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1.分离的单克隆抗体，其中所述抗体结合至活化蛋白 C 并抑制抗凝活性、但对未活化

蛋白 C 具有最低结合，其中所述抗体包含含有选自 SEQ ID NOs ：14、15、17、18、19、21、22、

23、109、111、113、115、117 以及 119 的氨基酸序列的重链可变区。

2.分离的单克隆抗体，其中所述抗体结合至活化蛋白 C 并抑制抗凝活性、但对未活化

蛋白C具有最低结合，其中所述抗体包含含有选自SEQ ID NOs ：4、5、7、8、9、11、12、13、108、

110、112、114、116 以及 118 的氨基酸序列的轻链可变区。

3.如权利要求 1的分离的单克隆抗体，其进一步包含含有选自 SEQ ID NOs ：4、5、7、8、

9、11、12、13、108、110、112、114、116 以及 118 的氨基酸序列的轻链可变区。

4.如权利要求 3的分离的单克隆抗体，其中所述抗体包含含有下列的重链与轻链可变

区：

a) 重链可变区，其含有 SEQ ID NO ：14 的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有 SEQ ID 

NO ：4 的氨基酸序列；

b) 重链可变区，其含有 SEQ ID NO ：15 的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有 SEQ ID 

NO ：5 的氨基酸序列；

c) 重链可变区，其含有 SEQ ID NO ：17 的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有 SEQ ID 

NO ：7 的氨基酸序列；

d) 重链可变区，其含有 SEQ ID NO ：18 的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有 SEQ ID 

NO ：8 的氨基酸序列；

e) 重链可变区，其含有 SEQ ID NO ：19 的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有 SEQ ID 

NO ：9 的氨基酸序列；

f) 重链可变区，其含有 SEQ ID NO ：21 的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有 SEQ ID 

NO ：11 的氨基酸序列；

g) 重链可变区，其含有 SEQ ID NO ：22 的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有 SEQ ID 

NO ：12 的氨基酸序列；

h) 重链可变区，其含有 SEQ ID NO ：23 的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有 SEQ ID 

NO ：13 的氨基酸序列；

i)重链可变区，其含有SEQ ID NO ：109的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有SEQ ID 

NO ：108 的氨基酸序列；

j)重链可变区，其含有SEQ ID NO ：111的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有SEQ ID 

NO ：110 的氨基酸序列；

k)重链可变区，其含有SEQ ID NO ：113的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有SEQ ID 

NO ：112 的氨基酸序列；

l)重链可变区，其含有SEQ ID NO ：115的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有SEQ ID 

NO ：114 的氨基酸序列；

m)重链可变区，其含有SEQ ID NO ：117的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有SEQ ID 

NO ：116 的氨基酸序列；以及

n)重链可变区，其含有SEQ ID NO ：119的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有SEQ ID 

NO ：118 的氨基酸序列。

5.分离的单克隆抗体，其中所述抗体结合至活化蛋白 C 并抑制抗凝活性、但对未活化
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蛋白 C 具有最低结合，其中所述抗体包含含有选自 SEQ ID NOs ：94、95、97、98、99、101、102

以及 103 的氨基酸序列的 CDR3。

6.如权利要求5的分离的单克隆抗体，其中所述抗体进一步包含：(a)含有选自SEQ ID 

NOs ：74、75、77、78、79、81、82 以及 83 的氨基酸序列的 CDR1，(b) 含有选自 SEQ ID NOs ：84、

85、87、88、89、91、92以及93的氨基酸序列的CDR2，或(c)含有选自SEQ ID NOs ：74、75、77、

78、79、81、82 以及 83 的氨基酸序列的 CDR1 以及含有选自 SEQ ID NOs ：84、85、87、88、89、

91、92 以及 93 的氨基酸序列的 CDR2 两者。

7.分离的单克隆抗体，其中所述抗体结合至活化蛋白 C 并抑制抗凝活性、但对未活化

蛋白 C具有最低结合，其中所述抗体包含含有选自 SEQ ID NOs ：64、65、67、68、69、71、72 以

及 73 的氨基酸序列的 CDR3。

8.如权利要求7的分离的单克隆抗体，其中所述抗体进一步包含：(a)含有选自SEQ ID 

NOs ：44、45、47、48、49、51、52 以及 53 的氨基酸序列的 CDR1，(b) 含有选自 SEQ ID NOs ：54、

55、57、58、59、61、62以及63的氨基酸序列的CDR2，或(c)含有选自SEQ ID NOs ：44、45、47、

48、49、51、52 以及 53 的氨基酸序列的 CDR1 以及含有选自 SEQ ID NOs ：54、55、57、58、59、

61、62 以及 63 的氨基酸序列的 CDR2 两者。

9.如权利要求 5 的分离的单克隆抗体，其中所述抗体进一步包含含有选自 SEQ ID 

NOs ：64、65、67、68、69、71、72 以及 73 的氨基酸序列的 CDR3。

10.如权利要求 9 的分离的单克隆抗体，其中所述抗体进一步包含：(a) 含有选自 SEQ 

ID NOs ：74、75、77、78、79、81、82 以及 83 的氨基酸序列的 CDR1，(b) 含有选自 SEQ ID NOs ：

84、85、87、88、89、91、92 以及 93 的氨基酸序列的 CDR2，(c) 含有选自 SEQ ID NOs ：44、45、

47、48、49、51、52以及 53的氨基酸序列的 CDR1，以及 (d)含有选自 SEQ ID NOs ：54、55、57、

58、59、61、62 以及 63 的氨基酸序列的 CDR2。

11.如权利要求 4的抗体，其中所述抗体包含含有下列的重链与轻链可变区：

a)轻链可变区，其包含含有SEQ ID NOs ：44、54与 64的氨基酸序列；以及重链可变区，

其包含含有 SEQ ID NOs ：74、84 与 94 的氨基酸序列；

b)轻链可变区，其包含含有SEQ ID NOs ：45、55与 65的氨基酸序列；以及重链可变区，

其包含含有 SEQ ID NOs ：75、85 与 95 的氨基酸序列；

c)轻链可变区，其包含含有SEQ ID NOs ：47、57与 67的氨基酸序列；以及重链可变区，

其包含含有 SEQ ID NOs ：77、87 与 97 的氨基酸序列；

d)轻链可变区，其包含含有SEQ ID NOs ：48、58与 68的氨基酸序列；以及重链可变区，

其包含含有 SEQ ID NOs ：78、88 与 98 的氨基酸序列；

e)轻链可变区，其包含含有SEQ ID NOs ：49、59与 69的氨基酸序列；以及重链可变区，

其包含含有 SEQ ID NOs ：79、89 与 99 的氨基酸序列；

f)轻链可变区，其包含含有SEQ ID NOs ：51、61与 71的氨基酸序列；以及重链可变区，

其包含含有 SEQ ID NOs ：81、91 与 101 的氨基酸序列；

g)轻链可变区，其包含含有SEQ ID NOs ：52、62与 72的氨基酸序列；以及重链可变区，

其包含含有 SEQ ID NOs ：82、92 与 102 的氨基酸序列；以及

h)轻链可变区，其包含含有SEQ ID NOs ：53、63与 73的氨基酸序列；以及重链可变区，

其包含含有 SEQ ID NOs ：83、93 与 103 的氨基酸序列。
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12.如权利要求 4的分离的单克隆抗体，其进一步包含一个或多个氨基酸修饰。

13.如权利要求 11 的分离的单克隆抗体，其进一步包含一个或多个氨基酸修饰。

14.分离的单克隆抗体，其中所述抗体结合至活化蛋白 C且抑制抗凝活性、但对未活化

蛋白C具有最低结合，其中所述抗体包含含有SEQ ID NO ：8的氨基酸序列的轻链可变区，其

中所述氨基酸序列包含一个或多个氨基酸修饰。

15.如权利要求 13 的分离的单克隆抗体，其中所述修饰为置换。

16.如权利要求 14 的分离的单克隆抗体，其中所述置换选自下列的位置：A10、T13、

G52、N53、N54、R56、P57、S58、S78、R81、S82、Q91、Y93、S95、S96、L97、S98、G99、S100 以及

V101。

17.如权利要求 15 的分离的单克隆抗体，其中所述置换选自下列：A10V、T13A、G52S、

G52Y、G52H、G52F、N53G、N54K、N54R、R56K、P57G、P57W、P57N、S58V、S58F、S58R、S78T、R81Q、

S82A、Q91R、Q91G、Y93W、S95F、S95Y、S95G、S95W、S95E、S96G、S96A、S96Y、S96W、S96R、L97M、

L97G、L97R、L97V、S98L、S98W、S98V、S98R、G99A、G99E、S100A、S100V、V101Y、V101L 以及

V101E。

18.分离的单克隆抗体，其中所述抗体结合至活化蛋白 C且抑制抗凝活性、但对未活化

蛋白 C具有最低结合，其中所述抗体包含含有 SEQ ID NO ：18 的氨基酸序列的重链可变区，

其中所述氨基酸序列包含一个或多个氨基酸修饰。

19.如权利要求 18 的分离的单克隆抗体，其中所述修饰为置换。

20.如权利要求 19 的分离的单克隆抗体，其中所述置换选自 N54 以及 S56 的位置。

21.如权利要求 20 的分离的单克隆抗体，其中所述置换选自下列：N54G、N54Q、N54A、

S56A 以及 S56G。

22.分离的单克隆抗体，其中所述抗体结合至活化蛋白 C且抑制抗凝活性、但对未活化

蛋白 C具有最低结合，其中所述抗体包含含有 SEQ ID NO ：12 的氨基酸序列的轻链可变区，

其中所述氨基酸序列包含一个或多个氨基酸修饰。

23.如权利要求 22 的分离的单克隆抗体，其中所述修饰为置换。

24.如权利要求 23 的分离的单克隆抗体，其中所述置换选自下列的位置：T25、D52、

N53、N54、N55、D95、N98 以及 G99。

25.如权利要求 24 的分离的单克隆抗体，其中所述置换选自下列：T25S、D52Y、D52F、

D52L、D52G、N53C、N53K、N53G、N54S、N55K、D95G、N98S、G99H、G99L 以及 G99F。

26.结合至人活化蛋白 C( 人 aPC，SEQ ID NO ：3) 的表位的分离的单克隆抗体，其中所

述表位包含来自人 aPC 重链的残基。

27.结合至人活化蛋白 C( 人 aPC，SEQ ID NO ：3) 的表位的分离的单克隆抗体，其中所

述表位包含 SEQ ID NO ：3 的 S195。

28.结合至人活化蛋白 C 的表位的分离的单克隆抗体，其中所述表位包含选自下列的

一个或多个残基：SEQ ID NO ：3 的 D60、K96、S97、T98、T99、E170、V171、M172、S173、M175、

A190、S195、W215、G216、E217、G218 以及 G218。

29.结合至活化蛋白 C的活性位点的分离的单克隆抗体。

30.分离的单克隆抗体，其中所述抗体结合至活化蛋白 C且抑制抗凝活性、但对未活化

蛋白 C具有最低结合，其中所述抗体为完全人抗体。
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31.如权利要求1-30的分离的单克隆抗体，其中所述抗体选自下列：IgG1、IgG2、IgG3、

IgG4、IgM、IgA1、IgA2、分泌型 IgA、IgD、IgE 抗体以及抗体片段。

32.如权利要求 1-30 的分离的单克隆抗体，其中所述抗体结合至人活化蛋白 C。

33.如权利要求 32 的分离的单克隆抗体，其中所述抗体进一步结合至非人物种的活化

蛋白 C。

34.如权利要求 1-30 的抗体，其中凝血时间在所述抗体存在下被缩短。

35.与如权利要求 1-30 的抗体竞争的抗体。

36.药物组合物，其包含治疗有效量的如权利要求 1-30 中任一项的单克隆抗体以及药

学上可接受的载体。

37.治疗凝血方面的遗传性或后天缺乏或缺陷的方法，其包含向患者施用治疗有效量

的如权利要求 36 的药物组合物。

38.治疗凝血紊乱的方法，其包含向患者施用治疗有效量的如权利要求 36 的药物组合

物。

39.如权利要求 38 的方法，其中所述凝血紊乱为 A 型血友病、B 型血友病或 C 型血友

病。

40.如权利要求 38 的方法，其中所述凝血紊乱选自创伤引起的凝血紊乱或重度出血患

者。

41.如权利要求 38 的方法，其进一步包含施用凝血因子。

42.如权利要求 41 的方法，其中所述凝血因子选自因子 VIIa、因子 VIII 或因子 IX。

43.缩短出血时间的方法，其包含向患者施用治疗有效量的如权利要求 36 的药物组合

物。

44.编码结合至活化蛋白C且抑制抗凝活性、但对未活化蛋白C具有最低结合的抗体的

分离的核酸分子，其中所述抗体包含含有选自SEQ ID NOs ：14、15、17、18、19、21、22以及23

的氨基酸序列的重链可变区。

45.编码结合至活化蛋白C且抑制抗凝活性、但对未活化蛋白C具有最低结合的抗体的

分离的核酸分子，其中所述抗体包含含有选自 SEQ ID NOs ：4、5、7、8、9、11、12 以及 13 的氨

基酸序列的轻链可变区。
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针对活化蛋白 C (aPC)的单克隆抗体

[0001] 本申请要求 2012 年 11 月 29 日提交的美国临时专利申请号 61/731,294 和 2013

年 3 月 15 日提交的美国临时专利申请号 61/786,472 的优先权，它们的公开内容因此以其

整体作为参考并入本文。

序列表提交

与本申请相关的序列表以电子形式通过 EFS-Web 提交，并因此以其整体作为参考并入

说明书。

[0002] 实施方式领域

提供了分离的单克隆抗体和其片段，其优先结合人蛋白 C的活化形式 (aPC)。

[0003] 背景

人蛋白 C (PC) 酶原在肝中作为 461 个氨基酸残基前体合成并分泌到血液中 (如 SEQ 

ID NO: 1 中所示 )。在分泌之前，单链多肽前体通过除去二肽 (Lys156-Arg157) 和 42 个

氨基酸残基前原前导序列（preproleader）转化成异二聚体。异二聚体形式 (417 个残基 )

由通过二硫桥连接的轻链 (155aa, 21 kDa) 和重链 (262aa, 41 kDa) 组成 (如 SEQ ID 

NO: 2 中所示 )。PC 酶原包含凝血酶切割位点，导致“活化肽”的去除和 PC 活化成活化的

PC(aPC) 形式 (405 个残基 ) ，其显示于 SEQ ID NO: 3 中。图 1 提供人 PC 及其活化形式

aPC的卡通描绘。人 PC 包含 9个 Gla-残基和 4个用于N-联糖基化的潜在的位点。轻链

包含 Gla 结构域和 2个 EGF- 样结构域。重链带有活性丝氨酸蛋白酶结构域。

[0004] PC 通常以 3-5ug/ml(~65nM) 在健康人血液中循环且其半衰期为 6-8 小时。循环

型 PC 酶原的主要形式是异二聚体形式。PC 的轻链含有一个富含γ-羧基谷氨酸 (Gla) 的

结构域 (45aa) 、两个EGF样结构域(46aa)和接头序列。PC的重链带有12-aa的高度极性

“活化肽”以及具有典型的丝氨酸蛋白酶催化三联体的催化结构域。

[0005] 人 PC 经历广泛的翻译后修饰，包括糖基化，维生素 K依赖性γ-羧基化和γ-羟

基化 (1-2)。它含有 23％的碳水化合物（以重量计）和 4个潜在的 N-联糖基化位点（一个在

轻链 Asn97 和三个在重链 Asn248/313/329)。 其 Gla 结构域含有 9 个 Gla 残基并负责 PC

钙依赖性结合至带负电磷脂膜。Gla 结构域也可结合内皮蛋白 C受体 (EPCR) ，其在PC活

化期间与内皮膜上的凝血酶以及凝血调节蛋白密切合作。

[0006] 蛋白 C 酶原通常转化为它的活性酶 - 活化蛋白 C(aPC) 以具有生物效力。PC 途

径的活性是由 PC 活化以及 aPC 失活的比率所控制。PC 活化以两步骤过程发生在内皮细胞

表面上。其需要 PC 结合 (经由 Gla 结构域 )至内皮细胞上的 EPCR，然后是 PC 通过凝血酶

/凝血调节蛋白复合物的蛋白水解活化。由内皮细胞表面上的凝血酶 /凝血调节蛋白催化

的在人 PC 重链 Arg12 处的单一切割释放 12-aa 的 AP 并且将酶原 PC 转化成活性丝氨酸蛋

白酶 aPC。因此，PC 和的 aPC 的氨基酸序列之间的主要区别是 PC 中存在 12-aa 活化肽，而

在 APC 中不存在。PC 活化成 aPC 也诱导构象变化；因此只有 aPC 而不是 PC 可在其酶活性

位点中被苯甲脒或以氯甲基酮 (CMK) 肽抑制剂标记。近来已解析无 Gla- 结构域 aPC 在与

CMK-抑制剂的复合物中的晶体结构。人血浆中的主要aPC灭活剂为以100nM存在于人血浆

中的蛋白 C 抑制剂 (PCI)，其为丝氨酸蛋白酶抑制蛋白超家族的成员。在生理条件下，aPC
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以极低浓度 (1-2ng/ml 或 40pM) 循环于人血液中，半衰期为 20-30min。

[0007] 蛋白 C 途径充当对抗血栓的天然防御机制。其不同于其它抗凝剂，因为它是一种

按需系统(on-demand system)，当凝血反应增强时其能够放大抗凝反应。在受伤之后，产生

凝血酶用于凝血。同时，凝血酶也通过结合至排列在血管表面上的凝血调节蛋白而触发抗

凝反应，这促使蛋白 C活化。因此，aPC 生成大体上与凝血酶浓度以及 PC 水平成比例。

[0008] 蛋白 C 途径作为凝血过程的主要调解者的生理学重要性通过三个临床发现显

示：(a) 与蛋白 C 缺乏相关的严重血栓并发症以及通过蛋白 C 补充纠正该缺陷的能力；

(b) 与蛋白 C 辅因子 ( 蛋白 S) 缺乏相关的家族性血栓形成倾向；以及 (c) 与在其底物

( 因子 V Leidei R506Q) 中的遗传性突变有关的血栓风险，使其对于被 aPC 切割具有抗性

(Bernard,GR et.al.N Engl J Med 2001,344 ：699-709 综述 )。

[0009] 相对于其它维生素 K 依赖性凝血因子，aPC 作为抗凝剂通过两种凝血辅因子 - 因

子 Va以及 VIIIa的蛋白水解失活来发挥作用，从而抑制凝血酶生成。作为降低的凝血酶水

平的结果，由凝血酶诱导的炎症、促凝血以及抗纤维蛋白溶解反应降低。aPC 也通过与纤溶

酶原活化因子抑制剂 (PAI) 形成复合物而直接促成增强的纤维蛋白溶解反应。

[0010] 除了其抗凝功能以外，aPC 也引起细胞保护效应，包括抗炎症以及抗凋亡活性，以

及内皮屏障功能的保护。aPC对细胞的这些直接细胞保护效应需要EPCR以及G蛋白偶联受

体，蛋白酶活化受体-1(PAR-1)。因此，aPC促进纤维蛋白溶解作用并抑制血栓与炎症。aPC

的抗凝以及细胞保护功能似乎是可分开的。大多数的细胞保护效应主要与aPC的抗凝活性

无关，且已生成带有最小抗凝活性以及正常细胞保护活性的aPC突变体。同样地，也已报导

高抗凝但非细胞保护性 aPC 突变体。

[0011] aPC 轻链的 C 端也是高度带电区域，其在蛋白酶结构域中的活性位点的相反侧上

含有残基Gly142-Leu155。E149A-aPC具有与野生型aPC不可区别的酰胺分解活性，但于活

化部分凝血活酶时间 (aPTT) 凝血分析中因为对蛋白 S 辅因子活性的敏感性增加而在抗凝

活性方面增加超过 3倍。E149A-aPC 显示在血浆凝血分析中有高活性的抗凝活性以及在体

内有高活性的抗血栓效力。该突变体在LPS诱发的致死内毒素血症鼠模型中也具有降低的

细胞保护以及死亡率降低活性。这暗示，需要 aPC 的细胞保护活性来降低鼠模型中的死亡

率。与之相比，aPC 的抗凝活性对于死亡率降低既非必要也非足够。aPC 已用于治疗败血

症，一种危及生命的与高凝血性以及综合性炎症反应相关的状况。在败血症中，aPC 疗法的

严重副作用为在 2% 患者中所发生的大出血。这一严重的副作用限制其临床使用。

[0012] 概述

提供针对人活化蛋白 C(aPC) 的单克隆抗体。在至少一个实施方式中，该抗 -aPC 单克

隆抗体对 aPC 的酶原蛋白 C表现最小结合。

[0013] 在一些实施方式中，所提供针对 aPC 的单克隆抗体已被最佳化，例如增加亲和力、

增加功能活性或降低来自种系序列的差异。

[0014] 也提供分离的单克隆抗体所结合的人aPC上的特异性表位。进一步提供编码该特

异性表位的分离的核酸分子。

[0015] 也提供包含抗 -aPC 单克隆抗体的药物组合物以及治疗遗传性与后天性凝血缺乏

或缺陷诸如 A 型及 B 型血友病的方法。也提供通过将抗 -aPC 单克隆抗体施用给有需要的

患者而缩短出血时间的方法。也提供生产结合人 aPC 的单克隆抗体的方法。
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[0016] 附图简述

技术人员将理解，下述图仅供说明目的。附图不意欲以任何方式限制本教导的范围。

[0017] 图 1显示人活化蛋白 C以其成熟异二聚体形式的卡通图。

[0018] 图2显示，重链以及轻链CDR的氨基酸序列比对在由人Fab抗体库所鉴定的10个

抗 -aPC Fab 中显示。

[0019] 图 3 描绘通过直接 ELISA 表征抗 -APC Fab 的图。ELISA 板以每孔 100ng 包被

人 PC(hPC)、人 aPC(hAPC)、犬 aPC(dAPC)、小鼠 aPC(mAPC)。在 X 轴上标出的经纯化 Fab 以

20nM(1ug/ml) 被添加至板。通过二次抗体 (抗 -人 Fab-HRP)、继而 HRP底物 AmplexRed 来

检测结合的 Fab。经纯化 Fab 优先结合至人 aPC，并且除了 Fab R41C17 以外显示较少至不

结合人 PC。一个 Fab T46J23 也显示与小鼠 aPC 的一些结合。

[0020] 图 4显示利用 ELISA 的抗 -PC Fab 的结合选择性。

[0021] 图 5 描绘显示利用 aPTT 通过在人 aPC 中跟踪标定 (spiking) 而以剂量依赖性方

式抑制正常人血浆血块形成的图。50% 混合的人正常血浆在 52 秒内形成血块。100、200、

400、800 或 1600ng/ml 的人 aPC 与血浆的预温育以剂量依赖性方式延长凝血时间。观察到

重组人 aPC(rh-APC) 以及血浆衍生人 aPC(pdh-APC) 有近乎相同的效力。

[0022] 图 6 描绘显示在人正常血浆中抗 -aPC Fab 抑制人 aPC 并且引起血块形成的图。

400ng/ml 的人 aPC将血浆凝血时间从 52秒延长至 180秒。0、0.5、1、2、5、10或 20ug/ml 的

对照抗体 ( 对照 ) 或其 Fab( 对照 -Fab) 或选定 Fab 与 aPC 的温育以剂量依赖性方式降低

凝血时间 (上图 )。也在 40ug/ml 测试三种 Fab(R41E3、C22J13、对照 -Fab) 寻求更高效应

(下图 )。

[0023] 图 7显示在 aPTT 中抗 -aPC Fab 抑制犬 aPC 并且引起血块形成。

[0024] 图 8 显示抗 -aPC Fab 对于 aPC 的酰胺分解活性的影响。人 aPC 蛋白 (20nM) 首

先与等体积抗 -aPC Fab(1-3000nM) 在室温预温育 20 分钟，然后将最多 1mM 的显色底物

SPECTROZYME PCa添加至反应混合物。在Fab存在下测量最终浓度为10nM的人aPC的酰胺

分解活性。水解率在 Fab 存在下受到抑制，达到 80% 的最大降低。

[0025] 图 9显示抗 -aPC Fab 对于 aPC 的因子 Va(FVa) 失活活性的影响。

[0026] 图 10显示利用 ELISA 抗 -aPC 人 IG1的结合特异性并显示抗 -aPC人 IgG1 的物种

交叉反应性。ELISA 板以 1ug/ml 包被人 PC(hPC)、人 aPC(hAPC)、犬 aPC、小鼠 aPC、兔 aPC。

将纯化IgG(20nM)添加至板。通过二次抗体(抗-人IgG-HRP)、继而为HRP底物AmplexRed

来检测结合的 IgG。五个抗 -aPC 人 IgG1 与犬和兔 aPC 交叉反应而一个 IgG1 也结合小鼠

aPC。

[0027] 图 11 显示抗 -aPC IgG 对于物种 aPC 的酰胺分解活性的影响 -(a) 人、(b) 兔、(c)

犬与 (d)小鼠。aPC蛋白 (20nM) 首先与等体积抗 -aPC-hIgG1(1-1000nM) 在室温预温育 20

分钟，然后将最多 1mM 的显色底物 SPECTROZYME PCa 添加至反应混合物。在 Fab 存在下测

量最终浓度为 10nM 的 aPC 的酰胺分解活性。水解速率在 IgG 存在下受到抑制。使用阴性

对照抗体 (抗 -CTX-hIgG1)。

[0028] 图 12 显示在人血浆凝血分析 (aPTT) 中抗 -aPC-hIgG1 缩短凝血时间并且引起凝

血。

[0029] 图 13 显示抗 -aPC-IgG1 对于重度血友病患者血浆的影响。在内皮细胞以及凝血
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调节蛋白存在下，PC 被活化成 aPC 并减少凝血酶生成。不同于对照 Ab，抗 -aPC- 抗体快速

地抑制该新生成的 aPC 并增加凝血酶生成达 5-10x。增加的凝血酶生成将在患有凝血紊乱

的患者中导致改进的凝血。

[0030] 图14显示抗-aPC-抗体变体的活性概况。类似于亲代抗体C25K23，该变体(a)以

高亲和力结合至 aPC、(b) 在经纯化系统中有力抑制 aPC 活性、以及 (c) 在人血浆凝血分析

中缩短凝血时间导致凝血。

[0031] 图15显示卡通图，描绘复合物结构精修为最终R工作(Rwork) =0.201，R游离(Rfree) 

=0.241。左图与右图显示具有90°旋转改变的相同复合物结构。来自Fab C25K23的HCDR3

环与 aPC 重链具有广泛的相互作用。

[0032] 图 16 显示，在左图中显示 Fab C25K23 重链的 CDR3 环中残基 Trp104 附近的相

互作用的推近视图。其阻断 aPC 的活性位点 ( 在催化上重要的残基 His57、Asp102，以及

Ser195) 的可接近性。右图显示 Fab C25K23 以类似于 PPACK 抑制剂的方式抑制 aPC 活性，

因为 Trp104 以及 PPACK 在活性位点处占据相同区域。

[0033] 图 17 显示描绘利用 ELISA 在 Fab 以及 IgG 二种形式中抗 -aPC 抗体的图，其结合

或不结合至活性位点阻断的 aPC。

[0034] 详细描述

如上述，本公开内容提供抗体，包括特异地结合至人蛋白 C 活化形式 (aPC)、但对人蛋

白 C的酶原形式 (PC) 表现比较少反应性或无反应性的单克隆抗体以及其它结合蛋白。

[0035] 为了本专利文件的目的，下列术语将以下文所列定义使用。

[0036] 定义

在适当时，以单数使用的术语也将包括复数，反之亦然。在下面列出的任何定义与任何

其它文件、包括并入本文做为参考资料的任何文件中的该词的用法相冲突的情况下，除非

明确意指为相反含义 ( 例如在术语最初使用的文件中 )，否则对于解释本说明书及其相关

权利要求的目的，应当总是以下面列出的定义为准。除非另有说明，否则使用“或”表示“和

/或”。除非另有说明或使用“一或多”为明确不恰当的，否则使用“一”在此表示“一或多”。

“包含（comprise、comprises、comprising）”以及“包括（include、includes、including）”

的应用可交换且不具限制性。例如，术语“包括”应意味着“包括但不限于”。

[0037] 术语“蛋白 C”或“PC”如本文所用意指呈其酶原形式的蛋白 C的任一变体、同种型

和 /或物种同系物，其被细胞天然地表达并存在于血浆中，且与蛋白 C的活化形式不同。

[0038] 术语“活化蛋白 C”或“aPC”如本文所用意指蛋白 C的活化形式，其通过没有存在

于蛋白 C中的 12 个氨基酸活化肽而表征。

[0039] 如本文所用，“抗体”意指完整抗体及其任何抗原结合片段 ( 也即“抗原 - 结合部

分”)或单链。该术语包括天然发生的或由正常免疫球蛋白基因片段重组过程所形成的全长

免疫球蛋白分子 (例如，IgG 抗体 )，或是免疫球蛋白分子的免疫活性部分，诸如抗体片段，

其保留特异结合活性。不论结构为何，抗体片段与全长抗体所识别的相同抗原结合。例如，

抗 -aPC 单克隆抗体片段结合至 aPC 的表位。抗体的抗原结合功能可以由全长抗体的片段

来执行。术语抗体的“抗原 - 结合部分”所涵盖的结合片段实例包括 ：(i)Fab 片段，由 VL、

VH、CL 与 CH1 结构域组成的单价片段；(ii)F(ab’)2片段，包含在铰链区由二硫桥连接的两

个 Fab 片段的二价片段；(iii) 由 VH 与 CH1 结构域组成的 Fd 片段；(iv) 由抗体单臂的 VL
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与VH结构域组成的Fv片段；(v)dAb片段(Ward et al.,(1989) Nature 341 ：544-546)，其

由VH结构域组成；(vi)分离的的互补决定区(CDR) ；(vii)微抗体、双抗体、三抗体、四抗体

及κ抗体 (参见，例如 Ill et al.,Protein Eng 1997 ；10 ：949-57) ；(viii) 骆驼 IgG ；以

及 (ix)IgNAR。此外，尽管 Fv 片段的两个结构域 VL 与 VH 由个别基因所编码，但它们可以

使用重组方法、通过合成接头连接，使它们制成单一蛋白质链，其中 VL 与 VH 区配对形成单

价分子 (已知为单链 Fv(scFv) ；参见，例如 Bird et al.(1988)Science 242 ：423-426 ；和

Huston et al(1988)Proc.Natl.Acad.Sci.USA 85 ：5879-5883)。该单链抗体也意欲含括在

术语抗体的“抗原 - 结合部分”中。这些抗体片段使用本领域技术人员已知的常规技术获

得，且以与完整抗体相同的方式来分析片段的效用。

[0040] 另外，预期抗原结合片段可含括在抗体模拟物中。术语“抗体模拟物”或“模拟物”

如本文所用意指表现与抗体类似的结合、却是较小的可选抗体或非抗体蛋白的蛋白质。这

种抗体模拟物可包含于支架中。术语“支架”指用于将带有订制功能与特性的新产物工程

化的多肽平台。

[0041] 如本文所用，术语“抗 -aPC 抗体”意指特异地结合至 aPC 的表位的抗体。当在体

内结合至 aPC 的表位时，本文所公开的抗 -aPC 抗体放大凝血级联的一或多个方面。

[0042] 如本文所用，术语“抑制结合”及“阻断结合”(例如，参见抑制 /阻断 aPC 底物结合

至 aPC) 可互换使用并包括部分与完全抑制或阻断蛋白质与其底物，诸如抑制或阻断至少

约 10%、约 20%、约 30%、约 40%、约 50%、约 60%、约 70%、约 80%、约 90%、约 95%、约 96%、约 97%、

约 98%、约 99% 或约 100%。如本文所用，“约”表示指定数值的 +/- 10%。

[0043] 提及抑制和/或阻断aPC底物结合至aPC时，术语抑制与阻断也包括，当与抗-aPC

抗体接触时，aPC 对生理底物的结合亲和力与 aPC 不与抗 -aPC 抗体接触时相比可测量的降

低，例如，阻断 aPC 与其底物包括因子 Va 或与因子 VIIIa 相互作用至少约 10%、约 20%、约

30%、约 40%、约 50%、约 60%、约 70%、约 80%、约 90%、约 95%、约 96%、约 97%、约 98%、约 99% 或

约 100%。

[0044] 术语“单克隆抗体”或“单克隆抗体组分”如本文所用意指单一分子组分的抗体分

子制剂。单克隆抗体组分对特定表位表现单一结合特异性以及亲和力。因此，术语“人单克

隆抗体”意指表现单一结合特异性的抗体，其具有衍生自人种系免疫球蛋白序列的可变区

与恒定区。人抗体可包括不被人种系免疫球蛋白序列编码的氨基酸序列 ( 例如，通过在体

外随机或定点诱变、或通过体内体细胞突变而引入的突变 )。

[0045] “分离的抗体”如本文所用，意欲指基本上不含其它生物分子的抗体，包括具有不

同抗原特异性的抗体 ( 例如，结合至 aPC 的分离的抗体基本上不含结合 aPC 以外的抗原的

抗体 )。在一些实施方式中，分离的抗体以干重计为至少约 75%、约 80%、约 90%、约 95%、约

97%、约 99%、约 99.9% 或约 100% 纯。在一些实施方式中，纯度可通过诸如柱层析、聚丙烯酰

胺凝胶电泳或HPLC分析的方法来测量。但是，结合至人aPC的表位、同种型或变体的分离的

抗体对其它相关抗原例如来自其它物种（例如 aPC 物种同系物）可具有交叉反应性。此外，

分离的抗体可基本上不含其它细胞物质和 /或化学品。如本文所用，“特异性结合”意指结

合至预定抗原的抗体。典型地，表现“特异性结合”的抗体以至少约 105 M-1 的亲和力结合

至抗原且以比不相干抗原 (例如 BSA、酪蛋白 )的结合亲和力高的亲和力结合至该抗原，例

如至少两倍高。短语“识别抗原的抗体”以及“对抗原具有特异性的抗体”在本文可与术语
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“特异地结合至抗原的抗体”互换使用。

[0046] 如本文所用，术语“最低结合”意指不结合至指定抗原和 /或对特定抗原表现低亲

和力的抗体。典型地，对抗原具有最低结合的抗体以低于约 102 M-1 的亲和力结合至该抗

原，且不以比其结合至不相干抗原高的亲和力结合至预定抗原。

[0047] 如本文所用，术语“高亲和力”对抗体诸如 IgG 抗体而言意指至少约 107 M-1 的结

合亲和力，在至少一个实施方式中至少约108 M-1、在一些实施方式中至少约109 M-1、1010 

M-1、1011 M-1 或更高，例如最多 1013 M-1 或更高。但是，“高亲和力”结合对其它抗体同种

型可改变。例如，对 IgM 同种型的“高亲和力”结合意指至少约 107 M-1 的结合亲和力。如

本文所用，“同种型”意指由重链恒定区基因编码的抗体类型 (例如 IgM 或 IgG1)。

[0048] “互补决定区”或“CDR”意指抗体分子的重链可变区或轻链可变区内三个高变区中

的一个，其形成与被结合抗原的三维结构互补的 N 端抗原 - 结合面。从重链或轻链的 N 端

开始，这些互补决定区分别表示为“CDR1”、“CDR2”以及“CDR3”[Wu TT,Kabat EA,Bilofsky 

H,Proc Natl Acad Sci U S A.1975 Dec ；72(12) ：5107 和Wu TT,Kabat EA,J Exp Med.1970 

Aug 1 ；132(2) ：211]。CDR 涉及抗原 - 抗体结合，且 CDR3 包含对抗原 - 抗体结合具有特异

性的独特区域。因此，抗原 -结合位点可包括六个 CDR，其包含来自重链与轻链 V区的每一

个的 CDR 区。

[0049] 术语“表位”意指抗体特异地结合或相互作用的抗原的范围或区域，其在一些实施

方式中指示抗原在物理上与抗体接触之处。相反地，术语“抗原互补位 (paratope)”意指抗

原特异地结合于其上的抗体的范围或区域。如果对应抗体结合是互相排他性的，也即一个

抗体的结合排除另一个抗体的同时结合，通过竞争结合表征的表位被称为是重叠的。如果

抗原能够容纳两个对应抗体同时结合，则表位被称为是个别的 (独特的 )。

[0050] 术语“竞争抗体”如本文所用，意指结合至与对抗如本文所述 aPC 的抗体大概、实

质上或基本上相同、或甚至相同表位的抗体。“竞争抗体”包括具有重叠表位特异性的抗体。

因此，竞争抗体能够有效与如本文所述抗体竞争结合至 aPC。在一些实施方式中，竞争抗体

可结合至与如本文所述抗体相同的表位。换个角度来看，竞争抗体具有与如本文所述抗体

相同的表位特异性。

[0051] 如本文所述，“保守性置换”意指多肽修饰，其涉及将一或多个氨基酸置换成具有

相似生物化学特性但不造成多肽的生物或生物化学功能丧失的氨基酸。“保守性氨基酸置

换”是其中将氨基酸残基以具有相似侧链的氨基酸残基取代。具有相似侧链的氨基酸残

基家族在本领域中已经定义。该家族包括下列：具有碱性侧链 ( 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 )、非极性侧链 (例如丙氨酸、缬氨酸、亮氨酸、异亮氨

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

以及芳香族侧链 ( 例如酪氨酸、苯丙氨酸、色氨酸、组氨酸 ) 的氨基酸。本公开内容的抗体

可具有一或多个仍保留抗原结合活性的保守性氨基酸置换。

[0052] 关于核酸以及多肽，术语“实质同源性”表示两个核酸或两个多肽或其指定序列

在应用适当核苷酸或氨基酸插入或缺失最佳比对并比较时，在至少约 80% 的核苷酸或氨基

酸，通常至少约85%，在一些实施方式中约90%、91%、92%、93%、94%或95%，在至少一个实施方

式中至少约96%、97%、98%、99%、99.1%、99.2%、99.3%、99.4%或99.5%的核苷酸或氨基酸中是
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相同的。可选地，当区段在选择杂交条件下会与该链的互补体杂交时，存在核酸的实质同源

性。与本文陈述的特定核酸序列以及氨基酸序列具有实质同源性的核酸序列以及多肽序列

也包括在内。

[0053] 两个序列之间的同一性百分比是序列所共有的相同位置的数目的函数 ( 也

即，% 同源性 = 相同位置数 / 位置总数 x 100)，考虑空位数以及各个空位长度，其需要被

引入用于两个序列的最佳比对。序列比较以及两个序列之间的同一性百分比测定可使

用数学计算法来完成，例如而非限制，为 VectorNTI TM 的 AlignX TM 模块 (Invitrogen 

Corp.,Carlsbad,CA)。对于 AlignX TM ，多重比对的缺省参数为 ：空位开放罚分：10 ；空位

延伸罚分：0.05 ；空位分离罚分范围：8；比对延迟的同一性%：40(更多详细内容见于http ：

//www.invitrogen.com/site/us/en/home/LINNEA-Online-Guides/LINNEA-Communities/

Vector-NTI-Community/Sequence-analysis-and-data-management-software-for-PCs/

AlignX-Module-for-Vector-NTI-Advance.reg.us.html)。

[0054] 测定查询序列 ( 本公开内容的序列 ) 以及目标序列之间的最佳整体匹配的

另一个方法也称为全局序列比对 (global sequence alignment)，其可使用 CLUSTALW

计 算 机 程 序 (Thompson et al.,Nucleic Acids Research,1994,2(22) ：4673-4680)

来测定，该计算机程序是以 Higgins 等人的算法 (Computer Applications in the 

Biosciences(CABIOS),1992,8(2) ：189-191)为基础。在序列比对时，查询序列以及目标序

列均为 DNA 序列。该全局序列比对的结果是以同一性百分比来表示。可用于 DNA 序列的

CLUSTALW 比对中以通过成对比对来计算同一性百分比的参数为：矩阵 =IUB、k-tuple=1、顶

对角数目（Number of Top Diagonals）=5、空位罚分 =3、空位开放罚分 =10、空位延伸罚分

=0.1。关于多重比对，可使用下列CLUSTALW参数：空位开放罚分=10、空位延伸罚分=0.05 ；

空位分离罚分范围 =8 ；比对延迟的同一性 %=40。

[0055] 核酸可存在于整个细胞中、在细胞裂解物中、或呈部分纯化或实质上纯的形式。当

从在天然环境中与核酸通常缔合的其它细胞组分纯化出来时，核酸是“分离的”或“使其实

质上纯的”。为了分离核酸，可使用诸如下列的标准技术：碱 /SDS 处理、CsCl 成带、柱层析、

琼脂糖凝胶电泳以及本领域熟知的其它技术。

[0056] 针对活化蛋白 C的单克隆抗体

已知aPC的抗凝特性。在血友病中或在伤口导致止血暂时丧失的创伤患者中稳态失调

的出血性病症可通过 aPC 抑制剂治疗。抗体、其抗原 - 结合片段以及其它 aPC 特异性蛋白

质支架可用于提供靶向特异性来抑制 aPC 蛋白质的子集发挥作用，同时保留余者。假定血

浆中 aPC 浓度 (<4ng/ml) 对 PC(4ug/ml) 差异为至少 1000 倍，任一种潜在 aPC 抑制剂疗法

的增加的特异性有助于阻断 aPC 在高循环过量 PC 存在下发挥作用。

[0057] 阻断 aPC 的抗凝功能的 aPC 特异性抗体可作为治疗剂用于患有出血性病症的患

者，出血性病症包括，例如血友病、带有抑制剂的血友病患者、创伤引起的凝血紊乱、在通过

aPC 治疗败血症期间严重出血的患者、择期手术引起的出血诸如移植、心脏手术、整形外科

手术、或月经过多引起的过度出血。

[0058] 具有长循环半衰期的抗 -aPC 抗体可用于治疗慢性疾病如血友病。具有较短半衰

期的 aPC 抗体片段或 aPC- 结合蛋白质支架对于急性用途 ( 例如在创伤中的治疗用途 ) 可

更为有效。因为 aPC 是多功能蛋白质，包括抗体、抗原 -结合抗体片段、aPC- 特异性蛋白质
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支架的亲和性与靶向特异性增加的选择性 aPC 功能阻断剂 (SAFB) 可选择性地仅只阻断一

个 aPC 功能而不影响其它 aPC 功能。

[0059] 通过淘选以及筛选对抗人 aPC 的人抗体库来鉴定 aPC- 结合抗体。经鉴定的抗体

表现不结合或最低结合至人PC。对分离的每一单克隆抗体的重链可变区以及轻链可变区进

行测序并鉴定其 CDR 区。对应于 aPC- 特异性单克隆抗体每一个的重链区与轻链区的序列

标识号 (“SEQ ID NO ：”)归纳于表 1中。

[0060]  表 1. 人抗 aPC 抗体
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[0061] 在一个实施方式中，提供结合至人活化蛋白 C(aPC) 并抑制抗凝活性、但对未活化

蛋白 C具有最低结合的分离的单克隆抗体，其中该抗体包含含有选自 SEQ ID NO ：14-23 的

氨基酸序列的重链可变区。

[0062] 在另一个实施方式中，提供结合至人活化蛋白 C(aPC) 并抑制抗凝活性、但对未活

化蛋白C具有最低结合的分离的单克隆抗体，其中该抗体包含含有选自SEQ ID NO ：4-13的

氨基酸序列的轻链可变区。

[0063]  在另一个实施方式中，提供结合至人活化蛋白 C(aPC) 并抑制抗凝活性、但对

未活化蛋白 C 具有最低结合的分离的单克隆抗体，其中该抗体包含含有选自 SEQ ID NO ：

14-23的氨基酸序列的重链可变区、以及含有选自SEQ ID NO ：4-13的氨基酸序列的轻链可

变区。

[0064] 在其它实施方式中，抗体包含重链可变区以及轻链可变区，该重链可变区以及轻

链可变区包含：

重链可变区，其含有SEQ ID NO ：14的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有SEQ ID NO ：

4 的氨基酸序列；

重链可变区，其含有SEQ ID NO ：15的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有SEQ ID NO ：

5 的氨基酸序列；

重链可变区，其含有SEQ ID NO ：16的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有SEQ ID NO ：

6 的氨基酸序列；

重链可变区，其含有SEQ ID NO ：17的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有SEQ ID NO ：

7 的氨基酸序列；

重链可变区，其含有SEQ ID NO ：18的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有SEQ ID NO ：

8 的氨基酸序列；

重链可变区，其含有SEQ ID NO ：19的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有SEQ ID NO ：

9 的氨基酸序列；

重链可变区，其含有SEQ ID NO ：20的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有SEQ ID NO ：

10 的氨基酸序列；
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重链可变区，其含有SEQ ID NO ：21的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有SEQ ID NO ：

11 的氨基酸序列；

重链可变区，其含有SEQ ID NO ：22的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有SEQ ID NO ：

12 的氨基酸序列；以及

重链可变区，其含有SEQ ID NO ：23的氨基酸序列；以及轻链可变区，其含有SEQ ID NO ：

13 的氨基酸序列。

[0065] 表 2中所示为结合至人 aPC 的单克隆抗体的每一重链与轻链的 CDR 区 (“CDR1”、

“CDR2”以及“CDR3”) 的 SEQ ID NOs 归纳。

[0066] 表 2. 人抗 -aPC 抗体的 CDR 区的序列标识符

[0067] 在一个实施方式中，提供结合至人活化蛋白 C(aPC) 的分离的单克隆抗体，其中该

抗体包含含有选自SEQ ID NO ：94-103的氨基酸序列的CDR3。这些CDR3由淘选以及筛选期

间鉴定的抗体的重链鉴定。在又一个实施方式中，此抗体进一步包含 (a) 含有选自 SEQ ID 

NO ：74-83 的氨基酸序列的 CDR1、(b) 含有选自 SEQ ID NO ：84-93 的氨基酸序列的 CDR2，或

(c) 含有选自 SEQ ID NQ ：74-83 的氨基酸序列的 CDR1 以及含有选自 SEQ ID NO ：84-93 的

氨基酸序列的 CDR2 两者。

[0068] 在另一个实施方式中，提供共有来自淘选以及筛选期间鉴定的抗体的轻链之一的

CDR3的抗体。因此，也提供分离的单克隆抗体，其中该抗体结合至活化蛋白C且抑制抗凝活

性、但对未活化蛋白C具有最低结合，其中该抗体包含含有选自SEQ ID NO ：64-73的氨基酸

序列的 CDR3。在又一个实施方式中，此抗体进一步包含 (a) 含有选自 SEQ ID NO ：44-53 的

氨基酸序列的 CDR1、(b) 含有选自 SEQ ID NO ：54-63 的氨基酸序列的 CDR2、或 (c) 含有选

自 SEQ ID NO ：44-53 的氨基酸序列的 CDR1 以及含有选自 SEQ ID NO ：54-63 的氨基酸序列

的 CDR2 两者。

[0069] 在另一个实施方式中，抗体含有来自从筛选以及淘选鉴定的抗体的重链与轻链的

CDR3。提供分离的单克隆抗体，其中该抗体结合至活化蛋白C且抑制抗凝活性、但对未活化

蛋白C具有最低结合，其中该抗体包含含有选自SEQ ID NO ：94-103的氨基酸序列的CDR3，

以及含有选自 SEQ ID NO ：64-73 的氨基酸序列的 CDR3。在又一个实施方式中，此抗体进一

步包含 (a) 含有选自 SEQ ID NO ：74-83 的氨基酸序列的 CDR1、(b) 含有选自 SEQ ID NO ：
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84-93的氨基酸序列的CDR2、(c)含有选自SEQ ID NO ：44-53的氨基酸序列的CDR1，和/或

(d) 含有选自 SEQ ID NO ：54-63 的氨基酸序列的 CDR2。

[0070] 在一些实施方式中，该抗体包含重链可变区以及轻链可变区，该重链可变区以及

轻链可变区包含：

轻链可变区，其包含含有SEQ ID NO ：44、54与64的氨基酸序列；以及重链可变区，其包

含含有 SEQ ID NO ：74、84 与 94 的氨基酸序列；

轻链可变区，其包含含有SEQ ID NO ：45、55与65的氨基酸序列；以及重链可变区，其包

含含有 SEQ ID NO ：75、85 与 95 的氨基酸序列；

轻链可变区，其包含含有SEQ ID NO ：46、56与66的氨基酸序列；以及重链可变区，其包

含含有 SEQ ID NO ：76、86 与 96 的氨基酸序列；

轻链可变区，其包含含有SEQ ID NO ：47、57与67的氨基酸序列；以及重链可变区，其包

含含有 SEQ ID NO ：77、87 与 97 的氨基酸序列；

轻链可变区，其包含含有SEQ ID NO ：48、58与68的氨基酸序列；以及重链可变区，其包

含含有 SEQ ID NO ：78、88 与 98 的氨基酸序列；

轻链可变区，其包含含有SEQ ID NO ：49、59与69的氨基酸序列；以及重链可变区，其包

含含有 SEQ ID NO ：79、89 与 99 的氨基酸序列；

轻链可变区，其包含含有SEQ ID NO ：50、60与70的氨基酸序列；以及重链可变区，其包

含含有 SEQ ID NO ：80、90 与 100 的氨基酸序列；

轻链可变区，其包含含有SEQ ID NO ：51、61与71的氨基酸序列；以及重链可变区，其包

含含有 SEQ ID NO ：81、91 与 101 的氨基酸序列；

轻链可变区，其包含含有SEQ ID NO ：52、62与72的氨基酸序列；以及重链可变区，其包

含含有 SEQ ID NO ：82、92 与 102 的氨基酸序列；以及

轻链可变区，其包含含有SEQ ID NO ：53、63与73的氨基酸序列；以及重链可变区，其包

含含有 SEQ ID NO ：83、93 与 103 的氨基酸序列。

[0071] 也提供结合至活化蛋白 C 且抑制抗凝活性、但对未活化蛋白 C 具有最低结合的分

离的单克隆抗体，其中该抗体包含与选自 SEQ ID NO ：4-13 中所示氨基酸序列的氨基酸序

列具有至少89%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%或99.5%同一性的氨基酸序

列。

[0072] 也提供结合至活化蛋白 C 且抑制抗凝活性、但对未活化蛋白 C 具有最低结合的分

离的单克隆抗体，其中该抗体包含与选自 SEQ ID NO ：14-23 中所示氨基酸序列的氨基酸序

列具有至少89%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%或99.5%同一性的氨基酸序

列。

[0073] 抗体可具有物种特异性或与多种物种交叉反应。在一些实施方式中，抗体可与人、

小鼠、大鼠、兔、豚鼠、猴、猪、犬、猫或其它哺乳动物物种的 aPC 特异地反应或交叉反应。

[0074] 抗体可为抗体不同类型的任一种，诸如但不限于 IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgM、

IgA1、IgA2、分泌型 IgA、IgD、以及 IgE 抗体。

[0075] 在一个实施方式中，提供针对人活化蛋白 C的分离的完全人单克隆抗体。

[0076] 抗 -aPC抗体的最佳化变体

在一些实施方式中，经淘选以及筛选的抗体可最佳化，例如增加对 aPC 的亲和力、进一

说  明  书CN 104812402 A

17



        13/29 页

18

步降低对PC的任何亲和力、改进对不同物种的交叉反应性或改进aPC的阻断活性。这样的

最佳化可以例如通过使用抗体的 CDR 或与 CDR 紧密相近的氨基酸残基、也即与 CDR 相邻约

3或 4个残基的定点饱和诱变来进行。

[0077] 也提供具有对 aPC 增加的亲和力或高亲和力的单克隆抗体。在一些实施方式中，

抗-aPC抗体具有至少约107 M-1 的结合亲和力，在一些实施方式中至少约108 M-1 、在一

些实施方式中至少约 109 M-1 、1010 M-1 、1011 M-1 或更高，例如最多 1013 M-1 或更高。

[0078] 在一些实施方式中，可引入其它氨基酸修饰以降低来自种系序列的差异。在其它

实施方式中，可引入氨基酸修饰以促使供大规模生产过程的抗体生产。

[0079] 在一些实施方式中，提供特异地结合至人活化蛋白 C 的分离的抗 -aPC 单克隆抗

体，该抗体包含一或多个氨基酸修饰。在一些实施方式中，该抗体包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、

10、11、12、13、14、15、16、17、18、19 或 20 或更多个修饰。

[0080] 因此，在一些实施方式中，提供结合至人活化蛋白 C 的分离的单克隆抗体，其中该

抗体包含含有 SEQ ID NO ：8 中所示氨基酸序列的轻链，其中该氨基酸序列含有一或多个氨

基酸修饰。在一些实施方式中，轻链的修饰为置换、插入或缺失。在一些实施方式中，修饰

位于轻链的 CDR 中。在其它实施方式中，修饰位于轻链的 CDR 以外。

[0081] 在一些实施方式中，SEQ ID NO ：8的轻链修饰是在选自以下位置处：G52、N53、N54、

R56、P57、S58、Q91、Y93、S95、S96、L97、S98、G99、S100 以及 V101。修饰可以是例如下列置换

的一个：G52S、G52Y、G52H、G52F、N53G、N54K、N54R、R56K、P57G、P57W、P57N、S58V、S58F、S58R、

Q91R、Q91G、Y93W、S95F、S95Y、S95G、S95W、S95E、S96G、S96A、S96Y、S96W、S96R、L97M、L97G、

L97R、L97V、S98L、S98W、S98V、S98R、G99A、G99E、S100A、S100V、V101Y、V101L 或 V101E。另

外，在一些实施方式中，抗体可包含两个或更多个来自下列的置换：G52S、G52Y、G52H、G52F、

N53G、N54K、N54R、R56K、P57G、P57W、P57N、S58V、S58F、S58R、Q91R、Q91G、Y93W、S95F、S95Y、

S95G、S95W、S95E、S96G、S96A、S96Y、S96W、S96R、L97M、L97G、L97R、L97V、S98L、S98W、S98V、

S98R、G99A、G99E、S100A、S100V、V101Y、V101L 或 V101E。

[0082] 在一些实施方式中，SEQ ID NO ：8 的轻链进一步包含在选自下列位置的一或多个

处的修饰：A10、T13、S78、R81 以及 S82。在一些实施方式中，在轻链位置 A10 处的修饰为

A10V。在一些实施方式中，在轻链位置T13处的修饰为T13A。在一些实施方式中，在轻链位

置 S78处的修饰为 S78T。在一些实施方式中，在轻链位置 R81处的修饰为 R81Q。在一些实

施方式中，在轻链位置 S82 处的修饰为 S82A。在一些实施方式中，SEQ ID NO ：8 的轻链包

含下列修饰的两个或更多：A10V、T13A、S78T、R81Q 以及 S82A。在一些实施方式中，SEQ ID 

NO ：8 的轻链包含所有修饰 A10V、T13A、S78T、R81Q 以及 S82A。

[0083] 在其它实施方式中，提供特异地结合至人活化形式的蛋白 C 的分离的单克隆抗

体，其中该抗体包含具有 SEQ ID NO ：18 中所示氨基酸序列的重链，其中该氨基酸序列含有

一个或多个氨基酸修饰。在一些实施方式中，轻链的修饰为置换、插入或缺失。

[0084] 在一些实施方式中，SEQ ID NO ：18的重链进一步包含在位置N54或S56处的修饰。

在一些实施方式中，在重链位置 N54 处的修饰为 N54G、N54Q 或 N54A。在一些实施方式中，

在重链位置 S56 处的修饰为 S56A 或 S56G。

[0085] 在一些实施方式中，可进行氨基酸修饰以促使供大规模生产过程的抗体生产。例

如，在一些实施方式中，可进行修饰以降低抗体的疏水性表面区域，用于改进生物物理特性
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(例如最低聚集/粘性 )。在一些实施方式中，在SEQ ID NO ：8的轻链中进行额外修饰。在

一些实施方式中，SEQ ID NO ：8的轻链的修饰在位置 Y33处。在一些实施方式中，轻链中的

修饰与 Y33 为 Y33A、Y33K 或 Y33D。在一些实施方式中，在 SEQ ID NO ：18 的重链中进行额

外修饰。在一些实施方式中，SEQ ID NO ：18 的重链的修饰在位置 Y32、W33、W53 或 W110 的

一个或多个处。在一些实施方式中，SEQ ID NO ：18 的重链中的修饰选自 Y32A、Y32K、Y32D、

W33A、W33K、W33D、W53A、W53K、W53D、W110A、W110K 或 W110D。

[0086] 在一些实施方式中，提供结合至人活化蛋白 C 的分离的单克隆抗体，其中该抗体

包含具有 SEQ ID NO ：108 中所示氨基酸序列的轻链。在一些实施方式中，提供结合至人活

化蛋白 C的分离的单克隆抗体，其中该抗体包含具有 SEQ ID NO ：110 中所示氨基酸序列的

轻链。在一些实施方式中，提供结合至人活化蛋白 C 的分离的单克隆抗体，其中该抗体包

含具有 SEQ ID NO ：112 中所示氨基酸序列的轻链。在一些实施方式中，提供结合至人活化

蛋白 C的分离的单克隆抗体，其中该抗体包含具有 SEQ ID NO ：114 中所示氨基酸序列的轻

链。在一些实施方式中，提供结合至人活化蛋白C的分离的单克隆抗体，其中该抗体包含具

有 SEQ ID NO ：116 中所示氨基酸序列的轻链。在一些实施方式中，提供结合至人活化蛋白

C的分离的单克隆抗体，其中该抗体包含具有 SEQ ID NO ：118 中所示氨基酸序列的轻链。

[0087] 在一些实施方式中，提供结合至人活化蛋白 C 的分离的单克隆抗体，其中该抗体

包含具有 SEQ ID NO ：109 中所示氨基酸序列的重链。在一些实施方式中，提供结合至人活

化蛋白 C的分离的单克隆抗体，其中该抗体包含具有 SEQ ID NO ：111 中所示氨基酸序列的

重链。在一些实施方式中，提供结合至人活化蛋白 C 的分离的单克隆抗体，其中该抗体包

含具有 SEQ ID NO ：113 中所示氨基酸序列的重链。在一些实施方式中，提供结合至人活化

蛋白 C的分离的单克隆抗体，其中该抗体包含具有 SEQ ID NO ：115 中所示氨基酸序列的重

链。在一些实施方式中，提供结合至人活化蛋白C的分离的单克隆抗体，其中该抗体包含具

有 SEQ ID NO ：117 中所示氨基酸序列的重链。在一些实施方式中，提供结合至人活化蛋白

C的分离的单克隆抗体，其中该抗体包含具有 SEQ ID NO ：119 中所示氨基酸序列的重链。

[0088] 在一些实施方式中，提供结合至人活化蛋白 C 的分离的单克隆抗体，其中该抗体

包含具有SEQ ID NO ：12中所示氨基酸序列的轻链，其中该氨基酸序列包含一或多个氨基酸

修饰。在一些实施方式中，轻链的修饰为置换、插入或缺失。在一些实施方式中，修饰位于

轻链的 CDR 中。在其它实施方式中，修饰位于轻链的 CDR 以外。

[0089] 在一些实施方式中，SEQ ID NO ：12 的轻链的修饰在选自以下位置处：T25、D52、

N53、N54、N55、D95、N98或G99。修饰可以是例如下列置换中的一个：T25S、D52Y、D52F、D52L、

D52G、N53C、N53K、N53G、N54S、N55K、D95G、N98S、G99H、G99L 或 G99F。另外，在一些实施方

式中，抗体可含有两个或更多个来自以下的置换：T25S、D52Y、D52F、D52L、D52G、N53C、N53K、

N53G、N54S、N55K、D95G、N98S、G99H、G99L 或 G99F。

[0090] 在又一个实施方式中，提供结合至人活化形式的蛋白C的分离的抗-aPC单克隆抗

体，其中该抗体包含具有 SEQ ID NO ：22 中所示的氨基酸序列的重链，其中该氨基酸序列包

含一或多个氨基酸修饰。在一些实施方式中，轻链的修饰为置换、插入或缺失。

[0091] 表位

也提供结合至人活化蛋白 C的表位的分离的单克隆抗体，其中该表位包含来自 SEQ ID 

NO ：3 中所示人 aPC 的重链的一个或多个残基。
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[0092] 在一些实施方式中，表位可包括人aPC的活性位点。在一些实施方式中，活性位点

可包含人 aPC 的氨基酸残基 S195。

[0093] 在一些实施方式中，表位可包含 SEQ ID NO ：3 中所示人活化蛋白 C的选自以下的

一或多个残基：D60、K96、S97、T98、T99、E170、V171、M172、S173、M175、A190、S195、W215、

G216、E217、G218 以及 G218。

[0094] 也提供可与本文所述抗体中任一竞争结合人活化蛋白 C 的抗体。例如，这样的竞

争抗体可结合至上述的一或多个表位。

[0095] 核酸、载体以及宿主细胞

也提供编码上述单克隆抗体中任一的分离的核酸分子。

[0096] 因此，提供编码结合至人活化蛋白 C的抗体的分离的核酸分子。

[0097] 在一些实施方式中，提供编码结合至活化蛋白 C 且抑制抗凝活性、但对未活化蛋

白 C 具有最低结合的抗体的分离的核酸分子，其中该抗体包含含有选自 SEQ ID NO ：34-43

的核酸序列的重链可变区。

[0098] 在一些实施方式中，提供编码结合至活化蛋白 C 且抑制抗凝活性、但对未活化蛋

白 C 具有最低结合的抗体的分离的核酸分子，其中该抗体包含含有选自 SEQ ID NO ：24-33

的核酸序列的轻链可变区。

[0099] 在一些实施方式中，提供编码结合至活化蛋白 C 且抑制抗凝活性、但对未活化蛋

白 C 具有最低结合的抗体的分离的核酸分子，其中该抗体包含含有选自 SEQ ID NO ：14-23

的氨基酸序列的重链可变区。

[0100] 在一些实施方式中，提供编码结合至活化蛋白 C 且抑制抗凝活性、但对未活化蛋

白C具有最低结合的抗体的分离的核酸分子，其中该抗体包含含有选自SEQ ID NO ：4-13的

氨基酸序列的轻链可变区。

[0101] 在另一个实施方式中，提供编码结合至活化蛋白 C 且抑制抗凝活性、但对未活

化蛋白 C 具有最低结合的抗体的分离的核酸分子，其中该抗体包含含有选自 SEQ ID NO ：

14-23 的氨基酸序列的重链可变区或含有选自 SEQ ID NO ：4-13 的氨基酸序列的轻链可变

区，以及一或多个在重链可变区或轻链可变区中的氨基酸修饰。

[0102] 另外，也提供包含编码上述单克隆抗体中任一的分离的核酸分子的载体以及包含

该载体的宿主细胞。

[0103] 制备针对 aPC的抗体的方法

可通过在宿主细胞中表达编码本发明实施方式中的一个的单克隆抗体的可变区的核

苷酸序列重组制备单克隆抗体。借助表达载体，含有该核苷酸序列的核酸可在适于生产的

宿主细胞中转染并表达。因此，也提供用于生产与人 aPC 结合的单克隆抗体的方法，其包

含：

(a) 将编码单克隆抗体的核酸分子转染至宿主细胞中，

(b) 培养宿主细胞以在宿主细胞中表达该单克隆抗体，并任选地分离且纯化所生产的

单克隆抗体，其中核酸分子包含编码该单克隆抗体的核苷酸序列。

[0104] 在一个实例中，为了表达抗体或其抗体片段，将通过标准分子生物学技术所得的

编码部分或全长轻链与重链的 DNA 插入表达载体中，使得基因操作性地连接至转录与翻译

控制序列。在本文中，术语“操作性地连接”意欲表示抗体基因连接至载体中，使得载体中
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的转录与翻译控制序列发挥其调节抗体基因的转录与翻译的意图功能。选择与所用表达宿

主细胞相容的表达载体以及表达控制序列。抗体轻链基因以及抗体重链基因可插入个别载

体中，或更典型地，两个基因被插入相同表达载体中。通过标准方法(例如抗体基因片段以

及载体上的互补限制位点的连接，或如果不存在限制位点为平端连接 ) 将抗体基因插入表

达载体中。本文所述抗体的轻链与重链可变区可通过将其插入已编码期望同种型的重链

恒定区与轻链恒定区的表达载体中而用于产生任一种抗体同种型的全长抗体基因，使得 VH

区段在载体中操作性地连接至CH区段，且 VL区段在载体中操作性地连接至CL区段。附加

地或可选地，重组型表达载体可编码有助于抗体链从宿主细胞分泌的信号肽。抗体链基因

可被克隆至载体中，使得信号肽符合读框地连接至抗体链基因的氨基端。信号肽可以是免

疫球蛋白信号肽或异源信号肽 (也即，来自非免疫球蛋白蛋白质的信号肽 )。

[0105] 除了编码抗体链的基因以外，重组型表达载体带有在宿主细胞中控制抗体链基因

表达的调节序列。术语“调节序列”意欲包括启动子、增强子以及控制抗体链基因转录或

翻译的其它表达控制元件 ( 例如，聚腺苷酸化信号 )。该调节序列描述于例如 Goeddel ；

Gene Expression Technology.Methods in Enzymology 185,Academic Press,San 

Diego,Calif.(1990) 中。本领域技术人员将理解，表达载体的设计，包括调节序列的选

择，可取决于这些因素如要转化的宿主细胞、期望蛋白质的表达水平等。用于哺乳动物宿

主细胞表达的调节序列的实例包括在哺乳动物细胞中指导高水平蛋白质表达的病毒元件，

诸如衍生自巨细胞病毒 (CMV)、猿猴病毒 40(SV40)、腺病毒 ( 例如腺病毒主要晚期启动子

(AdMLP))以及多瘤病毒的启动子和/或增强子。可选地，可使用非病毒调节序列，诸如泛素

启动子或β-球蛋白启动子。

[0106] 除了抗体链基因以及调节序列以外，重组型表达载体还可带有其它序列，诸如调

节载体在宿主细胞中复制的序列(例如复制起点)以及可选择标记基因。可选择标记基因

有助于选择载体已被引入的宿主细胞 (参见，例如美国专利第 4,399,216 号、第 4,634,665

号与第5,179,017号，全部是Axel等人的)。例如，可选择标记基因通常赋予已被引入载体

的宿主细胞对药物诸如 G418、潮霉素或甲氨蝶呤的抗性。可选择标记基因的实例包括二氢

叶酸还原酶 (DHFR) 基因 ( 用于带有甲氨蝶呤选择 / 扩增的 dhfr- 宿主细胞 ) 以及 neo 基

因 (用于 G418 选择 )。

[0107] 关于轻链以及重链的表达，将编码重链与轻链的表达载体通过标准技术转染至宿

主细胞中。术语“转染”的各种形式意欲涵盖广泛不同的将外源性 DNA 引入原核或真核宿

主细胞的常用技术，例如电穿孔、磷酸钙沉淀、DEAE- 葡聚糖转染以及类似技术。尽管在理

论上可在原核或真核宿主细胞中表达抗体，在真核细胞包括哺乳动物宿主细胞中抗体的表

达是典型的，因为该真核细胞且尤其是哺乳动物细胞比原核细胞更有可能组装并分泌正确

折叠及在免疫上具有活性的抗体。

[0108] 用于表达重组型抗体的哺乳动物宿主细胞的实例包括中国仓鼠卵巢 (CHO 细

胞 )( 包括 dhfr-CHO 细胞，在 Urlaub and Chasin,(1980)Proc.Natl.Acad.Sci.USA 77 ：

4216-4220 中所述，使用 DHFR 可选择标记，例如 R.J.Kaufman and P.A.Sharp(1982)Mol.

Biol.159 ：601-621 中所述 )、NSO 骨髓瘤细胞、COS 细胞、HKB11 细胞以及 SP2 细胞。当编码

抗体基因的重组型表达载体被引入哺乳动物宿主细胞中时，通过将宿主细胞培养足以允许

抗体在宿主细胞中表达或将抗体分泌至宿主细胞所生长的培养基中的时间段来生产抗体。
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可使用标准蛋白质纯化方法由培养基回收抗体，诸如超滤、尺寸排阻层析、离子交换层析以

及离心。

[0109] 部分抗体序列表达完整抗体的用途

抗体主要通过位于六个重链与轻链 CDR 中的氨基酸残基与目标抗原相互作用。由于

该原因，CDR 中的氨基酸序列在个别抗体之间比在 CDR 以外序列更为多样。因为 CDR 序列

负责大多数抗体 - 抗原相互作用，其可表达模拟特定天然发生抗体的特性的重组型抗体，

这是通过构建包括嫁接至具有不同特性的不同抗体的框架序列上的特定天然发生抗体的

CDR序列的表达载体而实施(参见，例如Riechmann,L.et al.,1998,Nature 332 ：323-327 ；

Jones,P.et al.,1986,Nature 321 ：522-525 ；和 Queen,C.et al.,1989,Proc.Natl.Acad.

Sci.U.S.A.86 ：10029-10033)。该框架序列可以由包括种系抗体基因序列的公共 DNA 数据

库获得。这些种系序列将不同于成熟抗体基因序列，因为它们将不包括完全组装的可变基

因，所述基因通过 V(D)J 接合在 B 细胞成熟期间形成。不需要获得特定抗体的完整 DNA 序

列以便重新产生具有与原始抗体相似的结合特性的完整重组型抗体 (参见 WO 99/45962)。

跨越CDR区的部分重链与轻链抗体就这个目的来说通常是足够的。部分序列用于确定促成

重组抗体可变基因的种系可变以及接合基因区段。然后，种系序列用于填充可变区的缺失

部分。重链与轻链前导序列在蛋白质成熟期间被切割且不促成最终抗体的特性。为此，需

要使用对应种系前导序列用于表达构建体。为了添加缺失序列，可将克隆的cDNA序列与合

成寡核苷酸通过连接或PCR扩增而组合。可选地，可将整个可变区作为一组短、重叠寡核苷

酸般合成并通过 PCR 扩增组合以产生完全合成的可变区克隆。这个过程具有某些优势，诸

如排除或纳入或特定限制位点、或者是特定密码子最佳化。

[0110] 重链以及轻链转录子的核苷酸序列被用来设计合成寡核苷酸的重叠组，以产生带

有与天然序列相同的氨基酸编码能力的合成V序列。合成重链与轻链序列可不同于天然序

列。例如，重复核苷酸碱基串被打断以促使寡核苷酸合成以及PCR扩增；最佳化翻译起始位

点依据Kozak规则并入(Kozak,1991,J.Biol.Chem.266 ：19867-19870) ；且限制位点在翻译

起始位点的上游或下游被工程化。

[0111] 就重链以及轻链可变区而言，最佳化编码以及对应非编码链序列在对应非编码寡

核苷酸的约中点分解成30-50个核苷酸节段。因此，就每一链而言，寡核苷酸可以组装成重

叠的双链组，其跨越150-400个核苷酸的区段。然后，将该库用作模板产生150-400个核苷

酸的 PCR 扩增产物。通常，单一可变区寡核苷酸组会分解成个别扩增以产生两种重叠 PCR

产物的两个库。然后，这些重叠产物通过 PCR扩增被组合，以形成完整的可变区。在 PCR扩

增中包含重链或轻链恒定区的重叠片段以产生可容易克隆至表达载体构建体中的片段也

是期望的。

[0112] 然后，经再构建的重链与轻链可变区与克隆的启动子、翻译起始、恒定区、3’未翻

译、聚腺苷酸化和转录终止序列组合形成表达载体构建体。重链与轻链表达构建体可组合

进单一载体内、共转染、连续转染或个别转染至宿主细胞中，然后被融合以形成表达两种链

的宿主细胞。

[0113] 因此，在另一方面，人抗-aPC抗体的结构特征用于产生结构上相关的人抗-aPC抗

体，其保留结合至aPC的功能。更具体地，单克隆抗体的具体鉴定的重链与轻链区的一或多

个 CDR 可以重组方式与已知人框架区以及 CDR 组合以生成其它经重组工程化的人抗 -aPC
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抗体。

[0114] 药物组合物

也提供药物组合物，其包含治疗有效量的抗 -aPC 单克隆抗体以及药学上可接受的载

体。“药学上可接受的载体”是可被添加至活性成分中以协助配制或稳定制品且不引起对患

者明显不良的毒性效应的物质。该载体的实例为本领域技术人员所熟知且包括水、糖诸如

麦芽糖或蔗糖、白蛋白、盐诸如氯化钠等。其它载体描述于例如E.W.Martin的Remington’s 

Pharmaceutical Sciences 中。该组合物将包含治疗有效量的至少一种抗 -TFPI 单克隆抗

体。

[0115] 药学上可接受的载体包括无菌水溶液或分散液以及无菌粉末用于无菌注射溶液

或分散液的临时制备。该介质以及试剂对于药物活性物质的应用是本领域已知的。组合物

在一些实施方式中配制成胃肠外注射。组合物可配制成溶液、微乳液、脂质体或其它适于高

药物浓度的有序结构。载体可以是溶剂或分散介质，其含有例如水、乙醇、多元醇 ( 例如甘

油、丙二醇、以及液体聚乙二醇、与类似物)，及其适当的混合物。在一些情况下，其在组合物

中将包括等渗剂，例如糖、多元醇诸如甘露醇、山梨醇、或氯化钠。

[0116] 无菌注射溶液可通过将活性化合物在适当溶剂中以需要量与上述一种成分或成

分组合按需要掺入、然后灭菌微量过滤而制备。一般而言，分散液是通过将活性化合物掺入

含有碱性分散介质以及上述所需其它成分的无菌媒介中制备。在用于制备无菌注射溶液的

无菌粉末的情况下，一些制备方法为真空干燥以及冷冻干燥 (冻干 )，其生成活性成分加上

来自其先前无菌过滤的其溶液的任一种其它所需成分的粉末。

[0117] 药物用途

单克隆抗体可用于治疗凝血方面的遗传性以及后天性缺乏或缺陷的治疗目的。例如，

在上述实施方式中的单克隆抗体可用于阻断 aPC 与其底物的相互作用，所述底物可包括因

子 Va 或因子 VIIIa。

[0118] 单克隆抗体在治疗止血病症诸如血小板减少症、血小板病症以及出血性病症 ( 例

如 A 型血友病、B 型血友病以及 C 型血友病 ) 方面具有治疗用途。该病症可通过对有需要

的患者施用治疗有效量的抗 -aPC 单克隆抗体而治疗。单克隆抗体在诸如创伤与出血性中

风的适应症中治疗不受控制的出血方面具有治疗用途。因此，也提供用于缩短出血时间的

方法，其包含向有需要的患者施用治疗有有效量的抗 -aPC 单克隆抗体。

[0119] 在另一个实施方式中，抗 -aPC 抗体可用作为经 aPC 治疗的患者的解毒剂，经 aPC

治疗的患者包括例如，其中 aPC 被用于治疗败血症或出血性病症。

[0120] 抗体可用作为单药疗法或与其它疗法组合以解决止血病症。例如，一或多种抗体

与凝血因子诸如因子 VIIa、因子 VIII 或因子 IX 的共施用认为可用于治疗血友病。在一个

实施方式中，提供用于治疗凝血方面的遗传性与后天性缺乏或缺陷的方法，其包含施用 (a)

第一数量的结合至人组织因子途径抑制剂的单克隆抗体，以及(b)第二数量的因子VIII或

因子 IX，其中该第一数量以及第二数量共同有效治疗所述缺乏或缺陷。在另一个实施方式

中，提供用于治疗凝血方面的遗传性与后天性缺乏或缺陷的方法，其包含施用 (a) 第一数

量的结合至人组织因子途径抑制剂的单克隆抗体，以及 (b) 第二数量的因子 VIII 或因子

IX，其中该第一数量以及第二数量共同有效治疗该缺乏或缺陷，且另外其中因子 VII 是不

共施用的。也包括药物组合物，其包含治疗有效量的单克隆抗体以及因子VIII或因子IX的
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组合，其中该组合物不含有因子VII。“因子VII”包括因子VII以及因子VIIa。该组合疗法

有可能降低凝血因子的必须输注频率。共施用或组合疗法表示施用两种各自分别配制或共

同配制在一个组合物中的治疗药物，且当分别配制时，在大致相同时间或在不同时间施用，

但是在相同的治疗期间施用。

[0121] 在一些实施方式中，本文所述一或多个抗体可以组合应用以解决止血病症。例如，

两种或更多种本文所述抗体的共施用认为可用于治疗血友病或其它止血病症。

[0122] 药物组合物可以胃肠外施用给患 A 型血友病或 B 型血友病的个体，其剂量与频率

可随着出血事件的严重性而改变，或在预防性疗法的情况下，可随着患者的凝血缺乏的严

重性而改变。

[0123] 组合物可作为推注剂或通过连续输注被施用给患者。例如，作为 Fab 片段的本发

明抗体的推注施用可以是0.0025至 100mg/kg体重、0.025至 0.25mg/kg、0.010至 0.10mg/

kg 或 0.10-0.50mg/kg 的数量。对于连续输注，作为 Fab 片段的本发明抗体可以 0.001 至

100mg/kg 体重 / 分钟、0.0125 至 1.25mg/kg/ 分钟、0.010 至 0.75mg/kg/ 分钟、0.010 至

1.0mg/kg/分钟或 0.10-0.50mg/kg/分钟施用1-24小时、1-12小时、2-12小时、6-12小时、

2-8 小时或 1-2 小时期间。对于作为全长抗体 ( 具有完整恒定区 ) 的本发明抗体的施用，

剂量数可以是约1-10mg/kg体重、2-8mg/kg或 5-6mg/kg。该全长抗体通常会通过输注而施

用，延长三十分钟至三小时的期间。施用频率将取决于状况严重性。频率可以是每周三次

到每两周至六个月一次。

[0124] 此外，组合物可经由皮下注射施用给患者。例如，剂量为10至 100mg的抗 -aPC抗

体可经由皮下注射每周、每两周或每月施用给患者。

[0125] 如本文所用，“治疗有效量”表示在体内有效增加凝血时间或在体内以其它方式对

有需要的患者产生可测量益处所需的抗-aPC单克隆抗体或该抗体以及因子VIII或因子IX

的组合的数量。确切数量将取决于许多因素，包括但不限于治疗组合物的组分以及物理性

质、意图的患者群、个别患者考量等，且可由本领域技术人员容易地确定。

实施例

[0126] 本公开内容的各方面可根据下列实施例进一步理解，所述实施例不应以任何方式

解释为限制本教导的范围。

[0127] 实例 1.材料与方法

人 aPC特异性结合体（ binder）的筛选

主平板 (Master Plates) 的制备：按照淘选策略，使用 Qpix2(Genetix,Boston,MA 

USA) 集落挑选器通过将 1880 个克隆挑至含有生长培养基 (2XYT/1% 葡萄糖 /100μg/ml 羧

苄青霉素 )的 384孔板 (ThermoFisher Scientific,Weltham, MA USA)中生成主平板。在

37℃伴随振荡使板生长过夜。

[0128] 表 达 板 的 产 生：使 用 Evolution P3 液 体 处 理 器 (Perkin Elmer,Waltham, 

MA,USA)，将来自主平板的 5μl培养基转移至含有表达培养基 (2XYT/0.1% 葡萄糖 /100ug/

ml 羧苄青霉素 )的 384 孔板，并在 30℃温育。当培养物达到 0.5的 OD 600 时，以 0.5mM 的

最终浓度添加 IPTG。然后使板回到 30℃生长过夜。

[0129] 初次 ELISA ：将 Maxisorp 384 孔板 (ThermoFisher Scientific,Rochester,NY 
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USA)包被以1μg/ml的于DPBS(具有Ca/Mg)中的重组型人aPC或人PC(Mol.Innovation)，

并 在 4 ℃ 温 育 过 夜。 以 DPBST(PBS+0.05% TWEEN) 洗 涤 经 包 被 ELISA 板 三 次 并 以

MDPBST(PBS+0.05%TWEEN+5%奶 )在室温封闭1小时。抽吸封闭的板并将15μl表达培养基

以及 30μl MDPBST 转移至每一孔。在室温温育 ELISA 板 1 小时，然后以 DPBST 洗涤 5 次。

添加抗-hFab-HRP(Jackson ImmunoResearch，1 ：10,000稀释于DPBST中)至每一孔并在室

温温育1小时。然后，以DPBST洗涤板5次。添加Amplex Red(Invitrogen)底物并在485nm

的激发与 595nm 的发射下读板。

[0130] 确认ELISA ：使用Qpix2集落挑选器，将推测的阳性克隆从主平板重新排列至含有

1ml 生长培养基的 96 深孔板 (Qiagen) 中并在 37℃生长过夜。从主平板接种表达板，且当

培养物达到 0.5的 OD600 时以 0.5mM 最终浓度的 IPTG诱导。然后，如上述对表达培养基进

行 ELISA。

[0131] 使用经生物素化 aPC的库选择 (溶液中淘选 )

进行两种方法：耗尽PC结合体以及非耗尽总PC与 aPC结合体。将Dynabeads M280链

霉抗生物素偶联至100nM生物素-TF(组织因子，用于非耗尽)或100nM生物素-PC(耗尽)

并由磁性装置捕捉。预先经DPBS/3%BSA/0.05% TWEEN20封闭的1-7.5x1012cfu Fab库噬菌

体与用生物素-TF或生物素 -PC偶联的链霉抗生物素珠在室温于旋转器上温育2小时。捕

获并丢弃生物素 -TF( 非耗尽 ) 或生物素 -PC( 耗尽 )/ 链霉抗生物素珠。所得噬菌体上清

液与 1ml DPBS/3%BSA/0.05% TWEEN20/1mM CaCl 2 中的 100nM( 第一轮 )、50nM( 第二轮 )

或 10nM( 第三轮 ) 生物素 -aPC 在室温温育 2 小时或在 40℃温育过夜。100ul 的链霉抗生

物素偶联的磁性珠被添加至噬菌体 -aPC 溶液并在室温温育 30 分钟。噬菌体 -aPC 复合物

珠被捕捉在磁性装置上并根据淘选轮数以具有 3%BSA 或 0.05% TWEEN20 的 DPBS 洗涤不同

次。以 1mg/ml 胰蛋白酶洗脱结合的噬菌体并以抑肽酶中和。洗脱的噬菌体随后用来感染

10ml 以指数生长的大肠杆菌 HB101F’并扩增用于下一轮选择。也以 CFU 滴定 (淘选输出 )

分析噬菌体原液。

[0132] 使用固定化 aPC的库选择 (固相淘选 )

在4℃，将Maxi-sorp 96孔板的五个孔包被以400ng/孔于DPBS中的重组型aPC过夜。

与在溶液中淘选相同，噬菌体库用生物素 -TF 预处理用于非耗尽或用生物素 -PC 预处理用

于耗尽。所得噬菌体然后被添加至经aPC包被的孔并于室温在振荡器上温育1-2小时。通过

根据淘选轮数以具有3%BSA或 0.05% TWEEN20的 DPBS洗涤不同次，洗掉未结合噬菌体。以

1mg/ml 胰蛋白酶洗脱结合的噬菌体并以抑肽酶中和。洗脱的噬菌体随后被用来感染 10ml

以指数生长的大肠杆菌 HB101F’并扩增用于下一轮选择。也以 CFU 滴定 (淘选输出 )分析

噬菌体原液。

[0133] 选择的噬菌体库的扩增：洗脱噬菌体原液使用辅助噬菌体M13K07在 HB101F’中扩

增用于第 2、3和 4个选择轮

使用经每一轮选择洗脱的噬菌体感染体积为 10ml 的以指数生长的 HB101F’，并在

37℃、50rpm 温育 45 分钟。然后将细菌再悬浮于 2xYT 培养基中，并铺在两个含有 100μg/

ml 羧苄青霉素、15μg/ml 四环素以及 1% 葡萄糖的 15cm 琼脂板上，然后在 30℃温育过夜。

以总计 8ml 2xYT/carb/tet 来收集来自板的细菌菌苔。

[0134] 将约 10μl 细胞再悬浮于 10ml 的 2xYT/carb/tet 中 (OD600 为约 0.1-0.2) 并
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在 37℃温育直到 OD600 达到 0.5-0.7。将 5x1010cfu 的 M13K07 辅助噬菌体添加至细胞

并在 37℃温育 45 分钟。然后将感染的细胞再悬浮于 15ml 的新鲜 2xYT/carb/ 卡那霉素

(50μg/ml)/tet 并在 30℃振荡过夜以产生噬菌体。通过离心收集噬菌体上清液并过滤通

过 0.45μm 过滤器。900μl 的上清液用于下一轮的选择。

[0135] aPC抗体的 DNA测序分析

使用标准分子生物学技术制备质粒。使用下列引物进行选定抗体克隆的 DNA 测序。

[0136] a) 引物 A：5’GAAACAGCTATGAAATACCTATTGC 3’

b) 引物 B：5’GCCTGAGCAGTGGAAGTCC 3’

c) 引物 C：5’TAGGTATTTCATTATGACTGTCTC 3’

d) 引物 D：5’CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG 3’

从血浆纯化蛋白 C

以 20x50ml 冷冻原液购买一升的犬或兔血浆，包含肝素作为抗凝剂 (Bioreclamation,

Inc.,Westbury,NY)。纯化方法由Esmon的实验室所述(12)并具有修改。在4℃解冻血浆，

并于加载至 Q-Sepharose 柱用于捕获蛋白 C 与其它维生素 K 依赖性蛋白质之前，在室温使

用 0.02M Tris-HCl，pH 7.5、肝素 1U/ml 最终、苯甲脒 HCl 10mM 最终以 1：1稀释。以缓冲

的 0.15M NaCl 洗涤柱，并使用缓冲的 0.5M NaCl 洗脱蛋白 C。使用 10mM Ca++ 以及 100U/

ml肝素使洗脱液再钙化，并然后加载至HCP4-Affigel-10亲和柱上。以含Ca缓冲液洗涤柱

并以含 EDTA 缓冲液洗脱。经纯化的 PC 经透析过夜至 PBS 缓冲液中，急速冷冻并以 0.5ml

等分试样储存于 -80。纯化产量为来自一升犬血浆的 1.75mg。经纯化 PC 如通过 SDS-PAGE

以及分析型 SEC 测定具有 98% 纯度。

[0137] Fab表达以及纯化

对于Fab表达，将5·l sFab大肠杆菌甘油原液接种至1ml生长培养基(LB，1%葡萄糖，

100·g/ml氨苄青霉素)中，并在37℃伴随在250rpm振荡使培养物生长过夜。然后，将过夜

培养物 500·l 接种至 10ml 预温热 (37℃ ) 诱导培养基 (LB，0.1% 葡萄糖，100·g/ml 氨苄

青霉素 )中并在 37℃以 250rpm 生长至 OD500 0.6-0.7。将 IPTG 添加至培养物中达 0.5mM

最终浓度用于 Fab 表达，且在 30C 伴随在 250rpm 振荡使培养物生长过夜。次日，在 4℃以

3,000g 离心过夜培养物 15 分钟将培养基与细胞分离。保留上清液以及沉淀 (pellet) 用

于 Fab 纯化。在上清液以及沉淀中的 Fab 表达可通过使用抗 -His 抗体的蛋白质印迹分析

来确认。

[0138] 对于 Fab 纯化，如 BioInvent 方案所建议使用蛋白 A 柱 (MabSure)。将上清液滤

过 0.45um 过滤器以移除碎片并于加载至缓冲液平衡的蛋白 A 柱上之前与一片完全蛋白

酶抑制剂 (Roche 11873580001) 混合。以 pH 2-3 缓冲液洗脱 Fab，然后经缓冲液交换至

PBS，pH 7.0。为了从细胞沉淀中释放 Fab，向沉淀添加 1ml 裂解缓冲液。在 4℃于摇晃式

平台上温育混合物 1 小时用于裂解，然后在 4℃以 3,000g 离心 30 分钟。澄清的上清液被

转移至新的管并加载至蛋白 A 柱上。裂解缓冲液含有新鲜制备的于冷蔗糖溶液 (20% 蔗糖

(w/v)、30mM TRIS-HCL、1mM EDTA，pH 8.0) 中的 1mg/ml 溶菌酶 (Sigma L-6876)，2.5U/ml 

benzonase(Sigma E1014)(25KU/ml，原液 1/10.000) 以及一片完全蛋白酶抑制剂 (Roche 

11873580001)。经纯化Fab的纯度通过SDS-PAGE以及分析型尺寸排阻层析(SEC)确认。也

监测内毒素水平。
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[0139] PC以及 aPC的蛋白质印迹分析

在有 DTT( 还原 ) 或没有 DTT( 非还原 ) 的情况下将经纯化蛋白质 (100ng/ 泳道 ) 与

4x SDS-PAGE 上样染料混合，在 95℃加热 5 分钟，然后加载至 4-12% NuPAGE 凝胶上。通

过 i-Blot(Life technologies,Carlsbad,CA) 将蛋白质转移至硝基纤维素膜。探测步骤

使用 SNAP-id(Millipore) 进行。在使用 5% 奶 /PBS 封闭 10 分钟后，将膜与不同试剂 ( 例

如，用于检测经生物素化 aPC 的链霉抗生物素 -HRP，用于检测犬 aPC 的小鼠抗人 PC 单克

隆抗体 HCP-4 以及抗 -PC 山羊多克隆抗体 ) 温育。探测之后为在室温与 HRP 二次抗体

温育 10 分钟。在以具有 0.1% TWEEN-20 的 PBS 洗涤印迹之后，使用化学发光底物 (ECL)

(Pierce,Rockford,IL) 并暴露于 x射线胶片而检测来自 HRP 的信号。

[0140] Fab ELISA

抗原蛋白 (人 PC、人 PC、小鼠 APC、犬 APC)在 4℃以 100ng/100ul/ 孔于 PBS/Ca 缓冲液

(Life technologies)中包被在ELISA板上过夜。次日，洗涤板3次并在室温以5% PBS/Ca/

BSA/Tween20 封闭 1小时。将可溶性 Fab 添加至每孔并在室温温育 1小时。在添加抗 -人

λ- 抗体 -HRP 作为检测抗体之后，在室温温育板 1 小时，充分地洗涤然后使用 Amplex Red

底物依据试剂盒制造商所述来显影。使用荧光板读数仪 (SpectraMax 340pc,Molecular 

Devices,Sunnyvale,CA) 来测量信号 ( 呈 RFU)。将标准曲线拟合至四参数模型，并从该曲

线外推未知的数值。

[0141] 实施例 2.从库淘选 aPC抗体

使用如实施例1中所述方法来进行对抗人活化蛋白C的完全人Fab抗体库的淘选以及

筛选。对阳性抗体克隆进行 DNA测序，得到 10个独特的抗体序列。抗体的重链以及轻链的

比对显示于图 2中。在 5个 Fab(C7I7、C7A23、T46J23、C22J13、C25K23) 中发现相同的重链

CDR3 序列。

[0142] 经纯化 Fab 通过一组功能性分析来表征，以评估：a) 其结合特异性 (aPC 对 PC) ；

结合亲和力 ( 通过 ELISA 以及 Biacore) ；以及物种交叉反应性 ( 也即，对不同物种来源的

aPC的结合，包括人、犬及小鼠)。稍后也使用兔aPC ；b)其对其它维生素K依赖性凝血因子

(例如 FIIa、FVIIa、FIXa、FXa) 的结合选择性；c) 其在血浆凝血分析 aPTT 中抑制 aPC 的抗

凝活性的效力；以及d)其在使用酰胺分解活性分析(对小肽底物)以及FVa失活分析(对

蛋白质底物 FVa) 于缓冲液中对 aPC 的蛋白酶酶活性的影响。

[0143] 实施例 3.aPC特异性抗体的结合亲和力以及交叉物种反应性

这些经纯化抗 -aPC Fab 的抗原 - 结合活性通过如图 3 所示的直接 ELISA 测定。抗原

被直接包被在 ELISA 板上。包被抗原包括于 PBS/Ca 缓冲液中 100ng/ 孔的人 PC( 血浆衍

生 )、人 aPC( 重组型 )、犬 aPC( 血浆衍生 )以及小鼠 aPC( 重组型 )。在使用 5% 奶 /PBS 封

闭板并以PBS-Tween20洗涤板后，将可溶性Fab(1ug/ml，20nM)添加至板并在室温伴随着振

荡温育 1小时。使用抗 -人 Fab(λ)抗体 -HRP 以及 Aplex red 作为底物来检测 Fab结合。

ELISA 数据显示，所有 Fab 特异地结合至人 aPC 而不是人 PC。一个 Fab，R41C17，对人 PC 显

示最低结合。与之相比，R41C17结合至人APC以及人 PC二者。图3中也显示利用ELISA的

Fab的交叉物种反应性。在8个aPC-特异性结合体中，它们中的4个(C7I7、C7A23、C25K23、

T46J23) 也显示与犬 aPC 的交叉反应性，此外，一个 Fab，T46J23，显示一些结合小鼠 aPC。

[0144] 表 3中显示如通过 ELISA 测得的抗 -aPC 抗体对人 aPC 以及犬 aPC 的 EC50。
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[0145] 表 3. 抗 -aPC Fabs 的 ELISA 分析

[0146] 通过 Biacore 测定抗 -aPC Fab 的亲和力并且显示于表 4中。

[0147] 表 4. 抗 -aPC Fabs 的 ELISA 分析

[0148] 实施例 4.抗 -aPC Fab的结合选择性

为了测定这些 fab 的结合选择性，也通过 ELISA 评估其对于酶原人 PC、对凝血

酶 (FIIa)，以及对活化因子 II(FIIa，凝血酶 )、因子 VII(FVIIa)、因子 IX(FIXa) 与因

子 X(FXa) 的结合活性。简言之，ELISA 板包被以人 aPC(1ug/ml)、小鼠 PC(10ug/ml)、犬

PC(10ug/ml)，其它凝血因子 (FIIa、FVIIa、FIXa、FXa)(5-10ug/ml)。将 20nM(1ug/ml) 的

抗 -aPC Fab 添加至孔。通过二次抗体 (抗 -人 Fab-HRP) 然后是 HRP 底物 AmplexRed 检测

结合的 Fab。作为阳性对照，对每一抗原具有特异性的对照抗体被用来证明存在包被抗原。

[0149] 如图 4中所示，最多为浓度 20nM，Fab 没有一个显示结合至因子 IIa、VIIa、IXa 或

Xa。与酶原小鼠 PC 或犬 PC 的结合也是不可检测的。

[0150] 实施例 5.在正常人血浆中抗 -aPC Fab抑制 aPC并诱发血块形成

人 aPC 是有力抗凝剂，且这一功能可以容易地通过如图 5所示的血浆凝血分析 (aPTT)

证明。在aPTT分析中，50%正常人混合血浆在将CaCls(引发剂)添加至血浆与磷脂的混合

物之后于52秒内形成血块。100、200、400、800或 1600ng/ml的人aPC与血浆的预温育以剂

量依赖性方式延长凝血时间。如图 5 中所示，血浆衍生的 aPC 以及重组型 aPC 得到近乎相

同的效力。因为对 Stago 仪器的凝血时间的最大设定为 240 秒，人 aPC 在这个功能分析中

的抗凝活性在 aPC 为 800ng/ml 时达到最大。

[0151] 为了评估抗-aPC Fab对aPC的抗凝活性的潜在抑制性效应，对于良好分析范围在

aPTT 分析中使用 400ng/ml aPC( 图 6)。由于施用的 aPC 的抗凝活性，血浆凝血时间从 52

秒延长至 180 秒。将工具小鼠抗 -人 APC 抗体 (对照 )或其 Fab( 对照 Fab) 或 Fab C7A23

在 0、0.5、1、2、5、10 或 20ug/ml 与 aPC( 也即 Fab 相对于 aPC 为 1.5x 至 60x 倍过量 ) 温育

以剂量依赖性方式降低凝血时间。Fab C7A23 在倒转人 aPC 的抗凝活性方面比对照 -Fab

有效 4-5 倍。与之相比，阴性对照 Fab( 人 Fabλ) 对于凝血时间没有影响。在图 6 中，全

长对照抗体 ( 二价 ) 在 aPTT 分析中比对照 Fab( 单价 ) 有效 10 倍。这个结果与其在针对

aPC结合的直接 ELISA 中的 EC 50 值 [对照 (0.56nM) 对对照 Fab(6.56nM)] 相符 (数据未
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示出 )。因此，暗示当抗 -aPC Fab 转变成 IgG 形式时是更为有力的分子。aPTT 结果暗示，

抗 -aPC Fab明显地抑制 aPC的抗凝活性并缩短凝血时间。在血浆凝血分析aPTT中相比于

对照 -Fab 来评估所有的测试 Fab( 图 6)。在图 6的上图中，非特异性人 Fab 被用作为阴性

对照，且其如预期地不影响凝血时间。阳性对照 ( 对照以及对照 -Fab) 以剂量依赖性方式

缩短凝血时间。

[0152] Fab C7A23、C7I7、C25K23、T46J23 以 及 T46P19 在 5ug/ml( 相 对 于 跟 踪 标 定

aPC(spiked-in aPC)摩尔过量15倍 )造成人aPC活性的80-93%抑制并增强血块形成。它

们明确地比对照-Fab更为有力。与之相比，Fab R41E3在相同条件下仅产生30-40%的 aPC

活性抑制。R41E3 在 aPTT 中的弱活性可能是因为其 aPC 结合的较弱亲和力，如通过 ELISA

以及 Biacore所测定。R41E3 Fab浓度增加至40ug/ml(相对于 aPC摩尔过量100倍 )如在

图 6下图中所示的确造成人 aPC的 80% 抑制。同样，高剂量 (40ug/ml) 的 C22J13 Fab 产生

人 aPC的 80%抑制。Fab C26B9在这个分析中比对照Fab更为有力。在下图中，Fab R41C17

对aPC活性没有影响，因为其结合PC以及aPC二者，且在人血浆中比aPC丰富超过1000倍。

这个数据也指出 Fab R41C17 具有与其它 Fab 不同的结合表位。

[0153] 如通过物种 aPC ELISA 数据所指出，4种 Fab(C7A23、C7I7、C25K23、T46J23) 在纳

摩尔亲和力下也结合至犬 aPC，这些 Fab 是通过使用跟踪标定至 50% 混合的人正常血浆中

的犬 aPC 的 aPTT 来评价，如图 7 所示。通过 aPTT，犬 aPC 表现与人 aPC 相同的抗凝活性

( 数据未示出 )。犬 aPC 在 300ng/ml 下将凝血时间从 47 秒增加至 117 秒。对照抗体或对

照 -Fab 在 0、0.5、1、2、5、10 或 20ug/ml 下与犬 aPC 温育不影响凝血时间，因为通过 ELISA

它们不与犬 aPC 交叉反应。但是，Fab C7A23 明显地以剂量依赖性方式降低凝血时间并且

在 5ug/ml 抑制犬 aPC 活性至多 80% 或在 20ug/ml 达 85%。而且，C7A23 在阻断人 aPC 以及

犬 aPC 方面在 aPTT 分析中显示相当的效力。Fab C7A23、C717、C25K23 明确地以剂量依赖

性方式抑制犬 aPC活性。在 20ug/ml Fab 浓度，这 3种 Fab 引起 aPC 的 80-90% 抑制并缩短

凝血时间。通过 ELISA 以及 Biacore，Fab T46J23 在高剂量仅提供 40% 抑制，与其对犬 aPC

的结合 (KD=22nM) 比 C7A23、C7I7、C25K23(KD=1-5nM) 更弱相符。与之相比，Fab T46P19 以

及 R41E3 如预期地在 APTT 中对犬 aPC 没有影响，因为通过 ELISA 它们不能结合至犬 -aPC。

[0154] 实施例 6.抗 -aPC Fab对于 aPC的酶活性的影响

活化蛋白 C为丝氨酸蛋白酶。其催化活性可以通过两种方法来测量：a)使用小肽底物

的酰胺分解活性分析，以及 b) 使用生理蛋白质底物 FVa 的 FVa 降解分析。

[0155] 人 aPC 的酰胺分解活性通过在缓冲液中使用 aPC 的显色肽底物来研究。10nM 的

经纯化 aPC 蛋白与 1mM 的显色底物 SPECTROZYME Pca(Lys-Pro-Arg-pNA，MW 773.9 Da) 温

育 30 分钟。底物转换成比色产物 ( 也即 aPC 的酶活性 ) 通过以动力学的方式每 5 分钟读

取OD 450 来监测。使用重组型人aPC产生标准曲线。为了测试抗-aPC Fab对 aPC酰胺分

解活性的影响 (图 8)，经纯化 aPC 蛋白 (20nM) 首先与等体积抗 -aPC Fab(1-1000nM) 在室

温预温育 20 分钟，然后将显色底物 SPECTROZYME Pca 添加至反应混合物中至多达 1mM。人

aPC 在最终浓度为 10nM 的酰胺分解活性在 Fab 存在下测量。在 Fab 存在下，在最终底物浓

度为1mM的水解速率受到部分抑制，达到80%的最大降低。除了R41C17以外，所有Fab以剂

量依赖性方式抑制 aPC。IC50 与在 ELISA 结合分析中的 EC 50 相关联，因为高亲和力结合

体 (C7I7、C7A23、T46P19、T46J23、C25K23) 在这一分析中显示比其余较弱的结合体 (R41E3、
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C22J13、C26B9) 快得多的抑制。但是，对于较弱的结合体增加 Fab 的浓度也产生最大抑制。

例如，R41E3 在 3,000nM 产生 aPC 活性的约 80% 抑制，而高亲和力结合体在 100nM 达到相同

程度的抑制。因此，大多数结合体与 aPC 的活性位点相互作用，导致其酰胺分解活性的抑

制。有趣的是，对照抗体产生 aPC 的部分抑制 (40%)，并在大于 100nM 的浓度达到平台。当

使用增加浓度的 R41C17 Fab 时没有观察到抑制效应。因为其对于人 aPC 的结合亲和力可

与利用 Biacore 的具有 KD 值为 4.8nM 的高亲和力结合体相比，该数据指出 R41C17 具有与

aPC 的酶活性位点远离的结合表位。

[0156] 人aPC的FVa失活活性可通过将人aPC(180pM)与生其理蛋白质底物FVa(1.25nM)

温育，然后添加 FXa 以及凝血酶原至反应混合物以形成凝血酶原酶复合物来测量。添加凝

血酶的显色肽底物来检测凝血酶的生成 ( 图 9)。读出值为凝血酶生成 (FIIa/sec)。经纯

化因子 Va(1.25nM) 与 aPC(180pM) 于一定 Fab 浓度范围 (1-500nM) 存在下温育，且在凝血

酶原酶 /tenase 分析中评价 FVa 活性。

[0157] 关于生物底物FVa，Fab对aPC活性的影响通过使用经纯化Fva的FXa-以及凝血酶

生成分析来测量。在这个分析中，0.16U/ml(1.25nM)的 FVa在分析缓冲液(20mM TrisHCl、

137nM NaCl、10ug/ml 磷脂、5mM CaCl 2 、1mg/ml BSA) 中于抗体存在或不存在的情况下与

aPC 180pM 温育。在温育 30 分钟后，将 25ul 混合物转移至孔中。然后，在分析缓冲液中

将 50ul 人 FXa 以及凝血酶原添加至孔并在 30℃通过使用板读数仪监测凝血酶介导底物水

解的动力学。作为 aPC 活性的基线，于不存在添加 Fab 的情况下，aPC 的温育自 0.0022nM 

FIIa/sec 至 0.0015nM FIIa/sec 改变读出值。

[0158] 向反应混合物添加 Fab 导致 aPC 介导的 FVa 蛋白水解几乎完全抑制并且以剂量

依赖性方式凝血酶生成的快速增加。如图 9中所示，对于通过 aPC 抑制 FVa 蛋白水解的 IC 

50 值 在纳摩尔范围内且对所有测试 Fab 是相当的。大多数 Fab 比阳性对照 Fab 更有效。

R41E3因为其对人aPC的结合较弱而增加较慢。R41C17令人惊讶地在这个分析中显示一些

活性。当使用小肽底物时这一 Fab 对于 aPC 的抗凝活性利用 aPTT 或对于 aPC 的酰胺分解

活性没有影响。这些数据指出，R4117 结合表位明显不同于其它 Fab 的那些。

[0159] 实施例 7.抗 -aPC IgG的表达以及纯化

通过将 Fv 序列克隆至人 IgG1 表达载体中，所有 10 个抗 -aPC Fab 被转化成人 IgG1。

质粒被转染至 HEK293 细胞中用于瞬时表达。抗体被分泌至培养基中并且通过蛋白 A 柱纯

化。一个高产量抗体 T47J23-hIgG1 每 200ml 培养物生产 10.3mg。一些抗体每 200ml 仅生

产 1mg。也监测内毒素水平 (少于 0.01EU/mg)。

[0160] 类似于经纯化 Fab，所有经纯化 IgG 通过一组功能性分析表征，以评估：a) 其结

合特异性以及结合亲和力；b) 其物种交叉反应性 ( 对不同物种来源的 aPC 的结合，包括兔

aPC) ；c) 使用酰胺分解活性分析，其对物种 aPC 的酶活性的影响；以及 d) 其在使用人血浆

以及小鼠血浆的血浆凝血分析 aPTT 中抑制 aPC 的抗凝活性的效力。

[0161] 实施例 8.抗 -aPC IgG的结合特异性以及结合亲和力

如图 10 中所示，ELISA 表明大多数 IgG 抗体如同 Fab 保留其结合特异性，因为它们相

对于人 PC优先结合至人 aPC。另一方面，T41C17 以及 O3E7 结合人 aPC 以及人 PC二者。令

人惊讶地，T46J23 在其 Fab 转换成 IgG 之后得到人 PC 结合。通过 ELISA 的滴定实验也表

明，一般而言，这些二价IgG1的结合亲和力相较于对应单价Fab如表5中所示增加2-50倍。
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特别地，低亲和力 Fab R41E3 在 Fab-IgG 转换之后结合亲和力增加几乎 50 倍，EC 50 值为

Fab 的 104nM，对 IgG 的 1.76nM。所有 IgG 显示高亲和力结合至人 APC，EC50 值为亚纳摩尔

以及低纳摩尔范围。O3E7-IgG 为最弱的 IgG，EC50 为 16.9nM。

[0162] 表 5. 抗 -aPC IgGs 的 ELISA 分析

[0163] 也如图 10 中所示，使用 (a) 人、(b) 兔、(c) 犬以及 (d) 小鼠 aPC 与 PC，研究这些

IgG 的物种交叉反应性。在 10 个抗 -人 aPC IgG 中，5个 IgG 以高亲和力 (EC50 =0.6-7nM)

结合至兔 aPC，没有可检测的至兔 PC 的结合。这 5个 IgG 也以高亲和力 (EC50 =1.7-10nM)

结合至犬 APC，且它们不结合至犬 PC。5 个 IgG 中的一个抗体，T46J23，也以 6nM 的 EC50值

结合至小鼠 aPC。T46J23 不结合至小鼠 PC。

[0164] 实施例9.抗 -APC IgG在使用酰胺分解活性分析的缓冲液中对于物种APC酶活性

的影响

然后评价 5个物种交叉反应性 IgG 对于物种 APC 的酰胺分解活性的影响 (图 11)。在

人 aPC 酰胺分解活性分析中，阴性对照 IgG( 抗 -CTX 抗体 ) 不具有抑制效应。5 个 IgG 均

以剂量依赖性方式抑制人 aPC。它们的 IC 50 值为 T46J23-IgG 的 18nM ；C22J13 的 27nM ；

C7I7 的 64nM ；C7A23 的 78nM，以及 C25K23 的 131nM。

[0165] 在兔 aPC酰胺分解活性分析中，阴性对照 IgG(抗 -CTX 抗体 )不具有抑制效应。5

个 IgG 均以剂量依赖性方式抑制兔 aPC。它们的 IC 50 值为 T46J23-IgG 的 17nM ；C22J13

的 24nM ；C7I7 的 29nM ；C7A23 的 25nM，以及 C25K23 的 74nM。

[0166] 在犬 aPC酰胺分解活性分析中，阴性对照 IgG(抗 -CTX 抗体 )不具有抑制效应。5

个IgG以剂量依赖性方式微弱抑制犬aPC。它们的IC 50 值为T46J23-IgG的625nM ；C22J13

的 1300nM ；C7I7 的 147nM ；C7A23 的 49nM，以及 C25K23 的 692nM。

[0167] 在小鼠 aPC 酰胺分解活性分析中，仅 T46J23 可抑制小鼠 aPC，尽管其需要高剂量

(1000nM)。C717以及其它IgG对小鼠aPC没有效应。这些抗体对于物种APC活性的抑制效

应归纳于表 6中。

[0168] 表 6. ELISA 和酰胺分解活性分析
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[0169] 图 14(b) 显示，在人 aPC 酰胺分解活性分析中，C25K23 IgG1 的两个变体 ( 称为

2310-IgG2与2312-IgG2)在经纯化系统中显示aPC的有力抑制。C25K23 IgG1具有如SEQ ID 

NO ：108中所示的轻链以及如SEQ ID NO ：109中所示的重链。TPP-2031为经修饰的C25K23 

IgG，其重链包含修饰 N54G。变体 2310 为经修饰的 C25K23 IgG，其轻链包含如 SEQ ID NO ：

112 中所示的修饰 A10V、T13A、S78T、R81Q 以及 S82A，而重链包含如 SEQ ID NO ：113 中所示

的修饰 N54Q。变体 2312 为经修饰的 C25K23 IgG，其轻链包含如 SEQ ID NO ：116 中所示的

修饰 A10V、T13A、S78T、R81Q 以及 S82A，而重链包含如 SEQ ID NO ：117 中所示的修饰 S56A。

该变体对 aPC 也展现如图 14(a) 中所示的高亲和力。TPP-2309 为经修饰的 C25K23 IgG1，

其轻链包含如SEQ ID NO ：110中所示的修饰A10V、T13A、S78T、R81Q以及 S82A，而重链包含

如 SEQ ID NO ：111 中所示的修饰 N54G。

[0170] 实施例 10.抗 -aPC IgG在正常人血浆中抑制 aPC并诱导血块形成

首先在人血浆凝血分析 (aPTT) 中研究抗 -aPC IgG 对 aPC 抗凝活性的影响并显示于

图 12 中。五十百分比 (50%) 人血浆于 aPC 不存在的情况下具有 50-52 sec 的基线凝血时

间。向血浆添加人 aPC 如预期地增加凝血时间至 190 sec，因为 aPC 是公知的抗凝剂。aPC

与阴性对照 IgG1( 抗 -CTX 抗体 ) 的预温育不改变凝血时间。与之相比，aPC 与抗 -aPC 特

异性 IgG 的预温育以剂量依赖性方式明显缩短凝血时间。在 1：1摩尔比例，T46J23-IgG 以

及 C7I7-IgG 在 1ug/ml 抑制 ~50% 的 aPC 活性 ( 在 400ng/ml) 并将凝血时间从 190 sec 缩

短至 114 sec。在 20ug/ml，所有三种抗体(T46J23、C7I7、C26B9)完全逆转 aPC的抗凝活性

并将凝血回复至正常。R41E3-IgG 在抑制 aPC 方面不如这 3 个 IgG 有效。R41E3 将凝血时

间部分回复至 75 sec 并在 163 倍摩尔过量下抑制 ~80% 的 aPC 活性。

[0171] 也在aPTT分析中如图 14(c)中所示研究抗 -aPC IgG的经修饰变体的效应。同样

类似于图 12 中的结果，aPC 与经修饰抗 -aPC 特异性 IgG 的预温育以剂量依赖性方式明显

缩短凝血时间。

[0172] 实施例 11.抗 -aPC IgG在重度血友病患者血浆中抑制 aPC并诱导血块形成

如在图13中所示，使用血友病患者血浆在凝血酶生成分析(TGA)中进一步研究抗-APC 

IgG 对于 aPC 抗凝活性的影响。对沿着血管排列的细胞 (内皮细胞 )的损伤造成组织因子

暴露，导致有限数量的凝血酶生成，称为外源性凝血途径。内皮细胞上的凝血调节蛋白促

成 aPC 生成及其抗凝活性。重度血友病血浆仅生成 ~50nM 总凝血酶。向血友病血浆添加

抗 -aPC- 抗体以剂量依赖性方式增加凝血酶生成。

[0173] 实施例 12.共晶体研究

抗体制备与 QC
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重组型抗-aPC人 Fab(C25K23以及 T46J23)在大肠杆菌中被表达并通过蛋白A层析纯

化成同质性。经纯化Fab显示具有 >90%纯度且通过 SDS-PAGE以及分析型尺寸排阻层析没

有聚集。其功能通过 aPC- 结合分析 (ELISA) 表征。C25K23 以及 T46J23 Fab 如通过 ELISA

所测定以 2-4nM的相当 EC 50 值结合人 aPC全长以及无 Gla结构域 aPC。生产 10毫克的这

些 Fab。

[0174] 抗原制备及 QC

血浆衍生的人aPC无 Gla结构域(aPC-GD)购自Enzyme Research Lab并且通过ELISA

表征，以确认其可以被 C25K23 Fab 以及 T46J23 Fab 二者识别。

[0175] 复合物形成

对于复合物形成，将 0.9mg aPC-GD 与 1.05mg C25K23Fab 混合并于 4℃温育反应混合

物 5 小时。将混合物加载至凝胶过滤柱上，以将游离 Fab 或游离 aPC-GD 与 aPC-GD-Fab 复

合物分离。收集各级分并通过SDS-PAGE在非还原条件下进行分析。重复这个过程三次，并

混合含有 aPC-GD-Fab 复合物的级分且浓缩至 10mg/ml。

[0176] 在不同晶体生长条件下进行 aPC-Fab 复合物的结晶以产生适于结构测定的晶体

(最大分辨率 <3Å)。使用高通量晶体筛选试剂盒并鉴定两个命中（hits）：

a)0.1% 正辛基 -β-D- 葡糖苷、0.1M 柠檬酸三钠盐二水合物 PH 5.5、22% PEG 3350

b)18% 2- 丙醇、0.1M 柠檬酸三钠盐二水合物 PH 5.5、20% PEG 4000。

[0177] 数据收集

在 2.2Å 分辨率下的结构测定成功地来自 aPC-GD-C25K23Fab 晶体衍射图，通过分子取

代，以报导的 aPC 以及 Fab X- 射线结构作为模型 (例如依据 Mather et al.,1996 的 pdb

规则 1 aut)，然后通过模型构建及精修进行。图 15 中显示 aPC 与 C25K23 Fab 结构的卡通

表示。如图15中所示，C25K23使用其重链的CDR3环来接触aPC催化结构域。非常显著地，

如图 16 中所示，来自 C25K23 的 W104 侧链插入 aPC 的催化口袋中，与先前报导的 aPC 抑制

剂 (三肽抑制剂 PPACK) 具有空间重叠。

[0178] 根据这一结构，确定被抗体结合的aPC的表位在aPC的重链中。aPC重链与Fab之

间的接触残基包括 aPC 残基 D60、K96、S97、T98、T99、E170、V171、M172、S173、M175、A190、

S195、W215、G216、E217、G218 以及 G218。

[0179] 尤其对于 Fab C25K23，确定抗原互补位包含 SEQ ID NO ：18 中所示重链的残基

S31、Y32、W53、R57、R101、W104、R106、F107、W110，以及 SEQ ID NO ：8 中所示轻链的 K55。

[0180] 实施例 13.活性 -位点结合

使用不可逆的活性 - 位点抑制剂生物素 -PPACK 占据人 aPC 的活性位点，参见图 16。

生物素 -PPACK-hAPC 或人 aPC 被包被在 maxisorp96 孔板上。抗 -aPC 抗体 (Fab 以及 IgG)

以 1 ：3 从 20nM 连续稀释至 0.007nM 并被添加至经包被的孔，且在室温温育 1 小时。通过

HRP- 缀合抗 -人或抗 -小鼠 Fab 抗体、随后与荧光底物 (amplex red 与 H2O2) 温育产生荧

光信号(RFU)，检测结合的抗-aPC-Fab或抗 -aPC IgG。通过 Gemini EM荧光微量板读数仪

(Molecular Devices,Sunnyvale,CA) 来读板。在 20nM 抗体浓度的 RFU 在柱状图中表示为

三个重复孔的均值 (+/-SD)。

[0181] 如图 17 中所示，从库鉴定至少两类抗体。第一为受活性位点指引的，包括

T46J23(Fab 与 hIgG) 以及 C25K23(Fab 与 hIgG)，它们不再结合至生物素 -PPACK-hAPC( 活
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性位点封闭的hAPC)。第二为非受活性位点指引的，包括R41C17，认为其为抗-Gla-结构域

抗体。这些数据提供了可靠证据证明T46J23以及 C25K23对人 aPC的活性位点结合并解释

这些抗体的功能特性，也即完全阻断 hAPC 活性。

[0182] 尽管本发明实施方式已参照特定实施方式以及实施例来说明，应理解可在不偏离

随附权利要求范围的忠实精神与范畴的情况下，可做出各种修饰以及变化并且可替换等价

物。因此，说明书以及实施例被视为是说明性而非限制的。此外，本文引用的所有论文、书

籍、专利申请以及专利的公开内容以其整体并入本文做为参考。
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图 7
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图 16
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