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1.一种Galectin‑9(GAL9)抗原结合分子，包含：对第一GAL9抗原的第一表位特异的第

一抗原结合位点(ABS)，其中第一抗原结合位点包含来自选自P9‑01、P9‑02A、P9‑03、P9‑06、

P9‑07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、P9‑34、P9‑37、P9‑38、P9‑

40、P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑52、P9‑53、P9‑56和P9‑57中

任何一个ABS克隆的全部三个VH  CDR。

2.一种Galectin‑9(GAL9)抗原结合分子，包含对第一GAL9抗原的第一表位特异的第一

抗原结合位点(ABS)，其中第一抗原结合位点包含来自选自P9‑01、P9‑02A、P9‑03、P9‑06、

P9‑07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、P9‑34、P9‑37、P9‑38、P9‑

40、P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑52、P9‑53、P9‑56和P9‑57中

任何一个ABS克隆的全部三个VL  CDR。

3.一种Galectin‑9(GAL9)抗原结合分子，包含对第一GAL9抗原的第一表位特异的第一

抗原结合位点(ABS)，其中第一抗原结合位点包含来自选自P9‑01、P9‑02A、P9‑03、P9‑06、

P9‑07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、P9‑34、P9‑37、P9‑38、P9‑

40、P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑52、P9‑53、P9‑56和P9‑57中

任何一个ABS克隆的全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

4.一种Galectin‑9(GAL9)抗原结合分子，包含对第一GAL9抗原的第一表位特异的第一

抗原结合位点(ABS)，其包含来自选自P9‑01、P9‑02A、P9‑03、P9‑06、P9‑07、P9‑11、P9‑12、

P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、P9‑34、P9‑37、P9‑38、P9‑40、P9‑41、P9‑42、P9‑

43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑52、P9‑53、P9‑56和P9‑57中任何一个ABS克隆的

VL序列和VH序列。

5.权利要求4的GAL9抗原结合分子，其中第一抗原结合位点(ABS)进一步包含第一IgG

重链多肽和第一轻链多肽。

6.权利要求1‑5中任一项的GAL9抗原结合分子，其中GAL9抗原是人GAL9抗原。

7.权利要求1‑6中任一项的GAL9抗原结合分子，其中所述GAL9抗原结合分子进一步包

含第二抗原结合位点(ABS)。

8.权利要求7的GAL9抗原结合分子，其中第二ABS对GAL9抗原是特异的。

9.权利要求7的GAL9抗原结合分子，其中第二ABS对第一GAL9抗原的第二表位是特异

的。

10.权利要求7的GAL9抗原结合分子，其中第二ABS对第一GAL9抗原的第一表位是特异

的，并且与第一ABS相同。

11.权利要求7‑10中任一项的GAL9抗原结合分子，其中第二ABS包含来自选自P9‑01、

P9‑02A、P9‑03、P9‑06、P9‑07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、P9‑

34、P9‑37、P9‑38、P9‑40、P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑52、

P9‑53、P9‑56和P9‑57的另一个ABS克隆的全部三个VH  CDR、全部三个VL  CDR或者全部三个

VH  CDR和全部三个VL  CDR。

12.权利要求11的GAL9抗原结合分子，其中第二抗原结合位点包含来自另一个ABS克隆

的VL序列和VH序列。

13.权利要求12的GAL9抗原结合分子，其中第二抗原结合位点包含来自另一个ABS克隆

的包含VL序列的完整免疫球蛋白轻链序列和包含VH序列的完整免疫球蛋白重链序列。
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14.权利要求7的GAL9抗原结合分子，其中第二抗原结合位点对不同于第一GAL9抗原的

抗原具有特异性。

15.前述权利要求中任一项的GAL9抗原结合分子，其中第一抗原结合位点包括选自ABS

克隆中的任何一个的所有三个VH  CDRs、所有三个VL  CDRs，或所有三个VH  CDRs和所有三个

VL  CDRs：P9‑11、P9‑24、P9‑34、和P9‑37。

16.权利要求1‑14中任一项的GAL9抗原结合分子，其中第一抗原结合位点包含来自选

自P9‑11、P9‑24、P9‑34、和P9‑37的任何一个ABS克隆的全部三个VH  CDR、全部三个VL  CDR、

或全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

17.权利要求1‑14中任一项的GAL9抗原结合分子，其中第一抗原结合位点包含来自ABS

克隆P9‑11的全部三个VH  CDR、全部三个VL  CDR、或全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

18.权利要求1‑14中任一项的GAL9抗原结合分子，其中第一抗原结合位点包含来自ABS

克隆P9‑24的全部三个VH  CDR、全部三个VL  CDR、或全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

19.权利要求1‑14中任一项的GAL9抗原结合分子，其中第一抗原结合位点包含来自ABS

克隆P9‑34的全部三个VH  CDR、全部三个VL  CDR、或全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

20.权利要求1‑14中任一项的GAL9抗原结合分子，其中第一抗原结合位点包含来自ABS

克隆P9‑37的全部三个VH  CDR、全部三个VL  CDR、或全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

21.权利要求1‑20中任一项的GAL9抗原结合分子，其中GAL9抗原结合分子包括选自以

下组的抗体格式：全长抗体、Fab片段、可变区片段(Fv)、单链可变区片段(scFv)、串联scFv、

双体抗体(Diabody)、scDiabody、DART、tandAb、迷你抗体(minibody)和B‑body。

22.权利要求1‑21中任一项的GAL9抗原结合分子，其中所述GAL9抗原结合分子在接触

后减少活化的免疫细胞的TNF‑α分泌，其中相对于用对照剂处理的活化的免疫细胞而言，该

减少约为至少30％、35％、40％、45％、50％、55％或60％。

23.根据权利要求1‑22中任一项的GAL9抗原结合分子，其中所述GAL9抗原结合分子在

接触后减少活化的免疫细胞的IFN‑γ分泌，其中相对于用对照剂处理的活化的免疫细胞而

言，该减少约为至少20％、25％、30％、35％、40％、45％或50％。

24.权利要求1‑23中任一项的GAL9抗原结合分子，其中所述GAL9抗原结合分子在接触

后增加活化免疫细胞的IL‑10分泌，其中，相对于用对照剂处理的活化免疫细胞，该增加约

为至少5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％或40％。

25.根据权利要求1‑24中任一项的GAL9抗原结合分子，其中相对于用对照剂处理的活

化免疫细胞，所述GAL9抗原结合分子不调节活化免疫细胞上的PD‑1表面表达。

26.权利要求1‑25中任一项的GAL9抗原结合分子，其中相对于用对照剂处理的活化免

疫细胞，所述GAL9抗原结合分子不调节活化免疫细胞上的PD‑L1表面表达。

27.权利要求1‑26中任一项的GAL9抗原结合分子，其中相对于用对照剂处理的活化免

疫细胞，所述GAL9抗原结合分子不调节活化免疫细胞上的CTLA‑4表面表达。

28.权利要求1‑27中任一项的GAL9抗原结合分子，其中相对于用对照剂处理的活化免

疫细胞，所述GAL9抗原结合分子不调节活化免疫细胞上的TIM‑3表面表达。

29.权利要求1‑28中任一项的GAL9抗原结合分子，其中相对于用对照剂处理的活化免

疫细胞，所述GAL9抗原结合分子不调节活化免疫细胞上的LAG‑3表面表达。

30.权利要求1‑29中任一项的GAL9抗原结合分子，其中相对于用对照剂处理的活化CD8+
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T细胞，GAL9抗原结合分子降低了活化CD8+T细胞上的4‑1BB表面表达。

31.权利要求1‑30中任一项的GAL9抗原结合分子，其中相对于用对照剂处理的活化CD8+

T细胞，GAL9抗原结合分子降低了活化CD8+T细胞上的CD40L表面表达。

32.权利要求1‑31中任一项的GAL9抗原结合分子，其中相对于用对照剂处理的活化CD8+

T细胞，GAL9抗原结合分子降低了活化CD8+T细胞上的OX40表面表达。

33.权利要求22‑32中任一项的GAL9抗原结合分子，其中对照剂是阴性对照剂或阳性对

照剂。

34.权利要求33的GAL9抗原结合分子，其中对照剂是一种对照抗体。

35.权利要求34的GAL9抗原结合分子，其中对照抗体选自由ECA42克隆抗GAL9抗体、

RG9.1克隆抗GAL9抗体、RG9.35克隆抗GAL9抗体、抗PDl抗体、108A2克隆抗GAL9抗体和无

GAL9结合的同种型对照抗体组成的组。

36.权利要求22‑35中任一项的GAL9抗原结合分子，其中激活的免疫细胞是由多肽刺

激、抗CD3或树突状细胞激活的。

37.一种GAL9抗原结合分子，其中GAL9抗原结合分子在接触后减少活化的免疫细胞的

TNF‑α分泌，其中相对于用对照剂处理的活化的免疫细胞而言，该减少约为至少30％、35％、

40％、45％、50％、55％或60％。

38.一种GAL9抗原结合分子，其中GAL9抗原结合分子在接触后减少活化的免疫细胞的

IFN‑γ分泌，其中相对于用对照剂处理的活化的免疫细胞而言，该减少约为至少20％、

25％、30％、35％、40％、45％或50％。

39.一种GAL9抗原结合分子，其中GAL9抗原结合分子在接触后增加活化免疫细胞的IL‑

10分泌，其中，相对于用对照剂处理的活化免疫细胞，该增加约为至少5％、10％、15％、

20％、25％、30％、35％或40％。

40.一种GAL9抗原结合分子，其中相对于用对照剂处理的活化免疫细胞，GAL9抗原结合

分子不调节活化免疫细胞上的PD‑1表面表达。

41.一种GAL9抗原结合分子，其中相对于用对照剂处理的活化免疫细胞，GAL9抗原结合

分子不调节活化免疫细胞上的PD‑L1表面表达。

42.一种GAL9抗原结合分子，其中相对于用对照剂处理的活化免疫细胞，GAL9抗原结合

分子不调节活化免疫细胞上的CTLA‑4表面表达。

43.一种GAL9抗原结合分子，其中相对于用对照剂处理的活化免疫细胞，GAL9抗原结合

分子不调节活化免疫细胞上的TIM3表面表达。

44.一种GAL9抗原结合分子，其中相对于用对照剂处理的活化免疫细胞，GAL9抗原结合

分子不调节活化免疫细胞上的LAG3表面表达。

45.一种GAL9抗原结合分子，相对于用对照剂处理的活化CD8+T细胞，降低了活化CD8+T

细胞上的4‑1BB表面表达。

46.一种GAL9抗原结合分子，相对于用对照剂处理的活化CD8+T细胞，降低了CD40L在活

化CD8+T细胞上的表面表达。

47.一种GAL9抗原结合分子，相对于用对照剂处理的活化CD8  T细胞，降低了在CD8  T细

胞上活化的OX40表面表达。

48.一种GAL9抗原结合分子，其中该GAL9抗原结合分子表现出以下一种或多种特性：
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A)减少活化免疫细胞的TNF‑α分泌，其中相对于用对照剂处理的活化免疫细胞而言，该

减少约为至少30％、35％、40％、45％、50％、55％或60％；

B)减少活化免疫细胞的IFN‑γ分泌，其中相对于用对照剂处理的活化免疫细胞而言，

该减少约为至少20％、25％、30％、35％、40％、45％或50％；

C)增加活化免疫细胞的IL‑10分泌，其中相对于用对照剂处理的活化免疫细胞而言，增

加约为至少5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％或40％；

D)相对于用对照剂处理的活化免疫细胞而言，不调节活化免疫细胞的PD‑1表面表达；

E)相对于用对照剂处理的活化免疫细胞而言，不调节活化免疫细胞的PD‑L1表面表达；

F)相对于用对照剂处理的活化免疫细胞，不调节活化免疫细胞上CTLA‑4的表面表达；

G)相对于用对照剂处理的活化免疫细胞，不调节活化免疫细胞上TIM3的表面表达；

H)相对于用对照剂处理的活化免疫细胞，不调节活化免疫细胞上LAG3的表面表达；

I)相对于用对照剂处理的活化CD8+T细胞而言，减少活化CD8+T细胞上的4‑1BB表面表

达；

J)相对于用对照剂处理的活化CD8+T细胞而言，减少活化CD8+T细胞上的CD40L表面表

达；或

K)相对于用对照剂处理的活化CD8+T细胞而言，减少活化CD8+T细胞上的OX40表面表达。

49.权利要求37‑48项中任一项的GAL9抗原结合分子，其中对照剂是阴性对照剂或阳性

对照剂。

50.权利要求49的GAL9抗原结合分子，其中对照剂是一种对照抗体。

51.权利要求50的GAL9抗原结合分子，其中对照抗体选自由ECA42克隆抗GAL9抗体、

RG9.1克隆抗GAL9抗体、RG9.35克隆抗GAL9抗体、抗PDl抗体、108A2克隆抗GAL9抗体和无

GAL9结合的同种型对照抗体组成的组。

52.权利要求37‑51中任一项的GAL9抗原结合分子，其中，被激活的免疫细胞，是由被肽

刺激、抗CD3或树突状细胞激活的。

53.权利要求37‑49中任一项的GAL9抗原结合分子，其包含对第一种GAL9抗原的第一表

位特异的第一抗原结合位点，其中第一抗原结合位点包含来自选自P9‑01、P9‑02A、P9‑03、

P9‑06、P9‑07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、P9‑34、P9‑37、P9‑

38、P9‑40、P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑52、P9‑53、P9‑56和

P9‑57的任何一个ABS克隆的全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

54.权利要求53的GAL9抗原结合分子，包含来自选自P9‑01、P9‑02A、P9‑03、P9‑06、P9‑

07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、P9‑34、P9‑37、P9‑38、P9‑40、

P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑52、P9‑53、P9‑56和P9‑57的任

何一个ABS克隆的VL序列和VH序列。

55.权利要求54的GAL9抗原结合分子，包含包含VH序列的完整免疫球蛋白重链序列，和

包含VL序列的完整免疫球蛋白轻链序列，其中VH序列和VL序列来自选自P9‑01、P9‑02A、P9‑

03、P9‑06、P9‑07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、P9‑34、P9‑37、

P9‑38、P9‑40、P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑52、P9‑53、P9‑56

和P9‑57中的任何一个ABS克隆。

56.权利要求37‑55中任一项的GAL9抗原结合分子，其中GAL9抗原是人GAL9抗原。
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57.权利要求37‑56中任一项的GAL9抗原结合分子，其中该GAL9抗原结合分子进一步包

括第二抗原结合位点。

58.权利要求57的GAL9抗原结合分子，其中第二抗原结合位点对GAL9抗原是特异的。

59.权利要求58的GAL9抗原结合分子，其中第二抗原结合位点与第一抗原结合位点相

同。

60.权利要求57的GAL9抗原结合分子，其中第二抗原结合位点对第一GAL9抗原的第二

表位是特异的。

61.权利要求60的GAL9抗原结合分子，其中第二抗原结合位点包含来自选自P9‑01、P9‑

02A、P9‑03、P9‑06、P9‑07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、P9‑34、

P9‑37、P9‑38、P9‑40、P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑52、P9‑

53、P9‑56和P9‑57的另一个ABS克隆的全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

62.权利要求61的GAL9抗原结合分子，其中第二抗原结合位点包含来自其他的ABS克隆

的VL序列和VH序列。

63.权利要求62的GAL9抗原结合分子，其中第二抗原结合位点包含来自其他ABS克隆的

包含VL序列的完整免疫球蛋白轻链序列和包含VH序列的完整免疫球蛋白重链序列。

64.权利要求57的GAL9抗原结合分子，其中第二抗原结合位点对不同于第一GAL9抗原

的抗原是特异的。

65.权利要求53‑64中任一项的GAL9抗原结合分子，其中第一抗原结合位点包含来自选

自P9‑11、P9‑24、P9‑34、和P9‑37的任何一个ABS克隆的全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

66.权利要求53‑64中任一项的GAL9抗原结合分子，其中第一抗原结合位点包含来自选

自P9‑11、P9‑24和P9‑34的任何一个ABS克隆的全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

67.权利要求53‑64中任一项的GAL9抗原结合分子，其中第一抗原结合位点包含来自

ABS克隆P9‑11的全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

68.权利要求53‑64中任一项的GAL9抗原结合分子，其中第一抗原结合位点包含来自

ABS克隆P9‑24的全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

69.权利要求53‑64中任一项的GAL9抗原结合分子，其中第一抗原结合位点包含来自

ABS克隆P9‑34的全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

70.权利要求53‑64中任一项的GAL9抗原结合分子，其中第一抗原结合位点包含来自

ABS克隆P9‑37的全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

71.权利要求37‑70中任一项的GAL9抗原结合分子，其中GAL9抗原结合分子包括选自以

下组的抗体格式：全长抗体、Fab片段、可变区片段(Fv)、单链可变区片段(scFv)、串联scFv、

双体抗体(Diabody)、scDiabody、DART、tandAb、迷你抗体(minibody)和B‑body。

72.一种GAL9抗原结合分子，其与任何一项前述权利要求中的GAL9抗原结合分子结合

相同的表位。

73.一种GAL9抗原结合分子，其与前述权利要求中任何一项的GAL9抗原结合分子竞争

结合。

74.前述权利要求中任何一项的GAL9抗原结合分子，其是经纯化的。

75.一种药物组合物，其包含前述权利要求中任一项的GAL9抗原结合分子和药学上可

接受的稀释剂。
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76.一种治疗患有自身免疫性疾病的受试者的方法，包括：向受试者施用治疗有效量的

权利要求75的药物组合物。

77.权利要求76的方法，其中与来自健康对照的树突状细胞相比，患有自身免疫性疾病

的受试者在树突状细胞上具有增加的PD‑L2表达量。

78.权利要求76的方法，其中自身免疫性疾病选自由炎症性肠病、克罗恩病、溃疡性结

肠炎、结肠炎、乳糜泻、类风湿性关节炎、白塞氏病、淀粉样变性、银屑病、银屑病关节炎、系

统性红斑狼疮肾炎、移植物抗宿主病(GVHD)、非酒精性脂肪性肝炎(NASH)，以及强直性脊柱

炎组成的组。

79.权利要求76的方法，其中治疗的结果是减少炎症、减少自身免疫反应、延长缓解、诱

导缓解、重建免疫耐受、改善器官功能、减少疾病的进展、减少第二种疾病的进展或发生的

风险、或增加总生存。
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抗Gal9免疫抑制性结合分子

1.相关申请的交叉参考

[0001] 本申请根据35U.S.C.119(e)要求获得先前共同未决的2019年9月13日提交的美国

临时专利申请第62/900,105号和2019年5月31日提交的美国临时专利申请第62/855,590号

的权益。

2.序列表

[0002] 本申请包含序列表，其已经由EFS‑Web提交，并在此以参考方式将其全部并入。所

述ASCII副本创建于2020年XX月，命名为XXXXUS_sequencelisting.txt，大小为X，XXX，XXX

字节。

3.背景技术

[0003] 自身免疫性疾病由免疫系统内部不平衡导致的对人体自身细胞和组织的免疫介

导的攻击所引起。目前治疗自身免疫性疾病的"金标准"是通过免疫抑制剂进行全身免疫抑

制，包括糖皮质激素、抗细胞因子抗体诸如抗TNF‑α、抗IL‑1、抗IL‑5、抗IL‑6、抗IL‑17抗体

和抗IL‑23抗体，以及减少炎性细胞因子信号转导的小分子药物，如JAK/STAT抑制剂。然而，

非特异的全身性免疫抑制使病人容易患感染性疾病，并可能有其他严重的副作用。

[0004] 免疫疗法在治疗自身免疫性疾病方面有很大的潜力。Galectin‑9(GAL9)是一种S

型凝集素β‑半乳糖苷结合蛋白，其N端和C端碳水化合物结合域由一个连接肽相连。GAL9与

调节细胞‑细胞和细胞‑基质相互作用有关联。GAL9已被证明可以结合可溶性PD‑L2，并且至

少有一些PD‑L2的免疫学效应被提出是通过多聚体PD‑L2与GAL9的结合而不是通过PD‑1介

导的(WO  2016/008005，以其整体通过引用并入本文)。然而，GAL9和PD‑L2影响免疫效应器

功能的机制还没有完全确定。

[0005] 仍然需要更有针对性的治疗方法，通过调节免疫效应细胞来建立一个更有利于临

床的细胞因子谱，从而重建免疫系统的平衡。这样的治疗剂可能对改进自身免疫性和炎症

性疾病的治疗是有用的。

4.发明概述

[0006] 本发明的产生部分是由于预料之外的发现，即PD‑L2在自身免疫性疾病中过量表

达，和抑制Galectin‑9/PD‑L2途径可调节免疫效应细胞以产生更多临床上有利的细胞因子

谱。

[0007] 因此，本文公开了各种GAL9结合分子、其抗原结合部分以及特异性地结合并拮抗

人GAL9(Galectin‑9)的抗体。使用本文公开的抗人GAL9结合分子抑制GAL9可减少促炎症细

胞因子的分泌和产生，增加抗炎症细胞因子的分泌和产生，并减少刺激性分子的表面表达。

[0008] 还公开了包含GAL9结合分子的药物组合物。本文公开的抗GAL9结合分子、其抗原

结合部分和抗体可以本身作为药物组合物使用，或与其他治疗剂或程序组合使用，以治疗、

预防和/或诊断自身免疫性疾病、炎症性疾病或唤起炎症反应的疾病，如感染。抗GAL9结合

分子对于那些在其中GAL9/PD‑L2的相互作用对发病起显著促进作用的疾病或状况特别有

用。抗GAL9结合分子有益于治疗、减少炎症，减少自身免疫反应，延长缓解期，诱导缓解，重
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新建立免疫耐受，改善器官功能，减少疾病进展，降低发生第二种疾病的风险，或增加受试

者的总生存率。

[0009] 在第一方面，本发明公开了一种Galectin‑9(GAL9)抗原结合分子，其包含对第一

GAL9抗原的第一表位特异的第一抗原结合位点(ABS)，其中第一抗原结合位点包含来自选

自P9‑01、P9‑02A、P9‑03、P9‑06、P9‑07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、

P9‑30、P9‑34、P9‑37、P9‑38、P9‑40、P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑

51、P9‑52、P9‑53、P9‑56和P9‑57的ABS克隆中任一个的全部三个VH  CDR。

[0010] 在第二方面，本发明提供了一种Galectin‑9(GAL9)抗原结合分子，包括对第一

GAL9抗原的第一表位特异的第一抗原结合位点，其中第一抗原结合位点包含来自选自P9‑

01、P9‑02A、P9‑03、P9‑06、P9‑07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、

P9‑34、P9‑37、P9‑38、P9‑40、P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑

52、P9‑53、P9‑56和P9‑57中任何一个ABS克隆的全部三个VL  CDR。

[0011] 在第三方面，本发明公开了一种Galectin‑9(GAL9)抗原结合分子，其包含对第一

GAL9抗原的第一表位特异的第一抗原结合位点，其中第一抗原结合位点包含来自选自P9‑

01、P9‑02A、P9‑03、P9‑06、P9‑07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、

P9‑34、P9‑37、P9‑38、P9‑40、P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑

52、P9‑53、P9‑56和P9‑57的ABS克隆中任何一个的全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

[0012] 在第四方面，本发明公开了一种Galectin‑9(GAL9)抗原结合分子，包括对第一

GAL9抗原的第一表位特异的第一抗原结合位点，其包含来自选自P9‑01、P9‑02A、P9‑03、P9‑

06、P9‑07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、P9‑34、P9‑37、P9‑38、

P9‑40、P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑52、P9‑53、P9‑56和P9‑

57中任何一个ABS克隆的VL序列和VH序列。

[0013] 在一些实施例中，GAL9抗原结合分子包含包含VH序列的全免疫球蛋白重链"IgG1"

序列和包含VL序列的全免疫球蛋白轻链序列，其中VH序列和VL序列来自选自P9‑01、P9‑

02A、P9‑03、P9‑06、P9‑07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、P9‑34、

P9‑37、P9‑38、P9‑40、P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑52、P9‑

53、P9‑56和P9‑57的ABS克隆中的任何一个。

[0014] 在一些实施方案中，GAL9抗原结合分子包含包含VH序列的完整免疫球蛋白重链"

IgG4"序列和包含VL序列的完整免疫球蛋白轻链序列，其中VH序列和VL序列来自选自P9‑

01、P9‑02A、P9‑03、P9‑06、P9‑07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、

P9‑34、P9‑37、P9‑38、P9‑40、P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑

52、P9‑53、P9‑56和P9‑57的ABS克隆中的任何一个。

[0015] 在一些实施方案中，GAL9抗原结合分子可以包含一个GAL9抗原，该抗原是人GAL9

抗原。

[0016] 在一些实施方案中，GAL9抗原结合分子可以进一步包含第二抗原结合位点。

[0017] 在某些实施方案中，第二抗原结合位点对GAL9抗原是特异性的。在其他实施方案

中，第二抗原结合位点与第一抗原结合位点相同。

[0018] 在其他实施方案中，第二抗原结合位点对第一GAL9抗原的第二表位是特异的。

[0019] 在一些实施例中，第二抗原结合位点包含来自选自P9‑01、P9‑02A、P9‑03、P9‑06、
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P9‑07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、P9‑34、P9‑37、P9‑38、P9‑

40、P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑52、P9‑53、P9‑56和P9‑57的

另一个ABS克隆的全部三个VH  CDR、全部三个VL  CDR或者全部三个VH  CDR和全部三个VL 

CDR。

[0020] 在一些实施方案中，第二抗原结合位点包含来自另一个ABS克隆的VL序列和VH序

列。

[0021] 在一些实施例中，第二抗原结合位点包含包含VH序列的完整的免疫球蛋白重链序

列和一个包含VL序列的完整的免疫球蛋白轻链序列。

[0022] 在一些实施方案中，第二抗原结合位点对不同于第一GAL9抗原的抗原具有特异

性。

[0023] 在一些实施例中，第一抗原结合位点包含来自选自P9‑01、P9‑02A、P9‑03、P9‑06、

P9‑07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、P9‑34、P9‑37、P9‑38、P9‑

40、P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑52、P9‑53、P9‑56和P9‑57的

任何一个ABS克隆的全部三个VH  CDR、全部三个VL  CDR或者全部三个VH  CDR和全部三个VL 

CDR。

[0024] 在一些实施方案中，第一抗原结合位点包含来自选自P9‑11、P9‑24、P9‑34、和P9‑

37的任何一个ABS克隆的全部三个VH  CDR、全部三个VL  CDR、或全部三个VH  CDR和全部三个

VL  CDR。

[0025] 在一些实施方案中，第一抗原结合位点包含来自选自P9‑11、P9‑24和P9‑34的任何

一个ABS克隆的全部三个VH  CDR、全部三个VL  CDR、或全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

[0026] 在一些实施方案中，第一抗原结合位点包含来自ABS克隆P9‑11的全部三个VH 

CDR、全部三个VL  CDR，或全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

[0027] 在一些实施方案中，第一抗原结合位点包含来自ABS克隆P9‑24的全部三个VH 

CDR、全部三个VL  CDR，或全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

[0028] 在一些实施方案中，第一抗原结合位点包含来自ABS克隆P9‑34的全部三个VH 

CDR、全部三个VL  CDR，或全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

[0029] 在一些实施方案中，第一抗原结合位点包含来自ABS克隆P9‑37的全部三个VH 

CDR、全部三个VL  CDR，或全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

[0030] 在一些实施方案中，GAL9抗原结合分子包括选自以下组的抗体格式：全长抗体、

Fab片段、F(ab) '2片段、Fvs、scFvs、串联scFv、双体抗体(diabody)、scDiabodies、DARTs、单

链VHH骆驼抗体、tandAbs、迷你抗体(minibody)和B‑body。B‑body在号码为US  2018/

0118811的美国授权前公开中描述，其全部内容通过参考纳入本文。

[0031] 在一些实施方案中，GAL9抗原结合分子在接触后减少活化的免疫细胞的TNF‑α分

泌，其中相对于用对照剂处理的活化的免疫细胞而言，该减少约为至少30％、35％、40％、

45％、50％、55％或60％。

[0032] 在一些实施方案中，GAL9抗原结合分子在接触后减少活化的免疫细胞的IFN‑γ分

泌，其中相对于用对照剂处理的活化的免疫细胞而言，该减少约为至少20％、25％、30％、

35％、40％、45％或50％。

[0033] 在一些实施方案中，GAL9抗原结合分子在接触后增加活化免疫细胞的IL‑10分泌，
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其中，相对于用对照剂处理的活化免疫细胞，该增加约为至少5％、10％、15％、20％、25％、

30％、35％或40％。

[0034] 在一些实施方案中，相对于用对照剂处理的活化免疫细胞，GAL9抗原结合分子不

调节活化免疫细胞上的PD‑1表面表达。

[0035] 在一些实施方案中，相对于用对照剂处理的活化免疫细胞，GAL9抗原结合分子不

会调节活化免疫细胞上的PD‑L1表面表达。

[0036] 在一些实施方案中，相对于用对照剂处理的活化免疫细胞，GAL9抗原结合分子不

调节活化免疫细胞上的CTLA‑4表面表达。

[0037] 在一些实施方案中，相对于用对照剂处理的活化免疫细胞，GAL9抗原结合分子不

调节活化免疫细胞上的TIM3表面表达。

[0038] 在一些实施方案中，相对于用对照剂处理的活化免疫细胞，GAL9抗原结合分子不

会调节活化免疫细胞上的LAG3表面表达。

[0039] 在一些实施方案中，相对于用对照剂处理的活化CD8+T细胞，GAL9抗原结合分子降

低了活化CD8+T细胞上的4‑1BB表面表达。

[0040] 在一些实施方案中，相对于用对照剂处理的活化CD8+T细胞，GAL9抗原结合分子降

低了CD40L在活化CD8+T细胞上的表面表达。

[0041] 在一些实施方案中，相对于用对照剂处理的活化CD8  T细胞，GAL9抗原结合分子降

低了在CD8  T细胞上活化的OX40表面表达。

[0042] 在一些实施方案中，对照剂是阴性对照剂或阳性对照剂。

[0043] 在一些实施方案中，对照剂是一种对照抗体。

[0044] 在一些实施方案中，对照抗体选自由ECA42克隆抗GAL9抗体、RG9.1克隆抗GAL9抗

体、RG9.35克隆抗GAL9抗体、抗PDl抗体、108A2克隆抗GAL9抗体和无GAL9结合的同种型对照

抗体组成的组。

[0045] 在一些实施方案中，被激活的免疫细胞、被激活的CD8+T细胞或被激活的DC是由被

多肽刺激、抗CD3或树突状细胞所激活。

[0046] 在第五方面，本公开提供了一种GAL9抗原结合分子，其降低了活化免疫细胞的

TNF‑α分泌，其中相对于用对照剂处理的活化免疫细胞而言，该降低约为至少30％、35％、

40％、45％、50％、55％或60％。

[0047] 在第六方面，本公开提供了一种GAL9抗原结合分子，其减少了活化免疫细胞的

IFN‑γ分泌，其中相对于用对照剂处理的活化免疫细胞，该减少约为至少20％、25％、30％、

35％、40％、45％或50％。

[0048] 在第七方面，本发明提供了一种GAL9抗原结合分子，其增加了活化免疫细胞的IL‑

10分泌，其中相对于用对照剂处理的活化免疫细胞而言，该增加约为至少5％、10％、15％、

20％、25％、30％、35％或40％。

[0049] 在第八方面，相对于用对照剂处理的活化免疫细胞而言，本发明提供的GAL9抗原

结合分子不调节活化免疫细胞上的PD‑1表面表达。

[0050] 在第九方面，相对于用对照剂处理的活化免疫细胞，本发明提供的GAL9抗原结合

分子不调节活化免疫细胞上的PD‑L1表面表达。

[0051] 在第十方面，相对于用对照剂处理的活化免疫细胞，本发明提供的GAL9抗原结合
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分子不调节活化免疫细胞上的CTLA‑4的表面表达。

[0052] 在第十一方面，相对于用对照剂处理的活化免疫细胞，本发明提供的GAL9抗原结

合分子不调节活化免疫细胞上的TIM3的表面表达。

[0053] 在第十二方面，相对于用对照剂处理的活化免疫细胞，本发明提供的GAL9抗原结

合分子不调节活化免疫细胞上的LAG3的表面表达。

[0054] 在第十三方面，本发明提供了一种GAL9抗原结合分子，相对于用对照剂处理的活

化CD8  T细胞而言，降低了活化CD8+T细胞上的4‑1BB表面表达。

[0055] 在第十四方面，本发明提供了一种GAL9抗原结合分子，相对于用对照剂处理的活

化CD8  T细胞而言，降低了CD40L在活化CD8+T细胞上的表面表达。

[0056] 在第十五方面，本发明提供了一种GAL9抗原结合分子，相对于用对照剂处理的活

化CD8  T细胞而言，降低了在CD8  T细胞上活化的OX40表面表达。

[0057] 在第十六方面，本发明公开提供的GAL9抗原结合分子展示了以下一个或多个特

性：A)减少活化免疫细胞的TNF‑α分泌，其中相对于用对照剂处理的活化免疫细胞而言，该

减少约为至少30％、35％、40％、45％、50％、55％或60％；B)减少活化免疫细胞的IFN‑γ分

泌，其中相对于用对照剂处理的活化免疫细胞而言，该减少约为至少20％、25％、30％、

35％、40％、45％或50％。C)增加活化免疫细胞的IL‑10分泌，其中相对于用对照剂处理的活

化免疫细胞而言，增加约为至少5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％或40％；D)相对于用

对照剂处理的活化免疫细胞而言，不调节活化免疫细胞的PD‑1表面表达；E)相对于用对照

剂处理的活化免疫细胞而言，不调节活化免疫细胞的PD‑L1表面表达。F)相对于用对照剂处

理的活化免疫细胞，不调节活化免疫细胞上CTLA‑4的表面表达；G)相对于用对照剂处理的

活化免疫细胞，不调节活化免疫细胞上TIM3的表面表达；H)相对于用对照剂处理的活化免

疫细胞，不调节活化免疫细胞上LAG3的表面表达。I)相对于用对照剂处理的活化CD8+T细胞

而言，减少活化CD8+T细胞上的4‑1BB表面表达；J)相对于用对照剂处理的活化CD8+T细胞而

言，减少活化CD8+T细胞上的CD40L表面表达；或K)相对于用对照剂处理的活化CD8+T细胞而

言，减少活化CD8+T细胞上的OX40表面表达。

[0058] 在一些实施方案中，对照剂是阴性对照剂或阳性对照剂。

[0059] 在一些实施方案中，对照剂是一种对照抗体。

[0060] 在一些实施方案中，对照抗体选自包括：ECA42克隆抗GAL9抗体、RG9.1克隆抗GAL9

抗体、RG9.35克隆抗GAL9抗体、抗PDl抗体、108A2克隆抗GAL9抗体和无GAL9结合的同种型对

照抗体。

[0061] 在一些实施方案中，激活的免疫细胞是被多肽刺激、抗CD3或树突状细胞激活。

[0062] 在一些实施方案中，本文提供的第五‑第十五方面的GAL9抗原结合分子包含对第

一GAL9抗原的第一表位特异的第一抗原结合位点，其中第一抗原结合位点包含来自选自

P9‑01、P9‑02A、P9‑03、P9‑06、P9‑07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑

30、P9‑34、P9‑37、P9‑38、P9‑40、P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、

P9‑52、P9‑53、P9‑56和P9‑57的任何一个ABS克隆的全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

[0063] 在一些实施方案中，来自选自P9‑01、P9‑02A、P9‑03、P9‑06、P9‑07、P9‑11、P9‑12、

P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、P9‑34、P9‑37、P9‑38、P9‑40、P9‑41、P9‑42、P9‑

43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑52、P9‑53、P9‑56和P9‑57的任何一个ABS克隆的
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VL序列和VH序列。

[0064] 在某些特定的实施方案中，GAL9抗原结合分子包含包含VH序列的完整免疫球蛋白

重链序列，和包含VL序列的完整免疫球蛋白轻链序列，其中VH序列和VL序列来自选自P9‑

01、P9‑02A、P9‑03、P9‑06、P9‑07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、

P9‑34、P9‑37、P9‑38、P9‑40、P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑

52、P9‑53、P9‑56和P9‑57中的任何一个ABS克隆。

[0065] 在一些实施方案中，GAL9抗原是人类GAL9抗原。

[0066] 在一些实施方案中，GAL9抗原结合分子进一步包含第二抗原结合位点。

[0067] 在一些实施方案中，第二抗原结合位点对GAL9抗原是特异性的。

[0068] 在一些实施例中，第二抗原结合位点与第一抗原结合位点相同。

[0069] 在一些实施方案中，第二抗原结合位点对第一GAL9抗原的第二表位具有特异性。

[0070] 在一些实施例中，第二抗原结合位点包含来自选自P9‑01、P9‑02A、P9‑03、P9‑06、

P9‑07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、P9‑34、P9‑37、P9‑38、P9‑

40、P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑52、P9‑53、P9‑56和P9‑57的

另一个ABS克隆的全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

[0071] 在一些实施方案中，第二抗原结合位点包含来自其他ABS克隆的VL序列和VH序列。

[0072] 在一些实施方案中，第二抗原结合位点包含来自另一个ABS克隆的包含VL序列的

完整免疫球蛋白轻链序列和包含VH序列的完整免疫球蛋白重链序列。

[0073] 在一些实施方案中，第二抗原结合位点对不同于第一GAL9抗原的抗原具有特异

性。

[0074] 在一些实施方案中，第一抗原结合位点包含来自选自P9‑11、P9‑24、P9‑

34、和P9‑37的任何一个ABS克隆的全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

[0075] 在一些实施方案中，第一抗原结合位点包含来自选自P9‑11、P9‑24和P9‑34的任何

一个ABS克隆的全部三个VH  CDR和全部三个VL  CDR。

[0076] 在一些实施方案中，第一抗原结合位点包含来自ABS克隆P9‑11的全部三个VH  CDR

和全部三个VL  CDR。

[0077] 在一些实施方案中，第一抗原结合位点包含来自ABS克隆P9‑24的全部三个VH  CDR

和全部三个VL  CDR。

[0078] 在一些实施方案中，第一抗原结合位点包含来自ABS克隆P9‑34的全部三个VH  CDR

和全部三个VL  CDR。

[0079] 在一些实施方案中，第一抗原结合位点包含来自ABS克隆P9‑37的全部三个VH  CDR

和全部三个VL  CDR。

[0080] 在一些实施方案中，GAL9抗原结合分子包括选自以下组的抗体格式：全长抗体、

Fab片段、可变区片段(Fv)、单链可变区片段(scFv)、串联scFv、双体抗体(Diabody)、

scDiabody、DART、tandAb、迷你抗体(minibody)和B‑body。

[0081] 在第十七方面，本公开提供了一种GAL9抗原结合分子，其与任何一项前述权利要

求中的GAL9抗原结合分子结合相同的表位。

[0082] 在第十八方面，本公开提供了一种GAL9抗原结合分子，其与前述权利要求中任何

一项的GAL9抗原结合分子竞争结合。
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[0083] 在一些实施方案中，GAL9抗原结合分子是纯化的。

[0084] 在第十九方面，本公开提供了一种药物组合物，其包含前述权利要求中任一项的

GAL9抗原结合分子和药学上可接受的稀释剂。

[0085] 在第二十方面，本公开提供了一种治疗患有自身免疫性疾病的受试者的方法，包

括向受试者施用治疗有效量的本文提供的药物组合物。

[0086] 在一些实施方案中，与来自健康对照的树突状细胞相比，患有自身免疫性疾病的

受试者在树突状细胞上的PD‑L2表达量增加。

[0087] 在一些实施方案中，自身免疫性疾病选自由炎症性肠病、克罗恩病、溃疡性结肠

炎、结肠炎、乳糜泻、类风湿性关节炎、白塞氏病、淀粉样变性、银屑病、银屑病关节炎、系统

性红斑狼疮肾炎、移植物抗宿主病(GVHD)、非酒精性脂肪性肝炎(NASH)，以及强直性脊柱炎

组成的组。

[0088] 在一些实施方案中，施用治疗有效量的GAL结合分子本身或药物组合物的结果是

减少炎症、减少自身免疫反应、延长缓解、诱导缓解、重建免疫耐受、改善器官功能、减少疾

病的进展、减少第二种疾病的进展或发生的风险、或增加总生存期。

5.附图简述

[0089] 图1A和1B显示了如应用于本文提供的P9‑01抗人Gal9候选抗体的各种CDR和框架

编号系统‑‑Chothia、Martin(ABA)和Kabat的说明性实例。

[0090] 图2显示了来自克罗恩病患者的CD11c+血液树突状细胞被检测为PD‑L1或PD‑L2表

达阳性的百分比的密度等值线图，与标记的同种型IgG对照相比。

[0091] 图3A和3B显示了健康对照组或克罗恩病患者中表达PD‑L1或PD‑L2的血液树突状

细胞的百分比散点图。图3C和3D显示了健康对照组或克罗恩病患者中血液树突状细胞上

PD‑L1或PD‑L2表面表达的几何平均荧光(GMI)的散点图。

[0092] 图4A和4B显示了来自两个健康对照者(4A)和三个克罗恩病患者(4B)的树突状细

胞上的DNA(DAPI；蓝色)、PD‑L1(绿色)和PD‑L2(红色)的表达情况的代表性共聚焦图像；在

附图中以灰度呈现。

[0093] 图5A‑5C显示了克罗恩病(CD)患者的PMBCs在用抗CD3模拟TCR激活并且抗PD‑L2(α

PD‑L2)或IgG对照处理后所分泌的细胞因子的平均浓度。5A‑5B显示了用抗PD‑L2或IgG对照

处理CD患者的PMBC后，TNF‑α和IFN‑γ的平均浓度。图5C显示了用抗PD‑L2和IgG对照处理CD

患者的PMBC后，IL‑10:TNF‑α分泌的平均比值。

[0094] 图6显示了用sPD‑L2处理或用sPD‑L2和抑制性抗小鼠抗GAL9(108A2)共同处理后

的抗CD3激活的小鼠CD4+T细胞分泌的TNF‑α。

[0095] 图7显示了用小鼠抑制性抗小鼠GAL9(108A2)和激活性抗小鼠GAL9(RG9.1)抗体处

理后，来自疟疾感染小鼠的CD4+T细胞中DNA(DAPI；蓝色)、PD‑L1(绿色)、PD‑1(红色)和OX40

(黄色)表达情况的代表性共聚焦图像；在附图中以灰色标度呈现。

[0096] 图8A和8B显示了用sPD‑L2处理或sPD‑L2和小鼠抑制性抗GAL9(108A2)抗体处理之

后存活的小鼠CD4+和CD8+T细胞的百分比柱状图。

[0097] 图9A和9B显示了与树突状细胞共同培养(刺激的)并用阻断性抗PD‑L2(克隆Ty25)

或抑制性抗GAL9(108A2)小鼠抗体处理后的小鼠CD4+T细胞分泌的INF‑γ(9A)和TNF‑α(9B)

的柱状图，与对照组未刺激的CD4+T细胞相比较。
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[0098] 图10A和10B显示了来自经处理后的HCMV肽体外刺激的PBMC的INF‑γ(10A)和TNF‑

α(10B)的分泌，所述处理使用各种抗人GAL9候选物、已知的活化工具抗体(Tool  mAb)、抗

PD‑1抗体、IgG对照抗体(IgG  Ctrl)和媒介物(vehicle)对照(PBS对照)。黑色菱形显示了由

工具mAb和抗PD‑1抗体刺激的活化PBMCs的分泌。

[0099] 图11A‑11C显示了与IgG对照抗体(IgG)相比较，用抗人GAL9  P9‑11、P9‑37或P9‑57

处理后，从HCMV肽，体外刺激的PBMCs分泌的IFN‑γ和TNF‑α。

[0100] 图12A‑12C显示了与IgG对照抗体(IgG)相比较，用抗人GAL9候选物P9‑11、P9‑24或

P9‑34处理后，从HCMV肽，体外刺激的PBMCs分泌的TNF‑α(12A)、IFN‑γ(12B)和IL‑10(12C)。

[0101] 图13A和13B显示了用抑制性抗小鼠GAL9(108A2)和抗人GAL9  P9‑11、P9‑24或P9‑

34处理后，抗CD3活化小鼠CD3+T细胞的TNF‑α:IL‑10分泌的比值(13A)和IFN‑γ:IL‑10分泌

的比值(13B)的柱状图。

6.发明详述

6.1.定义

[0102] 除非另有定义，本文使用的所有技术和科学术语具有本发明所属技术领域的技术

人员通常理解的含义。如本文所使用的，以下术语具有下文赋予它们的含义。

[0103] "抗原结合位点"或"ABS"是指GAL9结合分子中特异性识别或结合到给定抗原或表

位的区域。

[0104] 如本文所用，术语"治疗(treat)"或"治疗(treatment)"是在其最广泛被接受的临

床意义上使用。这些术语包括但不限于减轻疾病的征兆或症状；改善疾病的征兆或症状；减

轻症状；减少疾病的范围；稳定(即不恶化)疾病的状态；延迟或减缓疾病的进展；改善或缓

和疾病状态；缓解(无论是部分或全部)，无论是可检测或不可检测的；治愈；与不接受治疗

时的预期生存相比，延长生存期。除非另有明确说明，"治疗"或"治疗"并不意味着预防或防

止疾病。

[0105] "受试者"或"个体"或"动物"或"患者"或"哺乳动物"是指希望对其进行诊断、预后

或治疗的任何受试者，特别是哺乳动物受试者。哺乳动物受试者包括人类、家畜、农场动物

和动物园、运动或宠物动物，诸如狗、猫、豚鼠、兔子、大鼠、小鼠、马、牛、奶牛等等。除非另有

说明，"患者"指的是人类"受试者"。

[0106] 术语"足量"是指足以产生所需效果的量，例如足以调节蛋白质在细胞中聚集的

量。

[0107] 术语"治疗有效量"是指能有效改善疾病症状的量。

[0108] 术语"预防有效量"是指能有效防止疾病症状的量。

6.2.其他解释惯例

[0109] 除非另有规定，本文提到的序列都是指氨基酸序列。

[0110] 除非另有规定，抗体恒定区的残基编号是根据Eu索引，如在www .imgt .org/

IMGTScientificChart/Numbering/Hu_IGHGnber.html#refs(2017年8月22日访问)所描述

的，在此通过引用以其全文并入，残基编号根据其在内源性恒定区序列中的位置确定残基，

而不考虑该残基在本文所述GAL9结合分子链中的物理位置。

[0111] 除非另外指定为"Kabat  CDR"、"Chothia  CDR"、"Contact  CDR"或"IMGT  CDR"，所

有提到的"CDR  "是指使用Martin(ABA)定义所定义的CDR。
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[0112] "内源性序列"或"原生序列"是指任何序列，包括核酸和氨基酸序列，其来源于没

有经过人工修饰或突变的生物体、组织或细胞。

[0113] 多肽链编号(例如，“第一”多肽链，“第二”多肽链等，或多肽“链1”、“链2”等)在本

文作为形成结合分子的特定多肽链的独特标识符，并且不意在暗示结合分子内部不同多肽

链的顺序或数量。

[0114] 在本公开内容中，"包括(com p r i s e) "、"包含(co m p r i s i ng) "、"含有

(containing)"、"具有(having)"、"包含(include)"、"包括(including)"和其语言学变体

具有美国专利法中赋予它们的含义，允许存在明确叙述的那些之外的额外成分。

[0115] 如本文所使用的，除非上下文明确指出，单数形式的"一个(a)"、"一种(an)"和"该

(the)"包括复数指称。术语"包括(include)"、"诸如(such  as)"等意在表达不受限制的包

含，除非另有具体说明。

[0116] 本文提供的范围被理解为是范围内所有数值的简略表示方式，包括所述端点。例

如，1至50的范围被理解为包括来自1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、

19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、

44、45、46、47、48、49和50组成的组的任何数字、数字组合或者子区间。

[0117] 除非特别说明或从上下文中明显看出，本文使用的术语"大约"被理解为在本领域

的正常公差范围内，例如在平均值的2个标准偏差内。大约可以理解为在所列值的10％、

9％、8％、7％、6％、5％、4％、3％、2％、1％、0.5％、0.1％、0.05％或0.01％以内。

6.3.总览

[0118] 本公开提供了Galectin‑9(GAL9)抗原结合分子，例如抗GAL9抗体及其抗原结合片

段；包含GAL9结合分子的组合物；包含GAL9结合分子的药物组合物；以及使用GAL9结合分子

治疗患有疾病或病况的受试者的方法。本发明具体提供了多种GAL9抗原结合分子，其是抑

制性的，作为免疫系统的抑制剂，减少各种免疫细胞中促炎症细胞因子的分泌和产生，增加

抗炎症细胞因子的分泌和产生，减少刺激性分子的表面表达。

[0119] GAL9抗原结合分子对于治疗受试者的自身免疫性疾病或炎症性疾病特别有用。在

一些实施方案中，该组合物和方法用于治疗引起受试者炎症反应的感染。抗GAL9结合分子

特别适用于治疗GAL9/PD‑L2相互作用对发病机制起显著促进作用的疾病或状况。在一些实

施方案中，抗GAL9结合分子作为药物组合物，或与其他治疗剂或程序组合，被施用于受试者

本身。

6.4.GAL9抗原结合分子

[0120] 在第一方面，提供了抗原结合分子。在每个实施方案中，抗原结合分子至少含有对

GAL9抗原特异的第一抗原结合位点；因此，该结合分子被称为GAL9抗原结合分子或GAL9结

合分子。

[0121] 本文所描述的GAL9抗原结合分子与GAL9抗原特异性结合。

[0122] 如本文所用，"GAL9抗原"是指Galectin‑9家族成员和同源物。GAL9也被称为

LGALS9、HUAT、LGALS9A、肿瘤抗原HOM‑HD‑21、和ecalectin。在特定的实施方案中，GAL9结合

分子具有抗原结合位点，其可特异性地与一个以上的GAL9结构域的至少一部分结合，诸如

第一和第二GAL9结构域之间的交界处。

[0123] 在具体的实施方案中，GAL9抗原是人的。GenBank登录号#NP_033665.1描述了一个
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典型的人类GAL9蛋白，包括其序列和结构域特征，并在此将其全部内容通过引用并入。SEQ 

ID  NO:6提供了全长的GAL9蛋白序列。

MAFSGSQAPYLSPAVPFSGTIQGGLQDGLQITVNGTVLSSSGTRFAVNFQTGFSGNDIAFHFNPRFED

GGYVVCNTRQNGSWGPEERKTHMPFQKGMPFDLCFLVQSSDFKVMVNGILFVQYFHRVPFHRVDTISVNGSVQLSY

ISFQNPRTVPVQPAFSTVPFSQPVCFPPRPRGRRQKPPGVWPANPAPITQTVIHTVQSAPGQMFSTPAIPPMMYPH

PAYPMPFITTILGGLYPSKSILLSGTVLPSAQRFHINLCSGNHIAFHLNPRFDENAVVRNTQIDNSWGSEERSLPR

KMPFVRGQSFSVWILCEAHCLKVAVDGQHLFEYYHRLRNLPTINRLEVGGDIQLTHVQT[SEQ  ID  NO:6]

[0124] 在各种实施方案中，GAL9结合分子另外与GAL9抗原之外的至少一种抗原特异性结

合。

6.4.1.GAL9抗原结合分子的功能特征

[0125] 在典型的实施方案中，在与之接触后，GAL9抗原结合分子调节免疫细胞或活化免

疫细胞的细胞因子分泌(例如，增加或减少细胞因子的分泌)。在一些实施例中，免疫细胞是

外周血单个核细胞(PBMC)。在一些实施方案中，免疫细胞是T细胞。在一些实施方案中，T细

胞是效应T细胞。在一些实施方案中，T细胞是CD8+T细胞。在具体实施中，T细胞是CD4+T细胞。

在一些实施方案中，T细胞是CD3+T细胞。

[0126] GAL9抗原结合分子对免疫细胞细胞因子分泌的影响可以通过任何合适的方式确

定。例如，GAL9抗原结合分子对免疫细胞细胞因子分泌的影响可以在体内、离体或体外确

定。在一些实施方案中，细胞因子分泌在与GAL9抗原结合分子接触的活化免疫细胞中确定，

相比较于与对照剂例如对照抗原结合分子或媒介物对照的活化免疫细胞进行比较。免疫细

胞可以通过肽的刺激而被激活。例如，免疫细胞可由已知可诱发免疫反应的多肽或多个多

肽激活。已知可诱发免疫反应的多个肽可以来自病原体的感染，诸如病毒感染或细菌感染。

[0127] 对照剂可以是阴性对照或阳性对照。在一些实施方案中，相对于阴性对照剂或阴

性对照抗原结合分子，GAL9抗原结合分子增加了免疫细胞中的细胞因子分泌。在一些实施

方案中，阴性对照抗原结合分子是一种不与GAL9结合的同种型对照结合分子。在一些实施

方案中，阳性对照抗体是一种抗PDl抗体，诸如nivolumab。在一些实施例中，阳性对照抗体

是GAL9对照抗体。GAL9对照抗体可以是Gal9抗体克隆RG9.1(Cat.No .BE0218，InVivoMab 

Antibodies)或RG9.35。RG9.1和RG9.35都在Fukushima  A,Sumi  T,Fukuda  K,Kumagai  N,

Nishida  T等(2008)Roles  of  galectin‑9in  the  development  of  experimental 

allergic  conjunctivitis  in  mice.IntArch  Allergy  Immunol  146:36‑43中描述，其全

文通过引用并入本文。GAL9对照抗体可以是GAL9抗体克隆ECA42(Cat .No .LS‑C179449，

LifeSpan  BioScience)。GAL9对照抗体可以是GAL9抗体克隆108A2( San 

Diego,CA)。在一些实施方案中，相对于对照抗体，GAL9抗原结合分子降低了免疫细胞中促

炎细胞因子的分泌。在一些实施方案中，相对于对照抗体，GAL9抗原结合分子增加免疫细胞

中抑制性细胞因子的细胞因子分泌。

[0128] 免疫细胞的细胞因子分泌可以通过任何合适的手段进行评估。仅作为例子，体外

或离体免疫细胞培养模型的细胞因子分泌可以通过分析培养的细胞上清液的细胞因子含

量，例如，通过细胞因子珠阵列来进行评估。

[0129] 在一些实施方案中，所述细胞因子是TNF‑α。在一些实施方案中，与本文所述的对

照剂相比，GAL9抗原结合分子使活化的免疫细胞中TNF‑α的分泌减少了至少1％、5％、10％、
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15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％或

90％。在一些实施方案中，与本文所述的对照剂相比，GAL9抗原结合分子使活化的免疫细胞

中的TNF‑α分泌减少至少l％‑5％，5‑10％，10‑15％，15‑20％，20‑25％，25‑30％，30‑35％，

35％‑40％，40‑45％，45％‑50％，50‑55％，55％‑60％，60‑65％，70％‑75％，75％‑80％，80‑

85％，或85‑90％。在一些实施方案中，与本文所述的对照剂相比，GAL9抗原结合分子使活化

的免疫细胞中TNF‑α的分泌减少了大约30％‑50％。

[0130] 在一些实施方案中，该细胞因子是IFN‑γ。在一些实施方案中，与本文所述的对照

剂相比，GAL9抗原结合分子使活化的免疫细胞中IFN‑γ的分泌至少减少1％、5％、10％、

15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％或75％。在一些实施

方案中，与本文所述的对照剂相比，GAL9抗原结合分子使活化的免疫细胞中的IFN‑γ分泌

减少至少10‑15％、15‑20％、20‑25％、25‑30％、30‑35％、35‑40％、40％‑45％、45％‑50％、

50％‑55％、55％‑60％、60％‑65％、或70％‑75％。在一些实施方案中，与本文所述的对照剂

相比，GAL9抗原结合分子使活化的免疫细胞中IFN‑γ的分泌减少了大约20％‑40％。

[0131] 在一些实施方案中，该细胞因子是IL‑10。在一些实施方案中，与本文所述的对照

剂相比，GAL9抗原结合分子使活化的免疫细胞中的IL‑10分泌增加至少1％、5％、10％、

15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、或50％。在一些实施方案中，与本文所述的对照剂

相比，GAL9抗原结合分子使活化的免疫细胞中的IL‑10分泌增加至少l％‑5％，5％‑10％，

10‑15％，15‑20％，20‑25％，25‑30％，30‑35％，35‑40％，40‑45％，或45％‑50％。在一些实

施方案中，与本文所述的对照剂相比，GAL9抗原结合分子使活化的免疫细胞中IL‑10的分泌

增加约5％‑30％。

[0132] 在一些实施方案中，相对于用对照剂处理的活化免疫细胞，GAL9抗原结合分子在

与其接触后不调节免疫检查点分子(例如，刺激性或抑制性检查点分子)的表面表达。术语"

不调节"是指用本文提供的GAL9结合分子处理后，与对照剂相比，免疫检查点分子的表达没

有实质性增加或减少。在一些实施方案中，表面表达没有实质性增加(例如，不调节表达)是

指相对于用对照剂处理的活化免疫细胞而言，细胞表面表达的增加不超过1.01X、1.02X、

1.03X、1.04X、1.05X、1.06X、1.07X、1.08X、1.09X、1.1X、1.2X或1.3X倍变化。在一些实施方

案中，表面表达无实质性减少(例如，不调节表达)是指相对于用对照剂处理的活化免疫细

胞而言，细胞表面表达的减少不超过0.01X、0.02X、0.03X、0.04X、0.05X、0.06X、0.07X、

0.08X、0.09X、0.1X或0.2X倍变化。

[0133] 在一些实施方案中，表面表达无实质性增加(例如，不调节表达)是指相对于用对

照剂处理的活化免疫细胞，表面表达的约1％增加、2％增加、3％增加、4％增加、5％增加、

6％增加、7％增加、8％增加、9％增加、10％增加、11％增加、12％增加、13％增加、14％增加、

或15％增加的增加。在一些实施方案中，相对于用对照剂处理的活化免疫细胞，表面表达没

有实质性的减少(例如，不调节表达)是指表面表达的约1％减少、2％减少、3％减少、4％减

少、5％减少、6％减少、7％减少、8％减少、9％减少、10％减少、11％减少、12％减少、13％减

少、14％减少或15％减少的减少。

[0134] 在一些实施方案中，表面表达没有实质性的增加或减少是通过将表面表达水平与

检测中的噪音水平(例如，体内、离体或体外)相比较而确定的。在一些实施方案中，通过比

较表面表达水平与检测中的标准偏差(如体内、离体或体外)来确定表面表达没有实质性增
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加或减少。

[0135] GAL9抗原结合分子对一种或多种免疫检查点分子的表面表达的影响可以通过任

何合适的手段确定。例如，GAL9抗原结合分子对一种或多种共刺激分子的表面表达的影响

可以在体内、离体或体外确定。

[0136] 在一些实施方案中，一种或多种免疫检查点分子选自PD‑1、PD‑L1、CTLA‑4、TIM3、

LAG3、TIGIT和PVRIG。在一些实施方案中，一个或多个检查点分子选自PD‑1、PD‑L1、TIM3和

LAG3。在一些实施方案中，免疫检查点分子是PD‑1或PD‑L1。在多种实施方案中，激活的(例

如，刺激的)免疫细胞是T细胞、CD8+T细胞、CD4+T细胞、CD3+T细胞，或PBMC。

[0137] 在一些实施方案中，所述免疫检查点分子是PD‑1。在一些实施方案中，相对于用对

照剂处理的活化的CD4+或CD8+T细胞，用GAL9抗原结合分子处理的活化CD8+或CD4+T细胞在

PD‑1表面表达中呈现出不超过1.01X、1.02X、1.03X、1.04X、1.05X、1.06X、1.07X、1.08X、

1.09X、1.1X、1.2X或1.3X倍的变化的增加。在一些实施方案中，相对于用对照剂处理的活化

CD4+或CD8+T细胞，用GAL9抗原结合分子处理的活化CD8+或CD4+T细胞在PD‑1表面表达中呈

现出不超过0.01X、0.02X、0.03X、0.04X、0.05X、0.06X、0.07X、0.08X、0.09X、0.1X、或0.2X倍

的变化的减少。

[0138] 在一些实施方案中，用GAL9抗原结合分子处理的活化的CD8+或CD4+T细胞表现出相

对于用对照剂处理的活化的CD4+或CD8+T细胞的PD‑1表面表达的不超过约1％的增加、2％的

增加、3％的增加、4％的增加、5％的增加、6％的增加、7％的增加、8％的增加、9％的增加、

10％的增加、11％的增加、12％的增加、13％的增加、14％的增加或15％的增加的增加。在一

些实施方案中，用GAL9抗原结合分子处理的活化的CD8+或CD4+T细胞表现出相对于用对照剂

处理的活化的CD4+或CD8  T细胞在PD‑1表面表达中不超过1％减少，2％减少，3％减少，4％

减少，5％减少，6％减少，7％减少，8％减少，9％减少，10％减少，11％减少，12％减少，13％

减少，14％减少，或15％减少的减少。

[0139] 在一些实施方案中，免疫检查点分子是PD‑L1。在一些实施方案中，相对于用对照

剂处理的活化的CD4+或CD8+T细胞，用GAL9抗原结合分子处理的活化的CD8+或CD4+T细胞在

PD‑L1表面表达中呈现出不超过倍数变化。在一些实施方案中，相对于用对照剂处理的活化

的CD4+或CD8+T细胞，用GAL9抗原结合分子处理的活化CD8+或CD4+T细胞在PD‑L1表面表达中

呈现出不超过1.01X、1.02X、1.03X、1.04X、1.05X、1.06X、1.07X、1.08X、1.09X、1.1X、1.2X或

1.3X倍的变化的增加。在一些实施方案中，相对于用对照剂处理的活化CD4+或CD8+T细胞，用

GAL9抗原结合分子处理的活化CD8+或CD4+T细胞在PD‑L1表面表达中呈现出不超过0.01X、

0.02X、0.03X、0.04X、0.05X、0.06X、0.07X、0.08X、0.09X、0.1X、或0.2X倍的变化的减少。

[0140] 在一些实施方案中，用GAL9抗原结合分子处理的活化的CD8+或CD4+T细胞表现出相

对于用对照剂处理的活化的CD4+或CD8+T细胞的PD‑L1表面表达的不超过约1％的增加、2％

的增加、3％的增加、4％的增加、5％的增加、6％的增加、7％的增加、8％的增加、9％的增加、

10％的增加、11％的增加、12％的增加、13％的增加、14％的增加或15％的增加的增加。在一

些实施方案中，用GAL9抗原结合分子处理的活化的CD8+或CD4+T细胞表现出相对于用对照剂

处理的活化的CD4+或CD8  T细胞在PD‑L1表面表达中不超过1％减少，2％减少，3％减少，4％

减少，5％减少，6％减少，7％减少，8％减少，9％减少，10％减少，11％减少，12％减少，13％

减少，14％减少，或15％减少的减少。
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[0141] 在一些实施方案中，所述免疫检查点分子是CTLA‑4。在一些实施方案中，相对于用

对照剂处理的活化的CD4+或CD8+T细胞，用GAL9抗原结合分子处理的活化CD8+或CD4+T细胞

在CTLA‑4表面表达中呈现出不超过1.01X、1 .02X、1 .03X、1 .04X、1 .05X、1 .06X、1 .07X、

1.08X、1.09X、1.1X、1.2X或1.3X倍的变化的增加。在一些实施方案中，相对于用对照剂处理

的活化CD4+或CD8+T细胞，用GAL9抗原结合分子处理的活化CD8+或CD4+T细胞在CTLA‑4表面

表达中呈现出不超过0.01X、0.02X、0.03X、0.04X、0.05X、0.06X、0.07X、0.08X、0.09X、0.1X、

或0.2X倍的变化的减少。

[0142] 在一些实施方案中，用GAL9抗原结合分子处理的活化的CD8+或CD4+T细胞表现出相

对于用对照剂处理的活化的CD4+或CD8+T细胞的CTLA‑4表面表达的不超过约1％的增加、2％

的增加、3％的增加、4％的增加、5％的增加、6％的增加、7％的增加、8％的增加、9％的增加、

10％的增加、11％的增加、12％的增加、13％的增加、14％的增加或15％的增加的增加。在一

些实施方案中，用GAL9抗原结合分子处理的活化的CD8+或CD4+T细胞表现出相对于用对照剂

处理的活化的CD4+或CD8  T细胞在CTLA‑4表面表达中不超过1％减少，2％减少，3％减少，

4％减少，5％减少，6％减少，7％减少，8％减少，9％减少，10％减少，11％减少，12％减少，

13％减少，14％减少，或15％减少的减少。

[0143] 在一些实施方案中，所述免疫检查点分子是TIM3。在一些实施方案中，相对于用对

照剂处理的活化的CD4+或CD8+T细胞，用GAL9抗原结合分子处理的活化CD8+或CD4+T细胞在

TIM3表面表达中呈现出不超过1.01X、1.02X、1.03X、1.04X、1.05X、1.06X、1.07X、1.08X、

1.09X、1.1X、1.2X或1.3X倍的变化的增加。在一些实施方案中，相对于用对照剂处理的活化

CD4+或CD8+T细胞，用GAL9抗原结合分子处理的活化CD8+或CD4+T细胞在TIM3表面表达中呈

现出不超过0.01X、0.02X、0.03X、0.04X、0.05X、0.06X、0.07X、0.08X、0.09X、0.1X、或0.2X倍

的变化的减少。

[0144] 在一些实施方案中，用GAL9抗原结合分子处理的活化的CD8+或CD4+T细胞表现出相

对于用对照剂处理的活化的CD4+或CD8+T细胞的TIM3表面表达的不超过约1％的增加、2％的

增加、3％的增加、4％的增加、5％的增加、6％的增加、7％的增加、8％的增加、9％的增加、

10％的增加、11％的增加、12％的增加、13％的增加、14％的增加或15％的增加的增加。在一

些实施方案中，用GAL9抗原结合分子处理的活化的CD8+或CD4+T细胞表现出相对于用对照剂

处理的活化的CD4+或CD8  T细胞在TIM3表面表达中不超过1％减少，2％减少，3％减少，4％

减少，5％减少，6％减少，7％减少，8％减少，9％减少，10％减少，11％减少，12％减少，13％

减少，14％减少，或15％减少的减少。

[0145] 在一些实施方案中，所述免疫检查点分子是LAG3。在一些实施方案中，相对于用对

照剂处理的活化的CD4+或CD8+T细胞，用GAL9抗原结合分子处理的活化CD8+或CD4+T细胞在

LAG3表面表达中呈现出不超过1.01X、1.02X、1.03X、1.04X、1.05X、1.06X、1.07X、1.08X、

1.09X、1.1X、1.2X或1.3X倍的变化的增加。在一些实施方案中，相对于用对照剂处理的活化

CD4+或CD8+T细胞，用GAL9抗原结合分子处理的活化CD8+或CD4+T细胞在LAG3表面表达中呈

现出不超过0.01X、0.02X、0.03X、0.04X、0.05X、0.06X、0.07X、0.08X、0.09X、0.1X、或0.2X倍

的变化的减少。在一些实施方案中，用GAL9抗原结合分子处理的活化的CD8+或CD4+T细胞表

现出相对于用对照剂处理的活化的CD4+或CD8+T细胞的LAG3表面表达的不超过约1％的增

加、2％的增加、3％的增加、4％的增加、5％的增加、6％的增加、7％的增加、8％的增加、9％
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的增加、10％的增加、11％的增加、12％的增加、13％的增加、14％的增加或15％的增加的增

加。在一些实施方案中，用GAL9抗原结合分子处理的活化的CD8+或CD4+T细胞表现出相对于

用对照剂处理的活化的CD4+或CD8  T细胞在LAG3表面表达中不超过1％减少，2％减少，3％

减少，4％减少，5％减少，6％减少，7％减少，8％减少，9％减少，10％减少，11％减少，12％减

少，13％减少，14％减少，或15％减少的减少。

[0146] 在某些实施方案中，GAL9抗原结合分子降低免疫细胞(例如人类免疫细胞)上一种

或多种共刺激分子的表面表达。在某些实施方案中，GAL9抗原结合分子降低了激活的免疫

细胞中的一种或多种共刺激分子的表面表达。在特定的实施方案中，激活的免疫细胞是T细

胞。在具体的实施方案中，激活的免疫细胞是CD8+T细胞。在一些实施方案中，一个或多个共

刺激分子选自4‑1BB、CD40L和OX40。在一些实施方案中，一个或多个共刺激分子选自4‑1BB

和CD40L。在一些实施方案中，共刺激分子是OX40。

[0147] GAL9抗原结合分子对一种或多种共刺激分子的表面表达的影响可通过任何合适

的手段确定。例如，可以在体内、离体或体外确定GAL9抗原结合分子对一种或多种共刺激分

子的表面表达的影响。

[0148] 在一些实施方案中，与用对照剂处理的活化免疫细胞相比，GAL9抗原结合分子降

低了活化免疫细胞上一种或多种共刺激分子的表面表达。本文描述了示例性的对照剂。在

特定的实施方案中，对照剂是一种不与GAL9结合的同种型对照结合分子。

[0149] 在一些实施方案中，相对于用对照剂处理的活化CD8+T细胞，GAL9抗原结合分子降

低了4‑1BB在活化CD8+T细胞上的表面表达。在一些实施方案中，相对于用对照剂处理的活

化CD8+T细胞，用GAL9抗原结合分子处理的活化CD8+T细胞的4‑1BB表面表达至少减少约0.1X

减少，0.2X减少，0.3X减少，0.4X减少，0.5X减少，或0.6X减少。在一些实施方案中，用GAL9抗

原结合分子处理的活化CD8+T细胞，相对于用对照剂处理的活化CD8+T细胞，其4‑1BB表面表

达下降了约0.1X‑.2X减少，0.2X‑.3X减少，0.3X‑0.4X减少，0.4X‑0.5X减少，或0.5X‑0.6X减

少。

[0150] 在一些实施方案中，相对于用对照剂处理的活化CD8+T细胞，GAL9抗原结合分子降

低了活化CD8+T细胞的CD40L表面表达。在一些实施方案中，相对于用对照剂处理的活化CD8 

T细胞，用GAL9抗原结合分子处理的活化CD8+T细胞的CD40L表面表达至少减少约0.1X减少，

0.2X减少，0.3X减少，0.4X减少，0.5X减少，或0.6X减少。在一些实施方案中，用GAL9抗原结

合分子处理的活化CD8+T细胞，相对于用对照剂处理的活化CD8  T细胞，CD40L表面表达约减

少0.1X‑.2X减少，0.2X‑.3X减少，0.3X‑0.4X减少，0.4X‑0.5X减少，或0.5X‑0.6X减少。+

[0151] 在一些实施方案中，相对于用对照剂处理的活化CD8+T细胞，GAL9抗原结合分子降

低了活化CD8  T细胞的OX40表面表达+。在一些实施方案中，用GAL9抗原结合分子处理的活

化CD8+T细胞，相对于用对照剂处理的活化CD8  T细胞，OX40表面表达至少减少0.1X减少，

0.2X减少，0.3X减少，0.4X减少，0.5X减少，或0.6X减少。在一些实施方案中，用GAL9抗原结

合分子处理的活化CD8+T细胞，相对于用对照剂处理的活化CD8  T细胞，OX40表面表达约减

少0.1X‑.2X减少，0.2X‑.3X减少，0.3X‑0.4X减少，0.4X‑0.5X减少，或0.5X‑0.6X减少。

[0152] 本公开还提供了具有各种临床益处的GAL9抗原结合分子，其改善了患有自身免疫

性或炎症性疾病的受试者的健康。该受试者可以是哺乳动物。该哺乳动物可以是小鼠。在一

些实施方案中，该哺乳动物是人类。
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[0153] 在一些实施方案中，GAL9抗原结合分子减少受试者中的自身免疫反应。在一些实

施方案中，GAL9抗原结合分子减少受试者中的炎症。炎症可以是全身性的，也可以是在器官

或组织中的局部的。在一些实施方案中，GAL9抗原结合分子延长了受试者的疾病或病况的

缓解期。在一些实施方案中，GAL9抗原结合分子能诱导受试者的缓解。在一些实施方案中，

GAL9抗原结合分子在受试者中重新建立免疫耐受(例如，改善细胞因子谱或环境)。重建免

疫耐受可以是促炎性细胞因子的减少，抑制性细胞因子的增加，或其组合。在一些实施方案

中，GAL9抗原结合分子改善了受试者的器官功能。在一些在一些实施方案中，GAL9抗原结合

分子降低了疾病进展或发生第二种疾病如癌症或感染的风险/可能性。在一些实施方案中，

GAL9抗原结合分子提高了受试者的总体生存。

6.4.2.可变区

[0154] 在典型的实施方案中，GAL9结合分子具有抗体的可变区域氨基酸序列，包括VH和

VL抗体结构域序列。VH和VL序列在下文第6.4.2.1和6.4.2.2节中分别进行了更详细的描

述。

6.4.2.1.VH区域

[0155] 在典型的实施方案中，本文所述的GAL9结合分子包括抗体重链可变结构域序列。

在自然界和本文所述的GAL9结合分子中的典型抗体排列中，特定的VH氨基酸序列与特定的

VL氨基酸序列结合，形成抗原结合位点。在各种实施方案中，VH氨基酸序列是哺乳动物序

列，包括人类序列、合成序列或非人类哺乳动物、哺乳动物和/或合成序列的组合，如上文第

6.4.2.3和6.4.2.4节中进一步详细描述的。在各种实施方案中，VH氨基酸序列是自然存在

序列的突变序列。

6.4.2.2.VL区域

[0156] 本文所述的GAL9结合分子中有用的VL氨基酸序列是抗体轻链可变域序列。在天然

抗体和本文所述的抗体构建体的典型排列中，特定的VL氨基酸序列与特定的VH氨基酸序列

结合，形成抗原结合位点。在不同的实施方案中，VL氨基酸序列是哺乳动物序列，包括人类

序列、合成序列或人类、非人类哺乳动物、哺乳动物和/或合成的序列的组合，如下文

6.4.2.3和6.4.2.4节中进一步详细描述的。

[0157] 在各种实施方案中，VL氨基酸序列是自然存在序列的变异序列。在某些实施方案

中，VL氨基酸序列是λ(lambda)轻链可变域序列。在某些实施方案中，VL氨基酸序列是κ

(kappa)轻链可变域序列。在一个优选的实施方案中，VL氨基酸序列是κ(kappa)轻链可变结

构域序列。

6.4.2.3.互补决定区

[0158] VH和VL氨基酸序列包含被称为"互补决定区"(CDR)的高度可变序列，其通常是三

个CDR(CDR1、CDR2和CDR3)。在各种实施方案中，CDR是哺乳动物序列，包括但不限于小鼠、大

鼠、仓鼠、兔子、骆驼、驴、山羊和人序列。在一个优选的实施方案中，CDR是人类序列。在各种

实施方案中，CDR是天然存在的序列。在不同的实施方案中，CDR是已经过突变以改变抗原结

合位点对特定抗原或表位的结合亲和力的天然存在序列。在某些实施方案中，天然存在的

CDR在宿主体内通过亲和力成熟和体细胞高频突变进行了突变。在某些实施方案中，CDR通

过包括但不限于PCR诱变和化学诱变的方法在体外进行了突变。在多种实施方案中，CDR是

合成的序列，包括但不限于从随机序列CDR库和合理设计的CDR库获得的CDR。Martin编号方
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案被用来确定CDR的边界。见图1A‑1B，适用于本文提供的P9‑01抗人GAL9候选物。

[0159] 在多种实施方案中，对确定为与目的抗原结合的CDR进一步突变(即，"亲和力成

熟")，以实现所需的结合特性，诸如相对于原始CDR的对目的抗原的亲和力增加。例如，可以

使用简并寡核苷酸有针对性地将多样性引入CDR，包括那些被确定为与目的抗原结合的

CDR。各种随机化方案可以被采用。例如，可以使用"软随机化(soft‑randomization)"，在一

个给定的氨基酸位置提供一个高度偏向野生型序列的特性，例如允许CDR中的一个给定位

置在所有20个氨基酸中变化，同时通过在每个密码子位置的四个碱基的非等效水平的掺入

而偏向野生型序列。作为软随机化的一个说明性例子，如果希望达到大约50％的野生型序

列，每个密码子的每个碱基保持70％的野生型和10％的每个其他核苷酸，并使用简并寡核

苷酸，以围绕选定的CDR制作一个聚焦噬菌体库(focused  phage  library)，所得的噬菌体

颗粒根据需要在各种严格的选择条件下用于噬菌体淘选。

6.4.2.4.框架区和CDR嫁接(grafting)

[0160] VH和VL的氨基酸序列包含"框架区"(FR)序列。FRs通常是保守的序列区域，作为穿

插CDR的支架(见第6.4.2.3节)，通常以FR1‑CDR1‑FR2‑CDR2‑FR3‑CDR3‑FR4排列(从N端到C

端)。在各种实施方案中，FR是哺乳动物序列，包括但不限于小鼠、大鼠、仓鼠、兔子、骆驼、

驴、山羊和人类序列。在一个优选的实施方案中，FR是人类序列。在各种实施方案中，FRs是

自然存在序列。在不同的实施方案中，FR是合成的序列，包括但不限于合理设计的序列。

[0161] 在各种实施方案中，FRs和CDR都来自相同的自然存在可变结构域序列。在各种实

施方案中，FR和CDR来自不同的可变结构域序列，其中CDR被嫁接到FR支架上，CDR提供对特

定抗原的特异性。在某些实施方案中，嫁接的CDR都来自同一天然存在的可变结构域序列。

在某些实施方案中，嫁接的CDR来自不同的可变结构域序列。在某些实施方案中，嫁接的CDR

是合成的序列，包括但不限于从随机序列CDR库和合理设计的CDR库获得的CDR。在某些实施

方案中，嫁接的CDR和FR来自同一物种。在某些实施方案中，嫁接的CDR和FR来自不同的物

种。在一个优选的嫁接CDR实施方案中，抗体是"人源化的"，其中嫁接的CDR是非人类哺乳动

物序列，包括但不限于小鼠、大鼠、仓鼠、兔子、骆驼、驴和山羊序列，而FR是人类序列。人源

化抗体在美国专利6,407,213号中有更详细的讨论。该专利的全部内容在此通过引用并入。

在多种实施方案中，一个物种的FR的部分或特定序列被用来替换另一个物种的FR的部分或

特定序列。

6.4.3.GAL9结合分子的示例性氨基酸序列

[0162] 在各种实施方案中，GAL9结合分子包含特定的VH  CDR3(CDR‑H3)序列和特定的VL 

CDR3(CDR‑L3)序列。

[0163] 在一些实施方案中，GAL9结合分子包含来自选自P9‑01、P9‑02A、P9‑03、P9‑06、P9‑

07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、P9‑34、P9‑37、P9‑38、P9‑40、

P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑52、P9‑53、P9‑56和P9‑57中任

何一个ABS克隆的CDR‑H3和CDR‑L3。所述ABS克隆的VH  CDR氨基酸序列在表3中公开。所述

ABS克隆的VL  CDR氨基酸序列在表4中公开。为清楚起见，每个GAL9  ABS克隆都被分配一个

独特的ABS克隆编号，其在本公开中自始至终使用。

[0164] 在一个目前优选的实施方案中，GAL9结合分子包含ABS克隆P9‑11的CDR‑H3和CDR‑

L3。
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[0165] 在一些实施方案中，GAL9结合分子包含来自选自P9‑01、P9‑02A、P9‑03、P9‑06、P9‑

07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、P9‑34、P9‑37、P9‑38、P9‑40、

P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑52、P9‑53、P9‑56和P9‑57中任

何一个ABS克隆的全部三个VH  CDR。在一个目前优选的实施方案中，GAL9结合分子包含ABS

克隆P9‑11的全部三个VH  CDR。

[0166] 在一些实施方案中，GAL9结合分子包含来自选自P9‑01、P9‑02A、P9‑03、P9‑06、P9‑

07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、P9‑34、P9‑37、P9‑38、P9‑40、

P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑52、P9‑53、P9‑56和P9‑57中任

何一个ABS克隆的全部三个VL  CDR。在一个目前优选的实施方案中，GAL9结合分子包含ABS

克隆P9‑11的全部三个VL  CDR。

[0167] 在一些实施方案中，GAL9结合分子包含来自选自P9‑01、P9‑02A、P9‑03、P9‑06、P9‑

07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、P9‑34、P9‑37、P9‑38、P9‑40、

P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑52、P9‑53、P9‑56和P9‑57中任

何一个ABS克隆的全部六个CDR。在一个目前优选的实施方案中，GAL9结合分子包含ABS克隆

P9‑11的全部六个CDR。

[0168] 在一些实施方案中，GAL9结合分子包含来自选自P9‑01、P9‑02A、P9‑03、P9‑06、P9‑

07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、P9‑34、P9‑37、P9‑38、P9‑40、

P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑52、P9‑53、P9‑56和P9‑57中任

何一个ABS克隆的VH氨基酸序列、VL氨基酸序列，或VH和VL氨基酸序列。表6中提供了完整的

免疫球蛋白重链和免疫球蛋白轻链序列，以及VH和VL氨基酸序列。在一个目前优选的实施

方案中，GAL9结合分子包含来自ABS克隆P9‑11的VH氨基酸序列，VL氨基酸序列，或VH和VL氨

基酸序列。

[0169] 在一些实施方案中，GAL9结合分子包含来自选自P9‑01、P9‑02A、P9‑03、P9‑06、P9‑

07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、P9‑34、P9‑37、P9‑38、P9‑40、

P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑52、P9‑53、P9‑56和P9‑57中任

何一个ABS克隆的完整IgG重链序列和完整IgG轻链序列。在一个目前优选的实施方案中，

GAL9结合分子包含来自ABS克隆P9‑11的完整IgG重链序列和完整IgG轻链序列。

6.4.4.恒定区

[0170] 在一些实施方案中，GAL9结合分子包含抗体恒定区结构域序列。如本文所述，恒定

区结构域氨基酸序列是抗体的恒定区结构域的序列。恒定区域可以指CH1、CH2、CH3、CH4或

CL恒定结构域。

[0171] 在各种实施方案中，恒定区序列是哺乳动物序列，包括但不限于小鼠、大鼠、仓鼠、

兔子、骆驼、驴、山羊和人类序列。在一个优选的实施方案中，恒定区域序列是人类序列。在

某些实施方案中，恒定区序列来自抗体轻链。在特定的实施方案中，恒定区序列来自λ或κ轻

链。在某些实施方案中，恒定区序列来自抗体重链。在特定的实施方案中，恒定区序列是一

种抗体重链序列，其是IgA1、IgA2、IgD、IgE、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4或IgM同种型。在一个具

体的实施方案中，恒定区序列来自IgG同种型。在一个优选的实施方案中，恒定区序列来自

IgG1同种型。

[0172] 示例性的恒定区域及其修饰描述于WO2018075692，其全部内容在此通过引用并
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入。

6.4.4.1.CH1和CL区域

[0173] CH1氨基酸序列，如本文所述，参照从N端到C端的原生抗体重链架构，是抗体重链

第二结构域的序列。在某些实施方案中，CH1序列是内源性序列。在多种实施方案中，CH1序

列是哺乳动物序列，包括但不限于小鼠、大鼠、仓鼠、兔子、骆驼、驴、山羊和人类序列。在一

个优选的实施方案中，CH1序列是人类序列。在某些实施方案中，CH1序列来自IgA1、IgA2、

IgD、IgE、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4或IgM同种型。在一个优选的实施方案中，CH1序列来自IgG1

同种型。在优选的实施方案中，CH1序列是UniProt登录号P01857氨基酸1‑98。

[0174] 在本文所述的GAL9结合分子中有用的CL氨基酸序列是抗体轻链恒定结构域序列，

参考原生抗体轻链结构。在某些实施方案中，CL序列是内源性序列。在各种实施方案中，CL

序列是哺乳动物序列，包括但不限于小鼠、大鼠、仓鼠、兔子、骆驼、驴、山羊和人类序列。在

一个优选的实施方案中，CL序列是人类序列。

[0175] 在某些实施方案中，CL氨基酸序列是lambda(λ)轻链恒定域序列。在特定的实施方

案中，CL氨基酸序列是人类λ轻链恒定域序列。在优选的实施方案中，lambda(λ)轻链序列是

UniProt登录号P0CG04。

[0176] 在某些实施方案中，CL氨基酸序列是kappa(κ)轻链恒定域序列。在一个优选的实

施方案中，CL氨基酸序列是人kappa(κ)轻链恒定域序列。在一个优选的实施方案中，κ轻链

序列是UniProt登录号P01834。

[0177] 在某些实施方案中，CH1序列和CL序列均为内源性序列。在某些实施方案中，CH1序

列和CL序列分别包括内源性CH1和CL序列中的正交修饰，如下文第6.4.4.1节更详细地讨论

的。CH1和CL序列也可以是其部分，无论是内源性序列还是修饰过的序列，从而具有CH1序列

的结构域或其部分可以与具有CL序列的结构域或其部分相联系。

6.4.4.2.CH1和CL的正交修饰

[0178] 在某些实施方案中，CH1序列和CL序列分别包含内源性CH1和CL序列的正交修饰。

一般来说，正交变异在下文第6.4.6.1‑6.4.6.3节中有更详细的描述。

[0179] 在特定的实施方案中，内源性CH1和CL序列中的正交修饰是选自CH1序列的138位

和CL序列的116位、CH1序列的128位和CL序列的119位、或CH1序列的129位和CL序列的210位

的工程化的半胱氨酸的工程化的二硫桥，如在美国专利号8,053,562和美国专利号9,527,

927(每篇均以其整体通过引用并入本文)中所编号和更详细地讨论的。在一个优选的实施

方案中，工程化的半胱氨酸位于按Eu指数所编号的CH1序列的第128位和CL  Kappa序列的第

118位。

[0180] 在一系列优选的实施方案中，提供非内源性半胱氨酸氨基酸的突变是如Eu指数所

编号的CL序列中的F118C突变与相应的CH1序列中的A141C，或CL序列中的F118C突变与相应

的CH1序列中的L128C，或CL序列中的S162C突变与相应的CH1序列中的P171C突变。

[0181] 在各种实施方案中，CL序列和CH1序列的正交突变是电荷对突变。在具体的实施方

案中，电荷对突变是CL序列中的F118S、F118A或F118V突变与CH1序列中相应的A141L，或CL

序列中的T129R突变与CH1序列中相应的K147D，其如由Eu索引编号并在Bonisch等人

(Protein  Engineering ,Design&Selection,2017,pp.1‑12)中更详细地描述，本文通过引

用并入其所有教导。在一系列优选的实施方案中，电荷对突变是CL序列中的N138K突变与
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CH1序列中相应的G166D，或CL序列中的N138D突变与CH1序列中相应的G166K，如按Eu指数编

号。

6.4.4.3.CH2区域

[0182] 在本文所述的GAL9结合分子中，GAL9结合分子可以具有CH2氨基酸序列。CH2氨基

酸序列，如本文所述，是抗体重链第三结构域的CH2氨基酸序列，参照从N端到C端的原生抗

体重链架构。在各种实施方案中，CH2序列是哺乳动物序列，包括但不限于小鼠、大鼠、仓鼠、

兔子、骆驼、驴、山羊和人类序列。在一个优选的实施方案中，CH2序列是人类序列。在某些实

施方案中，CH2序列来自IgA1、IgA2、IgD、IgE、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4或IgM同种型。在一个优

选的实施方案中，CH2序列来自IgG1的同种型。

[0183] 在某些实施方案中，CH2序列是内源性序列。在特定的实施方案中，该序列是

UniProt登录号P01857氨基酸111‑223。

[0184] 在一系列实施方案中，GAL9结合分子具有一个以上成对的组的具有CH2序列的CH2

结构域，其中第一组具有来自第一同种型的CH2氨基酸序列和来自另一同种型的一个或多

个直系同源的组的CH2氨基酸序列。如本文所述，直系同源的CH2氨基酸序列能够与来自共

同同种型的CH2氨基酸序列相互作用，但不能与GAL9结合分子中存在的来自另一同种型的

CH2氨基酸序列发生明显的相互作用。在特定的实施方案中，所有组CH2氨基酸序列都来自

同一物种。在优选的实施方案中，所有组的CH2氨基酸序列都是人类的CH2氨基酸序列。在其

他实施方案中，各组CH2氨基酸序列来自不同物种。在具体的实施方案中，第一组CH2氨基酸

序列与GAL9结合分子中的其他非CH2结构域来自同一同种型。在一个具体的实施方案中，第

一组的CH2氨基酸序列来自IgG同种型，而一个或多个直系同源组具有来自IgM或IgE同种型

的CH2氨基酸序列。在某些实施方案中，一组或多组CH2氨基酸序列是内源性的CH2序列。在

其他实施方案中，一组或多组CH2氨基酸序列是具有一个或多个突变的内源性CH2序列。在

特定的实施方案中，一个或多个突变是正交的knob‑hole突变，正交的电荷对突变，或正交

的疏水突变。对GAL9结合分子有用的正交CH2氨基酸序列在国际PCT申请W02017/011342和

WO2017/106462中有更详细的描述，本文通过引用将其全部内容并入。

6.4.4.4.CH3区域

[0185] 本文所述的CH3氨基酸序列是抗体重链的C端结构域的序列，参照从N端到C端的原

生抗体重链结构。

[0186] 在各种实施方案中，CH3序列是哺乳动物序列，包括但不限于小鼠、大鼠、仓鼠、兔、

骆驼、驴、山羊和人类序列。在一个优选的实施方案中，CH3序列是人类序列。在某些实施方

案中，CH3序列来自IgA1、IgA2、IgD、IgE、IgM、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4同种型或来自IgE或IgM

同型的CH4序列。在一个具体的实施方案中，CH3序列来自IgG同种型。在一个优选的实施方

案中，CH3序列来自IgG1同种型。

[0187] 在某些实施方案中，CH3序列是内源性序列。在特定的实施方案中，CH3序列是

UniProt登录号P01857氨基酸224‑330。在多种实施方案中，CH3序列是内源性CH3序列的区

段。在特定的实施方案中，CH3序列具有缺乏N端氨基酸G224和Q225的内源性CH3序列。在特

定的实施方案中，CH3序列具有缺乏C‑末端的氨基酸P328、G329和K330的内源性CH3序列。在

特别的实施方案中，CH3序列具有既缺乏N端氨基酸G224和Q225，又缺乏C端氨基酸P328、

G329和K330的内源性CH3序列。在优选的实施方案中，一个GAL9结合分子有多个具有CH3序
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列的结构域，其中CH3序列既可以指完整的内源性CH3序列，也可以指缺乏N端氨基酸、C端氨

基酸或两者的CH3序列。

[0188] 在某些实施方案中，CH3序列是具有一个或多个突变的内源性序列。在特定的实施

方案中，突变是一个或多个正交突变，这些突变被引入到内源性CH3序列中以指导特定CH3

序列的特定配对，如下文6.4.6.1‑6.4.6.3节中更详细地描述。

[0189] 在某些实施方案中，CH3序列被工程化为通过一个同种异型(allotype)的特定氨

基酸被另一同种异型的氨基酸替换来降低抗体的免疫原性，在此称为isoallotype突变，如

Stickler等人(Genes  Immun.2011Apr；12(3):213‑221)中更详细地描述，该文献通过引用

而并入其所有教导。在特定的实施方案中，G1m1同种异型的特定氨基酸被替换。在一个优选

的实施方案中，在CH3序列中作出isoallotype突变D356E和L358M。

[0190] 在一些实施方案中，IgG1  CH3氨基酸序列包括以下突变变化：P343V；Y349C；和一

个三肽插入，445P，446G，447K。在其他优选的实施方案中，结构域B具有人IgG1  CH3序列，具

有以下突变的变化：T366K；和一个三肽插入，445K，446S，447C。在其他优选的实施方案中，

结构域B具有人IgG1  CH3序列，具有以下突变的变化：Y349C和一个三肽插入，445P，446G，

447K。

[0191] 在一些实施方案中，IgG1  CH3氨基酸序列包括纳入其他内源性CH3序列中的447C

突变。

6.4.5.抗原结合位点

[0192] 在一些实施方案中，一个VL或VH氨基酸序列和一个同源的VL或VH氨基酸序列相关

联并形成第一抗原结合位点(ABS)。抗原结合位点(ABS)能够特异性地结合抗原的表位。下

面第6.4.5.1节更详细地描述了抗原结合位点的抗原结合。

[0193] 在另一个实施方案中，例如，其中GAL9结合分子是单域抗体，VH或VL氨基酸序列形

成第一ABS。

[0194] 在一些实施方案中，GAL9抗原结合分子包含第二ABS。在一些实施方案中，第二ABS

对与第一ABS相同的GAL9抗原具有特异性。在一些实施方案中，第二种ABS与第一种ABS特异

性地结合同一GAL9抗原的同一表位。在一些实施方案中，第二ABS与第一ABS相同。

[0195] 在一些实施方案中，第二ABS对第一GAL9抗原的不同表位具有特异性。例如，如果

第一ABS包含来自选自P9‑01、P9‑02A、P9‑03、P9‑06、P9‑07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑23、P9‑

24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、P9‑34、P9‑37、P9‑38、P9‑40、P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、P9‑45、

P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑52、P9‑53、P9‑56和P9‑57中任何一个ABS克隆的CDR或可变结构域。

第二ABS可以包含来自选自P9‑01、P9‑02A、P9‑03、P9‑06、P9‑07、P9‑11、P9‑12、P9‑14、P9‑

23、P9‑24、P9‑25、P9‑29、P9‑30、P9‑34、P9‑37、P9‑38、P9‑40、P9‑41、P9‑42、P9‑43、P9‑44、

P9‑45、P9‑46、P9‑50、P9‑51、P9‑52、P9‑53、P9‑56和P9‑57中另一个ABS克隆的CDR或可变结

构域。

[0196] 在一些实施方案中，GAL9抗原结合分子是多特异性的，例如，GAL9抗原结合分子的

第二ABS特异性地结合了与第一ABS特异性结合的GAL9抗原不同的抗原。

6.4.5.1.抗原与ABS的结合

[0197] ABS，以及包括该ABS的GAL9结合分子，被称为"识别"ABS与其特异性结合的该表位

(或更通常地，该抗原)，并且该表位(或更通常地，该抗原)被称为该ABS的"识别特异性"或"
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结合特异性"。

[0198] 据说ABS以特定的亲和力与它的特定抗原或表位结合。如本文所述，"亲和力"是指

一个分子和另一个分子之间的非共价分子间力的相互作用的强度。亲和力，即相互作用的

强度，可以表示为解离平衡常数(KD)，其中较低的KD值指的是分子之间更强的相互作用。抗

体构建体的KD值的测量是通过本领域众所周知的方法，包括但不限于生物层干涉仪(如

)，表面等离子体共振(SPR)技术(例如 )和细胞结合试

验。为了本文的目的，亲和力是指通过使用 的生物层干涉测量法的

解离平衡常数。

[0199] 本文所用的"特异性结合"是指ABS与其同源抗原或表位之间的亲和力，其中KD值

低于10‑6M、10‑7M、10‑8M、10‑9M或10‑10M。

[0200] 本文所述的GAL9结合分子中ABS的数量定义了GAL9结合分子的"价"。一个具有单

个ABS的GAL9结合分子是"单价"。具有多个ABS的GAL9结合分子被称为"多价"。有两个ABS的

多价GAL9结合分子是"二价"。有三个ABS的多价GAL9结合分子是"三价"。有四个ABS的多价

GAL9结合分子是"四价"。

[0201] 在各种多价的实施方案中，所有的多个ABS具有相同的识别特异性。这样的GAL9结

合分子是"单特异性""多价性"结合构建体。在其他多价的实施方案中，多个ABS中至少有两

个具有不同的识别特异性。这样的GAL9结合分子是多价的和"多特异性"的。在ABS集体具有

两种识别特异性的多价实施方案中，GAL9结合分子是"双特异性"。在ABS集体具有三个识别

特异性的多价实施方案中，GAL9结合分子是"三特异性"。

[0202] 在ABS对存在于同一抗原上的不同表位集体地具有多种识别特异性的多价实施方

案中，GAL9结合分子是"多互补位(multiparatopic)"的。在ABS共同识别同一抗原上的两个

表位的多价实施方案中，是"双互补位(biparatopic)"。

[0203] 在各种多价实施方案中，GAL9结合分子的多价性提高了GAL9结合分子对特定目标

的亲合力(avidity)。如本文所述，"亲合力"是指两个或多个分子之间相互作用的总体强

度，例如，多价GAL9结合分子对特定目标的作用，其中亲合力是由多个ABS的亲和力提供的

累积作用强度。亲合力可以通过与上述用于确定亲和力的相同方法来测量。在某些实施方

案中，GAL9结合分子对特定目标的亲合力是这样的，即相互作用是一种特定的结合相互作

用，其中两个分子之间的亲合力的KD值低于10‑6M、10‑7M、10‑8M、10‑9M或10‑10M。在某些实施方

案中，GAL9结合分子对特定目标的亲合力具有一个KD值，使该相互作用为特异性结合相互

作用，其中单个ABS的一个或多个亲和力不具有符合单独结合其各自抗原或表位的KD值。在

某些实施方案中，亲合力是由多个ABS对共享的特定目标或复合物(诸如在单个细胞上发现

的单独抗原)上的单独抗原的亲和力所提供的相互作用的累积强度。在某些实施方案中，亲

合力是由多个ABS对共同个别抗原上的单独表位的亲和力提供的累积的相互作用强度。

6.4.6.正交修饰

[0204] 在本文所述的GAL9结合分子中，GAL9结合分子可以具有包含正交修饰的恒定区域

结构域。恒定区域域的氨基酸序列在上文第6.4.4节中有更详细的描述。

[0205] 本文所述的"正交修饰"或同义的"正交突变"是抗体结构域的氨基酸序列中的一

个或多个工程化突变，这些突变增加了具有正交修饰的第一结构域与具有互补的正交修饰
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的第二结构域的结合亲和力。在某些实施方案中，正交修饰会降低具有正交修饰的结构域

对缺乏互补正交修饰的结构域的亲和力。在某些实施方案中，正交修饰是内源性抗体结构

域序列的突变。在各种实施方案中，正交修饰是内源性抗体结构域序列的N端或C端的修饰，

包括但不限于氨基酸的增加或删除。在特定的实施方案中，正交修饰包括但不限于工程化

的二硫桥、knob‑in‑hole突变和电荷对突变，如下文6.4.6.1‑6.4.6.3节中更详细地描述

的。在特定的实施方案中，正交修饰包括选自但不限于工程二硫桥、knob‑in‑hole突变和电

荷对突变的正交修饰的组合。在特定的实施方案中，正交修饰可以与降低免疫原性的氨基

酸替换相结合，例如isoallotype突变，如上文第6.4.4.4节中更详细地描述的。

6.4.6.1.正交工程化二硫桥

[0206] 在各种实施方案中，正交修饰包括在第一和第二结构域之间产生工程化二硫桥的

突变。如本文所述，"工程化二硫桥"是在两个或更多个结构域中提供非内源性半胱氨酸氨

基酸的突变，以便在两个或多个结构域结合时形成非天然二硫键。Merchant等人(Nature 

Biotech(1998)16:677‑681)更详细地描述了工程化二硫桥，其全部内容在此通过引用并入

其所教导的内容。在某些实施方案中，设计的二硫桥改善了特定结构域之间的正交联系。在

一个特定的实施方案中，产生工程化二硫桥的突变是第一或第二CH3结构域之一的K392C突

变和其他CH3结构域的D399C。在一个优选的实施方案中，产生工程二硫桥的突变是第一或

第二CH3结构域之一的S354C突变和另一个CH3结构域的Y349C。在另一个优选的实施方案

中，产生工程二硫桥的突变是第一和第二CH3结构域两者中的447C突变，其是通过整合KSC

三肽序列的CH3结构域的C端的延伸来提供的。

6.4.6.2.正交knob‑hole突变

[0207] 在各种实施例中，正交修饰包括knob‑hole(同义，knob‑in‑hole)突变。如本文所

述，knob‑hole突变是改变第一结构域表面的立体特征的突变，从而相对于与没有互补立体

突变的结构域结合，第一结构域将优先与具有互补立体突变的第二结构域结合。美国专利

第5,821,333号和美国专利第8,216,805号更详细地描述了knob‑hole突变的情况，其每一

篇都以其整体并入本文。在各种实施方案中，将knob‑hole突变与工程化的二硫桥相结合，

如以其整体通过引用并入本文的Merchant等人(Nature  Biotech(1998)16:677‑681)中更

详细地描述的。在不同的实施方案中，将knob‑hole突变、isoallotype突变和工程化的二硫

化物突变结合起来。

[0208] 在某些实施方案中，knob‑in‑hole突变是第一结构域中的T366Y突变，以及第二结

构域中的Y407T突变。在某些实施方案中，knob‑in‑hole突变是第一结构域中的F405A，和第

二结构域中的T394W。在某些实施方案中，knob‑in‑hole突变是第一结构域中的T366Y突变

和F405A，以及第二结构域中的T394W和Y407T。在某些实施方案中，knob‑in‑hole突变是第

一结构域中的T366W突变，以及第二结构域中的Y407A。在某些实施方案中，联合的knob‑in‑

hole突变和工程化二硫化突变是第一结构域的S354C和T366W突变，以及第二结构域的

Y349C、T366S、L368A和Y407V突变。在一个优选的实施方案中，组合的knob‑in‑hole突变、

isoallotype突变和工程化二硫化突变是第一结构域中的S354C和T366W突变，以及第二结

构域中的Y349C、D356E、L358M、T366S、L368A、和Y407V突变。

6.4.6.3.正交电荷对突变

[0209] 在多种实施方案中，正交修饰是电荷对突变。如本文所用，电荷对突变是影响结构
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域表面的氨基酸电荷的突变，这样相对于与没有互补电荷对突变的结构域结合，结构域将

优先与具有互补电荷对突变的第二个结构域结合。在某些实施方案中，电荷对突变改善了

特定结构域之间的正交联系。电荷对突变在美国专利第8,592,562号,美国专利第9,248,

182号,和美国专利第9,358,286号，其中每项专利的所有教导都通过引用并入本文中。在某

些实施方案中，电荷对突变改进了特定结构域之间的稳定性。在一个优选的实施方案中，电

荷对突变是第一个结构域中的T366K突变和另一个结构域中的L351D突变。

[0210] 在具体实施方式中，正交突变是VH/VL界面的电荷对突变。在优选的实施方案中，

在VH/VL界面的电荷对突变是VH中的Q39E与VL中相应的Q38K，或VH中的Q39K与VL中相应的

Q38E，如Igawa等人(Protein  Eng.Des.Sel,2010,vol.23,667‑677)中更详细地描述，其所

有教导通过引用并入。

6.4.7.三价和四价的GAL9结合分子

[0211] 在另一系列的实施方案中，GAL9结合分子具有三个抗原结合位点，因此被称为"三

价"。在多种实施方案中，GAL9结合分子具有4个抗原结合位点，因此被称为"四价"。

6.5.GAL9结合分子结构

[0212] 本文描述的抗原结合位点，包括特定的CDR子集，可以被格式化为任何结合分子架

构，包括但不限于全长抗体、Fab片段、Fvs、scFvs、串联scFvs、双体抗体(Diabody)、

scDiabodies、DARTs、tandAbs、迷你抗体(minibodies)、骆驼VHH，以及本领域技术人员已知

的其他抗体片段或格式。示例性抗体和抗体片段格式在Brinkmann等人(MABS,2017,Vol.9,

No.2,182‑212)中详细描述，其所有教导通过引用并入。本文描述的抗原结合位点，包括特

定的CDR子集，也可以被格式化为"B‑body"格式，更详细的描述见美国授权前公开No.US 

2018/0118811和国际申请公开号WO2018/075692，其每一篇在此都以其整体通过引用并入。

6.6.进一步的修饰

[0213] 在进一步的一系列实施方案中，GAL9结合分子具有额外的修饰。

6.6.1.抗体‑药物共轭物

[0214] 在各种实施方案中，GAL9结合分子与治疗剂(即药物)缀合，形成GAL9结合分子‑药

物缀合物。治疗剂包括但不限于化学治疗剂、成像剂(如放射性同位素)、免疫调节剂(如细

胞因子、趋化因子或检查点抑制剂)和毒素(如细胞毒剂)。在某些实施方案中，治疗剂通过

连接肽连接到GAL9结合分子上，如下文第6.6.3节更详细地讨论的。

[0215] 可适用于将药物与本文公开的GAL9结合分子缀合的抗体‑药物缀合物(ADC)的制

备方法，在例如以下中详细描述：美国专利号8,624,003(罐装方法)、美国专利号8,163,888

(一步法)、美国专利号5,208,020(两步法)，美国专利号8,337,856，美国专利号5,773,001，

美国专利号7,829,531，美国专利号5,208,020，美国专利号7,745,394,WO  2017/136623,WO 

2017/015502,WO  2017/015496,WO  2017/015495,WO  2004/010957 ,WO  2005/077090,WO 

2005/082023 ,WO  2006/065533 ,WO  2007/030642 ,WO  2007/103288,WO2013/173337 ,WO 

2015/057699,WO  2015/095755,WO  2015/123679,WO  2015/157286,WO  2017/165851 ,WO 

2009/073445 ,WO  2010/068759 ,WO  2010/138719 ,WO2012/171020 ,WO  2014/008375 ,WO 

2014/093394 ,WO  2014/093640,WO  2014/160360,WO  2015/054659,WO  2015/195925,WO 

2017/160754 ,Storz(MAbs .2015Nov‑Dec；7(6):989–1009) ,Lambert  et  al.(Adv  Ther,

2017  34:1015) ,Diamantis  et  al.(British  Journal  of  Cancer,2016,114,362–367) ,
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Carrico  et  al.(Nat  Chem  Biol,2007.3:321‑2) ,We  et  al.(Proc  Natl  Acad  Sci  USA,

2009.106:3000‑5) ,Rabuka  et  al.(Curr  Opin  Chem  Biol.,2011  14:790‑6) ,Hudak  et 

al.(Angew  Chem  Int  Ed  Engl.,2012:4161‑5) ,Rabuka  et  al.(Nat  Protoc.,2012  7:

1052‑67) ,Agarwal  et  al.(Proc  Natl  Acad  Sci  USA.,2013,110:46‑51) ,Agarwal  et 

al.(Bioconjugate  Chem.,2013,24:846–851) ,Barfield  et  al.(Drug  Dev.and  D.,2014,

14:34‑41) ,Drake  et  al.(Bioconjugate  Chem.,2014,25:1331‑41) ,Liang  et  al.(J  Am 

Chem  Soc.,2014 ,136:10850‑3) ,Drake  et  al.(Curr  Opin  Chem  Biol.,2015,28:174‑

80) ,以及York  et  al.(BMC  Biotechnology,2016,16(1):23)，(BMC  Biotechnology,2016,

16(1):23)，其中每一篇都通过引用并入全部其教导的内容。

6.6.2.额外的结合部分(moiety)

[0216] 在各种实施方案中，GAL9结合分子具有包含一个或多个额外结合部分的修饰。在

某些实施方案中，结合部分是抗体片段或抗体格式，包括但不限于全长抗体、Fab片段、Fvs、

scFvs、串联scFvs、双体抗体(Diabody)、scDiabodies、DARTs、tandAbs、迷你抗体

(minibodies)、骆驼VHH，以及本领域技术人员已知的其他抗体片段或格式。示例性抗体和

抗体片段格式在Brinkmann等人(MABS,2017,Vol.9,No.2,182‑212)中详细描述，其所有教

导通过引用并入。

[0217] 在特定的实施方案中，所述一个或多个额外的结合部分连接到第一或第三多肽链

的C端。在特定的实施方案中，一个或多个额外的结合基团连接到第一和第三多肽链两者的

C‑末端。在特定的实施方案中，一个或多个额外的结合部分被连接到第一和第三多肽链群

的C‑末端。在某些实施方案中，一个或多个额外的结合部分的个别部分分别连接到第一和

第三多肽链的C端，从而使这些部分形成功能性结合部分。

[0218] 在特定的实施方案中，一个或多个额外的结合部分连接到任何多肽链(例如第一、

第二、第三、第四、第五或第六多肽链)的N端。在某些实施方案中，额外的结合部分的各个部

分分别连接到不同多肽链的N端，从而使这些部分形成功能性结合部分。

[0219] 在某些实施方案中，一个或多个额外的结合部分对GAL9结合分子内的ABSs的不同

抗原或表位具有特异性。在某些实施方案中，一个或多个额外的结合部分对GAL9结合分子

内的ABS的相同抗原或表位具有特异性。在某些其中修饰是两个或更多的额外的结合部分

的实施方案中，额外结合部分对同一抗原或表位具有特异性。在某些其中修饰是两个或更

多的额外的结合部分的实施方案中，额外结合部分对不同的抗原或表位具有特异性。

[0220] 在某些实施方案中，将一个或多个额外的结合部分连接到GAL9结合分子上是使用

体外方法，包括但不限于反应性化学和亲和标记系统，如下文第6.6.3节中更详细地讨论。

在某些实施方案中，一个或多个额外的结合部分通过Fc介导的结合(例如蛋白质A/G)连接

到GAL9结合分子。在某些实施方案中，使用重组DNA技术将一个或多个额外的结合部分连接

到GAL9结合分子上，例如在同一表达载体(例如质粒)上编码GAL9结合分子和额外结合部分

之间融合产物的核苷酸序列。

6.6.3.功能性/反应性群体

[0221] 在各种实施方案中，GAL9结合分子具有包含可用于下游工艺的官能团或化学活性

基团的修饰，例如与额外的部分(例如药物缀合物和额外的结合部分，如上文第6.6.1 .和

6.6.2.节中更详细地讨论的)和下游纯化工艺的连接。
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[0222] 在某些实施方案中，修饰是化学反应性基团，包括但不限于反应性硫醇(例如基于

马 来 酰 亚 胺的 反 应 性 基团 ) 、反 应 性 胺 (例 如 基 于 N ‑ 羟 基 琥 珀酰 亚 胺 ( N ‑

hydroxysuccinimide)的反应性基团)、"点击化学"基团(例如反应性炔基)和带有甲酰甘氨

酸(FGly)的醛。在某些实施方案中，修饰是功能性基团，包括但不限于亲和肽序列(如HA、

HIS、FLAG、GST、MBP和Strep系统等)。在某些实施方案中，功能基团或化学反应基团具有可

裂解的肽序列。在特定的实施方案中，可裂解肽通过包括但不限于光裂解、化学裂解、蛋白

酶裂解、还原条件和pH条件等方式进行裂解。在特定的实施方案中，蛋白酶裂解是由细胞内

蛋白酶进行的。在特定的实施方案中，蛋白酶的裂解是由细胞外或膜相关的蛋白酶进行的。

采用蛋白酶裂解的ADC疗法在Choi等人(Therano  sties,2012；2(2):156‑178.)中有更详细

的描述，在此通过引用纳入其全部教导。

6.6.4.效应子功能减弱

[0223] 在某些实施方案中，GAL9结合分子在抗体结构域的氨基酸序列中具有一个或多个

工程化突变，该突变减弱了与抗体结合自然相关的效应子功能。效应子功能包括但不限于

由Fc受体与抗体的Fc部分结合而产生的细胞功能，如抗体依赖性细胞细胞毒性(ADCC，也称

为抗体依赖性细胞介导的细胞毒性)、补体固定(如Clq结合)、抗体依赖性细胞介导的吞噬

作用(ADCP)，以及调理作用。减少效应子功能的示例性工程化突变在美国公开号2017/

0137530,Armour,et  al.(Eur.J.Immunol.J.Immunol.29(8)(1999)2613‑2624) ,Shields,

et  al .(J .Biol .Chem .276 (9) (2001) 6591‑6604)和Oganesyan ,et  al .(Acta 

Cristallographica  D64(2008)700‑704)，其中每一篇都通过引用以其整体并入本文。

6.7.纯化的方法

[0224] 本文提供了纯化GAL9结合分子的方法。纯化步骤包括但不限于基于蛋白质的特

性，如尺寸(如尺寸排除色谱法)、电荷(如离子交换色谱法)，或疏水性(例如疏水性相互作

用色谱法)纯化GAL9结合分子。在一个实施方案中，进行阳离子交换色谱法。可以进行本领

域技术人员已知的其他纯化方法，包括但不限于使用蛋白A、蛋白G或蛋白A/G试剂。可以进

行单一纯化方法的多次迭代。可以进行各种纯化方法的组合。

6.7.1.复合物的组装和纯度

[0225] 在本发明的实施方案中，至少有四个不同的多肽链结合在一起，形成一个完整的

复合物，即GAL9结合分子。然而，不完整的复合物也可以形成，不包含至少四个不同的多肽

链。例如，不完整的复合物可以形成只有一个、两个或三个多肽链的复合物。在其他例子中，

不完全复合物可能包含三个以上的多肽链，但不包含至少四个不同的多肽链，例如，不完全

复合物不适当地与一个以上的不同多肽链的拷贝结合。本发明的方法将复合物，即完全组

装的GAL9结合分子，从不完全复合物中纯化出来。

[0226] 评估纯化步骤的功效和效率的方法是本领域技术人员所熟知的，包括但不限于

SDS‑PAGE分析、离子交换色谱法、尺寸排阻色谱法和质谱法。纯度也可以根据各种标准来评

估。标准的例子包括，但不限于。1)评估完全组装的GAL9结合分子提供的洗脱液中总蛋白质

的百分比，2)评估纯化所需产品的方法的倍数富集或百分比增加，例如，比较洗脱液中完全

组装的GAL9结合分子提供的总蛋白质与起始样品中的蛋白质，3)评估总蛋白质的百分比或

不需要的产品的百分比减少，例如。3)评估总蛋白的百分比或不希望的产物，如上述不完整

的复合物，包括确定特定的不希望的产物(如未缔合的单个多肽链，多肽链的任何组合的二
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聚体，或多肽链的任何组合的三聚体)的百分比或减少的百分比。纯度可以在本文所述的任

何方法组合后评估。

6.8.制造方法

[0227] 本文所述的GAL9结合分子可以通过使用目前用于抗体制造的标准无细胞翻译、瞬

时转染和稳定转染方法进行表达而容易制造。在具体的实施方案中，可以使用Expi293细胞

(ThermoFisher)来生产GAL9结合分子，使用ThermoFisher的方案和试剂，例如

ExpiFectamine，或本领域技术人员已知的其他试剂，例如Fang等人(Biological 

Procedures  Online,2017,19:11)中详细描述的聚乙烯亚胺，通过引用将其全部教导并入

本文。

[0228] 使用各种纯化策略，包括但不限于使用蛋白A、蛋白G或蛋白A/G试剂，可以很容易

地将表达的蛋白与不希望的蛋白和蛋白复合物分离。进一步的纯化可以使用本领域内常规

使用的离子交换色谱法来影响。

6.9.医药组合物

[0229] 在另一个方面，提供了药物组合物，其包括本文所述的GAL9结合分子和药学上可

接受的载体或稀释剂。在典型的实施方案中，该药物组合物是无菌的。

[0230] 在各种实施方案中，药物组合物包括浓度为0.1mg/ml‑100mg/ml的GAL9结合分子。

在具体实施方案中，药物组合物包括浓度为0.5mg/ml、1mg/ml、1.5mg/ml、2mg/ml、2.5mg/

ml、5mg/ml、7.5mg/ml或10mg/ml的GAL9结合分子。在某些实施方案中，药物组合物包括浓度

超过10mg/ml的GAL9结合分子。在某些实施方案中，GAL9结合分子的浓度为20mg/ml、25mg/

ml、30mg/ml、35mg/ml、40mg/ml、45mg/ml、甚至50mg/ml或更高。在特定的实施方案中，GAL9

结合分子的存在浓度超过50mg/ml。

[0231] 在各种实施方案中，药物组合物在美国专利号8,961,964、美国专利号8,945,865、

美国专利号8,420,081、美国专利号6,685,940、美国专利号6,171,586,美国专利号8,821,

865,美国专利号9,216,219,美国申请10/813,483,WO  2014/066468,WO  2011/104381,和WO 

2016/180941,其中每一项都以其整体并入本文中。

6.10.治疗的方法

[0232] 在另一个方面，提供了治疗的方法，该方法包括以可治疗患者的有效量(例如治疗

有效量)向患有疾病或病况的患者(例如受试者)施用本文所述的GAL9结合分子。

6.10.1.受试者

[0233] 在一些实施方案中，所述受试者是哺乳动物。在一些实施方案中，该哺乳动物是小

鼠。在一个优选的实施方案中，该哺乳动物是人类。在一些实施方案中，相对于来自健康个

体(例如健康对照)的免疫细胞，例如血液树突状细胞，受试者的免疫细胞具有增加的PD‑L2

表达。

6.10.2.联合治疗

[0234] GAL9结合分子可单独使用或与其他治疗剂或程序联合使用，以治疗或预防疾病或

病况。GAL9结合分子可以同时或按顺序给药，这取决于要治疗的疾病或病症。

[0235] 抗GAL9结合分子可与临床上使用的或属于当前治疗标准的药剂或程序结合使用，

以治疗或预防某种疾病或病症。

在一些实施方案中，GAL9结合分子与第二免疫抑制剂联合施用。在某些实施方案
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中，第二种免疫抑制剂是一种糖皮质激素(如泼尼松、地塞米松或氢化可的松)、一种细胞抑

制剂、抗细胞因子抗体，包括抗TNFα、抗ILl、抗IL5、抗IL6、抗IL‑17抗体和抗IL‑23抗体，以

及减少炎症细胞因子信号转导的小分子药物，如JAK/STAT抑制剂、甲氨蝶呤、羟氯喹、氯喹、

抗CD25或抗CD52抗体，或作用于免疫亲和素的药物(例如，环孢菌素或西罗莫司，或任何其

他已知可抑制或阻止免疫系统活动的药物。

[0236] 在一些实施方案中，GAL9结合分子与一种或多种抗炎药物联合施用。

6.10.3.自身免疫性或炎症性疾病

[0237] 在一些实施方案中，治疗包括向患有自身免疫性疾病或炎症性疾病的受试者施用

本文所述的GAL9结合分子，其用量对治疗该受试者有效。

[0238] 在一些实施方案中，自身免疫性疾病是肌萎缩性侧索硬化症(ALS)、失弛缓症、阿

狄森氏病、成人斯蒂尔氏病、丙种球蛋白缺乏血症、斑秃、淀粉样变、强直性脊柱炎、抗GBM/

抗TBM肾炎、抗磷脂综合征、自身免疫性血管水肿、自身免疫性自主神经障碍、自身免疫性脑

脊髓炎、自身免疫性肝炎、自身免疫性内耳疾病、自身免疫性心肌炎、自身免疫性卵巢炎、自

身免疫性睾丸炎、自身免疫性胰腺炎、自身免疫性视网膜病变、自身免疫性荨麻疹、轴索及

神经病(AMAN)、Balo病、白塞氏病、良性粘膜疱疹、牛痘、卡斯特曼病、乳糜泻、南美锥虫病、

慢性炎症性脱髓鞘多发性神经病、慢性复发性多灶性骨髓炎、Churg‑Strauss综合征、嗜伊

红细胞性肉芽肿病、瘢痕性类天疱疮、科根氏(Cogan’s)综合征、冷凝集素病、先天性心脏传

导阻滞、柯萨奇心肌炎、CREST综合征、克罗恩病、带状疱疹、皮肌炎、Devic病(视神经炎)、盘

状狼疮、Dressier's综合征、子宫内膜异位症、嗜酸细胞性食管炎(EoE)、嗜酸细胞性筋膜

炎、结节性红斑、原发性混合性冷球蛋白血症、埃文斯综合征、纤维肌痛、纤维化肺炎、巨细

胞动脉炎(颞部动脉炎)、巨细胞心肌炎、肾小球肾炎、Goodpasture's综合征、肉芽肿性多血

管炎、Graves病、Guillain‑Barre综合征、桥本甲状腺炎、溶血性贫血、Henoch‑Schonlein 

purpura(HSP)、妊娠期疱疹或妊娠期疱疹(PG)、化脓性皮炎(HS)(Acne  Inversa)、低丙种球

蛋白血症、IgA肾病、IgG4相关硬化性疾病、免疫性血小板减少性紫癜(ITP) ,包涵体肌炎,间

质性膀胱炎,青少年关节炎,青少年糖尿病(1型糖尿病),青少年肌炎,川崎病,兰伯特‑伊顿

综合征,白细胞减少性脉管炎,扁平苔藓,扁平苔藓,木质结膜炎,线性IgA病(LAD) ,红斑狼

疮,慢性莱姆病,美尼尔氏病、显微镜下多血管炎，混合性结缔组织病(MCTD)，Mooren 's溃

疡，Mucha‑Habermann病，多灶性运动神经病(MMN)或MMNCB，多发性硬化症，重症肌无力，肌

炎，嗜睡症，新生儿狼疮，视神经炎，中性粒细胞减少症，眼部卡他性丘疹，视神经炎，掌状风

湿病(PR)，PANDAS、副肿瘤性小脑变性(PCD) ,阵发性夜间血红蛋白尿(PNH) ,Parry  Romberg

综合征,Pars  planitis(周边葡萄膜炎),Parsonage‑Turner综合征,pemphigus,周围神经

病、周围脑脊髓炎、恶性贫血(pa)、POEMS综合征、结节性多动脉炎、I型、II型或III型多腺体

综合征、多发性风湿病、多肌炎、心肌梗死后综合征、心包切除术后综合征、原发性胆汁性肝

硬化、原发性硬化性胆管炎、孕激素皮炎、银屑病、银屑病关节炎、纯红细胞增生症、脓皮病、

雷诺现象、反应性关节炎、反射性交感神经萎缩症、复发性多软骨炎、不宁腿综合征、腹膜后

纤维化、风湿热、类风湿性关节炎、肉瘤病、施密特综合征、硬膜炎、硬皮病、Sjogren's综合

征、精子和睾丸自身免疫、僵人综合征、亚急性细菌性心内膜炎、Susac's综合征、交感神经

性眼炎、Takayasu's动脉炎、睾丸自身免疫。睾丸自身免疫、僵人综合征、亚急性细菌性心内

膜炎、苏萨克综合征、交感神经性眼炎、高加索动脉炎、颞动脉炎、巨细胞动脉炎、血小板减
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少性紫癜、Tolosa‑Hunt综合征、横纹肌炎、1型糖尿病、溃疡性结肠炎、未分化结缔组织病、

葡萄膜炎、脉管炎、白癜风或Vogt‑小柳原田综合症。

[0239] 在一些实施方案中，自身免疫性疾病选自包括：炎症性肠病、克罗恩病、溃疡性结

肠炎、结肠炎、乳糜泻、类风湿性关节炎、白塞氏病、淀粉样变性、银屑病、银屑病关节炎、系

统性红斑狼疮肾炎、移植物抗宿主疾病(GVHD)、非酒精性脂肪性肝炎(NASH)，以及强直性脊

柱炎。在一个优选的实施方案中，该疾病是克罗恩病。

[0240] 在一些实施方案中，治疗包括向有移植排斥风险的受试者施用如本文所述的GAL9

结合分子，其量可有效减少移植排斥反应。在一些实施方案中，治疗包括向患有移植物抗宿

主病的受试者施用本文所述的GAL9结合分子，其量可有效减少GvHD。在一些实施方案中，治

疗包括向患有创伤后免疫反应的受试者施用本文所述的GAL9结合分子，其用量可有效减少

炎症。在一些实施方案中，治疗包括向患有缺血的受试者施用如本文所述的GAL9结合分子，

其量对治疗受试者有效。在一些实施方案中，治疗包括向经历过卒中的受试者施用本文所

述的GAL9结合分子，其量对治疗受试者有效。

[0241] 在一些实施方案中，治疗包括以有效减少急性呼吸窘迫综合征和/或急性细胞因

子释放综合征(细胞因子风暴)的量向具有病毒感染的受试者给予GAL9结合分子。在特定的

实施方案中，该病毒感染是感染SARS‑CoV‑2病毒，该疾病是COVID‑19。

6.10.4.给药

[0242] GAL9结合分子可以通过本领域已知的任何途径向受试者给药。例如，GAL9结合分

子可以通过例如动脉内、肌肉内、皮内、静脉内、腹膜内、鼻内、肠外、肺内、皮下给药、局部、

口服、舌下、瘤内、病灶内、滑膜内、鞘内、脑脊液内或静脉周围给药给予人类受试者。该GAL9

结合分子可作为药物组合物给受试者本身或给药。示例性药物组合物在此描述。

[0243] 本文公开的抗GAL9结合分子可以单独或与其他治疗剂或程序联合施用，以治疗或

预防疾病或病况。

[0244] 根据要治疗的病况或疾病，用GAL9结合分子治疗可以改善受试者的一个或多个临

床终点。改善患有疾病或病症的受试者的临床终点的例子包括但不限于：减少炎症、减少自

身免疫反应、延长缓解期、诱导缓解、重新建立免疫耐受、改善器官功能、减少疾病或病症的

进展或发展的风险、减少第二种疾病的进展或发展的风险、增加受试者的总生存期或其组

合。

6.11.实施例

[0245] 下面的例子是以说明的方式提供的，而不是限制。特别是，表达和纯化各种抗原结

合蛋白的方法以及它们在下面描述的各种检测中的使用都是非限制性的和说明性的。

6.11.1.方法

6.11.1.1.Expi293表达式

[0246] 根据制造商的说明，使用Expi293瞬时转染系统表达测试的各种抗原结合蛋白。简

而言之，除非另有说明，否则将编码各个链的质粒以1:1的质量比混合，并用ExpiFectamine 

293转染试剂盒转染到Expi  293细胞。细胞在37℃，8％的二氧化碳，100％的湿度和125rpm

的摇动下培养。转染16‑18小时后，对转染的细胞进行一次补料(fed)。在第5天，以2000g离

心10分钟，收获细胞。收集上清液进行亲和层析纯化。
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6.11.1.2.ExpiCHO表达

[0247] 根据制造商的说明，使用ExpiCHO瞬时转染系统表达各种GAL9抗原结合蛋白。简而

言之，编码各个链的质粒以例如1:1的质量比混合，并用ExpiFectamine  CHO转染试剂盒转

入ExpiCHO。

[0248] 细胞在37℃，8％的CO2，100％的湿度和125rpm的摇动下培养。转染的细胞一般在

转染16‑18小时后被补料一次。在第5天，以2000g离心10分钟，收获细胞。然后收集上清液进

行亲和层析纯化。

6.11.1.3.蛋白质A纯化

[0249] 含有各种抗原结合蛋白的清澈上清液使用蛋白质A(ProtA)树脂或抗CH1树脂在重

力流纯化器上进行分离。在进行头对头比较的实例中，含有各种抗原结合蛋白的上清液被

分成两个相等的样品。对于ProtA纯化，用PBS(5mM磷酸钾钠pH7.4，150mM氯化钠)平衡1mL 

Protein  A柱(GE  Healthcare)。样品以5毫升/分钟的速度被加载到柱子上。用0.1M醋酸钠

pH3.5洗脱样品。通过280nm的吸光度监测洗脱过程，合并洗脱峰进行分析。通过280nm的吸

光度监测洗脱过程，合并洗脱峰进行分析。

6.11.1.4.SDS‑Page分析

[0250] 含有各种分离的抗原结合蛋白的样品通过还原和非还原SDS‑PAGE分析是否存在

完全产物、不完全产物和总体纯度。将每个样品的2μg加入15μL  SDS上样缓冲液中。还原性

样品在有10mM还原剂的情况下于75℃孵育10分钟。非还原性样品在70℃下孵育5分钟，无还

原剂。将还原性和非还原性样品加载入4‑15％梯度TGX凝胶(BioRad)，加入运行缓冲液，在

220伏下运行30分钟。运行结束后，用去离子水清洗凝胶，并用GelCode  Blue  Safe  Protein 

Stain(ThermoFisher)进行染色。在分析之前，凝胶用去离子水脱色。使用标准的图像分析

软件对脱色后的凝胶的扫描图像进行密度分析，以计算每个样品中条带的相对丰度。

6.11.1.5.IEX色谱法

[0251] 含有各种分离的抗原结合蛋白的样品通过阳离子交换色谱法分析完整产品与不

完整产品和杂质的比例。用AKTA  Purifier  FPLC上的5‑ml  MonoS(GE  Lifesciences)分析

澄清的上清液。MonoS柱用10mM  MES  pH  6.0的缓冲液A进行平衡。样品以2毫升/分钟的速度

加载到柱子上。用0‑30％的梯度的缓冲液B(10mM  MES  pH  6.0，1M氯化钠)在6个柱体积(CV)

对样品进行洗脱。通过280纳米的吸光度监测洗脱过程，并通过峰值积分计算样品的纯度，

以确定单体峰和污染物峰的丰度。单体峰和污染物峰分别汇集在一起进行如上描述的SDS‑

PAGE分析。

[0252] 分析性SEC色谱法将1mg/mL的每个样品以1ml/min的速度加载到柱子上。使用

1.5CV  PBS的等度流洗脱样品。用280nm的吸光度监测洗脱过程，用峰值积分分析洗脱峰。

6.11.1.6.质谱分析法

[0253] 含有各种分离的抗原结合蛋白的样品通过质谱分析以确认分子量的正确种类。所

有分析都是由第三方研究机构进行的。简而言之，样品用酶cocktail处理以去除糖基化。样

品都以还原格式进行测试，以按分子量具体识别每条链。样品都在非还原条件下测试，以确

定样品中所有复合物的分子量。质谱分析被用来确定基于分子量的独特产品的数量。

6.11.1.7.通过噬菌体展示发现抗体

[0254] 人类Fab文库的噬菌体展示是使用标准方案进行的。人GAL9蛋白购自Aero 
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Biosystems(Human  Gal9  His‑tag  Cat#LG9‑H5244)，并使用EZ‑Link  NHS‑PEG12‑Biotin

(ThermoScientific  Cat#21312)按标准方案进行生物素化。使用标准方案，通过噬菌体

ELISA筛选噬菌体克隆与GAL9蛋白结合的能力。

[0255] 简而言之，使用能够在噬菌体中复制和表达的表达载体(也称为噬菌粒)构建Fab

格式的噬菌体库。重链和轻链都在同一个表达载体中编码，其中重链与噬菌体衣壳蛋白

pIII的截短变体融合。轻链和重链‑pIII融合物被表达为单独的多肽，并在细菌周质中组

装，其中的氧化还原电位使二硫键形成，从而形成含有候选ABS的噬菌体展示抗体。

[0256] 该文库使用来自特定的人类重链可变域(VH3‑23)和特定的人类轻链可变域(Vκ‑

1)的序列创建。对于筛选出的文库，VH结构域的全部三个CDR都被多样化，以匹配人类抗体

库中发现的按CDR长度计算的氨基酸位置频率。筛选库中的轻链可变结构只在VL  CDR3(L3)

中引入了多样性；轻链VL  CDR1(LI)和CDR2(L2)保留了人类种系序列。

[0257] 噬菌体展示库中使用的重链支架(SEQ  ID  NO:2)、轻链支架(SEQ  ID  NO:4)、完整

重链Fab多肽(SEQ  ID  NO:1)和完整轻链Fab多肽(SEQ  ID  NO:3)如下所示，其中小写"x"代

表创建库时变化的CDR氨基酸。

噬菌体展示VH支架[SEQ  ID  NO:2]：

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFxxxxIHWVRQAPGKGLEWVAxxxxxxxxxxxYADSVKGR

FTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARxxxxxxxxxxxxxDYWGQGTLVTVSSAS

噬菌体展示VL支架[SEQ  ID  NO:4]：

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSVSSAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASSLYSGVPSRFSGSRSG

TDFTLTISSLQPEDFATYYCQQxxxxxxTFGQGTKVEIKRT

噬菌体展示重链Fab多肽[SEQ  ID  NO:1]：

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFxxxxIHWVRQAPGKGLEWVAxxxxxxxxxxxYADSVKGR

FTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARxxxxxxxxxxxxxDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTS

GGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK

KVEPKSCDKTHTC

噬菌体展示轻链Fab多肽[SEQ  ID  NO:3]：

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSVSSAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASSLYSGVPSRFSGSRSG

TDFTLTISSLQPEDFATYYCQQxxxxxxTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDSQLKSGTASVVCLLNNFYPREA

KVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

[0258] 多样性是通过Kunkel诱变产生的，使用引物将多样性引入VH  CDR1(HI)、CDR2(H2)

和CDR3(H3)以及VL  CDR3，以模仿在天然抗体库中发现的多样性，如Kunkel,TA(PNAS  1月1

日，1985.82(2)488‑492)中详细描述的，通过引用以其整体并入本文。简而言之，使用标准

程序从分离的噬菌体制备单链DNA，并进行Kunkel诱变。然后将化学合成的DNA电穿孔到

MC1061F‑细胞。用限制性酶(Bam  HI和Xba  I)消化从过夜培养中获得的噬菌粒体，以去除野

生型序列。将消化后的样品电穿孔到TGI细胞中，然后进行回收。回收的细胞经传代培养后

用M13K07辅助噬菌体感染以产生噬菌体库。

[0259] 噬菌体淘选是使用标准程序进行的。简而言之，第一轮噬菌体淘选是用固定在链

霉亲和素磁珠上的靶标进行的，磁珠在1mL的PBST‑2％BSA中与准备好的库中的～5×1012个

噬菌体接触。孵育一小时后，用磁力架将磁珠结合的噬菌体从上清液中分离出来。将珠子洗
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三次以去除非特异性结合的噬菌体，然后加入到OD600在0.6的ER2738细胞(5毫升)中。20分

钟后，将被感染的细胞在25毫升2xYT+氨苄青霉素和M13K07辅助噬菌体(最终浓度，～

1010pfu/ml)中进行传代培养，并允许在37℃下剧烈摇晃过夜。第二天，使用标准程序通过

PEG沉淀法制备噬菌体。在平移之前，对特异于SAV包被磁珠的噬菌体进行了预清除。第二轮

淘选是使用KingFisher磁珠处理机和用100nM磁珠固定的抗原，使用标准程序进行的。总共

进行了3‑4轮的噬菌体淘选，以在噬菌体展示的Fab中富集对目标抗原特异的。使用多克隆

和单克隆噬菌体ELISA确认目标特异性富集。用DNA测序来确定含有候选ABS的分离的Fab克

隆。

[0260] 上述噬菌体筛选中鉴定的VL和VH结构域被重新格式化为二价单特异性的人全长

IgG1架构。

天然人全长IgG1重链结构[SEQ  ID  NO:5]：

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFxxxxIHWVRQAPGKGLEWVAxxxxxxxxxxxYADSVKGR

FTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARxxxxxxxxxxxxxDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTS

GGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD

KKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK

TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVS

LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS

LSLSPGK[SEQ  ID  NO:5]

天然人全长IgG1轻链结构：

相当于噬菌体显示轻链Fab，参见SEQ  ID  NO:3

6.11.1.8.结合动力学的Octet测定

[0261] 为了在GAL9结合探索活动(discovery  campaign)中测量定性的结合亲和力，将

IgG1重新格式化的结合物固定在Octet(Pall  ForteBio)生物层干涉仪的生物传感器上。

[0262] 然后将可溶性GAL9抗原添加到系统中并测量结合。定性的结合亲和力是通过观察

octet感应图的解离阶段从最弱(+)到最强(+++)的斜率来评估的。缓慢的脱离速度代表着感

应图解离阶段的下降可以忽略不计，并表示紧密结合的抗体(+++)。为了获得准确的单价亲

和力的动力学常数，在结合步骤中测量了涉及至少五个浓度的GAL9分析物的稀释系列(范

围从大约10到20X  KD到0.1X  KD值，2倍稀释)。在解离步骤中，将传感器浸入不含GAL9分析物

的缓冲溶液中，传感器表面的结合复合物在其中解离。使用Octet动力学分析软件，基于结

合和解离的速率曲线计算动力学和平衡结合常数。分析是全局进行的(全局拟合)，其中动

力学常数是由实验中包括的所有分析物浓度同时得出的。

6.11.1.9.表位分箱

[0263] 如上所述，将抗GAL9候选者格式化为二价单特异性的人类全长IgG1，使用基于

octet的'串联'试验，以成对的方式测试GAL9的结合。简而言之，生物素化的GAL9被固定在

链霉亲和素传感器上，两个抗GAL9的候选者被串联起来。生成一个竞争性阻断曲线，确定一

个给定的抗GAL9候选物是否阻断了一组其他抗GAL9候选物与GAL9的结合。对相同或不重叠

的结合区域进行竞争的抗GAL9候选物被分组，并被称为属于同一箱(bin)。

6.11.1.10.PBMC的激活和Galectin  9抗体处理

PepMix  HCMVA(pp65)(>90％)Protein  ID:P06725(Cat .No .PM‑PP65‑2 ,JPT 
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Peptide  Technologies)的单个试样按照制造商的说明制备。PepMixTMHCMVA(pp65)是通过

人巨细胞病毒(HHV‑5)的65kDa磷蛋白(pp65)(Swiss‑Prot  ID:P06725)得到的15聚肽重叠

的完整蛋白质跨度混合物，用于免疫刺激免疫细胞反应。

[0265] 按照标准条件解冻冷冻的人外周血单个核细胞(PBMC)，然后重新悬浮在生长培养

基(10％FBS  in  RPMI)中。

[0266] 将重悬的PBMC以5×105个细胞播种于96孔板。将细胞与2μg/mL  PepMixTMHCMVA

(pp65)加40μg/mL候选GAL9抗体或对照抗体在生长培养基中培养24小时，以温度37℃，5％

CO2。

6.11.1.11.LEGENDplex人类Th细胞因子检测法

[0267] 在PBMC激活和本文所述的Galectin  9抗体处理后，在处理后24小时和72小时通过

细胞因子珠阵列评估PBMC和免疫细胞亚群的细胞因子分泌，如下所示。

[0268] 收集200μl的细胞培养上清液，并离心以去除细胞碎屑。使用LEGENDplexTMHuman 

Thl  Panel(5plex)(Cat.No.740009,Biolegend)对所得上清液进行分析。LEGENDplexTM人类

Thl检测试剂盒是一种基于珠子的检测方法，可以用流式细胞仪同时定量检测人类细胞因

子IL‑2、IL‑6、IL‑10、IFN‑γ和TNF‑α。

[0269] 简而言之，根据制造商的说明制备细胞因子标准品和捕获珠混合物。按1:1:1的捕

获珠混合物：生物素化的检测抗体；检测缓冲液准备了检测母液。

[0270] 将12.5μL上清液样品或细胞因子标准品与37.5μL测定母液进行孵育。将平板密

封，用铝箔覆盖，并在室温下以600转/分钟的速度摇动2小时。然后用链霉亲和素‑藻红素

(SA‑PE)在室温下孵育30分钟，并在600rpm下摇晃。然后将珠子洗两次并重新悬浮，然后根

据制造商的说明进行流式细胞仪分析。

6.11.1.12.用标志物抗体对PBMC进行染色

[0271] 在本文所述的PBMC激活和Galectin  9抗体处理后，根据以下程序用标记抗体对

PBMCs免疫细胞进行染色。

[0272] 将细胞以5×106个细胞/毫升重悬于生长培养基(10％FBS  in  RPMI)。将200μL重

新悬浮的细胞等分布到96孔板中，然后用Fixable  Viability  Dye 780在2‑8℃下

孵育30分钟，以不可逆地标记死细胞。然后清洗细胞，再与人Fc阻断液(Cat.No .14‑9161‑

73，eBiosciences)在室温下孵育10分钟。

[0273] 根据下表制备抗体cocktail工作溶液。
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[0274] 用10μL稀释的抗体cocktail在2‑8℃下孵育孔30分钟。然后洗净并重新悬浮细胞，

并通过流式细胞仪分析。

[0275] 为了分析免疫刺激性标记物CD27、CD40L、ICOS、4‑1BB和OX40，遵循上述提供的相

同方案，但将细胞与替代性抗体cocktail孵育，详见下表2。
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6.11.2.实施例1：来自克罗恩病患者的血液树突状细胞的PD‑L2表达量增加

[0276] 程序性死亡1(PD‑l)缺陷的小鼠会发生各种类似自身免疫的疾病，这表明PD‑1受

体在免疫和自身免疫中发挥重要作用。PD‑1有两个内源性配体，PD‑L1和PD‑L2。PD‑1/PD‑L1

的相互作用已被牵涉到自身免疫中；然而，PD‑L2在自身免疫中的作用还不太清楚。

[0277] 克罗恩病(CD)是一种胃肠道的慢性炎症性疾病。虽然该病的具体原因还不太清

楚，但很明显，CD患者的免疫系统过度活跃，导致胃肠道的炎症和损害。这项研究是为了确

定克罗恩病患者的血液树突状细胞上PD‑L2和PD‑L1的表达。

研究参与者

[0278] 从29名经结肠镜检查证实患有克罗恩病的成年人身上抽取外周血。选择了处于不

同治疗阶段的患者，但如果他们接受过抗TNF‑α治疗，则被排除在外。作为对照，从13名接受

结肠直肠癌家族史筛查的健康成年人身上抽取外周血。

免疫染色

[0279] 将从10毫升全血中获得的单细胞悬浮液与Fc受体结合抗体进行孵育，以阻断特异
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性抗体的非特异性Fc结合。Fixable  Viability  Dye  eFluor780(ebioscience，San  Diego，

CA)被用来排除分析中的死细胞。以下的抗人类单克隆抗体被用来评估细胞：HLA‑DR 

PerCP‑Cy5.5(clone  G46‑6；BD  Bioscience,San  Jose,CA)；lineage  cocktail  BV510[CD3

(克隆OKT3)/CD14(克隆M5E2)/CD16(克隆3G8)/CD19(克隆HIB19)/CD20(克隆2H7)和CD56

(克隆HCD56]；CDl  lc  BV605(克隆3.9；BioLegend,San  Diego,CA)。

[0280] 抗人PD‑L2单克隆抗体(克隆MIH18；BioLegend，San  Diego，CA)和抗人PD‑L1单克

隆抗体(克隆29E .2A3；BioLegend，San  Diego，CA)或对照IgG分别使用Lightning‑Link 

Rapid  DyLight  647和Lightning‑Link  Rapid  DyLight  488(BioNovus  Life  Sciences,

Cherrybrook,NSW,Australia)内部标记。细胞用抗HLA‑DR、抗PD‑L2、或抗PD‑Ll或IgG对照

物在室温下染色30分钟，然后用PBS洗两次，每次5分钟，然后用1％多聚甲醛‑PBS，pH7.25固

定细胞。

流式细胞术

[0281] 用Fixable  Viability  Dyes(FVD)对细胞进行染色，并在侧向散射与正向散射图

的单个核细胞区域进行门控，以只捕获有活力的细胞。树突状细胞被定义为HLA‑DR+和Lin+，

然后在总的外周血人群中进行CD11c+的门控。对每个捐赠者至少收集1×104个事件。

[0282] 使用BD  LSR  Fortessa流式细胞仪分析细胞，并使用BD  FACSDiva软件(Becton&

Dickinson,Franklin  Lakes,NJ)、FCS  express(De  Novo软件，Glendale,CA)或FlowJo软件

(Tree  Star；Becton的子公司,Dickinson  and  Company,Ashland,OR)分析数据。

统计分析

[0283] 使用GraphPad  Prism(GraphPad  Software)进行基于双尾非参数Mann‑Whitney  U

检验。

显微镜

[0284] 显微镜样品是通过将染色、分选的细胞安装在玻璃载玻片上制成的。使用共聚焦

显微镜收集图像。

结果/结论

[0285] 图2显示了克罗恩病患者的CD11c+树突状细胞(DCs)细胞用IgG对照、抗PD‑L1或抗

PD‑L2染色的等值线图。我们观察到IgG对照有2.23％与DC细胞的非特异性结合，而抗PD‑Ll

抗体将28.6％的DC细胞染色为PD‑L1+。同样，在第二个实验中，IgG对照组仅与3.22％的

CD11c+DC结合，而抗PD‑L2抗体检测到62.7％的DC细胞为PD‑L2+。

[0286] 图3A‑3B显示了来自健康对照捐赠者和CD患者的在CD11c+血液树突状细胞中的

PD‑L2+细胞的百分比散点图(图3B)和在CD11c+血液树突状细胞中的PD‑L1+细胞的百分比散

点图(图3B)。散点图上的横条显示的是平均值。图3C‑3D显示了健康对照捐赠者和克罗恩病

患者CD11c+血液树突状细胞上PD‑L1表达量(GMI)(图3C)和PD‑L2表达量(GMI)的散点图(图

3D)。散点图上的横条表示平均值。单星号"*"表示P值＝0.0292。双星号"**"表示P值＝

0.0032。

[0287] 图4A‑4B显示了两个健康对照者和三个克罗恩病患者血液中树突状细胞(DC)的代

表性免疫染色。来自健康对照组的DC在整个细胞中显示出高的PD‑L1(绿色)和PD‑L2(红色)

染色；在附图中以灰色度呈现。相比之下，来自克罗恩病患者的树突状细胞显示出低的PD‑

L1表达和高水平的看起来是聚集的PD‑L2。在一些细胞中，我们观察到聚集的PD‑L1的高染
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色。

[0288] 结果表明，与健康对照的捐赠者相比，PD‑L2蛋白在克罗恩病患者的血液树突状细

胞中表达得更高。(P‑值＝0.0032)，产生的统计学差异高于PD‑L1(P‑值＝0.0292)。这些结

果表明，PD‑L2途径可能在克罗恩病和其他自身免疫性疾病中发挥重要作用。

6.11.3.实施例2：抑制克罗恩病患者PBMC中的PD‑L2带来临床上有利的细胞因子

谱

[0289] 本研究旨在确定与IgG对照组相比，抑制PD‑L2蛋白对克罗恩病(CD)患者PBMCs中

细胞因子谱的影响。

研究参与者

[0290] 血液样本来自14个不同的克罗恩病患者。使用肝素化的血液在Ficoll‑Paque

(Pharmacia，Freiburg，德国)上进行密度离心分离外周血单核细胞(PBMC)。来自对照组和

CD患者的分离的PBMC加入预包被抗CD3的孔中(2×105个细胞/孔)。R10培养基，补充有青霉

素(100IU/ml)、链霉素(0.1mg/ml)和L‑谷氨酰胺(0.29gm/1)。将对照IgG或阻断性抗PD‑L2

(MIH18)抗体以20μg/ml的剂量加入到培养物中。

处理

[0291] 用IgG对照或抗人PD‑L2抗体克隆MIH18(BioLegend)处理匹配的PBMC样本36小时，

然后进行测定。

细胞因子测定

[0292] 按照制造商的说明使用BDTMCytometric  Bead  Array(CBA)测量TNF‑α、IFN‑γ和

IL‑10的浓度。

统计分析

[0293] 使用GraphPad  Prism(GraphPad  Software)进行Wilcoxon配对有符号秩检验。

结果/结论

[0294] 匹配样本的TNF‑α和IFN‑γ的平均浓度分别显示在图5A‑5B中。图5C显示了IL‑10：

TNF‑α的平均比值。这些结果表明，抑制PD‑L2会通过降低促炎症细胞因子TNF‑α和IFN‑γ的

水平，并增加抑制性细胞因子IL‑10的水平而使得CD患者的PMBC中出现临床上有利的细胞

因子谱。

6.11.4.实施例3：刺激或阻断GAL9/PD‑L2通路调节小鼠CD4+T细胞中TNF‑α的分泌

[0295] 此前，我们表明GAL9可以结合可溶性PD‑L2，并且PD‑L2的一些免疫学效应是通过

多聚体PD‑L2与GAL9的结合而介导的，而不是通过PD‑1/PD‑L1(WO  2016/008005，其全文通

过引用并入本文)。目前的研究是为了确定刺激或阻断GAL9/PD‑L2通路是否可以调节小鼠

CD4+T细胞中TNF‑α的分泌。

动物

[0296] 研究中使用了C57BL6/J小鼠。研究中使用的所有动物都按照国家健康医学研究委

员会(NHMRC)的动物使用指南进行饲养和护理。

sPD‑L2

[0297] 带有人IgG1  Fc的可溶性小鼠PD‑L2(sPD‑L2)由Geneart(德国)定制生产。

抗体

[0298] 处理时，使用抑制性抗小鼠GAL9抗体克隆108A2( San  Diego,CA)或
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大鼠IgG2a对照抗体。抗小鼠GAL9克隆(108A2)结合小鼠Galectin‑9的连接肽(Oomizu,S.et 

al.,PLoS  One  7(1l):e48574(2012)；Doi:10.1371/journal.pone.0048574，在此通过引用

并入本文)。抗CD3(克隆145.2C11)(Aviva  Systems  Biology  Corp.San  Diego,CA)用于进

行刺激。

细胞分离和CD4+T细胞的刺激

[0299] 从五只小鼠中制成小鼠脾脏细胞悬液。使用Miltenyi  Biotec  Inc.(Auburn,CA)

的试剂盒分离出未受影响的CD4+T细胞。用抗CD3克隆145.2C11(Aviva  Systems  Biology 

Corp.San  Diego ,CA)以5μg/ml刺激小鼠CD4+T细胞。接下来，用IgG对照或sPD‑L2(20μg/

ml)，或用sPD‑L2和抗GAL9  mAh克隆108A2(均为20μg/ml)处理受刺激的CD4+T细胞，然后培

养36小时。

细胞因子测定

[0300] 处理36小时后，按照制造商的说明，使用BDTMCytometric  Bead  Array测量TNF‑α的

浓度。

统计分析

[0301] 使用GraphPad  Prism(GraphPad  Software)进行非参数Mann‑Whitney  U检验。

结果/结论

[0302] 图6显示了每个处理组的TNF‑α浓度水平的柱状图。单独用sPD‑L2处理活化的CD4+

T细胞，与IgG对照相比，CD4+T细胞分泌的TNF‑α明显增加，*P值<0.0001。加入抑制性抗小鼠

GAL9抗体(108A2)后，与用108A2处理的活化CD4+T细胞相比，以及与IgG对照相比，活化CD4+T

细胞的TNF‑α分泌都明显减少，*P值<0.0001。

[0303] sPD‑L2与T细胞上的GAL9结合，诱导TNF‑α的分泌，而抑制GAL9会阻断sPD‑L2介导

的CD4+T细胞中TNF‑α的分泌。这些结果表明，GAL9/PD‑L2途径调节受刺激的CD4+T细胞中的

TNF‑α水平。

6.11.5.实施例4：在疟疾感染小鼠的CD4+T细胞中，抑制性抗小鼠GAL9(108A2)抗

体独立于PD‑1/PD‑L1起作用而激活性抗GAL9抗体则不然

[0304] 本研究是为了研究抑制性和激活性GAL9抗体对PD‑1/PD‑L1途径的依赖性。

[0305] 感染疟疾的小鼠模型可用于研究免疫机制和对药物的敏感度。Wykes,MN等人，Eur 

J  Immunol.(2009)39:2004‑7，其全部内容通过引用并入本文。此外，已经证明导致疟疾的

疟原虫可以利用PD‑1途径来"停用"T细胞功能。当PD‑1缺失的小鼠被证明能迅速和完全清

除夏氏疟原虫(P.chabaudi)感染时，PD‑1在疟疾发病机制中的明确作用被证明。因此，疟疾

感染模型可用于了解PD‑1及其配体PD‑L1和PD‑L2在免疫中的相对作用。

抗体

[0306] 本研究使用了抑制性抗小鼠GAL9抗体(108A2)和激活性抗小鼠GAL9抗体(RG9.1)

(Cat.No.BE0218,InVivoMab  Antibodies)。

感染疟疾的小鼠模型

[0307] C57BL/6小鼠的队列被感染了非致命性疟疾(P.yoelii  17XNL)。静脉注射105个

P.yoelii感染的红细胞后，将小鼠培养7天，使感染发生。

CD4+T细胞的分离和处理

[0308] 使用Miltenyi  Biotec未影响的CD4+T细胞分离试剂盒从疟疾感染的小鼠中分离
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出CD4+T细胞。接下来，用对照IgG抗体、抑制性抗小鼠GAL9抗体(108A2)或激活性抗小鼠

GAL9抗体(RG9.1)培养分离的T细胞并处理过夜。

免疫染色和显微镜检查

[0309] 处理后，用DAPI(检测DNA)和使用Lightning‑Link  Rapid  DyLight  647、594或488

试剂盒标记的抗OX40(CD134)、抗PD‑1和抗PD‑L1(BioXCell,Lebanon,NH)抗体对细胞进行

染色。免疫染色通过共聚焦成像观察。

结果/结论

[0310] 图7显示了用IgG对照、抑制性抗小鼠GAL9抗体(108A2)或激活性抗小鼠GAL9抗体

(RG9.1)处理的CD4+T细胞的代表性共聚焦图像。红色染色显示PD‑1受体，绿色染色显示PD‑

L1配体，黄色染色显示OX40受体，蓝色染色显示DNA(DAPI)，在附图中以灰阶呈现。

[0311] 我们观察到，用活化的抗小鼠GAL9(RG9 .1)抗体处理可降低PD‑1受体(染色水平

低)和PD‑L1配体(染色水平大幅减弱)的表达。相反，我们观察到，用抑制性抗GAL9(108A2)

处理对表达PD‑1受体(染色水平与IgG对照水平相似)或PD‑L1配体(染色水平与IgG对照水

平相似)没有影响。此外，我们观察到用抑制性抗GAL9(108A2)处理导致OX40的表达减少。这

些结果表明，抑制性GAL9抗体在CD4+T细胞中独立于PD‑1/PD‑L1途径发挥作用。

6.11.6.实施例5：用抑制性抗小鼠GAL9(108A2)处理降低了PD‑L2介导的感染疟疾

的小鼠CD4+和CD8+T细胞的存活率

[0312] 本研究是为了确定抑制性抗小鼠GAL9(108A2)抗体对PD‑L2介导的来自疟疾感染

小鼠的CD4+和CD8+T细胞的生存的影响。

[0313] PD‑L2已被证明可通过增加寄生虫特异性CD4+和CD8+T细胞的数量来保护小鼠免受

致命的疟疾感染，从而介导CD4+和CD8+T细胞在疟疾感染小鼠中的生存。参见Karunarathne 

et  al.Immunity(2016) .Aug  16:45(2):333‑45)，其全部内容通过引用并入本文。

感染疟疾的小鼠模型

[0314] 用非致死性疟疾(P.yoelii  17XNL)感染5只C57BL/6小鼠的群组。静脉注射105个

P.yoelii感染的红细胞后，将小鼠培养7天，使感发生染。研究中使用的所有动物都是按照

国家健康医学研究委员会(NHMRC)的动物使用指南进行饲养和护理的。

sPD‑L2

[0315] 作为阳性对照，用Geneart(德国)公司定制的可溶性PD‑L2"sPD‑L2"处理CD4+和

CD8+T细胞。

细胞分离、处理和存活率测定

[0316] 通过使用用于未受影响的CD4+和CD8+T细胞的Miltenyi  Biotec  Inc.(Auburn,CA)

的试剂盒的FACS，从受感染的小鼠中分离出CD4+和CD8+T细胞。分离，然后在37℃下培养36小

时。接下来，用20mg/ml的sPD‑L2或20mg/ml的抗小鼠GAL9(108A2)处理CD4+和CD8+T细胞。处

理后，用活力染料和流式细胞术对细胞进行活力测定。

结果/结论

[0317] CD4+T细胞和CD8+T细胞的存活测定实验结果分别显示在图8A和图8B中。用sPD‑L2

处理增加了CD4+和CD8+T细胞中PD‑L2介导的存活。相反，用sPD‑L2和抗GAL9(108A2)处理后，

CD4+和CD8+T细胞中的PD‑L2介导的存活率都下降。这些结果表明，PD‑L2与GAL9共同起作用，

介导CD4+和CD8+T细胞的生存。
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6.11 .7.实施例6：阻断GAL9/PD‑L2途径可减少疟疾感染小鼠活化CD4+T细胞中的

促炎症细胞因子

[0318] 本研究旨在确定通过阻断性抗PD‑L2抗体或抑制性抗小鼠GAL9(108A2)抗体阻断

GAL9/PD‑L2途径是否能减少疟疾感染小鼠的活化CD4+T细胞中促炎症细胞因子的分泌。

感染疟疾的小鼠模型

[0319] 将5只C57BL/6小鼠组成的队列感染疟疾菌株P.yoelii  17XNL并培养7天，以使感

染发生。研究中使用的所有动物都按照NHMRC的动物使用指南进行饲养和照料。

抗体

[0320] 使用阻断性抗小鼠PD‑L2  mAb克隆TY25(BioXCell,Lebanon,NH)或抑制性抗小鼠

GAL9克隆108A2( San  Diego,CA)。

细胞分离和共培养的刺激

[0321] 通过使用用于CD4+T细胞分离Miltenyi  Biotec试剂盒(Auburn,CA)和用于DC分离

的CD11c+珠球，从感染疟疾的小鼠分离CD4+T细胞和DC细胞。接下来，将大约1x106个T细胞与

2x105个DC在至少一式三份的孔中进行培养，然后与20ug/ml的抗PD‑L2  mAb或20ug/ml的抗

Gal9  mAb培养36小时。

细胞因子测定

[0322] 处理后，按照制造商的说明，用BDTMCytometric  Bead  Array(CBA)测量IFN‑γ或

TNF‑α的浓度。

统计分析

[0323] 使用GraphPad  Prism(GraphPad  Software)进行带Welch's校正的非配对t检验。

结果/结论

[0324] 图9A显示了每个处理组检测的IFN‑γ浓度的柱状图。与未处理的共培养对照组相

比，用抗PD‑L2或抗GAL9(108A2)处理都导致IFN‑γ水平显著降低。

[0325] 图9B显示了每个处理组检测到的TNF‑α浓度的柱状图。用抗PD‑L2或抑制性抗小鼠

GAL9抗体(108A2)处理，与未处理的共培养对照组相比，TNF‑α水平明显降低。星号"*"表示

与对照组相比，P值<0.05的统计学显著性。值得注意的是，用抗PD‑L2和抗GAL9(108A2)处理

将IFN‑γ和TNF‑α的降至大致相同的浓度水平。

6.11.8.例7：人GAL9(抗人GAL9)的结合臂探索活动

[0326] 如上所述，使用单克隆噬菌体ELISA格式，针对GAL9抗原筛选了其中引入了Fab 

CDR的多样性的化学合成的Fab噬菌体文库。对表达识别GAL9的Fabs的噬菌体克隆进行测

序。

[0327] 该活动最初确定了52个GAL9结合候选者(抗原结合位点克隆)。在这些克隆的可变

区域被重新格式化为二价单特异性人IgG1格式后进行功能测定，确定了30种具有免疫抑制

特性的抗体。

[0328] 表3列出了来自30个抑制性ABS克隆的VH  CDR1/2/3序列，只显示了在构建库时被

改变的CDR的残基。表4列出了已鉴定的ABS克隆中的VL  CDR1/2/3序列；轻链CDR1和CDR2序

列是不变的，只有CDR3的残基在构建库时有变化。

说　明　书 39/114 页

46

CN 114025797 A

46



说　明　书 40/114 页

47

CN 114025797 A

47



说　明　书 41/114 页

48

CN 114025797 A

48



[0329] 表5根据多个本领域公认的定义，列出了人候选抑制性抗GAL9抗体的完整CDR序

列。
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[0329] 表6列出了被格式化为二价单特异性人全长IgG1架构的各种ABS候选者的完整免

疫球蛋白重链和完整免疫球蛋白轻链序列，以及VH和VL序列。
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[0331] 对选定的GAL9结合候选者进行了结合特性分析：与小鼠GAL9的交叉反应性结合；

定性结合；表位分箱(箱2‑与LS  Bio公司的商业抗体克隆ECA8[LS‑C179448]的候选箱；箱3‑

与LS  Bio公司的商业抗体克隆ECA42[LS‑C179449](图10中提到的"工具抗体")的候选箱)，

以及单价亲和性结合。分析结果列于表7。
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[0332] 进一步分析了选定的GAL9结合候选物的序列基序，这些基序可能不利地影响与临

床开发相关的抗体特性，诸如稳定性、可变异性和免疫原性。计算分析是根据Kumar和Singh

(Developability  of  biotherapeutics:computational  approaches .Boca  Raton:CRC 
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Press,Taylor&Francis  Group,2016)进行的。分析结果见表8，并证明在所列克隆中存在数

量有限的不利的序列基序，表明有进一步临床开发的潜力。
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6.11.9.实施例8：抗人GAL9候选物对外周血单个核细胞(PBMC)产生细胞因子的影

响

[0333] 候选的抗人GAL9抗原结合位点(ABS)被格式化为二价单特异性的天然全长IgG1重

链和轻链架构(分别为SEQ  ID  NO:5和SEQ  ID  NO:3)，并测试其对肽刺激后人PBMC产生细胞

因子的影响。基本上按照上文第6.11.1节所描述的对PBMC进行了刺激。简而言之，从已知对

人CMV病毒(HCMV)有反应的人类供体中采集PBMC，置于培养液中，用HCMV  PepMix刺激以引

发抗原特异性反应，并用以下之一处理：对照IgG、对比性抗人GAL9工具激活性mAb(克隆

ECA42，小鼠IgG2a)、α‑PD1(Nivolumab)或格式化为二价单特异性全长人IgG1抗体的候选抗

GAL9抗体。通过珠球细胞因子阵列在处理后24和72小时测量细胞因子的分泌。INF‑γ和

TNF‑α的结果在图10A和10B中描述。图10中显示的数据在下面提供的表9和表10中有更详细

的描述。

6.11.10.实施例9：用抗人GAL9  IgG1抗体P9‑11、P9‑37或P9‑57处理减少了活化的

PBMC中TNF‑α和IFN‑γ的产生

[0334] 从实施例7中选择的抑制性抗人GAL9候选物，格式化为二价单特异性人IgG1抗体，

在另外三个人类供体的PBMCs上进一步测试其抑制PBMC中细胞因子产生的能力。

刺激PBMC

[0335] 从供体19、供体RCB和供体RG收集人原代PBMC，已知其对人类CMV病毒(HCMV)有强

烈反应。基本上按照上文第6.11.1节中描述的方式刺激PBMC。简而言之，从已知对人CMV病
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毒(HCMV)有反应的供体中采集PBMC，置于培养液中，用HCMV  PepMix刺激以引发抗原特异性

反应，并用格式为二价单特异性全长人类IgG1抗体的P9‑41、P9‑42、P9‑53、P9‑11、P9‑37或

P9‑57，或人IgG对照，进行处理。

细胞因子测定

[0336] 按照制造商的说明，在处理后24小时和72小时使用BDTMCytometric  Bead  Array

(CBA)测量TNF‑α和IFN‑γ的分泌。测定以一式四份进行。

结果/结论

[0337] 图11A‑11C中显示了处理72小时的代表性数据。平均值在散点图上以横条表示。误

差条表示标准偏差。

[0338] 图11A‑11B显示了用人IgG对照(hlgG)和抑制性抗人GAL9候选物处理后TNF‑α水平

的散点图。11A‑11B显示了用人IgG对照(hlgG)和抑制性抗人GAL9候选物处理后的TNF‑α水

平散点图。与IgG对照相比，用格式化为人IgG1抗体的P9‑11、P9‑37或P9‑57处理，降低了所

有三个人供体的PBMC中的TNF‑α水平。图11C显示了用人类对照IgG(hlgG)或抗人类GAL9候

选物处理后IFN‑γ水平的散点图。与对照组相比，用P9‑11、P9‑37或P9‑57处理降低了PBMC

中的IFN‑γ水平。

[0339] 用P9‑41、P9‑42或P9‑53处理后，TNF‑α和IFN‑γ的分泌呈中性或微弱(数据未显

示)。

6.11.11.实施例10：用抗人GAL9  P9‑11、P9‑24或P9‑34处理，可减少活化的PBMC中

TNF‑α和INF‑γ的产生并增加IL‑10的产生

[0340] 本研究是为了确定实施例7中选择的抑制性抗人GAL9候选物对活化的人PBMCs中

TNF‑α、IFN‑γ和IL‑10的分泌的影响。

刺激PBMC

[0341] 基本上按照上文第6.11.1节所述的方式刺激PBMCs。简而言之，从已知对人类CMV

病毒(HCMV)有高度反应的人类供体中采集PBMCs，置于培养物中，用HCMV  PepMix刺激以引

发抗原特异性反应，并用格式化为二价单特异性人IgG1抗体的P9‑11、P9‑24和P9‑34中的一

种，或人IgG对照，进行处理。

细胞因子测定

[0342] 按照制造商的说明，使用BDTM细胞计数珠阵列(CBA)，在治疗后72小时测量TNF‑α、

IFN‑γ和IL‑10的细胞因子分泌。

结果/结论

[0343] 图12A显示了用对照IgG(hlgG)或抑制性抗人GAL9候选物处理后的TNF‑α水平柱状

图。与IgG对照组相比，用抗人IgG1  P9‑11、P9‑24或P9‑34处理导致PBMC分泌的TNF‑α减少。

图12B显示了用对照IgG(hlgG)或抑制性抗GAL9候选物处理后的IFN‑γ水平柱状图。与IgG

对照相比，用抗人GAL9抗体P9‑11、P9‑24或P9‑34处理后，PBMC分泌的IFN‑γ减少。图12C显

示了用抑制性抗人GAL9候选物或IgG对照处理后的IL‑10水平的柱状图。与对照组相比，用

P9‑11、P9‑24或P9‑34抗体处理增加了PBMC中IL‑10的分泌。

6.11.12.实施例11：用抗人GAL9抗体P9‑11、P9‑24或P9‑34处理活化的CD3+T细胞

可以改善细胞因子谱，而抗小鼠GAL9(108A2)则导致细胞因子分泌的完全阻断

[0344] 我们测量了IFN‑γ、TNF‑α或IL‑10细胞因子的分泌，以确定抗小鼠GAL9(克隆
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108A2)和抗人GAL9抗体P9‑11、P9‑24或P9‑34(格式化为人IgG1抗体)对小鼠活化CD3+T细胞

中细胞因子谱的影响。

动物和CD3+T细胞的分离

[0345] 每个治疗组使用五只小鼠。研究中使用的所有动物都按照NHMRC的动物使用指南

进行饲养和照料。

抗体

[0346] 使用了格式化为二价单特异性人IgG1抗体的P9‑11、P9‑24和P9‑34抗体，以及人

IgG对照。此外，还使用了抑制性抗小鼠GAL9克隆108A2"mGAL9"( San 

Diego,CA)。

CD3+T细胞的刺激

[0347] CD3+T细胞(CD90.2+CD3+)从幼稚小鼠的脾脏中分离出来。用抗CD3克隆145.2C11

(Aviva  Systems  Biology  Corp.San  Diego,CA)以5μg/ml刺激小鼠CD3+T细胞，浓度为。接

下来，受刺激的CD3+T细胞用IgG对照组或抑制性抗体的一种以20μg/ml处理并培养72小时。

细胞因子测定

[0348] 处理72小时后，按照制造商的说明，使用BDTMCytometric  Bead  Array(CBA)测量

IFN‑γ、TNF‑α或IL‑10的浓度。

统计分析

[0349] 使用GraphPad  Prism(GraphPad  Software)进行非参数无配对t检验。

结果/结论

[0350] 结果显示在图13A和13B中。TNF‑α:IL‑10或INF‑γ:IL:10的比值降低表明促炎症

细胞因子的减少并有抑制性细胞因子IL‑10的增加。用抗小鼠GAL9(108A2)抗体处理可明显

减少TNF‑α、IFN‑γ和IL‑10的分泌。见图13A。相反，用抗人GAL9抗体P9‑11、P9‑24或P9‑34

(人IgG1  Fc)处理并没有减少TNF‑α或IFN‑γ的分泌，而IL‑10的分泌则显著增加。见图13B。

星号"*"表示与对照组相比，P值

<0.05的统计学显著性。

[0351] 用抗人P9‑11和P9‑24抗体(格式为人IgG1抗体)处理，导致炎症环境改善，减少

TNF‑α、IFN‑γ的分泌，增加IL‑10的分泌。值得注意的是，用抗小鼠GAL9(108A2)处理导致细

胞因子反应的完全阻断，包括IL‑10的分泌。抗人GAL9和抗鼠GAL9(108A2)产生的细胞因子

谱的差异表明，抗人GAL9和抗鼠GAL9(108A2)抗体有不同的作用机制。

6.11.13.实施例12：用抗人GAL9处理并没有实质性地改变刺激的CD4+和CD8+T细胞

中的免疫检查点分子的表达，并且减少CD8+T细胞中的4‑1BB、CD40L和OX40共刺激分子

[0352] 本研究是为了确定抗人GAL9候选者P9‑11、P9‑24和P9‑34对受刺激的CD8+和CD4+T

细胞中所选定的检查点分子表达的影响，以及抗人GAL9  P9‑11对受刺激的CD8+T细胞中所

选定的共刺激分子的影响。

刺激和处理

[0353] 如上所述刺激包括了CD8+或CD4+T细胞群的PBMC，并用格式化为二价单特异性人

IgG1抗体的抗人GAL9  P9‑11、P9‑24、P9‑34或人IgG对照物进行处理。

免疫标记

[0354] 将PMBCs以5x106个细胞/mL重悬于含10％FBS的RPMI中。将200μL重悬的细胞等分
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布到96孔板中，然后用Fixable  Viability  Dye 780在2‑8℃下染色30分钟，以不

可逆地标记死细胞。然后清洗细胞，并在室温下用人Fc封闭溶液(Cat .No .14‑9161‑73，

eBiosciences)孵育10分钟。通过流式细胞术评估PD‑L1、PD‑1、CTLA‑4、TIM3、LAG3、4‑1BB、

CD27、CD40L、ICOS或OX40的表面表达。

流式细胞术

[0355] 使用BD  LSR  Fortessa流式细胞仪和BD  FACSDiva软件(Becton,Dickinson  and 

Company,Franklin  Lakes,NJ,USA)进行流式细胞术分析。对于每个样品，至少收集5×105

个事件。

[0356] 对免疫检查点分子染色为阳性的CD4+或CD8+T细胞的百分比的代表性数据在下文

表11和表12中列出。对于共刺激分子染色阳性的CD8+T细胞百分比数据见下表13。

[0357] "％值"表示具有可检测水平的指定标记物的细胞的％。"(x)"表示与人IgG对照相

比，用选定的a‑GAL9候选抗体处理后的倍数变化。

结果/结论

[0358] 在受刺激的CD8+或CD4+T细胞中，任何免疫检查点分子的表达没有实质性变化。然

而，我们观察到在受刺激的CD8+T细胞中，共刺激分子4‑1BB、CD40L和OX40减少。这些结果表
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明，抗人GAL9候选物对细胞因子反应的影响是由抑制GAL9驱动的，并且不是通过PD‑1/PD‑

L1免疫检查点途径或其他检查点分子，如CTLA‑4、TIM3或LAG3。

7.等同形式

[0359] 虽然已经说明和描述了各种具体的实施方案，但上述说明书并不是限制性的。可

以理解的是，在不背离本发明的精神和范围的情况下，可以做出各种改变。本领域的技术人

员在阅读本说明书后会发现许多变化。
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图1A
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图1A(续)
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图1B
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图1B(续)
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图2
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图3A

图3B

图3C
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图3D

图4A
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图4B

图5A
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图5B

图5C
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图6
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图7

说　明　书　附　图 11/21 页

132

CN 114025797 A

132



图8A

图8B
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图9A

图9B
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图10A
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图10B
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图11A

图11B
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图11C
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图12A

说　明　书　附　图 18/21 页

139

CN 114025797 A

139



图12B
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图12C

图13A
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图13B
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