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(54)发明名称

经半胱氨酸取代的免疫球蛋白

(57)摘要

本公开提供了经半胱氨酸取代的免疫球蛋

白，包括多肽、抗体、编码此类多肽和抗体的核

酸，用于制备其的宿主细胞、载体和方法，抗体的

经缀合的衍生物，制备此类抗体和经缀合的衍生

物的组合物和方法，及使用抗体和经缀合的变体

用于检测和治疗癌症以及用于杀伤患病细胞的

方法。在某些实施方案中，该取代选自重链中的

V266C、G316C、H285C、R301C、V303C、T307C、Y436C

和L441C(EU编号)或S156(根据Kabat编号)。
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1.经半胱氨酸取代的免疫球蛋白多肽，其包含选自以下的经取代的氨基酸残基：根据

EU编号的V266C、G316C、H285C、R301C、V303C、T307C、Y436C和L441C。

2.如权利要求1所述的多肽，其中所述免疫球蛋白多肽源自人IgG重链恒定区。

3.如权利要求2所述的多肽，其中所述IgG是选自以下的同种型：IgG1、IgG2、IgG3或

IgG4。

4.如权利要求3所述的多肽，其中所述同种型是IgG1。

5.核酸分子，其包含编码半胱氨酸取代物的核苷酸序列。

6.免疫球蛋白多肽，其包含选自以下的经取代的氨基酸残基：根据EU编号的V266C、

G316C、H285C、R301C、V303C、T307C、Y436C和L441C。

7.如权利要求5所述的核酸分子，其还包含与所述核苷酸序列可操作地连接的表达控

制序列。

8.如权利要求6所述的核酸分子，其包含在表达载体中。

9.重组细胞，其包含含有编码经半胱氨酸取代的免疫球蛋白多肽的核苷酸序列的核酸

分子，所述经半胱氨酸取代的免疫球蛋白多肽包含选自以下的经取代的氨基酸残基：根据

EU编号的V266C、G316C、H285C、R301C、V303C、T307C、Y436C和L441C。

10.用于制备经半胱氨酸取代的多肽的方法，其包括培养含有核酸分子的重组细胞，所

述核酸分子包含编码经半胱氨酸取代的免疫球蛋白多肽的核苷酸序列，所述经半胱氨酸取

代的免疫球蛋白多肽包含选自以下的经取代的氨基酸残基：根据EU编号的V266C、G316C、

H285C、R301C、V303C、T307C、Y436C和L441C。

11.经半胱氨酸取代的抗体，其包含含有选自以下的经取代的氨基酸残基的经半胱氨

酸取代的免疫球蛋白多肽：根据EU编号的重链恒定区中的V266C、G316C、H285C、R301C、

V303C、T307C、Y436C和L441C。

12.如权利要求10所述的抗体，其中重链恒定区源自人IgG同种型，所述人IgG同种型选

自：IgG1、IgG2、IgG3和IgG4。

13.如权利要求10所述的抗体，其包含选自κ和λ的免疫球蛋白轻链。

14.如权利要求12所述的抗体，其中轻链是κ。

15.如权利要求10所述的抗体，其能结合CLL-1、GPR114、IL1RAP、TIM-3、CD19、CD20、

CD22、ROR1、间皮素、CD33、CD123/IL3Ra、c-Met、PSMA、前列腺酸性磷酸酶(PAP)、CEA、CA-

125、Muc-1、AFP、糖脂F77、EGFRvIII、GD-2、NY-ESO-1TCR、酪氨酸酶、TRPI/gp75、gp100/

pmel-17、Melan-A/MART-1、Her2/neu、WT1、EphA3、端粒酶、HPV  E6、HPV  E7、EBNA1、BAGE、

GAGE和MAGE  A3TCRSLITRK6、ENPP3、连接蛋白-4、CD27、SLC44A4、CAIX、Cripto、CD30、MUC16、

GPNMB、BCMA、Trop-2、组织因子(TF)、CanAg、EGFR、αv-整联蛋白、CD37、叶酸受体、CD138、

CEACAM5、CD56、CD70、CD74、GCC、5T4、CD79b、Steap1、Napi2b、Lewis  Y抗原、LIV、c-RET、

DLL3、EFNA4或内皮唾酸蛋白/CD248。

16.如权利要求14所述的抗体，其包含可变轻链和可变重链，其中：

(a)所述可变轻链包含CDR-L1、CDR-L2和CDR-L3，此外其中：

CDR-L1是ESVDSYGNSF(SEQ  ID  NO:1)

CDR-L2是LAS(SEQ  ID  NO:2)

CDR-L3是QQNNYDPWT(SEQ  ID  NO:3)，以及
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(b)所述可变重链包含CDR-H1、CDR-H2和CDR-H3，此外其中：

CDR-H1是GYTFTSYV(SEQ  ID  NO:4)

CDR-H2是INPYNDGT(SEQ  ID  NO:5)，和

CDR-H3是ARPIYFDNDYFDY(SEQ  ID  NO:6)；或其中：

(c)所述可变轻链还包含CDR-L1、CDR-L2和CDR-L3，此外其中：

CDR-L1是RATQELSGYLS(SEQ  ID  NO:13)

CDR-L2是AASTLDS(SEQ  ID  NO:14)

CDR-L3是LQYAIYPYT(SEQ  ID  NO:15)，以及

(d)所述可变重链还包含CDR-H1、CDR-H2和CDR-H3，此外其中：

CDR-H1是GYTFTSYFIH(SEQ  ID  NO:16)

CDR-H2是FINPYNDGSK(SEQ  ID  NO:17)，和

CDR-H3是DDGYYGYAMDY(SEQ  ID  NO:18)。

17.核酸分子，其包含编码权利要求10-17所述的抗体的核苷酸序列。

18.如权利要求17所述的核酸分子，其与表达控制序列可操作地连接。

19.如权利要求18所述的核酸分子，其还包含表达载体。

20.重组细胞，其包含权利要求19所述的核酸分子。

21.用于制备抗体的方法，其包括培养权利要求1所述的重组细胞。

22.如权利要求1所述的方法，其还包括分离所述抗体。

23.抗体缀合物，其包含权利要求1-4或10-15中任一项所述的抗体，所述抗体由所述抗

体中经取代的氨基酸残基(半胱氨酸)通过接头缀合至选自以下的部分：药物、放射性核苷

酸、荧光团、生物素、RNA、抗生素、蛋白和可检测部分。

24.如权利要求1所述的抗体缀合物，其缀合至药物。

25.如权利要求1所述的抗体缀合物，其中所述药物选自：单体的或二聚体的苯二氮

衍生物、类美登素、阿里他汀、多拉司他汀、小管素、念珠藻素、吡咯并苯二氮 (PBD)二聚

体、吲哚啉并苯二氮 二聚体、异喹啉烷并苯二氮 二聚体、α-鹅膏蕈碱、单端胞菌毒素、

SN-38、倍癌霉素、CC1065、加利车霉素、烯二炔抗生素、紫杉烷、阿霉素衍生物、蒽环霉素、

azanofide及它们的立体异构体、等排体、类似物或衍生物。

26.如权利要求1所述的抗体缀合物，其中所述药物是异喹啉烷并苯二氮 二聚体。

27.如权利要求22-25中任一项所述的抗体缀合物，其中所述接头共价键合至所述药

物。

28.如权利要求22-25中任一项所述的抗体缀合物，其中所述接头通过硫醇与选自马来

酰亚胺、卤化物和磺酰基的硫醇反应性基团反应附接至所述抗体。

29.如权利要求23-25中任一项所述的抗体缀合物，其中所述接头经由二硫键连接至所

述药物。

30.如权利要求28所述的抗体缀合物，其中所述二硫键是吡啶基二硫化物部分。

31.如权利要求22-25中任一项所述的抗体缀合物，其中所述接头在靶标的微环境中是

可切割的。

32.如权利要求22所述的抗体缀合物，其缀合至可检测部分。
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33.如权利要求31所述的抗体缀合物，其中所述可检测部分选自：A488、BMCC-生物素和

HPDP-生物素。

34.组合物，其包含权利要求10-32中任一项所述的抗体或经缀合的抗体以及佐剂。

35.如权利要求1所述的组合物，其是药学上可接受的。

36.检测目标细胞的方法，其包括：

(a)使细胞与有效量的能够结合所述细胞的权利要求1-4或10-15中任一项所述的抗体

接触，和

(b)检测所述抗体与所述细胞的结合，

其中所述结合指示所述目标细胞。

37.如权利要求1所述的方法，其中所述目标细胞表达CLL-1。

38.如权利要求1所述的方法，其中所述抗体缀合至可检测部分。

39.诊断疾病的方法，其包括：

(a)使来自个体的生物样品与有效量的能够结合患病细胞的权利要求1-4或10-15中任

一项所述的抗体接触；和

(b)检测所述抗体与疾病细胞的结合，

其中结合指示存在所述疾病。

40.如权利要求1所述的方法，其中所述抗体缀合至可检测部分。

41.如权利要求1所述的方法，其中所述疾病是癌症并且所述抗体能结合肿瘤相关的抗

原或癌症干细胞相关的抗原。

42.如权利要求1所述的方法，其中所述肿瘤相关的抗原或癌症干细胞相关的抗原是

CLL-1。

43.如权利要求1所述的方法，其中所述疾病是骨髓增生性病症。

44.如权利要求42所述的方法，其中所述骨髓增生性病症选自：AML、CML、CMML、多发性

骨髓瘤、浆细胞瘤和骨髓纤维化。

45.抑制细胞分裂的方法，其包括使细胞与至少有效量的能够结合所述细胞且缀合至

对所述细胞有细胞毒性的药物的权利要求22-32中任一项所述的抗体缀合物接触。

46.如权利要求1所述的方法，其中细胞分裂的抑制导致细胞死亡。

47.如权利要求1所述的方法，其中所述细胞是肿瘤或癌症干细胞，并且所述抗体能结

合肿瘤相关的抗原或癌症干细胞抗原。

48.如权利要求1所述的方法，其中所述肿瘤或癌症干细胞来自骨髓增生性病症。

49.如权利要求1所述的方法，其中所述骨髓增生性病症选自：AML、CML、CMML、多发性骨

髓瘤、浆细胞瘤和骨髓纤维化。

50.如权利要求1所述的方法，其中所述肿瘤相关抗原或癌症干细胞抗原是CLL-1。

51.治疗癌症的方法，其包括向患者施用治疗有效量的权利要求22-32中任一项所述的

抗体缀合物，其中所述抗体缀合物能够结合肿瘤相关的抗原或癌症干细胞抗原。

52.如权利要求1所述的方法，其中所述癌症是骨髓增生性病症。

53.如权利要求1所述的方法，其中所述骨髓增生性病症选自：AML、CML、CMML、多发性骨

髓瘤、浆细胞瘤和骨髓纤维化。

54.如权利要求1所述的方法，其中所述肿瘤相关的抗原或癌症干细胞抗原是CLL-1。
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55.抗体缀合物，其包含经半胱氨酸取代的免疫球蛋白多肽，所述经半胱氨酸取代的免

疫球蛋白多肽包含在重链中S156(根据Kabat编号)处的经取代的氨基酸残基并经由所述半

胱氨酸连接至：单体的或二聚体的苯二氮 衍生物、类美登素、阿里他汀、多拉司他汀、小管

素、念珠藻素、吡咯并苯二氮 (PBD)二聚体、吲哚啉并苯二氮 二聚体、异喹啉烷并苯二

氮 二聚体、α-鹅膏蕈碱、单端胞菌毒素、SN-38、倍癌霉素、CC1065、加利车霉素、烯二炔抗

生素、紫杉烷、阿霉素衍生物、蒽环霉素、azanofide及它们的立体异构体、等排体、类似物或

衍生物。

56.如权利要求54所述的抗体缀合物，其中所述吲哚啉并苯二氮 二聚体或异喹啉烷

并苯二氮 二聚体通过接头附接至所述抗体并且所述接头经由二硫键连接至所述药物。

57.如权利要求54所述的抗体缀合物，其中所述二硫键是吡啶基二硫化物部分。

58.如权利要求54所述的抗体缀合物，其中所述接头在所述靶标的微环境中是可切割

的。

59.组合物，其包含权利要求54-57中任一项所述的抗体或经缀合的抗体以及佐剂。

60.如权利要求58所述的组合物，其是药学上可接受的。

61.抑制细胞分裂的方法，其包括使细胞与至少有效量的权利要求54-57中任一项所述

的抗体缀合物接触。

62.如权利要求60所述的方法，其中细胞分裂的抑制导致细胞死亡。

63.如权利要求60所述的方法，其中所述细胞是肿瘤或癌症干细胞，并且所述抗体能结

合肿瘤相关的抗原或癌症干细胞抗原。

64.如权利要求62所述的方法，其中所述肿瘤或癌症干细胞来自骨髓增生性病症。

65.如权利要求63所述的方法，其中所述骨髓增生性病症选自：AML、CML、CMML、多发性

骨髓瘤、浆细胞瘤和骨髓纤维化。

66.如权利要求62所述的方法，其中所述肿瘤相关的抗原或癌症干细胞抗原是CLL-1。

67.治疗癌症的方法，其包括向患者施用治疗有效量的权利要求54-57中任一项所述的

抗体缀合物，其中所述抗体缀合物能够结合肿瘤相关的抗原或癌症干细胞抗原。

68.如权利要求66所述的方法，其中所述癌症是骨髓增生性病症。

69.如权利要求67所述的方法，其中所述骨髓增生性病症选自：AML、CML、CMML、多发性

骨髓瘤、浆细胞瘤和骨髓纤维化。

70.如权利要求66所述的方法，其中所述肿瘤相关的抗原或癌症干细胞抗原是CLL-1。
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经半胱氨酸取代的免疫球蛋白

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本专利申请要求2015年7月16日提交的美国临时专利申请第62/193,531号的优先

权权益，其出于所有目的通过引用并入本文。

[0003] 以文本文件提交的序列表的引用

[0004] 序列表写于2016年7月15日创建的文件1014170_ST25.txt，其为10,366字节，机器

形式IBM-PC，MS-Windows操作系统，出于所有目的通过引用以其整体并入本文。

背景技术

[0005] 单克隆抗体(mAb)由于它们对靶抗原的高特异性和亲和力而在研究和疗法中是必

不可少的工具。自二十世纪九十年代以来，治疗性mAb已经对包括炎性病症和癌症的各种疾

病的医疗保健产生重大影响。mAb的一个关键特征是其以高度特异性的方式结合靶抗原，将

其标记以通过宿主免疫清除法(诸如补体依赖性细胞毒性(CDC)或抗体依赖性细胞介导的

细胞毒性(ADCC))去除的能力。还可通过结合靶抗原并抑制其功能来赋予抗体治疗性益处，

如在曲妥珠单抗(Herceptin )、贝伐珠单抗 和西妥昔单抗

的情况下。

[0006] CLL-1是一种主要在血液恶性肿瘤，诸如白血病(如急性髓性白血病(AML))中存在

的髓性细胞中表达的细胞表面糖蛋白。目前可用的血液恶性肿瘤疗法有不良且往往是严重

的副作用。例如，由 施用引起的并发症包括肝毒性、静脉闭塞性疾病、严重

骨髓抑制(在-98％患者中)、肿瘤溶解综合征、免疫超敏性综合征及呼吸病症。因此，需要鉴

定有效且副作用降低的新型血液恶性肿瘤疗法。由于CLL-1在髓性细胞上选择性表达，识别

并结合CLL-1的组合物可用于此类血液恶性肿瘤，尤其是骨髓来源的血液恶性肿瘤的疗法。

[0007] 与细胞毒性药物或放射性核素缀合可以扩大mAb的效用并改善其效力和有效性。

这是因为抗体特异性地靶向并递送细胞毒性有效载荷至患病组织而实现的。抗体已通过多

种接头化合物缀合至多种细胞毒性药物，且这些抗体药物缀合物(ADC)具有选择性且有效

地杀灭抗原-表达性肿瘤细胞的能力。ADC经证实已在临床上取得成功，且有两种此类药物，

ado-曲妥珠单抗美坦新(ado-trastuzumab  emtansine) 和布仑妥昔单抗维汀

(brentuximab  vendotin) 可商购获得。

[0008] ADC的成功开发取决于对抗体选择性、接头稳定性、细胞毒性药物效力以及接头-

药物缀合至抗体的模式的优化。

[0009] 在常规ADC中，药物缀合产生异质性产物，其含有具有不同药物与抗体摩尔比的种

类的混合物。抗体的缀合位点存在于溶剂可及的反应性氨基酸残基诸如赖氨酸或半胱氨酸

处。异质性以两个水平存在，因为每个ADC种类在药物载量和缀合位点上都不同。Panowski

等人,mAbs6:1,31-45(2014)。因此，每个种类可能具有不同的性质，导致广泛的体内药代动

力学(PK)性质以及批次间变异。此外，可变的药物与抗体比(DAR)导致高药物载量、高疏水

性、快速清除、较低的耐受性和狭窄的治疗窗口。Junutula等人,Nat.Biotech.26(8) ,925-
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932(2008)。

[0010] 位点-特异性缀合(其中已知数量的接头-药物始终缀合至确定的位点)是克服这

些挑战的一种方式。异质性被最小化，并且ADC性质更具可预测性，产生批次间一致的缀合

物。

[0011] 氨基酸半胱氨酸提供反应性硫醇基团。该基团长久以来一直被用作定位以标记蛋

白以及用于产生ADC。虽然半胱氨酸可以工程化成蛋白，但这种方法并非没有挑战。例如，经

工程化的游离半胱氨酸可与其它分子上的半胱氨酸共轭以形成蛋白-二聚体。它也可以与

天然半胱氨酸残基分子内配对以产生不适当的折叠而损害或抑制蛋白功能。因此，成功使

用引入的半胱氨酸残基作为位点-特异性缀合是依赖于选择合适位点的能力，其中引入半

胱氨酸的取代不改变抗体结构或功能。Junutula等人,Nat .Biotech .30(2):184-191

(2012)。

[0012] 另一个复杂之处是取代位点处的溶剂可及性和电荷对于ADC稳定性是重要的。在

经半胱氨酸工程化的抗-Her2/neu马来酰亚胺接头ADC的稳定性研究中，高溶剂可及性由于

马来酰亚胺与白蛋白中的反应性硫醇、游离半胱氨酸或谷胱甘肽的交换而丧失血浆中的缀

合的硫醇-反应性接头。Shen等人,Nat.Biotech.30(2):184-191(2012)。因此，仍然有很大

需求来鉴定具有一致的药物载量、低疏水性、缓慢清除、高耐受性和较好的治疗指数的稳定

的位点特异性ADC。此外，甚至还更需要创造靶向CLL-1的稳定的位点特异性ADC。

[0013] 本背景中的陈述既不是对现有技术的承认，也不是对所引用参考文献的认可。

[0014] 发明概述

[0015] 本公开提供了经半胱氨酸取代的免疫球蛋白，其包括多肽、抗体、编码此类多肽和

抗体的核酸，用于制备其的宿主细胞、载体和方法，抗体的经缀合的衍生物，制备此类抗体

和经缀合的衍生物的组合物和方法，以及使用抗体和经缀合的变体检测和治疗癌症以及杀

灭患病细胞的方法。

[0016] 在一个实施方案中，本公开提供了经半胱氨酸取代的免疫球蛋白多肽，其中经取

代的残基选自如下的一种或多种残基：V266C、H285C、R301C、V303C、T307C、G316C、Y436C和

L441C(EU编号)。在一方面，免疫球蛋白多肽源自人IgG重链恒定区。在另一方面，IgG是同种

型IgG1、IgG2、IgG3或IgG4。

[0017] 在另一个实施方案中，本公开提供了编码经半胱氨酸取代的免疫球蛋白多肽的分

离的核酸序列，其中经取代的残基选自如下的一种或多种残基：V266C、H285C、R301C、

V303C、T307C、G316C、Y436C和L441C(EU编号)。在一方面，核酸与表达控制序列可操作地连

接。在另一方面，可操作地连接的核酸进一步包含在表达载体中。在另一方面，本公开提供

了包含表达载体的宿主细胞。

[0018] 在另一个实施方案中，本公开提供了用于制备经半胱氨酸取代的免疫球蛋白多肽

的方法，其包括培养包含核酸分子(还包括编码经半胱氨酸取代的免疫球蛋白多肽的核苷

酸序列)的重组细胞，其中经取代的残基选自如下的一种或多种残基：V266C、H285C、R301C、

V303C、T307C、G316C、Y436C和L441C(EU编号)。

[0019] 在另一个实施方案中，本公开提供了经半胱氨酸取代的抗体，所述抗体包含经半

胱氨酸取代的免疫球蛋白多肽，所述多肽进一步包含选自如下的经取代的氨基酸残基：重

链恒定区中的V266C、H285C、R301C、V303C、T307C、G316C、Y436C和L441C(EU编号)。在一方
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面，重链恒定区源自人IgG同种型，所述人IgG同种型选自IgG1、IgG2、IgG3和IgG4。

[0020] 在另一方面，抗体还包含轻链。在另一方面，轻链选自κ和λ。

[0021] 在另一方面，抗体能结合CLL-1、GPR114、IL1RAP、TIM-3、CD19、CD20、CD22、ROR1、间

皮素、CD33、CD123/IL3Ra、c-Met、PSMA、前列腺酸性磷酸酶(PAP)、CEA、CA-125、Muc-1、AFP、

糖脂F77、EGFRvIII、GD-2、NY-ESO-1  TCR、酪氨酸酶、TRPI/gp75、gp100/pmel-17、Melan-A/

MART-1、Her2/neu、WT1、EphA3、端粒酶、HPV  E6、HPV  E7、EBNA1、BAGE、GAGE和MAGE 

A3TCRSLITRK6、ENPP3、连接蛋白-4、CD27、SLC44A4、CAIX、Cripto、CD30、MUC16、GPNMB、BCMA、

Trop-2、组织因子(TF)、CanAg、EGFR、αv-整联蛋白、CD37、叶酸受体、CD138、CEACAM5、CD56、

CD70、CD74、GCC、5T4、CD79b、Steap1、Napi2b、Lewis  Y抗原、LIV、c-RET、DLL3、EFNA4或内皮

唾酸蛋白/CD248。在另一方面，抗体能结合CLL-1且包含可变轻链和可变重链，其中：

[0022] (a)可变轻链进一步包含CDR-L1、CDR-L2和CDR-L3，其中：

[0023] a.CDR-L1是ESVDSYGNSF(SEQ  ID  NO:1)

[0024] b.CDR-L2是LAS(SEQ  ID  NO:2)

[0025] c.CDR-L3是QQNNYDPWT(SEQ  ID  NO:3)，以及

[0026] (b)可变重链还包含CDR-H1、CDR-H2和CDR-H3，其中：

[0027] a.CDR-H1是GYTFTSYV(SEQ  ID  NO:4)

[0028] b.CDR-H2是INPYNDGT(SEQ  ID  NO:5)，和

[0029] c.CDR-H3是ARPIYFDNDYFDY(SEQ  ID  NO:6)。

[0030] 在另一方面，抗体能结合CLL-1且包含可变轻链和可变重链，其中：

[0031] (c)可变轻链进一步包含CDR-L1、CDR-L2和CDR-L3，其中：

[0032] a.CDR-L1是RATQELSGYLS(SEQ  ID  NO:13)

[0033] b.CDR-L2是AASTLDS(SEQ  ID  NO:14)

[0034] c.CDR-L3是LQYAIYPYT(SEQ  ID  NO:15)，以及

[0035] (d)可变重链进一步包含CDR-H1、CDR-H2和CDR-H3，其中：

[0036] a.CDR-H1是GYTFTSYFIH(SEQ  ID  NO:16)

[0037] b.CDR-H2是FINPYNDGSK(SEQ  ID  NO:17)，和

[0038] c.CDR-H3是DDGYYGYAMDY(SEQ  ID  NO:18)

[0039] 在 一 些 实 施 方 案 中 ，抗 C L L - 1 抗 体 包 含 轻 链 可 变 区 序 列 ，其 包 含

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTLTCRATQELSGYLSWLQQKPGKAIKRLIYAASTLDSGVPSRFSGNRAGTDYTLTISS

LQPEDFATYYCLQYAIYPYTFGQGTKLEIK (SEQ  ID  NO:19)，重链可变区序列，其包含

EVQLVQSGAEVKKPGASVKMSCKASGYTFTSYFIHWVRQAPGQGLEWIGFINPYNDGSKYAQKFQGRATLTSDKSTS

TVYMELSSLRSEDTAVYYCTRDDGYYGYAMDYWGQGTLVTVSS(SEQ  ID  NO:20)或上述轻链和重链序列

两者。

[0040] 在另一方面，本公开提供了编码经半胱氨酸取代的抗体的经分离的核酸序列。在

一方面，核酸与表达控制序列可操作地连接。在另一方面，可操作地连接的核酸还包含表达

载体。在另一方面，本公开提供了包含表达载体的宿主细胞，及包括培养此类细胞的制备抗

体的方法。在另一方面，本公开提供了分离抗体。

[0041] 在另一个实施方案中，本公开提供了经半胱氨酸取代的抗体，其中将取代的半胱

氨酸通过接头连接至缀合的部分。在一方面，缀合的部分选自：药物、放射性核苷酸、荧光
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团、生物素、RNA、抗生素、蛋白和可检测的部分。

[0042] 在另一方面，缀合的部分是药物、生物素(BMCC或HPDP)或荧光团(Alexa488)。在另

一方面，药物选自：苯二氮 衍生物(包括但不限于吡咯并苯二氮 吲哚啉并苯二氮 或

异喹啉烷并苯二氮 )，其可呈单体或二聚体形式(如异二聚体或同二聚体，诸如吡咯并苯

二氮 (PBD)二聚体、吲哚啉并苯二氮 二聚体、异喹啉烷并苯二氮 二聚体(包括但不限

于如下所述的D202)、多拉司他汀(dolastatin)、阿里他汀(auristatin)、类美登素

(maytansinoid)、小管素(tubulysin)、念珠藻素(cryptophycin)、α-鹅膏蕈碱(alpha-

amanitin)、单端胞菌毒素(trichothene)、SN-38、倍癌霉素(duocarmycin)、CC1065、加利车

霉素(calicheamincin)、烯二炔抗生素、紫杉烷、阿霉素衍生物、蒽环霉素及立体异构体、

azanofide以及它们的等排体、类似物或衍生物。

[0043] 在另一方面，将接头共价键合至药物。在另一方面，将接头通过硫醇和硫醇反应性

基团(如马来酰亚胺、卤化物和磺酰基)之间的反应附接至药物。在另一方面，将接头经由二

硫键连接至药物。在另一方面，二硫键是吡啶基二硫化物部分。在另一方面，接头在靶标的

微环境中是可切割的。

[0044] 在另一方面，缀合的部分是可检测的部分。在另一方面，可检测的部分是荧光团诸

如A488或生物素(如BMCC-生物素或HPDP-生物素)。

[0045] 在另一个实施方案中，本公开提供了包含经半胱氨酸取代的抗体和佐剂的组合

物。在一方面，佐剂是药学上可接受的载剂或稀释剂。

[0046] 在另一个实施方案中，本公开提供了检测目标细胞的存在的方法，其包括使细胞

接触能够结合细胞的至少有效量的经半胱氨酸取代的抗体，以及检测抗体与细胞的结合，

其中所述结合指示目标细胞。在一方面，目标细胞是表达CLL-1的细胞。在另一方面，将经半

胱氨酸取代的抗体缀合至可检测的部分。

[0047] 在另一个实施方案中，本公开提供了诊断疾病的方法，其包括：(i)使来自个体的

生物样品与能够结合患病细胞的至少有效量的经半胱氨酸取代的抗体接触，以及(ii)检测

抗体与患病细胞的结合，其中结合指示疾病的存在。在一方面，将经取代的半胱氨酸抗体

(CYSMAB)缀合至可检测的部分。在另一方面，疾病是癌症，且抗体能结合肿瘤相关抗原或癌

症干细胞相关抗原。在又一方面，疾病是骨髓增生性病症。在另一方面，骨髓增生性病症选

自：AML、CML、CMML、多发性骨髓瘤、浆细胞瘤和骨髓纤维化。在另一方面，肿瘤相关抗原或癌

症干细胞抗原是CLL-1、GPR114、IL1RAP、TIM-3、CD19、CD20、CD22、ROR1、间皮素、CD33、

CD123/IL3Ra、c-Met、PSMA、前列腺酸性磷酸酶(PAP)、CEA、CA-125、Muc-1、AFP、糖脂F77、

EGFRvIII、GD-2、NY-ESO-1TCR、酪氨酸酶、TRPI/gp75、gp100/pmel-17、Melan-A/MART-1、

Her2/neu、WT1、EphA3、端粒酶、HPV  E6、HPV  E7、EBNA1、BAGE、GAGE和MAGE  A3TCRSLITRK6、

ENPP3、连接蛋白-4、CD27、SLC44A4、CAIX、Cripto、CD30、MUC16、GPNMB、BCMA、Trop-2、组织因

子(TF)、CanAg、EGFR、αv-整联蛋白、CD37、叶酸受体、CD138、CEACAM5、CD56、CD70、CD74、GCC、

5T4、CD79b、Steap1、Napi2b、Lewis  Y抗原、LIV、c-RET、DLL3、EFNA4或内皮唾酸蛋白/CD248。

[0048] 在另一个实施方案中，本公开提供了抑制细胞分裂的方法，其包括使细胞与能够

结合细胞且缀合至对细胞有细胞毒性的药物的至少有效量的经半胱氨酸取代的缀合物

(CYSMAB)接触。在一方面，细胞分裂的抑制导致细胞死亡。在另一方面，细胞是肿瘤或癌症
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干细胞，且抗体能结合肿瘤相关抗原或癌症干细胞抗原。在另一方面，肿瘤或癌症干细胞来

自骨髓增生性病症。在又一方面，骨髓增生性病症选自：AML、CML、CMML、多发性骨髓瘤、浆细

胞瘤和骨髓纤维化。在另一方面，肿瘤相关抗原或癌症干细胞抗原是CLL-1、GPR114、

IL1RAP、TIM-3、CD19、CD20、CD22、ROR1、间皮素、CD33、CD123/IL3Ra、c-Met、PSMA、前列腺酸

性磷酸酶(PAP)、CEA、CA-125、Muc-1、AFP、糖脂F77、EGFRvIII、GD-2、NY-ESO-1  TCR、酪氨酸

酶、TRPI/gp75、gp100/pmel-17、Melan-A/MART-1、Her2/neu、WT1、EphA3、端粒酶、HPV  E6、

HPV  E7、EBNA1、BAGE、GAGE和MAGE  A3TCRSLITRK6、ENPP3、连接蛋白-4、CD27、SLC44A4、CAIX、

Cripto、CD30、MUC16、GPNMB、BCMA、Trop-2、组织因子(TF)、CanAg、EGFR、αv-整联蛋白、CD37、

叶酸受体、CD138、CEACAM5、CD56、CD70、CD74、GCC、5T4、CD79b、Steap1、Napi2b、Lewis  Y抗

原、LIV、c-RET、DLL3、EFNA4或内皮唾酸蛋白/CD248。

[0049] 在另一个实施方案中，本公开提供了治疗癌症的方法，其包括向患者施用治疗有

效量的经半胱氨酸取代的抗体缀合物(如使用经半胱氨酸取代的抗体产生的抗体-药物缀

合物(ADC))，其中抗体缀合物能够结合肿瘤相关抗原或癌症干细胞抗原。在一方面，癌症是

骨髓增生性病症。在另一方面，骨髓增生性病症选自：AML、CML、CMML、多发性骨髓瘤、浆细胞

瘤和骨髓纤维化。在另一方面，肿瘤相关抗原或癌症干细胞抗原是CLL-1、GPR114、IL1RAP、

TIM-3、CD19、CD20、CD22、ROR1、间皮素、CD33、CD123/IL3Ra、c-Met、PSMA、前列腺酸性磷酸酶

(PAP)、CEA、CA-125、Muc-1、AFP、糖脂F77、EGFRvIII、GD-2、NY-ESO-1  TCR、酪氨酸酶、TRPI/

gp75、gp100/pmel-17、Melan-A/MART-1、Her2/neu、WT1、EphA3、端粒酶、HPV  E6、HPV  E7、

EBNA1、BAGE、GAGE和MAGE  A3TCRSLITRK6、ENPP3、连接蛋白-4、CD27、SLC44A4、CAIX、Cripto、

CD30、MUC16、GPNMB、BCMA、Trop-2、组织因子(TF)、CanAg、EGFR、αv-整联蛋白、CD37、叶酸受

体、CD138、CEACAM5、CD56、CD70、CD74、GCC、5T4、CD79b、Steap1、Napi2b、Lewis  Y抗原、LIV、

c-RET、DLL3、EFNA4或内皮唾酸蛋白/CD248。

[0050] 还提供了包含经半胱氨酸取代的免疫球蛋白多肽的抗体缀合物，所述经半胱氨酸

取代的免疫球蛋白多肽包含在抗体重链(具有重链和轻链的抗体部分)中根据Kabat编号的

S156(157，根据EU编号)处的经取代的氨基酸残基并经由半胱氨酸连接至吲哚啉并苯二氮

二聚体或异喹啉烷并苯二氮 二聚体(包括但不限于如下所述的D202)。在一些实施方

案中，使吲哚啉并苯二氮 二聚体或异喹啉烷并苯二氮 二聚体(包括但不限于如下所述

的D202)通过接头附接至抗体，并且使接头经由二硫键连接至药物。在一些实施方案中，二

硫键是吡啶基二硫化物部分。在一些实施方案中，接头在靶标的微环境中是可切割的。

[0051] 还提供了包含含有经半胱氨酸取代的免疫球蛋白多肽的抗体缀合物和佐剂的组

合物，所述经半胱氨酸取代的免疫球蛋白多肽包含在抗体重链中根据Kabat编号的S156(根

据EU编号的157)处的经取代的氨基酸残基并经由半胱氨酸连接至吲哚啉并苯二氮 二聚

体或异喹啉烷并苯二氮 二聚体(包括但不限于如下所述的D202)。在一些实施方案中，组

合物是药学上可接受的。

[0052] 还提供了抑制细胞分裂的方法，其包括使细胞与至少有效量的包含经半胱氨酸取

代的免疫球蛋白多肽的抗体缀合物接触，所述经半胱氨酸取代的免疫球蛋白多肽包含抗体

重链中根据Kabat编号的S156(根据EU编号的157)处的经取代的氨基酸残基并经由半胱氨

酸连接至吲哚啉并苯二氮 二聚体或异喹啉烷并苯二氮 二聚体(包括但不限于如下所
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述的D202)。在一些实施方案中，细胞分裂的抑制导致细胞死亡。在一些实施方案中，细胞是

肿瘤或癌症干细胞，且抗体能结合肿瘤相关的抗原或癌症干细胞抗原。在一些实施方案中，

肿瘤或癌症干细胞来自骨髓增生性病症。在一些实施方案中，骨髓增生性病症选自：AML、

CML、CMML、多发性骨髓瘤、浆细胞瘤骨髓纤维化。在一些实施方案中，肿瘤相关抗原或癌症

干细胞抗原是CLL-1、GPR114、IL1RAP、TIM-3、CD19、CD20、CD22、ROR1、间皮素、CD33、CD123/

IL3Ra、c-Met、PSMA、前列腺酸性磷酸酶(PAP)、CEA、CA-125、Muc-1、AFP、糖脂F77、EGFRvIII、

GD-2、NY-ESO-1  TCR、酪氨酸酶、TRPI/gp75、gp100/pmel-17、Melan-A/MART-1、Her2/neu、

WT1、EphA3、端粒酶、HPV  E6、HPV  E7、EBNA1、BAGE、GAGE和MAGE  A3TCRSLITRK6、ENPP3、连接

蛋白-4、CD27、SLC44A4、CAIX、Cripto、CD30、MUC16、GPNMB、BCMA、Trop-2、组织因子(TF)、

CanAg、EGFR、αv-整联蛋白、CD37、叶酸受体、CD138、CEACAM5、CD56、CD70、CD74、GCC、5T4、

CD79b、Steap1、Napi2b、Lewis  Y抗原、LIV、c-RET、DLL3、EFNA4或内皮唾酸蛋白/CD248。

[0053] 还提供了治疗癌症的方法，其包括向患者施用治疗有效量的包含经半胱氨酸取代

的免疫球蛋白多肽的抗体缀合物，所述经半胱氨酸取代的免疫球蛋白多肽包含在抗体重链

中根据Kabat编号的S156(根据EU编号的157)处的经取代的氨基酸残基并经由半胱氨酸连

接至吲哚啉并苯二氮 二聚体或异喹啉烷并苯二氮 二聚体(包括但不限于如下所述的

D202)，其中所述抗体缀合物能够结合肿瘤相关的抗原或癌症干细胞抗原。在一些实施方案

中，癌症是骨髓增生性病症。在一些实施方案中，骨髓增生性病症选自：AML、CML、CMML、多发

性骨髓瘤、浆细胞瘤和骨髓纤维化。在一些实施方案中，肿瘤相关抗原或癌症干细胞抗原是

CLL-1、GPR114、IL1RAP、TIM-3、CD19、CD20、CD22、ROR1、间皮素、CD33、CD123/IL3Ra、c-Met、

PSMA、前列腺酸性磷酸酶(PAP)、CEA、CA-125、Muc-1、AFP、糖脂F77、EGFRvIII、GD-2、NY-ESO-

1  TCR、酪氨酸酶、TRPI/gp75、gp100/pmel-17、Melan-A/MART-1、Her2/neu、WT1、EphA3、端粒

酶、HPV  E6、HPV  E7、EBNA1、BAGE、GAGE和MAGE  A3TCRSLITRK6、ENPP3、连接蛋白-4、CD27、

SLC44A4、CAIX、Cripto、CD30、MUC16、GPNMB、BCMA、Trop-2、组织因子(TF)、CanAg、EGFR、αv-

整联蛋白、CD37、叶酸受体、CD138、CEACAM5、CD56、CD70、CD74、GCC、5T4、CD79b、Steap1、

Napi2b、Lewis  Y抗原、LIV、c-RET、DLL3、EFNA4或内皮唾酸蛋白/CD248。

[0054] 在阅读以下说明书和权利要求后，本公开的其它目的对本领域技术人员是显而易

见的。

[0055] 附图简述

[0056] 图1显示了比较本公开的抗体-荧光团缀合物(AFC)的特异性的3种不同的ELISA测

定。形式1是直接的ELISA，其中将CLL-1胞外结构域(ECD)固定(AFC结合其上)，然后通过抗-

荧光团抗体(兔抗-A488)和检测试剂(抗-兔Fc-HRP)检测。形式2是ELISA，其中抗-荧光团抗

体(抗-A488Ab)被结合，且AFC和生物素化的CLL-1ECD夹在检测试剂(SA-HRP)之间。形式3是

可替代的ELISA，其中抗-CLL-1Ab被固定化且夹有CLL-1ECD和AFC以及抗-A488Ab和检测试

剂(抗-兔Fc-HRP)。

[0057] 图2A-2B展示了测定ELISA特异性测定形式1。图2A显示了相对于IgG、曲妥珠单抗、

裸HuM31及对照标记的IgG，对标记的AFC和WT抗-荧光团抗体的类似的特异性测定。结果显

示标记的HuM31与WT之间类似的特异性。图2B描绘了人血浆和PBS的干扰作用。

[0058] 图3是显示稳定性ELISA测定形式的动画图。在此形式下，AFC夹在经固定的CLL-

1ECD和检测试剂之间。(SA-HRP)。
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[0059] 图4A-4E显示了HuM31重链抗体恒定链与其它IgG1、IgG2、IgG3和IgG4同种型的比

对，其中残基用Kabat、EU索引和顺序编号鉴定。轻链序列(图4A)：M31(SEQ  ID  NO:7)、HuM31

(SEQ  ID  NO:8)、κ(SEQ  ID  NO:9)和λ(SEQ  ID  NO:10)。重链序列(图4B)：M31(SEQ  ID  NO:

11)和HuM31(SEQ  ID  NO:12)。

[0060] 图5说明了各种抗体缀合物的荧光-与-抗体(FAR)比。

[0061] 图6说明了各种抗体缀合物的药物-与-抗体(DAR)比。

[0062] 图7提供了缀合的结果，包括氨基酸残基和各种抗体缀合物的荧光团-与-抗体比

(“FAR”)。

[0063] 图8提供了缀合的结果，包括氨基酸残基和各种抗体缀合物的荧光团-与-抗体比

(“FAR”)。

[0064] 图9提供了缀合的结果，包括氨基酸残基和各种抗体缀合物的荧光团-与-抗体比

(“FAR”)。

[0065] 图10提供了缀合的结果，包括氨基酸残基和各种抗体缀合物的荧光团-与-抗体比

(“FAR”)。

[0066] 图11说明了各种抗体缀合物的稳定性。

[0067] 图12A-C提供了C6-CYSMAB-ADC的FACS结合数据的图。圆形，C6-S156C-D202；方形，

C6-A118C-D202；三角形，C6-G316C-D202；空心圆形，C6-V266C-D202；空心方形，C6-S239C-

D202；空心三角形，C0-D202。

[0068] 发明详述

[0069] 本申请不限于所描述的具体方法或特定组合物，因为它们可以变化。还应该理解，

本文使用的术语仅仅是出于描述具体实施方案的目的，而不意在是限制性的，因为本申请

的范围将仅由所附的权利要求及其等同物来限制。

[0070] 除非另外定义，否则本文使用的所有技术和科学术语具有与本公开所属领域的普

通技术人员通常理解的相同的含义。下文描述了建议的方法和材料，然而在本申请的实践

或测试中可以使用与本文所述的那些方法和材料相似或等效的任何方法和材料。

[0071] I.定义

[0072] 如本文所用的“免疫球蛋白”是指免疫球蛋白多肽或抗体。

[0073] 术语“免疫球蛋白多肽”是指基本上由免疫球蛋白基因编码的多肽。

[0074] 术语“抗体”是指具有抗原结合活性的蛋白和来自或来源于产生抗体的动物的免

疫球蛋白编码基因的框架区的氨基酸序列。术语包括但不限于来源于人或其它哺乳动物细

胞的同种型类别IgA、IgD、IgE、IgG和IgM的多克隆或单克隆抗体，其包括天然或遗传修饰形

式，诸如人源化抗体、人抗体、单链抗体、嵌合抗体、合成抗体、重组抗体、杂合抗体、突变抗

体、移植抗体和体外生成的抗体。术语涵盖缀合物，包括但不限于含有免疫球蛋白部分的融

合蛋白(如嵌合或双特异性抗体或scFv')及片段，诸如Fab、F(ab′)2、Fv、scFv、Fd、单结构域

(dAb)和其它组合物。

[0075] 如本文所用的术语“经半胱氨酸取代的免疫球蛋白”是指经半胱氨酸取代的免疫

球蛋白多肽或经半胱氨酸取代的抗体。

[0076] 如本文所用的术语“经半胱氨酸取代的免疫球蛋白多肽”是指经半胱氨酸取代的

包含至少一种非天然存在的恒定区免疫球蛋白氨基酸残基的多肽。非天然存在的取代是并
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非同种型的取代。在一个实施方案中，经取代的残基是重链恒定区残基V266C、H285C、

R301C、V303C、T307C、G316C、Y436C和L441C。在另一个实施方案中，恒定区是同种型IgG1、

IgG2、IgG3或IgG4的恒定区。

[0077] 术语“经半胱氨酸取代的抗体”(“CYSMAB”)是指包含经半胱氨酸取代的免疫球蛋

白多肽的抗体。

[0078] 如本文所用的术语“免疫球蛋白缀合物”是指缀合至功能部分的免疫球蛋白多肽

或抗体或“抗体缀合物”。

[0079] 如本文所用的术语“免疫球蛋白药物缀合物”是指缀合至功能部分(诸如药物部分

或放射标记物或检测试剂)的免疫球蛋白多肽或抗体(“抗体药物缀合物”(“ADC”))。

[0080] 术语“经半胱氨酸取代的免疫球蛋白药物缀合物”或者是指已缀合至药物部分的

经半胱氨酸取代的免疫球蛋白多肽或经半胱氨酸取代的抗体(“CYSMAB”)，如经半胱氨酸取

代的抗体药物缀合物(“CYSMAB  ADC”)。

[0081] 示例性抗体免疫球蛋白结构单元包括四聚体。每个四聚体包含两对相同的多肽

链，每对具有一条“轻”链(约25kD)和一条“重”链(约50-70kD)。每条链的N-末端限定了主要

负责抗原识别的约100至110个或更多个氨基酸的可变区。术语可变轻链(VL)和可变重链

(VH)分别是指这些轻链和重链。可变区含有抗体(或其功能等效物)的抗原结合区，且在结

合的特异性和亲和力方面是关键的。参见Paul,Fundamental  Immunology(2003)。

[0082] 抗体可以作为完整的免疫球蛋白存在，或作为包含特定抗原-结合活性的许多被

充分表征的片段中的任一种存在。为了清楚起见，具有重链和轻链的四聚体抗体在本文中

被称为“完整免疫球蛋白”，并且可以是天然存在的、多克隆的、单克隆的或重组产生的。可

以通过各种肽酶消化来产生片段。胃蛋白酶消化在铰链区中的二硫键下的抗体以产生F

(ab)′2，即Fab的二聚体，其本身是通过二硫键与VH-CH1连结的轻链。在温和条件下，F(ab)′

2可以被还原以断裂铰链区中的二硫键，由此将F(ab)′2二聚体转化为Fab'单体。Fab'单体

实质上是具有部分铰链区的Fab。尽管根据完整抗体的消化来定义各种抗体片段，但是技术

人员将会理解，此类片段可以通过化学方法或通过使用重组DNA方法从头合成。因此，术语

抗体，如本文所用，还包括通过修饰整个抗体产生的抗体片段，或者使用重组DNA方法从头

合成的那些抗体片段，或者使用噬菌体展示文库鉴定的那些抗体片段(参见如McCafferty

等人,Nature  348:552-554(1990))。

[0083] 如本文所用，术语“Fv”是指单价或二价可变区片段，并且可以仅涵盖可变区(如VL

和/或VH)，以及更长的片段，如Fab、Fab′或F(ab′)2，其还包括CL和/或CH1。除非另有说明，

否则术语“Fc”是指包含CH2和CH3区域的重链单体或二聚体。

[0084] 单链Fv(scFv)是指包含通过接头(如肽接头)连结的VL和VH的多肽。ScFv还可用于

形成串联(或二价)scFv或双链抗体。串联scFv和双链抗体的产生和性质描述于如Asano等

人(2011)J  Biol.Chem .286:1812；Kenanova等人(2010)Prot  Eng  Design  Sel  23:789；

Asano等人(2008)Prot  Eng  Design  Sel  21:597中。

[0085] 如本文所用的术语“单克隆抗体”是指对抗原上给定表位具有单一的结合特异性

和亲和力的抗体的克隆制备物。“多克隆抗体”是指针对单一抗原产生的、但具有不同的结

合特异性和亲和力的抗体制备物。

[0086] 如本文所用，“可变区”或“V-区”是指抗体可变区结构域，其包含框架1(CDR1)、框
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架2(CDR2)和框架3(包括CDR3和框架4)的区段，所述区段作为在B细胞分化期间重链和轻链

V-区基因的重排的结果被添加到V-区段。

[0087] 如本文所用的术语“框架”或“FR”是指除高变区(HVR)残基外的可变结构域残基。

可变结构域的FR通常由四个FR结构域组成：FR1、FR2、FR3和FR4。因此，HVR和FR序列通常出

现在VH(或VL)中的以下序列中：FR1-HVR1(L1)-FR2-HVR2(L2)-FR3-HVR3(L3)-FR4。

[0088] 如本文所用，“互补决定区(CDR)”是指每条链中的中断了由轻链和重链可变区所

建立的四个“框架”区的三个高变区。CDR主要负责与抗原的表位结合。每条链的CDR通常被

称为CDR1、CDR2和CDR3，其从N-末端开始顺序编号，并且也通常由特定CDR所处的链来标识。

因此，VH  CDR3位于其存在的抗体的重链的可变结构域中，而VL  CDR1是来自其存在的抗体的

轻链的可变结构域的CDR1。

[0089] CDR和框架区的氨基酸序列可使用本领域熟知的定义测定，如Kabat,Chothia ,国

际ImMunoGeneTics数据库(IMGT)和AbM(参见，如Johnson等人，同上；Chothia&Lesk,(1987)

J.Mol.Biol.196,901-917；Chothia等人(1989)Nature  342,877-883；Chothia等人(1992)

J.Mol.Biol.227,799-817；Al-Lazikani等人,J.Mol.Biol.1997,273(4))。有关使用Kabat

系统定位CDR的有用指南，可见于bioinf .org .uk/abs可获得的网站。抗原组合位点的定义

也描述如下：Ruiz等人Nucleic  Acids  Res .,28 ,219-221(2000)；和Lefranc  Nucleic 

Acids  Res .1月1日；29(1):207-9(2001)；MacCallum等人,J .Mol .Biol .,262:732-745

(1996)；和Martin等人,Proc.Natl .Acad .Sci .USA,86,9268-9272(1989)；Martin ,等人,

Methods  Enzymol.,203:121-153,(1991)；Pedersen等人,Immunomethods,1,126,(1992)；

和Rees等人,In  Sternberg  M .J .E .(编) ,Protein  Structure  Prediction .Oxford 

University  Press,Oxford ,141-172  1996)。示例性CDR描述为US  2013/0295118的图7的

CDR-H1、CDR-H2、CDR-H3、CDR-L1、CDR-L2和CDR-L3。

[0090] 术语“高变区”、“HVR”当在本文中使用时是指抗体可变结构域的在序列中高变的

和/或形成在结构上限定的环的区域。一般而言，抗体包含六个高变区；VH中的三个(H1、H2、

H3)和VL中的三个(L1、L2、L3)。许多高变区的描述正在使用并涵盖在本文中。Kabat互补决

定区(CDR)是基于序列可变性的并且是最常用的(Kabat等人,Sequences  of  Proteins  of 

Immunological  Interest ,第5版Public  Health  Service ,National  Institutes  of 

Health ,Bethesda ,Md .(1991))，而Chothia是指结构环的位置(Chothia和Lesk(1987)

J.Mol.Biol.196:901-917)。“完整”高变区基于对可用的复杂晶体结构的分析。下面示出了

来自这些高变区中的各个的残基。除非另有说明，否则将采用根据蛋白的比对序列的Kabat

数据库的Kabat编号(Wu和Kabat(1970)J .Exp .Med .132:211-250；Johnson和Wu(2000)

Nuc.Acids  Res.28(1):214-218)。高变区位置一般如下：氨基酸24-34(HVR-L1)、氨基酸49-

56(HVR-L2)、氨基酸89-97(HVR-L3)、氨基酸26-35A(HVR-H1)、氨基酸49-65(HVR-L2)和氨基

酸93-102(HVR-H3)。高变区还可包括如下的“扩展高变区”：VL中的氨基酸24-36(L1)和氨基

酸46-56(L2)。可变结构域残基根据Kabat等人，同上，进行编号用于这些定义中的各个。用

于本文目的的“改变的高变区”是在其中包含一个或多个(如1个至约16个)氨基酸取代的高

变区。用于本文目的的“未经修饰的高变区”是具有与其来源的非-人类抗体相同的氨基酸

序列的高变区，即其中缺少一个或多个氨基酸取代的高变区。

[0091] 如本文所用的术语“嵌合抗体”是指这样的抗体，其中(a)改变、替代或交换恒定区

说　明　书 9/34 页

14

CN 108025092 A

14



或其一部分，使得抗原结合位点(可变区、CDR或其部分)连接至不同的或改变的类别、效应

子功能和/或物种的恒定区；或(b)用具有不同或改变的抗原特异性的可变区(如不同物种

的CDR和框架区)改变、替代或交换可变区或其一部分。嵌合抗体可包括可变区片段，如包含

两个Fab或Fv区或scFv的重组抗体。如上所指示，嵌合也可以包括来自与所附接的Fv区不同

来源的Fc区。在一些情况下，嵌合抗体包括Fv区域内的嵌合体。此类嵌合抗体的实例是人源

化抗体，其中FR和CDR来自不同来源。

[0092] 如本文所用的术语“人源化抗体”是指其中使从非人抗体的VH和VL区获得的抗原结

合环即CDR移植到人框架序列的抗体。人源化，即将非人CDR序列取代为相应的人抗体序列，

可按照以下文献中描述的方法进行，如美国专利第5,545,806号；第5,569,825号；第5,633,

425号；第5,661 ,016号；Riechmann等人,Nature  332:323-327(1988)；Marks等人,Bio/

Technology  10:779-783(1992)；Morrison ,Nature  368:812-13(1994)；Fishwild等人,

Nature  Biotechnology  14:845-51(1996)。转基因小鼠或其它生物体，诸如其它哺乳动物，

也可用于表达人源化或人抗体，如美国专利第6,673,986号所公开。

[0093] 术语“对……具有特异性”、“特异性结合”及类似术语是指以比非靶标化合物高至

少2倍的亲和力(如高至少4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍、20倍、25倍、50倍或100倍亲和

力中的任一种)结合靶标的分子(如抗体或抗体片段)。例如，特异性结合首要靶标的抗体将

通常以比非首要抗体靶标(如来自不同物种的或不同同种型的抗体，或非抗体靶标)高至少

2倍的亲和力结合首要靶标。

[0094] 术语“结合”就抗体靶标(如抗原、分析物、免疫复合物)而言，通常指抗体结合纯群

体中大多数抗体靶标(假定适当的摩尔比)。例如，结合给定抗体靶标的抗体通常结合溶液

中至少2/3的抗体靶标(如75、80、85、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99或100％中的至少任

一种)。技术人员将认识到根据确定结合的方法和/或阈值，会出现一些可变性。

[0095] 术语“标记物”、“可检测的部分”及类似术语是指通过光谱学、光化学、生物化学、

免疫化学、化学或其它物理手段检测的组合物。例如，有用的标记物包括荧光染料、发光剂、

放射性同位素(如32P、3H)、电子致密试剂、酶(如通常用于ELISA)、生物素、地高辛或半抗原

和蛋白或其它实体(如通过将放射性标记物掺入与靶标分析物特异性反应的肽或抗体中而

变得可检测)。可以采用本领域已知的将抗体缀合至标记物的任何方法，如使用Hermanson,

Bioconjugate  Techniques  1996,Academic  Press ,Inc.,San  Diego中所述的方法。术语

“标签”可以与术语“标记物”同义使用，但通常是指基于亲和力的部分，如用于纯化的“His

标签”或与生物素相互作用的“链霉亲和素标签”。

[0096] 如本文所用的术语“标记的”分子(如核酸、蛋白质或抗体)是通过接头或化学键共

价结合或通过离子键、范德华键、静电键或氢键非共价键结合到标记物，使得分子的存在可

以通过检测与分子结合的标记物的存在来检测的分子。

[0097] 术语“C型凝集素样分子1(CLL-1)”，也被称为CLEC12A、DCAL-2和MICL，是II型膜蛋

白(ITIM结构域—TM结构域-茎结构域-凝集素样结构域)。CLL-1的胞外结构域是高度糖基

化的，并且仅在髓系细胞中表达。CLL-1也于AML、MDS和CML细胞表达。CLL-1表达可用来区分

不表达CLL-1的正常造血干细胞(HSC)和表达CLL-1的白血病干细胞(LSC)。LSC是白血病患

者中的CD34+细胞，其导致癌细胞产生和癌症复发。参见Bakker等人(2004)Cancer  Res.64:

8443。
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[0098] CLL-1的核苷酸和氨基酸序列对于许多物种是已知的。例如，人序列可作为

US2013/0295118中的SEQ  ID  NO:2和Genbank登录号AF247788.1和Uniprot登录号Q5QGZ9

(SEQ  ID  NO:2)存在。对于如SEQ  ID  NO:2所示的人CLL-1蛋白，胞外结构域包含大约氨基酸

65-265，跨膜结构域包含大约氨基酸44-64，且细胞质结构域包含大约氨基酸1-43。人CLL-1

的茎结构域跨越氨基酸65-139，且C凝集素结构域跨越氨基酸140-249。

[0099] 如本文所用的术语“CLL-1相关的病症”是指与同标准对照(如正常、非疾病、非癌

细胞)中的CLL-1表达相比的非致病性水平(如CLL-1的升高或降低的细胞表面表达)相关的

病况和疾病。升高的CLL-1水平与癌细胞相关，特别是白血病诸如AML(急性骨髓性白血病)、

MDS(骨髓增生异常综合征)和CML(慢性骨髓性白血病)和造血CSC(如LSC)。

[0100] “癌症干细胞”假说认为，由“癌症干细胞”代表的一小部分肿瘤使得肿瘤增殖和自

我更新 ，并最终分化成表型多样性和异质性的肿瘤细胞群 (B j e r k v i g等人 ,

Nat.Rev.Cancer,5:899-904,2005)。癌症干细胞可以从任何类型的癌症中分离出来，如白

血病、乳腺癌、结肠癌和脑癌、结肠癌。癌症干细胞的特征在于其自我更新和增殖的能力，并

通过从亲本肿瘤分化而重现。示例性癌症干细胞抗原包括CD133、Bmi-1、Notch、音猬因子

(Sonic  hedgehog)和Wnt。此外，神经癌症干细胞的示例性分子标记物包括CD90、CD44、

CXCR4、巢蛋白、Musashi-1(Msi1)、母系胚胎亮氨酸拉链蛋白激酶(MELK)、GLI1、PTCH1、Bmi-

1、磷酸丝氨酸磷酶(PSP)、Snail、OCT4、BCRP1、MGMT、Bcl-2、FLIP、BCL-XL、XIAP、cIAP1、

cIAP2、NAIP和存活素。一种有用的癌症干细胞抗原是CLL-1。

[0101] 术语“细胞毒性”是指药剂对细胞的抑制作用，如坏死(由于细胞裂解导致的细胞

膜完整性丧失和快速死亡)；存活力降低(其中细胞停止增殖)和细胞凋亡(受控的细胞死亡

的遗传程序)。

[0102] 细胞毒性还可以使用3-(4,5-二甲基-2-噻唑基)-2,5-二苯基-2H-四唑鎓溴化物

(MTT)或MTS测定来监测。这种测定使用比色反应来测量细胞的还原电位。存活细胞将MTS试

剂还原成有色的甲臜产物。也使用荧光染料刃天青来开发类似的基于氧化还原的测定。除

了使用染料来指示细胞的氧化还原电位以监测它们的存活力之外，研究人员还开发了使用

三磷酸腺苷(ATP)含量作为存活力标记物的测定。这种基于ATP的测定包括生物发光测定，

其中ATP是萤光素酶反应的限制试剂(如CellTiter-Glo发光细胞存活力测定，Promega)。细

胞毒性也可以通过磺酰罗丹明B(SRB)测定、WST测定和发色测定(chronogenic  assay)来测

量。实时追踪粘附动物细胞的细胞毒性响应的无标记物方法是基于细胞在金膜电极上生长

时的电阻抗测量。这种技术被称为电子细胞基质阻抗判断(electric  cell-substrate 

impedance  sensing,ECIS)。无标记物实时技术提供了细胞毒性响应的动力学，而不仅仅是

许多比色终点测定的快照。

[0103] 术语“CLL-1特异性抗体”、“抗CLL-1抗体”、“CLL-1抗体”和“抗CLL-1”在本文中同

义地使用，以指代特异性结合CLL-1(包括各种糖基化形式的CLL-1)的抗体。本文所述的

CLL-1抗体特异性结合例如在某些癌细胞表面上表达的CLL-1多肽，而不是结合造血干细胞

(HSC)。如下文更详细讨论的，本发明抗-CLL-1抗体可以结合CLL-1表达细胞，与其它AML-靶

向抗体相比，结合更大百分比的AML细胞，抑制AML细胞增殖并介导它们的破坏。适合用作本

公开的经半胱氨酸取代的抗体(CYSMAB)的抗CLL抗体的实例描述于2013年11月7日公布的

US2013/0295118。抗CLL-1抗体可具有如此出版物中所公开的CDR，特别是抗体M31和M26的
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CDR。

[0104] 术语“差异表达的”或“差异调控的”通常是指在一个样品中与至少一个其它样品

相比，过表达(上调)或低表达(下调)的蛋白或核酸生物标志物。在本公开的上下文中，术语

通常是指与正常的非癌细胞相比，癌细胞(如AML细胞或AML  CSC)上CLL-1的过表达。

[0105] 例如，术语“过表达的”或“上调控的”可互换地指代以可检测的高于对照的水平转

录或翻译的蛋白或核酸，通常是生物标记物。术语包括由于转录、转录后加工、翻译、翻译后

加工、细胞定位(如细胞器、细胞质、核、细胞表面)以及RNA和蛋白质稳定性而导致的过表

达。过表达可以使用用于检测生物标记物的常规技术来检测，无论是mRNA(即RT-PCR，杂交)

还是蛋白(即流式细胞术、成像、ELISA、免疫组织化学技术)。与正常细胞相比，过表达可以

是至少10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％或更大的任一种。

[0106] 如本文所用的术语“对照”样品或值是指，用作参考、通常是已知的参考以用于与

测试样品进行比较的样品。例如，测试样品可以取自测试条件，如在测试化合物的存在下，

并与来自已知条件的样品比较，如在不存在测试化合物(阴性对照)下，或在已知的化合物

(阳性对照)的存在下。在本公开的上下文中，阴性对照的实例是来自已知健康(非癌症)个

体的生物样品，并且阳性对照的实例是来自已知AML患者的生物样品。对照也可以代表从多

个测试或结果中收集的平均值或范围。本领域的技术人员将认识到，可以将对照设计用于

评估任何数量的参数。例如，可以设计对照来比较基于药理学数据(如半衰期)或治疗措施

(如比较益处和/或副作用)的治疗性益处。可以设计对照用于体外应用。本领域技术人员将

理解哪些对照在给定情况下是有价值的，并且能够基于与对照值的比较来分析数据。对照

对于确定数据的重要性也是有价值的。例如，如果给定参数的值在对照中变化很大，则测试

样本的变化不会被认为是显著的。

[0107] 术语“诊断”是指受试者患有诸如癌症的疾病的相对概率。类似地，术语“预后”是

指受试者中可能发生某种未来结果的相对概率。例如，在本公开的上下文中，预后可以指个

体将发展癌症、具有复发或疾病的可能严重程度(如症状的严重程度、功能衰退速率、存活

率等)的可能性。术语并非旨在是绝对的，正如医学诊断领域的技术人员所理解的那样。

[0108] 如本文所用的“活检组织”或“来自受试者的生物样品”是指从患有或怀疑患有疾

病、如CLL-1相关的病症的受试者获得的样品。样品也可以是血液样品或血液级分，如白细

胞级分、血清或血浆。在一些实施方案中，样品可以是组织的活检组织，诸如针活检组织、细

针活检组织、手术活检组织等。样品可以包括携带有病变或疑似病变的组织样品，然而生物

样品也可来源于另一个部位，如疑似转移的部位、淋巴结或血液。在某些情况下，生物样品

也可能来自邻近病变或疑似病变的区域。

[0109] “生物样品”可以从受试者(如活检组织)、动物(诸如动物模型)或培养的细胞(如

从受试者中取出并培养生长以观察的细胞系或细胞)获得。生物样品包括组织和体液，如血

液、血液级分、淋巴、唾液、尿液、粪便等。

[0110] EU编号体系是指美国抗体的编号(Edelman等人,Proc.Natl .Acad .Sci .USA  63:

78-85(1969))。Kabat互补决定区(CDR)是基于序列可变性，并且是最常用的(Kabat等人

Sequences  of  Proteins  of  Immunological  Interest,第5版，Public  Health  Service,

National  Institutes  of  Health,Bethesda,Md.(1991))。如本文所用，EU编号是指本文所

述的抗体的恒定链命名法，而Kabat则用于获得可变区的CDR和HVR。
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[0111] “可操作地连接的”是指两个或多个组分并置，其中如此描述的组分处于允许它们

以其预期的方式起作用的关系。例如，如果启动子以顺式方式作用以控制或调节连接序列

的转录，则启动子可操作地连接至编码序列。通常但不一定，“可操作地连接的”DNA序列是

连续的，并且必要时连结两个蛋白编码区或在分泌型前导序列的情况下是连续的且在阅读

框中。然而，尽管可操作地连接的启动子一般位于编码序列的上游，但它不一定与其相邻。

[0112] 如本文所用的术语“启动子”是指控制其可操作地连接的基因或序列的转录的多

核苷酸序列。启动子包括RNA聚合酶结合和转录起始的信号。所使用的启动子将在宿主细胞

的预期所选序列在其中表达的细胞类型中起作用。

[0113] 如本文所用的术语“载体”意指能够转运与其连接的另一核酸的核酸分子。一种类

型的载体是"质粒"，其是指可以连接附加DNA区段于其中的环状双链DNA环。另一种类型的

载体是噬菌体载体。另一种类型的载体是病毒载体，其中额外的DNA区段可以连接到病毒基

因组中。某些载体能够在所引入它们的宿主细胞中自主复制(如具有细菌复制起点的细菌

载体和附加型哺乳动物载体)。其它载体(如非附加型哺乳动物载体)可以在引入到宿主细

胞中之后整合到宿主细胞的基因组中，并从而与宿主基因组一起复制。而且，某些载体能够

指导它们可操作地连接的基因的表达。此类载体在本文中被称为"重组表达载体"(或简称

为"表达载体")。

[0114] 如本文所用的术语“宿主细胞”(或“重组宿主细胞”)意指已被遗传改变，或能够通

过引入外源多核苷酸诸如用重组质粒或载体来遗传改变的细胞。应该理解，此类术语不仅

是指特定的受试者细胞，而且还是指其后代。

[0115] 术语“疗法”、“治疗”和“改善”是指症状的严重程度减轻。在治疗癌症(如AML)的情

况下，治疗可以是指如减小肿瘤大小、癌细胞数量、生长速率、转移活性，减少非癌细胞的细

胞死亡，减少恶心和其它化疗或放疗副作用等。术语“治疗”和“预防”并非意在为绝对的术

语。治疗和预防可以是指任何发作延迟、症状改善、患者存活提高、存活时间或存活率增加

等。治疗和预防可以是完全的(不可检测的肿瘤细胞水平)或部分的，使得(相比于没有本发

明时所发生的情况而言)较少的肿瘤细胞存在于患者体内。治疗的效果可以与未接受治疗

的个体或个体库，或治疗前或治疗期间的不同时间点的相同患者相比较。在一些方面，疾病

的严重程度相较于如施用前的个体或不经历治疗的对照个体减少至少10％。在一些方面，

疾病的严重程度减少了至少25％、50％、75％、80％或90％，或在一些情况下，使用标准诊断

技术不再是可检测的。

[0116] “有效量”的药剂，如药物制剂，是指在获得所需的细胞响应、治疗性或预防性结果

所必需的剂量下和时间段内有效的量。例如，在抑制细胞增殖的方法中，有效量的经半胱氨

酸取代的免疫球蛋白药物缀合物(如CYSMAB  ADC)是相对于对照细胞显著减弱、抑制或防止

细胞中细胞分裂的浓度。

[0117] 短语“治疗有效量”意指本发明的化合物发挥以下作用的量：(i)治疗或预防特定

疾病、病况或病症，(ii)减弱、改善或消除特定疾病、病况或病症中的一种或多种症状，或

(iii)预防或延迟本文所述的特定疾病、病况或病症中的一种或多种症状的发作。在一个实

施方案中，治疗性有效量是足以减小或减轻对CLL-1的调节有响应的病症的症状的量。在癌

症的情况下，治疗有效量的药物可以减少癌细胞的数量；减小肿瘤的大小；抑制(即在一定

程度上减缓，且优选停止)癌细胞向外周器官的浸润；抑制(即在一定程度上减缓，且优选停
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止)肿瘤转移；在一定程度上抑制肿瘤生长；和/或在一定程度上减轻与癌症相关的一种或

多种症状。在药物可防止和/或杀灭存在的癌细胞的程度上，其可能是细胞生长抑制和/或

细胞毒性的。对于癌症疗法，效力可以通过评估疾病进展时间(TTP)和/或确定响应率(RR)

来测量。在一个实施方案中，治疗有效量是足以减少或减轻对CLL-1的调节有响应的病症的

症状的量。在免疫病症的情况下，治疗有效量是足以减少或减轻过敏性病症、自身免疫性

和/或炎性疾病的症状或急性炎性反应的症状的量。在一些实施方案中，治疗有效量是本文

所述的化学实体足以显著降低骨髓增生性癌症干细胞的活性或数量的量。

[0118] 如本文所用，术语“药学上可接受的”与生理上可接受的和药理学上可接受的同义

使用。药物组合物通常将包含用于缓冲和储存保护的试剂，并且可根据施用途径包含用于

适合递送的缓冲剂和载剂。

[0119] 如本文所用的短语“药学上可接受的盐”是指ADC的药学上可接受的有机或无机

盐。示例性盐包括但不限于硫酸盐、柠檬酸盐、乙酸盐、草酸盐、氯化物、溴化物、碘化物、硝

酸盐、硫酸氢盐、磷酸盐、酸式磷酸盐、异烟酸盐、乳酸盐、水杨酸盐、酸式柠檬酸盐、酒石酸

盐、油酸盐、单宁酸盐、泛酸盐、酒石酸氢盐、抗坏血酸盐、琥珀酸盐、马来酸盐、龙胆酸盐、富

马酸盐、葡糖酸盐、葡糖醛酸盐、糖酸盐、甲酸盐、苯甲酸盐、谷氨酸盐、甲磺酸盐、乙磺酸盐、

苯磺酸盐、对甲苯磺酸盐和双羟萘酸盐(即1,1'-亚甲基-双-(2-羟基-3-萘甲酸盐))。药学

上可接受的盐可能包括纳入另一种分子，诸如乙酸根离子、琥珀酸根离子或其它抗衡离子。

抗衡离子可以是使化合物上的电荷稳定的任何有机或无机部分。此外，药学上可接受的盐

在其结构中可能具有多于一个带电原子。多个带电原子是药学上可接受的盐的一部分的情

况可以有多个抗衡离子。因此，药学上可接受的盐可以具有一个或多个带电原子和/或一个

或多个抗衡离子。

[0120] “药学上可接受的溶剂化物”是指一种或多种溶剂分子与ADC的缔合。形成药学上

可接受的溶剂化物的溶剂的实例包括但不限于水、异丙醇、乙醇、甲醇、DMSO、乙酸乙酯、乙

酸和乙醇胺。

[0121] 如本文所用的“载剂”包括在以采用的剂量和浓度暴露于细胞或哺乳动物时对细

胞或哺乳动物无毒的药学上可接受的载剂、赋形剂或稳定剂。通常生理上可接受的载剂是

pH缓冲水溶液。生理上可接受的载剂的实例包括缓冲剂，诸如磷酸盐、柠檬酸盐和其它有机

酸；抗氧化剂，包括抗坏血酸；低分子量(小于约10个残基)多肽；蛋白质，诸如血清白蛋白、

明胶或免疫球蛋白；亲水性聚合物，诸如聚乙烯吡咯烷酮；氨基酸，诸如甘氨酸、谷氨酰胺、

天冬酰胺、精氨酸或赖氨酸；单糖、二糖和其它碳水化合物，包括葡萄糖、甘露糖或糊精；螯

合剂，诸如EDTA；糖醇，诸如甘露糖醇或山梨糖醇；成盐抗衡离子，诸如钠；和/或非离子表面

活性剂，诸如 聚乙二醇(PEG)和 术语“剂量(dose)”和“剂量

(dosage)”在本文中可互换使用。剂量是指在每次施用时给予个体的活性成分的量。对于本

发明，剂量可以是指抗体或相关组分的浓度，如治疗剂的量或放射性标记物的剂量。剂量将

根据多种因素而变化，包括施用频率；个体的大小和耐受性；病况的严重程度；副作用的风

险；施用途径；以及可检测部分的成像方式(如果存在的话)。本领域技术人员将认识到可以

根据上述因素或基于治疗进展来调整剂量。术语“剂型”是指药物的特定形式，并且取决于

施用途径。例如，剂型可以是液体，如注射用盐水溶液。

[0122] “受试者”、“患者”、“个体”及类似术语可互换使用，并且除非另有说明，否则是指
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哺乳动物诸如人和非人灵长类，以及兔、大鼠、小鼠、山羊、猪和其它哺乳动物物种。术语并

不一定指示受试者已经被诊断出患有特定疾病。术语“患者”是指处于医疗监督下的受试

者。患者可以是寻求治疗、监测、调整或修改现有治疗方案等的个体。“癌症患者”或“AML患

者”可以是指被诊断为患有癌症、目前正在接受治疗性方案或者如在去除肿瘤手术后处于

复发风险的个体。在一些实施方案中，癌症患者已经被诊断为患有癌症并且是疗法的候选

人。癌症患者可以包括未接受治疗、目前正在接受治疗、已经进行手术的个体及已经停止治

疗的那些个体。

[0123] 在治疗癌症的上下文中，需要治疗的受试者可以是指患有癌症或癌前病况、已经

患有癌症且处于复发风险、疑似患有癌症、正在经历标准癌症治疗诸如放疗或化疗等的个

体。

[0124] “癌症”、“肿瘤”及类似术语包括癌前、赘生性和癌性细胞，并且可以是指实体瘤或

非实体癌(参见，如Edge等人AJCC  Cancer  Staging  Manual(第7版，2009)；Cibas和

Ducatman  Cytology:Diagnostic  principles  and  clinical  correlates(第3版，2009))。

癌症包括良性和恶性赘生物(异常生长)。

[0125] 术语“癌症”可以是指白血病、癌、肉瘤、腺癌、淋巴瘤、实体瘤和淋巴癌等。不同类

型的癌症的实例包括但不限于急性骨髓性白血病(AML)、慢性骨髓性白血病(CML)、B-细胞

淋巴瘤、非霍奇金氏淋巴瘤(non-Hodgkin 's  lymphoma)、伯基特氏淋巴瘤(Burkitt 's 

lymphoma)、小细胞淋巴瘤、大细胞淋巴瘤、单核细胞性白血病、骨髓性白血病、急性淋巴细

胞性白血病、多发性骨髓瘤、肺癌(如非小细胞肺癌或NSCLC)、卵巢癌、前列腺癌、结肠直肠

癌、肝癌(liver  cancer)(即肝癌(hepatocarcinoma))、肾癌(即肾细胞癌)、膀胱癌、乳腺

癌、甲状腺癌、胸腔癌、胰腺癌、子宫癌、宫颈癌、睾丸癌、肛门癌、胰腺癌、胆管癌、胃肠道类

癌肿瘤、食管癌、胆囊癌、阑尾癌、小肠癌、胃(胃部)癌、中枢神经系统癌、皮肤癌、绒毛膜癌；

头颈癌、骨原性肉瘤、纤维肉瘤、神经母细胞瘤、神经胶质瘤和黑素瘤。

[0126] “癌症靶标”或“癌症标记物”是在癌症中、如在癌细胞上或在癌症环境中差异表达

或加工的分子。示例性癌症靶标是细胞表面蛋白，诸如CLL-1(如也是细胞粘附分子和受

体)、细胞内受体、激素和分子，诸如由细胞分泌到癌症环境中的蛋白酶。用于特定癌症的标

记物在本领域中是已知的，如用于AML的CD45，用于AML  CSC的CD34+CD38-，结肠和结肠直肠

癌上的MUC1表达，肺癌中的铃蟾肽受体，及前列腺癌上的前列腺特异性膜抗原(PSMA)。

[0127] 在一些实施方案中，癌症靶标可以与某种类型的癌细胞有关，如AML、白血病、骨髓

瘤、淋巴瘤、非小细胞肺癌细胞、前列腺癌、结肠直肠癌、乳腺癌或卵巢癌。细胞类型特异性

靶标通常在此细胞类型中以比在参考细胞群体中高至少2倍的水平表达。在一些实施方案

中，细胞类型特异性标记物的存在水平比其在参考群体中的平均表达高至少3、4、5、6、7、8、

9、10、20、50、100或1000倍中的任一个。因此，可以检测或测量靶标以区分细胞类型或目标

类型与其它细胞。例如，AML癌症靶标包括CLL-1、Ly86、LILRA1和CD180。

[0128] 癌症干细胞(CSC)是在肿瘤或血液癌症中存在的细胞，其可以产生构成大部分癌

症的细胞。CSC还可以自我更新，类似于正常(非癌症)干细胞。因此，CSC可以通过迁移到个

体中的非肿瘤组织并开始“新”肿瘤来介导转移。根据检测到癌症的阶段，CSC占任何给定癌

症的非常小的百分比。例如，AML细胞样本中CSC的平均频率据信约为1:10,000。造血CSC可

被鉴定为CD34+，与正常的造血干细胞(HSC)类似。
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[0129] “经保守修饰的变体”适用于氨基酸和核酸序列。就具体的核酸序列而言，经保守

修饰的变体是指那些编码相同氨基酸序列的核酸。由于遗传密码的简并性，大量功能相同

的核酸编码大部分蛋白。例如，密码子GCA、GCC、GCG和GCU都编码氨基酸丙氨酸。因此，在密

码子指定丙氨酸的每个位置处，密码子可以被改变为所述相应密码子中的另一个，而不改

变编码的多肽。这种核酸变异是“沉默变异”，这是一种经保守修饰的变异。本文中编码多肽

的每条核酸序列也描述了核酸的沉默变异。技术人员将认识到，在某些上下文中，核酸中的

每个密码子(除了通常为甲硫氨酸的唯一密码子的AUG和通常为色氨酸的唯一密码子的TGG

外)可被修饰以产生功能相同的分子。因此，编码多肽的核酸的沉默变异隐含在就表达产物

而不是就实际探针序列而言的所述序列中。

[0130] 术语“重组”当涉及如细胞或核酸、蛋白或载体使用时，表示细胞、核酸、蛋白质或

载体已经通过引入异源的核酸或蛋白或者改变的天然核酸或蛋白来修饰，或者细胞源自如

此修饰的细胞。因此，例如，重组细胞表达在天然(非重组)形式的细胞内未发现的基因，或

表达另外异常表达、低表达或完全不表达的天然基因。

[0131] 术语“异源的”当涉及多核苷酸或多肽时，表示多核苷酸或多肽包含在自然界中不

存在彼此处于同一关系的两条或多条子序列。例如，异源的多核苷酸或多肽通常是重组产

生的，具有来自不相关基因的两条或多条序列排列成新的功能单元，如来自一个来源的启

动子和来自另一个来源的编码区。类似地，异源蛋白质表示该蛋白包含在自然界中未发现

彼此处于同一关系的两条或多条子序列(如融合蛋白)。

[0132] “硫醇反应性试剂”是具有与硫醇反应形成共价键的部分的试剂。硫醇反应性试剂

可具有选自卤化物、马来酰亚胺和磺酰基的基团。非限制性实例包括生物素-PEO-马来酰亚

胺((+)-生物素基-3-马来酰亚胺基丙酰胺基-3,6-二氧杂辛二胺，Oda等人(2001)Nature 

Biotechnology  19:379-382,Pierce  Biotechnology,Inc.)、生物素-BMCC、PEO-碘代乙酰

基生物素、碘代乙酰基-LC-生物素和生物素-HPDP(Pierce  Biotechnology,Inc.)以及Nα-

(3-马来酰亚胺基丙酰基)生物胞素(MPB,Molecular  Probes,Eugene,OR)。生物素化、双功

能和多功能接头试剂的其它商业来源包括Molecular  Probes ,Eugene ,Oreg .和Sigma ,

St.Louis,Mo。

[0133] II.编码经半胱氨酸取代的免疫球蛋白(如CYSMAB)的多核苷酸

[0134] 本文还提供了编码本文所述的经半胱氨酸取代的免疫球蛋白或其具有经半胱氨

酸取代的恒定结构域的多核苷酸(如DNA)。编码经半胱氨酸取代的免疫球蛋白的多核苷酸

可通过编码免疫球蛋白多肽的多核苷酸上的定点突变来制备。用于进行定点突变的试剂盒

可从多个来源商购获得。这些包括例如，可从Life  Technologies获得的Phusion，可从

Agilent  Technologies获得的QuikChange，及可从New  England  Biolabs获得的Q5。通常，

定点突变涉及使用在所需位点处包含突变插入cys密码子的引物进行的靶标免疫球蛋白-

编码多核苷酸的引物延伸。

[0135] 本文还提供了表达盒，其包含可操作连接至编码本文所述的经半胱氨酸取代的免

疫球蛋白或其具有经半胱氨酸取代的恒定结构域的多核苷酸的启动子。在一些实施方案

中，启动子是异源的，即并非天然存在的可操作地连接至编码序列。在一些实施方案中，包

含编码本文所述的经半胱氨酸取代的免疫球蛋白或其具有经半胱氨酸取代的恒定结构域

的多核苷酸的载体(包括但不限于表达载体或穿梭载体)。本文还提供了细胞，其包含且任
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选地表达编码本文所述的经半胱氨酸取代的免疫球蛋白或其具有经半胱氨酸取代的恒定

结构域的多核苷酸。示例性细胞包括原核细胞(包括但不限于大肠埃希氏杆菌(E.coli))和

真核细胞(包括但不限于哺乳动物(如人、仓鼠、大鼠、小鼠等)细胞、真菌(如真菌)或植物细

胞)。

[0136] III.制备抗体的方法

[0137] 为了制备本文所述的免疫球蛋白，如重组、单克隆或多克隆抗体，可使用本领域已

知的许多技术(参见，如Kohler&Milstein ,Nature  256:495-497(1975)；Kozbor等人,

Immunology  Today  4:72(1983)；Cole等,第77-96页，in  Monoclonal  Antibodies  and 

Cancer  Therapy,Alan  R.Liss,Inc.(1985)；Coligan,Current  Protocols  in  Immunology

(1991)；Harlow&Lane,Antibodies,A  Laboratory  Manual(1988)；以及Goding,Monoclonal 

Antibodies:Principles  and  Practice(第2版，1986))。编码目标抗体的重链和轻链的基

因可以从细胞中克隆，如编码单克隆抗体的基因可以从杂交瘤中克隆并用于产生重组单克

隆抗体。编码单克隆抗体的重链和轻链的基因文库也可以由杂交瘤或浆细胞制成。重链和

轻链基因产物的随机组合产生具有不同抗原特异性的大型抗体库(参见，如Kuby ,

Immunology(第3版，1997))。用于单链抗体或重组抗体产生的技术(美国专利第4,946,778

号，美国专利第4,816,567号)可经调整以产生针对本公开的多肽的抗体。此外，转基因小鼠

或其它生物体，诸如其它哺乳动物，可用于表达人源化或人抗体(参见，如美国专利第5,

545,807号；第5,545,806号；第5,569,825号；第5,625,126号；第5,633,425号；第5,661,016

号，Marks等人,Bio/Technology  10:779-783(1992)；Lonberg等人,Nature  368:856-859

(1994)；Morrison,Nature  368:812-13(1994)；Fishwild等人,Nature  Biotechnology  14:

845-51(1996)；Neuberger,Nature  Biotechnology  14:826(1996)；以及Lonberg&Huszar,

Intern.Rev.Immunol.13:65-93(1995))。可替代地，噬菌体展示技术可用于鉴定特异性结

合所选抗原的抗体和异聚Fab片段(参见，如McCafferty等人,Nature  348:552-554(1990)；

Marks等人,Biotechnology  10:779-783(1992))。抗体也可以制成双特异性的，即能识别两

种不同的抗原(参见，如WO  93/08829,Traunecker等人,EMBO  J.10:3655-3659(1991)；以及

Suresh等人,Methods  in  Enzymology  121:210(1986))。抗体也可以是异源缀合物，如两个

共价连接的抗体或免疫毒素(参见，如美国专利第4,676 ,980号，WO  91/00360；WO  92/

200373；和EP  03089)。

[0138] 可以使用任何数量的表达系统来产生抗体，这包括原核和真核表达系统。在一些

实施方案中，表达系统是哺乳动物细胞表达，诸如杂交瘤或CHO细胞表达系统。许多此类系

统可普遍获得自商业供应商。在抗体包含VH和VL区两者的实施方案中，可以使用单一载体，

例如在双顺反子表达单元中，或者在不同的启动子的控制下表达VH和VL。在其它实施方案

中，VH和VL区可以使用分开的载体来表达。如本文所述的VH和VL区可以任选地在N-末端处包

含甲硫氨酸。

[0139] 本公开的抗体还可以以各种形式产生，包括Fab、Fab′、F(ab′)2、scFv或dAb。抗体

片段可以通过多种方法获得，包括用酶(如胃蛋白酶)消化完整抗体(以产生(Fab′)2片段)

或木瓜蛋白酶消化完整抗体(以产生Fab片段)；或者从头合成。抗体片段也可以使用重组

DNA方法来合成。在一些实施方案中，CLL-1抗体包含特异性结合CLL-1的F(ab′)2片段。本公

开的抗体还可以包含人恒定区。参见，如Fundamental  Immunology(Paul编，第4版，1999)；
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Bird ,等人,Science  242:423(1988)；以及Huston ,等人,Proc.Natl .Acad .Sci .USA  85:

5879(1988)。

[0140] 用于人源化非人抗体(即，使用来自非人抗体的CDR)的方法也是本领域已知的。通

常，人源化抗体具有来自非人来源的一个或多个氨基酸残基。这些非人的氨基酸残基通常

被称为导入残基，其通常取自导入可变结构域。人源化基本上可以按照Winter和同事的方

法通过将啮齿类动物CDR或CDR序列取代为相应的人抗体序列进行(参见，如Jones等人,

Nature  321:522-525(1986)；Riechmann等人,Nature  332:323-327(1988)；Verhoeyen等

人,Science  239:1534-1536(1988)以及Presta ,Curr .Op .Struct .Biol .2:593-596

(1992))。此类人源化抗体是嵌合抗体(美国专利第4,816,567号)，其中基本上小于一个完

整的人可变结构域已被来自非人物种的相应序列取代。在实践中，人源化抗体通常是人抗

体，其中一些CDR残基和可能的一些FR残基被来自啮齿类动物抗体中类似位点的残基取代。

[0141] 在一些情况下，抗体或抗体片段可以缀合至另一分子，如聚乙二醇(PEG化)或血清

白蛋白，以提供延长的体内半衰期。抗体片段的PEG化的实例提供于Knight等人Platelets 

15:409,2004(对于阿昔单抗)；Pedley等人,Br.J .Cancer  70:1126 ,1994(对于抗-CEA抗

体)；Chapman等人,Nature  Biotech .17:780 ,1999；以及Humphreys ,等人,Protein 

Eng.Des.20:227  2007中。抗体或抗体片段还可如下所述标记至或缀合至治疗剂。

[0142] IV.经半胱氨酸取代的免疫球蛋白(如CYSMAB)药物缀合物的制备

[0143] 由本公开的经半胱氨酸取代的免疫球蛋白(CYSMAB)制备的抗体-药物缀合物可以

采用本领域技术人员已知的有机化学反应、条件和试剂通过几种途径制备，包括：(1)经半

胱氨酸工程化的抗体的半胱氨酸基团与接头试剂反应，以经由共价键形成抗体-接头中间

体Ab-L，然后与激活的药物部分D反应；和(2)药物部分的亲核基团与接头试剂反应，以经由

共价键形成药物-接头中间体D-L，然后与经半胱氨酸工程化的抗体(CYSMAB)的半胱氨酸基

团反应。缀合方法(1)和(2)可与多种经半胱氨酸工程化的抗体(CYSMAB)、药物部分和接头

一起使用来制备抗体-药物缀合物(ADC)。

[0144] 抗体半胱氨酸硫醇基团是亲核性的并且能够与接头试剂和药物-接头中间体上的

亲电子基团反应以形成共价键，包括：(i)活性酯，诸如NHS酯、HOBt酯、卤代甲酸酯和酸性卤

化物；(ii)烷基和苄基卤化物，诸如卤代乙酰胺；(iii)醛、酮、羧基和马来酰亚胺基团；和

(iv)二硫化物，包括吡啶基二硫化物，经由硫化物交换。药物部分上的亲核基团包括但不限

于：能够与接头部分和接头试剂上的亲电子基团反应形成共价键的胺、硫醇、羟基、酰肼、

肟、肼、缩氨基硫脲、肼羧酸酯和芳基酰肼基团。

[0145] 通过用还原剂诸如DTT(克莱兰氏试剂(Cleland's  reagent)，二硫苏糖醇)或TCEP

(三(2-羧乙基)膦盐酸盐；Getz等(1999)Anal.Biochem.第273卷:73-80；Soltec  Ventures,

Beverly,Mass.)处理可使经半胱氨酸工程化的抗体具有反应性以与接头试剂缀合，然后如

用DHAA再氧化以重新形成链间和链内二硫键(实施例2)。

[0146] A.接头

[0147] “接头”、“接头单元”或“连接物”意指包含将抗体共价附接至药物部分的共价键或

原子链的化学部分。在各种实施方案中，接头被指定为L。“接头”(L)是双功能部分或多功能

部分，其可用于连接一个或多个药物部分(D)和抗体单元(Ab)以形成抗体-药物缀合物

(ADC)。抗体-药物缀合物(ADC)可以使用具有用于与药物和抗体结合的反应性官能团的接
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头来方便地制备。经半胱氨酸工程化的抗体(CYSMAB)的半胱氨酸硫醇可以与接头试剂、药

物部分或药物-接头中间体的亲电子官能团形成键。

[0148] 在一方面，接头具有反应性位点，其具有与存在于抗体上的亲核半胱氨酸反应的

亲电子基团。抗体的半胱氨酸硫醇与接头上的亲电子基团反应并与接头形成共价键。有用

的亲电子基团包括但不限于马来酰亚胺和卤代乙酰胺基团。

[0149] 接头包括二价基团，诸如烷基二基、亚芳基、亚杂芳基、诸如—(CR2)nO(CR2)n—的

部分、烷基氧基的重复单元(如聚乙烯氧基、PEG、聚亚甲基氧基)和烷基氨基的重复单元(如

聚乙烯氨基、JeffamineTM)；以及二酸酯和酰胺，包括琥珀酸酯、琥珀酰胺、二甘醇酸酯、丙二

酸酯和己酰胺。

[0150] 根据Klussman,等人(2004) ,Bioconjugate  Chemistry  15(4):765-773的第766页

的缀合方法，使经半胱氨酸工程化的抗体(CYSMAB)与具有亲电子官能团诸如马来酰亚胺或

α-卤代羰基的接头试剂或药物-接头中间体反应。

[0151] 接头可由一种或多种接头组分组成。示例性接头组分包括6-马来酰亚胺基己酰基

(“MC”)、马来酰亚胺基丙酰基(“MP”)、缬氨酸-瓜氨酸(“val-cit”或“vc”)、丙氨酸-苯丙氨

酸(“ala-phe”或“af”)、对氨基苯甲基氧羰基(“PAB”)、N-琥珀酰亚胺基4-(2-吡啶基硫代)

戊酸酯(“SPP”)、N-琥珀酰亚胺基4-(N-马来酰亚胺基甲基)环己烷-1羧酸酯(“SMCC”)、N-琥

珀酰亚胺基(4-碘代-乙酰基)氨基苯甲酸酯(“SIAB”)、乙烯氧基—CH2CH2O—作为一个或多

个重复单元(“EO”或“PEO”)。另外的接头组分是本领域已知的且一些描述于本文中。

[0152] 在另一个实施方案中，接头具有反应性官能团，其具有对存在于抗体上的亲电子

基团具有反应性的亲核基团。抗体上有用的亲电子基团包括但不限于醛和酮羰基基团。接

头的亲核基团的杂原子可以与抗体上的亲电子基团反应并与抗体单元形成共价键。有用的

亲核基团包括但不限于酰肼、肟、氨基、肼、缩氨基硫脲、羧酸肼和芳基酰肼。抗体上的亲电

子基团提供了用于附接至接头的方便的位点。

[0153] 通常，肽型接头可通过在两个或更多个氨基酸和/或肽片段之间形成肽键来制备。

可以例如根据肽化学领域熟知的液相合成方法(E . 和K .Lübke(1965)“The 

Peptides”,第1卷，第76-136页，Academic  Press)制备此类肽键。可将接头中间体与任何包

括间隔子、拉伸子和氨基酸单位的反应的组合或序列装配。间隔子、拉伸子和氨基酸单元可

采用本质上是亲电、亲核或自由基的反应性官能团。反应性官能团包括但不限于羧基、羟

基、对硝基苯基碳酸酯、异硫氰酸酯和离去基团，诸如O-甲磺酰基、O-甲苯磺酰基、—Cl、—

Br、—I；或马来酰亚胺。

[0154] 在另一个实施方案中，接头可能被调节溶解度或反应性的基团所取代。例如，带电

取代基诸如磺酸根(—SO3-)或铵可以增加试剂的水溶性，并促进接头试剂与抗体或药物部

分的偶联反应，或促进Ab-L(抗体-接头中间体)与D的偶联反应或者D-L(药物-接头中间体)

与Ab的偶联反应，这取决于用于制备ADC的合成路线。

[0155] 可根据Dubowchik,等人(1997)Tetrahedron  Letters,38:5257-60制备包含马来

酰亚胺部分和PAB自分解性部分的示例性phe-lys(Mtr，单-4-甲氧基三苯甲基)二肽接头试

剂。

[0156] B.接头试剂

[0157] 抗体和阿里他汀的缀合物可使用多种双功能接头试剂来制备，诸如N-琥珀酰亚胺
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基-3-(2-吡啶基二硫代)丙酸酯(SPDP)、琥珀酰亚胺基-4-(N-马来酰亚胺基甲基)环己烷-

1-羧酸酯(SMCC)、亚胺硫醇烷(IT)、亚胺酯的双功能衍生物(诸如二亚胺代己二酸二甲酯

HCl)、活性酯(诸如辛二酸二琥珀酰亚胺酯)、醛(诸如戊二醛)、双-叠氮化合物(诸如双(对

叠氮苯甲酰基)己二胺)、双-重氮衍生物(诸如双-(对重氮苯甲酰基)-乙二胺)、二异氰酸酯

(诸如甲苯2,6-二异氰酸酯)和双活性氟化合物(诸如1,5-二氟-2,4-二硝基苯)。

[0158] 可用于本公开的抗体药物缀合物(ADC)的接头试剂包括但不限于：BMPEO、BMPS、

EMCS、GMBS、HBVS、LC-SMCC、MBS、MPBH、SBAP、SIA、SIAB、SMCC、SMPB、SMPH、磺基-EMCS、磺基-

GMBS、磺基-KMUS、磺基-MBS、磺基-SIAB、磺基-SMCC和磺基-SMPB以及SVSB(琥珀酰亚胺基-

(4-乙烯砜)苯甲酸酯)，并且包括双-马来酰亚胺试剂：DTME、BMB、BMDB、BMH、BMOE、1,8-双-

马来酰亚胺基二乙二醇(BM(PEO)2)和1,11-双-马来酰亚胺基三乙二醇(BM(PEO)3)，其可从

Pierce  Biotechnology,Inc.,ThermoScientific,Rockford ,Ill.和其它试剂供应商处商

购获得。双马来酰亚胺试剂允许将抗体的半胱氨酸残基的游离硫醇基团以依序或同时形式

附接至含巯基的药物部分、标记物或接头中间体。除马来酰亚胺之外的与抗体的硫醇基团、

奈莫柔比星代谢物和类似物药物部分或接头中间体反应的其它官能团包括碘乙酰胺、溴乙

酰胺、乙烯基吡啶、二硫化物、吡啶基二硫化物、异氰酸酯和异硫氰酸酯。

[0159] V.使用方法

[0160] 本公开的经半胱氨酸取代的免疫球蛋白尤其用于制备经半胱氨酸取代的免疫球

蛋白缀合物，包括缀合至可检测部分或药物(诸如细胞毒性剂)的分子。

[0161] A.疾病治疗

[0162] 经半胱氨酸取代的免疫球蛋白药物缀合物(如CYSMAB  ADC)可用于治疗可通过靶

向此类缀合物结合的细胞来治疗的任何疾病。这包括任何形式的癌症。

[0163] 经半胱氨酸取代的免疫球蛋白药物缀合物可用于治疗例如特征为肿瘤抗原的过

表达的各种疾病或病症。示例性病况或过度增生性病症包括良性或恶性肿瘤；白血病和淋

巴样恶性肿瘤。其它包括神经元病症、神经胶质病症、星形胶质细胞病症、下丘脑病症、腺体

病症、巨噬细胞病症、上皮细胞病症、间质细胞病症、囊胚腔病症、炎性病症、血管生成病症

和免疫性病症，包括自身免疫性病症。

[0164] 经半胱氨酸取代的免疫球蛋白药物缀合物可在携带肿瘤的高等灵长类动物和人

类临床试验中进一步检测。人临床试验可经设计为类似于测试已经接受广泛的前期抗癌疗

法的过表达HER2的转移性乳腺癌患者中抗-HER2单克隆抗体 的效力的临

床试验，如Baselga等人(1996)J.Clin.Oncol.14:737-744所报道。可以设计临床试验以评

价ADC与已知的治疗方案(诸如涉及已知化疗剂和/或细胞毒性剂的放疗和/或化疗)的组合

的效力。

[0165] 通常，待治疗的疾病或病症是过度增殖疾病，诸如癌症。本文中待治疗的癌症的实

例包括但不限于癌、淋巴瘤、母细胞瘤、肉瘤和白血病或淋巴样恶性肿瘤。此类癌症的更具

体的实例包括鳞状细胞癌(如上皮鳞状细胞癌)，包括小细胞肺癌、非小细胞肺癌、肺癌腺癌

和肺鳞癌的肺癌，腹膜癌，肝细胞癌，包括胃肠癌的胃部(gastric)癌或胃(stomach)癌，胰

腺癌，胶质母细胞瘤，宫颈癌，卵巢癌，肝癌，膀胱癌，肝细胞瘤，乳腺癌，结肠癌，直肠癌，结

肠直肠癌，子宫内膜癌或子宫癌，唾液腺癌，肾(kidney)癌或肾部(renal)癌，前列腺癌，外

阴癌，甲状腺癌，肝癌，肛门癌，阴茎癌以及头颈癌。
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[0166] 癌症可以包含HER2-表达细胞，使得本发明的ADC能够结合癌细胞。为了确定癌症

中的ErbB2表达，可以使用各种诊断/预后测定。在一个实施方案中，可通过IHC例如使用

HERCEPTEST(Dako)分析ErbB2过表达。可使来自肿瘤活检组织的石蜡包埋的组织切片经受

IHC测定，并赋予如下的ErbB2蛋白染色强度标准：评分0，未观察到染色或在小于10％的肿

瘤细胞中观察到膜染色；评分1+，在超过10％的肿瘤细胞中检测到微弱/几乎不可察觉的膜

染色，细胞仅在其部分膜中染色；评分2+，在超过10％的肿瘤细胞中观察到弱至中度完全膜

染色；评分3+，在超过10％的肿瘤细胞中观察到中度至强度的完全膜染色。那些ErbB2过表

达评估评分为0或1+的肿瘤可被表征为不过表达ErbB2，而具有2+或3+评分的那些肿瘤可被

表征为过表达ErbB2。

[0167] 可替代地或此外，FISH测定诸如INFORMTM(Ventana  Co .,Ariz .)或PATHVISIONTM

(Vysis,Ill.)可以在福尔马林固定的石蜡包埋的肿瘤组织上进行以确定ErbB2过表达在肿

瘤中的程度(如果有的话)。

[0168] ADC化合物可用于治疗的自身免疫性疾病包括类风湿性病症(诸如，例如，类风湿

性关节炎、舍格伦氏综合征( syndrome)、硬皮病、狼疮诸如SLE和狼疮肾炎、多肌

炎/皮肌炎、冷球蛋白血症、抗磷脂抗体综合征和银屑病性关节炎)，骨关节炎，自身免疫性

胃肠和肝脏病症(例如，炎性肠病(如溃疡性结肠炎和克罗恩氏病(Crohn's  disease))、自

身免疫性胃炎和恶性贫血、自身免疫性肝炎、原发性胆汁性肝硬化、原发性硬化性胆管炎和

乳糜泻)，血管炎(例如，ANCA-相关的血管炎，包括丘-施二氏血管炎(Churg-Strauss 

vasculitis)、韦格纳氏肉芽肿(Wegener's  granulomatosis)和多动脉炎)，自身免疫性神

经系统病症(诸如，例如，多发性硬化、斜视眼阵挛-肌阵挛综合征、重症肌无力、视神经脊髓

炎、帕金森氏病(Parkinson's  disease)、阿尔茨海默氏病(Alzheimer's  disease)和自身

免疫性多神经病)，肾病症(例如，肾小球性肾炎、古德帕斯彻氏综合征(Goodpasture 's 

syndrome)和伯杰氏病(Berger's  disease)，自身免疫性皮肤病症(例如，银屑病、荨麻疹、

麻疹、寻常性天疱疮、大疱性类天疱疮和皮肤红斑狼疮)，血液学病症(例如，血小板减少性

紫癜、血栓性血小板减少性紫癜、输注后紫癜和自身免疫性溶血性贫血)，动脉粥样硬化，葡

萄膜炎，自身免疫性听力疾病(例如，内耳病和听力丧失)，白塞氏病(Behcet's  disease)，

雷诺氏综合征(Raynaud 's  syndrome)，器官移植和自身免疫性内分泌病症(例如，糖尿病-

相关的自身免疫性疾病，诸如胰岛素依赖性糖尿病(IDDM)、艾迪生氏病(Addison 's 

disease)和自身免疫性甲状腺疾病(如格雷夫斯病(Graves'disease)和甲状腺炎))。更优

选的此类疾病包括例如类风湿性关节炎、溃疡性结肠炎、ANCA-相关的血管炎、狼疮、多发性

硬化、舍格伦氏综合征、IDDM、恶性贫血、甲状腺炎和肾小球肾炎。

[0169] 本文所述的经半胱氨酸取代的免疫球蛋白缀合物可用于检测和治疗CLL-1相关的

病症，即与标准对照(如正常、非疾病、非癌细胞)中的CLL-1表达相比，CLL-1的细胞表面表

达升高或降低相关的疾病。CLL-1表达通常限于髓系细胞，如外周血和脾中的树突细胞、粒

细胞和单核细胞。升高的CLL-1水平与癌症相关，尤其是在造血CSC(如LSC)和骨髓增生性病

症中，包括白血病诸如AML(急性骨髓性或骨髓增生性白血病)、MDS(骨髓增生异常综合征)、

骨髓纤维化、CMML(慢性骨髓单核细胞性白血病)、多发性骨髓瘤、浆细胞瘤和CML(慢性骨髓

性或骨髓增生性白血病)。参见Bakker等人(2004)Cancer  Res .64:8443；Van  Rhenen等

(2007)Blood  110:2659-66；Zhao等人(2010)Haematologica(2010)95:71；Van  Rhenen等人
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(2007)Leukemia  21:1700；以及Herrmann等人(2012)Haematologica  97:219。

[0170] AML细胞可通过检测细胞表面标记物表达来表征和区别于其它细胞。除了CLL-1+

之外，AML细胞可以是CD33+(虽然有些是CD33-)、CD45+和CDw52+。AML胚细胞(包括LSC)通常

是CD34+CD38-。HSC和LSC可通过表达CD34来表征，但前者不表达CLL-1。MDS细胞可以通过表

达CD5、CD7、CD13和CD34来表征。CML细胞可通过表达7-ADD、CD33、CD34和CD38来表征。

[0171] 骨髓增生异常综合征(MDS)包括一组密切相关的血液形成病症，其中骨髓显示出

定性和定量的改变，指示白血病前期过程但具有不一定终止为急性白血病的慢性过程。多

个术语，包括白血病、难治性贫血、难治性骨髓细胞生成障碍性贫血、郁积性或亚急性白血

病、骨髓细胞生成障碍综合征(DMPS)和脊髓发育不良都被用来描述MDS。这些病况的特征都

是细胞骨髓成熟受损(骨髓细胞生成障碍)和血细胞数量减少。DMPS的特征是存在巨型母细

胞样细胞(megablastoids)、巨核细胞发育异常和异常的母细胞数量增加，反映出增强的粒

细胞成熟过程。DMPS患者显示出与急性髓性白血病中发现的染色体异常相似的染色体异

常，并且在一定比例的患病患者中进展为急性髓性白血病。

[0172] 慢性骨髓增生性病症是以成熟和未成熟粒细胞、红细胞和血小板数量增加为特征

的一组病况。慢性骨髓增生性病症可以在这一组内转变为其它形式，倾向于终止于急性髓

性白血病。该组中的特定疾病包括真性红细胞增多症、慢性髓性白血病、原因不明的髓性白

血病、原发性血小板增多症和慢性嗜中性粒细胞性白血病。

[0173] 骨髓纤维化的特征在于骨髓瘢痕形成，导致红细胞和白细胞以及血小板的数量减

少。骨髓纤维化瘢痕形成可由白血病引起，但也可有其它原因，诸如血小板增多症或不良药

物作用。

[0174] B.CDC、ADCC和ADC测定

[0175] 可通过表达靶标抗原的细胞(诸如CLL-1)的补体依赖性细胞毒性(CDC)、抗体依赖

性细胞-介导的细胞毒性(ADCC)测定评价本公开的经半胱氨酸取代的免疫球蛋白药物缀合

物(如CYSMAB  ADC)的效果。表达CLL-1的示例性细胞包括表达异源的重组CLL-1(如人CLL-

1)的细胞系；人AML细胞系，诸如HL60、THP1、TF1-α、U937和OCI  AML-5(其中前四种可从ATCC

获得)；来自一个或多个AML患者的原代细胞(如PBMC或移植的肿瘤细胞)；人CML细胞系，诸

如K562和KU812(可从ATCC获得)；以及来自一个或多个CML或MDS患者的原代细胞。

[0176] 将抗体描述为具有CDC活性，并且如果其导致表达抗体靶标的细胞的补体依赖性

杀灭，则介导CDC。CDC测定在本领域是已知的，且描述于如Gazzano-Santoro等人(1997)

J.Immunol.Methods  202:163；Idusogie等人(2000)J.Immunol.164:4178；和以下实施例6

中。CDC试剂盒和服务可例如从 和Cell  Technology  Inc处商购获得。

[0177] 简言之，测定通常在体外进行，并且包括抗体结合在细胞表面上表达抗体靶标的

细胞。添加补体组分，包括结合抗体的Ch区的C1q,22。然后，补体组分相互作用以杀灭所靶

向的细胞。通常在4至24小时之间的孵育时间段后，例如通过测定已知存在于所靶向的细胞

中的胞内酶或颗粒的释放，通过比较起始和终止靶标细胞群等来测量CDC。

[0178] 如果抗体导致效应细胞杀灭抗体-结合的细胞(如CLL-1表达细胞)，则将抗体描述

为具有ADCC活性并介导ADCC。效应细胞通常是自然杀伤细胞，但也可以是巨噬细胞、嗜中性

粒细胞或嗜酸性粒细胞。

[0179] 经遗传工程化的效应细胞系也被开发用于ADCC测定(参见，如Schnueriger等人
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(2011)Mol .Immunol .48:1512)。ADCC测定在本领域是已知的，并且描述于如Perussia和

Loza(2000)Methods  in  Mol .Biol .121:179；Bretaudeau和Bonnaudet(2011)BMC 

Proceedings  5(增刊8):P63；ADCC试剂盒和服务可例如从 和 商购

获得，及以下实施例中。

[0180] 简言之，测定通常在体外进行，并且包括抗体结合在细胞表面上表达抗体靶标的

细胞。添加效应细胞，其通常通过Fc受体诸如CD  16识别抗体-结合的细胞。效应细胞杀灭抗

体结合的细胞，如通过释放导致细胞凋亡的细胞毒素。通过释放靶细胞内的可检测元素(如

Cr51)或通过检测参与细胞介导的毒性的元素(如效应细胞中NFAT信号传导的激活)来检测

细胞死亡。

[0181] 当抗体与细胞毒性剂(药物)缀合，导致杀灭(抑制存活)表达抗体靶标的细胞(此

情况下是CLL-1)时，抗体被描述为具有抗体-药物缀合物(ADC)活性(或介导ADC)。适当的细

胞毒性剂是本领域已知的，如皂草素(saporin)、阿霉素(doxorubicin)、道诺霉素

(daunomycin)、长春花生物碱、紫杉烷类、微管蛋白剂(如美登新(Maytansin)、阿里他汀)和

DNA剂(如卡奇霉素(calicheamicin)、倍癌霉素(duocarmycin)、吡咯并苯二氮 二聚体)

等。ADC测定在本领域中是已知的，如Gerber等人(2009)3:247和以下实施例中所述。

[0182] C.诊断性应用

[0183] 因此，经半胱氨酸取代的免疫球蛋白缀合物可用于体外和体内诊断性测定以检测

癌细胞。这包括本文所述的对CLL-1具有特异性的抗体特异性结合CLL-1-表达细胞(“CLL-1

抗体”–仅用于本节)以用于检测CLL-1表达细胞(如AML细胞和AML  CSC)。例如，可以从患者

获得样品(如血液样品或组织活检组织)并使其与CLL-1抗体接触，并且患者样品中CLL-1-

表达细胞的存在可以通过检测抗体结合来确定。可以直接(如当标记抗体本身时)或通过使

用第二种检测剂诸如二级抗体来检测抗体结合。可检测的标记物可以直接或间接地如经由

螯合剂或接头与本公开的抗体缔合。

[0184] 在一些实施方案中，将CLL-1抗体与来自患有或疑似患有CLL-1相关的病症的个体

的生物样品接触，并且确定样品中结合细胞的抗体，其中高于或低于正常的抗体结合表明

个体患有CLL-1相关的病症。在一些实施方案中，生物样品是血液样品或血液级分(如血清、

血浆、血小板、红细胞、白细胞、PBMC)。在一些实施方案中，生物样品是组织样品(活检组

织)，如来自疑似的肿瘤位点或来自已知受感染的组织，以例如确定已知肿瘤的边界。

[0185] 通常进行活检以从组织中获得样品，即非流体细胞类型。应用的活检技术将取决

于待评价的组织类型(如乳房、皮肤、结肠、前列腺、肾、肺、膀胱、淋巴结、肝、骨髓、气道或

肺)。在癌症的情况下，该技术还将取决于肿瘤的大小和类型(如实体、混悬的或血液)等因

素。代表性活检技术包括但不限于切除活检、切开活检、针活检、手术活检和骨髓活检。“切

除活检”是指去除具有围绕其的正常组织的小边缘的整个肿瘤块。“切开活检”是指去除包

含横截面直径的肿瘤的楔形组织。通过内窥镜检查或荧光镜检查进行的诊断或预后可能需

要肿瘤块的“核心-针活检”或通常从肿瘤块内获得细胞混悬液的“细针抽吸活检”。在例如

Harrison’s  Principles  of  Internal  Medicine,Kasper,等人编,第16版,2005,第70章以

及第五部分全文中讨论了活检技术。

[0186] 检测样品中结合细胞的抗体的任何方法都可以用于本诊断性测定。检测抗体结合

的方法在本领域是公知的，如流式细胞术、荧光显微术、ELISA等。在一些实施方案中，该方
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法包括在确定步骤之前制备用于检测的生物样品。例如，细胞(如白细胞、CD34+细胞、CD45+

细胞等)亚群可以从来自个体的样品的其余部分(如其它血液组分)中分离出来，或者可混

悬组织中的细胞以用于更容易的检测。

[0187] 在一些实施方案中，确定样品中CLL-1-表达细胞的百分比并将其与对照比较，如

来自已知患有CLL-1相关的病症的个体或个体组的样品(阳性对照)或来自已知不患有CLL-

1相关的病症的个体或个体组(正常、健康、非疾病或阴性对照)。在一些实施方案中，对照是

针对给定组织建立的CLL-1表达的标准范围。高于或低于CLL-1表达细胞的正常百分比，或

更高或更低的表达水平，指示该个体患有CLL-1相关的病症。

[0188] 在一些实施方案中，经标记的CLL-1抗体可以被提供(施用)给个体以确定预期疗

法的适用性。例如，经标记的抗体可用于检测患病区域内的CLL-1密度，其中所述密度相对

于未患病组织通常较高。经标记的抗体也可以指示病变区域是可用于治疗的。因此，可根据

成像结果选择用于治疗的患者。可以使用标准成像技术(如CT扫描、MRI、PET扫描等)来完成

解剖学表征，诸如确定癌症的精确边界。

[0189] 在一些实施方案中，如本文所述的经标记的CLL-1抗体可以进一步与治疗性化合

物缔合，如以形成“治疗诊断”组合物。例如，CLL-1抗体可(直接地或间接地)连接至可检测

的标记物和治疗剂，如细胞毒性剂以杀灭CLL-1-表达癌细胞。在一些实施方案中，将经标记

的CLL-1抗体用于表达CLL-1的癌细胞的诊断和/或定位，然后用单独的治疗性CLL-1特异性

抗体靶向表达CLL-1的癌细胞。在一些实施方案中，诊断性CLL-1特异性抗体是不以高比率

或高百分比内化到CLL-1-表达细胞中的抗体。在一些实施方案中，治疗性CLL-1抗体以高比

率或高百分比内化到CLL-1-表达细胞中。

[0190] 1.标记物

[0191] 包含能够结合靶标目标的抗体的诊断剂可包括本领域已知的任何诊断剂，例如，

如在以下参考文献中提供：Armstrong等人,Diagnostic  Imaging ,第5版，Blackwell 

Publishing(2004)；Torchilin ,V.P.,编,Targeted  Delivery  of  Imaging  Agents ,CRC 

Press(1995)；Vallabhajosula,S.,Molecular  Imaging:Radiopharmaceuticals  for  PET 

and  SPECT,Springer(2009)。可通过多种方式检测诊断剂，包括作为提供和/或增强可检测

信号的试剂。可检测的信号包括但不限于γ-发射信号、放射性信号、回声信号、光学信号、

荧光信号、吸收信号、磁性信号或断层摄影信号。用于对诊断剂成像的技术可包括但不限于

单光子发射计算机断层摄影(SPECT)、磁共振成像(MRI)、光学成像、正电子发射断层摄影

(PET)、计算机断层摄影(CT)、X射线成像、伽马射线成像等。术语“可检测试剂”、“可检测部

分”、“标记物”、“成像剂”和类似术语在本文中同义使用。

[0192] 在一些实施方案中，标记物可以包括光学剂，诸如荧光剂、磷光剂、化学发光剂等。

许多试剂(如染料、探针、标记物或指示剂)是本领域已知的并且可用于本公开。(参见如

Invitrogen ,The  Handbook—A  Guide  to  Fluorescent  Probes  and  Labeling 

Technologies,第十版(2005))。荧光剂可以包括多种有机和/或无机小分子或多种荧光蛋

白及其衍生物。例如，荧光剂可以包括但不限于菁、酞菁、卟啉、吲哚菁、罗丹明、吩噁嗪、苯

基呫吨、吩噻嗪、吩硒嗪、荧光素、苯并卟啉、方酸菁、二吡咯并嘧啶酮、并四苯、喹啉、吡嗪、

咕啉、克酮酸、吖啶酮、菲啶、罗丹明、吖啶、蒽醌、硫属元素的吡喃盐(chalcogenopyrylium)

类似物、二氢卟酚、萘酞菁、次甲基染料、吲哚鎓染料、偶氮化合物、甘菊蓝、氮杂甘菊蓝、三
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苯基甲烷染料、吲哚、苯并吲哚、吲哚羰花青、苯并吲哚羰花青和BODIPYTM衍生物。荧光染料

讨论于例如，美国专利第4,452,720号、美国专利第5,227,487号和美国专利第5,543,295号

中。

[0193] 标记物还可为放射性同位素，如发射γ射线、正电子、β和α颗粒及X-射线的放射性

核素。适合的放射性核素包括但不限于225Ac、72As、211At、11B、128Ba、212Bi、75Br、77Br、

14C、109Cd、2Cu、64Cu、67Cu、18F、67Ga、68Ga、3H、166Ho、123I、124I、125I、130I、131I、

111In、177Lu、13N、15O、32P、33P、212Pb、103Pd、186Re、188Re、47Sc、153Sm、89Sr、99mTc、88Y

和90Y。在一些实施方案中，放射活性剂可包括111In-DTPA、99mTc(CO)3-DTPA、99mTc(CO)3-

ENPy2、62/64/67Cu-TETA、99mTc(CO)3-IDA和99mTc(CO)3-三胺(环形或线性)。在一些实施

方案中，该剂可包括具有111In、177Lu、153Sm、62/64/67Cu或67/68Ga的DOTA及其各种类似

物。在一些实施方案中，纳米颗粒可以通过掺入附接至螯合物的脂质(诸如DTPA-脂质)而被

标记，如在以下参考文献中提供：Phillips等人,Wiley  Interdisciplinary  Reviews:

Nanomedicine  and  Nanobiotechnology,1(1):69-83(2008)；Torchilin,V.P.&Weissig ,

V.,编Liposomes第2版:Oxford  Univ.Press(2003)；Elbayoumi ,T.A.&Torchilin ,V.P.,

Eur .J .Nucl .Med .Mol .Imaging .33:1196-1205(2006)；Mougin-Degraef ,M .等人,Int'l 

J.Pharmaceutics  344:110-117(2007)。

[0194] 在一些实施方案中，诊断剂可以与次级结合配体或与在与发色底物接触后将会产

生有色产物的酶(酶标签)缔合。适合的酶的实例包括脲酶、碱性磷酸酶、(辣根)过氧化氢酶

和葡萄糖氧化酶。次级结合配体包括例如如本领域已知的生物素和抗生物素蛋白或链霉亲

和素化合物。

[0195] 在一些实施方案中，经标记的抗体可以进一步与改善体内稳定性的组合物，例如

PEG或纳米颗粒诸如脂质体缔合，如下面更详细所描述。

[0196] 2.标记方法

[0197] 用于缀合可检测剂和治疗剂至抗体的技术是熟知的(参见，如Amon等人 ,

“Monoclonal  Antibodies  For  Immunotargeting  Of  Drugs  In  Cancer  Therapy”于

Monoclonal  Antibodies  And  Cancer  Therapy ,Reisfeld等人(编) ,第243-56页(Alan 

R .Liss ,Inc .1985)；Hellstrom等人,“Antibodies  For  Drug  Delivery”于Controlled 

Drug  Delivery(第2版) ,Robinson等人(编) ,第623-53页(Marcel  Dekker ,Inc .1987)；

Thorpe,“Antibody  Carriers  Of  Cytotoxic  Agents  In  Cancer  Therapy:A  Review”于

Monoclonal  Antibodies '84:Biological  And  Clinical  Applications ,Pinchera等人

(编) ,第475-506页(1985)；以及Thorpe等人 ,“The  Preparation  And  Cytotoxic 

Properties  Of  Antibody-Toxin  Conjugates”,Immunol.Rev.,62:119-58(1982))。

[0198] 通常，抗体附接至不干扰表位结合的区域中的可检测部分。因此，在一些情况下，

将可检测部分附接至恒定区，或在可变区中的CDR之外。本领域技术人员将认识到，可检测

部分可位于抗体上的其它位置，并且可检测部分的位置可以相应地调整。在一些实施方案

中，比较附接至可检测部分之前和之后的抗体与表位缔合的能力，以确保附接不会不适当

地干扰结合。

[0199] 在一些实施方案中，抗体可以与另外的靶向部分缔合。例如，结合靶标分子或靶标

细胞上不同位点的抗体片段、肽或适配体可缀合至抗体以优化靶标结合，例如结合癌细胞。
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[0200] D.治疗性应用

[0201] 可使用本文所述的经半胱氨酸取代的CLL-1ADC抗体(“CLL-1抗体”–仅用于本节)

靶向CLL-1-表达细胞，如AML细胞。CLL-1表达在AML细胞和CSC(如AML  CSC)上升高。CLL-1在

正常CD34+造血干细胞(HSC)上不显著表达，因此可使用本发明的CLL-1抗体将CSC与HSC区

分。识别AML细胞共有的CLL-1表位并因此能够普遍结合AML细胞的高亲和力CLL-1抗体是特

别有价值的，因为AML具有非常高的复发率。如上所述，包含CLL-1抗体的治疗性组合物还可

包含可检测的标记物以形成治疗诊断组合物，例如用于CLL-1表达细胞的检测和定位，以及

监测治疗效果。在2015年11月24日提交的USSN  62/259 ,100(Jiang等人,“Humanized 

Anti-”)和2013年11月7日公开的US2013/0295118(Jiang等人,“Antibodies  Specific  For 

CLL-1)中描述了抗体的结合CLL-1的序列，其通过引用将其整体并入本文。

[0202] 结合除CLL-1之外的靶标的抗体还可用于本文所述的经半胱氨酸取代的抗体和抗

体缀合物中。在一些实施方案中，抗体靶标可选自GPR114、CLL-1、IL1RAP、TIM-3、CD19、

CD20、CD22、ROR1、间皮素、CD33、CD123/IL3Ra、c-Met、PSMA、前列腺酸性磷酸酶(PAP)、CEA、

CA-125、Muc-1、AFP、糖脂F77、EGFRvIII、GD-2、NY-ESO-1TCR、酪氨酸酶、TRPI/gp75、gp100/

pmel-17、Melan-A/MART-1、Her2/neu、WT1、EphA3、端粒酶、HPV  E6、HPV  E7、EBNA1、BAGE、

GAGE和MAGE  A3TCRSLITRK6、ENPP3、连接蛋白-4、CD27、SLC44A4、CAIX、Cripto、CD30、MUC16、

GPNMB、BCMA、Trop-2、组织因子(TF)、CanAg、EGFR、αv-整联蛋白、CD37、叶酸受体、CD138、

CEACAM5、CD56、CD70、CD74、GCC、5T4、CD79b、Steap1、Napi2b、Lewis  Y抗原、LIV、c-RET、

DLL3、EFNA4或内皮唾酸蛋白/CD248。

[0203] 如本文所证明，本发明的CLL-1抗体可以抑制癌细胞生长(增殖和/或移植)，并因

此可以被认为是单独的化疗剂。以下公开提供了可与CLL-1抗体连接以用于对CLL-1-表达

细胞的额外作用的化疗剂和细胞毒性剂的实例。

[0204] 化疗(抗-癌)剂可以是能够减少癌症生长、干扰癌细胞复制、直接或间接杀伤癌细

胞、减少转移、减少肿瘤血液供应等的任何试剂。因此，化疗剂包括细胞毒素剂。细胞毒素剂

包括但不限于皂草素、紫杉烷、长春花生物碱、蒽环霉素和铂基剂。化疗剂的种类包括但不

限于烷化剂，抗代谢物如甲氨蝶呤，植物生物碱如长春新碱以及抗生素如阿霉素，以及不属

于特定类别的其它药物如羟基脲。以顺铂和奥沙利铂为代表的铂基药物代表了一类主要的

化疗剂。这些药物结合DNA并干扰复制。以紫杉酚为代表的紫杉烷代表另一种主要的化疗

剂。这些化合物通过干扰细胞骨架和纺锤体形成来抑制细胞分裂，从而防止迅速分裂的癌

细胞的生长来起作用。其它化疗治疗药物包括荷尔蒙疗法。药物部分可包括细胞毒性剂，诸

如单体的或二聚体的苯二氮 衍生物(参见，如美国专利申请第15/048,865号，其通过引用

并入本文)、多拉司他汀、阿里他汀、类美登素、多拉司他汀、小管素、念珠藻素、吡咯并苯二

氮 (PBD)二聚体、吲哚啉并苯二氮 二聚体、异喹啉烷并苯二氮 二聚体(包括但不限于

如下所述的D202)、α-鹅膏蕈碱、单端胞菌毒素、SN-38、倍癌霉素、CC1065、加利车霉素、烯二

炔抗生素、紫杉烷、阿霉素衍生物、蒽环霉素和立体异构体、azanofide以及它们的等排体、

类似物或衍生物。

[0205] 多于一种的治疗剂可在相同的组合物中或在分开的组合物中进行组合。治疗剂还

可以与另外的治疗剂组合，以适合于特定个体。为癌症患者提供的常见治疗剂包括用于解

决癌症患者常经历的疼痛、恶心、贫血、感染、炎症和其它症状的医药。
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[0206] 抗体可以使用各种已知的交联剂附接至治疗剂、可检测剂或纳米载体上。用于共

价或非共价附接多肽的方法在本领域是公知的。此类方法可包括但不限于使用化学交联-

接头、光活化交联-接头和/或双功能交联剂。用于交联分子的示例性方法公开于美国专利

第5,603,872号和美国专利第5,401,511号中。交联试剂的非限制性实例包括戊二醛、双功

能环氧乙烷、乙二醇二缩水甘油醚、碳二亚胺如1-乙基-3-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺或

二环己基碳二亚胺、双酰亚胺酯、二硝基苯、辛二酸的N-羟基琥珀酰亚胺酯、酒石酸二琥珀

酰亚胺酯、二甲基-3,3'-二硫代-双丙酰亚胺酸酯、叠氮基乙二醛、N-琥珀酰亚胺基-3-(2-

吡啶基二硫代)丙酸酯和4-(溴代乙基氨基乙基)-2-硝基苯基叠氮化物。

[0207] 在一些实施方案中，CLL-1抗体与纳米载剂相缔合。对于缀合至纳米载剂(如脂质

体)的抗体，表面上将会存在一定数量的抗体，即以给定的表面密度。在一些实施方案中，纳

米载剂将具有每纳米载剂至少5个抗体，如每纳米载剂至少10、30、40、50、75、100或更高个

的抗体。本领域技术人员将理解，表面密度代表平均范围，因为每纳米载剂的抗体数目对于

所有群体成员不是绝对一致的。

[0208] 纳米载剂包括囊泡如脂质体和胶束，以及聚合物纳米颗粒等。纳米载剂可用于递

送治疗剂和诊断剂，但可特别用于屏蔽用于治疗癌症的细胞毒性剂。纳米载剂可以包含脂

质(如磷脂)、亲水性聚合物、疏水性聚合物、两亲性化合物、交联聚合物和聚合物基质(参

见，如WO2009/110939)。根据应用，纳米载剂可被设计成具有特定尺寸、半衰期、保质期和泄

漏速率。

[0209] 如在美国专利第6,465,188号、第7,122,202号、第7462603号和第7550441号中描

述了纳米载剂如抗体靶向脂质体、聚合物纳米颗粒或延长保质期的脂质体的制备。

[0210] 在一些实施方案中，使抗体连接到稳定部分如PEG，或脂质体或其它纳米载剂。美

国专利第4,732,863号和第7,892,554号及Chattopadhyay等人(2010)Mol  Pharm  7:2194描

述了将选择的抗体附接至PEG、PEG衍生物和纳米颗粒(如脂质体)的方法。含有磷脂酰乙醇

胺(PE)的脂质体可通过如本文所述的已建立的程序来制备。包含PE使提供了在脂质体表面

用于附接的活性功能位点。

[0211] 还可以配制抗体缀合物以提供多于一种的活性化合物，如另外的化疗剂或细胞毒

性剂、细胞因子或生长抑制剂。活性成分还可以制备为持续释放的制剂(如半固体疏水性聚

合物的半透性基质(如聚酯，水凝胶(例如，聚(2-羟乙基-甲基丙烯酸酯)或聚(乙烯醇))，聚

交酯。抗体和免疫缀合物可以包埋在例如通过凝聚技术或通过界面聚合制备的纳米颗粒

(例如分别为羟甲基纤维素或明胶微胶囊和聚-(甲基丙烯酸甲酯)微胶囊)中、包埋在胶体

药物递送系统(例如，脂质体、白蛋白微球、微乳剂、纳米颗粒和纳米胶囊)中或包埋在粗乳

剂中。

[0212] 本文所述的CLL-1抗体可单独或与细胞毒剂组合杀伤CLL-1-表达细胞。在一些实

施方案中，治疗方法包括向个体施用有效量的治疗性CLL-1抗体或CLL-1抗体缀合物，如附

接至治疗剂的CLL-1抗体。在一些实施方案中，该个体被诊断为患有癌症，如AML。在一些实

施方案中，该个体正在接受或已经接受癌症疗法，如手术、放疗或化疗。在一些实施方案中，

该个体已被诊断，但是癌症已得到缓解。

[0213] 在一些实施方案中，该方法进一步包括监测个体癌症的进展。在一些实施方案中，

CLL-1抗体或CLL-1抗体缀合物用于每次施用的剂量基于个体的治疗进度来确定，例如，如
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果个体对疗法的响应不够，则施用更高剂量的化疗剂。

[0214] 在一些实施方案中，本公开可以包括抗体或抗体靶向的组合物和生理上(即药学

上)可接受的载剂。术语“载剂”通常是指用作稀释剂或媒介物以用于诊断剂或治疗剂的惰

性物质。术语还涵盖赋予组合物粘附性的典型惰性物质。生理上可接受的载剂可以是液体，

如生理盐水、磷酸盐缓冲液、生理缓冲盐水(135-150mM的NaCl)、水、缓冲水、0.4％盐水、

0.3％甘氨酸、糖蛋白以提供增强的稳定性(如白蛋白、脂蛋白、球蛋白等)等。由于生理上可

接受的载剂部分是由所施用的特定组合物以及用于施用组合物的特定方法来确定，因此，

存在本公开的药物组合物的各种适合的制剂(参见，如Remington 's  Pharmaceutical 

Sciences,第17版,1989)。

[0215] 本公开的组合物可以通过常规的熟知的灭菌技术进行灭菌，或者可以在无菌条件

下产生。可将水溶液包装使用或在无菌条件下过滤并冻干，在施用前将冻干制剂与无菌水

溶液合并。该组合物可以根据需要包含药学上可接受的辅助物质以接近生理条件，如pH调

节剂和缓冲剂、张力调节剂、润湿剂等，如乙酸钠、乳酸钠、氯化钠、氯化钾、氯化钙、脱水山

梨糖醇单月桂酸酯和三乙醇胺油酸酯。也可以包含糖用于稳定组合物，诸如用于冻干抗体

组合物的稳定剂。

[0216] 剂型可经制备用于经粘膜(如经鼻、经舌下、经阴道、经颊或经直肠)、肠胃外(如皮

下、静脉内、肌内或动脉内的注射，推注或输注)、经口或经皮施用给患者。剂型的实例包括

但不限于：分散剂；栓剂；软膏剂；糊剂(泥敷剂)；糊剂；粉剂；敷料剂；乳膏剂；硬膏剂；溶液；

贴剂；气雾剂(如鼻腔喷雾剂或吸入剂)；凝胶剂；适用于经口或经粘膜施用给患者的液体剂

型，包括混悬剂(如水性或非水性液体混悬剂、水包油乳剂或油包水液体乳剂)、溶液和酏

剂；适用于肠胃外施用给患者的液体剂型；及无菌固体(如结晶或无定形固体)，其可复溶以

提供适用于肠胃外施用给患者的液体剂型。

[0217] 可注射(如静脉内)组合物可包括抗体或抗体靶向组合物混悬于可接受的载剂(诸

如水性载剂)中的溶液。可以使用各种水性载剂中的任一种，如水、缓冲水、0.4％盐水、

0.9％等渗盐水、0.3％甘氨酸、5％右旋糖等，并且可以包括用于增强稳定性的糖蛋白，诸如

白蛋白、脂蛋白、球蛋白等。通常，将使用生理缓冲盐水(135-150mM的NaCl)。该组合物可含

有药学上可接受的辅助物质以接近生理条件，诸如pH调节剂和缓冲剂、张力调节剂、润湿剂

如乙酸钠、乳酸钠、氯化钠、氯化钾、氯化钙、脱水山梨糖醇单月桂酸酯、三乙醇胺油酸酯等。

在一些实施方案中，抗体靶向组合物可在用于静脉施用的试剂盒中配制。

[0218] 适用于例如通过关节内(关节中)、静脉内、肌内、肿瘤内、皮内、腹膜内和皮下途径

来肠胃外施用的制剂包括水性和非水性等渗无菌注射溶液，其可包含抗氧化剂、缓冲剂、抑

菌剂和使制剂与预期接受者血液等渗的溶质，以及可包含混悬剂、增溶剂、增稠剂、稳定剂

和防腐剂的水性和非水性无菌混悬液。

[0219] 药物制剂可以以单位剂型包装或制备。在此类形式下，如根据治疗剂的剂量或抗

体的浓度，制剂被细分成含有适量活性组分的单位剂量。单位剂型可以是包装制剂，所述包

装含有在单位-剂量或多剂量密封容器(诸如安瓿和小瓶)中的分散量的制剂。如果需要，该

组合物还可以含有其它相容的治疗剂。

[0220] 抗体(或抗体靶向组合物)可通过注射或输注通过任何适合的途径施用，包括但不

限于静脉内、皮下、肌内或腹膜内途径。施用药物组合物的实例包括在4℃下将抗体以10mg/
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mL储存于注射用无菌等渗盐水溶液中，并且在施用给患者前将其在100mL或200mL注射用

0.9％氯化钠中稀释。在1小时的过程内通过以0.2至10mg/kg的剂量静脉内输注施用抗体。

在其它实施方案中，抗体通过静脉内输注经15分钟至2小时的时间段施用。在其它的实施方

案中，施用程序是经由皮下团注注射进行的。

[0221] 选择抗体的剂量用以为患者提供有效的疗法，并且所述剂量在每位患者小于

0.1mg/kg体重至约25mg/kg体重的范围内或在1mg-2g范围内。在一些情况下，剂量在1-

100mg/kg的范围内，或者约50mg-8000mg/患者。可根据抗体的药代动力学(如循环中抗体的

半衰期)和药效动力学响应(如抗体的治疗性作用的持续时间)，以适当的频率重复剂量，所

述频率在每天一次至每三个月一次的范围内。在一些实施方案中，约7天和约25天之间的体

内半衰期以及抗体给药在每周一次和每三个月一次之间重复。

[0222] 施用可以是周期性的。根据施用途径，可以施用剂量，例如每1、3、5、7、10、14、21或

28天或者更久施用一次(如每2、3、4或6个月施用一次)。在一些情况下，施用更频繁，如每天

2次或3次。如本领域技术人员将认识到，可根据治疗进展和任何不良副作用监测患者以调

整施用的剂量和频率。

[0223] 因此，在一些实施方案中，额外的施用依赖于患者的进展，如患者在施用之间受到

监测。例如，第一次施用或若干轮施用后，可监测患者的肿瘤生长速率、复发(如在手术后患

者的情况下)或一般疾病相关症状诸如无力、疼痛、恶心等。

[0224] 为了治疗癌症，可以每天以约0.001mg/kg至约1000mg/kg的初始剂量施用抗体或

抗体靶向组合物(如包含治疗剂和/或诊断剂)，并随着时间的推移调整。可使用约0.01mg/

kg至约500mg/kg，或约0.1mg/kg至约200mg/kg，或约1mg/kg至约100mg/kg，约5至约10mg/kg

或约10mg/kg至约50mg/kg的每日剂量范围。本文所述的体内异种移植结果表明，5-20mg抗

体/kg体重之间的剂量对于肿瘤生长显著减少是有效的。

[0225] 剂量根据患者的要求、所治疗病况的严重程度以及所使用的靶向组合物而变化。

例如，考虑到在特定患者中诊断的癌症的类型和阶段，剂量可以凭经验确定。在本公开的上

下文中施用给患者的剂量应该足以影响患者中随着时间推移的有益的治疗性响应。如技术

人员将认识到，剂量的大小还将由与特定患者中的特定靶向组合物的施用所伴随的任何不

良副作用的存在、性质和程度来确定。

[0226] 应理解，本文描述的实施例和实施方案仅用于说明目的，并且对于本领域技术人

员表明了对其的各种修改或改变，并且将所述修改或改变包括在本申请的精神和范围及所

附权利要求的范围内。本文引用的所有出版物、专利和专利申请在此为了所有目的通过引

用整体并入本文。

[0227] 本说明书中提及的所有出版物和专利申请通过引用整体明确地并入本文，其程度

如同每个单独的出版物或专利申请被具体和单独地指示通过引用并入本文。

[0228] 从前述应当理解的是，虽然本文为了说明的目的已经描述了本发明的特定实施方

案，但是可以在不偏离本发明的精神和范围的情况下进行各种修改。因此，除了所附权利要

求之外，本发明不受限制。

[0229] 以下实施例是以说明而非限制的方式提供的。

VI.实施例
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[0230] 使用QuickChange  II定点突变试剂盒(Agilent)，在CLL-1抗体(HuM31)重链的选

定位置(EU编号)处将半胱氨酸残基工程化以产生相应的CYSMAB变体。通过DNA测序验证了

半胱氨酸取代的真实性。将CYSMAB轻链和重链构建体瞬时转染到HEK-293细胞中。使用

MabSelectsuRe珠纯化表达的CYSMAB变体，并将其用各种CLL-1功能测定进一步表征。

[0231] 实施例1--缀合

[0232] 为了证明在重链恒定区的所选残基处的缀合，建立了抗体-荧光团缀合物。使用以

下程序：将经纯化的HuM31或CYSMAB变体(各1.5mg)在4℃下对PBS透析过夜。将抗体与200μL

的MabSelectsuRe珠在室温下孵育1小时。每次用2mL  PBS洗涤珠三次后，将在150mM  NaCl-

50mM  Tris,pH  8.0缓冲液中于2mM  DTT中在室温下还原过夜。将珠洗涤三次，然后将抗体在

1mM脱氢抗坏血酸(DHAA)中在室温下再氧化3小时。将抗体洗涤三次，并与10摩尔过量的

Alexa488-C5-马来酰亚胺在室温下缀合2小时。将珠洗涤三次，并用500μL的0.1M甘氨酸，pH 

2.7洗脱Alexa488缀合的抗体。通过使用NanoDrop  2000测定抗体浓度和Alexa488缀合效率

(每个抗体Alexa488的数量)。

[0233] 为了证明缀合不随荧光团的日期或量而变化，在不同的日期和不同的浓度下重复

缀合程序。结果(分别地，图5和图6)显示，任何缀合比(如DAR、FAR)都在程序中都没有明显

变化。

[0234] 包括氨基酸残基和荧光团-与-抗体比(“FAR”)的缀合结果报道于图7-图9中。

[0235] 图7显示了45种总缀合，21种(47％)展现出高缀合(>2)、7种(16％)中缀合(1-2)和

17种(38％)低缀合(<1)。

[0236] 图8显示了20种总缀合物，10种(50％)展现出高缀合(>2)、1种(5％)中缀合(1-2)

和9种(45％)低缀合(<1)。

[0237] 实施例2--特异性ELISA

[0238] 图1：开发了特异性检测缀合至HuM31的Alexa  488(A488)(HuM31-A488AFC)的

ELISA测定。设计三种形式的ELISA以检测缀合至人血浆中的HuM31的A488。在这三种ELISA

方法中测试未经缀合的HuM31、HuM31-A488和IgG-A488。结果显示了ELISA形式#1具有最佳

的信噪比。并且，形式#2和形式#3显示出更高的本底结合。进一步用形式#1ELISA以检测

HuM31-A488。

[0239] 图2a：ELISA测定的特异性。形式#1将ELISA方法用于特异性检测HuM31-A488和位

点-特异性CYSMAB-A488缀合物，而不是对照样品(相对于IgG(同种型对照)、IgG-A488AFC、

曲妥珠单抗和未经缀合的HuM31)。结果证明这种ELISA方法仅检测HuM31-A488和位点-特异

性CYSMAB-A488缀合物。相对之下，对照：同种型人IgG、曲妥珠单抗、HuM31或IgG-A488缀合

物显示无结合。

[0240] 图2b：在ELISA测定中测试人血浆干扰。在最佳的ELISA条件下，1％人血浆的存在

仅略微增强了HuM31-A488缀合物与抗-A488抗体的结合。因此，ELISA方法可用于分析先前

暴露于人血浆的抗体缀合物样品。

[0241] 实施例3--HuM31-A488缀合物(AFC)的稳定性

[0242] 通过在人血浆中孵育来测试本公开的AFC的在人血浆中的稳定性。将AFC(50μg/

mL)加入(spike)到PBS中的汇集的人血浆或0.5％BSA中。然后将各样品在37°7，5％CO2下孵

育，然后在0、24、48、72和96小时的时间点转移至-80°8。将样品在样品稀释液(含有0.5％
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BSA、0.05％Tween  20、5mM  EDTA、0.35M  NaCl、0.25％CHAPS和0.2％BGG的PBS缓冲液)中以

1:5000稀释。然后通过ELISA测定不同时间点的样品。

[0243] ELISA程序：将PBS(1μg/mL)中的CLL-1胞外结构域蛋白在96孔板上包被并在4°在

下孵育过夜。然后将板用0.1％Tween  20的PBS洗涤三次，然后在室温下用在0.1％Tween  20

的PBS中的1％BSA封闭1小时。用0.1％Tween  20的PBS洗涤6次后，将连续稀释的Alexa488缀

合的人M31及其对照加入平板并在室温下孵育1小时。然后将板用0.1％Tween  20的PBS洗

涤。将兔抗-Alexa  488二级抗体(1μg/mL)加入板并在室温孵育1小时。用0.1％Tween  20的

PBS洗涤6次后，将板用以1:50,000稀释的HRP缀合的山羊抗-兔Fc多克隆抗体检测。然后通

过比较每个时间点与时间0的OD值来评价百分比(％)值。

[0244] 图9和10中显示了5天后测试样品的稳定性：

[0245] 图9和10显示了样品58、64、73、81、86和206在孵育5天后具有>85％的稳定性。

[0246] 实施例4--HuM31-生物素缀合物的稳定性

[0247] 通过将CYSMAB与HPDP-生物素和BMCC-生物素缀合产生HuM31-生物素缀合物。

[0248] 将经纯化的人M31或CYSMAB变体(各1.5mg)在4°g下对PBS透析过夜。将抗体与200μ

L的MabSelectsuRe珠在室温下孵育1小时。每次用2mL的PBS洗涤珠三次后，将抗体在150mM 

NaCl-50mM  Tris,pH  8.0缓冲液中于2mM  DTT中在室温下过夜还原。将珠洗涤三次，然后将

抗体在1mM  DHAA中在室温下再氧化3小时。将抗体洗涤三次，并与10摩尔过量的HPDP-生物

素或BMCC生物素在室温下缀合2小时。将珠洗涤三次，并将生物素缀合的抗体用500μL的

0.1M甘氨酸，pH2.7进行洗脱。使用NanoDrop  2000和基于ELISA的测定分别确定抗体浓度和

生物素缀合效率。

[0249] 开发ELISA测定以确定人血浆中的ADC的稳定性：将PBS中的CLL-1胞外结构域(1μ

g/mL)在96孔板上包被并在4°在下孵育过夜。将ELISA平板用洗涤缓冲液(0.1％Tween  20于

PBS中)洗涤三次，随后在室温下用在含有0.1％Tween  20的PBS溶液中的1％BSA封闭1小时。

用洗涤缓冲液洗涤平板6次后，将连续稀释的HuM31-生物素及其相应的对照样品添加至板

并在室温下孵育1小时。将板用洗涤缓冲液洗涤6次，随后使用链霉亲和素-HRP缀合物(以1:

100,000稀释度使用)检测。

[0250] 图11报道了第5天后HPDP和BMCC连接的抗体缀合物的稳定性。

[0251] 人血浆中生物素-BMCC缀合物样品的稳定性：

[0252] 图11显示了样品V266、V303、T307、G316、Y436、L441、H285、R301、Q295在5天的孵育

后具有>80％的稳定性。

[0253] 实施例5--亲和力测试

[0254] 针对与它们的裸露的未缀合的对应物的比较性结合亲和力，可测试经半胱氨酸取

代的CLL-1CYSMAB的结合亲和力。简言之，将经生物素化的CLL-1(25μg/mL)在22°2下加载到

链霉亲和素传感器尖端上2小时。使用整体1:1曲线拟合，通过Fortebio或BIAcore分析(10、

30和90μg/mL)，针对每种抗体在三种不同浓度下产生出Ab-Ag解离曲线。

[0255] 实施例6–结合AML细胞系和AML患者样品

[0256] 可测试经半胱氨酸取代的CYSMAB与表达人CLL-1的重组293细胞和两种AML细胞系

(HL60和OCI  AML-5)的比较性结合。具有抗体结合的活细胞的百分比可以通过任何合适的

手段如FACS来检测。也可以评估结合一致性，即患者之间的变异性。

说　明　书 31/34 页

36

CN 108025092 A

36



[0257] 实施例7--抗体-药物缀合物(ADC)测定

[0258] 抗体-药物缀合物(ADC)测定可在适合的AML细胞系(如HL60和OCI  AML-5)以及表

达CLL-1的重组293细胞上进行。简言之，将细胞与不同浓度的ADC在37°7下孵育72-120小

时。通过CellTiter-Glo(Promega)发光细胞存活力测定来确定细胞存活力以确定IC50值。

[0259] 实施例8--AML肿瘤生长的体内抑制

[0260] 可评价CLL-1CYSMAB  ADC的体内效力。适合的研究包括(1)在小鼠中利用CLL-1阳

性HL60AML人细胞系的皮下(SC)肿瘤植入和生长模型，和(2)利用CLL-1阳性HL60或OCI 

AML-5人AML细胞系的原位(骨髓、血液、脾脏和淋巴结)肿瘤植入和赘疣模型。

[0261] 可如下进行所建立的SC  HL60研究。用5×106或107个HL60细胞接种动物(nu/nu小

鼠)。将荷瘤小鼠随机分组，每组平均肿瘤体积为100-150mm3(8只动物/组)。将CLL-1CYSMAB 

ADC或IgG对照ADC以5-200μg/动物的剂量i.p.施用。将经一段时间(给药后)的平均肿瘤体

积进行作图。

[0262] 可如下进行OCI  AML-5细胞原位研究。将免疫缺陷的NSG小鼠分成5组，每组8只动

物。将CLL-1CYSMAB  ADC或IgG对照ADC在静脉内接种5×106或107个OCI  AML-5细胞后(第6

天)以5-200μg/动物的剂量i.p.施用。然后使动物在后续2周内每周接受一次另外的抗体剂

量。该研究在施用OCI  AML-5细胞后4周终止。

[0263] 实施例9--ADC测定中对AML干细胞的特异性

[0264] 可以在ADC测定中测试根据本公开制备的CLL-1CYSMAB  ADC的特异性杀灭的特异

性。将原代患者AML细胞或正常CD34阳性造血干细胞从人受试者的骨髓中分离出来，并接种

到软琼脂集落形成测定(100,000个细胞/板)中。然后将细胞在CLL-1CYSMAB  ADC的存在下

孵育14天。ADC可引起AML干细胞克隆形成生长的选择性、特异性抑制，而正常的HSC不应该

受到影响。可将缀合的效果与裸露的亲本抗体相比较。将阴性对照未经处理或用不相关的

IgG-ADC处理。

[0265] 实施例10–各种药物缀合物的稳定性

[0266] 多种抗体-药物缀合物如下制备：

[0267]

[0268]

[0269] 用具有以下可变区的抗-CLL-1抗体制备所有缀合物：：轻链可变区序列，其包含：

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTLTCRATQELSGYLSWLQQKPGKAIKRLIYAASTLDSGVPSRFSGNRAGTDYTLTISS
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LQPEDFATYYCLQYAIYPYTFGQGTKLEIK(SEQ  ID  NO:19)以及重链可变区序列，其包含：

EVQLVQSGAEVKKPGASVKMSCKASGYTFTSYFIHWVRQAPGQGLEWIGFINPYNDGSKYAQKFQGRATLTSDKSTS

TVYMELSSLRSEDTAVYYCTRDDGYYGYAMDYWGQGTLVTVSS(SEQ  ID  NO:20)。如下将抗体经由至异

喹啉烷并苯二氮 二聚体的半胱氨酸反应性接头缀合至指定的半胱氨酸取代：

[0270]

[0271] (被命名为“D202”)。

[0272] 使用Millipore,15mL,30kDa装置，经由2轮的分子量截留过滤(MWCO)将PBS中的人

源化的经cys取代的抗-CLL1抗体交换到硼酸盐缓冲液(50mM,pH  8.5,1mM二乙烯三胺五乙

酸(DTPA))中。向新的抗体溶液(5.0mg/mL，硼酸盐缓冲液(50mM,pH  8.5,1mM  DTPA))中加入

二硫苏糖醇(DTT)溶液(33μL，50.0当量，50mM)，并将所得的溶液轻轻振摇过夜。

[0273] 如前所述，通过rp-LCMS证实链间二硫桥的完全还原以及去除经取代的半胱氨酸

半胱氨酸/谷胱甘肽加合物(Junutula等人,2008,Nature  Biotech,26,925-932)。然后使用

Millipore,15mL,30kDa装置，使用PBS作为交换缓冲液，通过3轮的分子量截留过滤(MWCO)

从溶液中除去DTT。向完全还原的抗体的5mg/ml溶液中加入脱氢抗坏血酸(dhAA)溶液(33μ

L，50.0当量，50mM)。将所得的溶液轻轻振摇3小时。经由rp-LCMS监测再氧化。一旦认为再氧

化完全，用丙二醇将反应混合物稀释至50％v/v，并将D202作为DMSO中的溶液(10.0当量，

10mM于DMSO中)进行添加。

[0274] 使反应在环境温度下搅拌1小时。然后将混合物用活性炭在环境温度下处理1小

时。然后经由过滤去除活性炭。然后使用Millipore,15mL,30kDa装置经由多轮的分子量截

留过滤(MWCO)将缀合物交换到PBS中。然后将溶液进行无菌过滤，得到所需的缀合物。

[0275] 以30μg/mL开始，使用细胞结合缓冲液(PBS，含有2％胎牛血清)将C6-CYSMAB-D202 

ADC和C0-D202进行8个点的、6倍的连续稀释。将HL60、OCI-AML5和OCI-AML5-CLL1敲除细胞

用染色培养基洗涤，并用5％正常小鼠血清在冰上孵育30分钟以阻断Fcγ受体。然后将细胞

以每孔0.1e6个细胞的密度分配到96孔板中，并通过离心去除培养基。将细胞板与100μL 

ADC样品稀释液一起在冰上孵育30分钟，然后洗涤3次并进一步用Alexa-488缀合的山羊抗

人IgG作为二级抗体在冰上染色30分钟。然后将细胞洗涤三次并使用碘化丙啶作为细胞存

活力染料重悬于100μL细胞结合缓冲液中。通过流式细胞术和Flowjo数据分析来分析与细

胞样品结合的ADC。使用Graphpad  Prizm  6对FITC信号的MFI(几何平均值)进行作图。参见

图12A-图12C。

[0276] 如下测定缀合物的稳定性。在第0天，在人血浆中稀释C6-CYSMAB-D202  ADC样品至
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200mg/mL。使用人血浆作为稀释剂进行9-点，6倍连续稀释。密封样品稀释板并在37°7下在

CO2孵育箱中孵育5天，作为样品D5。通过在第2、4和5天重复该血浆稀释和37°7孵育程序来

制备样品D3、D1和D0。在第5天，通过将5mL样品D0、D1、D3和D5添加到95mL的OCI-AML2和HL60

细胞中建立细胞杀灭测定，在37°7下孵育5天，并通过Cell-Titer-Glo定量细胞存活力。

[0277] 使用人血浆作为稀释剂在96孔板中进行C6-CYSMAB-D202  ADC样品稀释，并在37°7

下在CO2孵育箱中孵育以进行血浆稳定性研究。在第0天、第2天、第4天和第5天以200μg/mL 

ADC开始进行9点、6倍连续稀释，并且密封的样品稀释平板加上无ADC仅血浆对照，在37°7，

5％CO2孵育箱内孵育5天、3天、1天和0天，，分别作为样品D5、D3、D1和D0。在第5天，将OCI-

AML2和HL60细胞以2,000个细胞的密度接种在96孔板内的补充有20％胎牛血清(FBS)的95μ

L的Alpha-MEM和IMDM细胞培养基中，并用5μL来自D0、D1、D3、D5样品稀释板的样品以一式三

份进行处理。然后将测定板在37°7，5％CO2孵育箱中孵育5天。使用CellTiter-Glo试剂盒

(Promega)测定活细胞(活细胞的百分比)，并通过读板仪(Molecular  Device  Spetramax 

M5)测量发光。结果以相对于无ADC仅血浆对照细胞的活细胞的百分比表示。通过使用

Graphpad  Prizm  6的非线性回归推导出各个剂量响应曲线和抑制药物浓度(IC50)。

[0278] 将C6-CYSMAB-D202  ADC对AML2,HL60细胞杀灭的稳定性测试示列于下表中：

[0279]

[0280]
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<151>   2015-07-16

<160>   20

<170>   PatentIn  version  3.5

<210>   1

<211>   10

<212>   PRT

<213>  人类  (Homo  sapiens)

<400>   1

Glu  Ser  Val  Asp  Ser  Tyr  Gly  Asn  Ser  Phe

1                5                    10

<210>   2

<211>   3

<212>   PRT

<213>  人类  (Homo  sapiens)

<400>   2

Leu  Ala  Ser

1

<210>   3

<211>   9

<212>   PRT

<213>  人类  (Homo  sapiens)
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1                5
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Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Ser  Tyr  Val

1                5

<210>   5

<211>   8

<212>   PRT

<213>  人类  (Homo  sapiens)

<400>   5

Ile  Asn  Pro  Tyr  Asn  Asp  Gly  Thr
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<210>   6

<211>   13

<212>   PRT

<213>  人类  (Homo  sapiens)

<400>   6

Ala  Arg  Pro  Ile  Tyr  Phe  Asp  Asn  Asp  Tyr  Phe  Asp  Tyr

1                5                    10

<210>   7

<211>   111

<212>   PRT

<213>  人类  (Homo  sapiens)

<400>   7

Thr  Ile  Val  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Ser  Leu  Ala  Val  Ser  Leu  Gly

1                5                    10                   15

Gln  Arg  Ala  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Glu  Ser  Val  Asp  Ser  Tyr

             20                   25                   30

Gly  Asn  Ser  Phe  Met  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Pro  Pro

         35                   40                   45

Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Leu  Ala  Ser  Asn  Leu  Glu  Ser  Gly  Val  Pro  Ala

     50                   55                   60

Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Arg  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Asp

65                   70                   75                   80

Pro  Val  Glu  Ala  Asp  Asp  Ala  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Asn  Asn

                 85                   90                   95

Tyr  Asp  Pro  Trp  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Lys

             100                  105                  110

<210>   8

<211>   111

<212>   PRT

<213>  人类  (Homo  sapiens)

序　列　表 2/7 页

41

CN 108025092 A

41



<400>   8

Asp  Ile  Val  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Asp  Ser  Leu  Ala  Val  Ser  Leu  Gly

1                5                    10                   15

Glu  Arg  Ala  Thr  Ile  Asn  Cys  Arg  Ala  Ser  Glu  Ser  Val  Asp  Ser  Tyr

             20                   25                   30

Gly  Asn  Ser  Phe  Met  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Pro  Pro

         35                   40                   45

Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Leu  Ala  Ser  Asn  Leu  Glu  Ser  Gly  Val  Pro  Asp

     50                   55                   60

Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser

65                   70                   75                   80

Ser  Leu  Gln  Ala  Glu  Asp  Val  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Asn  Asn

                 85                   90                   95

Tyr  Asp  Pro  Trp  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys

             100                  105                  110

<210>   9

<211>   107

<212>   PRT

<213>  人类  (Homo  sapiens)

<400>   9

Arg  Thr  Val  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser  Asp  Glu

1                5                    10                   15

Gln  Leu  Lys  Ser  Gly  Thr  Ala  Ser  Val  Val  Cys  Leu  Leu  Asn  Asn  Phe

             20                   25                   30

Tyr  Pro  Arg  Glu  Ala  Lys  Val  Gln  Trp  Lys  Val  Asp  Asn  Ala  Leu  Gln

         35                   40                   45

Ser  Gly  Asn  Ser  Gln  Glu  Ser  Val  Thr  Glu  Gln  Asp  Ser  Lys  Asp  Ser

     50                   55                   60

Thr  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Thr  Leu  Thr  Leu  Ser  Lys  Ala  Asp  Tyr  Glu

65                   70                   75                   80

Lys  His  Lys  Val  Tyr  Ala  Cys  Glu  Val  Thr  His  Gln  Gly  Leu  Ser  Ser

                 85                   90                   95

Pro  Val  Thr  Lys  Ser  Phe  Asn  Arg  Gly  Glu  Cys

             100                  105

<210>   10

<211>   104

<212>   PRT

<213>  人类  (Homo  sapiens)

<400>   10
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Pro  Lys  Ala  Asn  Pro  Thr  Val  Thr  Leu  Phe  Pro  Pro  Ser  Ser  Glu  Glu

1                5                    10                   15

Leu  Gln  Ala  Asn  Lys  Ala  Thr  Leu  Val  Cys  Leu  Ile  Ser  Asp  Phe  Tyr

             20                   25                   30

Pro  Gly  Ala  Val  Thr  Val  Ala  Trp  Lys  Ala  Asp  Gly  Ser  Pro  Val  Lys

         35                   40                   45

Ala  Gly  Val  Glu  Thr  Thr  Lys  Pro  Ser  Lys  Gln  Ser  Asn  Asn  Lys  Tyr

     50                   55                   60

Ala  Ala  Ser  Ser  Tyr  Leu  Ser  Leu  Thr  Pro  Glu  Gln  Trp  Lys  Ser  His

65                   70                   75                   80

Arg  Ser  Tyr  Ser  Cys  Gln  Val  Thr  His  Glu  Gly  Ser  Thr  Val  Glu  Lys

                 85                   90                   95

Thr  Val  Ala  Pro  Thr  Glu  Cys  Ser

             100

<210>   11

<211>   120

<212>   PRT

<213>  人类  (Homo  sapiens)

<400>   11

Glu  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Pro  Glu  Leu  Val  Lys  Pro  Gly  Ala

1                5                    10                   15

Ser  Val  Lys  Met  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Ser  Tyr

             20                   25                   30

Val  Met  His  Trp  Val  Lys  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

         35                   40                   45

Gly  Tyr  Ile  Asn  Pro  Tyr  Asn  Asp  Gly  Thr  Lys  Tyr  Asn  Glu  Lys  Phe

     50                   55                   60

Lys  Gly  Lys  Ala  Thr  Leu  Thr  Ser  Asp  Thr  Ser  Ser  Ser  Thr  Ala  Tyr

65                   70                   75                   80

Met  Glu  Leu  Asn  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Val  Tyr  Phe  Cys

                 85                   90                   95

Ala  Arg  Pro  Ile  Tyr  Phe  Asp  Asn  Asp  Tyr  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

             100                  105                  110

Gly  Thr  Thr  Leu  Lys  Val  Ser  Ser

         115                  120

<210>   12

<211>   120

<212>   PRT

<213>  人类  (Homo  sapiens)
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<400>   12

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1                5                    10                   15

Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Ser  Tyr

             20                   25                   30

Val  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Arg  Leu  Glu  Trp  Ile

         35                   40                   45

Gly  Tyr  Ile  Asn  Pro  Tyr  Asn  Asp  Gly  Thr  Lys  Tyr  Asn  Glu  Lys  Phe

     50                   55                   60

Lys  Gly  Lys  Ala  Thr  Ile  Thr  Ser  Asp  Thr  Ser  Ala  Ser  Thr  Ala  Tyr

65                   70                   75                   80

Met  Glu  Leu  Ser  Ser  Leu  Arg  Ser  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                 85                   90                   95

Ala  Arg  Pro  Ile  Tyr  Phe  Asp  Asn  Asp  Tyr  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

             100                  105                  110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

         115                  120

<210>   13

<211>   11

<212>   PRT

<213>  人类  (Homo  sapiens)

<400>   13

Arg  Ala  Thr  Gln  Glu  Leu  Ser  Gly  Tyr  Leu  Ser

1                5                    10

<210>   14

<211>   7

<212>   PRT

<213>  人类  (Homo  sapiens)

<400>   14

Ala  Ala  Ser  Thr  Leu  Asp  Ser

1                5

<210>   15

<211>   9

<212>   PRT

<213>  人类  (Homo  sapiens)

<400>   15

Leu  Gln  Tyr  Ala  Ile  Tyr  Pro  Tyr  Thr

1                5

<210>   16
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<211>   10

<212>   PRT

<213>  人类  (Homo  sapiens)

<400>   16

Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Ser  Tyr  Phe  Ile  His

1                5                    10

<210>   17

<211>   10

<212>   PRT

<213>  人类  (Homo  sapiens)

<400>   17

Phe  Ile  Asn  Pro  Tyr  Asn  Asp  Gly  Ser  Lys

1                5                    10

<210>   18

<211>   11

<212>   PRT

<213>  人类  (Homo  sapiens)

<400>   18

Asp  Asp  Gly  Tyr  Tyr  Gly  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr

1                5                    10

<210>   19

<211>   107

<212>   PRT

<213>  人类  (Homo  sapiens)

<400>   19

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1                5                    10                   15

Asp  Arg  Val  Thr  Leu  Thr  Cys  Arg  Ala  Thr  Gln  Glu  Leu  Ser  Gly  Tyr

             20                   25                   30

Leu  Ser  Trp  Leu  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Ile  Lys  Arg  Leu  Ile

         35                   40                   45

Tyr  Ala  Ala  Ser  Thr  Leu  Asp  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

     50                   55                   60

Asn  Arg  Ala  Gly  Thr  Asp  Tyr  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                   70                   75                   80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Leu  Gln  Tyr  Ala  Ile  Tyr  Pro  Tyr

                 85                   90                   95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Lys

             100                  105
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<210>   20

<211>   120

<212>   PRT

<213>  人类  (Homo  sapiens)

<400>   20

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1                5                    10                   15

Ser  Val  Lys  Met  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Ser  Tyr

             20                   25                   30

Phe  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

         35                   40                   45

Gly  Phe  Ile  Asn  Pro  Tyr  Asn  Asp  Gly  Ser  Lys  Tyr  Ala  Gln  Lys  Phe

     50                   55                   60

Gln  Gly  Arg  Ala  Thr  Leu  Thr  Ser  Asp  Lys  Ser  Thr  Ser  Thr  Val  Tyr

65                   70                   75                   80

Met  Glu  Leu  Ser  Ser  Leu  Arg  Ser  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                 85                   90                   95

Thr  Arg  Asp  Asp  Gly  Tyr  Tyr  Gly  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

             100                  105                  110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

         115                  120
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1014170_ST25.txt
                         SEQUENCE LISTING

<110>  Cellerant Therapeutics, Inc.
       Junutula, Jagath R.
       Jiang, Ying Ping
       Huang, Jianqing
       Mishra, Madhavi
 
<120>  CYSTEINE-SUBSTITUTED IMMUNOGLOBULINS

<130>  1014170

<150>  US 62/193,531
<151>  2015-07-16

<160>  20    

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1
<211>  10
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  1

Glu Ser Val Asp Ser Tyr Gly Asn Ser Phe 
1               5                   10  

<210>  2
<211>  3
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  2

Leu Ala Ser 
1           

<210>  3
<211>  9
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<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  3

Gln Gln Asn Asn Tyr Asp Pro Trp Thr 
1               5                   

<210>  4
<211>  8
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  4

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Val 
1               5               

<210>  5
<211>  8
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  5

Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Thr 
1               5               

<210>  6
<211>  13
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  6

Ala Arg Pro Ile Tyr Phe Asp Asn Asp Tyr Phe Asp Tyr 
1               5                   10              

<210>  7
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<211>  111
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  7

Thr Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly 
1               5                   10                  15      

Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Ser Tyr 
            20                  25                  30          

Gly Asn Ser Phe Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro 
        35                  40                  45              

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ala 
    50                  55                  60                  

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Arg Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Asp 
65                  70                  75                  80  

Pro Val Glu Ala Asp Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Asn Asn 
                85                  90                  95      

Tyr Asp Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 
            100                 105                 110     

<210>  8
<211>  111
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  8

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly 
1               5                   10                  15      
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Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Ser Tyr 
            20                  25                  30          

Gly Asn Ser Phe Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro 
        35                  40                  45              

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Asp 
    50                  55                  60                  

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser 
65                  70                  75                  80  

Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Asn Asn 
                85                  90                  95      

Tyr Asp Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 
            100                 105                 110     

<210>  9
<211>  107
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  9

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu 
1               5                   10                  15      

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe 
            20                  25                  30          

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln 
        35                  40                  45              
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Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser 
    50                  55                  60                  

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu 
65                  70                  75                  80  

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser 
                85                  90                  95      

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 
            100                 105         

<210>  10
<211>  104
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  10

Pro Lys Ala Asn Pro Thr Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser Glu Glu 
1               5                   10                  15      

Leu Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp Phe Tyr 
            20                  25                  30          

Pro Gly Ala Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Gly Ser Pro Val Lys 
        35                  40                  45              

Ala Gly Val Glu Thr Thr Lys Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys Tyr 
    50                  55                  60                  

Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser His 
65                  70                  75                  80  
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Arg Ser Tyr Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu Lys 
                85                  90                  95      

Thr Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser 
            100                 

<210>  11
<211>  120
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  11

Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 
1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 
            20                  25                  30          

Val Met His Trp Val Lys Gln Lys Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile 
        35                  40                  45              

Gly Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe 
    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ser Asp Thr Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 
65                  70                  75                  80  

Met Glu Leu Asn Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys 
                85                  90                  95      

Ala Arg Pro Ile Tyr Phe Asp Asn Asp Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln 
            100                 105                 110         
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Gly Thr Thr Leu Lys Val Ser Ser 
        115                 120 

<210>  12
<211>  120
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  12

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 
1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 
            20                  25                  30          

Val Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Ile 
        35                  40                  45              

Gly Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe 
    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Ile Thr Ser Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr 
65                  70                  75                  80  

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 
                85                  90                  95      

Ala Arg Pro Ile Tyr Phe Asp Asn Asp Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln 
            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
        115                 120 
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<210>  13
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  13

Arg Ala Thr Gln Glu Leu Ser Gly Tyr Leu Ser 
1               5                   10      

<210>  14
<211>  7
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  14

Ala Ala Ser Thr Leu Asp Ser 
1               5           

<210>  15
<211>  9
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  15

Leu Gln Tyr Ala Ile Tyr Pro Tyr Thr 
1               5                   

<210>  16
<211>  10
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  16

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Phe Ile His 
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1               5                   10  

<210>  17
<211>  10
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  17

Phe Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Ser Lys 
1               5                   10  

<210>  18
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  18

Asp Asp Gly Tyr Tyr Gly Tyr Ala Met Asp Tyr 
1               5                   10      

<210>  19
<211>  107
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  19

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 
1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Leu Thr Cys Arg Ala Thr Gln Glu Leu Ser Gly Tyr 
            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Ile Lys Arg Leu Ile 
        35                  40                  45              
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Tyr Ala Ala Ser Thr Leu Asp Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 
    50                  55                  60                  

Asn Arg Ala Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 
65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Ala Ile Tyr Pro Tyr 
                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 
            100                 105         

<210>  20
<211>  120
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  20

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 
1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 
            20                  25                  30          

Phe Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile 
        35                  40                  45              

Gly Phe Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Ser Lys Tyr Ala Gln Lys Phe 
    50                  55                  60                  

Gln Gly Arg Ala Thr Leu Thr Ser Asp Lys Ser Thr Ser Thr Val Tyr 
65                  70                  75                  80  
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Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 
                85                  90                  95      

Thr Arg Asp Asp Gly Tyr Tyr Gly Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 
            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
        115                 120 
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