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(57)摘要

本发明提供用于在(‑)‑尼古丁特异性患者

中产生抗体的手性半抗原(‑)‑3'‑AmNic和(‑)‑

N4N。该半抗原可以与合适的载体蛋白缀合，并作

为任选包含佐剂的抗原混合物施用到患有尼古

丁或烟草成瘾或习惯症的患者。
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1.一种制备式(‑)‑N4N的化合物的方法

包含步骤：

(A1)用锌处理3‑碘丙酸乙酯的THF溶液，然后用氰化铜(I)和氯化锂处理；

(A2)使(‑)‑(S)‑尼古丁与THF中的三甲基乙酰氯接触，其中(‑)‑(S)‑尼古丁与三甲基

乙酰氯的摩尔比为1:1；

(A3)将步骤A1和A2的产物混合，得到反应混合物，用10%  NH4OH水溶液淬灭该反应混合

物，用EtOAc萃取水层，并纯化合并的有机层，得到式3化合物：

（B）将根据式3的化合物与硫在二甲苯中回流90分钟，其中硫与根据式3的化合物的摩

尔比为1.3:1，冷却所得反应混合物，并纯化该混合物以产生根据式4的化合物：

(C)  将式4化合物的NH4OH溶液搅拌8小时，纯化该溶液得到式5化合物：

(D)  使式5化合物的甲苯溶液与双(2‑甲氧基乙氧基)  氢化铝钠接触90分钟，其中双

(2‑甲氧基乙氧基)  氢化铝钠与式5化合物的摩尔比为4.5:1  ，用水淬灭所得溶液，并纯化

所得混合物以产生根据式(‑)‑N4N的化合物。
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用于尼古丁疫苗开发的光学纯半抗原

[0001] 本申请是申请号为201580026158.9，申请日为2015年5月19日，申请人为斯克利普

斯研究院，发明创造名称为“用于尼古丁疫苗开发的光学纯半抗原”的发明专利申请的分案

申请。

背景技术

[0002] 根据世界卫生组织，全世界有超过10亿的吸烟者，并且吸烟每年造成近600万人死

亡。(l)经济影响也发人深省：仅在美国，吸烟在医疗费用和损失的生产力上每年花费接近

3,000亿美元。(2)很好理解长期使用烟草和各种疾病之间的流行病学联系，虽然许多吸烟

者希望戒烟，但是目前可用的戒烟辅助没有多大帮助。合成的小分子激动剂或拮抗剂靶向

尼古丁依赖性涉及的脑受体。(3‑5)中枢作用的这些药物产生一系列副作用。(6)

[0003] 同时，我们一直在寻求药代动力学(基于抗体)取代药代动力学(基于药物)的策略

来辅助吸烟者努力以戒烟。(7)尼古丁在对吸烟突然产生上瘾中发挥中心作用。尼古丁疫苗

刺激免疫系统以识别尼古丁作为外源抗原，引发改变尼古丁药代动力学的抗体。抗尼古丁

抗体降低血液中游离尼古丁的浓度并防止其进入中枢神经系统。阻断大脑奖励系统的激活

可以有利于消除成瘾行为，产生更好的戒烟结果。临床批准的尼古丁疫苗将是对现有工具

的补充，当适当利用时，可以提供显著更好的持续戒烟率。

[0004] 代表迄今为止临床上最先进的尼古丁疫苗，持续发展通过III期。(8‑

11)它很安全并有良好的耐受性，但只对临床试验参与者中的一小部分有效。(12,13)然而，

鉴于临床批准的尼古丁疫苗的巨大前景，研究仍在继续。近年来，许多设计和配方方面都进

行了考查，以提供比 更好的产品。所做努力包括通过使用较新的佐剂来增强免

疫原性(14‑17)，通过替代给药途径改善实用性(18)，以及采用多价策略(19‑22)来增强抗

尼古丁抗体结合能力。

[0005] 对于旨在赋予针对特定小分子(例如尼古丁)的保护性免疫的疫苗来说，重要的是

疫苗具有足够的化学表位同源性。(23‑25)其他疫苗可以被改造以便同时靶向多个主要表

位，如白喉‑破伤风‑无细胞百日咳(DTaP)、麻疹‑腮腺炎‑风疹(MMR)，和23价肺炎球菌组合

疫苗。(26,27)

发明内容

[0006] 在各种实施方式中，本发明涉及适用于产生(‑)‑尼古丁的抗体的半抗原；包含该

半抗原的抗原；使用包含该半抗原的抗原制备的抗体；包含抗尼古丁抗原的疫苗；以及包括

使用抗尼古丁疫苗/抗原治疗患者的烟草习惯症或成瘾的方法。

[0007] 在各种实施方式中，半抗原与生物碱(‑)‑尼古丁(烟草(烟草属)的主要药物成分)

具有充分的结构相似性，使得例如在人类患者中产生的针对包含本发明的半抗原的抗原的

抗体也与(‑)‑尼古丁反应，因此该抗原可适合于施用到患者以便通过患者的免疫系统产生

抗尼古丁抗体。这样的抗体可以用于结合尼古丁，例如来自烟草的吸烟或咀嚼形式，并且阻

断对患者的药物作用，该药物作用用于加强患者的药物成瘾。此外，通过使用本发明的抗原
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疫苗产生的抗体可以对(‑)‑尼古丁(即(S)‑尼古丁)具有选择性。

[0008] 在各种实施方式中，本发明提供式(‑)‑3'‑AmNic的半抗原

[0009]

[0010] 缀合半抗原，其包括(‑)‑3'‑AmNic，其中(‑)‑3'‑AmNic半抗原经由接头与载体蛋

白共价键合；用于施用到患者的抗原，其包括缀合半抗原和任选的佐剂；在患者体内产生的

包含对(‑)‑尼古丁具有免疫亲和力的抗体的抗血清；以及治疗尼古丁或烟草成瘾或习惯症

的方法，其包括对患有成瘾或习惯症的患者施用有效量的缀合半抗原或包含缀合半抗原的

抗原混合物，使得在患者体内产生对(‑)‑尼古丁具有亲和力的抗体。

[0011] 在各种实施方式中，本发明提供式(‑)‑N4N的(‑)‑尼古丁半抗原

[0012]

[0013] 缀合半抗原，其包括(‑)‑N4N，其中(‑)‑N4N半抗原经由接头与载体蛋白共价键合；

用于施用到患者的抗原，其包括缀合半抗原和任选的佐剂；在患者体内产生的包含对(‑)‑

尼古丁具有免疫亲和力的抗体的抗血清；以及治疗尼古丁或烟草成瘾或习惯症的方法，其

包括对患有成瘾或习惯症的患者施用有效量的缀合半抗原或包含缀合半抗原的抗原混合

物，使得在患者体内产生对(‑)‑尼古丁具有亲和力的抗体。

附图说明

[0014] 图1示出了用于制备(‑)‑3'‑AmNic和(+)‑3'‑AmNic的合成方案，然后经由琥珀酸

盐接头使它们与破伤风毒素(“TT”)缀合，并评估其对(‑)‑尼古丁的特异性。

[0015] 图2示出了用于(‑)‑N4N的制备和缀合的合成方案。

[0016] 图3描绘了来自疫苗组的抗血清的相对ELISA效价，其是针对两种包被抗原测定

的。由符号描绘的每个值是平均值(n＝7)。(‑)‑N4N‑SucFliC抗血清抗(‑)‑N4N‑SucBSA包被

抗原的平均效价归一化为1.0，并且所有其它数据点均表示相对于该抗血清/包被抗原组合

的平均ELISA效价。

[0017] 图4示出放射免疫测定(RIA)(‑)‑3'‑AmNic和(+)‑3'‑AmNic的结合亲和力曲线。

[0018] 图5是总结了在小鼠中四种尼古丁疫苗相对于盐水对照的抗伤害作用测定的结果

的图。所示出的每个棒为平均值(n＝7)，误差棒为SEM(平均值标准误差)。使用未校正的

Fisher's  LSD进行常规单因素方差分析，(‑)‑N4N‑SucFliC对比盐水：*P<0.05。
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[0019] 图6总结了用于测定四种尼古丁疫苗在降低尼古丁在小鼠中的作用的功效的低温

测定的结果。所示出的每个棒为平均值(n＝7)，误差棒为SEM(平均值标准误差)。使用

Dunnett多重比较测试进行双因素随机方差分析，用于注释疫苗组对比盐水的*P<0.05，用

于注释疫苗组对比盐水**P<0.005，用于注释疫苗组对比盐水***P<0.0001。

具体实施方式

[0020] 本发明的半抗原‑载体缀合物和抗原组合物特异地和选择性地仅靶向(‑)‑尼古

丁；因此，根据本发明，根据本文所述的实施方式的疫苗有效地引发能够仅隔离

(sequestering)(‑)‑尼古丁的抗体。在将近一个世纪前，Landsteiner首先认识到抗体能够

对映体区分(enantiodifferentiate)的观点(28,29)，并且继续被利用到现在。这种工作包

括对映选择性催化抗体(30‑32)和对尼古丁(33)和可卡因的立体特异性mAb。(34‑36)在尼

古丁mAb研究的情况下，使用(S)‑(‑)‑[3H]尼古丁选择杂交瘤，从而优化抗体对天然存在的

异构体的特异性。(33)本发明在开发尼古丁疫苗中利用抗体对映体区分的能力。

[0021] 已经经历临床评价的许多尼古丁疫苗开始于处理外消旋反式可替宁羧酸((±)‑

1，图1)。然而，在制备将成为 的半抗原‑蛋白缀合物中没有包括手性分离步骤

(也没有不对称合成步骤)。本发明令人惊讶地显示，非外消旋的、完全的(‑)‑尼古丁疫苗缀

合物由于抗体对立体区分的精确能力而成为优越的免疫原。

[0022] 半抗原

[0023] 本发明中使用的术语“半抗原”是低分子量有机化合物，其本身不能引起免疫应

答。然而，一旦连接到载体分子，它将引发免疫应答。根据一些实施方式，半抗原经由接头连

接到载体。

[0024] 根据一个实施方式，本发明的半抗原是尼古丁衍生物，即反式‑3'‑氨基甲基尼古

丁(3'AmNic)。根据一个实施方式，例如，半抗原是反式‑3'‑氨基甲基尼古丁的单一对映异

构体，特别是(‑)‑3'‑AmNic。两种对映体如下所示：

[0025]

[0026] 在其它实施方式中，半抗原是(S)‑3‑(3‑(1‑甲基吡咯烷‑2‑基)吡啶‑4‑基)丙‑1‑

胺，(‑)‑N4N，如下所示：
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[0027]

[0028] 与上文所示的任一3'‑AmNi半抗原中的吡咯烷环的3'‑位上的接头连接位置对比，

通过将接头连接位置定位在尼古丁的吡啶环上的C4位，没有引入新的sp3立体中心。因此，

不会引入额外的立体化学复杂性。使用(‑)‑尼古丁作为合成(‑)‑N4N的起始材料，以及通过

进行在该尼古丁半抗原的整个化学合成中保持对映体纯度的合成转化所得到的(‑)‑N4N的

另一个优点：省去了手性分离步骤(图2)。此外，接头本身，亚甲基(连接至C4位的CH2)的性

质是优越的，因为其不以杂原子(例如氧)在该位置处的方式电子扰乱尼古丁的吡啶环。因

此，考虑了空间和立体电子两方面，其目的是凭借这种新颖的尼古丁半抗原设计引起更好

的抗尼古丁抗体应答(更高的效价或浓度、更高的亲和力和特异性、优异的尼古丁的药代动

力学和药效动力学的功能拮抗作用)。

[0029] 缀合物

[0030] 根据一些实施方式，尼古丁半抗原使用或不使用接头而直接连接至载体。例如，单

个尼古丁半抗原可以连接到载体蛋白上的每个可用的胺基。使用同双功能或异双功能交联

剂将半抗原直接缀合到载体蛋白上的一般方法是本领域公知的，例如通过G.T.Hermanson

在Bioconjugate  Techniques,Academic  Press(1996)中以及Dick和Beurret在Conjugate 

Vaccines.Contribu.Microbiol.Immunol.,Karger,Basal(1989)vol.10,48‑114中所公开

的。

[0031] 使用双功能交联剂的直接缀合物通常导致半抗原与蛋白的摩尔比受到蛋白上可

用于特异性缀合化学过程的官能团数目的限制。例如，具有n个赖氨酸部分的载体蛋白理论

上存在可用于与交联剂羧基反应的n+1个伯胺(包括末端氨基)。因此，直接缀合导致形成n+

1个酰胺键，即最多连接n+1个半抗原。本领域技术人员将认识到，缀合半抗原密度可以取决

于用于将尼古丁半抗原与载体蛋白缀合的反应物的浓度和载体蛋白的性质。此外，在给定

的尼古丁‑载体缀合物制剂中，每种单独缀合物的半抗原/载体比率将存在变化。根据一些

实施方式，半抗原密度(缀合的半抗原与蛋白载体的摩尔比)可以为约10至约70、约20至约

60、以及约30至约50。

[0032] 载体蛋白

[0033] 根据本文所述的任何实施方式，一旦制备了尼古丁半抗原，接着就将半抗原与载

体蛋白缀合，所产生的缀合物将用于产生针对尼古丁载体缀合物的抗体。在一些实施方式

中，本发明的载体蛋白通常是任何合适的免疫原性蛋白或多肽。“免疫原性”分子是能够引

发免疫应答的分子。例如，在一个实施方式中，载体蛋白是T细胞表位。

[0034] 在其它实施方式中，“载体蛋白”是多抗原肽(MAP)，其是分支肽。通过使用MAP，半

抗原密度和结合价由于多个分支氨基酸残基而最大化。可用于形成MAP的氨基酸的实例包

括但不限于赖氨酸。

[0035] 在一些实施方式中，载体蛋白包括含有至少一个能刺激受试者的T细胞的T细胞表

位的分子，其随后诱导B细胞产生针对整个半抗原‑载体缀合物分子的抗体。本文使用的术
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语“表位”包括抗原上的负责其与抗体分子的特异性相互作用的任何决定簇。表位决定簇通

常由分子(如氨基酸或糖侧链)的化学活性表面基团组成，并且具有特定的三维结构特征以

及特定的电荷特征。

[0036] 根据这些实施方式和其他实施方式，载体蛋白基于其引发强免疫原性应答的能力

进行选择，使得可以通过本发明的半抗原‑载体缀合物治疗多种患者群体。例如，载体蛋白

必须是足够外源的，以引起对疫苗的强免疫应答。通常，在这方面，载体蛋白是能够赋予共

价连接的半抗原免疫原性的大分子。

[0037] 本领域技术人员已知的缀合物疫苗中的许多蛋白适用于本发明。例如，在一些实

施方式中，载体是用于制备治疗性缀合物疫苗的载体，例如许多病原性细菌的毒素及其类

毒素。实例包括白喉和破伤风毒素及其医学上可接受的相应的类毒素。在其它实施方式中，

载体是牛血清白蛋白(BSA)或钥孔血蓝蛋白(KLH)，当在动物中进行实验时，这两者通常用

作开发缀合物疫苗中的载体。在其它实施方式中，蛋白是鞭毛丝结构蛋白(FliC)。

[0038] 根据其他实施方式，载体是与细菌毒素在抗原性上相似的蛋白，通常称为交叉反

应材料(CRM)。

[0039] 半抗原与载体蛋白的缀合

[0040] 根据一些实施方式，本发明的尼古丁半抗原‑载体缀合物通过使一个或多个半抗

原与载体蛋白反应以产生半抗原载体缀合物来制备。

[0041] 使用多种官能团以促进载体与本发明的半抗原的连接或缀合。这些包括官能部分

例如羧酸、酸酐、混合酸酐、酰卤、酰基叠氮化物、烷基卤化物、N‑马来酰亚胺、亚氨基酯、异

氰酸酯、胺、硫醇和异硫氰酸酯以及能够与蛋白分子的反应性基团形成共价键的其他官能

部分。根据一些实施方式，取决于所使用的官能部分，反应性基团是载体蛋白或修饰的载体

蛋白分子上的赖氨酸残基的氨基或巯基，其在反应时导致酰胺、胺、硫醚、脒基脲或硫脲键

形成。其它合适的活化基团和缀合技术是本领域公知的(Wong ,Chemistry  of  Protein 

Conjugation  and  Cross‑Linking ,CRC  Press ,Inc .(1991)；Hermanson ,BIOCONmGATE 

TECHNIQUES,Academic  Press:1996；和Dick  and  Beurret  in  Conjugate  Vaccines.Cont

ribu.Microbiol.Immunol.,Karger,Basal(1989)vol.10,48‑114.)

[0042] 在一些实施方式中，接头是用于半抗原与载体蛋白缀合的线性部分。例如，接头是

琥珀酰基部分。接头的另一个实例是己二酸二酰肼(ADH)。

[0043] 抗血清和抗体

[0044] 根据一些实施方式，本发明的抗血清包含响应于抗原产生的抗体，抗原本身包含

本文所述的半抗原‑载体缀合物。在本文中，制备单克隆抗体的技术是本领域公知的。例如，

单克隆抗体可以通过以下来获得：用包含尼古丁半抗原‑载体缀合物的组合物注射小鼠，随

后通过去除血清样品来验证抗体产生的存在，去除脾脏以获得B淋巴细胞，使B淋巴细胞与

骨髓瘤细胞融合以产生杂交瘤，克隆杂交瘤，选择产生针对半抗原‑载体缀合物的抗体的阳

性克隆，培养产生针对抗原的抗体的克隆，以及从杂交瘤培养物中分离抗体。

[0045] 或者，可以通过多种成熟的技术从杂交瘤培养物中分离和纯化单克隆抗体。所述

技术包括使用蛋白‑A琼脂糖的亲和色谱、尺寸排阻色谱和离子交换色谱(Coligan  at 

pages  2 .7 .1‑2 .7 .12and  pages  2 .9 .1‑2 .9 .3；Baines等人 ,"Purification  of 

Immunoglobulin  G(IgG) ,"in  METHODS  IN  MOLECULAR  BIOLOGY,VOL.10,pages  79‑104
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(The  Humana  Press,Inc.1992))。

[0046] 用于制备多克隆抗体的技术也是本领域公知的。通常，例如，向动物注射免疫原性

物质，然后收集富含抗体的血清，其中含有针对注射的免疫原的许多表位的抗体混合物。合

适的用于产生抗体的宿主哺乳动物包括但不限于人、大鼠、小鼠、兔和山羊。

[0047] 根据本发明的一些实施方式，也可以利用功能性抗体片段。通过包括用酶(如胃蛋

白酶或木瓜蛋白酶)消化和/或通过化学还原裂解二硫键的方法产生片段。

[0048] 或者，本发明包括的抗体片段可以使用自动化肽合成仪合成，例如由Applied 

Biosystems、Multiple  Peptide  Systems等商业供应的那些自动化肽合成仪，或者它们可

以使用本领域公知的技术人工产生(Geysen等人J.Immunol.Methods  102:259(1978))。根

据本发明的单克隆抗体的重链和轻链的可变区的氨基酸序列的直接测定可以使用常规技

术进行。

[0049] 根据本发明的一些实施方式的片段是Fv片段。抗体的Fv片段由抗体的重链(Vh)的

可变区和抗体的轻链(Vl)的可变区组成。抗体的蛋白水解切割可产生双链Fv片段，其中Vh

和Vl区保持非共价缔合并保留抗原结合能力。Fv片段还包括重组单链抗体分子，其中轻链

和重链可变区通过肽接头连接(Skerra等人Science，240,1038‑41(1988))。根据本发明的

其它实施方式的抗体片段包括缺少完整抗体的Fc片段的Fab、Fab'、F(ab)2和F(ab')2。

[0050] 治疗方法

[0051] 因为尼古丁在穿过血脑屏障后会发挥它的许多显著效果，所以本发明提供了用于

防止尼古丁穿过血脑屏障的治疗方法和用途。尤其是，向患者施用尼古丁半抗原‑载体缀合

物产生针对患者血流中的尼古丁的抗体。

[0052] 或者，在合适的宿主哺乳动物中和将被治疗的患者体外产生的抗尼古丁抗体可以

施用于患者。如果患者抽烟，他的血液中的尼古丁将被循环的抗尼古丁抗体结合，从而防止

尼古丁到达大脑。因此，抗体防止在大脑中产生的尼古丁的生理和心理作用。因为吸烟者将

经历这些作用的减轻或停止，他/她将失去吸烟的愿望。如果患者在用本发明的尼古丁半抗

原‑载体缀合物免疫后使用无烟烟草，则产生相同的治疗效果。此外，本发明的缀合物和抗

体通过影响尼古丁刺激外周神经系统的能力发挥其作用。

[0053] 半抗体‑载体缀合物的施用

[0054] 本发明的缀合物适合用于治疗和预防尼古丁成瘾。为了治疗尼古丁成瘾，向患有

尼古丁成瘾的患者施用本发明的尼古丁‑载体缀合物。为了防止尼古丁成瘾，用根据本发明

的缀合物治疗具有发展尼古丁成瘾风险的患者，例如青少年。向患者直接施用缀合物称为

“主动免疫”。

[0055] 本发明的疫苗组合物包含至少一种尼古丁半抗原‑载体缀合物，其量足以引起对

其的免疫应答。所述尼古丁半抗原载体缀合物能够以足以对随后摄入的尼古丁具有活性的

浓度保留在体内。

[0056] 用本发明的尼古丁半抗原载体缀合物初次接种产生高效价的对尼古丁具有特异

性的抗体。施用于需要治疗尼古丁成瘾的患者的缀合物的治疗有效量由本领域技术人员容

易地确定。合适的剂量范围是1‑1000μg/剂。通常需要患者服用一至数周以产生针对外来抗

原的抗体。可以通过使用本领域技术人员熟知的技术，例如ELISA、放射免疫测定(RIA)和

Western印迹方法，监测患者血液中抗体的产生。还可以通过评估尼古丁的各种物理效应
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(例如血压)来监测治疗有效性。

[0057] 如下面详细描述的，可以加工本发明的尼古丁半抗原‑载体缀合物以提供向患者

施用的组合物。根据一些实施方式，施用模式包括但不限于鼻内、气管内、口服、皮肤、经粘

膜、皮下注射和静脉内注射。本领域技术人员将认识到，初次注射之后可以随后施用一或多

次缀合物的“加强剂(booster)”。加强剂增加针对本发明的尼古丁半抗原‑载体缀合物的抗

体的产生。

[0058] 在一些实施方式中，本发明的疫苗或抗血清组合物包含至少一种佐剂。选择佐剂

使得不抑制载体蛋白的作用。佐剂是人类生理上可接受的佐剂；这些包括但不限于明矾、

QS‑21、皂苷和MPLA(单磷酰脂质A)。

[0059] 根据其它实施方式的疫苗组合物任选地包含一种或多种药学上可接受的赋形剂。

例如，赋形剂包括无菌水、盐溶液(如盐水)、磷酸钠、氯化钠、乙醇、阿拉伯树胶、植物油、苄

醇、聚乙二醇、明胶、甘露醇、碳水化合物、硬脂酸镁、粘性石蜡(viscous  paraffin)、脂肪酸

酯、羟甲基纤维素和缓冲剂中的一种或多种。本领域技术人员已知的任何其它赋形剂可用

于本发明。

[0060] 将本发明的半抗原‑载体缀合物掺入用于施用到需要治疗或预防尼古丁成瘾的患

者的药物组合物中。当含有半抗原‑载体缀合物的组合物用于注射时，例如，将半抗原‑载体

缀合物溶解在药学上可接受的pH下的水性盐溶液中。然而，可以使用半抗原‑载体缀合物的

可注射悬浮液。除了通常的药学上可接受的赋形剂之外，所述组合物可以含有任选的组分

以确保纯度、增强生物利用度和/或增加渗透。

[0061] 在一些实施方式中，疫苗组合物任选地含有至少一种助剂，例如分散介质、包衣、

微球、脂质体、微胶囊、脂质、表面活性剂、润滑剂、防腐剂和稳定剂。本领域技术人员已知的

任何另外的助剂在本发明中是有用的。本文还可用的是起到协同本发明疫苗组合物的作用

的任何试剂。

[0062] 本发明的药物组合物是无菌的，并且足够稳定以耐受储存、分配和使用。另外，组

合物可以含有另外的组分，以保护组合物免受微生物的感染和生长。例如，所述组合物以冻

干粉末的形式制造，所述冻干粉末仅在给药之前由药学上可接受的稀释剂复溶

(reconstituted)。制备无菌可注射溶液的方法是本领域技术人员公知的，包括但不限于真

空干燥、冷冻干燥和旋转干燥。这些技术产生活性成分以及掺入预混物中的任何额外的赋

形剂的粉末。

[0063] 施用抗体

[0064] 被动免疫包括施用或暴露于响应于本发明的尼古丁半抗原载体缀合物而产生的

多克隆抗体或单克隆抗体。这样的抗体可以在动物或人体产生。可以施用响应于本发明的

尼古丁缀合物而产生的抗体以防止对尼古丁的成瘾。例如，可以将这样的抗体施用给被认

为有发展尼古丁成瘾风险的人，例如青少年。抗体也适合于治疗对尼古丁成瘾的患者。如上

所述，抗体结合血液中的尼古丁，并防止尼古丁穿过血脑屏障。根据一些实施方式，通过施

用本发明的半抗原‑载体缀合物产生的抗体具有约150kDa至约1,000kDa的分子量范围。

[0065] 施用于需要治疗尼古丁成瘾的患者的本发明的治疗性抗体的治疗有效量由本领

域技术人员容易地确定。合适的剂量范围是1‑1000μg/剂。

[0066] 根据本发明的一些实施方式的治疗组合物包含响应于本发明的尼古丁载体缀合
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物而产生的至少一种抗体。组合物任选地含有一种或多种药学上可接受的赋形剂。有用的

赋形剂包括无菌水、盐溶液(如盐水)、磷酸钠、氯化钠、醇、阿拉伯树胶、植物油、苄醇、聚乙

二醇、明胶、甘露醇、碳水化合物、硬脂酸镁、粘性石蜡、脂肪酸酯、羟甲基纤维素和缓冲剂。

本领域技术人员已知的任何其它赋形剂可用于本发明。

[0067] 为了被施用到需要治疗或预防尼古丁成瘾的患者，将本发明的抗体掺入药物组合

物中。包含抗体的组合物可以在药学可接受的pH下于水性盐溶液中配制以用于注射。然而，

可以使用抗体的可注射悬浮液。除了通常的药学上可接受的赋形剂之外，组合物含有任选

的组分以确保纯度、增强生物利用度和/或增加渗透。

[0068] 包含本发明的抗体的药物组合物是无菌的，并且足够稳定以经受储存、分配和使

用。另外，组合物任选地含有另外的组分，以保护组合物免受微生物的感染和生长。制备无

菌可注射溶液的方法是本领域技术人员公知的，包括但不限于真空干燥、冷冻干燥和旋转

干燥。这些技术产生活性成分以及掺入预混物中的任何额外的赋形剂的粉末。

[0069] 实施例

[0070] 以下实施例构成本发明的另外的实施方式。因此，实施例旨在说明，而不以任何方

式限制本文所述的发明。

[0071] 一般程序

[0072] 化学。除非另有说明，否则所有反应均使用无水条件用干燥溶剂在氩气气氛下进

行。大多数化学品购自Sigma‑Aldrich(St.Louis，MO)并按原样使用。鞭毛蛋白(FliC)在内

部制备。破伤风类毒素(TT)购自Statens  Serum  Institut(Copenhagen，Denmark)。产率是

指色谱(HPLC)和光谱(1H  NMR)同质(≥95％)材料。通过使用UV光作为可视化试剂在0.25mm 

E .Merck硅胶板(60F‑254)上进行薄层色谱(TLC)监测反应。使用E.Merck硅胶(60，粒径

0.040‑0.063mm)进行快速柱色谱法。将有机溶剂在旋转蒸发器上减压浓缩，然后使用双级

机械泵进一步抽空。NMR谱在具有DCH  CryoProbe(600MHz)仪器或Bruker  BioSpin  DRX

(500MHz)仪器的Bruker  Avance  III  HD上记录，并使用残留的未氘代溶剂作为内标进行校

准(CD3OD@δ4.87ppm  1H  NMR，δ49.00ppm  13C  NMR)。以下缩写(或其组合)用于解释1H  NMR多

重性：s＝单峰，d＝双峰，t＝三重峰，m＝多重峰。通过电喷雾离子化飞行时间反射器实验在

Agilent  LC/MSD  TOF质谱仪上记录高分辨率质谱(HRMS)。在Thermo  Scientific  Nicolet 

380FTIR光谱仪上记录IR光谱。

[0073] 生物学。将每种半抗原‑蛋白缀合物与硫代磷酸化的胞嘧啶‑硫代磷酸酯‑鸟嘌呤

寡脱氧核苷酸(“CpG  ODN”)1826(Eurofins  MWG  Operon)混合，并在pH  7 .4PBS中稀释至

1.0mg/mL。然后，逐滴加入等体积的2％的铝胶(Alhydrogel)(vac‑alu‑50，InvivoGen)，然

后轻轻倒置10分钟。以这种方式制备的疫苗，每100μL的完整制剂包含50μg的缀合物、50μg

的CpG和20μL的铝胶。

[0074] 实施例1：(‑)‑3'‑AmNic的合成

[0075] 首先，从市售可得的外消旋反式‑尼古丁羧酸((±)‑1)制备外消旋反式‑3'‑氨基

甲基尼古丁(3'‑AmNic，(±)‑2)。接下来，使用手性超临界流体色谱法(SFC)，将约600mg的

(±)‑2分离成约250mg的每种对映异构体(图1)。

[0076] 实施例2：(‑)‑3'‑AmNic破伤风类毒素缀合物和疫苗

[0077] A .缀合物。鉴于我们以前将含羧酸盐的尼古丁半抗原偶联到载体蛋白上的经验
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(37‑39)，我们试图在本文中做同样的事。为此，将根据实施例1制备的2的每种对映异构体

用琥珀酸酐酰化。然而，琥珀酰化的半抗原的活化和与破伤风类毒素(“TT”)混合使得到的

缀合物具有低的半抗原密度。

[0078] 因此，我们采用另一种编排(方案1，插图)，其中载体蛋白(而不是半抗原)首先被

琥珀酰化。(17,40,41)因此，用琥珀酸酐在pH  8.65Tris缓冲液中处理TT得到SucTT。然后，

在pH  5.80的2‑(N‑吗啉代)乙磺酸(“MES”)缓冲液中用1‑乙基‑3‑(3‑二甲基氨基丙基)碳二

亚胺(EDC)和(‑)‑2或(+)‑2处理SucTT，用pH  7.4的PBS进行最终透析。该方法产生适合于如

下所述的具有佐剂的制剂的分别量的(‑)‑3 '‑AmNicSucTT和(+)‑3 '‑AmNicSucTT(通过

MALDI‑TOF分析得出半抗原密度>40)。

[0079] B .疫苗。将如上所述的两种半抗原‑蛋白缀合物中的每一种与硫代磷酸化的CpG 

ODN  1826(42‑44)(Eurofins)混合，并在pH  7.4的PBS中稀释至1.0mg/mL。然后，小心地逐滴

加入等体积的2％的铝胶(InvivoGen)，随后轻轻倒置较短时间(10分钟)。以这种方式制备

的疫苗每200μL的完整制剂包含100μg的缀合物、100μg的CpG和100μ的L铝胶。(45)

[0080] 实施例3：(S)‑3‑(3‑(1‑甲基吡咯烷‑2‑基)吡啶‑4‑基)丙‑1‑胺((‑)‑N4N，6)

[0081] A.3‑(3‑((S)‑1‑甲基吡咯烷‑2‑基)‑1‑新戊酰‑1,4‑二氢吡啶‑4‑基)丙酸乙酯(3)

[0082]

[0083] 用锌粉(2.04g，31.2mmol)处理于THF(40mL)中的3‑碘丙酸乙酯(5.93g，26mmol)溶

液。然后，加入于THF(40mL)中的氰化铜(I)(1.79g，20mmol)和氯化锂(1.78g，42mmol)。同

时，在单独的烧瓶中，用三甲基乙酰氯(2.41g，20mmol)处理于THF(80mL)中的(‑)‑(S)‑尼古

丁(3.24g，20mmol)。将两个烧瓶的内容物混合并搅拌过夜。

[0084] 将反应混合物冷却至0℃，然后通过加入10％NH4OH水溶液(150mL)淬灭。将混合物

过滤，并将滤液真空浓缩。用EtOAc(3×100mL)萃取剩余的水层，并用10％NH4OH水溶液

(100mL)、饱和NaHCO3水溶液(100mL)和盐水(100mL)洗涤经合并的有机层，用Na2SO4干燥，过

滤并真空浓缩。通过快速色谱法(硅胶，90:10:1EtOAc/MeOH/NH4OH)纯化，得到浅黄色半固

体状的标题化合物(2.93g，42％)。Rf＝0.70(硅胶，90:10:1EtOAc/MeOH/NH4OH)。
1H  NMR

(500MHz，CDCl3)δ7.23(s，1H)，7.12(d，J＝8.0Hz，1H)，4.98(dd，J＝8.0,5.0Hz，1H)，4.09

(q，J＝7.3Hz，2H)，1.34(s，9H)，1.23(t，J＝7.0Hz，3H)。LCMS(ES‑API)正离子模式：观察到

349.2[M+H+]。

[0085] B.(S)‑3‑(3‑(1‑甲基吡咯烷‑2‑基)吡啶‑4‑基)丙酸乙酯(4)

[0086]

[0087] 在室温下用硫粉(0.35g，10.8mmol)处理3(2.93g，8.32mmol)于二甲苯(12.5mL)中

的溶液。将所得混合物在回流下搅拌90分钟，然后冷却至室温。通过快速色谱(硅胶，90:10:
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0→90:10:1EtOAc/MeOH/NH4OH)纯化，得到浅黄色油状的标题化合物(1.09g，50％)。Rf＝

0.58(硅胶，90:10:1EtOAc/MeOH/NH4OH)。[α]D＝‑115°(c  2.0，EtOH)。IR(纯)νmax  2969 ,

2939,2777 ,1730 ,1592,1178,1158,1042,831cm‑1。1H  NMR(600MHz，CDCl3)δ8.77(s，1H)，

8.39(d，J＝5.1Hz，1H)，7.05(d，J＝5.1Hz)，4.14(q，J＝7.1Hz，2H)，3.46‑3 .36(m，1H)，

3.34‑3.26(m，1H)，3.00(t，J＝7.9Hz，2H)，2.60(t，J＝7.9Hz，2H)，2.36‑2.24(m，2H)，2.22

(s，3H)，2.06‑1.95(m，1H)，1.90‑1.80(m，1H)，1.77‑1.66(m，1H)，1.25(t，J＝7.2Hz，3H)。13C 

NMR(150MHz，CDCl3)δ172.4 ,149.5 ,148.0 ,147 .3 ,136.7 ,123.3 ,65.6 ,60.8,57 .0 ,40.7 ,

34.7,34.6,26.8,22.9,14.3。C15H22N2O2H
+[M+H+]的HRMS(ESI‑TOF)计算值为263.1754，实测

值为263.1755。LCMS(ES‑API)正离子模式：观察到263.2[M+H+]。

[0088] C.(S)‑3‑(3‑(1‑甲基吡咯烷‑2‑基)吡啶‑4‑基)丙酰胺(5)

[0089]

[0090] 将4(52mg，0.20mmol)于NH4OH(0.5mL)中的溶液在室温下搅拌8小时。将溶液真空

浓缩。通过快速色谱法(硅胶，90:10:0→80:20:2EtOAc/MeOH/NH4OH)纯化，得到无色玻璃状

的标题化合物(35mg，74％)。Rf＝0.17(硅胶，90:10:1EtOAc/MeOH/NH4OH)。[α]D＝‑110°(c 

1 .14，EtOH)。IR(纯)νmax  3182 ,2954 ,1664 ,1598 ,1411 ,1039 ,836cm‑1。1H  NMR(600MHz，

CDCl3)δ8.66(s，1H)，8.37(d，J＝5.1Hz，1H)，7.06(d，J＝5.0Hz，1H)，5.86(br  s，1H)，5.52

(br  s，1H)，3.34(t，J＝8.5Hz，1H)，3.24(t，J＝7.8Hz，1H)，3.12‑2.96(m，2H)，2.52(t，J＝

7.9Hz，2H)，2.33‑2.21(m，2H)，2.17(s，3H)，2.01‑1 .92(m，1H)，1.87‑1 .80(m，1H)，1.73‑

1 .65(m，1H)。13C  NMR(150MHz，CDCl3)δ174 .0 ,149.8,148.1 ,148.0 ,136 .5 ,123 .6 ,66 .2 ,

57.1,40.8,36.1,34.4,27.0,23.0。C13H19N3OH
+[M+H+]的HRMS(ESI‑TOF)计算值为234.1601，

实测值为234.1601。LCMS(ES‑API)正离子模式：观察到234.2[M+H+]。

[0091] D.(S)‑3‑(3‑(1‑甲基吡咯烷‑2‑基)吡啶‑4‑基)丙‑1‑胺(6，(‑)‑N4N)

[0092]

[0093] 将5(11mg，0.05mmol)于甲苯(0.65mL)中的溶液用Red‑Al(65wt％于甲苯中，64μL，

0.21mmol，4.5当量)处理，并在室温下搅拌90分钟。得到绿色反应溶液。加入硅藻土(11mg)、

Darco  G‑60(6mg)和H2O(110μL)，并过滤混合物。通过制备薄层色谱(0.5mm硅胶板，含2％

NH4OH的4:1CHCl3/MeOH，主谱带Rf＝0.4)纯化，得到浅黄色油状的标题化合物(5 .1mg，

49％)。Rf＝0.38(硅胶，4:1CHCl3/MeOH(含2％NH4OH))。[α]D＝‑139°(c  1.29，EtOH)。IR(纯)

νmax  3332,3231,2944,2873,2361,1598,1560,1460,1320cm‑1。1H  NMR(600MHz，CD3OD)δ8.61

(s，1H)，8.29(d，J＝5.1Hz，1H)，7.25(d，J＝5.1Hz，1H)，3.47(t，J＝8.6Hz，1H)，3.24(t，J＝

8.4Hz，1H)，2.85‑2.74(m，4H)，2.38‑2.32(m，2H)，2.18(s，3H)，2.01‑1 .93(m，1H)，1.91‑

1.86(m，1H)，1.85‑1.80(m，2H)，1.68‑1.62(m，1H)。13C  NMR(150MHz，CD3OD)δ151.6,149.4,
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148.1 ,138.4 ,125.6 ,66.5 ,57 .9,41 .5 ,40.8,35.6 ,32.8,29.9,23.5。C13H21N3H
+[M+H+]的

HRMS(ESI‑TOF)计算值为220.1808，实测值为220.1808。LCMS(ES‑API)正离子模式：观察到

220.2[M+H+]。

[0094] 实施例4：半抗原‑载体缀合物的制备

[0095] 在上述实施例2(A)中的琥珀酰化步骤后，将(‑)‑N4N(6)和(‑)‑3'‑AmNic((‑)2)分

别单独缀合到三种蛋白BSA、FliC和TT。最终半抗原‑载体缀合物的半抗原密度为约30至40。

[0096] 免疫接种和免疫测定

[0097] 一般方法。所有动物管理和使用都是在斯克里普斯研究所根据NIH指南并根据实

验动物管理和使用委员会(Institutional  Animal  Care  and  Use  Committee)批准的方案

进行。从内部设施获得雄性BALB/c小鼠(每组n＝7，25‑30g)并随机分配至疫苗组或盐水组。

在免疫接种时间表期间，小鼠自由获得食物和水，免疫接种时间表包括在第0天、第21天和

第42天的三次(100μL)皮下注射。在第28天和第49天，通过尾静脉抽血获得血清样品。在第

63天，将动物麻醉，通过心脏穿刺放血，并使其安乐死。

[0098] 实施例5：免疫接种

[0099] 在实施例2(A)和2(B)的步骤之后，制备四种半抗原‑蛋白缀合物((‑)‑N4N‑

SucFliC、(‑)‑N4N‑SucTT、(‑)‑3'‑AmNic‑SucFliC和(‑)‑3'‑AmNic‑SucTT)，然后评估为引

发抗尼古丁抗体的疫苗免疫原。每种缀合物用铝胶和CpG  ODN  1826配制，并在第0天、第21

天和第42天皮下施用到BALB/c小鼠。在第28天、第49天和第63天收集采血，如下所示：

[0100]

[0101] 实施例6：酶联免疫吸附测定(ELISA)

[0102] A.3'‑AmNic缀合物

[0103] 使用(‑)‑3'‑AmNicSucBSA或(+)‑3'‑AmNicSucBSA进行ELISA和交叉反应性ELISA，

其以与如上所述的TT缀合物类似的方式制备。对于ELISA，针对它们各自的半抗原测定血浆

样品：在(‑)‑3'‑AmNicSucBSA板上测定来自(‑)‑3'‑AmNicSucTT组的大鼠血浆，并且在(+)‑

3'‑AmNicSucBSA板上测定来自(+)‑3'‑AmNicSucTT组的大鼠血浆。

[0104] 对于交叉反应性ELISA，针对其对映体测定血浆样品：在(+)‑3'‑AmNicSucBSA板上

测定来自(‑)‑3 '‑AmNicSucTT组的大鼠血浆，在(‑)‑3 '‑AmNicSucBSA板上测定(+)‑3 '‑

AmNicSucTT组的大鼠血浆。

[0105] 将(‑)‑3'‑AmNic和(‑)‑3'‑AmNic衍生的抗原的ELISA和交叉反应性ELISA的结果

总结在下表1中。通过采血2(第49天)，效价约为100,000。此外，交叉反应性ELISA结果表明

效价差异约为3至5倍，显示在这两组大鼠中产生的血浆抗体具有可测量水平的对映体区

分。重要的是，来自(‑)‑3'‑AmNicSucTT组的血浆具有由(‑)‑3'‑AmNicSucBSA展示的优越的
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结合天然(‑)‑尼古丁的能力。

[0106] 表1.来自酶联免疫吸附测定(ELISA)的抗体效价的总结

[0107]

[0108] a用CpG  ODN  1826和铝胶配制；ELISA一式两份(用SEM)，每组n＝12，中点效价

[0109] B.抗血清对于同源抗原的特异性

[0110] (‑)‑N4N‑SucBSA和(‑)‑3'‑AmNic‑SucBSA被用作ELISA的包被抗原。图3描述了针

对两种包被抗原测定的来自每个疫苗组的抗血清的相对ELISA效价。

[0111] 实施例7：放射免疫测定

[0112] 放射免疫测定(RIA)提供了测定可溶性配体的平均结合亲和力和平均抗体浓度的

方法。因为配体在分析环境中是可溶的并且自由地缔合/解离，所以其提供超过ELISA的显

著优点，其中配体固定在板表面上，更不用说与载体蛋白(例如BSA)缀合。因此，在RIA实验

中模拟的平衡环境更接近地模拟在烟草使用期间分布在血液和脑中的游离尼古丁的平衡

环境。该领域的研究人员应该常规地进行RIA以评价滥用疫苗制剂的药物的免疫原性功效。

[0113] 通过使用Müller描述的程序的改编的竞争性(RIA)来确定尼古丁‑特异性血浆抗

体结合亲和力和抗体浓度。(46)首先，测定结合～50％的3H‑标记的尼古丁的血浆稀释度。

然后，通过与未标记的尼古丁竞争来计算亲和常数。因为针对以上实施例5中描述的每个疫

苗组汇集血浆样品，所以所测量的亲和常数是每组的平均亲和力。

[0114] 如图4所示，获得平均结合亲和力(Kdavg)和平均抗尼古丁抗体浓度([Ab]avg)，并

示于下表2中。通过采血2，在(‑)‑3'‑AmNicSucTT组和(+)‑3'‑AmNicSucTT组之间观察到约4

倍的[Ab]avg差异。在采血2中观察到的约4倍的抗体浓度差异在采血3中仍然保持。有趣的

是，注意到ELISA/交叉反应性ELISA结果显示3至5倍的效价差异；这两种免疫测定(ELISA和

RIA)的结果彼此相关。

[0115] (‑)‑组产生优异的ELISA效价和RIA抗体浓度，在整个过程中观察到大约4倍的差

异。令人惊讶的是，(+)‑组中的(‑)‑尼古丁的亲和力较高。ELISA结果和RIA结果的研究可能

暗示相互矛盾的解释。特别地，似乎令人惊讶的是，对于接受(+)‑疫苗的大鼠，尼古丁的结

合亲和力更好(更低的Kdavg)。换句话说，(+)‑组的血浆抗体似乎比(‑)‑组的血浆抗体具有

略高的对(‑)‑尼古丁的结合亲和力。这个特征与其他人的发现(47)相一致，他们报道了人

类抗尼古丁mAb结合(+)‑尼古丁的亲和力比结合(‑)‑尼古丁的亲和力略高。顺便提及，该

mAb(Nic12)来源于另一种临床评价的尼古丁疫苗NicQβ(48)，其在II期不符合标准。

[0116] 考虑到尼古丁(不同于可卡因和海洛因)具有更大的构象灵活性，因为其由通过单

个碳‑碳键连接的两个杂环构成，可以使对测量的Kdavg值的似乎反直觉的结果合理化。鉴
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于这种灵活性，尼古丁的任一对映异构体可以采取适合与抗体的结合位点进行关键结合相

互作用的适当构象。对于尼古丁，这些包括用作氢键受体的吡啶基氮和参与电荷‑电荷和/

或阳离子‑π相互作用的吡咯烷鎓氮。

[0117] 接头连接位置也可以在指导抗半抗原抗体数量和质量中起作用。在其他地方，显

示如果吗啡通过其C‑3位与载体蛋白偶联，则可待因(3‑甲基吗啡)是所得吗啡抗血清的(比

吗啡)更有效的抑制剂。(49)在本研究中，尼古丁通过吡咯烷环上的3'‑位与蛋白载体连接。

(+)‑3'‑AmNic缀合物中的这种3'‑连接可以对抗体引发施加约束，使得测量的抗尼古丁抗

体虽然具有较低的量(如预期的)，但是对游离(‑)‑尼古丁比由(‑)‑3'‑AmNic缀合物引发的

抗体表现出稍微较高的亲和力。

[0118] 表2.来自放射免疫测定的抗体结合亲和力和浓度的总结

[0119]

[0120] a用CpG  ODN  1826和铝胶配制；RIA一式三份(使用SEM)，每组n＝12；X的单位(μg/

mL/nM)简化为g/mol，但不应与摩尔质量混淆

[0121] 作为调节平均抗体亲和力和平均抗体浓度之间的这种表面上差异的方法，我们提

出使用复合参数X，其定义为对于给定的抗血清库，[Ab]avg与Kdavg的比率。假设改善疫苗

性能的两种方式是引起更高的[Ab]avg(抗体丰度)和更低的Kdavg(抗体效用)值，则当在这

些术语中的任一个或两者中进行改进时，比率(X)将变大。因此，对于采血3，(‑)‑组的X＝

0 .47，而(+)‑组的X＝0 .27。目的是优化给定配体靶的蛋白设计(“抗体效率”)；反向

(inverse)广泛应用于药物化学：优化给定蛋白靶的配体设计(例如，“配体效率”)。因此，比

率(X)是用于评估抗体效率，进而评估疫苗功效的手段。

[0122] 上述数据证明了手性在疫苗设计中的重要性，特别是强调模仿小分子(即(‑)‑可

卡因、(‑)‑海洛因、(‑)‑尼古丁或任何其他预期目标)的天然立体化学。因为尼古丁作为配

体可以在抗尼古丁抗体的结合位点内以各种取向结合，大概是由于尼古丁本身的构象灵活

性的结果，疫苗设计以及接头位置在尼古丁的情况下更具有细微差别。相比之下，可卡因或

海洛因中的额外结构约束施加更大的构象刚性，并且观察到抗体对于天然对映异构体与非

天然对映异构体的相对结合亲和力的意料之内的结果。

[0123] 实施例8：抗感受伤害测定

[0124] 本实施例的目的是通过测定小鼠爪从热板撤回的潜伏期来证明如上所述的尼古

丁疫苗对尼古丁的拮抗作用。

[0125] 根据如上文实施例5中所述的免疫接种时间表，分别用四种疫苗免疫接种四组测

试组的小鼠。第五组未接种疫苗(vaccine‑ )的小鼠在免疫接种时间表期间接受盐水
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注射。然后给所有五组小鼠施用尼古丁，然后在热板上测定，以测量爪从热板撤回的潜伏

期。

[0126] 每种尼古丁疫苗的抗感受伤害表示为最大可能效应的百分比(“％MPE”)。％MPE＝

(测试‑基线)/(截止‑基线)×100，其中“测试”是治疗后响应的潜伏期；“基线”是在治疗之

前响应的潜伏期；以及“截止”是在没有反应的情况下测试结束的预设时间。在上述免疫接

种方案之前，获得在五组中每只动物的基线测量值。

[0127] 将结果总结在图5中，显示了尼古丁疫苗相对于盐水在拮抗小鼠受试组中尼古丁

的疼痛缓解作用中的功效。

[0128] 实施例8：低体温测定

[0129] 在施用尼古丁后10分钟、30分钟和60分钟测量上述实施例7中所述的5组小鼠的体

温。相对于经历最显著的温度下降的盐水对照组，四种测试的尼古丁疫苗通过减轻体温抑

制来拮抗尼古丁的作用。结果总结在图6中。
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