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本文描述了激活Wnt‑β连环蛋白信号通路

的四价结合抗体分子以及它们的使用方法，所述
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1.一种四价结合抗体分子，所述四价结合抗体分子包含：

(a)包含重链恒定结构域3(CH3)的Fc结构域或Fc结构域的片段；

(b)二价低密度脂蛋白受体相关蛋白5(LRP5)结合结构域；和

(c)二价卷曲蛋白(FZD)结合结构域；

其中，所述LRP5结合结构域与所述Fc结构域的一个末端连接，所述FZD结合结构域与所

述Fc结构域的另一个末端连接；

其中，所述LRP5结合结构域包含结合LRP5的双抗体，所述FZD结合结构域包含结合FZD4

的两个scFv或两个Fab。

2.根据权利要求1所述的四价结合抗体分子，其中，

(a)所述LRP5结合结构域的双抗体与所述Fc结构域的N末端连接；以及

(b)所述FZD4结合结构域与所述Fc结构域的C末端连接。

3.根据权利要求2所述的四价结合抗体分子，其中，

(a)所述LRP5结合结构域的双抗体通过双抗体的VL或VH与所述Fc结构域的N末端连接；

以及

(b)所述FZD结合结构域包含与Fc的C末端融合的两个FZD结合Fab，其中，每个Fab通过

与所述Fc结构域的CH3结构域连接的Fab的重链可变结构域或轻链可变结构域(VH或VL)与

Fc结构域连接。

4.一种四价结合抗体分子，所述四价结合抗体分子包含N末端LRP5结合双抗体和包含

两个FZD4结合scFv的C末端结构域，所述四价结合抗体分子包含：

第一单体和第二单体的二聚体，其中，每个单体包含单链多肽，所述单链多肽从N末端

到C末端包含：

(a)第一肽，所述第一肽包含结合LRP5的第一重链可变结构域(VH)和第一轻链可变结

构域(VL)；

(b)包含重链恒定结构域3(CH3)的Fc区或Fc区的片段；和

(c)第二肽，所述第二肽包含结合FZD4的第二VL和第二VH；以及

第一轻链单体和第二轻链单体，每个轻链单体从N末端到C末端包含与轻链恒定结构域

1(CL1结构域)连接的结合FZD4的VL；

其中，第一单体和第二单体通过Fc区或Fc区的片段二聚化，每个单体的第一VH和VL与

另一个单体的第一VH和VL配对，形成结合LRP5的双抗体，并且每个单体的第二VL和VH配对

形成结合FZD4的scFv；并且

其中，LRP5结合双抗体形成四价结合抗体分子的N末端LRP5结合结构域，两个FZD4结合

scFv形成四价结合抗体分子的C末端FZD结合结构域。

5.根据权利要求1所述的四价结合抗体分子，其中，所述FZD结合结构域与所述Fc结构

域的N末端连接，所述LRP5结合结构域与所述Fc结构域的C末端连接。

6.根据权利要求5所述的四价结合抗体分子，其中，

(a)所述FZD结合结构域包含结合FZD4的两个Fab，其中，每个Fab通过与所述Fc结构域

的CH2结构域连接的Fab的重链可变结构域或轻链可变结构域(VH或VL)与所述Fc结构域的N

末端连接；以及

(b)所述LRP5结合结构域包含结合LRP5的双抗体或两个scFv，其中，所述双抗体或两个
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scFv通过与所述Fc结构域的CH3连接的双抗体或scFv的VL或VH与Fc结构域的C末端连接。

7.一种四价结合抗体分子，所述四价结合抗体分子包含：包含重链恒定结构域3(CH3)

的Fc结构域或Fc结构域的片段、包含两个FZD4结合Fab的N末端FZD4结合结构域和包含LRP5

结合双抗体的C末端LRP5结合结构域，所述四价结合抗体分子包含：

(a)第一重链单体和第二重链单体，其中，每个重链单体包含单链多肽，所述单链多肽

从N末端到C末端包含：

(i)结合FZD4的重链可变结构域(VH)，其连接至如下(ii)；

(ii)重链恒定区结构域1(CH1结构域)，其连接至如下(iii)；

(iii)Fc区的CH2结构域，其连接至如下(iv)；

(iv)包含结合LRP5共受体的VH的肽，所述结合LRP5共受体的VH与结合LRP5共受体的轻

链可变结构域(VL)连接；以及

(b)第一轻链单体和第二轻链单体，每个轻链单体从N末端到C末端包含结合FZD4的VL，

所述结合FZD4的VL与轻链恒定结构域1(CL1结构域)连接；

其中，第一重链单体和第二重链单体通过它们的Fc区或Fc区的片段二聚化；

其中，结合LRP5的VH和VL之间的接头的长度促进第一重链单体的VH和VL与第二重链单

体的VL和VH配对，从而形成LRP5共受体结合双抗体，FZD结合Fab通过如下形成：每个重链单

体与轻链单体配对使得每个重链单体中的结合FZD4的VH和CH1与轻链单体中的结合FZD4的

VL和CL1配对；并且

其中，Fab在Fc结构域的N末端形成FZD4结合结构域，双抗体在Fc结构域的C末端形成

LRP5共受体结合结构域。

8.根据权利要求1至7中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述LRP5结合双抗体

是与LRP5共受体胞外结构域内的两个表位结合的二价双特异性LRP5结合结构域。

9.根据权利要求8所述的四价结合抗体分子，其中，所述LPR5结合结构域与LRP5共受体

的Wnt1表位和Wnt3表位相互作用。

10.根据权利要求1至9中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述FZD结合结构域

是单特异性的。

11.根据权利要求1至10中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，

所述LRP5结合结构域的双抗体结合LRP5，所述LRP5结合结构域的双抗体包含表3或表

6A中的序列中所示的抗体的重链互补决定区CDR‑H1、CDR‑H2和CDR‑H3以及轻链互补决定区

CDR‑L1、CDR‑L2和CDR‑L3。

12.根据权利要求1至11中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述Fc结构域或Fc

结构域的片段通过Fc区或Fc区的片段的杵臼构造二聚化。

13.根据权利要求12所述的四价结合抗体分子，其中，根据EU编号，所述第一重链单体

的Fc区包含突变T366S、L368A和Y407V，所述第二重链单体的Fc区包含突变T366W。

14.根据权利要求13所述的四价结合抗体分子，其中，根据EU编号，所述第一重链单体

的Fc区还包含突变S354I和E357L，所述第二重链单体的Fc区还包含突变Q347M、Y349F、

T350D和L368M。

15.根据权利要求13所述的四价结合抗体分子，其中，在第一重链单体和第二重链单体

的Fe区之间引入另外的二硫键；优选地，根据EU编号，第一重链单体包含突变Y349C并且第
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二重链单体包含突变S354C。

16.根据权利要求1至15中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述Fc结构域缺乏

一种以上效应子功能。

17.根据权利要求16所述的四价结合抗体分子，其中，所述Fc区具有因根据EU编号的氨

基酸突变N297G(NG)和/或D265A(DA)变体而改变它们的效应子功能的突变。

18.根据权利要求16所述的四价结合抗体分子，其中，所述Fc区具有因根据EU编号的氨

基酸突变L234A、L235A和/或P331S而改变它们的效应子功能的突变。

19.根据权利要求18所述的四价结合抗体分子，其中，所述Fc区具有因氨基酸突变

L234A和L235A(LALA)而改变它们的效应子功能的突变。

20.根据权利要求19所述的四价结合抗体分子，其中，所述Fc区具有因氨基酸突变

L234A、L235A和P331S(LALAPS)而改变它们的效应子功能的突变。

21.根据权利要求1至20中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述LRP5结合结构

域和FZD结合结构域各自通过接头与所述Fc结构域连接。

22.根据权利要求21所述的四价结合抗体分子，其中，所述接头包含1至100个、1至50

个、1至30个、1至25个、1至10个、1至6个氨基酸、1至5个氨基酸或2至4个氨基酸。

23.根据权利要求21或22所述的四价结合抗体分子，其中，形成LRP5共受体结合结构域

的双抗体通过接头GGGGSGGGGSEPKSSDKTHT(SEQ  ID  NO：892)与Fc结构域融合。

24.根据权利要求21至23中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述FZD4结合Fab

通过接头GGGSGGGSGGGSGGGSGSTG(SEQ  ID  NO：891)与Fc区融合。

25.根据权利要求1至24中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，结合LRP5共受体的

VH通过短接头GGGGS(SEQ  ID  NO：886)与结合LRP5共受体的VL连接。

26.根据权利要求1至25中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述FZD结合结构域

包含结合FZD4的两个Fab。

27.根据权利要求26所述的四价结合抗体分子，其中，所述FZD结合Fab包含表1、表2或

表6中的序列中所示的抗体的轻链互补决定区CDR‑L1、CDR‑L2和CDR‑L3以及重链CDR：CDR‑

H1、CDR‑H2和CDR‑H3。

28.根据权利要求1至4和8至27中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述四价结

合抗体分子包含：

(a)第一重链单体和第二重链单体的二聚体，每个单体包含单链多肽，所述单链多肽从

N末端到C末端包含：

(1)包含结合LRP5的重链可变结构域(VH)和结合LRP5的轻链可变结构域(VL)的肽，

(2)包含CH3的Fc区或Fc区的片段，

(3)结合FZD4的VH，以及

(4)重链恒定结构域1(CH1)，

其中：

(5)结合LRP5的VH包含表3或表6中的序列中所示的抗体的重链CDR(CDR‑H1、CDR‑H2和

CDR‑H3)，

(b)结合LRP5的VL包含表3或表6中的序列中所示的抗体的轻链CDR(CDR‑L1、CDR‑L2和

CDR‑L3)，
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(c)结合FZD4的VH包含表1、表2或表6中的序列中所示的抗体的重链CDR(CDR‑H1、CDR‑

H2和CDR‑H3)；以及

(d)第三轻链单体和第四轻链单体，所述第三轻链单体和第四轻链单体各自包含结合

FZD4的VL和轻链恒定结构域1(CL1)，所述结合FZD4的VL包含表1、表2或表6中的序列中所示

的抗体的轻链CDR(CDR‑L1、CDR‑L2和CDR‑L3)，

其中，第一重链单体和第二重链单体通过它们的Fc区二聚化，第一单体的结合LRP5的

VL和VH与第二单体的结合LRP5的VH和VL配对形成结合LRP5的二价双抗体，并且

第三轻链单体和第四轻链单体的CL1和结合FZD4的VL与第一重链单体和第二重链单体

的CH1和结合FZD4的VH配对形成结合FZD4的两个Fab，其中，双抗体形成N末端二价LRP5结合

结构域，两个Fab形成C末端二价FZD4结合结构域。

29.根据权利要求5至7中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述四价结合抗体分

子包含：

(a)第一重链单体和第二重链单体的二聚体，每个单体包含单链多肽，所述单链多肽从

N末端到C末端包含：

(1)结合FZD4的VH，

(2)包含CH3的Fc区或Fc区的片段，

(3)包含结合LRP5的VH和结合LRP5的VL的肽，以及

(4)重链恒定结构域1(CH1)，

其中：

(5)结合LRP5的VH包含表3或表6中的序列中所示的抗体的重链CDR(CDR‑H1、CDR‑H2和

CDR‑H3)，

(b)结合LRP5的VL包含表3或表6中的序列中所示的抗体的轻链CDR(CDR‑L1、CDR‑L2和

CDR‑L3)，

(c)结合FZD4的VH包含表1、表2或表6中的序列中所示的抗体的重链CDR(CDR‑H1、CDR‑

H2和CDR‑H3)；以及

(d)第三轻链单体和第四轻链单体，所述第三轻链单体和第四轻链单体各自从N末端至

C末端包含结合FZD4的VL和轻链恒定结构域1(CL1)，所述结合FZD4的VL包含表1、表2或表6

中的序列中所示的抗体的轻链CDR(CDR‑L1、CDR‑L2和CDR‑L3)，

其中，第一重链单体和第二重链单体通过它们的Fc区二聚化，第一单体的结合LRP5的

VL和VH与第二单体的结合LRP5的VH和VL配对形成结合LRP5的二价双抗体，并且

第三轻链单体和第四轻链单体的CL1和结合FZD4的VL与第一重链单体和第二重链单体

的CH1和结合FZD4的VH配对形成结合FZD4的两个Fab，其中，双抗体形成C末端二价LRP5结合

结构域，两个Fab形成N末端二价FZD4结合结构域。

30.根据权利要求28或29所述的四价结合抗体分子，其中，所述LRP5结合双抗体是双特

异性的，其中：

第一重链单体的结合LRP5的VH的CDR和第二重链单体的结合LRP5的VH的CDR不相同，以

及

第一重链单体的结合LRP5的VL的CDR和第二重链单体的结合LRP5的VL的CDR不相同。

31.根据权利要求30所述的四价结合抗体分子，其中：
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在所述第一重链单体中，

(a)结合LRP5的VH的CDR‑H1和CDR‑H2分别包含FSSSSI(SEQ  ID  NO：528)和SISSSYGYTY

(SEQ  ID  NO：553)，或者，结合LRP5的VH的CDR‑H1和CDR‑H2分别包含LSYYYM(SEQ  ID  NO：

527)和SIYSSYGYTY(SEQ  ID  NO：552)，并且

(b)结合LRP5的VL的CDR‑L2和CDR‑L3分别包含SASDLYS(SEQ  ID  NO：491)和YAGAGLI

(SEQ  ID  NO：510)，或者，结合LRP5的VL的CDR‑L2和CDR‑L3分别包含SASSLYS(SEQ  ID  NO：2)

和SSYSLI(SEQ  ID  NO：130)；以及

在所述第二重链单体中，

(c)结合LRP5的VH的CDR‑H1和CDR‑H2分别包含FTAYAM(SEQ  ID  NO：536)和SIYPSGGYTA

(SEQ  ID  NO：566)，或者，结合LRP5的VH的CDR‑H1和CDR‑H2分别包含FSSSSI(SEQ  ID  NO：

528)和SISSSYGYTY(SEQ  ID  NO：553)，并且

(d)结合LRP5的VL的CDR‑L2和CDR‑L3分别包含SASSLYS(SEQ  ID  NO：2)和YWAYYSPI，或

者，结合LRP5的VL的CDR‑L2和CDR‑L3分别包含SASSLYS(SEQ  ID  NO：2)和ASYAPI。

32.根据权利要求28至31中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，在所述第一重链单

体和第二重链单体中，结合FZD4的VH的CDR‑H1和CDR‑H2分别包含LSSYSM(SEQ  ID  NO：24)和

YISSYYGYTY(SEQ  ID  NO：51)，或者，结合FZD4的VH的CDR‑H1和CDR‑H2分别包含LSSYSM(SEQ 

ID  NO：24)和YISSYDSITD(SEQ  ID  NO：61)。

33.根据权利要求28至32中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，在所述第三轻链单

体和第四轻链单体中，结合FZD4的VL的CDR‑L1和CDR‑L2分别包含SVSSA(SEQ  ID  NO：1)和

SASSLYS(SEQ  ID  NO：2)，结合FZD4的VL的CDR‑L3包含WYYAPI(SEQ  ID  NO：3)或WYNAPI(SEQ 

ID  NO：12)。

34.根据权利要求28、29、30、32和33中任一项所述的四价结合抗体分子，所述四价结合

抗体分子包含二价双特异性LRP5结合结构域，其中：

(a)在所述第一重链单体中，

结合LRP‑5的VH包含SEQ  ID  NO：528的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：553的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

586的CDR‑H3，结合LRP‑5的VL包含表6A的ANT16‑臼的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：

491的CDR‑L2和SEQ  ID  NO：510的CDR‑L3，或者

结合LRP5的VH包含SEQ  ID  NO：527的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：552的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

584的CDR‑H3，结合LRP5的VL包含表6A的ANT18‑臼的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：2的

CDR‑L2和SEQ  ID  NO：130的CDR‑L3，或者

结合LRP‑5的VH包含SEQ  ID  NO：527的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：552的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

584的CDR‑H3，结合LRP‑5的VL包含表6A的ANT20‑臼的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：

491的CDR‑L2和SEQ  ID  NO：510的CDR‑L3，或者

结合LRP‑5的VH包含SEQ  ID  NO：528的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：553的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

586的CDR‑H3，结合LRP‑5的VL包含表6A的ANT21‑臼的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：2

的CDR‑L2和SEQ  ID  NO：130的CDR‑L3，或者

结合LRP‑5的VH包含SEQ  ID  NO：527的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：552的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

584的CDR‑H3，结合LRP‑5的VL包含表6A的ANT36‑臼的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：2

的CDR‑L2和SEQ  ID  NO：130的CDR‑L3，或者
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结合LRP‑5的VH包含SEQ  ID  NO：528的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：553的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

586的CDR‑H3，结合LRP‑5的VL包含表6A的ANT39‑臼的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：

491的CDR‑L2和SEQ  ID  NO：510的CDR‑L3，

以及

结合FZD4的VH包含如下FZD4  VH  CDR：表6B的ANT16‑臼的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ 

ID  NO：51的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：79的CDR‑H3，或者

结合FZD4的VH包含如下FZD4  VH  CDR：表6B的ANT18‑臼的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ 

ID  NO：51的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：79的CDR‑H3，或者

结合FZD4的VH包含如下FZD4  VH  CDR：表6B的ANT20‑臼的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ 

ID  NO：51的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：79的CDR‑H3，或者

结合FZD4的VH包含如下FZD4  VH  CDR：表6B的ANT21‑臼的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ 

ID  NO：51的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：79的CDR‑H3，或者

结合FZD4的VH包含如下FZD4  VH  CDR：表6B的ANT36‑臼的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ 

ID  NO：61的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：90的CDR‑H3，或者

结合FZD4的VH包含如下FZD4  VH  CDR：表6B的ANT39‑臼的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ 

ID  NO：61的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：90的CDR‑H3，

其中，FZD  CDR‑L1和CDR‑L2分别为SVSSA(SEQ  ID  NO：1)和SASSLYS(SEQ  ID  NO：2)；以

及

(b)在第二单体中，

结合LRP5的VH包含SEQ  ID  NO：536的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：566的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

603的CDR‑H3，结合LRP5的VL包含表6A的ANT16‑杵的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：2的

CDR‑L2和SEQ  ID  NO：493的CDR‑L3，或者

结合LRP5的VH包含SEQ  ID  NO：528的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：553的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

585的CDR‑H3，结合LRP5的VL包含表6A的ANT18‑杵的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：2的

CDR‑L2和SEQ  ID  NO：492的CDR‑L3，或者

结合LRP5的VH包含SEQ  ID  NO：536的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：566的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

603的CDR‑H3，结合LRP5的VL包含表6A的ANT20‑杵的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：2的

CDR‑L2和SEQ  ID  NO：492的CDR‑L3，或者

结合LRP5的VH包含SEQ  ID  NO：528的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：553的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

585的CDR‑H3，结合LRP5的VL包含表6A的ANT21‑杵的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：2的

CDR‑L2和SEQ  ID  NO：493的CDR‑L3，或者

结合LRP5的VH包含SEQ  ID  NO：528的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：553的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

585的CDR‑H3，结合LRP5的VL包含表6A的ANT36‑杵的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：2的

CDR‑L2和SEQ  ID  NO：492的CDR‑L3，或者

结合LRP5的VH包含SEQ  ID  NO：536的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：566的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

603的CDR‑H3，结合LRP5的VL包含表6A的ANT39‑杵的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：2的

CDR‑L2和SEQ  ID  NO：493的CDR‑L3，

以及

结合FZD4的VH包含：
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表6B的ANT16杵的FZD4  Fab的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：51的CDR‑H2和SEQ 

ID  NO：79的CDR‑H3，或者

表6B的ANT18杵的FZD4  Fab的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：51的CDR‑H2和SEQ 

ID  NO：79的CDR‑H3，或者

表6B的ANT20杵的FZD4  Fab的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：51的CDR‑H2和SEQ 

ID  NO：79的CDR‑H3，或者

表6B的ANT21杵的FZD4  Fab的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：51的CDR‑H2和SEQ 

ID  NO：79的CDR‑H3，或者

表6B的ANT36杵的FZD4  Fab的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：61的CDR‑H2和SEQ 

ID  NO：90的CDR‑H3，或者

表6B的ANT39杵的FZD4  Fab的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：61的CDR‑H2和SEQ 

ID  NO：90的CDR‑H3；

以及

(c)在第三单体和第四单体中的每一个中，

VL包含表6B的ANT16‑杵的FZD4  Fab的CDR‑L1、CDR‑L2和SEQ  ID  NO：3的CDR‑L3，或者

VL包含表6B的ANT18‑杵的FZD4  Fab的CDR‑L1、CDR‑L2和SEQ  ID  NO：3的CDR‑L3，或者

VL包含表6B的ANT20‑杵的FZD4  Fab的CDR‑L1、CDR‑L2和SEQ  ID  NO：3的CDR‑L3，或者

VL包含表6B的ANT21‑杵的FZD4  Fab的CDR‑L1、CDR‑L2和SEQ  ID  NO：3的CDR‑L3，或者

VL包含表6B的ANT36‑杵的FZD4  Fab的CDR‑L1、CDR‑L2和SEQ  ID  NO：12的CDR‑L3，或者

VL包含表6B的ANT39‑杵的FZD4  Fab的CDR‑L1、CDR‑L2和SEQ  ID  NO：12的CDR‑L3，

其中，FZD4  Fab的CDR‑L1包含SVSSA(SEQ  ID  NO：1)，FZD4  Fab的CDR‑L2包含SASSLYS

(SEQ  ID  NO：2)。

35.根据权利要求1至34中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述四价结合抗体

分子不包含如下FZD结合结构域：所述FZD结合结构域与包含LRP6结合抗体2542和/或抗体

2539的CDR的Wnt共受体结合结构域组合，并且包含FZD结合抗体5044的CDR。

36.根据权利要求1至35中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述四价结合抗体

分子包含：

(a)包含SEQ  ID  NO：898的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链、包含SEQ  ID  NO：

897的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链以及包含SEQ  ID  NO：899的轻链构建体的氨

基酸序列的轻链，其中，CDR的氨基酸序列为ANT16的CDR的氨基酸序列；或者

(b)包含SEQ  ID  NO：901的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链、包含SEQ  ID  NO：

900的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链以及包含SEQ  ID  NO：902的轻链构建体的氨

基酸序列的轻链，其中，CDR的氨基酸序列为ANT18的CDR的氨基酸序列；或者

(c)包含SEQ  ID  NO：904的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链、包含SEQ  ID  NO：

903的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链以及包含SEQ  ID  NO：902的轻链构建体的氨

基酸序列的轻链，其中，CDR的氨基酸序列为ANT20的CDR的氨基酸序列；或者

(d)包含SEQ  ID  NO：906的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链、包含SEQ  ID  NO：

905的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链以及包含SEQ  ID  NO：902的轻链构建体的氨

基酸序列的轻链，其中，CDR的氨基酸序列为ANT21的CDR的氨基酸序列；或者
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(e)包含SEQ  ID  NO：908的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链、包含SEQ  ID  NO：

907的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链以及包含SEQ  ID  NO：909的轻链构建体的氨

基酸序列的轻链，其中，CDR的氨基酸序列为ANT39的CDR的氨基酸序列；或者

(f)包含选自如下的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链：SEQ  ID  NO：921、SEQ  ID 

NO：922、SEQ  ID  NO：923、SEQ  ID  NO：924、SEQ  ID  NO：925、SEQ  ID  NO：926、SEQ  ID  NO：927

和SEQ  ID  NO：928；包含选自如下的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链：SEQ  ID  NO：

929、SEQ  ID  NO：930、SEQ  ID  NO：931、SEQ  ID  NO：932、SEQ  ID  NO：933、SEQ  ID  NO：934、SEQ 

ID  NO：935和SEQ  ID  NO：936；以及包含选自SEQ  ID  NO：909和SEQ  ID  NO：952的轻链构建体

的氨基酸序列的轻链。

37.根据权利要求1至35中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述四价结合抗体

分子包含：

a)包含SEQ  ID  NO：921或SEQ  ID  NO：925的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链，包

含SEQ  ID  NO：929或SEQ  ID  NO：933的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链，以及包含

SEQ  ID  NO：909或SEQ  ID  NO：952的轻链构建体的氨基酸序列的轻链；或者

b)包含SEQ  ID  NO：922或SEQ  ID  NO：926的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链，包

含SEQ  ID  NO：930或SEQ  ID  NO：934的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链，以及包含

SEQ  ID  NO：909或SEQ  ID  NO：952的轻链构建体的氨基酸序列的轻链；或者

c)包含SEQ  ID  NO：923或SEQ  ID  NO：927的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链，包

含SEQ  ID  NO：931或SEQ  ID  NO：935的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链，以及包含

SEQ  ID  NO：909或SEQ  ID  NO：952的轻链构建体的氨基酸序列的轻链；或者

d)包含SEQ  ID  NO：924或SEQ  ID  NO：928的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链，包

含SEQ  ID  NO：932或SEQ  ID  NO：936的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链，以及包含

SEQ  ID  NO：909或SEQ  ID  NO：952的轻链构建体的氨基酸序列的轻链；或者

e)包含SEQ  ID  NO：908或SEQ  ID  NO：940的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链，包

含SEQ  ID  NO：944或SEQ  ID  NO：948的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链，以及包含

SEQ  ID  NO：909或SEQ  ID  NO：952的轻链构建体的氨基酸序列的轻链；或者

f)包含SEQ  ID  NO：937或SEQ  ID  NO：941的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链，包

含SEQ  ID  NO：945或SEQ  ID  NO：949的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链，以及包含

SEQ  ID  NO：909或SEQ  ID  NO：952的轻链构建体的氨基酸序列的轻链；或者

g)包含SEQ  ID  NO：938或SEQ  ID  NO：942的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链，包

含SEQ  ID  NO：946或SEQ  ID  NO：950的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链，以及包含

SEQ  ID  NO：909或SEQ  ID  NO：952的轻链构建体的氨基酸序列的轻链；或者

h)包含SEQ  ID  NO：939或SEQ  ID  NO：943的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链，包

含SEQ  ID  NO：947或SEQ  ID  NO：951的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链，以及包含

SEQ  ID  NO：909或SEQ  ID  NO：952的轻链构建体的氨基酸序列的轻链。

38.一种药物组合物，所述药物组合物包含权利要求1至37中任一项所述的四价结合抗

体分子和药学上可接受的媒介物。

39.一种用于促进组织中的内皮细胞屏障功能的方法，所述方法包括向组织施用有效

量的权利要求1至37中任一项所述的四价结合抗体分子。
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40.根据权利要求39所述的方法，其中，所述组织为脑组织、肾组织或眼组织。

41.根据权利要求40所述的方法，其中，所述四价结合抗体分子通过玻璃体内注射施用

至眼组织。

42.一种在有需要的受试者中增加视网膜或脑内皮细胞屏障功能、降低内皮细胞通透

性、增强或恢复血视网膜屏障和血脑屏障维持的方法，所述方法包括使有需要的受试者中

具有FZD4受体和LRP5的内皮细胞与有效量的权利要求1至37中任一项所述的四价结合抗体

分子接触。

43.根据权利要求42所述的方法，其中，所述四价结合抗体分子通过注射、局部或口服

施用于有需要的受试者。

44.根据权利要求42所述的方法，其中，所述四价结合抗体分子通过皮下、静脉内、腹膜

内、鞘内、玻璃体内或眼内施用。

45.作为药物应用的权利要求1至37中任一项所述的四价结合抗体分子或权利要求38

所述的药物组合物。

46.根据权利要求45所述的四价结合抗体分子或药物组合物在治疗或预防病症或病况

中的应用，所述病症或病况的特征在于视网膜或脑血管生成缺陷，和/或所述病症或病况的

特征在于内皮细胞屏障功能降低和/或血管渗漏。

47.一种治疗或预防病症或病况的方法，所述病症或病况的特征在于视网膜或脑血管

生成缺陷和/或内皮细胞屏障功能降低和/或血管渗漏，所述方法包括向有需要的人施用治

疗有效量的权利要求1至37中任一项所述的四价结合抗体分子或权利要求38所述的药物组

合物。

48.权利要求1至37所述的四价结合抗体分子或权利要求38所述的药物组合物在制备

用于治疗或预防病症或病况的药物中的应用，所述病症或病况的特征在于视网膜或脑血管

生成缺陷和/或内皮细胞屏障功能降低和/或血管渗漏。

49.用于权利要求46至48中任一项所述的应用、方法或应用的四价结合抗体分子或药

物组合物，其中，所述病症选自：糖尿病性视网膜病、早产儿视网膜病、Coats病、FEVR、诺里

病、黄斑变性、糖尿病性黄斑水肿、儿童玻璃体视网膜病、阿尔茨海默氏病、癫痫、多发性硬

化症、中风和局部缺血。

50.根据权利要求1至37中任一项所述的四价结合抗体分子或根据权利要求37所述的

药物组合物，所述四价结合抗体分子或药物组合物用于治疗或预防眼部病症，例如视网膜

或黄斑疾病，例如选自糖尿病性视网膜病、早产儿视网膜病、Coats病、FEVR、诺里病、黄斑变

性、糖尿病性黄斑水肿和儿童玻璃体视网膜病，或者用于治疗或预防选自如下的病症：阿尔

茨海默氏病、癫痫、多发性硬化症、中风和局部缺血。

51.一种治疗或预防眼部病症或者用于治疗或预防选自如下病症的方法：阿尔茨海默

氏病、癫痫、多发性硬化症、中风和局部缺血，所述眼部病症为例如视网膜或黄斑疾病，例如

选自糖尿病性视网膜病、早产儿视网膜病、Coats病、FEVR、诺里病、黄斑变性、糖尿病性黄斑

水肿和儿童玻璃体视网膜病，所述方法包括向有需要的人施用治疗有效量的权利要求1至

37中任一项所述的四价结合抗体分子或权利要求38所述的药物组合物。

52.权利要求1至36所述的四价结合抗体分子或权利要求38所述的药物组合物在制备

药物中的应用，所述药物用于治疗或预防眼部病症，例如视网膜或黄斑疾病，例如选自糖尿
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病性视网膜病、早产儿视网膜病、Coats病、FEVR、诺里病、黄斑变性、糖尿病性黄斑水肿和儿

童玻璃体视网膜病，或者用于治疗或预防选自如下的病症：阿尔茨海默氏病、癫痫、多发性

硬化症、中风和局部缺血。
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四价FZD和WNT共受体结合抗体分子及其用途

[0001] 序列表

[0002] 本申请包含序列表，该序列表已经以ASCII格式通过电子方式提交，并通过引用将

其整体并入。所述ASCII拷贝创建于2021年12月16日，名为117946_PD606WO_FINAL.txt，大

小为989,432字节。

背景技术

[0003] Wnt信号通路对于胚胎发育和成体组织稳态至关重要。当细胞表面膜上的卷曲蛋

白受体(FZD)与Wnt配体结合时，Wnt信号传导被启动。Wnt配体是调节各种细胞过程(例如增

殖、分化、存活和迁移)的分泌的生长因子。

[0004] 人体中存在的19种Wnt配体与由10种卷曲蛋白细胞表面受体(FZD)和几种共受体

之一组成的网络相互作用，所述几种共受体引导不同胞内信号传导分支的选择性参与

(Wodarz ,A .和Nusse ,R .Annu .Rev .Cell  Dev .Biol .14 ,59‑88(1998)；Angers ,S和Moon ,

R.T.,transduction.Nat.Rev.Mol.Cell  Biol.10,468‑477(2009))。FZD具有保守的结构特

征(包括七个疏水性跨膜结构域和富含半胱氨酸的配体结合结构域)。已知FZD在三个不同

的信号通路(称为Wnt平面细胞极性(PCP)通路、经典Wnt/β‑连环蛋白通路和Wnt/钙通路)中

发挥作用。Wnt共受体也是指导上述胞内信号级联的差异性参与所必需的。例如，Wnt配体与

卷曲蛋白受体和低密度脂蛋白受体相关蛋白5和6(LRP5/6)共受体家族的成员结合以激活

Wnt/β‑连环蛋白通路，或与受体酪氨酸激酶样孤儿受体1和2(ROR1/2)(与受体酪氨酸激酶

(RYK)或蛋白酪氨酸激酶7(PTK7)共受体相关)结合以激活替代性的不依赖β‑连环蛋白的信

号通路。

[0005] Wnt配体对于控制组织干细胞的自我更新和调节许多祖细胞群具有普遍重要的作

用，但Wnt蛋白的疏水性和敏感的三级结构使它们的生化纯化具有挑战性，并且使它们在体

外和体内的使用效率低下。本文描述了激活Wnt信号通路的四价结合抗体分子和它们的应

用方法。

发明内容

[0006] 本文描述了激活Wnt信号通路的四价结合抗体分子和它们的应用方法。四价结合

抗体分子与FZD受体(例如卷曲蛋白类受体1(FZD1)、卷曲蛋白类受体2(FZD2)、卷曲蛋白类

受体3(FZD3)、卷曲蛋白类受体4(FZD4)、卷曲蛋白类受体5(FZD5)、卷曲蛋白类受体6

(FZD6)、卷曲蛋白类受体7(FZD7)、卷曲蛋白类受体8(FZD8)、卷曲蛋白类受体9(FZD9)或卷

曲蛋白类受体10(FZD10))和Wnt共受体(例如LRP5或LRP6(LRP5/6))结合，从而激活Wnt信号

通路。在一个实施方式中，四价结合抗体分子与FZD4受体和LRP5和/或LRP6结合并激活Wnt/

β‑连环蛋白信号通路。本发明的四价结合抗体分子在本文中也被称为“FZD激动剂”、卷曲蛋

白(Frizzled)和LRP5/6激动剂(Agonist)(FLAg)，在一些实施方式中被称为“ANT”。

[0007] 四价结合抗体分子包含：由CH2和CH3结构域组成的Fc结构域或Fc结构域的包含

CH3结构域的片段、与一种以上FZD受体(例如FZD1、FZD2、FZD3、FZD4、FZD5、FZD6、FZD7、
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FZD8、FZD9和FZD10中的一种以上)相互作用的第一二价结合结构域，以及与WNT共受体(例

如LRP5或LRP6)结合的第二二价结合结构域；其中，FZD结合结构域与Fc结构域的一个末端

连接，共受体结合结构域与Fc结构域的另一末端连接。因此，FZD受体的结合结构域不与WNT

共受体的结合结构域直接连接，而是它们被Fc结构域或Fc结构域的包含CH3结构域的片段

隔开。

[0008] FZD激动剂的Fc结构域可以为具有或不具有效应子功能的免疫球蛋白的Fc结构

域。免疫球蛋白可以为IgG(例如IgG1)。在本发明的一个实施方式中，四价结合抗体分子包

含含有Fc区的两个多肽，其通过每个多肽中Fc区的内在二聚化能力或通过Fc内的杵臼

(knob‑in‑hole)构造二聚化。因此，Fc二聚体可以是异二聚体或同二聚体。通过杵臼构造使

肽二聚化的方法描述于WO2018/026942(发明人Van  Dyk等)、“Carter  P .(2001)

J.Immunol.Methods  248,7‑15”、“Ridgway等，(1996)Protein  Eng.9,617‑621”、“Merchant

等，(1998)Nat.Biotechnol .16 ,677‑681”，以及“Atwell等，(1997)J .Mol.Biol .270 ,26‑

35”，全部通过引用并入本文。

[0009] 在一个实施方式中，本文所述的FZD激动剂的每个结合结构域是二价的，每个结合

结构域可以是单特异性的(具有针对FZD受体(例如FZD4)或Wnt共受体(例如LRP5/6)的相同

表位的两个结合位点)，或者可以是双特异性的(具有两个结合位点，每个位点结合FZD或

Wnt共受体上的不同表位，例如，LRP5/6共受体内的Wnt1结合位点(LRP5/6的胞外结构域内

的结构域E1‑E2)和Wnt3结合位点(LRP5/6的胞外结构域内的结构域E3‑E4))。在一个实施方

式中，LRP5/6结合结构域结合LRP5上的Wnt3A位点(结构域E3‑E4)和LRP6上的Wnt3A位点(结

构域E3‑E4)。

[0010] 在本发明的实施方式中，与FZD激动剂的Fc结构域连接的FZD结合结构域包含结合

FZD(例如FZD4)的一个以上免疫球蛋白重链可变结构域(VH)片段和/或一个以上免疫球蛋

白轻链可变结构域(VL)片段。在本发明的一个实施方式中，FZD结合结构域可以包含结合

FZD上的相同或不同表位的Fab、双抗体(diabody)或单链可变片段(scFv)、单域抗体片段

(例如VHH)或它们的组合。

[0011] 在本发明的一个实施方式中，FZD结合结构域的VH和/或VL结合FZD4或FZD5，并包

含表1、表2或表6的FZD4或FZD5结合抗体的轻链CDR和重链CDR，和/或包含与表1、表2或表6

的FZD4抗体的CDR具有50％、55％、60％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或

99％的同一性、并且仍然保留与FZD4或FZD5受体的结合性的轻链CDR和重链CDR。例如，在本

发明的一个实施方式中，FZD结合结构域可以包含第一重链(CDR‑H1)、第二重链(CDR‑H2)

和/或第三重链(CDR‑H3)，以及第一轻链(CDR‑L1)、第二轻链(CDR‑L2)和/或第三轻链(CDR‑

L3)，其中，结合FZD的VH可以包含SEQ  ID  NO：24、SEQ  ID  NO：365或SEQ  ID  NO：893的CDR‑

H1，SEQ  ID  NO：51、SEQ  ID  NO：61、SEQ  ID  NO：462或SEQ  ID  NO：894的CDR‑H2，和/或SEQ  ID 

NO：79、SEQ  ID  NO：90、SEQ  ID  NO：484或SEQ  ID  NO：895的CDR‑H3；结合FZD的VL可以包含

SEQ  ID  NO：1、SEQ  ID  NO：3或SEQ  ID  NO：12的CDR‑L1，SEQ  ID  NO：2、SEQ  ID  NO：3或SEQ  ID 

NO：12的CDR‑L2和/或SEQ  ID  NO：3、SEQ  ID  NO：12、SEQ  ID  NO：285或SEQ  ID  NO：896的CDR‑

L3。

[0012] 在本发明的一个实施方式中，与FZD激动剂的Fc结构域连接的共受体(LRP5/6)结

合结构域包含结合Wnt共受体(例如LRP5和/或LRP6)的一个以上免疫球蛋白重链可变结构
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域(VH)片段和/或一个以上免疫球蛋白轻链可变结构域(VL)片段。例如，在本发明的一个实

施方式中，LRP结合结构域可以包含第一重链(CDR‑H1)、第二重链(CDR‑H2)和/或第三重链

(CDR‑H3)，以及第一轻链(CDR‑L1)、第二轻链(CDR‑L2)和/或第三轻链(CDR‑L3)，其中，结合

LRP的VH可以包含SEQ  ID  NO：527、SEQ  ID  NO：528、SEQ  ID  NO：536、SEQ  ID  NO：716或SEQ 

ID  NO：720的CDR‑H1，SEQ  ID  NO：552、SEQ  ID  NO：553或SEQ  ID  NO：566、SEQ  ID  NO：785或

SEQ  ID  NO：791的CDR‑H2，和/或SEQ  ID  NO：584、SEQ  ID  NO：585、SEQ  ID  NO：586或SEQ  ID 

NO：603、SEQ  ID  NO：856或SEQ  ID  NO：862的CDR‑H3；结合LRP的VL可以包含SEQ  ID  NO：1的

CDR‑L1，SEQ  ID  NO：2或SEQ  ID  NO：491的CDR‑L2和/或SEQ  ID  NO：130、SEQ  ID  NO：492、SEQ 

ID  NO：493、SEQ  ID  NO：510、SEQ  ID  NO：623或SEQ  ID  NO：665的CDR‑L3。

[0013] 在本发明的一个实施方式中，Wnt共受体结合结构域是二价的并且可以包含双抗

体，或者可以包含Fab、单链可变片段(scFv)或单域抗体片段(VHH)或它们的组合，以用于结

合共受体上的相同或不同的表位。在本发明的实施方式中，Wnt共受体结合结构域的VH和VL

包含表3、表4或表6的LRP5和/或LRP6结合抗体的轻链CDR和/或重链CDR，或者包含与表3、表

4或表6的LRP5和/或LRP6抗体的CDR具有50％、55％、60％、75％、80％、85％、90％、95％、

96％、97％、98％或99％的同一性、并且仍然保留与LRP5和/或LRP6共受体的结合性的轻链

CDR和/或重链CDR。

[0014] 在本发明的一个实施方式中，与本文所述的FZD激动剂的Fc结构域连接的Wnt共受

体结合结构域包含由两个肽形成的双抗体，所述两个肽各自包含与轻链可变结构域(VL或

VL结构域)连接的重链可变结构域(VH或VH结构域)，其中，来自一个肽的VH和VL与另一个肽

的VL和VH配对形成双抗体。在此构造中，结合结构域有两个结合Wnt共受体(例如LRP5或

LRP6)的结合位点。双抗体可以是单特异性的(结合共受体上的相同位点)，或者可以是双特

异性的(bs)(结合共受体上的两个不同位点)。通过使用杵臼Fc构型，包含与Fc区连接的VH

和VL的肽可以不相同，但仍将配对形成能够结合Wnt共受体(例如LRP5或LRP6)上两个不同

位点的双特异性结合结构域。

[0015] 形成双抗体、VHH、scFv和Fab的肽可以来源于如下抗体(即“源抗体”)：该抗体因其

与期望靶标结合而被选择，所述双抗体、VHH、scFv和Fab形成结合结构域。对于FZD结合结构

域，“FZD源抗体”可以为结合一种以上FZD受体(例如FZD1、FZD2、FZD3、FZD4、FZD5、FZD6、

FZD7、FZD8、FZD9和FZD10中的一种以上)并拮抗Wnt信号传导或抑制Wnt与给定FZD受体结合

的抗体。或者，FZD源抗体可以为结合FZD受体而不拮抗Wnt信号传导或不抑制Wnt与FZD受体

结合的抗体。同样，对于共受体结合结构域，“共受体源抗体”可以为结合Wnt共受体(例如

LRP5/6)并拮抗Wnt信号传导或抑制Wnt与Wnt共受体结合的抗体。或者，共受体源抗体可以

为结合共受体(例如LRP5/6)而不拮抗Wnt信号传导或不抑制Wnt与共受体结合的抗体。

[0016] 在本发明的一个实施方式中，FZD激动剂的FZD结合结构域可以以比与其他FZD(即

FZD1、FZD2、FZD3、FZD5、FZD6、FZD7、FZD8、FZD9和FZD10)的亲和力(affinity)更高的亲和力

特异性地结合特定的FZD(例如FZD4)，或者可以是泛特异性的(与FZD受体家族的一个以上

其他成员结合)。在一个实施方式中，FZD结合结构域以比与任何其他卷曲蛋白家族成员的

结合高大于10倍的亲和力特异性地结合一种FZD。

[0017] 在本发明的一个实施方式中，FZD激动剂结合FZD4，即“FZD4激动剂”。FZD4激动剂

的FZD4结合结构域可以特异性地结合FZD4(以比其他FZD更高的亲和力结合FZD4)，或者可
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以是泛特异性的(结合FZD4和FZD受体家族的一种以上其他成员，例如卷曲蛋白类受体1

(FZD1)、卷曲蛋白类受2(FZD2)、卷曲蛋白类受体3(FZD3)、卷曲蛋白类受体5(FZD5)、卷曲蛋

白类受体6(FZD6)、卷曲蛋白类受体7(FZD7)、卷曲蛋白类受体8(FZD8)、卷曲蛋白类受体9

(FZD9)或卷曲蛋白类受体10(FZD10))。在一个实施方式中，FZD结合结构域以比上述任何其

他卷曲蛋白家族成员高大于10倍的亲和力特异性地结合FZD4。

[0018] 在本发明的一个实施方式中，FZD激动剂结合FZD5，即“FZD5激动剂”。FZD5激动剂

的FZD5结合结构域可以特异性地合FZD5(以比其他FZD更高的亲和力结合FZD5)或者可以是

泛特异性的(结合FZD5和FZD受体家族的一种以上其他成员，例如FZD1、FZD2、FZD3、FZD4、

FZD6、FZD7、FZD8、FZD9或FZD10)。在一个实施方式中，FZD结合结构域特以比上述任何其他

卷曲蛋白家族成员高大于10倍的亲和力特异性地结合FZD5。

[0019] 在本发明的FZD激动剂的一个实施方式中，Wnt共受体结合结构域为二价单特异性

LRP5/6共受体结合结构域，并结合LRP5和/或LRP6共受体上的单表位(例如结合Wnt1的LRP5

和/或LRP6共受体的表位(LRP5或LRP6的E1‑E2结构域)或结合Wnt3a的LRP5和/或LRP6共受

体的表位(LRP5或LRP6的E3‑E4结构域))。在本发明的一个实施方式中，共受体结合结构域

是二价双特异性LRP5/6结合结构域，其结合LRP5和/或LRP6共受体胞外结构域内的两个表

位，例如，共受体结合结构域与LRP5和/或LRP6共受体的Wnt1表位(E1‑E2)和Wnt3表位(E3‑

E4)相互作用。在本发明的一个实施方式中，共受体结合结构域是二价双特异性结合结构

域，其结合LRP5和LPR6的胞外结构域，例如，该结构域与LRP5共受体的Wnt1表位(E1‑E2)和

LRP6共受体的Wnt1表位(E1‑E2)相互作用，或者，该结构域与LRP5共受体的Wnt3a表位(E3‑

E4)和LRP6共受体的Wnt3a表位(E3‑E4)相互作用，或者，替代地，该结构域与LRP5共受体的

Wnt1表位(E1‑E2)和LPR6共受体的Wnt3a表位(E3‑E4)相互作用，或反之亦然。

[0020] 图6中描绘了本文所述的四价结合抗体分子的各种形式。在一个特定形式双抗体‑

Fc‑Fab中，LRP5/6结合双抗体与Fc结构域的N末端连接，两个Fab与Fc结构域的C末端连接，

其中，Fab通过Fab重链可变结构域(VH)与Fc结构域的CH3连接。或者，Fab通过轻链可变区

(VL)与Fc结构域的CH3连接。

[0021] 我们先前报道了多价结合分子，所述多价结合分子包含Fc结构域、FZD结合结构域

和在Fc结构域的相对末端的Wnt共受体(LRP5/6)结合结构域，例如，具有与Fc结构域的一个

末端连接的FZD4双抗体以及与该Fc结构域的另一末端连接的LRP5/6结合双抗体的分子，参

见PCT/IB2019/051174(发明人Angers等)和PCT/IB2020/055463(发明人Angers等)，两者均

通过引用整体并入。

[0022] 据报道，Wnt‑β连环蛋白信号传导(特别是通过FZD4的激活)对于脉管系统发育和

成体脉管系统稳态是重要的。更具体地，它对于血视网膜的屏障功能和血脑屏障(BRB和

BBB)至关重要。FZD4信号传导中的缺陷可导致内皮细胞通透性缺陷，已知该通路内的基因

突变会导致血管缺陷(例如诺里病(Norrie  disease)、FEVR)。在血视网膜屏障处，胞外配体

诺里蛋白(Norrin)主要激活FZD4‑TSPAN12‑LRP5复合物，以调节内皮细胞间相互作用、屏障

功能和通透性(Wang等，(2012)Norrin/Frizzled4  signaling  in  retinal  vascular 

development  and  blood  brain  barrier  plasticity.Cell.151:1332‑1344)。在血脑屏障

处，分泌的Wnt7a/b生长因子主要激活FZD4‑GPR124‑LRP6受体复合物(Chang等,(2017)，

GPR124  is  essential  for  blood‑brain  barrier  integrity  in  central  nervous 
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system  disease.Nat.Med.23:450‑460)。本文所述的FZD4激动剂，例如，具有LRP5/6双抗体

结合结构域和由结合FZD4的两个Fab片段组成的FZD4结合结构域的构造，其中，结合结构域

位于Fc结构域的相对的末端，产生特别稳定且同质的分子，该分子具有出乎意料高水平的

在内皮细胞中的Wnt‑β连环蛋白信号通路激活，从而转化为增强的屏障功能和降低的血管

通透性(图11)。实质上，本文所述的FZD4激动剂起到诺里蛋白和Wnt7a/b模拟分子的作用。

[0023] 本发明还包括使用本文所述的FZD激动剂的方法。本文描述的是使用本发明的四

价结合抗体分子激活Wnt信号通路(例如Wnt/β‑连环蛋白信号通路)的方法，预期该方法促

进细胞上FZD受体和Wnt共受体(例如，FZD1、FZD2、FZD3、FZD4、FZD5、FZD6、FZD7、FZD8、FZD9

和FZD10受体中的一种以上以及RP5和/或LRP6共受体)的接近，其中，FZD激动剂与FZD受体

和LRP5和/或LPR6共受体的结合激活Wnt信号通路。

[0024] 血视网膜屏障(BRB)的形成和视网膜血管生成需要由配体诺里蛋白(NDP[诺里病

蛋白])、受体FZD4、共受体LRP5和TSPAN12(四次跨膜蛋白12)诱导的β连环蛋白信号传导。因

此，本发明的一个方面为通过用有效量的本发明的四价FZD4激动剂处理眼组织(例如视网

膜组织)来促进和/或维持视网膜脉管系统屏障功能和血管生成的方法。

[0025] 此外，本发明的一个方面为通过用有效量的本文所述的四价FZD4激动剂处理BRB

或BBB脉管系统来促进、恢复和/或维持BRB和BBB功能的方法。本发明的另一方面为通过向

患有病症或病况的受试者施用有效量的本发明的FZD4激动剂来治疗该受试者的方法，所述

病症或病况的特征在于视网膜或脑血管生成缺陷，所述视网膜或脑血管生成缺陷的特征在

于内皮细胞屏障功能降低导致血管渗漏。本发明的另一方面为用于治疗或预防病症或病况

的FZD4/LRP5四价结合抗体分子或药物组合物，所述病症或病况的特征在于视网膜或脑血

管生成缺陷，和/或特征在于内皮细胞屏障功能降低和/或血管渗漏。本发明的另一方面为

治疗或预防病症或病况的方法，所述病症或病况的特征在于视网膜或脑血管生成缺陷和/

或内皮细胞屏障功能降低和/或血管渗漏，所述方法包括向有需要的人施用治疗有效量的

本文所述的FZD4/LRP5四价结合抗体分子。本发明的另一方面是FZD4/LRP5四价结合抗体分

子在制备用于治疗或预防病症或病况的药物中的应用，所述病症或病况的特征在于视网膜

或脑血管生成缺陷和/或内皮细胞屏障功能降低和/或血管渗漏。此类病症或病况包括眼部

疾病，包括但不限于视网膜或黄斑疾病。此类视网膜或黄斑疾病包括但不限于糖尿病性视

网膜病、早产儿视网膜病、Coats病、FEVR、诺里病、黄斑变性、糖尿病性黄斑水肿和儿童玻璃

体视网膜病。本发明的实施方式中包括的另外的病症或病况包括但不限于阿尔茨海默氏

病、癫痫、多发性硬化症、局部缺血和中风。

[0026] 本发明的一个实施方式包括通过促进整个类器官的脉管系统网络的屏障功能来

产生血管化的脑的类器官的方法，由此使用有效量的本文所述的四价FZD4激动剂模拟血脑

屏障功能。

[0027] 此外，本发明的一个实施方式为通过向患有胃肠道病症的受试者施用有效量的本

发明的药物组合物(例如包含FZD5激动剂的组合物)来治疗此类受试者的方法，所述受试者

包括患有全部肠或部分肠的炎症(也称为炎症性肠病)的受试者。炎症性肠病的示例包括但

不限于克罗恩病和溃疡性结肠炎。

[0028] 此外，本发明的一个实施方式为通过在有效量的本发明的四价结合抗体分子的存

在下培养iPS或其他多能干细胞(PSC，pluripotent  stem  cell)来使这些细胞向各种谱系
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定向分化的方法。

[0029] 本文还描述了用于制备本发明的四价结合抗体分子的方法。

[0030] 本发明的模块化方面允许在Fc结构域的相对的末端上混合和匹配来源于FZD结合

抗体和LRP5/6结合抗体的结合结构域，以产生可以结合FZD‑LRP5/6共受体复合物来选择性

激活Wnt信号传导的四价结合抗体分子。本文所述的用于激活Wnt信号通路的四价结合抗体

分子的模块性和有效性与现有技术中描述的Wnt替代物形成对比，所述Wnt替代物由单价

FZD和Wnt共受体结合配体组成、或由结合配体不连接到Fc结构域的相对两端的FZD和Wnt共

受体结合配体组成。

附图说明

[0031] 图1A和图1B：单点ELISA。从已知FZD4结合抗体5044的亲和力成熟文库中分离的

FZD4结合抗体结合与它们的亲本抗体竞争的FZD4位点(图1A)，从已知FZD4结合抗体5027的

亲和力成熟文库中分离的FZD4结合抗体结合与它们的亲本抗体竞争的FZD4位点(图1B)。通

过添加1M  H3PO4来终止反应，并在微量滴定板读数器中以分光光度法在450nm处测量吸光

度；白色＝BSA；黑白条纹＝Fc；灰色＝FZD4+封闭抗体；黑色＝FZD4。

[0032] 图2：FZD4抗体的表位作图。FZD4与5027和5044具有重叠的表位。泛FZD结合剂5016

为阳性对照，其显示除“FZD4_Swap10”之外的抗原具有功能。FZD4特异性抗体5027和5044均

不能结合“FZD4  Swap  7”，表明这些分子与FZD  ECD的此区域结合。

[0033] 图3A：尺寸排阻色谱(SEC)。FZD4抗体与曲妥珠单抗(Trastuzumab)相比的分析。使

用280nM处的吸光度监测蛋白质洗脱。

[0034] 图3B：ELISA特异性。针对FZD4以及针对FZD1和FZD10(与FZD4最密切相关的两个

FZD家族成员)确定的FZD4抗体的测量。通过添加1M  H3PO4来终止反应，并在微量滴定板读数

器中以分光光度法在450nm处测量吸光度。

[0035] 图4：靶向LRP5的合成抗体的噬菌体克隆ELISA。结果表明合成抗体与LRP5结合。在

微量滴定板读数器中以分光光度法在450nm处测量吸光度；灰色＝BSA；浅灰色＝his‑Fc；深

灰色＝LRP5。

[0036] 图5A和5B：靶向LRP6的合成抗体的噬菌体克隆ELISA。结果表明合成抗体与LRP6结

合。在微量滴定板读数器中以分光光度法在450nm处测量吸光度；黑色＝BSA；灰色＝Fc；浅

灰色＝LRP6‑Fc。

[0037] 图6：四价结合抗体分子的形式。显示的是：双抗体‑Fc‑双抗体形式，其具有在Fc结

构域的N末端的单特异性FZD结合双抗体以及在Fc结构域的C末端的双特异性LPR5/6结合双

抗体；双抗体‑Fc‑scFv形式，其具有N末端的双特异性LPR5/6结合双抗体和C末端的两个FZD

结合scFv；IgG‑双抗体形式，其具有形成N末端结合结构域的两个FZD结合Fab和形成C末端

结合结构域的双特异性LRP5/6结合双抗体；IgG‑scFv形式，其具有形成N末端结合结构域的

两个FZD结合Fab和形成C末端结合结构域的两个LRP5/6结合scFv；以及双抗体‑Fc‑Fab形

式，其具有形成N末端结合结构域的双特异性LRP5/6结合双抗体和形成C末端结合结构域的

两个FZD结合Fab，其中，所述Fab通过Fab重链可变区与Fc结构域的CH3连接。特别考虑的是，

在替代性的双抗体‑Fc‑Fab形式中，Fab通过Fab轻链可变区与Fc结构域的CH3连接。四价分

子的各个结构域(VL、VH、CH1、CH2、CH3、CL1和Fc)通过接头(例如肽接头)连接。Fc结构域由

说　明　书 6/111 页

17

CN 116917332 A

17



臼(Hole)构建体Fc区和杵(Knob)构建体Fc区的CH2和CH3结构域二聚化形成。四价分子的各

个结构域(VL、VH、CH1、CH2、CH3、CL1和Fc)通过接头(例如肽接头)连接。

[0038] 图7：具有双抗体‑Fc‑Fab形式的FZD4激动剂。双抗体‑Fc‑Fab形式，其具有形成二

价双特异性N末端LRP5结合结构域的双特异性LRP5结合双抗体、形成二价单特异性C末端

FZD4结合结构域的两个FZD4结合Fab以及Fc区，所述Fc区具有因氨基酸突变(例如N297G

(NG)和D265A(DANG)变体)而减弱的效应子功能。四价分子的各个结构域(VL、VH、CH1、CH2、

CH3、CL1和Fc)通过接头(例如肽接头)连接。

[0039] 图8：具有双抗体‑Fc‑Fab形式的FZD4激动剂(ANT)以高选择性结合FZD4。图8A描绘

了通过生物膜干涉测量法(BLI)测定的FZD4激动剂针对10个FZD中的9个FZD的重组胞外结

构域(ECD)的表观选择性。图8B表明FZD激动剂不识别常见的非特异性抗原。测试FZD激动剂

在100nM下与一组抗原的结合，如“Mouquet等，Polyreactivity  increases  the  apparent 

affinity  of  anti‑HIV  antibodies  by  heteroligation.Nature.2010年9月；467(7315):

591‑595 .DOI:10 .1038/nature09385 ,PMC3699875”和“Jain  T .等，Biophysical 

properties  of  the  clinical‑stage  antibody  landscape .Proceedings  of  the 

National  Academy  of  Sciences  of  the  United  States  of  America .2017年1月；114

(5):944‑949.DOI:10.1073/pnas.1616408114,PMC5293111”中所述。

[0040] 图9：具有双抗体‑Fc‑Fab形式(具有双特异性LRP结合双抗体和两个FZD4结合Fab)

的FZD4激动剂(ANT)在溶液中是稳定的、单体的。图9A呈现了FZD激动剂与曲妥珠单抗IgG相

比的分析性SEC分析结果。图9B呈现了差示扫描荧光测定的结果，该结果表明双抗体‑Fc‑

Fab形式的FZD4激动剂具有与曲妥珠单抗相似的热变性曲线，而第一代双抗体‑Fc‑双抗体

FZD4形式(CM0199)不够理想。

[0041] 图10：具有双抗体‑Fc‑Fab形式的FZD4‑LRP5特异性FZD4激动剂(ANT)。该形式的

FZD4‑LRP5特异性FZD4激动剂刺激小鼠内皮细胞系(bEND3.1)中的FZD4，并以浓度依赖的方

式导致Axin2(β连环蛋白靶基因)基因转录的增加。

[0042] 图11A和图11B描绘了具有双抗体‑fc‑双抗体形式的FZD4‑LRP5特异性激动剂以抗

VEGF诱导的通透性的机制促进内皮细胞的屏障功能。图11A描绘了bEnd.3细胞连接处的ZO‑

1/CLDN3和ZO‑1/CLDN5免疫荧光定位。在存在或不存在VEGF(100ng/ml)的情况下，用或不用

30nM的F4L5.13(又名CM0199)和诺里蛋白(NDP)处理bEnd.3细胞1小时。从顶行开始向下：NT

(未处理)显示通透性没有变化；VEGF处理bEND3.1细胞导致连接解体，如CLDN3、CLDN5和ZO‑

1的质膜染色丧失所示；用VEGF和FZD4激动剂CM0199(F4L5.13)共同处理细胞导致几乎完全

挽救了单独的VEGF的效果；图11A的最后一行显示用VEGF和NDP共同处理细胞类似地导致几

乎完全挽救了单独的VEGF的效果，这表明本文所述的FZD4激动剂起到诺里蛋白和Wnt7a/b

模拟分子的作用。图11B显示了量化FITC‑葡聚糖穿过单层bEnd .3细胞的跨内皮通透性测

定。在将bEnd .3细胞暴露于100ng/ml  VEGF、30nM  F4L5 .13或它们两者1h之后，或者在用

VEGF预处理1h之后再用F4L5.13处理1h后，测量FITC‑葡聚糖的穿过。数据以平均值±SD呈

现，n＝5个独立实验。显著性通过Bonferroni多重比较检验的单向方差分析来计算(与VEGF

处理相比，*P<0.05)。

[0043] 图12：单点ELISA。FZD5抗体在与从亲和力成熟文库中鉴定的2919重叠的位点结合

FZD5的胞外结构域。新FZD5抗体在与从亲和力成熟文库中鉴定的2919重叠的位点结合
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FZD5。在存在或不存在饱和浓度的2919IgG的情况下，单点ELISA在用人FZD5蛋白的ECD包被

的96孔Maxisorp板上进行。在微量滴定板读数器中以分光光度法在450nm处测量吸光度；白

色带黑色条纹＝BSA；黑色带白色条纹＝Fc；灰色＝FZD5+封闭抗体；黑色＝FZD5。

[0044] 图13：单点ELISA。显示了来自2928亲和力成熟文库的新FZD5抗体选择性结合

FZD5。来自2928亲和力成熟文库的新FZD5抗体选择性结合FZD5。单点ELISA在用人FZD2、

FZD5或FZD8蛋白的ECD包被的96孔Maxisorp板上进行。在微量滴定板读数器中以分光光度

法在450nm处测量吸光度；黑色带白色条纹＝Fc；白色带黑色条纹＝FZD2；灰色＝FZD8；黑色

＝FZD5。

[0045] 图14：荧光素酶测定。泛FZD/LRP6  ANT9和FZD5特异性/LRP6  ANT59激活细胞中的

Wnt信号传导。用不同浓度的FZD激动剂或非靶向对照分子(CM0156)处理TOPFLASH细胞过

夜，使用标准荧光素酶测定法测量TCF/LEF驱动的荧光素酶表达。这两种分子都能够以浓度

响应的方式激活FZD介导的荧光素酶表达。ANT9能够结合10种FZD受体亚型中的7种，产生比

FZD5特异性ANT59更高的最大激活信号。

[0046] 图15：初始形式ANT39和反转形式ANT39i。具有双抗体‑Fc‑Fab形式的FZD4激动剂

ANT39和具有IgG‑双抗体形式(具有形成N末端结合结构域的两个FZD结合Fab和形成C末端

结合结构域的双特异性LRP5/6结合双抗体)和Fc结构域的FZD4激动剂ANT39i。ANT39i的FZD

结合结构域包含与Fc结构域的N末端连接的两个Fab片段，每个Fab结合FZD。LRP5/6共受体

结合结构域与Fc结构域的C末端连接，并由结合共受体上两个不同位点(例如LRP5/6上的

Wnt1位点(E1‑E2)和Wnt3位点(E3‑E4))的双抗体组成。Fab可以特异性地针对特定的FZD(例

如FZD4)或者可以泛特异性地结合超过一种FZD(例如结合FZD4和一种以上其他FZD)。Fc区

可以具有因氨基酸突变(例如N297G(NG)和D265A(DANG)变体)而减弱的效应子功能。四价分

子的各个结构域(VL、VH、CH1、CH2、CH3、CL1和Fc)通过接头例如肽接头连接。

[0047] 图16A描绘了具有双抗体‑Fc‑Fab形式(具有形成二价双特异性N末端LRP5结合结

构域的双特异性LRP5结合双抗体和形成二价单特异性C末端FZD4结合结构域的两个FZD4结

合Fab)的FZD4激动剂ANT39，其中，Fc区具有因氨基酸突变(N297G和D265A(DANG)变体或

L234A、L235A、P331S(LALAPS)变体)而减弱的效应子功能，Fc区还包含杵臼异二聚化变体

Merrimack、Merchant或Merchant  S:S(如WO2018/026942A1中所述的Merrimack  CH3突变，

如“Merchant  A .M .等，Nature  Biothechnology，1998，第16卷，第677‑681页”中所述的

Merchant  CH3突变)。图16A按出现顺序分别公开了SEQ  ID  NO：886、892、891、886、892、891、

886、892、891、886、892和891。图16B描绘了FZD4激动剂ANT39i，其具有IgG‑Fc‑双抗体形式

(具有连接到Fc结构域的N末端的两个Fab片段(每个Fab结合FZD)和连接到Fc结构域的C末

端的LRP5/6共受体结合结构域(由结合共受体上的两个不同位点的双抗体组成))和Fc区，

Fc区具有由于DANG或LALAPS变体以及Merrimack、Merchant或Merchant  S:S异二聚化变体

而减弱的效应子功能。图16B按出现顺序分别公开了SEQ  ID  NO：891、886、891、886、891、

886、891和886。

[0048] 图17：ANT39变体的热稳定性。图17呈现了差示扫描荧光测定实验的结果，该结果

表明FZD4激动剂ANT39的LALA变体(ANT39  LALA)相对于亲本ANT39(在Fc中含有DANG突变)

具有改善的热稳定性。具体地，LALA变体显示出改善的热稳定性，其更接近含有与ANT相同

的杵/臼Fc突变的曲妥珠单抗变体的曲线。
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[0049] 图18：具有双抗体‑Fc‑Fab形式的FZD4激动剂ANT42。FZD4激动剂ANT42具有形成二

价双特异性N末端LRP5结合结构域的双特异性LRP5结合双抗体和形成二价单特异性C末端

FZD4结合结构域的两个FZD4结合Fab，其中，Fc区具有因氨基酸突变(N297G和D265A(DANG)

变体或L234A、L235A、P331S(LALAPS)变体)而减弱的效应子功能，Fc区还包含杵臼异二聚化

变体Merrimack、Merchant或Merchant  S:S(如WO2018/026942A1中所述的Merrimack  CH3突

变，如“Merchant  A.M.等，Nature  Biothechnology，1998，第16卷，第677‑681页”中所述的

Merchant  CH3突变)。FZD4激动剂ANT42i，其具有IgG‑Fc‑双抗体形式(具有与Fc结构域的N

末端连接的两个Fab片段(每个Fab结合FZD)以及与Fc结构域的C末端连接的LRP5/6共受体

结合结构域(由结合共受体上两个不同位点的双抗体组成))和Fc区，所述Fc区具有由于

DANG或LALAPS变体以及Merrimack、Merchant或Merchant  S:S异二聚化变体而减弱的效应

子功能。图18按出现顺序分别公开了SEQ  ID  NO：886、892、891、891、886、886、892、891、891、

886、886、892、891、891、886、886、892、891、891和886。

[0050] 图19：测试抗体形式的FZD激动作用。A)测试双抗体‑Fc‑双抗体、VH和VL的FZD或

LRP结合可变结构域；B)双抗体‑Fc‑scFv；C)scFv‑Fc‑双抗体；D)scFv‑Fc‑scFv；E)IgG‑双抗

体；F)IgG‑scFv；G)双抗体‑Fc‑Fab；H)双抗体‑CH3‑双抗体；I)Fab‑双抗体。在图19中，分子B

至F、H至I包含N末端的结合LRP的可变结构域和C末端的结合FZD的可变结构域。在图19中，

分子G包含在N末端的结合FZD的可变结构域和在C末端的结合LRP的可变结构域。这些标有*

的抗体形式使用杵臼Fc进行了测试。

[0051] 图20：多种抗体结构能够引发有效的FZD激动作用。靶向泛FZD和LRP6的互补位以

表14中描述的各种排列进行配置。由两位不同的科学家以盲法在表达TOPFLASH报告基因的

野生型HEK细胞上测定每种抗体对经典Wnt通路的刺激。数据以平均值±SD呈现，代表4个不

同的实验。

[0052] 图21：各种FZD激动剂形式的表达滴度。各种FZD激动剂形式在HEK细胞中表达，通

过蛋白A色谱分析法纯化，根据在280nm处的吸光度测定表达滴度。FZD激活的EC50由两位不

同的科学家以盲法在表达TOPFLASH报告基因的野生型HEK细胞上测定。

[0053] 图22：类器官活力测定。小鼠小肠类器官在1μM  LGK‑974存在下生长以阻断内源性

Wnt分泌，并按指示用PBS、Wnt3a条件培养基或FLAg分子进行处理。左图：来自n＝3个独立实

验的代表性图像。右图：通过CellTiter‑Glo荧光测定对类器官活力的定量。条形代表3个独

立实验的平均值+/‑标准差。

[0054] 图23：小鼠结肠组织学。DSS处理周期(7天2％DSS，3天0.5％DSS)后小鼠结肠的组

织学表现，其中，在第4天和第7天腹膜内注射对照IgG或ANT59(10mg/kg)。(A)在20倍放大倍

数下捕获的图像，其显示了整体结构。(B)在100倍下捕获的图像，其显示了ANT59处理对粘

膜完整性的挽救。

[0055] 图24：(A)在整个DSS处理周期(7天2％DSS，3天0.5％DSS)中小鼠体重的变化，其

中，在第4天和第7天腹膜内注射对照CM0156、泛FZD激动剂或ANT59(10mg/kg)。(B)左图：每

个处理组6至8只小鼠的结肠解剖的代表性图像，以厘米为单位进行比较。右图：每个处理组

的结肠长度，条形代表平均结肠长度+/‑S.D。并显示了单个数据点。***表示单向方差分析

中p<0.0001，H2O表示普通水(无DSS)。

[0056] 图25：FZD5/LRP6  ANT的表征。ANT在HEK细胞中表达，通过蛋白A色谱分析法纯化，
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根据280nm处的吸光度测定表达滴度。使用生物膜干涉测量法测定每个分子针对重组Fc融

合的人FZD5的表观亲和力(整体亲合力(avidity))，并测量针对其他人FZD的选择性。在过

表达FZD5的FZD(1、2、4、5、7)敲除的HEK293细胞中激活LEF/TCF报告基因的剂量响应曲线。

将细胞接种在96孔培养皿中24小时，然后按指示处理17小时。使用双荧光素酶报告基因检

测系统(Promega)评估报告基因激活。数据以技术重复的平均值±SD呈现，代表n＝3个独立

实验。

具体实施方式

[0057] 本文描述的是四价结合抗体分子，其包含具有或不具有效应子功能的Fc结构域、

二价FZD结合结构域和二价LRP结合结构域，其中，所述结合结构域与Fc结构域相对的末端

连接。在一个实施方式中，FZD结合结构域与Fc区的羧基末端连接，LRP共受体结合结构域与

Fc结构域的氨基末端连接。或者，FZD结合结构域与Fc区的氨基末端连接，共受体结合结构

域与Fc结构域的羧基末端连接。结合结构域可以直接与Fc结构域连接或通过接头与Fc结构

域连接。FZD结合结构域可以结合一种或超过一种FZD受体(即FZD1、FZD2、FZD3、FZD4、FZD5、

FZD6、FZD7、FZD8、FZD9和FZD10中的一种以上)。

[0058] 在本发明的一个实施方式中，FZD结合结构域是二价的并包含结合FZD的双抗体或

scfv、VHH片段或Fab片段或它们的组合；共受体结合结构域是二价的并包含结合LRP5/6共

受体的双抗体或VHH片段、Fab或scFv或它们的组合。在本发明的一个实施方式中，FZD结合

结构域与Fc结构域的羧基末端连接，并包含结合FZD的两个scfv、两个VHH片段、两个Fab片

段或双抗体；共受体结合结构域与Fc结构域的氨基末端连接，并包含结合LRP5/6共受体的

双抗体、两个VHH片段或两个scFv。当与Fc结构域的羧基末端连接时，FZD结合Fab通过Fab的

重链可变区或轻链可变区与Fc结构域的CH3连接。在其他实施方式中，FZD结合结构域与Fc

结构域的氨基末端连接并由两个Fab组成，LRP5/6共受体结合结构域与Fc结构域的羧基末

端连接并由结合共受体的双抗体或两个scFv组成。

[0059] 图6显示了本发明的双抗体‑Fc‑scFv形式的四价结合抗体分子，其具有LRP5/6共

受体结合结构域、Fc结构域和FZD结合结构域。双抗体‑Fc‑sFv包含：(i)Fc结构域，(ii)与Fc

结构域的N末端连接的双特异性双抗体，其结合共受体上的两个不同位点(例如LRP5/6上的

Wnt1位点(E1‑E2)和LRP5/6上的Wnt3位点(E3‑E4))，以及(iii)FZD结合结构域，其包含与Fc

结构域的羧基末端连接的两个FZD结合scFv片段。scFv可以是针对特定FZD(例如FZD4)特异

性的，或者可以是泛特异性的(与超过一种FZD结合(例如与FZD4和一个以上其他FZD结合)。

[0060] 本发明的一个实施方式为双抗体‑Fc‑scFv形式的四价结合抗体分子，其具有：(i)

Fc结构域，(ii)LRP5/6共受体结合结构域，其包含结合共受体上两个不同位点(例如LRP5/6

上的Wnt1位点(E1‑E2)和LRP5/6上的Wnt3位点(E3‑E4))的双特异性双抗体，其中所述双抗

体与Fc结构域的氨基末端连接，以及(iii)FZD结合结构域，其与Fc结构域的羧基末端连接

并包含各自结合FZD的两个scFv片段。scFv可以是针对FZD特异性的，或者可以是泛特异性

的(与FZD和一种以上其他FZD结合)。

[0061] 图6还显示了本发明的IgG‑双抗体形式的四价结合抗体分子，其具有：(i)Fc结构

域，(ii)FZD结合结构域，其包含与Fc结构域的N末端连接的两个Fab片段，每个Fab结合FZD，

以及(iii)与Fc结构域的C末端连接的LRP5/6共受体结合结构域，其由结合共受体上两个不

说　明　书 10/111 页

21

CN 116917332 A

21



同位点(例如LRP5/6上的Wnt1位点(E1‑E2)和Wnt3位点(E3‑E4))的双抗体组成。Fab可以是

针对特定FZD(例如FZD4)特异性的，或者可以是泛特异性的(与超过一种FZD结合(例如与

FZD4和一种以上其他FZD结合))。

[0062] 本发明的一个实施方式为IgG‑双抗体形式的四价结合抗体分子，其包含：(i)Fc结

构域，(ii)N末端的FZD结合结构域，其包含两个FZD结合Fab，以及(ii)C末端的LRP5和/或

LRP6共受体结合结构域，其包含LRP5/6共受体结合双抗体。这种IgG‑双抗体形式的FZD激动

剂包含：

[0063] (1)第一重链单体和第二重链单体，其中，每个重链单体包含单链多肽，所述单链

多肽从N末端到C末端包含：

[0064] (a)结合FZD的重链可变结构域(VH)，其连接至如下(b) ,

[0065] (b)重链恒定区结构域1(CH1结构域)，其连接至如下(c) ,

[0066] (c)Fc区(或包含重链恒定结构域3(CH3结构域)的Fc区的片段)，其连接至如下

(d) ,

[0067] (d)包含结合LRP5/6共受体的VH的肽，所述结合LRP5/6共受体的VH与结合LRP5/6

共受体的轻链可变结构域(VL)连接，以及

[0068] (2)第一轻链单体和第二轻链单体，每个轻链单体从N末端到C末端包含与轻链恒

定结构域1(CL1结构域)连接的结合FZD的VL。

[0069] 第一重链单体和第二重链单体通过它们的Fc区或Fc区的片段二聚化。结合LRP5/6

的VH和VL之间的接头的长度促进第一重链单体的VH和VL与第二重链单体的VL和VH配对，从

而形成LRP5/6共受体结合双抗体。FZD结合Fab通过如下形成：每个重链单体与轻链单体配

对，使得每个重链单体的VH(结合FZD4)和CH1与轻链单体的VL(结合FZD4)和CL1配对。在该

IgG‑双抗体形式中，Fab在Fc结构域的N末端形成FZD4结合结构域，双抗体在Fc结构域的C末

端形成共受体结合结构域。Fab可以是针对一种FZD(例如FZD4或FZD5)特异性的，或者可以

是泛特异性的(与超过一种FZD结合(例如，与FZD4和/或FZD5结合，以及在一些情况下与更

多种的FZD结合))。Fc区可以通过杵臼构造二聚化。通过杵臼构造使肽二聚化的方法描述于

“WO2018/026942，发明人Van  Dyk等”、“Carter  P.(2001)J.Immunol.Methods  248,7‑15”、

“Ridgway等，(1996)Protein  Eng.9,617‑621”、“Merchant等，(1998)Nat.Biotechnol.16,

677‑681”以及“Atwell等,(1997)J.Mol.Biol.270,26‑35”中。Fc区可以是Merrimack(杵链：

Q347M、Y349F、T350D、T366W和L368M；臼链：S354I、E357L、T366S、L368A和Y407V)、Merchant

(杵链：T366W；臼链：T336S、L368A和Y407V)或Merchant  S:S(杵链中有额外S354C变体和臼

链中有Y349C变体的Merchant突变)。Fc区还可以含有改变它们的效应子功能的突变，例如，

Fc区可以具有因氨基酸突变(例如DANG变体和LALAPS变体)而减弱的效应子功能。

[0070] 尽管在图6中，在IgG‑双抗体形式中形成双抗体的肽通过它们的VH结构域以VH‑VL

方向(N末端至C末端)连接至Fc结构域的C末端，但在一些实施方式中，形成双抗体的肽通过

它们的VL结构域以VL‑VH方向(N末端至C末端)与Fc结构域的C末端连接。以及，尽管重链被

描述为包含VH结构域和与Fc结构域的N末端连接的CH1结构域、轻链被描述为包含VL结构域

和CL1结构域以形成Fab，但在一些实施方式中(图6和图7A中的双抗体‑Fc‑Fab)，双抗体融

合到Fc的N末端，Fab融合到Fc的C末端。为此，Fc的CH3结构域通过它的VH结构域(VH‑CH1)直

接融合到Fab的重链，或通过它的VL结构域(VL‑CL)直接融合到轻链，其中，轻链和重链仍然
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缔合以形成Fab。

[0071] 图6显示了双抗体‑Fc‑Fab构造的四价结合抗体分子，其具有形成N末端结合结构

域的二价双特异性LRP5/6结合双抗体和形成C末端结合结构域的两个FZD结合Fab。Fab可以

是针对特定的FZD(例如FZD4)特异性的，或者可以是泛特异性的(与超过一种FZD结合(例如

与FZD4和一种以上其他FZD结合))。另外，参见图7A，图7A显示了双抗体‑Fc‑Fab形式的四价

结合抗体分子，其具有杵臼(KiH)构造的Fc和形成N末端结合结构域的二价双特异性LRP5结

合双抗体，以及形成C末端结合结构域的两个FZD4结合Fab。尽管图6和7A显示了Fab通过Fab

的可变重链结构域(VH)与Fc结构域的CH3连接(在C末端)，但特别预期在替代性的双抗体‑

Fc‑Fab形式中，Fab通过Fab的可变轻结构域(VL)与Fc结构域的CH3连接。四价分子的各个结

构域(VL、VH、CH1、CH2、CH3、CL1和Fc)通过接头(例如肽接头)连接。

[0072] 另外，本发明的一个实施方式为双抗体‑Fc‑Fab形式的四价结合抗体分子，其包

含：(i)Fc结构域，(ii)N末端结合结构域，其包含结合共受体(例如，LRP5和/或LRP6共受体)

的双抗体，以及(ii)C末端结合结构域，其包含两个结合一种以上FZD(例如FZD4或FZD5)的

Fab。该双抗体‑Fc‑Fab形式的FZD激动剂包含：

[0073] (1)第一重链单体和第二重链单体，其中，每个重链单体包含单链多肽，所述单链

多肽从N末端到C末端包含：

[0074] (a)包含结合LRP5/6共受体的重链可变(VH)结构域和结合LRP5/6共受体的轻链可

变(VL)结构域的肽，其连接至如下(b) ,

[0075] (b)Fc区(或包含重链恒定结构域3(CH3结构域)的Fc区的片段)，其连接至如下(c)

[0076] (c)结合FZD的VH结构域，其连接至如下(d) ,

[0077] (d)CH1结构域，以及

[0078] (2)第一轻链单体和第二轻链单体，每个轻链单体从N末端到C末端包含结合FZD的

VL结构域和轻链恒定结构域1(CL1)。

[0079] 第一重链单体和第二重链单体通过Fc区或Fc区的片段二聚化，二价LRP5/6结合双

抗体通过第一重链单体的结合LRP5/6的VH结构域和VL结构域与第二重链单体的结合LRP5/

6的VL结构域和VH结构域的配对而形成。两个FZD结合Fab通过每个重链单体与轻链单体的

配对(使得轻链单体的VL(结合FZD)和CL1与每个重链单体的VH(结合FZD)和CH1配对)形成。

在该双抗体‑Fc‑Fab形式中，双抗体在四价结合抗体分子的氨基末端形成LRP5/6共受体结

合结构域，两个Fab在四价结合抗体分子的C末端形成FZD结合结构域。Fc区可以通过杵臼构

造二聚化。

[0080] 通过杵臼构造使肽二聚化的方法描述于“WO2018/026942，发明人Van  Dyk等”、

“Carter  P.(2001)J.Immunol.Methods  248,7‑15”、“Ridgway等，(1996)Protein  Eng .9,

617‑621”、“Merchant等，(1998)Nat .Biotechnol .16 ,677‑681”以及“Atwell等,(1997)

J .Mol .Biol .270 ,26‑35”中。Fc区可以是Merrimack(杵链：Q347M、Y349F、T350D、T366W和

L368M；臼链：S354I、E357L、T366S、L368A和Y407V)、Merchant(杵链：T366W；臼链：T336S、

L368A和Y407V)或Merchant  S:S(杵链中有额外S354C变体和臼链中有Y349C变体的

Merchant突变)。Fc区还可以含有改变它们的效应子功能的突变，例如，Fc区可以具有因氨

基酸突变(例如DANG变体和LALAPS变体)而减弱的效应子功能。

[0081] 尽管在图6和7A中，在双抗体‑Fc‑Fab形式中形成双抗体的肽通过它们的VL结构域
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与Fc结构域连接，因此为VH‑VL方向(从N末端到C末端)，但在一些实施方式中，可以转换方

向使得形成双抗体的肽通过它们的VH结构域与Fc结构域的N末端连接，因此为VL‑VH方向

(从N末端到C末端)。此外，尽管双抗体‑Fc‑Fab形式中的重链被描述为包含VH结构域和CH1

结构域，该重链与包含VL和CL1结构域的轻链配对以形成Fab，但还预期在一些实施方式中，

可变结构域和恒定结构域被转换，使得重链包含VL结构域和CL1结构域，轻链包含VH结构域

和CH1结构域，重链和轻链仍然配对以形成Fab。

[0082] 在本发明的一个实施方式中，FZD结合结构域的结合部分来源于特异性结合一种

FZD(例如FZD4或FZD5)或者泛特异性地与特定FZD(例如FZD4或FZD5)和一种以上另外的FZD

受体相互作用的抗体或抗体片段(FZD源抗体)，共受体结合结构域包含来源于结合LPR5和/

或LRP6的抗体或抗体片段(LPR5/6共受体源抗体)的结合部分。在本发明的一个实施方式

中，FZD结合抗体结合FZD受体的胞外富含半胱氨酸结构域(CRD)。结合FZD的抗体可以为结

合FZD受体并拮抗Wnt信号传导或抑制Wnt配体与FZD受体结合的抗体。结合FZD的抗体可以

为结合FZD受体但不拮抗或不抑制Wnt配体与FZD受体结合的抗体。结合FZD的抗体可以为结

合FZD并增强Wnt信号传导的抗体。结合LRP5/6共受体的抗体可以为结合LRP5/6共受体并拮

抗Wnt信号传导或抑制Wnt配体与共受体结合的抗体，或结合LRP5/6共受体的抗体，可以为

结合共受体但不拮抗Wnt或诺里蛋白信号传导或不抑制Wnt或诺里蛋白配体与共受体结合

的抗体。

[0083] 在本发明的一个实施方式中，LRP5/6共受体结合结构域结合共受体上的单表位

(例如LRP5/6的结合Wnt1相互作用结构域的表位(E1‑E2)或结合Wnt3相互作用结构域的表

位(E3‑E4))。在本发明的一个实施方式中，LRP5/6共受体结合结构域结合共受体内的两个

表位，例如LRP5/6的结合Wnt1相互作用表位(E1‑E2)的互补位和结合Wnt3表位(E3‑E4)的互

补位。在本发明的一个实施方式中，多价结合分子包含Fc结构域，其中Fc结构域为包含CH3

结构域的免疫球蛋白或免疫球蛋白片段的Fc结构域。在本发明的一个实施方式中，免疫球

蛋白为IgG。在本发明的一个实施方式中，IgG为IgG1。

[0084] 在本发明的一个实施方式中，LRP5/6结合结构域包含双抗体，所述双抗体包含两

个肽，所述两个肽各自包含结合LRP5/6的重链可变结构域(VH)，所述重链可变结构域与结

合LRP5/6的轻链可变结构域(VL)连接，其中，结合结构域通过如下形成：来自一个肽的VH和

VL与来自另一个肽的VL和VH配对从而形成LRP5/6结合结构域。

[0085] 在本发明的四价结合抗体分子中，两个结合结构域均为二价的，二价结合结构域

中的一个或两个可以是针对各自的FZD受体(例如FZD4或FZD5)或LRP5/6共受体双特异性

的。例如，结合分子可以包含二价的和单特异性的FZD结合结构域(每个结合位点结合相同

的表位)，LRP  5/6结合结构域是二价的和双特异性的，其结合两个不同的表位(LRP5/6胞外

结构域上的Wnt1位点(E1‑E2)和Wnt3位点(E3‑E4))。在本发明的一个实施方式中，两个结合

结构域均为二价的和双特异性的，每个结合结构域结合它们各自的靶FZD受体或LRP  5/6共

受体上的两个不同表位。

[0086] 本发明的四价分子的FZD结合结构域的VH和VL结构域可以包含FZD源抗体(例如表

1、表2或表6的FZD4或FZD5结合抗体)的三个轻链CDR和三个重链CDR，或者与FZD源抗体(例

如表1、表2或表6的FZD4抗体)的CDR具有至少50％、至少55％、至少60％、至少75％、至少

80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％的同一性、
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并且仍然保留与FZD或FZD5受体(与源抗体结合)的结合性的三个轻链CDR和三个重链CDR。

[0087] 本发明的四价分子的LRP5/6共受体结合结构域的VH和VL结构域可以包含LRP5/6

共受体源抗体(例如表3、表4或表6的LRP5/6结合抗体)的三个轻链CDR和三个重链CDR，或者

与Wnt共受体源抗体(例如表3、表4或表6的LRP5/6结合抗体)的VH和VL具有至少50％、至少

55％、至少60％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、

至少98％或至少99％的同一性、并且仍然结合LRP5/6共受体的三个轻链CDR和三个重链

CDR。

[0088] 在本发明的一个实施方式中，本发明的四价结合分子的FZD结合结构域结合FZD4

(FZD4激动剂)或结合FZD5(FZD5激动剂)或结合FZD4和/或FZD5和一种以上其他FZD(泛FZD

激动剂)，并包含：

[0089] 表1、表2或表6的抗体的CDR‑H1、CDR‑H2和CDR‑H3以及CDR‑L1、CDR‑L2和CDR‑L3，或

与表1、表2或表6的抗体的CDR‑H1、CDR‑H2和CDR‑H3以及CDR‑L1、CDR‑L2和CDR‑L3具有至少

50％、至少55％、至少60％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％或至少99％的同一性、并且仍然结合FZD4或FZD5的CDR；

[0090] FZD4激动剂或FZD5激动剂或泛FZD激动剂的LRP5/6结合结构域包含：

[0091] 表3、表4或表6的抗体的CDR‑H1、CDR‑H2和CDR‑H3以及CDR‑L1、CDR‑L2和CDR‑L3，或

与表3、表4或表6的抗体的CDR‑H1、CDR‑H2和CDR‑H3以及CDR‑L1、CDR‑L2和CDR‑L3具有至少

50％、至少55％、至少60％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％或至少99％的同一性、并且仍然然结合LRP5或LRP6的CDR。

[0092] 在一个实施方式中，四价结合抗体分子的FZD结合结构域不包含与Wnt共受体结合

结构域组合的双抗体、scFv或Fab，所述双抗体、scFv或Fab包含FZD4结合抗体5044的三个重

链CDR或三个轻链CDR，所述Wnt共受体结合结构域包含如下双抗体、scFv或Fab：所述双抗

体、scFv或Fab包含LRP6结合抗体2542和/或LRP6结合抗体2539的三个重链CDR和三个轻链

CDR。在一个实施方式中，四价结合分子不包含与Wnt共受体结合结构域组合的双抗体、scFv

或Fab，所述双抗体、scFv或Fab包含FZD4结合抗体5027的三个重链CDR和三个轻链CDR，所述

Wnt共受体结合结构域包含如下双抗体、scFv或Fab：所述双抗体、scFv或Fab包含LRP6结合

抗体2542和/或LRP6结合抗体2539的三个重链CDR和三个轻链CDR。

[0093] 此外，本发明的一个实施方式为编码本文所述的四价结合分子的核酸分子。本发

明的一个实施方式为编码本文所述的四价结合分子的多肽的核酸分子，所述四价结合分子

的多肽包含表1、2、3、4、6中所示的重链CDR和轻链CDR。此外，本发明的一个实施方式为编码

图7A和7B的四价结合分子(例如FZD5激动剂或FZD4激动剂)的多肽的核酸分子，所述多肽包

含表6的CDR。此外，本发明的一个实施方式为编码VH结构域和VL结构域的核酸分子，所述VH

结构域和VL结构域分别包含表1、2、3、4和6中所示的重链CDR和轻链CDR。可以将核酸分子插

入载体中并在适当的宿主细胞中表达，然后可以使用本领域熟知的方法从细胞中分离四价

结合抗体分子。因此，本发明的另一个方面为表达盒和载体，其包含编码本文所述的四价结

合分子(例如FZD4或FZD5激动剂)、VL和VH结构域、Fab和双抗体以及本文所述的Fc结构域的

多肽的核酸分子，所述四价结合分子、VL和VH结构域、Fab和双抗体包含表1、2、3、4和6中所

示的CDR。本发明的一个方面为表达这些表达盒和载体的宿主细胞。

[0094] 如本发明中所用，术语“载体”指可被工程改造以含有核酸分子(例如编码本文所
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述的四价结合抗体分子的核酸序列)的核酸递送运载物或质粒。插入多核苷酸后能够表达

蛋白质的载体被称为表达载体。载体可以通过转化、转导或转染插入宿主细胞中，使所携带

的遗传物质能够在宿主细胞中表达。载体为本领域技术人员所熟知，包括但不限于：质粒；

噬菌粒；粘粒；人工染色体，例如酵母人工染色体(YAC)、细菌人工染色体(BAC)或P1来源的

人工染色体(PAC)；噬菌体，例如λ噬菌体或M13噬菌体；以及动物病毒等。动物病毒可以包括

但不限于：逆转录酶病毒(包括慢病毒)、腺病毒、腺相关病毒、疱疹病毒(例如单纯疱疹病

毒)、水痘病毒、杆状病毒、乳头瘤病毒和乳多空病毒(例如SV40)。载体可以含有控制本文所

述的四价结合抗体分子表达的多个组件，所述多个组件包括但不限于：启动子，例如病毒启

动子或真核启动子(例如CMV启动子)；信号肽，例如TRYP2信号肽；转录起始因子、增强子、选

择元件和报告基因。此外，载体还可以含有复制起始位点。

[0095] 如本发明中所用，术语“宿主细胞”指能够导入表达盒和载体的细胞，其包括但不

限于：原核细胞，例如大肠杆菌和枯草芽孢杆菌；真菌细胞，例如酵母和曲霉；昆虫细胞，例

如S2果蝇细胞和Sf9；或动物细胞，包括人类细胞(例如成纤维细胞、CHO细胞、COS细胞、NSO

细胞、HeLa细胞、BHK细胞或HEK293细胞)。

[0096] 本发明的一个实施方式为药物组合物，其包含本文所述的FZD激动剂或编码本文

所述的FZD激动剂的核酸分子、表达盒和载体，以及药学上可接受的媒介物、稀释剂或赋形

剂。药物组合物还可包含另外的药剂，例如第二治疗抗体(例如抗VEGF抗体(阿柏西普

(aflibercept)、雷珠单抗(ranibizumab)和贝伐单抗(bevacizumab))、生长因子(例如

VEGF)或激活Wnt通路的药剂(例如小分子CHIR99021、诺里蛋白或R‑Spondin)、或编码所述

药剂的核酸分子、表达盒和载体。药物组合物可以由或基本上由以下组成：本文所述的FZD

激动剂，或编码FZD激动剂的核酸分子、表达盒或载体，以及药学上可接受的稀释剂、媒介物

或赋形剂。合适的媒介物、稀释剂和赋形剂和他们的制剂描述在“Remington:The  Science 

and  Practice  of  Pharmacy，(第19版)，A.R.Gennaro编辑，Mack  Publishing  Company，宾

夕法尼亚州伊斯顿，1995”中。通常，在制剂中使用适量的药学上可接受的盐以使制剂等渗。

药学上可接受的媒介物的示例包括但不限于盐水、林格氏溶液和葡萄糖溶液。溶液的pH可

以为例如约5至约8、约5至7.5或约6至7。另外的媒介物包括缓释制剂，例如含有激动剂的固

体疏水性聚合物的半透性基质，该基质为成形制品(例如薄膜、脂质体或微粒)的形式。对于

本领域技术人员而言显而易见的是，取决于例如施用途径和所施用的FZD激动剂的浓度，某

些媒介物可以是更优选的。

[0097] 本发明还包括使用本文所述的FZD激动剂的方法。本发明的一个实施方式为用于

激活细胞中Wnt信号通路的方法，该方法包括使具有FZD受体和LRP5/6共受体的细胞与有效

量的本发明的结合FZD(例如FZD4)和LRP5/6的四价结合抗体分子接触，以激活Wnt信号传

导。据报道，诺里蛋白‑FZD4通路在视网膜血管生成中发挥作用(参见Wang等，Cell.2012；

151(6):1332‑1344；Braunger  BM ,Tamm  ER .Adv  Exp  Med  Biol .2012；723:679‑683；

Ohlmann  A,Tamm  ER.Prog  Retin  Eye  Res.2012；31(3):243‑257；以及Ye等，Trends  Mol 

Med.2010；16(9):417‑425)。通过诺里蛋白‑FZD4通路的信号传导对于视网膜脉管系统的发

育和维持是必要的。影响该通路的基因的突变可能导致多种玻璃体视网膜病，例如诺里病、

家族性渗出性玻璃体视网膜病(FEVR)以及假性神经胶质瘤和骨质疏松症综合征。此外，早

产儿视网膜病(ROP)与该诺里蛋白‑FZD4通路的突变有关，已报道在Coats病和持续性胚胎
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血管症(PFV)中有Wnt通路突变。诺里蛋白和/或WNT7A/B激活的FZD4信号传导通路还与CNS

血脑屏障发育和稳态相关。诺里蛋白、FZD4、LRP5、LRP6和共受体四次跨膜蛋白12(Tspan‑

12)的基因消融会导致视网膜和/或小脑血管中的血管生成缺陷和屏障破坏(Cho等，(2017)

Neuron  95,1056‑1073；Zhou等,(2014)J  Clin  Invest  124:3825‑3846)。因此，功能性Wnt

信号传导系统在眼睛和视网膜中的充足的血管和神经网络发育中发挥关键的基础作用以

支持视力，在CNS中的充足的血管和神经网络发育中发挥关键的基础作用以支持BBB的发育

和稳态。

[0098] 本发明的一个方面为通过局部或全身施用有效量的药物组合物处理眼组织(例如

视网膜组织)来促进和/或维持视网膜脉管系统的方法，所述药物组合物包含具有图6所示

结构的本发明的四价抗体分子(例如结合FZD4和LRP5/6的四价抗体分子，FZD4激动剂)。此

外，本发明的一个方面为通过用有效量的本发明的药物组合物(例如，包含具有图6所示结

构的FZD4激动剂的组合物)治疗有需要的受试者来促进和/或维持BBB脉管系统的方法。BBB

在发育过程中启动，它的完整性对于整个生命周期的稳态和神经保护仍然至关重要。有需

要的受试者包括患有与BBB功能障碍相关的神经病症(例如阿尔茨海默氏病等神经退行性

疾病，以及癫痫症、多发性硬化症和中风)的受试者。

[0099] 本发明的另一方面为通过向受试者施用有效量的本发明药物组合物(例如，包含

具有图6所示结构的FZD4激动剂的组合物)来治疗所述受试者的方法，所述受试者患有以血

管渗漏(特别是视网膜血管渗漏)和/或内皮细胞渗漏为特征的病症以及以视网膜或脑内皮

细胞屏障功能降低或BBB或BRB受损为特征的病症，例如，糖尿病性视网膜病、早产儿视网膜

病、Coats病、FEVR、诺里病、黄斑变性、糖尿病性黄斑水肿和儿童玻璃体视网膜病。此类组合

物的有效量为足以例如增加或恢复内皮细胞的屏障功能并由此减少此类受试者中的血管

渗漏的量。受试者可以是胎儿。本发明的FZD4激动剂(特别是双抗体‑Fc‑Fab形式的FZD4激

动剂)激活内皮细胞中的FZD4和β连环蛋白信号传导、促进屏障功能，从而降低内皮细胞通

透性并显著增强血管生成，其中，所述双抗体‑Fc‑Fab形式的FZD4激动剂包含在Fc受体的羧

基末端形成FZD4结合结构域的两个Fab片段和在Fc结构域的氨基末端由双抗体组成的LRP5

和/或LRP6结合结构域(如图6所示)。特别地，用这些FZD4激动剂(优选具有双抗体‑Fc‑Fab

形式的那些FZD4激动剂)在体内、离体或体外处理内皮细胞，远比不具有该结构的其他分子

更有效地增强视网膜脉管系统和/或BRB和BBB的发育和维持。

[0100] 本发明的另一方面为通过向受试者施用有效量的本发明的药物组合物(例如包含

FZD5激动剂的组合物)来治疗患有全部肠或部分肠的炎症(也称为炎症性肠病)的所述受试

者的方法。炎症性肠病的示例包括但不限于克罗恩病和溃疡性结肠炎。此类组合物的有效

量为足以减轻、改善、消除或治疗炎症的量。有需要的受试者包括患有胃肠道粘膜炎症的受

试者。本文公开的方法可被实施以减少炎症(例如，与IBD相关的炎症或受IBD影响的组织

(例如小肠、大肠或结肠等胃肠道组织)中的炎症)、激活WNT信号传导或减轻IBD的任何组织

学症状(例如本文公开的那些)。

[0101] 本发明的FZD激动剂可以全身或局部施用，例如通过注射(例如皮下、静脉内、腹膜

内、鞘内、眼内、玻璃体内等)、植入、局部或口服施用。根据施用途径，FZD激动剂可以被包裹

在材料中以保护激动剂免受可能使激动剂失活的条件的影响。本文所述的四价结合抗体分

子可以溶解在或悬浮在药学上可接受的(优选水性的)媒介物中。此外，包含FZD激动剂的组
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合物可以含有赋形剂(例如缓冲剂、粘合剂、喷射剂、稀释剂、调味剂、润滑剂等)。可以在此

类组合物中使用的赋形剂的广泛列表可以例如来自“A .K i b be ,H a nd bo o k  o f 

Pharmaceutical  Excipients(Kibbe ,2000)”。四价结合抗体分子还可以与免疫刺激物质

(例如细胞因子)一起施用。

[0102] 本发明的一个实施方式包括通过使用本文所述的四价抗体分子来获得具有表现

出屏障功能的血管网络的脑的类器官的方法。预期本文所述的激活FZD4信号传导的四价结

合抗体分子促进用脑的类器官培养的内皮细胞内的屏障功能，从而促进血管生成。

[0103] 本发明的一个实施方式包括用于专能干细胞(multipotent  stem  cell)或多能干

细胞(PSC)或诱导多能干细胞(iPS)的定向分化的方法，其包括在适合定向分化的条件下培

养细胞，其中，所述培养条件还包含有效量的本文所述的四价结合抗体分子。在小鼠和人类

PSC中的研究已经确定了添加可以诱导PSC分化为不同谱系的生长因子(包括Wnt)的特定方

法。包括激活Wnt信号传导的PSC定向分化的方法是本领域已知的，参见例如Lam等，(2014)

Semin  Nephol  34(4)；445‑461；Yucer等，(2017年9月6日)Scientific  Reports7，文章编号

10741。预期本文所述的FZD激动剂(例如FZD4激动剂)可以以足以有效激活Wnt信号通路以

使PSC定向分化为某些中胚层谱系(例如心肌细胞)的量使用(引用Yoon等，FZD4  Marks 

Lateral  Plate  Mesoderm  and  Signals  with  NORRIN  to  Increase  Cardiomyocyte 

Induction  from  Pluripotent  Stem  Cell‑Derived  Cardiac  Progenitors .Stem  Cell 

Reports .2018年1月；10(1):87‑100 .DOI:10 .1016/j .stemcr .2017 .11 .008 .PMID:

29249665)。

[0104] 本发明的一个实施方式为通过向有需要的受试者施用有效量的本文所述的FZD激

动剂激活该受试者中的Wnt信号传导来增强该有需要的受试者中的组织再生的方法。

[0105] 本发明的一个实施方式包括通过施用有效量的本发明的结合FZD4和LPR5/6的四

价结合分子(FZD4激动剂)在有需要的受试者中促进眼组织(例如视网膜组织)中的内皮细

胞屏障功能的方法。在一个特定实施方式中，本发明的结合FZD4的FZD4激动剂和结合LRP5

或/和LRP6的结合结构域具有图6和7中描绘的双抗体‑Fc‑Fab结构。在本发明的一个实施方

式中，用于增强视网膜血管生成的FZD4激动剂包含如表1、2和6所示的FZD4结合抗体和表3、

4和6所示的LRP5/6结合抗体的轻链CDR(即CDR‑L1、CDR‑L2和CDR‑L3)和重链CDR(即CDR‑H1、

CDR‑H2和CDR‑H3)。

[0106] 本文所用的受试者可以为任何动物(例如，哺乳动物)，包括但不限于人、非人灵长

类动物、马、牛、狗、猫、啮齿类动物等。受试者可以为胎儿。通常，受试者是人。

[0107] 用于施用本文所述的FZD激动剂和编码它们的核酸的有效剂量和时间表可以凭经

验确定，做出此类确定在本领域技术范围内。本领域技术人员将理解，必须施用的此类FZD

激动剂的剂量将根据例如将要接受抗体的受试者、施用途径、使用的FZD激动剂的具体类型

和施用的其他药物而变化。选择FZD激动剂的适当剂量的指导可见于关于抗体治疗应用的

文献，例如，Handbook  of  Monoclonal  Antibodies,Ferrone等编辑,Noges  Publications,

Park  Ridge ,N .J .,(1985)第22章和第303至357页；Smith ,Antibodies  in  Human 

Diagnosis  and  Therapy,Haber等编辑,Raven  Press,New  York(1977)第365至389页。施用

组合物的剂量范围为足够大以产生期望的效果(例如促进内皮细胞屏障功能、血管稳态或

增强Wnt信号传导)的那些。剂量不应太大，以免引起不良副作用(例如不希望的交叉反应、
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过敏反应等)。通常，剂量将随着患者的年龄、病况、性别和疾病或病症的程度而变化，并且

可以由本领域技术人员确定。在有任何禁忌症的情况下，剂量可以由特定的医生调整。剂量

可以变化，可以每天施用一剂以上，持续一天或几天。尽管个体需求不同，但载体有效量的

最佳范围的确定在本领域技术范围内。

[0108] 此外，本发明的一个方面为用于制备本文所述的四价结合抗体分子的方法。FZD受

体(例如FZD4)和Wnt共受体LRP5/6的氨基酸序列，和编码FZD受体和Wnt共受体LRP5/6的核

苷酸序列，以及结合FZD(例如FZD4)或Wnt共受体LRP5/6的抗体和抗体文库均易于获得或可

以使用本领域熟知的方法产生(参见例如，美国公开号2015/0232554，发明人Gurney等；美

国公开号2016/0194394，发明人Sidhu等；US20190040144，发明人Pan等；美国公开号2017/

0166636，发明人Wu等；美国公开号2016/0208018，发明人Chen等；美国公开号2016/

0053022，发明人Maceda等；和美国公开号2015/031293，发明人Damelin等)。本领域已知用

于产生和筛选具有期望的结合特性的抗体和抗体片段、scFv、Fab、VL和VH的此类噬菌体展

示文库的多种方法。此类方法例如在“Hoogenboom等，Methods  in  Molecular  Biology 

178:1‑37(O'Brien等编辑,Human  Press,新泽西州托托瓦,2001)”中进行了综述，还在例如

“McCafferty等,Nature  348:552‑554”、“Clackson等，Nature352:624‑628(1991)”、“Marks

等，J .Mol .Biol .222:581‑597(1992)”、“Marks和Bradbury ,Methods  in  Molecular 

Biology  248:161‑175(Lo编辑,Human  Press ,新泽西州托托瓦,2003)”、“Sidhu等，

J.Mol.Biol.338(2):299‑310(2004)”、“Lee等,J.Mol.Biol.340(5):1073‑1093(2004)”、

“Fellouse ,Proc .Natl .Acad .Sci .USA  101(34):12467‑12472(2004)”，以及“Lee等，

J.Immunol.Methods  284(1‑2):119‑132(2004)”中进行了描述，全部通过引用并入本文。在

某些噬菌体展示方法中，通过聚合酶链式反应(PCR)分别克隆VH和VL基因的库

(repertoire)，并在噬菌体文库中随机重组，然后可以筛选抗原结合噬菌体(如“Winter等，

Ann.Rev.Immunol.,12:433‑455(1994)”中所述)。噬菌体通常展示作为单链Fv片段(scFv)

或Fab片段的抗体片段。来自免疫来源的文库提供针对免疫原的高亲和力抗体，而不需要构

建杂交瘤。或者，可以克隆初始库(例如来自人)以提供针对范围广泛的非自身抗原和自身

抗原的单来源的抗体，而无需进行任何免疫(如“Griffiths等，EMBO  J,12:725‑734(1993)”

中所述)。最后，还可以通过克隆来自干细胞的未重排的V基因片段，并使用含有随机序列的

PCR引物以编码高度可变的CDR3区域并在体外完成重排来合成制备初始文库(如

“Hoogenboom和Winter,J.Mol.Biol.,227:381‑388(1992)”所述)。描述人抗体噬菌体文库

的专利公布包括例如，美国专利号5,750,373，以及美国专利公开号2005/0079574、2005/

0119455、2005/0266000、2007/0117126、2007/0160598、2007/0237764、2007/0292936和

2009/0002360，全部通过引用并入本文。在本文中，从人抗体文库分离的抗体或抗体片段被

认为是人抗体或人抗体片段。

[0109] 在本发明的一个实施方式中，双抗体‑Fc‑scFv形式的四价结合抗体分子包含含有

LRP5/6结合双抗体的LRP5/6共受体结合结构域和含有两个FZD结合scFv的FZD结合结构域，

所述四价结合抗体分子通过如下产生：

[0110] (a)选择具有C末端和N末端的Fc结构域；

[0111] (b)鉴定结合FZD受体的抗体(“FZD源抗体”)；

[0112] (c)鉴定结合LRP5/6共受体的抗体(“共受体源抗体”或“LRP5/6源抗体”)；以及
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[0113] (d)产生包含编码多肽单体的核苷酸序列的核酸分子，所述多肽单体包含：

[0114] (i)包含与VH结构域连接的VL结构域的肽，所述结构域包含步骤b的结合FZD受体

的抗体的重链CDR和/或轻链CDR，或包含来源于步骤b的抗体并且仍然结合FZD的重链CDR

和/或轻链CDR，其连接至如下(ii)，

[0115] (ii)步骤a的Fc结构域，其连接至如下(iii)，

[0116] (iii)包含与VH结构域连接的VL结构域的肽，所述肽包含步骤c的抗体的轻链CDR

和/或重链CDR，或包含来源于步骤c的抗体并且仍然结合LRP5/6共受体的CDR，

[0117] (e)表达步骤d的核酸分子以产生多肽单体，然后使多肽二聚化，

[0118] 其中，每个单体的结合FZD的VH和VL形成结合FZD的scFv，一个单体的结合LRP  5/6

共受体的VH结构域和VL结构域与另一单体的结合Wnt共受体的VL和VH结合，形成LRP5/6共

受体结合双抗体，

[0119] 其中，多肽单体通过Fc区二聚化以形成四价结合抗体分子，所述四价结合抗体分

子包含Fc结构域、由两个FZD结合scFv组成的FZD结合结构域，以及由双抗体组成的LRP5/6

共受体结合结构域，并且

[0120] 其中，FZD结合结构域和LRP5/6共受体结合结构域位于Fc结构域的相对的末端。预

期包含结合FZD或LRP的VL结构域和VH结构域的肽可以通过VL结构域或VH结构域与Fc结构

域的N末端或C末端连接，前提为FZD结合结构域和LRP结合结构域位于Fc结构域的相对的末

端。FZD可以为FZD1、FZD2、FZD3、FZD4、FZD5、FZD6、FZD7、FZD8、FZD9和FZD10中的一种以上。

[0121] 在本发明的一个实施方式中，四价结合抗体分子具有与Fc结构域的一个末端连接

的两个FZD结合Fab(例如FZD4结合Fab)，以及与Fc结构域的另一个末端连接的LRP5/6结合

双抗体或两个LRP5/6结合scFv，所述四价结合抗体分子通过如下产生：

[0122] (a)鉴定结合FZD(例如FZD4或FZD5)的抗体(“FZD源抗体”)的轻链互补决定区

(CDR‑L1、CDR‑L2和CDR‑L3)和/或重链互补决定区(CDR‑H1、CDR‑H2和CDR‑H3)；

[0123] (b)鉴定一种以上结合LRP5或LRP6的抗体(“LRP5/6源抗体”)的CDR‑L1、CDR‑L2和

CDR‑L3和/或CDR‑H1、CDR‑H2和CDR‑H3；

[0124] (c)产生编码“重链”多肽的核酸分子，所述“重链”多肽包含：

[0125] (i)包含与VH结构域连接的免疫球蛋白重链恒定区1(CH1结构域)的肽，所述VH结

构域包含步骤a)的抗体的CDR‑H1、CDR‑H2和CDR‑H3，或来源于步骤a)并且仍然结合FZD4的

抗体的CDR‑H1、CDR‑H2和CDR‑H3，其连接至如下(ii)，

[0126] (ii)Fc区，其连接至如下(iii)，

[0127] (iii)包含与VH结构域连接的VL结构域的肽，所述VL结构域包含步骤b)的抗体的

CDR‑L1、CDR‑L2和CDR‑L3，所述VH结构域包含步骤b)的抗体的CDR‑H1、CDR‑H2和CDR‑H3，或

来源于步骤b)的抗体的结合LRP5或LRP6的CDR‑H1、CDR‑H2和CDR‑H3；

[0128] (d)产生包含编码“轻链”多肽的核酸序列的核酸分子，所述“轻链”多肽包含与VL

结构域连接的免疫球蛋白轻链恒定区1(CL1)，其中，所述VL结构域包含步骤a)中的FZD抗体

的轻链CDR‑L1、CDR‑L2和CDR‑L3；以及

[0129] (e)表达(c)和(d)的核酸分子以产生重链多肽和轻链多肽；

[0130] 其中，两个重链多肽通过它们的Fc区二聚化，重链多肽的结合FZD的VH和CH1结构

域与轻链多肽的结合FZD的VL和CL1结构域配对，形成两个FZD  Fab，以及
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[0131] 其中，每个重链多肽中的结合LRP5/6的VH和VL配对以形成结合LRP5/6的scFv，或

者二聚体中的一个重链多肽的结合LRP5/6的VH和VL与二聚体中的另一重链多肽的结合

LRP5/6的VL和VH配对以形成双抗体，从而形成四价结合抗体分子，所述四价结合抗体分子

包含Fc结构域、与Fc结构域的N末端或C末端连接的两个FZD  Fab以及与Fc结构域的另一末

端连接的LRP5/6结合双抗体或两个LRP5/6结合scFv。

[0132] FZD源抗体可以为特异性地结合一种FZD(例如FZD4)的抗体，或者为与FZD(例如

FZD4或FZD5)和一种以上其他FZD受体结合的泛特异性抗体，并且拮抗Wnt信号传导或抑制

Wnt与受体结合。或者，FZD源抗体可以为特异性地结合一种FZD(例如FZD4或FZD5)的抗体，

或者为与一种FZD(例如FZD4或FZD5)和一种以上其他FZD受体结合但不拮抗Wnt信号传导或

抑制Wnt与受体结合的泛特异性抗体。LRP源抗体可以为特异性结合LRP5/6的抗体，或者为

与LRP5/6和一种以上Wnt共受体泛特异性结合的抗体，并且拮抗Wnt信号传导或抑制Wnt与

共受体结合。或者，LRP5/6源抗体可以为结合LRP5/6共受体的抗体，或者为与LRP5/6和一种

以上Wnt共受体泛特异性结合的抗体，并且不拮抗Wnt信号传导或抑制Wnt与LRP5/6共受体

结合。

[0133] FZD源抗体可以为结合FZD受体的抗体片段(例如Fab、VL或VH)。FZD激动剂的FZD结

合结构域中的轻链CDR和重链CDR、VH和/或VL可以与FZD源抗体的CDR、VH和/或VL相同，或者

可以与源抗体的CDR、VH或VL具有至少50％、至少55％、至少60％、至少75％、至少80％、至少

85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％的同一性，并且仍然

保留与FZD受体的结合性。FZD激动剂的FZD结合结构域中的CDR、VH和/或VL可以与表1、表2

或表6的FZD4结合抗体或FZD5结合抗体的CDR、VH和/或VL相同，或者可以与表1或表2或表6

的FZD4结合抗体或FZD5结合抗体的CDR、VH或VL具有至少50％、至少55％、至少60％、75％、

至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％的同

一性，并且仍然保留与FZD受体的结合性。

[0134] 类似地，Wnt共受体源抗体可以为结合LRP共受体(例如LRP5/6)的抗体片段(例如

Fab、VL或VH)。FZD4激动剂的Wnt共受体结合结构域中的轻链CDR和重链CDR、VH和/或VL可以

与Wnt共受体源抗体的CDR、VH和/或VL相同，或者可以与源抗体的CDR、VH或VL具有至少

50％、至少55％、至少60％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％或至少99％的同一性，并且仍然保留与LRP共受体的结合性。FZD激动剂

的LRP5/6结合结构域中的轻链CDR和重链CDR、VH和/或VL可以与表3、表4或表6的LRP结合抗

体的轻链CDR和重链CDR、VH和/或VL相同，或者可以与表3、表4或表6的LRP结合抗体的轻链

CDR和重链CDR、VH或VL具有至少50％、至少55％、至少60％、至少75％、至少80％、至少85％、

至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％的同一性，并且仍然保留与

LRP共受体的结合性。

[0135] 在本发明的一个实施方式中，四价结合抗体分子的两个多肽通过它们的Fc序列的

杵臼构造二聚化。本发明的四价结合抗体分子可以通过使两个多肽以“杵臼”构造二聚化来

产生。杵臼构造通过促进肽的缔合而增加了本发明的模块性，所述肽包含结合部分，所述结

合部分结合FZD受体或LRP5/6共受体上的不同表位或者结合FZD受体家族或共受体家族不

同成员上的表位，参见例如图6。通过杵臼设计来工程化改造Fc分子的方法是本领域众所周

知的，参见例如“W O 2 0 1 8 / 0 2 6 9 4 2，发明人Va n  D y k等”、“C a r t e r  P .(2 0 0 1)
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J.Immunol.Methods  248,7‑15”、“Ridgway等，(1996)Protein  Eng.9,617‑621”、“Merchant

等，(1998)Nat.Biotechnol .16 ,677‑681”，以及“Atwell等，(1997)J .Mol.Biol .270 ,26‑

35”。

[0136] 不希望被理论束缚，预期本发明的四价结合抗体分子通过促进细胞上的FZD受体

和LRP5/6共受体的接近和稳定有利于激活Wnt信号通路的受体蛋白的构象，来促进细胞上

的FZD受体和LRP5/6共受体的相互作用。本发明的另一个实施方式为促进细胞上的FZD受体

和LRP5/6共受体的相互作用从而激活细胞中的Wnt信号通路的方法，所述方法包括：a)选择

具有C末端和N末端、包含CH3结构域的Fc结构域或Fc结构域的片段：b)将结合FZD受体的第

一二价结合结构域连接在Fc结构域的一个末端，将结合Wnt共受体的第二二价结合结构域

连接在Fc结构域的另一端，从而形成四价结合抗体分子；c)在所述四价结合抗体分子与FZD

受体和Wnt共受体都结合的条件下，使所述四价结合抗体分子与表达所述FZD受体和Wnt共

受体的细胞接触，从而激活Wnt信号通路。Wnt共受体结合结构域和FZD结合结构域是二价的

并且各自包含VL和/或VH或VHH结构域，结合结构域中的一个或两个可以是单特异性的。在

本发明的一个实施方式中，Wnt共受体结合结构域和FZD结合结构域中的一个或两个是双特

异性的。在本发明的一个实施方式中，Wnt共受体结合结构域是二价的和双特异性的。FZD结

合结构域可包含结合FZD的scFV、结合FZD的VHH或结合FZD的Fab或它们的组合，或结合FZD

的双抗体。Wnt共受体结合结构域可以包含结合LRP5/6共受体的scFV、结合LRP5/6共受体的

VHH、结合LRP5/6共受体的Fab或它们的组合，或结合LRP5/6共受体的双抗体。在本发明的一

个实施方式中，FZD结合结构域包含两个FZD结合Fab，Wnt共受体结合结构域包含在两个不

同表位上结合LRP5/6的二价双特异性双抗体。

[0137] 本发明的四价结合抗体分子启动由FZD‑共受体复合物激发的Wnt信号通路(例如

由FZD‑LRP5/6复合物激发的β‑连环蛋白通路)。Wnt配体通过促进FZD受体与共受体的聚集

来发挥作用。不希望被理论束缚，预期本文所述的FZD激动剂与FZD受体和它的LRP5/6共受

体均结合，从而形成模拟Wnt分子与FZD受体和LRP5/6共受体的结合的复合物，进而激活Wnt

信号通路，Wntβ‑连环蛋白通路。

[0138] 本发明的一个实施方式为激活Wnt信号通路的方法，所述方法包括使表达FZD受体

和它的LRP5/6共受体的细胞与有效量的本发明的包含FZD结合结构域和LRP5/6共受体结合

结构域的FZD激动剂接触。

[0139] 本发明的FZD激动剂可以重组制备，例如通过Gibson组装(参见Gibson等(2009)

Nature  Methods  6(5):343‑345和Gibson  DG.(2011)Methods  in  Enzymology  498:349‑

361)来制备，或者该分子可以合成制备，例如使用商业合成装置(例如通过Applied 

Biosystems,Inc.、Beckman等的自动合成仪来合成制备。通过使用合成仪，可以用非天然氨

基酸取代天然存在的氨基酸。具体的制备顺序和方式将根据便利性、经济性、所需的纯度等

来确定。若需要，可以在合成期间或表达期间将各种基团引入肽中，这允许与其他分子或表

面连接。

[0140] FZD激动剂的结合结构域可以通过接头与Fc结构域连接。在一些实施方式中，相邻

的VH结构域和VL结构域可以通过肽接头彼此连接。在一些实施方式中，相邻的恒定结构域

和可变结构域通过肽接头连接。接头可以是例如多肽接头或非肽接头。在一些实施方式中，

FZD激动剂的恒定结构域和可变结构域通过肽接头与Fc结构域连接。合适的接头是本领域
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众所周知的，例如XTEN接头(参见WO2013120683，发明人Schellenberger等)。在一些实施方

式中，肽接头包含至少1个、2个、3个、4个、5个、6个、7个、8个、9个、10个、11个、12个、13个、14

个、15个、16个、17个、18个、19个、20个、21个、22个、23个、24个、25个、26个、27个、28个、29

个、30个、31个、32个、33个、34个、35个、36个、37个、38个、39个、40个、41个、42个、43个、44

个、45个、46个、47个、48个、49个、50个、51个、52个、53个、54个、55个、56个、57个、58个、59

个、60个、61个、62个、63个、64个、65个、66个、67个、68个、69个、70个、71个、72个、73个、74

个、75个、76个、77个、78个、79个、80个、81个、82个、83个、84个、85个、86个、87个、88个、89

个、90个、91个、92个、93个、94个、95个、96个、97个、98个、99个或至少100个氨基酸。在一些

实施方式中，肽接头的长度为1至100个、5至75个、1至50个、5至50个、1至30个、1至25个、5至

25个、5至20个、5至15个、5至10个、1至10个或1至5个氨基酸。本发明的模块化方面允许将来

源于结合FZD受体的抗体或结合LRP5/6共受体的抗体的结合结构域在Fc结构域的相对的末

端混合和匹配以产生四价结合抗体分子，其可以与FZD受体‑LRP5/6共受体复合物结合以激

活Wnt信号传导。

[0141] 无论有或没有接头，FZD激动剂的Fc结构域的长度和灵活性允许本发明的四价结

合抗体分子结合FZD受体和它的LRP5/6共受体，从而稳定与下游Wnt信号通路的激活兼容的

受体构象。在本发明的一个实施方式中，无论有或没有接头，Fc结构域或包含CH3结构域的

Fc结构域的片段超过100个氨基酸、跨度高至 超过125个氨基酸、跨度高至 超过

150个氨基酸、跨度高至 超过175个氨基酸、跨度高至 或超过300个氨基酸、跨度

高至 优选地，Fc结构域的长度为约200个氨基酸至约300个氨基酸。

[0142] 如本文和所附权利要求中所用，除非上下文另外明确指出，否则单数形式“一个”、

“一种”和“该”包括复数指示物。因此，例如，提及“细胞”包括多个此种细胞，提及“肽”包括

提及一个以上肽和肽等同物(例如，本领域技术人员所知的多肽等)。

[0143] “亲和力成熟的”抗体或“成熟抗体”指与亲本抗体或源抗体相比，在一个或多个高

变区(HVR)中具有一个以上改变的抗体，所述亲本抗体或源抗体不具有此类改变，此类改变

导致抗体针对抗原的亲和力或分子的其他期望的特性的改善。

[0144] “包含”指组合物/方法/试剂盒中需要所列举的要素，但是可以包括其他要素以形

成权利要求范围内的组合物/方法/试剂盒等。例如，包含四价结合抗体分子的组合物为可

以包含除了四价结合抗体分子之外的其他要素(如本领域中容易理解的，例如，与四价结合

抗体分子结合(例如共价结合)的多肽、小分子或核酸等功能部分、促进四价结合抗体分子

组合物的稳定性的试剂、促进四价结合抗体分子组合物的溶解性的试剂、佐剂等，由任何否

定条件所涵盖的要素除外)的组合物。

[0145] “基本上由......组成”指将所描述的组合物或方法的范围限定到不会实质上影

响本发明主题的基本和新颖的特征的特定材料或步骤。例如，“基本上由所公开的序列组

成”的四价结合抗体分子具有所公开的序列的氨基酸序列加上或减去基于其所源自的序列

的序列边界处的约5个氨基酸残基的氨基酸序列，例如，比所记载的边界氨基酸残基少约5

个残基、4个残基、3个残基、2个残基或约1个残基，或者比所记载的边界氨基酸残基多约1个

残基、2个残基、3个残基、4个残基或5个残基。

[0146] “由......组成”指从组合物、方法或试剂盒中排除权利要求中未指定的任何要

素、步骤或成分。例如，“由所公开的序列组成”的四价结合抗体分子仅由所公开的氨基酸序
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列组成。

[0147] 应当理解，当提供数值范围时，除非上下文另外明确指出，否则还具体公开了该范

围的上限和下限之间的每个间隔值，间隔为下限单元的十分之一。在设定范围内的任何设

定值或中间值之间的每个较小范围和该设定范围内的任何其他设定值或中间值都涵盖在

本发明内。这些较小范围的上限和下限可以独立地被包括在该范围内或排除在该范围内，

任一个、两个限值包括在较小范围内或两个限值都不包括在较小范围内的各个范围也涵盖

在本发明内，这受到在该设定范围中的任何特定排除的限值的约束。当设定范围包括一个

或两个限值时，排除了那些所包括的限值中的一个或两个的范围也包括在本发明中。

[0148] 已知基本抗体结构单元包含四聚体。每个四聚体由两对相同的多肽链组成，每对

具有一条“轻”链(约25kDa)和一条“重”链(约50至70kDa)。每条链的氨基末端部分包括主要

负责抗原识别的约100至110或更多个氨基酸的可变区。每条链的羧基末端部分限定了主要

负责效应子功能(例如，结合Fc受体以及抗体依赖性细胞毒性(ADCC)和补体依赖性细胞毒

性(CDC)的激活)的恒定区。通过杵臼构造使肽二聚化的方法描述于“WO2018/026942，发明

人Van  Dyk等”、“Carter  P.(2001)J .Immunol .Methods  248,7‑15”、“Ridgway等，(1996)

Protein  Eng .9 ,617‑621”、“Merchant等，(1998)Nat .Biotechnol .16 ,677‑681”以及

“Atwell等,(1997)J.Mol.Biol.270,26‑35”中。Fc区可以是Merrimack(杵链：Q347M、Y349F、

T350D、T366W和L368M；臼链：S354I、E357L、T366S、L368A和Y407V)、Merchant(杵链：T366W；

臼链：T336S、L368A和Y407V)或Merchant  S:S(杵链中有额外S354C变体和臼链中有Y349C变

体的Merchant突变)。Fc区还可以含有改变它们的效应子功能的突变，例如，Fc区可以具有

因氨基酸突变(例如DANG变体和LALAPS变体)而减弱的效应子功能。用于减弱抗体效应子功

能的方法是本领域熟知的，包括例如Fc区中的氨基酸取代，例如N297G和D265A、N297G

(DANG)变体、L234A、L235A、P331S(LALAPS)、LALAPS  Merchant、LALAPS  Merchant  S‑S变体

(Merchant  A.M.等，Nature  Biothechnol，1998，第16卷第677‑681页)，或L234A、L235A、

P329G(LALA‑PG)取代，参见例如“Lo等，Effector  Attenuating  Substitutions  that 

Maintain  Antibody  Stability  and  Reduce  Toxicity  in  Mice .The  Journal  of 

Biological  Chemistry第292卷第9期第3900‑3908页，2017年3月3日”，通过引用并入本文。

通常，从人类获得的抗体分子涉及IgG、IgM、IgA、IgE和IgD的任何类别，它们因分子中存在

的重链的性质而彼此不同。某些类别还具有子类，例如IgG1、IgG2等。此外，在人类中，轻链可

以是κ链或λ链。

[0149] 每个重链可变结构域(VH或VH结构域)和每个轻链可变结构域(VL或VL结构域)内

的三个高度趋异段(称为互补决定区(CDR))插入更保守的侧翼段之间(称为“框架区”或

“FR”)。因此，术语“FR”指天然存在于免疫球蛋白中的在CDR之间的和与CDR毗邻的氨基酸序

列。VH结构域通常具有四个FR，在本文中称为VH框架区1(FR1)、VH框架区2(FR2)、VH框架区3

(FR3)和VH框架区4(FR4)。类似地，VL结构域通常具有四个FR，在本文中称为VL框架区1

(FR1)、VL框架区2(FR2)、VL框架区3(FR3)和VL框架区4(FR4)。在抗体分子中，VL结构域的三

个CDR(CDR‑L1、CDR‑L2和CDR‑L3)和VH结构域的三个CDR(CDR‑H1、CDR‑H2和CDR‑H3)在三维

空间中相对于彼此排列形成抗体可变区内的抗原结合位点。抗原结合位点的表面与所结合

抗原的三维表面互补。可以根据如下对VL结构域和VH结构域的氨基酸序列进行编号以及鉴

定/限定其中的CDR和FR：Kabat编号系统(“Kabat等，1991，Sequences  of  Proteins  of 
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Immunological  Interest，第5版，Public  Health  Service，National  Institutes  of 

Health，马里兰州贝塞斯达”)或国际免疫遗传学信息系统(IMGT编号系统；Lefranc等，

2003，Development  and  Comparative  Immunology  27：55‑77)，两者均通过引用并入本文。

本领域普通技术人员具有根据常规使用的编号系统(例如IMGT编号系统、Kabat编号系统

等)对VL结构域和VH结构域的氨基酸残基进行编号以及鉴定其中的CDR和FR的知识。

[0150] 本文提及的术语“抗体”包括完整抗体和它们的任何抗原结合片段(即“抗原结合

部分”)或单链。“完整抗体”或全长指包含通过二硫键互相连接的至少两条重(H)链和两条

轻(L)链的糖蛋白或它们的抗原结合部分。每条重链由重链可变区或结构域(本文缩写为

VH)和重链恒定区组成。重链恒定区由三个结构域(CH1、CH2和CH3)组成。每条轻链由轻链可

变区或结构域(本文缩写为VL)和轻链恒定区组成。轻链恒定区由一个结构域(CL或CL1)组

成。VH区和VL区可进一步细分为散布有更保守区域(称为框架区(FR))的高变区(称为互补

决定区(CDR))。每个VH和VL由3个CDR和4个FR组成，从氨基末端到羧基末端按以下顺序排

列：FR1、CDR1、FR2、CDR2、FR3、CDR3、FR4。重链和轻链的可变区含有与抗原相互作用的结合

结构域。抗体的恒定区可以介导免疫球蛋白与宿主组织或因子的结合，所述宿主组织或因

子包括免疫系统的各种细胞(例如效应细胞)和经典补体系统的第一组分(C1q)。

[0151] 如本文所用，术语抗体的“抗原结合部分”或“抗原结合片段”(或简称为“抗体部

分”或“抗体片段”)指抗体的保留与抗原特异性结合的能力的一个以上片段、部分或结构

域。已经表明，全长抗体的片段可以执行抗体的抗原结合功能。涵盖在术语抗体的“抗原结

合部分”内的结合片段的示例包括：(i)Fab片段，由VL、VH、CL1和CH1结构域组成的单价片

段；(ii)F(ab')2片段，包含在铰链区通过二硫桥连接的两个F(ab) '片段的二价片段；(iii)

由VH和CH1结构域组成的Fd片段；(iv)由抗体的单臂的VL和VH结构域组成的Fv片段；(v)由

VH结构域组成的dAb片段(Ward等，(1989)Nature  241:544‑546)；(vi)分离的互补决定区

(CDR)。此外，虽然Fv片段的两个结构域VL和VH是由不同基因编码的，但可以使用重组方法

通过合成接头将它们连接起来，使它们被制成单个连续的链，其中VL区和VH区配对形成单

价分子(称为单链Fv(scFv)；参见例如“Bird等，(1988)Science  242：423‑426”和“Huston

等，(1988)Proc.Natl.Acad.Sci.USA  85：5879‑5883”)。此类单链抗体也旨在涵盖于术语抗

体的“抗原结合部分”内。还包括其他形式的单链抗体，例如双抗体(参见例如Holliger等

(1993)PNAS.USA，90：6444‑6448)。

[0152] 如本文所用，“双抗体”或有时在本文中称为“Dia”是二聚体抗体片段。在双抗体的

每个多肽中，重链可变结构域(VH)与轻链可变结构域(VL)连接，但与单链Fv片段不同，VL和

VH之间的接头对于分子内配对而言太短，因此，通过一个多肽的VH和VL与另一个多肽的VL

和VH配对形成各个抗原结合位点。因此，双抗体具有两个抗原结合位点，可以是单特异性的

或双特异性的。参见例如“Holliger，P.等，(1993)Proc .Natl .Acad .Sci .USA  90：6444‑

6448”、“Poljak，R .J .等，(1994)Structure  2：1121‑1123、“Kontermann和Dubel编辑，

Antibody  Engineering(2001)Springer‑Verlag，纽约，第790页(ISBN  3‑540‑41354‑5)”，

通过引用并入本文。

[0153] 如本文所用，试剂(例如四价结合抗体分子或包含所述分子的药物组合物)的“有

效量”指以必要的剂量以及在必要的时间段内有效实现期望结果的量。在一些实施方式中，

治疗有效量为降低疾病(disease)、病症(disorder)和/或病况(condition)的一种以上症
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状的发生率和/或严重性，稳定疾病、病症和/或病况的一种以上症状的一种以上特征，和/

或延迟疾病、病症和/或病况的一种以上症状的发作的量。在一些实施方式中，施用于受试

者的FZD激动剂的量为受试者体重的约0.001mg/kg至10mg/kg、0.5mg/kg至约10mg/kg或约

0.5mg/kg至约1mg/kg。例如，在一些实施方式中，FZD4激动剂可以以例如每只眼睛约0.02至

1.5mg、约0.05至1.0mg或约0.1至0.5mg的量施用于眼睛。

[0154] 如本文所用，术语“表位”包括能够特异性地结合免疫球蛋白或免疫球蛋白的片段

或T细胞受体的任何蛋白决定簇。术语“表位”包括能够特异性地结合免疫球蛋白或T细胞受

体的任何蛋白决定簇。表位决定簇通常由分子的化学活性表面基团(例如氨基酸或糖侧链)

组成，通常具有特定的三维结构特征以及特定的电荷特征。当解离常数≤10μM(例如≤

100nM，优选≤10nM，更优选≤1nM)时称为抗体特异性地结合抗原。

[0155] 免疫球蛋白分子的恒定区也称为可结晶片段区、“Fc区”或“Fc结构域”。Fc结构域

由两个相同的蛋白片段组成，所述蛋白片段来源于抗体两条重链的第二和第三恒定结构

域，IgG的Fc结构域具有高度保守的N‑糖基化位点。Fc片段的糖基化对于Fc受体介导的活性

至关重要。在本发明的一个实施方式中，四价结合抗体分子的Fc结构域被工程化改造，使其

不靶向结合四价结合抗体分子以进行ADCC或CDC依赖性死亡的细胞。在本发明的一个实施

方式中，四价结合抗体分子的Fc结构域是杵臼构造的肽二聚体。肽二聚体可以是异二聚体。

[0156] 术语“个体”、“受试者”、“宿主”和“患者”在本文中可互换使用，指需要诊断、处理

或治疗的任何哺乳动物受试者，特别是人类。

[0157] “LRP”、“LRP蛋白”和“LRP受体”在本文中用于指低密度脂蛋白受体相关蛋白家族

的成员。这些受体是在受体介导的内吞作用过程中结合配体并将配体内化的单次跨膜蛋

白。LRP蛋白LRP5(例如LRP5：NP_002326 .2)和LRP6(例如LRP6：NP_002327 .2)包含在激活

Wnt‑β连环蛋白信号通路所需的Wnt受体复合物中。另参见人/小鼠LRP5和LRP6：https://

www .uniprot .org/uniprot/O75197，https://www .uniprot .org/uniprot/Q91VN0，

https://www .uniprot .org/uniprot/O75581 ,https://www .uniprot .org/uniprot/

O88572。

[0158] 如本文所用，术语“多肽片段”指具有氨基末端缺失和/或羧基末端缺失的多肽，但

其中剩余的氨基酸序列与推定的天然存在的序列中的相应位置相同，例如来自全长cDNA序

列。

[0159] 如本文所用，术语“互补位”包括与表位结合的抗体的可变区中的抗原结合位点。

[0160] “单链Fv”或“scFv”抗体片段包含抗体的VH结构域和VL结构域，其中，这些结构域

存在于单条多肽链中。通常，Fv多肽还包含在VH结构域和VL结构域之间的多肽接头，所述多

肽接头使scFv能够形成抗原结合所需的结构。有关scFv和其他抗体片段的综述，参见

“James  D.Marks，Antibody  Engineering，第2章，Oxford  University  Press(1995)(Carl 

K.Borrebaeck编辑)”。

[0161] “单域抗体”(sdAb)或“纳米抗体”是由单个单体可变抗体结构域组成的抗体片段。

如本文所用，“VHH”或“VHH片段”指已被工程改造为不依赖于轻链的人VH(Nilvebrant等，

Curr  Pharm  Des .2016，22(43):6527‑6537；Barthelemy等，Journal  of  Biological 

Chemistry2007，283:3639‑3654)。

[0162] 本文使用的术语“治疗”、“处理”等通常指获得期望的药理学和/或生理学效果。该
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效果可以是预防性的(就完全或部分预防疾病或疾病的症状而言)，和/或可以是治疗性的

(就部分或完全治愈疾病和/或归因于该疾病的副作用而言)。如本文所用，“治疗”涵盖哺乳

动物中疾病的任何治疗，包括：(a)预防在可能容易患疾病但尚未被诊断为患有该疾病的受

试者中发生该疾病；(b)抑制疾病，即减缓或阻止其发展；(c)缓解疾病，即引起疾病的消退。

治疗剂可以在疾病或损伤发作之前、期间或之后施用。特别令人感兴趣的是对正在进行的

疾病的治疗，其中，该治疗稳定或减少患者的不期望的临床症状。此类治疗期望在受影响组

织的功能完全丧失之前进行。本发明的治疗可以在疾病的症状阶段期间实施，在一些情况

下在疾病的症状阶段之后实施。

[0163] 本发明的四价结合抗体分子激活Wnt信号传导的能力可以通过多种测定来确定。

本发明的四价结合抗体分子通常引发与FZD受体的天然配体所引发的反应或活性相似或相

同的反应或活性。本发明的四价结合抗体分子激活Wnt信号通路，例如经典Wnt‑β连环蛋白

信号通路。如本文所用，术语“激活”指与不存在本发明的FZD激动剂时的水平相比，Wnt信号

通路(例如Wnt‑β连环蛋白信号通路)的胞内水平的可测量的增加。

[0164] 用于测量Wnt‑β连环蛋白活化水平的多种方法是本领域已知的。这些包括但不限

于测量如下的测定法：Wnt‑β连环蛋白靶基因的表达；LEF/TCF报告基因的表达(例如

TopFLASH、superTopFLASH、pBAR)；β连环蛋白稳定性；LRP5/6磷酸化；散乱蛋白

(Dishevelled)磷酸化；轴蛋白(Axin)从细胞质易位至细胞膜以及与LRP5/6的结合。经典

Wnt‑β连环蛋白信号通路最终通过转录因子TCF1、TCF7L1、TCF7L2和LEF1导致基因表达的变

化。Wnt激活的转录响应已在许多细胞和组织中被表征。因此，通过本领域众所周知的方法

进行的整体转录谱分析可用于评估Wnt‑β连环蛋白信号传导的激活。

[0165] Wnt响应基因表达的变化通常由转录因子TCF和LEF介导。TCF报告基因测定法评估

TCF/LEF控制的基因转录的变化，以确定Wnt‑β连环蛋白信号传导的水平。Korinek,V.等于

1997年首次描述了TCF报告基因测定法。该方法也被称为TOP/FOP，其涉及使用位于驱动荧

光素酶表达的最小c‑Fos启动子的上游的三个拷贝的最佳TCF基序CCTTTGATC或三个拷贝的

突变基序CCTTTGGCC(分别为pTOPFLASH和pFOPFLASH)，以确定内源性β连环蛋白/TCF的反式

激活活性。这两个报告基因活性的比率(TOP/FOP)越高，表明β连环蛋白/TCF活性越高。该报

告基因的更新更灵敏的版本称为pBAR，包含12个TCF基序重复(Biechele和Moon，Methods 

Mol  Biol.2008；468:99‑110,PMID:19099249)。

[0166] 分子和细胞生物化学的通常方法可以在如下标准教科书中找到：Molecular 

Cloning:A  Laboratory  Manual，第三版(Sambrook等，CSH  Laboratory  Press  2001)；

Short  Protocols  in  Molecular  Biology，第四版(Ausubel等编辑，John  Wiley&Sons 

1999)；Protein  Methods(Bollag等，John  Wiley&Sons  1996)；Nonviral  Vectors  for 

Gene  Therapy(Wagner等编辑，Academic  Press  1999)；Viral  Vectors(Kaplift&Loewy编

辑，Academic  Press  1995)；Immunology  Methods  Manual(I.Lefkovits编辑，Academic 

Press  1997)；以及Cell  and  Tissue  Culture:Laboratory  Procedures  in 

Biotechnology(Doyle&Griffiths，John  Wiley&Sons1998)。

[0167] 除非另有定义，否则所使用的与本发明相关的科学和技术术语应具有本领域普通

技术人员通常理解的含义。此外，除非上下文另有要求，否则单数术语应包括复数，并且复

数术语应包括单数。通常，本文所述的细胞和组织培养、分子生物学以及蛋白质和寡核苷酸
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或多核苷酸化学和杂交的技术，以及与本文所述的细胞和组织培养、分子生物学以及蛋白

质和寡核苷酸或多核苷酸化学和杂交关联使用的命名法是本领域熟知和常用的那些。标准

技术用于重组DNA、寡核苷酸合成以及组织培养和转化(例如电穿孔、脂转染)。酶促反应和

纯化技术根据制造商的说明书或如本领域通常实现的或如本文所述的进行。前述技术和程

序通常根据本领域众所周知的常规方法以及如本说明书全文中引用和讨论的各种一般性

的和更具体的参考文献中所描述的来进行。参见例如Sambrook等，Molecular  Cloning:A 

Laboratory  Manual(第二版，Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press ,Cold  Spring 

Harbor,N.Y.，1989)。本文所述的分析化学、合成有机化学以及医疗化学和药物化学的实验

室程序和技术，以及与本文所述的分析化学、合成有机化学以及医疗化学和药物化学关联

使用的命名法是本领域众所周知和常用的那些。标准技术用于化学合成、化学分析、药物制

备、配制、递送以及患者治疗。

[0168] 实施例

[0169] 实施例1：FZD4结合Fab噬菌体或FZD5结合Fab噬菌体的鉴定和表征。

[0170] A.来自FZD4结合抗体5027和5044的亲和力成熟文库的FZD4抗体；来自FZD5结合抗

体2919和2928的亲和力成熟文库的FZD5抗体。

[0171] 使用常规方法(基本上如“美国公开号2016/0194394，发明人Sidhu等”中所述，另

外参见Persson等，J .Mol .Biol .，2013年2月22日；425 (4) :803‑11https://

pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23219464/，两者通过引用整体并入本文)制备已知FZD4结合抗

体5027和5044以及已知FZD5结合抗体2919和2928的亲和力成熟文库。

[0172] 表1和表2显示了从亲和力成熟文库中分离的抗体5044、5027、2919和2928的重链

(CDR‑H1、CDR‑H2和CDR‑H3)和轻链(CDR‑L1、CDR‑L2和CDR‑L3)的6个CDR。

[0173] 在存在或不存在饱和浓度的5027双抗体‑Fc(包含与Fc结构域连接的5027的VL和

VH的双抗体)的情况下，在用人FZD4蛋白的胞外结构域(ECD)包被的96孔Maxisorp板中进行

单点ELISA。将板用单克隆Fab噬菌体孵育，然后用辣根过氧化物酶(HRP)缀合的抗M13抗体

孵育。随后将孔洗涤8次，然后用3,3,'5,5'‑四甲基联苯胺/H2O2过氧化物酶(TMB)底物孵育5

至10分钟。通过添加1M  H3PO4终止反应，在微量滴定板读数器中以分光光度法在450nm处测

量吸光度。测定结果描绘在图1和图2中，显示新鉴定的FZD4抗体在与抗体5027识别的位点

重叠的位点处结合FZD4。FZD4结合抗体5027和5044描述于美国临时申请号62/885,781中，

通过引用并入本文。

[0174] B.范例(lead)FZD4抗体的表位作图。

[0175] ELISA测定在用FZD4  ECD野生型(FZD4)或突变FZD4蛋白(用来自FZD5的相应区域

替换FZD4  ECD的片段)(FZD_swap1‑18)包被的384孔Maxisorp板中进行。将板用10nM已知特

异性结合FZD4的IgG(即5044和5027)或泛特异性的IgG(结合FZD4、FZD5和其他FZD受体)(即

5016)孵育，然后用辣根过氧化物酶(HRP)缀合的抗κ轻链抗体孵育。使用磷酸盐缓冲盐水

(PBS)和不结合FZD4或FZD5的IgG  4275作为对照。将孔洗涤6次，然后用3,3,'5,5'‑四甲基

联苯胺/H2O2过氧化物酶(TMB)底物孵育3至5分钟。通过添加1M  H3PO4来终止反应，在微量滴

定板读数器中以分光光度法在450nm处测量吸光度，参见图2。泛FZD结合剂5016为阳性对

照，其显示除了“FZD4_Swap10”之外的抗原是有功能的。FZD4特异性抗体5027和5044均不能

与“FZD4  Swap  7”结合，这表明这些分子与FZD  ECD的该区域结合。
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[0176] C.FZD4  IgG的表征。

[0177] 全长FZD4结合IgG通过瞬时转染在Expi293细胞培养系统中表达(基本上如“Tao等

Tailored  tetravalent  antibodies  potently  and  specifically  activate  Wnt/

Frizzled  pathways  in  cells ,organoids  and  mice .Elife .2019年8月27日；8:

e46134.doi:10.7554/eLife.46134；PMID:31452509”中所述)，以及通过蛋白A亲和色谱分

析法纯化。简而言之，细胞在带挡板的细胞培养瓶中在Expi293表达培养基(Gibco)中生长

至密度为约2.5×106个细胞/ml，使用FectoPRO转染试剂(Polyplus‑transfection)通过标

准制造方案(ThermoFisher)用适当的载体转染。表达在37℃和8％CO2并在125rpm摇动下进

行5天。表达后，通过离心去除细胞，使用rProtein  A  Sepharose(GE  Healthcare)从条件培

养基中纯化蛋白。将纯化的蛋白缓冲交换到PBS或配制的稳定缓冲液(36 .8mM柠檬酸、

63.2mM  Na2HPO4、10％海藻糖、0.2M  L‑精氨酸、0.01％Tween‑80，pH  6.0)中用于储存。通过

280nm处的吸光度测定蛋白浓度，通过SDS‑PAGE分析确认蛋白纯度。

[0178] 表达滴度测定为每升哺乳动物细胞培养物中纯化蛋白的毫克数。下表A中的尺寸

排阻色谱(SEC)结果被定义为：“‑”：SEC迹线上多个峰的证据，<50％单体种类；“+”：>50％单

体种类，延迟的保留时间(>14分钟)；“++”：>单体IgG处于/接近预期保留时间的主峰的

90％。通过与曲妥珠单抗的比较来确定标准保留时间。

[0179] 表A
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[0180]

[0181] Trac  ID与表1和表2中的抗体编号相对应。

[0182] D.FZD4  IgG的尺寸排阻色谱分析和ELISA特异性测量。

[0183] 使用Agilent  Bio‑Inert  HPLC通过AdvanceBio  SEC( 2.7μm、4.6×300mm

柱)以PBS流动相分离20微克的FZD4结合IgG。使用280nM处的吸光度监测蛋白洗脱。结果呈

现在图3A中。

[0184] FZD4抗体的ELISA特异性测量是针对FZD1和FZD10这两个与FZD4最密切相关的FZD

家族成员确定的。ELISA测定在包被有浓度为1μg/ml的FZD  ECD野生型或突变蛋白并用

0.5％BSA封闭过量结合位点的384孔Maxisorp板上进行。将板用10nM  FZD4结合IgG孵育，然

后用辣根过氧化物酶(HRP)缀合的抗κ轻链抗体孵育。将孔洗涤6次，然后用3,3,'5,5'‑四甲

基联苯胺/H2O2过氧化物酶(TMB)底物孵育3至5分钟。通过添加1M  H3PO4来终止反应，在微量

滴定板读数器中以分光光度法在450nm处测量吸光度。结果呈现在图3B中。

[0185] E.FZD4或FZD5结合抗体的CDR的鉴定。

[0186] 表1和2中显示了FZD4结合免疫球蛋白和FZD5结合免疫球蛋白的CDR的氨基酸序

列。CDR根据国际免疫遗传学信息系统(IMGT编号系统；Lefranc等，2003，Development  and 

Comparative  Immunology  27:55‑77)来鉴定，按照“Persson等，J.Mol.Biol.，2013年2月22
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日；425(4):803‑11”中所述来注释，二者均通过引用并入本文。

[0187]
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[0188]
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[0189]
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[0190]
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[0191]
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[0192]
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[0193]
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[0194]

[0195] 实施例2：合成LRP结合抗体的鉴定和表征

[0196] A.靶向LRP5和LRP6的合成抗体的噬菌体克隆ELISA。
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[0197] 单点ELISA在包被有小鼠LRP5‑his蛋白的ECD或人Fc并用BSA(0.5％)封闭的96孔

Maxisorp板上进行。将板用滴度>109噬菌体/ml的单克隆Fab噬菌体或VH噬菌体孵育，然后

用辣根过氧化物酶(HRP)缀合的抗M13抗体孵育。将孔洗涤8次，然后用3,3,'5,5'‑四甲基联

苯胺/H2O2过氧化物酶(TMB)底物孵育5至10分钟。通过添加1M  H3PO4来终止反应，在微量滴

定板读数器中以分光光度法在450nm处测量吸光度。结果呈现在图4中。结果表明合成抗体

与LRP5结合。LRP5结合抗体2459、2460和8716描述于美国临时申请号62/886,913中，通过引

用并入本文。

[0198] 单点ELISA在包被有人LRP6‑Fc蛋白嵌合体的ECD的96孔Maxisorp板上进行。将板

用滴度>109噬菌体/ml的单克隆Fab噬菌体或VH噬菌体孵育，然后用辣根过氧化物酶(HRP)

缀合的抗M13抗体孵育。将孔洗涤8次，然后用3,3,'5 ,5 '‑四甲基联苯胺/H2O2过氧化物酶

(TMB)底物孵育5至10分钟。通过添加1M  H3PO4来终止反应，在微量滴定板读数器中以分光光

度法在450nm处测量吸光度。结果呈现在图5A和5B中。结果表明合成抗体与LRP6结合。LRP6

结合抗体2539、2540和2542描述于美国临时申请号62/886,918中，通过引用并入本文。

[0199] B.靶向LRP5和LRP6的合成抗体的CDR的鉴定。

[0200] 表3和表4中显示的LRP5结合免疫球蛋白和LRP6结合免疫球蛋白的CDR根据国际免

疫遗传学信息系统(IMGT编号系统；Lefranc等，2003，Development  and  Comparative 

Immunology  27:55‑77)来鉴定，按照“Persson等，J.Mol.Biol.，2013年2月22日；425(4):

803‑11”中所述来注释，二者均通过引用并入本文。
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[0201]
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[0202]
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[0203]
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[0204]
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[0205]
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[0206]

[0207] 实施例3：四价结合抗体分子形式

[0208] A.我们生成了各种形式的四价结合抗体分子，其包含在Fc结构域的任一末端的泛
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FZD和LRP5/6抗体片段(例如scFv、双抗体和Fab)，参见表5和图6，并测定了它们的Wnt激动

剂活性。编码抗体可变结构域的DNA片段通过PCR从噬菌粒DNA模板扩增或通过化学合成

(Twist  Biosciences)构建。DNA片段被克隆到哺乳动物表达载体(pSCSTa)中。双特异性双

抗体和IgG包含优化版本的“杵臼”异二聚体Fc(Ridgway等，Protein  Eng .9 ,617‑621

(1996))。双抗体结构域以VH‑VL方向排列，并且可变结构域由短接头GGGGS(SEQ  ID  NO：

886)分隔开，这有利于VH结构域和VL结构域之间的分子间缔合，因此有利于双抗体形成。为

了产生双抗体融合构建体，将双抗体链与人IgG1  Fc融合。双抗体‑fc‑双抗体蛋白被构建为

VH‑x‑VL‑y‑[人IgG1  Fc]‑z‑VH‑x‑VL，其中接头为x＝GGGGS(SEQ  ID  NO：886)，y＝

LEDKTHTKVEPKSS(SEQ  ID  NO：887)，并且z＝SGSETPGTSESATPESGGG(SEQ  ID  NO：888)。在该

形式中，人IgG1  Fc或杵臼IgG1  Fc片段跨越第234至478位(Kabat编号)。对于scFv‑Fc融合

物，可变结构域以VL‑VH方向排列并通过长接头GTTAASGSSGGSSSGA(SEQ  ID  NO：889)连接，

这有利于VH结构域和VL结构域之间的分子内缔合，因此有利于scFv形成。Fab结构域与Fc的

C末端融合的变体通过化学合成(Twist  Biosciences)产生。对于所有构建体，将整个编码

区以与分泌信号肽读码框相符地克隆到哺乳动物表达载体中。

[0209] 在TOPFLASH测定中测试了这些包含泛特异性FZD和LRP5/6抗体片段的各种四价结

合抗体分子，以监测β连环蛋白介导的报告基因活性。将蛋白与天然配体Wnt3a进行比较。通

过将TOPFLASH细胞在96孔组织培养处理板中铺板至约70％汇合度来进行测定。将激动剂在

DMEM中稀释以提供0.046nM至100nM的最终测定浓度，将细胞在37℃、5％CO2下处理过夜。根

据制造商的说明，使用双荧光素酶报告基因检测系统(Promega)在黑色96孔板中对荧光素

酶的表达进行定量。简而言之，用编码pBARls报告基因的慢病毒转导HEK293T细胞

(Biechele和Moon，Wnt  Signaling:PathwayMethods  and  Mammalian  Models,E.Vincan编

辑，Humana  Press,Totowa,NJ,2008，第99‑110页)，以海肾荧光素酶作为对照，产生Wnt‑β连

环蛋白信号传导报告基因细胞系。在转染或刺激之前，将1‑2×103个细胞(120μl)接种到96

孔板的各个孔中24小时。第二天，添加FZD激动剂或Ab蛋白，刺激15至20小时后，裂解细胞，

使用Envision酶标仪(PerkinElmer)根据双荧光素酶方案(Promega)测量荧光。对于FZD4激

动剂测定，在添加FZD激动剂之前转染FZD4cDNA  6小时。对于Wnt抑制测定，在添加Ab蛋白之

前，通过cDNA转染引入Wnt1或施加WNT3A蛋白6小时。所有测定至少重复三次。结果呈现在表

5中。如表5所示，当使FZD4和LRP5聚集时，四价形式各自在不同程度上激活FZD信号传导。还

评估了这些形式的稳定性、同质性以及来自Expi293的产量(图3和9)。根据这些分析，双抗

体‑Fc‑Fab形式提供了活性、表达、稳定性的最佳平衡。最后，我们对FZD5和LRP6应用相同的

形式排列，观察到有效的激动剂活性。表5中的结果显示，各种四价形式引发WNT激动，2个

LRP5/6表位的参与产生比1个LRP5/6表位更高的WNT信号传导活性(最大值)。
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[0210]

[0211] B.双抗体‑Fc‑Fab形式的FZD4激动剂。

[0212] FZD激动剂，具有双特异性LRP5结合双抗体和包含FZD4结合Fab的FZD4结合结构域
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(FZD4激动剂)、包含FZD5结合Fab的FZD5结合结构域(FZD5激动剂)或结合多种FZD的FZD结

合结构域(泛FZD5激动剂)，使用杵臼系统生成。简而言之，构建体通过化学合成(Twist 

Biosciences)或通过标准分子生物学技术在哺乳动物表达载体(pSCSTa)中产生。双抗体构

建体以VH‑VL方式排列，用短接头(GGGGS(SEQ  ID  NO：886))连接VH和VL以有利于分子间的

配对。对于双特异性双抗体排列，互补位A和B的可变结构域分别在臼Fc链上排列为VH(A)‑

VL(B)、在杵Fc链上排列为VH(B)‑VL(A)，以便于正确的互补位形成。双抗体通过接头

GGGGSGGGGSEPKSS(SEQ  ID  NO：890)融合至优化的杵臼异二聚体Fc(Ridgway等，Protein 

Eng.，9:617‑621，1996)的N末端。Fc区还含有效应子无效突变D278A和N314G(Kabat编号)，

其对应于D655A/N297G(EU编号)。Fab结构域通过接头GGGSGGGSGGGSGGGSGSTG(SEQ  ID  NO：

891)融合至异二聚体Fc的C末端。Fab  VH结构域的N末端直接与该接头融合，然后是CH1，终

止于T238(Kabat编号)。该Fab与如上所述克隆的标准κ轻链配对。对于所有构建体，将整个

编码区以与分泌信号肽读码框相符地克隆到哺乳动物表达载体中。

[0213] 此外，将双抗体‑fc‑Fab形式构建为VH‑x‑VL‑y‑[人IgG1  Fc]‑z‑VH，其中，接头是x

＝GGGGS(SEQ  ID  NO：886)，y＝GGGGSGGGGSEPKSSDKTHT(SEQ  ID  NO：892)，以及z＝

GGGSGGGSGGGSGGGSGSTG(SEQ  ID  NO：891)。双抗体结构域以VH‑VL方向排列，可变结构域由

短接头GGGGS(SEQ  ID  NO：886)分隔开，这有利于VH结构域和VL结构域之间的分子间缔合，

因此有利于双抗体形成。此外，Fc区可以表现出因氨基酸突变(N297G和D265A(DANG)变体或

L234A、L235A、P331S(LALAPS)变体)而减弱的效应子功能，Fc区还包含杵臼异二聚化变体

Merrimack、Merchant或Merchant  S:S。

[0214] 图7显示了双抗体‑Fc‑Fab形式的FZD4激动剂，其具有由二价的LRP5双特异性的双

抗体组成的LRP5结合结构域和由两个FZD4结合Fab片段组成的FZD4结合结构域，所述FZD4

结合Fab片段由轻链构建体的VL和CL1与臼重链构建体和杵重链构建体各自的VH和CH1配对

形成。表12呈现了FZD4激动剂ANT(双抗体‑Fc‑Fab形式)的重链和轻链的氨基酸序列：重链

杵构建体(ANT16杵)、重链臼构建体(ANT臼)和轻链构建体。轻链和重链的可变CDR以粗体下

划线斜体表示。

[0215] 图16A描绘了双抗体‑Fc‑Fab形式的FZD4激动剂，其具有因氨基酸突变(例如N297G

(NG)和D265A、(DANG)变体和/或LALAPS变体)而效应子功能减弱的Fc区，Fc区还包含杵臼异

二聚化变体Merrimack、Merchant或Merchant  S:S。

[0216] B.IgG‑双抗体形式的FZD4激动剂。

[0217] 使用杵臼系统产生具有形成N末端结合结构域的两个FZD结合Fab、形成C末端结合

结构域的双特异性LRP5/6结合双抗体和Fc结构域的FZD激动剂。将IgG‑双抗体蛋白构建为

VH‑[人IgG1  Fc]‑y‑VH‑x‑VL，其中，接头是x＝GGGGS(SEQ  ID  NO：886)以及y＝

GGGSGGGSGGGSGGGSGSTG(SEQ  ID  NO：891)。

[0218] 图15呈现了具有FZD结合结构域的IgG‑双抗体形式的FZD4激动剂的图解，所述FZD

结合结构域包含与Fc结构域的N末端连接的两个Fab片段，其中每个Fab结合FZD。LRP5/6共

受体结合结构域与Fc结构域的C末端连接，并由结合共受体上两个不同位点(例如LRP5/6上

的Wnt1位点(E1‑E2)和Wnt3位点(E3‑E4))的双抗体组成。Fab可以是针对特定的FZD(例如

FZD4)特异性的，或者可以是泛特异性的(结合超过一种FZD(例如结合FZD4和一种以上其他

FZD))。
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[0219] 图16B描绘了IgG‑双抗体FZD4激动剂，其具有因氨基酸突变(例如N297G(NG)和

D265A、(DANG)变体和/或LALAPS变体)而具有减弱的效应子功能的Fc区，Fc区还包含杵臼异

二聚化变体Merrimack、Merchant或Merchant  S:S。表13呈现了FZD4激动剂ANT39(双抗体‑

Fc‑Fab形式)和ANT39wi(IgG‑双抗体形式)的重链和轻链的氨基酸序列：杵重链构建体

(ANT39杵和ANT39i杵)、臼重链构建体(ANT39臼和ANT39i臼)和轻链构建体。表13中还包括

FZD4激动剂ANT39和ANT39i变体DANG、LALAPS、LALAPS  Merchant和LALAPS  Merchant  S‑S的

重链和轻链的氨基酸序列。轻链和重链的可变CDR以粗体下划线斜体表示。

[0220]
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[0221]
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[0222]

[0223] C.FZD激动剂对FZD4具有高度特异性，以高特异性结合并且在溶液中是稳定的。

[0224] 使用生物膜干涉测量法(BLI)，我们发现本文所述的FZD4激动剂相对于其他FZD受

体对FZD4具有高度特异性。重组FZD  ECD蛋白固定在BLI传感器上。具有LRP5结合结构域(由

二价的针对LRP5双特异性的双抗体组成)和FZD4结合结构域(由两个FZD4结合Fab片段组

成)的双抗体‑Fc‑Fab形式的FZD4激动剂，在PBS+0.05％Tween‑20和1％BSA的缓冲液中，在

100nM的浓度下测试其与ECD蛋白的结合。结果呈现在图8A中。测定的对照包括CM0199(识别

FZD4和LRP5以及免疫球蛋白4275的双抗体‑Fc‑双抗体形式的FZD激动剂，免疫球蛋白4275
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为不结合FZD或LRP的IgG)。

[0225] FZD4激动剂也不识别常见的非特异性抗原。在100nM下测试FZD4激动剂与一组抗

原的结合(基本上如“Monquet等，Polyreactivity  increases  the  apparent  affinity  of  anti‑

HIV  antibodies  by  heteroligation，Nature，2010年9月30日，467(7315):591‑5(PMC3699875)

和“Jain等，Biophysical  properties  of  the  clinical‑stage  antibody  landscape，Proc 

Natl  Acad  Sci，2017年1月31日；114(5):944‑949.(PMC5293111)”中所述)。测定中的对照

包括CM0199(识别FZD4和LRP5以及免疫球蛋白6606的双抗体‑Fc‑双抗体形式的FZD激动剂，

免疫球蛋白6606为在该测定中特别易于发生非特异性结合的IgG)。结果呈现在图8B中。

[0226] 包含FZD4结合结构域和LRP5结合结构域的FZD4激动剂以高亲和力结合FZD4和LRP5。

FZD4激动剂对FZD4的重组ECD的表观亲和力通过生物膜干涉测量法测定(基本上如“Elife.2019

年8月27日；8:e46134”中所述)。简而言之，BLI测定使用Octet  HTX仪器(ForteBio)进行。为了

测量与抗原的结合，在AHQ  BLI传感器(18‑5001，ForteBio)上捕获FZD‑Fc蛋白以获得0.6至

1nm的BLI响应，剩余的Fc结合位点被人Fc饱和(009‑000‑008，Jackson  ImmunoResearch)。

将FZD包被传感器的或对照(Fc包被)传感器转移到在测定缓冲液(PBS、1％BSA、0 .05％

Tween20)中的100至0.1nM四价FZD激动剂中，监测结合300s。然后将传感器转移到测定缓冲

液中再监测解离300s。摇动速度为1000rpm，温度为25℃。结果呈现在表7中。

[0227] 表7    

分子 FZD4  KD(nM) LRP5  EC50(nM)

CM0199 0.7 7.5

ANT16 0.6 1.4

ANT18 2.6 ND

ANT20 0.7 ND

ANT21 2.2 ND

ANT36 <0.1* ND

ANT39 0.3 ND

[0228] 还通过SEC分析了FZD4激动剂，与曲妥珠单抗IgG进行比较。结果呈现在图9A中，表

明双抗体‑Fc‑Fab形式的激动剂在溶液中是稳定的和同质的。

[0229] FZD4激动剂在溶液中也是稳定的。将纯化的FZD4激动剂ANT16、ANT18、ANT20、

ANT21和ANT  36在“10mM组氨酸、140mM  NaCl、0.9％蔗糖、pH  6”中重悬为1mg/ml(ANT18除

外，其重悬为0.34mg/ml)，在4℃或40℃下储存6天。在不同时间点取出样品，离心去除沉淀

的蛋白质，测量残留蛋白质浓度。结果呈现在表8和表9中。

[0230]
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[0231]

[0232] 第6天，使用BLI对样品中剩余的FZD4特异性结合位点的量进行定量。通过差示扫

描荧光法分析表明，具有双抗体‑Fc‑Fab形式的FZD4激动剂(具有在Fc结构域N末端的LRP结

合双抗体和在Fc结构域C末端的两个FZD4结合Fab)具有与曲妥珠单抗相似的热变性曲线。

IgG在热稳定性测定中通常显示两个峰，第一个对应于CH2，后者对应于Fab结构域和CH3，参

见图9B。

[0233] 还测定了FZD4激动剂在小鼠内皮细胞系(bEND3.1)中对β‑连环蛋白靶基因AXIN2

的诱导，显示以浓度依赖性方式诱导转录。这些结果呈现在图10中。

[0234]

[0235] 实施例4：测定FZD4激动剂的抵抗VEGF(组织缺氧期间释放的细胞因子)介导的对

细胞连接分解和通透性增加的影响的能力。VEGF处理bEND3.1细胞导致连接解体，如CLDN3、

CLDN5和ZO‑1的质膜染色丧失所示。用VEGF和FZD4激动剂共同处理细胞几乎完全挽救了这

种影响(图11)。这种由VEGF处理介导的细胞‑细胞连接稳定性的降低转化为内皮细胞通透

性的增加，作为跨内皮通透性测定中的监测器，测量40‑kDa  FITC‑葡聚糖穿过在Transwell
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过滤器上生长的汇合内皮单层bEnd.3。用VEGF和FZD4激动剂共同处理细胞完全挽救了VEGF

介导的细胞通透性的增加。这些结果表明FZD4激动剂以不依赖于VEGF的机制促进内皮细胞

屏障功能。

[0236] A)ZO‑1(绿色)/CLDN3(红色)和ZO‑1(绿色)/CLDN5(红色)在bEnd .3细胞连接处的

免疫荧光定位。在存在或不存在VEGF(100ng/ml)的情况下，用或不用30nM  F4L5.13(又名

CM0199)和诺里蛋白处理bEnd .3细胞1小时。DAPI(蓝色)对细胞核进行染色。B)通过测量

FITC‑葡聚糖穿过bEnd .3单层来确定跨内皮通透性。在单独用VEGF(100ng/ml)或F4L5.13

(30nM)或同时用VEGF(100ng/ml)和F4L5.13(30nM)处理bEnd.3持续1小时后，或在用VEGF预

处理1小时后用F4L5 .13处理bEnd .3持续1小时后，测量FITC‑葡聚糖的穿过。误差条表示

SEM，n＝5。结果呈现在图11中。

[0237] 实施例5：新FZD5抗体在与从亲和力成熟文库中鉴定的2919重叠的位点处结合

FZD5。

[0238] 在存在或不存在饱和浓度的2919IgG的情况下，单点ELISA在包被有人FZD5蛋白的

ECD的96孔Maxisorp板上进行。将板用单克隆Fab噬菌体孵育，然后用辣根过氧化物酶(HRP)

缀合的抗M13抗体孵育。随后将孔洗涤8次，然后用3,3,'5,5'‑四甲基联苯胺/H2O2过氧化物

酶(TMB)底物孵育5至10分钟。通过添加1M  H3PO4来终止反应，并在微量滴定板读数器中以分

光光度法在450nm处测量吸光度。结果呈现在图12中。

[0239] 实施例6：来自2928亲和力成熟文库的新FZD5抗体选择性地结合FZD5。

[0240] 单点ELISA在包被有人FZD2、FZD5或FZD8蛋白的ECD的96孔Maxisorp板上进行。将

板用单克隆Fab噬菌体孵育，然后用辣根过氧化物酶(HRP)缀合的抗M13抗体孵育。随后将孔

洗涤8次，然后用3,3,'5,5'‑四甲基联苯胺/H2O2过氧化物酶(TMB)底物孵育5至10分钟。通过

添加1M  H3PO4来终止反应，并在微量滴定板读数器中以分光光度法在450nm处测量吸光度。

结果呈现在图13中。

[0241] 实施例7：泛FZD/LRP6  ANT9和FZD5特异性/LRP6  ANT9激活细胞中的Wnt信号传导。

[0242] 用不同浓度的FZD激动剂或非靶向对照分子(CM0156)处理TOPFLASH  HEK293细胞

过夜，使用标准荧光素酶测定法测量TCF/LEF驱动的荧光素酶表达。两种分子都能够以浓度

响应的方式激活FZD介导的荧光素酶表达。ANT9能够与10种FZD受体亚型中的7种结合，产生

比FZD5特异性ANT59更高的最大激活信号。

[0243] 体内实验

[0244] DSS诱导的结肠炎模型

[0245] 在图24中，给予C57/BL6小鼠含2％DSS的饮用水7天，再给予0.5％DSS另外3天以诱

导结肠炎。在第4天和第7天以10mg/kg的剂量通过腹膜内注射施用对照‑FLAg、泛FLAg和

ANT59。每天对小鼠进行称重。第10天对小鼠实施安乐死，收采组织用于结肠长度和组织学

的测量。

[0246] 组织学

[0247] 为了进行组织学分析，将收采的组织固定在4％多聚甲醛中并包埋在石蜡中。用苏

木精和曙红(H&E)对5μm的切片进行染色。使用Nikon  Eclipse显微镜捕获图像(图23)。

[0248] 类器官培养和活力测量

[0249] 从8周龄雌性C57BL/6小鼠中收采小肠隐窝，并按照先前所述进行培养(O'Rourke

说　明　书 53/111 页

64

CN 116917332 A

64



等，2016)。将类器官培养物传代并包埋在25μl低生长因子基质胶(Corning，356231)中，一

式三份地在48孔板中铺板。用DMSO、1μM  LGK974、1μM  LGK974+50％WNT3A条件培养基、1μM 

LGK974+30nM泛FLAg、1μM  LGK974+30nM  FZD2‑FLAg、1μM  LGK974+30nM  FZD4‑FLAg、1μM 

LGK974+30nM  FZD5‑FLAg、1μM  LGK974+30nM  FZD7‑FLAg处理类器官培养物。处理物在250μl

完全培养基中制备，在传代当天添加到每个孔中，每2至3天更换一次。在终点(7天)，将150μ

l  Cell  Titer‑Glo3D(Promega)添加到每个孔中的150μl培养基中。室温下在摇动平台上裂

解类器官30分钟。在Envision多标签酶标仪上对来自每个孔的20μl裂解物测量荧光读数

(一式多份)。将每个条件的平均荧光读数归一化为对照条件以计算相对活力(图22)。

[0250] 实施例8：8个ANT39变体的瞬时表达。

[0251] 使用基于标准制造脂质的方案(ThermoFisher)在CHO细胞中瞬时表达8个ANT39变

体系列(图16A和16B)。简而言之，细胞在生长培养基中生长至密度为约2.0×106个细胞/

ml，用适当的转染试剂转染相关DNA。针对每个变体测试了两个替代性的输入质粒比率，即

1:1:2或2:1:3(杵重链：臼重链：轻链)。条件培养基在7天后采收，通过蛋白A琼脂糖凝胶纯

化，测量滴度。

[0252] 表11

[0253]
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[0254] *变体在HEK293细胞中瞬时表达。

[0255] 本领域技术人员将认识到或能够仅使用常规实验即可确定本文描述的特定方法

的许多等同方式。此类等同方式被认为在本发明范围内。在不脱离本发明的精神和范围的

情况下，可以对本发明进行各种替换、改变和修改。其他方面、优势和修改落入本发明范围

内。

[0256] 本申请全文中引用的所有文献、已公告的专利和已公布的专利申请的内容均通过

引用并入本文。可以为本发明和其中的实施方式选择那些专利、申请和其他文献的适当的

组分、过程和方法。

[0257] 在整个说明书和后面的权利要求书中，除非上下文另有要求，否则词语“包括”以

及“包含”和“含有”等变形将被理解为意味着包括设定的整数、步骤、整数组或步骤组，并不

排除任何其他整数、步骤、整数组或步骤组。

[0258] 为了澄清应用并向公众提供提醒，短语“<A>、<B>……和<N>中的至少一个”或“<A

>、<B>……或<N>中的至少一个”或“<A>、<B>……<N>或它们的组合中的至少一个”或“<A>、<

B>……和/或<N>”由申请人在最广泛的意义上进行限定，除非申请人明确地主张相反，否则

取代上文或下文中的任何其他隐含定义，意指选自包括A、B……和N的组的一个以上要素。

换句话说，这些短语意指要素A、B……或N中的一个以上的任意组合，包括单独的任何一个

要素或一个要素与一个以上其他要素的组合，其还可以包括组合的未列出的附加要素。除

非另有说明或上下文另有启示，否则本文所用的“一个”或“一种”指“至少一个”或“一种以

上”。

说　明　书 55/111 页

66

CN 116917332 A

66



[0259]

说　明　书 56/111 页

67

CN 116917332 A

67



[0260]

说　明　书 57/111 页

68

CN 116917332 A

68



[0261]

说　明　书 58/111 页

69

CN 116917332 A

69



[0262]

说　明　书 59/111 页

70

CN 116917332 A

70



[0263]

说　明　书 60/111 页

71

CN 116917332 A

71



[0264]

说　明　书 61/111 页

72

CN 116917332 A

72



[0265]

说　明　书 62/111 页

73

CN 116917332 A

73



[0266]

说　明　书 63/111 页

74

CN 116917332 A

74



[0267]

说　明　书 64/111 页

75

CN 116917332 A

75



[0268]

说　明　书 65/111 页

76

CN 116917332 A

76



[0269]

说　明　书 66/111 页

77

CN 116917332 A

77



[0270]

说　明　书 67/111 页

78

CN 116917332 A

78



[0271]

说　明　书 68/111 页

79

CN 116917332 A

79



[0272]

说　明　书 69/111 页

80

CN 116917332 A

80



[0273]

说　明　书 70/111 页

81

CN 116917332 A

81



[0274]

说　明　书 71/111 页

82

CN 116917332 A

82



[0275]

说　明　书 72/111 页

83

CN 116917332 A

83



[0276]

说　明　书 73/111 页

84

CN 116917332 A

84



[0277]

说　明　书 74/111 页

85

CN 116917332 A

85



[0278]

说　明　书 75/111 页

86

CN 116917332 A

86



[0279]

说　明　书 76/111 页

87

CN 116917332 A

87



[0280]

说　明　书 77/111 页

88

CN 116917332 A

88



[0281]

说　明　书 78/111 页

89

CN 116917332 A

89



[0282]

说　明　书 79/111 页

90

CN 116917332 A

90



[0283]

说　明　书 80/111 页

91

CN 116917332 A

91



[0284]

说　明　书 81/111 页

92

CN 116917332 A

92



[0285]

说　明　书 82/111 页

93

CN 116917332 A

93



[0286]

说　明　书 83/111 页

94

CN 116917332 A

94



[0287]

说　明　书 84/111 页

95

CN 116917332 A

95



[0288]

说　明　书 85/111 页

96

CN 116917332 A

96



[0289]

说　明　书 86/111 页

97

CN 116917332 A

97



[0290]

说　明　书 87/111 页

98

CN 116917332 A

98



[0291]

说　明　书 88/111 页

99

CN 116917332 A

99



[0292]

说　明　书 89/111 页

100

CN 116917332 A

100



[0293]

说　明　书 90/111 页

101

CN 116917332 A

101



[0294]

说　明　书 91/111 页

102

CN 116917332 A

102



[0295]

说　明　书 92/111 页

103

CN 116917332 A

103



[0296]

说　明　书 93/111 页

104

CN 116917332 A

104



[0297]

说　明　书 94/111 页

105

CN 116917332 A

105



[0298]

说　明　书 95/111 页

106

CN 116917332 A

106



[0299]

说　明　书 96/111 页

107

CN 116917332 A

107



[0300]

说　明　书 97/111 页

108

CN 116917332 A

108



[0301]

说　明　书 98/111 页

109

CN 116917332 A

109



[0302]

说　明　书 99/111 页

110

CN 116917332 A

110



[0303]

说　明　书 100/111 页

111

CN 116917332 A

111



[0304]

说　明　书 101/111 页

112

CN 116917332 A

112



[0305]

说　明　书 102/111 页

113

CN 116917332 A

113



[0306]

说　明　书 103/111 页

114

CN 116917332 A

114



[0307]

说　明　书 104/111 页

115

CN 116917332 A

115



[0308]

说　明　书 105/111 页

116

CN 116917332 A

116



[0309]

说　明　书 106/111 页

117

CN 116917332 A

117



[0310]

说　明　书 107/111 页

118

CN 116917332 A

118



[0311]

说　明　书 108/111 页

119

CN 116917332 A

119



[0312]

说　明　书 109/111 页

120

CN 116917332 A

120



[0313]

说　明　书 110/111 页

121

CN 116917332 A

121



[0314]

说　明　书 111/111 页

122

CN 116917332 A

122



图1A

说　明　书　附　图 1/40 页

123

CN 116917332 A

123



图1B

说　明　书　附　图 2/40 页

124

CN 116917332 A

124



图2

说　明　书　附　图 3/40 页

125

CN 116917332 A

125



图3A

说　明　书　附　图 4/40 页

126

CN 116917332 A

126



图3B

说　明　书　附　图 5/40 页

127

CN 116917332 A

127



图4

说　明　书　附　图 6/40 页

128

CN 116917332 A

128



图5A

说　明　书　附　图 7/40 页

129

CN 116917332 A

129



图5B

说　明　书　附　图 8/40 页

130

CN 116917332 A

130



图6

说　明　书　附　图 9/40 页

131

CN 116917332 A

131



图7

图8A

说　明　书　附　图 10/40 页

132

CN 116917332 A

132



图8B

说　明　书　附　图 11/40 页

133

CN 116917332 A

133



图9A

说　明　书　附　图 12/40 页

134

CN 116917332 A

134



图9B

说　明　书　附　图 13/40 页

135

CN 116917332 A

135



图10

说　明　书　附　图 14/40 页

136

CN 116917332 A

136



图10续

说　明　书　附　图 15/40 页

137

CN 116917332 A

137



图10续

说　明　书　附　图 16/40 页

138

CN 116917332 A

138



图11A

说　明　书　附　图 17/40 页

139

CN 116917332 A

139



图11B

说　明　书　附　图 18/40 页

140

CN 116917332 A

140



图12

说　明　书　附　图 19/40 页

141

CN 116917332 A

141



图13

说　明　书　附　图 20/40 页

142

CN 116917332 A

142



图14

说　明　书　附　图 21/40 页

143

CN 116917332 A

143



图15

说　明　书　附　图 22/40 页

144

CN 116917332 A

144



图16A

说　明　书　附　图 23/40 页

145

CN 116917332 A

145



图16A续

说　明　书　附　图 24/40 页

146

CN 116917332 A

146



图16B

说　明　书　附　图 25/40 页

147

CN 116917332 A

147



图16B续

说　明　书　附　图 26/40 页

148

CN 116917332 A

148



图17

说　明　书　附　图 27/40 页

149

CN 116917332 A

149



图18

说　明　书　附　图 28/40 页

150

CN 116917332 A

150



图18

说　明　书　附　图 29/40 页

151

CN 116917332 A

151



图18

说　明　书　附　图 30/40 页

152

CN 116917332 A

152



图18

说　明　书　附　图 31/40 页

153

CN 116917332 A

153



图19

说　明　书　附　图 32/40 页

154

CN 116917332 A

154



图20

说　明　书　附　图 33/40 页

155

CN 116917332 A

155



图21

说　明　书　附　图 34/40 页

156

CN 116917332 A

156



图21续

说　明　书　附　图 35/40 页

157

CN 116917332 A

157



图22

说　明　书　附　图 36/40 页

158

CN 116917332 A

158



图23

说　明　书　附　图 37/40 页

159

CN 116917332 A

159



图24

说　明　书　附　图 38/40 页

160

CN 116917332 A

160



图24续

说　明　书　附　图 39/40 页

161

CN 116917332 A

161



图25

说　明　书　附　图 40/40 页

162

CN 116917332 A

162



1.一种四价结合抗体分子，所述四价结合抗体分子包含：

(a)包含重链恒定结构域3(CH3)的Fc结构域或Fc结构域的片段；

(b)二价低密度脂蛋白受体相关蛋白5(LRP5)结合结构域；和

(c)二价卷曲蛋白(FZD)结合结构域；

其中，所述LRP5结合结构域与所述Fc结构域的一个末端连接，所述FZD结合结构域与所

述Fc结构域的另一个末端连接；

其中，所述LRP5结合结构域包含结合LRP5的双抗体，所述FZD结合结构域包含结合FZD4

的两个scFv或两个Fab。

2.根据权利要求1所述的四价结合抗体分子，其中，

(a)所述LRP5结合结构域的双抗体与所述Fc结构域的N末端连接；以及

(b)所述FZD4结合结构域与所述Fc结构域的C末端连接。

3.根据权利要求2所述的四价结合抗体分子，其中，

(a)所述LRP5结合结构域的双抗体通过双抗体的VL或VH与所述Fc结构域的N末端连接；

以及

(b)所述FZD结合结构域包含与Fc的C末端融合的两个FZD结合Fab，其中，每个Fab通过

与所述Fc结构域的CH3结构域连接的Fab的重链可变结构域或轻链可变结构域(VH或VL)与

Fc结构域连接。

4.一种四价结合抗体分子，所述四价结合抗体分子包含N末端LRP5结合双抗体和包含

两个FZD4结合scFv的C末端结构域，所述四价结合抗体分子包含：

第一单体和第二单体的二聚体，其中，每个单体包含单链多肽，所述单链多肽从N末端

到C末端包含：

(a)第一肽，所述第一肽包含结合LRP5的第一重链可变结构域(VH)和第一轻链可变结

构域(VL)；

(b)包含重链恒定结构域3(CH3)的Fc区或Fc区的片段；和

(c)第二肽，所述第二肽包含结合FZD4的第二VL和第二VH；以及

第一轻链单体和第二轻链单体，每个轻链单体从N末端到C末端包含与轻链恒定结构域

1(CL1结构域)连接的结合FZD4的VL；

其中，第一单体和第二单体通过Fc区或Fc区的片段二聚化，每个单体的第一VH和VL与

另一个单体的第一VH和VL配对，形成结合LRP5的双抗体，并且每个单体的第二VL和VH配对

形成结合FZD4的scFv；并且

其中，LRP5结合双抗体形成四价结合抗体分子的N末端LRP5结合结构域，两个FZD4结合

scFv形成四价结合抗体分子的C末端FZD结合结构域。

5.根据权利要求1所述的四价结合抗体分子，其中，所述FZD结合结构域与所述Fc结构

域的N末端连接，所述LRP5结合结构域与所述Fc结构域的C末端连接。

6.根据权利要求5所述的四价结合抗体分子，其中，

(a)所述FZD结合结构域包含结合FZD4的两个Fab，其中，每个Fab通过与所述Fc结构域

的CH2结构域连接的Fab的重链可变结构域或轻链可变结构域(VH或VL)与所述Fc结构域的N

末端连接；以及

(b)所述LRP5结合结构域包含结合LRP5的双抗体或两个scFv，其中，所述双抗体或两个
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scFv通过与所述Fc结构域的CH3连接的双抗体或scFv的VL或VH与Fc结构域的C末端连接。

7.一种四价结合抗体分子，所述四价结合抗体分子包含：包含重链恒定结构域3(CH3)

的Fc结构域或Fc结构域的片段、包含两个FZD4结合Fab的N末端FZD4结合结构域和包含LRP5

结合双抗体的C末端LRP5结合结构域，所述四价结合抗体分子包含：

(a)第一重链单体和第二重链单体，其中，每个重链单体包含单链多肽，所述单链多肽

从N末端到C末端包含：

(i)结合FZD4的重链可变结构域(VH)，其连接至如下(ii)；

(ii)重链恒定区结构域1(CH1结构域)，其连接至如下(iii)；

(iii)Fc区的CH2结构域，其连接至如下(iv)；

(iv)包含结合LRP5共受体的VH的肽，所述结合LRP5共受体的VH与结合LRP5共受体的轻

链可变结构域(VL)连接；以及

(b)第一轻链单体和第二轻链单体，每个轻链单体从N末端到C末端包含结合FZD4的VL，

所述结合FZD4的VL与轻链恒定结构域1(CL1结构域)连接；

其中，第一重链单体和第二重链单体通过它们的Fc区或Fc区的片段二聚化；

其中，结合LRP5的VH和VL之间的接头的长度促进第一重链单体的VH和VL与第二重链单

体的VL和VH配对，从而形成LRP5共受体结合双抗体，FZD结合Fab通过如下形成：每个重链单

体与轻链单体配对使得每个重链单体中的结合FZD4的VH和CH1与轻链单体中的结合FZD4的

VL和CL1配对；并且

其中，Fab在Fc结构域的N末端形成FZD4结合结构域，双抗体在Fc结构域的C末端形成

LRP5共受体结合结构域。

8.根据权利要求1至7中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述LRP5结合双抗体

是与LRP5共受体胞外结构域内的两个表位结合的二价双特异性LRP5结合结构域。

9.根据权利要求8所述的四价结合抗体分子，其中，所述LPR5结合结构域与LRP5共受体

的Wnt1表位和Wnt3表位相互作用。

10.根据权利要求1至9中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述FZD结合结构域

是单特异性的。

11.根据权利要求1至10中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，

所述LRP5结合结构域的双抗体结合LRP5，所述LRP5结合结构域的双抗体包含表3或表

6A中的序列中所示的抗体的重链互补决定区CDR‑H1、CDR‑H2和CDR‑H3以及轻链互补决定区

CDR‑L1、CDR‑L2和CDR‑L3。

12.根据权利要求1至11中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述Fc结构域或Fc

结构域的片段通过Fc区或Fc区的片段的杵臼构造二聚化。

13.根据权利要求12所述的四价结合抗体分子，其中，根据EU编号，所述第一重链单体

的Fc区包含突变T366S、L368A和Y407V，所述第二重链单体的Fc区包含突变T366W。

14.根据权利要求13所述的四价结合抗体分子，其中，根据EU编号，所述第一重链单体

的Fc区还包含突变S354I和E357L，所述第二重链单体的Fc区还包含突变Q347M、Y349F、

T350D和L368M。

15.根据权利要求13所述的四价结合抗体分子，其中，在第一重链单体和第二重链单体

的Fe区之间引入另外的二硫键；优选地，根据EU编号，第一重链单体包含突变Y349C并且第
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二重链单体包含突变S354C。

16.根据权利要求1至15中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述Fc结构域缺乏

一种以上效应子功能。

17.根据权利要求16所述的四价结合抗体分子，其中，所述Fc区具有因根据EU编号的氨

基酸突变N297G(NG)和/或D265A(DA)变体而改变它们的效应子功能的突变。

18.根据权利要求16所述的四价结合抗体分子，其中，所述Fc区具有因根据EU编号的氨

基酸突变L234A、L235A和/或P331S而改变它们的效应子功能的突变。

19.根据权利要求18所述的四价结合抗体分子，其中，所述Fc区具有因氨基酸突变

L234A和L235A(LALA)而改变它们的效应子功能的突变。

20.根据权利要求19所述的四价结合抗体分子，其中，所述Fc区具有因氨基酸突变

L234A、L235A和P331S(LALAPS)而改变它们的效应子功能的突变。

21.根据权利要求1至20中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述LRP5结合结构

域和FZD结合结构域各自通过接头与所述Fc结构域连接。

22.根据权利要求21所述的四价结合抗体分子，其中，所述接头包含1至100个、1至50

个、1至30个、1至25个、1至10个、1至6个氨基酸、1至5个氨基酸或2至4个氨基酸。

23.根据权利要求21或22所述的四价结合抗体分子，其中，形成LRP5共受体结合结构域

的双抗体通过接头GGGGSGGGGSEPKSSDKTHT(SEQ  ID  NO：892)与Fc结构域融合。

24.根据权利要求21至23中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述FZD4结合Fab

通过接头GGGSGGGSGGGSGGGSGSTG(SEQ  ID  NO：891)与Fc区融合。

25.根据权利要求1至24中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，结合LRP5共受体的

VH通过短接头GGGGS(SEQ  ID  NO：886)与结合LRP5共受体的VL连接。

26.根据权利要求1至25中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述FZD结合结构域

包含结合FZD4的两个Fab。

27.根据权利要求26所述的四价结合抗体分子，其中，所述FZD结合Fab包含表1、表2或

表6中的序列中所示的抗体的轻链互补决定区CDR‑L1、CDR‑L2和CDR‑L3以及重链CDR：CDR‑

H1、CDR‑H2和CDR‑H3。

28.根据权利要求1至4和8至27中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述四价结

合抗体分子包含：

(a)第一重链单体和第二重链单体的二聚体，每个单体包含单链多肽，所述单链多肽从

N末端到C末端包含：

(1)包含结合LRP5的重链可变结构域(VH)和结合LRP5的轻链可变结构域(VL)的肽，

(2)包含CH3的Fc区或Fc区的片段，

(3)结合FZD4的VH，以及

(4)重链恒定结构域1(CH1)，

其中：

(5)结合LRP5的VH包含表3或表6中的序列中所示的抗体的重链CDR(CDR‑H1、CDR‑H2和

CDR‑H3)，

(b)结合LRP5的VL包含表3或表6中的序列中所示的抗体的轻链CDR(CDR‑L1、CDR‑L2和

CDR‑L3)，
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(c)结合FZD4的VH包含表1、表2或表6中的序列中所示的抗体的重链CDR(CDR‑H1、CDR‑

H2和CDR‑H3)；以及

(d)第三轻链单体和第四轻链单体，所述第三轻链单体和第四轻链单体各自包含结合

FZD4的VL和轻链恒定结构域1(CL1)，所述结合FZD4的VL包含表1、表2或表6中的序列中所示

的抗体的轻链CDR(CDR‑L1、CDR‑L2和CDR‑L3)，

其中，第一重链单体和第二重链单体通过它们的Fc区二聚化，第一单体的结合LRP5的

VL和VH与第二单体的结合LRP5的VH和VL配对形成结合LRP5的二价双抗体，并且

第三轻链单体和第四轻链单体的CL1和结合FZD4的VL与第一重链单体和第二重链单体

的CH1和结合FZD4的VH配对形成结合FZD4的两个Fab，其中，双抗体形成N末端二价LRP5结合

结构域，两个Fab形成C末端二价FZD4结合结构域。

29.根据权利要求5至7中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述四价结合抗体分

子包含：

(a)第一重链单体和第二重链单体的二聚体，每个单体包含单链多肽，所述单链多肽从

N末端到C末端包含：

(1)结合FZD4的VH，

(2)包含CH3的Fc区或Fc区的片段，

(3)包含结合LRP5的VH和结合LRP5的VL的肽，以及

(4)重链恒定结构域1(CH1)，

其中：

(5)结合LRP5的VH包含表3或表6中的序列中所示的抗体的重链CDR(CDR‑H1、CDR‑H2和

CDR‑H3)，

(b)结合LRP5的VL包含表3或表6中的序列中所示的抗体的轻链CDR(CDR‑L1、CDR‑L2和

CDR‑L3)，

(c)结合FZD4的VH包含表1、表2或表6中的序列中所示的抗体的重链CDR(CDR‑H1、CDR‑

H2和CDR‑H3)；以及

(d)第三轻链单体和第四轻链单体，所述第三轻链单体和第四轻链单体各自从N末端至

C末端包含结合FZD4的VL和轻链恒定结构域1(CL1)，所述结合FZD4的VL包含表1、表2或表6

中的序列中所示的抗体的轻链CDR(CDR‑L1、CDR‑L2和CDR‑L3)，

其中，第一重链单体和第二重链单体通过它们的Fc区二聚化，第一单体的结合LRP5的

VL和VH与第二单体的结合LRP5的VH和VL配对形成结合LRP5的二价双抗体，并且

第三轻链单体和第四轻链单体的CL1和结合FZD4的VL与第一重链单体和第二重链单体

的CH1和结合FZD4的VH配对形成结合FZD4的两个Fab，其中，双抗体形成C末端二价LRP5结合

结构域，两个Fab形成N末端二价FZD4结合结构域。

30.根据权利要求28或29所述的四价结合抗体分子，其中，所述LRP5结合双抗体是双特

异性的，其中：

第一重链单体的结合LRP5的VH的CDR和第二重链单体的结合LRP5的VH的CDR不相同，以

及

第一重链单体的结合LRP5的VL的CDR和第二重链单体的结合LRP5的VL的CDR不相同。

31.根据权利要求30所述的四价结合抗体分子，其中：
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在所述第一重链单体中，

(a)结合LRP5的VH的CDR‑H1和CDR‑H2分别包含FSSSSI(SEQ  ID  NO：528)和SISSSYGYTY

(SEQ  ID  NO：553)，或者，结合LRP5的VH的CDR‑H1和CDR‑H2分别包含LSYYYM(SEQ  ID  NO：

527)和SIYSSYGYTY(SEQ  ID  NO：552)，并且

(b)结合LRP5的VL的CDR‑L2和CDR‑L3分别包含SASDLYS(SEQ  ID  NO：491)和YAGAGLI

(SEQ  ID  NO：510)，或者，结合LRP5的VL的CDR‑L2和CDR‑L3分别包含SASSLYS(SEQ  ID  NO：2)

和SSYSLI(SEQ  ID  NO：130)；以及

在所述第二重链单体中，

(c)结合LRP5的VH的CDR‑H1和CDR‑H2分别包含FTAYAM(SEQ  ID  NO：536)和SIYPSGGYTA

(SEQ  ID  NO：566)，或者，结合LRP5的VH的CDR‑H1和CDR‑H2分别包含FSSSSI(SEQ  ID  NO：

528)和SISSSYGYTY(SEQ  ID  NO：553)，并且

(d)结合LRP5的VL的CDR‑L2和CDR‑L3分别包含SASSLYS(SEQ  ID  NO：2)和YWAYYSPI(SEQ 

ID  NO:493)，或者，结合LRP5的VL的CDR‑L2和CDR‑L3分别包含SASSLYS(SEQ  ID  NO：2)和

ASYAPI(SEQ  ID  NO:492)。

32.根据权利要求28至31中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，在所述第一重链单

体和第二重链单体中，结合FZD4的VH的CDR‑H1和CDR‑H2分别包含LSSYSM(SEQ  ID  NO：24)和

YISSYYGYTY(SEQ  ID  NO：51)，或者，结合FZD4的VH的CDR‑H1和CDR‑H2分别包含LSSYSM(SEQ 

ID  NO：24)和YISSYDSITD(SEQ  ID  NO：61)。

33.根据权利要求28至32中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，在所述第三轻链单

体和第四轻链单体中，结合FZD4的VL的CDR‑L1和CDR‑L2分别包含SVSSA(SEQ  ID  NO：1)和

SASSLYS(SEQ  ID  NO：2)，结合FZD4的VL的CDR‑L3包含WYYAPI(SEQ  ID  NO：3)或WYNAPI(SEQ 

ID  NO：12)。

34.根据权利要求28、29、30、32和33中任一项所述的四价结合抗体分子，所述四价结合

抗体分子包含二价双特异性LRP5结合结构域，其中：

(a)在所述第一重链单体中，

结合LRP‑5的VH包含SEQ  ID  NO：528的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：553的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

586的CDR‑H3，结合LRP‑5的VL包含表6A的ANT16‑臼的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：

491的CDR‑L2和SEQ  ID  NO：510的CDR‑L3，或者

结合LRP5的VH包含SEQ  ID  NO：527的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：552的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

584的CDR‑H3，结合LRP5的VL包含表6A的ANT18‑臼的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：2的

CDR‑L2和SEQ  ID  NO：130的CDR‑L3，或者

结合LRP‑5的VH包含SEQ  ID  NO：527的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：552的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

584的CDR‑H3，结合LRP‑5的VL包含表6A的ANT20‑臼的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：

491的CDR‑L2和SEQ  ID  NO：510的CDR‑L3，或者

结合LRP‑5的VH包含SEQ  ID  NO：528的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：553的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

586的CDR‑H3，结合LRP‑5的VL包含表6A的ANT21‑臼的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：2

的CDR‑L2和SEQ  ID  NO：130的CDR‑L3，或者

结合LRP‑5的VH包含SEQ  ID  NO：527的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：552的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

584的CDR‑H3，结合LRP‑5的VL包含表6A的ANT36‑臼的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：2
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的CDR‑L2和SEQ  ID  NO：130的CDR‑L3，或者

结合LRP‑5的VH包含SEQ  ID  NO：528的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：553的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

586的CDR‑H3，结合LRP‑5的VL包含表6A的ANT39‑臼的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：

491的CDR‑L2和SEQ  ID  NO：510的CDR‑L3，

以及

结合FZD4的VH包含如下FZD4  VH  CDR：表6B的ANT16‑臼的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ 

ID  NO：51的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：79的CDR‑H3，或者

结合FZD4的VH包含如下FZD4  VH  CDR：表6B的ANT18‑臼的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ 

ID  NO：51的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：79的CDR‑H3，或者

结合FZD4的VH包含如下FZD4  VH  CDR：表6B的ANT20‑臼的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ 

ID  NO：51的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：79的CDR‑H3，或者

结合FZD4的VH包含如下FZD4  VH  CDR：表6B的ANT21‑臼的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ 

ID  NO：51的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：79的CDR‑H3，或者

结合FZD4的VH包含如下FZD4  VH  CDR：表6B的ANT36‑臼的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ 

ID  NO：61的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：90的CDR‑H3，或者

结合FZD4的VH包含如下FZD4  VH  CDR：表6B的ANT39‑臼的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ 

ID  NO：61的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：90的CDR‑H3，

其中，FZD  CDR‑L1和CDR‑L2分别为SVSSA(SEQ  ID  NO：1)和SASSLYS(SEQ  ID  NO：2)；以

及

(b)在第二单体中，

结合LRP5的VH包含SEQ  ID  NO：536的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：566的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

603的CDR‑H3，结合LRP5的VL包含表6A的ANT16‑杵的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：2的

CDR‑L2和SEQ  ID  NO：493的CDR‑L3，或者

结合LRP5的VH包含SEQ  ID  NO：528的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：553的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

585的CDR‑H3，结合LRP5的VL包含表6A的ANT18‑杵的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：2的

CDR‑L2和SEQ  ID  NO：492的CDR‑L3，或者

结合LRP5的VH包含SEQ  ID  NO：536的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：566的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

603的CDR‑H3，结合LRP5的VL包含表6A的ANT20‑杵的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：2的

CDR‑L2和SEQ  ID  NO：492的CDR‑L3，或者

结合LRP5的VH包含SEQ  ID  NO：528的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：553的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

585的CDR‑H3，结合LRP5的VL包含表6A的ANT21‑杵的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：2的

CDR‑L2和SEQ  ID  NO：493的CDR‑L3，或者

结合LRP5的VH包含SEQ  ID  NO：528的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：553的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

585的CDR‑H3，结合LRP5的VL包含表6A的ANT36‑杵的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：2的

CDR‑L2和SEQ  ID  NO：492的CDR‑L3，或者

结合LRP5的VH包含SEQ  ID  NO：536的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：566的CDR‑H2和SEQ  ID  NO：

603的CDR‑H3，结合LRP5的VL包含表6A的ANT39‑杵的SEQ  ID  NO：1的CDR‑L1、SEQ  ID  NO：2的

CDR‑L2和SEQ  ID  NO：493的CDR‑L3，

以及
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结合FZD4的VH包含：

表6B的ANT16杵的FZD4  Fab的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：51的CDR‑H2和SEQ 

ID  NO：79的CDR‑H3，或者

表6B的ANT18杵的FZD4  Fab的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：51的CDR‑H2和SEQ 

ID  NO：79的CDR‑H3，或者

表6B的ANT20杵的FZD4  Fab的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：51的CDR‑H2和SEQ 

ID  NO：79的CDR‑H3，或者

表6B的ANT21杵的FZD4  Fab的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：51的CDR‑H2和SEQ 

ID  NO：79的CDR‑H3，或者

表6B的ANT36杵的FZD4  Fab的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：61的CDR‑H2和SEQ 

ID  NO：90的CDR‑H3，或者

表6B的ANT39杵的FZD4  Fab的SEQ  ID  NO：24的CDR‑H1、SEQ  ID  NO：61的CDR‑H2和SEQ 

ID  NO：90的CDR‑H3；

以及

(c)在第三单体和第四单体中的每一个中，

VL包含表6B的ANT16‑杵的FZD4  Fab的CDR‑L1、CDR‑L2和SEQ  ID  NO：3的CDR‑L3，或者

VL包含表6B的ANT18‑杵的FZD4  Fab的CDR‑L1、CDR‑L2和SEQ  ID  NO：3的CDR‑L3，或者

VL包含表6B的ANT20‑杵的FZD4  Fab的CDR‑L1、CDR‑L2和SEQ  ID  NO：3的CDR‑L3，或者

VL包含表6B的ANT21‑杵的FZD4  Fab的CDR‑L1、CDR‑L2和SEQ  ID  NO：3的CDR‑L3，或者

VL包含表6B的ANT36‑杵的FZD4  Fab的CDR‑L1、CDR‑L2和SEQ  ID  NO：12的CDR‑L3，或者

VL包含表6B的ANT39‑杵的FZD4  Fab的CDR‑L1、CDR‑L2和SEQ  ID  NO：12的CDR‑L3，

其中，FZD4  Fab的CDR‑L1包含SVSSA(SEQ  ID  NO：1)，FZD4  Fab的CDR‑L2包含SASSLYS

(SEQ  ID  NO：2)。

35.根据权利要求1至34中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述四价结合抗体

分子不包含如下FZD结合结构域：所述FZD结合结构域与包含LRP6结合抗体2542和/或抗体

2539的CDR的Wnt共受体结合结构域组合，并且包含FZD结合抗体5044的CDR。

36.根据权利要求1至35中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述四价结合抗体

分子包含：

(a)包含SEQ  ID  NO：898的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链、包含SEQ  ID  NO：

897的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链以及包含SEQ  ID  NO：899的轻链构建体的氨

基酸序列的轻链，其中，CDR的氨基酸序列为ANT16的CDR的氨基酸序列；或者

(b)包含SEQ  ID  NO：901的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链、包含SEQ  ID  NO：

900的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链以及包含SEQ  ID  NO：902的轻链构建体的氨

基酸序列的轻链，其中，CDR的氨基酸序列为ANT18的CDR的氨基酸序列；或者

(c)包含SEQ  ID  NO：904的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链、包含SEQ  ID  NO：

903的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链以及包含SEQ  ID  NO：902的轻链构建体的氨

基酸序列的轻链，其中，CDR的氨基酸序列为ANT20的CDR的氨基酸序列；或者

(d)包含SEQ  ID  NO：906的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链、包含SEQ  ID  NO：

905的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链以及包含SEQ  ID  NO：902的轻链构建体的氨
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基酸序列的轻链，其中，CDR的氨基酸序列为ANT21的CDR的氨基酸序列；或者

(e)包含SEQ  ID  NO：908的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链、包含SEQ  ID  NO：

907的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链以及包含SEQ  ID  NO：909的轻链构建体的氨

基酸序列的轻链，其中，CDR的氨基酸序列为ANT39的CDR的氨基酸序列；或者

(f)包含选自如下的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链：SEQ  ID  NO：921、SEQ  ID 

NO：922、SEQ  ID  NO：923、SEQ  ID  NO：924、SEQ  ID  NO：925、SEQ  ID  NO：926、SEQ  ID  NO：927

和SEQ  ID  NO：928；包含选自如下的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链：SEQ  ID  NO：

929、SEQ  ID  NO：930、SEQ  ID  NO：931、SEQ  ID  NO：932、SEQ  ID  NO：933、SEQ  ID  NO：934、SEQ 

ID  NO：935和SEQ  ID  NO：936；以及包含选自SEQ  ID  NO：909和SEQ  ID  NO：952的轻链构建体

的氨基酸序列的轻链。

37.根据权利要求1至35中任一项所述的四价结合抗体分子，其中，所述四价结合抗体

分子包含：

a)包含SEQ  ID  NO：921或SEQ  ID  NO：925的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链，包

含SEQ  ID  NO：929或SEQ  ID  NO：933的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链，以及包含

SEQ  ID  NO：909或SEQ  ID  NO：952的轻链构建体的氨基酸序列的轻链；或者

b)包含SEQ  ID  NO：922或SEQ  ID  NO：926的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链，包

含SEQ  ID  NO：930或SEQ  ID  NO：934的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链，以及包含

SEQ  ID  NO：909或SEQ  ID  NO：952的轻链构建体的氨基酸序列的轻链；或者

c)包含SEQ  ID  NO：923或SEQ  ID  NO：927的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链，包

含SEQ  ID  NO：931或SEQ  ID  NO：935的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链，以及包含

SEQ  ID  NO：909或SEQ  ID  NO：952的轻链构建体的氨基酸序列的轻链；或者

d)包含SEQ  ID  NO：924或SEQ  ID  NO：928的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链，包

含SEQ  ID  NO：932或SEQ  ID  NO：936的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链，以及包含

SEQ  ID  NO：909或SEQ  ID  NO：952的轻链构建体的氨基酸序列的轻链；或者

e)包含SEQ  ID  NO：908或SEQ  ID  NO：940的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链，包

含SEQ  ID  NO：944或SEQ  ID  NO：948的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链，以及包含

SEQ  ID  NO：909或SEQ  ID  NO：952的轻链构建体的氨基酸序列的轻链；或者

f)包含SEQ  ID  NO：937或SEQ  ID  NO：941的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链，包

含SEQ  ID  NO：945或SEQ  ID  NO：949的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链，以及包含

SEQ  ID  NO：909或SEQ  ID  NO：952的轻链构建体的氨基酸序列的轻链；或者

g)包含SEQ  ID  NO：938或SEQ  ID  NO：942的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链，包

含SEQ  ID  NO：946或SEQ  ID  NO：950的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链，以及包含

SEQ  ID  NO：909或SEQ  ID  NO：952的轻链构建体的氨基酸序列的轻链；或者

h)包含SEQ  ID  NO：939或SEQ  ID  NO：943的臼重链构建体的氨基酸序列的第一重链，包

含SEQ  ID  NO：947或SEQ  ID  NO：951的杵重链构建体的氨基酸序列的第二重链，以及包含

SEQ  ID  NO：909或SEQ  ID  NO：952的轻链构建体的氨基酸序列的轻链。

38.一种药物组合物，所述药物组合物包含权利要求1至37中任一项所述的四价结合抗

体分子和药学上可接受的媒介物。

39.一种用于促进组织中的内皮细胞屏障功能的方法，所述方法包括向组织施用有效
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量的权利要求1至37中任一项所述的四价结合抗体分子。

40.根据权利要求39所述的方法，其中，所述组织为脑组织、肾组织或眼组织。

41.根据权利要求40所述的方法，其中，所述四价结合抗体分子通过玻璃体内注射施用

至眼组织。

42.一种在有需要的受试者中增加视网膜或脑内皮细胞屏障功能、降低内皮细胞通透

性、增强或恢复血视网膜屏障和血脑屏障维持的方法，所述方法包括使有需要的受试者中

具有FZD4受体和LRP5的内皮细胞与有效量的权利要求1至37中任一项所述的四价结合抗体

分子接触。

43.根据权利要求42所述的方法，其中，所述四价结合抗体分子通过注射、局部或口服

施用于有需要的受试者。

44.根据权利要求42所述的方法，其中，所述四价结合抗体分子通过皮下、静脉内、腹膜

内、鞘内、玻璃体内或眼内施用。

45.作为药物应用的权利要求1至37中任一项所述的四价结合抗体分子或权利要求38

所述的药物组合物。

46.根据权利要求45所述的四价结合抗体分子或药物组合物在治疗或预防病症或病况

中的应用，所述病症或病况的特征在于视网膜或脑血管生成缺陷，和/或所述病症或病况的

特征在于内皮细胞屏障功能降低和/或血管渗漏。

47.一种治疗或预防病症或病况的方法，所述病症或病况的特征在于视网膜或脑血管

生成缺陷和/或内皮细胞屏障功能降低和/或血管渗漏，所述方法包括向有需要的人施用治

疗有效量的权利要求1至37中任一项所述的四价结合抗体分子或权利要求38所述的药物组

合物。

48.权利要求1至37所述的四价结合抗体分子或权利要求38所述的药物组合物在制备

用于治疗或预防病症或病况的药物中的应用，所述病症或病况的特征在于视网膜或脑血管

生成缺陷和/或内皮细胞屏障功能降低和/或血管渗漏。

49.用于权利要求46至48中任一项所述的应用、方法或应用的四价结合抗体分子或药

物组合物，其中，所述病症选自：糖尿病性视网膜病、早产儿视网膜病、Coats病、FEVR、诺里

病、黄斑变性、糖尿病性黄斑水肿、儿童玻璃体视网膜病、阿尔茨海默氏病、癫痫、多发性硬

化症、中风和局部缺血。

50.根据权利要求1至37中任一项所述的四价结合抗体分子或根据权利要求37所述的

药物组合物，所述四价结合抗体分子或药物组合物用于治疗或预防眼部病症，例如视网膜

或黄斑疾病，例如选自糖尿病性视网膜病、早产儿视网膜病、Coats病、FEVR、诺里病、黄斑变

性、糖尿病性黄斑水肿和儿童玻璃体视网膜病，或者用于治疗或预防选自如下的病症：阿尔

茨海默氏病、癫痫、多发性硬化症、中风和局部缺血。

51.一种治疗或预防眼部病症或者用于治疗或预防选自如下病症的方法：阿尔茨海默

氏病、癫痫、多发性硬化症、中风和局部缺血，所述眼部病症为例如视网膜或黄斑疾病，例如

选自糖尿病性视网膜病、早产儿视网膜病、Coats病、FEVR、诺里病、黄斑变性、糖尿病性黄斑

水肿和儿童玻璃体视网膜病，所述方法包括向有需要的人施用治疗有效量的权利要求1至

37中任一项所述的四价结合抗体分子或权利要求38所述的药物组合物。

52.权利要求1至36所述的四价结合抗体分子或权利要求38所述的药物组合物在制备

按照条约第19条修改的权利要求书 9/10 页

171

CN 116917332 A

171



药物中的应用，所述药物用于治疗或预防眼部病症，例如视网膜或黄斑疾病，例如选自糖尿

病性视网膜病、早产儿视网膜病、Coats病、FEVR、诺里病、黄斑变性、糖尿病性黄斑水肿和儿

童玻璃体视网膜病，或者用于治疗或预防选自如下的病症：阿尔茨海默氏病、癫痫、多发性

硬化症、中风和局部缺血。

53.核酸分子，所述核酸分子编码权利要求1至37中任一项所述的四价结合抗体分子的

多肽。

54.载体，所述载体包含权利要求53所述的核酸分子。

55.根据权利要求54所述的载体，其中，所述载体是动物病毒，例如选自如下的病毒：逆

转录酶病毒(包括慢病毒)、腺病毒、腺相关病毒、疱疹病毒、水痘病毒、杆状病毒、乳头瘤病

毒和乳多空病毒。

56.宿主细胞，所述宿主细胞表达权利要求54或55所述的载体。

57.药物组合物，所述药物组合物包含权利要求53所述的核酸分子或权利要求54或55

所述的载体，以及药学上可接受的媒介物、稀释剂或赋形剂。
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