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本披露提供了特异性地结合肺炎克雷伯菌

O1并诱导克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)的调

理吞噬杀伤的结合蛋白(例如，抗体或其抗原结

合片段)。本披露还提供了在受试者中减少克雷

伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)或治疗或预防克雷

伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)感染的方法，这些

方法包括向受试者给予肺炎克雷伯菌O1结合蛋

白(例如，抗体或其抗原结合片段)。
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1.一种特异性地结合肺炎克雷伯菌(K.pneumoniae)O1抗原的分离的抗原结合蛋白，该

抗原结合蛋白包含一组互补决定区(CDR)：HCDR1、HCDR2、HCDR3、LCDR1、LCDR2和LCDR3，其中

该HCDR1、HCDR2、HCDR3、LCDR1、LCDR2和LCDR3分别由以下的氨基酸序列所示：

(a)SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5和7；

(b)SEQ  ID  NO:1、2、3、4、6和7；

(c)SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5和11；

(d)SEQ  ID  NO:1、2、3、4、10和11；

(e)SEQ  ID  NO:1、59、60、4、5和11；或

(f)SEQ  ID  NO:1、59、60、4、10和11。

2.权利要求1的抗原结合蛋白，其中该HCDR1、HCDR2、HCDR3、LCDR1、LCDR2和LCDR3分别

由SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5和7的氨基酸序列所示。

3.权利要求2的抗原结合蛋白，包含含有SEQ  ID  NO:8的氨基酸序列的VH和含有SEQ  ID 

NO:9的氨基酸序列的VL。

4.权利要求1的抗原结合蛋白，其中该HCDR1、HCDR2、HCDR3、LCDR1、LCDR2和LCDR3分别

由SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5和11的氨基酸序列所示。

5.权利要求4的抗原结合蛋白，包含含有SEQ  ID  NO:12的氨基酸序列的VH和含有SEQ 

ID  NO:13的氨基酸序列的VL。

6.权利要求1的抗原结合蛋白，其中该HCDR1、HCDR2、HCDR3、LCDR1、LCDR2和LCDR3分别

由SEQ  ID  NO:1、59、60、4、5和11的氨基酸序列所示。

7.权利要求6的抗原结合蛋白，包含含有SEQ  ID  NO:61的氨基酸序列的VH和含有SEQ 

ID  NO:63的氨基酸序列的VL。

8.权利要求6的抗原结合蛋白，包含含有SEQ  ID  NO:62的氨基酸序列的VH和含有SEQ 

ID  NO:63的氨基酸序列的VL。

9.权利要求1的抗原结合蛋白，包含含有SEQ  ID  NO:8的VH。

10.权利要求1的抗原结合蛋白，包含含有SEQ  ID  NO:9的VL。

11.权利要求1的抗原结合蛋白，包含含有SEQ  ID  NO:12的VH。

12.权利要求1的抗原结合蛋白，包含含有SEQ  ID  NO:13的VL。

13.权利要求1的抗原结合蛋白，包含含有SEQ  ID  NO:61的VH。

14.权利要求1的抗原结合蛋白，包含含有SEQ  ID  NO:62的VH。

15.权利要求1的抗原结合蛋白，包含含有SEQ  ID  NO:63的VL。

16.如权利要求1‑15中任一项所述的抗原结合蛋白，其中所述抗原结合蛋白是非人类

的、人源化的、嵌合的或表面重建的。

17.如权利要求1‑15中任一项所述的抗原结合蛋白，其中所述抗原结合蛋白是人源化

的、嵌合的、表面重建的或人类的。

18.如权利要求1‑15中任一项所述的抗原结合蛋白，其中所述抗原结合蛋白是抗体。

19.如权利要求1‑15中任一项所述的抗原结合蛋白，其中所述抗原结合蛋白是抗体的

抗原结合片段。

20.如权利要求1‑15中任一项所述的抗原结合蛋白，该抗原结合蛋白是单克隆抗体、重

组抗体、人类抗体、人源化抗体、嵌合抗体或双特异性抗体。
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21.如权利要求19所述的抗原结合蛋白，其中所述抗原结合蛋白包含Fab、Fab'、F(ab')

2、scFv、二硫化物连接的Fv、胞内抗体、IgGΔCH2、F(ab')3、四体抗体、三体抗体、双体抗体、

DVD‑Ig、mAb2、(scFv)2或scFv‑Fc。

22.如权利要求1‑15中任一项所述的抗原结合蛋白，该抗原结合蛋白以4 .0E‑09至

6.0E‑09nM的Kd结合克雷伯菌属O1抗原。

23.如权利要求22所述的抗原结合蛋白，其中结合亲和力是通过流式细胞术、Biacore、

KinExa或放射免疫测定测量的。

24.如权利要求1‑15中任一项所述的抗原结合蛋白，其中所述抗原结合蛋白：a)诱导肺

炎克雷伯菌(K.pneumoniae)的调理吞噬杀伤(OPK)，b)经由补体依赖性杀伤而杀死肺炎克

雷伯菌，其中该补体依赖性杀伤是通过血清杀菌测定测量的，和/或c)中和脂多糖(LPS)。

25.如权利要求24所述的抗原结合蛋白，其中该抗原结合蛋白(i)诱导肺炎克雷伯菌的

OPK，中和LPS，并且经由补体依赖性杀伤而杀死肺炎克雷伯菌，其中该补体依赖性杀伤是通

过血清杀菌测定测量的，或者(ii)诱导肺炎克雷伯菌的OPK并且经由补体依赖性杀伤而杀

死肺炎克雷伯菌，但是不中和LPS，其中该补体依赖性杀伤是通过血清杀菌测定测量的。

26.如权利要求24所述的抗原结合蛋白，其中所述肺炎克雷伯菌是多重耐药性的。

27.如权利要求26所述的抗原结合蛋白，其中所述肺炎克雷伯菌是菌株Kp113115或

Kp8561。

28.如权利要求26所述的抗原结合蛋白，其中该抗原结合蛋白使得多重耐药性肺炎克

雷伯菌菌株对抗生素敏感。

29.如权利要求24所述的抗原结合蛋白，其中所述肺炎克雷伯菌对抗生素易感。

30.如权利要求29所述的抗原结合蛋白，其中所述肺炎克雷伯菌是在下表的第135‑184

行之一中列出的菌株：
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。

31.如权利要求1‑15中任一项所述的抗原结合蛋白，其中所述抗原结合蛋白不中和

LPS。

32.如权利要求1‑15中任一项所述的抗原结合蛋白，其中所述抗原结合蛋白中和LPS。

33.如权利要求1‑15中任一项所述的抗原结合蛋白，其中所述抗原结合蛋白在暴露于

致命性肺炎克雷伯菌激发的小鼠中具有治疗有效性。

34.如权利要求1‑15中任一项所述的抗原结合蛋白，其中该抗原结合蛋白包含选自下

组的重链免疫球蛋白恒定结构域，该组由以下组成：

(a)IgA恒定结构域；

(b)IgD恒定结构域；

(c)IgE恒定结构域；

(d)IgG1恒定结构域；

(e)IgG2恒定结构域；

(f)IgG3恒定结构域；

(g)IgG4恒定结构域；和

(h)IgM恒定结构域。

35.如权利要求34所述的抗原结合蛋白，其中该抗原结合蛋白包含IgG1恒定结构域。

36.如权利要求1‑15中任一项所述的抗原结合蛋白，其中该抗原结合蛋白包含选自下

组的轻链免疫球蛋白恒定结构域，该组由以下组成：

(a)Igκ恒定结构域；和

(b)Igλ恒定结构域。

37.如权利要求1‑15中任一项所述的抗原结合蛋白，其中该抗原结合蛋白包含人类

IgG1恒定结构域和人类λ恒定结构域。

38.一种分离的核酸分子，该分离的核酸分子编码根据权利要求1‑28中任一项所述的

抗原结合蛋白。

39.如权利要求38所述的核酸分子，其中该核酸分子可操作地连接至控制序列。

40.一种载体，该载体包含如权利要求38所述的核酸分子。

41.一种宿主细胞，该宿主细胞用如权利要求38所述的核酸分子或者如权利要求40所

述的载体进行转化。

42.如权利要求41所述的宿主细胞，其中该宿主细胞是哺乳动物宿主细胞。

43.如权利要求42所述的宿主细胞，其中该哺乳动物宿主细胞是HEK293细胞、NS0鼠类
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骨髓瘤细胞、 人类细胞、或中国仓鼠卵巢(CHO)细胞。

44.一种分离的宿主细胞，该分离的宿主细胞产生如权利要求1‑37中任一项所述的抗

原结合蛋白。

45.一种制备如权利要求1‑37中任一项所述的抗原结合蛋白的方法，该方法包括(a)培

养表达所述抗原结合蛋白的宿主细胞，或培养如权利要求41‑43中任一项所述的宿主细胞；

和(b)从所述宿主细胞中分离其所述抗原结合蛋白。

46.一种抗原结合蛋白，该抗原结合蛋白使用如权利要求45所述的方法产生。

47.一种药物组合物，该药物组合物包含如权利要求1‑37中任一项所述的抗原结合蛋

白以及药学上可接受的赋形剂。

48.如权利要求47所述的药物组合物，其中所述药学上可接受的赋形剂是防腐剂、稳定

剂或抗氧化剂。

49.如权利要求48所述的药物组合物，该药物组合物用于用作药剂。

50.如权利要求15所述的抗原结合蛋白，进一步包含标记基团或效应物基团。

51.如权利要求50所述的抗原结合蛋白，其中该标记基团选自下组，该组由以下组成：

同位素标记，磁标记，氧化还原活性部分，光学染料，生物素化的基团，荧光部分，和通过次

级报告物识别的多肽表位。

52.如权利要求50所述的抗原结合蛋白，其中该效应物基团选自下组，该组由以下组

成：放射性同位素、放射性核素、毒素和治疗剂。

53.如权利要求1‑37或50‑52中任一项所述的抗原结合蛋白或如权利要求47‑49中任一

项所述的药物组合物在制造用于治疗与肺炎克雷伯菌感染相关联的病症的药剂中的用途。

54.如权利要求1‑37或50‑52中任一项所述的抗原结合蛋白或如权利要求47‑49中任一

项所述的药物组合物在制造药剂中的用途，所述药剂用于一种用于在对其有需要的受试者

中治疗、预防或改善与肺炎克雷伯菌感染相关联的病症的方法。

55.如权利要求1‑37或50‑52中任一项所述的抗原结合蛋白或如权利要求47‑49中任一

项所述的药物组合物在制造药剂中的用途，所述药剂用于一种用于在感染了肺炎克雷伯菌

的受试者中抑制肺炎克雷伯菌生长或减少肺炎克雷伯菌数量的方法。

56.如权利要求1‑37或50‑52中任一项所述的抗原结合蛋白或如权利要求47‑49中任一

项所述的药物组合物在制造药剂中的用途，所述药剂用于一种用于在对其有需要的受试者

中治疗、预防或改善与肺炎克雷伯菌以及金黄色葡萄球菌共感染相关联的病症的方法。

57.如权利要求1‑37或50‑52中任一项所述的抗原结合蛋白或如权利要求47‑49中任一

项所述的药物组合物在制造药剂中的用途，所述药剂用于一种用于在共感染了肺炎克雷伯

菌以及金黄色葡萄球菌的受试者中抑制、减少、或消除肺炎克雷伯菌毒力的方法。

58.如权利要求1‑37或50‑52中任一项所述的抗原结合蛋白或如权利要求47‑49中任一

项所述的药物组合物在制造药剂中的用途，所述药剂用于一种用于增加感染了肺炎克雷伯

菌以及金黄色葡萄球菌二者的受试者的存活率的方法。

59.如权利要求58所述的用途，其中该肺炎克雷伯菌是耐抗生素的。

60.如权利要求59所述的用途，其中该肺炎克雷伯菌对头孢菌素、喹诺酮、碳青霉烯、美

罗培南、氟喹诺酮、四环素、氯霉素、甲氧苄啶、磺胺、和/或粘菌素具有耐药性。

61.如权利要求58所述的用途，其中该肺炎克雷伯菌对抗生素易感。
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62.如权利要求1‑37或50‑52中任一项所述的抗原结合蛋白或如权利要求47‑49中任一

项所述的药物组合物在制造药剂中的用途，所述药剂用于一种用于使耐抗生素肺炎克雷伯

菌菌株对抗生素敏感的方法。

63.如权利要求58所述的用途，进一步包括给予抗生素。

64.如权利要求63所述的用途，其中该抗原结合蛋白和该抗生素提供协同治疗效果。

65.如权利要求1‑37或50‑52中任一项所述的抗原结合蛋白或如权利要求47‑49中任一

项所述的药物组合物在制造药剂中的用途，所述药剂用于一种在感染了耐抗生素肺炎克雷

伯菌菌株的受试者中预防或治疗肺炎克雷伯菌感染的方法，该方法包括向受试者共同给予

抗生素和该抗原结合蛋白。

66.如权利要求65所述的用途，其中该药剂导致存活百分比大于只给予该抗原结合蛋

白或该抗生素中之一的受试者的累加存活百分比。

67.如权利要求64‑66中任一项所述的用途，其中该抗生素是美罗培南。

68.如权利要求58所述的用途，其中该抗原结合蛋白为抗体或其抗原结合片段。

69.如权利要求53所述的用途，其中该病症选自下组，该组由以下组成：肺炎、尿路感

染、新生儿败血症/脓毒病、腹泻、化脓性肝脓肿(PLA)、眼内炎、坏死性脑膜炎和强直性脊柱

炎。

70.如权利要求53所述的用途，其中该病症是医院感染。

71.如权利要求47所述的药物组合物，进一步包含标记基团或效应物基团。

72.如权利要求71所述的药物组合物，其中该标记基团选自下组，该组由以下组成：同

位素标记，磁标记，氧化还原活性部分，光学染料，生物素化的基团，荧光部分，和通过次级

报告物识别的多肽表位。

73.如权利要求71所述的药物组合物，其中该效应物基团选自下组，该组由以下组成：

放射性同位素、放射性核素、毒素和治疗剂。

74.如权利要求1‑15中任一项所述的抗原结合蛋白，其中所述抗原结合蛋白是鼠类的。

75.如权利要求1‑15中任一项所述的抗原结合蛋白，其是多特异性抗体。

76.如权利要求50所述的抗原结合蛋白，其中该效应物基团是化疗剂。

77.如权利要求71所述的药物组合物，其中该效应物基团是化疗剂。

78.如权利要求53所述的用途，其中该病症选自下组，该组由以下组成：败血症/脓毒

病、脑膜炎和脊柱关节病。

79.如权利要求53所述的用途，其中该病症是软组织感染。

80.如权利要求53所述的用途，其中该病症是手术感染。

81.如权利要求53所述的用途，其中该病症是伤口感染。

82.如权利要求53所述的用途，其中该病症是肺部感染。

83.如权利要求53所述的用途，其中该病症是器官移植后感染。
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抗O1抗体及其用途

[0001] 对以电子方式提交的序列表的引用

[0002] 与本申请一起提交的ASCII文本文件KLEB‑101‑WO‑PCT_SL .txt(大小：37,313字

节；以及创建日期：2017年10月6日)的以电子方式提交的序列表的内容通过引用以其全文

并入本文。

背景技术

技术领域

[0003] 本发明的领域总体上涉及特异性地结合肺炎克雷伯菌(Klebsiella  pneumoniae)

O1抗原的抗原结合蛋白(例如，抗体及其抗原结合片段)以及那些结合蛋白用于预防或治疗

克雷伯菌属感染的用途。

背景技术

[0004] 克雷伯菌属是革兰氏阴性细菌，其作为机会性感染和医院感染(包括肺炎、尿路感

染、新生儿败血症和手术伤口感染)的病原体迅速在临床上变得越来越重要。此外，存在与

克雷伯菌属感染相关联的新兴综合征，如化脓性肝脓肿(PLA)、眼内炎、脑膜炎和坏死性脑

膜炎。例如，在Podschun  R.和Ullman  U.Clin.Microbiol  Rev[临床微生物学评论]11:589‑

603(1998)中讨论了克雷伯菌属感染的临床影响。

[0005] 抗生素耐药性已经成为抗击细菌感染的主要挑战之一。参见例如，Iredell  J.,等

人 ,BMJ[英国医学杂志]351:h6420 (2015)。虽然已经针对耐药性金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus  aureus)取得了一些进展，但是革兰氏阴性机会性感染是最成问题的。在

这些中，在多重耐药性菌株广泛流传情况下，肺炎克雷伯菌已经变得尤其具有挑战性。感染

如超广谱β‑内酰胺酶(ESBL)和碳青霉烯耐药性肠杆菌科(CRE)碳青霉烯酶(包括肺炎克雷

伯氏菌碳青霉烯酶(KPC)和新德里金属‑β‑内酰胺酶1(NDM‑1))已经在世界范围内传播，并

使得目前的抗生素类别在很大程度上不足。这种现实加上日益缩小的抗生素管道使得具有

很少的治疗替代方案。一些最近的高姿态爆发突出了与肺炎克雷伯菌抗生素耐药性相关联

的紧迫性。因此，开发用以补充抗生素疗法的策略是至关重要的。

[0006] 肺炎克雷伯菌发病机理中涉及多种毒力因子，包括荚膜多糖(CPS)和脂多糖

(LPS)。针对LPS和CPS的多克隆抗体在致命性肺炎克雷伯菌感染的临床前模型中是保护性

的。然而，用抗体靶向这两种抗原在菌株覆盖度方面面临重大挑战。存在超过七十七种已知

的荚膜血清型和八种O‑抗原血清型，并且尚不清楚哪些分布最广或与发病机制相关联。此

外，靶向LPS内的保守表位的有限数量的单克隆抗体未被报道具有保护作用(Brade等人

2001,J  Endotoxin  Res[内毒素研究杂志],7(2):119‑24)。

[0007] 因此，对鉴定和开发对克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)感染，尤其是耐抗生素克

雷伯菌属感染具有保护作用的抗体存在很大的需要。
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发明内容

[0008] 本披露提供了肺炎克雷伯菌O1结合蛋白，例如，抗体或其抗原结合片段，以及使用

肺炎克雷伯菌O1结合蛋白治疗克雷伯菌属感染的方法。

[0009] 在一个例子中，本文提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的抗原

结合蛋白，其中该抗原结合蛋白：a)诱导克雷伯菌属的调理吞噬杀伤(OPK)，b)经由如通过

血清杀菌测定所测量的补体依赖性杀伤而杀死克雷伯菌属，或c)诱导克雷伯菌属的OPK并

且经由如通过血清杀菌测定所测量的补体依赖性杀伤而杀死克雷伯菌属。

[0010] 在一个例子中，该抗原结合蛋白(i)诱导克雷伯菌属的OPK，经由如通过血清杀菌

测定所测量的补体依赖性杀伤而杀死克雷伯菌属，并且中和脂多糖(LPS)，或(ii)诱导克雷

伯菌属的OPK，并经由如通过血清杀菌测定所测量的补体依赖性杀伤而杀死克雷伯菌属，但

不中和LPS。在一些实施例中，该克雷伯菌属是肺炎克雷伯菌、产酸克雷伯菌、肉芽肿克雷伯

菌、臭鼻克雷伯菌、鼻硬结克雷伯菌或植生克雷伯菌。在一个例子中，该克雷伯菌属是多重

耐药性的，其包括在表8的第1‑134行的一个中列出的菌株。

[0011] 在一个例子中，该抗原结合蛋白：a)诱导肺炎克雷伯菌(K.pneumoniae)的调理吞

噬杀伤(OPK)，b)经由如通过血清杀菌测定所测量的补体依赖性杀伤来杀死肺炎克雷伯菌，

和/或c)中和脂多糖(LPS)。

[0012] 在一个例子中，该抗原结合蛋白使得多重耐药性肺炎克雷伯菌菌株对至少一种抗

生素敏感。

[0013] 在一个例子中，该抗原结合蛋白结合肺炎克雷伯菌O1抗原的D‑半乳聚糖II结构

域。

[0014] 本披露还提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的抗原结合蛋白，

该抗原结合蛋白包含一组互补决定区(CDR)：HCDR1、HDR2、HCDR3、LCDR1、LCDR2、和LCDR3，其

中：HCDR1具有SEQ.ID.NO:1的氨基酸序列；HCDR2具有SEQ.ID.NO:2的氨基酸序列；HCDR3具

有SEQ .ID .NO:3的氨基酸序列；LCDR1具有SEQ .ID .NO:4的氨基酸序列；LCDR2具有

SEQ.ID.NO:5或10的氨基酸序列；并且LCDR3具有SEQ.ID.NO:11的氨基酸序列。

[0015] 在一个例子中，本文提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的抗原

结合蛋白，其中该抗原结合蛋白包含与SEQ  ID  NO:12具有至少95％、96％、97％、98％或

99％同一性的重链可变区(VH)和/或与SEQ  ID  NO:13具有至少95％、96％、97％、98％或

99％同一性的轻链可变区(VL)。在一个例子中，该特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的抗

原结合蛋白包含含有SEQ  ID  NO:12的VH和/或含有SEQ  ID  NO:13的VL。

[0016] 本披露还提供了一种分离的抗原结合蛋白，该抗原结合蛋白与包含含有SEQ  ID 

NO:12的VH和含有SEQ  ID  NO:13的VL的抗体一样特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原中相同

的表位。

[0017] 在一个例子中，本文提供了一种分离的抗原结合蛋白，该抗原结合蛋白竞争性地

抑制包含含有SEQ  ID  NO:12的VH和含有SEQ  ID  NO:13的VL的抗体与肺炎克雷伯菌O1抗原

的结合。

[0018] 本披露还提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的抗原结合蛋白，

该抗原结合蛋白包含一组互补决定区(CDR)：HCDR1、HCDR2、HCDR3、LCDR1、LCDR2、以及

LCDR3，其中该HCDR1、HCDR2、HCDR3、LCDR1、LCDR2、以及LCDR3包含以下氨基酸序列：分别地
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SEQ .ID .NO:41、42、43、44、45、和46；分别地SEQ .ID .NO:32、33、34、35、36、和38；分别地

SEQ.ID.NO:32、33、34、35、37、和38；分别地SEQ.ID.NO:1、2、3、4、5、和7；分别地SEQ.ID.NO:

1、2、3、4、6、和7；分别地SEQ.ID.NO:14、15、16、17、18、和20；分别地SEQ.ID.NO:14、15、16、

17、19、和20；分别地SEQ.ID.NO:23、24、25、26、27、和29；或者分别地SEQ.ID.NO:23、24、25、

26、28、和29。

[0019] 在一个例子中，本文提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的抗原

结合蛋白，该抗原结合蛋白包含含有以下的VH：SEQ  ID  NO:47、SEQ  ID  NO:39、SEQ  ID  NO:

8、SEQ  ID  NO:21、或SEQ  ID  NO:30，和/或含有以下的VL：SEQ  ID  NO:48、SEQ  ID  NO:40、SEQ 

ID  NO:9、SEQ  ID  NO:22、或SEQ  ID  NO:31。

[0020] 在一个例子中，本文提供了一种分离的抗原结合蛋白，该抗原结合蛋白与包含含

有以下的VH和VL的抗体一样特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原中相同的表位：分别地

SEQ.ID.NO:47和SEQ  ID  NO:48；分别地SEQ.ID.NO:39和SEQ  ID  NO:40；分别地SEQ.ID.NO:8

和SEQ  ID  NO:9；分别地SEQ.ID.NO:21和SEQ  ID  NO:22；或者分别地SEQ.ID.NO:30和SEQ  ID 

NO:31。

[0021] 在一个例子中，本文提供了一种分离的抗原结合蛋白，该抗原结合蛋白竞争性地

抑制包含含有以下的VH和VL的抗体与肺炎克雷伯菌O1抗原的结合：分别地SEQ.ID.NO:47和

SEQ  ID  NO:48；分别地SEQ.ID.NO:39和SEQ  ID  NO:40；分别地SEQ.ID.NO:8和SEQ  ID  NO:9；

分别地SEQ.ID.NO:21和SEQ  ID  NO:22；或者分别地SEQ.ID.NO:30和SEQ  ID  NO:31。

[0022] 在一个例子中，该抗原结合蛋白是抗体。在一个例子中，该抗原结合蛋白是抗体的

抗原结合片段。在一个例子中，该抗原结合蛋白是单克隆抗体、重组抗体、人类抗体、人源化

抗体、嵌合抗体、双特异性抗体、多特异性抗体、或其抗原结合片段。在一个例子中，该抗原

结合蛋白包括Fab、Fab'、F(ab')2、Fd、单链Fv或scFv、二硫化物连接的Fv、V‑NAR结构域、

IgNar、胞内抗体、IgGΔCH2、迷你抗体、F(ab')3、四体抗体、三体抗体、双体抗体、单一结构

域抗体、DVD‑Ig、Fcab、mAb2、(scFv)2、或scFv‑Fc。

[0023] 本披露还提供了一种编码抗原结合蛋白(包括本文披露的抗体或其抗原结合片

段)的分离的核酸分子。在一个例子中，该核酸分子可操作地连接至控制序列。在一个例子

中，本文提供了包含本文提供的核酸分子的载体。

[0024] 本披露还提供了一种用本文提供的核酸分子或本文提供的载体转化的宿主细胞。

在一个例子中，该宿主细胞是哺乳动物宿主细胞，包括例如HEK293细胞、NS0鼠类骨髓瘤细

胞、 人类细胞、或中国仓鼠卵巢(CHO)细胞。

[0025] 本披露还提供了一种制备本文提供的抗原结合蛋白(包括抗体或其抗原结合片

段)的方法，该方法包括(a)培养表达该抗原结合蛋白的宿主细胞或培养本文提供的宿主细

胞或本文提供的杂交瘤；和(b)从所培养的宿主细胞中分离其抗原结合蛋白。在一个例子

中，本文提供了一种使用本文提供的方法产生的抗原结合蛋白。

[0026] 本披露还提供了一种药物组合物，该药物组合物包含本文提供的抗原结合蛋白

(包括抗体或其抗原结合片段)和药学上可接受的赋形剂。在一个例子中，该药学上可接受

的赋形剂是防腐剂、稳定剂或抗氧化剂。在一个例子中，该药物组合物用于用作药剂。

[0027] 本披露还提供了本文提供的抗原结合蛋白(包括抗体或其抗原结合片段)或药物

组合物用于治疗与克雷伯菌属感染相关联的病症的用途。在一个例子中，本文提供了一种
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用于在对其有需要的受试者中治疗、预防、或改善与克雷伯菌属感染相关联的病症的方法，

该方法包括向该受试者给予有效量的本文提供的抗原结合蛋白(包括抗体或其抗原结合片

段)或本文提供的药物组合物。在一个例子中，该用于在对其有需要的受试者中治疗与克雷

伯菌属感染相关联的病症的方法包括给予有效量的、特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的

抗原结合蛋白(包括抗体或其抗原结合片段)。在一个例子中，该特异性地结合肺炎克雷伯

菌O1抗原的抗原结合蛋白为抗体或其抗原结合片段。在一个例子中，该特异性地结合肺炎

克雷伯菌O1抗原的抗原结合蛋白为本文提供的抗原结合蛋白或本文提供的药物组合物。在

一个例子中，该克雷伯菌属是肺炎克雷伯菌、产酸克雷伯菌、植生克雷伯菌、臭鼻克雷伯菌、

鼻硬结克雷伯菌和/或肉芽肿克雷伯菌。

[0028] 在一个例子中，本文提供了一种用于在感染了克雷伯菌属(包括耐抗生素克雷伯

菌属)的受试者中抑制克雷伯菌属生长、或减少克雷伯菌属数量的方法，该方法包括向对其

有需要的受试者给予本文提供的抗原结合蛋白或本文提供的药物组合物。在一个例子中，

该特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的抗原结合蛋白为抗体或其抗原结合片段。在一个例

子中，该特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的抗原结合蛋白为本文提供的抗原结合蛋白或

本文提供的药物组合物。在一个例子中，该克雷伯菌属是肺炎克雷伯菌、产酸克雷伯菌、植

生克雷伯菌、臭鼻克雷伯菌、鼻硬结克雷伯菌和/或肉芽肿克雷伯菌。

[0029] 本披露还提供了一种用于在对其有需要的受试者中治疗、预防、或改善与肺炎克

雷伯菌以及金黄色葡萄球菌共感染相关联的病症的方法，该方法包括向所述受试者给予有

效量的、特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的抗原结合蛋白(包括本文提供的抗原结合蛋

白(包括抗体或其抗原结合片段))、或本文提供的药物组合物。

[0030] 在一个例子中，本文提供了一种在共感染了肺炎克雷伯菌以及金黄色葡萄球菌的

受试者中抑制、减少、或消除肺炎克雷伯菌毒力的方法，或一种增加感染了肺炎克雷伯菌以

及金黄色葡萄球菌二者的受试者的存活率的方法，所述方法包括向该受试者给予有效量

的、特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的抗原结合蛋白。

[0031] 本披露还提供了一种用于使耐抗生素克雷伯菌属菌株对抗生素敏感的方法，该方

法包括使该抗体耐药性克雷伯菌属菌株与特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的抗原结合

蛋白(包括抗体或其抗原结合片段)接触。在一个例子中，该方法进一步包括给予抗生素。在

一个例子中，该抗原结合蛋白和该抗生素提供协同治疗效果。

附图说明

[0032] 图1A‑1C显示了抗肺炎克雷伯菌O1抗原抗体的活性。图1A显示了通过酶联免疫吸

附测定(ELISA)而确定的抗体与纯化的O1  LPS结合的能力。图1B显示了如使用血清杀菌测

定(SBA)显示的抗体介导补体依赖性杀伤的活性。图1C显示了抗体诱导调理吞噬杀伤(OPK)

的能力。I类抗体(例如，54H7和KPB202)以及II类抗体(例如，KPA27、KPE33、和KPJ4)都诱导

肺炎克雷伯菌的OPK并且如在SBA测定中所测量地杀死肺炎克雷伯菌。然而，I类抗体还中和

LPS，而II类抗体不中和LPS。

[0033] 图2显示了抗O1‑LPS抗体在针对肺炎克雷伯菌菌株Kp8045(O1:K1)的鼻内肺部感

染模型中降低了细菌性肺负荷。15mg/kg的KPE33显著降低了细菌性肺负荷，并且当在感染

后48小时给予时，15mg/kg的其他抗O1抗体也降低器官负荷约2‑3log。使用不相关的人类
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IgG1抗体(IgG对照)作为对照。

[0034] 图3A‑3C显示了当在细菌感染后1小时给予时，抗O1抗原抗体KPE33保护小鼠免于

致命性细菌激发。图3A显示了与人类IgG1对照抗体(R347)相比，KPE33在具有多重耐药性肺

炎克雷伯菌碳青霉烯耐药性(CRE)菌株Kp1131115(O1)的致命性细菌性肺炎模型中剂量依

赖性地增强了存活率。图3B显示了与人类IgG1对照抗体(R347)相比，KPE33在具有超广谱β‑

内酰胺酶(ESBL)菌株Kp8561(O1)的致命性菌血症模型中显著地增强了存活率。图3C显示了

与人类IgG1对照抗体(R347)相比，KPE33‑H32+L2016(E1Q)(“KPE33‑H32”)和KPE33‑H32+

L2016(E1Q)(“KPE33‑H33”)在具有多重耐药性肺炎克雷伯菌碳青霉烯耐药性(CRE)菌株

Kp1131115(O1)的致命性细菌性肺炎模型中剂量依赖性地增强了存活率。

[0035] 图4A‑4B显示了KPE33在肺炎(图4A)和菌血症(图4B)模型中与抗生素美罗培南协

同作用。在用肺炎O1菌株Kp8045(图4A)或Kp8561(图4B)感染后，给予抗生素和抗体。与美罗

培南或KPE33的单一疗法，或者人类IgG1对照抗体(R347)与美罗培南的组合相比，美罗培南

和KPE33的组合在肺炎以及菌血症模型中均显示出显著更好的保护。

[0036] 图5显示了KPE33的序列优化以产生KPE33v2016。该图显示了如通过Octet平台所

测量的KPE33‑rIgG1(左)和KPE33v2016(右)与O1  LPS的结合。KPE33和KPE33v2016两者显示

出相当的亲和常数(KD)，分别平均为5.83E‑09和4.13E‑09。下图显示了KPE33可变重链(VH)

和可变轻链(VL)的氨基酸序列以及优化的KPE33v2016VH和VL的氨基酸序列。按出现顺序，

图分别披露了SEQ  ID  NO  8、12、9和13。

[0037] 图6显示了序列优化的KPE33(KPE33‑V‑2016)在致命性肺炎模型中保持保护性活

性。在用肺炎克雷伯菌碳青霉烯耐药性(KPC)菌株进行细菌感染后1小时，以6mg/kg给予

KPE33或KPE33‑V‑2016。当与人类IgG1对照抗体相比，这两种抗体均显示出相似的保护水

平。在此模型中还比较了KPE33的亚类IgG2，并且它显示出比KPE33‑IgG1略低的活性。

[0038] 图7A‑7D显示了KPE33在肺炎克雷伯菌以及金黄色葡萄球菌共感染模型中起保护

作用。图7A显示被肺炎克雷伯菌和金黄色葡萄球菌的亚致命性接种物共感染导致了致命性

肺炎。与仅感染肺炎克雷伯菌的小鼠相比，在共感染肺炎克雷伯菌和金黄色葡萄球菌的小

鼠的肺中(图7B)和脾中(图7C)的肺炎克雷伯菌细菌负荷显著增加。图7D显示了在共感染前

24小时用KPE33(0.5mL，ip)进行的单一治疗从致命性共感染中挽救了小鼠。

[0039] 图8显示了抗O1抗原抗体54H7在LPS激发之后减少血清细胞因子。在LPS激发前3小

时给予小鼠54H7和IgG1对照抗体。然后将动物放血，并且在3小时后测量血清中的细胞因

子。54H7在两种O1  LPS激发模型(Kp43816LPS和Kp15380LPS)中减少了血清IL‑6、趋化因子

CXCL‑1、以及TNF‑α。将多粘菌素B(PMB)用作阳性对照。

[0040] 图9显示了54H7在内毒素血症LPS诱导的败血症模型中保护小鼠。在用LPS激发前

24小时给予小鼠54H7和对照抗体。与对照IgG抗体(R347)相比，54H7在低至1mg/kg的浓度下

提供了显著的保护。

[0041] 图10A‑10B显示了54H7在小鼠细菌激发模型中的作用。图10A展示了15mg/kg  54H7

保护小鼠免于致命性肺炎，并且图10B展示了在此模型中54H7表现出与抗生素美罗培南协

同作用。

[0042] 图11显示了如流式细胞术分析所示，编码LPS结构中D‑半乳聚糖II结构域的wbbYZ

基因的缺失消除了KPE33和54H7抗体与肺炎克雷伯菌菌株Kp113115的结合。
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[0043] 图12显示了O1  LPS的结构，其包括脂质A、核心寡糖以及由重复寡糖单元构成的高

度可变O‑抗原。底部的表格提供了O1、O2a、和O2ac  LPS血清型的化学组成。

[0044] 图13显示了KPE33和54H7不竞争结合O1  LPS上的相同表位。通过使用预装有纯化

的O1  LPS的捕获探针的Fortebio  Octet来测量竞争性结合。在用10μg/mL  KPE33进行初始

结合后，将探针与含有10μg/mL  KPE33和相同浓度的54H7(黑色线)、KPE33(深灰色线)、或对

照抗体R347(浅灰色线)的抗体混合物一起孵育。

[0045] 图14A‑14D显示了γδT细胞募集和IL‑17信号传导与抗O1抗体保护相关。图14A显

示了用抗LPS单克隆抗体预防性处理并感染肺炎克雷伯菌(1e4CFU  Kp8045)的小鼠肺中的

γδTCR+T细胞的百分比的流式细胞术分析。图14B显示了用抗LPS单克隆抗体处理(感染后1

小时)并感染肺炎克雷伯菌(1e4CFU  Kp8045)8小时的小鼠肺中的γδTCR+T细胞百分比的流

式细胞术分析。图14C显示了用c‑IgG或KPE33进行预防性免疫并在24小时后感染肺炎克雷

伯菌(1e4CFU  Kp8045)的C57BL/6(野生型)小鼠以及il17a(IL‑17敲除)小鼠的存活率(p值

指示KPE33野生型(WT)小鼠和KPE33敲除(KO)小鼠之间的显著性；N＝5只/组)。图14D显示了

用c‑IgG或54H7进行预防性免疫并在24小时后感染肺炎克雷伯菌(1e4CFU  Kp8045)的

C57BL/6(野生型)小鼠以及il17a(IL‑17敲除)小鼠的存活(N＝5只/组)。通过ANOVA然后通

过邓恩氏(Dunn's)检验(图14A)或对数秩检验(图14C)来确定统计学显著性。数据代表至少

2个独立实验。

具体实施方式

[0046] 本披露提供了结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的结合蛋白，包括抗体或其抗原结

合片段。还提供了相关的多核苷酸、载体、宿主细胞以及包含肺炎克雷伯菌O1结合蛋白(包

括抗体或其抗原结合片段)的药物组合物。还提供了制备和使用本文披露的O1结合蛋白(包

括抗体或抗原结合片段)的方法。本披露还提供了通过给予本文披露的O1结合蛋白(包括抗

体或抗原结合片段)来预防和/或治疗与克雷伯菌属感染(例如，肺炎克雷伯菌，如O1血清型

肺炎克雷伯菌)相关联的病症的方法。

[0047] 为了更容易地理解本披露，首先定义某些术语。附加的定义在整个详细说明中列

出。

[0048] I.定义

[0049] 术语“一个/一种(a/an)”以及“该(the)”包括复数指示物，除非上下文另外明确指

明。例如，“一种抗原结合蛋白”应理解为表示一种或多种抗原结合蛋白。术语“一个”(或“一

种”)、以及术语“一个或多个/一种或多种(one  or  more)”和“至少一个/至少一种(at 

least  one)”可以在本文中互换使用。此外，在本文中使用“和/或”应当理解为在有或没有

另一者的情况下，两个指定的特征或组分中的每一者的特定披露。因此，如在本文在短语如

“A和/或B”中使用的术语“和/或”旨在包括“A和B”、“A或B”、“A”(单独)、以及“B”(单独)。同

样，如在短语如“A、B和/或C”中使用的术语“和/或”旨在涵盖以下方面中的每一者：A，B和C；

A，B或C；A或者C；A或B；B或C；A和C；A和B；B和C；A(单独)；B(单独)；和C(单独)。

[0050] 术语“包含”通常在包括的意义上使用，也就是说允许存在一个或多个特征或组

分。当用语言“包含”来描述方面时，还提供了关于“由……组成”和/或“主要由……组成”描

述的其他类似方面。

说　明　书 6/57 页

13

CN 109843917 B

14



[0051] 如在整个说明书和权利要求书中与数值结合使用的术语“约”表示本领域技术人

员熟知并可接受的精确度的区间。一般，这种精确度的区间是±10％。

[0052] 除非另外定义，否则本文所使用的所有技术和科学术语具有与本披露涉及的领域

的普通技术人员通常所理解的相同的意义。例如，The  C o n c i s e  Di c t i o na ry 

ofBiomedicine  and  Molecular  Biology[生物医学与分子生物学简明词典],Juo ,Pei‑

Show,第2版,2002,CRC出版社；The  Dictionary  of  Cell  and  Molecular  Biology[细胞与

分子生物学词典] ,第3版 ,1999 ,Academic  Press[学术出版社]；以及the  Oxford 

Dictionary  Of  Biochemistry  And  Molecular  Biology[牛津生物化学与分子生物学词

典],2000,Oxford  University  Press[牛津大学出版社]为技术人员提供了本披露中使用

的许多术语的综合词典。

[0053] 单位、前缀和符号均以它们的国际单位系统(Système  International  de 

Unites)(SI)接受的形式表示。数值范围包括限定该范围的数字。除非另外说明，氨基酸序

列以氨基至羧基取向从左向右书写。本文提供的小标题不是本披露的不同方面或各方面的

限制，可以通过作为一个整体参考本说明书来获得这些方面。因此，通过以其全文参考说明

书，更完全地定义了就在以下定义的术语。

[0054] 术语“抗原结合蛋白”是指由识别并特异性地结合靶标(例如肺炎克雷伯菌O1抗

原)的一种或多种多肽构成的分子，如抗O1抗体或其抗原结合片段。

[0055] 术语“抗体”意指通过位于免疫球蛋白分子的可变区内的至少一个抗原识别位点

识别并特异性地结合靶标(如蛋白质、多肽、肽、碳水化合物、多核苷酸、脂质、或上述物质的

组合)的免疫球蛋白分子。如本文所用的，术语“抗体”涵盖完整多克隆抗体，完整单克隆抗

体，产生自至少两个完整抗体、嵌合抗体、人源化抗体、人类抗体、包含抗体的融合蛋白、以

及任何其他修饰的免疫球蛋白分子的多特异性抗体(如双特异性抗体)，只要这些抗体展现

出所希望的生物活性。抗体可以是以下五大类免疫球蛋白中的任一种：IgA、IgD、IgE、IgG、

以及IgM、或其亚类(同种型)(例如IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA1和IgA2)，基于它们的重链恒

定域的特性分别被称为α、δ、ε、γ、以及μ。不同类的免疫球蛋白具有不同的且众所周知的亚

基结构以及三维构型。抗体可以是裸的或缀合至其他分子如毒素、放射性同位素等等。

[0056] 术语“抗体片段”或“其抗体片段”是指完整抗体的一部分。“抗原结合片段”或“其

抗原结合片段”是指与抗原结合的完整抗体的一部分。抗原结合片段可包含完整抗体的抗

原决定可变区。抗体片段的实例包括但不限于Fab、Fab'、F(ab')2、和Fv片段、线性抗体、

scFv、和单链抗体。

[0057] 可以采用单克隆和其他抗体或其片段并且使用重组DNA技术的技术来产生保留了

原始抗体或片段的特异性的其他抗体或嵌合分子或其片段。此类技术可以涉及将编码抗体

的免疫球蛋白可变区或互补决定区(CDR)的DNA引入不同免疫球蛋白的恒定区或恒定区加

框架区中。参见例如EP‑A‑184187、GB  2188638A、或EP‑A‑239400，以及大量的后续文献。杂

交瘤细胞或产生抗体的其他细胞可经受基因突变或其他变化，这些基因突变或其他变化可

以或不可以改变所产生的抗体或其片段的结合特异性。

[0058] 可在抗体工程化领域中获得的其他技术已经使得有可能分离人类抗体和人源化

抗体或其片段。例如，可以如Kontermann和Sefan在Antibody  Engineering[抗体工程化],

Springer  Laboratory  Manuals[施普林格实验室手册](2001)中所述的制备人类杂交瘤。

说　明　书 7/57 页

14

CN 109843917 B

15



噬菌体展示，为另一种用于产生抗原结合蛋白的既定技术，已经在许多公开物中详细描述，

如Kontermann和Sefan .Antibody  Engineering[抗体工程化],Springer  Laboratory 

Manuals[施普林格实验室手册](2001)和WO92/01047。其中小鼠抗体基因经过失活并且在

功能上被人类抗体基因替换而保留小鼠免疫系统的其他完整组分的转基因小鼠可用于分

离人类抗原的人类抗体。

[0059] 合成抗体或其片段可通过从基因表达来产生，这些基因是借助于在合适表达载体

内合成并且组装的寡核苷酸来产生，例如如以下所描述：Knappik等人J.Mol.Biol.[分子生

物学杂志](2000)296,57‑86或Krebs等人Journal  of  Immunological  Methods[免疫学方

法杂志]254200167‑84。

[0060] 已经显示完整抗体的片段可以执行结合抗原的功能。结合片段的实例是(i)由VL、

VH、CL和CH1结构域组成的Fab片段；(ii)由VH和CH1结构域组成的Fd片段；(iii)由单个抗体

的VL和VH结构域组成的Fv片段；(iv)dAb片段(Ward ,E.S.等人,Nature[自然]341,544‑546

(1989) ,McCafferty等人(1990)Nature[自然],348,552‑554)，其由VH结构域组成；(v)分离

的CDR区；(vi)F(ab’)2片段，包含两个连接的Fab片段的二价片段；(vii)单链Fv分子

(scFv)，其中VH结构域和VL结构域通过肽接头连接，该肽接头允许这两个结构域缔合以形

成抗原结合位点(Bird等人,Science[科学],242,423‑426,1988；Huston等人,PNAS  USA,

85,5879‑5883,1988)；(viii)双特异性单链Fv二聚体(PCT/US  92/09965)；和(ix)“双体抗

体”，通过基因融合构建的多价或多特异性片段(WO  94/13804；Holliger等人 ,

Proc.Natl.Acad.Sci.USA[美国国家科学院院刊]906444‑6448,1993)。Fv、scFv或双体抗体

分子可以通过并入连接VH和VL结构域的二硫键来稳定(Y.Reiter等人,Nature  Biotech[自

然生物技术],14,1239‑1245,1996)。也可以制造包含连接到CH3结构域的scFv的迷你抗体

(S.Hu等人,CancerRes.[癌症研究],56,3055‑3061,1996)。

[0061] 当使用双特异性抗体时，这些抗体可以是能以各种方式来制造的常规双特异性抗

体(Holliger,P.和Winter  G.Current  OpinionBiotechnol.[当前生物技术观点]4,446‑

449(1993))，例如以化学方法来制备或来自杂种杂交瘤，或可以是以上提到的任何双特异

性抗体片段。双特异性抗体的实例包括BiTETM技术的那些抗体，其中具有不同特异性的两个

抗体的结合结构域可使用并且经由短柔性肽来直接连接。这将两个抗体组合于短单一多肽

链上。可以仅使用可变结构域来构建没有Fc区的双体抗体和scFv，从而潜在地减少抗独特

型反应的影响。与双特异性完整抗体形成对照，双特异性双体抗体也可以是尤其有用的，因

为这些双特异性双体抗体可容易地构建并且表达于大肠杆菌中。可使用噬菌体展示(WO 

94/13804)来从文库中容易地选择具有合适结合特异性的双体抗体(和许多其他多肽，例如

抗体片段)。如果使双体抗体的一个臂保持恒定，例如具有针对O1的特异性的一个臂，则可

以制备其中另一个臂变化的文库，并选择具有适当特异性的抗体。双特异性完整抗体可以

通过旋钮入孔(knobs‑into‑holes)工程来制备(J.B.B.Ridgeway等人,Protein  Eng.[蛋白

质工程],9,616‑621,1996)。已经产生多特异性和/或多价分子的基于免疫球蛋白样结构域

的技术包括dAb、TandAb、纳米抗体、BiTE、SMIP、DNL、亲和体、Fynomer、Kunitz结构域、Albu‑

dab、DART、DVD‑IG、Covx体、肽体(peptibody)、scFv‑Ig、SVD‑Ig、dAb‑Ig、旋钮入孔、

DuoBodiesTM和triomAb。双特异性二价抗体及其制造方法描述于例如美国专利号5,731 ,

168；5,807,706；5,821,333；和美国专利申请公开号2003/020734和2002/0155537中，将所
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有这些的披露通过引用并入本文中。双特异性四价抗体及其制造方法描述于例如WO  02/

096948和WO  00/44788中，将两者的披露通过引用并入本文中。通常参见PCT公开WO  93/

17715；WO  92/08802；WO  91/00360；WO  92/05793；Tutt等人,J.Immunol.[免疫学杂志]147:

60‑69(1991)；美国专利号4,474 ,893；4 ,714 ,681；4,925 ,648；5,573 ,920；5,601 ,819；

Kostelny等人,J.Immunol.[免疫学杂志]148:1547‑1553(1992)。

[0062] 短语“效应物功能”是指由其Fc组分与Fc受体或补体组分相互作用而产生的抗体

的活性。这些活性包括例如抗体依赖性细胞介导的细胞毒性(ADCC)、补体依赖性细胞毒性

(CDC)和抗体依赖性细胞吞噬作用(ADCP)。因此，具有改变的效应物功能的抗原结合蛋白

(例如抗体或其抗原结合片段)是指在Fc区中含有变更(例如氨基酸取代、缺失或添加或者

寡糖中的改变)的抗原结合蛋白(例如抗体或其抗原结合片段)，该变更改变了至少一种效

应物功能的活性(例如，ADCC、CDC和/或ADCP)。具有改进的效应物功能的抗原结合蛋白(例

如抗体或其抗原结合片段)是指在Fc区中含有变更(例如氨基酸取代、缺失或添加或者寡糖

中的改变)的抗原结合蛋白(例如抗体或其抗原结合片段)，该变更增加了至少一种效应物

功能的活性(例如，ADCC、CDC和/或ADCP)。

[0063] 术语“特异性的”可用于指特定结合对的一个成员不会显示出与其一个或多个特

异性结合配偶体以外的分子的任何显著结合的情况。该术语在例如抗原结合结构域对许多

抗原携带的特定表位具有特异性的情况下也是适用的，在这种情况下携带抗原结合结构域

的抗原结合蛋白将能够结合至携带该表位的各种抗原。

[0064] “特异性结合”一般意为抗原结合蛋白(包括抗体或其抗原结合片段)经由其抗原

结合结构域结合至表位，并且该结合需要抗原结合结构域与表位之间有某种互补性。根据

此定义，当与抗体将结合至随机、不相关的表位相比，该抗体更容易地经由其抗原结合结构

域来结合至表位时，该抗体被认为是“特异性地结合”至该表位。如本文所用的，“特异性地

结合”肺炎克雷伯菌O1抗原的抗原结合蛋白不特异性地结合肺炎克雷伯菌O2抗原。

[0065] “亲和力”是配体结合反应的固有结合强度的量度。例如，抗体(Ab)‑抗原(Ag)相互

作用的强度的量度通过结合亲和力来测量，其可以通过解离常数kd来量化。解离常数是结

合亲和常数并且由下式给出：

[0066]

[0067] 亲和力可以例如使用 KinExA亲和力测定、流式细胞术和/或放射免疫

测定来测量。

[0068] “效力”是以产生给定强度的作用所需的量表示的化合物药理学活性的量度。它是

指实现确定的生物效应所需的化合物的量；所需剂量越小，药物越有效。结合O1的抗原结合

蛋白的效力可以例如使用如本文所述的OPK测定来测定。

[0069] “调理吞噬杀伤”或“OPK”是指由于免疫细胞的吞噬而发生的细胞(例如克雷伯菌

属)的死亡。OPK活性根据实例4中使用的生物发光OPK活性进行测量。抗原结合蛋白(例如，

抗体或其抗原结合片段)可以诱导OPK，其中杀伤百分比为40％或更大。抗原结合蛋白(例

如，抗体或其抗原结合片段)可以强烈诱导OPK，其中杀伤百分比为80％或更大。

[0070] 杀伤也可以使用“血清杀菌测定”来测量。经由补体固定对细菌表面的杀伤以及
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“膜攻击复合物”的形成可以使用实例4中描述的测定来评估。如通过血清杀菌测定所测量

的，抗原结合蛋白(例如，抗体或其抗原结合片段)可以杀死克雷伯菌属，其中杀伤百分比为

40％或更大。如通过血清杀菌测定所测量的，抗原结合蛋白(例如，抗体或其抗原结合片段)

可以极大地杀死克雷伯菌属，其中杀伤百分比为80％或更大。

[0071] 如果抗原结合蛋白(包括抗体或其抗原结合片段)在一定程度上阻断参考抗体或

抗原结合片段与表位的结合，则认为该抗原结合蛋白竞争性地抑制参考抗体或其抗原结合

片段与给定表位的结合，或者与参考抗体或抗原结合片段“竞争”。竞争性抑制可以通过本

领域已知的任何方法例如竞争ELISA测定来确定。可认为结合分子竞争性地抑制参考抗体

或抗原结合片段与给定表位的结合，或者与参考抗体或其抗原结合片段竞争至少90％、至

少80％、至少70％、至少60％、或至少50％。

[0072] 当在抗原结合蛋白(例如中和性抗原结合蛋白或中和性抗体)的背景下使用时，术

语“竞争”意为在抗原结合蛋白之间的竞争，如通过以下测定所确定的，在该测定中在测试

下的抗原结合蛋白(例如抗体或其免疫功能片段)防止或抑制参考抗原结合蛋白(例如配体

或参考抗体)与共同抗原(例如，O1多糖或其片段)的特异性结合。可以使用众多类型的竞争

性结合测定，例如：固相直接或间接放射免疫测定(RIA)，固相直接或间接酶免疫测定

(EIA)，夹心竞争测定(参见例如Stahli等人,1983,Methods  in  Enzymology[酶学方法]92:

242‑253)；固相直接生物素‑抗生物素蛋白EIA(参见例如Kirkland等人,1986,J.Immunol.

[免疫学杂志]137:3614‑3619)固相直接标记的测定，固相直接标记的夹心测定(参见例如

Harlow和Lane ,1988 ,Antibodies[抗体] ,A  Laboratory  Manual[实验室手册],Cold 

Spring  Harbor  Press[冷泉港出版社])；使用1‑125标记的固相直接标记RIA(参见例如

Morel等人,1988,Molec.Immunol.[分子免疫学]25:7‑15)；固相直接生物素‑抗生物素蛋白

EIA(参见例如Cheung等人,1990 ,Virology[病毒学]176:546‑552)；以及直接标记的RIA

(Moldenhauer等人，1990,Scand .J.Immunol.[斯堪的纳维亚免疫学杂志]32:77‑82)。典型

地，这种测定涉及使用与载有以下任一个的固体表面或细胞结合的纯化抗原：未标记的测

试抗原结合蛋白以及标记的参考抗原结合蛋白。

[0073] 竞争性抑制可以通过在测试抗原结合蛋白的存在下测定与固体表面或细胞结合

的标记的量来测量。通常测试抗原结合蛋白过量存在。通过竞争测定鉴定的抗原结合蛋白

(竞争性抗原结合蛋白)包括与参考抗原结合蛋白一样结合至相同的表位的抗原结合蛋白，

以及与足够靠近由参考抗原结合蛋白所结合表位以致发生空间位阻的邻近表位结合的抗

原结合蛋白。通常，当竞争性抗原结合蛋白过量存在时，它将以至少40％、45％、50％、55％、

60％、65％、70％或75％抑制参考抗原结合蛋白与共同抗原的特异性结合。在一些情况下，

结合被抑制至少80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或更

多。

[0074] 本文披露的抗原结合蛋白、抗体或其抗原结合片段可以根据它们识别或特异性结

合的抗原(例如靶多肽)的一个或多个表位或一个或多个部分来描述或指定。例如，与本文

披露的抗原结合多肽或其片段的抗原结合结构域特异性地相互作用的O1的部分是“表位”。

表位可以由连续氨基酸形成，也可以由通过蛋白质三级折叠而并置的非连续氨基酸形成。

由连续氨基酸形成的表位通常在暴露于变性溶剂时保留，而通过三级折叠形成的表位通常

在用变性溶剂处理时丢失。构象表位可以由抗原的氨基酸序列的不连续区段构成。线性表
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位是由来自该抗原的氨基酸的连续序列形成。表位决定簇可以包括分子的化学活性表面基

团，例如氨基酸、糖侧链、磷酰基或磺酰基基团，并且可以具有特定的三维结构特征和/或特

定的电荷特征。表位通常包括处于独特空间构象中的至少3、4、5、6、3、4、5、6、7、8、9、10、11、

12、13、14、15、16、17、18、19、20、25、30、35个氨基酸。表位可以使用本领域已知的方法来确

定。

[0075] 氨基酸在本文中通过其通常已知的三字母符号抑或由IUPAC‑IUB生物化学命名委

员会推荐的单字母符号来表示。同样地，核苷酸通过它们的普遍公认的单字母代码来提及。

[0076] 如本文所用的，术语“多肽”是指由通过酰胺键(也称为肽键)线性连接的单体(氨

基酸)构成的分子。术语“多肽”是指具有两个或更多个氨基酸的任何一条或多条链，并且不

是指产物的具体长度。如本文所用的，术语“蛋白质”旨在涵盖包含一个或多个多肽的分子，

在一些情况下所述多肽可以通过酰胺键以外的键缔合。在另一方面，蛋白质也可以是单一

多肽链。在后一种情况下，单一多肽链在一些情况下可以包含两个或更多个融合在一起以

形成蛋白质的多肽亚基。术语“多肽”和“蛋白质”还指代表达后修饰的产物，这些表达后修

饰包括而不限于糖基化、乙酰化、磷酸化、酰胺化、通过已知的保护/阻断基团来进行的衍

生、蛋白水解裂解或通过非天然存在的氨基酸进行的修饰。多肽或蛋白质可以衍生自天然

生物来源或通过重组技术来产生，但不是必然从指定的核酸序列翻译而来。它可以按任何

方式(包括通过化学合成)来产生。

[0077] 术语“分离的”是指本披露的抗原结合蛋白或编码此类结合蛋白的核酸通常符合

本披露的状态。分离的蛋白质和分离的核酸不含或基本上不含在天然状态下与其相关联的

材料，例如在其天然环境下，或在此制备是通过在体外或在体内实施的重组DNA技术时在其

制备环境(例如细胞培养物)中与其一起存在的其他多肽或核酸。蛋白质和核酸可以用稀释

剂或佐剂配制，并且仍然为了实用目的可以被分离‑例如如果该蛋白质用于包被微量滴定

板用于免疫测定，则该蛋白质通常与明胶或其他载体混合，或者当用于诊断或治疗时将与

药学上可接受的载体或稀释剂混合。抗原结合蛋白可在天然状态下或通过异源真核细胞系

统(例如CHO或NS0(ECACC  85110503)细胞来糖基化，或它们可以是(例如如果通过在原核细

胞中表达来产生)未糖基化的。

[0078] “分离的”多肽、抗原结合蛋白、抗体、多核苷酸、载体、细胞或组合物是呈自然界中

未发现形式的多肽、抗原结合蛋白、抗体、多核苷酸、载体、细胞或组合物。分离的多肽、抗原

结合蛋白、抗体、多核苷酸、载体、细胞或组合物包括已经被纯化至它们不再呈自然界中发

现形式的程度的那些。在一些实施例中，分离的抗原结合蛋白、抗体、多核苷酸、载体、细胞、

或组合物是基本上纯的。

[0079] “重组”多肽、蛋白质或抗体是指经由重组DNA技术产生的多肽或蛋白质或抗体。如

同已经通过任何合适的技术分离、分级或部分纯化或基本上纯化的天然或重组多肽一样，

出于本披露的目的，在宿主细胞中表达的重组多肽、蛋白质和抗体也被视为分离的。

[0080] 本披露还包括多肽的片段、变体、或衍生物，及其任何组合。当提及本披露的多肽

和蛋白质时，术语“片段”包括保留参考多肽或蛋白质的至少一些特性的任何多肽或蛋白

质。多肽的片段包括蛋白水解片段、以及缺失片段。

[0081] 如本文所用的术语“变体”是指由于至少一个氨基酸修饰而不同于亲本抗体或多

肽序列的抗体或多肽序列。本披露的抗体或多肽的变体包括片段，以及还有由于氨基酸取
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代、缺失或插入而具有改变的氨基酸序列的抗体或多肽。变体可以是天然或非天然存在的。

非天然存在的变体可以使用本领域已知的诱变技术来产生。变体多肽可以包括保守性或非

保守性氨基酸取代、缺失或添加。

[0082] 如应用于抗体或多肽的术语“衍生物”是指已经改变以展现在天然多肽或蛋白质

上未发现的附加特征的抗体或多肽。“衍生物”抗体的实例是与第二多肽或另一种分子(例

如聚合物如PEG、发色团或荧光团)或原子(例如放射性同位素)的融合物或缀合物。

[0083] 如本文所用的术语“多核苷酸”或“核苷酸”旨在涵盖单个核酸以及多个核酸，并且

是指分离的核酸分子或构建体，例如信使RNA(mRNA)、互补DNA(cDNA)或质粒DNA(pDNA)。在

某些方面，多核苷酸包含常规的磷酸二酯键或非常规键(例如酰胺键，如在肽核酸(PNA)中

所发现的)。

[0084] 术语“核酸”是指存在于多核苷酸中的任何一个或多个核酸区段，例如DNA、cDNA或

RNA片段。当应用于核酸或多核苷酸时，术语“分离的”是指已经从其天然环境中去除的核酸

分子(DNA或RNA)，例如出于本披露的目的，认为对包含在载体中的抗原结合蛋白进行编码

的重组多核苷酸是分离的。分离的多核苷酸的另外实例包括维持在异源宿主细胞中的重组

多核苷酸或在溶液中从其他多核苷酸纯化(部分地或基本上)的重组多核苷酸。分离的RNA

分子包括本披露的多核苷酸的体内或体外RNA转录物。根据本披露的分离的多核苷酸或核

酸进一步包括合成产生的这类分子。此外，多核苷酸或核酸可以包括调节元件，例如启动

子、增强子、核糖体结合位点或转录终止信号。

[0085] 如本文所用的，术语“宿主细胞”是指含有或能够含有重组核酸的细胞或细胞群。

宿主细胞可以是原核细胞(例如大肠杆菌)，或者可替代地，宿主细胞可以是真核细胞例如

真菌细胞(例如酵母细胞，如酿酒酵母、巴斯德毕赤酵母或粟酒裂殖酵母)，以及各种动物细

胞如昆虫细胞(例如Sf‑9)或哺乳动物细胞(例如HEK293F、CHO、COS‑7、NIH‑3T3、NS0鼠类骨

髓瘤细胞、 人类细胞、中国仓鼠卵巢(CHO)细胞或杂交瘤)。

[0086] 术语“氨基酸取代”是指用另一个氨基酸残基替代存在于亲本序列中的氨基酸残

基。亲本序列中的氨基酸可以是例如经由化学肽合成或通过本领域已知的重组方法来取

代。因此，提及“在位置X处取代(substitution/substitutions  atposition  X)”是指用替

代性氨基酸残基取代存在于位置X处的氨基酸。在一些实施例中，取代类型可以根据模式

AXY描述，其中A是对应于天然存在于位置X的氨基酸的单个字母代码，并且Y是取代氨基酸

残基。在其他方面，取代类型可以根据模式XY描述，其中Y是对应于取代天然存在于位置X的

氨基酸的氨基酸残基的单个字母代码。

[0087] “保守性氨基酸取代”是其中用具有类似侧链的氨基酸残基替代该氨基酸残基的

取代。具有类似侧链的氨基酸残基的家族已在现有技术中定义，所述侧链包括碱性侧链(例

如赖氨酸、精氨酸、组氨酸)、酸性侧链(例如天冬氨酸、谷氨酸)、不带电荷的极性侧链(例如

甘氨酸、天冬酰胺、谷氨酰胺、丝氨酸、苏氨酸、酪氨酸、半胱氨酸)、非极性侧链(例如丙氨

酸、缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、脯氨酸、苯丙氨酸、甲硫氨酸、色氨酸)、β‑分支侧链(例如苏

氨酸、缬氨酸、异亮氨酸)及芳族侧链(例如酪氨酸、苯丙氨酸、色氨酸、组氨酸)。因此，如果

多肽中的氨基酸被来自相同侧链家族的另一个氨基酸替代，该取代被认为是保守性的。在

另一个方面，氨基酸串可以被保守地替代为在侧链家族成员的顺序和/或组成上不同的结

构上类似的串。
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[0088] 非保守性取代包括如下那些，其中(i)具有阳电性侧链的残基(例如，Arg、His或

Lys)被取代为或被阴电性残基(例如，Glu或Asp)取代，(ii)亲水残基(例如，Ser或Thr)被取

代为或被疏水的残基(例如，Ala、Leu、Ile、Phe或Val)取代，(iii)半胱氨酸或脯氨酸被取代

为或被任何其他残基取代，或(iv)具有大的疏水或芳香族侧链的残基(例如，Val、His、Ile

或Trp)被取代为或被具有更小的侧链(例如，Ala、Ser)或无侧链(例如，Gly)的一种残基取

代。

[0089] 本领域普通技术人员可以容易地鉴定其他取代。例如，对于氨基酸丙氨酸，取代可

以从D‑丙氨酸、甘氨酸、β‑丙氨酸、L‑半胱氨酸以及D‑半胱氨酸中任一项进行。针对赖氨酸，

替代可以是D‑赖氨酸、精氨酸、D‑精氨酸、高精氨酸、甲硫氨酸、D‑甲硫氨酸、鸟氨酸、或D‑鸟

氨酸中任一项。通常，可以预期诱导分离的多肽的特性上的改变的在功能上重要的区域中

的取代是如下那些，其中(i)极性残基例如丝氨酸或苏氨酸被取代为疏水残基例如亮氨酸、

异亮氨酸、苯丙氨酸、或丙氨酸(或被其取代)；(ii)半胱氨酸残基被取代为任何其他残基

(或被其取代)；(iii)具有阳电性侧链的残基例如赖氨酸、精氨酸或组氨酸被取代为具有阴

电性侧链的残基例如谷氨酸或天冬氨酸(或被其取代)；或(iv)具有大的侧链的残基例如苯

丙氨酸被取代为不具有这样的侧链的残基例如甘氨酸(或被其取代)。前述的非保守性取代

之一可改变蛋白质的功能特性的可能性也与关于该蛋白质的在功能上重要的区域的取代

位置相关：一些非保守性取代因此可对生物特性具很少或没有影响。

[0090] 术语“氨基酸插入”是指在存在于亲本序列中的两个氨基酸残基之间引入新的氨

基酸残基。氨基酸可以例如经由化学肽合成或通过本领域已知的重组方法来插入在亲本序

列之中。因此如本文所用，短语“在位置X和Y之间的插入”、“在IMGT位置X和Y之间的插入”或

“在卡巴特位置X和Y之间的插入”(其中X和Y对应于氨基酸位置(例如，在位置239与240之间

的半胱氨酸氨基酸插入))是指在X与Y位置之间的氨基酸插入，并且还是指在编码位置X和Y

的氨基酸的密码子之间的编码氨基酸的密码子的核酸序列中的插入。插入类型可以根据模

式AXin描述，其中A是对应于被插入的氨基酸的单个字母代码，并且X是该插入之前的位置。

[0091] 术语两个多核苷酸或多肽序列之间的“序列同一性百分比”或“同一性百分比”是

指考虑到为了最佳比对两个序列而必须引入的添加或缺失(即，空隙)，在比较窗口上由这

些序列共用的相同匹配位置的数目。匹配位置是其中相同核苷酸或氨基酸呈现在靶序列与

参考序列两者中的任何位置。呈现在靶序列中的空隙未计数，因为空隙并非核苷酸或氨基

酸。同样地，呈现在参考序列中的空隙未计数，因为对靶序列核苷酸或氨基酸进行计数，而

不对来自参考序列的核苷酸或氨基酸进行计数。序列同一性百分比的计算是通过确定相同

氨基酸残基或核酸碱基出现在两个序列中的位置的数目以便产生匹配位置数目，将匹配位

置数目除以比较窗口中的位置总数并且将结果乘以100，从而产生序列同一性百分比。序列

比较和两个序列之间序列同一性百分比的测定可以使用容易获得的软件程序完成。合适的

软件程序可从不同来源获得，并且用于比对蛋白质与核苷酸序列。用于确定序列同一性百

分比的一种合适程序是bl2seq，该程序是可从美国政府的国家生物技术信息中心

(N a t i o n a l  C e n t e r  f o r  B i o t e c h n o l o g y  I n f o r m a t i o n ) B L A S T网站

(blast.ncbi.nlm.nih.gov)获得的BLAST程序套件的一部分。Bl2seq使用BLASTN或BLASTP

算法在两个序列之间执行比较。BLASTN用于比较核酸序列，而BLASTP用于比较氨基酸序列。

其他合适程序是例如Needle、Stretcher、Water或Matcher，它们是EMBOSS生物信息学程序
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套件的一部分并且也可在www .ebi .ac .uk/Tools/psa上从欧洲生物信息学研究所

(European  Bioinformatics  Institute；EBI)获得。

[0092] “特异性结合成员”描述了一对彼此具有结合特异性的分子的成员。特异性结合对

的成员可天然地衍生或者全部或部分地合成产生。分子对的一个成员在其表面上具有这样

一个区域、或腔穴，该区域或腔穴特异性地结合至分子对的另一个成员的特定空间和极性

组织并且由此与其互补。因此，该对的成员具有特异性地相互结合的特性。特异性结合对的

类型的实例是抗原‑抗体、生物素‑抗生物素蛋白、激素‑激素受体、受体‑配体、酶‑底物。本

披露涉及抗原‑抗体类型反应。

[0093] 如本文所用的，术语“IgG”是指属于基本上由公认的免疫球蛋白γ基因编码的抗

体类别的多肽。在人类中，此类别包括IgG1、IgG2、IgG3和IgG4。在小鼠中，此类别包括IgG1、

IgG2a、IgG2b和IgG3。

[0094] 术语“抗原结合结构域”描述了抗体的部分，该部分包含与抗原的部分或全部特异

性结合并互补的区域。当抗原较大时，抗体可以仅结合至抗原的特定部分，该部分称为表

位。抗原结合结构域可以由一个或多个抗体可变结构域(例如由VH结构域组成的所谓的Fd

抗体片段)提供。抗原结合结构域可以包含抗体轻链可变区(VL)和抗体重链可变区(VH)。

[0095] 术语“抗原结合蛋白片段”或“抗体片段”是指完整抗原结合蛋白或抗体的一部分，

并且是指完整抗原结合蛋白或抗体的抗原决定可变区。本领域已知，抗体的抗原结合功能

可以由全长抗体的片段执行。抗体片段的实例包括但不限于Fab、Fab'、F(ab')2、以及Fv片

段、线性抗体、单链抗体以及由抗体片段形成的多特异性抗体。

[0096] 术语“单克隆抗体”是指参与单一抗原决定簇或表位的高度特异性识别和结合的

同源抗体群。这与典型地包括针对不同抗原决定簇的不同抗体的多克隆抗体相反。术语“单

克隆抗体”涵盖完整和全长单克隆抗体以及抗体片段(如Fab、Fab '、F(ab’)2、Fv)、单链

(scFv)突变体、包含抗体部分的融合蛋白和包含抗原识别位点的任何其他修饰的免疫球蛋

白分子。此外，“单克隆抗体”是指以任何数目的方式(包括但不限于通过杂交瘤、噬菌体选

择、重组表达和转基因动物)制备的此类抗体。

[0097] 术语“人类抗体”是指由人类产生的抗体或具有与使用本领域已知的任何技术制

备的由人类产生的抗体相对应的氨基酸序列的抗体。人类抗体的这种定义包括完整或全长

抗体、其片段、和/或包含至少一个人类重链和/或轻链多肽的抗体，例如像包含鼠类轻链和

人类重链多肽的抗体。术语“人源化抗体”是指衍生自非人类(例如鼠类)免疫球蛋白的抗

体，其被工程化成包含最小的非人类(例如鼠类)序列。

[0098] 术语“嵌合抗体”是指其中免疫球蛋白分子的氨基酸序列源自两种或更多种物种

的抗体。典型地，轻链和重链的可变区对应于源自具有所需特异性、亲和力和能力的一种哺

乳动物(例如小鼠、大鼠、兔等)的抗体的可变区，而恒定区同源于衍生自另一种(通常为人)

的抗体中的序列，以避免在该物种中引起免疫应答。

[0099] 术语“抗体结合位点”是指互补抗体特异性地结合的包括连续或不连续位点(即表

位)的抗原(例如，O1)中的区域。因此，抗体结合位点可包含抗原中表位外的另外区域，并且

所述另外区域可确定如结合亲和力和/或稳定性的特性或影响如抗原酶活性或二聚作用的

特性。因此，即使两种抗体结合至抗原内的相同表位，如果该抗体建立与该表位外的氨基酸

的不同分子间接触，此类抗体被认为结合至不同抗体结合位点。
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[0100] 当提及可变结构域中的残基(大约轻链的残基1‑107和重链的残基1‑113)时，通常

使用IMGT编号系统(例如，Lefranc,M.‑P.等人Dev.Comp.Immunol.[发育与比较免疫学]27:

55‑77(2003))。

[0101] 短语“如卡巴特中的氨基酸位置编号”、“卡巴特位置”、及其语法变体是指在Kabat

等人,Sequences  of  Proteins  of  Immunological  Interest[免疫学目的的蛋白质的序

列],第5版,Public  Health  Service[公共卫生服务],National  Institutes  of  Health

[国立卫生研究院],贝塞斯达(Bethesda) ,马里兰州(Md.)(1991)中用于抗体的重链可变结

构域或轻链可变结构域的编号系统。使用这个编号系统，实际的线性氨基酸序列可以含有

更少或另外的氨基酸，其对应于可变结构域的FW或CDR的截短或插入。例如，重链可变结构

域可以包括在H2的残基52之后的单个氨基酸插入(根据卡巴特的残基52a)和在重链FW残基

82之后的插入残基(例如，根据卡巴特的残基82a、82b和82c等)。抗体54H7根据卡巴特系统

进行编号。

[0102] 可以通过在抗体序列与“标准”卡巴特编号序列的同源性区域进行比对来确定给

定抗体的残基的卡巴特编号。相反，乔西亚(Chothia)是指结构环的位置(Chothia和Lesk,

J.Mol.Biol.[分子生物学杂志]196:901‑917(1987))。当使用卡巴特编号惯例编号时，乔西

亚CDR‑H1环的末端根据环的长度在H32和H34之间变化(这是因为卡巴特编号方案将插入放

置于H35A和H35B；如果35A和35B都不存在，则环在32处结束；如果仅存在35A，则环在33处结

束；如果35A和35B都存在，则环在34处结束)。AbM高变区表示卡巴特CDR和乔西亚结构环之

间的折衷，并且被牛津分子(Oxford  Molecular)AbM抗体建模软件使用。还可以使用CDR的

IMGT(Lefranc,M.‑P.等人[发育和比较免疫学]27:55‑77(2003))分类。

[0103] 术语“如在卡巴特中的EU索引”是指在Kabat等人,Sequences  of  Immunological 

Interest[免疫学目的的序列],第5版,Public  Health  Service[公共卫生服务],National 

Institutes  ofHealth[国立卫生研究院],贝塞斯达(Bethesda) ,马里兰州(Md.)(1991)中

描述的人类IgG1EU抗体的编号系统。例如，“L234”和“EU  L234”二者均指在根据如卡巴特提

出的EU索引的位置234的氨基酸亮氨酸。

[0104] 如本文所用的术语“Fc结构域”、“Fc区”和“IgG  Fc结构域”是指与通过木瓜蛋白酶

消化IgG分子而获得的可结晶片段相关的免疫球蛋白(例如IgG分子)的部分。Fc区包含IgG

分子的通过二硫键连接的两条重链的C‑末端的那一半。它不具有抗原结合活性，但含有碳

水化合物部分和针对补体和Fc受体(包括FcRn受体)的结合位点。例如，Fc结构域包含完整

的第二恒定结构域CH2(人类IgG1的EU位置231‑340的残基)和第三恒定结构域CH3(人类

IgG1的EU位置341‑447的残基)。

[0105] Fc可以指分离的这个区域，或在抗体、抗体片段、或Fc融合蛋白的背景下的这个区

域。已经在Fc结构域中的许多位置观察到多态性，包括但不限于EU位置270、272、312、315、

356和358。因此，“野生型IgG  Fc结构域”或“WT  IgG  Fc结构域”是指任何天然存在的IgG  Fc

区(即，任何等位基因)。许多Fc突变体、Fc片段、Fc变体、和Fc衍生物描述于例如美国专利号

5,624,821；5,885,573；5,677,425；6,165,745；6,277,375；5,869,046；6,121,022；5,624,

821；5,648,260；6,528,624；6,194,551；6,737,056；7,122,637；7,183,387；7,332,581；7,

335,742；7,371,826；6,821,505；6,180,377；7,317,091；7,355,008；美国专利公开号2004/

0002587；以及PCT公开号WO  99/058572、WO  2011/069164和WO  2012/006635。
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[0106] 人类IgG1、IgG2、IgG3和IgG4的重链序列可以在许多序列数据库中找到，例如

Uniprot数据库(www.uniprot.org)中分别在登录号P01857(IGHG1_HUMAN)、P01859(IGHG2_

HUMAN)、P01860(IGHG3_HUMAN)、和P01861(IGHG1_HUMAN)下。

[0107] 术语“YTE”或“YTE突变体”是指IgG1Fc结构域中的一组突变，这导致与人类FcRn的

结合增加，且提高具有突变的抗体的血清半衰期。YTE突变体包括下述三种引入到IgG的重

链中的“YTE突变”的组合：M252Y、S254T和T256E，其中根据在卡巴特中的EU索引进行编号。

参见美国专利号7,658,921，将其通过引用并入本文。与相同抗体的野生型相比，YTE突变体

显示出增加了抗体的血清半衰期。参见例如Dall'Acqua等人,J.Biol.Chem .[生物化学杂

志]281:23514‑24(2006)以及美国专利号7,083,784，将其通过引用以其全文特此并入。“Y”

突变体仅包含M256Y突变；类似地，“YT”突变仅包含M252Y和S254T；并且“YE”突变仅包含

M252Y和T256E。特别考虑到其他突变可存在于EU位置252和/或256。在某些方面，在EU位置

252的突变可以是M252F、M252S、M252W或M252T和/或在EU位置256的突变可以是T256S、

T256R、T256Q或T256D。

[0108] 术语“N3”或“N3突变体”是指IgG1Fc结构域中的一组突变，这导致与FcRn的结合增

加，且提高具有突变的抗体的血清半衰期。N3突变体包含被并入野生型IgGl恒定结构域基

本结构的位置432‑437处(在位置437和438之间没有插入)的序列Cys‑Ser‑Trp‑His‑Leu‑

Cys(SEQ  ID  NO:68)。参见WO  2015175874，其通过引用特此并入。

[0109] 术语“天然存在的O1”通常是指O1多糖或其片段可存在的状态。天然存在的O1意指

在没有先前使用重组技术引入编码核酸的情况下，由细胞天然产生的O1多糖。因此，天然存

在的O1可由例如肺炎克雷伯菌天然产生和/或从克雷伯菌属的不同成员分离。

[0110] 术语“重组O1”是指O1多糖或其片段可以存在的状态。重组O1意指例如在异源宿主

中由重组DNA产生的O1多糖或其片段。

[0111] 如本文所用的术语“半衰期”或“体内半衰期”是指本披露的具体类型的抗体、抗原

结合蛋白、或多肽在给定动物的循环中的生物半衰期，并且表示为动物中的给药量的一半

从循环和/或动物中的其他组织中清除所需要的时间。

[0112] 如本文所用的术语“受试者”是指有待成为特定治疗的接受者的任何动物(例如哺

乳动物)，包括但不限于人类、非人类灵长动物、啮齿类、绵羊、狗、猫、马、牛、熊、鸡、两栖动

物、爬行动物等等。如本文所用的术语“受试者”和“患者”是指任何受试者，特别是哺乳动物

受试者，对其与克雷伯菌属感染相关联的病症进行诊断、预后或治疗。如本文所用的，如“患

有与克雷伯菌属感染相关联的病症的患者”等短语包括将受益于针对与克雷伯菌属感染相

关联的该病症的治疗、成像或其他诊断程序的给予和/或预防性治疗的受试者，例如哺乳动

物受试者。

[0113] “克雷伯菌属”是指肠杆菌科中革兰氏阴性的兼性厌氧杆状细菌的属。克雷伯菌属

包括例如肺炎克雷伯菌、产酸克雷伯菌、植生克雷伯菌、肉芽肿克雷伯菌、臭鼻克雷伯菌、以

及鼻硬结克雷伯菌。

[0114] 克雷伯菌属的成员通常在其细胞表面上表达至少2种类型的糖类抗原：O抗原和K

抗原。O抗原是脂多糖，而K抗原是荚膜多糖。这些抗原的结构可变性形成了用于将它们分类

成克雷伯菌属“血清型”的基础。因此，O1结合蛋白(例如抗体或其抗原结合片段)结合多种

克雷伯菌属菌株或血清型的能力是指其与具有不同的O和/或K抗原的克雷伯菌属结合的能
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力。在本文提供的一些实施例中，克雷伯菌属属于O1血清型。

[0115] 如本文所用的术语“药物组合物”是指如下制剂，该制剂处于允许活性成分的生物

活性有效的形式，并且不含有另外的、对其将要给予的受试者具有不可接受的毒性的组分。

这样的组合物可以是无菌的。

[0116] 如本文披露的，抗原结合蛋白(包括抗体或其抗原结合片段)的“有效量”是足以实

施具体阐述目的的量。关于阐述的目的，“有效量”可以经验为主地并且以常规方式来确定。

如本文所用的术语“治疗有效量”是指有效“治疗”受试者或哺乳动物的疾病或病症的多肽

(例如，抗原结合蛋白，包括抗体)或其他药物的量，并为患有克雷伯菌属介导的疾病或病症

的受试者提供一定的改进或益处。因此，“治疗有效”量是提供克雷伯菌属介导的疾病或病

症的至少一种临床症状的一些减轻、缓和、和/或减少的量。与克雷伯菌属介导的疾病或病

症相关联的临床症状可以通过本披露的方法和系统进行治疗，这些临床症状对本领域技术

人员是熟知的。此外，本领域技术人员将理解治疗效果不需要是完全的或治愈的，只要向受

试者提供一些益处。在一些实施例中，术语“治疗有效的”是指治疗剂的能够在有需要的患

者中降低克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)或克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)活性的量。

给予的实际量以及给予的速率和时程将取决于正治疗的疾病的性质和严重度。治疗处方

(例如剂量等的确定)属于全科医生和其他医生的职责。抗体及其抗原结合片段的适当剂量

在本领域中是熟知的；参见Ledermann  J.A.等人(1991)Int.J.Cancer[国际癌症杂志]47:

6 5 9 ‑ 6 6 4 ；B a g s h a w e  K .D .等人 (1 9 9 1 ) A n t i b o d y ,I m m u n o c o n j u g a t e s 

andRadiopharmaceuticals[抗体、免疫缀合物和放射性药物]4:915‑922。

[0117] 如本文所用的，“足够的量”或“量足以”在患有克雷伯菌属介导的疾病或病症的患

者中实现具体结果，是指治疗剂(例如，如本文披露的抗原结合蛋白，包括抗体)的有效产生

所希望的作用的量，该所希望的作用任选地是治疗有效的(即，通过给予治疗有效量)。在一

些实施例中，这种具体结果在对其有需要的患者中是克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)或

克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)活性的降低。

[0118] 当在本文使用时，术语“标记”是指直接或间接缀合至多肽(例如抗原结合蛋白，包

括抗体)以便产生“标记的”多肽或抗体的可检测化合物或组合物。该标记可以是本身可检

测的(例如，放射性同位素标记或荧光标记)，或在酶标记的情况下可以催化可检测底物化

合物或组合物的化学改变。

[0119] 术语如“治疗(treating或treatment或to  treat)”或“减轻(alleviating或to 

alleviate)”或者“改善”或“或改善”是指治愈、减慢已诊断的病理病症或障碍，减轻已诊断

的病理病症或障碍的症状，和/或停止已诊断的病理病症或障碍的进展的治疗性措施。术语

如“预防”是指预防和/或减缓靶标病理病症或障碍发展的防御性或预防性措施。因此，需要

治疗的那些包括已患有疾病或病症的那些。需要预防的那些包括容易患上疾病或病症的那

些以及有待预防疾病或病症的那些。例如，短语“治疗患有克雷伯氏菌属介导的疾病或病症

的患者”是指降低克雷伯氏菌属介导的疾病或病症的严重程度，优选降低到受试者不再感

到因该疾病或病症而不适和/或功能发生改变的程度(例如，与未治疗的患者相比时，哮喘

恶化相对减少)。短语“预防克雷伯菌属介导的疾病或病症”是指降低克雷伯菌属介导的疾

病或病症的可能性和/或减少克雷伯菌属介导的疾病或病症的发生。

[0120] 如本文所用的，术语“与克雷伯菌属感染相关联的病症”是指在患有该疾病或病症
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的受试者中，由克雷伯菌属感染(例如肺炎克雷伯菌、产酸克雷伯菌、植生克雷伯菌、臭鼻克

雷伯菌、鼻硬结克雷伯菌和/或肉芽肿克雷伯菌的感染)(单独或与其他介导物相关联)引起

的、加重的、与其相关联的、或由其延长的任何病理学。与克雷伯菌属感染相关联的病症的

非限制性实例包括肺炎、尿路感染、败血症/脓毒病、新生儿败血症、腹泻、软组织感染、器官

移植后感染、手术感染、伤口感染、肺部感染、化脓性肝脓肿、眼内炎、脑膜炎、坏死性脑膜

炎、强直性脊柱炎和脊柱关节病。在一些实施例中，克雷伯菌属感染是医院感染。在一些实

施例中，克雷伯菌属感染是机会性感染。在一些实施例中，克雷伯菌属感染是在器官移植之

后。在一些实施例中，受试者暴露于克雷伯菌属污染的医疗装置，包括例如呼吸机、导管或

静脉内导管。

[0121] 携带CDR或一组CDR的结构通常具有抗体重链或轻链序列或其实质部分，其中CDR

或CDR组位于与由重排的免疫球蛋白基因编码的天然存在的VH和VL抗体可变结构域的CDR

或CDR组对应的位置。免疫球蛋白可变结构域的结构和位置可通过参考以下来确定：Kabat,

E.A.等人,Sequences  ofProteins  of  Immunological  Interest[免疫学目的的蛋白质的

序列].第4版.US  Department  ofHealth  and  Human  Services[美国卫生与公众服务部]

.1987，及其在因特网上可获得的更新(http://immuno.bme.nwu.edu或使用任何搜索引擎

查找“卡巴特”)，将其通过引用并入本文。CDR还可以由其他支架携带，例如纤连蛋白或细胞

色素B。

[0122] 基本上如本文阐明的CDR氨基酸序列可以作为人类可变结构域或其实质部分中的

CDR而携带。基本上如本文阐明的HCDR3序列代表本披露的实施例并且这些序列中的每一个

可以作为人类重链可变结构域或其实质部分中的HCDR3而携带。

[0123] 本披露中采用的可变结构域可以从任何种系或重排的人类可变结构域获得，或可

以是基于已知人类可变结构域的共有序列的合成可变结构域。可以使用重组DNA技术将CDR

序列(例如CDR3)引入缺少CDR(例如CDR3)的可变结构域的谱系中。

[0124] 例如，Marks等人(Bio/Technology[生物/技术],1992,10:779‑783；将其通过引用

并入本文)提供了产生抗体可变结构域的谱系的方法，其中指向或邻近可变结构域区域的

5'末端的共有引物与指向人类VH基因的第三框架区的共有引物结合使用，以提供缺少CDR3

的VH可变结构域的谱系。Marks等人进一步描述了这个谱系能如何与特定抗体的CDR3组合。

使用类似技术，本披露的CDR3衍生序列能与缺少CDR3的VH或VL结构域的谱系进行改组，并

且改组的完整VH或VL结构域与同源VL或VH结构域组合以提供抗原结合蛋白。然后，谱系能

展示于合适宿主系统中，例如WO  92/01047或任何后续大量文献(包括Kay,B.K .,Winter,

J.,和McCafferty,J.(1996)Phage  Display  of  Peptides  and  Proteins:A  Laboratory 

Manual[肽和蛋白质的噬菌体展示：实验室手册],San  Diego:Academic  Press[圣地亚哥：

学术出版社])的噬菌体展示系统，以使得可选择合适的抗原结合蛋白。谱系可由超过104个

单独成员的任何成员组成，例如从106至108或1010个成员。其他合适的宿主系统包括酵母

展示、细菌展示、T7展示、核糖体展示等等。关于核糖体展示的综述，参见Lowe  D和Jermutus 

L,2004,Curr.Pharm,Biotech[生物技术],517‑27，以及WO  92/01047，将其通过引用并入本

文。

[0125] Stemmer(Nature[自然],1994,370:389‑391，将其通过引用并入本文)也披露了类

似的改组或组合技术，描述了与β‑内酰胺酶基因相关的技术但观察到该方法可用于产生抗
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体。

[0126] 另外的替代方案是使用一个或多个选定VH和/或VL基因的随机诱变以产生整个可

变结构域内的突变，产生携带本披露的CDR衍生序列的新颖VH或VL区域。这种技术由Gram等

人(1992,Proc.Natl.Acad .Sci.,USA[美国国家科学院院刊],89:3576‑3580)描述，他们使

用易错PCR。在一些实施例中，一个或两个氨基酸取代是在一组HCDR和/或LCDR中产生。

[0127] 可使用的另一种方法是将诱变引导至VH或VL基因的CDR区域。此类技术由Barbas

等人(1994,Proc.Natl.Acad.Sci.,USA[美国国家科学院院刊],91:3809‑3813)和Schier等

人(1996,J.Mol.Biol.[分子生物学杂志]263:551‑567)披露。

[0128] 本披露的方法和技术通常是根据本领域中熟知的常规方法和贯穿本说明书中引

用且论述的各种通用和更特定的参考文献中所述来进行，除非另外指明。参见，例如，

Sambrook等人,Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual[分子克隆：实验室手册],第3

版,Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press[冷泉港实验室出版社],Cold  Spring  Harbor

[冷泉港],N .Y .[纽约州](2001)；和Ausubel等人,Current  Protocols  in  Molecular 

Biology[分子生物学实验室指南],Greene  Publishing  Associates[格林出版联合公司]

(1992)；以及Harlow和Lane  Antibodies:A  Laboratory  Manual[抗体：实验室手册]Cold 

Spring  Harbor  Laboratory  Press[冷泉港实验室出版社],Cold  Spring  Harbor[冷泉

港],N.Y.[纽约州](1990)，所有这些均通过引用并入本文。

[0129] 本领域技术人员将能够使用上述此类技术来使用本领域的常规方法提供本披露

的抗原结合蛋白。

[0130] II.O1抗原结合分子

[0131] 本披露提供了特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的O1抗原结合分子，例如，抗原

结合蛋白、抗体、以及其抗原结合片段。如本文所定义的，“O1抗原结合分子”(包括抗体及其

抗原结合片段)不与O2结合。总体上说，这些药剂在本文被称为“O1结合分子”或“O1结合

剂”。

[0132] 克雷伯菌属脂多糖(LPS)的O1抗原含有由重复单元D‑半乳聚糖I(D‑Gal  I)和D‑半

乳聚糖II(D‑Gal  II)构成的两种结构不同的结构域。参见图12。低分子量D‑Gal  I聚合物直

接连接至核心寡糖并且由具有结构→3)‑β‑D‑Galf–(1→3)–α–D‑Galp‑(1→的重复单元构

成。O‑抗原生物合成部分地由wb(rfb)基因簇的产物进行，该wb(rfb)基因簇由六种基因

(wzm、wzt、glf、wbbM、wbbN和wbbO)构成(Whitfield ,C .等人1991 .Expression  of  two 

structurally  distinct  D‑Galactan  O  antigens  in  the  lipopolysaccharide 

ofKlebsiella  pneumoniae  serotype  O1[两种结构上不同的D‑半乳聚糖O抗原在肺炎克雷

伯菌血清型O1的脂多糖中的表达].J .Bacteriology[细菌学杂志].1420‑1431；Clarke ,

B .R .和Whitfield  C .1992 .Molecular  cloning  ofthe  rfb  region  ofKlebsiella 

pneumoniae  serotype  O1:K20[肺炎克雷伯菌血清型O1:K20的rfb区域的分子克隆]

.J.Bacteriology[细菌学杂志].174:4614‑4621)。D‑Gal  I结构域也是克雷伯菌属O2LPS的

主要O‑抗原组分。连接至D‑Gal  I的远端的高分子量D‑Gal  II聚合物由具有结构→3)‑α‑D‑

Galp‑(1→3)‑β‑D‑Galp‑(1→的重复单元构成。近期鉴定了D‑Gal  II生物合成所需的基因

为wbbY和wbbZ，它们不与wb基因簇连接。(参见，Hsieh,P.等人2014.D‑galactan  II  is  an 

i m m u n o d o m i n a n t  a n t i g e n  i n  O 1  L P S  a n d  a f f e c t s  v i r u l e n c e  i n 
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Klebsiellapneumoniae:implication  in  vaccine  design[D‑半乳聚糖II是O1  LPS中的免

疫显性抗原并且影响肺炎克雷伯菌的毒力：疫苗设计的意义] .F ro n t i e r s  i n 

Microbiology[微生物学前沿].5:1‑13)。D‑Gal  II的加入定义了O1血清型并且导致血清抗

性以及引起PLA的肺炎克雷伯菌的高患病率。(Hsieh ,P .F .2012 .Lipopolysaccharide 

O1antigen  contributes  to  the  virulence  in  Klebsiella  pneumoniae  causing 

primarypyogenic  liver  abscess[脂多糖O1抗原有助于引起原发性化脓性肝脓肿的肺炎

克雷伯菌的毒力]；Pan  Y‑J .,等人 ,PLoS  ONE  7(3):e33155(2013)doi:10 .1371/

journal.pone.0033155)。

[0133] 在一些实施例中，本披露提供了一种分离的抗原结合蛋白，其为特异性地结合肺

炎克雷伯菌O1抗原的抗体或多肽。在一些实施例中，该抗原结合蛋白是抗体的特异性地结

合肺炎克雷伯菌O1抗原的抗原结合片段。

[0134] 在某些实施例中，O1结合分子是抗体或多肽。在一些实施例中，本披露提供了一种

分离的抗原结合蛋白，其是特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的鼠类的、非人类的、人源化

的、嵌合的、表面重建的或人类的抗原结合蛋白。在一些实施例中，本披露提供了一种分离

的抗原结合蛋白，其是特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的人源化的、嵌合的、表面重建的

或人类的抗原结合蛋白。在一些实施例中，O1结合分子是人源化抗体或其抗原结合片段。在

一些实施例中，O1结合分子是人类抗体或其抗原结合片段。

[0135] 本披露提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的抗原结合蛋白(包

括抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白(例如，抗体或其抗原结合片段)：a)诱

导克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)的调理吞噬杀伤(OPK)；b)经由如通过血清杀菌测定所

测量的补体依赖性杀伤而杀死克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)；或c)诱导克雷伯菌属(例

如，肺炎克雷伯菌)的OPK并且经由如通过血清杀菌测定所测量的补体依赖性杀伤而杀死克

雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)。

[0136] 本披露还提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的抗原结合蛋白

(包括抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白(例如，抗体或其抗原结合片段)诱

导OPK但是不中和LPS。如本文提供的实例中所证明的，高水平的体内活性与特异性结合肺

炎克雷伯菌O1抗原并诱导OPK但不中和LPS的抗原结合蛋白相关。

[0137] 本披露还提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的抗原结合蛋白

(包括抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白(例如，抗体或其抗原结合片段)诱

导OPK并且中和LPS。

[0138] O1结合剂包括抗O1抗原抗体KPE33、KPE33V2016、KPA27、KPB202、KBJ4、54H7、以及

其抗原结合片段。O1结合剂还包括以下一样特异性地结合相同的肺炎克雷伯菌O1表位的

O1‑结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)：KPE33、KPE33V2016、KPA27、KPB202、

KBJ4、或54H7。

[0139] 在一些实施例中，O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)不包括抗体

克隆Ru‑O1。参见Rukavina  T.,等人,InfectImmun[感染与免疫]65:1754‑60(1997)。在一些

实施例中，O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)不是鼠类抗体。

[0140] 在一些实施例中，O1结合蛋白(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)结合肺炎

克雷伯菌O1抗原的D‑半乳聚糖II结构域。在一些实施例中，O1结合蛋白(例如，抗O1抗原抗
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体或其抗原结合片段)结合肺炎克雷伯菌O1抗原的D‑半乳聚糖II结构域内的表位。

[0141] O1结合剂(例如抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)还包括竞争性地抑制KPE33、

KPE33V2016、KPA27、KPB202、KPJ4、或54H7与肺炎克雷伯菌O1抗原的结合的O1结合剂。在一

些实施例中，在竞争性ELISA测定中，抗O1抗体或其抗原结合片段竞争性地抑制KPE33、

KPE33V2016、KPA27、KPB202、KPJ4、或54H7与肺炎克雷伯菌O1抗原的结合。在一些实施例中，

在竞争性ELISA测定中，抗O1抗体或其抗原结合片段竞争性地抑制KPE33、KPE33V2016、

KPA27、KPB202、KPJ4、或54H7与肺炎克雷伯菌的结合。

[0142] 在一些实施例中，O1结合剂(例如抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)还包括竞争性

地抑制54H7与肺炎克雷伯菌O1抗原的结合但是不竞争性地抑制KPE33与肺炎克雷伯菌O1抗

原的结合(例如，如通过Octet平台所测量的)的O1结合剂。在一些实施例中，O1结合剂(例如

抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)还包括竞争性地抑制KPE33与肺炎克雷伯菌O1抗原的结

合但是不竞争性地抑制54H7与肺炎克雷伯菌O1抗原的结合(例如，如通过Octet平台所测量

的)的O1结合剂。

[0143] 在一些实施例中，抗O1抗体或其抗原结合片段结合O1克雷伯菌属菌株(包括，例

如，肺炎克雷伯菌O1菌株)，但是不结合对应的wbbYZ敲除菌株(例如，如通过FACS测定所测

量的)。在一些实施例中，抗O1抗体或其抗原结合片段结合克雷伯菌属菌株Kp1131115但是

不结合Kp1131115ΔwbbYZ敲除菌株(例如，如通过FACS测定所测量的)。

[0144] O1结合剂(例如抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)还包括包含KPE33、KPE33V2016、

KPA27、KPB202、KBJ4、或54H7的重链和轻链互补决定区(CDR)序列的O1结合剂。KPE33、

KPE33V2016、KPA27、KPB202、KBJ4、和54H7的CDR序列描述于以下表1和表2中。对于除54H7以

外的所有抗体，使用IMGT系统确定表1和表2中列出的CDR。对于54H7，使用卡巴特系统确定

CDR。

[0145] 表1.可变重链CDR氨基酸序列

[0146]
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[0147]

[0148] 表2.可变轻链CDR氨基酸序列

[0149]

[0150] 本文描述的抗原结合蛋白(包括抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)可包含本文所

述的各个可变轻链或可变重链之一。本文描述的抗原结合蛋白(包括抗O1抗原抗体或其抗

原结合片段)还可以包含可变轻链和可变重链两者。抗O1抗原KPE33、KPE33V2016、KPA27、

KPB202、KBJ4、和54H7抗体的可变轻链和可变重链序列提供于下表3和表4中。

[0151] 表3：可变重链氨基酸序列
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[0152]

[0153] 表4：可变轻链氨基酸序列

[0154]
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[0155]

[0156] 在一些实施例中，本披露提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的

抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白包含

与SEQ  ID  NO:8、12、21、或30具有至少95％、96％、97％、98％、或99％同一性的重链可变区

(VH)以及与SEQ  ID  NO:9、13、22、31具有至少95％、96％、97％、98％、或99％同一性的轻链

可变区(VL)。在一些实施例中，该特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的抗原结合蛋

白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)包含含有SEQ  ID  NO:8、12、21、或30的序

列的重链可变区以及含有SEQ  ID  NO:9、13、22、31的序列的轻链可变区。在一些实施例中，

与SEQ  ID  NO:8、9、12、13、21、22、30、或31具有至少95％、96％、97％、98％、或99％序列同一

性的分离的抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)与SEQ  ID  NO:8、

9、12、13、21、22、30、或31仅相差保守氨基酸取代。在一些实施例中，特异性地结合肺炎克雷

伯菌O1抗原的分离的抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)包含与

SEQ  ID  NO:8、12、21、或30具有至少95％、96％、97％、98％、或99％同一性的重链可变区

(VH)以及与SEQ  ID  NO:9、13、22、31具有至少95％、96％、97％、98％、或99％同一性的轻链

可变区(VL)，其中该分离的抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)不

是抗体克隆Ru‑O1(参见Rukavina  T .,等人,InfectImmun[感染与免疫]65:1754‑60

(1997))。

[0157] 在一些实施例中，本披露提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的

抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白包含

与SEQ  ID  NO:8和9、SEQ  ID  NO:12和13、SEQ  ID  NO:31和22、或SEQ  ID  NO:30和31分别具有

至少95％同一性的VH和VL，并且其中该抗原结合蛋白诱导克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯

菌)的OPK，任选地其中该抗原结合蛋白不中和LPS或中和LPS。
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[0158] 在一些实施例中，本披露提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的

抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白包含

与SEQ  ID  NO:8和9、SEQ  ID  NO:12和13、SEQ  ID  NO:31和22、或SEQ  ID  NO:30和31分别具有

至少95％同一性的VH和VL，并且其中该抗原结合蛋白如通过血清杀菌测定所测量地杀死克

雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)。

[0159] 在一些实施例中，本披露提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的

抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白包含

与SEQ  ID  NO:8和9、SEQ  ID  NO:12和13、SEQ  ID  NO:31和22、或SEQ  ID  NO:30和31分别具有

至少95％同一性的VH和VL，并且其中该抗原结合蛋白诱导克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯

菌)的OPK，并且如通过血清杀菌测定所测量地杀死克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)。

[0160] 在一些实施例中，本披露提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的

抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白包含

与SEQ  ID  NO:8和9、SEQ  ID  NO:12和13、SEQ  ID  NO:31和22、或SEQ  ID  NO:30和31分别具有

至少95％同一性的VH和VL，并且其中该抗原结合蛋白与抗生素(例如，美罗培南、碳青霉烯、

或粘菌素)协同作用。

[0161] 在一些实施例中，本披露提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的

抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白包含

与SEQ  ID  NO:8和9、SEQ  ID  NO:12和13、SEQ  ID  NO:31和22、或SEQ  ID  NO:30和31分别具有

至少96％同一性的VH和VL，并且其中该抗原结合蛋白诱导克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯

菌)的OPK，任选地其中该抗原结合蛋白不中和LPS或中和LPS。

[0162] 在一些实施例中，本披露提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的

抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白包含

与SEQ  ID  NO:8和9、SEQ  ID  NO:12和13、SEQ  ID  NO:31和22、或SEQ  ID  NO:30和31分别具有

至少96％同一性的VH和VL，并且其中该抗原结合蛋白如通过血清杀菌测定所测量地杀死克

雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)。

[0163] 在一些实施例中，本披露提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的

抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白包含

与SEQ  ID  NO:8和9、SEQ  ID  NO:12和13、SEQ  ID  NO:31和22、或SEQ  ID  NO:30和31分别具有

至少96％同一性的VH和VL，并且其中该抗原结合蛋白诱导克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯

菌)的OPK，并且如通过血清杀菌测定所测量地杀死克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)。

[0164] 在一些实施例中，本披露提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的

抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白包含

与SEQ  ID  NO:8和9、SEQ  ID  NO:12和13、SEQ  ID  NO:31和22、或SEQ  ID  NO:30和31分别具有

至少96％同一性的VH和VL，并且其中该抗原结合蛋白与抗生素(例如，美罗培南、碳青霉烯、

或粘菌素)协同作用。

[0165] 在一些实施例中，本披露提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的

抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白包含

与SEQ  ID  NO:8和9、SEQ  ID  NO:12和13、SEQ  ID  NO:31和22、或SEQ  ID  NO:30和31分别具有

至少97％同一性的VH和VL，并且其中该抗原结合蛋白诱导克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯
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菌)的OPK，任选地其中该抗原结合蛋白不中和LPS或中和LPS。

[0166] 在一些实施例中，本披露提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的

抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白包含

与SEQ  ID  NO:8和9、SEQ  ID  NO:12和13、SEQ  ID  NO:31和22、或SEQ  ID  NO:30和31分别具有

至少97％同一性的VH和VL，并且其中该抗原结合蛋白如通过血清杀菌测定所测量地杀死克

雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)。

[0167] 在一些实施例中，本披露提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的

抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白包含

与SEQ  ID  NO:8和9、SEQ  ID  NO:12和13、SEQ  ID  NO:31和22、或SEQ  ID  NO:30和31分别具有

至少97％同一性的VH和VL，并且其中该抗原结合蛋白诱导克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯

菌)的OPK，并且如通过血清杀菌测定所测量地杀死克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)。

[0168] 在一些实施例中，本披露提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的

抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白包含

与SEQ  ID  NO:8和9、SEQ  ID  NO:12和13、SEQ  ID  NO:31和22、或SEQ  ID  NO:30和31分别具有

至少97％同一性的VH和VL，并且其中该抗原结合蛋白与抗生素(例如，美罗培南、碳青霉烯、

或粘菌素)协同作用。

[0169] 在一些实施例中，本披露提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的

抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白包含

与SEQ  ID  NO:8和9、SEQ  ID  NO:12和13、SEQ  ID  NO:31和22、或SEQ  ID  NO:30和31分别具有

至少98％同一性的VH和VL，并且其中该抗原结合蛋白诱导克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯

菌)的OPK，任选地其中该抗原结合蛋白不中和LPS或中和LPS。

[0170] 在一些实施例中，本披露提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的

抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白包含

与SEQ  ID  NO:8和9、SEQ  ID  NO:12和13、SEQ  ID  NO:31和22、或SEQ  ID  NO:30和31分别具有

至少98％同一性的VH和VL，并且其中该抗原结合蛋白如通过血清杀菌测定所测量地杀死克

雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)。

[0171] 在一些实施例中，本披露提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的

抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白包含

与SEQ  ID  NO:8和9、SEQ  ID  NO:12和13、SEQ  ID  NO:31和22、或SEQ  ID  NO:30和31分别具有

至少98％同一性的VH和VL，并且其中该抗原结合蛋白诱导克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯

菌)的OPK，并且如通过血清杀菌测定所测量地杀死克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)。

[0172] 在一些实施例中，本披露提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的

抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白包含

与SEQ  ID  NO:8和9、SEQ  ID  NO:12和13、SEQ  ID  NO:31和22、或SEQ  ID  NO:30和31分别具有

至少98％同一性的VH和VL，并且其中该抗原结合蛋白与抗生素(例如，美罗培南、碳青霉烯、

或粘菌素)协同作用。

[0173] 在一些实施例中，本披露提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的

抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白包含

与SEQ  ID  NO:8和9、SEQ  ID  NO:12和13、SEQ  ID  NO:31和22、或SEQ  ID  NO:30和31分别具有
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至少99％同一性的VH和VL，并且其中该抗原结合蛋白诱导克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯

菌)的OPK，任选地其中该抗原结合蛋白不中和LPS或中和LPS。

[0174] 在一些实施例中，本披露提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的

抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白包含

与SEQ  ID  NO:8和9、SEQ  ID  NO:12和13、SEQ  ID  NO:31和22、或SEQ  ID  NO:30和31分别具有

至少99％同一性的VH和VL，并且其中该抗原结合蛋白如通过血清杀菌测定所测量地杀死克

雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)。

[0175] 在一些实施例中，本披露提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的

抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白包含

与SEQ  ID  NO:8和9、SEQ  ID  NO:12和13、SEQ  ID  NO:31和22、或SEQ  ID  NO:30和31分别具有

至少99％同一性的VH和VL，并且其中该抗原结合蛋白诱导克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯

菌)的OPK，并且如通过血清杀菌测定所测量地杀死克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)。

[0176] 在一些实施例中，本披露提供了一种特异性地结合肺炎克雷伯菌O1抗原的分离的

抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)，其中所述抗原结合蛋白包含

与SEQ  ID  NO:8和9、SEQ  ID  NO:12和13、SEQ  ID  NO:31和22、或SEQ  ID  NO:30和31分别具有

至少99％同一性的VH和VL，并且其中该抗原结合蛋白与抗生素(例如，美罗培南、碳青霉烯、

或粘菌素)协同作用。

[0177] 在一些实施例中，本披露提供了一种分离的抗原结合蛋白(例如，抗O1抗原抗体或

其抗原结合片段)，除肺炎克雷伯菌O1抗原外，其还结合肺炎克雷伯菌、产酸克雷伯菌、植生

克雷伯菌、臭鼻克雷伯菌、鼻硬结克雷伯菌和/或肉芽肿克雷伯菌O1抗原。在一些实施例中，

本披露提供了一种分离的抗原结合蛋白(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)，除肺炎

克雷伯菌O1抗原外，其还结合肺炎克雷伯菌、产酸克雷伯菌、植生克雷伯菌、臭鼻克雷伯菌、

鼻硬结克雷伯菌和/或肉芽肿克雷伯菌O1抗原，其中该分离的抗原结合蛋白(包括，例如，抗

O1抗原抗体或其抗原结合片段)不是抗体克隆Ru‑O1(参见Rukavina  T.,等人,InfectImmun

[感染与免疫]65:1754‑60(1997))。可使用如Trautmann  M.,等人,J.Med .Microbiol[医学

微生物学杂志]44:44‑51(1996)所提供的方法检验分离的抗原结合蛋白结合O1抗原的能

力。

[0178] 单克隆抗体可使用杂交瘤方法制备，如由Kohler和Milstein(1975)Nature[自然]

256:495所描述的那些。使用杂交瘤方法、小鼠、仓鼠、或其他合适的宿主动物进行免疫，以

引发淋巴细胞产生将特异性地结合至免疫抗原的抗体。淋巴细胞也可以在体外免疫。免疫

后，分离淋巴细胞，并利用例如聚乙二醇与合适骨髓瘤细胞系融合，以形成可随后从未融合

的淋巴细胞和骨髓瘤细胞选择出的杂交瘤细胞。产生特异性地针对所选抗原的单克隆抗体

的杂交瘤(如通过免疫沉淀法、免疫印迹法或通过体外结合测定(例如放射免疫测定(RIA)；

酶联免疫吸附测定(ELISA))确定的)然后可在体外培养物中利用标准方法(Goding ,

Monoclonal  Antibodies:Principles  and  Practice[单克隆抗体：原理和实践],Academic 

Press[学术出版社],1986)或在体内在动物中增殖。然后单克隆抗体可从培养基或腹水，如

上文针对多克隆抗体所述进行纯化。

[0179] 可替代地，单克隆抗体还可以使用如在美国专利4,816,567中所述的重组DNA方法

制备。编码单克隆抗体的多核苷酸是如通过使用特异性扩增编码抗体的重链和轻链的基因
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的寡核苷酸引物的RT‑PCR，从成熟B细胞或杂交瘤细胞分离，并且使用常规程序测定它们的

序列。然后将编码重链和轻链的分离的多核苷酸克隆到适合的表达载体中，这些载体在转

染进入不产生免疫球蛋白的宿主细胞，如大肠杆菌细胞、类人猿COS细胞、中国仓鼠卵巢

(CHO)细胞、或骨髓瘤细胞中时，通过这些宿主细胞产生单克隆抗体。还有，所期望物种的重

组单克隆抗体或其片段可从表达如所述的期望物种的CDR的噬菌体展示文库分离

(McCafferty等人,1990,Nature[自然],348:552‑554；Clackson等人,1991 ,[自然],352:

624‑628；以及Marks等人,1991,J.Mol.Biol.[分子生物学杂志],222:581‑597)。

[0180] 编码单克隆抗体的一种或多种多核苷酸可进一步以多种不同的方式使用重组DNA

技术修饰以产生可替代的抗体。在一些实施例中，例如，小鼠单克隆抗体的轻链和重链的恒

定结构域可以被1)例如人类抗体的那些区域取代以产生嵌合抗体，或被2)非免疫球蛋白多

肽取代以产生融合抗体。在一些实施例中，截短或去除这些恒定区以产生所希望的单克隆

抗体的抗体片段。定点诱变或高密度诱变可变区可以用于优化单克隆抗体的特异性、亲和

力等。

[0181] 在一些实施例中，针对肺炎克雷伯菌O1抗原的单克隆抗体是人源化抗体。在某些

实施例中，当给予至人类受试者时，此类抗体在治疗上用于降低抗原性和HAMA(人类抗小鼠

抗体)应答。人源化抗体可以使用本领域已知的各种技术来产生。在某些可替代的实施例

中，针对肺炎克雷伯菌O1抗原的抗体是人类抗体。

[0182] 可以使用本领域已知的不同技术来直接制备人类抗体。可以产生在体外免疫的或

从产生针对靶抗原的抗体的免疫个体分离的永生化人B淋巴细胞(参见例如，Cole等人,

Monoclonal  Antibodies  and  Cancer  Therapy[单克隆抗体和癌症疗法],Alan  R.Liss,第

77页(1985)；Boemer等人,1991,J.Immunol.[免疫学杂志],147(1):86‑95；以及美国专利5,

750,373)。还有，人类抗体可以选自噬菌体文库，其中该噬菌体文库表达人类抗体，如例如

在Vaughan等人,1996 ,Nat .Biotech .[自然生物技术],14:309‑314；Sheets等人,1998 ,

Proc .Nat’l .Acad .Sci .[美国国家科学院院刊],95:6157‑6162；Hoogenboom和Winter ,

1991,J.Mol.Biol.[分子生物学杂志],227:381；以及Marks等人,1991,J.Mol.Biol.[分子

生物学杂志],222:581中所述的。用于产生和使用抗体噬菌体文库的技术还描述在美国专

利号5,969,108、6,172,197、5,885,793、6,521,404；6,544,731；6,555,313；6,582,915；6,

593 ,081；6 ,300 ,064；6 ,653 ,068；6 ,706 ,484；和7 ,264 ,963；以及Rothe等人,2008 ,

J.Mol.Bio.[分子生物学杂志],376:1182‑200中(将其中每一个通过引用以其全文并入)。

亲和力成熟策略和链改组策略(Marks等人,1992 ,Bio/Technology[生物/技术]10:779‑

783，通过引用以其全文并入)在本领域是已知的，并且可用于产生高亲和力人类抗体。

[0183] 人源化抗体也可以在含有人类免疫球蛋白基因座的转基因小鼠中制造，这些基因

座在免疫时在不存在内源性免疫球蛋白产生时能够产生全套人类抗体。这种途径描述于美

国专利5,545,807；5,545,806；5,569,825；5,625,126；5,633,425；和5,661,016中。

[0184] 根据本披露，技术可经改编以产生对肺炎克雷伯菌O1抗原具有特异性的单链抗体

(参见美国专利号4,946,778)。此外，方法可经改编以构建Fab表达文库(Huse等人,Science

[科学]246:1275‑1281(1989))，以允许快速且有效地鉴定具有针对O1抗原或其片段的期望

特异性的单克隆Fab片段。抗体片段可以通过本领域技术产生，这些抗体片段包括但不限

于：(a)由抗体的胃蛋白酶消化而产生的F(ab')2片段；(b)通过还原F(ab')2片段的二硫键
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而产生的Fab片段；(c)通过用木瓜蛋白酶和还原剂处理抗体而产生的Fab片段；以及(d)Fv

片段。

[0185] 尤其是在抗体片段的情况下，可以进一步期望修饰抗体以增加其血清半衰期。这

可以例如通过将补救受体结合表位并入抗体片段，通过使抗体片段中的适当的区域突变，

或通过将表位并入随后融合在抗体片段的末端或中部的肽标签(例如，通过DNA或肽合成)

来实现。

[0186] 本披露的抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)还可包含

抗体恒定区或其部分。例如，VL结构域可在其C‑末端连接至抗体轻链恒定结构域，包括人类

Cκ或Cγ链。类似地，基于VH结构域的抗原结合蛋白可在其C‑末端附接至衍生自任何抗体同

种型(例如IgG、IgA、IgE和IgM)和任何同种型亚类(尤其是IgG1和IgG4)的免疫球蛋白重链

的全部或一部分(例如CH1结构域)。例如，免疫球蛋白重链可以衍生自抗体同种型亚类

IgG1。具有这些特性并且使可变区稳定的任何合成或其他恒定区变体也被考虑用于在本披

露的实施例中使用。抗体恒定区可以是具有YTE突变的Fc区，使得Fc区包含以下氨基酸取

代：M252Y/S254T/T256E。此残基编号基于卡巴特编号。Fc区中的YTE突变增加抗原结合蛋白

的血清持久性(参见Dall’Acqua,W.F.等人(2006)The  Journal  of  Biological  Chemistry

[生物化学杂志],281,23514‑23524)。抗体恒定区可以是具有N3突变的Fc区，使得Fc区包含

基于卡巴特编号的在位置432‑437(在位置437和438之间没有插入)处的序列Cys‑Ser‑Trp‑

His‑Leu‑Cys(SEQ  ID  NO:68)。Fc区中的N3突变还增加了抗原结合蛋白的血清持久性。在某

些实施例中，抗体恒定区可包括YTE突变、N3突变、或YTE和N3突变两者。

[0187] 在本文的一些实施例中，修饰抗原结合蛋白(例如抗体或其抗原结合片段)以改进

效应物功能，例如以增强抗原依赖性细胞介导的细胞毒性(ADCC)和/或补体依赖性细胞毒

性(CDC)。这可以通过进行一个或多个氨基酸取代或通过在Fc区中引入半胱氨酸来实现。可

以增强或减弱抗体的效应物功能和/或改变抗体的药代动力学特性(例如半衰期)的Fc区的

变体(例如，氨基酸取代和/或添加和/或缺失)例如披露于美国专利号6,737,056B1、美国专

利申请公开号2004/0132101A1、美国专利号6,194,551以及美国专利号5,624,821和5,648,

260中。一个特定取代组，三重突变L234F/L235E/P331S(“TM”；卡巴特编号)使人类IgG1分子

与人类C1q、CD64、CD32A和CD16的结合活性大幅降低。参见例如，Oganesyan等人,Acta 

Crystallogr  D  Biol  Crystallogr.[晶体学报D卷生物晶体学]64:700‑704(2008)。在其他

情况下，恒定区修饰增加了血清半衰期。可通过增加Fc区对FcRn的结合亲和力来增加包含

Fc区的蛋白质的血清半衰期。

[0188] 当抗原结合蛋白是抗体或其抗原结合片段时，其还可以包含选自下组的重链免疫

球蛋白恒定结构域，该组由以下组成：(a)IgA恒定结构域；(b)IgD恒定结构域；(c)IgE恒定

结构域；(d)IgG1恒定结构域；(e)IgG2恒定结构域；(f)IgG3恒定结构域；(g)IgG4恒定结构

域；和(h)IgM恒定结构域。在一些实施例中，抗原结合蛋白是包含IgG1重链免疫球蛋白恒定

结构域的抗体或其抗原结合片段。在一些实施例中，抗原结合蛋白是包含IgG1/IgG3嵌合重

链免疫球蛋白恒定结构域的抗体或其抗原结合片段。

[0189] 本披露的抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)还可以包

含选自下组的轻链免疫球蛋白恒定结构域，该组由以下组成：(a)Igκ恒定结构域；和(b)Igλ

恒定结构域。
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[0190] 本披露的抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)还可以包

含人类IgG1恒定结构域和人类λ恒定结构域。本披露的抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原

抗体或其抗原结合片段)还可以包含人类IgG2恒定结构域和人类λ恒定结构域。

[0191] 本披露的抗原结合蛋白可以包含IgG1Fc结构域，该IgG  Fc结构域在位置252、254

和256包含突变，其中位置编号是根据如卡巴特中的EU索引。例如，IgG1Fc结构域可以包含

M252Y、S254T、和T256E的突变，其中位置编号是根据如卡巴特中的EU索引。

[0192] 本披露还涉及本披露的抗原结合蛋白的分离的VH结构域和/或本披露的抗原结合

蛋白的分离的VL结构域。

[0193] 本披露的抗原结合蛋白(包括抗体或其抗原结合片段)可以用可检测标记或功能

标记来标记。可检测标记包括放射性标记，如131I或99Tc，可使用在抗体成像领域中已知的

常规化学来将它们附接至本发明的抗体。标记还包括酶标记，如辣根过氧化物酶。标记进一

步包括化学部分，如生物素，其可经由结合至特定同源可检测部分(例如标记的抗生物素蛋

白)来检测。可以附接至本披露的抗原结合蛋白(包括抗体或其抗原结合片段)的其他可检

测标记或功能标记的非限制性实例包括：同位素标记，磁标记，氧化还原活性部分，光学染

料，生物素化的基团，荧光部分如生物素信号传导肽、绿色荧光蛋白(GFP)、蓝色荧光蛋白

(BFP)、青色荧光蛋白(CFP)和黄色荧光蛋白(YFP)，以及通过次级报告物识别的多肽表位如

组氨酸肽(his)、血球凝集素(HA)、金结合肽、Flag；放射性同位素、放射性核素、毒素、治疗

剂和化疗剂。

[0194] III.药物组合物

[0195] 本披露还提供了一种药物组合物，该药物组合物包含本文所述的O1结合剂(包括，

例如，抗O1抗原抗体或抗原结合片段)中的一种或多种。在某些实施例中，药物组合物还包

含药学上可接受的运载体或药学上可接受的赋形剂。在某些实施例中，这些药物组合物可

用于治疗、预防或改善人类患者中与克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)感染相关联的病症。

在某些实施例中，这些药物组合物可用于抑制克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)的生长。在

一些实施例中，该克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)属于O1血清型。在一些实施例中，包含

一种或多种O1结合剂(包括，例如，抗O1抗原抗体或抗原结合片段)的药物组合物不包括抗

体克隆Ru‑O1(参见Rukavina  T.,等人,InfectImmun[感染与免疫]65:1754‑60(1997)。

[0196] 在某些实施例中，通过将本文所述的抗体或抗O1结合剂与药学上可接受的运载体

(例如，载体、赋形剂)组合来制备配制品以便储存和使用(参见，例如，Remington ,The 

Science  and  Practice  ofPharmacy[药学科学与实践]第20版,Mack  Publishing[麦克出

版社],2000，其通过引用并入本文)。在一些实施例中，该配制品包含防腐剂。

[0197] 本披露的药物组合物可以按任何数目的用于局部或全身治疗的方式给予。

[0198] 在一些实施例中，包含本文所述的O1结合剂(包括，抗O1抗原抗体或抗原结合片

段)中的一种或多种的药物组合物用于治疗肺炎、尿路感染、败血症/脓毒病、新生儿败血

症/脓毒病、腹泻、软组织感染、器官移植后感染、手术感染、伤口感染、肺部感染、化脓性肝

脓肿(PLA)、眼内炎、脑膜炎、坏死性脑膜炎、强直性脊柱炎或脊柱关节病。在一些实施例中，

包含本文所述的O1结合剂(包括，抗O1抗原抗体或抗原结合片段)中的一种或多种的药物组

合物可用于医院感染、机会性感染、器官移植后感染以及与克雷伯菌属感染(例如，肺炎克

雷伯菌、产酸克雷伯菌、植生克雷伯菌、臭鼻克雷伯菌、鼻硬结克雷伯菌、和/或肉芽肿克雷

说　明　书 30/57 页

37

CN 109843917 B

38



伯菌感染)相关联的其他病症。在一些实施例中，包含本文所述的O1结合剂(包括，例如，抗

O1抗原抗体或抗原结合片段)中的一种或多种的药物组合物在暴露于克雷伯菌属污染的装

置(包括例如呼吸机、导管或静脉内导管)的受试者中是有用的。

[0199] 在一些实施例中，该药物组合物包含有效抑制受试者中克雷伯菌属生长的量的O1

结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)。在一些实施例中，该克雷伯菌属是肺炎克

雷伯菌、产酸克雷伯菌、植生克雷伯菌、臭鼻克雷伯菌、鼻硬结克雷伯菌、和/或肉芽肿克雷

伯菌。在一些实施例中，该克雷伯菌属是肺炎克雷伯菌、产酸克雷伯菌和/或肉芽肿克雷伯

菌。在一些实施例中，该克雷伯菌属是肺炎克雷伯菌。在一些实施例中，该克雷伯菌属(例

如，肺炎克雷伯菌)属于O1血清型。

[0200] 在一些实施例中，治疗、预防和/或改善与克雷伯菌属感染相关联的病症的方法包

括使感染克雷伯菌属的受试者在体内接触包含O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结

合片段)的药物组合物。在一些实施例中，包含O1结合剂的药物组合物是在受试者已经暴露

于细菌的同时或不久之后给予以预防感染。在一些实施例中，包含O1结合剂的药物组合物

是在感染后作为治疗剂给予。

[0201] 在某些实施例中，治疗、预防和/或改善克雷伯菌属感染的方法包括向受试者给予

包含O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)的药物组合物。在某些实施例中，该

受试者是人。在一些实施例中，包含O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)的药

物组合物是在受试者感染克雷伯菌属之前给予的。在一些实施例中，包含O1结合剂(例如，

抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)的药物组合物是在受试者感染克雷伯菌属之后给予的。

[0202] 在某些实施例中，包含O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)的药物

组合物是在呼吸机上给予受试者的。在某些实施例中，受试者具有导管(例如，导尿管或静

脉内导管)。在某些实施例中，受试者正在接受抗生素(例如，美罗培南、碳青霉烯、氟喹诺

酮、四环素、氯霉素、甲氧苄啶、磺胺、和/或粘菌素)。

[0203] 在某些实施例中，包含O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)的药物

组合物用于医院克雷伯菌属感染的治疗或预防。在某些实施例中，包含O1结合剂(例如，抗

O1抗原抗体或其抗原结合片段)的药物组合物用于机会性克雷伯菌属感染的治疗或预防。

在某些实施例中，包含O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)的药物组合物用

于器官移植后的克雷伯菌属感染的治疗或预防。

[0204] 在某些实施例中，包含O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)的药物

组合物用于克雷伯菌属感染的治疗或预防，其中该克雷伯菌属是产生超广谱β‑内酰胺酶

(ESBL)的克雷伯菌属。在某些实施例中，包含O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合

片段)的药物组合物用于克雷伯菌属感染的治疗或预防，其中该克雷伯菌属是产生非超广

谱β‑内酰胺酶(ESBL)的克雷伯菌属。在某些实施例中，包含O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体

或其抗原结合片段)的药物组合物用于克雷伯菌属感染的治疗或预防，其中该克雷伯菌属

是肺炎克雷伯菌碳青霉烯耐药性肠杆菌科(CRE)克雷伯菌属。在某些实施例中，包含O1结合

剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)的药物组合物用于克雷伯菌属感染的治疗或预

防，其中该克雷伯菌属是产生肺炎克雷伯菌碳青霉烯酶(KPC)的克雷伯菌属。

[0205] 在某些实施例中，包含O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)的药物

组合物用于头孢菌素耐药性克雷伯菌属感染的治疗或预防。在某些实施例中，包含O1结合
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剂(例如，抗O1抗体或其抗原结合片段)的药物组合物用于氨基糖苷耐药性克雷伯菌属感染

的治疗或预防。在某些实施例中，包含O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)的

药物组合物用于喹诺酮耐药性克雷伯菌属感染的治疗或预防。在某些实施例中，包含O1结

合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)的药物组合物用于碳青霉烯耐药性克雷伯菌

属感染的治疗或预防。在某些实施例中，包含O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合

片段)的药物组合物用于粘菌素耐药性克雷伯菌属感染的治疗或预防。在某些实施例中，包

含O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)的药物组合物用于头孢菌素、氨基糖

苷、喹诺酮、氟喹诺酮、四环素、氯霉素、甲氧苄啶、磺胺、碳青霉烯、和粘菌素耐药性克雷伯

菌属感染的治疗或预防。在某些实施例中，包含O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结

合片段)的药物组合物用于对抗生素易感的克雷伯菌属的感染的治疗或预防。

[0206] 为了治疗、预防和/或改善与克雷伯菌属感染相关联的病症，本文所述的药物组合

物、抗体、或抗O1结合剂的适当剂量取决于病症的类型，病症的严重程度和历程，病症的反

应性，给予药物组合物、抗体、或抗O1结合剂是出于治疗目的还是预防目的，之前的治疗，患

者的临床病史等等，所有这些都由治疗医师决定。可以将药物组合物、抗体、或抗O1结合剂

给予一次或进行一系列持续数天至数月的治疗，或直到实现治愈或实现病症的降低。最佳

给药方案可以从患者体内药物积累的测量来计算，并且将根据单独抗体或药剂的相对效价

而变化。给药医师可以很容易地确定最佳剂量、给药方法和重复率。

[0207] IV.使用方法

[0208] 本文所述的O1结合剂(包括抗O1抗原抗体及其抗原结合片段)可用于各种应用，这

些应用包括但不限于肺炎、尿路感染、败血症/脓毒病、新生儿败血症/脓毒病、腹泻、软组织

感染、器官移植后感染、手术感染、伤口感染、肺部感染、化脓性肝脓肿(PLA)、眼内炎、脑膜

炎、坏死性脑膜炎、强直性脊柱炎和脊柱关节病。在一些实施例中，本文所述的O1结合剂(包

括抗O1抗原抗体及其抗原结合片段)可用于医院感染、机会性感染、器官移植后感染以及与

克雷伯菌属感染(例如，肺炎克雷伯菌、产酸克雷伯菌、植生克雷伯菌、臭鼻克雷伯菌、鼻硬

结克雷伯菌、和/或肉芽肿克雷伯菌感染)相关联的其他病症。在一些实施例中，本文所述的

O1结合剂(包括抗O1抗原抗体及其抗原结合片段)在暴露于克雷伯菌属污染的装置(包括，

例如，呼吸机、导管或静脉内导管)的受试者中是有用的。

[0209] 在一些实施例中，本披露提供了治疗、预防和/或改善与克雷伯菌属感染相关联的

病症的方法，这些方法包括向受试者给予有效量的O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原

结合片段)。在一些实施例中，该量有效地抑制受试者中克雷伯菌属的生长。在一些实施例

中，该克雷伯菌属是肺炎克雷伯菌、产酸克雷伯菌、植生克雷伯菌、臭鼻克雷伯菌、鼻硬结克

雷伯菌、和/或肉芽肿克雷伯菌。在一些实施例中，该克雷伯菌属是肺炎克雷伯菌、产酸克雷

伯菌和/或肉芽肿克雷伯菌。在一些实施例中，该克雷伯菌属是肺炎克雷伯菌。在一些实施

例中，该克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)属于O1血清型。在一些实施例中，受试者已经暴

露于克雷伯菌属。在一些实施例中，已经在受试者中检测到克雷伯菌属。在一些实施例中，

例如基于症状，受试者疑似感染克雷伯菌属。

[0210] 在一些实施例中，本披露还提供了抑制克雷伯菌属的生长的方法，这些方法包括

向受试者给予O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)。在一些实施例中，该克雷

伯菌属是肺炎克雷伯菌、产酸克雷伯菌、植生克雷伯菌、臭鼻克雷伯菌、鼻硬结克雷伯菌、
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和/或肉芽肿克雷伯菌。在一些实施例中，该克雷伯菌属是肺炎克雷伯菌、产酸克雷伯菌和/

或肉芽肿克雷伯菌。在一些实施例中，该克雷伯菌属是肺炎克雷伯菌。在一些实施例中，该

克雷伯菌属(例如，肺炎克雷伯菌)属于O1血清型。在一些实施例中，受试者已经暴露于克雷

伯菌属。在一些实施例中，已经在受试者中检测到克雷伯菌属。在一些实施例中，例如基于

症状，受试者疑似感染克雷伯菌属。

[0211] 在一些实施例中，治疗、预防和/或改善与克雷伯菌属感染相关联的病症的方法包

括使感染了克雷伯菌属的受试者在体内接触O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合

片段)。在某些实施例中，使细胞与O1结合剂接触在动物模型中进行。例如，O1结合剂可以给

予鼠类克雷伯菌属感染模型以减少细菌负荷。在一些实施例中，O1结合剂(例如，抗O1抗原

抗体或其抗原结合片段)在将细菌引入动物之前给予以预防感染。在一些实施例中，O1结合

剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)在动物已经暴露于细菌的同时或不久之后给予

以预防感染。在一些实施例中，O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)在感染之

后作为治疗剂给予。在一些实施例中，治疗、预防和/或改善与克雷伯菌属感染相关联的病

症的方法包括使感染了克雷伯菌属的受试者在体内接触O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或

其抗原结合片段)，其中该分离的抗原结合蛋白(包括，例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片

段)不是抗体克隆Ru‑O1(参见Rukavina  T.,等人,Infect  Immun[感染与免疫]65:1754‑60

(1997))。

[0212] 在某些实施例中，治疗、预防和/或改善克雷伯菌属感染的方法包括向受试者给予

有效量的O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)。在某些实施例中，该受试者是

人。在一些实施例中，有效量的O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)是在受试

者感染克雷伯菌属之前给予的。在一些实施例中，有效量的O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体

或其抗原结合片段)是在受试者感染克雷伯菌属之后给予的。

[0213] 在某些实施例中，受试者正带有呼吸机。在某些实施例中，受试者具有导管(例如，

导尿管或静脉内导管)。在某些实施例中，受试者正在接受抗生素(例如，美罗培南、碳青霉

烯、或粘菌素)。

[0214] 在某些实施例中，克雷伯菌属感染是医院感染。在某些实施例中，克雷伯菌属感染

是机会性感染。在某些实施例中，克雷伯菌属感染是在器官移植之后。

[0215] 在某些实施例中，克雷伯菌属是产生超广谱β‑内酰胺酶(ESBL)的克雷伯菌属。在

某些实施例中，克雷伯菌属是产生非‑ESBL的克雷伯菌属。在某些实施例中，克雷伯菌属是

产生肺炎克雷伯菌碳青霉烯酶(KPC)的克雷伯菌属。在某些实施例中，克雷伯菌属是肺炎克

雷伯菌碳青霉烯耐药性肠杆菌科(CRE)克雷伯菌属。

[0216] 在某些实施例中，克雷伯菌属对头孢菌素具有耐药性。在某些实施例中，克雷伯菌

属对氨基糖苷具有耐药性。在某些实施例中，克雷伯菌属对喹诺酮具有耐药性。在某些实施

例中，克雷伯菌属对碳青霉烯具有耐药性。在某些实施例中，克雷伯菌属对头孢菌素、氨基

糖苷、喹诺酮和碳青霉烯具有耐药性。在某些实施例中，克雷伯菌属对头孢菌素、氨基糖苷、

和喹诺酮具有耐药性。在某些实施例中，克雷伯菌属是对抗生素易感的。

[0217] 在某些实施例中，治疗、预防和/或改善克雷伯菌属感染的方法包括向受试者给予

有效量的O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)以及抗生素。O1结合剂(例如，

抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)和抗生素可以同时或顺序给予。O1结合剂(例如，抗O1抗
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原抗体或其抗原结合片段)和抗生素可以在同一药物组合物中给予。O1结合剂(例如，抗O1

抗原抗体或其抗原结合片段)和抗生素可以在分开的药物组合物中同时或顺序给予。在某

些实施例中，抗生素是适于治疗克雷伯菌属感染的抗生素。在某些实施例中，抗生素是美罗

培南。在某些实施例中，抗生素是碳青霉烯或粘菌素。在某些实施例中，抗生素是头孢菌素、

氨基糖苷、喹诺酮、氟喹诺酮、四环素、氯霉素、甲氧苄啶、磺胺、碳青霉烯、和/或粘菌素。

[0218] 本披露还提供了检测O1脂多糖或含有O1抗原的克雷伯菌属的方法。在一些实施例

中，检测O1或含有O1抗原的克雷伯菌属的方法包括使样品与本文提供的O1结合剂(例如，抗

O1抗原抗体或其抗原结合片段)接触，并测定结合剂(例如，抗体或其抗原结合片段)与样品

的结合。评估结合的方法在本领域是熟知的。在一些实施例中，该方法包括检测O1脂多糖或

含有O1抗原的克雷伯菌属。在一些实施例中，检测O1或含有O1的克雷伯菌属的方法包括使

样品与本文提供的O1结合剂(例如，抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)接触，并测定结合剂

(例如，抗体或其抗原结合片段)与样品的结合。

[0219] V.试剂盒

[0220] 还提供了一种包含根据本披露的任何方面或实施例的分离的抗原结合蛋白(例如

抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)的试剂盒，作为本披露的方面。在试剂盒中，抗原结合蛋

白、抗体、或其抗原结合片段可加标记以便允许确定其在样品中的反应性，例如，如以下进

一步描述。试剂盒的组分通常为无菌的并且处于密封小瓶或其他容器中。试剂盒可用于诊

断分析或抗体适用的其他方法中。试剂盒可含有在方法(例如根据本披露的方法)中使用组

分的说明书。帮助或实现执行这种方法的辅助材料可包括于本披露的试剂盒中。

[0221] 样品中抗体或其抗原结合片段的反应性可以通过任何适当的手段来测定。放射免

疫测定(RIA)为一个可能。将放射性标记的抗原与未标记的抗原(测试样品)混合并且允许

结合至抗体。将结合的抗原与未结合的抗原在物理上分离并且确定结合至抗体的放射性抗

原的量。测试样品中的抗原越多，结合至抗体的放射性抗原越少。竞争性结合测定还可用于

非放射性的抗原，使用连接至报道分子的抗原或类似物。报道分子可为具有光谱分离吸收

或发射特性的荧光色素、磷光体或激光染料。合适的荧光色素包括荧光素、罗丹明、藻红蛋

白和德克萨斯红。合适的发色染料包括二氨基联苯胺。

[0222] 其他报道物包括大分子胶状颗粒或颗粒材料，例如有色、磁性或顺磁性的乳胶珠

粒，以及可直接或间接地导致在视觉上观察、以电子方式检测或以其他方式记录可检测信

号的生物学或化学活性剂。这些分子可以是催化反应的酶，这些反应使颜色显现或改变或

引起例如电性质变化。其可为分子可激发的，这样使得能量状态之间的电子跃迁产生特有

光谱吸收或发射。其可包括结合生物传感器使用的化学实体。可使用生物素/抗生物素蛋白

或生物素/链霉亲和素以及碱性磷酸酶检测系统。

[0223] 单独抗体‑报道物缀合物所产生的信号可用于得出样品(正常和测试)中的相关抗

体结合的可定量的绝对或相对数据。

[0224] 本披露还提供了在竞争测定中如上所述的抗原结合蛋白用于测量抗原水平的用

途，该用途包括在竞争测定中通过使用由本披露提供的抗原结合蛋白测量样品中O1抗原或

含有O1抗原的克雷伯菌属的水平的方法。在一些实施例中，不需要结合的与未结合的抗原

的物理分离。在一些实施例中，将报道分子与抗原结合蛋白连接以使得在结合时发生物理

或光学变化。报道分子可以直接或间接产生可检测的，且优选可测量的信号。在一些实施例
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中，报道分子的连接是直接或间接的、或共价的，例如通过肽键或非共价相互作用。经由肽

键的连接可以作为编码抗体和报道分子的基因融合物的重组表达的结果。

[0225] 本披露还提供了采用根据本披露的抗原结合蛋白(例如，抗O1抗原抗体或其抗原

结合片段)直接测量O1抗原水平的方法。在一些实施例中，这些方法利用生物传感器系统。

在一些实施例中，这些方法包括采用根据本披露的抗原结合蛋白(例如，抗O1抗原抗体或其

抗原结合片段)检测O1抗原。

[0226] VI.多核苷酸和宿主细胞

[0227] 在另外的方面，本披露提供了一种分离的核酸，该分离的核酸包含编码根据本披

露的抗原结合蛋白(例如抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)、VH结构域和/或VL结构域的核

酸序列。在一些方面，本披露提供了制造或制备本文所述的抗原结合蛋白(例如抗O1抗原抗

体或其抗原结合片段)、VH结构域和/或VL结构域的方法，这些方法包括在导致产生所述抗

原结合蛋白、VH结构域和/或VL结构域的条件下表达所述核酸，并且任选地回收该抗原结合

蛋白、VH结构域和/或VL结构域。

[0228] 由本披露提供的核酸包括DNA和/或RNA。在一个方面，该核酸是cDNA。在一个方面，

本披露提供了一种编码如上所述的CDR或CDR组或VH结构域或VL结构域或抗体抗原结合位

点或抗体(例如，scFv、IgG1、或IgG2)的核酸(参见，例如，表1‑4)。

[0229] 本披露的一个方面提供了编码本文所述的VH  CDR或VL  CDR序列的核酸，该核酸通

常为分离的，任选地为cDNA。在一些实施例中，VH  CDR选自SEQ  ID  NO:1‑3、14‑16、和23‑25。

在一些实施例中，VL  CDR选自SEQ  ID  NO:4‑7、10、11、17‑20、和26‑29。还提供了编码KPE33、

KPE33V2016、KPA27、KPB202、KBJ4、或54H7的HCDR组的核酸，和编码KPE33、KPE33V2016、

KPA27、KPB202、KBJ4、或54H7的LCDR组的核酸，正如如表1和表2所述的编码单独的CDR、

HCDR、LCDR以及CDR组、HCDR组、LCDR组的核酸一样。在一些实施例中，本披露的核酸编码如

表3和表4中所述的KPE33、KPE33V2016、KPA27、KPB202、KBJ4、或54H7的VH和/或VL结构域。

[0230] 本发明还提供了包含选自下表5和表6中所示的那些的序列的多核苷酸。

[0231] 表5：可变重链多核苷酸序列。

[0232]
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[0233]
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[0234]

[0235] 表6：可变轻链多核苷酸序列。

[0236]
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[0237]

[0238] 还提供了一种多核苷酸，该多核苷酸与表5或表6中提供的SEQ  ID  NO中的任一个

具有至少约95％、至少约96％、至少约97％、至少约98％、或至少约99％的序列同一性。因

此，在某些实施例中，该多核苷酸包括(a)与表5中提供的SEQ  ID  NO中的任一个具有至少约

95％的序列同一性的多核苷酸，和/或(b)与表6中提供的SEQ  ID  NO中的任一个具有至少约

95％的序列同一性的多核苷酸。在某些实施例中，该多核苷酸包括：(a)具有表5中提供的

SEQ  ID  NO的序列的多核苷酸；和/或(b)具有表6中提供的SEQ  ID  NO的序列的多核苷酸。

[0239] 本披露提供了足以用作杂交探针、PCR引物或测序引物的分离的多核苷酸或cDNA

分子，其是本文披露的核酸分子的片段或其互补物。该核酸分子可以例如可操作地连接至

控制序列。

[0240] 本披露还提供了呈包含如上所述的至少一种多核苷酸的质粒、载体、转录盒或表

达盒形式的构建体(参见，例如，表5和表6)。

[0241] 本披露还提供了包含一种或多种核酸、质粒、载体或如上所述物的重组宿主细胞

(参见，例如，表5和表6)。编码任何CDR或CDR组或VH结构域或VL结构域或抗体抗原结合位

点、抗体(例如，如所提供的scFv、IgG1、或IgG2)(参见，例如，表1‑4)的核酸自身形成了本披

露的方面，产生所编码产物的方法也是一方面，该方法包括从编码该产物(例如本文披露的

抗原结合蛋白，包括例如抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)的核酸进行表达。表达可以便利

地通过在适当的条件下培养包含本文所述的核酸的重组宿主细胞来实现。在通过表达产生
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之后，可以使用任何适合的技术分离和/或纯化CDR、CDR组、VH或VL结构域、抗原结合蛋白。

[0242] 在一些情况下，宿主细胞是哺乳动物宿主细胞，如HEK293细胞、HeLa细胞、NS0鼠类

骨髓瘤细胞、 人类细胞或中国仓鼠卵巢(CHO)细胞。

[0243] 抗原结合蛋白、VH和/或VL结构域和编码核酸分子和载体可以例如从它们的天然

环境中分离和/或纯化，以大致上纯的或均质的形式，或在核酸的情况下，不含或大致上不

含除编码具有所需功能的多肽的序列以外的核酸或基因来源。根据本披露的核酸可以包含

DNA或RNA并且可以是全部或部分合成的。提及如本文阐明的核苷酸序列涵盖具有指定序列

的DNA分子，并且涵盖具有指定序列的RNA分子(其中U取代T)，除非上下文另外要求。

[0244] 在各种不同的宿主细胞中克隆并且表达多肽的系统是众所周知的。合适的宿主细

胞包括细菌、哺乳动物细胞、植物细胞、酵母和杆状病毒系统以及转基因植物和动物。可在

本领域中用于表达异源多肽的哺乳动物细胞系包括中国仓鼠卵巢(CHO)细胞、HeLa细胞、幼

仓鼠肾细胞、NS0小鼠黑素瘤细胞、YB2/0大鼠骨髓瘤细胞、人胚胎肾细胞、人胚胎视网膜细

胞和许多其他细胞。常见的细菌宿主为大肠杆菌。

[0245] 在原核细胞例如大肠杆菌中表达抗体和抗体片段在本领域为沿用已久的。关于综

述，参见例如Plückthun,A.Bio/Technology[生物/技术]9:545‑551(1991)。在培养物中的

真核细胞中的表达也可由本领域技术人员用作产生抗原结合蛋白的选择方案，例如Chadd 

HE和Chamow  SM(2001)110Current  Opinion  in  Biotechnology[生物技术新见]12:188‑

194，Andersen  DC和Krummen  L(2002)Current  Opinion  in  Biotechnology[生物技术新

见]13:117，Larrick  JW和Thomas  DW(2001)Current  opinion  in  Biotechnology[生物技

术新见]12:411‑418。

[0246] 可以选择或构建含有适当调节序列的合适载体，这些调节序列包括启动子序列、

终止子序列、多聚腺苷酸化序列、增强子序列、标记基因以及视情况而定的其他序列。载体

可以是质粒、病毒，例如噬菌体或噬菌粒，视情况而定。关于进一步的细节，参见，例如，

Molecular  Cloning:a  Laboratory  Manual[分子克隆：实验室手册]:第3版,Sambrook和

Russell,2001,Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press[冷泉港实验室出版社]。许多已知

的用于操作核酸的技术和方案(例如在制备核酸构建体、诱变、测序、将DNA引入到细胞中和

基因表达以及蛋白质分析中的)详细描述于CurrentProtocols  in  MolecularBiology[分

子生物学实验指南],第二版,Ausubel等人编,John  Wiley&Sons[约翰威利父子出版公司],

1988；Short  Protocols  in  Molecular  Biology:A  Compendium  ofMethods  from  Current 

Protocols  in  Molecular  Biology[精编分子生物学实验指南：分子生物学实验指南的方

法概要],Ausubel等人编,John  Wiley&Sons[约翰威利父子出版公司],第4版1999中。

Sambrook等人和Ausubel等人(二者)的披露均通过引用并入本文。

[0247] 因此本披露的另一个方面提供了含有如本文披露的核酸的宿主细胞。例如，本披

露提供了一种用核酸转化的宿主细胞，该核酸包含核苷酸序列(参见，例如，表5和6)，该核

苷酸序列编码本披露的抗原结合蛋白，或本披露的抗原结合蛋白的抗体CDR、CDR组、或VH

和/或VL结构域(参见，例如，表1‑4)。在一些实施例中，宿主细胞包含本披露的所表达的抗

原结合蛋白，或本披露的抗原结合蛋白的抗体CDR、CDR组、或VH和/或VL结构域(参见，例如，

表1‑4)。

[0248] 这种宿主细胞可以是在体外并且可在培养物中。这种宿主细胞可以是分离的宿主
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细胞。这种宿主细胞可以是在体内。

[0249] 本文提供的又另一个方面是包括将这种核酸引入宿主细胞中的方法。引入可使用

任何可获得的技术。对于真核细胞，合适的技术可包括磷酸钙转染、DEAE‑葡聚糖、电穿孔、

使用逆转录病毒或其他病毒例如牛痘或(对于昆虫细胞)杆状病毒的脂质体介导的转染和

转导。将核酸引入宿主细胞(尤其是真核细胞)中可使用病毒或基于质粒的系统。质粒系统

可保持游离或可并入宿主细胞或人工染色体中。并入可通过将一个或多个副本随机或靶向

整合至单一或多个基因座来完成。对于细菌细胞，合适的技术可包括氯化钙转化、电穿孔和

使用噬菌体来转染。

[0250] 在引入之后可例如通过在表达基因的条件下培养宿主细胞来导致或允许从核酸

表达。

[0251] 在一个实施例中，将本披露的核酸整合至宿主细胞的基因组(例如染色体组)中。

整合可根据标准技术通过将促进与基因组重组的序列包含在内来促成。

[0252] 本披露还提供了一种方法，该方法包括在表达系统中使用构建体(例如如上所述

的质粒、载体等)以表达如上所述的抗原结合蛋白或多肽。

[0253] 在另一方面，本披露提供了一种产生本披露的抗原结合蛋白(例如抗O1抗原抗体

或其抗原结合片段)的杂交瘤。

[0254] 本披露的又另一个方面提供了一种产生本披露的抗体结合蛋白(例如抗O1抗原抗

体或其抗原结合片段)的方法，该方法包括从编码核酸引起表达。这种方法可以包括在适于

产生所述抗原结合蛋白的条件下培养宿主细胞。

[0255] 在一些实施例中，该产生方法还包括分离和/或纯化由宿主细胞或杂交瘤产生的

抗原结合蛋白(包括抗O1抗原抗体或其抗原结合片段)。

[0256] 实例

[0257] 材料与方法

[0258] 除非另行指出，所有肺炎克雷伯菌分离株购自美国典型培养物保藏中心(America 

Type  Culture  Collection)、国际健康管理协会(IHMA)、或Eurofin保藏中心，并且将培养

物在37℃下维持在2xYT培养基中，适当时补充抗生素。

[0259] 所有统计学分析均是在GraphPadPrism  6版中进行。为了比较细菌负荷，通过非配

对t检验将抗O1抗原抗体处理的动物与人类同种型对照抗体处理的动物进行比较。存活结

果绘制为卡普兰‑迈耶(Kaplan‑Meier)曲线，并以对数秩(Mental‑Cox)检验进行分析。

[0260] 实例1：选择具有对抗肺炎克雷伯菌LPS‑O1的高抗体滴度的PBMC和扁桃体供体

[0261] 从来自健康血液供体(N＝567)的血沉棕黄层中分离外周血单核细胞(PBMC)和血

清。PMBC储存于液氮中，而血浆储存于4℃。为了鉴定肺炎克雷伯菌免疫供体，测试所有可用

的血清与Kp43816和Kp4211(LPS‑O1血清型)的结合，以及与未包封的突变菌株Kp43816Δ

cpsB和双突变体Kp43816ΔcpsBΔwaaL的结合。双突变体Kp43816ΔcpsBΔwaaL在其表面不

表达LPS  O抗原。此外，使用高通量血清杀菌测定(SBA测定)来测试所有可用的血清在补体

存在下的杀菌活性。将发光的肺炎克雷伯菌菌株4211(lux)的过夜培养物在Mueller 

Hinton  II培养基中稀释，使OD600为0 .003。将等体积的血清、4211lux和幼兔血清

(Cedarlane公司)在384孔板中混合，并在37℃下在振荡(250rpm)下孵育两小时。然后使用

Envision多标记酶标仪(珀金埃尔默公司(Perkin  Elmer))测量相对光单位(RLU)。通过比
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较来自无抗体的测定的RLU与获得自人血清的RLU，确定杀伤百分比。

[0262] PBMC供体根据其结合滴度以及他们的SBA和OPK活性进行分级。OPK测定如以下所

描述、加以修改来执行(Wang,Q.等人,Target‑Agnostic  Identification  of  Functional 

Monoclonal  Antibodies  Against  Klebsiella  pneumoniae  Multimeric  MrkA  Fimbrial 

Subunit[对抗肺炎克雷伯氏菌多聚体MrkA菌毛亚基的功能性单克隆抗体的靶标不可知性

鉴定]J  Infect  Dis[感染性疾病杂志].2016年6月1日；213(11):1800‑8)。简而言之，将发

光的肺炎克雷伯菌荚膜突变株43816ΔcpsB(43816ΔcpsB  Lux)的对数期培养物稀释至约

2x  106个细胞/ml。将细菌、提供补体的稀释的幼兔血清(Cedarlane公司，预吸收Kp43816Δ

cpsB，1:10)、二甲基甲酰胺(DMF)、分化的HL‑60细胞和血清在384孔板中混合，并在37℃在

振荡下(250rpm)孵育两小时。然后使用Envision多标记酶标仪(珀金埃尔默公司

(PerkinElmer))测量相对光单位(RLU)。通过比较来自无抗体的测定的RLU与获得自人血清

的RLU，确定杀伤百分比。

[0263] 对于扁桃体和腺样体供体选择，如Pinna ,D .等人 ,European  Journal  of 

Immunology[欧洲免疫学杂志]39:1260‑1270(2009)中所述对扁桃体单核细胞进行多克隆

刺激。含有多克隆抗体混合物的上清液用于通过酶联免疫吸附测定(ELISA)确定结合至不

同的细菌菌株库或结合至纯化的细菌抗原(例如LPS或其他多糖、细菌蛋白)的抗体的存在。

如实例2所描述，选择具有针对肺炎克雷伯菌的强多克隆抗体滴度的扁桃体用于抗体产生。

[0264] 实例2：鉴定单克隆KPA27、KPB202、KPE33、和KPJ4

[0265] 使用CD19微珠从冷冻保存的PMBC中分离记忆B细胞，然后通过细胞分选消除携带

IgM、IgD和IgA的细胞。将记忆B细胞永生化，如Traggiai,E.等人,Nature  Medicine[自然医

学]10:871‑875(2004)中所描述的。

[0266] 从两种不同免疫供体#487和#262的外周血中分离出KPA27和KPE33。它们在初步筛

选中显示与LPS‑O1血清型的肺炎克雷伯菌结合并介导菌株Kp4211(LPS‑O1)的补体依赖性

杀伤(SBA)。从免疫供体中分离出KPA27和KPE33作为IgG2抗体。

[0267] 从两个不同供体T6(KPB202)和T8(KPJ4)的扁桃体B细胞中分离出KPB202和KPJ4。

它们在初步筛选中显示与LPS‑O1血清型的肺炎克雷伯菌结合并介导菌株Kp4211(LPS‑O1)

的补体依赖性杀伤(SBA)。分别从供体中分离出KPB202和KPJ4作为IgG1和IgG2抗体。

[0268] 实例3：肺炎克雷伯菌O1抗原特异性杂交瘤的分离

[0269] 肺炎克雷伯菌分离株购自美国典型培养物保藏中心或Eurofin保藏中心。用肺炎

克雷伯菌43816DM经由腹膜内(ip)途径，每周对Balb/c小鼠进行免疫，持续四周，随后用野

生型肺炎克雷伯菌临床分离株的混合物进行最终加强。在免疫结束时，收获淋巴结和脾B细

胞并与P3X骨髓瘤融合。然后通过全细菌ELISA，将来自所得杂交瘤的上清液针对与43816DM

的结合进行筛选。将阳性杂交瘤在不含抗生素的培养基中进行传代培养，并且使上清液进

行SBA和OPK测定，以针对对抗肺炎克雷伯菌的潜在保护性杂交瘤进行选择。一种阳性杂交

瘤产生54H7抗体。

[0270] 实例4：抗O1抗原抗体表征

[0271] 测试分离的抗体与整个细菌的结合、调理吞噬杀伤(OPK)、补体依赖性杀伤(SBA)、

LPS中和以及与纯化的O1  LPS的结合。分离的抗O1抗原抗体的特征总结在表7中。

[0272] OPK测定如以下所描述、加以修改来执行(Wang ,Q.等人，J.Infect.Dis[感染性疾
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病杂志].213:1800‑8(2016))。简而言之，将发光的肺炎克雷伯菌荚膜突变株43816ΔcpsB

(43816ΔcpsB  Lux)的对数期培养物稀释至约2x  106个细胞/ml。将细菌、提供补体的稀释

的幼兔血清(Cedarlane公司，预吸收Kp43816ΔcpsB，1:10)、二甲基甲酰胺(DMF)、分化的

HL‑60细胞和抗体在384孔板中混合，并在37℃在振荡下(250rpm)孵育两小时。然后使用

Envision多标记酶标仪(珀金埃尔默公司(Perkin  Elmer))测量相对光单位(RLU)。通过比

较来自无抗体的测定的RLU与从抗肺炎克雷伯菌mAb和阴性对照mAb获得的RLU，确定杀伤百

分比。结果显示于图1C中。54H7、KPB202、KPA27、KPE33、和KPJ4抗体诱导OPK杀伤。

[0273] 通过高通量血清杀菌测定(SBA)测量肺炎克雷伯菌菌株Kp4211lux对血清和抗体

依赖性杀伤的敏感性。将发光的肺炎克雷伯菌菌株4211(lux)的过夜培养物在Mueller 

Hinton  II培养基中稀释，使OD600为0 .003。将等体积的抗体、4211lux和幼兔血清

(Cedarlane)在384孔板中混合，并在37℃下在振荡(250rpm)下孵育两小时。然后使用

Envision多标记酶标仪(珀金埃尔默公司(Perkin  Elmer))测量相对光单位(RLU)。通过比

较来自无抗体的测定的RLU与从抗肺炎克雷伯菌mAb和阴性对照mAb获得的RLU，确定杀伤百

分比。结果显示于图1B中。如通过血清杀菌测定(SBA)所示，54H7、KPB202、KPA27、KPE33和

KPJ4抗体均经由补体依赖性杀伤而杀死肺炎克雷伯菌。

[0274] 通过利用携带受NF‑κB响应性启动子控制的萤火虫荧光素酶报道基因的鼠类

RAW264.7巨噬细胞细胞系(RAW264.7‑lux)来测定LPS中和。以1:1比率将连续稀释的抗体储

液与LPS混合并且在4℃下孵育1小时。然后将抗体/LPS混合物以1:10稀释到含有预先接种

的RAW264.7‑lux细胞(5e3个细胞/孔)的测定板中，然后将这些板在37℃/5％CO2下放置2.5

小时。孵育后，向每个孔中添加Steady  Glo(普洛麦格公司(Promega))并且再避光孵育20分

钟。然后使用Envision多标记酶标仪(珀金埃尔默公司(Perkin  Elmer))测量相对光单位

(RLU)。通过比较来自无抗体的测定的RLU与从抗肺炎克雷伯菌mAb和阴性对照mAb获得的

RLU，确定抑制百分比。通过细菌LPS激活TLR4受体导致NF‑κB转录调节子的下游活化。NF‑κB

响应性荧光素酶活性的诱导的减少用于定量LPS  mAb的LPS中和活性。结果总结于表7中。

54H7和KPB202抗体中和LPS，但KPA27、KPE33、和KPJ4抗体不中和LPS。

[0275] 通过标准ELISA方法测定与纯化的O1  LPS的结合。简而言之，将ELISA板(Nunc 

MaxiSorp公司)用在PBS(pH  7 .2)中的纯化的O1  LPS进行涂布，在4℃过夜，然后用补充有

1％BSA的PBS(PBS‑B)封闭这些板。将经过涂布的板与单克隆抗体的连续稀释物一起在室温

下孵育1小时。然后将这些板用含有0.1％Tween‑20的PBS(PBS‑T)进行洗涤，之后添加HRP缀

合的抗人二级抗体持续1小时，随后添加TMB  TMB(3,3',5,5'‑四甲基联苯胺)底物。通过酶

标仪(Molecular  Devices(分子装置公司))测量450nm的吸光度，并且用Prism软件绘制数

据。结果显示于图1A中。54H7、KPB202、KPA27、KPE33、和KPJ4抗体与纯化的O1  LPS结合。

[0276] 表7：抗O1抗原抗体的汇总
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[0277]

[0278] 实例5：抗O1抗原抗体减少克雷伯菌属器官负荷

[0279] 在细菌感染模型中测试了抗O1抗原抗体减少器官负荷的能力。在这些实验中，接

收来自杰克逊(Jackson)实验室的C57BL/6小鼠并保存在无特殊病原体的设施中。所有动物

实验均按照IACUC方案和指南进行。使肺炎克雷伯氏菌菌株在琼脂板上生长过夜，并在适当

浓度下稀释于盐水中。在激发之前和之后，通过将细菌的连续稀释物铺板于琼脂板上来测

定接种物滴度。

[0280] 在细菌感染前24小时给予15mg/kg的抗体和对照。用在40μl盐水中的1e4CFU 

Kp8045(O1:K1)细菌鼻内接种C57BL/6小鼠以诱导肺炎。通过将肺匀浆铺板于琼脂板上以测

定感染后48小时的CFU来测量肺细菌负荷。结果显示于图2中。KPE33显著减少了器官负荷，

并且其他抗O1抗原抗体也在肺炎克雷伯菌感染后48小时减少器官负荷约2‑3log。

[0281] 实例6：抗O1抗原抗体保护免于致命性细菌激发

[0282] 还评估了抗O1抗原抗体保护免于致命性细菌激发的能力。

[0283] 在急性肺炎模型中，用1e4至1e8CFU的多重耐药性肺炎克雷伯菌碳青霉烯耐药性

(CRE)临床分离株KP1131115(O1)鼻内接种C57BL/6小鼠。在细菌激发后一小时给予0.2、1、

和5mg/kg的抗肺炎克雷伯菌单克隆抗体KPE33以及5mg/kg的人类IgG1对照抗体(治疗性给

药)。每天监测小鼠的存活率，直到第8天。结果显示于图3A中。

[0284] 另外，在急性肺炎模型中，用1e4至1e8CFU的多重耐药性肺炎克雷伯菌碳青霉烯耐

药性(CRE)临床分离株KP1131115(O1)鼻内接种C57BL/6小鼠。在细菌激发后一小时给予0.2

和1mg/kg的抗肺炎克雷伯菌单克隆抗体KPE33‑H32+L2016(EQ1)和KPE33‑H32+L2016(EQ1)

以及5mg/kg的人类IgG1对照抗体(治疗性给药)。每天监测小鼠的存活率，直到第8天。结果

显示于图3C中。

[0285] 这些结果表明，在细菌激发后治疗性给予的KPE33、KPE33‑H32+L2016(EQ1)和

KPE33‑H32+L2016(EQ1)保护小鼠免受致命性细菌激发与耐药性肺炎克雷伯菌菌株KPC 

Kp1131115的感染。

[0286] 在菌血症模型中，用1e8CFU超广谱β内酰胺酶(ESBL)临床分离株Kp8561(O1)腹膜

内接种C57BL/6小鼠。在细菌激发后一小时给予1.5、5、和15mg/kg的抗肺炎克雷伯菌单克隆

抗体KPE33以及45mg/kg的人类IgG1对照抗体(治疗性给药)。每天监测小鼠的存活率，直到

第8天。结果显示于图3B中。

[0287] 结果表明，在细菌激发后治疗性给予的KPE33保护小鼠免受超广谱β‑内酰胺酶

(ESBL)菌株Kp8561的感染。

[0288] 实例7：抗O1抗原抗体KPE33和抗生素的协同作用
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[0289] 还在肺炎和菌血症小鼠模型中评估了抗O1抗原抗体和抗生素的协同作用。

[0290] 在肺炎实验中，用1e4至1e8CFU的Kp8045克雷伯菌鼻内接种C57BL/6小鼠。(参见图

4A。)在菌血症实验中，用Kp8561克雷伯菌接种小鼠。(参见图4B。)在细菌激发后给予亚治疗

剂量的抗体(Kp8045为1mpk，Kp8561为2.5mpk)和美罗培南抗生素(Kp8045为2.5mpk，Kp8561

为5mpk)。每天监测小鼠的存活率，直到第8天。

[0291] 结果显示在图4中，并且表明美罗培南和KPE33的组合显示出显著的协同作用，并

且比美罗培南或KPE33的单一疗法、或人类IgG1对照抗体(R347)和美罗培南的组合显示出

更好的保护作用。

[0292] 实例8：KPE33序列优化

[0293] 为了减少对于抗体开发的潜在序列倾向性(liability)(包括由于抗药物抗体引

起的潜在免疫原性)，KPE33的轻链CDR3中的未配对半胱氨酸被苏氨酸(T)替换，并且KPE33

的框架1、2和4中的体细胞突变被种系残基替换(如图5所概括的)。除了上述C107T取代外，

CDR保持为野生型。将优化的KPE33命名为KPE33v2016。为了确认序列优化没有改变与LPS 

O1的相互作用，通过Octet平台在溶液相中对KPE33和KPE33v2016与O1  LPS的结合进行测

试。此平台提供以生物学上更有意义的设定测量生物分子复合体形成速率和复合体稳定性

的有力工具。简而言之，在浸入含有在Kinetics缓冲液(ForteBio，用PBS稀释10X至1X)中的

0.2μg/mL抗O1  LPS  mAb的溶液中之前，用2μg/mL  O1  LPS涂布蛋白A涂布的传感器10分钟。

与生物传感器结合的分子数量的变化导致实时记录的干涉图案的偏移。如图5所示，mAb与

O1  LPS结合。KPE33和KPE33v2016与O1LPS的亲和常数(KD)基于来自Octet传感图的结合速

率(on‑rate)和解离速率(off‑rate)来计算。KPE33和KPE33v2016两者显示出相当的亲和常

数，分别平均为5.83E‑09和4.13E‑09(图5)。

[0294] 进一步优化KPE33v2016，从而产生两种新变体KPE33H32+L2016(1EQ)和KPE33H33+

L2016(1EQ)。这两种变体都含有邻近CDRH1的甲硫氨酸至异亮氨酸突变、CDRH2中的色氨酸

至酪氨酸突变、邻近CDRH2的天冬氨酸至谷氨酸突变、FRH3中的天冬酰胺至谷氨酰胺突变和

甲硫氨酸至亮氨酸突变、以及CDRH3中的天冬氨酸至天冬酰胺突变。此外，KPE33H32+L2016

(1EQ)具有四个FRH3残基变为种系残基，而KPE33H33+L2016(1EQ)仅有相同FRH3残基中的三

个变为种系残基。这两种变体都含有与KPE33v2016相同的轻链，但在残基1中具有单个谷氨

酸至谷氨酰胺突变。通过Octet测量KPE33H32+L2016(1EQ)和KPE33H33+L2016(1EQ)的亲和

力，并分别给出4.46E‑09和5.01E‑09的值。

[0295] 为了确认序列优化不抑制KPE33抗体的功效，在实例6中描述的相同致命性肺炎模

型中测定优化的KPE33V2016抗体。在肺炎克雷伯菌碳青霉烯耐药性菌株进行细菌感染后1

小时，以6mg/kg的剂量给予KPE33或KPE33‑V‑2016。图6所示的结果表明与人类IgG1对照抗

体相比，KPE33和KPE33V2016均显示出类似的保护水平。IgG2形式的KPE33显示出比KPE33‑

IgG1略低的活性(参见图6)。

[0296] 实例9：抗O1抗原抗体保护共感染模型

[0297] 为了评估抗O1抗原抗体在共感染中的功效，将雌性7‑8周龄的C57BL/6小鼠在3％

异氟烷中简单麻醉，并将50μl的细菌悬浮液置于鼻孔上。用单独的5e7CFU金黄色葡萄球菌

SF8300(USA300)或与1.5e2CFU肺炎克雷伯菌的组合接种动物，并且监测长达7天进行存活

研究。对于器官负荷研究，如上文实例5中所述，在激发后24或48小时收集肺和脾脏。对于保
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护研究，在致命性细菌激发之前，用KPE33或对照mAb对小鼠进行被动免疫(0.5mL，ip)。在

Prism中绘制所有数据。

[0298] 结果显示在图7A‑7D中。金黄色葡萄球菌和肺炎克雷伯菌的亚致命性接种物的共

感染引起致命性肺炎(图7A)，并且与仅感染肺炎克雷伯菌的小鼠相比，共感染肺炎克雷伯

菌和金黄色葡萄球菌的小鼠的肺(图7B)和脾(图7C)中的肺炎克雷伯菌细菌负荷显著增加。

在共感染前24小时用KPE33单次预防性治疗挽救了小鼠(图7D)。

[0299] 实例10：抗O1抗原抗体在LPS激发之后减少血清细胞因子

[0300] 为了确定LPS激发后抗O1抗原抗体对血清细胞因子的影响，在给予抗O1后24小时，

将C57BL/6小鼠用0.3mg/kg  LPS进行腹膜内激发。3小时后，处死动物，并根据制造商的说明

使用Meso  Scale  Discovery(MSD)促炎细胞因子试剂盒测量血清细胞因子。将多粘菌素B

(PMB)用作阳性对照。在Prism中绘制血清IL‑6、TNF‑α、和CXCL1浓度。

[0301] 结果显示在图8中，并表明在用Kp43816LPS和Kp15380LPS进行LPS激发后，54H7降

低血清IL‑6、KC和TNF‑α水平。

[0302] 实例11：抗O1抗原抗体保护内毒素血症模型中的小鼠

[0303] 为了确定抗O1抗原抗体的保护作用，将6‑8周龄的雌性小鼠(Balb/c)用D‑半乳糖

(D‑Gal，12mg/kg)致敏，然后在给予抗O1抗原抗体后24小时，用10‑50ng的LPS进行腹膜内

(ip)激发。以0.2mg/kg、1mg/kg、或5mg/kg的剂量给予抗体。在LPS激发后监测小鼠存活率长

达6天。

[0304] 结果显示在图9中，并表明与对照IgG抗体(R347)相比，当以1mg/kg或5mg/kg的剂

量给予时，54H7保护内毒素血症LPS诱导的败血症模型中的小鼠。

[0305] 实例12：抗O1抗原抗体5H47减少克雷伯菌属器官负荷并且与抗生素具有协同作用

[0306] 在细菌感染模型中测试了抗O1抗原抗体5H47减少器官负荷的能力。

[0307] 为了确定抗O1抗原抗体与抗生素组合的功效，在急性肺炎模型中测试了54H7。用

1e4CFU的高毒力菌株Kp43816(O1)鼻内接种C57BL/6小鼠。在细菌激发前24小时给予15mg/

kg的抗肺炎克雷伯菌单克隆抗体54H7以及15mg/kg的人类IgG1对照抗体(预防性给药)。每

天监测小鼠的存活率，直到第14天。结果显示于图10A中。

[0308] 还在肺炎小鼠模型中评估了抗O1抗原抗体和抗生素的协同作用。用1e4至1e8CFU

的Kp8045克雷伯菌鼻内接种C57BL/6小鼠。分别在细菌激发后1小时或4小时，给予亚治疗剂

量的抗体(1mpk)和美罗培南抗生素(1.5mpk)。每天监测小鼠的存活率，直到第8天。结果显

示于图10B中。

[0309] 在针对Kp43816肺炎模型的单一疗法中，15mpk的54H7显示出显著的保护作用。当

使用亚治疗剂量的54H7和美罗培南时，该组合显示出显著的协同作用，并且比单独的美罗

培南或54H7的单一疗法、或人类IgG1对照抗体(R347)和美罗培南的组合显示出更好的保护

作用。

[0310] 实例13：表位研究

[0311] 肺炎克雷伯菌wbbYZ基因座编码LPS结构中的D‑半乳聚糖II结构域，该结构域定义

O1血清型而不定义O2血清型(Hsieh ,PF .等人,FrontMicrobiol[微生物学前沿].5:608

(2014))。为了研究本文披露的抗O1抗原抗体是否结合D‑半乳聚糖II结构域，通过遗传敲除

wbbYZ基因座来将O1菌株Kp1131115转化为O2血清型。通过FACS分析来测试肺炎克雷伯菌O1 
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LPS抗体与Kp1131115野生型(WT菌株)和Kp1131115ΔwbbYZ菌株的结合。将人类IgG1和抗

MrkA抗体分别用作阴性对照和阳性对照。WbbYZ基因敲除完全废止了54H7和KPE33的结合。

然而，敲除该基因并未改变与MrkA抗体的结合。图11所示的这些数据表明KPE33和54H7都与

肺炎克雷伯菌O1  LPS抗原的D‑半乳聚糖II结构域结合。(图12显示了O1  LPS的结构)

[0312] 尽管KPE33和54H7都与O1  LPS的D‑半乳聚糖II结构域结合，但是它们不与如使用

在KPE33和54H7的竞争性结合研究中预装有纯化的O1  LPS的捕获探针的Fortebio  Octet所

测量的相同表位结合。简而言之，在用10μg/mL  KPE33进行初始结合后，将探针与含有10μg/

mL  KPE33和相同浓度的54H7、KPE33、或对照抗体R347的抗体混合物一起孵育。结果显示于

图13中。只有54H7能够显示出另外的结合，这表明KPE33和54H7占据O1  LPS上的不同表位。

[0313] 实例14：抗O1抗原抗体结合临床上相关的克雷伯菌属

[0314] 为了确定抗O1抗原抗体是否结合临床上相关的克雷伯菌属菌株，通过蛋白质印迹

测定来确定KPE33与临床分离株的结合。KPE33所结合的临床上相关的克雷伯菌属菌株的汇

总显示于表8中。KPE33与所有这些菌株结合的能力以及其在体内对抗四种不同菌株的能力

表明KPE33能够杀死许多临床相关的克雷伯菌属菌株。

[0315] 表8：KPE33所结合的临床克雷伯菌属菌株的汇总。

[0316]
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[0326]

[0327] 表8的第1‑36行中的分离株为肺炎克雷伯菌碳青霉烯耐药性(CRE)菌株。表8的第

37‑134行中的分离株为超广谱β内酰胺酶(ESBL)菌株，并且表8的第135‑184行中的分离株

为抗生素易感性菌株。

[0328] 这些结果证明，KPE33，一种抗O1抗原抗体，不仅结合大的且多样的临床菌株组，而

且还结合耐抗生素的临床上相关的菌株。这些结果表明，KPE33可用作针对表8中披露的克

雷伯菌属菌株中的一种或多种的、如本文所述的治疗剂和/或诊断剂。

[0329] 实例15：γδT细胞募集和IL‑17信号传导与抗O1抗体保护相关

[0330] TLR4信号传导涉及γδT细胞的募集和活化，这些细胞是粘膜的先天免疫防御中的

关键细胞群。为了检查LPS中和性以及LPS非中和性抗O1抗体对γδT细胞募集的影响，在用

抗O1抗体处理并用肺炎克雷伯菌(1e4CFU  Kp8045)感染的小鼠的肺中测量γδTCR+T细胞的

百分比。流式细胞术分析显示，通过用54H7进行预防(而不用KPE33进行预防)来抑制早期γ

δT细胞募集(图14A)。感染后1小时用54H7或KPE33处理小鼠不抑制γδT细胞的募集，这表明

早期LPS信号传导的中和阻止了这些有益细胞的募集(图14B)。

[0331] γδT细胞是IL‑17的主要产生者，IL‑17激活关键的抗微生物途径和嗜中性粒细胞

的吞噬功能。利用IL‑17A‑/‑小鼠来证明该途径对由KPE33提供的保护作用的贡献。将野生

型和IL‑17A‑/‑小鼠用c‑IgG、54H7、或KPE33进行预防性处理，并用致命数量的肺炎克雷伯

菌感染。在用c‑IgG或54H7进行预防性免疫的野生型和IL‑17A‑/‑小鼠之间没有观察到存活

率的差异(图14C)。相反，与接受KPE33的野生型小鼠相比，在用KPE33被动免疫的IL‑17A‑/‑

小鼠中观察到存活率的显著降低(图14D)。这些结果表明，IL‑17信号传导(γδT细胞的主要

特征)是KPE33提供的最佳保护所必需的。

[0332] ***

[0333] 具体实施例的以上描述将充分地揭示本披露的总体性质，使得在不脱离本披露的
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一般概念的情况下，其他人可以无需过多的实验通过应用本领域的技术内的知识，容易地

针对此类具体实施例的各种应用进行修改和/或改编。因此，基于本文提出的传授内容和指

导，此类改编和修改旨在处于所披露的实施例的含义和等效范围内。应当理解本文的短语

或术语是出于描述而非限制的目的，这样使得本说明书的术语或短语可根据这些传授内容

和指导为技术人员所理解。

[0334] 本披露的宽度和范围应当不限于以上描述的示例性实施例中的任一个，而应当仅

根据以下权利要求书和它们的等效物来限定。

[0335] 在本申请中引用的所有出版物、专利、专利申请、和/或其他文献出于所有目的通

过引用以其全部内容而并入，在程度上就像每个单独的出版物、专利、专利申请、和/其他文

献被单独地指出以出于所有目的通过引用而并入一般。

说　明　书 57/57 页

64

CN 109843917 B

65



[0001]

序　列　表 1/39 页

65

CN 109843917 B

66



[0002]

序　列　表 2/39 页

66

CN 109843917 B

67



[0003]

序　列　表 3/39 页

67

CN 109843917 B

68



[0004]

序　列　表 4/39 页

68

CN 109843917 B

69



[0005]

序　列　表 5/39 页

69

CN 109843917 B

70



[0006]

序　列　表 6/39 页

70

CN 109843917 B

71



[0007]

序　列　表 7/39 页

71

CN 109843917 B

72



[0008]

序　列　表 8/39 页

72

CN 109843917 B

73



[0009]

序　列　表 9/39 页

73

CN 109843917 B

74



[0010]

序　列　表 10/39 页

74

CN 109843917 B

75



[0011]

序　列　表 11/39 页

75

CN 109843917 B

76



[0012]

序　列　表 12/39 页

76

CN 109843917 B

77



[0013]

序　列　表 13/39 页

77

CN 109843917 B

78



[0014]

序　列　表 14/39 页

78

CN 109843917 B

79



[0015]

序　列　表 15/39 页

79

CN 109843917 B

80



[0016]

序　列　表 16/39 页

80

CN 109843917 B

81



[0017]

序　列　表 17/39 页

81

CN 109843917 B

82



[0018]

序　列　表 18/39 页

82

CN 109843917 B

83



[0019]

序　列　表 19/39 页

83

CN 109843917 B

84



[0020]

序　列　表 20/39 页

84

CN 109843917 B

85



[0021]

序　列　表 21/39 页

85

CN 109843917 B

86



[0022]

序　列　表 22/39 页

86

CN 109843917 B

87



[0023]

序　列　表 23/39 页

87

CN 109843917 B

88



[0024]

序　列　表 24/39 页

88

CN 109843917 B

89



[0025]

序　列　表 25/39 页

89

CN 109843917 B

90



[0026]

序　列　表 26/39 页

90

CN 109843917 B

91



[0027]

序　列　表 27/39 页

91

CN 109843917 B

92



[0028]

序　列　表 28/39 页

92

CN 109843917 B

93



[0029]

序　列　表 29/39 页

93

CN 109843917 B

94



[0030]

序　列　表 30/39 页

94

CN 109843917 B

95



[0031]

序　列　表 31/39 页

95

CN 109843917 B

96



[0032]

序　列　表 32/39 页

96

CN 109843917 B

97



[0033]

序　列　表 33/39 页

97

CN 109843917 B

98



[0034]

序　列　表 34/39 页

98

CN 109843917 B

99



[0035]

序　列　表 35/39 页

99

CN 109843917 B

100



[0036]

序　列　表 36/39 页

100

CN 109843917 B

101



[0037]

序　列　表 37/39 页

101

CN 109843917 B

102



[0038]

序　列　表 38/39 页

102

CN 109843917 B

103



[0039]

序　列　表 39/39 页

103

CN 109843917 B

104



图1A

图1B

说　明　书　附　图 1/17 页

104

CN 109843917 B

105



图1C

图2

说　明　书　附　图 2/17 页

105

CN 109843917 B

106



图3A

图3B

说　明　书　附　图 3/17 页

106

CN 109843917 B

107



图3C

图4A

说　明　书　附　图 4/17 页

107

CN 109843917 B

108



图4B

说　明　书　附　图 5/17 页

108

CN 109843917 B

109



图5

说　明　书　附　图 6/17 页

109

CN 109843917 B

110



图6

图7A

说　明　书　附　图 7/17 页

110

CN 109843917 B

111



图7B

图7C

说　明　书　附　图 8/17 页

111

CN 109843917 B

112



图7D

说　明　书　附　图 9/17 页

112

CN 109843917 B

113



图8

说　明　书　附　图 10/17 页

113

CN 109843917 B

114



图9

说　明　书　附　图 11/17 页

114

CN 109843917 B

115



图10A

图10B

说　明　书　附　图 12/17 页

115

CN 109843917 B

116



图11

说　明　书　附　图 13/17 页

116

CN 109843917 B

117



图12

说　明　书　附　图 14/17 页

117

CN 109843917 B

118



图13

图14A

说　明　书　附　图 15/17 页

118

CN 109843917 B

119



图14B

图14C

说　明　书　附　图 16/17 页

119

CN 109843917 B

120



图14D

说　明　书　附　图 17/17 页

120

CN 109843917 B

121


	BIB
	BIB00001
	BIB00002

	CLA
	CLA00003
	CLA00004
	CLA00005
	CLA00006
	CLA00007
	CLA00008

	DES
	DES00009
	DES00010
	DES00011
	DES00012
	DES00013
	DES00014
	DES00015
	DES00016
	DES00017
	DES00018
	DES00019
	DES00020
	DES00021
	DES00022
	DES00023
	DES00024
	DES00025
	DES00026
	DES00027
	DES00028
	DES00029
	DES00030
	DES00031
	DES00032
	DES00033
	DES00034
	DES00035
	DES00036
	DES00037
	DES00038
	DES00039
	DES00040
	DES00041
	DES00042
	DES00043
	DES00044
	DES00045
	DES00046
	DES00047
	DES00048
	DES00049
	DES00050
	DES00051
	DES00052
	DES00053
	DES00054
	DES00055
	DES00056
	DES00057
	DES00058
	DES00059
	DES00060
	DES00061
	DES00062
	DES00063
	DES00064
	DES00065

	BIS
	BIS00066
	BIS00067
	BIS00068
	BIS00069
	BIS00070
	BIS00071
	BIS00072
	BIS00073
	BIS00074
	BIS00075
	BIS00076
	BIS00077
	BIS00078
	BIS00079
	BIS00080
	BIS00081
	BIS00082
	BIS00083
	BIS00084
	BIS00085
	BIS00086
	BIS00087
	BIS00088
	BIS00089
	BIS00090
	BIS00091
	BIS00092
	BIS00093
	BIS00094
	BIS00095
	BIS00096
	BIS00097
	BIS00098
	BIS00099
	BIS00100
	BIS00101
	BIS00102
	BIS00103
	BIS00104

	DRA
	DRA00105
	DRA00106
	DRA00107
	DRA00108
	DRA00109
	DRA00110
	DRA00111
	DRA00112
	DRA00113
	DRA00114
	DRA00115
	DRA00116
	DRA00117
	DRA00118
	DRA00119
	DRA00120
	DRA00121


