口内不会影响病毒的清除或复制。在任何血

样中均未检测到病毒感染颗粒(数据未示出)。

[0465] CT26模型中转基因表达的动力学

[0466] 像LoVo模型一样，转基因在肿瘤中的表达反映了病毒的复制。换句话说，在监测的

10天中，在肿瘤中检测到恒定水平的m5‑B07抗体(图30A)和mGM‑CSF(图30B)。

[0467] 在单克隆抗体的情况下，COPTG19421或COPTG19407注射后达到的Cmax比单次腹膜

内注射3mg/mL的m5‑B07抗体所观察到的Cmax低约10倍(图30A)。在血清中，与以3mg/kg注射
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m5‑B07的情况相比，病毒处理后m5‑B07的循环浓度低约100倍，差异更加明显(图31)。

[0468] 对于GM‑CSF，只有通过COPTG19407进行的处理才能在CT26肿瘤中产生可测量的

mGM‑CSF浓度，表明测得的细胞因子具有重组来源，而不是内源来源。像在LoVo模型中一样，

在肿瘤中测得的mGM‑CSF浓度低于m5‑B07(图30B)。此外，由肿瘤产生的mGM‑CSF在任何血清

样品中均无法检测到，这可能是由于该分子的半衰期短，妨碍任何全身性积累。

[0469] 实例9：抗肿瘤活性研究

[0470] COPTG19347是在J2R和I4L基因中缺失并且编码识别鼠CTLA4抗原的完整鼠抗体

(即m5‑B07(重链和轻链)的痘苗病毒(哥本哈根株)。COPTG19421与COPTG19347均表达m5‑

B07，但在不同的启动子下：分别为p7.5K和pH5.R。在感染的细胞上清液中评估m5‑B07的定

量，达到在以MOI  10‑1感染的CT26中约1μg/mL至在以MOI  10‑2感染的MCA205细胞中约4μg/
mL。对于mGM‑CSF，在被COPTG19407感染的细胞的培养上清液中也观察到了MCA205相对于

CT26的更高表达(数据未示出)。

[0471] 与抗PD1组合的小鼠携带CT26模型中的抗肿瘤活性

[0472] 方案：

[0473] 将CT26细胞(2×105个细胞)植入Balb/c小鼠(法国查尔斯河)的右侧腹。当肿瘤达

到25‑50mm3的体积时，将小鼠随机分为五组，每组十只。简而言之，通过三次胸腔内施用(隔

2天)病毒，随后一周两次腹膜内处理鼠抗PD1(RMP1‑14  BioXcell)持续三周，来处理小鼠。

[0474] 更具体地说，

[0475] ·来自第1组的小鼠接受媒剂；

[0476] ·来自第2组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用1×10 7pfu的

COPTG19347；

[0477] ·来自第3组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用1×10 7pfu的

COPTG19347并且在第7天、第11天、第14天、第18天和第22天接受腹膜内腹膜内施用250μg/
小鼠的RMP1‑14；

[0478] ·来自第4组的小鼠在第7天、第11天、第14天、第18天和第22天接受腹膜内施用

250μg/小鼠的RMP1‑14；

[0479] ·来自第5组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用1×10 7pfu的

VVTG18058。

[0480] 一周两次用卡尺测量肿瘤尺寸，并使用公式(Π /6)(长×宽
2)计算其体积。当肿瘤

体积达到2000mm3时，对动物实施安乐死。

[0481] CT26模型中COPTG19347的抗肿瘤活性：

[0482] 如图32所示，COPTG19347处理不仅产生了肿瘤生长抑制(图32A)，而且还产生了肿

瘤消退，这最终转化为存活时间长达100天的无肿瘤小鼠(图32B)。用COPTG19347处理产生

在第100天60％无肿瘤小鼠。与抗PD‑1抗体共同处理并未显著改善肿瘤生长抑制或长时间

存活小鼠的百分比(第100天时约70％无肿瘤小鼠)。相比之下，RPMI‑14处理没有提供任何

抗肿瘤作用(行为与未处理的小鼠相同(在前40天内全部死亡)，而VVTG18058的活性较差

(在第100天约10％无肿瘤小鼠)。

[0483] CT26模型中的剂量效应评估：

[0484] 比较了三种替代病毒(不同启动子驱动m5‑B07以及是否带有m‑GM‑CSF)并且执行
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和了COPTG19407与VVTG18058的剂量递增(7.5×104、7.5×105或7.5×106pfu)。除了省略与

抗PD1的共同处理以外，实验条件与上述条件完全相同。

[0485] 两项独立实验的结果清楚地表明，测试的三种病毒COPTG19407、COPTG19421和

COPTG19347在7.5×106pfu的剂量下均具有强的抗肿瘤活性。这证实了在COPTG19407中编

码的mGM‑CSF，或者在COPTG19421和COPTG19407中使用最弱的启动子都不会损害武装病毒

的抗肿瘤活性。在最高测试剂量下(即7.5×106pfu)，在80天时无肿瘤小鼠的数量在5/10和

7/10之间，具体取决于病毒和实验，而用空病毒处理的小鼠则为0/10，如下表所汇总。

[0486] 表6：在胸腔内注射后替代病毒COPTG19407、COPTG19421和COPTG19347对肿瘤生长

的影响

[0487]

[0488] *HC和LC分别表示m5‑B07鼠抗mCTLA4抗体的重链和轻链

[0489] 此外，对“空”病毒(VVTG18058)和COPTG19384替代物(COPTG19407)进行的剂量递

增表明，即使在相对低剂量(7.5×104pfu)下，表达病毒的抗体仍具有明显的抗肿瘤活性，

其中在80‑98天有4/10和2/10无肿瘤小鼠，而在相同的低剂量下用VVTG18058处理为0/10，

如下表所示。

[0490] 表7：在胸腔内注射后COPTG19407或VVTG18058的剂量对肿瘤生长的影响

[0491]

[0492] *HC和LC分别表示m5‑B07鼠抗mCTLA4抗体的重链和轻链

[0493] 存活率数据的汇编(由两项独立研究汇编的全球存活率图)呈现于图33中。使用对

数秩检验进行了统计分析，以找出各组之间的存活率是否存在显著差异。

[0494] 与VVTG18058和m5‑B07的组合相比，COPTG19407的抗肿瘤活性

[0495] 如先前所述(实例5)建立带有CT26肿瘤的小鼠。简而言之，将CT26细胞皮下注射到

Balb/C小鼠中。当肿瘤达到约100mm3时，开始小鼠的处理。然后在第0天、第2天和第5天向小

鼠注射COPTG19407(8 .5×106pfu，胸腔内)、VVTG18058(8 .5×106pfu，胸腔内)、m5‑B07

(10mg/kg，腹膜内)或VVTG18058(8.5×106pfu，胸腔内)加上m5‑B07(10mg/kg，腹膜内)的组

合。然后一周两次测量肿瘤尺寸，并且当肿瘤达到2000mm3时对小鼠实施安乐死。如图34A至

34D所示，当用表达抗CTLA‑4和GM‑CSF的病毒COPTG19407处理小鼠时，肿瘤生长被显著抑

制，而无武装病毒加上抗CTLA4  m5‑B07的组合未导致与单药剂使用相比改善的治疗。在仅

用m5‑B07、仅用病毒VVTG18058或m5‑B07和VVTG18058的组合处理的组中，在第70天后仅存
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活20％的小鼠(图34E)。相反，施用COPTG19407后90％的小鼠存活超过100天，这表明了载体

化策略的效力。

[0496] 在带有A20皮下鼠B细胞淋巴瘤的小鼠中VVTK‑RR编码的抗CTLA‑4和GM‑CSF的抗肿

瘤活性

[0497] A20细胞系是来源于老BALB/cAnN小鼠中发现的自发网状质细胞赘生物的BALB/c 

B细胞淋巴瘤(ATCC  TIB‑208TM)。

[0498] 方案(1)：

[0499] 通过将5×106的A20细胞皮下注射到雌性Balb/cN小鼠(法国查尔斯河)的右侧腹

中来诱导肿瘤。当肿瘤的平均体积达到95mm3时，将50只小鼠随机分为5组，每组十只动物。

[0500] ·来自第1组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用媒剂，

[0501] ·来自第2组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用剂量为4.75×106pfu

的VVTG18058，

[0502] ·来自第3组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用剂量为4.75×106pfu

的COPTG19407，

[0503] ·来自第4组的小鼠在第7天、第10天、第14天、第17天、第21天和第24天接受腹膜

内施用剂量为250μg的抗PD‑1抗体，

[0504] ·来自第5组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用剂量为4.75×106pfu

的COPTG19407，连同在第7天、第10天、第14天、第17天、第21天和第24天接受腹膜内施用剂

量为250μg的抗PD‑1抗体。

[0505] 抗肿瘤活性：

[0506] 在整个研究过程中监测所有动物的肿瘤体积。治疗的抗肿瘤活性基于对肿瘤倍增

时间、肿瘤生长延迟和肿瘤生长抑制(T/C％)的标准的评估。

[0507] 第1、2和4组的肿瘤倍增时间相似，范围从5.14天(第1组)到6.37天(第2组)。对于

第3组，与第1、2和第4组相比，由于肿瘤没有按指数增长表明治疗效果增加，因此无法精确

计算肿瘤倍增时间。类似地，第5组中只使用一只动物来计算肿瘤倍增时间。在第3组的10只

小鼠中，有9只肿瘤在第15天消退，并且从第25天直到第64天研究结束，体积都未实质性生

长。在第64天，这9只小鼠的肿瘤体积范围为4mm3(肿瘤检测的技术极限)至59.77mm3。类似

地，在第5组中，开始治疗后，有9只小鼠的肿瘤消退，在第64天研究结束时，达到范围为7.24

至63.21mm3的值。从呈现每组治疗的个体肿瘤体积曲线的图35可以看出(第1至5组对应于

图35A至E)，在接受COPTG19407的第3组和第5组动物中，肿瘤并未生长，证实了具有或不具

有抗PD1的表达抗体的病毒的强抗肿瘤活性。

[0508] 通过估计肿瘤达到平均目标体积300mm3所花费的时间来计算肿瘤生长延迟。结果

与通过肿瘤倍增时间获得的结果相似，因为只能针对达到目标体积300mm3的肿瘤计算此参

数，而第3组和第5组中的大多数动物却不是这种情况。第1、2和4组的平均肿瘤生长延迟分

别为16、21和17天，彼此之间无显著差异。此外，第3组(n＝2)的平均肿瘤延迟为14天，这表

明该组中确实生长的肿瘤以与第1、2和4组相同的速度生长，但是这些肿瘤实际上在动物中

都消退。相比之下，第5组(n＝1)中生长的单个肿瘤的肿瘤生长延迟比所有其他组显著(p≤

0.0026)长，为43天。

[0509] 通过比较媒剂处理的第1组与其他处理组的中值肿瘤体积来计算肿瘤生长抑制
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(T/C％)。第2组在第22天具有最佳T/C％，为34％，表明有短暂的边缘抗肿瘤活性，但到第31

天，该值增加到71％。在第4组中观察到中等的抗肿瘤活性(10‑30％T/C％)。相比之下，第3

和5组从第27天到第31天均显示出显著抗肿瘤活性(T/C％小于10％)(最后可计算的T/C％

值)。

[0510] 图36示出携带皮下A20肿瘤的BALB/cN小鼠的平均肿瘤体积曲线，表明表达抗

CTLA4和Gm‑CSF的病毒COPTG19407在有或没有抗PD1的情况下对肿瘤生长的显著影响。

[0511] 方案(2)：

[0512] 通过将5×106的A20细胞皮下注射到雌性BALB/cN小鼠的右侧腹来诱导肿瘤。当肿

瘤达到80‑100mm3的平均体积时，将90只动物随机分为9组，每组10只动物。

[0513] ·来自第1组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用媒剂

[0514] ·来自第2组的小鼠在第0天、第4天、第7天、第10天、第14天和第17天接受腹膜内

施用剂量为250μg/小鼠/注射的抗PD‑1抗体

[0515] ·来自第3组的小鼠在第0天、第4天、第7天、第10天、第14天和第17天接受腹膜内

施用剂量为250μg/小鼠/注射的同种型

[0516] ·来自第4组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用剂量为1×105pfu的

VVTG18058

[0517] ·来自第5组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用剂量为1×105pfu的

VVTG18058，并且在第0天、第4天、第7天、第10天、第14天和第17天接受腹膜内施用剂量为

250μg/小鼠/注射的同种型

[0518] ·来自第6组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用剂量为1×105pfu的

VVTG18058，并且在第0天、第4天、第7天、第10天、第14天和第17天接受腹膜内施用剂量为

250μg/小鼠/注射的抗PD‑1抗体

[0519] ·来自第7组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用剂量为1×105pfu的

COPTG19407

[0520] ·来自第8组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用剂量为1×105pfu的

COPTG19407，连同在第0天、第4天、第7天、第10天、第14天、第17天和第24天接受腹膜内施用

剂量为250μg/小鼠/注射的同种型。

[0521] ·来自第9组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用剂量为1×105pfu的

COPTG19407，连同在第0天、第4天、第7天、第10天、第14天和第17天接受腹膜内施用剂量为

250μg/小鼠/注射的抗PD‑1抗体。

[0522] 抗肿瘤活性：

[0523] COPTG19407剂量次优，并且在肿瘤体积和小鼠存活率方面均展示出与抗PD‑1处理

相似的轻度抗肿瘤活性。

[0524] 相反，COPTG19407与抗PD‑1的组合显示出强抗肿瘤活性，与其他组相比，肿瘤体积

小，如图37A所示(与分别接受单独的抗PD‑1或单独的COPTG19407的小鼠在第24天为约

630mm3和750mm3相比，在第36天约为290mm3)，并且动物的存活率好得多，如图37B所呈现(在

第9组中，在第57天有7只动物活着，而在第2或第7组中分别只有两只或一只)。

[0525] 在携带C38皮下结肠肿瘤细胞的小鼠中VVTK‑RR‑编码的抗CTLA‑4和GM‑CSF的抗肿

瘤活性研究
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[0526] C38是来源于美国标准生物品收藏中心(American  Type  Culture  Collection)

(ATCC  CRL‑2779TM)的鼠结肠腺癌。

[0527] 方案：

[0528] 将肿瘤碎片(30‑50mg)皮下植入雌性C57BL/6J小鼠(法国Janvier)的右侧腹。当肿

瘤的平均体积达到约60mm3时，将50只动物随机分为五组，每组十只。

[0529] ·来自第1组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用媒剂，

[0530] ·来自第2组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用剂量为4.75×106pfu

的VVTG18058，

[0531] ·来自第3组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用剂量为4.75×106pfu

的COPTG19407，

[0532] ·来自第4组的小鼠在第7天、第10天、第14天、第17天、第21天和第24天接受腹膜

内施用剂量为250μg的鼠抗PD‑1抗体，

[0533] ·来自第5组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用剂量为4.75×106pfu

的COPTG19407，连同在第7天、第10天、第14天、第17天、第21天和第24天接受腹膜内施用剂

量为250μg的抗PD‑1抗体。

[0534] 抗肿瘤活性：

[0535] 如前，在整个研究过程中监测所有动物的肿瘤体积。第1组和第2组的肿瘤倍增时

间相似，约为6.7天。第4组(n＝5)的肿瘤倍增时间较长(10.4天)，但各组之间无显著差异。

对于第3组和第5组，肿瘤倍增时间是可计算的，但动物数量较少(n＝2)，因为与第1、2和4组

相比，这些组中小鼠的大部分肿瘤并未按指数增长，表明治疗功效增加。从图38可以看出，

在第3组的10只小鼠中，有8只肿瘤从第15天消退，并且体积没有实质性生长，且在第61天研

究结束时，有五只小鼠没有可检测到的肿瘤。类似地，在第5组中，在开始治疗后，有8只小鼠

的肿瘤消退，在第61天研究结束时，达到范围为0(n＝2)到47.82mm3的值。

[0536] 通过估计肿瘤达到平均目标体积300mm3所花费的时间来计算肿瘤生长延迟。结果

与通过肿瘤倍增时间获得的结果相似，因为只能针对达到目标体积300mm3的肿瘤计算此参

数，而第3组和第5组中的大多数动物却不是这种情况。各组之间无显著差异。第1、2和4组(n

＝5)的平均肿瘤生长延迟分别为23至27天。此外，第3组(n＝2)和第5组(n＝3)的平均生长

延迟分别为18天和24天。这表明在这两组中确实生长的肿瘤以与第1、2和4组中相似的速率

生长。

[0537] 通过比较媒剂处理的第1组与其他处理组的中值肿瘤体积来计算肿瘤生长抑制

(T/C％)。第2组未显示任何肿瘤生长抑制，因为在研究的持续期间，T/C％保持高于100％。

相比之下，第3、4和5组从第31天(仅第3组)到第42天都显示出显著的抗肿瘤活性(T/C％小

于10％)(最后可计算的T/C％值)。

[0538] 图39示出了带有皮下C38肿瘤的C57BL/6小鼠的平均肿瘤体积曲线，表明表达抗

CTLA4/GM‑CSF的病毒COPTG19407在有或没有抗PD1的情况下对肿瘤生长的显著影响。

[0539] 在携带EMT6皮下乳腺肿瘤细胞的小鼠中VVTK‑RR‑编码的抗CTLA‑4和GM‑CSF的抗

肿瘤活性研究

[0540] EMT6是来源于ATTC(ATCC  CRL‑2755TM)的鼠乳腺癌。

[0541] 方案：
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[0542] 通过在雌性BALB/cByJ小鼠(法国查尔斯河)中皮下注射1×106EMT6细胞来诱导肿

瘤。当肿瘤的平均体积达到约51mm3时，将五十只小鼠按个体肿瘤体积随机分为五组，每组

十只。

[0543] ·来自第1组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用媒剂，

[0544] ·来自第2组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用剂量为4.75×106pfu

的VVTG18058，

[0545] ·来自第3组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用剂量为4.75×106pfu

的COPTG19407，

[0546] ·来自第4组的小鼠在第7天、第10天、第14天、第17天、第21天和第24天接受腹膜

内施用剂量为250μg的抗PD‑1抗体，

[0547] ·来自第5组的小鼠在第0天、第2天和第4天接受胸腔内施用剂量为4.75×106pfu

的COPTG19407，连同在第7天、第10天、第14天、第17天、第21天和第24天接受腹膜内施用剂

量为250μg的抗PD‑1抗体。

[0548] 在整个研究中，通过评估肿瘤倍增时间、肿瘤生长延迟和肿瘤生长抑制(T/C％)的

标准来监测所有动物的肿瘤体积。

[0549] 抗肿瘤活性：

[0550] 第1、2和4组的肿瘤倍增时间相似，约为5 .4天。对于第3组，无法计算肿瘤加倍时

间，因为与第1、2和4组相比，大多数肿瘤并未按指数生长，表明治疗功效增加。在第5组中观

察到类似的效果，其中仅一只动物用于计算肿瘤倍增时间。从个体肿瘤体积的图上可以看

出(图40)，在第3组的10只小鼠中，有8只肿瘤从第15天消退，并且体积没有实质性生长，且

在第61天研究结束时，有七只小鼠没有可检测到的肿瘤。类似地，在第5组中，在开始治疗

后，有9只小鼠的肿瘤消退，在第56天研究结束时，达到范围为0(n＝8)到13.24mm3的值。

[0551] 通过估计肿瘤达到平均目标体积200mm3所花费的时间来计算肿瘤生长延迟。结果

与通过肿瘤倍增时间获得的结果相似，因为只能针对达到目标体积200mm3的肿瘤计算此参

数，而第3组和第5组中的大多数动物却不是这种情况。第1、2和4组的平均肿瘤生长延迟约

为19天。此外，第3和5组(两组均n＝2)的平均生长延迟分别为24天和12天。这表明在这两组

中确实生长的肿瘤以与第1、2和4组中相似的速率生长。各组之间无显著差异。

[0552] 通过比较媒剂处理的第1组与其他处理组的中值肿瘤体积来计算肿瘤生长抑制

(T/C％)。第2组在第28天显示短暂的边缘性肿瘤生长抑制，但在第31天增加至79％。第4组

未显示抗肿瘤活性，在研究的持续期间T/C％>60％。相比之下，第3和5组从第24天到第31天

均显示出显著抗肿瘤活性(T/C％小于10％)(最后可计算的T/C％值)。

[0553] 图41示出了携带皮下EMT6肿瘤的BALB/cByJ小鼠的平均肿瘤体积曲线，表明表达

抗CTLA4/GM‑CSF的病毒COPTG19407在有或没有抗PD1的情况下对肿瘤生长的显著影响。

[0554] CT26再攻击

[0555] 在用104、105或106pfu的COPTG19421或者106pfu的COPTG19407处理存活的用CT26肿

瘤细胞攻击的Balb/c小鼠用与CT26肿瘤细胞再攻击或用RENCA细胞(肾腺癌细胞：对照)攻

击，以便研究是否提高特异性抗肿瘤免疫反应。

[0556] 表8：用CT26肿瘤细胞再攻击或用Renca肿瘤细胞攻击对无肿瘤小鼠数量的影响

[0557] 组 无肿瘤/小鼠总数
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CT26对照天然 0/5

VVTG18058  105+CT26再攻击 0/1

COPTG19421  106+CT26再攻击 3/3

COPTG19421  106+RenCa攻击 0/2

COPTG19407  104+CT26再攻击 1/1

COPTG19407  104+RenCa攻击 0/1

COPTG19407  105+CT26再攻击 1/2

COPTG19407  105+RenCa攻击 0/2

COPTG19407  106+CT26再攻击 2/4

COPTG19407  106+RenCa攻击 0/3

[0558] 表8中呈现的结果显示，在RenCa攻击后接受COPTG19421或COPTG19407的0/8小鼠

无肿瘤，而在CT26再攻击后接受COPTG19421或C  OPTG19407的7/10小鼠无肿瘤。这表明

COPTG19421和COPTG19407提高了针对CT26细胞的特异性免疫记忆。
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[0001] 序列表

[0002] <110>  生物发明国际公司

[0003] 特兰斯吉恩股份有限公司

[0004] <120>  新颖抗体和核苷酸序列及其用途

[0005] <130>  BI86

[0006] <150>  EP18192311.1

[0007] <151>  2018‑09‑03

[0008] <160>  63

[0009] <170>  PatentIn版本3.5

[0010] <210>  1

[0011] <211>  14

[0012] <212>  PRT

[0013] <213>  智人

[0014] <220>

[0015] <221>  MISC_FEATURE

[0016] <222>  (2) ..(2)

[0017] <223>  位置2中的X是S或K

[0018] <220>

[0019] <221>  MISC_FEATURE

[0020] <222>  (3) ..(3)

[0021] <223>  位置3中的X是D、S或A

[0022] <220>

[0023] <221>  MISC_FEATURE

[0024] <222>  (5) ..(5)

[0025] <223>  位置5中的X是Y、S或A

[0026] <220>

[0027] <221>  MISC_FEATURE

[0028] <222>  (7) ..(7)

[0029] <223>  位置7中的X是S或N

[0030] <220>

[0031] <221>  MISC_FEATURE

[0032] <222>  (9) ..(9)

[0033] <223>  位置9中的X是V或I

[0034] <400>  1

[0035] Phe  Xaa  Xaa  Tyr  Xaa  Met  Xaa  Trp  Xaa  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly

[0036] 1               5                   10

[0037] <210>  2

[0038] <211>  14

[0039] <212>  PRT

[0040] <213>  智人

[0041] <220>
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[0042] <221>  MISC_FEATURE

[0043] <222>  (3) ..(3)

[0044] <223>  位置3中的X是D或S

[0045] <220>

[0046] <221>  MISC_FEATURE

[0047] <222>  (5) ..(5)

[0048] <223>  位置3中的X是Y、S或A

[0049] <220>

[0050] <221>  MISC_FEATURE

[0051] <222>  (7) ..(7)

[0052] <223>  位置3中的X是S或N

[0053] <400>  2

[0054] Phe  Ser  Xaa  Tyr  Xaa  Met  Xaa  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly

[0055] 1               5                   10

[0056] <210>  3

[0057] <211>  14

[0058] <212>  PRT

[0059] <213>  智人

[0060] <220>

[0061] <221>  MISC_FEATURE

[0062] <222>  (3) ..(3)

[0063] <223>  位置3中的X是D或S

[0064] <220>

[0065] <221>  MISC_FEATURE

[0066] <222>  (5) ..(5)

[0067] <223>  位置5中的X是Y或S

[0068] <220>

[0069] <221>  MISC_FEATURE

[0070] <222>  (7) ..(7)

[0071] <223>  位置5中的X是S或N

[0072] <400>  3

[0073] Phe  Ser  Xaa  Tyr  Xaa  Met  Xaa  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly

[0074] 1               5                   10

[0075] <210>  4

[0076] <211>  19

[0077] <212>  PRT

[0078] <213>  智人

[0079] <220>

[0080] <221>  MISC_FEATURE

[0081] <222>  (2) ..(2)

[0082] <223>  位置2中的X是G或A

[0083] <220>
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[0084] <221>  MISC_FEATURE

[0085] <222>  (5) ..(5)

[0086] <223>  位置5中的X是W、G或N

[0087] <220>

[0088] <221>  MISC_FEATURE

[0089] <222>  (6) ..(6)

[0090] <223>  位置6中的X是S或T

[0091] <220>

[0092] <221>  MISC_FEATURE

[0093] <222>  (7) ..(7)

[0094] <223>  位置7中的X是S或G

[0095] <220>

[0096] <221>  MISC_FEATURE

[0097] <222>  (8) ..(8)

[0098] <223>  位置8中的X是R或G

[0099] <220>

[0100] <221>  MISC_FEATURE

[0101] <222>  (9) ..(9)

[0102] <223>  位置9中的X是D、S或Y

[0103] <220>

[0104] <221>  MISC_FEATURE

[0105] <222>  (10) ..(10)

[0106] <223>  位置10中的X是K、T或I

[0107] <220>

[0108] <221>  MISC_FEATURE

[0109] <222>  (11) ..(11)

[0110] <223>  位置11中的X是G、Y、H或D

[0111] <220>

[0112] <221>  MISC_FEATURE

[0113] <222>  (12) ..(12)

[0114] <223>  位置12中的X是Y或F

[0115] <400>  4

[0116] Ser  Xaa  Ile  Ser  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Ala  Asp  Ser  Val

[0117] 1               5                   10                  15

[0118] Lys  Gly  Arg

[0119] <210>  5

[0120] <211>  19

[0121] <212>  PRT

[0122] <213>  智人

[0123] <220>

[0124] <221>  MISC_FEATURE

[0125] <222>  (2) ..(2)
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[0126] <223>  位置2中的X是G或A

[0127] <220>

[0128] <221>  MISC_FEATURE

[0129] <222>  (5) ..(5)

[0130] <223>  位置5中的X是W、G或N

[0131] <220>

[0132] <221>  MISC_FEATURE

[0133] <222>  (6) ..(6)

[0134] <223>  位置6中的X是S或T

[0135] <220>

[0136] <221>  MISC_FEATURE

[0137] <222>  (7) ..(7)

[0138] <223>  位置7中的X是S或G

[0139] <220>

[0140] <221>  MISC_FEATURE

[0141] <222>  (8) ..(8)

[0142] <223>  位置8中的X是R或G

[0143] <220>

[0144] <221>  MISC_FEATURE

[0145] <222>  (9) ..(9)

[0146] <223>  位置9中的X是D、S或Y

[0147] <220>

[0148] <221>  MISC_FEATURE

[0149] <222>  (10) ..(10)

[0150] <223>  位置10中的X是K、T或I

[0151] <220>

[0152] <221>  MISC_FEATURE

[0153] <222>  (11) ..(11)

[0154] <223>  位置11中的X是G、Y、H或D

[0155] <400>  5

[0156] Ser  Xaa  Ile  Ser  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

[0157] 1               5                   10                  15

[0158] Lys  Gly  Arg

[0159] <210>  6

[0160] <211>  19

[0161] <212>  PRT

[0162] <213>  智人

[0163] <220>

[0164] <221>  MISC_FEATURE

[0165] <222>  (2) ..(2)

[0166] <223>  位置2中的X是G或A

[0167] <220>
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[0168] <221>  MISC_FEATURE

[0169] <222>  (5) ..(5)

[0170] <223>  位置5中的X是W或G

[0171] <220>

[0172] <221>  MISC_FEATURE

[0173] <222>  (7) ..(7)

[0174] <223>  位置7中的X是S或G

[0175] <220>

[0176] <221>  MISC_FEATURE

[0177] <222>  (8) ..(8)

[0178] <223>  位置8中的X是R或G

[0179] <220>

[0180] <221>  MISC_FEATURE

[0181] <222>  (9) ..(9)

[0182] <223>  位置9中的X是D或S

[0183] <220>

[0184] <221>  MISC_FEATURE

[0185] <222>  (10) ..(10)

[0186] <223>  位置10中的X是K或T

[0187] <220>

[0188] <221>  MISC_FEATURE

[0189] <222>  (11) ..(11)

[0190] <223>  位置11中的X是G或Y、H或D

[0191] <400>  6

[0192] Ser  Xaa  Ile  Ser  Xaa  Ser  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

[0193] 1               5                   10                  15

[0194] Lys  Gly  Arg

[0195] <210>  7

[0196] <211>  15

[0197] <212>  PRT

[0198] <213>  智人

[0199] <220>

[0200] <221>  MISC_FEATURE

[0201] <222>  (1) ..(1)

[0202] <223>  位置1中的X是T或A

[0203] <220>

[0204] <221>  MISC_FEATURE

[0205] <222>  (2) ..(2)

[0206] <223>  位置2中的X是T或R

[0207] <220>

[0208] <221>  MISC_FEATURE

[0209] <222>  (3) ..(3)
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[0210] <223>  位置3中的X是D、Y或L

[0211] <220>

[0212] <221>  MISC_FEATURE

[0213] <222>  (4) ..(4)

[0214] <223>  位置4中的X是L、R、S或G

[0215] <220>

[0216] <221>  MISC_FEATURE

[0217] <222>  (5) ..(5)

[0218] <223>  位置5中的X是A、V、S或Y

[0219] <220>

[0220] <221>  MISC_FEATURE

[0221] <222>  (6) ..(6)

[0222] <223>  位置6中的X是R、E、G或S

[0223] <220>

[0224] <221>  MISC_FEATURE

[0225] <222>  (7) ..(7)

[0226] <223>  位置6中的X是Y、M、L或G

[0227] <220>

[0228] <221>  MISC_FEATURE

[0229] <222>  (8) ..(8)

[0230] <223>  位置8中的X是N、H、Y或无

[0231] <220>

[0232] <221>  MISC_FEATURE

[0233] <222>  (9) ..(9)

[0234] <223>  位置9中的X是Q、D或无

[0235] <220>

[0236] <221>  MISC_FEATURE

[0237] <222>  (10) ..(10)

[0238] <223>  位置10中的X是W、A、D或无

[0239] <220>

[0240] <221>  MISC_FEATURE

[0241] <222>  (11) ..(11)

[0242] <223>  位置11中的X是L、F、R或无

[0243] <220>

[0244] <221>  MISC_FEATURE

[0245] <222>  (12) ..(12)

[0246] <223>  位置12中的X是A、D、G或无

[0247] <220>

[0248] <221>  MISC_FEATURE

[0249] <222>  (13) ..(13)

[0250] <223>  位置13中的X是D、I、M或无

[0251] <220>
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[0252] <221>  MISC_FEATURE

[0253] <222>  (14) ..(14)

[0254] <223>  位置14中的X是D或无

[0255] <220>

[0256] <221>  MISC_FEATURE

[0257] <222>  (15) ..(15)

[0258] <223>  位置15中的X是V或无

[0259] <400>  7

[0260] Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa

[0261] 1               5                   10                  15

[0262] <210>  8

[0263] <211>  13

[0264] <212>  PRT

[0265] <213>  智人

[0266] <220>

[0267] <221>  MISC_FEATURE

[0268] <222>  (1) ..(1)

[0269] <223>  位置1中的X是T或A

[0270] <220>

[0271] <221>  MISC_FEATURE

[0272] <222>  (2) ..(2)

[0273] <223>  位置2中的X是T或R

[0274] <220>

[0275] <221>  MISC_FEATURE

[0276] <222>  (4) ..(4)

[0277] <223>  位置4中的X是L或R

[0278] <220>

[0279] <221>  MISC_FEATURE

[0280] <222>  (5) ..(5)

[0281] <223>  位置5中的X是A或V

[0282] <220>

[0283] <221>  MISC_FEATURE

[0284] <222>  (6) ..(6)

[0285] <223>  位置6中的X是R或E

[0286] <220>

[0287] <221>  MISC_FEATURE

[0288] <222>  (7) ..(7)

[0289] <223>  位置7中的X是Y或M

[0290] <220>

[0291] <221>  MISC_FEATURE

[0292] <222>  (8) ..(8)

[0293] <223>  位置8中的X是N或无
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[0294] <220>

[0295] <221>  MISC_FEATURE

[0296] <222>  (9) ..(9)

[0297] <223>  位置9中的X是Q或无

[0298] <220>

[0299] <221>  MISC_FEATURE

[0300] <222>  (10) ..(10)

[0301] <223>  位置10中的X是W或无

[0302] <220>

[0303] <221>  MISC_FEATURE

[0304] <222>  (11) ..(11)

[0305] <223>  位置11中的X是L或无

[0306] <220>

[0307] <221>  MISC_FEATURE

[0308] <222>  (12) ..(12)

[0309] <223>  位置12中的X是A或无

[0310] <220>

[0311] <221>  MISC_FEATURE

[0312] <222>  (13) ..(13)

[0313] <223>  位置13中的X是D或无

[0314] <400>  8

[0315] Xaa  Xaa  Asp  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa

[0316] 1               5                   10

[0317] <210>  9

[0318] <211>  15

[0319] <212>  PRT

[0320] <213>  智人

[0321] <220>

[0322] <221>  MISC_FEATURE

[0323] <222>  (2) ..(2)

[0324] <223>  位置2中的X是T或S

[0325] <220>

[0326] <221>  MISC_FEATURE

[0327] <222>  (10) ..(10)

[0328] <223>  位置10中的X是A或S

[0329] <220>

[0330] <221>  MISC_FEATURE

[0331] <222>  (11) ..(11)

[0332] <223>  位置11中的X是G或N

[0333] <220>

[0334] <221>  MISC_FEATURE

[0335] <222>  (13) ..(13)
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[0336] <223>  位置13中的X是D或V

[0337] <220>

[0338] <221>  MISC_FEATURE

[0339] <222>  (14) ..(14)

[0340] <223>  位置14中的X是V或Y

[0341] <220>

[0342] <221>  MISC_FEATURE

[0343] <222>  (15) ..(15)

[0344] <223>  位置15中的X是H或无

[0345] <400>  9

[0346] Cys  Xaa  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Xaa  Xaa  Tyr  Xaa  Xaa  Xaa

[0347] 1               5                   10                  15

[0348] <210>  10

[0349] <211>  15

[0350] <212>  PRT

[0351] <213>  智人

[0352] <400>  10

[0353] Cys  Thr  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ala  Gly  Tyr  Asp  Val  His

[0354] 1               5                   10                  15

[0355] <210>  11

[0356] <211>  7

[0357] <212>  PRT

[0358] <213>  智人

[0359] <220>

[0360] <221>  MISC_FEATURE

[0361] <222>  (1) ..(1)

[0362] <223>  位置1中的X是G、R或D

[0363] <220>

[0364] <221>  MISC_FEATURE

[0365] <222>  (3) ..(3)

[0366] <223>  位置3中的X是D、N或S

[0367] <220>

[0368] <221>  MISC_FEATURE

[0369] <222>  (4) ..(4)

[0370] <223>  位置4中的X是N、Q或K

[0371] <400>  11

[0372] Xaa  Asn  Xaa  Xaa  Arg  Pro  Ser

[0373] 1               5

[0374] <210>  12

[0375] <211>  7

[0376] <212>  PRT

[0377] <213>  智人
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[0378] <220>

[0379] <221>  MISC_FEATURE

[0380] <222>  (1) ..(1)

[0381] <223>  位置1中的X是G或R

[0382] <220>

[0383] <221>  MISC_FEATURE

[0384] <222>  (3) ..(3)

[0385] <223>  位置3中的X是D或N

[0386] <220>

[0387] <221>  MISC_FEATURE

[0388] <222>  (4) ..(4)

[0389] <223>  位置3中的X是N或Q

[0390] <400>  12

[0391] Xaa  Asn  Xaa  Xaa  Arg  Pro  Ser

[0392] 1               5

[0393] <210>  13

[0394] <211>  13

[0395] <212>  PRT

[0396] <213>  智人

[0397] <220>

[0398] <221>  MISC_FEATURE

[0399] <222>  (2) ..(2)

[0400] <223>  位置2中的X是A或Q

[0401] <220>

[0402] <221>  MISC_FEATURE

[0403] <222>  (3) ..(3)

[0404] <223>  位置3中的X是V、A或S

[0405] <220>

[0406] <221>  MISC_FEATURE

[0407] <222>  (4) ..(4)

[0408] <223>  位置4中的X是W或Y

[0409] <220>

[0410] <221>  MISC_FEATURE

[0411] <222>  (6) ..(6)

[0412] <223>  位置6中的X是D或S

[0413] <220>

[0414] <221>  MISC_FEATURE

[0415] <222>  (9) ..(9)

[0416] <223>  位置9中的X是N或S

[0417] <220>

[0418] <221>  MISC_FEATURE

[0419] <222>  (11) ..(11)
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[0420] <223>  位置11中的X是V、W或P

[0421] <220>

[0422] <221>  MISC_FEATURE

[0423] <222>  (13) ..(13)

[0424] <223>  位置13中的X是V或无

[0425] <400>  13

[0426] Cys  Xaa  Xaa  Xaa  Asp  Xaa  Ser  Leu  Xaa  Gly  Xaa  Val  Xaa

[0427] 1               5                   10

[0428] <210>  14

[0429] <211>  12

[0430] <212>  PRT

[0431] <213>  智人

[0432] <220>

[0433] <221>  MISC_FEATURE

[0434] <222>  (3) ..(3)

[0435] <223>  位置3中的X是V或A

[0436] <220>

[0437] <221>  MISC_FEATURE

[0438] <222>  (11) ..(11)

[0439] <223>  位置11中的X是V或W

[0440] <400>  14

[0441] Cys  Ala  Xaa  Trp  Asp  Asp  Ser  Leu  Asn  Gly  Xaa  Val

[0442] 1               5                   10

[0443] <210>  15

[0444] <211>  14

[0445] <212>  PRT

[0446] <213>  智人

[0447] <400>  15

[0448] Phe  Ser  Asp  Tyr  Tyr  Met  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly

[0449] 1               5                   10

[0450] <210>  16

[0451] <211>  19

[0452] <212>  PRT

[0453] <213>  智人

[0454] <400>  16

[0455] Ser  Gly  Ile  Ser  Trp  Ser  Ser  Arg  Asp  Lys  Gly  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

[0456] 1               5                   10                  15

[0457] Lys  Gly  Arg

[0458] <210>  17

[0459] <211>  7

[0460] <212>  PRT

[0461] <213>  智人
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[0462] <400>  17

[0463] Thr  Thr  Asp  Leu  Ala  Arg  Tyr

[0464] 1               5

[0465] <210>  18

[0466] <211>  7

[0467] <212>  PRT

[0468] <213>  智人

[0469] <400>  18

[0470] Gly  Asn  Asp  Asn  Arg  Pro  Ser

[0471] 1               5

[0472] <210>  19

[0473] <211>  12

[0474] <212>  PRT

[0475] <213>  智人

[0476] <400>  19

[0477] Cys  Ala  Val  Trp  Asp  Asp  Ser  Leu  Asn  Gly  Val  Val

[0478] 1               5                   10

[0479] <210>  20

[0480] <211>  114

[0481] <212>  PRT

[0482] <213>  智人

[0483] <400>  20

[0484] Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

[0485] 1               5                   10                  15

[0486] Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Asp  Tyr

[0487]             20                  25                  30

[0488] Tyr  Met  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

[0489]         35                  40                  45

[0490] Ser  Gly  Ile  Ser  Trp  Ser  Ser  Arg  Asp  Lys  Gly  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

[0491]     50                  55                  60

[0492] Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

[0493] 65                  70                  75                  80

[0494] Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

[0495]                 85                  90                  95

[0496] Thr  Thr  Asp  Leu  Ala  Arg  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

[0497]             100                 105                 110

[0498] Ser  Ser

[0499] <210>  21

[0500] <211>  112

[0501] <212>  PRT

[0502] <213>  智人

[0503] <400>  21
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[0504] Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Ala  Ser  Gly  Thr  Pro  Gly  Gln

[0505] 1               5                   10                  15

[0506] Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ala  Gly

[0507]             20                  25                  30

[0508] Tyr  Asp  Val  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu

[0509]         35                  40                  45

[0510] Leu  Ile  Tyr  Gly  Asn  Asp  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe

[0511]     50                  55                  60

[0512] Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Ser  Gly  Leu

[0513] 65                  70                  75                  80

[0514] Arg  Ser  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Val  Trp  Asp  Asp  Ser

[0515]                 85                  90                  95

[0516] Leu  Asn  Gly  Val  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu  Gly

[0517]             100                 105                 110

[0518] <210>  22

[0519] <211>  14

[0520] <212>  PRT

[0521] <213>  智人

[0522] <400>  22

[0523] Phe  Ser  Ser  Tyr  Ser  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly

[0524] 1               5                   10

[0525] <210>  23

[0526] <211>  19

[0527] <212>  PRT

[0528] <213>  智人

[0529] <400>  23

[0530] Ser  Ala  Ile  Ser  Gly  Ser  Gly  Gly  Ser  Thr  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

[0531] 1               5                   10                  15

[0532] Lys  Gly  Arg

[0533] <210>  24

[0534] <211>  13

[0535] <212>  PRT

[0536] <213>  智人

[0537] <400>  24

[0538] Ala  Arg  Asp  Arg  Val  Glu  Met  Asn  Gln  Trp  Leu  Ala  Asp

[0539] 1               5                   10

[0540] <210>  25

[0541] <211>  7

[0542] <212>  PRT

[0543] <213>  智人

[0544] <400>  25

[0545] Arg  Asn  Asn  Gln  Arg  Pro  Ser
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[0546] 1               5

[0547] <210>  26

[0548] <211>  12

[0549] <212>  PRT

[0550] <213>  智人

[0551] <400>  26

[0552] Cys  Ala  Ala  Trp  Asp  Asp  Ser  Leu  Asn  Gly  Trp  Val

[0553] 1               5                   10

[0554] <210>  27

[0555] <211>  120

[0556] <212>  PRT

[0557] <213>  智人

[0558] <400>  27

[0559] Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

[0560] 1               5                   10                  15

[0561] Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

[0562]             20                  25                  30

[0563] Ser  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

[0564]         35                  40                  45

[0565] Ser  Ala  Ile  Ser  Gly  Ser  Gly  Gly  Ser  Thr  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

[0566]     50                  55                  60

[0567] Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

[0568] 65                  70                  75                  80

[0569] Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

[0570]                 85                  90                  95

[0571] Ala  Arg  Asp  Arg  Val  Glu  Met  Asn  Gln  Trp  Leu  Ala  Asp  Trp  Gly  Gln

[0572]             100                 105                 110

[0573] Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

[0574]         115                 120

[0575] <210>  28

[0576] <211>  112

[0577] <212>  PRT

[0578] <213>  智人

[0579] <400>  28

[0580] Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Ala  Ser  Gly  Thr  Pro  Gly  Gln

[0581] 1               5                   10                  15

[0582] Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ala  Gly

[0583]             20                  25                  30

[0584] Tyr  Asp  Val  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu

[0585]         35                  40                  45

[0586] Leu  Ile  Tyr  Arg  Asn  Asn  Gln  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe

[0587]     50                  55                  60
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[0588] Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Ser  Gly  Leu

[0589] 65                  70                  75                  80

[0590] Arg  Ser  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Ala  Trp  Asp  Asp  Ser

[0591]                 85                  90                  95

[0592] Leu  Asn  Gly  Trp  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu  Gly

[0593]             100                 105                 110

[0594] <210>  29

[0595] <211>  14

[0596] <212>  PRT

[0597] <213>  智人

[0598] <400>  29

[0599] Phe  Ser  Ser  Tyr  Ala  Met  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly

[0600] 1               5                   10

[0601] <210>  30

[0602] <211>  19

[0603] <212>  PRT

[0604] <213>  智人

[0605] <400>  30

[0606] Ser  Gly  Ile  Ser  Gly  Ser  Gly  Gly  Tyr  Ile  His  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

[0607] 1               5                   10                  15

[0608] Lys  Gly  Arg

[0609] <210>  31

[0610] <211>  13

[0611] <212>  PRT

[0612] <213>  智人

[0613] <400>  31

[0614] Ala  Thr  Tyr  Ser  Ser  Gly  Leu  His  Asp  Ala  Phe  Asp  Ile

[0615] 1               5                   10

[0616] <210>  32

[0617] <211>  7

[0618] <212>  PRT

[0619] <213>  智人

[0620] <400>  32

[0621] Asp  Asn  Asn  Lys  Arg  Pro  Ser

[0622] 1               5

[0623] <210>  33

[0624] <211>  120

[0625] <212>  PRT

[0626] <213>  智人

[0627] <400>  33

[0628] Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

[0629] 1               5                   10                  15
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[0630] Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

[0631]             20                  25                  30

[0632] Ala  Met  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

[0633]         35                  40                  45

[0634] Ser  Gly  Ile  Ser  Gly  Ser  Gly  Gly  Tyr  Ile  His  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

[0635]     50                  55                  60

[0636] Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

[0637] 65                  70                  75                  80

[0638] Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

[0639]                 85                  90                  95

[0640] Ala  Thr  Tyr  Ser  Ser  Gly  Leu  His  Asp  Ala  Phe  Asp  Ile  Trp  Gly  Gln

[0641]             100                 105                 110

[0642] Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

[0643]         115                 120

[0644] <210>  34

[0645] <211>  112

[0646] <212>  PRT

[0647] <213>  智人

[0648] <400>  34

[0649] Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Ala  Ser  Gly  Thr  Pro  Gly  Gln

[0650] 1               5                   10                  15

[0651] Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ala  Gly

[0652]             20                  25                  30

[0653] Tyr  Asp  Val  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu

[0654]         35                  40                  45

[0655] Leu  Ile  Tyr  Asp  Asn  Asn  Lys  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe

[0656]     50                  55                  60

[0657] Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Ser  Gly  Leu

[0658] 65                  70                  75                  80

[0659] Arg  Ser  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Ala  Trp  Asp  Asp  Ser

[0660]                 85                  90                  95

[0661] Leu  Asn  Gly  Trp  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu  Gly

[0662]             100                 105                 110

[0663] <210>  35

[0664] <211>  14

[0665] <212>  PRT

[0666] <213>  智人

[0667] <400>  35

[0668] Phe  Lys  Ala  Tyr  Ser  Met  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly

[0669] 1               5                   10

[0670] <210>  36

[0671] <211>  19
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[0672] <212>  PRT

[0673] <213>  智人

[0674] <400>  36

[0675] Ser  Gly  Ile  Ser  Asn  Thr  Gly  Gly  Ser  Thr  Asp  Phe  Ala  Asp  Ser  Val

[0676] 1               5                   10                  15

[0677] Lys  Gly  Arg

[0678] <210>  37

[0679] <211>  15

[0680] <212>  PRT

[0681] <213>  智人

[0682] <400>  37

[0683] Ala  Arg  Leu  Gly  Tyr  Ser  Gly  Tyr  Asp  Asp  Arg  Gly  Met  Asp  Val

[0684] 1               5                   10                  15

[0685] <210>  38

[0686] <211>  14

[0687] <212>  PRT

[0688] <213>  智人

[0689] <400>  38

[0690] Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ser  Asn  Tyr  Val  Tyr

[0691] 1               5                   10

[0692] <210>  39

[0693] <211>  7

[0694] <212>  PRT

[0695] <213>  智人

[0696] <400>  39

[0697] Gly  Asn  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser

[0698] 1               5

[0699] <210>  40

[0700] <211>  13

[0701] <212>  PRT

[0702] <213>  智人

[0703] <400>  40

[0704] Cys  Gln  Ser  Tyr  Asp  Ser  Ser  Leu  Ser  Gly  Pro  Val  Val

[0705] 1               5                   10

[0706] <210>  41

[0707] <211>  122

[0708] <212>  PRT

[0709] <213>  智人

[0710] <400>  41

[0711] Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

[0712] 1               5                   10                  15

[0713] Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Lys  Ala  Tyr
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[0714]             20                  25                  30

[0715] Ser  Met  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

[0716]         35                  40                  45

[0717] Ser  Gly  Ile  Ser  Asn  Thr  Gly  Gly  Ser  Thr  Asp  Phe  Ala  Asp  Ser  Val

[0718]     50                  55                  60

[0719] Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

[0720] 65                  70                  75                  80

[0721] Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Met  Tyr  Tyr  Cys

[0722]                 85                  90                  95

[0723] Ala  Arg  Leu  Gly  Tyr  Ser  Gly  Tyr  Asp  Asp  Arg  Gly  Met  Asp  Val  Trp

[0724]             100                 105                 110

[0725] Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

[0726]         115                 120

[0727] <210>  42

[0728] <211>  112

[0729] <212>  PRT

[0730] <213>  智人

[0731] <400>  42

[0732] Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Ala  Ser  Gly  Thr  Pro  Gly  Gln

[0733] 1               5                   10                  15

[0734] Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ser  Asn

[0735]             20                  25                  30

[0736] Tyr  Val  Tyr  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu

[0737]         35                  40                  45

[0738] Ile  Tyr  Gly  Asn  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser

[0739]     50                  55                  60

[0740] Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Ser  Gly  Leu  Arg

[0741] 65                  70                  75                  80

[0742] Ser  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Ser  Tyr  Asp  Ser  Ser  Leu

[0743]                 85                  90                  95

[0744] Ser  Gly  Pro  Val  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu  Gly

[0745]             100                 105                 110

[0746] <210>  43

[0747] <211>  330

[0748] <212>  PRT

[0749] <213>  智人

[0750] <400>  43

[0751] Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys

[0752] 1               5                   10                  15

[0753] Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr

[0754]             20                  25                  30

[0755] Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser
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[0756]         35                  40                  45

[0757] Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser

[0758]     50                  55                  60

[0759] Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr

[0760] 65                  70                  75                  80

[0761] Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys

[0762]                 85                  90                  95

[0763] Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys

[0764]             100                 105                 110

[0765] Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro

[0766]         115                 120                 125

[0767] Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys

[0768]     130                 135                 140

[0769] Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp

[0770] 145                 150                 155                 160

[0771] Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu

[0772]                 165                 170                 175

[0773] Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu

[0774]             180                 185                 190

[0775] His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn

[0776]         195                 200                 205

[0777] Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly

[0778]     210                 215                 220

[0779] Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu

[0780] 225                 230                 235                 240

[0781] Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr

[0782]                 245                 250                 255

[0783] Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn

[0784]             260                 265                 270

[0785] Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe

[0786]         275                 280                 285

[0787] Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn

[0788]     290                 295                 300

[0789] Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr

[0790] 305                 310                 315                 320

[0791] Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys

[0792]                 325                 330

[0793] <210>  44

[0794] <211>  105

[0795] <212>  PRT

[0796] <213>  智人

[0797] <400>  44
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[0798] Gln  Pro  Lys  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Thr  Leu  Phe  Pro  Pro  Ser  Ser  Glu

[0799] 1               5                   10                  15

[0800] Glu  Leu  Gln  Ala  Asn  Lys  Ala  Thr  Leu  Val  Cys  Leu  Ile  Ser  Asp  Phe

[0801]             20                  25                  30

[0802] Tyr  Pro  Gly  Ala  Val  Thr  Val  Ala  Trp  Lys  Ala  Asp  Ser  Ser  Pro  Val

[0803]         35                  40                  45

[0804] Lys  Ala  Gly  Val  Glu  Thr  Thr  Thr  Pro  Ser  Lys  Gln  Ser  Asn  Asn  Lys

[0805]     50                  55                  60

[0806] Tyr  Ala  Ala  Ser  Ser  Tyr  Leu  Ser  Leu  Thr  Pro  Glu  Gln  Trp  Lys  Ser

[0807] 65                  70                  75                  80

[0808] His  Arg  Ser  Tyr  Ser  Cys  Gln  Val  Thr  His  Glu  Gly  Ser  Thr  Val  Glu

[0809]                 85                  90                  95

[0810] Lys  Thr  Val  Ala  Pro  Thr  Glu  Cys  Ser

[0811]             100                 105

[0812] <210>  45

[0813] <211>  1335

[0814] <212>  DNA

[0815] <213>  智人

[0816] <400>  45

[0817] gaggtgcagc  tgttggagtc  tgggggaggc  ttggtacagc  ctggggggtc  cctgagactc  60

[0818] tcctgtgcag  cctctggatt  caccttcagt  gactactaca  tgagctgggt  ccgccaggct  120

[0819] cccgggaagg  ggctggagtg  ggtctcaggc  attagttgga  gtagtcgtga  caaaggctat  180

[0820] gcggactctg  tgaagggccg  tttcaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgtat  240

[0821] ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  actgccgtgt  attactgtac  cacagatctc  300

[0822] gctaggtact  ggggccaggg  tacactggtc  accgtgagct  cagcctccac  caagggccca  360

[0823] tcggtcttcc  ccctggcacc  ctcctccaag  agcacctctg  ggggcacagc  ggccctgggc  420

[0824] tgcctggtca  aggactactt  ccccgaaccg  gtgacggtgt  cgtggaactc  aggcgccctg  480

[0825] accagcggcg  tgcacacctt  cccggctgtc  ctacagtcct  caggactcta  ctccctcagc  540

[0826] agcgtggtga  ccgtgccctc  cagcagcttg  ggcacccaga  cctacatctg  caacgtgaat  600

[0827] cacaagccca  gcaacaccaa  ggtggacaag  aaagttgagc  ccaaatcttg  tgacaaaact  660

[0828] cacacatgcc  caccgtgccc  agcacctgaa  ctcctggggg  gaccgtcagt  cttcctcttc  720

[0829] cccccaaaac  ccaaggacac  cctcatgatc  tcccggaccc  ctgaggtcac  atgcgtggtg  780

[0830] gtggacgtga  gccacgaaga  ccctgaggtc  aagttcaact  ggtacgtgga  cggcgtggag  840

[0831] gtgcataatg  ccaagacaaa  gccgcgggag  gagcagtaca  acagcacgta  ccgtgtggtc  900

[0832] agcgtcctca  ccgtcctgca  ccaggactgg  ctgaatggca  aggagtacaa  gtgcaaggtc  960

[0833] tccaacaaag  ccctcccagc  ccccatcgag  aaaaccatct  ccaaagccaa  agggcagccc  1020

[0834] cgagaaccac  aggtgtacac  cctgccccca  tcccgggatg  agctgaccaa  gaaccaggtc  1080

[0835] agcctgacct  gcctggtcaa  aggcttctat  cccagcgaca  tcgccgtgga  gtgggagagc  1140

[0836] aatgggcagc  cggagaacaa  ctacaagacc  acgcctcccg  tgctggactc  cgacggctcc  1200

[0837] ttcttcctct  acagcaagct  caccgtggac  aagagcaggt  ggcagcaggg  gaacgtcttc  1260

[0838] tcatgctccg  tgatgcatga  ggctctgcac  aaccactaca  cgcagaagag  cctctccctg  1320

[0839] tctccgggta  aatga  1335
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[0840] <210>  46

[0841] <211>  654

[0842] <212>  DNA

[0843] <213>  智人

[0844] <400>  46

[0845] cagtctgtgc  tgactcagcc  accctcagcg  tctgggaccc  ccgggcagag  ggtcaccatc  60

[0846] tcctgcactg  ggagcagctc  caacatcggg  gcaggttatg  atgtacactg  gtatcagcag  120

[0847] ctcccaggaa  cggcccccaa  actcctcatc  tatggtaatg  ataaccggcc  ctcaggggtc  180

[0848] cctgaccgat  tctctggctc  caagtctggc  acctcagcct  ccctggccat  cagtgggctc  240

[0849] cggtccgagg  atgaggctga  ttattactgt  gcagtatggg  atgacagcct  gaatggtgtg  300

[0850] gtattcggcg  gaggaaccaa  gctgacggtc  ctaggtcagc  ccaaggctgc  cccctcggtc  360

[0851] actctgttcc  cgccctcctc  tgaggagctt  caagccaaca  aggccacact  ggtgtgtctc  420

[0852] ataagtgact  tctacccggg  agccgtgaca  gtggcctgga  aggcagatag  cagccccgtc  480

[0853] aaggcgggag  tggagaccac  cacaccctcc  aaacaaagca  acaacaagta  cgcggccagc  540

[0854] agctatctga  gcctgacgcc  tgagcagtgg  aagtcccaca  gaagctacag  ctgccaggtc  600

[0855] acgcatgaag  ggagcaccgt  ggagaagaca  gtggccccta  cagaatgttc  atga  654

[0856] <210>  47

[0857] <211>  1353

[0858] <212>  DNA

[0859] <213>  智人

[0860] <400>  47

[0861] gaggtgcagc  tgttggagtc  tgggggaggc  ttggtacagc  ctggggggtc  cctgagactc  60

[0862] tcctgtgcag  cctctggatt  caccttcagt  agctatagca  tgaactgggt  ccgccaggct  120

[0863] ccagggaagg  ggctggagtg  ggtctcagct  attagtggta  gtggtggtag  cacatactac  180

[0864] gcagactccg  tgaagggccg  gttcaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgtat  240

[0865] ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  actgccgtgt  attactgtgc  gagagatcgg  300

[0866] gtagagatga  accagtggct  ggccgactgg  ggccagggta  cactggtcac  cgtgagctca  360

[0867] gcctccacca  agggcccatc  ggtcttcccc  ctggcaccct  cctccaagag  cacctctggg  420

[0868] ggcacagcgg  ccctgggctg  cctggtcaag  gactacttcc  ccgaaccggt  gacggtgtcg  480

[0869] tggaactcag  gcgccctgac  cagcggcgtg  cacaccttcc  cggctgtcct  acagtcctca  540

[0870] ggactctact  ccctcagcag  cgtggtgacc  gtgccctcca  gcagcttggg  cacccagacc  600

[0871] tacatctgca  acgtgaatca  caagcccagc  aacaccaagg  tggacaagaa  agttgagccc  660

[0872] aaatcttgtg  acaaaactca  cacatgccca  ccgtgcccag  cacctgaact  cctgggggga  720

[0873] ccgtcagtct  tcctcttccc  cccaaaaccc  aaggacaccc  tcatgatctc  ccggacccct  780

[0874] gaggtcacat  gcgtggtggt  ggacgtgagc  cacgaagacc  ctgaggtcaa  gttcaactgg  840

[0875] tacgtggacg  gcgtggaggt  gcataatgcc  aagacaaagc  cgcgggagga  gcagtacaac  900

[0876] agcacgtacc  gtgtggtcag  cgtcctcacc  gtcctgcacc  aggactggct  gaatggcaag  960

[0877] gagtacaagt  gcaaggtctc  caacaaagcc  ctcccagccc  ccatcgagaa  aaccatctcc  1020

[0878] aaagccaaag  ggcagccccg  agaaccacag  gtgtacaccc  tgcccccatc  ccgggatgag  1080

[0879] ctgaccaaga  accaggtcag  cctgacctgc  ctggtcaaag  gcttctatcc  cagcgacatc  1140

[0880] gccgtggagt  gggagagcaa  tgggcagccg  gagaacaact  acaagaccac  gcctcccgtg  1200

[0881] ctggactccg  acggctcctt  cttcctctac  agcaagctca  ccgtggacaa  gagcaggtgg  1260
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[0882] cagcagggga  acgtcttctc  atgctccgtg  atgcatgagg  ctctgcacaa  ccactacacg  1320

[0883] cagaagagcc  tctccctgtc  tccgggtaaa  tga  1353

[0884] <210>  48

[0885] <211>  654

[0886] <212>  DNA

[0887] <213>  智人

[0888] <400>  48

[0889] cagtctgtgc  tgactcagcc  accctcagcg  tctgggaccc  ccgggcagag  ggtcaccatc  60

[0890] tcctgcactg  ggagcagctc  caacatcggg  gcaggttatg  atgtacactg  gtatcagcag  120

[0891] ctcccaggaa  cggcccccaa  actcctcatc  tataggaata  atcagcggcc  ctcaggggtc  180

[0892] cctgaccgat  tctctggctc  caagtctggc  acctcagcct  ccctggccat  cagtgggctc  240

[0893] cggtccgagg  atgaggctga  ttattactgt  gcagcatggg  atgacagcct  gaatggttgg  300

[0894] gtgttcggcg  gaggaaccaa  gctgacggtc  ctaggtcagc  ccaaggctgc  cccctcggtc  360

[0895] actctgttcc  cgccctcctc  tgaggagctt  caagccaaca  aggccacact  ggtgtgtctc  420

[0896] ataagtgact  tctacccggg  agccgtgaca  gtggcctgga  aggcagatag  cagccccgtc  480

[0897] aaggcgggag  tggagaccac  cacaccctcc  aaacaaagca  acaacaagta  cgcggccagc  540

[0898] agctatctga  gcctgacgcc  tgagcagtgg  aagtcccaca  gaagctacag  ctgccaggtc  600

[0899] acgcatgaag  ggagcaccgt  ggagaagaca  gtggccccta  cagaatgttc  atga  654

[0900] <210>  49

[0901] <211>  1353

[0902] <212>  DNA

[0903] <213>  智人

[0904] <400>  49

[0905] gaggtgcagc  tgttggagtc  tgggggaggc  ttggtacagc  ctggggggtc  cctgagactc  60

[0906] tcctgtgcag  cctctggatt  cacctttagc  agctatgcca  tgagctgggt  ccgccaggct  120

[0907] ccagggaagg  ggctggagtg  ggtctcaggt  attagtggca  gcggtgggta  catacactat  180

[0908] gcagactccg  tgaagggccg  gttcaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgtat  240

[0909] ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  actgccgtgt  attactgtgc  gacctatagc  300

[0910] agtggcctgc  atgatgcttt  tgatatctgg  ggccagggta  cactggtcac  cgtgagctca  360

[0911] gcctccacca  agggcccatc  ggtcttcccc  ctggcaccct  cctccaagag  cacctctggg  420

[0912] ggcacagcgg  ccctgggctg  cctggtcaag  gactacttcc  ccgaaccggt  gacggtgtcg  480

[0913] tggaactcag  gcgccctgac  cagcggcgtg  cacaccttcc  cggctgtcct  acagtcctca  540

[0914] ggactctact  ccctcagcag  cgtggtgacc  gtgccctcca  gcagcttggg  cacccagacc  600

[0915] tacatctgca  acgtgaatca  caagcccagc  aacaccaagg  tggacaagaa  agttgagccc  660

[0916] aaatcttgtg  acaaaactca  cacatgccca  ccgtgcccag  cacctgaact  cctgggggga  720

[0917] ccgtcagtct  tcctcttccc  cccaaaaccc  aaggacaccc  tcatgatctc  ccggacccct  780

[0918] gaggtcacat  gcgtggtggt  ggacgtgagc  cacgaagacc  ctgaggtcaa  gttcaactgg  840

[0919] tacgtggacg  gcgtggaggt  gcataatgcc  aagacaaagc  cgcgggagga  gcagtacaac  900

[0920] agcacgtacc  gtgtggtcag  cgtcctcacc  gtcctgcacc  aggactggct  gaatggcaag  960

[0921] gagtacaagt  gcaaggtctc  caacaaagcc  ctcccagccc  ccatcgagaa  aaccatctcc  1020

[0922] aaagccaaag  ggcagccccg  agaaccacag  gtgtacaccc  tgcccccatc  ccgggatgag  1080

[0923] ctgaccaaga  accaggtcag  cctgacctgc  ctggtcaaag  gcttctatcc  cagcgacatc  1140
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[0924] gccgtggagt  gggagagcaa  tgggcagccg  gagaacaact  acaagaccac  gcctcccgtg  1200

[0925] ctggactccg  acggctcctt  cttcctctac  agcaagctca  ccgtggacaa  gagcaggtgg  1260

[0926] cagcagggga  acgtcttctc  atgctccgtg  atgcatgagg  ctctgcacaa  ccactacacg  1320

[0927] cagaagagcc  tctccctgtc  tccgggtaaa  tga  1353

[0928] <210>  50

[0929] <211>  654

[0930] <212>  DNA

[0931] <213>  智人

[0932] <400>  50

[0933] cagtctgtgc  tgactcagcc  accctcagcg  tctgggaccc  ccgggcagag  ggtcaccatc  60

[0934] tcctgcactg  ggagcagctc  caacatcggg  gcaggttatg  atgtacactg  gtatcagcag  120

[0935] ctcccaggaa  cggcccccaa  actcctcatc  tatgacaata  ataagcgacc  ctcaggggtc  180

[0936] cctgaccgat  tctctggctc  caagtctggc  acctcagcct  ccctggccat  cagtgggctc  240

[0937] cggtccgagg  atgaggctga  ttattactgt  gcagcatggg  atgacagcct  gaatggttgg  300

[0938] gtgttcggcg  gaggaaccaa  gctgacggtc  ctaggtcagc  ccaaggctgc  cccctcggtc  360

[0939] actctgttcc  cgccctcctc  tgaggagctt  caagccaaca  aggccacact  ggtgtgtctc  420

[0940] ataagtgact  tctacccggg  agccgtgaca  gtggcctgga  aggcagatag  cagccccgtc  480

[0941] aaggcgggag  tggagaccac  cacaccctcc  aaacaaagca  acaacaagta  cgcggccagc  540

[0942] agctatctga  gcctgacgcc  tgagcagtgg  aagtcccaca  gaagctacag  ctgccaggtc  600

[0943] acgcatgaag  ggagcaccgt  ggagaagaca  gtggccccta  cagaatgttc  atga  654

[0944] <210>  51

[0945] <211>  1359

[0946] <212>  DNA

[0947] <213>  智人

[0948] <400>  51

[0949] gaggtgcagc  tgttggagtc  tgggggaggc  ttggtacagc  ctggggggtc  cctgagactc  60

[0950] tcctgtgcag  cctctggatt  caccttcaaa  gcctatagca  tgagctggat  ccgccaggct  120

[0951] ccagggaagg  ggctggagtg  ggtctcaggt  atcagtaaca  cgggaggtag  cacagacttc  180

[0952] gcagactccg  tgaagggccg  gttcaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgtat  240

[0953] ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  actgccatgt  attactgtgc  gagattggga  300

[0954] tatagtggct  acgacgaccg  tggtatggac  gtctggggcc  aaggtacact  ggtcaccgtg  360

[0955] agctcagcct  ccaccaaggg  cccatcggtc  ttccccctgg  caccctcctc  caagagcacc  420

[0956] tctgggggca  cagcggccct  gggctgcctg  gtcaaggact  acttccccga  accggtgacg  480

[0957] gtgtcgtgga  actcaggcgc  cctgaccagc  ggcgtgcaca  ccttcccggc  tgtcctacag  540

[0958] tcctcaggac  tctactccct  cagcagcgtg  gtgaccgtgc  cctccagcag  cttgggcacc  600

[0959] cagacctaca  tctgcaacgt  gaatcacaag  cccagcaaca  ccaaggtgga  caagaaagtt  660

[0960] gagcccaaat  cttgtgacaa  aactcacaca  tgcccaccgt  gcccagcacc  tgaactcctg  720

[0961] gggggaccgt  cagtcttcct  cttcccccca  aaacccaagg  acaccctcat  gatctcccgg  780

[0962] acccctgagg  tcacatgcgt  ggtggtggac  gtgagccacg  aagaccctga  ggtcaagttc  840

[0963] aactggtacg  tggacggcgt  ggaggtgcat  aatgccaaga  caaagccgcg  ggaggagcag  900

[0964] tacaacagca  cgtaccgtgt  ggtcagcgtc  ctcaccgtcc  tgcaccagga  ctggctgaat  960

[0965] ggcaaggagt  acaagtgcaa  ggtctccaac  aaagccctcc  cagcccccat  cgagaaaacc  1020
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[0966] atctccaaag  ccaaagggca  gccccgagaa  ccacaggtgt  acaccctgcc  cccatcccgg  1080

[0967] gatgagctga  ccaagaacca  ggtcagcctg  acctgcctgg  tcaaaggctt  ctatcccagc  1140

[0968] gacatcgccg  tggagtggga  gagcaatggg  cagccggaga  acaactacaa  gaccacgcct  1200

[0969] cccgtgctgg  actccgacgg  ctccttcttc  ctctacagca  agctcaccgt  ggacaagagc  1260

[0970] aggtggcagc  aggggaacgt  cttctcatgc  tccgtgatgc  atgaggctct  gcacaaccac  1320

[0971] tacacgcaga  agagcctctc  cctgtctccg  ggtaaatga  1359

[0972] <210>  52

[0973] <211>  654

[0974] <212>  DNA

[0975] <213>  智人

[0976] <400>  52

[0977] cagtctgtgc  tgactcagcc  accctcagcg  tctgggaccc  ccgggcagag  ggtcaccatc  60

[0978] tcttgttctg  gaagcagctc  caacatcgga  agtaattatg  tgtactggta  tcagcagctc  120

[0979] ccaggaacgg  cccccaaact  cctcatctat  ggtaacagca  atcggccctc  aggggtccct  180

[0980] gaccgattct  ctggctccaa  gtctggcacc  tcagcctccc  tggccatcag  tgggctccgg  240

[0981] tccgaggatg  aggctgatta  ttactgccag  tcctatgaca  gcagcctgag  tggtcctgtg  300

[0982] gtattcggcg  gaggaaccaa  gctgacggtc  ctaggtcagc  ccaaggctgc  cccctcggtc  360

[0983] actctgttcc  cgccctcctc  tgaggagctt  caagccaaca  aggccacact  ggtgtgtctc  420

[0984] ataagtgact  tctacccggg  agccgtgaca  gtggcctgga  aggcagatag  cagccccgtc  480

[0985] aaggcgggag  tggagaccac  cacaccctcc  aaacaaagca  acaacaagta  cgcggccagc  540

[0986] agctatctga  gcctgacgcc  tgagcagtgg  aagtcccaca  gaagctacag  ctgccaggtc  600

[0987] acgcatgaag  ggagcaccgt  ggagaagaca  gtggccccta  cagaatgttc  atga  654

[0988] <210>  53

[0989] <211>  236

[0990] <212>  PRT

[0991] <213>  智人

[0992] <400>  53

[0993] Met  Gly  Trp  Ser  Cys  Ile  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Thr  Ala  Thr  Gly

[0994] 1               5                   10                  15

[0995] Val  His  Ser  Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Ala  Ser  Gly  Thr

[0996]             20                  25                  30

[0997] Pro  Gly  Gln  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile

[0998]         35                  40                  45

[0999] Gly  Ala  Gly  Tyr  Asp  Val  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala

[1000]     50                  55                  60

[1001] Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Gly  Asn  Asp  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro

[1002] 65                  70                  75                  80

[1003] Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile

[1004]                 85                  90                  95

[1005] Ser  Gly  Leu  Arg  Ser  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Val  Trp

[1006]             100                 105                 110

[1007] Asp  Asp  Ser  Leu  Asn  Gly  Val  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr
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[1008]         115                 120                 125

[1009] Val  Leu  Gly  Gln  Pro  Lys  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Thr  Leu  Phe  Pro  Pro

[1010]     130                 135                 140

[1011] Ser  Ser  Glu  Glu  Leu  Gln  Ala  Asn  Lys  Ala  Thr  Leu  Val  Cys  Leu  Ile

[1012] 145                 150                 155                 160

[1013] Ser  Asp  Phe  Tyr  Pro  Gly  Ala  Val  Thr  Val  Ala  Trp  Lys  Ala  Asp  Ser

[1014]                 165                 170                 175

[1015] Ser  Pro  Val  Lys  Ala  Gly  Val  Glu  Thr  Thr  Thr  Pro  Ser  Lys  Gln  Ser

[1016]             180                 185                 190

[1017] Asn  Asn  Lys  Tyr  Ala  Ala  Ser  Ser  Tyr  Leu  Ser  Leu  Thr  Pro  Glu  Gln

[1018]         195                 200                 205

[1019] Trp  Lys  Ser  His  Arg  Ser  Tyr  Ser  Cys  Gln  Val  Thr  His  Glu  Gly  Ser

[1020]     210                 215                 220

[1021] Thr  Val  Glu  Lys  Thr  Val  Ala  Pro  Thr  Glu  Cys  Ser

[1022] 225                 230                 235

[1023] <210>  54

[1024] <211>  463

[1025] <212>  PRT

[1026] <213>  智人

[1027] <400>  54

[1028] Met  Gly  Trp  Ser  Cys  Ile  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Thr  Ala  Thr  Gly

[1029] 1               5                   10                  15

[1030] Val  His  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln

[1031]             20                  25                  30

[1032] Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe

[1033]         35                  40                  45

[1034] Ser  Asp  Tyr  Tyr  Met  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu

[1035]     50                  55                  60

[1036] Glu  Trp  Val  Ser  Gly  Ile  Ser  Trp  Ser  Ser  Arg  Asp  Lys  Gly  Tyr  Ala

[1037] 65                  70                  75                  80

[1038] Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn

[1039]                 85                  90                  95

[1040] Thr  Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val

[1041]             100                 105                 110

[1042] Tyr  Tyr  Cys  Thr  Thr  Asp  Leu  Ala  Arg  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu

[1043]         115                 120                 125

[1044] Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu

[1045]     130                 135                 140

[1046] Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys

[1047] 145                 150                 155                 160

[1048] Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser

[1049]                 165                 170                 175
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[1050] Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser

[1051]             180                 185                 190

[1052] Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser

[1053]         195                 200                 205

[1054] Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn

[1055]     210                 215                 220

[1056] Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His

[1057] 225                 230                 235                 240

[1058] Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val

[1059]                 245                 250                 255

[1060] Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr

[1061]             260                 265                 270

[1062] Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu

[1063]         275                 280                 285

[1064] Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys

[1065]     290                 295                 300

[1066] Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser

[1067] 305                 310                 315                 320

[1068] Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys

[1069]                 325                 330                 335

[1070] Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile

[1071]             340                 345                 350

[1072] Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro

[1073]         355                 360                 365

[1074] Pro  Ser  Arg  Asp  Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu

[1075]     370                 375                 380

[1076] Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn

[1077] 385                 390                 395                 400

[1078] Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser

[1079]                 405                 410                 415

[1080] Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg

[1081]             420                 425                 430

[1082] Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu

[1083]         435                 440                 445

[1084] His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys

[1085]     450                 455                 460

[1086] <210>  55

[1087] <211>  127

[1088] <212>  PRT

[1089] <213>  智人

[1090] <400>  55

[1091] Ala  Pro  Ala  Arg  Ser  Pro  Ser  Pro  Ser  Thr  Gln  Pro  Trp  Glu  His  Val
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[1092] 1               5                   10                  15

[1093] Asn  Ala  Ile  Gln  Glu  Ala  Arg  Arg  Leu  Leu  Asn  Leu  Ser  Arg  Asp  Thr

[1094]             20                  25                  30

[1095] Ala  Ala  Glu  Met  Asn  Glu  Thr  Val  Glu  Val  Ile  Ser  Glu  Met  Phe  Asp

[1096]         35                  40                  45

[1097] Leu  Gln  Glu  Pro  Thr  Cys  Leu  Gln  Thr  Arg  Leu  Glu  Leu  Tyr  Lys  Gln

[1098]     50                  55                  60

[1099] Gly  Leu  Arg  Gly  Ser  Leu  Thr  Lys  Leu  Lys  Gly  Pro  Leu  Thr  Met  Met

[1100] 65                  70                  75                  80

[1101] Ala  Ser  His  Tyr  Lys  Gln  His  Cys  Pro  Pro  Thr  Pro  Glu  Thr  Ser  Cys

[1102]                 85                  90                  95

[1103] Ala  Thr  Gln  Thr  Ile  Thr  Phe  Glu  Ser  Phe  Lys  Glu  Asn  Leu  Lys  Asp

[1104]             100                 105                 110

[1105] Phe  Leu  Leu  Val  Ile  Pro  Phe  Asp  Cys  Trp  Glu  Pro  Val  Gln  Glu

[1106]         115                 120                 125

[1107] <210>  56

[1108] <211>  144

[1109] <212>  PRT

[1110] <213>  智人

[1111] <400>  56

[1112] Met  Trp  Leu  Gln  Ser  Leu  Leu  Leu  Leu  Gly  Thr  Val  Ala  Cys  Ser  Ile

[1113] 1               5                   10                  15

[1114] Ser  Ala  Pro  Ala  Arg  Ser  Pro  Ser  Pro  Ser  Thr  Gln  Pro  Trp  Glu  His

[1115]             20                  25                  30

[1116] Val  Asn  Ala  Ile  Gln  Glu  Ala  Arg  Arg  Leu  Leu  Asn  Leu  Ser  Arg  Asp

[1117]         35                  40                  45

[1118] Thr  Ala  Ala  Glu  Met  Asn  Glu  Thr  Val  Glu  Val  Ile  Ser  Glu  Met  Phe

[1119]     50                  55                  60

[1120] Asp  Leu  Gln  Glu  Pro  Thr  Cys  Leu  Gln  Thr  Arg  Leu  Glu  Leu  Tyr  Lys

[1121] 65                  70                  75                  80

[1122] Gln  Gly  Leu  Arg  Gly  Ser  Leu  Thr  Lys  Leu  Lys  Gly  Pro  Leu  Thr  Met

[1123]                 85                  90                  95

[1124] Met  Ala  Ser  His  Tyr  Lys  Gln  His  Cys  Pro  Pro  Thr  Pro  Glu  Thr  Ser

[1125]             100                 105                 110

[1126] Cys  Ala  Thr  Gln  Thr  Ile  Thr  Phe  Glu  Ser  Phe  Lys  Glu  Asn  Leu  Lys

[1127]         115                 120                 125

[1128] Asp  Phe  Leu  Leu  Val  Ile  Pro  Phe  Asp  Cys  Trp  Glu  Pro  Val  Gln  Glu

[1129]     130                 135                 140

[1130] <210>  57

[1131] <211>  124

[1132] <212>  PRT

[1133] <213>  小家鼠
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[1134] <400>  57

[1135] Ala  Pro  Thr  Arg  Ser  Pro  Ile  Thr  Val  Thr  Arg  Pro  Trp  Lys  His  Val

[1136] 1               5                   10                  15

[1137] Glu  Ala  Ile  Lys  Glu  Ala  Leu  Asn  Leu  Leu  Asp  Asp  Met  Pro  Val  Thr

[1138]             20                  25                  30

[1139] Leu  Asn  Glu  Glu  Val  Glu  Val  Val  Ser  Asn  Glu  Phe  Ser  Phe  Lys  Lys

[1140]         35                  40                  45

[1141] Leu  Thr  Cys  Val  Gln  Thr  Arg  Leu  Lys  Ile  Phe  Glu  Gln  Gly  Leu  Arg

[1142]     50                  55                  60

[1143] Gly  Asn  Phe  Thr  Lys  Leu  Lys  Gly  Ala  Leu  Asn  Met  Thr  Ala  Ser  Tyr

[1144] 65                  70                  75                  80

[1145] Tyr  Gln  Thr  Tyr  Cys  Pro  Pro  Thr  Pro  Glu  Thr  Asp  Cys  Glu  Thr  Gln

[1146]                 85                  90                  95

[1147] Val  Thr  Thr  Tyr  Ala  Asp  Phe  Ile  Asp  Ser  Leu  Lys  Thr  Phe  Leu  Thr

[1148]             100                 105                 110

[1149] Asp  Ile  Pro  Phe  Glu  Cys  Lys  Lys  Pro  Val  Gln  Lys

[1150]         115                 120

[1151] <210>  58

[1152] <211>  141

[1153] <212>  PRT

[1154] <213>  小家鼠

[1155] <400>  58

[1156] Met  Trp  Leu  Gln  Asn  Leu  Leu  Phe  Leu  Gly  Ile  Val  Val  Tyr  Ser  Leu

[1157] 1               5                   10                  15

[1158] Ser  Ala  Pro  Thr  Arg  Ser  Pro  Ile  Thr  Val  Thr  Arg  Pro  Trp  Lys  His

[1159]             20                  25                  30

[1160] Val  Glu  Ala  Ile  Lys  Glu  Ala  Leu  Asn  Leu  Leu  Asp  Asp  Met  Pro  Val

[1161]         35                  40                  45

[1162] Thr  Leu  Asn  Glu  Glu  Val  Glu  Val  Val  Ser  Asn  Glu  Phe  Ser  Phe  Lys

[1163]     50                  55                  60

[1164] Lys  Leu  Thr  Cys  Val  Gln  Thr  Arg  Leu  Lys  Ile  Phe  Glu  Gln  Gly  Leu

[1165] 65                  70                  75                  80

[1166] Arg  Gly  Asn  Phe  Thr  Lys  Leu  Lys  Gly  Ala  Leu  Asn  Met  Thr  Ala  Ser

[1167]                 85                  90                  95

[1168] Tyr  Tyr  Gln  Thr  Tyr  Cys  Pro  Pro  Thr  Pro  Glu  Thr  Asp  Cys  Glu  Thr

[1169]             100                 105                 110

[1170] Gln  Val  Thr  Thr  Tyr  Ala  Asp  Phe  Ile  Asp  Ser  Leu  Lys  Thr  Phe  Leu

[1171]         115                 120                 125

[1172] Thr  Asp  Ile  Pro  Phe  Glu  Cys  Lys  Lys  Pro  Val  Gln  Lys

[1173]     130                 135                 140

[1174] <210>  59

[1175] <211>  124
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[1176] <212>  DNA

[1177] <213>  人工序列

[1178] <220>

[1179] <223>  启动子p7.5K

[1180] <400>  59

[1181] ccacccactt  tttatagtaa  gtttttcacc  cataaataat  aaatacaata  attaatttct  60

[1182] cgtaaaagta  gaaaatatat  tctaatttat  tgcacggtaa  ggaagtagaa  tcataaagaa  120

[1183] cagt  124

[1184] <210>  60

[1185] <211>  114

[1186] <212>  DNA

[1187] <213>  人工序列

[1188] <220>

[1189] <223>  启动子pH5.R

[1190] <400>  60

[1191] tttattctat  acttaaaaaa  tgaaaataaa  tacaaaggtt  cttgagggtt  gtgttaaatt  60

[1192] gaaagcgaga  aataatcata  aattatttca  ttatcgcgat  atccgttaag  tttg  114

[1193] <210>  61

[1194] <211>  40

[1195] <212>  DNA

[1196] <213>  人工序列

[1197] <220>

[1198] <223>  启动子pSE/L

[1199] <400>  61

[1200] aaaaattgaa  attttatttt  ttttttttgg  aatataaata  40

[1201] <210>  62

[1202] <211>  236

[1203] <212>  PRT

[1204] <213>  小家鼠

[1205] <400>  62

[1206] Met  Gly  Trp  Ser  Cys  Ile  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Thr  Ala  Thr  Gly

[1207] 1               5                   10                  15

[1208] Val  His  Ser  Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Ala  Ser  Gly  Thr

[1209]             20                  25                  30

[1210] Pro  Gly  Gln  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile

[1211]         35                  40                  45

[1212] Gly  Ala  Gly  Tyr  Asp  Val  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala

[1213]     50                  55                  60

[1214] Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Arg  Asn  Asn  Gln  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro

[1215] 65                  70                  75                  80

[1216] Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile

[1217]                 85                  90                  95
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[1218] Ser  Gly  Leu  Arg  Ser  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Ala  Trp

[1219]             100                 105                 110

[1220] Asp  Asp  Ser  Leu  Asn  Gly  Trp  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr

[1221]         115                 120                 125

[1222] Val  Leu  Gly  Gln  Pro  Lys  Ser  Ser  Pro  Ser  Val  Thr  Leu  Phe  Pro  Pro

[1223]     130                 135                 140

[1224] Ser  Ser  Glu  Glu  Leu  Glu  Thr  Asn  Lys  Ala  Thr  Leu  Val  Cys  Thr  Ile

[1225] 145                 150                 155                 160

[1226] Thr  Asp  Phe  Tyr  Pro  Gly  Val  Val  Thr  Val  Asp  Trp  Lys  Val  Asp  Gly

[1227]                 165                 170                 175

[1228] Thr  Pro  Val  Thr  Gln  Gly  Met  Glu  Thr  Thr  Gln  Pro  Ser  Lys  Gln  Ser

[1229]             180                 185                 190

[1230] Asn  Asn  Lys  Tyr  Met  Ala  Ser  Ser  Tyr  Leu  Thr  Leu  Thr  Ala  Arg  Ala

[1231]         195                 200                 205

[1232] Trp  Glu  Arg  His  Ser  Ser  Tyr  Ser  Cys  Gln  Val  Thr  His  Glu  Gly  His

[1233]     210                 215                 220

[1234] Thr  Val  Glu  Lys  Ser  Leu  Ser  Arg  Ala  Asp  Cys  Ser

[1235] 225                 230                 235

[1236] <210>  63

[1237] <211>  469

[1238] <212>  PRT

[1239] <213>  小家鼠

[1240] <400>  63

[1241] Met  Gly  Trp  Ser  Cys  Ile  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Thr  Ala  Thr  Gly

[1242] 1               5                   10                  15

[1243] Val  His  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln

[1244]             20                  25                  30

[1245] Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe

[1246]         35                  40                  45

[1247] Ser  Ser  Tyr  Ser  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu

[1248]     50                  55                  60

[1249] Glu  Trp  Val  Ser  Ala  Ile  Ser  Gly  Ser  Gly  Gly  Ser  Thr  Tyr  Tyr  Ala

[1250] 65                  70                  75                  80

[1251] Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn

[1252]                 85                  90                  95

[1253] Thr  Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val

[1254]             100                 105                 110

[1255] Tyr  Tyr  Cys  Ala  Arg  Asp  Arg  Val  Glu  Met  Asn  Gln  Trp  Leu  Ala  Asp

[1256]         115                 120                 125

[1257] Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Lys  Thr  Thr  Ala

[1258]     130                 135                 140

[1259] Pro  Ser  Val  Tyr  Pro  Leu  Ala  Pro  Val  Cys  Gly  Asp  Thr  Thr  Gly  Ser
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[1260] 145                 150                 155                 160

[1261] Ser  Val  Thr  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val

[1262]                 165                 170                 175

[1263] Thr  Leu  Thr  Trp  Asn  Ser  Gly  Ser  Leu  Ser  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe

[1264]             180                 185                 190

[1265] Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Asp  Leu  Tyr  Thr  Leu  Ser  Ser  Ser  Val  Thr

[1266]         195                 200                 205

[1267] Val  Thr  Ser  Ser  Thr  Trp  Pro  Ser  Gln  Ser  Ile  Thr  Cys  Asn  Val  Ala

[1268]     210                 215                 220

[1269] His  Pro  Ala  Ser  Ser  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys  Ile  Glu  Pro  Arg  Gly

[1270] 225                 230                 235                 240

[1271] Pro  Thr  Ile  Lys  Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Lys  Cys  Pro  Ala  Pro  Asn  Leu

[1272]                 245                 250                 255

[1273] Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Lys  Ile  Lys  Asp  Val

[1274]             260                 265                 270

[1275] Leu  Met  Ile  Ser  Leu  Ser  Pro  Ile  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val

[1276]         275                 280                 285

[1277] Ser  Glu  Asp  Asp  Pro  Asp  Val  Gln  Ile  Ser  Trp  Phe  Val  Asn  Asn  Val

[1278]     290                 295                 300

[1279] Glu  Val  His  Thr  Ala  Gln  Thr  Gln  Thr  His  Arg  Glu  Asp  Tyr  Asn  Ser

[1280] 305                 310                 315                 320

[1281] Thr  Leu  Arg  Val  Val  Ser  Ala  Leu  Pro  Ile  Gln  His  Gln  Asp  Trp  Met

[1282]                 325                 330                 335

[1283] Ser  Gly  Lys  Glu  Phe  Lys  Cys  Lys  Val  Asn  Asn  Lys  Asp  Leu  Pro  Ala

[1284]             340                 345                 350

[1285] Pro  Ile  Glu  Arg  Thr  Ile  Ser  Lys  Pro  Lys  Gly  Ser  Val  Arg  Ala  Pro

[1286]         355                 360                 365

[1287] Gln  Val  Tyr  Val  Leu  Pro  Pro  Pro  Glu  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Lys  Gln

[1288]     370                 375                 380

[1289] Val  Thr  Leu  Thr  Cys  Met  Val  Thr  Asp  Phe  Met  Pro  Glu  Asp  Ile  Tyr

[1290] 385                 390                 395                 400

[1291] Val  Glu  Trp  Thr  Asn  Asn  Gly  Lys  Thr  Glu  Leu  Asn  Tyr  Lys  Asn  Thr

[1292]                 405                 410                 415

[1293] Glu  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Tyr  Phe  Met  Tyr  Ser  Lys  Leu

[1294]             420                 425                 430

[1295] Arg  Val  Glu  Lys  Lys  Asn  Trp  Val  Glu  Arg  Asn  Ser  Tyr  Ser  Cys  Ser

[1296]         435                 440                 445

[1297] Val  Val  His  Glu  Gly  Leu  His  Asn  His  His  Thr  Thr  Lys  Ser  Phe  Ser

[1298]     450                 455                 460

[1299] Arg  Thr  Pro  Gly  Lys

[1300] 465
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