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1.一种治疗硬皮病的方法，其包含

向罹患或易患硬皮病的个体投与有效量的抗 CCL2 抗体或其片段，使得目标组织中硬

皮病的至少一种症状或特征的强度、严重度或频率降低或具有延迟的发作。

2.根据权利要求 1所述的方法，其中所述硬皮病的至少一种症状或特征是选自内皮细

胞损伤、基底膜层增生、血管周围单核细胞浸润、纤维化、内脏器官架构紊乱、血管稀疏、缺

氧以及其组合。

3.根据权利要求 1 或 2 所述的方法，其中所述目标组织是选自由以下组成的群组：皮

肤、血管、肺、心、肾、胃肠道 (包括肝 )、肌肉骨胳系统以及其组合。

4.根据前述权利要求中任一权利要求所述的方法，其中所述目标组织是肺。

5.根据权利要求 1到 3中任一权利要求所述的方法，其中所述目标组织是心。

6.根据前述权利要求中任一权利要求所述的方法，其中所述个体罹患或易患局限性皮

肤硬皮病。

7.根据前述权利要求中任一权利要求所述的方法，其中所述个体罹患或易患弥漫性皮

肤硬皮病。

8.根据前述权利要求中任一权利要求所述的方法，其中所述抗 CCL2 抗体或其片段是

肠胃外投与的。

9.根据权利要求 8 所述的方法，其中所述肠胃外投与是选自静脉内、皮内、吸入、经皮

(表面 )、皮下和 /或经粘膜投与。

10.根据权利要求 9所述的方法，其中所述肠胃外投与是静脉内投与。

11.根据权利要求 1到 7中任一权利要求所述的方法，其中所述抗 CCL2 抗体或其片段

是口服投与的。

12.根据前述权利要求中任一权利要求所述的方法，其中所述抗 CCL2 抗体或其片段

是两月一次、每月一次、三周一次、两周一次、每周一次、每天一次或以可变的时间间隔投与

的。

13.一种治疗硬皮病的方法，其包含

向罹患或易患硬皮病的个体投与结合亲和力大于 10-12M 的抗 CCL2 抗体或其片段。

14.根据权利要求13所述的方法，其中所述抗CCL2抗体或其片段以治疗有效剂量和一

定的投与时间间隔投与，使得所述抗 CCL2 抗体或其片段分布到一或多种选自由以下组成

的群组的目标组织：皮肤、血管、肺、心、肾、胃肠道 (包括肝 )、肌肉骨胳系统以及其组合。

15.根据权利要求13所述的方法，其中所述抗CCL2抗体或其片段以治疗有效剂量和一

定的投与时间间隔投与，使得所述抗 CCL2 抗体或其片段分布到肺和 /或心。

16.根据权利要求 15 所述的方法，其中所述投与时间间隔是选自两月一次、每月一次、

三周一次、两周一次、每周一次、每天一次或可变的时间间隔。

17.一种治疗硬皮病的方法，其包含

以治疗有效剂量和一定的投与时间间隔向罹患或易患硬皮病的个体投与抗 CCL2 抗体

或其片段，使得所述抗 CCL2 抗体或其片段分布到肺和 /或心。

18.根据权利要求 17 所述的方法，其中所述抗 CCL2 抗体或其片段进一步分布到皮肤、

肾和 /或肝。

19.根据前述权利要求中任一权利要求所述的方法，其中所述抗 CCL2 抗体或其片段是
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选自由以下组成的群组：完整 IgG、F(ab')2、F(ab)2、Fab'、Fab、scFvs、双功能抗体、三功能

抗体和四功能抗体。

20.根据权利要求 19 所述的方法，其中所述抗 CCL2 抗体或其片段是单克隆抗体。

21.根据权利要求 20 所述的方法，其中所述抗 CCL2 抗体或其片段是人类化单克隆抗

体。

22.根据权利要求 20 所述的方法，其中所述抗 CCL2 抗体或其片段是人类抗体。

23.一种抗 CCL2 抗体或其片段，其具有大于 10 -12M 的结合亲和力。

24.根据权利要求 23 所述的抗 CCL2 抗体，其中所述抗 CCL2 抗体或其片段具有大于

10-13M 的结合亲和力。

25.根据权利要求23或24所述的抗CCL2抗体，其中所述抗CCL2抗体或其片段是选自

由以下组成的群组：完整 IgG、F(ab')2、F(ab)2、Fab'、Fab、scFvs、双功能抗体、三功能抗体

和四功能抗体。

26.根据权利要求23到25中任一权利要求所述的抗CCL2抗体，其中所述抗CCL2抗体

或其片段是单克隆抗体。

27.根据权利要求 26 所述的抗 CCL2 抗体，其中所述抗 CCL2 抗体或其片段是人类化单

克隆抗体。

28.根据权利要求26所述的抗CCL2抗体，其中所述抗CCL2抗体或其片段是人类抗体。

29.一种试剂盒，其包含根据权利要求 23 到 28 中任一权利要求所述的抗 CCL2 抗体或

其片段。

权  利  要  求  书CN 104487091 A

3



        1/29 页

4

用于治疗硬皮病的抗 CCL2 抗体

[0001] 相关申请案的交叉引用

[0002] 本申请案依据 35 USC§119(e) 要求 2012 年 5 月 22 日提交的美国临时专利申请

案第 61/650,149 号的权益，所述申请案特此以全文引用的方式并入本文中。

[0003] 序列表

[0004] 本说明书提及 2013 年 5 月 22 日以电子形式作为命名为“2006685-0330_

Sequences_ST25”的 ASCII.txt 文档提交的序列表。所述 .txt 文档是在 2013 年 5月 14日

生成的且大小是 2KB。

技术领域

[0005] 无

背景技术

[0006] 全身性硬化症(硬皮病)是临床上异质性结缔组织病症，引起皮肤的硬化和绷紧。

其是特征在于免疫活化、血管损伤和纤维化的自身免疫型疾病。涉及肺、心、肾和胃肠道的

基于主要器官的并发症可促进死亡率和发病率。发病机制是未知的。

[0007] 与硬皮病最常有关的特征是纤维化 ( 胶原蛋白在皮肤和器官中积聚 )。胶原蛋

白的积聚促成病症的症状，包括脱发、皮肤硬化和绷紧、皮肤变色、关节疼痛、手指和关节僵

硬、消化道问题和呼吸并发症 (干咳、呼吸短促、喘息 )。硬皮病可归类成两个主要子组 ：局

限性皮肤硬皮病和弥漫性皮肤硬皮病。在局限性皮肤硬皮病中，纤维化主要限制于手、臂和

面部。弥漫性皮肤硬皮病是一种快速进行性病症，其影响大面积的皮肤并损害一或多个内

脏。患有局限性皮肤硬皮病的患者与患有弥漫性皮肤硬皮病的患者相比具有相对更好的长

期预后。广泛的全身性硬皮病可损伤心、肾、肺或胃肠道，这可引起死亡。肺纤维化是患有

硬皮病的患者死亡的最常见原因。

[0008] 因此，硬皮病是极度致衰弱的疾病，有着潜在的致命后果。在美国约有 50,000 名

患者。女性患者与男性患者的比率是约 4:1。当前治疗方法仅基于对在整个疾病过程产生

的并发症的对症治疗和管理 ( 例如皮质类固醇、NSAID 和免疫抑制药物 ( 如甲氨蝶呤和环

磷氮介 ))。没有疗法展示出会逆转或停止疾病进展。因此，对于硬皮病的有效疗法存在高

度未满足的医学需求。

发明内容

[0009] 本发明具体是基于经改良抗体或结合蛋白提供用于有效治疗硬皮病的经改良方

法和组合物，所述经改良抗体或结合蛋白可以高亲和力、效力和 / 或表位多样性特异性地

结合于 C-C 趋化因子配体 -2(“CCL2”)，从而实现稳固的生物分布和 /或组织特异性。已知

CCL2是硬皮病的经验证目标。数项研究已展示，硬皮病成纤维细胞呈现出CCL2mRNA和蛋白

的组成型表达增加。在硬皮病皮肤切片中，CCL2的表达在成纤维细胞、角质细胞和单核细胞

中被检测到，而其在正常皮肤中是不可检测的 ( 加林多 (Galindo) 等人 , 关节炎与风湿病
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(Arthritis Rheum.)2001年6月；44(6):1382-6 ；迪斯特勒(Distler)等人,关节炎与风湿

病2001年11月；44(11):2665-78 ；利奥伊德(Lioyd)等人,实验医学(Exp Med.)1997年4

月7日；185(7):1371-80 ；山本(Yamamoto)等人,皮肤病科学杂志(J Dermatol Sci.)2001

年 6月；26(2):133-9 ；登顿 (Denton) 等人；免疫学趋势 (Trends Immunol.)2005 年 11月；

26(11):596-602.2005 年 9 月 15 日电子出版 )。然而，在本发明之前，尚未发展出基于抗

CCL2抗体的针对硬皮病的有效疗法。本发明人观察到，血浆中的高水平CCL2螯合静脉内注

射的抗CCL2抗体，引起对患病组织中CCL2的低效靶向。为了解决这一问题，本发明人想到

使用具有高亲和力的抗CCL2抗体，以足以胜过高水平血清CCL2的量投与，引起对所需患病

组织中 CCL2 的有效靶向。具体来说，本发明人想到“同类之最的”抗 CCL2 单克隆抗体，其

特征在于高结合亲和力、组织选择性、表位特异性和/或长半衰期。所述本发明抗体一旦被

体内投与就会引起所需生物分布和生物可用性，使得其结合并阻断目标组织中的 CCL2 信

号传导，除了硬皮病的其它症状或特征以外还减少浸润、炎症和纤维化。

[0010] 因此，在一个方面中，本发明提供治疗硬皮病的方法，其包含向罹患或易患硬皮病

的个体投与有效量的抗 CCL2 抗体或其片段，使得目标组织中硬皮病的至少一种症状或特

征的强度、严重度或频率降低或具有延迟的发作。

[0011] 在一些实施例中，硬皮病的至少一种症状或特征是选自内皮细胞损伤、基底膜层

增生、血管周围单核细胞浸润、纤维化、内脏器官架构紊乱、血管稀疏、缺氧和其组合。

[0012] 在一些实施例中，目标组织是选自由以下组成的群组：皮肤、血管、肺、心、肾、胃肠

道 (包括肝 )、肌肉骨胳系统以及其组合。在一些实施例中，目标组织是肺。在一些实施例

中，目标组织是心。

[0013] 在一些实施例中，个体罹患或易患局限性皮肤硬皮病。在一些实施例中，个体罹患

或易患弥漫性皮肤硬皮病。

[0014] 在一些实施例中，抗 CCL2 抗体或其片段是肠胃外投与的。在一些实施例中，肠胃

外投与是选自静脉内、皮内、吸入、经皮(表面)、皮下和/或经粘膜投与。在一些实施例中，

肠胃外投与是静脉内投与。

[0015] 在一些实施例中，抗 CCL2 抗体或其片段是口服投与的。

[0016] 在一些实施例中，抗 CCL2 抗体或其片段是两月一次、每月一次、三周一次、两周一

次、每周一次、每天一次或以可变的时间间隔投与的。

[0017] 在另一方面中，本发明提供如本文中所述的抗 CCL2 抗体或其片段的用途，其用于

制造供治疗硬皮病用的药物，其中治疗包含向罹患或易患硬皮病的个体投与有效量的抗

CCL2 抗体或其片段，使得目标组织中硬皮病的至少一种症状或特征的强度、严重度或频率

降低或具有延迟的发作。

[0018] 在一些实施例中，本发明提供抗 CCL2 抗体或其片段的用途，其用于制造如本文中

所述的供治疗硬皮病用的药物，其中抗 CCL2 抗体或其片段的特征在于结合亲和力强于和 /

或大于 10-12M( 例如大于 0.5×10-12M、10-13M、0.5×10-13M、10-14M、0.5×10-14M 或 10-15M)。

[0019] 在一些实施例中，根据本发明的抗 CCL2 抗体或其片段是选自由以下组成的群组：

完整 IgG、F(ab')2、F(ab)2、Fab'、Fab、scFvs、双功能抗体、三功能抗体和四功能抗体。

[0020] 在一些实施例中，抗 CCL2 抗体或其片段是单克隆抗体，任选地，抗 CCL2 抗体或其

片段是人类化单克隆抗体，任选地，抗 CCL2 抗体或其片段是人类抗体。
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[0021] 在另一方面中，本发明提供治疗硬皮病的方法，其包含向罹患或易患硬皮病的个

体投与抗 CCL2 抗体或其片段，所述抗 CCL2 抗体或其片段的结合亲和力强于和 / 或大于

10-12M( 例如大于 0.5×10-12M、10-13M、0.5×10-13M、10-14M、0.5×10-14M 或 10-15M)。

[0022] 在一些实施例中，抗 CCL2 抗体或其片段以治疗有效剂量和一定的投与时间间隔

投与，使得抗 CCL2 抗体或其片段分布到一或多种选自由以下组成的群组的目标组织 ：皮

肤、血管、肺、心、肾、胃肠道(包括肝)、肌肉骨胳系统以及其组合。在一些实施例中，抗CCL2

抗体或其片段以治疗有效剂量和一定的投与时间间隔投与，使得抗 CCL2 抗体或其片段分

布到肺和 /或心。

[0023] 在一些实施例中，投与时间间隔是选自两月一次、每月一次、三周一次、两周一次、

每周一次、每天一次或可变的时间间隔。

[0024] 在另一方面中，本发明提供治疗硬皮病的方法，其包含以治疗有效剂量和一定的

投与时间间隔向罹患或易患硬皮病的个体投与抗 CCL2 抗体或其片段，使得抗 CCL2 抗体或

其片段分布到肺和 / 或心。在一些实施例中，抗 CCL2 抗体或其片段进一步分布到皮肤、肾

和 /或肝。

[0025] 在另一方面中，本发明提供如以上各种实施例中公开的方法，其中抗 CCL2 抗体或

其片段是选自由以下组成的群组：完整 IgG、F(ab')2、F(ab)2、Fab'、Fab、scFvs、双功能抗

体、三功能抗体和四功能抗体。

[0026] 在一些实施例中，抗 CCL2 抗体或其片段是单克隆抗体。在一些实施例中，抗 CCL2

抗体或其片段是人类化单克隆抗体。在一些实施例中，抗 CCL2 抗体或其片段是人类抗体。

[0027] 本发明尤其提供具有高亲和力的抗 CCL2 抗体。在一些实施例中，本发明提供抗

CCL2 抗体或其片段，其结合亲和力强于和 / 或大于 10-12M( 例如大于 0.5×10-12M、10-13M、

0.5×10-13M、10-14M、0.5×10-14M 或 10-15M)。

[0028] 在一些实施例中，根据本发明的抗 CCL2 抗体或其片段是选自由以下组成的群组：

完整 IgG、F(ab')2、F(ab)2、Fab'、Fab、scFvs、双功能抗体、三功能抗体和四功能抗体。

[0029] 在一些实施例中，抗 CCL2 抗体或其片段是单克隆抗体。

[0030] 在一些实施例中，抗 CCL2 抗体或其片段是人类化单克隆抗体。

[0031] 在一些实施例中，抗 CCL2 抗体或其片段是人类抗体。

[0032] 在另一方面中，本发明提供如本文中所述用于治疗硬皮病的方法的抗 CCL2 抗

体或其片段，所述方法包含向受试者投与抗 CCL2 抗体或其片段的步骤，其中抗 CCL2 抗

体或其片段的特征在于结合亲和力强于和 / 或大于 10-12M( 例如大于 0.5×10-12M、10-13M、

0.5×10-13M、10-14M、0.5×10-14M 或 10-15M)。

[0033] 在一些实施例中，根据本发明的抗 CCL2 抗体或其片段是选自由以下组成的群组：

完整 IgG、F(ab')2、F(ab)2、Fab'、Fab、scFvs、双功能抗体、三功能抗体和四功能抗体。

[0034] 在一些实施例中，抗 CCL2 抗体或其片段是单克隆抗体，任选地，抗 CCL2 抗体或其

片段是人类化单克隆抗体，任选地，抗 CCL2 抗体或其片段是人类抗体。

[0035] 在另一方面中，本发明提供含有本文中所述的抗 CCL2 抗体的各种组合物和试剂

盒。

[0036] 本发明的其它特征、目标和优点将在随后的具体实施方式、图式和权利要求书显

而易知。然而，应理解，具体实施方式、图式和权利要求书在指示本发明的实施例时仅以说
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明方式给出且无限制性。在本发明的范围内的各种变化和修改对于所属领域的技术人员将

变得显而易见。

附图说明

[0037] 图式是仅出于说明的目的而非限制。

[0038] 图1示出了描绘经修改的罗德南皮肤分数的示例性图式。指示了身体上评估皮肤

纤维化的位置。

[0039] 图 2描绘了绘制在平衡之后 CCL2 的血清和组织浓度的示例性图式。

[0040] 图 3示出了描绘血浆和患病组织中 CCL2 靶向的示例性图式。

[0041] 定义

[0042] 为了使本发明更易于理解，首先对某些术语进行定义。以下术语和其它术语的其

它定义阐述在整个说明书中。

[0043] 亲和力：如本领域中已知，“亲和力”是具体配体结合于 ( 例如非共价缔合于 ) 其

搭配物的紧密性和 / 或其从其搭配物解离的速率或频率的量度。如本领域中已知，多种技

术中的任一者均可用于测定亲和力。在许多实施例中，亲和力代表特异性结合的量度。

[0044] 亲和力成熟的 ( 或亲和力成熟的抗体 )：如本文中所用，其是指在其一或多个 CDR

中具有一或多个变化的抗体，所述一或多个变化引起抗体与不具有那些变化的亲本抗体相

比对抗原的亲和力提高。在一些实施例中，亲和力成熟的抗体对目标抗原将具有纳摩尔

或甚至皮摩尔的亲和力。亲和力成熟的抗体可通过所属领域中已知的多种程序中的任一

者产生。马克斯 (Marks) 等人生物技术 (BioTechnology)10:779-783(1992) 描述通过 VH

和 VL域改组产生的亲和力成熟。CDR 和 / 或框架残基的随机诱变由以下各者描述：巴巴

斯 (Barbas) 等人美国国家科学院院刊 (Proc Nat.Acad.Sci,USA)91:3809-3813(1994) ；

希 尔 (Schier) 等 人 基 因 (Gene)169:147-155(1995) ；耶 尔 顿 (Yelton) 等 人 免 疫

学 杂 志 (J.Immunol.)155:1994-2004(1995) ；杰 克 逊 (Jackson) 等 人 , 免 疫 学 杂

志 154(7):3310-9(1995) ；以 及 霍 金 斯 (Hawkins) 等 人 , 分 子 生 物 学 杂 志 (J.Mol.

Biol.)226:889-896(1992)。

[0045] 抗体：如本文中所用，术语“抗体”是指由一或多个实质上由免疫球蛋白基因或免

疫球蛋白基因片段编码的多肽组成的多肽。所识别的免疫球蛋白基因包括κ、λ、α、γ、

δ、ε和μ恒定区基因以及无数免疫球蛋白可变区基因。轻链通常归类为κ或λ。重链

通常归类为 γ、μ、α、δ或ε，其又分别定义免疫球蛋白类别 IgG、IgM、IgA、IgD 和 IgE。

典型免疫球蛋白(抗体)结构单元已知包含四聚体。每一四聚体由两对相同的多肽链组成，

每一对具有一个“轻”链(约 25kD)和一个“重”链(约 50-70kD)。每一链的N端界定具有约

100 到 110 个或更多个主要负责抗原识别的氨基酸的可变区。术语“可变轻链”(VL) 和“可

变重链”(VH)分别是指这些轻链和重链。抗体对具体抗原可具有特异性。抗体或其抗原可为

分析物或结合搭配物。抗体作为完整免疫球蛋白或作为通过使用各种肽酶消化而产生的多

个明确表征的片段存在。因此，举例来说，胃蛋白酶在铰链区中的二硫键下方消化抗体以产

生F(ab)'2(一种自身为由双硫键连接到VH-CH1的轻链的Fab的二聚体)。可在温和条件下

还原F(ab)'2以破坏铰链区中的双硫键联进而将(Fab') 2二聚体转化成Fab'单体。Fab'单

体基本上是具有部分铰链区的 Fab( 参见基础免疫学 (Fundamental Immunology),W.E. 保
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罗 (W.E.Paul) 编 , 纽约的瑞文出版社 (Raven Press,N.Y.)(1993), 关于其它抗体片段的

较详细描述 )。虽然各种抗体片段根据完整抗体的消化定义，但所属领域的技术人员将理

解所述Fab'片段可以化学方式或使用重组DNA方法从头合成。因此，如本文中所用的术语

“抗体”还包括通过修饰全抗体产生的抗体片段或通过使用重组 DNA 方法从头合成的抗体

片段。在一些实施例中，抗体是单链抗体，如单链Fv(scFv)抗体，其中可变重链和可变轻链

(直接或通过肽连接子 )连接在一起以形成连续多肽。单链 Fv(“scFv”) 多肽是共价连接

的 VH::VL杂二聚体，其可从包括直接连接或由肽编码连接子连接的 V H和 V L编码序列的核

酸表达。(参见例如休斯顿(Huston)等人 (1988)美国国家科学院院刊,85:5879-5883，其

全部内容以引用的方式并入本文中。)多种结构存在用于将来自抗体 V区的天然聚集但化

学上间隔开的轻链和重链多肽链转化成 scFv 分子，所述 scFv 分子将折叠成实质上类似于

抗原结合位点结构的三维结构。参见例如美国专利第5,091,513号和第 5,132,405号和第

4,956,778 号。

[0046] 大约：如本文中所用，术语“大约”或“约”在应用于所关注的一或多个值时是指与

所述参考值类似的值。在某些实施例中，除非另行说明或另外从上下文显而易见，否则术

语“大约”或“约”是指落入所述参考值的任一方向 (大于或小于 )25％、20％、19％、18％、

17％、16％、15％、14％、13％、12％、11％、10％、9％、8％、7％、6％、5％、4％、3％、2％、1％或

更低内的一系列值 (除了其中所述数目将超过 100％的可能值 )。

[0047] 结合剂：如本文中所用，术语“结合剂”包括结合抗原或目标蛋白或肽的任何天然

存在、合成或基因工程改造的药剂，如蛋白质。“结合剂”也称为“结合蛋白”。结合剂可来

源于天然存在的抗体或以合成方式经工程改造。结合蛋白或结合剂可类似于抗体通过结合

于特定抗原以形成复合物并引发生物反应(例如激动或拮抗具体生物活性)来起作用。结

合剂或结合蛋白可包括经分离片段、由抗体的重链和轻链的可变区组成的“Fv”片段、其中

轻链和重链可变区由肽连接子连接的重组单链多肽分子 (“scFv 蛋白”) 和由模拟高变区

的氨基酸残基组成的最小识别单位。如本文中所用的术语结合剂还可包括通过修饰全抗

体产生的抗体片段或通过使用重组 DNA 方法从头合成的抗体片段。在一些实施例中，抗体

是单链抗体，如单链 Fv(scFv) 抗体，其中可变重链和可变轻链 ( 直接或通过肽连接子 ) 连

接在一起以形成连续多肽。单链 Fv(“scFv”) 多肽是共价连接的 VH::VL杂二聚体，其可从

包括直接连接或由肽编码连接子连接的 VH和 V L编码序列的核酸表达。( 参见例如休斯顿

(Huston)等人(1988)美国国家科学院院刊,85:5879-5883，其全部内容以引用的方式并入

本文中。)多种结构存在用于将来自抗体 V区的天然聚集但化学上间隔开的轻链和重链多

肽链转化成 scFv 分子，所述 scFv 分子将折叠成实质上类似于抗原结合位点结构的三维结

构。参见例如美国专利第 5,091,513 号和第 5,132,405 号和第 4,956,778 号。在一些实施

例中，如本文中所用的术语结合剂还可包括抗体。参见抗体的定义。

[0048] CDR ：如本文中所用，其是指抗体可变区内的互补决定区。在重链和轻链的每一可

变区中有三个 CDR，对于每一可变区，其被指定为 CDR1、CDR2 和 CDR3。“CDR 的组”或“CDR

组”是指在能够结合抗原的单一可变区中存在的三个或六个 CDR 群组或能够结合抗原的同

源重链和轻链可变区的CDR。CDR的界限已取决于系统以不同方式定义，在所述系统中数种

是所属领域中已知的 (例如卡巴特 (Kabat)、科西亚 (Chothia) 等 )。

[0049] 化合物和药剂：术语“化合物”和“药剂”在本文中可互换使用。其是指任何天然
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存在或非天然存在(即合成或重组)的分子，如生物大分子(例如核酸、多肽或蛋白质)、有

机或无机分子、或由生物物质(如细菌、植物、真菌或动物(尤其是哺乳动物，包括人类)细

胞或组织 )制成的提取物。化合物可为单一分子或至少两种分子的混合物或复合物。

[0050] 对照：如本文中所用，术语“对照”具有其作为结果与之相比的标准的本领域理解

的含义。通常，对照用于通过隔离变量以便得出关于所述变量的结论来加强实验的完整性。

在一些实施例中，对照是与测试反应或分析同时执行以提供比较物的反应或分析。在一个

实验中，施用“测试”( 即，所测试的变量 )。在第二实验中，“对照”，不施用所测试的变量。

在一些实施例中，对照是历史对照 ( 即先前执行的测试或分析，或先前已知的量或结果 )。

在一些实施例中，对照是或包含印刷或以其它方式保存的记录。对照可为阳性对照或阴性

对照。

[0051] 给药方案：“给药方案”(或“治疗方案”)在所述术语在本文中使用时是通常间隔

开时间段向受试者个别投与的一组单位剂量(通常是一个以上)。在一些实施例中，给定治

疗剂具有推荐的给药方案，其可能涉及一或多个剂量。在一些实施例中，给药方案包含多个

剂量，其中的每一者彼此间隔开相同长度的时间段；在一些实施例中，给药方案包含多个剂

量以及间隔开个别剂量的至少两个不同时间段。

[0052] 诊断：如本文中所用，术语“诊断”是指旨在判定个体是否罹患疾病 (disease 或

ailment) 的过程。在本发明的情形下，“硬皮病的诊断”是指旨在以下各项中的一者或多者

的过程：判定个体是否罹患硬皮病，鉴别硬皮病亚型(即弥漫性或局限性皮肤硬皮病)以及

确定疾病的严重度。

[0053] 有效量：如本文中所用，术语“有效量”是指足以满足预期目的的化合物或药剂的

量。在本发明的情形下，目的可为例如：调节硬皮病的病因或症状；和 /或延缓或预防硬皮

病的发作；和 /或减缓或终止硬皮病症状的进展、加重或恶化；和 /或缓解与硬皮病有关的

一或多个症状；和 /或为硬皮病症状带来改善，和 /或治愈硬皮病。

[0054] 框架或框架区：如本文中所用，其是指减去 CDR 的可变区的序列。因为 CDR 序列

可通过不同系统测定，所以同样地框架序列经历相对应地不同解读。六个 CDR 将重链和轻

链上的框架区划分成各链上的四个子区 (FR1、FR2、FR3 和 FR4)，其中 CDR1 位于 FR1 与 FR2

之间，CDR2 位于 FR2 与 FR3 之间，并且 CDR3 位于 FR3 与 FR4 之间。在不将具体子区指定为

FR1、FR2、FR3 或 FR4 的情况下，如通过其它提及的框架区代表单个天然存在免疫球蛋白链

的可变区内的组合的 FR。如本文中所用，FR 代表四个子区中的一者，FR1 例如代表最接近

于可变区的氨基末端并且相对于 CDR1 的 5' 的第一框架区，并且 FRs 代表构成框架区的子

区中的两者或更多者。

[0055] 人类抗体：如本文中所用，其打算包括具有从人类免疫球蛋白序列生成(或装配)

的可变区和恒定区的抗体。在一些实施例中，抗体 ( 或抗体组分 ) 可视为“人类”，尽管其

氨基酸序列例如在一或多个 CDR 并且尤其是 CDR3 中包括不由人类生殖系免疫球蛋白序列

(例如包括序列变异体，例如可能(原先)已通过体外随机或定点诱变或通过体内体细胞突

变引入的序列变异体 )编码的残基或元件。

[0056] 人类化：如本领域中已知，术语“人类化”常用于指氨基酸序列包括来自在非人类

物种 ( 例如小鼠 ) 中产生的参考抗体的 VH和 V L区序列而且在那些序列中包括打算使其更

“人类样”(即，与人类生殖系可变序列更类似)的相对于参考抗体的修饰的抗体(或抗体组
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分 )。在一些实施例中，“人类化”抗体 ( 或抗体组分 ) 是免疫特异性地结合到所关注抗原

的抗体，并且其具有具备实质上如人类抗体的氨基酸序列般的氨基酸序列的框架 (FR) 区

以及具备实质上如非人类抗体的氨基酸序列般的氨基酸序列的互补决定区 (CDR)。人类化

抗体包含实质上所有的至少一个并且通常是两个可变域 (Fab、Fab'、F(ab')2、FabC、Fv)，其

中所有或实质上所有的 CDR 区对应于非人类免疫球蛋白 ( 即供体免疫球蛋白 ) 的 CDR 区，

并且所有或实质上所有框架区是人类免疫球蛋白共同序列的框架区。在一些实施例中，人

类化抗体还包含免疫球蛋白恒定区 (Fc) 的至少一部分，通常是人类免疫球蛋白恒定区的

至少一部分。在一些实施例中，人类化抗体含有轻链以及至少重链可变域两者。抗体还可

包括重链恒定区的CH1、铰链、CH2、CH3以及任选地CH 4区。在一些实施例中，人类化抗体仅含

有人类化 VL区。在一些实施例中，人类化抗体仅含有人类化 V H区。在一些某些实施例中，

人类化抗体含有人类化 VH和 V L区。

[0057] 提高、增大或减小：如本文中所用，术语“提高”、“增大”或“减小”或语法上的等效

说法指示相对于基线测量值的值，所述基线测量值如在相同个体中在开始本文中所述的治

疗之前的测量值或在一个对照个体(或多个对照个体)中在不存在本文中所述的治疗的情

况下的测量值。“对照个体”是与所治疗的个体罹患相同类型和大致相同严重度的硬皮病的

个体，其与所治疗的个体年龄大致相同 ( 从而确保所治疗的个体与对照个体的疾病阶段是

可比的 )。

[0058] 试剂盒：如本文中所用，术语“试剂盒”是指用于传递物质的任何传递系统。所述

传递系统可包括允许从一个地点到另一个地点储存、运输或传递各种诊断性或治疗性试剂

(例如在适当容器中的寡核苷酸、酶等 )和 /或支持物质 (例如缓冲液，用于执行分析的书

面说明书等 ) 的系统。举例来说，试剂盒包括一或多个含有相关反应试剂和 / 或支持物质

的外壳 ( 例如盒子 )。术语“分部式试剂盒”是指包含两个或更多个分开的容器的传递系

统，所述容器各自含有全部试剂盒组分的亚部分。可一起或分开地将所述容器传递给预期

的接受者。举例来说，第一个容器可含有用于分析的酶，而第二个容器含有寡核苷酸。术

语“分部式试剂盒”打算涵盖含有在联邦食品、药品和化妆品法案(Federal Food,Drug,and 

Cosmetic Act) 的条款 520(e) 的管制之下的分析物特异性试剂 (Analyte Specific 

Reagents,ASR's) 的试剂盒，但并不局限于此。事实上，在术语“分部式试剂盒”中包括任何

包含两个或更多个分开的容器的传递系统，所述容器各自含有全部试剂盒组分的亚部分。

相反地，“组合式试剂盒”是指在单个容器中 (例如在容纳每一所需组分的单个盒子中 )含

有所有组分的传递系统。术语“试剂盒”包括分部式和组合式试剂盒两者。

[0059] 正常：如本文中所用，术语“正常”在用于修饰术语“个体”或“受试者”时是指并

未患有具体疾病或病况并且也不是所述疾病或病况的携带者的个体或个体群组。术语“正

常”在本文中也用于形容从正常或野生型个体或受试者中分离的生物样本或样品，例如“正

常生物样品”。

[0060] 核酸：如本文中所用的术语“核酸”是指寡核苷酸、核苷酸或多核苷酸以及其片段

或部分，并且是指可为单链或双链的基因组或合成起点的 DNA 或 RNA，并且代表正义或反义

链。

[0061] 核酸分子：术语“核酸分子”和“多核苷酸”在本文中可互换使用。其是指呈单链

或双链形式的脱氧核糖核苷酸或核糖核苷酸聚合物，并且除非另行说明，否则其涵盖可以
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与天然存在的核苷酸类似的方式起作用的已知的天然核苷酸类似物。所述术语涵盖具有合

成主链的核酸样结构以及扩增产物。

[0062] 蛋白质 ：一般来说，“蛋白质”是多肽 ( 即，由肽键彼此连接的至少两个氨基酸的

串 )。蛋白质可包括除氨基酸之外的部分 (例如可为糖蛋白 )和 /或可以其它方式加工或

修饰。所属领域的技术人员将理解“蛋白质”可为如由细胞产生的完整多肽链 ( 具有或不

具有信号序列)，或可为其功能性部分。一般技术者将进一步理解蛋白质有时可包括例如由

一或多个二硫键连接或通过其它方式缔合的一个以上多肽链。

[0063] 样品：如本文中所用，术语“样品”涵盖从生物来源获得的任何样品。术语“生物样

品”和“样品”可互换使用。生物样品可 (借助于非限制性实例 )包括皮肤组织、肝组织、肾

组织、肺组织、脑脊髓液、(CSF)、血液、羊水、血清、尿液、粪便、表皮样品、皮肤样品、颊部抹

拭、精子、羊膜液、经培养细胞、骨髓样品和/或绒毛膜绒毛。任何生物样品的细胞培养物也

可用作生物样品。生物样品还可为例如从任何器官或组织获得的样品(包括活检或尸检样

本)，可包含细胞(不论是原代细胞还是经培养细胞)、由任何细胞、组织或器官调节的培养

基、组织培养物。在一些实施例中，适于本发明的生物样品是已经加工从而释放或以其它方

式使核酸可供用于如本文中所述的检测的样品。也可使用固定或冷冻组织。

[0064] 受试者：如本文中所用，术语“受试者”是指人类或任何非人类动物 (例如小鼠、大

鼠、兔、狗、猫、牛、猪、绵羊、马或灵长类动物)。人类包括出生前和出生后形式。在许多实施

例中，受试者是人类。受试者可为患者，其是指呈现给医疗服务提供者以便诊断或治疗疾病

的人类。术语“受试者”在本文中与“个体”或“患者”可互换使用。受试者可罹患或易患疾

病或病症但可能呈现或可能不呈现所述疾病或病症的症状。

[0065] 罹患：“罹患”疾病、病症和 /或病况 (例如硬皮病 )的个体已诊断有所述疾病、病

症和 /或病况或展示所述疾病、病症和 /或病况的一或多种症状。

[0066] 易患：“易患”疾病、病症和 /或病况的个体尚未诊断有所述疾病、病症和 /或病况

和/或可能不展现所述疾病、病症和/或病况的症状。在一些实施例中，易患疾病、病症和/

或病况 ( 例如硬皮病 ) 的个体的特征可在于以下中的一或多者：(1) 与所述疾病、病症和 /

或病况发展有关的基因突变；(2)与所述疾病、病症和/或病况发展有关的基因多态性；(3)

增加和 /或减少与所述疾病、病症和 /或病况有关的蛋白的表达和 /或活性；(4)与所述疾

病、病症和 / 或病况发展有关的习惯和 / 或生活方式；(5) 所述疾病、病症和 / 或病况的家

族病史；(6)对某些细菌或病毒的反应；(7)暴露于某些化学物质。在一些实施例中，易患疾

病、病症和/或病况的个体将发展所述疾病、病症和/或病况。在一些实施例中，易患疾病、

病症和 /或病况的个体将不发展所述疾病、病症和 /或病况。

[0067] 治疗：如本文中所用，术语“治疗 (treatment)”( 还有“治疗 (treat)”或“治疗

(treating)”) 是指治疗性蛋白的任何投与 (例如抗 CCL2 单克隆抗体或其抗原结合片段的

投与)部分或完全地将具体疾病、病症和/或病况(例如硬皮病、纤维化或炎症)的一或多

种症状或特征缓解、改善、减轻、抑制、延缓发作、降低严重度和 / 或降低发病率。所述治疗

可为对并未展现相关疾病、病症和/或病况的征象的受试者的治疗和/或对仅展现疾病、病

症和 / 或病况的早期征象的受试者的治疗。可替代地或另外，所述治疗可为对展现相关疾

病、病症和 /或病况的一或多种确立征象的受试者的治疗。
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具体实施方式

[0068] 本发明尤其提供特征在于高亲和力、效力、组织选择性和 / 或表位特异性的经改

良抗 CCL2 抗体，和其尤其用于治疗硬皮病和相关纤维化和 / 或发炎性疾病、病症和病况的

用途。在一些实施例中，本发明提供基于亲和力为 10-12M 或更大的抗 CCL2 抗体治疗硬皮病

和相关纤维化和 /或发炎性疾病、病症和病况的方法和组合物。

[0069] 本发明在某种程度上基于由本发明人观察到的独到见解，即，高亲和力抗 CCL2

抗体尤其在以高剂量投与时允许不管血浆中的高水平 CCL2 而有效抑制受影响组织中的

CCL2。本发明的实施例包括亲和力为 10-12M 或更大的抗 CCL2 抗体。所述高亲和力的抗体

是尤其有利的。由于硬皮病患者血浆中 CCL2 的循环水平较高，故所投与的任何抗 CCL2 抗

体的较大部分很可能被循环CCL2所螯合。在不希望受理论束缚的情况下，高亲和力抗CCL2

抗体除了中和循环 CCL2 之外还可有效中和受影响组织中的 CCL2，这部分归因于其有效地

竞争离开受体 CCR2( 其对 CCL2 的结合亲和力为 60pM) 的能力。因此，高亲和力抗 CCL2 抗

体 (例如结合亲和力强于60pM的抗 CCL2抗体 )可有效螯合患病组织中的CCL2，防止 CCL2

与其受体 CCR2 之间的结合。因此，患病组织中可能需要较少量的高亲和力抗 CCL2 抗体来

实现所需治疗作用。

[0070] 本发明的各种方面详细地描述于以下章节中。章节的使用不意欲限制本发明。每

一章节可应用于本发明的任何方面。在本申请案中，除非另外说明，否则“或”的使用意指

“和 /或”。

[0071] 硬皮病

[0072] 硬皮病或全身性硬化症通常被视为慢性全身性自身免疫疾病，其特征尤其在于纤

维化或硬化、血管变化和自身抗体。在不希望受理论束缚的情况下，据认为硬皮病是由强化

扩增环中截留的活动过度的自身免疫反应引起的。举例来说，硬皮病的组织学特征在于单

核细胞的炎性浸润，其又活化周围成纤维细胞中的胶原蛋白合成并与胶原蛋白合成增加有

关。具体来说，活化的巨噬细胞产生 TGF-β和 PDGF，其活化受影响区域中的成纤维细胞以

产生较高量的胶原蛋白。

[0073] T 细胞似乎也通过活化巨噬细胞和炎性前纤维发生细胞因子的直接释放而在疾病

过程中起一定作用。除了胶原蛋白之外，活化的成纤维细胞似乎分泌会将其它炎性细胞募

集到受影响区域的因子，所述炎性细胞释放细胞因子，所述细胞因子进一步募集细胞因子

释放炎性细胞，由此引起未经调节的炎症和组织纤维化。

[0074] 通常，单核细胞 / 巨噬细胞和 T 细胞在硬皮病患者的循环和组织中的数目和活化

均增加。组织积聚既是微血管损伤的原因也是其作用，微血管损伤是硬皮病发病机制中的

早期事件之一。微血管损伤的特征在于内皮细胞损伤、基底膜层增生、外周血液单核细胞在

血管壁中的偶发性滞留以及初始血管周围单核细胞浸润。随着发炎级联反应恶化，纤维化、

内脏器官架构紊乱、血管稀疏以及因此产生的缺氧占主导地位。所有这些因素和单核细胞

的持续募集促成纤维化的维持。

[0075] 在一些实施例中，硬皮病也被视为结缔组织疾病，其特征通常在于胞外基质蛋白

在皮肤和内脏中的过度积聚、血管损伤以及免疫异常。

[0076] 所述疾病的许多临床表现被认为涉及血管重构的误调节。硬皮病的最早症状之一

是微血管损伤。这种微血管损伤被认为引起内皮细胞活化增加。认为活化的内皮细胞会表
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达粘附分子，引起毛细管渗透性改变，允许炎性细胞通过内皮迁移并滞留在血管壁中。免疫

活化被认为促进内皮活化维持，这引起内皮细胞的分解。认为这一过程会促进在硬皮病患

者中通常观察到的血管弹性损失和变窄。此外，认为微血管损伤促成单核细胞在真皮中的

血管周围浸润，这被认为会促进成纤维细胞活化和许多硬皮病的相关标志性症状。随着纤

维化增加，渗透性降低。因此，抗体渗透患病组织变得更困难。因此，抗CCL2抗体的亲和力

对于保持抗体局部化来说变得尤其重要。

[0077] 所述疾病的许多临床表现被大体上认为涉及成纤维细胞的误调节。成纤维细胞的

主要功能是通过连续分泌胞外基质前体来维持结缔组织的结构完整性。成纤维细胞为许多

组织提供结构框架 ( 基质 )，在创伤愈合中起到重要作用并且是动物中最常见的结缔组织

细胞。成纤维细胞在形态上是异质的，取决于其位置和活性具有多样的外观。

[0078] 硬皮病有两种主要形式：局限性全身性硬化症 / 硬皮病和弥漫性全身性硬化症 /

硬皮病。在局限性皮肤硬皮病中，皮肤的纤维化大体上限制于接近肘部的区域。局限性皮

肤硬皮病患者通常经历血管损害。皮肤和器官纤维化在局限性硬皮病患者中通常进展缓

慢。弥漫性硬皮病患者通常经历与在局限性硬皮病中相比进展更快速的皮肤和器官的纤维

化和 /或广泛的炎症和 /或与在局限性硬皮病中可见相比更严重的内部器官涉及。

[0079] 通常认为间质肺疾病(其引起肺纤维化)是硬皮病相关死亡的主要原因(卢德维

卡 - 布拉德莱 A.(Ludwicka-Bradley,A.) 等人硬皮病间质肺疾病中的凝血和自身免疫性

(Coagulation and autoimmunity in scleroderma interstitial lung disease).关节炎

与风湿病论文集(Semin Arthritis Rheum),41(2),212-22,2011)。引起硬皮病相关死亡的

其它并发症包括(但不限于)癌症、心力衰竭、肺高血压、肾衰竭和吸收障碍或其任何组合。

[0080] 硬皮病最常通过检查皮肤症状来诊断。诊断的测试包括(但不限于 )目视和 /或

手动检查皮肤、血压测试、胸x射线、肺CT、超声心动图、尿分析、皮肤活检和血液测试(包括

抗核抗体测试、抗拓扑异构酶抗体测试、抗着丝粒抗体测试、抗 U3 抗体测试、抗 RNA 抗体测

试、其它类型的抗体测试、红细胞沉降速率以及类风湿因子 )。

[0081] 抗 CCL2 抗体

[0082] 本发明提供基于投与抗CCL2抗体 (具体来说是高亲和力抗CCL2抗体 )来治疗硬

皮病和相关纤维化和 /或发炎性疾病、病症和病况的方法和组合物。

[0083] CCL2

[0084] CCL2 是由多种细胞类型产生的趋化因子。其也称为单核趋化蛋白 -1(MCP-1)。

已知 CCL2 是免疫系统许多细胞类型的强力引诱剂，包括 ( 但不限于 ) 单核细胞、CD4 和

CD8 记忆 T 淋巴细胞和 NK 细胞 ( 卡鲁利 M.(Carulli,M.) 等人 CCL2 血清水平可在全身性

硬化症中用于风险分层或监测治疗反应吗？ (Can CCL2serum levels be used in risk 

stratification or to monitor treatment response in systemic sclerosis ？ ) 风湿

病年鉴 (Ann Rheum Dis),67,105-109,2008, 山本 T.(Yamamoto,T.) 硬皮病 -病理生理学

(Scleroderma-Pathophysiology). 欧洲皮肤病学杂志 (Eur J Dermatol),19(1),14-24)。

CCL2 已展示出促进白细胞跨内皮单层迁移，表明在促进单核细胞的血管周围浸润中的作用

(同上 )。CCL2 也已展示出在体外大鼠成纤维细胞中促进成纤维细胞活化并上调 I型胶原

蛋白 mRNA 表达。在硬皮病患者以及硬皮病动物模型中已展示出 CCL2 水平升高 ( 同上 )。

确切地说，在硬皮病皮肤中已展示 CCL2 表达水平增加，并且在硬皮病成纤维细胞中已展示
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CCL2RNA 和蛋白质增加 (同上 )。

[0085] 人类 CCL2 是含有 76 个氨基酸残基的 8.6kDa 蛋白，其氨基酸序列展示在表 1 中。

其由多种细胞类型 ( 尤其包括单核细胞、血管内皮细胞、平滑肌细胞、某些上皮细胞 ) 表达

并且结合其受体 CCR2。CCL2 属于 CC 趋化因子家族，其含有邻近的两个半胱氨酸残基 ( 邻

近半胱氨酸残基在表 1中带下划线 )。

[0086] 表 1

[0087] 

[0088] CCL2 也已从非人类来源纯化、表征、克隆并测序并且可以重组方式产生或以化学

方式合成。如本文中所用，术语 CCL2 涵盖其它物种 ( 包括 ( 但不限于 ) 小鼠、大鼠、灵长

类动物、猪、鸡、狗、山羊、绵羊、马、骆驼、羊驼等等 ) 中天然产生的任何 CCL2 蛋白以及与

人类 CCL2 实质上同源或一致的任何重组或合成 CCL2。在一些实施例中，如本文中所用

的 CCL2 蛋白的序列与 SEQ ID NO:1 至少 50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或更多同源。在一些实施例中，

如本文中所用的 CCL2 蛋白的序列与 SEQ ID NO:1 至少 50％、55％、60％、65％、70％、75％、

80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或更多一致。与人

类 CCL2 实质上同源或一致的 CCL2 蛋白通常还保留人类 CCL2 的实质性活性。就本文中鉴

别的 CCL2 序列来说的“氨基酸序列一致性百分比 (％ )”被定义为在比对序列且必要时引

入空隙以实现最大序列一致性百分比，且不将任何保守取代视作序列一致性的一部分之后

候选序列中与 CCL2 序列中氨基酸残基一致的氨基酸残基的百分比。为了测定氨基酸序列

一致性百分比的比对可以在所属领域技能内的各种方式实现，例如使用公开可供使用的计

算机软件，如 BLAST、ALIGN 或 Megalign(DNASTAR) 软件。所属领域的技术人员可确定用

于测量比对的适当参数，包括在所比较的序列全长内实现最大比对所需的任何算法。优选

地，WU-BLAST-2 软件用于测定氨基酸序列一致性 ( 奥特查尔 (Altschul) 等人 , 酶学方法

(Methods in Enzymology)266,460-480(1996) ；http://blast.wustl/edu/blast/README.

html)。WU-BLAST-2使用数种搜索参数，其中大部分被设定成默认值。可调节的参数用以下

值设定：重叠跨度＝ 1，重叠分率＝ 0.125，世界阈值 (T) ＝ 11。HSP 分数 (S) 和 HSP S2 参

数是动态值且由程序自身确定，取决于具体序列的组成，然而，最小值可经调节且如上文所

指出设定。

[0089] 上述CCL2蛋白中的任一者均可用于产生并鉴别特异性结合于CCL2的单特异性抗

体。参见以下抗 CCL2 抗体章节。

[0090] 抗 CCL2 抗体

[0091] 本文中所述的 CCL2 蛋白或其片段可用于通过所属领域的技术人员熟知的方法产

生抗体。如本文中所用，抗 CCL2 抗体包括特异性结合于 CCL2 的任何表位的任何抗体或抗

体片段。如本文所用，术语“抗体”为打算包括对指定蛋白质或肽或其片段具有特异反应性

的免疫球蛋白以及其片段。举例来说，术语“抗体”包括完整单克隆抗体、多克隆抗体、单域

抗体 (例如鲨鱼单域抗体 (例如 IgNAR 或其片段 ))、以及抗体片段 (只要其展现所需生物
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活性即可 )。适合的抗体还包括 ( 但不限于 ) 人类抗体、灵长类化抗体、嵌合抗体、双特异

性抗体、人类化抗体、结合抗体 ( 即，与其它蛋白质、放射性标记、细胞毒素结合或融合的抗

体 )、小型模块化免疫药物 (“SMIPsTM”) 以及抗体片段。

[0092] 如本文所用，“抗体片段”包括完整抗体的一部分，如抗体的抗原结合区或可变区。

抗体片段的实例包括 Fab、Fab'、F(ab')2 以及 Fv 片段；三功能抗体；四功能抗体；线性抗

体；单链抗体分子。术语“抗体片段”还包括像抗体一样通过与特定抗原结合以形成复合物

来起作用的任何合成或基因工程改造的蛋白。举例来说，抗体片段包括经分离片段、由重链

和轻链的可变区组成的“Fv”片段、轻链和重链可变区域通过肽连接子 (“ScFv 蛋白”) 连

接的重组单链多肽分子以及由模拟高变区的氨基酸残基组成的最小识别单位。

[0093] 可以使用所属领域中众所周知的方法来产生抗 CCL2 抗体。举例来说，用于抗体

产生的方案由哈洛 (Harlow) 和莱恩 (Lane), 抗体：实验指南 (Antibodies:A Laboratory 

Manual),(1988)描述。抗体通常可在小鼠、大鼠、天竺鼠、仓鼠、骆驼、羊驼、鲨鱼或其它适当

宿主中产生。或者，抗体可在鸡中制得，产生 IgY 分子 (谢德 (Schade) 等人 ,(1996)ALTEX 

13(5):80-85)。在一些实施例中，适于本发明的抗体是低于人类的灵长类动物抗体。举例

来说，在狒狒中产生治疗适用抗体的通用技术可见于例如戈登伯格 (Goldenberg) 等人 ,

国际专利公开案第 WO 91/11465(1991) 号和洛斯曼 (Losman) 等人 , 国际癌症杂志 (Int.

J.Cancer)46:310(1990)中。在一些实施例中，单克隆抗体可使用杂交瘤方法制备(米尔斯

坦(Milstein)和奎洛(Cuello),(1983)自然(Nature)305(5934):537-40)。在一些实施例

中，单克隆抗体还可通过重组方法制得 (美国专利第 4,166,452 号，1979)。

[0094] 与通过 B 细胞永生化产生单克隆抗体有关的许多困难可通过使用噬菌体展示在

大肠杆菌 (E.coli) 中工程改造并表达抗体片段来解决。为了确保高亲和力单克隆抗体的

回收，组合性免疫球蛋白文库必须通常含有较大组库大小。典型策略利用从经免疫小鼠的

淋巴细胞或脾细胞获得的 mRNA 来使用逆转录酶合成 cDNA。重链和轻链基因分别通过 PCR

扩增并接合到噬菌体克隆载体中。产生两个不同文库，一个含有重链基因且一个含有轻链

基因。从每一文库中分离噬菌体DNA，且将重链和轻链序列接合在一起并包装以形成组合性

文库。每一噬菌体含有随机的重链和轻链cDNA对，且在感染大肠杆菌后引导抗体链在经感

染细胞中的表达。为了鉴别识别所关注抗原的抗体，接种噬菌体文库，且将存在于斑块中的

抗体分子转移到过滤器。过滤器与放射性标记的抗原一起孵育，且接着洗涤以去除过量非

结合配体。自动放射摄影上的放射性点鉴别含有会结合抗原的抗体的斑块。适用于产生人

类免疫球蛋白噬菌体文库的克隆和表达载体可例如从 STRATAGENE 克隆系统 ( 加利福尼亚

州拉荷亚 (La Jolla,Calif.) 获得。

[0095] 可以采用类似策略来获得高亲和力scFv。参见例如沃恩(Vaughn)自然·生物技术

(Nat.Biotechnol.),14:309314(1996)。具有较大组库的scFv文库可通过使用对应于所有

已知VH、Vκ和Vλ基因家族的PCR引物从非经免疫人类供体分离V基因来构建。在扩增之

后，将Vκ和Vλ池组合以形成一个池。将这些片段接合到噬菌粒载体中。接着将scFv连接

子(Gly4,Ser)3接合到V L片段上游噬菌粒中。将V H和连接子-VL片段扩增且装配在J H区上。

将所得VH-连接子-VL片段接合到噬菌粒载体中。噬菌粒文库可如上文所述使用过滤器或使

用免疫管(能肯公司(Nunc) ；Maxisorp)淘选。类似结果可通过从经免疫兔的淋巴细胞或脾

细胞构建组合性免疫球蛋白文库并通过在巴斯德毕赤酵母(P.pastoris)中表达scFv构筑
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体来实现。参见例如里德尔(Ridder)等人,生物技术(Biotechnology),13:255260(1995)。

另外，在分离适当scFv之后，可通过亲和力成熟方法(如 CDR3诱变和链改组)来获得具有

较高结合亲和力和较慢解离速率的抗体片段。参见例如杰克逊(Jackson)等人 ,英国癌症

杂志 (Br.J.Cancer),78:181188(1998) ；奥斯本 (Osbourn) 等人 , 免疫技术 (Immunotechn

ology),2:181196(1996)。

[0096] 另一形式的抗体片段是编码单一 CDR 的肽。CDR 肽 (“最小识别单位”)可通过构

筑编码所关注抗体的 CDR 的基因来获得。所述基因例如通过使用聚合酶链式反应合成来

自产生抗体的细胞的 RNA 的可变区来制备。参见例如拉里克 (Larrick) 等人 , 方法：酶学

方法伴侣 (Methods:A Companion to Methods in Enzymology)2:106(1991) ；考特尼 -拉

克 (Courtenay-Luck),“单克隆抗体的基因操纵 (Genetic Manipulation of Monoclonal 

Antibodies)”, 单克隆抗体：产生，工程改造和临床应用 (MONOCLONAL ANTIBODIES:PRODU

CTION,ENGINEERING AND CLINICAL APPLICATION), 里特 (Ritter) 等人 (编 ), 第 166179

页 ( 剑桥大学出版社 (Cambridge University Press)1995) ；和沃德 (Ward) 等人 ,“抗体

的基因操纵和表达(Genetic Manipulation and Expression of Antibodies)”,单克隆抗

体：原理和应用(MONOCLONAL ANTIBODIES:PRINCIPLES AND APPLICATIONS),伯池(Birch)

等人 ,( 编 ), 第 137185 页 ( 威立 -利斯公司 (Wiley-Liss,Inc.)1995)。

[0097] 在一些实施例中，适于本发明的抗体可以包括人类化或人类抗体。非人类抗体的

人类化形式为含有来源于非人类 Ig 的最小序列的嵌合 Ig、Ig 链或片段 (如 Fv、Fab、Fab'、

F(ab')2 或 Ab 的其它抗原结合子序列 )。人类化抗体通常具有一或多个由非人类来源引

入的氨基酸残基。这些非人类氨基酸残基往往称为“进口”残基，其通常是从“进口”可变

域获取。人类化通过啮齿动物互补决定区 (CDR) 或 CDR 序列取代相应人类抗体序列来实

现 ( 莱克曼 (Riechmann) 等人 , 自然 332(6162):323-7,1988 ；韦荷恩 (Verhoeyen) 等人 ,

科学 (Science).239(4847):1534-6,1988)。所述“人类化”抗体是嵌合 Ab( 例如参见美国

专利第 4,816,567 号、第 5,693,762 号和第 5,225,539 号 )，其中实质上少于完整的人类可

变域已经来自非人类物种的相应序列取代。在一些实施例中，人类化抗体通常为一些 CDR

残基以及可能一些 FR 残基由来自啮齿动物 Ab 中的类似位点的残基取代的人类抗体。人

类化抗体包括具有所需特异性、亲和力以及容量的人类 Ig( 接受体抗体 )，其中来自接受

体的 CDR 的残基由来自非人类物种 ( 供体抗体 )( 如小鼠、大鼠或兔 ) 的 CDR 的残基替代。

在一些情况下，相应非人类残基代替人类 Ig 的 Fv 框架残基。人类化抗体可以包含在接受

体抗体与引入 CDR 或框架序列中均不存在的残基。一般来说，人类化抗体包含实质上所有

的至少一个并且通常两个可变域，其中大部分 ( 如果不是所有 )CDR 区与非人类 Ig 的 CDR

区对应，并且大部分 ( 如果不是所有 )FR 区为人类 Ig 共同序列的 FR 区。人类化抗体最佳

还包含 Ig 恒定区 (Fc) 的至少一部分，通常是人类 Ig 的至少一部分 ( 莱克曼等人 , 自然

332(6162):323-7,1988 ；韦荷恩等人 ,科学 .239(4847):1534-6,1988)。

[0098] 人类抗体还可使用各种技术产生，包括噬菌体展示文库 (霍根布姆 (Hoogenboom)

等人 , 分子免疫学 (Mol Immunol.)(1991)28(9):1027-37 ；马克斯 (Marks) 等人 , 分子生

物学杂志 (1991)222(3):581-97) 和制备人类单克隆抗体 ( 雷斯菲尔德 (Reisfeld) 和赛

尔 (Sell),1985, 癌症调查 (Cancer Surv.)4(1):271-90)。类似地，可以采用将人类 Ig 基

因引入内源性Ig基因已部分或完全失活的转基因动物中来合成人类抗体。在攻击之后，观
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察人类抗体产生，其在所有方面与在人类中见到的极其类似，包括基因重组、装配以及抗体

组库 ( 费雪威尔德 (Fishwild) 等人 , 来自新颖品系的微型基因座转基因小鼠的高亲合力

人 IgGκ单克隆抗体 (High-avidity human IgG kappa monoclonal antibodies from a 

novel strain of minilocus transgenic mice),自然·生物技术(Nat Biotechnol.)1996

年 7 月；14(7):845-51 ；隆伯格 (Lonberg) 等人 , 来自包含四个不同基因修饰的小鼠的抗

原特异性人类抗体 (Antigen-specific human antibodies from mice comprising four 

distinct genetic modifications), 自然 1994 年 4 月 28 日；368(6474):856-9 ；隆伯格

和胡萨尔 (Huszar), 来自转基因小鼠的人类抗体 (Human antibodies from transgenic 

mice), 国际免疫学评论 (Int.Rev.Immunol.)1995 ；13(1):65-93 ；马克斯 (Marks) 等人 ,

绕过免疫接种：通过链改组构建高亲和力人类抗体 (By-passing immunization:building 

high affinity human antibodies by chain shuffling). 生 物 技 术 ( 纽 约 )

(Biotechnology(N Y)).1992 年 7月；10(7):779-83)。在一些实施例中，人类抗 CCL2 抗体

通过免疫接种经工程改造以使人类抗体响应于抗原攻击的非人类动物来制得；例如用人类

CCL2免疫接种 (例如参见美国专利第5,569,825号、第 6,150,584号和第 6,596,541号 )。

[0099] 使用高亲和力抗 CCL2 抗体治疗硬皮病是很重要的。如上文所述，CCL2 与 CCR2 受

体之间的结合亲和力较高 ( 即，60pM)，并在血浆中存在高水平循环 CCL2。因此，大部分抗

CCL2 抗体很可能在投与后在血浆中螯合且仅一小部分可能定位到患病目标组织。因此，抗

CCL2 抗体不大可能有效竞争 CCL2 离开受体且抑制目标组织中的信号传导，除非其对 CCL2

还具有较高结合亲和力。此外，随着硬皮病进展，纤维化增加且血管渗透性和对目标组织的

接近减少。使用高亲和力抗CCL2抗体确保留存在目标组织的抗体仍然能够结合CCL2并防

止与其受体相互作用。

[0100] 因此，在一些实施例中，适于本发明的抗 CCL2 抗体或其片段的结合亲和力为或大

于 约 500nM、100nM、10nM、1nM、500pM、100pM、50pM、10pM、1pM、500fM、400fM、300fM、200fM、

100fM、50fM、10fM、1fM。在一些实施例中，适于本发明的抗 CCL2 抗体或其片段的结合亲和

力在约 500nM 与 1fM 之间、在 500nM 与 10fM 之间、在 500nM 与 100fM 之间、在 500nM 与 1pM

之间、在 10nM 与 1fM 之间、在 10nM 与 100fM 之间、在 10nM 与 1pM 之间、在 1nM与 1fM 之间、

在1nM与 100fM之间、在1nM与 500fM之间、在1nM与 1pM之间、在1nM与 10pM之间、在1nM

与 50pM 之间、在 1nM 与 100pM 之间、在 1nM 与 500pM 之间。

[0101] 生物分布和生物可用性

[0102] 在各种实施例中，在体内投与后，根据本发明的抗 CCL2 抗体可传递到各种目标组

织。示例性所需目标组织包括(但不限于)皮肤、血管、肺、心、肾、胃肠道(包括肝)、食道、

肌肉骨胳系统以及其组合。

[0103] 在各种实施例中，在体内投与后，根据本发明的抗 CCL2 抗体可在治疗上或临床上

实现本文中所述的各种目标组织中的有效水平或活性。如本文中所用，治疗上或临床上

有效水平或活性是足以在目标组织中带来治疗作用的水平或活性。治疗作用可为客观的

(即，可通过一些测试或指标测量)或主观的(即，受试者给出作用的指示或感觉到作用)。

举例来说，治疗上或临床上有效水平或活性可为足以改善目标组织中与硬皮病或相关疾

病、病症或病况有关的症状的蛋白质水平或活性(例如CCL2水平)。在一些实施例中，根据

本发明传递的本文中所述的抗 CCL2 抗体可使目标组织中与未经治疗的对照或治疗前状态
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相比 CCL2 水平减小至少 5％、10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、95％。

[0104] 在一些实施例中，根据本发明传递的本文中所述的抗 CCL2 抗体可使 CCL2 血清水

平减小到低于约 1000pg/ml、900pg/ml、800pg/ml、700pg/ml、600pg/ml、500pg/ml、400pg/

ml、300pg/ml、250pg/ml、200pg/ml、180pg/ml、160pg/ml、140pg/ml、120pg/ml、100pg/ml 或

更低。

[0105] 一般来说，在体内投与后，根据本发明的抗 CCL2 抗体在血清和 / 或目标组织 ( 例

如皮肤、血管、肺、心、肾、胃肠道(包括肝)、食道或肌肉骨胳系统)中具有足够长的半衰期。

在一些实施例中，根据本发明的抗CCL2抗体的半衰期可能为至少约30分钟、45分钟、60分

钟、90 分钟、2小时、3小时、4小时、5小时、6小时、7小时、8小时、9小时、10 小时、12 小时、

16 小时、18 小时、20 小时、25 小时、30 小时、35 小时、40 小时、高达 3 天、高达 7 天、高达 14

天、高达21天或高达一个月。在一些实施例中，根据本发明的抗CCL2抗体可在投与后的12

小时、24 小时、30 小时、36 小时、42 小时、48 小时、54 小时、60 小时、66 小时、72 小时、78 小

时、84 小时、90 小时、96 小时、102 小时或一周之后在血清和 / 或目标组织中保持可检测水

平或活性。可检测水平或活性可使用所属领域中已知的各种方法测定。

[0106] 在某些实施例中，本文中所述的抗CCL2抗体在(例如静脉内)投与所述受试者之

后 ( 例如在 ( 例如静脉内 ) 投与受试者之后的一周、3 天、48 小时、36 小时、24 小时、18 小

时、12小时、8小时、6小时、4小时、3小时、2小时、1小时、30分钟或更短 )在血清或靶向组

织中实现至少 20μg/ml、至少 15μg/ml、至少 10μg/ml、至少 7.5μg/ml、至少 5μg/ml、至

少 2.5μg/ml、至少 1.0μg/ml 或至少 0.5μg/ml 的浓度。

[0107] 硬皮病和相关疾病、病症或病况的治疗

[0108] 本文中所述的抗 CCL2 抗体可用于有效地治疗罹患或易患硬皮病或相关纤维化、

发炎性疾病、病症或病况的个体。如本文中所用的术语“治疗 (treat)”或“治疗”是指改善

一或多种症状，预防或延缓一或多种症状的发作，和 / 或减轻相关疾病、病症或病况的一或

多种症状的严重度或频率。

[0109] 本发明的各种抗体可以单独或与其它抗体或治疗剂组合投与。在一些实施例中，

本文中所述的抗体可单独或与其它治疗剂 ( 如适用于治疗纤维化或发炎性疾病、病症或病

况的治疗剂 )结合投与。所述治疗剂包括 (但不限于 )皮质类固醇、NSAID、免疫抑制药物

( 例如甲氨蝶呤和环磷氮介 )、小分子免疫调节剂、干扰素受体抗体、抗纤维化药物 ( 包括

D- 青霉胺、秋水仙碱、PUVA、松弛素和环孢灵 )和抗 TGFβ治疗以及内皮素受体拮抗剂。

[0110] 在一些实施例中，本文中所述的抗体可使用常规剂量和传递方法 ( 如对于其它可

比治疗剂描述的那些)投与。待投与的剂量可通过所属领域的技术人员已知的常规程序确

定。参见例如治疗学的药理学基础 (The Pharmacological Basis of Therapeutics), 古

德曼(Goodman)和吉尔曼(Gilman)编,纽约的麦克米伦出版公司(Macmillan Publishing 

Co.,New York)。一般来说，有效剂量是大到足以产生所需作用 ( 例如中和 CCL2 和 / 或阻

断 CCL2 与其同源受体结合 ) 的剂量。剂量应不大到引起不良副作用，如非所需交叉反应、

过敏性反应等。待考虑的因素包括所涉及的特定抗体 / 药剂的活性、其代谢稳定性和作用

持续时间、投与的模式和时间、药物组合、排泄速率、以及进行疗法的宿主的年龄、体重、一

般健康状况、性别、膳食以及具体疾病状态的严重度。

[0111] 本文中所述的抗体可以治疗上有效的任何给药方案投与。在一些实施例中，抗
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CCL2 抗体以两月一次、每月一次、三周一次、两周一次、每周一次、每天一次或以可变的时间

间隔投与。

[0112] 本文中所述的抗体可使用任何投与方法投与，包括肠胃外和非肠胃外投与途径。

肠胃外途径包括例如静脉内、动脉内、门静脉内、肌内、皮下、腹膜内、脊柱内、鞘内、脑室内、

颅内、胸膜内或其它注射途径。非肠胃外途径包括例如口服、经鼻、经皮、经肺、经直肠、颊

内、经阴道、经眼。投与还可通过连续输注、局部投与、从植入物 ( 凝胶、膜等 ) 持续释放和

/或静脉内注射进行。

[0113] 硬皮病

[0114] 在一些实施例中，本文中所述的方法和组合物可用于治疗罹患或易患所有形式

硬皮病的受试者，包括局限性全身性硬化症 / 硬皮病、弥漫性全身性硬化症 / 硬皮病以及

其它形式硬皮病。局限性全身性硬化症 / 硬皮病通常涉及主要影响手、臂以及面部的皮

肤表现。其关系到以下并发症也称为 CREST 综合症：钙质沉着、雷诺氏现象 (Raynaud's 

phenomenon)、食道功能障碍、肢端皮肤硬化以及毛细血管扩张。另外，肺动脉高血压可能存

在于高达三分之一的患者中，并且是此形式硬皮病的最严重的并发症。弥漫性全身性硬化

症 / 硬皮病是快速进行性的且影响大面积皮肤和一或多种内脏，时常为肾、食道、心和肺。

其它形式的硬皮病包括全身性无皮肤硬化的硬皮病 (systemic sine scleroderma)，其缺

乏皮肤变化，但具有全身性表现；以及影响皮肤，但不影响内脏的两种局部化形式：硬斑病

和带状硬皮病。

[0115] 在一些实施例中，治疗是指与未经治疗的对照或治疗前状态相比，部分或完全地

将与硬皮病有关的一或多种症状缓解、改善、减轻、抑制、延缓发作、降低严重度和 / 或发病

率，所述症状包括 ( 但不限于 ) 内皮细胞损伤；基底膜层增生；血管周围单核细胞浸润；纤

维化；内脏器官架构紊乱；血管稀疏；缺氧；手指、背部和前臂肿胀；肢体感觉发冷；指端溃

疡；指甲褶皱延长；指甲凹陷出血；指甲上凹陷疤痕；肺高血压；皮肤纤维化；脱发；皮肤绷

紧；皮肤发硬；色素过多；色素过少；皮肤发痒；腕管综合症；肌肉无力；关节疼痛 ；关节僵

硬；肾纤维化；食道纤维化；口腔纤维化；心纤维化；和肺纤维化；肝纤维化；肌肉纤维化 ；

干咳；呼吸短促；呼吸困难；肺泡炎；肺炎；喘息；进餐后腹胀；便秘；腹泻；吞咽困难；胃窦

血管扩张；食道回流；胃灼热；大便失禁；口腔中扁平白色斑点；附着齿龈粘膜损失；齿龈

退缩；牙周韧带弥漫性加宽；吞咽困难；口腔无弹性；下颌骨、冠突和髁突的后支的吸收 ；癌

症；心力衰竭；肺高血压；肾衰竭；吸收障碍；或其任何组合。

[0116] 在一些实施例中，治疗是指将纤维化部分或完全地缓解、改善、减轻、抑制、延缓发

作、降低严重度和/或发病率。如本文中所用，术语“纤维化”是指在器官或组织中形成过量

纤维结缔组织。在不希望受具体理论束缚的情况下，认为纤维化可由某些成纤维细胞的活

化引起。已知成纤维细胞的不同亚型执行不同的功能，即使是在单一组织内。举例来说，皮

肤上层的乳头状成纤维细胞产生薄胶原蛋白束并具有较高增生速率，而来自皮肤更深真皮

层的网状成纤维细胞产生厚胶原蛋白束和大量的多功能蛋白聚糖，并促进快速网格收缩。

成纤维细胞可处于静息状态或处于活化的不同阶段。在正常细胞功能期间，成纤维细胞例

如响应于损伤而变得活化以促进创伤愈合。活化的成纤维细胞产生增加的胞外基质组分，

包括胶原蛋白和胶原蛋白调节酶。在患有的硬皮病个体中，通常观察到的成纤维细胞活化

增加，伴随着ECM的过度产生。通常认为ECM的这种过度产生会引起纤维化，在器官或组织
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中形成过量纤维结缔组织，这是硬皮病的特征。

[0117] 在一些实施例中，治疗是指将皮肤、肾、胃肠道 (包括肝 )、血管、胃肠道、肌肉骨胳

系统、肺和 / 或食道中的纤维化部分或完全地缓解、改善、减轻、抑制、延缓发作、降低严重

度和 /或发病率。

[0118] 在一些实施例中，治疗引起皮肤纤维化部分或完全地缓解、改善、减轻、抑制、延

缓发作、降低严重度和 / 或发病率。皮肤纤维化通常与皮肤变厚、硬化或形成疤痕 ( 例如

瘢痕瘤或烧伤疤痕等 ) 有关。在一些实施例中，皮肤纤维化通过经修改的罗德南皮肤分数

(Modified Rodnan Skin Score)评估。举例来说，如图1中所示，未涉及的皮肤给予分数0；

轻度变厚给予分数1；中度变厚给予分数2；以及重度变厚给予分数3。在一些实施例中，治

疗引起与治疗前状态相比，经修改的罗德南皮肤分数降低超过 10％、超过 15％、超过 20％、

超过25％、超过30％、超过35％、超过40％、超过45％、超过50％、超过55％、超过60％、超

过 65％、超过 70％、超过 75％、超过 80％、超过 85％、超过 90％、超过 95％或更多。在一些

实施例中，治疗引起皮肤纤维化的实质性消除。

[0119] 在不希望受理论束缚的情况下，还认为硬皮病患者中成纤维细胞的活化可由通过

产生细胞因子活化免疫反应所引起。细胞因子的实例包括(但不限于)TGF-β、CCL2、CTGF、

ET-1、成纤维细胞生长因子、IL-1、IL-4、IL-6、IL-12、IL-13、IL-17、MCP-1、MCP-3 和 PDGF。

细胞因子可由免疫系统的促炎性细胞产生，例如活化的 T 细胞、单核细胞或巨噬细胞，或

者，细胞因子可由上皮细胞产生。促进成纤维细胞活化的一个因素可为与毛细管渗透性增

加有关的真皮中单核细胞的血管周围浸润。成纤维细胞活化的替代性或其它方式包括与胞

外基质相互作用和/或机械张力。因此，在一些实施例中，根据本发明治疗硬皮病患者引起

一或多种促炎性细胞因子 ( 如本文中所述的那些 ) 的产生减少。在一些实施例中，治疗引

起与治疗前状态相比，促炎性细胞因子 ( 例如 TGF-β、CCL2、CTGF、ET-1、成纤维细胞生长

因子、IL-1、IL-4、IL-6、IL-12、IL-13、IL-17、MCP-1、MCP-3 和 / 或 PDGF) 减少超过 10％、

超过15％、超过20％、超过25％、超过30％、超过35％、超过40％、超过45％、超过50％、超

过55％、超过60％、超过65％、超过70％、超过75％、超过80％、超过85％、超过90％、超过

95％或更多。测定细胞因子水平的各种方法是所属领域中已知的并可用于实践本发明。

[0120] 在一些实施例中，治疗引起 CCL2 血清水平降低。在一些实施例中，治疗引起与治

疗前状态相比，CCL2 血清水平降低超过 10％、超过 15％、超过 20％、超过 25％、超过 30％、

超过 35％、超过 40％、超过 45％、超过 50％、超过 55％、超过 60％、超过 65％、超过 70％、

超过 75％、超过 80％、超过 85％、超过 90％、超过 95％或更多。在一些实施例中，治疗引

起 CCL2 血清水平低于约 800pg/ml、700pg/ml、600pg/ml、500pg/ml、400pg/ml、350pg/ml、

300pg/ml、250pg/ml、200pg/ml、150pg/ml或 100pg/ml。在一些实施例中，治疗引起CCL2血

清水平与实质上相同年龄或发展阶段的健康对照的 CCL2 血清水平相当。

[0121] 纤维化疾病、病症或病况

[0122] 除了硬皮病之外，根据本发明的方法和组合物可用于治疗纤维化疾病、病症或病

况，通常包括 ( 但不限于 ) 多灶性纤维硬化、硬皮病样移植物抗宿主病、肾源性全身性纤维

化、器官特异性纤维化等。说明性器官特异性纤维化病症包括(但不限于)肺纤维化、肺高

血压、囊肿性纤维化、哮喘、慢性阻塞性肺病、肝纤维化、肾纤维化、NASH 等。许多纤维化疾

病、病症或病况在受影响组织中具有无序和 / 或放大的胞外基质沉积。纤维化可与炎症有
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关，随着潜在疾病症状出现，和/或由手术程序或创伤愈合过程引起。未经检查的纤维化可

引起底层器官或组织架构的破坏，通常被称为结疤。

[0123] NASH 通常是症状很少或没有的静寂疾病。患者在早期中通常感觉良好，且在疾病

更晚期或肝硬化发展时仅开始具有如疲劳、体重减轻和无力的症状。NASH 的进展可耗时数

年，甚至数十年。所述过程可终止并且在一些情况下可能甚至在无特定疗法的情况下自身

开始逆转。或者NASH可缓慢恶化，引起结疤或纤维化出现并在肝中积聚。随着纤维化恶化，

肝硬化发展，其中肝变得严重结疤、硬化且不能正常起作用。并不是所有患有 NASH 的个人

都发展肝硬化，但一旦存在严重结疤或肝硬化，几乎没有治疗可停止所述进展。患有肝硬化

的个人经历液体潴留、肌肉萎缩、肠出血和肝衰竭。肝移植是伴随肝衰竭的晚期肝硬化的唯

一疗法，且移植在患有 NASH 的人中的执行渐增。在美国，NASH 排名为肝硬化的主要病因之

一，在丙型肝炎和酒精性肝病之后。

[0124] 肾脏(肾 )纤维化由肾中纤维结缔组织的过度形成造成。肾纤维化引起显著的发

病率和死亡率且产生对透析或肾移植的需求。纤维化可出现在肾单位 (肾脏的功能单位 )

的滤过或再吸收组分中。多种因素可造成肾脏结疤，尤其是涉及肾小球滤过自调节的生理

学紊乱。这又引起积聚的胞外基质替代正常结构。个别细胞生理学的变化谱引起多种肽和

非肽纤维蛋白原的产生，其刺激胞外基质合成与降解之间平衡的变化从而促进结疤。

[0125] 发炎性疾病、病症或病况

[0126] 在一些实施例中，根据本发明的方法和组合物用于治疗发炎性疾病、病症或病况，

包括(但不限于)：全身性炎症反应(SIRS) ；阿尔茨海默氏病(Alzheimer's Disease ；和相

关病况和症状，包括：慢性神经炎症、神经胶质活化；微神经胶质增加；神经炎性斑块形成；

和对疗法的反应)；肌萎缩性侧索硬化症(ALS)、关节炎(和相关病况和症状，包括(但不限

于 )：急性关节炎症、抗原诱导的关节炎、与慢性淋巴细胞性甲状腺炎有关的关节炎、胶原

蛋白诱导的关节炎、青少年关节炎、类风湿性关节炎、骨关节炎、预后和链球菌诱导的关节

炎、脊柱关节病、痛风性关节炎)、哮喘(和相关病况和症状，包括：支气管哮喘；慢性阻塞性

气道疾病；慢性阻塞性肺病、青少年哮喘和职业性哮喘)；心血管疾病(和相关病况和症状，

包括动脉粥样硬化；自身免疫心肌炎、慢性心肌缺氧、充血性心力衰竭、冠状动脉疾病、心肌

病和心肌细胞功能障碍，包括：主动脉平滑肌细胞活化；心肌细胞凋亡；和心肌细胞功能的

免疫调节；糖尿病和相关病况和症状，包括自身免疫糖尿病、胰岛素依赖性 (1 型 ) 糖尿病、

糖尿病性齿根骨膜炎、糖尿病性视网膜病变和糖尿病性肾病变) ；胃肠炎症(和相关病况和

症状，包括腹腔疾病、相关骨质减少、慢性结肠炎、克罗恩病 (Crohn's disease)、发炎性肠

病和溃疡性结肠炎 )；胃溃疡；肝炎症 (如病毒和其它类型肝炎 )、胆固醇胆石和肝纤维化、

HIV 感染 (和相关病况和症状，包括退化性反应，神经退化性反应和 HIV 相关的霍奇金氏病

(HIV associated Hodgkin's Disease))、川崎氏综合症(Kawasaki's Syndrome ；和相关疾

病和病况，包括粘膜皮肤淋巴结综合症、颈椎淋巴结病、冠状动脉病变、水肿、发烧白细胞增

加、轻度贫血、皮肤剥落、皮疹、结膜发红、血小板增多；多发性硬化、肾病变 ( 和相关疾病和

病况，包括糖尿病性肾病变、晚期肾病、急性和慢性丝球体肾炎、急性和慢性间质肾炎、狼疮

肾炎、古德帕斯丘氏综合症 (Goodpasture's syndrome)、血液透析生存和肾缺血再灌注损

伤 )、神经退行性疾病 ( 和相关疾病和病况，包括急性神经退化、在老化和神经退化性疾病

中的 IL-1 的诱生、IL-1 诱导的下丘脑神经元可塑性和慢性应力高反应性 )、眼病变 (和相
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关疾病和病况，包括糖尿病性视网膜病变、格雷夫斯氏眼病变 (Graves'opthalmopathy) 和

葡萄膜炎、骨质疏松症 ( 和相关疾病和病况，包括牙槽、股骨、桡骨、椎骨或手腕骨质流失或

破裂发生、绝经后骨质流失、质量、破裂发生或骨质流失速率)、中耳炎(成人或小儿)、胰脏

炎或胰脏腺泡炎、牙周疾病 ( 和相关疾病和病况，包括成人型、早发型和糖尿病型 )；肺病，

包括慢性肺病、慢性窦炎、透明膜病、缺氧和 SIDS 中的肺病；冠状动脉再狭窄或其它血管

移植物；风湿，包括类风湿性关节炎、风湿性阿孝夫氏小体 (rheumatic Aschoff bodies)、

风湿性疾病和风湿性心肌炎；甲状腺炎，包括慢性淋巴细胞性甲状腺炎；尿道感染，包括

慢性前列腺炎、慢性骨盆疼痛综合症和尿石病；免疫病症，包括自身免疫性疾病，如斑秃、

自身免疫心肌炎、格雷夫斯氏病、格雷夫斯眼病变、苔癣硬化症、多发性硬化、牛皮癣、全身

性红斑狼疮、全身性硬化症、甲状腺疾病 ( 例如淋巴瘤性甲状腺肿 (goiter and struma 

lymphomatosa)(桥本氏甲状腺炎(Hashimoto's thyroiditis)、淋巴细胞性甲状腺肿) ；睡

眠障碍和慢性疲劳综合症和肥胖(非糖尿病性或与糖尿病有关)；对传染病的抵抗性，如利

什曼体病 (Leishmaniasis)、麻风、莱姆病 (Lyme Disease)、莱姆心炎 (Lyme Carditis)、疟

疾、脑型疟疾、脑膜炎、与疟疾有关的小管间质性肾炎 )，其由细菌、病毒 (例如巨细胞病毒、

脑炎病毒、埃 -巴二氏病毒 (Epstein-Barr Virus)、人类免疫缺陷病毒、流感病毒 )或原生

动物 ( 例如恶性疟原虫、锥虫 ) 引起；对创伤的反应，包括脑创伤 ( 包括中风和缺血、脑炎、

脑病变、癫痫症、围产期脑损伤、长期发热性癫痫、SIDS 和蛛网膜下出血 )、低出生体重 (例

如大脑性麻痹 )、肺损伤 ( 急性出血性肺损伤、古德帕斯丘氏综合症、急性缺血再灌注 )、心

肌功能障碍，由职业和环境污染物引起 ( 例如易感毒油综合症硅粉沉着病 )、辐射创伤、和

创伤愈合反应效率(例如灼伤或热创伤、慢性创伤、手术创伤和脊髓损伤)；激素调节，包括

生育力 / 繁殖力、怀孕的可能性、发生早产、产前和新生并发症，包括早产低出生体重、大脑

性麻痹、败血症、甲状腺功能低下、氧气依赖性、颅脑异常、早发闭经；受试者对移植的反应

(排斥或接受)、急性期反应(例如发热性反应)、一般炎症反应、急性呼吸窘迫反应、急性全

身性炎症反应、创伤愈合、粘附、免疫发炎性反应、神经内分泌反应、发烧发展和抵抗、急性

期反应、应激反应、疾病易感性、重复运动应激、网球肘以及疼痛管理和反应。

[0127] 患者分层、治疗监测和 /或优化的生物指标或指示

[0128] 在一些实施例中，本文中所述的基于抗 CCL2 抗体的方法和组合物可与生物指标

一起用于患者分层、治疗监测和/或优化。在一些实施例中，适合的生物指标是有差异地表

达的生物指标。如本文中所用，术语“有差异地表达的生物指标”是指表达水平在罹患硬皮

病的受试者 ( 或受试者群体 ) 中相对于其在健康或正常受试者 ( 或健康或正常受试者群

体)中的表达水平有所不同的生物指标。所述术语还涵盖表达水平对于不同疾病亚型(即

局限性皮肤或弥漫性皮肤硬皮病)来说有所不同的生物指标。所述术语进一步涵盖表达水

平在疾病的不同阶段(例如轻度或早期硬皮病、重度或晚期硬皮病)有所不同的生物指标。

差异性表达包括生物指标的瞬时或细胞表达模式的定量以及定性差异。如下文更详细地描

述，有差异地表达的生物指标单独或与其它有差异地表达的生物指标组合适用于诊断、分

期、治疗、药物开发和相关领域中的多种不同应用。本文中所公开的有差异地表达的生物指

标的表达模式可描述为硬皮病、硬皮病亚型、硬皮病阶段和硬皮病疾病严重度和 / 或进展

的指纹或标签。其可用作参考点以比较和表征未知样品和寻求进一步信息的样品。如本文

中所用的术语“降低的表达水平”是指如通过本文中所述的一或多种方法所测量，表达降低
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至少 10％或更多，例如 20％、30％、40％、或 50％、60％、70％、80％、90％或更多，或者表达

降低大于1倍、2倍、3倍、4倍、5倍、10倍、50倍、100倍或更多。如本文中所用的术语“提高

的表达水平”是指如通过一或多种方法(如本文中所述的方法)所测量，表达提高至少10％

或更多，例如 20％、30％、40％、或 50％、60％、70％、80％、90％或更多，或者表达提高大于 1

倍、2倍、3倍、4倍、5倍、10 倍、50 倍、100 倍或更多。

[0129] 皮肤基因表达分析

[0130] 鉴别硬皮病患者中有差异地表达的生物指标的各种方法是所属领域中已知的且

可用于实践本发明。举例来说，皮肤基因表达分析对于对患者构造子集、鉴别响应患者子

集的蛋白生物指标和指示来说可为强大的工具。在一些实施例中，在硬皮病患者中经有差

异地调节的基因可通过比较健康个体与硬皮病个体的皮肤样品的转录概况来鉴别。此外，

与疾病严重度相关的基因转录物可通过将各个进展程度阶段的硬皮病患者包括在内来鉴

别。转录概况可通过微阵列分析进行分析，如已由例如米兰 (Milano) 等人“硬皮病皮肤的

基因表达标签的分子子集 (Molecular Subsets in the Gene Expression Signatures of 

Scleroderma Skin)”(公共科学图书馆·综合(PLOS One),3:7,1-18,2008)描述，所述文献

的全部内容以引用的方式并入本文中。举例来说，可在来自患有弥漫性硬皮病、局限性硬皮

病、硬斑病 ( 与硬皮病类似的无内部器官涉及的疾病 ) 的患者和健康对照的皮肤样品 ( 例

如前臂和背部样品 ) 上执行微阵列分析。为了鉴别与硬皮病最高度相关的基因，选择在复

制品与样品位点之间最内部一致同时在个体之间最可变的基因以进行进一步分析。基于与

硬皮病严重度相关的差异性基因表达的聚类分析可用于选择受硬皮病影响的基因。

[0131] 据报导，硬皮病中有差异地表达的示例性基因可聚类成 6 组。第一组包括在弥

漫性硬皮病患者子组中和在硬斑病患者中高度表达的免疫球蛋白基因，包括 ( 但不限于 )

CCR2、CCL4 和 IGLL1。第二群组包括增殖标签，包括仅在细胞分裂时表达的基因。在这一

聚类中展示出表达增加的基因包括细胞周期调节的基因，如 CKS1B、CDKS2、CDC2、MCM8 和

E2F7。增殖标签的存在与来自皮肤活检的报导一致，所述报导展示出弥漫性硬皮病组织的

细胞经历增殖增加。第三组包括胶原蛋白和细胞外基质组分，包括 ( 但不限于 )COL5A2、

COL8A1、COL10A1、COL12A1。第四组包括通常与 T淋巴细胞和巨噬细胞的存在有关的基因，

其与第三组类似地表达，且包括 PTPRC( 其为 T 细胞活化所需 ) 以及 CD2 和 CDW52( 其在 T

淋巴细胞表面上表达 )。第五组包括在弥漫性硬皮病中展示低表达的基因。这些基因在其

它活检中展示较高表达水平且尤其包括 WIF1、四连接素、IGFBP6 和 IGFBP5。最后一组是异

质的基因表达聚类，其在局限性硬皮病中较高且是弥漫性硬皮病的子组，包括 (但不限于 )

UTS2R、GALR3、PARD6G、PSEN1、PHOX2A、CENTG3、HCN4、KLF16 和 GPR15G。其它有差异地表达

的示例性基因描述在米兰 (Milano) 等人“硬皮病皮肤的基因表达标签的分子子集”(公共

科学图书馆·综合 ,3:7,1-18,2008) 中，所述文献的全部内容以引用的方式并入本文中。

[0132] 多基因标签作为代理指标

[0133] 基因的组合可用作生物指标。生物指标鉴别的示例性方法提供在例如法瑞

勒 (Farina) 等人 ,“四基因生物指标预测弥漫性皮肤全身性硬化症患者的皮肤疾病 (A 

Four-Gene Biomarker Predicts Skin Disease in Patients with Diffuse Cutaneous 

Systemic Sclerosis)”( 关节炎与风湿病 (Arthritis Rheum.)62(2),580-588,2010) 中，

所述文献的全部内容以引用的方式并入本文中。开始于已知在硬皮病中经调节的目标(如
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TGFβ和干扰素 )，法瑞勒鉴别了四基因生物指标，包括基因 CTGF、THS1、COL4 和 PAI1。发

现组合的这四种基因的转录与经修改的罗德南皮肤分数 (mRSS) 高度相关且高度预测弥漫

性硬皮病。

[0134] mRSS被用作硬皮病的一种临床指标。mRSS通常如图1所示指定：未涉及的皮肤指

定分数 0；轻度变厚给予分数 1；中度变厚给予分数 2；以及重度变厚给予分数 3。通常，介

于 0-51 范围内的总 mRSS 分数可基于在患者的 17 处皮肤区域 0-3 的定级来确定。mRSS 可

用作单独或与其它生物指标组合诊断和监测治疗的指示。

[0135] 类似的策略可用于鉴别和验证硬皮病的潜在标签生物指标。确切地说，将被鉴别

为在硬皮病中经正性或负性调节的基因转录物单独或组合测试，从而鉴别包含与硬皮病的

临床指标最高度相关基因转录物或基因转录物组合的生物指标。除了 mRSS 之外，可使用

其它临床指标，如健康评估调查表 (HAQ-DI)、一氧化碳的肺扩散能力 (DLCO) 或用力肺活量

(FVC)。

[0136] CCL2 水平

[0137] CCL2 水平 ( 例如 CCL2 血清水平 ) 可用作用于测定疾病严重度、器官涉及、选择

适当治疗、监测疾病进展和患者反应的生物指标或指示。为了测定 CCL2 水平作为生物指

标或指示，测定各种阶段硬皮病的患者和不受影响的个体的血清中的 CCL2 水平。这可通

过利用例如 ELISA 分析血清中 CCL2 蛋白水平来进行，且与皮肤和其它器官 ( 例如肺、肝、

肾、食管 ) 涉及相关。示例性方法描述在卡鲁利 (Carulli) 等人风湿病年鉴 (Ann Rheum 

Dis)67:105-109,2008 中。

[0138] 存在于如来自活检的皮肤和/或血清中的CCL2水平还可与mRSS或其它临床指标

(如 HAQ-DI、DLCO 或 FVC) 相关。

[0139] 各种生物指标可单独或组合或可替代地与临床诊断指标 ( 如 mRSS) 一起使用，从

而基于硬皮病的严重度将患者分层、选择适当疗法或给药方案、评估疗法的有效性、监测对

疗法的反应、预测疾病过程以及测量受试者中的疾病进展。通常，在所述方法中，将针对从

一或多个时间点从受试者获得的生物样品测定的适合的生物指标水平 ( 例如选自本文中

所述的各种有差异地表达的基因的那些以及其它已知指标如 CCL2 水平 ) 与从一或多个其

它时间点来自受试者的水平相比。举例来说，生物指标水平可在治疗过程之前或在治疗过

程开始时测量。生物指标水平可在整个治疗过程的一或多个时间点下测量且与在治疗之前

或来自治疗过程的较早时间点的水平相比。鉴别或选择适当治疗，确定患者是否对治疗和

/或治疗的优化具有积极反应可基于生物指标的评估加以确定。

[0140] 医药组合物

[0141] 本发明还提供包含一或多种所提供的抗体的组合物。在一些实施例中，本发明提

供至少一种抗体和至少一种医药学上可接受的赋形剂。所述医药组合物可任选地包含一或

多种其它治疗活性物质和 / 或与其组合投与。在一些实施例中，所提供的医药组合物适用

于药物。在一些实施例中，所提供的医药组合物在治疗或预防硬皮病或与硬皮病关联或相

关的负面影响中适用作防治性药剂(即疫苗)。在一些实施例中，所提供的医药组合物适用

于治疗性应用，例如在罹患或易患硬皮病的个体中。在一些实施例中，医药组合物被调配成

用于投与人类。

[0142] 举例来说，这里所提供的医药组合物可以无菌可注射形式 ( 例如适于皮下注射或
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静脉内输注的形式)提供。举例来说，在一些实施例中，医药组合物以适于注射的液体剂型

提供。在一些实施例中，医药组合物以粉末 ( 例如冻干和 / 或灭菌粉末 ) 形式任选地在真

空下提供，其在注射之前用水性稀释剂 ( 例如水、缓冲液、盐溶液等 ) 复原。在一些实施例

中，医药组合物在水、氯化钠溶液、乙酸钠溶液、苯甲醇溶液、磷酸盐缓冲盐水等中稀释和 /

或复原。在一些实施例中，粉末应轻轻地与水性稀释剂混合 (例如不振荡 )。

[0143] 在一些实施例中，所提供的医药组合物包含一或多种医药学上可接受的赋形剂

( 例如防腐剂、惰性稀释剂、分散剂、表面活性剂和 / 或乳化剂、缓冲剂等 )。在一些实施例

中，医药组合物包含一或多种防腐剂。在一些实施例中，医药组合物不包含防腐剂。

[0144] 在一些实施例中，医药组合物以可冷藏和/或冷冻的形式提供。在一些实施例中，

医药组合物以不可冷藏和/或冷冻的形式提供。在一些实施例中，复原的溶液和/或液体剂

型在复原之后可储存一定的时间段 ( 例如 2 小时、12 小时、24 小时、2 天、5 天、7 天、10 天、

2周、一个月、两个月或更长)。在一些实施例中，抗体组合物储存长于指定时间会引起抗体

降解。

[0145] 液体剂型和/或复原溶液在投与之前可包含微粒物质和/或变色。在一些实施例

中，如果变色或混浊和 /或如果在过滤之后微粒物质保留，那么不应使用溶液。

[0146] 本文中所述的医药组合物的组合物可通过药理学领域中已知或此后发展的任何

方法制备。在一些实施例中，所述制备方法包括以下步骤：使活性成分与一或多种赋形剂和

/或一或多种其它附加成分结合，且接着必要时和 /或需要时，将产品成形和 /或包装到所

需单剂量或多剂量单位中。

[0147] 根据本发明的医药组合物可以散装、以单一单位剂量形式和 / 或以多个单一单位

剂量形式制备、包装和/或出售。如本文中所用，“单位剂量”是包含预定量的活性成分的医

药组合物的个别量。活性成分的量通常等于将投与受试者的剂量和/或所述剂量的方便分

数，如例如所述剂量的二分之一或三分之一。

[0148] 根据本发明的医药组合物的活性成分、医药学上可接受的赋形剂和 / 或任何其它

成分的相对量可变化，取决于所治疗的受试者的身份、身材和/或情况和/或取决于投与组

合物的途径。作为举例，组合物可包含在 0.1％与 100％ (w/w) 之间的活性成分。

[0149] 本发明的医药组合物可另外包含医药学上可接受的赋形剂，其如本文中所用可为

或包含溶剂、分散介质、稀释剂、或其它液体媒剂、分散或悬浮助剂、表面活性剂、等张剂、增

稠或乳化剂、防腐剂、固体粘合剂、润滑剂等，如适于所需具体剂型。雷明顿氏药学科学和

实践 (Remington's The Science and Practice of Pharmacy), 第 21 版 ,A.R. 根纳罗

(A.R.Gennaro),( 马里兰州巴尔的摩的利平科特威廉姆斯和威尔金斯公司 (Lippincott,W

illiams&Wilkins,Baltimore,MD),2006) 公开了用于调配医药组合物的各种赋形剂和用于

制备其的已知技术。除非任何常规赋形剂介质均不与物质或其衍生物相容，如因产生任何

非所需生物作用，或另外与医药组合物的任何其它组分以有害方式相互作用，否则预期其

使用在本发明的范围内。

[0150] 实例

[0151] 实例 1. 制备高亲和力抗 CCL2 抗体

[0152] 本实例说明高亲和力抗CCL2抗体的制备。如上文所述，各种方法可用于产生并选

择具有所需特异性和结合亲和力的抗体。
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[0153] 在这一特定实例中，抗 CCL2 抗体由包含两个全长抗原结合臂的完整人类抗体

组成。表达人类抗体基因的转基因小鼠最初经含纯化的人类重组 CCL2 的完全弗氏佐剂

(complete Freund's adjuvant) 经由皮下注射免疫。在初始免疫接种之后，每一小鼠一周

一次接受额外的皮下注射持续三周。从小鼠收集具有较高抗体效价 (如通过 ELISA 测定 )

的脾细胞，并如下将其与小鼠骨髓瘤细胞株融合。来自经免疫小鼠的脾细胞的单细胞悬浮

液与四分之一数目的非分泌小鼠骨髓瘤细胞与 50％ PEG 融合。细胞以约 1×105个 / 孔接

种在平坦底部微量滴定板中，之后孵育一周。个别孔接着通过ELISA筛选人类抗CCL2单克

隆 IgG 抗体。一旦出现广泛的杂交瘤生长，就再接种分泌抗体的融合瘤，再次筛选，并且如

果对于人 IgG 仍然阳性，那么抗 CCL2 单克隆抗体通过限制稀释法亚克隆至少两次。

[0154] 或者，抗体可采用流式细胞术从来自经免疫转基因小鼠 ( 如上文所述 ) 的单抗原

阳性 B 细胞的编码 VH和 V L域的 DNA 直接分离。简单来说，将人类 CCL2 免疫的转基因小鼠

处死并收集脾细胞。通过裂解之后粒化所收集的脾细胞来去除红细胞。再悬浮的脾细胞首

先与人 IgG、FITC- 抗 -mFc 和生物素化人类 CCL2的混合物一起孵育 1小时。染色的细胞用

PBS 洗涤两次，接着用人类和大鼠 IgG、APC- 抗 -mIgM 和 SA-PE 的混合物染色一小时。染色

的细胞用PBS洗涤一次，并接着通过流式细胞术在MOFLOTMXDP(贝克曼库尔特公司(Beckman 

Coulter,Inc.)上分析。分选出每一IgG阳性、IgM阴性和抗原阳性的B细胞，并将其接种到

96孔板上的另一孔中。来自这些B细胞的抗体基因的RT-PCR根据由王(Wang)等人(2000,

免疫学方法杂志 (J.Immunol.Methods)244:217-225) 描述的方法执行。将重链和轻链 PCR

产物分别克隆到含有人类重链恒定区 ( 例如 IgG1) 和人类轻链恒定区 ( 例如 Cκ) 的载体

中。接着将来自同一B细胞的具有重链可变区序列的经纯化重组质粒和具有轻链可变区序

列的质粒组合并转染到宿主细胞株 (例如 CHO 细胞株 )中。

[0155] 除了典型小鼠免疫接种之外，还可使用基于骆驼 (camelids) 或噬菌体展示的其

它抗体筛选方法。使用标准受体结合分析选择高亲和力抗体。纯化亲和力大于 10-12M 的抗

体。

[0156] 实例 2. 剂量范围测试

[0157] 本实例说明经设计以评估用于治疗硬皮病的抗 CCL2 抗体的有效剂量范围的剂量

反应研究。

[0158] 博莱霉素 (bleomycin) 诱导的硬皮病小鼠模型用于本实例。通常，通过将博莱霉

素、多聚肌苷酸-聚胞苷酸和/或 LPS重复皮下注射到背侧皮肤中来在小鼠中诱导纤维化。

确切地说，将含有浓度为10-110μg以及高达200μg的博莱霉素、浓度为300μg的LPS、浓

度为 100μg的聚胞苷酸或 PBS单独的渗透泵 (7天 )皮下植入到 10只 B6小鼠组中。在这

一小鼠模型中，皮肤中的组织病理学变化密切类似于在硬皮病中可见的组织病理学变化。

早期单核细胞积聚以及 TGF-β 和趋化因子表达上调之后是特征在于厚胶原蛋白束和活化

成纤维细胞积聚的真皮纤维化。小鼠还显示肺和肾纤维化的迹象。

[0159] 将递增浓度的抗 CCL2 抗体或对照抗体的剂量经由腹膜内注射投与到小鼠中。

[0160] 实例 3. 抗 CCL2 抗体的体内功效

[0161] 本实例说明经设计以评估用抗 CCL2 抗体治疗对用于硬皮病的博莱霉素小鼠模型

中的炎症和纤维化的作用的研究。

[0162] 含有 PBS单独或含 10-110μg以及高达 200μg博莱霉素的 PBS的 7或 28天渗透

说  明  书CN 104487091 A

26



        24/29 页

27

泵将被皮下植入到B6小鼠中。每两天，小鼠将经由腹膜内注射用如在实例2中所测定的适

合浓度的抗 CCL2 抗体或用对照抗体处理。

[0163] 在7天(在 7天渗透泵的情况下)或28天 (在 28天渗透泵的情况下)之后，将收

集皮肤和肺组织用于转录和组织学分析。通过ELISA测量组织样品中的CCL2蛋白水平。对

于转录分析，从皮肤组织提取 RNA，且使用所属领域中通常已知的技术对分离的 RNA 进行半

定量或定量逆转录酶-PCR。使用可商购的引物 (塔克曼(TaqMan))测量TGFβ

基因表达水平和促炎性基因 (包括 (但不限于 )PAI1、COMP、COL1a1、F4/80、IL-6 和 TNFα)

的基因表达水平。对于组织学分析，通过显微镜下检查用苏木精和伊红 (hematoxylin and 

eosin，H&E) 染色的组织切片来分析皮肤纤维化。使用 H&E 染色观察组织形态是所属领域

中众所周知的。免疫组织化学用于通过显微镜下检查使用所属领域中熟知的技术用单核特

异性抗 F4/80 抗体探测的组织切片来定量单核浸润。

[0164] 预期用抗 CCL2 抗体治疗将减少单核细胞和巨噬细胞浸润，将减少炎性基因表达

(例如 IL-6、TNFα)，且将降低TGFβ诱导的标记基因表达。预期这会引起纤维化的普遍降

低。

[0165] 实例 4. 治疗性建模

[0166] 本实例说明各种组织和血浆中 CCL2 产生和流失的模型以预测组织目标水平。

[0167] CCL2通常在疾病组织中产生并分泌到血浆中。在健康个体中，皮肤中的CCL2合成

较低或不可检测。CCL2 合成随着非受影响和受影响皮肤两者中的总皮肤涉及而增加，引起

血清CCL2水平增加。血清CCL2水平随着器官涉及进一步增加。健康个体的平均血清CCL2

水平通常低于约 100pg/ml。具有所谓的雷诺氏现象 (Raynaud's phenomenon) 的个体的平

均血清CCL2水平略微增加。罹患硬化的患者的平均血清CCL2水平通常是约250pg/ml。罹

患局限性皮肤全身性硬化症的患者的平均血清 CCL2 水平通常是约 250pg/ml。罹患弥漫性

皮肤全身性硬化症的患者的平均血清 CCL2 水平通常是约 380pg/ml。罹患局限性皮肤全身

性硬化症的患者的平均血清 CCL2 水平通常是约 250pg/ml。

[0168] CCL2 的分子量是约 8.6kDa，其远小于约 50kDa 的肾小球滤过阈值，引起快速肾

脏清除。CCL2 通过活性受体介导的内化而内化。CCL2 结合其受体 CCR2 的典型 kd 是约

60pM-2nM。CCR2主要存在于淋巴来源细胞和淋巴内皮上。预期硬皮病在疾病进展早期引起

血管渗透性增加，这允许 CCL2 和任何治疗性抗体在间质与血清之间的实质性平衡。因此，

CCL2的血清半衰期基于来自小鼠和兔的数据是约10分钟。预期CCL2血清半衰期在人类中

是类似的。相对可渗透的组织允许 CCL2 从组织到血清快速 ( 例如在约 2 小时内 ) 达到平

衡 (半最大值 )。在一些情况下，血清 CCL2 水平在整个皮肤涉及但无器官涉及的情况下可

能达到1000pg/ml(约 75pM)。展示血清和组织CCL2平衡的目标特征曲线展示在图2中，其

预测中和 3nM 组织 CCL2 并与其竞争离开其受体所需的抗体所需量。所说明的模型代表高

CCL2 水平的极端呈现。

[0169] 目前可供使用的静脉内注射的单克隆抗体通常并不有效，因为其在其到达患病组

织之前结合血浆中的 CCL2并形成复合物。参见图 3。通过提供高亲和力的抗 CCL2，我们可

提供足够的抗 CCL2 抗体来结合组织中的 CCL2 并以 60pM 亲和力竞争 CCR2。

[0170] 实例 5. 临床设计

[0171] 基于动物治疗的成功，在健康个体和具有不同阶段硬皮病的个体中设计在表 2-6
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中详述的抗CCL2抗体的I-III期剂量范围和单剂量研究，从而评估抗CCL2疗法的安全性、

耐受性、功效和药物动力学。

[0172] 人类临床试验 1 的第一目标包括确定在健康个体中投与的抗 CCL2 抗体的 4 种剂

量水平的安全性。第二目标包括评估在健康个体中投与的抗 CCL2 抗体的 4 种不同剂量水

平的药物动力学。这一临床试验的详细方案大纲展示在表 2中。

[0173] 表 2：人类临床试验 1

[0174] 

[0175] 人类临床试验 2 的第一目标包括确定在具有硬皮病早期症状的个体中投与的抗

CCL2 抗体的 4 种剂量水平的安全性。第二目标包括 (1) 测定在具有硬皮病早期症状的个

体中投与的抗CCL2抗体的 4种不同剂量水平的药物动力学；(2)通过分析连续皮肤活检中

的基因表达来测定具有硬皮病早期症状的个体对抗 CCL2 抗体的 4 种不同剂量水平的药效

学 (PD) 反应；以及 (3) 测定具有硬皮病早期症状的个体对抗 CCL2 抗体的 4 种不同剂量水

平的临床反应，如通过经修改的罗德南皮肤分数(mRSS)测量。这一临床试验的详细方案大

纲展示在表 3中。

[0176] 表 3：人类临床试验 2

[0177] 

[0178] 
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[0179] 人类临床试验 3 的第一目标包括测定在具有早期硬皮病症状的个体中投与的抗

CCL2抗体的单一剂量水平的功效，如通过经修改的罗德南皮肤分数(mRSS)测量。第二目标

包括(1)测定在具有早期硬皮病症状的个体中投与的抗CCL2抗体的单剂量水平的功效，如

通过健康评估调查表-失能指数(HAQ-DI)测量；和(2)测定在具有早期硬皮病症状的个体

中投与的抗CCL2抗体的单剂量水平的功效，如通过器官特异性评估测量。这一临床试验的

详细方案大纲展示在表 4中。

[0180] 表 4：人类临床试验 3

[0181] 

[0182] 人类临床试验 4 的第一目标包括测定在患有局限性或弥漫性硬皮病伴有肺病的

个体中投与的抗 CCL2 抗体的单剂量水平相对于口服环磷酰胺的功效，如通过用力肺活量

(FVC) 测量。第二目标包括 (1) 测定在患有局限性或弥漫性硬皮病伴有肺病的个体中投与

的抗CCL2抗体的单剂量水平相对于口服环磷酰胺的功效，如通过HAQ-DI测量；(2)测定在

患有局限性或弥漫性硬皮病伴有肺病的个体中投与的抗 CCL2 抗体的单剂量水平相对于口

服环磷酰胺的功效，如通过 mRSS 测量；以及 (3) 测定在患有局限性或弥漫性硬皮病伴有肺

病的个体中投与的抗 CCL2 抗体的单剂量水平相对于口服环磷酰胺的功效，如通过一氧化
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碳的肺扩散能力 (DLCO) 测量。这一临床试验的详细方案大纲展示在表 5中。

[0183] 表 5：人类临床试验 4

[0184] 

[0185] 人类临床试验 5 的目标包括 (1) 测定在具有硬皮病早期症状和 / 或局限性或弥

漫性硬皮病伴有肺病的个体中投与的抗 CCL2 抗体的单剂量水平相对于口服环磷酰胺的功

效，如通过用力肺活量(FVC)测量；(2)测定在具有硬皮病早期症状和/或局限性或弥漫性

硬皮病伴有肺病的个体中投与的抗 CCL2 抗体的单剂量水平相对于口服环磷酰胺的功效，

如通过HAQ-DI测量；(3)测定在具有硬皮病早期症状和/或局限性或弥漫性硬皮病伴有肺

病的个体中投与的抗 CCL2 抗体的单剂量水平相对于口服环磷酰胺的功效，如通过 mRSS 测

量；以及 (4) 测定在具有硬皮病早期症状和 / 或局限性或弥漫性硬皮病伴有肺病的个体中

投与的抗 CCL2 抗体的单剂量水平相对于口服环磷酰胺的功效，如通过 DLCO 测量。这一临

床试验的详细方案大纲展示在表 6中。

[0186] 表 6：人类临床试验 5

[0187] 
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[0188] 用抗 CCL2 抗体治疗展现硬皮病早期症状的患者预期会展示症状的显著改善，如

通过 mRSS 和 HAQ-DI 测量。用抗 CCL2 抗体治疗患有局限性或弥漫性硬皮病伴有肺病的患

者预期会展示症状的显著改善，如通过mRSS、HAQ-DI和 FVC测量。抗 CCL2抗体预期在治疗

具有硬皮病早期症状或患有局限性或弥漫性硬皮病伴有肺病的患者中比环磷酰胺更有效，

如通过 mRSS、HAQ-DI 和 / 或 FVC 测量。

[0189] 等效物和范围

[0190] 所属领域的技术人员顶多使用常规实验即可识别或能够确定本文所述的本发明

的具体实施例的许多等效物。本发明的范围并不打算限于以上说明书，而实际上是如所附

权利要求书中所阐述。

[0191] 在权利要求书中，除非相反地指示或另外从上下文显而易见，否则如“一个 (a/

an)”和“所述”的冠词可能意指一个或一个以上。因此，举例来说，提及“一个抗体”包括多

个所述抗体，而提及“所述细胞”包括提及所属领域的技术人员已知的一或多个细胞等。除

非相反地指示或另外从上下文显而易见，否则如果一个、一个以上或所有的群组成员存在、

使用于给定产品或方法中或另外与其有关，那么在群组的一或多个成员之间包括“或”的权

利要求书或说明书被视为满足。本发明包括恰好一个群组成员存在、使用于给定产品或方

法中或另外与其有关的实施例。本发明包括一个以上或所有的群组成员存在、使用于给定

产品或方法中或另外与其有关的实施例。此外，应理解本发明涵盖其中来自一或多个所列

权利要求的一或多个限制、要素、条款、描述性术语等被引入到另一权利要求中的所有变化

形式、组合以及排列。举例来说，附属于另一权利要求的任何权利要求可经修改以包括在附

属于同一基本权利要求的任何其它权利要求中可见的一或多个限制。此外，在权利要求列

举组合物时，应理解，除非另外指明，或者除非所属领域的技术人员将显而易见会产生矛盾

或不一致，否则包括出于本文中所公开的任一目的使用组合物的方法，且包括根据本文中

所公开的任一制造方法或所属领域中已知的其它方法制造组合物的方法。

[0192] 在要素作为清单 ( 例如以马库西群组 (Markush group) 形式 ) 呈现时，应理解所

述要素的各子组也被公开，且任何元素都可从群组中去除。应理解，一般来说，在本发明或

本发明的方面被称为包含具体要素、特征等时，本发明的或本发明的方面的某些实施例由

所述要素、特征等组成或主要由所述要素、特征等组成。出于简单的目的，那些实施例尚未

专门地以这些词语阐述在本文中。应指出，术语“包含”打算是开放的且允许包括额外要素

或步骤。

[0193] 在给出范围时，包括终点。此外，应理解除非另外指明或另外从上下文显而易见且
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为所属领域的技术人员所理解，否则表达为范围的值可在本发明的不同实施例中采用所述

范围内的任何特定值或子范围，达到所述范围的下限单位的十分之一，除非上下文另外明

确规定。

[0194] 另外，应理解，处于现有技术内的本发明的任何具体实施例可从任何一或多个权

利要求中明确排除。由于所述实施例被认为是所属领域的技术人员已知的，故其可被排除，

即使所述排除在本文中并未明确阐述。本发明的组合物的任何具体实施例 (例如任何 HCV

基因型 / 亚型、任何 HCV 抗体、任何表位、任何医药组合物、任何投与方法、任何治疗性应用

等 )可出于任何原因从任何一或多个权利要求中排除，无论涉及存在的现有技术与否。

[0195] 提供上文所论述且贯穿本文的公开案仅仅出于其在本申请案的申请日之前的公

开内容。不应将本文中的任何内容解释为承认本发明人无权先于借助于先前公开内容的此

公开内容。

[0196] 其它实施例

[0197] 所属领域的技术人员将易于理解前文仅代表本发明的某些优选实施例。在不背离

如随附权利要求书阐述的本发明范围的情况下可对上述程序和组合物作出各种变化和修

改。
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图 1
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图 2

图 3
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