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(57)摘要

本发明广泛地提供了包括针对脂阿拉伯甘

露聚糖(LAM)和磷脂酰‑肌‑肌醇甘露糖苷6

(PIM6)中发现的表位的单克隆抗体的不同的组

合物、试剂盒、载体和方法，用于诊断和治疗结核

分枝杆菌感染。
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1.一种抗脂阿拉伯甘露聚糖(抗LAM)单克隆抗体或其抗原结合部分，其与包含Ara4结

构、Ara6结构或其组合的结核分枝杆菌(M.tb)LAM表位特异性结合，其中该抗LAM抗体包含

SEQ  ID  NO:1所示的CDR1轻链可变区，SEQ  ID  NO:2所示的CDR2轻链可变区，SEQ  ID  NO:3所

示的CDR3轻链可变区，SEQ  ID  NO:4所示的CDR1重链可变区，SEQ  ID  NO:5所示的CDR2重链

可变区，和SEQ  ID  NO:6所示的CDR3重链可变区。

2.如权利要求1所述的抗LAM单克隆抗体或其抗原结合部分，所述抗体包含重链可变区

和轻链可变区，该重链可变区包含SEQ  ID  NO:21所示的氨基酸序列，该轻链可变区包含SEQ 

ID  NO:24所示的氨基酸序列。

3.如权利要求1所述的抗LAM单克隆抗体或其抗原结合部分，其中该抗LAM抗体是scFv‑

IgG、IgA或IgM抗体。

4.一种用于检测至少一种LAM表位的试剂盒，该试剂盒包含：

(a)与结核分枝杆菌LAM表位特异性结合的第一抗LAM抗体；

(b)该第一抗LAM抗体结合的支持物；

(c)检测抗体，其与相同或不同LAM表位特异性结合，其中该检测抗体用报道分子标记；

和

(d)缓冲剂，

其中该第一抗LAM抗体或检测抗体是如权利要求1至3任一项所述的抗LAM单克隆抗体。

5.如权利要求4所述的试剂盒，其中该第一抗LAM抗体和该检测抗体中的至少一种是

scFv‑IgG或IgM抗体，并且包含SEQ  ID  NO:1所示的CDR1轻链可变区，SEQ  ID  NO:2所示的

CDR2轻链可变区，SEQ  ID  NO:3所示的CDR3轻链可变区，SEQ  ID  NO:4所示的CDR1重链可变

区，SEQ  ID  NO:5所示的CDR2重链可变区，和SEQ  ID  NO:6所示的CDR3重链可变区。

6.如权利要求5所述的试剂盒，其中该第一抗LAM抗体和该检测抗体中的至少一种包含

重链可变区和轻链可变区，该重链可变区包含SEQ  ID  NO:21所示的氨基酸序列，该轻链可

变区包含SEQ  ID  NO:24所示的氨基酸序列。

7.权利要求1‑3任一项所述的抗LAM单克隆抗体或其抗原结合部分或者权利要求4‑6任

一项所述的试剂盒在制备用于诊断个体中活动性结核感染的试剂盒中的用途，其中该第一

抗体对LAM的捕获表明活动性结核感染。

8.如权利要求7所述的用途，其中该检测抗体是权利要求1‑3任一项所述的抗LAM抗体。

9.如权利要求8所述的用途，其中该检测抗体是特异性结合结核分枝杆菌LAM的抗LAM

抗体，该第一抗体或该检测抗体包含SEQ  ID  NO:1所示的CDR1轻链可变区，SEQ  ID  NO:2所

示的CDR2轻链可变区，SEQ  ID  NO:3所示的CDR3轻链可变区，SEQ  ID  NO:4所示的CDR1重链

可变区，SEQ  ID  NO:5所示的CDR2重链可变区，和SEQ  ID  NO:6所示的CDR3重链可变区。

10.如权利要求7所述的用途，其中该检测抗体是特异性结合结核分枝杆菌LAM的抗LAM

抗体，并且其中该第一抗体或该检测抗体是scFv‑IgG或IgM抗体，并且包含SEQ  ID  NO:1所

示的CDR1轻链可变区区，SEQ  ID  NO:2所示的CDR2轻链可变区，SEQ  ID  NO:3所示的CDR3轻

链可变区，SEQ  ID  NO:4所示的CDR1重链可变区，SEQ  ID  NO:5所示的CDR2重链可变区，SEQ 

ID  NO:6所示的CDR3重链可变区。

11.如权利要求7所述的用途，其中该个体是人。

12.权利要求1‑3任一项所述的抗LAM单克隆抗体或其抗原结合部分在制备用于治疗个
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体中肺结核感染的试剂盒中的用途。

13.如权利要求12所述的用途，进一步包括给予所述个体治疗有效量的至少一种抗生

素。

14.如权利要求12所述的用途，其中该结核感染是一种多重耐药性(MDR‑TB)结核感染。

15.如权利要求12所述的用途，其中该抗LAM单克隆抗体在其Fc结构域包含提高其针对

一种或多种Fc受体的特异性和提高其治疗活性的修饰。

16.如权利要求10所述的用途，其中还包括使用第一抗体预浓缩诊断样品的LAM，从而

提高后续检测试验的敏感性。

17.权利要求1‑3任一项所述的抗LAM单克隆抗体或其抗原结合部分，其中该抗LAM单克

隆抗体是人抗体、人源化抗体或者嵌合抗体。

18.权利要求4‑6任一项所述的试剂盒，其中该抗LAM单克隆抗体是人抗体、人源化抗体

或者嵌合抗体。

19.权利要求7‑16任一项所述的用途，其中该抗LAM单克隆抗体是人抗体、人源化抗体

或者嵌合抗体。
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用于诊断和治疗结核分枝杆菌感染的抗LAM和抗PIM6/LAM单

克隆抗体

[0001] 本申请为申请号为2017800173695，申请日为2017年2月1日，发明名称为“用于诊

断和治疗结核分枝杆菌感染的新颖抗LAM和抗PIM6/LAM单克隆抗体”的分案申请。

[0002] 相关申请的交叉参考

[0003] 本申请要求2016年2月10日提交的美国临时申请号62/293,406的优先权，该临时

申请通过援引以其全文并入本文。

技术领域

[0004] 本文描述了包括针对脂阿拉伯甘露聚糖(LAM)脂甘露聚糖(LM)和磷脂酰‑肌‑肌醇

甘露糖苷6(PIM6)中发现的表位的抗体的组合物、试剂盒、载体和方法，用于诊断、预防和治

疗结核分枝杆菌感染。

[0005] 序列表

[0006] 本申请含有一份已经以ASCII格式经EFS‑WEB递交的序列表并且该序列表通过援

引以其全文并入本文。创建于2017年2月1日的所述ASCII副本名称为096747 .00337_

ST25.txt并且大小为29,097字节。

背景技术

[0007] A.结核分枝杆菌

[0008] 结核病(TB)仍然是世界上最致命的传染病之一，目前感染了世界上大约1/3的人

口。根据2014年世卫组织全球结核病报告：结核病，在2013年，估计有900万人患上TB，并且

150万人死于该疾病。尽管目前有可用于TB的有效药物，但这些需要用多种抗生素进行长时

间治疗，并且越来越多地受到多重耐药性(MDR‑TB)菌株的发展的影响，这些菌株目前导致

约3.5％的近期感染。这些菌株难以治疗，并且具有明显较差的治愈率。同样广泛传播的是

广泛耐药的TB(XDR‑TB)菌株，它们比MDR‑TB菌株甚至更昂贵且难以治疗，并且现在已在全

世界100个国家报道。因此，需要早期诊断和治疗TB感染的新方法。

[0009] B.脂阿拉伯甘露聚糖(LAM)

[0010] 糖脂脂阿拉伯甘露聚糖(LAM)是结核分枝杆菌复合体的成员细胞壁的主要结构和

抗原组分，并且它介导许多促进生产性感染和疾病发展的重要功能。LAM还是用于检测TB活

动性感染的重要免疫诊断靶标(特别是在共感染有HIV‑1的患者中)和潜在的疫苗靶标。尽

管存在LAM作为免疫诊断靶标的重要性及其在结核分枝杆菌(M.tb)感染和致病性的生理学

中的重要作用，但令人惊讶的是，对于抗原的人体液应答的性质知之甚少。以前可用的LAM

特异性单克隆抗体衍生自用从麻风分枝杆菌或结核分枝杆菌中纯化的LAM免疫的小鼠，并

且没有描述任何针对LAM的人单克隆抗体，这些人单克隆抗体已经被诱导响应于免疫或响

应于被结核分枝杆菌的感染。

[0011] 脂甘露聚糖(LM)‑是LAM的直接前体，并且含有由甘露聚糖结构域修饰的磷脂酰‑

肌‑肌醇结构域，该甘露聚糖结构域由α(1→6)‑连接的Manp骨架组成，该Manp骨架被短α(1
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→2)‑甘露吡喃糖侧链取代，但是没有被阿拉伯糖侧链取代。

[0012] C.磷脂酰‑肌‑肌醇甘露糖苷6(PIM6)

[0013] PIM6是PIM2的产物，LM和LAM的共同前体。这些分子的核心是在位置2和6处被Manp

单元糖基化的肌‑肌醇结构。在PIM6中，在位置6处的Manp单元进一步被与ManLAM上的甘露

糖帽相同的两个末端α‑Manp(1→2)‑连接的糖取代。这些分子被多达4个脂肪酸链酰化，附

着于肌醇头部基团和核心Man残基，其将这些分子非共价地锚定在细胞包膜的内膜和外膜

上。据报道，PIM6与C型凝集素和DC‑SIGN，树突状细胞上的主要受体结合，并且是具有强效

抗炎活性的强TLR2激动剂和HIV‑1复制的增强子。

发明内容

[0014] 本文描述了用于诊断和治疗结核分枝杆菌感染的新颖抗LAM和抗PIM6/LAM单克隆

抗体(mAb)。下文描述了对结核分枝杆菌糖脂特异的这些新颖人抗体的分离和表征，这些新

颖人抗体包括对LAM表位特异的人mAb，和对由LAM和PIM6共有的表位特异的人mAb。

[0015] 因此，本文描述了一种人单克隆抗脂阿拉伯甘露聚糖(抗LAM)抗体或其抗原结合

部分，其与包括Ara4结构，Ara6结构或其组合的LAM表位特异性结合，其中该抗LAM抗体包括

与SEQ  ID  NO:1具有至少80％同一性的CDR1可变轻区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:2具有

至少80％同一性的CDR2可变轻区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:3或SEQ  ID  NO:26具有至

少80％同一性的CDR3可变轻区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:4具有至少80％同一性的

CDR1可变重区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:5具有至少80％同一性的CDR2可变重区或其

抗原性片段，与SEQ  ID  NO:6或SEQ  ID  NO:23具有至少80％同一性的CDR3可变重区或其抗

原性片段。人单克隆抗LAM抗体或其抗原结合部分可以包括重链可变区和轻链可变区，该重

链可变区包括SEQ  ID  NO:21和SEQ  ID  NO:23的氨基酸序列，该轻链可变区包括SEQ  ID  NO:

24和SEQ  ID  NO:26的氨基酸序列。该抗LAM抗体可以是scFv‑IgG、和IgGa或IgM抗体。抗LAM

抗体的实例是A194。

[0016] 本文还描述了一种人单克隆抗LAM抗体或其抗原结合部分，其与LAM表位特异性结

合，该LAM表位包括以下中的至少一种：甘露糖封端的Ara4结构和甘露糖封端的Ara6结构。

该抗LAM抗体可以包括与SEQ  ID  NO:7具有至少80％同一性的CDR1可变轻区或其抗原性片

段，与SEQ  ID  NO:8具有至少80％同一性的CDR2可变轻区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:9

或SEQ  ID  NO:32具有至少80％同一性的CDR3可变轻区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:10具

有至少80％同一性的CDR1可变重区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:11具有至少80％同一性

的CDR2可变重区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:12或SEQ  ID  NO:29具有至少80％同一性的

CDR3可变重区或其抗原性片段。该抗体可以包括重链可变区和轻链可变区，该重链可变区

包括SEQ  ID  NO:43的氨基酸序列，该轻链可变区包括SEQ  ID  NO:44的氨基酸序列。该抗LAM

抗体可以是例如IgM或IgA抗体。抗LAM抗体的实例是P3B09。

[0017] 本文进一步描述了一种人单克隆抗LAM抗体或其抗原结合部分，其与LAM表位特异

性结合，该LAM表位包括附接在Ara4或Ara6的非还原末端的α‑Manp(1→2)连接的结构，其中

该抗LAM抗体包括与SEQ  ID  NO:7具有至少80％同一性的CDR1可变轻区或其抗原性片段，与

SEQ  ID  NO:8具有至少80％同一性的CDR2可变轻区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:9具有至

少80％同一性的CDR3可变轻区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:10具有至少80％同一性的
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CDR1可变重区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:11具有至少80％同一性的CDR2可变重区或其

抗原性片段，与SEQ  ID  NO:12具有至少80％同一性的CDR3可变重区或其抗原性片段。该抗

LAM抗体(例如，P3B09)可以是例如IgM或IgA抗体。

[0018] 本文又进一步描述了一种人单克隆抗PIM6/LAM抗体或其抗原结合部分，其与LAM

和PIM6中存在的表位特异性结合，该表位包括至少一个聚甘露糖结构。该表位在PIM6甘露

聚糖结构域中，并且还存在于分枝杆菌脂质甘露聚糖(LM)中。该抗PIM6/LAM抗体可以包括

与SEQ  ID  NO:13具有至少80％同一性的CDR1可变轻区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:14具

有至少80％同一性的CDR2可变轻区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:15具有至少80％同一性

的CDR3可变轻区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:16具有至少80％同一性的CDR1可变重区或

其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:17具有至少80％同一性的CDR2可变重区或其抗原性片段，与

SEQ  ID  NO:18具有至少80％同一性的CDR3可变重区或其抗原性片段。该抗体可以例如包括

重链可变区和轻链可变区，该重链可变区包括SEQ  ID  NO:47的氨基酸序列，该轻链可变区

包括SEQ  ID  NO:48的氨基酸序列。该抗PIM6/LAM抗体可以是例如IgM、IgA或IgG抗体。抗

PIM6/LAM抗体的实例是P95C1。

[0019] 本文还描述了一种用于检测至少一种LAM表位的试剂盒。该试剂盒包括(a)与LAM

表位特异性结合的至少第一抗LAM抗体；(b)该至少第一抗LAM抗体结合的支持物；(c)检测

抗体，其与LAM特异性结合，或与该至少第一抗LAM抗体特异性结合，其中该检测抗体用报道

分子标记；和(d)缓冲液。该至少第一抗LAM抗体是，例如，如本文所述的人单克隆抗LAM抗

体。该检测抗体可以例如是与LAM特异性结合的第二抗LAM抗体。在一些实施例中，该第一抗

LAM抗体和该第二抗LAM抗体中的至少一种是scFv‑IgG或IgM抗体，并且包括与SEQ  ID  NO:1

具有至少80％同一性的CDR1可变轻区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:2具有至少80％同一

性的CDR2可变轻区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:3或SEQ  ID  NO:26具有至少80％同一性

的CDR3可变轻区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:4具有至少80％同一性的CDR1可变重区或

其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:5具有至少80％同一性的CDR2可变重区或其抗原性片段，与

SEQ  ID  NO:6或SEQ  ID  NO:23具有至少80％同一性的CDR3可变重区或其抗原性片段。在试

剂盒的一些实施例中，该第一抗LAM抗体和该第二抗LAM抗体中的至少一种包括重链可变区

和轻链可变区，该重链可变区包括SEQ  ID  NO:21和SEQ  ID  NO:23的氨基酸序列，该轻链可

变区包括SEQ  ID  NO:24和SEQ  ID  NO:26的氨基酸序列。

[0020] 本文仍进一步描述了一种诊断个体中活动性结核感染的方法，该方法包括：(a)从

包括或怀疑包括LAM的个体获取样品；(b)处理所述样品以暴露个体LAM表位；(c)使所述样

品与至少第一抗体接触，该至少第一抗体与所述LAM上的第一表位特异性结合；(d)使所述

样品与检测抗体接触，该检测抗体与LAM特异性结合，或与该至少第一抗体特异性结合；(e)

检测该至少第一抗体与LAM上的所述第一表位的结合；和(f)诊断所述患者患有活动性结核

感染，该至少第一抗体与LAM上的所述第一表位的结合表明活动性结核感染。该至少第一抗

体是，例如，如本文所述的人单克隆抗LAM抗体或人单克隆抗PIM6/LAM抗体。该检测抗体可

以例如是与LAM特异性结合的抗LAM抗体。在方法的一些实施例中，该至少第一抗体和该检

测抗体各自包括与SEQ  ID  NO:1具有至少80％同一性的CDR1可变轻区或其抗原性片段，与

SEQ  ID  NO:2具有至少80％同一性的CDR2可变轻区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:3或SEQ 

ID  NO:26具有至少80％同一性的CDR3可变轻区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:4具有至少
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80％同一性的CDR1可变重区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:5具有至少80％同一性的CDR2

可变重区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:6或SEQ  ID  NO:23具有至少80％同一性的CDR3可

变重区或其抗原性片段。在方法的一些实施例中，该第一抗体和该检测抗体中的至少一种

是scFv‑IgG或IgM抗体，并且包括具有与SEQ  ID  NO:1具有至少80％同一性的可变轻区的

CDR1区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:2具有至少80％同一性的CDR2可变轻区或其抗原性

片段，与SEQ  ID  NO:3或SEQ  ID  NO:26具有至少80％同一性的CDR3可变轻区或其抗原性片

段，与SEQ  ID  NO:4具有至少80％同一性的CDR1可变重区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:5

具有至少80％同一性的CDR2可变重区或其抗原性片段，与SEQ  ID  NO:6或SEQ  ID  NO:23具

有至少80％同一性的CDR3可变重区或其抗原性片段。在一些实施例中，该个体是人。

[0021] 本文还描述了治疗个体中结核感染的方法。该方法包括给予所述个体治疗有效量

的如本文所述的至少一种人单克隆抗LAM抗体或人单克隆抗PIM6/LAM抗体。该方法可以进

一步包括给予所述个体治疗有效量的至少一种抗生素。该结核感染可以是多重耐药性

(MDR‑TB)结核感染。

[0022] 本文进一步描述了编码本文所述的抗体的重链和轻链(包括可变区)的核苷酸序

列。

[0023] A.抗LAM抗体和抗PIM6/LAM抗体

[0024] 在一些实施例中，本发明提供了抗LAM抗体或其抗原结合部分。在一些实施例中，

本发明提供了抗PIM6/LAM抗体或其抗原结合部分。如本文所述的抗LAM抗体(或其抗原结合

部分)与LAM表位特异性结合。如本文所述的抗PIM6/LAM抗体(或其抗原结合部分)与LAM表

位和PIM6表位两者特异性结合。在一些实施例中，LAM和PIM6表位衍生自各种分枝杆菌物

种。在另外的实施例中，各种分枝杆菌物种是结核分枝杆菌复合体的毒性成员。在又另外的

实施例中，分枝杆菌物种是结核分枝杆菌。在一些实施例中，抗LAM抗体或抗PIM6/LAM抗体

是单克隆抗体(mAb)。在另外的实施例中，抗LAM抗体或抗PIM6/LAM抗体分别是人单克隆抗

LAM抗体或人单克隆抗PIM6/LAM抗体。在其他实施例中，抗LAM抗体或抗PIM6/LAM抗体分别

是人源化单克隆抗LAM抗体或抗PIM6/LAM抗体。在一些实施例中，抗LAM抗体与Ara4和Ara6

结构结合。

[0025] 在一些实施例中，LAM表位是未封端的阿拉伯糖链。在一些实施例中，LAM表位是未

封端的或单甘露糖封端的阿拉伯糖链，具有或不具有末端MTX取代。

[0026] 在一些实施例中，LAM表位是甘露糖封端的Ara4结构和甘露糖封端的Ara6结构。在

其他实施例中，抗LAM抗体与α(1→2)‑连接的二甘露糖结构特异性结合，其可以与Ara4/

Ara6结构连接，或与聚甘露糖结构连接(图8)。在一些实施例中，PIM6表位包括还存在于分

枝杆菌脂质甘露聚糖(LM)中的至少一个聚甘露糖结构。在一些实施例中，抗PIM6/LAM抗体

与PIM6表位特异性结合，该PIM6表位在PIM6甘露聚糖结构域中包括至少一个聚甘露糖结

构。在一些实施例中，LAM表位包括至少一个甲硫基木糖(MTX)或甲基亚磺酰基呋喃木糖基

(MSX)取代。在一些实施例中，LAM表位包括至少一个磷脂酰‑肌‑肌醇取代(PILAM)。在一些

实施例中，LAM表位是用至少一个甘露糖封端的阿拉伯糖链，即甘露糖基化的Man‑LAM表位。

在另外的实施例中，封端的阿拉伯糖链包括Ara4和/或Ara6结构。在一些实施例中，Man‑LAM

表位包括经单甘露糖取代的阿拉伯糖链、经二甘露糖取代的阿拉伯糖链、经三甘露糖取代

的阿拉伯糖链或其组合。在一些实施例中，Man‑LAM表位包括二甘露糖或三甘露糖封端的
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Ara4和/或Ara6结构。在一些实施例中，Man‑LAM表位是二甘露糖封端的Ara6。在一些实施例

中，抗LAM抗体或抗PIM6/LAM抗体包括IgG抗体。在另外的实施例中，IgG抗LAM抗体或抗

PIM6/LAM抗体包括IgG1、IgG2或IgG3的亚类。在一些实施例中，抗LAM抗体或抗PIM6/LAM抗

体不是IgG抗体。在其他实施例中，抗LAM抗体或抗PIM6/LAM抗体包括IgA抗体。在其他实施

例中，抗LAM抗体或抗PIM6/LAM抗体包括IgM抗体。在一些实施例中，抗LAM抗体或抗PIM6/

LAM抗体包括从最初分离的同种型转换的第二个同种型。在一些实施例中，抗LAM抗体或抗

PIM6/LAM抗体包括重组抗体。在一些实施例中，重组抗体包括多价IgM抗体。在另外的实施

例中，重组抗体包括五价IgM抗体。在其他实施例中，重组抗体包括ScFv‑IgG抗体，其中一种

抗体的单链Fv片段与该抗体的重链的N末端或不同的抗LAM  mAb连接。在另外的实施例中，

重组抗体包括多价ScFv‑IgG抗体。在另外的实施例中，重组抗体包括同源四价ScFv‑IgG抗

体，其中scFv结构域衍生自构建体中存在的IgG的可变区。在又另外的实施例中，重组抗体

包括异源四聚体scFv‑IgG抗体，其中scFv区衍生自不同的抗LAM抗体或抗PIM6/LAM抗体，如

所包括的IgG区。在一些实施例中，scFv结构域包括与第二抗LAM抗体或抗PIM6/LAM抗体的

可变重(VH)区连接的前导序列，该可变重(VH)区与所述抗LAM抗体或抗PIM6/LAM抗体的可

变轻(VL)结构域连接。在其他实施例中，scFv结构域包括与第一抗LAM抗体或抗PIM6/LAM抗

体的可变轻链区连接的前导序列，该可变轻链区与第二抗LAM抗体或抗PIM6/LAM抗体的可

变重(VH)区连接。在一些实施例中，抗LAM抗体是分离的抗LAM抗体，该分离的抗LAM抗体与

LAM表位特异性结合(例如，Ara4和Ara6之一或其组合，α(1→2)‑连接的二甘露糖结构，其可

以与Ara4/Ara6结构连接，或与聚甘露糖结构连接)。在一些实施例中，抗LAM抗体不与CS‑35

和FIND25竞争。在一些实施例中，抗PIM6/LAM抗体是分离的抗PIM6/LAM抗体，其与分枝杆菌

脂质甘露聚糖(LM)中的至少一个多甘露糖结构特异性结合。

[0027] 在一些实施例中，抗LAM抗体或抗PIM6/LAM抗体包括柔性接头。在一些实施例中，

柔性接头将对应的重链和轻链结构域连接成单链分子。在一些实施例中，柔性接头将免疫

球蛋白轻链(IgVL)连接至免疫球蛋白重链(IgVH)。在另外的实施例中，柔性接头由式

(GGSGG)n(SEQ  ID  NO:19)组成，其中N是在如下范围之间的任何正整数：1与200以及在例如

1至5、1至10、1至15、1至25、1至50、5至10、5至25、10至25、10至50、1至100、1至150之间的任

何范围，以及所有介于之间的范围。

[0028] 在一些实施例中，抗LAM抗体(例如，P30B9、A194‑01)具有至少一个(例如，一个、两

个、三个)互补决定区(CDR)(例如CDR1、CDR2、CDR3)。在一些实施例中，CDR1的可变轻区基本

上由SEQ  ID  NO:1或其抗原性片段组成。在其他实施例中，CDR1区的可变轻区基本上由SEQ 

ID  NO:7或其抗原性片段组成。在其他实施例中，CDR1区的可变轻区基本上由SEQ  ID  NO:13

或其抗原性片段组成。在一些实施例中，CDR1的可变重区基本上由SEQ  ID  NO:4或其抗原性

片段组成。在其他实施例中，CDR1区的可变重区基本上由SEQ  ID  NO:10或其抗原性片段组

成。在其他实施例中，CDR1区的可变重区基本上由SEQ  ID  NO:16或其抗原性片段组成。

[0029] 在一些实施例中，CDR2的可变轻区基本上由SEQ  ID  NO:2或其抗原性片段组成。在

其他实施例中，CDR2的可变轻区基本上由SEQ  ID  NO:8或其抗原性片段组成。在其他实施例

中，CDR2的可变轻区基本上由SEQ  ID  NO:14或其抗原性片段组成。在一些实施例中，CDR2的

可变重区基本上由SEQ  ID  NO:5或其抗原性片段组成。在其他实施例中，CDR2区的可变重区

基本上由SEQ  ID  NO:11或其抗原性片段组成。在其他实施例中，CDR2区的可变重区基本上
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由SEQ  ID  NO:17或其抗原性片段组成。

[0030] 在一些实施例中，CDR3的可变轻区基本上由SEQ  ID  NO:3或其抗原性片段组成。在

其他实施例中，CDR3的可变轻区基本上由SEQ  ID  NO:9或其抗原性片段组成。在其他实施例

中，CDR3的可变轻区基本上由SEQ  ID  NO:15或其抗原性片段组成。在一些实施例中，CDR3的

可变重区基本上由SEQ  ID  NO:6或其抗原性片段组成。在其他实施例中，CDR3区的可变重区

基本上由SEQ  ID  NO:12或其抗原性片段组成。在其他实施例中，CDR3区的可变重区基本上

由SEQ  ID  NO:18或其抗原性片段组成。

[0031] 在一些实施例中，抗PIM6/LAM抗体(例如，P95C1)具有至少一个(例如，一个、两个、

三个)CDR(例如，CDR1、CDR2、CDR3)。在一些实施例中，CDR1的可变轻区基本上由SEQ  ID  NO:

13或其抗原性片段组成。在一些实施例中，CDR1的可变重区基本上由SEQ  ID  NO:16或其抗

原性片段组成。在一些实施例中，CDR2的可变轻区基本上由SEQ  ID  NO:14或其抗原性片段

组成。在一些实施例中，CDR2的可变重区基本上由SEQ  ID  NO:17或其抗原性片段组成。在一

些实施例中，CDR3的可变轻区基本上由SEQ  ID  NO:15或其抗原性片段组成。在一些实施例

中，CDR3的可变重区基本上由SEQ  ID  NO:18或其抗原性片段组成。

[0032] B.诊断试剂盒和方法

[0033] 在一些实施例中，本发明提供了用于检测人受试者的生物体液中LAM和/或PIM6的

存在的试剂盒。在一些实施例中，该测定的组分在侧向流动装置中组装(参见世界卫生组织

2015，使用侧流尿脂阿拉伯甘露聚糖测定(LF‑LAM)用于诊断和筛选HIV携带者中的活动性

结核)。在一些实施例中，试剂盒包括第一抗LAM(例如，A194‑01、P30B9)或抗PIM6/LAM(例

如，P95C1)捕获抗体、用报道分子标记的第二抗LAM或抗PIM6/LAM检测(detector、

detection)抗体、第一抗LAM或抗PIM6/LAM抗体结合的载体和缓冲液。在一些实施例中，第

一抗LAM或抗PIM6/LAM抗体和第二抗LAM或抗PIM6/LAM抗体中的至少一种是人单克隆抗LAM

抗体或人单克隆抗PIM6/LAM抗体，该人单克隆抗LAM抗体与Ara4和Ara6之一或其组合特异

性结合，该人单克隆抗PIM6/LAM抗体与LAM(和脂甘露聚糖(LM))的甘露聚糖结构域特异性

结合。在一些实施例中，第一抗LAM抗体和第二抗LAM抗体与相同的LAM表位结合，这些LAM表

位在单个LAM分子上以多个拷贝存在。在其他实施例中，第一抗LAM抗体和第二抗LAM抗体与

单个LAM分子上存在的不同表位结合。LAM和PIM6表位可以是本文所述的任何LAM和PIM6表

位。在其他实施例中，包括第三检测(detector、detection)抗体，其与第二抗体的非竞争位

点结合。在一些实施例中，第一抗体和第二抗体具有相同的同种型。在其他实施例中，第一

抗体和第二抗体是不同的同种型。在捕获测定的一些实施例中，仅捕获抗体或检测抗体是

如本文所述的抗LAM抗体(例如，A194‑01、P30B9)或抗PIM6/LAM抗体(例如，P95C1)。

[0034] 本文所述的抗体可用于另外的检测和诊断应用。例如，在一种诊断测定中，本文所

述的抗体中的一种或多种(例如，A194‑01、P30B9、P95C1)可用于染色从患者获得的组织，以

检测怀疑含有TB或TB感染的细胞的病变(例如，肉芽肿)中LAM的存在。这可以例如用如本文

所述的单一抗体(例如，A194‑01、P30B9、P95C1)进行，该单一抗体与允许灵敏检测的标记缀

合。在这种方法或测定中，可以在感染的组织中通过P95C1检测PIM6或相关分子。在另一个

实例中，P95C1可用于PIM6竞争测定，其中通过固定化P95C1捕获标记形式的PIM6由存在于

嫌疑人的生物体液(例如，血液或尿液)中的可溶性PIM6竞争。在没有可溶性PIM6的情况下，

这将导致信号的捕获，这将通过可溶性PIM6的存在来竞争(参见世界卫生组织，2015年政策
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指导‑侧流尿脂阿拉伯甘露聚糖测定(LF‑LAM)用于诊断和筛选HIV携带者中的活动性结核

的用途)。

[0035] 在一些实施例中，本发明提供用于区分结核分枝杆菌复合体的致病成员和结核分

枝杆菌复合体的非致病成员的试剂盒。在一些实施例中，抗LAM抗体是人单克隆抗LAM抗体，

该人单克隆抗LAM抗体与Ara4和Ara6结构之一特异性结合，具有或不具有Man或MTX‑Man取

代或其组合，或抗PIM6/LAM抗体，该抗PIM6/LAM抗体特异性结合在PIM6或LAM甘露聚糖结构

域中的至少一个聚甘露糖结构。在一些实施例中，抗LAM抗体与Man‑LAM表位特意结合，该

Man‑LAM表位包括经二甘露糖取代的侧链、经三甘露糖取代的侧链或其组合。在另外的实施

例中，抗LAM抗体与Man‑LAM表位特意结合，这些Man‑LAM表位包括二甘露糖或三甘露糖封端

的Ara4和/或Ara6结构。在又另外的实施例中，抗LAM抗体与二甘露糖封端的Ara6结构特异

性结合。

[0036] 在一些实施例中，本发明提供了用于诊断个体中活动性结核感染的方法。在一些

实施例中，抗LAM或抗PIM6/LAM抗体可以用敏感标签修饰并用于鉴定组织样品中的分枝杆

菌PIM6或LAM相关物质，作为TB感染的诊断和定位。在一些实施例中，该方法涉及捕获可溶

性LAM，并且包括以下步骤：(a)从包括LAM的个体获得样品；(b)处理样品以分离或暴露所述

LAM，(c)用与所述LAM上的第一表位结合的第一抗LAM抗体捕获所述分离的或暴露的LAM；

(d)使所述分离的或暴露的LAM与第二抗LAM抗体接触，其中所述第二抗LAM抗体与所述LAM

上的第二表位结合；(e)检测所述第一抗LAM抗体和所述第二抗LAM抗体中的至少一种与所

述LAM的结合；和(f)诊断所述患者患有活动性结核感染，其中所述第一抗LAM抗体和所述第

二抗LAM抗体中至少一种与所述LAM结合的所述存在表明活动性结核感染。在一些实施例

中，第一抗LAM抗体和第二抗LAM抗体中的至少一种是人单克隆抗LAM抗体，该人单克隆抗

LAM抗体与Ara4和Ara6之一或其组合特异性结合。在一些实施例中，第一和第二抗体中的至

少一个是人单克隆抗PIM6/LAM抗体，该人单克隆抗PIM6/LAM抗体与LAM甘露聚糖结构域中

的至少一个聚甘露糖结构特异性结合。在另外的实施例中，第一抗体和第二抗体是不同的

同种型。在一些实施例中，第一抗体和第二抗体中的至少一种是重组抗体。在其他实施例

中，第一抗体和第二抗体都不是重组抗体。在又其他实施例中，第一抗体和第二抗体都是重

组抗体。

[0037] 在一些实施例中，本发明提供了量化样品中存在的LAM和/或PIM6的量的方法。在

一些实施例中，该方法包括以下步骤：(a)获得包括LAM和/或PIM6的样品；(b)使所述样品与

抗LAM抗体和/或抗PIM6抗体接触；(c)检测抗LAM抗体与所述LAM的特异性结合和/或抗

PIM6/LAM抗体与所述LAM或所述PIM6的结合的存在；和(d)量化所述样品中LAM或PIM6的量。

在一些实施例中，抗LAM抗体是人单克隆抗LAM抗体，该人单克隆抗LAM抗体与Ara4和Ara6之

一或其组合特异性结合。在一些实施例中，抗PIM6/LAM抗体是人单克隆抗PIM6/LAM抗体，该

人单克隆抗PIM6/LAM抗体与PIM6甘露聚糖结构域中的至少一个多甘露糖结构(例如，与分

枝杆菌脂质甘露聚糖(LM)中的至少一个多甘露糖结构)特异性结合。在一些实施例中，通过

将信号强度与具有已知浓度的LAM和/或PIM6的连续稀释的对照样品的信号强度进行比较

来实现量化所述LAM和/或PIM6的量。

[0038] 在一些实施例中，本发明提供了用于诊断个体感染结核分枝杆菌的方法。在一些

实施例中，该方法包括以下步骤：(a)获得包括LAM或PIM6的样品；(b)使所述样品与抗LAM抗
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体和/或抗PIM6抗体接触，其中抗LAM抗体与LAM表位特异性结合，该LAM表位包括具有至少

一个5‑脱氧‑5‑甲硫基呋喃戊糖基(MTX)取代的Man‑LAM，并且抗PIM6/LAM抗体与表位特异

性结合，该表位包括在LAM甘露聚糖结构域中的一个多甘露糖结构，和(c)检测抗LAM抗体与

所述Man‑LAM的特异性结合的存在和/或抗PIM6/LAM抗体与所述PIM6的特异性结合的存在。

在一些实施例中，抗LAM抗体是人单克隆抗LAM抗体，该人单克隆抗LAM抗体与Ara4和Ara6之

一或其组合特异性结合。在一些实施例中，抗PIM6/LAM抗体是人单克隆抗PIM6/LAM抗体(例

如，P95C1)，该人单克隆抗PIM6/LAM抗体与PIM6甘露聚糖结构域中的至少一个多甘露糖结

构特异性结合。

[0039] 在一些实施例中，该方法包括扩增步骤，该扩增步骤增加检测方法的灵敏度。实例

涉及通过使用酪酰胺信号放大试剂盒(珀金埃尔默公司(Perkin‑Elmer))产生另外的靶位

点或通过使用ELISA扩增系统(赛默飞世尔公司(Thermo  Fisher))扩增初始信号。

[0040] 在一些实施例中，本发明提供用于区分结核分枝杆菌复合体的致病成员和结核分

枝杆菌复合体的非致病成员的方法。在一些实施例中，该方法包括以下步骤：(a)获得包括

LAM和/或PIM6的样品；(b)使所述样品与抗LAM抗体接触，该抗LAM抗体与Man‑LAM表位特异

性结合，该Man‑LAM表位包括经二甘露糖取代的侧链、经三甘露糖取代的侧链或其组合，或

者使所述样品与抗PIM6/LAM抗体接触，该抗PIM6/LAM抗体与PIM6甘露聚糖结构域中的至少

一个多甘露糖结构特异性结合；和(c)检测抗LAM抗体与所述Man‑LAM的特异性结合的存在，

或抗PIM6/LAM抗体与PIM6甘露聚糖结构域中的所述至少一个多甘露糖结构的特异性结合

的存在，其中所述特异性结合的存在表明存在结核分枝杆菌复合体的致病成员。在一些实

施例中，抗LAM抗体是人单克隆抗LAM抗体，该人单克隆抗LAM抗体与Ara4和Ara6之一或其组

合特异性结合。在另外的实施例中，Man‑LAM表位包括二甘露糖或三甘露糖封端的Ara4和/

或Ara6结构。在又另外的实施例中，Man‑LAM表位是二甘露糖封端的Ara6。在一些实施例中，

抗PIM6/LAM抗体是人单克隆抗PIM6/LAM抗体，该人单克隆抗PIM6/LAM抗体与PIM6甘露聚糖

结构域中的至少一个多甘露糖结构特异性结合。

[0041] C.治疗组合物、方法、疫苗和载体

[0042] 在一些实施例中，本发明提供了用于治疗个体中被结核分枝杆菌复合体的毒性成

员感染的方法。在一些实施例中，该方法包括向暴露于感染性结核分枝杆菌的个体给予治

疗有效量的至少一种抗LAM抗体或抗PIM6/LAM抗体。在另外的实施例中，该方法包括给予至

少一种抗生素。在一些实施例中，TB感染是活动性的。在其他实施例中，TB感染是潜伏的。在

一些实施例中，感染是被结核病的多重耐药性(MDR)菌株。在其他实施例中，感染是被结核

病的广泛耐药性(XDR)菌株。

[0043] 在一些实施例中，本发明提供了用于治疗个体中被结核分枝杆菌复合体的毒性成

员感染的组合疗法。在一些实施例中，该方法包括给予治疗有效量的第一抗LAM抗体或第一

抗PIM6/LAM抗体，该第一抗LAM抗体与第一LAM表位特异性结合，该第一LAM表位包括未经取

代的LAM、单甘露糖基化的Man‑LAM、经MSX取代的LAM及其组合，该第一抗PIM6/LAM抗体与

PIM6和LAM甘露聚糖结构域中的至少一个聚甘露糖结构特异性结合；并且给予治疗有效量

的第二抗LAM抗体，该第二抗LAM抗体与第二LAM表位特异性结合，该第二LAM表位包括经二

甘露糖取代的Man‑LAM、经三甘露糖取代的Man‑LAM及其组合中的至少一种。在一些实施例

中，同时给予第一抗体和第二抗体(例如，在单一组合物中，或在同时给予的两种组合物
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中)。在其他实施例中，第一抗体和第二抗体在不同时间点给予。在一些实施例中，第一抗

LAM抗体和第二抗LAM抗体中的至少一种是人单克隆抗LAM抗体，该人单克隆抗LAM抗体与

Ara4和Ara6之一或其组合特异性结合。在一些实施例中，抗PIM6/LAM抗体是人单克隆抗

PIM6抗体，该人单克隆抗PIM6抗体与LAM的PIM6中和/或PIM6交叉反应甘露聚糖结构域中的

至少一个多甘露糖结构特异性结合。在一些实施例中，第一抗LAM抗体和第二抗LAM抗体、或

抗PIM6/LAM抗体具有不同的同种型。在一些实施例中，第一抗LAM抗体和第二抗LAM抗体中

的至少一种和抗PIM6/LAM抗体是重组抗体。在其他实施例中，第一抗LAM抗体和第二抗LAM

抗体以及抗PIM6/LAM抗体都不是重组抗体。在又其他实施例中，第一抗LAM抗体和第二抗

LAM抗体或抗PIM6/LAM抗体都是重组抗体。在另外的实施例中，该方法包括给予至少一种抗

生素。在这样的实施例中，至少一种抗生素可以与第一和第二抗体同时给予(例如，共同给

予)，或者至少一种抗生素可以在不同于给予第一和第二抗体的时间点给予。在一些实施例

中，感染是活动性的。在其他实施例中，感染是潜伏的。在一些实施例中，感染是多重耐药性

(MDR)结核感染。在其他实施例中，感染是广泛耐药性(XDR)结核感染。

[0044] 在一些实施例中，本发明提供了用于预防被结核分枝杆菌复合体的毒性成员感染

的疫苗或药物组合物。在一些实施例中，本发明提供刺激患者中宿主免疫应答的方法，该方

法包括给予所述患者治疗有效量的LAM抗原和/或PIM6抗原。在一些实施例中，这些抗原与

免疫原性蛋白载体缀合，和/或与有效刺激对糖脂抗原的免疫应答的佐剂共同给予。在一些

实施例中，疫苗或药物组合物诱导与Man‑LAM表位特异性结合的抗LAM抗体，和/或与PIM6甘

露聚糖结构域中的至少一个多甘露糖结构特异性结合的抗PIM6/LAM抗体。在另外的实施例

中，疫苗或药物组合物中存在的Man‑LAM表位包括二甘露糖或三甘露糖封端的Ara4和/或

Ara6结构。在又另外的实施例中，Man‑LAM表位是二甘露糖封端的Ara6。在一些实施例中，

Man‑LAM表位具有至少一个MTX取代。在一些实施例中，抗LAM抗体和/或抗PIM6/LAM抗体是

IgM抗体。在其他实施例中，抗LAM抗体和/或抗PIM6/LAM抗体是重组抗体。

[0045] 在一些实施例中，本发明提供了通过被动给予保护性抗体预防个体中被结核分枝

杆菌复合体的毒性成员感染的方法。在一些实施例中，抗LAM抗体是人单克隆抗LAM抗体，该

人单克隆抗LAM抗体与Ara4和Ara6之一或其组合特异性结合。在一些实施例中，抗PIM6/LAM

抗体是人单克隆抗PIM6/LAM抗体，该人单克隆抗PIM6/LAM抗体与PIM6和LAM甘露聚糖结构

域中的至少一个多甘露糖结构特异性结合。在一些实施例中，该方法包括向个体给予治疗

有效量的与Man‑LAM表位特异性结合的抗LAM抗体，和/或与PIM6表位(例如，由PIM6和LAM共

有的表位)特异性结合的抗PIM6抗体。在另外的实施例中，靶向的ManLAM表位包括二甘露糖

或三甘露糖封端的Ara4和/或Ara6结构。在又另外的实施例中，ManLAM表位是二甘露糖封端

的Ara6。在一些实施例中，ManLAM表位具有至少一个MTX取代。在一些实施例中，抗LAM抗体

或抗PIM6/LAM抗体是IgM抗体。在其他实施例中，抗LAM抗体或抗PIM6/LAM抗体是重组抗体。

[0046] 在一些实施例中，本发明提供了通过重组载体被动给予保护性抗体。在一些实施

例中，重组载体包括编码抗LAM抗体的IgVL的第一核酸和编码抗LAM抗体的IgVH的第二核

酸，其中每个核酸与启动子区可操作地连接。在一些实施例中，IgVL和IgVH中的至少一种衍

生自人单克隆抗LAM抗体，该人单克隆抗LAM抗体与Ara4和Ara6之一或其组合特异性结合。

在其他实施例中，重组载体包括编码抗PIM6/LAM抗体的IgVL的第一核酸和编码抗PIM6/LAM

抗体的IgVH的第二核酸，其中每个核酸与启动子区可操作地连接。在一些实施例中，重组载
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体包括另外的转录调节元件。在一些实施例中，第一核酸序列和第二核酸序列中的至少一

个在操纵子中组织。在一些实施例中，第一核酸序列和第二核酸序列中的至少一个在表达

盒中组织。在一些实施例中，第一核酸序列和第二核酸序列在单个表达盒中组织。在一些实

施例中，第一核酸和第二核酸位于相同的克隆载体中。在其他实施例中，第一核酸和第二核

酸位于不同的克隆载体中。在一些实施例中，第一核酸和第二核酸的表达可以是伴随的。在

其他实施例中，第一核酸和第二核酸的表达是可分离诱导的。在一些实施例中，第一核酸的

表达可以在时间上与第二核酸的表达分开。在一些实施例中，重组载体是质粒。在其他实施

例中，重组载体是非复制病毒。在另外的实施例中，重组载体是腺相关病毒。

[0047] 在一些实施例中，本发明提供了治疗个体中被结核分枝杆菌复合体的毒性成员感

染的方法。在一些实施例中，该方法包括向个体给予编码抗LAM抗体的IgVH的第一核酸，和

编码抗LAM抗体的IgVL的第二核酸，其中每个核酸与启动子区可操作地连接。在其他实施例

中，该方法包括向个体给予编码抗PIM6/LAM抗体的IgVH的第一核酸，和编码抗PIM6/LAM抗

体的IgVL的第二核酸，其中每个核酸与启动子区可操作地连接。在一些实施例中，IgVL和

IgVH中的至少一个衍生自与Ara4和Ara6之一或其组合特异性结合的人单克隆抗LAM抗体，

或衍生自与在PIM6甘露聚糖结构域中至少一个聚甘露糖结构特异性结合的人单克隆抗

PIM6/LAM抗体。在一些实施例中，第一核酸和第二核酸位于相同的克隆载体中。在其他实施

例中，第一核酸和第二核酸位于不同的克隆载体中。在一些实施例中，重组载体是质粒。在

其他实施例中，重组载体是非复制病毒。在另外的实施例中，重组载体是腺相关病毒。

[0048] 基于本文提供的披露内容，其他实施例、特征和优点对于本领域技术人员而言将

是显而易见的。从以下描述和权利要求，其他特征对于包装所属领域的普通技术人员将变

得更加明显。尽管与本文所述的抗体、组合物、试剂盒和方法类似或等同的抗体、组合物、试

剂盒和方法可用于本发明的实践或测试中，但是在下面描述了合适的抗体、组合物、试剂盒

和方法。本文提及的所有出版物、专利申请、以及专利通过援引以其全部内容并入。在发生

冲突的情况下，以包括定义的本说明书为准。下文讨论的特定实施例仅是说明性的，并且不

旨在进行限制。

附图说明

[0049] 图1A‑用于结合竞争测定的IgG形式的A194‑01及其片段的模型。这些包括单价

scFv和Fab结构，以及二价scFv二聚体和天然IgG。1B‑显示单价形式的A194‑01比二价形式

的竞争效率低的竞争曲线。1C‑高价形式的A194‑01的结构。这代表同源四价A194‑01  scFv‑

IgG，其含有与每条正常重链的N末端连接的A194‑01  scFv结构域。

[0050] 图2A‑P30B9  IgG和IgM形式、以及IgM与衍生自结核分枝杆菌的ManLAM的结合活

性，其中缺失VH区中的6个氨基酸的插入片段，或VH区中的9个体细胞突变(mutatic 

mutation)回复到最近的种系序列。6个氨基酸的插入片段比9个体细胞酸突变对反应性的

贡献更大。图2B和2C比较了P30B9  IgM和IgG形式以及重链中具有6个氨基酸缺失的突变对

来自结核分枝杆菌(B)的ManLAM和来自耻垢分枝杆菌(C)的PILAM的反应性。IgM形式，但不

是IgG形式，与衍生自结核分枝杆菌(2B)但不是PILAM(2C)的ManLAM特异性反应，并且Δ6氨

基酸突变体的反应性对于ManLAM是高度降低的而对于PILAM则为负。

[0051] 图3‑比较2种人mAb和4种小鼠mAb比对左图中PILAM以及与右图中从结核分枝杆菌
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的H37Rv菌株分离的ManLAM的反应性。使用抗体的摩尔浓度绘制曲线，以控制这些试剂的不

同分子量

[0052] 图4A‑代表与LAM中存在的基序相关的微生物聚糖结构的25种合成寡糖的结构。这

些结构与BSA载体蛋白偶联并用于探测表位特异性。4B‑针对一组25种合成寡糖的六种LAM

特异性单克隆抗体的结合谱。显示了三种浓度的结合结果，并且通过滴定模式指示了抗体

对这些抗原的相对亲和力。

[0053] 图5‑左侧图‑IgA1(A)、IgA2(B)和二聚体IgA1‑J二聚体复合体(C)的结构。右侧图‑

在用DTT还原之前和之后，纯化的P30B9  IgA1、IgA2和IgA3蛋白的SDS‑PAGE凝胶。后来揭示

了P30B9  IgA3是具有较长铰链区的PCR的人工产物。

[0054] 图6‑不同同种型的P30B9与ManLAM的结合曲线显示出对IgM形式的最大活性，随后

是IgA形式，并且对IgG形式没有反应性。

[0055] 图7‑比较生物素化单克隆抗体探针在CS‑35捕获测定中检测可溶性ManLAM的效

率，其中指示浓度的ManLAM被CS‑35捕获并通过用生物素标记的指示mAb检测。

[0056] 图8‑P30B9与各种甘露糖封端的Ara4结构，或与四甘露糖和五甘露糖结构的结合

曲线。观察到结构3(二甘露糖‑Ara4)和59的优先结合，其含有相关的α‑Manp(1  2)‑Manp键。

[0057] 图9‑针对各种未封端的LAM相关糖缀合物的单克隆抗LAM抗体的滴定，以确定反应

性的结构要求。9A‑Ara‑α(1  5)‑Ara键在从Ara4序列的非还原端的倒数第二位的重要性的

分析。9B‑Ara‑β(1  2)‑Ara键在Ara4序列末端位置的依赖性的分析。

[0058] 图10A194‑01  IgG和三种鼠抗LAM抗体针对各种含Ara6的糖缀合物的结合曲线，显

示了不同封端基序对抗体反应性的影响。

[0059] 图11测量个体抗LAM抗体竞争探针抗体与ManLAM抗原结合的能力的结合竞争研

究。当针对来自相同物种的抗体进行测试时，抗体被生物素化。注意A194‑01无法竞争生物

素化的P30B9。

[0060] 图12‑抗LAM单克隆抗体与衍生自结核分枝杆菌的LAM(ManLAM)和衍生自耻垢分枝

杆菌的LAM(PILAM)结合的竞争。在FIND25和P30B9之间对ManLAM的有效竞争与经二甘露糖

取代的Ara6的优势一致，而A194对这两种mAb的竞争的缺乏与其与二甘露糖封端的结构的

不良反应性一致。A194对于FIND25比对PILAM的有效竞争与在此结构中的二甘露糖封端的

不存在一致。

[0061] 图13‑生物素化的探针单克隆抗体与针对天然LAM抗原和选择的糖缀合物的过量

未修饰抗体的结合竞争。图13A‑生物素化的A194‑01  IgG、CS‑35和FIND25与MAnLAM的结合

由四种mAb的竞争；13B‑FIND25与ManLAM和PILAM的结合由三种mAb的竞争；13C‑P30B9  IgM

与MAnLAM和两种合成糖缀合物抗原的结合由四种mAb的竞争。

[0062] 图14‑A194‑01的工程化变体和/或衍生物与更广范围的糖缀合物反应，这些糖缀

合物包括被A194‑01的IgG同种型很难识别的经二甘露糖和三甘露糖取代的形式。

[0063] 图15‑A194‑01  IgG和工程化变体和/或A194‑01衍生物对于FIND25和P30B9  IgM与

ManLAM的结合的差异竞争。尽管A194  IgG不与P30B9或FIND25竞争ManLAM，但多聚体形式确

实竞争，与这些形式的更广泛的表位特异性一致。如上所示，A194  IgG确实很好地与FIND25

竞争PILAM。

[0064] 图16‑比较甘露糖封端对CS‑40、A194‑01和P30B9  mAb的反应性影响的分析。通过
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ELISA针对含有不同甘露糖取代的特定糖缀合物(glyconjugate)测量抗体结合特异性。抗

体滴定示于16A中，并且含甘露糖的聚糖抗原的结构示于16B中。

[0065] 图17‑17A.同源scFv‑IgG。在该实例中，IgG和scFv结构域均衍生自相同的抗体。这

导致化合价增加(三价比对二价)，但不直接改变靶特异性。17B.异源scFv‑IgG。除了化合价

的增加之外，还引入了扩大的特异性，其可以允许识别单个抗原分子中的不同表位。17C.异

源scFv‑IgM。在该配制品中，将不同的scFv与IgM构建体组合。一个实例是A194‑01  scFv与

P30B9  IgM的连接。除了化合价的增加之外，这将引入另外的表位特异性，其可以允许多价

识别可能不被同源scFv‑IgM识别的不同表位，并导致增加的亲和力。

[0066] 图18A‑18C‑被新的mAb识别的表位的映射。将P95C1的表位特异性与两种先前描述

的mAb(A194‑01和P30B9)以及两种新的mAb(P61H5和P83A8)的表位特异性进行比较，所述两

种新的mAb识别与那两种先前描述的mAb相关的表位。18A.LAM特异性mAb对LAM前体分子的

反应性。P30B9和P61H5对ManLAM特异优于PILAM，而A194‑01、P83A8和P95C1识别两种形式的

LAM。P95C1还与LM和PIM6有效结合。其他mAb对LM和PIM6的弱反应性至少部分地受到由

ManLAM对这些材料的污染的影响。18B.合成的LAM衍生的糖缀合物的反应性。18C.与先前已

知的mAb相比，P95C1是唯一不识别任何聚阿拉伯糖结构的抗体，但是与两种聚甘露糖结构

(YB‑BSA‑05和YB‑BSA‑11)特异性反应，这两种聚甘露糖结构类似于PIM6中以及基于LM和

LAM的甘露聚糖结构域中存在的结构。

[0067] 图19‑同种型转换对P95C1和P30B9与ManLAM和PI‑LAM结合的影响。对于P95C1，

IgM、IgA和IgG同种型对ManLAM和PILAM都具有相当的结合活性，不同于P30B9，该P30B9仅与

ManLAM反应且仅以IgM和IgA形式反应但不作为IgG反应。

[0068] 图20(A)‑20(B)‑P95C1与LAM和另外的结核分枝杆菌糖脂的交叉反应性的蛋白印

迹分析。20(A)将纯化的LAM相关糖脂在12％SDS‑PAGE凝胶上分离，然后用过碘酸‑席夫染色

对糖分子进行氧化和染色，以揭示含有反应性聚糖的物质。20(B)用mAb  A194  IgG1、P30B9 

IgM和P95C1  IgM探测平行印迹，然后用碱性磷酸酶缀合的抗人IgG和IgM第二抗体探测，并

用bcip/nbt显色底物处理。A194‑01与来自结核分枝杆菌的ManLAM和来自耻垢分枝杆菌

(M.smeg)的PILAM交叉反应。P30B9对结核分枝杆菌ManLAM特异。P95C1识别两种LAM，以及从

结核分枝杆菌分离的LM和PIM6。通过A194‑01对LM和PIM6中与LAM共迁移的条带的弱染色显

然是由于LAM对这些样品的轻微污染。

[0069] 图21‑A194重链和轻链可变区序列的氨基酸序列的比对以及它们与其最接近的种

系序列的比较。在顶部比对中，从顶部开始，第一个氨基酸序列(A194‑VH)是不具有CDR3序

列的A194重链可变区序列(SEQ  ID  NO:23)。不具有CDR3的重链可变区序列是SEQ  ID  NO:

21。在顶部比对中，第二个氨基酸序列(种系Homsap  IGHV3‑20*01)是SEQ  ID  NO:22。在顶部

比对中，第三个氨基酸序列是A194重链可变区的CDR3，并且是SEQ  ID  NO:23。在底部比对

中，从顶部开始，第一个氨基酸序列(A‑194‑Vk)是不具有CDR3序列的A194轻链可变区(SEQ 

ID  NO:26)。不具有CDR3的轻链可变区序列是SEQ  ID  NO:24。在底部比对中，第二个氨基酸

序列(种系Homsap  IGKV3‑15*01)是SEQ  ID  NO:25。在底部比对中，第三个序列是A194轻链

可变区的CDR3，并且是SEQ  ID  NO:26。

[0070] 图22‑P30B9‑IgM重链和轻链可变区序列的氨基酸序列及它们与其最接近的种系

的比较。在顶部比对中，从顶部开始，第一个氨基酸序列(P30B9‑Vh)是不具有CDR3序列的
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P30B9‑IgM重链可变区序列(SEQ  ID  NO:29)。不具有CDR3的重链可变区序列是SEQ  ID  NO:

27。第二个氨基酸序列(Homsap  IGHV4‑34*01F)是SEQ  ID  NO:28。第三个氨基酸序列是

P30B9‑IgM重链可变区的，并且是SEQ  ID  NO:29。在底部比对中，从顶部开始，第一个氨基酸

序列(P30B9‑Vk)是不具有CDR3序列的P30B9轻链可变区(SEQ  ID  NO:32)。不具有CDR3的轻

链可变区序列是SEQ  ID  NO:30。在底部比对中，第二个氨基酸序列(种系Homsap  IGKV1‑5*

03)是SEQ  ID  NO:31。在底部比对中，第三个序列是P30B9轻链可变区的CDR3，并且是SEQ  ID 

NO:32。

[0071] 图23‑P95C1‑IgM重链和轻链可变区序列的氨基酸序列的比对以及它们与其最接

近的种系序列的比较。在顶部比对中，从顶部开始，第一个氨基酸序列(P95C1‑VH)是不具有

CDR3序列的P95C1重链可变区序列(SEQ  ID  NO:18)。不具有CDR3的重链可变区序列是SEQ 

ID  NO:33。在顶部比对中，第二个氨基酸序列(种系Homsap  IGHV4‑4*02)是SEQ  ID  NO:34。

在顶部比对中，第三个氨基酸序列是P95C1‑gM重链可变区的CDR3，并且是SEQ  ID  NO:18。在

底部比对中，从顶部开始，第一个氨基酸序列(P95C1‑Vk)是不具有CDR3序列的P95C1轻链可

变区(SEQ  ID  NO:15)。不具有CDR3的轻链可变区序列是SEQ  ID  NO:36。在底部比对中，第二

个氨基酸序列(种系Homsap  IGKV4‑1*01F)是SEQ  ID  NO:37。在底部比对中，第三个序列是

P95C1轻链可变区的CDR3，并且是SEQ  ID  NO:15。

具体实施方式

[0072] A.定义

[0073] 除非另外定义，本文中使用的所有技术术语具有与本发明所属领域的普通技术人

员通常所理解的相同的含义。

[0074] 如本文所披露的，抗LAM抗体可以采用本领域中的多种形式之一。抗体部分地由它

们结合的抗原定义，因此，“抗LAM抗体”是与如本文所述的脂阿拉伯甘露聚糖(LAM)中的至

少一个表位特异性结合的任何此类抗体。本领域理解，抗体是一种包含通过二硫键相互连

接的至少两个重(H)链和两个轻(L)链的糖蛋白，或其抗原结合部分。重链由重链可变区

(VH)和重链恒定区(CH1、CH2和CH3)组成。轻链由轻链可变区(VL)和轻链恒定区(CL)组成。

重链和轻链的可变区包含框架区(FWR)和互补决定区(CDR)。四个FWR区是相对保守的，而

CDR区(CDR1、CDR2和CDR3)代表高变区，并且如下从NH2末端到COOH末端排列：FWR1，CDR1，

FWR2，CDR2，FWR3，CDR3，FWR4。重链和轻链的可变区含有与抗原相互作用的结合结构域，而

取决于同种型，恒定区可以介导免疫球蛋白与宿主组织或因子的结合。

[0075] 如本文所披露的，抗PIM6/LAM抗体可以采用本领域中的多种形式之一。“抗PIM6/

LAM抗体”是任何此类抗体，该任何此类抗体特异性结合如本文所述的磷脂酰肌醇甘露糖苷

6(PIM6)和LAM共有的至少一个表位。对由本文所述的LAM和PIM6共有的表位特异的人mAb是

P95C1，该P95C1与LM和LAM的PIM6中以及PIM6相关的甘露聚糖结构域中的至少一个聚甘露

糖结构特异性结合。P95C1与LAM和PIM6结合，因为它看到共同的(共有的)表位，并且因此在

本文中称为“抗PIM6/LAM抗体”或“抗PIM6/LAM单克隆抗体”、“人抗PIM6/LAM抗体”或“人抗

PIM6/LAM单克隆抗体”。

[0076] 本领域已知可以操作单克隆抗体和其他抗体，并使用重组DNA技术的技术来产生

保留原始抗体特异性的其他抗体或嵌合分子。此类技术可以发展将编码抗体的免疫球蛋白
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可变区或CDR的DNA引入不同免疫球蛋白的恒定区或恒定区加框架区。

[0077] 如本文所使用的术语“抗体”(Ab)以最广义使用，并且具体地可包括任何免疫球蛋

白，无论是天然的还是部分或完全合成产生的，包括但不限于单克隆抗体、多克隆抗体、多

特异性抗体(例如，双特异性抗体和多反应性抗体)和抗体片段。因此，在本说明书中的任何

上下文中所使用的术语“抗体”意指包括但不限于任何特异性结合成员，免疫球蛋白类和/

或同种型(例如，IgG1、IgG2a、IgG2b、IgG3、IgG4、IgM、IgA1、IgA2、IgD和IgE)及其生物相关

片段或其特异性结合成员，包括但不限于Fab、F(ab′)2、scFv(单链或相关实体)和(scFv)2。

[0078] 如本文所使用的术语“抗体片段”可包括使用本领域普通技术人员容易已知和可

获得的技术获得的那些抗体片段，如本文所述。因此，术语“抗体”描述包含完整抗体的一部

分的任何多肽或蛋白，例如完整抗体的抗原结合区或可变区。这些可以衍生自天然来源，或

它们可以部分或全部经合成产生。抗体片段的实例包括但不限于Fab、Fab′、F(ab′)2、和Fv

片段；双抗体和线性抗体。特别地，如本文所使用的“单链Fv”(“sFv”或“scFv”)是包含连接

成单一多肽链的VH和VL抗体结构域的抗体片段。sFv多肽可以进一步包含例如接头，例如VH

和VL结构域之间的柔性多肽接头，该接头使得scFv能够形成用于抗原结合的所需结构。

[0079] 如本文所使用的，术语“单克隆抗体”或“mAb”可以是指从基本上均质抗体群体中

获得的抗体，即构成群体的单独抗体是相同的，除了可以少量存在的可能天然存在的突变。

[0080] 如本文所使用的，术语“变体”、“衍生物”和/或“变体和/或衍生物”可以是指抗体、

抗体片段、重组抗体，无论是衍生自天然来源还是部分或完全合成产生的，以及蛋白、蛋白

片段和多肽，因为前述化合物在结构上相似，即保与原始未修饰抗体至少50％、至少55％、

至少60％、至少65％、至少70％、至少80％、至少85％、至少95％、至少96％、至少97％、至少

98％、或至少99％或更高序列同一性的同一性程度，和/或独立于结构同一性，可以在功能

上类似于原始未修饰的抗LAM和抗PIM6/LAM抗体，即，它们保留了分别与LAM的至少一个表

位或与共有的PIM6/LAM表位特异性结合的能力。例如，此类变体和/或衍生物可包括具有变

体Fc结构域的抗LAM或抗PIM6/LAM抗体、嵌合抗体、融合蛋白、双特异性抗体或其他重组抗

体。此类变体和/或衍生抗体可以但不是必需地对LAM或PIM6的一个或多个表位具有更高的

结合特异性，和/或可以能够与另外的LAM或PIM6表位结合。

[0081] 术语“生物样品”是指从生物体(例如，患者)或从生物体的组分(例如，细胞)获得

的样品。样品可以是任何生物组织、细胞或液体的。样品可以是“临床样品”，该临床样品是

衍生自受试者的样品，例如人患者。这些样品包括但不限于唾液、痰液、血液、血细胞(例如，

白细胞)、羊水、血浆、精液、骨髓、和组织或细针活检样品、尿液、腹膜液、和胸膜液、或其细

胞。生物样品还可包括组织切片，例如出于组织学目的采集的冷冻切片。生物样品还可称为

“患者样品”。生物样品还可包括基本上纯化或分离的蛋白、膜制剂或细胞培养物。

[0082] 如本文所使用的术语“有效量”或“治疗有效量”可以是指能够在治疗的受试者中

产生医学上期望的结果的化合物或药剂的量。治疗方法可以在体内或离体，单独或与其他

药物或疗法联合进行。一个治疗有效量能以一次或多次给予、施用或剂量的形式给予并且

并不旨在限于一种特定的配制品或给予途径。

[0083] 如本文所使用的术语“抗原结合片段”或“Fab”可以是指抗体上与抗原结合的区

域。本领域普通技术人员将理解，Fab包含抗体的重链和轻链中的每一个的一个恒定结构域

和一个可变结构域。
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[0084] 如本文所使用的术语“特异性结合(specific  binding)”、“选择性结合

(selective  binding)”、“选择性结合(selectively  bind)”和“特异性结合(specifically 

bind)”可以是指与预定抗原上的表位但不与其他抗原的抗体结合。通常，抗体(i)当通过例

如在 2000表面等离子体共振仪中使用预定抗原(例如，LAM表位)作为分析物并

且使用抗体作为配体的表面等离子体共振(SPR)技术，或通过Scatchard分析抗体与抗原阳

性细胞的结合来进行测定时，以约小于10‑6M(例如，大约小于10‑7M、10‑8M、10‑9M、或10‑10M或

甚至更低)的平衡解离常数(KD)结合，并且(ii)与预定抗原以比其与除预定抗原或密切相

关的抗原外非特异性抗原(例如，BSA、酪蛋白)结合的亲和力大至少两倍的亲和力结合。

[0085] 如本文所使用的术语“保守序列修饰”或“保守取代”可以是指不显著影响或改变

含有氨基酸序列的抗体的结合特征的氨基酸修饰。这种保守修饰包括氨基酸取代、添加和

缺失。可以通过本领域已知的标准技术(例如定点诱变以及PCR介导的诱变)将多种修饰引

入本发明的抗体中。“保守氨基酸取代”是氨基酸残基被具有类似侧链的氨基酸残基替换的

取代。在本领域中已经定义了具有类似侧链的氨基酸残基家族。这些家族包括具有以下的

氨基酸：碱性侧链(例如赖氨酸、精氨酸、组氨酸)，酸性侧链(例如天冬氨酸、谷氨酸)，不带

电极性侧链(例如甘氨酸、天冬酰胺、谷氨酰胺、丝氨酸、苏氨酸、酪氨酸、半胱氨酸、色氨

酸)，非极性侧链(例如丙氨酸、缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、脯氨酸、苯丙氨酸、甲硫氨酸)，β‑

支链的侧链(例如苏氨酸、缬氨酸、异亮氨酸)以及芳香族侧链(例如酪氨酸、苯丙氨酸、色氨

酸、组氨酸)。因此，本发明抗体的CDR区域内的一个或多个氨基酸残基可以用来自相同侧链

家族的其他氨基酸残基替换，并且经改变的抗体可以使用本文所述的功能性测定法来测试

所保留的功能。

[0086] 如本文所使用的术语“同一性”可以是指两种组合物之间共有结构的存在。在蛋白

的上下文中，术语“同一性”可以是指两个或更多个氨基酸和/或肽序列之间重叠序列的量

(例如，以百分比表示)。在核酸的上下文中，该术语可以是指两个或更多个核酸序列之间重

叠序列的量(例如，以百分比表示)。如本文所使用的，两个序列之间的百分比(％)同一性等

同于两个序列之间的同一性百分比。两个序列之间的同一性百分比是这些序列共有的多个

同一性位置的一个函数(即，同一性％＝相同位置的数量/位置总数x  100)，考虑了空位数

目以及每个空位的长度，需要引入它以用于两个序列的最佳比对。序列的比较和两个序列

之间的同一性百分比的确定可以使用数学算法来完成。这种同一性通过局部比对工具和/

或算法在本领域中得到充分体现，并且可以包括成对比对、多序列比对方法、结构比对方法

和/或系统发育分析方法。具体实例包括以下内容。两个氨基酸序列之间的同一性百分比可

以使用E.Meyers和W.Miller(Comput.Appl.Biosci.[生物科学中的计算机应用]，4:11‑17

(1988))的算法，使用PAM120权重残基表，12的空位长度罚分，4的空位罚分确定，该算法已

经并入ALIGN程序(版本2.0))。另外，可以使用Needleman和Wunsch(J.Mol.Biol.[分子生物

学杂志]48:444‑453(1970))算法使用Blossum  62矩阵或PAM250矩阵，16、14、12、10、8、6或4

的空位权重，1、2、3、4、5或6的长度权重确定两个氨基酸序列之间的同一性百分比，该算法

已并入GCG软件包(可在www.gcg.com获得)中的GAP程序中。另外或可替代地，本发明的蛋白

序列可进一步用作“查询序列”以对公共数据库进行搜索，以例如鉴定相关序列。可以使用

Altschul等人，(1990)J.Mol.Biol.[分子生物学杂志]215:403‑10的XBLAST程序(版本2.0)

来执行这样的搜索。可以用XBLAST程序(分值＝50，字长＝3)进行BLAST蛋白检索，以获得与
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本发明的抗体同源的氨基酸序列。为了获得用于比较目标的有缺口的比对，可以利用如在

Altschul等人，(1997)Nucleic  Acids  Res.[核酸研究]25(17):3389‑3402中所述的有缺口

的BLAST。当使用BLAST和空位BLAST程序时，可以使用各程序(例如，NBLAST和XBLAST)的默

认参数。

[0087] 如本文所使用的，术语“共同给予”、“共同给予”和“与……组合”可以是指向受试

者给予至少两种药剂或疗法。在一些实施例中，两种或更多种药剂/治疗的联合给予是同时

发生的。在其他实施例中，第一药剂/疗法先于第二药剂/疗法给予。本领域的普通技术人员

理解的是，所使用的配制品和/或多种药剂/治疗的给予途径可以变化。

[0088] 如本文所使用的，术语“载体”可包括药学上可接受的载体、赋形剂或稳定剂，这些

药学上可接受的载体、赋形剂或稳定剂在所用的剂量和浓度下，对暴露于其中的细胞或哺

乳动物无毒。生理学上可接受的载体通常是含水pH缓冲溶液。生理学上可接受的载体的实

例包括但不限于缓冲液，例如磷酸盐、柠檬酸盐、和其他有机酸；抗氧化剂，包括但不限于抗

坏血酸；低分子量(少于约10个残基)的多肽；蛋白，例如但不限于血清白蛋白、明胶或免疫

球蛋白；亲水性聚合物，例如但不限于聚乙烯吡咯烷酮；氨基酸，例如但不限于甘氨酸、谷氨

酰胺、天冬酰胺、精氨酸或赖氨酸；单糖、二糖和其他碳水化合物，包括但不限于葡萄糖、甘

露糖或糊精；螯合剂，例如但不限于EDTA；糖醇，例如但不限于甘露醇或山梨糖醇；成盐抗衡

离子，例如但不限于钠；和/或非离子表面活性剂，例如但不限于TWEEN；聚乙二醇(PEG)和

PLURONICS。

[0089] 术语疾病的“治疗”或“治疗”是指执行方案，该方案可以包括向患者(人或其他)给

予一种或多种药物，以努力减轻疾病的迹象或症状。缓解可以在疾病的迹象或症状出现之

前以及它们出现之后发生。因此，“治疗(treating或treatment)”包括疾病的“预防

(preventing或prevention)”。术语“预防(preventing或prevention)”是指防病措施和/或

预防措施，其中目的是预防或减缓目标病理状况或障碍。例如，在被结核分枝杆菌复合体的

毒性菌株感染的情况下，为了预防或阻止结核分枝杆菌复合体的毒性菌株感染，可以在进

行治疗过程的情况下例如通过接种疫苗或被动给予保护性抗体实现“预防”或“预防”。在结

核分枝杆菌潜伏感染的情况下也实现这种“预防(preventing或prevention)”，其中目的是

防止活动性感染和/或使患者清除所述潜伏感染。另外，“治疗(treating或treatment)”不

需要完全缓解迹象或症状，不需要治愈，并且具体包括对患者仅具有轻微影响的方案。

[0090] 术语“患者”、“受试者”和“个体”在本文中可互换使用，并且可以是指可以给予治

疗的生物系统。生物系统可包括例如个体细胞、一组细胞(例如，细胞培养物)、器官、组织或

多细胞生物体。“患者”、“受试者”或“个体”可以是指人患者、受试者或个体，或非人患者、受

试者或个体。

[0091] 如本文所使用的，术语“表位”可以是指抗体或T细胞结合的抗原的区域。“抗原”是

指引发免疫反应或与该反应的产物结合的物质。

[0092] 如本文所使用的，术语“载体”意指能够转运它所连接的另一个核酸的核酸分子。

能够指导它们可操作地连接的基因表达的载体在本文中称为“表达载体”。

[0093] 如本文所使用的，“蛋白”和“多肽”同义地用于意指任何肽连接的氨基酸链，而不

管长度或翻译后修饰，例如糖基化或磷酸化。

[0094] 关于抗体、核酸、肽、多肽、细胞或探针，术语“标记的”旨在涵盖通过将将可检测物
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质与抗体、核酸、肽、多肽、细胞或探针偶联来直接标记(即，物理连接)抗体、核酸、肽、多肽、

细胞或探针。

[0095] 术语“纯化的”或“分离的”肽、多肽或蛋白是指如本文所使用的肽、多肽或蛋白，可

以是指已经从与其天然相关的其他蛋白、脂质和核酸分离的肽、多肽或蛋白。多肽/蛋白可

构成按干重计至少10％(即，在10％与100％之间的任何百分比，例如20％、30％、40％、

50％、60％、70％、80％、85％、90％、95％、和99％)纯化的制剂。可以通过任何适当的标准方

法，例如柱层析、聚丙烯酰胺凝胶电泳或HPLC分析来测量纯度。本发明中描述的分离的多

肽/蛋白(例如，抗LAM抗体)可以通过重组DNA技术产生。

[0096] B.结核分枝杆菌

[0097] 结核病(TB)仍然是世界上最致命的传染病之一，目前感染了世界上大约三分之一

的人口。在2013年，估计有900万人患上TB，并且估计有150万人死于该疾病。尽管目前有可

用的抗生素治疗，但这些需要长时间治疗，并且越来越多地受到多重耐药性(MDR‑TB)菌株

的发展的影响，这些菌株目前导致约3.5％的近期感染。这些菌株难以治疗，并且具有明显

较差的治愈率。同样广泛传播的是广泛耐药的TB(XDR‑TB)菌株，它们比MDR‑TB菌株甚至更

昂贵且难以治疗，并且现在已在全世界100个国家报道。

[0098] 有一个历史悠久的范例，针对TB的免疫力仅依赖于细胞防御机制。然而，HIV领域

的研究突出了人体液免疫系统产生具有显著中和广度和效力的多种抗体的显著能力，并且

本发明突出了体液免疫系统产生识别多个LAM表位的高亲和力抗体的能力。这表明过去在

证明抗体介导的针对TB的保护作用的重要作用的许多困难可能是由于过去研究中使用的

抗体的质量和来源的限制，以及应用本发明的方法产生更多来自慢性感染的人患者的高度

进化的抗体可以说明体液应答在对TB免疫中的关键作用。

[0099] 本发明的一些实施例涉及用于体外培养来自感染的人的记忆B细胞和从单个细胞

分子克隆IgG重(H)链和轻(L)链的可变区的方法。这些方法可用于产生针对主要表面抗原

LAM的人单克隆抗体。本发明涉及这些抗体和这些抗体的工程化衍生物，其具有独特的表位

特异性和结合性质，以及这些抗体的免疫诊断和免疫治疗应用。C.脂阿拉伯甘露聚糖(LAM)

[0100] 本发明抗体的一个突出的抗原靶标是表面糖脂，脂阿拉伯甘露聚糖(LAM)，结核分

枝杆菌复合体成员的细胞壁的主要结构组分。本发明鉴定了响应于感染和免疫的LAM的抗

原结构和针对LAM的体液免疫应答中先前未被认可的异质性。LAM的结构详述于Khoo等人，

“Variation  in  Mannose‑capped  Terminal  Arabinan  Motifs  of  Lipoarabinomannan 

from  Clinical  Isolates  of  Mycobacterium  tuberculosis  and  Mycobacterium  avium 

Complex[来自结核分枝杆菌和鸟分枝杆菌复合体的临床分离物的脂阿拉伯甘露聚糖的甘

露糖封端的末端阿拉伯聚糖基序的变异]”，Journal  of  Biological  Chemistry[生物化学

杂志]第276卷，第6期，2001年2月9日，通过援引以其全文并入本文。LAM的结构复杂，呈现出

具有四个不同结构域的整体三联结构；磷脂酰肌醇脂质锚(甘露糖基‑磷脂酰‑肌‑肌醇)、具

有末端α(1→2)‑Manp‑连接的侧链的α(1→6)‑连接的D‑甘露聚糖骨架、含有多个四‑/六‑阿

拉伯呋喃糖苷分支的D‑阿拉伯聚糖链、以及各种封端基序。LAM由异质的分子群组成，其可

以分解成具有不同生物学性质的多种同种型。这种异质性是由于甘露聚糖和阿拉伯链的不

同长度，不同的分支模式，不同数量的这种分支，以及通过甘露糖封端，MTX添加和脂肪酸、

琥珀酸盐和乳酸的酰化对阿拉伯侧链的修饰。
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[0101] 结核分枝杆菌复合体的毒性菌株广泛地被单、二和三α(1→2)‑D‑Manp糖单元封

端，而快速生长的非致病菌株如耻垢分枝杆菌具有未封端的末端或磷脂酰‑肌‑肌醇肌醇帽

(PILAM)。据估计，来自结核分枝杆菌复合体的致病菌株的LAM的非还原末端的40％‑70％是

甘露糖封端的，并且对毒性MT103临床菌株的不同帽基序的相对丰度的分析表明，二甘露糖

基单位是主要结构基序(75％‑80％)，而甘露糖基和三甘露糖基序以较低浓度(10％‑13％)

存在。这种广泛的封端可以提供独特的标记，以区分结核分枝杆菌复合体的毒性株与非毒

性/非致病菌株，例如耻垢分枝杆菌，并且还可以提供本发明的抗LAM抗体的用于治疗性用

途的潜在抗原靶标。此外，在结核分枝杆菌菌株中发现的ManLAM中的一些末端甘露糖通过α

(14)添加独特结构5‑脱氧‑5‑甲基‑硫代‑戊呋喃糖(MTX)进一步修饰，其影响对封端基序

(例如，A194‑01和P30B9)敏感的不同mAb的免疫反应性；MTX添加增加了与A194‑01的反应性

并降低了对P30B9的反应性。这种取代以低丰度存在，并且可以提供一种独特的标记来鉴定

结核分枝杆菌，该结核分枝杆菌甚至可能来自结核分枝杆菌复合体的其他致病成员，例如

来自牛分枝杆菌和非洲分枝杆菌，并且还可以提供本发明的抗LAM抗体的用于治疗性用途

的潜在抗原靶标。

[0102] 分泌形式的LAM是结核分枝杆菌复合体的致病成员感染的免疫诊断测定的重要靶

标。此外，大量证据表明，LAM是促进生产性感染和致病性的许多功能的重要调节剂。LAM参

与维持细胞壁完整性和对β‑内酰胺抗生素的抗性。LAM在与缺陷巨噬细胞进入有关的细菌

表面上的表达减少、吞噬体‑溶酶体融合的抑制、巨噬细胞的减弱、和对适应性免疫的敏感

性增加、以及ManLAM的末端甘露糖基单元与巨噬细胞表面上的甘露糖受体的结合已被描述

为将分枝杆菌摄入吞噬细胞的关键步骤。不希望受理论束缚，据信ManLAM与C型凝集素，例

如树突状细胞特异性细胞间粘附分子‑3(ICAM‑3)捕捉非整联蛋白(DC‑SIGN)、巨噬细胞甘

露糖受体(MMR)和树突状细胞上的Dectin‑2相互作用。一旦进入巨噬细胞，据信LAM抑制吞

噬体‑溶酶体融合，这将导致细菌的破坏，从而允许细菌在巨噬细胞内持续存在。

[0103] LAM也是从细菌表面分泌的，并且细胞外LAM与树突状细胞表面受体(包括DC‑SIGN

和Dectin‑2)结合。据信这些相互作用抑制树突状细胞功能并干扰宿主免疫系统，从而导致

免疫逃逸。因为LAM在活动性感染期间是相对大量的，所以它可以，例如，通过本发明的一种

或多种抗LAM抗体在感染的患者的血液和尿液中检测到。这些可以用于例如诊断试剂盒和

与所述诊断试剂盒相关的方法中。

[0104] D.抗LAM和抗PIM6/LAM抗体

[0105] 本发明的抗LAM抗体可包含识别脂阿拉伯甘露聚糖(LAM)上的至少一个表位的人

单克隆抗体的分离的、培养的或工程化的变体和/或衍生物。如本文所述的抗PIM6/LAM抗体

(例如，P95C1)特异性结合LAM的PIM6中的以及PIM6交叉反应性甘露聚糖结构域中的至少一

个聚甘露糖结构。可以根据本领域已知的方法纯化本发明的抗LAM和抗PIM6/LAM抗体。此类

方法可包括，例如但不限于亲和色谱、离子交换色谱、固定化金属螯合色谱、亲硫吸附、生理

化学分级或其他抗原特异性亲和方法，例如，包括蛋白A、G和L抗体结合配体的方法。这种纯

化的抗体可以具有或可以不具有与未纯化的人单克隆抗体不同的结构特征。例如，人单克

隆抗体的构象表位变化可在纯化时发生。抗体可以与另外的分子结合，所述另外的分子在

纯化时被除去。因此，这种纯化的抗体可以具有或可以不具有不同的功能活性。本发明的抗

LAM和抗PIM6/LAM抗体可具有许多结构修饰。例如，本发明的抗LAM和抗PIM6/LAM抗体可以
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以影响稳定性、功能、生物利用度、表位识别或其他功能活性的方式被糖基化、PEG化或以其

他方式化学修饰。本发明的抗LAM和抗PIM6/LAM抗体可以是下文描述的那些抗体的工程化

变体和/或衍生物，并且可以具有或可以不具有功能或结构等同性。因此，这些变体和/或衍

生物仍被认为在本发明的范围内，只要它们至少部分地是从分离的人单克隆抗LAM或抗

PIM6/LAM抗体衍生或工程化的，和/或识别LAM上的至少一个表位。

[0106] 1.A194‑01

[0107] 在一些实施例中，本发明涉及包括其变体和/或衍生物的人单克隆抗体A194‑01。

A194‑01对LAM特异。A194‑01对LAM具有非常高的结合活性，例如，A194‑01的IgG同种型可以

在约20ng/ml的浓度下表现出抗体的50％最大结合活性，因此预示对LAM的高亲和力。A194‑

01最初是作为IgG分离和纯化的，然而，A194‑01可能以许多同种型，以及工程化和重组同种

型存在，这些同种型包括但不限于IgG、IgA、IgM、单价单链Fv(scFv)片段、Fab蛋白、二价

scFv片段、单链scFv片段(单体)(其中个体可变轻区和可变重区通过例如柔性接头连接)和

二聚体scFv蛋白(其中两个scFv单体彼此连接)(图1A)。A194‑01的一些特定工程化变体和/

或衍生物包括但不限于以下。A194‑01的一种工程化变体和/或衍生物包含通过将A194‑01 

scFv抗原连接至A194‑01  IgG的N‑末端而形成的四价scFv‑IgG(图1B，图17)，其可以增加结

合亲和力并拓宽识别的表位范围(其实例在图14和15中给出)。四价scFv‑IgG可包含前导‑

VH‑VL‑IgG，或可包含前导‑VL‑VH‑IgG。本领域普通技术人员将理解，工程化的scFv‑IgG变

体和/或衍生物可具有仅超过四价的化合价。A194‑01的另一种工程化变体和/或衍生物包

含通过将二聚体A194‑01  IgG转化为含有结构域的人IgM所产生的五价IgM，其中这种五价

IgM含有10个结合位点(图1B)。本领域普通技术人员将理解，A194‑01抗原片段的其他组合

是可能的并且被认为在本发明的范围内，特别是那些显示对A194‑01特异的互补决定区

(CDR)的抗体片段。

[0108] A194‑01的IgG同种型识别独特且复杂的表位，其在未修饰的Ara4和Ara6侧链上以

及在带有单个甘露糖的侧链上表达。尽管A194‑01不识别带有二甘露糖或三甘露糖取代的

侧链，但如果它们用MSX取代基进一步修饰，它确实会与此类结构反应。因此，A194‑01的IgG

同种型以高亲和力结合PILAM和ManLAM，并且还与Ara4和Ara6结构的未封端形式强烈结合，

并且与单甘露糖封端的和经MSX取代的Ara4/Ara6结构稍弱结合，但是，如果有的话，与经二

取代和经三取代的ManLAM结合很差(图4)。不希望受理论束缚，甘露糖相对MSX与单甘露糖

基化Ara4结构的末端甘露糖键的显著不同的影响可以反映了甘露糖的α(1→2)键与MSX取

代的α(1→4)键之间的差异。A194‑01的工程化变体和/或衍生物，包括具有更高化合价的那

些，可以表现出比A194‑01  IgG同种型更广的表位特异性(图14)，并且可以进一步表现出对

LAM的增强的亲和力(图15)。例如，四价scFv‑IgG工程化A194‑01和工程化IgA和IgM同种型

以比A194‑01  IgG同种型更高的亲和力结合Ara4和Ara6结构，并且此外，还识别IgG同种型

结合不良的二甘露糖和三甘露糖封端的结构(图14)。因为结核分枝杆菌‑复合体的致病物

种主要表现出二甘露糖封端的结构，所以这些A194‑01的工程化变体和/或衍生物，包括

scFv‑IgG和IgM同种型，可证明对于诊断试剂盒和方法，以及用于治疗用途是特别有用的。

[0109] A194‑01的进一步工程化变体和/或衍生物包括如下那些抗体，其中通过用二聚体

IgA或五聚体或六聚体IgM取代IgG1恒定结构域，通过产生多聚体形式，将IgG1  Fc结构域转

化为IgG3，该IgG3更具抗原性。不希望受理论束缚，这可以通过增加二价和多价结合的灵活

说　明　书 19/45 页

22

CN 110092830 B

22



性和范围来显著增强抗LAM抗体的亲合力，这有助于亲和力(图1)。这具有潜在的临床意义，

因为治疗在暴露或感染结核分枝杆菌的MDR或X‑MDR菌株的情况下特别有价值，其不能用传

统抗生素有效治疗。

[0110] 表1.A194‑01互补决定区(CDR)

[0111] 轻链

[0112] CDR1‑RSIRSA(SEQ  ID  NO:1)

[0113] CDR2‑GAS(SEQ  ID  NO:2)

[0114] CDR3‑QQYDFWYTF(SEQ  ID  NO:3)

[0115] 重链

[0116] CDR1‑GFNFEDFG(SEQ  ID  NO:4)

[0117] CDR2‑ISWNGANI(SEQ  ID  NO:5)

[0118] CDR3‑IDWYRDDYYKMDV(SEQ  ID  NO:6)

[0119] 本领域普通技术人员将理解，CDR对抗原特异性的多样性是至关重要的。本领域普

通技术人员将进一步理解，CDR3是CDR区中变化最大的，并且因此具有最重要性，其中可变

重链的CDR3区的多样性足以满足大多数抗体特异性。因此，在一些实施例中，抗LAM抗体具

有分别如SEQ  ID  NO:1、2和3中所示的可变轻链的CDR1、CDR2和CDR3区。在一些实施例中，抗

LAM抗体具有分别如SEQ  ID  NO:1、2和3中所示的具有保守序列修饰的可变轻链的CDR1、

CDR2和CDR3区。在一些实施例中，抗LAM抗体具有分别与SEQ  ID  NO:1、2和3具有高达95％的

同一性可变轻链的CDR1、CDR2和CDR3区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有分别与SEQ  ID 

NO:1、2和3具有高达90％的同一性可变轻链的CDR1、CDR2和CDR3区。在其他实施例中，抗LAM

抗体具有分别与SEQ  ID  NO:1、2和3具有高达85％的同一性可变轻链的CDR1、CDR2和CDR3

区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有分别与SEQ  ID  NO:1、2和3具有高达80％的同一性可变

轻链的CDR1、CDR2和CDR3区。在一些实施例中，抗LAM抗体具有如SEQ  ID  NO:3中所示的可变

轻链的CDR3区。在一些实施例中，抗LAM抗体具有如SEQ  ID  NO:3中所示的具有保守序列修

饰的可变轻链的CDR3区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有与SEQ  ID  NO:3具有高达95％的

同一性可变轻链的CDR3区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有与SEQ  ID  NO:3具有高达90％

的同一性可变轻链的CDR3区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有与SEQ  ID  NO:3具有高达

85％的同一性可变轻链的CDR3区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有与SEQ  ID  NO:3具有高

达80％的同一性可变轻链的CDR3区。

[0120] 在一些实施例中，抗LAM抗体具有分别如SEQ  ID  NO:4、5和6中所示的可变重链的

CDR1、CDR2和CDR3区。在一些实施例中，抗LAM抗体具有分别如SEQ  ID  NO:4、5和6中所示的

具有保守序列修饰的可变重链的CDR1、CDR2和CDR3区。在一些实施例中，抗LAM抗体具有分

别与SEQ  ID  NO:4、5和6具有高达95％的同一性可变重链的CDR1、CDR2和CDR3区。在其他实

施例中，抗LAM抗体具有分别与SEQ  ID  NO:4、5和6具有高达90％的同一性可变重链的CDR1、

CDR2和CDR3区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有分别与SEQ  ID  NO:4、5和6具有高达85％的

同一性可变重链的CDR1、CDR2和CDR3区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有分别与SEQ  ID 

NO:4、5和6具有高达80％的同一性可变重链的CDR1、CDR2和CDR3区。在一些实施例中，抗LAM

抗体具有如SEQ  ID  NO:6中所示的可变重链的CDR3区。在一些实施例中，抗LAM抗体具有如

SEQ  ID  NO:6中所示的具有保守序列修饰的可变重链的CDR3区。在其他实施例中，抗LAM抗
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体具有与SEQ  ID  NO:6具有高达95％的同一性可变重链的CDR3区。在其他实施例中，抗LAM

抗体具有与SEQ  ID  NO:6具有高达90％的同一性可变重链的CDR3区。在其他实施例中，抗

LAM抗体具有与SEQ  ID  NO:6具有高达85％的同一性可变重链的CDR3区。在其他实施例中，

抗LAM抗体具有与SEQ  ID  NO:6具有高达80％的同一性可变重链的CDR3区。

[0121] 在本文所述的实验中，通过在Expi293细胞中转染H和L链载体来表达A194‑01抗

体，并在标准Expi293无血清培养基中培养若干天。通过在与蛋白A或蛋白G配体缀合的柱上

的亲和层析从培养上清液中纯化分泌的抗体。通过用低pH缓冲液(0.2M甘氨酸(glcine)‑

HCl，pH  2.5)处理从配体中释放结合的抗体，并用1/50体积的2M  tris缓冲液(pH8.8)中和。

通过透析或通过在离心过滤器(Amicon  Ultra离心过滤器，30K  mw极限)上进行若干轮浓

缩，用PBS交换缓冲液。

[0122] A194重链和轻链序列的氨基酸(aa)和核酸(nt)序列如下：

[0123] A194重链nt序列：

[0124] CAAGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGTGTGGTACGGCCGGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGC

AGCCTCTGGATTCAACTTTGAAGATTTTGGCATGAGCTGGGTCCGCCAAGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTC

TCTAGTATTAGTTGGAATGGTGCTAATATAGGCTATGTAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACA

ACGCCAAGAACTCCCTATATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCCGAGGACACGGCCTTATATTACTGTGCGATAGA

CTGGTACAGAGACGACTACTACAAGATGGACGTCTGGGGCAAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCGACC

AAGGGCCCATCGGTCTTCCCGCTAGCGCCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGG

TCAAGGACTACTTCCCCGAACCTGTGACGGTCTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCC

GGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAG

ACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACA

AAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACC

CAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAG

GTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACA

GCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGT

CTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTG

TACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATC

CCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGA

CTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCA

TGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA(SEQ 

ID  NO:39)

[0125] A194重链aa序列：

[0126] QVQLLESGGGVVRPGGSLRLSCAASGFNFEDFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISWNGANIGYVDSVKGRF

TISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTALYYCAIDWYRDDYYKMDVWGKGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTA

ALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVE

PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR

EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCL

VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS

PGK*(SEQ  ID  NO:40)
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[0127] A194轻链nt序列(κ)：

[0128] GAAATAGTGATGACGCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTCTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTG

CAGGGCCAGTCGGAGTATTCGCAGCGCCTTAGCCTGGTACCAGCACAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATC

TTTGGTGCATCCACCAGGGCCACTGGTATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCA

CCGTCAGCAGCATACGGTCTGAGGATTCTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGTATGATTTCTGGTACACTTTTGGCCA

GGGGACCAAGCTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTG

AAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTCG

ACAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAG

CAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTG

AGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG(SEQ  ID  NO:41)

[0129] A194轻链aa序列(κ)：

[0130] EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASRSIRSALAWYQHKPGQAPRLLIFGASTRATGIPARFSGSGSG

TDFTLTVSSIRSEDSAVYYCQQYDFWYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK

VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC*(SEQ  ID 

NO:42)

[0131] 2.P30B9

[0132] 在一些实施例中，本发明涉及包括其变体和/或衍生物的重组人单克隆抗体

P30B9。P30B9对LAM特异。P30B9最初是作为IgM分离和纯化的，然而，P30B9可能以许多同种

型，以及工程化和重组同种型存在，这些同种型包括但不限于IgM、IgG、IgA、以及其抗原片

段，包括但不限于单价单链Fv(scFv)片段、Fab蛋白、二价scFv片段、单链scFv片段(单体)

(其中个体可变轻区和可变重区通过例如柔性接头连接)和二聚体scFv蛋白(其中两个scFv

单体彼此连接)。

[0133] P30B9的IgM同种型最有效地结合具有Manp‑α(1→2)‑Manp‑(1→5)‑Araf结构的经

二甘露糖取代的Ara4和Ara6  LAM表位(图4、图16和图18)，尽管其他经Manp‑α取代的结构

(例如，图8中的结构2、4和59)也可以以较低的亲和力识别。P30B9对二甘露糖封端的LAM的

优先识别具有潜在的临床相关性，因为据报道二甘露糖帽是对结核分枝杆菌‑复合体的毒

性菌株的主要LAM修饰。不希望受理论束缚，据信末端甘露糖基单元介导LAM与结核分枝杆

菌‑复合体的毒性菌株与人巨噬细胞和其他免疫细胞的结合，这些其他免疫细胞导致免疫

功能的扰动和稳定感染的建立。不希望受理论束缚，据信甘露糖帽与甘露糖受体的结合限

制了吞噬体‑溶酶体(P‑L)融合并促进细菌在受感染的巨噬细胞中的存活。P30B9对二甘露

糖封端LAM的特异性通过该mAb对携带该结构的糖缀合物的特异性表明，并且事实上P30B9

的IgM同种型与衍生自结核分枝杆菌的LAM特异性结合，但不与来自麻风分枝杆菌的LAM特

异性结合，该来自麻风分枝杆菌的LAM不含有二甘露糖封端的LAM表位。这与A194‑01的IgG

同种型相反，该A194‑01的IgG同种型结合PILAM，未封端的Ara4/Ara6残基和单甘露糖封端

的LAM表位，所有这些在耻垢分枝杆菌和麻风分枝杆菌中是共有的。与P30B9的IgM同种型一

样，A194‑01的IgM同种型能够结合二甘露糖和三甘露糖封端的LAM表位(图14)，这由于结合

亲合力增加而可推测。

[0134] 因此，P30B9的IgM同种型可以作为重要的免疫诊断试剂，用于检测由结核分枝杆

菌‑复合体的毒性成员造成的感染，并区分所述毒性成员其他非致病性分枝杆菌物种，因为
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它特异于二甘露糖封端的LAM。此外，P30B9抗体的IgM同种型以及A194‑01的工程化变体和/

或衍生物可具有免疫治疗活性，其限制结核分枝杆菌‑复合体的毒性成员的感染和发病机

理，并且可适用于疗法，或者与传统抗生素，另外抗体组合或单独使用，或可用作被动免疫

治疗剂。P30B9的IgM同种型以高亲和力与衍生自结核分枝杆菌的ManLAM特异性结合(图2A、

图2B)，但不与衍生自耻垢分枝杆菌的PILAM特异性结合(图2C)。

[0135] P30B9的工程化变体和/或衍生物可包括例如在IgA同种型中表达的P30B9，包括二

聚体IgA1和IgA2。不希望受理论束缚，据信需要针对P30B9功能的多价，因为该抗体作为IgM

分离，并且当表达为IgG时无活性。本发明显示P30B9在工程化IgA同种型中具有活性，这些

IgA同种型包括二聚体IgA1和IgA2。通过将P30B9  VH结构域移入IgA1和IgA2载体来测试这

一点。IgA1与IgA2的不同之处主要在于存在16个氨基酸的插入片段，其由富含脯氨酸、丝氨

酸和苏氨酸的8个氨基酸的重复序列组成，并用3‑6个O‑连接的寡糖修饰[图5]。将工程化的

IgA形式的P30B9与ManLAM的结合活性与IgG和IgM形式的结合活性进行比较。IgM形式具有

最高活性，而两种IgA形式还能够与ManLAM结合，其中IgA2形式显示出比IgA1形式更弱的活

性，并且IgG形式在针对ManLAM的ELISA中无活性(图6)。

[0136] 表2.P30B9互补决定区(CDR)

[0137] 轻链

[0138] CDR1‑QSINSN(SEQ  ID  NO:7)

[0139] CDR2‑KAS(SEQ  ID  NO:8)

[0140] CDR3‑QQYKAFKTF(SEQ  ID  NO:9)

[0141] 重链

[0142] CDR1‑GGSFSGYY(SEQ  ID  NO:10)

[0143] CDR2‑FDLGGSITHSRGT(SEQ  ID  NO:11)

[0144] CDR3‑RGLAMGGTKEFDS(SEQ  ID  NO:12)

[0145] 本领域普通技术人员将理解，CDR对抗原特异性的多样性是至关重要的。本领域普

通技术人员将进一步理解，CDR3是CDR区中变化最大的，并且因此具有最重要性，其中可变

重链的CDR3区的多样性足以满足大多数抗体特异性。因此，在一些实施例中，抗LAM抗体具

有分别如SEQ  ID  NO:7、8和9中所示的可变轻链的CDR1、CDR2和CDR3区。在一些实施例中，抗

LAM抗体具有分别如SEQ  ID  NO:7、8和9中所示的具有保守序列修饰的可变轻链的CDR1、

CDR2和CDR3区。在一些实施例中，抗LAM抗体具有分别与SEQ  ID  NO:7、8和9具有高达95％的

同一性可变轻链的CDR1、CDR2和CDR3区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有分别与SEQ  ID 

NO:7、8和9具有高达90％的同一性可变轻链的CDR1、CDR2和CDR3区。在其他实施例中，抗LAM

抗体具有分别与SEQ  ID  NO:7、8和9具有高达85％的同一性可变轻链的CDR1、CDR2和CDR3

区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有分别与SEQ  ID  NO:7、8和9具有高达80％的同一性可变

轻链的CDR1、CDR2和CDR3区。在一些实施例中，抗LAM抗体具有如SEQ  ID  NO:9中所示的可变

轻链的CDR3区。在一些实施例中，抗LAM抗体具有如SEQ  ID  NO:9中所示的具有保守序列修

饰的可变轻链的CDR3区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有与SEQ  ID  NO:9具有高达95％的

同一性可变轻链的CDR3区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有与SEQ  ID  NO:9具有高达90％

的同一性可变轻链的CDR3区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有与SEQ  ID  NO:9具有高达

85％的同一性可变轻链的CDR3区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有与SEQ  ID  NO:9具有高
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达80％的同一性可变轻链的CDR3区。

[0146] 在一些实施例中，抗LAM抗体具有分别如SEQ  ID  NO:10、11和12中所示的可变重链

的CDR1、CDR2和CDR3区。在一些实施例中，抗LAM抗体具有分别如SEQ  ID  NO:10、11和12中所

示的具有保守序列修饰的可变重链的CDR1、CDR2和CDR3区。在一些实施例中，抗LAM抗体具

有分别与SEQ  ID  NO:10、11和12具有高达95％的同一性可变重链的CDR1、CDR2和CDR3区。在

其他实施例中，抗LAM抗体具有分别与SEQ  ID  NO:10、11和12具有高达90％的同一性可变重

链的CDR1、CDR2和CDR3区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有分别与SEQ  ID  NO:10、11和12具

有高达85％的同一性可变重链的CDR1、CDR2和CDR3区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有分

别与SEQ  ID  NO:10、11和12具有高达80％的同一性可变重链的CDR1、CDR2和CDR3区。在一些

实施例中，抗LAM抗体具有如SEQ  ID  NO:12中所示的可变重链的CDR3区。在一些实施例中，

抗LAM抗体具有如SEQ  ID  NO:12中所示的具有保守序列修饰的可变重链的CDR3区。在其他

实施例中，抗LAM抗体具有与SEQ  ID  NO:12具有高达95％的同一性可变重链的CDR3区。在其

他实施例中，抗LAM抗体具有与SEQ  ID  NO:12具有高达90％的同一性可变重链的CDR3区。在

其他实施例中，抗LAM抗体具有与SEQ  ID  NO:12具有高达85％的同一性可变重链的CDR3区。

在其他实施例中，抗LAM抗体具有与SEQ  ID  NO:12具有高达80％的同一性可变重链的CDR3

区。

[0147] 在本文所述的实验中，通过在Expi293细胞中转染H和L链载体来表达P30B9抗体，

并在标准Expi293无血清培养基中培养若干天。通过在与蛋白L配体缀合的柱上的亲和层析

从培养上清液中纯化分泌的抗体。通过用低pH缓冲液(0.2M甘氨酸(glcine)‑HCl，pH  2.5)

处理从配体中释放结合的抗体，并用1/50体积的2M  tris缓冲液(pH8.8)中和。通过透析或

通过在离心过滤器(Amicon  Ultra离心过滤器，30K  mw极限)上进行若干轮浓缩，用PBS交换

缓冲液。

[0148] P30B9重链和轻链的氨基酸序列以及它们与其最接近的种系的比较示于图22中。

包括CDR3区的P30B9的氨基酸和核苷酸序列复制如下：

[0149] P30B9‑重链可变区：QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVY  GGSFSGYYWSWIRQSPETGLEWLGE 

FDLGGS  ITHSRGTNYNPSLKSRVTISGDTSKNQFSLKLTSVTAADTAVYYC  ARGLAMGGTKEFDS(SEQ  ID 

NO:43)

[0150] P30B9‑轻链可变区：DIQMTQSPDSLSASVGDRITITCRAS  QSINSNLAWYQQKPGKAPKLLIY 

KAS  DLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYCQQYKAFKT(SEQ  ID  NO:44)

[0151] P30B9‑重链DNA序列：

[0152] caggtgcagctacagcagtggggcgcaggactgttgaagccttcggagaccctgtccctcacctgcgc

tgtctatggtgg

[0153] gtccttcagtggttactactggagctggatccgccagtccccagagacggggctggagtggcttggcg

aaTTCGATCTTG

[0154] GTGGAAGCatcactcatagtagaggcaccaactacaacccgtcgctcaagagtcgagtcaccatctca

ggagacacgtcc

[0155] aagaaccagttctccctgaaactgacctctgtgaccgccgcggacacggctgtctattactgtgcgag

aggtttagcaat

[0156] gggtggaactaaggagtttgactcctggggccagggaaccctggtcaccgtctcctcag(SEQ  ID 
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NO:45)

[0157] P30B9‑轻链：

[0158] gacatccagatgacccagtctccagactccctgtctgcatctgtaggagacagaatcaccatcacttg

ccgggccagtcagagtattaatagtaatttggcctggtatcagcagaaaccggggaaagcccctaagctcctgatc

tataaggcgtctgatttagaaagtggggtcccatcaaggttcagcggcagtggatctgggacagaattcactctca

ccatcagcagcctgcagcctgatgattttgcaacttattattgccaacagtataaagcattcaagacgttcggcca

cgggaccaaggtggaaatcaaac(SEQ  ID  NO:46)

[0159] 3.P95C1

[0160] 在一些实施例中，本发明涉及包括其变体和/或衍生物的重组人单克隆抗体

P95C1。P95C1对由LAM、LM和PIM6共有的表位特异。尽管P95C1最初是作为IgM分离和纯化的，

但当以其他同种型表达时，P95C1还是有活性的，包括但不限于IgG和IgA形式。

[0161] 本领域普通技术人员将理解，CDR对抗原特异性的多样性是至关重要的。本领域普

通技术人员将进一步理解，CDR3是CDR区中变化最大的，并且因此具有最重要性，其中可变

重链的CDR3区的多样性足以满足大多数抗体特异性。因此，在一些实施例中，抗LAM抗体具

有分别如SEQ  ID  NO:13、14和15中所示的可变轻链的CDR1、CDR2和CDR3区。在一些实施例

中，抗LAM抗体具有分别如SEQ  ID  NO:13、14和15中所示的具有保守序列修饰的可变轻链的

CDR1、CDR2和CDR3区。在一些实施例中，抗LAM抗体具有分别与SEQ  ID  NO:13、14和15具有高

达95％的同一性可变轻链的CDR1、CDR2和CDR3区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有分别与

SEQ  ID  NO:13、14和15具有高达90％的同一性可变轻链的CDR1、CDR2和CDR3区。在其他实施

例中，抗LAM抗体具有分别与SEQ  ID  NO:13、14和15具有高达85％的同一性可变轻链的

CDR1、CDR2和CDR3区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有分别与SEQ  ID  NO:13、14和15具有高

达80％的同一性可变轻链的CDR1、CDR2和CDR3区。在一些实施例中，抗LAM抗体具有如SEQ 

ID  NO:15中所示的可变轻链的CDR3区。在一些实施例中，抗LAM抗体具有如SEQ  ID  NO:15中

所示的具有保守序列修饰的可变轻链的CDR3区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有与SEQ  ID 

NO:15具有高达95％的同一性可变轻链的CDR3区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有与SEQ 

ID  NO:15具有高达90％的同一性可变轻链的CDR3区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有与

SEQ  ID  NO:15具有高达85％的同一性可变轻链的CDR3区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有

与SEQ  ID  NO:15具有高达80％的同一性可变轻链的CDR3区。

[0162] 在一些实施例中，抗LAM抗体具有分别如SEQ  ID  NO:16、17和18中所示的可变重链

的CDR1、CDR2和CDR3区。在一些实施例中，抗LAM抗体具有分别如SEQ  ID  NO:16、17和18中所

示的具有保守序列修饰的可变重链的CDR1、CDR2和CDR3区。在一些实施例中，抗LAM抗体具

有分别与SEQ  ID  NO:16、17和18具有高达95％的同一性可变重链的CDR1、CDR2和CDR3区。在

其他实施例中，抗LAM抗体具有分别与SEQ  ID  NO:16、17和18具有高达90％的同一性可变重

链的CDR1、CDR2和CDR3区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有分别与SEQ  ID  NO:16、17和18具

有高达85％的同一性可变重链的CDR1、CDR2和CDR3区。在其他实施例中，抗LAM抗体具有分

别与SEQ  ID  NO:16、17和18具有高达80％的同一性可变重链的CDR1、CDR2和CDR3区。在一些

实施例中，抗LAM抗体具有如SEQ  ID  NO:18中所示的可变重链的CDR3区。在一些实施例中，

抗LAM抗体具有如SEQ  ID  NO:18中所示的具有保守序列修饰的可变重链的CDR3区。在其他

实施例中，抗LAM抗体具有与SEQ  ID  NO:18具有高达95％的同一性可变重链的CDR3区。在其
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他实施例中，抗LAM抗体具有与SEQ  ID  NO:18具有高达90％的同一性可变重链的CDR3区。在

其他实施例中，抗LAM抗体具有与SEQ  ID  NO:18具有高达85％的同一性可变重链的CDR3区。

在其他实施例中，抗LAM抗体具有与SEQ  ID  NO:18具有高达80％的同一性可变重链的CDR3

区。

[0163] 表3.P95C1互补决定区(CDR)

[0164] 轻链

[0165] CDR1：QNVLDSANNRNY(SEQ  ID  NO:13)

[0166] CDR2：WAS(SEQ  ID  NO:14)

[0167] CDR3：TQYHRLPHT(SEQ  ID  NO:15)

[0168] 重链

[0169] CDR1：GGSINTNNW(SEQ  ID  NO:16)

[0170] CDR2：IHRHGDT(SEQ  ID  NO:17)

[0171] CDR3：CPLGYCSGDDCHRVA(SEQ  ID  NO:18)

[0172] 最初在BCL6/Bcl‑xL转导的记忆B细胞的上清液中鉴定P95C1  IgM/κ抗体，并使用

标准RT‑PCR方案从这些细胞克隆到IgM/κ表达载体中。通过在Expi293细胞中转染H和L链载

体来表达抗体，并在标准Expi293无血清培养基中培养若干天。通过在与蛋白L配体缀合的

柱上的亲和层析从培养上清液中纯化分泌的抗体。通过用低pH缓冲液(0 .2M甘氨酸

(glcine)‑HCl，pH  2 .5)处理从配体中释放结合的抗体，并用1/50体积的2M  tris缓冲液

(pH8.8)中和。通过透析或通过在离心过滤器(Amicon  Ultra离心过滤器，30K  mw极限)上进

行若干轮浓缩，用PBS交换缓冲液。

[0173] P95C1重链和轻链的氨基酸序列以及它们与其最接近的种系的比较示于图23中。

包括CDR3区的P95C1的氨基酸和核苷酸序列复制如下：

[0174] P95C1‑重链可变区：EVQLLESGPGLVRPWGTLSLTCAVS  GGSINTNNWWSWVRQSPGKGLEWIGE 

IHRHGDTNYNPSLKRRVSISMDESMNQFSLRLISVTAADTAVYYC  CPLGYCSGDDCHRVA(SEQ  ID  NO:47)

[0175] P 9 5 C 1 ‑ 轻 链 可 变 区 ：D I Q M T Q S P S S L S V S L G E R A T I N C K S S 

QNVLDSANNRNYFGWYQQKPGQPPKLLIS  WAS  TRESGVPDRFSGSGSGTDFTLIISGLQVEDVAVYYCTQYHRL

PHT(SEQ  ID  NO:48)

[0176] P95C1‑重链：

[0177] gaggtgcagctcttggagtcgggcccaggactggtgaggccttgggggactctgtccctcacctgcgc

tgtctctggtggctccatcaatactaataactggtggagttgggtccgccagtccccggggaaggggctggagtgg

attggagaaatccatcgtcatggggacaccaactacaacccgtcactcaagaggcgagtctccatatcgatggacg

agtccatgaaccagttctccctgaggcttatctctgtgaccgccgcggacacggccgtgtattactgttgtcccct

aggatattgtagtggtgatgactgtcaccgagttgcctggggccggggaatcctggtcaccgtctcttcag(SEQ 

ID  NO:49)

[0178] P95C1‑轻链：

[0179] gacatccagatgacccagtctccatcctccctgtctgtgtctctgggcgagagggccaccatcaactg

caagtccagccagaatgttttagacagcgccaacaataggaactacttcggttggtaccagcagaaaccagggcag

cctcctaagctgctcatttcctgggcatctacacgggaatccggggtccctgaccgattcagtggcagcggctctg

ggacagacttcactctcatcatcagcggcctgcaggttgaagatgtggcagtttattactgtacacagtatcatag
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acttcctcacaccttcggccaagggacacgactggaaattaaac(SEQ  ID  NO:50)

[0180] E.另外的变体和/或衍生物

[0181] 本领域普通技术人员将理解，给定A194‑01、P30B9和P95C1的CDR区，可构建本文披

露的抗LAM抗体的大量工程化变体和/或衍生物。例如，可以将本发明的抗LAM抗体工程化为

嵌合抗体、人源化抗体和对一种或多种LAM表位表现出亲和力的嵌合/人源化抗体。可以将

抗体工程化为双特异性抗体，或者可以将抗体工程化使得单个抗体构建体结合多个LAM表

位。

[0182] 如本文所述，本发明的抗LAM抗体可以被工程化为同源scFv‑IgG构建体或异源

scFv‑IgG构建体。在本申请中详述了A194‑01的同源scFv‑IgG构建体(图17A)。异源scFv‑

IgG构建体的一个非限制性实例是P30B9的VH和VL链通过接头与A194‑01  IgG连接(图17B)，

尽管可以使用其他VH/VL链，例如其他抗LAM抗体，例如鼠抗LAM抗体。这可以允许识别单个

抗原分子中的不同表位，并且可以增强多价结合并导致增加的亲和力。可替代地，如果另外

的VH/VL链靶向除LAM之外的抗原，则异源scFv‑IgG构建体可以产生双特异性抗体。

[0183] 还可以工程化本发明的抗LAM抗体以产生scFv‑IgM构建体，包括同源和异源scFv‑

IgM构建体。同源scFv‑IgM的非限制性实例是P30B9  VH/VL链与P30B9  IgM连接的位置。在该

构建体中，所有结合位点都具有相同的表位特异性。异源scFv‑IgM构建体的非限制性实例

是A194‑01  scFv与P30B9  IgM连接的位置，与IgG恒定结构域相反[图17C]。这种工程化变体

和/或衍生物构建体将保留亲本P30B9  mAb的二甘露糖表位的IgM依赖性识别，并添加A194‑

01  scFv的另外结合特异性。这可以允许识别独特的表位阵列并导致增强的亲和力，这可能

对于改进的护理点抗原检测测定是有价值的。

[0184] F.诊断试剂盒和方法

[0185] 本发明的一个实施例涉及用于检测和/或定量样品中LAM和/或PIM6的诊断试剂盒

和方法。如本文所述，抗LAM抗体A194‑01和P30B9，以及抗PIM6/LAM抗体P95C1，包括其工程

化变体和/或衍生物，可有效检测和/或定量LAM的量和/或样品中存在的LAM和/或PIM6的

量。LAM或PIM6可以衍生自任何来源，例如衍生自结核分枝杆菌或耻垢分枝杆菌，或衍生自

来自患者(被结核分枝杆菌‑复合体的毒性菌株感染的患者)的血清或尿液样品。LAM可以是

例如PILAM、ManLAM、或来自其他分枝杆菌菌株如麻风分枝杆菌的未封端/未修饰的AraLAM。

这些菌株在本质与发生的封端程度上不同，并且因此不同的抗体组合对不同的形式具有不

同的特异性，允许进行一定水平的分化或分型。特别是，P30B9的IgM和工程化IgA1同种型、

以及A194‑01的工程化IgM和scFv‑IgG同种型非常适合于检测和/或定量来自TB患者的样品

中的经二甘露糖取代的ManLAM，在某些情况下，该样品可能包含80％所述LAM，并且P30B9的

各种同种型在检测和/或定量携带经二甘露糖取代的Ara6残基的LAM方面特别有效，如本文

所述，这些Ara6残基在衍生自结核分枝杆菌的LAM上特别普遍。由于P95C1表位在所有LAM种

类中都是高度保守的，因此当该抗体与具有适当特异性的第二抗体偶联时，该抗体非常适

合于检测和/或定量样品中各种类型的LAM。A194‑01的IgG同种型非常有效地结合各种形式

的LAM，尤其是未经取代的LAM，单甘露糖基化的LAM和PILAM，并且因此在检测和/或定量衍

生自各种分枝杆菌菌株的LAM方面特别有效。工程化IgM和scFv‑IgG同种型在检测和/或定

量未经取代的LAM、单甘露糖基化的LAM和PILAM的量方面也非常有效，并且还可以结合二甘

露糖和三甘露糖取代的LAM。这使得A194‑01的工程化变体和/或衍生物具有比A194‑01的
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IgG同种型或P30B9的IgM同种型更大的表位识别，但仅以对结核分枝杆菌的毒性菌株特异

的那些LAM表位的特异性为代价。在一些实施例中，通过将在各种直接结合测定或抗原捕获

测定中的具有已知浓度的LAM和/或PIM6的连续稀释的对照样品的信号强度进行比较来实

现量化对LAM和/或PIM6的所述特异性。

[0186] 因为A194‑01的IgG同种型、P30B9的IgM/IgA同种型、以及P95C1的各种同种型结合

不同的LAM表位，这些LAM表位在结核分枝杆菌的不同菌株中可变地表达，因此这些特定的

同种型可用于区分LAM来源的起源；经二甘露糖取代的LAM，特别是经二甘露糖取代的Ara6

残基构成结核分枝杆菌的毒性菌株中的大部分LAM残基，而未经取代的LAM/PILAM残基构成

快速生长的非毒性菌株如耻垢分枝杆菌中的大部分LAM残基。例如，包含仅与A194‑01  IgG

而非P30B9  IgM结合的LAM的样品可能不是源自结核分枝杆菌的毒性菌株，而与P30B0  IgM

和A194‑01  IgG结合的样品可能确实源自结核分枝杆菌的毒性菌株或一种引入类似加盖基

序的分枝杆菌的物种。

[0187] 因为P30B9的IgM/IgA同种型对经二甘露糖取代的ManLAM特异，这些同种型如在本

文中详述的是结核分枝杆菌的毒性菌株的主要形式，P30B9的所述同种型是诊断试剂盒和

用于诊断患者感染分枝杆菌的毒性菌株的方法的理想候选者。此外，工程化的IgM和scFv‑

IgG变体和/或A194‑01的衍生物可适用于这种用途，因为它们还识别经二甘露糖和经三甘

露糖取代的ManLAM表位。这样的患者可能具有持续性或活动性感染，或感染可能是潜伏的。

该菌株可以是多重耐药性的(MDR)或可以是广泛耐药性的(XDR)。特别是对于具有潜伏感染

的患者，血清或尿液中LAM浓度的变化可能特别重要，因为浓度的增加可能意味着活动性感

染的变化。可替代地，患有活动性感染的个体的浓度降低可能表示治疗有效并且应该继续，

或者治疗期间浓度的增加可能表明目前的治疗无效，应予以消除、改变和/或修改。

[0188] 用于诊断感染的方法可以包括使来自所述患者的生物样品(例如血液，血浆，尿

液，痰液或其他体液)与本发明的至少一种抗LAM抗体和/或至少一种抗PIM6/LAM抗体接触，

特别是那些识别经二甘露糖取代的ManLAM的抗LAM抗体和识别PIM6甘露聚糖结构域中至少

一种多甘露糖结构的那些抗PIM6/LAM抗体。这些包括，例如，P30B9的IgM和IgA同种型，

A194‑01的工程化的IgA、IgM和scFv‑IgG同种型，以及P95C1的各种同种型(IgG、IgM、IgA)。

[0189] 用作检测试剂的抗体可以与报告分子结合，例如本领域已知的那些。抗体可以是

试剂盒的一部分，例如与底物结合，或夹心法分析的一部分。该试剂盒可包括第一抗LAM或

抗PIM6/LAM捕获抗体，与报道分子结合的第二抗LAM或抗PIM6/LAM检测(detector、

detection)抗体，以及捕获抗LAM或抗PIM6/LAM抗体的支持物。第一和第二抗LAM抗体可以

结合在单个LAM分子上以多个拷贝存在的相同LAM表位，或者优选它们可以结合单个LAM分

子上存在的不同表位。LAM和PIM6表位可以是本文所述的任何表位。试剂盒可包括第三捕获

或检测(detector、detection)抗体，该抗体结合第一和第二抗体的非竞争位点。这可以增

加捕获的分子数量和结合的检测分子数量以及对应信号的强度。

[0190] 试剂盒可包括使用说明，并可进一步含有各种试剂、溶剂、稀释剂和/或药学上可

接受的防腐剂。在这种测定中进行不同生物素标记的抗LAM单克隆抗体的敏感性[图7]。在

该测定中，使用鼠抗LAM抗体CS‑35从溶液中捕获ManLAM。选择该抗体是因为其广泛的特异

性。使用CS‑35(250ng/孔)从含有不同浓度的溶液中捕获ManLAM，并且然后使用不同的生物

素化单克隆抗体探测捕获孔中ManLAM的存在。使用3x  SD背景的截止值，最敏感的探针是
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A194‑01  IgM，其为ManLAM的最高稀释度(0.016ng/孔)提供强信号(1.8OD)。这优于两种

FIND鼠抗体，这些抗体以前被认为是这类检测的最佳可用探针。

[0191] G.治疗组合物、方法、疫苗和载体

[0192] 本发明的一个实施例涉及包含至少一种本发明的抗LAM抗体或抗PIM6/LAM抗体的

药物组合物，以及它们用于治疗对其有需要的患者的方法。患者可能具有由结核分枝杆菌

的毒性菌株造成的潜伏或活动性感染，并且特别有用的是，该菌株可以是多重耐药性的

(MDR)或对传统疗法/抗生素时广泛耐药性的(XDR)。在这些组合物和方法中使用的抗LAM和

抗PIM6/LAM抗体可以是本发明的任何抗LAM抗体或抗PIM6/LAM抗体，但特别有用的可能是

识别二甘露糖封端的ManLAM(特别是二甘露糖封端的Ara6残基)的抗LAM抗体，例如，P30B9 

IgM或IgA1/IgA2同种型和五价A194‑01  IgM或四价scFv‑IgG同种型和P95C1的各种同种型。

[0193] 适于患者给予的药学上可接受的抗LAM抗体和/或抗PIM6/LAM抗体组合物将在配

制品中含有有效量的一种或多种抗LAM或抗PIM6/LAM抗体，其既保留生物活性同时又在可

接受的温度范围内促进储存期间的最大稳定性。取决于所需的配制品，药物组合物还可包

括药学上可接受的稀释剂，药学上可接受的载体和/或药学上可接受的赋形剂，或通常用于

配制用于动物或人给予的药物组合物的任何此类载体。选择稀释剂以便不影响组合的生物

活性。这种稀释剂的实例是蒸馏水、生理磷酸盐缓冲盐水、林格氏溶液、右旋糖溶液和Hank

溶液。可用于本发明的药物组合物或配制品中的赋形剂的量是用于使抗体在整个组合物中

均匀分布的量，使得该组合物在递送至对其有需要的受试者时均匀分散。它可用于将抗体

稀释至提供所需有益的姑息结果或治愈结果的浓度，同时最小化由于浓度过高可能发生的

任何不良副作用。它还可能具有防腐作用。因此，对于具有高生理活性的抗体，将使用更多

的赋形剂。另一方面，对于任何表现出较低生理活性的活性成分，将使用较少量的赋形剂。

[0194] 药学上可接受的抗LAM抗体和/或抗PIM6/LAM抗体组合物可以处于液体形式或固

体形式。通常将固体配制品冻干并且在单剂量或多剂量给予之前，添加溶液中。配制品不应

暴露于极端温度或pH值以避免热变性。因此，必须在生物学相关的pH范围内配制本发明的

抗体组合物。示出了在储存期间缓冲以维持适当pH范围的溶液，特别是对于在配制和给予

之间储存较长时间的液体配制品。迄今为止，液体和固体配制品都需要在较低温度(通常为

2℃‑8℃)下储存，以便保持较长时间的稳定性。配制的抗体组合物，尤其是液体配制品，可

以含有抑菌剂以防止或最小化储存期间的蛋白水解，包括但不限于有效浓度(通常<1％w/

v)的苄醇、苯酚、间甲酚、氯丁醇、对羟基苯甲酸甲酯和/或对羟基苯甲酸丙酯。对于一些患

者，抑菌剂可能是忌用的。因此，冻干配制品可以在含有或不含有这种组分的溶液中重构。

可以将另外的组分添加到缓冲液体或固体抗体配制品中，包括但不限于作为冷冻保护剂的

糖(包括但不必限于多羟基烃，例如山梨糖醇、甘露糖醇、甘油和卫矛醇和/或二糖，例如蔗

糖、乳糖、麦芽糖或海藻糖)，以及在某些情况下，相关的盐(包括但不限于NaCl、KCl或

LiCl)。这种抗体配制品，特别是计划长期储存的液体配制品，将依赖于有用的总渗透压范

围，以促进2℃‑8℃或更高温度的长期稳定性，同时还使该配制品可用于肠胃外注射。总渗

透压的有效范围(溶液中的分子总数)为从约200mOs/L至约800mOs/L。显而易见的是，细胞

保护剂如蔗糖或山梨糖醇的量将取决于配制品中盐的量，以使溶液的总渗透压保持在合适

的范围内。因此，无盐配制品可含有从约5％至约25％的蔗糖，优选的蔗糖范围为从约7％至

约15％，无盐配制品中特别优选的蔗糖浓度为从10％至12％。可替代地，不含盐的山梨糖醇
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基配制品可含有范围从约3％至约12％的山梨糖醇，优选的范围为从约4％至7％，并且特别

优选的范围为在无盐配制品中从约5％至约6％山梨醇。当然，无盐配制品将保证各个冷冻

保护剂的范围增加，以便保持有效的渗透压水平。这些配制品还可含有二价阳离子(包括但

不限于MgCl2、CaCl2和MnCl2)；和非32离子表面活性剂(包括但不限于聚山梨酯‑80(

)、聚山梨酯‑60( )、聚山梨酯‑40( )和聚山梨酯‑20(

)，聚氧乙烯烷基醚，包括但不限于 ，以及其他如Triton

，Triton ，Span  85和Pluronic系列非离子表面活性剂(例如，

Pluronic  121))。这些组分的任何组合，包括可能包含抑菌剂，可用于填充本发明的含抗体

的配制品。本发明的抗体组合物还可以是“化学衍生物”，其描述了含有另外化学部分的抗

体，所述化学部分通常不是免疫球蛋白分子的一部分(例如，聚乙二醇化)。这些部分可以改

进基础分子的溶解度、半衰期、吸收等。可替代地，所述部分可以减弱基础分子的不良副作

用或降低基础分子的毒性。

[0195] 具体实施例包括如本文所讨论和本领域进一步已知的PLGA微球，以及包含聚(乙

烯‑共‑乙酸乙烯酯)(PEVAc)的聚合物基的不可降解载体。另外，抗体基的治疗产品的控释

和局部递送在Grainger等人，2004,Expert  Opin.Biol.Ther.[生物治疗专家意见]4(7):

1029‑1044中进行综述，通过援引以其全文并入本文。能够包封抗体的合适的微胶囊还可以

包括通过凝聚技术或通过界面聚合制备的羟甲基纤维素或明胶‑微胶囊和聚甲基丙烯酸甲

酯微胶囊。参见题为“Method  for  Producing  IGF‑1  Sustained‑Release  Formulations

[生产IGF‑1缓释配制品的方法]”的PCT公开WO  99/24061，其中蛋白被包封在PLGA微球体

中，该参考文献通过援引以其全文并入本文。此外，还可以使用微乳液或胶体药物递送系

统，例如脂质体和白蛋白微球。其他优选的缓释组合物使用生物粘附剂将抗体保留在给予

部位。如上所述，缓释配制品可包含抗体可置于其中的可生物降解的聚合物，其可提供非立

即释放。非可注射装置在本文中可描述为“植入物”、“药物贮库植入物”、“贮库植入物”、“不

可注射的贮库”或一些这样的类似术语。常见的贮库植入物可包括但不限于固体可生物降

解和不可生物降解的聚合物装置(例如延伸的聚合物或同轴杆状装置)，以及本领域中已知

的许多泵系统。将可注射装置分成大剂量注射(注射后药物的释放和消散)，以及储存库或

贮库注射，其在注射部位提供储存容器，允许生物制剂随时间缓释。可以通过外科手术将贮

库植入物束缚至递送点，以为抗体随时间的延长释放提供足够的储存库。这种装置能够在

预定时期内以治疗性或防病性治疗所需的量携带药物配制品。贮库植入物还可以对配制品

提供保护免受通过身体过程(如蛋白酶)的降解持续治疗的持续时间。如本领域所知，术语

“缓释”是指这种药剂在延长的时间内从嵌段聚合物基质中逐渐(连续或不连续)释放。无论

具体装置如何，抗LAM抗体和/或抗PIM6/LAM抗体组合物的缓释将产生局部生物学有效浓度

的抗体。生物制剂的缓释将持续一天，若干天，一周或更长时间；但最有可能是一个月或更

长时间，或最多约六个月，具体取决于配制品。由于诸如通用降解动力学、安全性和生物相

容性的特性，本领域已知的天然或合成聚合物可用作贮库植入物。可以操纵这些共聚物以

改变活性成分的药代动力学，保护药剂免受酶攻击，以及在附着或注射部位随时间降解。技

术人员将理解，本领域有足够的教导来操纵这些共聚物的性质，包括各自的产生方法、所用

的催化剂和缓释的贮库植入物或贮库注射的最终分子量。天然聚合物包括但不限于蛋白

(例如胶原蛋白、白蛋白或明胶)；多糖(纤维素、淀粉、藻酸盐、甲壳质、壳聚糖、环糊精、葡聚
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糖、透明质酸)和脂质。可生物降解的合成聚合物可包括但不限于各种聚酯、L‑谷氨酸和γ

乙基‑L‑谷氨酸的共聚物(Sidman等人，1983,Biopolymers[生物聚合物]22:547‑556)、聚乳

酸([PLA]；美国专利号3,773,919和EP  058,481)、聚乳酸、聚乙醇酸(PLGA)如聚乳酸‑共‑乙

交酯(参见，例如，美国专利号4,767,628和5,654,008)、聚乙交酯(PG)、聚(α‑羟基酸)的聚

乙二醇(PEG)缀合物、聚原酸酯、聚阿司匹林、聚磷酸原、乙烯吡咯烷酮、聚乙烯醇(PVA)、

PVA‑g‑PLGA、PEGT‑PBT共聚物(多活性)、甲基丙烯酸酯、聚(N‑异丙基丙烯酰胺)、PEO‑PPO‑

PEO(普朗尼克)、PEO‑PPO‑PAA共聚物、PLGA‑PEO‑PLGA、聚原酸酯(POE)、或其任何组合，如上

所述(参见，例如，美国专利号6,991,654和美国专利申请好20050187631，这些文献中各自

的内容通过援引以其全文并入本文)、水凝胶(参见，例如，Lang e r等人，1981 ,

J.Biomed.Mater.Res.[生物医学材料研究杂志]15:167‑277；Langer,1982,Chem.Tech.[化

学工艺学]12:98‑105)、不可降解的乙烯‑乙酸乙烯酯(例如，乙烯乙酸乙烯酯盘和聚(乙烯‑

共‑乙酸乙烯酯))、可降解的乳酸‑乙醇酸共聚物如Lupron  DepotTM、聚‑D‑(‑)‑3‑羟基丁酸

(EP  133,988)、透明质酸凝胶(参见，例如，美国专利号4,636,524)、藻酸悬浮液、聚原酸酯

(POE)等。聚乳酸(PLA)及其与乙交酯的共聚物(PLGA)在本领域中是熟知的，因为Lupron 

DepotTM的商业化在1989年被批准为使用PLA聚合物的第一种肠胃外缓释配制品。使用PLA和

PLGA作为赋形剂以实现活性成分缓释的产品的另外实例包括Amidox(PLA；牙周病)、

Nutropin  Depot(PLGA；具有hGH)和Trelstar  Depot(PLGA；前列腺癌)。其他合成聚合物包

括但不限于聚(c‑己内酯)、聚3‑羟基丁酸酯、聚(β‑苹果酸)和聚(二噁烷酮)]；聚酸酐、聚氨

酯(参见WO  2005/013936)、聚酰胺、环癸烷、聚原酸酯、n‑乙烯醇、聚环氧乙烷/聚对苯二甲

酸乙二醇酯、多磷酸酯、聚膦酸酯、聚原酸酯、聚氰基丙烯酸酯、聚乙二醇、聚二氢吡喃和聚

缩醛。不可生物降解的装置包括但不限于各种纤维素衍生物(羧甲基纤维素、乙酸纤维素、

乙酸丙酸纤维素、乙基纤维素、羟丙基甲基纤维素)硅基植入物(聚二甲基硅氧烷)、丙烯酸

聚合物、(聚甲基丙烯酸酯、聚甲基丙烯酸甲酯、多羟基(乙基甲基丙烯酸酯)、以及聚乙烯‑

共‑(乙酸乙烯酯)、泊洛沙姆、聚乙烯吡咯烷酮、泊洛沙胺、聚丙烯、聚酰胺、聚缩醛、聚酯、聚

乙烯‑三氟氯乙烯、聚四氟乙烯(PTFE或“TeflonTM”)、丁苯橡胶、聚乙烯、聚丙烯、聚苯醚‑聚

苯乙烯、聚‑α‑氯‑对二甲苯、聚甲基戊烯、聚砜和其他相关的生物稳定聚合物。适用于缓释

贮库配制品的载体包括但不限于微球、膜、胶囊、颗粒、凝胶、包衣、基质、薄片、丸剂或其他

药物递送组合物。上文描述了这种缓释配制品的实例。还参见美国专利号6,953 ,593；6,

946,146；6,656,508；6,541,033；和6,451,346，将其每一个的内容通过援引并入本文。剂型

必须能够在预选期间内以治疗性治疗所需的量和浓度携带药物配制品，并且必须对配制品

提供足够的保护免受通过身体过程的降解持续治疗的持续时间。例如，剂型可以由材料制

成的外部包围，该材料具有防止来自代谢过程的降解和例如泄漏、开裂、破损或变形的风险

的性质。这可以防止配制品内容物在使用过程中受到的应力下以不受控制的方式排出，例

如，由于受试者的正常关节咬合和其他运动而施加在药物释放装置上的物理力，或者例如，

在对流药物递送装置中，与储存库内产生的压力相关的物理力。用于容纳或含有药物的药

物储存库或其他装置还必须是这样的材料，以避免与活性剂配制品的非预期反应，并且优

选是生物相容的(例如，在植入剂型的情况下，它对于受试者的身体或体液基本上是非反应

性的)。通常，将一种或多种相应的生物制剂给予至个体至少12小时至至少一周，并且最有

可能通过设计用于递送药物的植入物持续至少10、20、30、100天或至少4个月，或至少6个月
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或更久，根据需要。抗LAM抗体和/或抗PIM6/LAM抗体可以以相对低的体积速率递送，例如，

从约0.001ml/天至1ml/天，以最小化释放配制品的部位附近的组织紊乱或创伤。取决于一

种或多种具体的生物制剂，配制品可以以低剂量的速率释放，例如从约0.01μg/hr或0.1μg/

hr、0.25μg/hr、1μg/hr、通常高达约200μg/hr，或者制剂以低体积速率递送，例如体积速率

为从约0.001ml/day至约1ml/天，例如，0.01微克/天高达约20微克/天。剂量取决于许多因

素，例如所用活性成分(例如，IgG抗体)的效力、生物利用度和毒性以及受试者的要求。

[0196] 对于人和非人患者的体内治疗，对患者给予或提供包括至少一种本发明的抗LAM

抗体和/或至少一种抗PIM6/LAM抗体的药物配制品。当用于体内疗法时，本发明的抗LAM或

抗PIM6/LAM抗体以治疗有效量(即消除或减少总细菌负荷的量)给予至患者。根据已知方法

将抗体给予至人患者，这些已知方法如静脉内给予，例如，作为推注或通过一段时间的连续

输注，通过肌肉内、腹膜内、脑脊髓内、皮下、关节内、滑膜内、鞘内、口服、局部或吸入途径。

如果可能，抗体可以在靶细胞部位肠胃外给予，或静脉内给予。在一些实施例中，通过静脉

内或皮下给予来给予抗体。本发明的治疗组合物可以全身、胃肠外或局部给予至患者或受

试者。用于评估成功治疗和改进疾病的上述参数可通过医师熟悉的常规程序容易地测量。

[0197] 对于肠胃外给予，抗LAM和抗PIM6/LAM抗体可以被配制为一种单位剂量可注射形

式(溶液、悬浮液、乳液)，与一种药学上可接受的肠胃外运载体结合。此类载体的实例包括

但不限于：水、盐水、林格氏溶液、右旋糖溶液和5％人血清白蛋白。非水性载体包括但不限

于固定油和油酸乙酯。脂质体可以用作载体。该运载体可以含有少量的添加剂，例如增强等

渗性和化学稳定性的物质，例如像，缓冲液和防腐剂。

[0198] 本发明的抗LAM和抗PIM6/LAM抗体可以以足以提供针对由结核分枝杆菌‑复合体

的毒性菌株造成的感染的治疗性治疗的量以本领域可用的任何方式、策略和/或组合给予

至宿主。这些组合物可以通过本领域已知的各种途径提供给个体，尤其是肠胃外途径，包括

但不限于肠胃外途径，例如静脉内(IV)、肌肉内(IM)、或皮下(SC)给予，其中IV给予是治疗

性抗体给予领域内的标准。这些组合物可以作为单独剂量或多剂量给予(即，通过维持配制

品的无菌条件经治疗方案，在交错时间给予抗体)。

[0199] 剂量和剂量方案取决于医师容易确定的各种因素，例如感染的性质，例如其治疗

指数、患者和患者的病史。通常，将治疗有效量的抗体给予至患者。在一些实施例中，给予的

抗体的量在约0.01mg/kg至约1000mg/kg患者体重的范围内，以及其间的任何范围。根据感

染的类型和严重程度，约0.1mg/kg至约50mg/kg体重(例如，约0.1‑15mg/kg/剂量)的抗体是

用于给予至患者的初始候选剂量，无论是例如通过一个或多个单独的给予，还是通过连续

输注。通过常规方法和测定并且基于医师或本领域其他技术人员已知的标准，可以容易地

监测该疗法的进展。用于评估成功治疗和改进疾病的上述参数可通过医师熟悉的常规程序

容易地测量。

[0200] 这些抗体还可以通过表达给定抗体的成对重链和轻链的遗传载体给予。这可以包

括有效表达这些基因的质粒或病毒载体，例如腺病毒或腺相关病毒(AAV)载体。这些载体可

以通过注射到肌肉组织中来递送，并且取决于剂量，可以在相对长的时间段内将相对大量

分泌的抗体分泌到循环中。

[0201] 其他治疗方案可以与本发明的抗LAM和/或抗PIM6/LAM抗体的给予组合，例如，与

另一种抗LAM抗体组合，该另一种抗LAM抗体包括但不限于本领域已知的那些抗LAM抗体，例
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如，鼠抗LAM抗体或其人源化形式，或与药物化合物组合，该药物化合物例如但不限于抗生

素。适合与本发明的抗LAM和/或抗PIM6/LAM抗体共同给予的抗生素包括但不限于异烟肼、

利福平、利福喷汀、乙胺丁醇、吡嗪酰胺、贝达喹啉、卷曲霉素、环丝氨酸、地塞米松、卡那霉

素和tinocordin。联合给予包括共同给予，使用单独的配制品或单一药物配制品，并以任何

顺序连续给予，其中优选地，存在两个(或所有)活性剂同时发挥其生物活性的时间段。这种

联合疗法可以产生协同治疗效果。用于评估成功治疗和改进疾病的上述参数可通过医师熟

悉的常规程序容易地测量。

[0202] 根据另一个实施例，本发明提供了被动疫苗或药物组合物，该被动疫苗或药物组

合物包括至少一种本发明的抗LAM和/或抗PIM6/LAM抗体和药学上可接受的载体。根据一个

实施例，疫苗或药物组合物是包括至少一种本文所述抗体和药学上可接受的载体的组合

物。疫苗可以包括具有本文所述特征的多种抗体以任何组合，并且可以进一步包括其他抗

LAM抗体，包括本发明的那些和本领域已知的抗体，例如鼠抗LAM抗体或其人源化形式。被动

疫苗可包括一种或多种本领域已知的药学上可接受的防腐剂、载体和/或赋形剂。

[0203] 根据另一个实施例，本发明覆盖活性疫苗或药物组合物，包括向患者给予至少一

种抗原性LAM或PIM6表位。待使用的特定表位可以通过在针对TB感染和/或发病机制的适当

的动物模型中测试该专利中描述的抗体的治疗活性来确定。该模型物种可以是小鼠、或豚

鼠、或兔子、或灵长类动物。例如，如果A194‑01是最具保护性的，那么将使用具有A194‑01表

位形式的疫苗，而如果P30B9是最具保护性的，则经二甘露糖取代的Ara6残基可能在产生适

当的体液应答方面最有效。活性疫苗可包括一种或多种本领域已知的佐剂，例如明矾，氢氧

化铝，磷酸铝，石蜡油和细胞因子，例如IL‑1、IL‑2、IL‑12。活性疫苗可包含一种或多种本领

域已知的药学上可接受的防腐剂、载体和/或赋形剂。

[0204] 在一些实施例中，本发明涉及重组载体，例如质粒，其包括编码抗LAM抗体或抗

PIM6/LAM抗体的免疫球蛋白重链(Ig  VH)的核酸，和编码免疫球蛋白轻链(Ig  VL)的第二核

酸。在其他实施例中，第一核酸和第二核酸在两种不同的重组载体中。根据另一个实施例，

本发明覆盖治疗个体中结核感染的方法，该方法包括向所述个体给予编码抗LAM或抗PIM6/

LAM抗体的免疫球蛋白重链(Ig  VH)的第一核酸，和编码抗LAM或抗PIM6/LAM抗体的免疫球

蛋白轻链(Ig  VL)的第二核酸，其中每个核酸与启动子区可操作地连接。第一核酸和第二核

酸可以在相同的重组载体中或在两种不同的重组载体中。重组载体可以是非复制型病毒载

体，例如腺相关病毒(AAV)，或可以是质粒。在某些实施例中，本发明涉及用本文披露的一种

或多种载体转化的细胞。

[0205] 可以给予上述抗体和抗体组合物、疫苗组合物和载体，用于防病性和治疗性治疗

由结核分枝杆菌‑复合体的毒性菌株造成的感染。

[0206] H.当量

[0207] 在提供取值范围的情况下，应当理解的是，在所述范围的上限与下限之间的每个

插入值(到下限的十分之一单位除非上下文清楚地另外指明)以及在所陈述范围内的任何

其他所陈述的值或插入值均被涵盖在本发明之内。这些较小范围的上限和下限可以独立地

被包括在这些较小范围之内、也涵盖在本发明之内，受制于在所陈述范围内任何确切排除

的限制。在所陈述的范围包括限制中的一者或两者的情况下，排除了那些包括的限制中的

任一者或两者的范围也包括在本发明之内。
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[0208] 除非另外定义，否则本文所用的所有技术和科学术语具有与本发明所属领域普通

技术人员通常所理解的意义相同的意义。虽然与本文所述的那些方法和材料相似或等同的

任意方法和材料也可以用于实施或测试本发明中，但是现在描述优选的方法和材料。本文

提及的所有出版物，将其以其全部内容通过援引并入本文。

[0209] 当在本文和附带的权利要求中使用时，单数形式“一个/种(a)”、“和(and)”和“所

述/该(the)”包括复数指代物，除非上下文明确地指示其他的情况。

[0210] 术语“约”是指本领域普通技术人员不认为与基线值显著不同的一系列值。例如，

术语“约”可以是指在所述值的20％、15％、10％、9％、8％、7％、6％、5％、4％、3％、2％、1％、

0.5％、0.1％、0.05％、或0.01％的范围内的值，以及介于这些所述值之间的值。

[0211] 仅提供在此讨论的这些出版物在本发明的提交日期之前的披露内容。本文中的任

何内容均不应被视为承认本发明因现有发明而无权先于这些披露。另外，所提供的披露日

期可能与实际披露日期不同，实际披露日期可能需要独立地确定。

[0212] 本文中引用的每个申请和专利，以及每个申请和专利中引用的每个文献或参考文

献、患者或非患者文献(包括在每个已发布专利的起诉期间；“申请引用的文献”)，以及与这

些申请和专利中的任何一个相对应和/或要求优先权的每个PCT和外国申请或专利，以及在

每个申请引用的文献中引用或参考的每个文献，特此明确地以其全部内容通过援引并入本

文。更一般地，文献或参考文献在本文中引用，或者在权利要求之前的参考文献列表中引

用；或者在本文自身中；并且这些文献或参考文献中的每一个(“本文引用的参考文献”)，以

及本文引用的参考文献的每篇中引用的每篇文献或参考文献(包括任何制造商的说明书，

说明书等)特此明确地通过援引并入本文。

[0213] 以下非限制性实例用于进一步说明本发明。

[0214] 实例

[0215] 实例1‑本文所述的方法用于体外培养记忆B细胞和分子克隆免疫球蛋白可变区基

因以分离对LAM特异的若干种新颖人单克隆抗体(mAb)。本领域普通技术人员将认识到，可

调节本文所述的这些方法以选择性地鉴定具有非常高亲和力的稀有抗体，其可以作为在患

者血液中循环的100,000个记忆B细胞中的至少1个存在。

[0216] 单克隆抗体

[0217] 鼠单克隆抗体：将从Delphi  Chatterjee博士实验室获得的产生LAM特异的鼠单克

隆抗体CS‑35和CS‑40的杂交瘤细胞系重新克隆至同质，并且通过蛋白A层析纯化抗体。

[0218] 抗体906 .41、906 .7、908 .1和922 .5由John  Spencer博士提供，并且FIND25和

FIND170由Tobias  Broger在FIND提供。

[0219] 抗原

[0220] 结核分枝杆菌衍生的H37Rv脂阿拉伯甘露聚糖(LAM)(NR‑14848)和耻垢分枝杆菌

衍生的LAM(NR‑14860)通过BEI资源从科罗拉多州立大学获得。LAM衍生的糖缀合物在

Lowary实验室中合成。

[0221] ELISA测定

[0222] 将Man‑LAM(H37Rv)和PI‑LAM(衍生自耻垢分枝杆菌)在CBC缓冲液(7.5mM碳酸钠，

17.4mM碳酸氢钠，pH  9.0)中稀释，并以100ng/孔的浓度铺板在96孔ELISA板中。在4℃孵育

板过夜后，将孔用含有0.05％Tween‑20(PBST)的PBS  pH  7.4洗涤，然后用PBS缓冲液中的
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1％BSA(西格玛(Sigma))封闭。将PBST洗涤的板在37℃与衍生自感染结核分枝杆菌的个体

的血浆和在含有2％FBS的RPMI培养基中稀释的对照血浆一起孵育1小时。然后将PBST洗涤

的板与1:1000稀释的碱性磷酸酶缀合的山羊抗人IgG(γ‑特异性)(密理博(Millipore))或

IgM(μ‑特异性)(密理博(Millipore))或IgA(α‑特异性)孵育1小时。在PBST洗涤后，用50μL

的DEA缓冲液显色。通过分光光度计在405nm处测量OD。滴度定义为相减稀释度，其在减去

BSA涂布板所得的背景OD后产生OD，并通过指数插值确定。

[0223] 血浆滴定

[0224] 从BEI储存库获得两个纯化的抗原，并在4℃在96孔ELISA板上以2μg/ml的浓度铺

板过夜，并将该板然后用在1X  PBS中的1％BSA封闭。血浆的LAM特异性滴度通过在37℃孵育

1小时系列稀释的样品，随后将板用PBS+0.1％Tween  20洗涤三次进行测试。在PBS中的1％

BSA中以1:1,000稀释的碱性磷酸酶缀合的山羊抗人κ和山羊抗人λ的混合物检测结合的抗

体，并且通过在DEA缓冲液中添加碱性磷酸盐底物来产生信号。在30分钟时测量反应性为

OD405。

[0225] 人受试者

[0226] 患有结核分枝杆菌的活动性感染的患者参加了全球结核病研究所的Lattimore实

践。活动性感染由培养证实的结核病或临床结核病的诊断来定义。该组包括最近结核病诊

断的患者，即疗法第二个月的患者。未感染的患者为HIV血清反应阴性的，结核菌素皮肤试

验阴性，健康志愿者，没有卡介苗(BCG)疫苗接种史的健康志愿者和对干扰素‑γ释放测定

(IGRA)呈阴性(Quantiferon  Gold  In‑Tube[管中的Quantiferon金],Cellestis公司，巴伦

西亚，加利福尼亚州)。从参与者获得知情同意，并且该研究得到了罗格斯大学机构审查委

员会的批准。

[0227] 表4.本研究中使用的TB患者的临床表征

[0228]

[0229] 表4.人受试者的人口统计学

[0230] 1.培养和分离A194‑01(IgG同种型)

[0231] 从获自TB感染的患者TB‑194的培养的记忆B细胞中分离人单克隆抗LAM抗体A194‑

01，同种型IgG。体外培养系统的一个关键组分是存在合适的饲养细胞，这些饲养细胞可以

通过CD40L(CD40的配体，TNF受体超家族的成员)提供刺激，该CD40L在B细胞表面表达，并在

介导T细胞依赖性免疫球蛋白类转换和记忆B细胞发育中起重要作用。将记忆B细胞接种在

表达CD40L的MS40L‑低细胞的饲养层上。这些细胞表达低水平的CD40L，并且先前已显示有

效支持记忆B细胞的复制及其成熟为浆细胞(Luo,X.等人，Blood[血液],2009.113(7))。通

过用FUW‑CD40L感染提供B谱系生长因子IL‑7的鼠基质MS5细胞产生这些细胞，FUW‑CD40L是
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转导人CD40L的病毒，最初从Origene(罗克维尔市，马里兰州)获得。用来自Miltenyi的MACS

人记忆B细胞分离试剂盒(目录号130‑093‑546)分离记忆B细胞。通过用含有针对细胞表面

标记CD2、CD3、CD14、CD16、CD36、CD43、CD56、CD66b和血型糖蛋白A的抗体的磁珠进行阴性选

择，从PBMC排除非B细胞。为了进一步消除天然B细胞，记忆B细胞亚群被与针对细胞表面标

记CD27的抗体偶联的磁珠进行阳性选择，该细胞表面标记CD27是记忆B细胞的标记，该标记

也在浆细胞上以低水平表达，但在天然B细胞上不表达。在表达CD40L的饲养细胞的存在下，

这些条件支持记忆B细胞的复制及其分化成血浆母细胞，这些血浆母细胞将相对高滴度的

Ig分泌到培养物上清液中。

[0232] 每周一次通过用新鲜培养基替换一半培养上清液重新进料培养物。2‑3周后，有足

够的B细胞产生约1‑5μg/ml分泌的抗体。假设每个孔中存在100‑1,000个不同的克隆，这相

当于每个B细胞克隆的平均浓度为1‑10ng/mL的Ig。该浓度相当低，并且因此该方法偏向于

对靶抗原具有相对高亲和力的抗体。从该患者的血液中纯化大约80,000个细胞的记忆B细

胞，并在96孔培养板的96个孔中培养，初始密度为约800个细胞/孔。

[0233] 对于针对结核分枝杆菌衍生的LAM的抗体的存在，通过ELISA筛选培养物上清液。

将LAM以2μg/mL的浓度涂布在96孔ELISA板的每孔50μL碳酸氢盐包被缓冲液中，并在4℃孵

育过夜。将板用PBST(0.1％Tween  20在1X  PBS中)洗涤4次，并用200μL的在1X  PBS中的2％

脱脂乳在37℃封闭1小时。将100μl培养上清液添加到含有LAM的ELISA板的对应孔中，并在

37℃孵育1小时。在另外的洗涤步骤后，添加AP缀合的小鼠抗人Fab抗体以检测结合的人抗

体。在37℃孵育半小时后，将100μL在DEA缓冲液中的AP底物添加ELISA孔中，并且通过测量

405nm处的吸光度比色测定反应性。

[0234] 仅在96孔的1个孔中检测到阳性信号(在1hr，OD为约1)，表明该样品中这些细胞的

稀有性。将来自阳性细胞的细胞以5‑10个细胞/孔的密度在96孔板的10个孔中再培养，并且

针对LAM的活性重新筛选。这导致约6个阳性孔(在1hr，OD为约1)，再次与LAM反应性细胞的

低频率一致，并且表明原始阳性孔仅含有单个LAM阳性B细胞克隆。将来自若干个阳性亚克

隆的细胞裂解并用于分离H链和L链的可变区，然后将这些可变区克隆到H链和L链表达载体

中。从这些孔中分离总共10种不同的VH和9种VL序列，并且然后通过在293细胞中转染各个

组合来测试这些序列的活性。在测试的90种组合中，只有重链(p9045‑IgG1‑VH)和轻链

(p9044‑Vk)的单个组合给出针对LAM的阳性信号。如制造商所述，通过在Expi‑292细胞中共

转染对应的重链和轻链质粒来表达抗体，并在无血清培养基中生长。将抗体通过在蛋白A珠

(用于IgG)或蛋白L珠(用于IgG)上的亲和层析纯化，并用低pH缓冲液洗脱。将纯化的抗体浓

缩并通过SS‑PAGE表征大小和纯度。

[0235] 2.分离和培养P30B9的IgM同种型

[0236] 从获自TB感染的患者TB‑314的培养的记忆B细胞中分离人单克隆抗LAM抗体

P30B9，同种型IgM。通过在ficoll梯度上离心从患者TB‑314的血液中分离PBMC，并如上所述

用来自Miltenyi的MACS人记忆B细胞分离试剂盒纯化约30 ,000个记忆B细胞。在IL‑21

(100ng/mL)、IL‑10(100ng/mL)、IL‑2(10ng/mL)、IL‑4(2ng/mL)、和CpG(1μM)、和通过ELISA

筛选结合H37Rv  ManLAM的细胞上清液的存在下，通过以400个细胞/孔接种在96孔板中生长

的单层MS40‑L细胞上培养纯化的记忆B细胞14天。将ManLAM以2μg/mL的浓度涂布在96孔

ELISA板的每孔50μL碳酸氢盐包被缓冲液中，并在4℃孵育过夜。将板用PBST(0.1％Tween 
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20在1X  PBS中)洗涤4次，并用100μL的在1X  PBS中的1％BSA在37℃封闭1小时。将50μL培养

上清液或稀释的抗体添加到含有LAM的ELISA板的对应孔中，并在37℃孵育1小时。在另外的

洗涤步骤后，添加AP缀合的山羊抗人IgG(H+L)‑抗体以检测结合的人抗体。在37℃孵育半小

时后，将50μl在DEA缓冲液中的AP底物添加ELISA孔中，并且通过测量405nm处的黄颜色测定

反应性。当用二级山羊抗人IgG、IgA、IgM、κ链试剂探测时，78个孔中只有1个给出阳性信号。

扩增后，将该孔针对BCL6和Bcl‑xL进行转导，通过自切割猪捷申病毒(teschovirus)‑1

(P2A)肽序列连接，并且然后通过IRES驱动GFP报告基因。这两个基因稳定记忆B细胞以进行

长期复制，并且即使在通过BCR的参与选择抗原阳性细胞后还允许培养细胞。逆转录病毒载

体用长臂猿白血病病毒(GaLV)包膜糖蛋白假型化，其中R肽从C末端TM结构域缺失。原代B细

胞的成功转导导致BCL‑6，Bcl‑xL和标记蛋白GFP的表达。通过在荧光显微镜下计数GFP阳性

293T细胞来确定病毒滴度。在聚凝胺/纤维连接蛋白存在下用逆转录病毒载体转导激活的B

细胞。

[0237] 进一步扩增后，在IL‑21(100ng/mL)和IL‑2(10ng/mL)存在下，将转导的细胞在有

限稀释度下传代培养。基于其强LAM结合活性和显微镜证明单个克隆的存在，选择板30上的

孔B9(P30B9)。P30B9上清液仅与涂布有H37Rv‑LAM的孔结合，而不与涂有衍生自耻垢分枝杆

菌或α晶状体蛋白的LAM的孔结合。裂解来自该孔的细胞，并且使用RNeasy  mini试剂盒

(Qiagen)分离RNA，然后使用上标III  cDNA合成系统(Invitrogen)用寡核苷酸(dT)进行

cDNA合成。通过使用Smith‑Tiller的引物扩增抗体重链和轻链可变区，并克隆到人重链和

轻链表达载体中。最初将重链可变区克隆到标准IgG载体中。然而，当与克隆到人κ链表达载

体中的轻链序列组合时，未检测到LAM结合活性。此时，在原始稳定转导的多克隆孔中产生

的ManLAM反应性抗体用同种型特异性试剂重新探测，并且发现仅为IgM。随后将P30B9  VH序

列克隆到IgM  H链恒定区表达载体中，并且在与对应的κ链共转染时获得良好的结合活性。

[0238] 3.表征A194‑01  IgG和P30B9  IgM以及针对LAM的鼠抗LAM抗体的表位特异性

[0239] A.为了定义被A194‑01  IgG和P30B9  IgM识别的表位，将所述抗体的结合活性与许

多针对一系列25个糖缀合物的鼠LAM特异性单克隆抗体(CS‑35、CS‑40、FIND25、FIND170和

由908.1代表的900个系列的单克隆抗体)的结合活性进行比较，在这些糖缀合物中代表LAM

中存在的不同结构的合成聚糖与牛血清白蛋白缀合(图4A)。它们的大小范围为从4到26个

碳水化合物环，并且代表了已知存在于各种分枝杆菌LAM中的结构基序的范围，分枝杆菌

LAM包括许多中用磷酸肌醇封端的或未封端的聚阿拉伯糖结构，α(1→2)‑连接的单Manp甘

露糖、二Manp甘露糖和三Manp甘露糖结构，和5‑脱氧‑5‑甲硫基戊呋喃糖基(MTX)基序和各

种封端的Ara4和Ara6结构。

[0240] 对于这些单克隆抗体，用该抗原组获得了六种不同的反应性模式(图4B)。通过滴

定曲线表明单克隆抗体对这些抗原的相对亲和力；高亲和力反应在中间稀释度下保持高反

应性，而反应性的快速下降表明低亲和力。对于小鼠mAb  CS‑35，观察到最广泛的模式，该小

鼠mAb  CS‑35与衍生自结核分枝杆菌的LAM和衍生自耻垢分枝杆菌的LAM以适度的亲和力进

行反应，并且识别含有基本Ara4和Ara6基序的封端的或未封端的结构，与该mAb对theβ‑D‑

Araf‑(1→2)‑α‑D‑Araf‑(1→5)‑α‑D‑Araf‑(1→5)‑α‑D‑Araf基序的已知特异性一致。

[0241] 人单克隆抗LAM抗体A194‑01  IgG还识别这些结构的大部分，并且在许多情况下具

有最强的亲和力。A109‑01  IgG与所有未封端的Ara4和Ara6结构以及与磷酸肌醇封端的
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Ara4结构强烈结合，并且与甘露糖封端的结构的子集强度较小结合。A109‑01  IgG与单甘露

糖封端的结构良好结合，但与二甘露糖和三甘露糖结构非常弱，尽管当存在MTX取代时，与

后者结构的反应性增强。900个系列小鼠单克隆抗体中的四种(由908.1代表的)与所有未封

端的Ara4和Ara6结构以相对弱的亲和力反应，但不与任何封端的结构反应。来自FIND的两

种小鼠单克隆抗体(FIND25，又称为KI25)与所有Ara6结构强烈结合，不管是否存在封端，但

不识别任何Ara4结构。已知与ManLAM特异性反应的CS‑40与衍生自结核分枝杆菌的LAM反应

微弱，并且优先与单甘露糖封端的Ara4和Ara6结构结合。

[0242] 人单克隆抗LAM抗体P30B9  IgM与衍生自结核分枝杆菌的ManLAM并且与二甘露糖

封端的Ara4和Ara6结构以高特异性强烈反应，并且与其他含甘露糖的结构以相当弱的活性

反应。该残余活性的可视化取决于测定条件，并且以某些测定形式(例如，图4b，图8)显示，

但以其他测定形式不显示(例如，图16，图18)。不希望受理论束缚，P30B9  IgM对二甘露糖封

端的结构的相对特异性具有潜在的临床相关性，因为已知来自结核分枝杆菌复合体的毒性

菌株的末端甘露糖基单元介导脂阿拉伯甘露聚糖与人巨噬细胞的结合，并且此外，已知二

甘露糖帽是衍生自结核分枝杆菌的LAM的主要修饰。

[0243] 当A104‑01  IgG和P30B9  IgM的表位特异性在针对更大的碳水化合物抗原组的微

阵列测定中进一步映射时，获得了类似的结果。该组包括若干种另外的多聚糖结构，这些多

聚糖结构被P30B9  IgM识别，但不被任何其他测试的抗体识别(图8)。这与二甘露糖封端的

Ara4和Ara6结构的P30B9  IgM偏好一致，特别是但不一定是含有与末端阿拉伯糖连接的

Man‑α(1→2)‑Man‑α(1→5)的那些。P30B9  IgM还与含有Man‑α(1→2)‑Man‑α(1→6)的五甘

露糖结构(59 .AS‑3‑71)强烈反应，但仅与含有Man‑α(1→3)‑Man‑α(1→6)的类似结构

(50.YB‑BSA‑18)弱反应。尽管它偏爱α(1→2)键，但P30B9  IgM不与AS‑2‑91反应，该AS‑2‑91

是含有Man‑α(1→2)键连同与第二甘露糖α(1→6)连接的另外的甘露糖的四甘露糖结构。不

希望受理论束缚，这表明P30B9的IgM同种型的特异性可能要求不含任何另外的取代的二甘

露糖基序的两种糖。

[0244] B.将映射这些单克隆抗体对LAM衍生的聚糖的优良的特异性的更精确的滴定证明

了末端β‑D‑Araf‑(1→2)‑α‑D‑Araf‑(1→5)二糖在Ara4结构抗体识别中的关键作用。Ara4

结构由β‑D‑Araf‑(1→2)‑α‑D‑Araf‑(1→5)‑α‑D‑Araf‑(1→5)‑α‑D‑Araf四糖组成，而Ara6

结构在第二糖处含有另外的β‑D‑Araf‑(1→2)‑α‑D‑Araf‑(1→3)二糖分支。单克隆抗体与

Ara4和Ara6结构结合，不依赖于甘露糖封端。所有三种单克隆抗体都与Ara4结构(YB‑8‑

099)以及与YB‑BSA‑03结合，对应于在还原端具有另外的α‑D‑Araf‑(1→5)糖的Ara4结构

(图9A)。然而，没有单克隆抗体与含有末端β‑D‑Araf‑(1→2)‑α‑D‑Araf‑(1→3)二糖的相关

的八糖(MJ‑LZ‑2)结合，对应于Ara6结构的下部分支。这表明Ara6结构的上部分支含有β‑D‑

Araf‑(1→2)‑α‑D‑Araf‑(1→5)键合，这些上部分支被单克隆抗体识别，而含有β‑D‑Araf‑

(1→2)‑α‑D‑Araf‑(1→3)二糖的下部分支没有。

[0245] 通过探测这些单克隆抗体和依赖于Ara6的FIND25抗体与含有截短形式的末端二

糖的三种相关聚α‑D‑Araf‑(1→5)结构的反应性来检查末端β‑D‑Araf‑(1→2)键在抗体识

别中作用(图9B)。所有三种结构还含有内部α‑D‑Araf‑(1→3)分支。YB‑BSA‑07以线性α‑D‑

Araf‑(1→5)结构结尾，并且与所有抗LAM抗体完全不反应。YB‑BSA‑09在两个较长分支的倒

数第二个糖处含有通过(1→3)分支附加的另外的α‑D‑Araf糖，类似于Ara6分支的结构。该
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结构仅被所测试的较高浓度的A194‑01的IgG同种型并且被CS‑35微弱地识别。YB‑BSA‑10在

每个分支处包括末端β‑D‑Araf‑(1→2)糖，在多糖的非还原末端处形成两个完整的Ara6结

构。所有单克隆抗体都识别该结构，其中相对结合强度与它们对天然LAM抗原的亲和力一

致。这些测定表明末端β‑D‑Araf‑(1→2)‑α‑D‑Araf‑(1→5)二糖是所有可用的阿拉伯糖反

应性LAM特异性单克隆抗体的关键组分。

[0246] C.结核分枝杆菌‑复合体的致病菌株如结核分枝杆菌和牛分枝杆菌与非致病性快

速增长的菌株如耻垢分枝杆菌之间的一个关键的区别是致病菌株上存在甘露糖封端的末

端。因此，对不同的甘露糖基化结构特异的单克隆抗体可用于结构研究和用于确定这些修

饰的功能贡献。在该研究中表征的两种单克隆抗体CS‑35和FIND25/170的活性完全不受甘

露糖帽存在或不存在的影响。另一方面，900个系列单克隆抗体的结合被任何种类的甘露糖

基化完全消除(图4)。

[0247] 另一方面，CS‑40仅与未修饰的Ara4聚糖(YB‑8‑099)弱结合，但与含有单甘露糖帽

的Ara4(YB‑8‑101)和Ara6(YB‑8‑149)结构强烈结合。该实验使用修饰的CS‑40，其中小鼠重

链结构域被人IgG1恒定序列取代，因为与图4中使用的天然小鼠抗体相比，这导致更敏感的

结合检测。与结核分枝杆菌LAM相比，CS‑40与未封端的阿拉伯呋喃糖结构的弱反应性反映

在其与耻垢分枝杆菌LAM的弱反应性中。α(1→4)连接的MSX糖与末端甘露糖(即，YB‑8‑141

和YB‑8‑149)的附接对结合亲和力没有影响，而产生二甘露糖帽的第二α(1→2)连接的甘露

糖(YB‑8‑111和YB‑8‑125)的附接完全消除了CS‑40的反应性(图16)。

[0248] A194‑01具有更复杂的反应模式。A194‑01与未封端的阿拉伯呋喃糖基侧链以及与

单甘露糖封端的Ara4(YB‑8‑101)和Ara6(YB‑8‑123)结构强烈结合，但该mAb与二甘露糖封

端的Ara4(YB‑8‑111)仅微弱反应，并且与三甘露糖封端的Ara4(YB‑8‑113)反应甚至更差，

并且对于二甘露糖封端的Ara6(YB‑8‑125)几乎完全没有反应。如对于CS‑40所见，对单甘露

糖结构(YB‑8‑141、YB‑8‑149)的MTX取代没有抑制A104‑01的结合，并且特别感兴趣的是，

MSX添加显著提高了对二甘露糖和三甘露糖封端的Ara4结构(YB‑8‑133、YB‑8‑143)的识别。

与P30B9对ManLAM的高选择性一致，mAb与二甘露糖封端的Ara4(YB‑111)和Ara6(YB‑8‑125)

结构特异性结合。与MSX取代对CS‑40和A194‑01的结合的良性或有益作用相反，该取代导致

P30B9的反应性完全丧失，如添加另外的甘露糖以形成三甘露糖封端的结构一样。这些结果

表明，不同的单克隆抗体识别LAM结构的不同区域和结构方面，其中一些仅与阿拉伯呋喃糖

侧链结合，而另一些结合对于封端基序具有不同水平的特异性。

[0249] 比较代表性糖缀合物的Ara6反应性抗体的相对结合特异性和亲和力(图11)。总体

模式与天然抗原PILAM和ManLAM(图3)和针对糖缀合物的初步滴定(图4)获得的模式一致。

人A194‑01  IgG对所有未封端的结构以及对经MSX取代的Ara6‑单甘露糖结构(YB‑8‑149)具

有更高的相对亲和力，与具有单一甘露糖帽的Ara6结构以同等的亲和力反应，但没有识别

具有二甘露糖或三甘露糖帽的结构。FIND25与具有标准Ara6结构的所有结构以与CS‑35相

似或略高的亲和力结合，二者都处于封端形式或未封端形式，但是不结合两种结构(YB‑

BSA‑06和YB‑BSA‑08)，其中这些分支中的一个在非还原端延伸远离分支点。908.1与所有未

封端的结构以较弱亲和力结合，包括后两者，但不识别任何甘露糖封端的结构4。

[0250] 涉及抗LAM单克隆抗体A的竞争研究，综述

[0251] 通过ELISA滴定单个抗体竞争生物素化的探针mAb与LAM结合的能力。抗LAM抗体中
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四种(A194‑01、CS‑35、FIND25和P30B9)的典型竞争曲线示于图16中。正如预期的那样，生物

素化的抗体都被过量的其未标记的版本所竞争。如果有的话，小鼠抗LAM抗体908.6与其他

抗体的竞争很差。这在一定程度上归因于该抗体的弱亲和力，但还反映了与未封端结构的

908.6结合的限制，并且表明封端的结构是被CS‑35和FIND25识别的ManLAM中的主要靶标。

[0252] 与其广泛的反应性一致，CS‑35完全竞争所有探针抗体的结合，尽管它与生物素化

A194‑01的竞争自身不如A194‑01强，但与CS‑35对LAM的亲和力较低一致。尽管CS‑35完全与

生物素化的FIND25竞争，但FIND25仅部分地与标记的CS‑35竞争(最大竞争的约74％)，而与

A194‑01的竞争甚至更低(约50％)。不希望受理论束缚，该结果可能反映了被A194‑01和CS‑

35识别而不被FIND25识别的Ara4结构的存在，该FIND25仅与Ara6基序结合。FIND25与大多

数CS‑35结合竞争的事实表明Ara6结构比Ara4结构更常见。尽管A194‑01具有很强的亲和

力，但它只能与自身竞争，不会与CS‑35或FIND25竞争，进一步表明被后两种抗体识别的LAM

中的靶标主要被A194‑01未识别的结构(例如二甘露糖和三甘露糖封端的结构)组成。与该

结果相反，A194‑01确实完全有效地竞争FIND25与非甘露糖基化的PILAM的结合，这与在

ManLAM中缺乏竞争的情况下Ara6结构的有效甘露糖封端的作用一致。

[0253] 使用抗体P30B9的竞争研究进一步支持了以下结论：ManLAM中的绝大多数Ara6结

构被二甘露糖封端，并且大部分二甘露糖帽驻留在Ara6结构上。P30B9与FIND25竞争与

ManLAM的约70％的结合并且与CS‑35竞争与ManLAM的约80％的结合，证实被这些小鼠mAb识

别的大多数结构也被P30B9识别。P30B9与ManLAM的结合被自身，以及被CS‑35和FIND25有效

竞争FIND25对P30B9的竞争水平接近100％，表明基本上所有依赖于二甘露糖的P30B9结合

位点都位于Ara6位点，而Ara4结构上很少。正如预期的那样，A194‑01对P30B9与ManLAM的结

合竞争非常差，并且908.7完全没有竞争，与这些抗体对二聚糖封端的结构的不良识别一

致。后者抗体不能有效竞争P30B9的结合，证实该效应需要竞争性mAb与探针mAb结合相同的

分支，并且与位于相同分子的相邻分支上的异源表位的结合不会导致有效竞争。

[0254] B.通过竞争测定的相对A194‑01  IgG和P30B9  IgM亲和力

[0255] 映射单个单克隆抗LAM抗体(包括A194‑01的IgG同种型和P30B9的IgM同种型)与特

定的聚糖结构的反应性允许通过抗体竞争研究表征LAM中所述特定聚糖结构的分布(图

10)。这些竞争测定假设为了使一种抗体竞争第二种(生物素化的，在它们来自相同物种的

情况下)抗体的结合，两种表位必须在天然分子中彼此非常接近，可能，但不一定，在相同或

相邻的阿拉伯聚糖分支上。这种模型得到了不对称竞争模式的支持，其中例如，结合未封端

的、单甘露糖基化的和MSX取代的Ara4和Ara6结构二者的生物素化的IgG  A194‑01被自身以

及被A194‑01的工程化变体和/或衍生物有效竞争，但是仅部分被鼠单克隆抗体FIND25，鼠

单克隆抗体FIND25仅结合Ara6结构。另一方面，结合所有Ara4和Ara6结构的鼠单克隆抗体

CS‑35给出更完全的竞争，尽管效率较低，可能是由于其相对低的亲和力。

[0256] 这些测定的结果揭示了一些令人惊讶和意想不到的性质。例如，与所有二甘露糖

封端的ManLAM结构结合的P30B9的IgM同种型被自身、CS‑35和FIND170强烈且完全竞争。不

希望受理论束缚，鼠单克隆抗LAM抗体FIND25对P30B9的有效竞争表明天然LAM中的二甘露

糖封端的结构主要定位于被FIND抗体识别的Ara6结构，并且在Ara4结构上没有明显表达。

这提高了能够靶向并特异性结合二甘露糖封端的Ara6残基的重要性，因为二甘露糖封端被

认为是在结核分枝杆菌‑复合体的毒性菌株中发现的LAM的主要形式。生物素化的FIND25被

说　明　书 40/45 页

43

CN 110092830 B

43



A194‑01的工程化变体IgM同种型高效的竞争进一步证明甘露糖基化结构被A194‑01的IgM

同种型的识别的增加。

[0257] C.A194‑01  IgG和P30B9  IgM以及鼠抗LAM抗体对ManLAM和PILAM的竞争研究

[0258] 使用不同抗LAM单克隆抗体之间的结合竞争测定来分析LAM中各种结构形式的分

布。A194‑01的IgG同种型识别未修饰的Ara4和Ara6侧链或含有单个甘露糖帽的链，但不与

具有二甘露糖或三甘露糖封端基序的侧链结合。两种FIND鼠抗体与所有形式的Ara6反应，

但不与任何Ara4结构反应。P30B9  IgM对于含有二甘露糖帽的Ara4和Ara6结构是相对特异

的。

[0259] 与具有增加的化合价的A194‑01构建体的反应性的扩大一致，这些构建体在抗体

竞争活性中表现出增加的效力。当测试竞争生物素化的A194‑01  IgG与ManLAM结合的能力

时，十聚体A194‑01  IgM和四聚体scFv‑IgG变体比A194‑01  IgG同种型自身竞争更有效(图

11)，因此表示增加潜在的治疗和诊断效用，而单体Fab和scFv形式竞争不太有效(图1)。

A194‑01的二聚体scFv工程化变体和/或衍生物与A194‑01  IgG同种型等同竞争。

[0260] 当将A194‑01的工程化变体和/或衍生物的表位特异性与A194‑01  IgG的表位特异

性进行比较时，观察到它们具有更宽的反应性(图14)。然而IgG同种型与经二甘露糖(YB‑8‑

123、YB‑8‑125)和经三甘露糖(YB‑BSA‑113、YB‑BSA‑13)取代的结构没有明显的结合，但IgM

识别这些结构，并且scFv‑IgG形式对这些结构中的一些也具有增加的活性。因为二甘露糖

封端，以及尤其是二甘露糖封端的Ara6，是毒性结核分枝杆菌中的主要LAM基序，这表明这

些工程形式的A194‑01在治疗和诊断应用中的潜在增强效用。

[0261] 未标记的A194‑01  IgG竞争生物素化的A194‑01  IgG与衍生自结核分枝杆菌

(ManLAM)(图12A)或耻垢分枝杆菌(PILAM)(图12D)的LAM的结合，而鼠单克隆抗体FIND170

和P30B9不是能够竞争A194‑01与任一抗原的结合(图12A、图12D)。这与被A194‑01  IgG同种

型识别的但不被对Ara6特异的FIND170或P30B9  IgM识别的Ara4结构的主要识别一致，取决

于二甘露糖封端残基。类似地，A194‑01不竞争生物素化的FIND25(图12B)或P30B9  IgM(图

12C)与ManLAM的结合，与这些抗体的不同表位特异性一致。与A194‑01  IgG不能竞争FIND25

与ManLAM的结合相反，A194‑01  IgG与FIND25竞争与PILAM的约90％的结合(图12E)，与

PILAM中已知的甘露糖封端不存在以及与A194‑01对未封端的Ara4和Ara6结构的高亲和力

一致。

[0262] 与被A194‑01  IgG的低效竞争相反，P30B9  IgM与FIND25竞争约80％的结合，并且

FIND170几乎完全竞争P30B9的结合(图12B、图12C)。这强烈表明，被FIND鼠抗体识别的绝大

多数Ara6结构具有二甘露糖帽，并且因此还被P30B9  IgM识别，并且被P30B9识别的大多数

二甘露糖封端的结构存在于Ara6结构上。这表明二甘露糖封端的Ara6是来自毒性结核分枝

杆菌的LAM基序中的主要免疫基序。

[0263] D.另外的竞争研究

[0264] 进行了另外的竞争研究以突出LAM是具有未定义异质性的复合抗原的事实。LAM反

应性单克隆抗体的不同表位特异性的定义允许使用结合竞争测定来检查天然LAM中各种表

位的分布。通过ELISA滴定单个抗体竞争生物素化的探针单克隆抗体与LAM和合成糖缀合物

结合的能力。三种单克隆抗LAM抗体A194‑01  IgG、CS‑35和FIND25的典型竞争曲线示于图

13A中。生物素化的探针单克隆抗体当以大量过剩存在时被其未标记的形式竞争。如果有的
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话，鼠单克隆抗体908.6与其他抗体的竞争很差。这在一定程度上归因于该抗体的弱亲和

力，但还反映了与未封端结构的908.6结合的限制，并且进一步表明甘露糖封端的结构是被

CS‑35和FIND25识别的ManLAM中的主要靶标。与其广泛的反应性一致，CS‑35竞争生物素化

的A194‑01  IgG的结合，尽管效率低于A194‑01  IgG自身，与A104‑01  IgG对LAM的更高亲和

力一致。CS‑35还完全与生物素化的FIND25竞争，然而FIND25仅部分地与标记的CS‑35竞争

(最大竞争的约74％)，而与A194‑01  IgG的竞争甚至更低(约50％)。该结果可能反映了被

A194‑01  IgG和CS‑35识别而不被FIND25识别的Ara4结构的存在，该FIND25仅与含有Ara6骨

架的结构结合。尽管A194‑01  IgG与LAM具有整体高度亲和力，但它仅与自身竞争，但不与

CS‑35或FIND25竞争。这表明被鼠单克隆抗体识别的LAM中的位点被二甘露糖和三甘露糖封

端的结构支配，这些结构不被A194‑01  IgG识别。

[0265] 使用与二甘露糖封端的ManLAM特异性结合的P30B9  IgM的另外竞争研究进一步支

持了临床上显著的结论，将ManLAM中的绝大多数Ara6结构用二甘露糖封端，并且大部分二

甘露糖帽驻留在结核分枝杆菌衍生的ManLAM中的Ara6结构上。P30B9  IgM与FIND25竞争与

ManLAM的约80％的结合(图13B)，与被FIND25识别的也被P30B9  IgM识别的大多数Ara6结构

一致。由于PILAM中缺乏甘露糖基化，P30B9  IgM不竞争FIND25与PILAM的结合，与PILAM中

P30B9二甘露糖表位的不存在一致。此外，A194‑01  IgG不竞争FIND25与ManLAM的结合，再次

与具有二甘露糖帽的大多数Ara6结构一致，这些帽不被A194‑01  IgG识别。确认甘露糖基化

在该作用中的作用，A194‑01  IgG非常有效地竞争FIND25与PILAM的结合，与A194‑01对

PILAM的高亲和力和该抗原中不存在甘露糖封端一致。

[0266] 生物素化的P30B9  IgM结合的竞争数据进一步支持了这一结论。生物素化的P30B9 

IgM的结合被自身以及以与CS‑35和FIND25同等的效率最有效地竞争，但是被A194‑01  IgG

仅微弱且不完全地竞争(图13C)。FIND25的竞争水平接近100％，表明基本上所有依赖于二

甘露糖的P30B9  IgM结合位点都位于Ara6结构。与此解释一致，CS‑35还竞争P30B9与二甘露

糖封端的Ara4(YB‑8‑111)和二甘露糖封端的Ara6(YB‑8‑125)的结合，然而FIND170仅竞争

后一种抗原，并且A194‑01  IgG对两者都不竞争。ManLAM和同源YB‑8‑125糖缀合物的竞争曲

线之间的一般相似性表明竞争结果与单个碳水化合物侧链上相关表位的存在或不存在相

关，并且表明由于抗体与更远的异源位点结合而产生的空间效应在竞争中几乎没有任何作

用。

[0267] 一个令人惊讶和意想不到的结果是A194‑01  IgG相对CS‑35和FIND25之间完全缺

乏竞争。由于CS‑35对所有A194‑01  IgG靶标的识别，预期CS‑35竞争A194‑01  IgG与ManLAM

结合的能力，与A194‑01  IgG自身相比，CS‑35的竞争效率较低与这些抗体对ManLAM的相对

亲和力一致(图3)。类似地，FIND25对A194‑01  IgG结合的不完全竞争可以通过前者识别的

Ara4靶标的存在而不是后一种抗体的存在来解释。

[0268] CS‑35和FIND170对生物素化P30B9  IgM结合的有效和完全竞争表明被P30B9  IgM

识别的二甘露糖帽几乎完全存在被FIND  mAb识别的Ara6结构，其具有临床和诊断意义。这

得到了P30B9  IgM对FIND25的结合的相对有效竞争的支持，其阻断了FIND25与ManLAM的约

80％的结合活性，但对PILAM没有影响。这强烈表明，被FIND25识别的ManLAM中约80％的

Ara6位点含有二甘露糖帽，并且基本上所有的二甘露糖帽都存在于Ara6上，而不存在于

Ara4结构上。结合A194‑01  IgG不能与CS‑35或FIND25竞争，这些结果表明，经二甘露糖取代
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的Ara6是衍生自结核分枝杆菌的ManLAM的主要免疫原性结构，并且因此代表了非常重要的

抗原靶标。

[0269] 对患者血浆中LAM特异性抗体应答的研究表明，该应答受针对线性Ara4/Ara6结构

的IgG2同种型的支配，与映射无关。P30B9  IgM被对对阿拉伯呋喃糖依赖性表位(如CS‑35和

FIND25)特异的IgG单克隆抗LAM抗体的有效竞争表明针对在患者血浆中此类表位的主要

IgG2应答也将竞争二甘露糖依赖性的任何可以较低滴度产生的ManLAM特异性抗体。因此，

即使后一类抗体可能具有更有效的抗细菌活性，这些作用可能受限于针对患者血清中存在

的阿拉伯糖依赖性表位的主要非功能性IgG2抗体对结合的竞争。不希望受理论束缚，主要

的体液反应实际上可以保护细菌免受稀有抗体(例如多价抗体像P30B9  IgM，或A194‑01的

工程化变体和/或衍生物，例如可提供针对感染和致病性的免疫控制的五价IgM同种型或四

价scFv‑IgG)的潜在影响。

[0270] 5.化合价对A194‑01结合的影响

[0271] 发现二甘露糖反应性P30B9对其IgM同种型的依赖性的反应性表明多价可以促成

抗体对LAM的亲和力。不希望受理论束缚，这表明单个LAM分子具有多个抗体结合位点或表

位，与已知的分支结构和LAM的复杂性一致，并且表明具有更高化合价的抗体能够与更多的

二价抗体结合，从而产生更大的亲和力。使用生物素化的A194‑01  IgG作为靶标，在结合竞

争测定中，针对人单克隆抗体A194‑01的各种工程化变体和/或衍生形式和/或同种型，检查

抗体化合价对与LAM的结合效率的影响。抗体形式包括单价单链scFv(其中VH和VL区通过柔

性肽接头连接)、单价Fab蛋白、二聚体scFv蛋白(其中两个scFv结构域通过柔性接头连接)、

天然二聚体IgG(图1A)、和两种更高化合价形式(四价A194‑01  scFv‑IgG和五价(结合位点

的十价)IgM同种型)(图1B)。将完整的二价IgG转化为单价Fab导致非常大的结合活性的丧

失，其中与针对自身的IgG相比，竞争生物素化的A194‑01IgG的50％结合活性所需的浓度增

加>100倍(图1C)。单链还竞争效率低下，其中活性减少了33倍。另一方面，scFv二聚体以与

A194‑01的IgG同种型相似的效率竞争。不希望受理论束缚，这表明二价形式的A194‑01与

LAM的有效结合需要将两个结合位点附接到单个抗原分子中的相邻靶标上。更高化合价形

式在摩尔基础上更有效地竞争。这可能仅仅是由于存在另外的结合位点，但还可能反映了

更高化合价形式的增加的亲和力。

[0272] 将A194‑01的四聚体scFv‑IgG变体和/或衍生物与A194‑01的十聚体IgM同种型的

特异性与针对上述合成糖缀合物组的A194‑01的IgG同种型的特异性进行比较(图14)。这揭

示了工程化的scFv‑IgG变体和工程化的IgM同种型与IgG同种型仅弱识别或根本不识别的

一些聚糖具有更广泛的反应性。在二甘露糖封端的结构(YB‑8‑111、YB‑8‑125、YB‑8‑133)的

情况下并且在一些三甘露糖封端的结构(YB‑8‑113、YB‑8‑143、YB‑BSA‑13)的情况下，看到

增强的结合，其中A194‑01的工程化IgM同种型具有最广泛的反应性小组。鉴于二甘露糖封

端的重要性，这具有显著的诊断和治疗潜力。有趣的是，针对具有缺失末端β‑D‑Araf‑(1→

2)键(YB‑BSA‑09)的阿拉伯糖结构的A194‑01  IgM同种型，看到增强的反应性，该阿拉伯糖

结构没有被任何所测试的单克隆抗LAM抗体识别。不希望受理论束缚，这表明增加的化合价

导致A194‑01的IgM同种型对其含基本阿拉伯糖的表位的亲合力增强，到了终端取代的抑制

作用被克服的程度。

[0273] 通过针对ManLAM或PILAM的相互结合竞争实验进一步分析A194‑01  IgG和A194‑01
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的工程化IgM和scFv‑IgG形式的反应性特征。然而所有三种形式交叉竞争生物素化抗体与

PILAM的结合以及A194‑01  IgG与ManLAM的结合，只有较高化合价的scFv‑IgG和IgM形式的

A194‑01与修饰的抗体与ManLAM的结合有效竞争。竞争活性的这些差异与工程化形式的更

广泛的结合特征一致，并且表明它们与LAM上未被IgG形式识别的位点结合。

[0274] 这一结论得到了相互竞争研究的进一步支持，其中A194‑01的不同同种型竞争生

物素化的FIND25  IgG和P30B9  IgM与ManLAM的结合。然而A194‑01  IgG不竞争P30B9  IgM和

FIND25与ManLAM的结合，但scFv‑IgG和IgM形式的A194‑01几乎完全竞争这两种单克隆抗体

的结合(图15A、图15B)。如所预期的，所有三种形式的A194‑01竞争FIND25与PILAM的结合

(图15C)，与PILAM中甘露糖基化的不存在一致。这种增强的活性表明这些修饰将增强该抗

体用于免疫诊断应用的潜在效用，并且还可以增加这些试剂作为免疫治疗目的的有效性。

[0275] 实例2‑分离和表征对结核分枝杆菌的糖脂特异的新颖的人单克隆抗体‑分离对

LAM和PIM6共有的表位特异的第一mAb。

[0276] 通过筛选与来自患有潜伏性结核感染(LTBI)的患者的ManLAM的反应性，从单个B

细胞克隆中分离P95C1抗体重链和轻链。P95C1是IgM同种型抗体，其与ManLAM和PILAM结合。

这通过糖缀合物结合研究显示，表明P95C1不与任何表达各种阿拉伯糖侧链的分子结合，所

述侧链未封端或用各种甘露糖结构封端。唯一被识别的结构是两个具有结构基序的多聚糖

结构，这些结构基序存在于甘露聚糖基中，在PIM6和各种LAM之间是保守的(图18(A)、图18

(B)、图18(C))。通过蛋白质印迹测定证实该LAM‑PIM6交叉反应性，显示出A194‑01和P30B9

仅与LAM结合，P95C1也与LAM前体糖脂分子(LM和PIM6)反应(图20(A)、图20(B))。

[0277] 尽管P95C1与P30B9一样，天然表达为IgM，但与P30B9相反，它当转化为IgA或IgG同

种型时保留了反应性(图19)。这可能反映了LAM分子的甘露聚糖区域中表位或其位置的性

质，或者可能与P95C1可变区中更高数量的突变有关，与更成熟的抗体序列一致。P95C1重链

和轻链的可变区分别从其最近种系抗体序列中具有19和13个氨基酸点突变。

[0278] 最近已经表明，患有潜伏性疾病的个体产生的抗体在促进吞噬溶酶体融合炎症小

体激活和内化分枝杆菌的巨噬细胞杀伤方面在功能上优于患有活动性结核病产生的抗体

(Lu等人，2016)。因此，感兴趣的是，P95C1从LTBI患者中分离，并且它在其可变区比P30B9和

另外两种LAM特异性mAb具有更多的突变，该另外两种LAM特异性mAb分离自具有不同ManLAM

表位特异性的相同LTBI患者。

[0279] 关于针对结核分枝杆菌感染的人体液免疫应答的性质知之甚少。尽管众所周知，

结核分枝杆菌的表面糖脂有助于抑制巨噬细胞和树突状细胞的活性，但是关于甘露糖封端

的脂阿拉伯甘露聚糖(ManLAM)或磷脂酰肌醇甘露糖苷6(PIM6)是否是结核分枝杆菌的主要

免疫抑制表面组分，存在矛盾的信息。ManLAM对PIM6的纯化制剂的常见污染进一步加剧了

这个问题，反之亦然。解决该问题的一种方法是测试对这两种调节剂特异的抗体抑制这些

抑制活性的能力。然而，由于对这两种抗原特异的充分表征的抗体的不存在，这是不可能

的。迄今为止，还没有报道识别PIM6的抗体，并且本发明描述了识别PIM6的第一种高亲和力

mAb。PIM(PIM2和PIM4)是ManLAM的前体，并且ManLAM的甘露聚糖结构域与PIM6的多甘露糖

结构之间存在一些结构关系。

[0280] 抗体可以两种方式发挥其功能：1)通过直接阻断宿主细胞的侵袭和中和细菌产

物，2)间接通过Fc介导的补体和通过Fc受体的细胞激活机制。抗体介导的效应子功能受抗
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体同种型的极大影响。最近的一项研究显示人同种型依赖性抑制抗体对结核分枝杆菌的应

答，并证明对不同结核分枝杆菌表面抗原特异的IgA而非IgG抗体可以阻断肺上皮细胞对结

核分枝杆菌的摄取，而与IgA  Fc受体的表达无关。为了测试P95C1同种型对LAM结合的影响，

用CH‑IgA和CH‑IgG替换P95C1‑IgM重链的恒定区以产生P95C1‑IgA和P95C1‑IgG。P95C1同种

型(IgM、IgA、IgG)与ManLAM和PILAM的结合亲和力是相当的(图19)。

[0281] 其他实施例

[0282] 可以在部分或全部抗体、组合物、试剂盒和方法中进行任何改进。本文引用的所有

参考文献，包括出版物、专利申请和专利均通过援引并入本文。本文提供的任何和所有实例

或示例性语言(例如“例如”)的应用旨在说明本发明，而不对另外要求保护的本发明范围做

出限制。本文关于本发明的或优选实施例的性质或益处的任何陈述并非旨在进行限制，并

且所附权利要求不应被视为受这些陈述的限制。更一般地，说明书中的语言不应当被解释

为指示任何未要求保护的要素为实践本发明所必需的。本发明包括如适用法律允许的本文

所附权利要求中所述主题的所有变更和等效物。此外，在所有可能的变体中上述元件的任

何组合涵盖于本发明中，除非本文另外说明或另外与上下文明显矛盾。
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