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可激活多特异性分子和其使用方法

(57)摘要

可激活蛋白，所述可激活蛋白包含特异性结

合于第一靶标的第一靶标结合蛋白(TB1)；特异

性结合于第二靶标的第二靶标结合蛋白(TB2)，

其中TB2直接或间接与TB1偶联；第一掩蔽部分

(MM1)，所述第一掩蔽部分抑制TB1与第一靶标的

结合并经由可裂解部分直接或间接，例如经由一

个或多个接头或其它组分与TB1偶联；第二掩蔽

部分(MM2)，所述第二掩蔽部分抑制TB2与第二靶

标的结合并经由可裂解部分直接或间接与TB1或

与TB2偶联；以及半衰期延长部分(EM)，所述半衰

期延长部分经由可裂解部分直接或间接与TB1或

与TB2偶联。可激活蛋白被配置成使得当可裂解

部分裂解时，所得激活蛋白具有比完整的可激活

蛋白更短的半衰期、更高的对第一靶标的结合亲

和力和更高的对第二靶标的结合亲和力。
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1.一种可激活蛋白，所述可激活蛋白包含：

特异性结合于第一靶标的第一抗原结合结构域(AB1)，其中所述AB1包含第一重链可变

结构域(HVD1)和第一轻链可变结构域(LVD1)；

特异性结合于第二靶标的第二抗原结合结构域(AB2)，其中所述AB2包含第二重链可变

结构域(HVD2)和第二轻链可变结构域(LVD2)，并且所述AB2直接或间接与所述HVD1的C端或

与所述LVD1的C端偶联；

第一掩蔽部分(MM1)，所述第一掩蔽部分经由第一可裂解部分(CM1)直接或间接与所述

AB1偶联，其中所述MM1抑制所述AB1与所述第一靶标的结合；

半衰期延长部分(EM)，所述半衰期延长部分直接或间接与第二掩蔽部分(MM2)偶联；

其中所述EM经由第二可裂解部分(CM2)直接或间接与所述AB1或与所述AB2偶联，并且

其中所述MM2抑制所述AB2与所述第二靶标的结合。

2.如权利要求1所述的可激活蛋白，其中所述EM为由第一片段可结晶(Fc)结构域与第

二Fc结构域形成的二聚体。

3.如权利要求1或权利要求2所述的可激活蛋白，其中所述EM相对于所述EM经由所述

CM2直接或间接偶联的所述AB1或所述AB2在C端，并且其中MM1相对于所述AB1在N端。

4.一种可激活蛋白，所述可激活蛋白包含：

特异性结合于第一靶标的第一抗原结合结构域(AB1)，其中所述AB1包含第一重链可变

结构域(HVD1)和第一轻链可变结构域(LVD1)；

特异性结合于第二靶标的第二抗原结合结构域(AB2)，其中所述AB2包含第二重链可变

结构域(HVD2)和第二轻链可变结构域(LVD2)，并且所述AB2直接或间接与所述HVD1或所述

LVD1的C端偶联；

第一掩蔽部分(MM1)，所述第一掩蔽部分经由第一可裂解部分(CM1)和任选的一个或多

个接头与所述AB1偶联，其中所述MM1抑制所述AB1与所述第一靶标的结合；以及

半衰期延长部分(EM)，所述半衰期延长部分(EM)直接或间接与第二掩蔽部分(MM2)偶

联，其中所述EM和所述MM2经由第二可裂解部分(CM2)和任选的一个或多个接头与所述AB1

或与所述AB2偶联，并且

其中所述MM2抑制所述AB2与所述第二靶标的结合。

5.如权利要求4所述的可激活蛋白，其中所述CM2在所述MM2的N端并且所述MM2在所述

EM的N端，并且所述CM2在所述EM和所述MM2经由所述CM2和任选的一个或多个接头偶联的所

述AB1或所述AB2的C端。

6.一种可激活蛋白，所述可激活蛋白包含：

特异性结合于第一靶标的第一抗原结合结构域(AB1)，其中所述AB1包含第一重链可变

结构域(HVD1)和第一轻链可变结构域(LVD1)；

特异性结合于第二靶标的第二抗原结合结构域(AB2)，其中所述AB2包含第二重链可变

结构域(HVD2)和第二轻链可变结构域(LVD2)，并且所述AB2直接或间接与所述HVD1或所述

LVD1的C端偶联；

第一掩蔽部分(MM1)，所述第一掩蔽部分经由第一可裂解部分(CM1)和任选的一个或多

个接头与所述AB1偶联，其中所述MM1抑制所述AB1与所述第一靶标的结合；以及

半衰期延长部分(EM)，所述半衰期延长部分包含第一半衰期延长部分(EM1)与第二半
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衰期延长部分(EM2)的二聚体；

其中所述EM1经由第二可裂解部分(CM2)和任选的一个或多个接头与所述AB1偶联，并

且

其中所述EM2直接或间接与第二掩蔽部分(MM2)偶联，

其中所述MM2抑制所述AB2与所述第二靶标的结合。

7.如权利要求6所述的可激活蛋白，其中所述CM2在所述EM1的N端并且所述CM2在所述

AB1的C端。

8.如权利要求1‑7中任一项所述的可激活蛋白，其中所述可激活蛋白至少包含第一多

肽和第二多肽。

9.如权利要求8所述的可激活蛋白，其中所述第一多肽从N端到C端依次包含所述MM1、

所述CM1和所述VLD1。

10.如权利要求8‑9中任一项所述的可激活蛋白，其中所述第二多肽包含所述VHD1、所

述VHD2、所述VLD2、所述CM2、所述MM2和第一Fc结构域，并且其中所述可激活蛋白还包含第

三多肽，所述第三多肽包含第二Fc结构域。

11.如权利要求10所述的可激活蛋白，其中所述第二多肽从N端到C端依次包含所述

VHD1、所述VHD2、所述VLD2、所述CM2、所述MM2和第一Fc结构域。

12.如权利要求9所述的可激活蛋白，其中所述第二多肽从N端到C端依次包含所述

VHD1、所述CM2、所述MM2和第一Fc结构域。

13.如权利要求9所述的可激活蛋白，其中所述第二多肽从N端到C端依次包含所述

VHD1、所述CM2和第一Fc结构域。

14.如权利要求9或12‑13中任一项所述的可激活蛋白，其中所述第一多肽包含所述

MM1、所述CM1、所述VLD1、所述VHD2和所述VLD2。

15.如权利要求13所述的可激活蛋白，其中所述第一多肽从N端到C端依次包含所述

MM1、所述CM1、所述VLD1、所述VHD2和所述VLD2。

16.如权利要求13所述的可激活蛋白，其中所述第一多肽从N端到C端依次包含所述

MM1、所述CM1、所述VLD1、所述VLD2和所述VHD2。

17.如权利要求13‑16中任一项所述的可激活蛋白，其中所述蛋白包含第三多肽，并且

其中所述第三多肽包含第二Fc结构域和所述MM2。

18.如权利要求17所述的可激活蛋白，其中所述MM2经由接头连接到所述第二Fc结构域

的C端。

19.如权利要求17所述的可激活蛋白，其中所述MM2经由接头连接到所述第二Fc结构域

的N端。

20.如权利要求1‑19中任一项所述的可激活蛋白，所述可激活蛋白还包含偶联以下的

接头：

(i)MM1和CM1；

(ii)CM1和VLD1，

(iii)VHD1和VLD2，

(iv)VHD1和VHD2，

(v)VHD1和CM2，
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(vi)VLD2和VHD2，

(vii)CM2和MM2，

(viii)CM2和EM，

(ix)EM和MM2，

(x)VLD1和VHD2，和/或

(xi)VLD1和VLD2。

21.如权利要求18‑20中任一项所述的可激活蛋白，其中所述接头是长度为5至30个、6

至29个、7至28个、8至27个、9至26个、10至25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个或24个氨基酸的肽。

22.如权利要求2和10‑19中任一项所述的可激活蛋白，其中所述第一Fc结构域为Fc结

构域臼突变体并且所述第二Fc结构域为Fc结构域杵突变体。

23.如权利要求22所述的可激活蛋白，其中所述Fc结构域臼突变体包含SEQ  ID  NO:2的

序列并且所述Fc结构域杵突变体包含SEQ  ID  NO:1的序列。

24.如权利要求1所述的可激活蛋白，其中所述CM2直接或间接与所述AB1的C端或所述

AB2的C端偶联。

25.如权利要求24所述的可激活蛋白，其中所述MM2直接或间接与所述CM2的C端偶联并

且所述MM2直接或间接与所述EM的N端偶联。

26.如权利要求1或权利要求24所述的可激活蛋白，其中所述EM包含第一半衰期延长部

分(EM1)与第二半衰期延长部分(EM2)的二聚体。

27.如权利要求26所述的可激活蛋白，其中所述CM2直接或间接与所述EM1的N端偶联。

28.如权利要求26所述的可激活蛋白，其中所述CM2直接或间接与所述MM2的N端偶联并

且所述MM2直接或间接与所述EM1的N端偶联。

29.如权利要求26中任一项所述的可激活蛋白，其中所述MM2直接或间接与所述EM2的N

端偶联。

30.如权利要求1‑29中任一项所述的可激活蛋白，其中所述第一靶标或表位为肿瘤相

关抗原。

31.如权利要求30所述的可激活蛋白，其中所述肿瘤相关抗原为人表皮生长因子受体2

(HER2)。

32.如权利要求31所述的可激活蛋白，其中所述AB1为曲妥珠单抗的Fab。

33.如权利要求31所述的可激活，其中所述HVD1包含SEQ  ID  NO:27的序列并且所述

LVD1包含SEQ  ID  NO:17的序列。

34.如权利要求1‑33中任一项所述的可激活蛋白，其中AB2为：

接合免疫效应细胞的scFv；

接合白细胞的scFv；

接合T细胞的scFv；

接合NK细胞的scFv；

接合巨噬细胞的scFv；或

接合单个核细胞的scFv。

35.如权利要求1‑34中任一项所述的可激活蛋白，其中AB2为或来源于抗CD3εscFv或抗
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CTLA‑4scFv。

36.如权利要求35所述的可激活蛋白，其中所述AB2为或来源于抗CD3εscFv。
37.如权利要求36所述的可激活蛋白，其中所述HVD2包含SEQ  ID  NO:30的序列并且所

述LVD2包含SEQ  ID  NO:31的序列。

38.如权利要求1‑37中任一项所述的可激活蛋白，其中AB1为或来源于抗HER2抗体。

39.如权利要求1‑38中任一项所述的可激活蛋白，其中CM1和CM2各自独立地包含在肿

瘤微环境中上调的蛋白酶的底物。

40.如权利要求1‑39中任一项所述的可激活蛋白，其中AB1为抗原结合片段(Fab)。

41.如权利要求1‑40中任一项所述的可激活蛋白，其中所述第二靶标为共刺激分子。

42.如权利要求41所述的可激活蛋白，其中所述共刺激分子为CD3。

43.如权利要求1‑42中任一项所述的可激活蛋白，其中所述CM1和所述CM2中的每一者

包含相同蛋白酶的底物。

44.如权利要求1‑42中任一项所述的可激活蛋白，其中所述CM1和所述CM2包含不同蛋

白酶的底物。

45.一种可激活分子，所述可激活分子包含：

特异性结合于第一靶标的第一靶标结合结构域(TB1)；

特异性结合于第二靶标的第二靶标结合结构域(TB2)，其中所述TB2直接或间接与所述

TB1偶联；

第一掩蔽部分(MM1)，所述第一掩蔽部分经由第一可裂解部分(CM1)直接或间接与所述

TB1偶联，其中所述MM1抑制所述TB1与所述第一靶标的结合；

半衰期延长部分(EM)和第二掩蔽部分(MM2)，所述半衰期延长部分和第二掩蔽部分经

由第二可裂解部分(CM2)直接或间接与所述TB1或与所述TB2偶联，其中所述MM2抑制所述

TB2与所述第二靶标的结合，

其中所述可激活分子的组分被配置成使得所述CM1和所述CM2的裂解将所述MM1、所述

MM2和所述EM从直接或间接与所述TB2偶联的所述TB1释放出来，并且

其中任选地所述TB1为包含HVD1和LVD1的抗原结合分子(AB1)，并且任选地所述TB2为

包含HVD2和LVD2的抗原结合分子(AB2)。

46.如权利要求1‑45中任一项所述的可激活蛋白，其中所述CM1和所述CM2中的每一者

独立地包含选自由以下组成的组的蛋白酶的底物：ADAMS、ADAMTS、ADAM8、ADAM9、ADAM10、

ADAM12、ADAM15、ADAM17/TACE、ADAMDEC1、ADAMTS1、ADAMTS4、ADAMTS5、天冬氨酸蛋白酶、

BACE、肾素、天冬氨酸组织蛋白酶、组织蛋白酶D、组织蛋白酶E、凋亡蛋白酶、凋亡蛋白酶1、

凋亡蛋白酶2、凋亡蛋白酶3、凋亡蛋白酶4、凋亡蛋白酶5、凋亡蛋白酶6、凋亡蛋白酶7、凋亡

蛋白酶8、凋亡蛋白酶9、凋亡蛋白酶10、凋亡蛋白酶14、半胱氨酸组织蛋白酶、组织蛋白酶B、

组织蛋白酶C、组织蛋白酶K、组织蛋白酶L、组织蛋白酶S、组织蛋白酶V/L2、组织蛋白酶X/Z/

P、半胱氨酸蛋白酶、克鲁兹蛋白酶、豆荚蛋白、Otubain‑2、KLK、KLK4、KLK5、KLK6、KLK7、

KLK8、KLK10、KLK11、KLK13、KLK14、金属蛋白酶、穿膜肽酶、脑啡肽酶、PSMA、BMP‑1、MMP、

MMP1、MMP2、MMP3、MMP7、MMP8、MMP9、MMP10、MMP11、MMP12、MMP13、MMP14、MMP15、MMP16、

MMP17、MMP19、MMP20、MMP23、MMP24、MMP26、MMP27、丝氨酸蛋白酶、激活蛋白C、组织蛋白酶A、

组织蛋白酶G、糜蛋白酶、凝血因子蛋白酶、FVIIa、FIXa、FXa、FXIa、FXIIa、弹性蛋白酶、颗粒
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酶B、胍基苯甲酸酶、HtrA1、人中性粒细胞弹性蛋白酶、乳铁蛋白、马拉素、NS3/4A、PACE4、纤

溶酶、PSA、tPA、凝血酶、类胰蛋白酶、uPA、II型跨膜、丝氨酸蛋白酶、TTSP、DESC1、DPP‑4、

FAP、黑珀素、间质蛋白酶‑2、MT‑SP1/间质蛋白酶、TMPRSS2、TMPRSS3和TMPRSS4。

47.如权利要求1‑46中任一项所述的可激活蛋白，其中所述MM1是长度为2至40个氨基

酸的肽。

48.如权利要求1‑47中任一项所述的可激活蛋白，其中所述MM2是长度为2至40个氨基

酸的肽。

49.如权利要求47或48所述的可激活蛋白，其中

所述AB2的重链可变区直接或间接与所述AB1的重链片段的C端偶联；

所述MM2的N端经由所述CM2直接或间接与所述AB2的轻链可变区的C端偶联，并且

所述EM包含第一Fc结构域与第二Fc结构域的二聚体，并且所述MM2的C端直接或间接与

所述EM的所述第一Fc结构域的N端偶联。

50.如权利要求47或48所述的可激活蛋白，其中

所述AB2的所述重链可变区直接或间接与所述AB1的所述轻链片段的C端偶联，

所述MM2的N端经由所述CM2直接或间接与所述AB1的所述重链片段的C端偶联，并且

所述EM包含第一Fc结构域与第二Fc结构域的二聚体，并且所述MM2的C端直接或间接与

所述EM的所述第一Fc结构域的N端偶联。

51.如权利要求47或48所述的可激活蛋白，其中

所述AB2的所述重链可变区直接或间接与所述AB1的所述轻链片段的C端偶联，

所述EM包含第一Fc结构域与第二Fc结构域的二聚体，并且所述第一Fc结构域的N端经

由所述CM2直接或间接与所述AB1的所述重链片段的C端偶联，并且

所述MM2的N端直接或间接与所述第二Fc结构域的C端偶联。

52.如权利要求47或48所述的可激活蛋白，其中

所述AB2的所述重链可变区直接或间接与所述AB1的所述轻链片段的C端偶联，

所述EM包含第一Fc结构域与第二Fc结构域的二聚体，并且所述第一Fc结构域的N端经

由所述CM2直接或间接与所述AB1的所述重链片段的C端偶联，并且

所述MM2的C端直接或间接与所述第二Fc结构域的N端偶联。

53.如权利要求49‑52中任一项所述的可激活蛋白，所述可激活蛋白还包含介于所述

MM2和直接或间接与所述MM2偶联的所述第一Fc结构域或所述第二Fc结构域之间的接头。

54.如权利要求1‑53中任一项所述的可激活蛋白，其中所述MM1包含SEQ  ID  NO:40的序

列并且所述MM2包含SEQ  ID  NO:34‑37或66‑70中的任一者的序列。

55.如权利要求1‑54中任一项所述的可激活蛋白，其中所述MM1与所述AB1结合的解离

常数超过所述AB1与所述第一靶标或表位结合的解离常数，并且所述MM2与所述AB2结合的

解离常数超过所述AB2与所述第二靶标或表位结合的解离常数。

56.如权利要求1‑55中任一项所述的可激活蛋白，其中所述可激活蛋白的组分被配置

成使得所述CM1和所述CM2的裂解将所述MM1、所述MM2和所述EM从所述可激活蛋白分离，从

而产生与包含所述TB1、所述TB2和所述EM的对应分子相比具有更短半衰期的激活蛋白。

57.如权利要求1‑55中任一项所述的可激活蛋白，其中所述可激活蛋白的组分被配置

成使得所述CM1和所述CM2的裂解将所述MM1、所述MM2和所述EM从所述可激活蛋白分离，从
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而产生与包含所述TB1、所述TB2和所述EM的对应分子相比具有更高靶标结合活性的激活蛋

白。

58.如权利要求1‑57中任一项所述的可激活蛋白，其中所述第二多肽还包含介于所述

MM2与所述AB2之间的接头(L2)。

59.如权利要求58所述的可激活蛋白，其中L2是长度为5至30个、6至29个、7至28个、8至

27个、9至26个、10至25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个或27个氨基酸的肽。

60.如权利要求1‑59中任一项所述的可激活蛋白，其中所述第二多肽还包含介于所述

AB2与所述AB1之间的接头(L3)。

61.如权利要求60所述的可激活蛋白，其中L3是长度为5至30个、6至29个、7至28个、8至

27个、9至26个、10至25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个或27个氨基酸的肽。

62.如权利要求45所述的可激活分子，所述可激活分子还包含权利要求1‑44中的任一

项或多项的特征。

63.一种可激活蛋白，所述可激活蛋白包含：

特异性结合于第一靶标的第一抗原结合结构域(AB1)，其中所述AB1包含第一重链可变

结构域(HVD1)和第一轻链可变结构域(LVD1)；

特异性结合于第二靶标的第二抗原结合结构域(AB2)，其中所述AB2包含第二重链可变

结构域(HVD2)和第二轻链可变结构域(LVD2)，其中所述AB2直接或间接与所述HVD1的N端或

与所述LVD1的N端偶联；

第一掩蔽部分(MM1)，所述第一掩蔽部分经由第一可裂解部分(CM1)和任选的一个或多

个接头与所述AB1偶联，其中所述MM1抑制所述AB1与所述第一靶标的结合；

第二掩蔽部分(MM2)，所述第二掩蔽部分经由第二可裂解部分(CM2)和任选的一个或多

个接头与所述AB1偶联，其中所述MM2抑制所述AB2与所述第二靶标的结合；

半衰期延长部分(EM)，所述半衰期延长部分经由第三可裂解部分(CM3)和任选的一个

或多个接头直接或间接与所述HVD1的C端或与所述LVD1的C端偶联。

64.如权利要求63所述的可激活分子，所述可激活分子还包含权利要求1‑61中的任一

项或多项的特征。

65.一种组合物，所述组合物包含如权利要求1至64中任一项所述的可激活蛋白和载

体。

66.如权利要求65所述的组合物，其中所述组合物为药物组合物，其中所述载体为药学

上可接受的载体。

67.一种容器、小瓶、注射器、注射笔或药盒，其包含至少一剂的如权利要求66所述的组

合物。

68.一种核酸，所述核酸包含编码权利要求8、10‑13、58或60中的任一项的第二多肽的

序列。

69.一种载体，所述载体包含如权利要求68所述的核酸。

70.一种细胞，所述细胞包含如权利要求68所述的核酸或如权利要求69所述的载体。

71.一种缀合的可激活蛋白，所述缀合的可激活蛋白包含与剂缀合的如权利要求1至64
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中任一项所述的可激活蛋白。

72.如权利要求71所述的缀合的可激活蛋白，其中所述剂为治疗剂、抗肿瘤剂、毒素、诊

断剂、治疗性大分子、靶向部分或可检测部分。

73.如权利要求71或权利要求72所述的缀合的可激活蛋白，其中所述剂经由接头与所

述抗体缀合。

74.如权利要求72所述的缀合的可激活蛋白，其中所述接头为可裂解接头。

75.如权利要求72所述的缀合的可激活蛋白，其中所述接头为不可裂解接头。

76.一种治疗有需要的受试者的方法，所述方法包括向所述受试者施用治疗有效量的

如权利要求1至64中任一项所述的可激活蛋白、如权利要求65或66所述的组合物或如权利

要求71‑75中任一项所述的缀合的可激活蛋白。

77.如权利要求76所述的方法，其中所述受试者已被鉴定或诊断为患有癌症。

78.一种产生可激活蛋白的方法，所述方法包括：

在培养基中在足以产生所述可激活蛋白的条件下培养如权利要求70所述的细胞；以及

从所述细胞或所述培养基回收所述可激活蛋白。

79.如权利要求78所述的方法，所述方法还包括分离从所述细胞或所述培养基回收的

所述可激活蛋白。

80.如权利要求79所述的方法，其中分离所述可激活蛋白使用蛋白质纯化标签和/或尺

寸排阻色谱法进行。

81.如权利要求78‑80中任一项所述的方法，所述方法还包括将所述可激活蛋白配制成

药物组合物。
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可激活多特异性分子和其使用方法

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求于2022年4月1日提交的美国临时申请No.US63/326,692的优先权益，

所述临时申请以引用的方式整体并入本文中。

[0003] 序列表

[0004] 与本申请一起由EFS提交的序列表名为“4862‑122PCT.xml”，创建于2023年3月30

日，大小为639,463字节，以引用的方式整体并入本文中。

技术领域

[0005] 本公开涉及生物技术领域，更具体地说，涉及可激活多特异性分子。

背景技术

[0006] 基于抗体的疗法已经为各种疾病提供了有效的治疗方法。然而，在一些情况下，由

广泛的靶标表达产生的毒性限制了它们的治疗效果。此外，基于抗体的治疗剂还表现出其

它局限性，如施用后从循环中快速清除。

[0007] 可激活抗体推进了扩大基于抗体的疗法的治疗指数的努力。这些分子以可激活的

前药形式施用，前药在体内所需作用部位或附近被激活。这种作用机制可使亲本抗体的治

疗指数增加。

[0008] 然而，仍然需要其它策略来提高基于抗体的疗法的治疗指数。

发明内容

[0009] 本公开提供了一种可激活蛋白和相关组合物和方法。

[0010] 在一个方面，本公开提供了一种可激活蛋白，所述可激活蛋白包含：特异性结合于

第一靶标的第一靶标结合结构域(TB1)；特异性结合于第二靶标的第二靶标结合结构域

(TB2)，其中所述TB2与所述TB1偶联；第一掩蔽部分(MM1)，所述第一掩蔽部分经由第一可裂

解部分(CM1)与所述TB1偶联，其中所述MM1抑制所述TB1与所述第一靶标的结合；第二掩蔽

部分(MM2)，所述第二掩蔽部分抑制所述TB2与所述第二靶标的结合；第二可裂解部分

(CM2)；以及半衰期延长部分(EM)，所述半衰期延长部分直接或间接与所述MM1或所述MM2偶

联，其中所述可激活蛋白的组分被配置成使得在CM1和CM2裂解之后，所得激活蛋白包含TB1

和TB2，但不包含MM1、MM2和EM。如本文所用并且除非另有说明，否则可激活分子的“偶联”组

分可以经由直接共价键或间接共价键偶联，例如经由一个或多个连接肽(也称为“接头”)、

可裂解部分或可激活蛋白的其它组分偶联。

[0011] 在一个方面，本公开提供了一种可激活蛋白，所述可激活蛋白包含：特异性结合于

第一靶标的第一抗原结合结构域(AB1)，其中所述AB1包含第一重链可变结构域(HVD1)和第

一轻链可变结构域(LVD1)；特异性结合于第二靶标的第二抗原结合结构域(AB2)，其中所述

AB2包含第二重链可变结构域(HVD2)和第二轻链可变结构域(LVD2)，并且所述AB2直接或间

接与所述HVD1的C端或与所述LVD1的C端偶联；第一掩蔽部分(MM1)，所述第一掩蔽部分经由
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第一可裂解部分(CM1)(直接或间接，例如经由一个或多个接头)与所述AB1偶联，其中所述

MM1抑制所述AB1与所述第一靶标的结合；半衰期延长部分(EM)，所述半衰期延长部分直接

或间接与第二掩蔽部分(MM2)偶联，其中所述EM经由第二可裂解部分(CM2)(直接或间接，例

如经由一个或多个接头或可激活蛋白的其它组分)与所述AB1或与所述AB2偶联，并且其中

所述MM2抑制所述AB2与所述第二靶标的结合。

[0012] 在一个方面，本公开提供了一种可激活蛋白，所述可激活蛋白包含：特异性结合于

第一靶标的第一抗原结合结构域(AB1)，其中所述AB1包含第一重链可变结构域(HVD1)和第

一轻链可变结构域(LVD1)；特异性结合于第二靶标的第二抗原结合结构域(AB2)，其中所述

AB2包含第二重链可变结构域(HVD2)和第二轻链可变结构域(LVD2)，并且所述AB2直接或间

接与所述HVD1或所述LVD1的C端偶联；第一掩蔽部分(MM1)，所述第一掩蔽部分经由第一可

裂解部分(CM1)(直接或间接，例如经由一个或多个接头)与所述AB1偶联，其中所述MM1抑制

所述AB1与所述第一靶标的结合；以及半衰期延长部分(EM)，所述半衰期延长部分直接或间

接与第二掩蔽部分(MM2)偶联，其中所述EM和所述MM2经由第二可裂解部分(CM2)(直接或间

接)与所述AB1或与所述AB2偶联，并且其中所述MM2抑制所述AB2与所述第二靶标的结合。

[0013] 在一个方面，本公开提供了一种可激活蛋白，所述可激活蛋白包含：特异性结合于

第一靶标的第一抗原结合结构域(AB1)，其中所述AB1包含第一重链可变结构域(HVD1)和第

一轻链可变结构域(LVD1)；特异性结合于第二靶标的第二抗原结合结构域(AB2)，其中所述

AB2包含第二重链可变结构域(HVD2)和第二轻链可变结构域(LVD2)，并且所述AB2直接或间

接与所述HVD1或所述LVD1的C端偶联；第一掩蔽部分(MM1)，所述第一掩蔽部分经由第一可

裂解部分(CM1)(直接或间接，例如经由一个或多个接头)与所述AB1偶联，其中所述MM1抑制

所述AB1与所述第一靶标的结合；以及半衰期延长部分(EM)，所述半衰期延长部分包含第一

半衰期延长部分(EM1)与第二半衰期延长部分(EM2)的二聚体，其中所述EM1经由第二可裂

解部分(CM2)(直接或间接，例如经由一个或多个接头)与所述AB1偶联，并且其中所述EM2直

接或间接与第二掩蔽部分(MM2)偶联，其中所述MM2抑制所述AB2与所述第二靶标的结合。

[0014] 在一个方面，本公开提供了一种可激活蛋白，所述可激活蛋白包含：特异性结合于

第一靶标的第一靶标结合结构域(TB1)；特异性结合于第二靶标的第二靶标结合结构域

(TB2)，其中所述TB2直接或间接与所述TB1偶联；第一掩蔽部分(MM1)，所述第一掩蔽部分经

由第一可裂解部分(CM1)(直接或间接，例如经由一个或多个接头)与所述TB1偶联，其中所

述MM1抑制所述TB1与所述第一靶标的结合；半衰期延长部分(EM)和第二掩蔽部分(MM2)，所

述半衰期延长部分和第二掩蔽部分经由第二可裂解部分(CM2)(直接或间接，例如经由一个

或多个接头)与所述TB1或与所述TB2偶联，其中所述MM2抑制所述TB2与所述第二靶标的结

合，其中可激活分子的组分被配置成使得CM1和CM2的裂解从TB1和TB2释放MM1、MM2和EM(适

用时)，并且其中任选地所述TB1为包含HVD1和LVD1的抗原结合分子(AB1)，并且任选地所述

TB2为包含HVD2和LVD2的抗原结合分子(AB2)。

[0015] 在一个方面，本公开提供了一种可激活蛋白，所述可激活蛋白包含：特异性结合于

第一靶标的第一抗原结合结构域(AB1)，其中所述AB1包含第一重链可变结构域(HVD1)和轻

链可变结构域(LVD1)；特异性结合于第二靶标的第二抗原结合结构域(AB2)，其中所述AB2

包含第二重链可变结构域(HVD2)和第二轻链可变结构域(LVD2)，并且所述AB2直接或间接

(例如，经由接头)与所述HVD1或所述LVD1的C端偶联；第一掩蔽部分(MM1)，所述第一掩蔽部
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分经由第一可裂解部分(CM1)(直接或间接，例如经由接头)与所述AB1偶联，其中所述MM1抑

制所述AB1与所述第一靶标的结合；第二掩蔽部分(MM2)，所述第二掩蔽部分经由第二可裂

解部分(CM2)(直接或间接，例如经由接头)与所述AB2偶联，其中所述MM2抑制所述AB2与所

述第二靶标的结合；以及半衰期延长部分(EM)，所述半衰期延长部分直接或间接与所述MM1

或所述MM2偶联。

[0016] 在另一方面，本公开提供了一种可激活蛋白，所述可激活蛋白包含：特异性结合于

第一靶标的第一抗原结合结构域(AB1)，其中所述AB1包含第一重链可变结构域(HVD1)和第

一轻链可变结构域(LVD1)；特异性结合于第二靶标的第二抗原结合结构域(AB2)，其中所述

AB2包含第二重链可变结构域(HVD2)和第二轻链可变结构域(LVD2)，并且所述AB2直接或间

接与所述HVD1的N端或与所述LVD1的N端偶联；第一掩蔽部分(MM1)，所述第一掩蔽部分经由

第一可裂解部分(CM1)和任选的一个或多个接头与所述AB1偶联，其中所述MM1抑制所述AB1

与所述第一靶标的结合；第二掩蔽部分(MM2)，所述第二掩蔽部分经由第二可裂解部分

(CM2)和任选的一个或多个接头与所述AB2偶联，其中所述MM2抑制所述AB2与所述第二靶标

的结合；半衰期延长部分(EM)，所述半衰期延长部分经由第三可裂解部分(CM3)和任选的一

个或多个接头与所述HVD1的C端或与所述LVD1的C端偶联。

[0017] 在一些实施方案中，EM为由第一片段可结晶(Fc)结构域与第二Fc结构域形成的二

聚体。在一些实施方案中，所述蛋白至少包含第一多肽和第二多肽。

[0018] 在一些实施方案中，第一多肽从N端到C端依次包含MM1、CM1和VLD1(所述元件之间

具有一个或多个任选的接头)。在一些实施方案中，第二多肽包含VHD1、VHD2、VLD2、CM2、MM2

和第一Fc结构域，并且其中可激活蛋白还包含第三多肽，所述第三多肽包含第二Fc结构域。

在一些实施方案中，第二多肽从N端到C端依次包含VHD1、VHD2、VLD2、CM2、MM2和第一Fc结构

域。在一些实施方案中，第二多肽从N端到C端依次包含VHD1、CM2、MM2和第一Fc结构域。在一

些实施方案中，第二多肽从N端到C端依次包含VHD1、CM2和第一Fc结构域。在一些实施方案

中，第一多肽包含MM1、CM1和VLD1、VHD2以及VLD2。在一些实施方案中，第一多肽从N端到C端

依次包含MM1、CM1、VLD1、VHD2和VLD2。在一些实施方案中，第一多肽从N端到C端依次包含

MM1、CM1、VLD1、VLD2和VHD2。在一些实施方案中，所述蛋白包含第三多肽，并且其中第三多

肽包含第二Fc结构域和MM2。在前述实施方案中的每一者中，并且除非另外说明，否则多肽

可在所列出的每个元件之间包含例如一个或多个任选的接头。

[0019] 在一些实施方案中，MM2经由连接肽连接到第二Fc结构域的C端。在一些实施方案

中，MM2经由连接肽(又称为“接头”)连接到第二Fc结构域的N端。在一些实施方案中，第二多

肽还包含介于MM2与第一Fc结构域之间的接头(L1)。在一些实施方案中，L1是长度为5至30

个、6至29个、7至28个、8至27个、9至26个、10至25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个或24个氨基酸的肽。在前述段落以及本公开中公开的

结构排列中，元件之间可任选地存在一个或多个接头。此外，本公开还考虑并包括可激活蛋

白，其中任何一个或多个公开的元件任选地直接彼此相邻，使得元件之间没有接头或其它

氨基酸序列。

[0020] 在一些实施方案中，第一Fc结构域为Fc结构域臼突变体并且第二Fc结构域为Fc结

构域杵突变体。在一些实施方案中，Fc结构域臼突变体包含SEQ  ID  NO:2的序列并且Fc结构

域杵突变体包含SEQ  ID  NO:1的序列。
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[0021] 在一些实施方案中，第一靶标或表位为肿瘤相关抗原。在一些实施方案中，肿瘤相

关抗原为人表皮生长因子受体 2 (H ER 2)。在一些实施方案中，A B1为曲妥珠单抗

(trastuzumab)的Fab。在一些实施方案中，HVD1包含SEQ  ID  NO:27的序列并且LVD1包含SEQ 

ID  NO:17的序列。在一些实施方案中，AB2为：接合免疫效应细胞的scFv；接合白细胞的

scFv；接合T细胞的scFv；接合NK细胞的scFv；接合巨噬细胞的scFv；或接合单个核细胞的

scFv。在一些实施方案中，AB2为或来源于抗CD3εscFv或抗CTLA‑4scFv。在一些实施方案中，

AB2为或来源于抗CD3εscFv。在一些实施方案中，HVD2包含SEQ  ID  NO:30的序列并且LVD2包

含SEQ  ID  NO:31的序列。

[0022] 在一些实施方案中，AB1为或来源于抗HER2抗体。在一些实施方案中，AB1为scFv并

且可激活蛋白为可激活双特异性T细胞接合剂(BiTE)或双亲和力重靶向抗体(DART)。在一

些实施方案中，AB1为抗原结合片段(Fab)。在一些实施方案中，第二靶标为共刺激分子。在

一些实施方案中，共刺激分子为CD3。

[0023] 在一些实施方案中，CM1和CM2中的每一者包含相同蛋白酶的底物。在一些实施方

案中，CM1和CM2包含不同蛋白酶的底物。在一些实施方案中，CM1和CM2中的每一者独立地包

含选自由以下组成的组的蛋白酶的底物：ADAMS、ADAMTS、ADAM8、ADAM9、ADAM10、ADAM12、

ADAM15、ADAM17/TACE、ADAMDEC1、ADAMTS1、ADAMTS4、ADAMTS5、天冬氨酸蛋白酶、BACE、肾素、

天冬氨酸组织蛋白酶、组织蛋白酶D、组织蛋白酶E、凋亡蛋白酶、凋亡蛋白酶1、凋亡蛋白酶

2、凋亡蛋白酶3、凋亡蛋白酶4、凋亡蛋白酶5、凋亡蛋白酶6、凋亡蛋白酶7、凋亡蛋白酶8、凋

亡蛋白酶9、凋亡蛋白酶10、凋亡蛋白酶14、半胱氨酸组织蛋白酶、组织蛋白酶B、组织蛋白酶

C、组织蛋白酶K、组织蛋白酶L、组织蛋白酶S、组织蛋白酶V/L2、组织蛋白酶X/Z/P、半胱氨酸

蛋白酶、克鲁兹蛋白酶(Cruzipain)、豆荚蛋白、Otubain‑2、KLK、KLK4、KLK5、KLK6、KLK7、

KLK8、KLK10、KLK11、KLK13、KLK14、金属蛋白酶、穿膜肽酶(Meprin)、脑啡肽酶、PSMA、BMP‑1、

MMP、MMP1、MMP2、MMP3、MMP7、MMP8、MMP9、MMP10、MMP11、MMP12、MMP13、MMP14、MMP15、MMP16、

MMP17、MMP19、MMP20、MMP23、MMP24、MMP26、MMP27、丝氨酸蛋白酶、激活蛋白C、组织蛋白酶A、

组织蛋白酶G、糜蛋白酶、凝血因子蛋白酶、FVIIa、FIXa、FXa、FXIa、FXIIa、弹性蛋白酶、颗粒

酶B、胍基苯甲酸酶、HtrA1、人中性粒细胞弹性蛋白酶、乳铁蛋白、马拉素(Marapsin)、NS3/

4A、PACE4、纤溶酶、PSA、tPA、凝血酶、类胰蛋白酶、uPA、II型跨膜、丝氨酸蛋白酶、TTSP、

DESC1、DPP‑4、FAP、黑珀素(Hepsin)、间质蛋白酶‑2、MT‑SP1/间质蛋白酶、TMPRSS2、TMPRSS3

和TMPRSS4。

[0024] 在一些实施方案中，MM1和MM2长度各自独立地为2至40个氨基酸。在一些实施方案

中，MM1和MM2长度各自独立地为4至30个氨基酸。在一些实施方案中，AB2的重链可变区直接

或间接与AB1的重链片段的C端偶联，MM2的N端经由CM2(直接或间接，例如经由一个或多个

接头)与AB2的轻链可变区的C端偶联，并且EM包含第一Fc结构域与第二Fc结构域的二聚体，

并且MM2的C端直接或间接与EM的第一Fc结构域的N端偶联。在一些实施方案中，AB2的重链

可变区直接或间接与AB1的轻链片段的C端偶联，MM2的N端经由CM2(直接或间接，例如经由

一个或多个接头)与AB1的重链片段的C端偶联，并且EM包含第一Fc结构域与第二Fc结构域

的二聚体，并且MM2的C端直接或间接与EM的第一Fc结构域的N端偶联。在一些实施方案中，

AB2的重链可变区直接或间接与AB1的轻链片段的C端偶联，EM包含第一Fc结构域与第二Fc

结构域的二聚体，并且第一Fc结构域的N端经由CM2(直接或间接，例如经由一个或多个接
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头)与AB1的重链片段的C端偶联，并且MM2的N端直接或间接与第二Fc结构域的C端偶联。在

一些实施方案中，AB2的重链可变区直接或间接与AB1的轻链片段的C端偶联，EM包含第一Fc

结构域与第二Fc结构域的二聚体，并且第一Fc结构域的N端经由CM2(直接或间接，例如经由

一个或多个接头)与AB1的重链片段的C端偶联，MM2的C端直接或间接与第二Fc结构域的N端

偶联。

[0025] 在一些实施方案中，可激活蛋白还包含介于MM2和直接或间接与MM2偶联的第一Fc

结构域或第二Fc结构域之间的接头。在一些实施方案中，MM1包含SEQ  ID  NO:40的序列并且

MM2包含SEQ  ID  NO:34‑37或66‑70中的任一者的序列。在一些实施方案中，MM1与AB1结合的

解离常数超过AB1与第一靶标或表位结合的解离常数，并且MM2与AB2结合的解离常数超过

AB2与第二靶标或表位结合的解离常数。在一些实施方案中，相比于与激活分子相同但包含

EM的对应分子，激活分子具有更短的半衰期。在一些实施方案中，相比于与激活分子相同但

包含EM的对应分子，激活分子具有更高的靶标结合活性。在一些实施方案中，相比于可激活

分子，激活分子具有更高的靶标结合活性。

[0026] 在一些实施方案中，第二多肽还包含介于MM2与AB2之间的接头(L2)。在一些实施

方案中，L2长度为5至30、6至29、7至28、8至27、9至26、10至25、11、12、13、14、15、16、17、18、

19、20、21、22、23、24、25、26或27个氨基酸。在一些实施方案中，第二多肽还包含介于AB2与

AB1之间的接头(L3)。在一些实施方案中，L3长度为5至30、6至29、7至28、8至27、9至26、10至

25、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26或27个氨基酸。一般来说，在本

文中的每个实施方案中，除非另外说明，否则多肽可在所列出的每个元件之间包含一个或

多个任选的接头，并且这类接头长度可以为1至30、6至29、7至28、8至27、9至26、10至25、1、

2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26或27个氨基

酸。

[0027] 在另一方面，本公开提供了一种组合物，所述组合物包含本文中的可激活蛋白和

载体。在一些实施方案中，组合物为药物组合物，其中所述载体为药学上可接受的载体。

[0028] 在另一方面，本公开提供了一种容器、小瓶、注射器、注射笔或药盒，其包含至少一

剂的本文中的组合物。

[0029] 在另一方面，本公开提供了一种核酸，所述核酸包含编码本文中的第二多肽的序

列。

[0030] 在另一方面，本公开提供了一种载体，所述载体包含本文中的核酸。

[0031] 在另一方面，本公开提供了一种细胞，所述细胞包含本文中的核酸或载体。

[0032] 在另一方面，本公开提供了一种缀合的可激活蛋白，所述缀合的可激活蛋白包含

与剂缀合的本文中的可激活蛋白。在一些实施方案中，剂为治疗剂、抗肿瘤剂、毒素、诊断

剂、治疗性大分子、靶向部分或可检测部分。在一些实施方案中，剂经由接头与抗体缀合。在

一些实施方案中，接头为可裂解接头。在一些实施方案中，接头为不可裂解接头。

[0033] 在另一方面，本公开提供了一种治疗有需要的受试者的方法，所述方法包括向所

述受试者施用治疗有效量的本文中的可激活蛋白、组合物或缀合的可激活蛋白。在一些实

施方案中，受试者已被鉴定或诊断为患有癌症。

[0034] 在另一方面，本公开提供了一种产生可激活蛋白的方法，所述方法包括：在培养基

中在足以产生所述可激活蛋白的条件下培养本文中的细胞；以及从细胞或培养基回收可激
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活蛋白。在一些实施方案中，所述方法还包括从细胞或培养基分离回收的可激活蛋白。在一

些实施方案中，分离可激活蛋白使用蛋白质纯化标签和/或尺寸排阻色谱法进行。在一些实

施方案中，所述方法还包括将可激活蛋白配制成药物组合物。

附图说明

[0035] 参考以下阐述利用了本发明原理的说明性实施方案的详细描述以及附图将获得

对本发明特征和优点的更好理解，在附图中：

[0036] 图1‑4显示了示例性可激活分子的配置。所述分子被设计成使得由可激活分子的

激活产生的激活分子不包含半衰期延长部分，因此具有比与激活分子相同但包含半衰期延

长部分的对应分子更短的半衰期。

[0037] 图5是根据本公开的一些实施方案的例示性可激活(双重掩蔽)的双特异性抗体在

被蛋白酶激活之前和之后的示意图。左侧示意性示出了可激活的双重掩蔽蛋白。元件501与

505之间以及元件502与503之间的虚线表示可裂解部分。右侧示意性示出了激活蛋白。激活

的双特异性抗体不包含掩蔽部分，因此相对于可激活的双特异性抗体，激活的双特异性抗

体对其靶标的结合亲和力增加。激活的双特异性抗体也不包含半衰期延长部分，因此具有

比可激活的双特异性抗体更短的半衰期。

[0038] 图6A是示例性双重掩蔽的双特异性可激活抗体的组分示意图，该抗体具有识别

Her2的掩蔽Fab片段、识别CD3的掩蔽scFV组分、以及包含一对杵Fc结构域和臼Fc结构域的

半衰期延长部分。图6B是显示编码如图6A所示的示例性双重掩蔽的双特异性可激活抗体的

三种多肽的组分的示意图。虚线表示可裂解部分。

[0039] 图7A是在还原条件下跑动的SDS‑PAGE凝胶的图像。凝胶按如下方式加载：(1)具有

20GG  CD3掩蔽体的双重掩蔽的双特异性可激活抗体(ProC1446，SEQ  ID  NO:21)；(2)

ProC1446和uPA的产物(ProC1446+uPA)；(3)具有MN15a  CD3掩蔽体的双重掩蔽的双特异性

可激活抗体(ProC1447，SEQ  ID  NO:22)；(4)ProC1447和uPA的产物(ProC1447+uPA)；(5)具

有MN15b  CD3掩蔽体的双重掩蔽的双特异性可激活抗体(ProC1448，SEQ  ID  NO:23)；并且

(6)ProC1448和uPA的产物(ProC1448+uPA)。图7B是总结蛋白酶激活之前和之后每个可激活

抗体构建体的组分的预期分子量的表格。

[0040] 图8提供了ELISA结合测定的结果，该测定确定可激活分子和激活分子结合与板结

合的CD3抗原的能力：未掩蔽的参考双特异性分子(ProC531)、具有20GG  CD3掩蔽体的双重

掩蔽的可激活双特异性分子(ProC1446，SEQ  ID  NO:21)、ProC1446和uPA的产物(ProC1446+

uPA)、具有MN15a掩蔽体的双重掩蔽的分子(ProC1447，SEQ  ID  NO:22)、ProC1447和uPA的产

物(ProC1447+uPA)、具有MN15b掩蔽体的双重掩蔽的分子(ProC1448，SEQ  ID  NO:23)、

ProC1448和uPA的产物(ProC1448+uPA)。结果显示，抗CD3  scFv与Fc区之间的相应CD3掩蔽

体显示抗CD3  scFv与板上包被的CD3抗原的结合减弱。用蛋白酶uPA处理双重掩蔽的可激活

双特异性抗体引起CD3抗原结合相当于未掩蔽的参考双特异性分子ProC531的结合。

[0041] 图9A‑9C提供了HER2依赖性细胞毒性测定的结果，该测定确定双重掩蔽的可激活

双特异性抗体的体外效力(图9A：ProC1446；图9B：ProC1447；图9C：ProC1448)。结果表明，本

公开的蛋白酶处理(激活)的双特异性分子比具有相同HER2和CD3结合结构域但排列成不同

格式的单价、未掩蔽的双特异性抗体对照(“ProC306”)活性更高。
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[0042] 图10‑11显示了示例性可激活分子的配置。所述分子包含双重掩蔽的可激活双特

异性抗体，所述抗体具有经由第三可裂解部分与C端偶联的EM。所述分子被设计成使得由可

激活分子的激活产生的激活分子不包含半衰期延长部分，因此具有比与激活分子相同但包

含半衰期延长部分的对应分子更短的半衰期。

[0043] 图12是根据本公开的一些实施方案的例示性可激活(双重掩蔽)的双特异性抗体

在被蛋白酶激活之前和之后的示意图。左侧示意性示出了可激活的双重掩蔽蛋白。右侧示

意性示出了激活蛋白。激活的双特异性抗体不包含掩蔽部分，因此相对于可激活的双特异

性抗体，激活的双特异性抗体对其靶标的结合亲和力增加。激活的双特异性抗体也不包含

半衰期延长部分，因此具有比可激活的双特异性抗体更短的半衰期。虚线表示可裂解部分。

[0044] 图13A‑13B分别提供了掩蔽的可激活短半衰期抗体ProC1446(SHL1)、ProC3007

(SHL2)、ProC3008(SHL2)和掩蔽抗体ProC1441(1/2TCB，不是可激活的短半衰期抗体)和未

掩蔽的(ProC1963(SHL1，无掩蔽体或Fc)、ProC1965(SHL2，无掩蔽体或Fc)和ProC306)抗

CD3、抗HER2双特异性抗体以及二抗(“仅二抗”，阴性对照)与NCI‑N87和SKOV3细胞(即，HER2

结合)的结合结果。图13C提供了相同分子与Jurkat细胞的结合结果(即，CD3结合)。

[0045] 图14A‑14B提供了使用NCI‑N87细胞(图14A)和SKOV3细胞(图14B)进行的细胞毒性

测定结果，所述测定显示在所指示浓度下ProC1963(SHL1)、ProC1965(SHL2)和ProC306的剂

量反应。

[0046] 图15A‑15B提供了使用NCI‑N87细胞(图15A)和SKOV3细胞(图15B)进行的细胞毒性

测定结果，所述测定显示在所指示浓度下ProC1963、ProC1965、ProC1446、ProC3007和

ProC3008的剂量反应。

[0047] 图16A‑16D提供了细胞毒性测定的结果。图16A‑16B显示了使用NCI‑N87细胞(图

16A)和SKOV3细胞(图16B)，对ProC1963、ProC1965、ProC3007、ProC3008、ProC306和

ProC1441的剂量反应。图16C‑16D显示了使用NCI‑N87细胞(图16C)和SKOV3细胞(图16D)，对

ProC1963、ProC1965、ProC1446、ProC306和ProC1441的剂量反应。

[0048] 图17提供了使用NCI‑N87异种移植模型的体内肿瘤生长测定的结果。该图显示了

肿瘤体积与以毫克/公斤(mpk)为单位施用ProC1965、ProC3007、ProC3008和ProC1441进行

初始治疗后天数的关系。

[0049] 本文中提供的图仅用于说明目的，不一定按比例绘制。

具体实施方式

[0050] 本文提供了具有相对低结合活性和包括半衰期延长部分(EM)的结构的可激活分

子(例如，可激活蛋白，如可激活抗体和其它可激活治疗性或可激活诊断性蛋白质)。当通过

暴露于某些激活条件下而被激活时(例如当可激活分子被递送到肿瘤时)，所得激活分子与

可激活分子相比具有更大的结合活性和更短的半衰期。在一个方面，可激活分子可以是可

激活治疗性大分子。在一些方面，可激活治疗性大分子可以是可激活抗体或任何其它所需

蛋白质，例如治疗性蛋白质。

[0051] 一般来说，本文中的可激活分子可以包括一个或多个靶标结合结构域(TB)、一个

或多个减少、抑制或干扰TB与其靶标结合的掩蔽部分(MM)、一个或多个将一个或多个MM与

一个或多个TB偶联的可裂解部分(CM)以及一个或多个经由一个或多个CM与TB偶联的半衰
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期延长部分(EM)。多肽中两种成分的偶联可以是直接的或间接的。当两种组分直接偶联时，

一种组分的C端的氨基酸残基与另一组分的N端的氨基酸残基形成肽键。当两种组分间接偶

联时，两种组分之间会有一段氨基酸。在一些实例中，多肽的两种组分可以经由多肽中的一

种或多种其它组分间接偶联，即一种或多种其它组分介于两种偶联组分之间。对于经由另

一组分的间接偶联或连接，一种或多种其它组分可以是接头、TB(例如，AB)、CM、MM或它们的

任意组合。

[0052] CM是包含序列特异性蛋白酶的底物的多肽，所述蛋白酶例如为在患病组织(例如

肿瘤)的环境中比在健康组织中存在更多量(或更多量处于活性状态)的蛋白酶。本文所述

的可激活分子的MM和EM可通过裂解CM从TB中释放出来，从而产生激活分子。与包含MM的对

应可激活分子相比，激活分子对其靶标表现出更大的结合亲和力。相比于与激活分子相同

但包含EM的对应分子，不含EM的激活分子可具有更短的半衰期。相比于与激活分子相同但

包含EM的对应分子，激活分子可具有降低的毒性和减少的脱靶效应。

[0053] 在一些实施方案中，可激活分子可以是双重掩蔽的双特异性靶标结合分子。在一

些方面，这类分子可包含至少两个靶标结合蛋白和至少两个掩蔽部分，掩蔽部分中的每一

者抑制靶标结合蛋白与其靶标的结合。举例来说，可激活分子可包含特异性结合于第一靶

标的第一靶标结合蛋白(TB1)、抑制TB1与第一靶标的结合的第一掩蔽部分(MM1)、位于MM1

与TB1之间的可裂解部分(CM1)、特异性结合于第二靶标的第二靶标结合蛋白(TB2)、抑制

TB2与第二靶标的结合的第二掩蔽部分(MM2)、位于MM2与TB2之间的可裂解部分(CM2)和经

由可裂解部分(CM)与TB1或TB2偶联的EM。在一些实施方案中，EM可经由CM与TB偶联，所述CM

还将MM与TB偶联。在一些实施方案中，EM可经由与CM1和CM2不同的CM(例如，第三CM或

“CM3”)偶联到TB。在激活状态下，EM可从激活分子释放出来。因此相比于包含TB1、TB2和EM

但不包含MM1或MM2的参考分子，激活分子(包含TB1和TB2但不包含MM1、MM2或EM)具有更短

的半衰期。相比于包含TB1、TB2和EM但不包含MM1或MM2的参考分子，激活分子(包含TB1和

TB2但不包含MM1、MM2和EM)具有更高的靶标结合活性。

[0054] 本文还提供了相关组合物、药盒、核酸、载体和重组细胞，以及相关方法，包括使用

本文所述的任何可激活分子(例如可激活抗体和其它蛋白质)的方法和产生本文所述的任

何可激活分子(例如可激活抗体和其它蛋白质)的方法。

[0055] 定义

[0056] 除非另有限定，否则本文中所使用的所有技术和科学术语均具有与本发明所属领

域内的普通技术人员通常所理解相同的含义。本文描述了用于本公开中的方法和材料；还

可使用本领域中已知的其它适合的方法和材料。材料、方法和实例仅是说明性的，不意图是

限制性的。本文提及的所有出版物、专利申请、专利、序列、数据库条目以及其它参考文献都

以引用的方式整体并入本文中。在冲突的情况下，将以本说明书为准，包括定义。

[0057] 术语“一个(种)(a/an)”是指所述冠词的一个(种)或多个(种)(即，至少一个(种))

语法对象。借助于实例，“一个细胞”涵盖一个或多个细胞。

[0058] 如本文所用，术语“约”和“大约”当用于修饰数值或范围内指定的量时，表示数值

以及与本领域技术人员已知的值的合理偏差。例如，在适当的情况下，±20％、±10％或±

5％在所述值的预期含义内。

[0059] 浓度、量和其它数值数据可在本文中以范围格式表示或呈现。应了解，这类范围格
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式仅为了方便和简洁而使用，因此应灵活解释为不仅包括明确叙述为范围的限值的数值，

而且还包括涵盖在该范围内的所有个别数值或子范围，就好像每个数值和子范围被明确叙

述一样。作为说明，“约0 .01至2.0”的数值范围应解释为不仅包括明确叙述的约0 .01至约

2.0的值，而且还包括所指示范围内的个别值和子范围。因此，这个数值范围内包括个别值，

例如0.5、0.7和1.5，以及子范围，例如0.5至1.7、0.7至1.5和1.0至1.5等。此外，无论范围的

宽度或所描述的特征如何，这种解释都应适用。另外，应注意，除非另外指定，否则所有百分

比都以重量计算。

[0060] 在理解本公开的范围时，如本文所用的术语“包括”或“包含”和它们的派生词意图

是指定所陈述的特征、要素、组分、组、整数和/或步骤的存在，但不排除其它未陈述的特征、

要素、组分、组、整数和/或步骤的存在的开放式术语。前述内容也适用于具有类似含义的词

语，例如术语“包括”、“具有”和它们的派生词。如本文所用的术语“由……组成”和它的派生

词意图是指定所陈述的特征、要素、组分、组、整数和/或步骤的存在，但排除其它未陈述的

特征、要素、组分、组、整数和/或步骤的存在的封闭式术语。如本文所用的术语“基本上

由……组成”意图指定所陈述的特征、要素、组分、组、整数和/或步骤以及不实质上影响特

征、要素、组分、组、整数和/或步骤的一种或多种基本和新颖特征的那些特征、要素、组分、

组、整数和/或步骤的存在。应了解，提及这些过渡术语(即“包含”、“由……组成”或“基本上

由……组成”)中的任一者都为替换成未具体使用的任何其它过渡术语提供直接支持。举例

来说，由于这个定义针对在本公开通篇公开的任何要素，所以将术语从“包含”修改为“基本

上由……组成”或“由……组成”将得到直接支持。基于这个定义，本文公开或以引用的方式

并入的任何要素都可包括在要求的发明中或从要求的发明排除。

[0061] 如本文所用，为了方便起见，多个化合物、要素或步骤可呈现在共同的清单中。然

而，这些清单应解释为好像清单的每个成员被单独地标识为单独和独特成员一样。因此，仅

基于它们在共同组中呈现而没有相反指示，这种清单的个别成员不应解释为同一清单的任

何其它成员的事实上的等效物。

[0062] 术语“示例性”在本文用以意指用作实例、例子或说明。本文中描述为“示例性”的

任何方面或设计不一定被解释为佳于或优于其它方面或设计。相反，使用示例性一词是为

了以更具体的方式呈现概念。

[0063] 此外，某些分子、构建体、组合物、要素、部分、赋形剂、病症、疾患、性质、步骤等可

在一个具体实施方案或方面的上下文中或在本公开的单独段落或章节中讨论。应了解，这

仅是为了方便和简洁，并且任何这种公开内容都可同样适用于在本公开和权利要求书中的

任何地方所见的任何其它实施方案或方面，并且意图与所述任何其它实施方案或方面组

合，这些都形成本申请和在申请日要求的发明。举例来说，关于构建体、组合物或方法描述

的构建体、分子、方法步骤、药盒或组合物的清单意图并且确实为与本公开的任何其它部分

中描述的构建体、组合物、制剂和方法相关的实施方案找到直接支持，即使那些方法步骤、

活性剂、药盒或组合物未在该实施方案或方面的上下文或章节中重新列出。

[0064] 可激活分子

[0065] 在一个方面，本文提供的可激活分子可以是可激活靶标结合蛋白(TB)，例如可激

活抗体或特异性结合于靶标的另一蛋白质。在一些实施方案中，可激活分子包含：特异性结

合于靶标的TB(例如，抗原结合蛋白(AB))；可裂解部分(CM)，所述可裂解部分直接共价连接
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到(又称为“直接偶联到”)或间接共价连接到(又称为“间接偶联到”)TB(例如AB)，其中CM位

于TB与掩蔽部分(MM)之间，所述掩蔽部分减少、抑制或干扰TB(例如AB)与其靶标的结合；以

及一个或多个半衰期延长部分(EM)，所述半衰期延长部分经由一个或多个CM与TB(例如，

AB)偶联。通过裂解CM，MM和EM可从TB释放出来，产生激活分子。在一些实施方案中，可激活

分子可包含：特异性结合于第一靶标的第一抗原结合蛋白(AB1)；第一掩蔽部分(MM1)，所述

第一掩蔽部分抑制AB1与第一靶标的结合并经由第一可裂解部分(CM1)与AB1偶联；特异性

结合于第二靶标(AB2)的第二抗原结合蛋白(AB2)；第二掩蔽部分(MM2)，所述第二掩蔽部分

抑制AB2与第二靶标的结合并经由第二可裂解部分(CM2)与AB1或与AB2偶联；以及EM，所述

EM经由可裂解部分与AB1或与AB2偶联。在一些方面，EM可以经由将MM1与AB1偶联的相同可

裂解部分(CM1)偶联到AB1。在一些方面，EM可以是经由将MM2与AB2偶联的相同可裂解部分

(CM2)偶联到AB2。在一些方面，EM可经由将MM2与AB1偶联的相同可裂解部分(CM2)偶联到

AB1(参见例如图2)。在一些方面，EM可以经由第三可裂解部分(CM3)与AB1或AB2偶联。在每

个前述方面，可激活分子的元件可以直接偶联，或经由元件之间的一个多个任选的接头间

接偶联。在激活状态下，EM可从可激活蛋白释放出来，产生包含AB1和AB2但不包含MM1、MM2

或EM的激活蛋白，其中相比于包含AB1、AB2和EM但不包含MM1或MM2的参考抗体，激活蛋白具

有更短的半衰期。

[0066] 在一些实施方案中，可激活蛋白提供降低的毒性和/或脱靶副作用，如果TB未被掩

蔽或未以其它方式抑制与靶标的结合，则TB(例如AB)在非治疗位点的结合可引起毒性和/

或副作用。在可激活状态下，MM可能会干扰TB与其靶标分子的结合。

[0067] 在一些实施方案中，可激活蛋白包含：特异性结合于第一靶标的第一抗原结合蛋

白(AB1)，其中AB1包括包含重链片段和轻链片段的抗体或其片段；特异性结合于第二靶标

的第二抗原结合蛋白(AB2)，其中AB2包括包含重链可变区和轻链可变区的单链可变片段

(scFv)，并且AB2与AB1的重链片段或轻链片段的C端偶联；第一掩蔽部分(MM1)，当可激活蛋

白处于未激活状态时，所述第一掩蔽部分经由第一可裂解部分(CM1)与AB1偶联并抑制AB1

与第一靶标的结合；第二掩蔽部分(MM2)，当可激活蛋白处于未裂解状态时，所述第二掩蔽

部分与AB2偶联并抑制AB2与第二靶标的结合；以及半衰期延长部分(EM)，所述半衰期延长

部分经由第二可裂解部分(CM2)与AB1或AB2的组分偶联。在一些实例中，AB1可以是Fab。在

一些实例中，AB1可以是scFv。在一些方面，EM通过掩蔽部分，例如EM‑MM‑CM‑AB或AB‑CM‑MM‑

EM结构与AB1或与AB2偶联，任选地一个或多个组分之间具有一个或多个接头。如本文所用，

结构式中的符号“‑”表示两个组分直接或间接偶联(例如组分之间可以存在任选的接头)。

本公开的分子的结构配置在下文中详细描述，并且例如在图1‑6中描绘。

[0068] 如本文所用，术语“可激活蛋白”和“可激活靶结合蛋白”(例如“可激活抗体”)以及

与术语“完整”、“未裂解”和/或“无活性”一起的前述任一项可互换使用，是指包含至少一组

MM、CM和TB，并且与包含相同TB的对应“激活”蛋白(例如激活抗体)与相同生物靶标的结合

相比，与生物靶标的结合减弱的蛋白质。对于普通技术人员来说显而易见的是，将可激活蛋

白暴露于CM特异性蛋白酶可以产生“激活”蛋白，其中MM不会降低、抑制或干扰TB(例如AB)

与其靶标之间的结合。在一些实施方案中，适当的蛋白酶裂解CM可能引起MM的释放。在一些

实施方案中，适当的蛋白酶裂解CM可能引起EM的释放。术语“激活蛋白”、“激活靶标结合蛋

白”(例如“激活抗体”)、“裂解的可激活蛋白”和“裂解的可激活靶标结合蛋白”(例如“裂解
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的可激活抗体”)在本文中可互换，是指将可激活蛋白暴露于CM特异性蛋白酶后产生的含TB

的裂解产物。如本公开通篇所用，涉及可激活抗体的描述应解释为也适用于可激活靶标结

合蛋白。

[0069] 如本文所用，术语“掩蔽部分”和“MM”在本文中可互换使用，是指当位于TB(例如

AB)附近时干扰TB与生物靶标结合的肽或蛋白质。术语“可裂解部分”和“CM”在本文中可互

换使用，是指包含序列特异性蛋白酶的底物的肽。在可激活蛋白质中，CM相对于MM和TB定

位，这样裂解会产生能够与TB的生物靶标结合的分子。因此，与激活蛋白质相比，可激活蛋

白质与生物靶标的结合降低。在一些实施方案中，可通过选择感兴趣的TB并构建可激活蛋

白的剩余部分来设计可激活蛋白，以便MM提供TB的掩蔽或TB与其靶标的结合的减少。可考

虑结构设计标准来提供该功能特征。

[0070] 可激活蛋白可以是多特异性(例如双特异性、三特异性、四特异性和其它多特异性

可激活蛋白)可激活蛋白，其在被激活时能够结合于多种不同的抗原。在一些实施方案中，

多特异性靶标结合蛋白可以是多价的，例如包含多个靶标结合位点，不管结合位点识别相

同还是不同的抗原或表位。在一些实施方案中，可激活蛋白可以是单特异性的，例如当被激

活时只能够与一种抗原结合。

[0071] 在一些实施方案中，可激活蛋白质是双特异性的。术语“双特异性”意指可激活蛋

白在被激活时能够特异性地结合于两个不同的靶标。通常，可激活的双特异性可激活蛋白

包含两个TB，即第一TB和第二TB，每个TB在激活后能够特异性地结合于不同的靶标(即，分

别为第一靶标和第二靶标)。在一些实施方案中，在激活后，所得双特异性靶标结合分子能

够同时结合两个靶标，例如在两个不同细胞上表达的两个靶标蛋白。

[0072] 在一些实施方案中，可激活蛋白可包含能够结合于与疾病相关的细胞(例如，肿瘤

细胞)表面上的分子的AB1和能够结合于免疫细胞表面上的分子的AB2。这类双特异性可激

活蛋白在被激活时可以同时与免疫细胞和与疾病相关的细胞(例如，肿瘤细胞)结合，从而

激活免疫细胞并将激活的免疫细胞同与疾病相关的细胞交联。在一些实施方案中，可激活

蛋白可以配制为前双特异性T细胞接合剂(前BiTE)分子、前嵌合抗原受体(前CAR)修饰的T

细胞或其它工程化受体或其它免疫效应细胞(例如CAR修饰的NK细胞)的一部分。

[0073] 在一些实例中，可激活蛋白可以是可激活T细胞接合双特异性抗体(TCB)或其片

段。举例来说，可激活蛋白可包含靶向与疾病相关的细胞的AB1和靶向T细胞受体的AB2。

[0074] 本公开包括呈本文所述的多种结构构型的可激活蛋白。下文提供了可激活蛋白的

示例性构型。在可激活蛋白内，TB、MM、CM和EM的N端到C端顺序可颠倒。CM和MM可在氨基酸序

列中重叠，例如，使得序列特异性蛋白酶所识别的CM序列至少部分地含在MM内。例如，考虑

了可激活抗原结合蛋白的各种结构配置，其中AB1为抗原结合片段(Fab)，AB2为单链可变片

段，并且可以用下面的式表示(以氨基(N)端区域到羧基(C)端区域的顺序)。下面的式中，

“:”分隔两个不同的多肽；“Fab_L”和“Fab_H”分别为Fab的轻链和重链片段(“Fab_L”包含可

变轻链区(VL)和轻链恒定区；“Fab_H”包含可变重链区(VH)和CH1区)；“VL*”和“VH*”为scFv

的轻链和重链可变区。此外，如本文所用，并且除非另有说明，否则可激活分子组分之间的

每个破折号(‑)代表直接连接或经由一个或多个接头的间接连接。

[0075] (MM1‑CM1‑Fab_L):(Fab_H‑VH*‑VL*‑CM2‑MM2‑EM)

[0076] (MM1‑CM1‑Fab_L):(Fab_H‑VH*‑VL*‑CM2‑EM‑MM2)
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[0077] Fab_L:(MM1‑CM1‑Fab_H‑VH*‑VL*‑CM2‑MM2‑EM)

[0078] Fab_L:(MM1‑CM1‑Fab_H‑VH*‑VL*‑CM2‑EM‑MM2)

[0079] (MM1‑CM1‑Fab_L‑VH*‑VL*‑CM2‑MM2‑EM):Fab_H

[0080] (MM1‑CM1‑Fab_L‑VH*‑VL*‑CM2‑EM‑MM2):Fab_H

[0081] (Fab_L‑VH*‑VL*‑CM2‑MM2‑EM):(MM1‑CM1‑Fab_H)

[0082] (Fab_L‑VH*‑VL*‑CM2‑EM‑MM2):(MM1‑CM1‑Fab_H)

[0083] (MM1‑CM1‑Fab_L‑VH*‑VL*):(Fab_H‑CM2‑MM2‑EM)

[0084] (MM1‑CM1‑Fab_L‑VH*‑VL*):(Fab_H‑CM2‑EM‑MM2)

[0085] (Fab_L‑VH*‑VL*):(MM1‑CM1‑Fab_H‑CM2‑MM2‑EM)

[0086] (Fab_L‑VH*‑VL*):(MM1‑CM1‑Fab_H‑CM2‑EM‑MM2)

[0087] (MM1‑CM1‑Fab_L‑CM2‑MM2‑EM):(Fab_H‑VH*‑VL*)

[0088] (MM1‑CM1‑Fab_L‑CM2‑EM‑MM2):(Fab_H‑VH*‑VL*)

[0089] (Fab_L‑CM2‑MM2‑EM):(MM1‑CM1‑Fab_H‑VH*‑VL*)

[0090] (Fab_L‑CM2‑EM‑MM2):(MM1‑CM1‑Fab_H‑VH*‑VL*)

[0091] (MM1‑CM1‑Fab_L):(MM2‑CM2‑VH*‑VL*‑Fab_H‑CM3‑EM)

[0092] (MM1‑CM1‑Fab_H):(MM2‑CM2‑VH*‑VL*‑Fab_L‑CM3‑EM)

[0093] (MM2‑CM2‑VH*‑VL*‑Fab_L):(MM1‑CM1‑Fab_H‑CM3‑EM)

[0094] (MM2‑CM2‑VH*‑VL*‑Fab_H):(MM1‑CM1‑Fab_L‑CM3‑EM)

[0095] 在任一配置中，可激活蛋白可包含任意两个组分之间的一个或多个接头。举例来

说，可激活蛋白可包含MM1与CM1之间的接头、CM1与Fab_L之间的接头、Fab_H与VH*之间的接

头、VH*与VL*之间的接头、VL*与CM2之间的接头、CM2与MM2之间的接头、MM2与EM之间的接

头、Fab_L与VH*之间的接头、CM1与Fab_H之间的接头或它们的任何组合。

[0096] 在一些实施方案中，EM可包含两个或更多个部分(例如，一对Fc结构域)。例如，EM

可以是包含两个部分EM1和EM2的蛋白质复合物。在这种情况下，这类可激活蛋白的实例可

由下式表示(以氨基(N)端区域到羧基(C)端区域的顺序)：

[0097] (MM1‑CM1‑Fab_L):(Fab_H‑VH*‑VL*‑CM2‑MM2‑EM1):EM2

[0098] (MM1‑CM1‑Fab_L):(Fab_H‑VH*‑VL*‑CM2‑EM1‑MM2):EM2

[0099] Fab_L:(MM1‑CM1‑Fab_H‑VH*‑VL*‑CM2‑MM2‑EM1):EM2

[0100] Fab_L:(MM1‑CM1‑Fab_H‑VH*‑VL*‑CM2‑EM1‑MM2):EM2

[0101] (MM1‑CM1‑Fab_L):(Fab_H‑VH*‑VL*‑CM2‑EM1):(MM2‑EM2)

[0102] (MM1‑CM1‑Fab_L):(Fab_H‑VH*‑VL*‑CM2‑EM1):(EM2‑MM2)

[0103] Fab_L:(MM1‑CM1‑Fab_H‑VH*‑VL*‑CM2‑EM1):(MM2‑EM2)

[0104] Fab_L:(MM1‑CM1‑Fab_H‑VH*‑VL*‑CM2‑EM1):(EM2‑MM2)

[0105] (MM1‑CM1‑Fab_L‑VH*‑VL*‑CM2‑MM2‑EM1):Fab_H:EM2

[0106] (MM1‑CM1‑Fab_L‑VH*‑VL*‑CM2‑EM1‑MM2):Fab_H:EM2

[0107] (Fab_L‑VH*‑VL*‑CM2‑MM2‑EM1):(MM1‑CM1‑Fab_H):EM2

[0108] (Fab_L‑VH*‑VL*‑CM2‑EM1‑MM2):(MM1‑CM1‑Fab_H):EM2

[0109] (MM1‑CM1‑Fab_L‑VH*‑VL*‑CM2‑EM1):Fab_H:MM2‑EM2

[0110] (MM1‑CM1‑Fab_L‑VH*‑VL*‑CM2‑EM1):Fab_H:EM2‑MM2
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[0111] (Fab_L‑VH*‑VL*‑CM2‑EM1):(MM1‑CM1‑Fab_H):MM2‑EM2

[0112] (Fab_L‑VH*‑VL*‑CM2‑EM1):(MM1‑CM1‑Fab_H):EM2‑MM2

[0113] (MM1‑CM1‑Fab_L‑VH*‑VL*):(Fab_H‑CM2‑MM2‑EM1):EM2

[0114] (MM1‑CM1‑Fab_L‑VH*‑VL*):(Fab_H‑CM2‑EM1‑MM2):EM2

[0115] (Fab_L‑VH*‑VL*):(MM1‑CM1‑Fab_H‑CM2‑MM2‑EM1):EM2

[0116] (Fab_L‑VH*‑VL*):(MM1‑CM1‑Fab_H‑CM2‑EM1‑MM2):EM2

[0117] (MM1‑CM1‑Fab_L‑VH*‑VL*):(Fab_H‑CM2‑EM1):MM2‑EM2

[0118] (MM1‑CM1‑Fab_L‑VH*‑VL*):(Fab_H‑CM2‑EM1):EM2‑MM2

[0119] (Fab_L‑VH*‑VL*):(MM1‑CM1‑Fab_H‑CM2‑EM1):MM2‑EM2

[0120] (Fab_L‑VH*‑VL*):(MM1‑CM1‑Fab_H‑CM2‑EM1):EM2‑MM2

[0121] (MM1‑CM1‑Fab_L‑CM2‑MM2‑EM1):(Fab_H‑VH*‑VL*):EM2

[0122] (MM1‑CM1‑Fab_L‑CM2‑EM1‑MM2):(Fab_H‑VH*‑VL*):EM2

[0123] (Fab_L‑CM2‑MM2‑EM1):(MM1‑CM1‑Fab_H‑VH*‑VL*):EM2

[0124] (Fab_L‑CM2‑EM1‑MM2):(MM1‑CM1‑Fab_H‑VH*‑VL*):EM2

[0125] (MM1‑CM1‑Fab_L‑CM2‑EM1):(Fab_H‑VH*‑VL*):MM2‑EM2

[0126] (MM1‑CM1‑Fab_L‑CM2‑EM1):(Fab_H‑VH*‑VL*):EM2‑MM2

[0127] (Fab_L‑CM2‑EM1):(MM1‑CM1‑Fab_H‑VH*‑VL*):MM2‑EM2

[0128] (Fab_L‑CM2‑EM1):(MM1‑CM1‑Fab_H‑VH*‑VL*):EM2‑MM2

[0129] (MM1‑CM1‑Fab_L):(MM2‑CM2‑VH*‑VL*‑Fab_H‑CM3‑EM1):EM2

[0130] (MM1‑CM1‑Fab_H):(MM2‑CM2‑VH*‑VL*‑Fab_L‑CM3‑EM1):EM2

[0131] (MM2‑CM2‑VH*‑VL*‑Fab_L):(MM1‑CM1‑Fab_H‑CM3‑EM1):EM2

[0132] (MM2‑CM2‑VH*‑VL*‑Fab_H):(MM1‑CM1‑Fab_L‑CM3‑EM):EM2

[0133] 在一些实施方案中，EM1和EM2可以是两个可结晶片段(Fc)结构域。两个Fc结构域

可以形成二聚体作为半衰期延长部分。在一些实例中，EM1和EM2可以是两个相同的Fc结构

域，因此可以形成同二聚体。在一些构建体中，EM1和EM2包含具有两种不同氨基酸序列的Fc

结构域，它们共同形成异二聚体。在一些实例中，两个Fc结构域可以是Fc结构域臼突变体和

Fc结构域杵突变体并且可以形成异二聚体。在这些配置中的任一者中，可激活蛋白可包括

一个或多个接头任意两个组分之间的。举例来说，可激活蛋白可包含MM1与CM1之间的接头、

CM1与Fab_L之间的接头、Fab_H与VH*之间的接头、VH*与VL*之间的接头、VL*与CM2之间的接

头、CM2与MM2之间的接头、MM2与EM之间的接头、Fab_L与VH*之间的接头、CM1与Fab_H之间的

接头、CM2与EM1之间的接头、MM2与EM1之间的接头、MM2与EM2之间的接头或它们的任何组

合。

[0134] 图1‑4显示了本文公开的可激活分子的示例性配置。在这些非限制性实例中，可激

活分子包含：AB1，其可以是Fab；AB2，其可以是scFv；EM，其是由两个Fc结构域形成的二聚

体；MM1，其经由CM1与AB1偶联并且能够干扰AB1与其靶标结合；MM2，其能够干扰AB2与其靶

标的结合；以及介于EM的Fc结构域与AB1或AB2之间的CM2。应当理解，图1‑4中示例的可激活

分子结构可以类似地应用于AB1和AB2是除Fab和scFv之外的抗原结合蛋白的分子。同样地，

图1‑4中示例的可激活分子结构可以类似地应用于AB1和AB2分别被TB1和TB2取代的分子，

这些分子可以是不一定包含抗原结合结构域的靶标结合蛋白。
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[0135] 图1显示了包含三种多肽的示例性可激活蛋白100。第一多肽从氨基(N)端区域到

羧基(C)端区域依次包含MM1  101、任选的接头102、CM1  103、任选的接头104以及AB1的轻链

片段105。第二多肽从氨基(N)端区域到羧基(C)端区域依次包含AB1的重链片段121、接头

122、AB2的重链可变区123、接头124、AB2的轻链可变区125、接头126、CM2  127、任选的接头

128、MM2  129、接头130以及EM的第一Fc结构域131。第三多肽包含EM的第二Fc结构域141。在

一替代性示例性配置中，在图1中，105为AB1的重链片段并且121为AB1的轻链片段。在一替

代性示例性配置中，在图1中，123为AB2的轻链可变区并且125为AB2的重链可变区。在一替

代性示例性配置中，在图1中，EM的第一Fc结构域131为Fc结构域臼突变体并且EM的第二Fc

结构域141为Fc结构域杵突变体。在一替代性示例性配置中，在图1中，EM的第一Fc结构域

131为Fc结构域杵突变体并且EM的第二Fc结构域141为Fc结构域臼突变体。

[0136] 图2显示了包含三种多肽的另一示例性可激活蛋白200。第一多肽从氨基(N)端区

域到羧基(C)端区域依次包含MM1  201、任选的接头202、CM1  203、任选的接头204、AB1的轻

链片段205、接头206、AB2的重链可变区207、接头208以及AB2的轻链可变区209。第二多肽从

氨基(N)端区域到羧基(C)端区域依次包含AB1的重链片段221、任选的接头222、CM2  223、任

选的接头224、MM2  225、接头226以及EM的第一Fc结构域227。第三多肽包含EM的第二Fc结构

域241。在一替代性示例性配置中，在图2中，205为AB1的重链片段并且221为AB1的轻链片

段。在一替代性示例性配制实例中，在图2中，207为AB2的轻链可变区并且209为AB2的重链

可变区。在一替代性示例性配制实例中，在图2中，EM的第一Fc结构域227为Fc结构域臼突变

体并且EM的第二Fc结构域241为Fc结构域杵突变体。在一替代性示例性配制实例中，在图2

中，EM的第一Fc结构域227为Fc结构域杵突变体并且EM的第二Fc结构域241为Fc结构域臼突

变体。

[0137] 图3显示了包含三种多肽的另一示例性可激活蛋白300。第一多肽从氨基(N)端区

域到羧基(C)端区域依次包含MM1  301、任选的接头302、CM1  303、任选的接头304、AB1的轻

链片段305、接头306、AB2的重链可变区307、接头308以及AB2的轻链可变区309。第二多肽从

氨基(N)端区域到羧基(C)端区域依次包含AB1的重链片段321、任选的接头322、CM2  323、任

选的接头324以及EM的第一Fc结构域325。第三多肽包含从氨基(N)端区域到羧基(C)端区域

依次包含EM的第二Fc结构域341、接头342和MM2  343。在一替代性示例性配置中，在图3中，

305为AB1的重链片段并且321为AB1的轻链片段。在一替代性示例性配置中，在图3中，307为

AB2的轻链可变区并且309为AB2的重链可变区。在一替代性示例性配置中，在图3中，EM的第

一Fc结构域325为Fc结构域臼突变体并且EM的第二Fc结构域341为Fc结构域杵突变体。在一

替代性示例性配置中，在图3中，EM的第一Fc结构域325为Fc结构域杵突变体并且EM的第二

Fc结构域341为Fc结构域臼突变体。

[0138] 图4显示了包含三种多肽的另一示例性可激活蛋白400。第一多肽从氨基(N)端区

域到羧基(C)端区域依次包含MM1  401、任选的接头402、CM1  403、任选的接头404、AB1的轻

链片段405、接头406、AB2的重链可变区407、接头408以及AB2的轻链可变区409。第二多肽从

氨基(N)端区域到羧基(C)端区域依次包含AB1的重链片段421、任选的接头422、CM2  423、任

选的接头424以及EM的第一Fc结构域425。第三多肽包含从氨基(N)端区域到羧基(C)端区域

依次包含MM2  441、接头442以及EM的第二Fc结构域443。在一替代性示例性配置中，在图4

中，405为AB1的重链片段并且421为AB1的轻链片段。在一替代性示例性配置中，在图4中，
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407为AB2的轻链可变区并且409为AB2的重链可变区。在一替代性示例性配置中，在图4中，

EM的第一Fc结构域425为Fc结构域臼突变体并且EM的第二Fc结构域443为Fc结构域杵突变

体。在一替代性示例性配置中，在图4中，EM的第一Fc结构域425为Fc结构域杵突变体并且EM

的第二Fc结构域443为Fc结构域臼突变体。

[0139] 图5显示了示例性可激活双特异性抗体，其包含：结合第一靶标的Fab组分(501)；

包含CM1和掩蔽Fab组分的MM1的第一前结构域(505)；结合第二靶标的scFv组分(502)；包含

CM2和掩蔽scFv组分的MM2的第二前结构域(503)；以及包含一对杵和臼Fc结构域的EM

(504)。激活后，CM1裂解，从激活的双特异性抗体中释放出MM1，CM2裂解，释放出MM2和Fc结

构域(504)。与母体可激活双特异性抗体相比，缺少Fc结构域的激活双特异性抗体具有相对

较短的半衰期。

[0140] 图6A显示了靶向Her2和CD3的示例性可激活双特异性抗体。在该实例中，可激活双

特异性抗体包含三种多肽。第一多肽从N至C端依次包含：曲妥珠单抗(抗HER2抗体)的Fab的

重链片段、具有25个氨基酸的接头、抗CD3  scFv、具有27个氨基酸的GSAT接头、CM1、用于掩

蔽抗CD3  scFv的MM1、具有24个氨基酸的GS接头和Fc结构域臼突变体。第二多肽包含用于掩

蔽Fab的MM2、CM2和Fab的轻链片段。第三多肽包含Fc结构域杵突变体。具有图6中的配置的

可激活双特异性抗体的实例可包含：第一多肽，其包含SEQ  ID  NO:21‑24中任一者的序列；

第二多肽，其包含SEQ  ID  NO:18的序列；以及第三多肽，其包含SEQ  ID  NO:1的序列。图6B是

形成图6A中所示的可激活双特异性抗体的三种多肽的示意图。

[0141] 图10显示了包含三种多肽的另一示例性可激活蛋白1000。第一多肽从氨基(N)端

区域到羧基(C)端区域依次包含MM1  1001、任选的接头1002、CM1  1003、任选的接头1004以

及AB1的轻链片段1005。第二多肽从氨基(N)端区域到羧基(C)端区域依次包含MM2  1021、任

选的接头1022、CM2  1023、任选的接头1024、AB2的重链可变区1025、接头1026、AB2的轻链可

变区1027、接头1028、AB1的重链片段1029、任选的接头1030、第三可裂解部分(CM3)1031、任

选的接头1032和EM(EM1)的第一结构域1033。第三多肽包含EM(EM2)的第二结构域1041。在

一替代性示例性配置中，在图10中，1005为AB1的重链片段并且1029为AB1的轻链片段。在一

替代性示例性配置中，在图10中，1025为AB2的轻链可变区并且1027为AB2的重链可变区。在

一替代性示例性配置中，在图10中，EM(EM1)的第一结构域1033为Fc结构域臼突变体并且EM

(EM2)的第二结构域1041为Fc结构域杵突变体。在一替代性示例性配置中，在图10中，

EM11033为Fc结构域杵突变体并且EM2  1041为Fc结构域臼突变体。

[0142] 图11显示了包含三种多肽的另一示例性可激活蛋白1100。第一多肽从氨基(N)端

区域到羧基(C)端区域依次包含MM2  1101、任选的接头1102、CM2  1103、任选的接头1104、

AB2的重链可变区1105、接头1106、AB2的轻链可变区1107、接头1108以及AB1的轻链片段

1109。第二多肽从氨基(N)端区域到羧基(C)端区域依次包含MM11121、任选的接头1122、CM1 

1123、任选的接头1124、AB1的重链片段1125、任选的接头1126、第三可裂解部分(CM3)1127、

任选的接头1128和EM(EM1)的第一结构域1129。第三多肽包含EM(EM2)的第二结构域1141。

在一替代性示例性配置中，在图11中，1109为AB1的重链片段并且1125为AB1的轻链片段。在

一替代性示例性配置中，在图11中，1105为AB2的轻链可变区并且1107为AB2的重链可变区。

在一替代性示例性配置中，在图11中，EM1  1129为Fc结构域臼突变体并且EM2  1141为Fc结

构域杵突变体。在一替代性示例性配置中，在图11中，EM1  1129为Fc结构域杵突变体并且
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EM2  1141为Fc结构域臼突变体。

[0143] 图12显示了示例性的可激活双特异性抗体，其包含结合第一靶标的Fab组分

(1204)；包含CM1(虚线)和掩蔽Fab组分的MM1(三角形)的第一前结构域(1203)；结合第二靶

标的scFv组分(1202)；包含CM2(虚线)和掩蔽scFv组分的MM2(三角形)的第二前结构域

(1201)；包含一对杵和臼Fc结构域的EM(1206)；以及介于EM与Fab之间的第三可裂解部分

(CM3)(1205)。激活后，CM1裂解，从激活双特异性抗体释放出MM1，CM2裂解，释放出MM2，CM3

裂解，释放出EM(1206)。与母体可激活双特异性抗体相比，缺少EM的激活的双特异性抗体具

有相对较短的半衰期。

[0144] 在一些实施方案中，由本公开的可激活蛋白的激活产生的激活蛋白不附着于EM。

与可激活蛋白相比，这种激活蛋白的半衰期可能更短。这类激活蛋白可具有比与激活蛋白

相同但包含EM的对应蛋白更短的半衰期。如本文所用，术语“半衰期”是分子或分子复合物

在环境中的浓度达到其原始浓度的50％所需的时间。在一些实例中，环境可以是血清，半衰

期是血清半衰期，即分子或分子复合物在血清中(例如，在受试者的循环中)的浓度达到其

原始浓度的50％所需的时间。在一些实例中，包含AB1和AB2但不含MM1、MM2或EM(即可激活

蛋白的激活所致)的激活蛋白可具有比与激活蛋白相同但包含EM的对应蛋白更短的半衰

期，即激活分子(AB1‑AB2)的半衰期比对应蛋白(AB1‑AB2‑EM)的半衰期短。

[0145] 例如，由本文中的可激活蛋白的激活产生的激活蛋白可以具有小于15天、14天、13

天、12天、11天、10天、9天、8天、7天、6天、5天、4天、3天、2天、1天、23小时、22小时、21小时、20

小时、19小时、18小时、17小时、16小时、15小时、14小时、13小时、12小时、11小时、10小时、9

小时、8小时、7小时、6小时、5小时、4小时或3小时的半衰期(例如血清半衰期)。在一个实例

中，由本文中的可激活蛋白的激活产生的激活蛋白可以具有小于或等于5、4、3或2天的半衰

期(例如，血清半衰期)。在一些实例中，由本文中的可激活蛋白的激活产生的激活蛋白的半

衰期(例如，血清半衰期)至多可达与激活蛋白相同但包含EM的对应蛋白的半衰期(例如，血

清半衰期)的90％、80％、70％、60％、50％、40％、30％、20％、10％或5％。

[0146] 在一些实施方案中，由本文中的可激活蛋白的激活产生的激活蛋白(即，未附着于

EM或MM的激活蛋白)可具有比与激活蛋白相同但包含附着于其的EM的对应蛋白更高的靶标

结合活性。在一些实例中，包含TB1和TB2但不含MM1、MM2或EM的激活蛋白具有比与激活蛋白

相同但包含EM的对应蛋白(即TB1‑TB2‑EM)更高的靶标结合活性水平。例如，由本文公开的

可激活蛋白的激活产生的激活蛋白可具有比与激活蛋白相同但包含EM的对应蛋白的靶标

结合活性至少高出10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、100％、3倍、4倍、6

倍、8倍、10倍、20倍、30倍、40倍、50倍、60倍、70倍、80倍、90倍、100倍、200倍、300倍、400倍或

500倍的靶标结合活性。

[0147] 在一些实施方案中，可激活蛋白(激活之前)的特征可在于，靶标结合活性小于未

偶联MM(直接或间接)的TB的靶标结合活性的对照水平。例如，在一些实施方案中，可激活蛋

白的特征在于，与未偶联MM的TB的靶标结合活性的对照水平相比，其靶标结合活性至少降

低2、4、6、8、10、20、30、40、50、60、70、80、90、100、200、300、400、500、600、700、800、900、

1000、2000、5000或10000倍。

[0148] 靶标结合蛋白

[0149] 根据本公开的可激活蛋白可包括一种或多个靶标结合蛋白(TB)。在一些实例中，
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可激活蛋白可以是多特异性的。例如，可激活蛋白可包含多个TB，每个TB对同一靶标上的不

同表位具有特异性。在一些实例中，本文中的可激活蛋白中的TB可结合于不同的靶标，例如

不同类型细胞上的靶标。这样，在由本文公开的可激活蛋白的激活产生的激活蛋白中，TB可

以共定位不同类型的细胞。在本公开的多特异性可激活蛋白的一些实例中，其中一个TB结

合于免疫细胞上的靶标，并且另一个TB结合于与疾病相关的细胞。通过靶向和共定位免疫

细胞和与疾病相关的细胞，激活蛋白可以为疾病提供针对性的治疗。

[0150] 在一些实施方案中，靶标结合蛋白(TB)可以是抗原结合蛋白(AB)。在一些实施方

案中，AB可以是抗体或其片段，例如单克隆抗体、单链抗体、Fab片段、F(ab')2片段、单链可

变片段(scFv)、双链抗体(scFv的非共价二聚体)、单链抗体(scab)、VHH、结构域抗体(dAb)

或单结构域抗体(纳米抗体，例如单结构域重链抗体、单结构域轻链抗体)。单结构域抗体可

以是抗体片段，该抗体片段为单个单体可变抗体结构域。单结构域抗体可具有与相应的全

长抗体相似的抗原亲和力。在一些实施方案中，AB可以是全长抗体。在一些实施方案中，AB

可以是免疫活性片段。在一些实施方案中，AB可以是抗原结合片段(“Fab”)。在一个实例中，

可激活蛋白包含第一AB的Fab和作为第二AB的scFv。在一些实施方案中，AB可以是scFv。在

一些实施方案中，AB可以是小鼠抗体、其它啮齿动物抗体、嵌合抗体、人源化抗体或完全人

单克隆抗体。本公开包括具有包含任何上面列出的结构域的一种或多种多肽，例如SDA、Fv、

ScFv、Fab、scFab、VHH和dAb中的一者或多者与选自SDA、Fv、scFv、Fab、VHH、scFab和dAb中的

一者或多者的组合的结构。

[0151] 术语“抗体”在本文中以其最广义使用，包括某些类型的免疫球蛋白分子，其包括

一个或多个特异性结合于抗原或表位的抗原结合结构域。术语“抗体”具体包括例如完整抗

体(例如，完整免疫球蛋白)、抗体片段、双特异性抗体和多特异性抗体。抗体的一个实例是

由VH‑VL二聚体形成的抗原结合结构域。本文描述了抗体的另外的实例。抗体的另外的实例

是本领域已知的。

[0152] “轻链”由一个可变结构域(VL)和一个恒定结构域(CL)组成。有两种不同的轻链类

型或类别，分别称为κ或λ。
[0153] “重链”由一个可变结构域(VH)和三个恒定区结构域(CH1、CH2、CH3)组成。重链主

要有五个类别或同种型，其中一些有几种亚型，这些决定了抗体分子的功能活性。免疫球蛋

白的五大类是免疫球蛋白M(IgM)、免疫球蛋白D(IgD)、免疫球蛋白G(IgG)、免疫球蛋白A

(IgA)和免疫球蛋白E(IgE)。IgG是迄今为止最丰富的免疫球蛋白，有几个亚类(人的IgG1、

IgG2、IgG3和IgG4)。

[0154] “片段抗原结合”(Fab)含有与重链的VH结构域和CH1结构域配对的完整轻链。当抗

体在铰链区以下被胃蛋白酶裂解时，会形成F(ab′)2片段，在这种情况下，抗体分子的两个

片段抗原结合结构域(Fab)仍然保持连接。F(ab′)2片段含有两条完整的轻链，与通过铰链

区接合在一起的重链的两个VH和CH1结构域配对。“可结晶片段”(Fc)片段(本文也称为FC结

构域)对应于配对的CH2和CH3结构域，是抗体分子中与效应分子和细胞相互作用的部分。重

链同种型之间的功能差异主要在于Fc片段。“单链Fv”(scFv)仅含有通过一段合成肽连接到

重链可变结构域(VH)的轻链可变结构域(VL)。单链Fv这个名称来源于片段可变。“铰链区”

或“结构域间”是接合或连接Fab片段到Fc结构域的柔性氨基酸段。“合成铰链区”是接合或

连接Fab片段到Fc结构域的氨基酸序列。

说　明　书 17/97 页

25

CN 119300859 A

25



[0155] “前结构域”是指一种多肽，其一部分可抑制抗原结合，称为掩蔽部分(MM)，一部分

含有蛋白酶可裂解底物，称为可裂解部分(CM)，当该多肽与靶标结合蛋白(TB)(例如，抗原

结合蛋白(AB)，例如抗体或其抗原结合片段)连接时，用以抑制TB或AB与抗原的结合。前结

构域可包括MM与CM之间的连接肽(L1)。前结构域还可包括位于前结构域羧基端的连接肽

(L2)，以促进前结构域与抗体的键联。在某些实施方案中，前结构域包含以下各式之一(其

中以下各式表示从N端到C端方向的氨基酸序列)：(MM)‑(CM)、(MM)‑L1‑(CM)、(MM)‑(CM)‑L2

或(MM)‑L1‑(CM)‑L2。

[0156] TB(例如AB)特异性结合于靶标。如本文所用，术语“特异性结合”、“免疫性结合”和

“免疫性结合特性”是指在免疫球蛋白分子与所述免疫球蛋白具有特异性的抗原之间发生

的类型的非共价相互作用。免疫结合相互作用的强度或亲和力可根据相互作用的解离常数

(Kd)来表示，其中Kd越小表示亲和力越大。可使用本领域中众所周知的方法来定量所选择的

多肽的免疫结合特性。一种这类方法需要测量抗原结合位点/抗原复合物形成和解离的速

率，其中那些速率取决于复合物配偶体的浓度、相互作用的亲和力以及在两个方向上同等

地影响速率的几何参数。因此，可通过计算浓度以及缔合和解离的实际速率来确定“缔合速

率常数”(Kon)和“解离速率常数”(Koff)。(参见Nature361:186‑87(1993))。Koff/Kon的比率能

够删去与亲和力无关的所有参数，并且等于解离常数Kd。(通常参见Davies等人(1990)

Annual  Rev  Biochem  59:439‑473)。如通过例如放射性配体结合测定或本领域技术人员已

知的类似测定的测定所测量，当解离常数(Kd)≤100μM，在一些实施方案中≤1μM，在一些实

施方案中≤100nM，在一些实施方案中≤10nM，并且在一些实施方案中≤100pM至约1pM时，

称本公开的TB或抗体结合结构域(AB)“特异性结合”或“免疫特异性结合”于靶标。

[0157] TB(例如AB)的靶标可以是蛋白质或其它类型的分子。TB的示例靶标包括细胞表面

受体和分泌的结合蛋白(例如，生长因子)、可溶性酶、结构蛋白(例如，胶原蛋白、纤连蛋白)

等。在一些实例中，TB的靶标可以是与受试者的疾病(例如，癌症)相关的蛋白质。

[0158] 在一些实施方案中，可激活蛋白中的TB可以与作为与疾病相关的细胞上或细胞内

的分子的靶标。例如，可激活蛋白中的TB可与肿瘤细胞结合。在这种情况下，TB可与肿瘤相

关抗原结合。如本文所用，术语“肿瘤相关抗原”意指与癌症相关的任何抗原，包括蛋白质、

糖蛋白、神经节苷脂、碳水化合物、脂质。这种抗原可在肿瘤细胞(例如恶性细胞)上表达，或

在肿瘤微环境(如肿瘤相关血管、细胞外基质、间充质基质或免疫浸润物)中表达。在一些实

施方案中，作为AB靶标的肿瘤相关抗原可以是人表皮生长因子受体2(HER2)。例如，AB可以

是曲妥珠单抗或其片段，例如曲妥珠单抗的Fab。

[0159] 在一些实施方案中，可激活蛋白中的AB可与作为免疫细胞上的分子和/或能够激

活免疫细胞的靶标结合。在一些实例中，AB的靶标可以是共刺激分子，它是高效免疫反应所

需的抗原受体或其配体以外的细胞表面分子。可以成为AB靶标的共刺激分子的实例包括T

细胞受体(TCR)的组分、CD3ζ、CD3 γ 、CD3δ和CD3ε。
[0160] 在一些实例中，AB可以与T淋巴细胞，例如细胞毒性T淋巴细胞的表面上表达的共

刺激分子结合，所述共刺激分子能够在与抗原结合分子相互作用后诱导T细胞激活。抗原结

合分子与激活T细胞抗原的相互作用可通过触发T细胞受体复合物的信号级联来诱导T细胞

激活。当被激活时，AB可与这种共刺激分子结合从而激活T细胞。如本文所用，“T细胞激活”

是指T淋巴细胞、特别是细胞毒性T淋巴细胞的一种或多种细胞反应，选自：增殖、分化、细胞
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因子分泌、细胞毒性效应分子释放、细胞毒性活性和激活标志物的表达。本发明的T细胞激

活双特异性抗原结合分子能够诱导T细胞激活。

[0161] 在一些实例中，AB可与CD3结合。例如，CD3可以是CD3的ε亚基，例如NCBI  RefSeq 

no .NP_000724 .1的序列。在一些实例中，AB可以是抗CD3  scFv。抗CD3  scFv可包含

US20190135943中的SEQ  ID  NO:1‑9、143‑145、149和150中的一个或多个序列，该文献以引

用的方式整体并入本文中。这类序列包括例如以下：
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[0162]
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[0163]

[0164] CD3结合抗体的示例性CDR序列包括以下：

[0165] 名称 CD3  Ab  CDR序列 SEQ  ID  NO:

SP34L1 RSSTGAVTTSNYAN SEQ  ID  NO:7

SP34L2 GTNKRAP SEQ  ID  NO:8

SP34L3 ALWYSNLWV SEQ  ID  NO:9

SP34H1 TYAMN SEQ  ID  NO:10

SP34H2 RIRSKYNNYATYYADSVKD SEQ  ID  NO:11

SP34H3 HGNFGNSYVSWFAY SEQ  ID  NO:12

[0166] 抗CD3  AB的另外的实例包括以下：

[0167] v619_HLc

[0168]
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[0169]

[0170] v619_HLh

[0171]

v619‑HLh‑CC4
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[0172]

[0173] v619_Hh8

[0174]
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[0175]

[0176] v619_HLp2

[0177]

[0178] v619_Hh13

[0179]
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[0180]

[0181] 在一些实施方案中，本文中的可激活蛋白可包含结合于肿瘤相关抗原的AB1和结

合于共刺激分子的AB2。在一个实例中，可激活蛋白可包含结合于HER2的AB1和结合于CD3的

AB2。在一特定实例中，可激活蛋白可包含作为抗HER2  Fab(例如，曲妥珠单抗的Fab)的AB1

和作为抗CD3  scFv的AB2。

[0182] 在一些实施方案中，AB2可以与作为任何免疫效应细胞上的抗原的靶标结合。免疫

效应细胞的实例包括白细胞、T细胞、自然杀伤(NK)细胞、巨噬细胞、单个核细胞和髓系单个

核细胞。在一些实例中，可激活蛋白可包含接合免疫效应细胞的双特异性可激活抗体，其将

免疫效应细胞与另一个细胞(例如，与如癌症或感染等疾病相关的细胞)交联。

[0183] 可激活蛋白可包含接合白细胞的双特异性可激活抗体、接合T细胞的双特异性可

激活抗体、接合NK细胞的双特异性可激活抗体、接合巨噬细胞的双特异性可激活抗体、接合

单个核细胞的双特异性可激活抗体或接合髓系单个核细胞的双特异性可激活抗体。在一个

实例中，可激活抗体可包含接合T细胞的双特异性抗体。

[0184] 半衰期延长部分

[0185] 可激活蛋白可包含半衰期延长部分(EM)。在可激活蛋白中，EM可经由CM与可激活

蛋白中的TB或其组分偶联。一旦可激活蛋白被激活，EM就会从TB中裂解出来。在一些实施方

案中，例如，CM位于TB的C端与EM的N端之间的位置。在这些实施方案中的某些实施方案中，

CM位于TB的C端与EM的N端之间的位置，MM位于相对于CM为C端并且相对于EM为N端或C端的

位置(例如，从N端到C端，TB‑CM‑EM、TB‑CM‑EM‑MM、TB‑CM‑MM‑EM等，其中每个“‑”独立地表示

直接或间接(例如，经由接头)偶联)(参见例如图1和图2)。在一些实施方案中，EM可以是二

聚体，例如免疫球蛋白的一对Fc结构域。在这类实施方案中，第一多肽可包含TB、CM和第一

Fc结构域，并且第二多肽可包含MM和第二Fc结构域，并且这两个多肽经由第一Fc结构域与

第二Fc结构域之间的一个或多个二硫键共价连接。在这类实施方案中，MM可以位于第二Fc

结构域的N端或C端(参见例如图3和图4)，并且第一多肽上的CM的裂解引起MM和EM(例如，两

个Fc结构域)从激活蛋白释放出来。因此，在一些实施方案中，由可激活蛋白的激活产生的

激活蛋白不包含EM。在一些实例中，半衰期延长部分可以是血清半衰期延长部分，即能够延

长血清中与EM附接的分子的半衰期。

[0186] 在一些实例中，EM可包含抗体的片段可结晶区域(Fc结构域)。例如，EM可以是IgG

(例如，IgG1、IgG2或IgG4)的Fc结构域。在一些实例中，EM可包含由两个Fc结构域形成的二

聚体。Fc结构域可以是野生型Fc结构域或突变体。例如，EM可包含由两个Fc结构域突变体形

成的二聚体。在这种情况下，两个Fc结构域突变体可包含Fc结构域臼突变体和Fc结构域杵
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突变体。杵突变体和臼突变体可彼此相互作用以促进两个Fc结构域的二聚化。在一些实施

方案中，杵突变体和臼突变体可在两个Fc结构域之间的界面内(例如在CH3结构域中)包含

一个或多个氨基酸修饰。在一个实例中，修饰包含在一个抗体重链中的氨基酸取代T366W和

任选的氨基酸取代S354C，以及在另一个抗体重链中的氨基酸取代T366S、L368A、Y407V和任

选的Y349C(根据EU编号系统编号)。Fc结构域杵突变体的一个实例包含SEQ  ID  NO:1的序

列。Fc结构域臼突变体的一个实例包含SEQ  ID  NO:2的序列。

[0187] Fc结构域突变体的实例还包括美国专利No.7,695,936中描述的那些，该专利以引

用的方式整体并入本文中。在一个实例中，修饰包含在一个IgG  Fc结构域中的氨基酸取代

T366Y，以及在另一个IgG  Fc结构域中的氨基酸取代Y407T。在一个实例中，修饰包含在一个

IgG  Fc结构域中的氨基酸取代T366W，以及在另一个IgG  Fc结构域中的氨基酸取代Y407A。

在一个实例中，修饰包含在一个IgG  Fc结构域中的氨基酸取代F405A，以及在另一个IgG  Fc

结构域中的氨基酸取代T394W。在一个实例中，修饰包含在一个IgG  Fc结构域中的氨基酸取

代T366Y和F405A，以及在另一个IgG  Fc结构域中的氨基酸取代T394W和Y407T。在一个实例

中，修饰包含在一个IgG  Fc结构域中的氨基酸取代T366W和F405W，以及在另一个IgG  Fc结

构域中的氨基酸取代T394S和Y407A。在一个实例中，修饰包含在一个IgG  Fc结构域中的氨

基酸取代F405W和Y407A，以及在另一个IgG  Fc结构域中的氨基酸取代T366W和T394S。在一

个实例中，修饰包含在一个IgG  Fc结构域中的氨基酸取代F405W，以及在另一个IgG  Fc结构

域中的氨基酸取代T394S。Fc结构域中的突变位置根据EU编号系统进行编号。IgG  Fc结构域

可包含SEQ  ID  NO:3‑6的序列(IgG1、IgG2、IgG3或IgG4)。在这些序列中，氨基酸1‑107对应

于EU编号341‑447。

[0188] 在一些实例中，Fc结构域突变体可具有降低的效应功能。这类Fc结构域的实例包

括US20190135943中公开的那些，该文献以引用的方式整体并入本文中。

[0189] EM的其它实例包括免疫球蛋白(例如，IgG)、血清白蛋白(例如，人血清白蛋白

(HSA)、六帽GST(谷胱甘肽S‑转移酶)谷胱甘肽亲和力、钙调蛋白(Calmodulin)结合肽

(CBP)、Strep‑tag、纤维素结合结构域、麦芽糖结合蛋白、S肽标签、几丁质结合标签、免疫反

应性表位、表位标签、E2Tag、HA表位标签、Myc表位、FLAG表位、AU1和AU5表位、Glu‑Glu表位、

KT3表位、IRS表位、Btag表位、蛋白激酶‑C表位和VSV表位。

[0190] 在一些实施方案中，可激活蛋白的血清半衰期可能比与可激活蛋白相同但不具有

半衰期延长部分的相应蛋白质的血清半衰期长。在一些实施方案中，可激活蛋白的血清半

衰期可能比激活蛋白的血清半衰期长。在一些实施方案中，当施用于生物体时，可激活蛋白

的血清半衰期为至少15天、12天、11天、10天、9天、8天、7天、6天、5天、4天、3天、2天、1天、20

小时、18小时、16小时、14小时、12小时、10小时、8小时、6小时、4小时、3小时、2小时或1小时。

[0191] 掩蔽部分(MM)

[0192] 本文中的可激活蛋白可包含一个或多个能够干扰TB与靶标的结合的掩蔽部分

(MM)。可激活分子中的掩蔽部分“掩蔽”或减少或以其它方式抑制可激活大分子与其靶标

和/或表位的结合。在一些实施方案中，用MM偶联或修饰靶标结合蛋白(TB)(例如AB或其它

治疗性或诊断性蛋白质)可以通过本领域已知的抑制方法(例如结构变化、竞争抗原结合结

构域等)抑制TB特异性结合其靶标和或表位的能力。在一些实施方案中，用MM偶联或修饰TB

可引起结构变化，从而降低或抑制TB特异性结合其靶标和或表位的能力。在一些实施方案
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中，包含抗原结合结构域的蛋白质与MM的偶联或修饰在空间上阻断、降低或抑制抗原结合

结构域特异性结合其靶标和或表位的能力。MM可通过CM直接或间接(例如，经由一个或多个

本文所述的接头)偶联到TB(例如AB)。

[0193] 可替代地，干扰TB靶标结合的MM可以与非TB的可激活蛋白的组分偶联。例如，如图

2所例示，可激活蛋白可包含TB1和TB2，并且干扰TB2的MM可与TB1偶联。在另一实例中，如图

3和图4所例示，可激活蛋白可包含TB1、TB2和EM，并且干扰TB2的MM可与EM偶联。在任一情况

下，在可激活结构的三级或四级结构中，MM可处于允许MM掩蔽TB的位置(例如，靠近要掩蔽

的TB)。

[0194] 在一些实施方案中，MM可与TB相互作用，由此降低或抑制TB与它的结合配偶体之

间的相互作用。在一些实施方案中，MM可包含TB的天然存在的结合配偶体的至少部分或全

部氨基酸序列。举例来说，MM可为天然存在的结合配偶体的片段。片段可保留与天然存在的

结合配偶体至多95％、90％、80％、75％、70％、60％、50％、40％、30％、25％或20％核酸或氨

基酸序列同源性。在一些实施方案中，MM可以是TB的同源多肽。例如，MM可包含TB表位的序

列或其片段。如本文所用，术语“天然存在”当应用于对象时是指对象可在自然界中找到的

事实。例如，可从自然界中的来源分离并且不通过人在实验室中或以其它方式有意修饰的

存在于生物(包括病毒)中的多肽或多核苷酸序列为天然存在的。

[0195] 在一些实施方案中，MM可包含非天然存在的氨基酸序列，或不含有天然存在的结

合配偶体或靶标蛋白的氨基酸序列。在某些实施方案中，MM不是TB的天然结合配偶体。在一

些实施方案中，MM不包含TB的天然结合配偶体的超过4、5、6、7、8、9或10个连续氨基酸残基

的子序列。MM可为TB的修饰结合配偶体，其含有降低与TB的结合亲和力和/或亲合力的氨基

酸变化。在一些实施方案中，MM不含或基本上不含与TB的天然结合配偶体的核酸或氨基酸

同源性。在其它实施方案中，MM与TB的天然结合配偶体至多5％、10％、15％、20％、25％、

30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％或80％类似。

[0196] 在一些实施方案中，MM可不特异性结合于TB(或其它可激活蛋白质)，而是通过非

特异性相互作用如空间位阻来干扰靶标结合蛋白(例如AB)与它的结合配偶体结合。举例来

说，MM可位于可激活蛋白中，使得可激活蛋白的三级或四级结构允许MM通过基于电荷的相

互作用掩蔽AB，由此将MM保持在适当位置以干扰结合配偶体接近TB。

[0197] 在一些实施方案中，MM与靶标结合蛋白(例如AB)结合的解离常数不超过TB与靶标

的解离常数。在一些实施方案中，在裂解状态下MM不干扰TB与靶标的结合或与TB竞争结合

靶标。

[0198] 可根据例如干扰蛋白质与靶标结合所需的最小氨基酸序列、感兴趣的靶标蛋白

质‑蛋白质结合对、TB的大小、接头的存在或不存在等因素选择MM的结构性质。

[0199] 在一些实施方案中，对于偶联的TB来说，MM是独特的。MM的实例包括被特异性筛选

以结合TB(例如AB)或其片段的结合结构域的MM(例如亲和力掩蔽)。本文提供了用于筛选MM

以获得对于TB来说独特的MM和特异性和/或选择性结合结合配偶体/靶标的结合结构域的

那些MM的方法，并且可包括蛋白质展示方法。

[0200] 如本文所用，术语“掩蔽效率”或“ME”是指可激活蛋白的活性(例如EC50)除以对照

靶标结合蛋白(例如抗体)的活性，其中对照靶标结合蛋白(例如抗体)可以是可激活蛋白

(即，激活蛋白)的裂解产物，或者是用作可激活蛋白的TB的靶标结合蛋白(例如抗体或其片
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段)。具有降低水平的靶标结合活性的可激活蛋白可以具有大于10的掩蔽效率。在一些实施

方案中，本文所述的可激活蛋白可具有大于10、100、1000或5000的掩蔽效率。

[0201] 在一些实施方案中，MM可以是长度为约2至50个氨基酸的肽。例如，MM可以是长度

为2至40、2至30、2至20、2至10、5至15、10至20、15至25、20至30、25至35、30至40、35至45、40

至50个氨基酸的肽。例如，MM可以是长度为2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、

18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、

43、44、45、46、47、48、49或50个氨基酸的肽。在一些实例中，MM可以是长度超过50个氨基酸，

例如100、200、300、400、500、600、700、800或更多个氨基酸的多肽。

[0202] 在 一 些 实 施 方 案 中 ，当 在 体 内 或 在 掩 蔽 效 率 测 定 中 测 量 ，或 者 例 如 如

US20200308243A1中所述，在体外免疫吸附测定中测量时，具有TB和干扰MM的可激活蛋白，

在存在TB的靶标下，TB与靶标无结合或基本上无结合，或者相比于无干扰MM的相应抗体的

结合，TB与它的靶标的结合至多为0 .001％、0.01％、0.1％、1％、2％、3％、4％、5％、6％、

7％、8％、9％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％或50％，持续至少0.1、0.5、1、2、4、6、

8、12、28、24、30、36、48、60、72、84、96小时，或5、10、15、30、45、60、90、120、150、180天，或1、

2、3、4、5、6、7、8、9、10、11或12个月。举例来说，可以测量在治疗相关浓度和时间下MM抑制可

激活蛋白与其结合配偶体结合的能力。为了进行这种测量，已经开发了一种免疫吸附测定

法(MEA，掩蔽效率测定法)来测量可激活蛋白与其结合配偶体结合的时间依赖性结合，并在

US20200308243A1中进行了描述，该文献以引用的方式整体并入本文中。

[0203] 在干扰MM下TB对靶标或结合配偶体的结合亲和力可比当不存在干扰MM时TB对它

的结合配偶体的结合亲和力低至少5、10、25、50、100、250、500、1,000、2,500、5,000、10,

000、50,000、100,000、500,000、1,000,000、5,000,000、10,000,000、50,000,000倍，或当不

存在干扰MM时TB对它的结合配偶体的结合亲和力低5‑10、10‑100、10‑1 ,000、10‑10,000、

10‑100,000、10‑1,000,000、10‑10,000,000、100‑1,000、100‑10,000、100‑100,000、100‑1,

000,000、100‑10,000,000、1,000‑10,000、1,000‑100,000、1,000‑1 ,000,000、1000‑10,

000,000、10,000‑100,000、10,000‑1,000,000、10,000‑10,000,000、100,000‑1,000,000或

100,000‑10,000,000倍。

[0204] MM对其掩蔽的TB(例如AB)的解离常数(Kd)可能大于TB(例如AB)对靶标的Kd。MM对

掩蔽的TB的Kd可比TB对靶标的Kd大至少5、10、25、50、100、250、500、1,000、2,500、5,000、10,

000、100,000、1,000,000或甚至10,000,000倍。相反，MM对掩蔽的TB的结合亲和力可能低于

TB对靶标的结合亲和力。MM对TB的结合亲和力可比TB对靶标的结合亲和力低至少5、10、25、

50、100、250、500、1,000、2,500、5,000、10,000、100,000、1,000,000或甚至10,000,000倍。

[0205] 在一些实施方案中，MM可含有遗传编码氨基酸或遗传非编码氨基酸。遗传非编码

氨基酸的实例为但不限于D‑氨基酸、β‑氨基酸和 γ ‑氨基酸。在具体实施方案中，MM含有至

多50％、40％、30％、20％、15％、10％、5％或1％的遗传非编码氨基酸。

[0206] 在一些实施方案中，一旦从可激活蛋白释放并处于游离状态，MM可具有生物活性

或治疗作用，例如结合能力。举例来说，游离MM可与相同或不同的结合配偶体结合。在某些

实施方案中，游离MM可发挥治疗作用，从而为本文公开的组合物提供次要功能。在一些实施

方案中，一旦与可激活蛋白解偶联并处于游离状态，MM可有利地不展现生物活性。举例来

说，在一些实施方案中，处于游离状态的MM不在受试者中引发免疫反应。
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[0207] 适合的MM可通过筛选程序从具有可变MM的候选可激活蛋白的文库鉴定和/或进一

步优化。举例来说，可选择TB和CM以提供所需酶/靶标组合，并且可通过下文所述的鉴定提

供可激活表型的MM的筛选程序鉴定MM的氨基酸序列。举例来说，随机肽文库(例如包含2至

40个氨基酸或更多个氨基酸的肽的随机肽文库)可在本文公开的筛选方法中用于鉴定适合

的MM。

[0208] 在一些实施方案中，对TB(例如AB)具有特异性结合亲和力的MM可通过筛选程序鉴

定，所述筛选程序包括提供包含候选MM的肽支架文库，其中每个支架由跨膜蛋白和候选MM

组成。接着可使文库与整个蛋白质或一部分(例如全长蛋白质、天然存在的蛋白质片段或含

有蛋白质的非天然存在的片段(也能够结合感兴趣的结合配偶体))接触，并且鉴定一种或

多种具有可检测地结合的蛋白质的候选MM。筛选可通过一轮或多轮磁激活分选(MACS)或荧

光激活分选(FACS)，以及测定MM对AB的结合亲和力并后续测定掩蔽效率来进行，例如以引

用的方式整体并入本文中的WO2009025846和US20200308243A1中所述。

[0209] 在一些实施方案中，可以选择MM与特异性蛋白质、抗体或抗体片段一起使用。例

如，适合与结合于表位的AB一起使用的MM可包含该表位的序列。在一个实例中，当可激活物

包含作为抗HER  2Fab的AB1和作为抗CD3  scFv的AB2时，MM1(用于掩蔽AB1)可包含AB1结合

的HER2中的序列，而MM2(用于掩蔽AB2)可包含AB2结合的CD3中的序列。在其它实施例中，MM

可不包含TB的天然结合配偶体的序列。在一些实例中，适合掩蔽抗HER2  Fab的MM1包含

ALICCSDVSGLCRWC(SEQ  ID  NO:40)的序列。在一些实例中，适合掩蔽抗CD3  scFv的MM2包括

包含GYLWGCEWNCGGITT (SEQ  ID  NO:34)、NAFRCWWDPPCQPMT (SEQ  ID  NO:35)、

ARGLCWWDPPCTHDL(SEQ  ID  NO:36)或NHSLCYWDPPCEPST(SEQ  ID  NO:37)的序列的MM。在一些

实例中，适合掩蔽抗CD3  scFv的MM2包括包含MMYCGGNEVLCGPRV(SEQ  ID  NO:66)、

GYRWGCEWNCGGITT(SEQ  ID  NO:67)、MMYCGGNEIFCEPRG(SEQ  ID  NO:68)、GYGWGCEWNCGGSSP

(SEQ  ID  NO:69)或MMYCGGNEIFCGPRG(SEQ  ID  NO:70)的序列的MM。

[0210] 另外的适合MM公开于以下中：WO2021207657、WO2021142029、WO2021061867、

WO2020252349、WO2020252358、WO2020236679、WO2020176672、WO2020118109、

WO2020092881、WO2020086665、WO2019213444、WO2019183218、WO2019173771、

WO2019165143、WO2019075405、WO2019046652、WO2019018828、WO2019014586、

WO2018222949、WO2018165619、WO2018085555、WO2017011580、WO2016179335、

WO2016179285、WO2016179257、WO2016149201和WO2016014974，以引用的方式整体并入本文

中。

[0211] 可裂解部分(CM)

[0212] 可激活蛋白可包含一个或多个如上所定义的可裂解部分(CM)。

[0213] 在一些实施方案中，可激活蛋白可包含介于TB(例如AB)与MM之间的CM。可激活蛋

白还可包含介于TB与EM之间的CM。在一些实例中，介于TB与MM之间的CM还介于TB与EM之间

(参见例如图1，其中CM  127介于TB  123/125与MM  129之间，并且CM  127还介于TB  123/125

与EM  131/141之间)。在这种情况下，CM的裂解可从TB释放出MM和EM。在一些实例中，CM位于

第一TB(TB1)与结合第二TB(TB2)的MM(MM2)之间(参见例如图2，其中CM  223介于第一TB(TB 

221)与MM  225之间，其中MM  225为抑制第二TB结合的掩蔽部分(TB  207/209)；又见图3，其

中CM  323位于第一TB(TB  321)与MM  343之间，并且MM  343为抑制第二TB与其靶标结合的掩
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蔽部分(TB  307/309))。在某些实例中，介于TB与MM之间的CM不介于TB与EM之间。在这种情

况下，可激活蛋白可包含介于TB与MM之间的第一CM和介于TB与EM之间的第二CM。在一些实

例中，可激活蛋白可具有三个CM：介于第一TB与第一MM之间的第一CM、介于第二TB与第二MM

之间的第二CM和介于EM与第一或第二TB之间的第三CM(参见例如图10和11)。可激活蛋白的

激活可能会裂解两个CM，从而将MM和EM都从EM中释放出来。

[0214] 可以选择可激活蛋白的CM和TB，使得TB包含给定靶标的结合部分，而CM包含一种

或多种蛋白酶的底物，其中一种或多种蛋白酶与组织中的靶标共定位(例如，在受试者的治

疗部位或诊断部位)。在一些实施方案中，可激活蛋白可具有特殊用途，其中例如，能够裂解

CM中的位点的一种或多种蛋白酶在治疗部位或诊断部位的含靶标组织中以比非治疗部位

的组织中(例如在健康组织中)相对更高的水平(或者更大活性)存在。

[0215] 在一些实施方案中，本文中的CM可包含已在一种癌症或多种癌症中报道过的蛋白

酶的底物。参见例如La  Roca等人,British  J.Cancer90(7):1414‑1421,2004。适用于本文

采用的CM组分中的底物包括更普遍见于癌性细胞和组织中的那些。因此，在某些实施方案

中，CM可包含更普遍见于与癌症相关的患病组织中的蛋白酶的底物。癌症的实例包括胃癌、

乳腺癌、骨肉瘤、食管癌、乳腺癌、HER2阳性癌症、卡波西肉瘤(Kaposi  sarcoma)、毛细胞白

血病、慢性髓系白血病(CML)、滤泡性淋巴瘤、肾细胞癌(RCC)、黑素瘤、神经母细胞瘤、基底

细胞癌、皮肤T细胞淋巴瘤、鼻咽腺癌、卵巢癌、膀胱癌、BCG抗性非肌层浸润性膀胱癌

(NMIBC)、子宫内膜癌、胰腺癌、非小细胞肺癌(NSCLC)、结直肠癌、食管癌、胆囊癌、胶质瘤，

头颈癌、子宫癌、宫颈癌或睾丸癌等。在一些实施方案中，CM组分包含在肿瘤组织中更普遍

的蛋白酶的底物。例如，蛋白酶可以由受试者的肿瘤产生。

[0216] 在一些实施方案中，可激活蛋白可包含介于MM与TB(例如AB)之间的第一CM，和介

于EM与相同或不同TB之间的第二CM。在激活状态下，两种CM可裂解，使得MM和EM从TB释放。

在一些实例中，第一CM和第二CM可包含相同蛋白酶的底物。在一些实例中，第一CM和第二CM

可包含不同蛋白酶的底物。在一些实例中，第一CM和第二CM可包含相同的序列或由相同的

序列组成。在一些实例中，第一CM和第二CM可包含不同的序列或由不同的序列组成。

[0217] 第二CM可位于可激活蛋白中的某个位置，在该位置，它的裂解有利于EM从TB解离。

在一些实例中，第二CM可以介于TB(或如果TB包含多个多肽，则为其组分)的C端与MM的N端

之间，其中MM的C端与EM(或如果EM包含多个多肽，则为其组分)的N端偶联。在一些实例中，

第二CM可以介于TB(或如果TB包含多个多肽，则为其组分)的N端与MM的C端之间，其中MM的N

端与EM(或如果EM包含多个多肽，则为其组分)的C端偶联。在一些实例中，第二CM可以介于

TB(或如果TB包含多个多肽，则为其组分)的C端与EM(或如果EM包含多个多肽，则为其组分)

的N端之间，其中EM(或如果EM包含多个多肽，则为其组分)的C端与MM的N端偶联。在一些实

例中，第二CM可以介于TB(或如果TB包含多个多肽，则为其组分)的N端与EM(或如果EM包含

多个多肽，则为其组分)的C端之间，其中EM(或如果EM包含多个多肽，则为其组分)的N端与

MM的C端与偶联。在这些实例中，MM可以是可激活蛋白中的TB或不同TB(例如，在相同或另一

多肽上)的掩蔽部分。

[0218] 适用于本文的可激活蛋白的CM包括本领域已知的任何蛋白酶底物。在一些实例

中，CM可包含丝氨酸蛋白酶(例如，u型纤溶酶原激活剂(uPA，也称为尿激酶))、蛋白裂解酶

(本文中也称为MT‑SP1或MTSP1)的底物。在一些实例中，CM可包含基质金属蛋白酶(MMP)的
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底物。在一些实例中，CM可包含半胱氨酸蛋白酶(CP)(例如，豆荚蛋白)的底物。

[0219] 在一些实施方案中，CM可包含以下各者的底物：解整合素和金属蛋白酶(ADAM)或

具有凝血酶敏感素基元的解整合素和金属蛋白酶(ADAMTS)(例如ADAM8、ADAM9、ADAM10、

ADAM12、ADAM15、ADAM17/TACE、ADEMDEC1、ADAMTS1、ADAMTS4、ADAMTS5)、天冬氨酸蛋白酶(例

如BACE、肾素)、天冬氨酸组织蛋白酶(例如组织蛋白酶D、组织蛋白酶E)、凋亡蛋白酶(例如

凋亡蛋白酶1、凋亡蛋白酶2、凋亡蛋白酶3、凋亡蛋白酶4、凋亡蛋白酶5、凋亡蛋白酶6、凋亡

蛋白酶7、凋亡蛋白酶8、凋亡蛋白酶9、凋亡蛋白酶10、凋亡蛋白酶14)、半胱氨酸组织蛋白酶

(例如组织蛋白酶A、组织蛋白酶B、组织蛋白酶C、组织蛋白酶G、组织蛋白酶K、组织蛋白酶L、

组织蛋白酶S、组织蛋白酶V/L2、组织蛋白酶X/Z/P)、半胱氨酸蛋白酶(例如克鲁兹蛋白酶

(Cruzipain)、豆荚蛋白、Otubain‑2)、糜蛋白酶、DESC1、DPP‑4、FAP、弹性蛋白酶、FVIIa、

FiXA、FXa、FXIa、FXIIa、颗粒酶B、胍基苯甲酸酶、黑珀素(Hepsin)、HtrA1、人中性粒细胞弹

性蛋白酶、KLK(例如KLK4、KLK5、KLK6、KLK7、KLK8、KLK10、KLK11、KLK13、KLK14)、金属蛋白酶

(例如穿膜肽酶(Meprin)、脑啡肽酶、PSMA、BMP‑1)、乳铁蛋白、马拉素(Marapsin)、间质蛋白

酶‑2、MT‑SP1/间质蛋白酶、NS3/4A、PACE4、纤溶酶、PSA、MMP(例如MMP1、MMP2、MMP3、MMP7、

MMP8、MMP9、MMP10、MMP11、MMP12、MMP13、MMP14、MMP15、MMP16、MMP17、MMP19、MMP20、MMP23、

MMP24、MMP26、MMP27)、TMPRSS2、TMPRSS3、TMPRSS4、tPA、凝血酶、类胰蛋白酶和uPA。

[0220] 在一些实施方案中，CM中的蛋白酶底物可包含与由相同蛋白酶天然裂解的任何多

肽序列基本上不同一(例如，不超过90％、80％、70％、60％或50％同一)的多肽序列。在一些

实施方案中，CM可为或包含LSGRSDDH(SEQ  ID  NO:33)或ISSGLLSGRSDNH(SEQ  ID  NO:41)的

序列。在一些实施方案中，CM可为或包含下表中任一个序列的序列或由所述序列的共有序

列所涵盖。
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[0221]
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[0222]
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[0223]
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[0224]
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[0225]
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[0226]
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[0227]

[0228] CM的实例还包括WO  2010/081173、WO2021207669、WO2021207657、WO2021142029、

WO2021061867、WO2020252349、WO2020252358、WO2020236679、WO2020176672、

WO2020118109、WO2020092881、WO2020086665、WO2019213444、WO2019183218、

WO2019173771、WO2019165143、WO2019075405、WO2019046652、WO2019018828、

WO2019014586、WO2018222949、WO2018165619、WO2018085555、WO2017011580、

WO2016179335、WO2016179285、WO2016179257、WO2016149201、WO2016014974(其以引用的方

式整体并入本文中)中所述的CM。

[0229] 在一些实施方案中，CM可为或包含上述示例序列的组合、C端截短变体或N端截短

变体。适用于CM中的以上提及的氨基酸序列的截短变体可以是保留相应蛋白酶的识别位点

的任何截短变体。这些包括保留蛋白酶的识别位点的包含上述氨基酸序列的至少3个相连

氨基酸或前述氨基酸序列的至少4个、5个、6个、7个、8个、9个或10个氨基酸的C端和/或N端

截短变体。在某些实施方案中，上述氨基酸序列的截短变体可以是对应于任何上述的氨基

酸序列，但C端和/或N端截短1至10个氨基酸、1至9个氨基酸、1至8个氨基酸、1至7个氨基酸、

1至6个氨基酸、1至5个氨基酸、1至4个氨基酸或1至3个氨基酸，并且：(1)具有至少三个氨基

酸残基；以及(2)保留蛋白酶的识别位点。在一些前述实施方案中，截短的CM是N端截短的

CM。在一些实施方案中，截短的CM是C端截短的CM。在一些实施方案中，截短的C是C端和N端

截短的CM。

[0230] 在一些实施方案中，CM可总共包含3个氨基酸至25个氨基酸。在一些实施方案中，

CM可总共包含3至25、3至20、3至15、3至10、3至5、5至25、5至20、5至15、5至10、10至25、10至

20、10至15、15至25、15至20或20至25个氨基酸。

[0231] 在一些实施方案中，CM可通过至少一种蛋白酶以约0.001‑1500×104M‑1S‑1或至少
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0.001、0.005、0.01、0.05、0.1、0.5、1、2.5、5、7.5、10、15、20、25、50、75、100、125、150、200、

250、500、750、1000、1250或1500×104M‑1S‑1的速率特异性地裂解。该速率可以通过底物裂解

动力学(kcat/Km)来测量，如WO2016118629中公开的那样。

[0232] 接头

[0233] 可激活蛋白可以包含一个或多个接头。接头可包含连接可激活蛋白中的两个组分

的一段氨基酸序列。接头可能是不能被任何蛋白酶裂解的。在一些实施方案中，一个或多个

接头(例如柔性接头)可引入可激活蛋白中以在一个或多个在结构域之间的接界、在部分之

间的接界、在部分与结构域之间的接界处，或在接头将有益的任何其它接界处提供柔性。在

一些实施方案中，在可激活蛋白以构象受限的构建体形式提供时，可插入柔性接头以有助

于未裂解的可激活蛋白中结构的形成和维持。本文所述的任何接头都可提供所需柔性以有

助于抑制靶标的结合，或有助于蛋白酶对CM的裂解。在一些实施方案中，可激活蛋白中包括

的接头可以全部或部分是柔性的，使得接头可包括柔性接头以及一个或多个赋予柔性较小

的结构的部分以提供所需可激活蛋白。一些接头可包括半胱氨酸残基，所述半胱氨酸残基

可形成二硫键并降低构建体的柔性。

[0234] 在一些实施方案中，与MM偶联的接头可具有一定长度，使得MM能够处于三级或四

级的位置以有效地掩蔽TB(例如，靠近要掩蔽的TB)，从而使得MM能够掩蔽TB。

[0235] 在大多数情况下，接头长度通过在N至C方向上对从接头的与前面组分的C端氨基

酸邻接的N端到接头的与后面组分的N端氨基酸邻接的C端的氨基酸数目进行计数来确定

(即其中接头长度不包括前面组分的C端氨基酸或后面组分的N端氨基酸)。

[0236] 在一些实施方案中，接头可包括总共1至50、1至40、1至30、1至25个(例如，1至24、1

至22、1至20、1至18、1至16、1至15、1至14、1至12、1至10、1至8、1至6、1至5、1至4、1至3、1至2、

2至25、2至24、2至22、2至20、2至18、2至16、2至15、2至14、2至12、2至10、2至8、2至6、2至5、2

至4、2至3、4至25、4至24、4至22、4至20、4至18、4至16、4至15、4至14、4至12、4至10、4至8、4至

6、4至5、5至25、5至24、5至22、5至20、5至18、5至16、5至15、5至14、5至12、5至10、5至8、5至6、

6至25、6至24、6至22、6至20、6至18、6至16、6至15、6至14、6至12、6至10、6至8、8至25、8至24、

8至22、8至20、8至18、8至16、8至15、8至14、8至12、8至10、10至25、10至24、10至22、10至20、

10至18、10至16、10至15、10至14、10至12、12至25、12至24、12至22、12至20、12至18、12至16、

12至15、12至14、14至25、14至24、14至22、14至20、14至18、14至16、14至15、15至25、15至24、

15至22、15至20、15至18、15至16、16至25、16至24、16至22、16至20、16至18、18至25、18至24、

18至22、18至20、20至25、20至24、20至22、22至25、22至24或24至25个氨基酸)。在一些实施

方案中，接头可包括总共1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、

22、23、24或25个氨基酸。

[0237] 在一些实施方案中，接头可富含甘氨酸(Gly或G)残基。在一些实施方案中，接头可

富含丝氨酸(Ser或S)残基。在一些实施方案中，接头可富含甘氨酸和丝氨酸残基。在一些实

施方案中，接头可具有一对或多对甘氨酸‑丝氨酸残基(GS)(例如1、2、3、4、5、6、7、8、9或10

对或更多对GS)。

[0238] 在一些实施方案中，接头可具有一个或多个Gly‑Gly‑Gly‑Ser(GGGS)序列(例如，

1、2、3、4、5、6、7、8、9或10个或更多个GGGS序列)。在一些实施方案中，接头可具有一个或多

个Gly‑Gly‑Gly‑Gly‑Ser(GGGGS)序列(例如，1、2、3、4、5、6、7、8、9或10个或更多个GGGGS序
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列)。在一些实施方案中，接头可具有一个或多个Gly‑Gly‑Ser‑Gly(GGSG)序列(例如，1、2、

3、4、5、6、7、8、9或10个或更多个GGSG序列)。接头的实例可包括甘氨酸聚合物(G)n、甘氨酸‑

丝氨酸聚合物(包括例如(GS)n、(GGS)n、(GSGGS)n和(GGGS)n，其中n为至少一的整数)、甘氨

酸‑丙氨酸聚合物、丙氨酸‑丝氨酸聚合物和本领域已知的其它柔性接头。甘氨酸和甘氨酸‑

丝氨酸聚合物是相对无结构的，因此可能能够充当组分之间的中性连接。甘氨酸甚至比丙

氨酸接近显著更大的 空间，并且受到的限制远小于具有较长侧链的残基 (参见

Scheraga,Rev.Computational  Chem.11173‑142(1992))。示例柔性接头包括以下中的一者

或者一者或多者的组合：GGSG(SEQ  ID  NO:71)、GGSGG(SEQ  ID  NO:72)、GSGSG(SEQ  ID  NO:

73)、GSGGG(SEQ  ID  NO:74)、GGGSG(SEQ  ID  NO:75)、GSSSG(SEQ  ID  NO:76)、GSSGGSGGSGG

(SEQ  ID  NO:77)、GGGS(SEQ  ID  NO:78)、GGGSGGGS(SEQ  ID  NO:79)、GGGSGGGSGGGS(SEQ  ID 

NO:80)、GGGGSGGGGSGGGGS(SEQ  ID  NO:81)、GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS(SEQ  ID  NO:82)、

GGGGSGGGGS(SEQ  ID  NO:83)、GGGGS(SEQ  ID  NO:84)、GS、GGGGSGS(SEQ  ID  NO:85)、

GGG G SG G G G SG G G G SG S (S E Q  I D  N O : 8 6)、GG SL D PK G G G G S (S E Q  I D  N O : 87)、

PKSCDKTHTCPPCPAPELLG(SEQ  ID  NO:88)、SKYGPPCPPCPAPEFLG(SEQ  ID  NO:89)、

GKSSGSGSESKS(SEQ  ID  NO:90)、GSTSGSGKSSEGKG(SEQ  ID  NO:91)、GSTSGSGKSSEGSGSTKG

(SEQ  ID  NO:92)、GSTSGSGKPGSGEGSTKG(SEQ  ID  NO:93)、GSTSGSGKPGSSEGST(SEQ  ID  NO:

94)、GGGSSGGS(SEQ  ID  NO:95)、GGGGSGGGGSS(SEQ  ID  NO:96)、GGGSSGGSGGSSGGS(SEQ  ID 

NO:97)和GSTSGSGKPGSSEGST(SEQ  ID  NO:98)。

[0239] 接头的实例还可包括与本文所述的示例接头至少70％同一(例如至少72％、至少

74％、至少75％、至少76％、至少78％、至少80％、至少82％、至少84％、至少85％、至少86％、

至少88％、至少90％、至少92％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少

99％或100％同一的序列。普通技术人员将认识到，可激活蛋白的设计可包括全部或部分柔

性的接头，以使得接头可包括柔性接头以及一个或多个赋予柔性较小的结构以提供所需的

可激活蛋白结构的部分。

[0240] 在一些实施方案中，可激活蛋白可包括一个、两个、三个、四个、五个、六个、七个、

八个、九个或十个接头序列(例如本文所述或本领域中已知的任何示例性接头序列的相同

或不同的接头序列)。在一些实施方案中，接头可包含磺基‑SIAB、SMPB和磺基‑SMPB，其中接

头与伯胺巯基反应。

[0241] 缀合剂

[0242] 在一些方面，可激活分子(例如可激活蛋白，例如可激活抗体)还可以包含一种或

多种另外的剂，例如，促进递送至感兴趣的细胞或组织的靶向部分、治疗剂(例如，抗肿瘤剂

如化疗剂或抗肿瘤剂)、毒素或其片段。另外的剂可以与可激活TB缀合。术语“剂”在本文中

用于表示化学化合物、化学化合物的混合物、生物大分子或由生物材料制成的提取物。

[0243] 在一些实施方案中，可激活蛋白可以与细胞毒性剂(例如毒素(例如，细菌、真菌、

植物或动物来源的酶活性毒素或其片段))或放射性同位素缀合。

[0244] 可与可激活蛋白缀合的细胞毒性剂的实例包括：多拉司他汀(dolastatin)和其衍

生物(例如澳瑞他汀E(auristatin  E)、AFP、单甲基澳瑞他汀D(MMAD)、单甲基澳瑞他汀F

(MMAF)、单甲基澳瑞他汀E(MMAE)、去甲基澳瑞他汀E(DMAE)、澳瑞他汀F、去甲基澳瑞他汀F

(DMAF)、多拉司他汀16(DmJ)、多拉司他汀16(Dpv)、澳瑞他汀衍生物(例如澳瑞他汀酪胺
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(auristatin  tyramine)、澳瑞他汀喹诺酮(auristatin  quinolone))、类美登素

(maytansinoid)(例如DM‑1、DM‑4)、类美登素衍生物、倍癌霉素(duocarmycin)、α‑鹅膏蕈碱

(alpha‑amanitin)、涡轮他汀(turbostatin)、芬他汀(phenstatin)、羟基芬他汀

(hydroxyphenstatin)、海绵抑制素5(spongistatin  5)、海绵抑制素7、哈利他汀1

(halistatin  1)、哈利他汀2、哈利他汀3、哈坎他汀(halocomstatin)、吡咯并苯并咪唑

(PBI)、西博他汀6(cibrostatin6)、多沙利仿(doxaliform)、西马多丁(cemadotin)类似物

(CemCH2‑SH)、假单胞菌毒素A(PES8)变体、假单胞菌毒素A(ZZ‑PE38)变体、ZJ‑101、蒽环霉

素(anthracycline)、多柔比星(doxorubicin)、柔红霉素(daunorubicin)、苔藓抑素

(bryostatin)、喜树碱(camptothecin)、7‑取代的喜树碱、10,11‑二氟亚甲基二氧基喜树

碱、考布他汀(combretastatin)、脱溴海兔毒素(debromoaplysiatoxin)、KahaMide‑F、圆皮

海绵内酯(discodermolide)和海鞘素(Ecteinascidin)。

[0245] 可与可激活蛋白缀合的酶活性毒素的实例包括：白喉毒素(diphtheria  toxin)、

来自铜绿假单胞菌(Pseudomonas  aeruginosa)的外毒素A链(exotoxin  A  chain)、篦麻毒

素A链(ricin  A  chain)、相思子毒素A链(abrin  A  chain)、蒴莲根毒素A链(modeccin  A 

chain)、α‑帚曲菌素(alpha‑sarcin)、油桐(Aleuriies  fordii)蛋白、石竹素(dianfhin)蛋

白、美洲商陆(Phytoiaca  Americana)蛋白(例如PAPI、PAPII和PAP‑8)、苦瓜(momordica 

charantia)抑制剂、泻果素 (curcin)、巴豆毒素 (crotirs)、肥皂草(sapaonaria 

officinalis)抑制剂、白树毒素 (gelonin)、米托洁林(mitogeliin)、局限曲菌素

(restrictocin)、酚霉素(phenomycin)、新霉素(neomycin)和新月毒素(tricothecene)。

[0246] 可与可激活蛋白缀合的抗肿瘤剂的实例包括：阿霉素(adriamycin)、司比定

(cerubidine)、博来霉素(bleomycin)、爱克兰(alkeran)、维尔班(velban)、昂可文

(oncovin)、氟尿嘧啶(fluorouracil)、甲氨蝶呤(methotrexate)、噻替派(thiotepa)、比生

群 (bisantrene)、诺凡特龙 (novantrone)、硫鸟嘌呤 (thioguanine)、丙卡巴肼

(procarabizine)和阿糖胞苷(cytarabine)。

[0247] 可与可激活蛋白缀合的抗病毒剂的实例包括：阿昔洛韦(acyclovir)、vira  A和

symmetrel。可与可激活蛋白缀合的抗真菌剂的实例包括：制霉菌素(nystatin)。可与可激

活蛋白缀合的检测试剂的实例包括：荧光素及其衍生物、异硫氰酸荧光素(FITC)。可与可激

活蛋白缀合的抗菌剂的实例包括：氨基糖苷(aminoglycoside)、链霉素(streptomycin)、新

霉素(neomycin)、卡那霉素(kanamycin)、阿米卡星(amikacin)、庆大霉素(gentamicin)和

妥布霉素(tobramycin)。可与可激活蛋白缀合的3β,16β,17α‑三羟基胆甾‑5‑烯‑22‑酮16‑

O‑(2‑O‑4‑甲氧基苯甲酰基‑β‑D‑吡喃木糖基)‑(1‑‑>3)‑(2‑O‑乙酰基‑α‑L‑吡喃阿拉伯糖

苷)(OSW‑1)包括：O6‑苯甲基鸟嘌呤的s‑硝基苯甲基氧基羰基衍生物、拓扑异构酶抑制剂、

哈 米 特 林 ( h e m i a s t e r l i n ) 、三 尖 杉 碱 ( c e p h a l o t a x i n e ) 、高 三 尖 杉 酯 碱

(homoharringionine)、吡咯并苯并二氮 二聚体(PBD)、官能化吡咯并苯并二氮 卡奇

霉素(calcicheamicin)、鬼臼毒素(podophyiitoxin)、紫杉烷和长春花生物碱。可与可激活

蛋白缀合的放射性药物的实例包括：
123I、89Zr、125I、131I、99mTc、201T1、62Cu、18F、68Ga、13N、15O

、38K、82Rb、111In、133Xe、11C和99mTc(锝)。可与可激活蛋白缀合的重金属的实例包括：钡、金和

铂。可与可激活蛋白缀合的抗支原体剂的实例包括：泰乐菌素(tylosine)、壮观霉素

(spectinomycin)、链霉素B(streptomycin  B)、氨苄青霉素 (ampicillin)、磺胺
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(sulfanilamide)、多粘菌素(polymyxin)和氯霉素(chloramphenicol)。

[0248] 在一些实施方案中，可激活蛋白可包含信号肽。如果包含多个多肽，则可激活蛋白

可包含多个信号肽，例如多个多肽中每个多肽一个信号肽。信号肽可以是位于新合成的蛋

白质末端(例如，N端或C端)的肽(例如，10‑30个氨基酸长)，所述新合成的蛋白质的目的地

为分泌途径。在一些实施方案中，信号肽可经由间隔子与可激活蛋白缀合。在一些实施方案

中，间隔子在不存在信号肽的情况下与可激活蛋白缀合。

[0249] 本领域普通技术人员将认识到大量可能的剂可缀合于本文所述的任何可激活蛋

白。剂可以通过缀合部分与可激活蛋白的另一个组分缀合。缀合可包括将使两个分子结合

的任何化学反应，只要可激活蛋白和其它部分保留它们的相应活性即可。缀合可包括许多

化学机制，例如共价结合、亲和结合、嵌入、配位结合和络合。在一些实施方案中，结合可以

是共价结合。共价结合可通过现有侧链的直接缩合或通过掺入外部桥接分子实现。许多二

价或多价连接剂可用于缀合本文所述的任何可激活蛋白。举例来说，缀合可包括有机化合

物，例如硫代酸酯、碳二亚胺、琥珀酰亚胺酯、戊二醛、重氮苯和六亚甲基二胺。在一些实施

方案中，可激活蛋白可包括或以其它方式引入一个或多个非天然氨基酸残基以提供适合的

缀合位点。

[0250] 在一些实施方案中，剂和/或缀合物可通过二硫键(例如半胱氨酸分子上的二硫

键)附接于抗原结合结构域。因为许多癌症天然地释放高水平的还原剂谷胱甘肽，所以存在

于癌性组织微环境中的谷胱甘肽可还原二硫键，随后在递送部位处释放剂和/或缀合物。

[0251] 在一些实施方案中，当缀合物在靶标部位(例如患病组织(例如癌性组织))内在补

体存在下结合于它的靶标时，将缀合物和/或剂附接于接头的酰胺键或酯键发生裂解，从而

使缀合物和/或剂以其激活形式释放。当施用至受试者时，这些缀合物和/或剂可实现缀合

物和/或剂在靶标部位(例如患病组织(例如癌性组织))处的递送和释放。这些缀合物和/或

剂可有效地在体内递送本文所述的任何缀合物和/或剂。

[0252] 在一些实施方案中，缀合部分不能被补体系统的酶裂解。举例来说，缀合物和/或

剂在无补体激活的情况下释放，因为补体激活最终会溶解靶标细胞。在这类实施方案中，缀

合物和/或剂将被递送到靶标细胞(例如激素、酶、皮质类固醇、神经递质或基因)。此外，缀

合部分略微有点容易被血清蛋白酶裂解，并且缀合物和/或剂在靶标部位处缓慢释放。

[0253] 在一些实施方案中，缀合物和/或剂可被设计成使得缀合物和/或剂递送到靶标部

位(例如疾病组织(例如癌性组织))，但缀合物和/或剂不释放。

[0254] 在一些实施方案中，缀合物和/或剂可直接附接到抗原结合结构域，或者经由氨基

酸(例如D‑氨基酸)、肽、含硫醇部分、或可被修饰成包括随后可用于通过本文所述的方法附

接到抗原结合结构域的官能团的其它有机化合物附接。

[0255] 在一些实施方案中，可激活蛋白可包括剂的至少一个缀合点。在一些实施方案中，

所有可能的缀合点都可用于与剂的缀合。在一些实施方案中，一个或多个缀合点可包括二

硫键中涉及的硫原子、链间二硫键中涉及的硫原子、链间硫键中涉及的硫原子而非链内二

硫键中涉及的硫原子、和/或半胱氨酸或含有硫原子的其它氨基酸残基的硫原子。在这类情

况下，残基可天然地存在于蛋白质构建体结构中，或可使用包括定点诱变、化学转化、或非

天然氨基酸的错误掺入的方法掺入蛋白质构建体中。

[0256] 本公开还提供了用于制备具有一种或多种缀合剂的可激活蛋白的方法和材料。在
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一些实施方案中，可激活蛋白可以被修饰成包括一个或多个链间二硫键。举例来说，二硫键

可在暴露于还原剂，例如但不限于TCEP、DTT或β‑巯基乙醇之后进行还原。在一些情况下，二

硫键的还原仅是部分的。如本文所用，术语部分还原是指其中使可激活蛋白与还原剂接触，

并且所有可能的缀合位点的一部分进行还原(例如并非所有的二硫键都被还原)的情况。在

一些实施方案中，如果在与还原剂接触之后所有可能的缀合位点中的少于99％(例如少于

98％、97％、96％、95％、90％、85％、80％、75％、70％、65％、60％、55％、50％、45％、40％、

35％、30％、25％、20％、15％、10％或5％)被还原，那么可激活蛋白被部分还原。在一些实施

方案中，有一个或多个链间二硫键还原的可激活蛋白可缀合于与游离硫醇具有反应性的药

物。

[0257] 本公开还提供了用于使治疗剂缀合于可激活蛋白上的特定位置的方法和材料。在

一些实施方案中，可以修饰可激活蛋白，使得治疗剂可以在可激活蛋白的特定位置与可激

活蛋白缀合。例如，可以通过有利于与可激活蛋白结合的方式部分还原可激活蛋白。在这类

情况下，可激活蛋白的部分还原可以可激活蛋白中的缀合位点不被还原的方式发生。在一

些实施方案中，选择可激活蛋白上的一个或多个缀合位点以有助于剂在蛋白质构建体上的

特定位置处缀合。各种因素可影响在用还原剂处理后可激活蛋白的“还原水平”。不加限制

地举例来说，还原剂与可激活蛋白的比率、孵育的时长、孵育温度和/或还原反应溶液的pH

值可需要优化以用本文所述的方法和材料实现可激活蛋白的部分还原。因素(例如还原剂

与可激活蛋白的比率、与还原剂一起孵育的时长和温度和/或还原剂的pH值)的任何适当组

合可用于实现可激活蛋白的部分还原(例如可能的缀合位点的普遍还原或在特定缀合位点

处的还原)。

[0258] 有效的还原剂与可激活蛋白的比率可为以允许与剂缀合的方式至少部分地还原

可激活蛋白(例如可能的缀合位点的普遍还原或在特定缀合位点处的还原)的任何比率。在

一些实施方案中，还原剂与可激活蛋白的比率可在约20:1至1:1、10:1至1:1、9:1至1:1、8:1

至1:1、7:1至1:1、6:1至1:1、5:1至1:1、4:1至1:1、3:1至1:1、2:1至1:1、20:1至1:1.5、10:1

至1:1.5、9:1至1:1.5、8:1至1:1.5、7:1至1:1.5、6:1至1:1.5、5:1至1:1.5、4:1至1:1.5、3:1

至1:1.5、2:1至1:1.5、1.5:1至1:1.5或1:1至1:1.5的范围内。

[0259] 用还原剂处理可激活蛋白的有效孵育时间和温度可为以允许剂与可激活蛋白缀

合的方式至少部分地还原可激活蛋白(例如可能的缀合位点的普遍还原或在特定缀合位点

处的还原)的任何时间和温度。在一些实施方案中，用于处理可激活蛋白的孵育时间和温度

可在37℃下约1小时至37℃下约12小时的范围(或其中的任何子范围)内。

[0260] 用还原剂处理可激活蛋白的还原反应的有效pH值可为以允许可激活蛋白与剂缀

合的方式至少部分地还原可激活蛋白(例如可能的缀合位点的普遍还原或在特定缀合位点

处的还原)的任何pH值。

[0261] 当使部分还原的可激活蛋白与含有硫醇的剂接触时，该剂可缀合于可激活蛋白中

的链间硫醇。剂可使用含有硫醇的试剂(例如半胱氨酸或N‑乙酰基半胱氨酸)以包括硫醇的

方式来修饰。举例来说，可激活蛋白可在约37℃下以还原剂与可激活蛋白的所需比率与还

原剂(例如TEPC)一起孵育约1小时之后来部分还原。有效的还原剂与可激活蛋白的比率可

为以允许含有硫醇的剂缀合的方式部分地还原至少两个位于可激活蛋白中的链间二硫键

(例如可能的缀合位点的普遍还原或在特定缀合位点处的还原)的任何比率。
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[0262] 在一些实施方案中，可激活蛋白可以避免还原任何链内二硫键的方式被还原剂还

原。在一些实施方案中，可激活蛋白以避免还原任何链内二硫键并且还原至少一个链间二

硫键的方式被还原剂还原。

[0263] 在一些实施方案中，剂(例如缀合于可激活蛋白的剂)是可检测部分，例如像标记

或其它标志物。举例来说，剂可以是或包括放射性标记氨基酸、一种或多种可通过标记亲和

素(例如含有可通过光学或量热方法检测的荧光标志物或酶活性的链霉亲和素)检测的生

物素基部分、一种或多种放射性同位素或放射性核素、一种或多种荧光标记、一种或多种酶

标记和/或一种或多种化学发光剂。在一些实施方案中，可检测部分可通过间隔分子来附

接。在一些实施方案中，可检测标记可包括显像剂、造影剂、酶、荧光标记、发色团、染料、一

种或多种金属离子或基于配体的标记。在一些实施方案中，显像剂可包含放射性同位素。在

一些实施方案中，放射性同位素可为铟或锝。在一些实施方案中，造影剂可包含碘、钆或铁

氧化物。在一些实施方案中，酶可包含辣根过氧化物酶、碱性磷酸酶或β‑半乳糖苷酶。在一

些实施方案中，荧光标记可包含黄色荧光蛋白(YFP)、青色荧光蛋白(CFP)、绿色荧光蛋白

(GFP)、修饰的红色荧光蛋白(mRFP)、红色荧光蛋白tdimer2(RFP  tdimer2)、HCRED或铕衍生

物。在一些实施方案中，发光标记可包含N‑甲基吖啶衍生物。在一些实施方案中，标记可包

含Alexa  标记，例如Alex  680或Alexa  750。在一些实施方案中，基于

配体的标记可包含生物素、亲和素、链霉亲和素或一种或多种半抗原。

[0264] 可检测标记的其它实例还包括各种酶、辅基、荧光材料、发光材料、生物发光材料

和放射性物质。合适的酶的实例包括辣根过氧化物酶、碱性磷酸酶、β‑半乳糖苷酶或乙酰胆

碱酯酶；合适的辅基复合物的实例包括链霉亲和素/生物素和亲和素/生物素；合适的荧光

材料的实例包括伞形酮、荧光素、异硫氰酸荧光素、罗丹明、二氯三嗪胺荧光素、丹磺酰氯或

藻红蛋白；发光材料的一实例包括鲁米诺；生物发光材料的实例包括荧光素酶、荧光素和水

母发光蛋白，并且合适的放射性物质的实例包括
125I、131I、35S或3H。

[0265] 在一些实施方案中，剂可使用碳水化合物部分、氢硫基、氨基或羧酸酯基缀合于可

激活蛋白。在一些实施方案中，剂可经由本文所述的接头和/或CM缀合于可激活蛋白。在一

些实施方案中，剂可与可激活蛋白中的半胱氨酸或赖氨酸缀合。在一些实施方案中，剂可与

可激活蛋白的另一个残基(例如本文公开的那些残基)缀合。

[0266] 在一些实施方案中，多种双官能蛋白质偶联剂可用于使剂与可激活蛋白缀合，包

括但不限于N‑琥珀酰亚胺‑3‑(2‑吡啶基二硫基)丙酸酯(SPDP)、亚氨基硫杂环戊烷(IT)、亚

氨酸酯的双官能衍生物(例如二亚胺代己二酸二甲酯盐酸盐)、活性酯(例如辛二酸二琥珀

酰亚胺酯)、醛(例如戊二醛)、双叠氮基化合物(例如双(对叠氮基苯甲酰基)己二胺)、双重

氮鎓衍生物(例如双(对重氮鎓苯甲酰基)‑乙二胺)、二异氰酸酯(例如甲苯2,6‑二异氰酸

酯)和双活性氟化合物(例如1,5‑二氟‑2,4‑二硝基苯)。举例来说，篦麻毒素免疫毒素可如

Vitetta等人,Science  238:1098(1987)中所述来制备。在一些实施方案中，碳‑14标记的1‑

异硫氰基苯甲基‑3‑甲基二乙三胺五乙酸(MX‑DTPA)螯合剂可用于使放射性核苷酸与可激

活蛋白缀合。(参见例如WO94/11026)。

[0267] 合适的缀合部分包括文献中描述的那些。(参见例如Ramakrishnan ,S .等人 ,

Cancer  Res.44:201‑208(1984)，其描述了MBS(M‑马来酰亚胺基苯甲酰基‑N‑羟基琥珀酰亚

胺酯)的使用)。还参见美国专利第5,030,719号，其描述了经由寡肽偶联于可激活蛋白的卤
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化乙酰基酰肼衍生物的使用。在一些实施方案中，适合缀合部分包括：(i)EDC(1‑乙基‑3‑

(3‑二甲基氨基‑丙基)碳二亚胺盐酸盐；(ii)SMPT(4‑琥珀酰亚胺基氧基羰基‑α‑甲基‑α‑
(2‑吡啶基‑二硫基)‑甲苯(Pierce  Chem.公司，目录号(21558G)；(iii)SPDP(琥珀酰亚胺‑

6‑[3‑(2‑吡啶基二硫基)丙酰胺基]己酸酯(Pierce  Chem.公司，目录号21651G)；(iv)磺基‑

LC‑SPDP(6‑[3‑(2‑吡啶基二硫基)‑丙酰胺基]己酸磺基琥珀酰亚胺酯(Pierce  Chem.公司，

目录号2165‑G)；以及(v)缀合于EDC的磺基‑NHS(N‑羟基磺基‑琥珀酰亚胺：Pierce  Chem.公

司，目录号24510)。另外的示例缀合部分包括SMCC、磺基‑SMCC、SPDB和磺基‑SPDB。

[0268] 上文所述的缀合部分可含有具有不同属性的组分，因此使得缀合物具有不同的物

理化学性质。举例来说，烷基羧酸酯的磺基‑NHS酯比芳族羧酸酯的磺基‑NHS酯稳定。含有

NHS酯的接头的溶解性小于磺基‑NHS酯。此外，SMPT含有具有空间位阻的二硫键，并且可形

成稳定性增加的缀合物。一般来说，二硫键联的稳定性小于其它键联，因为二硫键联在体外

裂解，从而导致可用的缀合物较少。特别地，磺基‑NHS可增强碳二亚胺偶联的稳定性。相比

于单独碳二亚胺偶联反应，在与磺基‑NHS联合使用时碳二亚胺偶联(例如EDC)形成对水解

更加具有抗性的酯。

[0269] 本领域普通技术人员将认识到多种可能的部分可与本公开的可激活蛋白偶联。

(参见例如“Conjugate  Vaccines”,Contributions  to  Microbiology  and  Immunology,

J.M.Cruse和R.E.Lewis,Jr(编) ,Carger  Press,New  York,(1989)，其全部内容以引用的方

式并入本文)。一般来说，剂(例如细胞毒性剂)与可激活蛋白的有效缀合可通过将剂结合于

可激活蛋白，同时还允许剂和可激活蛋白保留功能性的任何化学反应来实现。

[0270] 核酸和载体

[0271] 在一些方面，本公开还提供了包含编码本文中的可激活分子(例如，可激活抗体)

或其组分或片段的序列的核酸。核酸可包含可激活蛋白中的TB、CM、MM、EM和接头的编码序

列。在可激活蛋白包含多个多肽(例如不同多肽上的多个TB，或TB包含多个多肽)的情况下，

核酸可包含多个多肽的编码序列。在一些实例中，其中一种多肽的编码序列包含于一个核

酸内，而另一种多肽的编码序列包含于另一个核酸内。在一些实例中，多个多肽中的两个或

更多个多肽的编码序列包含于同一核酸内。本公开包括编码如本文所述的蛋白质或其部分

的多核苷酸，以及这类多核苷酸用于产生蛋白质和/或用于治疗目的的用途。这类多核苷酸

可包括编码如本文定义的蛋白质的DNA和RNA分子(例如，mRNA、自我复制型RNA、自我扩增型

mRNA等)。本公开包括包含这类多核苷酸的组合物。在一些方面，这类组合物可以治疗性或

预防性使用。

[0272] 除非另外指定，否则“编码蛋白质的核酸序列”包括彼此是简并形式，因此编码相

同氨基酸序列的所有核苷酸序列。术语“核酸”是指呈单链或双链形式的脱氧核糖核酸

(DNA)或核糖核酸(RNA)，或它们的组合。除非具体限制，否则该术语涵盖含有与参考核苷酸

具有类似结合性质的天然核苷酸的已知类似物的核酸。除非另外指示，否则特定核酸序列

还隐含地涵盖互补序列以及明确指示的序列。在一些实施方案中，核酸为DNA。在一些实施

方案中，核酸为RNA。

[0273] 当提及多肽一级氨基酸序列中第一结构域或序列相对于第二结构域或序列的位

置时，术语“N端定位”意指第一结构域位置更靠近多肽一级氨基酸序列的N端。在一些实施

方案中，在第一结构域或序列与第二结构域或序列之间可存在另外的序列和/或结构域。当
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提及多肽一级氨基酸序列中第一结构域或序列相对于第二结构域或序列的位置时，术语“C

端定位”意指第一结构域位置更靠近多肽一级氨基酸序列的C端。在一些实施方案中，在第

一结构域或序列与第二结构域或序列之间可存在另外的序列和/或结构域。

[0274] 修饰可通过本领域中已知的标准技术，例如定点诱变和聚合酶链式反应(PCR)介

导的诱变来引入核苷酸序列中。保守性氨基酸取代是其中氨基酸残基经具有类似侧链的氨

基酸残基替换的氨基酸取代。本领域中已定义具有类似侧链的氨基酸残基的家族。这些家

族包括：具有酸性侧链的氨基酸(例如天冬氨酸和谷氨酸)、具有碱性侧链的氨基酸(例如赖

氨酸、精氨酸和组氨酸)、非极性氨基酸(例如丙氨酸、缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、脯氨酸、苯

丙氨酸、甲硫氨酸和色氨酸)、不带电荷的极性氨基酸(例如甘氨酸、天冬酰胺、谷氨酰胺、半

胱氨酸、丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸)、亲水性氨基酸(例如精氨酸、天冬酰胺、天冬氨酸、谷氨

酰胺、谷氨酸、组氨酸、赖氨酸、丝氨酸和苏氨酸)、疏水性氨基酸(例如丙氨酸、半胱氨酸、异

亮氨酸、亮氨酸、甲硫氨酸、苯丙氨酸、脯氨酸、色氨酸、酪氨酸和缬氨酸)。其它氨基酸家族

包括：脂肪族‑羟基氨基酸(例如丝氨酸和苏氨酸)、酰胺家族(例如天冬酰胺和谷氨酰胺)、

脂肪族家族(例如丙氨酸、缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸)以及芳香族家族(例如苯丙氨酸、色

氨酸和酪氨酸)。

[0275] 本公开还提供了包含本文所述的任何核酸的载体和载体组。本领域技术人员将能

够选择适用于制备本文所述的任何可激活蛋白的载体或载体组(例如表达载体)，并使用所

述载体或载体组表达本文所述的任何可激活蛋白。举例来说，在选择载体或载体组时，可选

择细胞类型，使得一种或多种载体可需要能够整合到细胞的染色体中和/或在细胞中复制。

本文还描述了可用于产生可激活蛋白的示例性载体。如本文所用，术语“载体”是指能够诱

导重组蛋白(例如第一或第二单体)在细胞(例如本文所述的任何细胞)中表达的多核苷酸。

“载体”能够将核酸和其片段递送到宿主细胞中，并且包括调节序列(例如启动子、增强子、

多腺苷酸(poly(A))信号)。外源性多核苷酸可插入至表达载体中以进行表达。术语“载体”

还包括人工染色体、质粒、逆转录病毒和杆状病毒载体。

[0276] 用于构建包含本文所述的任何核酸并且适于对细胞(例如哺乳动物细胞)进行转

化的适合载体的方法在本领域中是众所周知的。参见例如Sambrook等人编 ,“Molecular 

Cloning:A  Laboratory  Manual,”第2版,Cold  Spring  Harbor  Press,1989和Ausubel等人

编,“Current  Protocols  in  Molecular  Biology”,Current  Protocols,1993。

[0277] 载体的实例包括质粒、转座子、粘粒和病毒载体(例如任何腺病毒载体(例如pSV或

pCMV载体)、腺相关病毒(AAV)载体、慢病毒载体和逆转录病毒载体)以及任何 载

体。载体可例如包括足以达成表达的顺式作用元件；用于表达的其它元件可由宿主哺乳动

物细胞或在体外表达系统中提供。熟练从业者将能够选择适用于制备本文所述的任何可激

活蛋白的载体和哺乳动物细胞。

[0278] 在一些实施方案中，可激活蛋白可使用重组DNA技术以及在真核或原核物种中的

表达来以生物合成方式制备。

[0279] 细胞

[0280] 在一些方面，本公开提供了包含本文所述的任何载体或核酸的重组宿主细胞。细

胞可用于产生本文所述的可激活分子(例如可激活抗体)。在一些实施方案中，细胞可以是

动物细胞、哺乳动物细胞(例如人细胞)、啮齿动物细胞(例如小鼠细胞、大鼠细胞、仓鼠细胞
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或豚鼠细胞)、非人灵长类动物细胞、昆虫细胞、细菌细胞、真菌细胞或植物细胞。在一些实

施方案中，细胞可以是真核细胞。如本文所用，术语“真核细胞”是指具有明显的、有膜包围

的细胞核的细胞。这类细胞可包括例如哺乳动物(例如啮齿动物、非人灵长类动物或人)、昆

虫、真菌或植 物细胞。在一些实施方 案中，真 核细胞是酵 母细胞，例如酿 酒酵 母

(Saccharomyces  cerevisiae)。在一些实施方案中，真核细胞是高等真核细胞，例如哺乳动

物、鸟类、植物或昆虫细胞。哺乳动物细胞的非限制性实例包括中国仓鼠卵巢(CHO)细胞和

人胚肾细胞(例如HEK293细胞)。在一些实施方案中，细胞是原核细胞。

[0281] 将核酸和载体(例如本文所述的任何载体或任何载体组)引入细胞中的方法是本

领域中已知的。可用于将核酸引入细胞中的方法的实例包括：脂质体转染、转染、磷酸钙转

染、阳离子聚合物转染、病毒转导(例如腺病毒转导、慢病毒转导)、纳米颗粒转染和电穿孔。

[0282] 在一些实施方案中，引入步骤包括向细胞中引入包括编码组成本文所述的任何可

激活蛋白的单体的核酸的载体(例如本文所述的任何载体或载体组)。

[0283] 组合物和药盒

[0284] 本公开还提供了包含本文所述的可激活分子(例如，可激活抗体)的组合物和药

盒。所述组合物和药盒还可以包含一种或多种赋形剂、载体、试剂、使用可激活蛋白所需的

说明书。

[0285] 在一些实施方案中，组合物可以是药物组合物，其包含可激活蛋白、其衍生物、片

段、类似物和同源物。药物组合物可包含可激活蛋白和药学上可接受的载体。如本文所用，

术语“药学上可接受的载体”意图包括与药物施用相容的任何和所有溶剂、分散介质、包衣、

抗细菌剂和抗真菌剂、等渗剂和吸收延迟剂等。合适的载体在Remington’sPharmaceutical 

Sciences的最新版本中进行了描述，该书是本领域的标准参考文本，其以引用的方式并入

本文中。这类载体或稀释剂的适合实例包括水、盐水、林格氏溶液(ringer’s  solution)、右

旋糖溶液和5％人血清白蛋白。还可以使用脂质体和非水性媒介物，如不挥发油。用于药学

活性物质的这类介质和试剂的用途是本领域众所周知的。除非任何常规介质或试剂与活性

化合物不相容，否则预期其用于组合物中。补充性活性化合物也可并入组合物中。

[0286] 可将药物组合物配制成与其预期施用途径相容。施用途径的实例包括肠胃外，例

如静脉内、皮内、皮下、口服(例如吸入)、透皮(例如局部)、透粘膜和直肠施用。用于肠胃外、

皮内或皮下应用的溶液或悬浮液可包括以下组分中的一种或多种：无菌稀释剂，例如注射

用水、盐水溶液、不挥发油、聚乙二醇、甘油、丙二醇或其它合成溶剂；抗细菌剂，例如苯甲醇

或对羟基苯甲酸甲酯；抗氧化剂，例如抗坏血酸或亚硫酸氢钠；螯合剂，例如乙二胺四乙酸

(EDTA)；缓冲剂，例如乙酸盐、柠檬酸盐或磷酸盐，以及用于调节张力的剂，例如氯化钠或右

旋糖。可用酸或碱(例如盐酸或氢氧化钠)调节pH值。肠胃外制剂可封装在由玻璃或塑料制

成的安瓿、一次性注射器或多剂量小瓶中。在一些，本文所述的任何可激活蛋白与防止从身

体快速消除的载体一起制备，例如持续和控制释放制剂，包括植入物和微囊化递送系统。可

使用生物可降解的生物相容性聚合物，例如乙烯乙酸乙烯酯、聚酸酐、聚乙醇酸、胶原、聚原

酸酯、聚乳酸‑共‑乙醇酸和聚乳酸。这类药物组合物和制剂的制备方法对本领域的技术人

员来说是显而易见的。举例来说，可激活蛋白可包埋在例如通过凝聚技术或通过界面聚合

制备的微胶囊(例如分别为羟甲基纤维素或明胶‑微胶囊和聚‑(甲基丙烯酸甲酯)微胶囊)

中、包埋在胶体药物递送系统(例如，脂质体、白蛋白微球、微乳剂、纳米颗粒和纳米胶囊)中
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或包埋在粗乳液中。

[0287] 可以制备持续释放制剂。持续释放制剂的适合实例包括含有抗体的固体疏水性聚

合物的半渗透性基质，所述基质呈成形物品，例如膜或微胶囊的形式。持续释放基质的实例

包括聚酯、水凝胶(例如聚(2‑羟乙基‑甲基丙烯酸酯)或聚(乙烯醇))、聚乳酸、L‑谷氨酸与

L‑谷氨酸y乙酯的共聚物、不可降解的乙烯‑乙酸乙烯酯、可降解的乳酸‑乙醇酸共聚物(例

如由乳酸‑乙醇酸共聚物和醋酸亮丙瑞林(leuprolide  acetate)组成的可注射微球)和聚‑

D‑(‑)‑3‑羟基丁酸。虽然例如乙烯‑乙酸乙烯酯和乳酸‑乙醇酸的聚合物能够释放分子超过

100天，但某些水凝胶释放蛋白质的时间较短。

[0288] 在一些实施方案中，适用于可注射用途的药物组合物包括无菌水溶液(可溶于水

的情况下)或分散体和临用方制备无菌可注射溶液或分散体的无菌粉末。对于静脉内施用，

合适的载体包括生理盐水、抑菌水、Cremophor  ELTM(BASF,Parsippany,N.J.)、磷酸盐缓冲

盐水(PBS)等。组合物可为无菌的且应当为流体，且具有便于注射的粘度。在制造和储存的

条件下它必须稳定并且必须进行防腐以防止例如细菌和真菌的微生物的污染作用。载体可

以是溶剂或分散介质，其含有例如水、乙醇、多元醇(例如甘油、丙二醇和液体聚乙二醇等)

和它们适合的混合物。对于分散的微粒组合物，例如，通过在颗粒上使用例如卵磷脂的包

衣，以及在分散体的情况下通过维持所需的粒径，和通过使用表面活性剂，可以维持适当的

流动性。在一些实施方案中，药物组合物还可包含一种或多种抗细菌剂和/或抗细菌剂和抗

真菌剂(例如对羟基苯甲酸酯、氯丁醇、苯酚、抗坏血酸、硫柳汞等)。在一些实施方案中，组

合物中可包括等渗剂，例如糖类、多元醇(例如甘露醇、山梨醇)等，以及盐，例如氯化钠等。

可通过在组合物中包括延迟吸收的剂(例如单硬脂酸铝和明胶)来实现可注射组合物的延

长吸收。

[0289] 在一些实施方案中，药物组合物可包含无菌注射溶液。可通过根据需要将所需量

的活性化合物与一种上文列举的成分或其组合并入适当的溶剂中，随后进行过滤灭菌来制

备无菌注射溶液。通常，可通过将活性化合物并入无菌媒介物中来制备分散体，所述媒介物

含有碱性分散介质和上文列举的那些成分中所需要的其它成分。在用于制备无菌注射溶液

的无菌粉剂的情况下，制备方法是真空干燥和冷冻干燥，从先前无菌过滤溶液中得到活性

成分加任何另外所需成分的粉末。

[0290] 在一些实施方案中，药物组合物可包含口服组合物。口服组合物可包括惰性稀释

剂或可食用载体。可将它们封装在明胶胶囊中或压成片剂。处于口服治疗剂施用的目的，活

性化合物可以与赋形剂掺混并以片剂、含片或胶囊的形式使用。还可以使用流体载体来制

备口服组合物以用作漱口水，其中将流体载体中的化合物口服并漱口、咳出或吞咽。可包括

药物相容性结合剂和/或佐剂材料作为组合物的一部分。片剂、丸剂、胶囊、含片等可含有以

下成分中的任一种或具有类似性质的化合物：粘合剂，例如微晶纤维素、黄蓍胶或明胶；赋

形剂，例如淀粉或乳糖；崩解剂例如海藻酸、Primogel或玉米淀粉；润滑剂，例如硬脂酸镁或

Sterotes；助流剂，例如胶体二氧化硅；甜味剂，例如蔗糖或糖精；或调味剂，例如薄荷、水杨

酸甲酯或橙子调味剂。

[0291] 在一个实施方案中，药物组合物可被配制用于通过吸入施用。举例来说，可将化合

物以气溶胶喷雾的形式从含有合适的推进剂(例如气体，例如二氧化碳)的压力容器或分配

器或者喷雾器中递送。
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[0292] 在一个实施方案中，药物组合物可被配制用于全身施用。例如，全身施用可以是静

脉内，也可以是透粘膜或透皮方式。对于透粘膜或透皮施用，可在制剂中使用适于待渗透的

屏障的渗透剂。这类渗透剂在本领域中通常是已知的，并且包括例如用于经粘膜施用的去

垢剂、胆汁盐和夫西地酸衍生物。经粘膜施用可以通过使用鼻腔喷雾剂或栓剂实现。对于透

皮施用，可将活性化合物配制成软膏、药膏、凝胶或乳膏，如本领域通常已知的。

[0293] 在一些实施方案中，药物组合物可被制备为栓剂(例如，具有常规栓剂基质如可可

脂和其它甘油酯)或保留灌肠剂的形式，以用于直肠递送。

[0294] 在一个实施方案中，药物组合物可与防止从身体快速消除的载体一起制备，例如

持续和控制释放制剂，包括植入物和微囊化递送系统。可使用生物可降解的生物相容性聚

合物，例如乙烯乙酸乙烯酯、聚酸酐、聚乙醇酸、胶原、聚原酸酯、聚乳酸‑共‑乙醇酸和聚乳

酸。用于制备这类制剂的方法对本领域技术人员来说是显而易见的。

[0295] 宜将口服或肠胃外组合物配制成易于施用和均匀剂量的单位剂型。如本文所用的

单位剂型是指适合作为待治疗的受试者的单一剂量的物理离散单位；每个单位含有经过计

算，与所需药物载体结合可产生所需治疗效果的预定量的活性化合物。本公开的单位剂型

的规格由以下情况规定并且直接取决于以下情况：活性化合物的独特特征和待实现的特定

治疗效果，以及混配这类用于治疗个体的活性化合物的领域内的固有限制。

[0296] 在一些实施方案中，组合物(例如药物组合物)可包括在容器、小瓶、注射器、注射

笔、包装或分配器中，任选地连同施用说明书。

[0297] 本文还提供了包括本文所述的任何可激活蛋白、包括本文所述的任何可激活蛋白

的任何组合物或包括本文所述的任何可激活蛋白的任何药物组合物的药盒。还提供了除本

文所述的可激活蛋白之外还包括一种或多种第二治疗剂的药盒。一种或多种第二治疗剂可

以与可激活蛋白分开的剂量施用形式提供。或者，一种或多种第二治疗剂可与可激活蛋白

一起配制。

[0298] 本文所述的任何药盒都可包括关于使用本文所述的任何组合物(例如药物组合

物)和/或任何可激活蛋白的说明书。在一些实施方案中，药盒可包括关于进行本文所述的

任何方法的说明书。在一些实施方案中，药盒可包括至少一剂本文所述的任何组合物(例如

药物组合物)。在一些实施方案中，药盒可提供用于施用本文所述的任何药物组合物的注射

器。

[0299] 本文还提供了通过本文所述的任何方法产生的可激活蛋白。还提供了包含通过本

文所述的任何方法产生的任何可激活蛋白的组合物(例如药物组合物)。本文还提供了包括

至少一剂的本文所述的任何组合物(例如药物组合物)的药盒。

[0300] 产生可激活分子的方法

[0301] 本文提供了产生本文所述的任何可激活分子(例如可激活蛋白)的方法，所述方法

包括：(a)在液体培养基中在足以产生所述可激活分子的条件下培养本文所述的任何重组

宿主细胞；以及(b)从所述宿主细胞和/或所述液体培养基回收所述可激活分子。

[0302] 培养细胞的方法在本领域中是众所周知的。在一些实施方案中，可在有利于细胞

增殖、细胞分化和细胞生长的条件下在体外维持细胞。举例来说，可通过使细胞(例如本文

所述的任何细胞)与包括足以支持细胞活力和生长的必需的生长因子和补充剂的细胞培养

基接触来培养重组细胞。
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[0303] 在一些实施方案中，方法还可包括分离回收的可激活蛋白。可激活蛋白的分离可

使用任何用于分离蛋白质种类的分离或纯化技术来进行，例如基于亲和力标签的蛋白质分

离(例如聚组氨酸(His)标签、谷胱甘肽‑S‑转移酶标签等)、硫酸铵沉淀、聚乙二醇沉淀、尺

寸排阻色谱法、配体亲和色谱法(例如蛋白A色谱法)、离子交换色谱法(例如阴离子或阳离

子)、疏水性相互作用色谱法等。

[0304] 本文所述的组合物和方法可涉及使用允许在可激活蛋白的MM与TB之间形成二硫

键的非还原性或部分还原性条件。

[0305] 在一些实施方案中，方法还包括将分离的可激活蛋白配制成药物组合物。各种制

剂是本领域中已知的，并且在本文中进行了描述。本文所述的任何分离的可激活蛋白都可

被配制用于任何施用途径(例如静脉内、肿瘤内、皮下、真皮内、口服(例如吸入)、经皮(例如

局部)、透黏膜或肌肉内)。

[0306] 可激活分子的使用方法

[0307] 在一些方面，本公开还提供了本文中的可激活分子(例如，可激活抗体)的使用方

法。在一些实施方案中，本公开提供了治疗受试者的疾病(例如癌症(例如本文所述的任何

癌症))的方法，所述方法包括将治疗有效量的本文所述的任何可激活蛋白施用至所述受试

者。在一些实施方案中，本公开提供了预防受试者的疾病、延迟疾病的进展、治疗疾病、缓解

疾病的症状或以其它方式改善疾病的方法，所述方法通过将治疗有效量的本文所述的可激

活蛋白施用至有需要的受试者来进行。术语“治疗”是指改善病症的至少一种症状。在一些

实施方案中，所治疗的病症可以是癌症或自身免疫疾病或者是为了改善癌症或自身免疫疾

病的至少一种症状。如本文所用，术语“受试者”是指任何哺乳动物。在一些实施方案中，受

试者是猫科动物(例如猫)、犬科动物(例如狗)、马科动物(例如马)、兔、猪、啮齿动物(例如

小鼠、大鼠、仓鼠或豚鼠)、非人灵长类动物(例如猴(例如猴(例如狒狒、狨猴)或猿(例如黑

猩猩、大猩猩、猩猩或长臂猿))或人。在一些实施方案中，受试者是人。术语受试者和患者在

本文可互换使用。在一些实施方案中，受试者先前已被鉴定或诊断为患有疾病(例如癌症

(例如本文所述的任何癌症))。

[0308] 在一些实施方案中，受试者可被鉴定为具有增加哺乳动物细胞(例如，本文所述的

任何哺乳动物细胞)中HER2的表达和/或活性的HER2基因突变。例如，增加哺乳动物细胞中

HER2的表达和/或活性的HER2基因突变可以是基因重复，该突变引起具有一个或多个氨基

酸取代(例如，选自由以下组成的组的一个或多个氨基酸取代：G309A、G309E、S310F、R678Q、

L755S、L755W、I767M、D769H、D769Y、V777L、Y835F、V842I、R896C和G1201V)(与野生型蛋白质

相比)的HER2表达。参见例如Weigelt和Reis‑Filho,Cancer  Discov.2013,3(2):145‑147。

[0309] 检测受试者的HER2相关疾病的方法的非限制性实例包括：免疫组织化学、荧光原

位杂交(FISH)、显色原位杂交(CISH)。参见例如Yan等人,Cancer  Metastasis  Rev.2015,

34:157‑164。

[0310] 本公开的可激活蛋白的治疗有效量通常涉及实现治疗目标所需的量。如上所述，

这可能是抗体与其靶标抗原之间的结合相互作用，在某些情况下会干扰靶标的功能。施用

所需要的量还将取决于可激活蛋白对其特定靶标的结合亲和力，并且还将取决于施用的可

激活蛋白从其施用的其它受试者的自由体积中消耗的速率。本公开的可激活蛋白的治疗有

效剂量的常见范围可为(借助于非限制性实例)约0.001、0.01、0.1、0.3、0.5、0.7、0.8、0.9、
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1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、35、40、45、50mg/kg体重或更高。本公开的可激活蛋

白的结构使得与常规可激活抗体相比以及与常规抗体相比，可以减少施用于受试者的可激

活蛋白的剂量。例如，以单位剂量计的施用剂量或在一个给药方案期内的总剂量与相应的

常规可激活蛋白或相应的常规抗体的相应剂量相比，可以减少10％、20％、30％、40％或

50％。

[0311] 常见的给药频率可以在例如每天一次或两次、每周一次、每两周一次或每月一次

的范围内。

[0312] 治疗的有效性是结合任何已知的诊断或治疗特定病症的方法来确定的。筛选具有

所需特异性的可激活蛋白的方法包括但不限于酶联免疫吸附测定(ELISA)和本领域已知的

其它免疫介导技术。

[0313] 在另一个实施方案中，针对两个或更多个靶标的可激活蛋白用于本领域内已知的

与靶标定位和/或定量有关的方法(例如，用于测量适当生理样品内一个或多个靶标的水

平，用于诊断方法，用于对蛋白质进行成像等)。在给定的实施方案中，针对两个或更多个靶

标的可激活蛋白，或其含有抗体衍生的抗原结合结构域的衍生物、片段、类似物或同源物，

用作药理活性化合物(以下称为“治疗剂”)。

[0314] 这些方法和用途的任意实施方案中使用的可激活蛋白可以在疾病的任何阶段施

用。例如，可以将这种可激活蛋白施用于任何阶段的癌症患者，从早期到转移性。在一些实

施方案中，可以将可激活蛋白和其制剂施用于患有或易患与异常靶标表达和/或活性相关

的疾病或病症的受试者。

[0315] 可使用本领域已知的多种方法中的任一种来鉴别患有或易患与异常靶标表达和/

或活性相关的疾病或病症的受试者。例如，可使用多种临床和/或实验室测试(例如身体检

查和血液、尿液和/或粪便分析)中的任一种评估健康状况来鉴别患有癌症或其它肿瘤疾患

的受试者。例如，可使用多种临床和/或实验室测试(例如身体检查和/或体液分析，例如血

液、尿液和/或粪便分析)中的任一种评估健康状况来鉴别患有炎症和/或炎性病症的受试

者。

[0316] 在一些实施方案中，如果实现了多种实验室或临床目标中任一种，则认为将可激

活蛋白施用于患有与异常靶标表达和/或活性相关的疾病或病症的患者是成功的。例如，如

果与疾病或病症相关的一种或多种症状得到缓解、减轻、抑制或不进展到进一步(即，更糟)

状态，则认为将可激活蛋白施用于患有与异常靶标表达和/或活性相关的疾病或病症的患

者是成功的。如果疾病或病症进入缓解期或不进展到进一步(即，更糟)状态，则认为将可激

活蛋白施用于患有与异常靶标表达和/或活性相关的疾病或病症的患者是成功的。

[0317] 如本文所用，术语“治疗”包括降低受试者(例如本文所述的任何受试者)的疾病

(例如癌症(例如本文所述的任何癌症))的一种或多种(例如1、2、3、4或5种)症状或体征的

严重性、频率或数目。在疾病是癌症的一些实施方案中，治疗在患有癌症的受试者中减少癌

症生长，抑制癌症进展，抑制癌症转移，或降低癌症复发的风险。

[0318] 在一些实施方案中，疾病可以是癌症。在一些实施方案中，受试者可已被鉴定或诊

断为患有癌症。癌症的实例包括：实体瘤、血液肿瘤、肉瘤、骨肉瘤、胶质母细胞瘤、神经母细

胞瘤、黑素瘤、横纹肌肉瘤、尤因肉瘤(Ewing  sarcoma)、骨肉瘤、B细胞肿瘤、多发性骨髓瘤、

淋巴瘤(例如B细胞淋巴瘤、B细胞非霍奇金淋巴瘤(non‑Hodgkin'slymphoma)、霍奇金淋巴
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瘤、皮肤T细胞淋巴瘤)、白血病(例如毛细胞白血病、慢性淋巴细胞白血病(CLL)、急性髓系

白血病(AML)、慢性髓系白血病(CML)、急性淋巴细胞白血病(ALL))、骨髓增生异常综合征

(MDS)、卡波西肉瘤、视网膜母细胞瘤、胃癌、尿路上皮癌、肺癌、肾细胞癌、胃癌和食管癌、胰

腺癌、前列腺癌、脑癌、结肠癌、骨癌、肺癌、乳腺癌、结直肠癌、卵巢癌、鼻咽腺癌、非小细胞

肺癌(NSCLC)、头颈部鳞状细胞癌、子宫内膜癌、膀胱癌、宫颈癌、肝癌和肝细胞癌。在一些实

施方案中，癌症是淋巴瘤。在一些实施方案中，淋巴瘤是伯基特淋巴瘤(Burkitt’s 

lymphoma)。在一些方面，受试者已被鉴定或诊断为患有家族性癌症综合征，例如利‑弗劳梅

尼综合征(Li  Fraumeni  Syndrome)、家族性乳腺癌‑卵巢癌(BRCA1或BRAC2突变)综合征等。

所公开方法还可用于治疗非实体癌症。示例性实体瘤包括各种器官系统的恶性病(例如肉

瘤、腺癌和癌瘤)，例如肺、乳腺、淋巴、胃肠(例如结肠)和泌尿生殖(例如肾、尿路上皮或睾

丸肿瘤)道、咽、前列腺和卵巢的恶性病。示例性腺癌包括结直肠癌、肾细胞癌、肝癌、非小细

胞肺癌和小肠癌。本文的组合物和方法可治疗的癌症的其它实例包括：成人急性淋巴母细

胞白血病；儿童急性淋巴母细胞白血病；成人急性髓系白血病；肾上腺皮质癌；儿童肾上腺

皮质癌；AIDS相关淋巴瘤；AIDS相关恶性病；肛门癌；儿童小脑星形细胞瘤；儿童大脑星形细

胞瘤；肝外胆管癌；膀胱癌；儿童膀胱癌；骨肉瘤/恶性纤维组织细胞瘤骨癌；儿童脑干胶质

瘤；成人脑肿瘤；儿童脑干胶质瘤脑肿瘤；儿童小脑星形细胞瘤脑肿瘤；儿童大脑星形细胞

瘤/恶性胶质瘤脑肿瘤；儿童室管膜瘤脑肿瘤；儿童髓母细胞瘤脑肿瘤；儿童幕上原始神经

外胚层肿瘤脑肿瘤；儿童视路和下丘脑胶质瘤脑肿瘤；儿童脑肿瘤(其它)；乳腺癌；乳腺癌

和妊娠；儿童乳腺癌；男性乳腺癌；儿童支气管腺瘤/类癌；儿童类癌肿瘤；胃肠类癌肿瘤；肾

上腺皮质癌；胰岛细胞癌；原发灶不明癌(Carcinoma  of  Unknown  Primary)；原发性中枢神

经系统淋巴瘤；儿童小脑星形细胞瘤；儿童大脑星形细胞瘤/恶性胶质瘤；宫颈癌；儿童癌

症；慢性淋巴细胞白血病；慢性骨髓性白血病；慢性骨髓增生性病症；腱鞘透明细胞肉瘤；结

肠癌；儿童结直肠癌；皮肤T细胞淋巴瘤；子宫内膜癌；儿童室管膜瘤；卵巢上皮癌；食管癌；

儿童食管癌；尤因家族肿瘤；儿童颅外生殖细胞肿瘤；性腺外生殖细胞肿瘤；肝外胆管癌；眼

内黑素瘤眼癌；视网膜母细胞瘤眼癌；胆囊癌；胃(胃部)癌；儿童胃(胃部)癌；胃肠类癌肿

瘤；儿童颅外生殖细胞肿瘤；性腺外生殖细胞肿瘤；卵巢生殖细胞肿瘤；妊娠滋养细胞肿瘤；

儿童脑干胶质瘤；儿童视路和下丘脑胶质瘤；毛细胞白血病；头颈癌；成人(原发性)肝细胞

(肝)癌；儿童(原发性)肝细胞(肝)癌；成人霍奇金淋巴瘤(Hodgkin's  Lymphoma)；儿童霍奇

金淋巴瘤；妊娠期霍奇金淋巴瘤；下咽癌；儿童下丘脑和视路胶质瘤；眼内黑素瘤；胰岛细胞

癌(内分泌胰腺)；卡波西肉瘤；肾癌；喉癌；儿童喉癌；成人急性淋巴母细胞白血病；儿童急

性淋巴母细胞白血病；成人急性髓系白血病；儿童急性髓系白血病；慢性淋巴细胞白血病；

慢性骨髓性白血病；毛细胞白血病；唇和口腔癌；成人(原发性)肝癌；儿童(原发性)肝癌；非

小细胞肺癌；小细胞肺癌；成人急性淋巴母细胞白血病；儿童急性淋巴母细胞白血病；慢性

淋巴细胞白血病；AIDS相关淋巴瘤；中枢神经系统(原发性)淋巴瘤；皮肤T细胞淋巴瘤；成人

霍奇金淋巴瘤；儿童霍奇金淋巴瘤；妊娠期霍奇金淋巴瘤；成人非霍奇金淋巴瘤；儿童非霍

奇金淋巴瘤；妊娠期非霍奇金淋巴瘤；原发性中枢神经系统淋巴瘤；华氏巨球蛋白血症

(Macroglobulinemia,Waldenstrom's)；男性乳腺癌；成人恶性间皮瘤；儿童恶性间皮瘤；恶

性胸腺瘤；儿童髓母细胞瘤；黑素瘤；眼内黑素瘤；梅克尔细胞癌 (Me rkel  Cell 

Carcinoma)；恶性间皮瘤；原发灶隐匿的转移性颈部鳞癌；儿童多发性内分泌瘤形成综合
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征；多发性骨髓瘤/浆细胞赘生物；蕈样肉芽肿病；骨髓增生异常综合征；慢性骨髓性白血

病；儿童急性髓系白血病；多发性骨髓瘤；慢性骨髓增生性病症；鼻腔和鼻旁窦癌；鼻咽癌；

儿童鼻咽癌；神经母细胞瘤；成人非霍奇金淋巴瘤；儿童非霍奇金淋巴瘤；妊娠期非霍奇金

淋巴瘤；非小细胞肺癌；儿童口腔癌；口腔和唇癌；口咽癌；骨肉瘤/恶性骨纤维组织细胞瘤；

儿童卵巢癌；卵巢上皮癌；卵巢生殖细胞肿瘤；卵巢低度恶性潜能肿瘤；胰腺癌；儿童胰腺

癌；胰岛细胞胰腺癌；鼻旁窦和鼻腔癌；甲状旁腺癌；阴茎癌；嗜铬细胞瘤；儿童松果体和幕

上原始神经外胚层肿瘤；垂体肿瘤；浆细胞赘生物/多发性骨髓瘤；胸膜肺母细胞瘤；妊娠和

乳腺癌；妊娠和霍奇金淋巴瘤；妊娠和非霍奇金淋巴瘤；原发性中枢神经系统淋巴瘤；成人

原发性肝癌；儿童原发性肝癌；前列腺癌；直肠癌；肾细胞(肾)癌；儿童肾细胞癌；肾盂和输

尿管移行细胞癌；视网膜母细胞瘤；儿童横纹肌肉瘤；唾液腺癌；儿童唾液腺癌；尤因家族肿

瘤肉瘤；卡波西肉瘤；肉瘤(骨肉瘤)/恶性骨纤维组织细胞瘤；儿童横纹肌肉瘤；成人软组织

肉瘤；儿童软组织肉瘤；塞扎里综合征(Sezary  Syndrome)；皮肤癌；儿童皮肤癌；皮肤癌(黑

素瘤)；梅克尔细胞皮肤癌；小细胞肺癌；小肠癌；成人软组织肉瘤；儿童软组织肉瘤；原发灶

隐匿的转移性颈部鳞癌；胃部(胃)癌；儿童胃部(胃)癌；儿童幕上原始神经外胚层肿瘤；皮

肤T细胞淋巴瘤；睾丸癌；儿童胸腺瘤；恶性胸腺瘤；甲状腺癌；儿童甲状腺癌；肾盂和输尿管

移行细胞癌；妊娠滋养细胞肿瘤；原发部位未知的儿童癌症；不寻常的儿童癌症；输尿管和

肾盂移行细胞癌；尿道癌；子宫肉瘤；阴道癌；儿童视路和下丘脑胶质瘤；外阴癌；华氏巨球

蛋白血症；维尔姆斯氏肿瘤(Wilms'Tumor)；弥漫性大B细胞淋巴瘤(DLBCL)；以及套细胞淋

巴瘤(MCL)。以上提及的癌症的转移也可根据本文所述的方法来治疗或预防。

[0319] 在一些实施方案中，疾病可以是自身免疫疾病或疾患。在一些实施方案中，受试者

可已被鉴定或诊断为患有自身免疫疾病或疾患，或者处于罹患自身免疫疾病或疾患的高风

险下。自身免疫疾病的实例包括癌1型糖尿病、类风湿性关节炎(RA)、银屑病/银屑病性关节

炎、多发性硬化、系统性红斑狼疮、炎症性肠病(例如，克罗恩病(Crohn’sdisease)、溃疡性

结肠炎)、阿狄森病(Addison’s  disease)、格雷夫斯病(Graves’disease)、舍格伦综合征(

syndrome)、桥本甲状腺炎(Hashimoto’s  thyroiditis)、重症肌无力、自身免疫

性血管炎、恶性贫血、乳糜泻)、传染病(例如，水痘、普通感冒、白喉、大肠杆菌、贾第虫病

(Giardiasis)、HIV/AIDS、传染性单核细胞增多症、流行性感冒(流感)、莱姆病(Lyme 

disease)、疟疾、麻疹、脑膜炎、腮腺炎、脊髓灰质炎(Poliomyelitis) (脊髓灰质炎

(polio))、肺炎、落基山斑疹热(Rocky  mountain  spotted  fever)、风疹(德国麻疹(German 

measles))、沙门氏菌感染(Salmonella  infections)、严重急性呼吸道综合征(SARS)、性传

播疾病、带状疱疹(Shingles)(带状疱疹(herpes  zoster))、破伤风、中毒性休克综合征、肺

结核、病毒性肝炎、西尼罗河病毒(West  Nile  virus)、百日咳(Whooping  cough)(百日咳

(pertussis)))、慢性炎症或移植排斥反应(例如肾脏、肝脏或心脏移植)、自身免疫疾病、传

染病、慢性炎症或移植排斥反应。

[0320] 在一些实施方案中，本文中的方法可引起受试者的癌症的一种或多种症状的数

目、严重性或频率降低(例如相较于在治疗之前受试者的癌症的一种或多种症状的数目、严

重性或频率)。

[0321] 所述方法还可包括向受试者施用一种或多种另外的剂。

[0322] 在一些实施方案中，可激活蛋白可以在治疗期间和/或治疗之后与一种或多种另
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外的剂联合施用。在一些实施方案中，可激活蛋白可以配制成单一治疗组合物，并且可以同

时施用可激活蛋白和一种或多种另外的剂。或者，可激活蛋白和一种或多种另外的剂可以

彼此分开，例如，各自配制成单独的治疗组合物，并且可激活蛋白和另外的剂同时施用，或

者可激活蛋白和另外的剂在治疗方案期间的不同时间施用。举例来说，可以在施用另外的

剂之前、在施用另外的剂之后、或者以交替方式施用可激活蛋白。可激活蛋白和一种或多种

另外的剂可以单剂量或多剂量施用。

[0323] 本文中的一种或多种可激活蛋白可以与一种或多种抗炎药物、免疫抑制剂或代谢

或酶抑制剂共同配制和/或共同施用。在一些实施方案中，本文中的一种或多种可激活蛋白

可以与一种或多种其它类型的可激活蛋白(例如，不具有EM的可激活蛋白或激活形式包含

EM的可激活蛋白)组合。

[0324] 本公开还提供了检测受试者或样品中裂解剂和/或靶标的存在或不存在的方法。

这类方法可包括：(i)使受试者或生物样品与可激活蛋白接触，其中可激活蛋白包括可检测

标记，该可检测标记位于可激活蛋白的在CM裂解后释放的部分上；以及(ii)测量受试者或

生物样品中激活的蛋白的水平，其中受试者或生物样品中可检测水平的激活的蛋白指示受

试者或生物样品中不存在和/或不充分存在裂解剂、靶标或裂解剂和靶标两者，使得在受试

者或生物样品中不能检测到可激活蛋白的靶标结合和/或蛋白酶裂解，并且其中受试者或

生物样品中激活的蛋白的可检测水平降低指示受试者或生物样品中存在裂解剂和靶标。

[0325] 可检测标记水平的降低可以是例如降低至少5％、10％、15％、20％、25％、30％、

35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％或95％或基本上降低

100％。在一些实施方案中，可检测标记可以与可激活蛋白的组分(例如TB)缀合。在一些实

施方案中，可使用特异性结合于激活蛋白的二级试剂来测量受试者或样品中可激活蛋白的

水平，其中试剂包含可检测标记。二级试剂可以是包含可检测标记的抗体。

[0326] 在一些实施方案中，可激活蛋白也可用于检测患者样品中的靶标，因此可用作诊

断剂。例如，可激活蛋白可用于体外测定，例如ELISA，以检测患者样品中的靶标水平。举例

来说，可激活TB可以固定在固体支持物(例如，微量滴定板的孔)上。固定的可激活蛋白可用

作可存在于测试样品中的任何靶标的捕获蛋白。在使固定的可激活蛋白与患者样品接触之

前，可冲洗固体支持物并用封闭剂(例如乳蛋白或白蛋白)处理以防止分析物的非特异性吸

附。

[0327] 在一些实施方案中，基于使用可激活蛋白在体外诊断测定中获得的结果，可以基

于靶标蛋白(例如抗原)的表达水平对受试者的疾病进行分期。对于给定的疾病，从被诊断

为处于疾病进展的各个阶段和/或处于疾病治疗性治疗的各个时间点的受试者中抽取血液

样品。使用为进展或治疗的每个阶段提供统计学上显著结果的样品群体，指定了可被认为

是每个阶段的特征的靶标蛋白(例如抗原)浓度范围。

[0328] 本文中的可激活蛋白也可用于诊断和/或成像方法。在一些实施方案中，这类方法

可以是体外方法。在一些实施方案中，这类方法可以是体内方法。在一些实施方案中，这类

方法可以是原位方法。在一些实施方案中，这类方法可以是离体方法。例如，具有CM的可激

活蛋白可用于检测能够裂解CM的酶的存在或不存在。这类可激活蛋白可用于诊断中，其可

包括通过测量给定宿主生物体的给定细胞或组织中激活的蛋白(即，由可激活蛋白的裂解

产生的抗体)的积聚来在体内检测(例如，定性或定量)酶活性(或在一些实施方案中，具有
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增加的还原电位的环境，例如可提供二硫键还原的环境)。激活的蛋白的这种积聚不仅表明

组织表达酶活性(或根据CM底物的性质而增加的还原电位)，而且还表明组织表达激活的蛋

白结合的靶标。

[0329] 例如，可选择CM作为在肿瘤部位、生物限制部位的病毒或细菌感染部位(例如像脓

肿、器官等)等处发现的蛋白酶的蛋白酶底物。TB可为结合靶标蛋白(例如抗原)的TB。使用

本领域技术人员熟悉的方法，可将可检测标记(例如，荧光标记或放射性标记或放射性示踪

剂)缀合于可激活蛋白的TB或其它区域。可在上述筛选方法的背景下讨论合适的可检测标

记，并且下文提供了另外的具体实例。使用对疾病状态的蛋白质或肽具有特异性的TB以及

在感兴趣的疾病组织中活性升高的蛋白酶，可激活蛋白将表现出相对于CM特异性酶不以可

检测水平存在或以低于疾病组织中的水平存在或无活性(例如，呈酶原形式或呈与抑制剂

的复合物)的组织，增加的与疾病组织的结合率。由于肾脏过滤系统迅速清除血液中的小蛋

白质和多肽，并且由于对CM具有特异性的酶不以可检测水平存在(或以较低水平存在于非

疾病组织中或以无活性构象存在)，相对于非疾病组织，激活的蛋白在疾病组织中的积累增

加。

[0330] 在一些实施方案中，可激活蛋白可用于体内成像，其中在受试者(例如，哺乳动物，

包括人)中检测到荧光信号表明疾病部位含有靶标并且含有对可激活蛋白的CM具有特异性

的蛋白酶。体内成像可用于鉴别或以其它方式细化适用于用本公开的可激活蛋白治疗的患

者群体。例如，对于靶标和裂解正测试的可激活蛋白的CM中的底物的蛋白酶均测试为阳性

(例如，激活的蛋白在疾病部位积聚)的患者被鉴定为适合用包含这种CM的这种可激活蛋白

治疗的候选者。同样，测试为阴性的患者可被鉴定为另一种疗法的合适候选者(即不适合用

所测试的可激活蛋白进行治疗)。在一些实施方案中，可用包含不同CM的其它可激活蛋白测

试对于第一可激活蛋白测试为阴性的这类患者，直到鉴别出适用于治疗的可激活蛋白(例

如，包含在疾病部位被患者裂解的CM的可激活蛋白)。

[0331] 在一些实施方案中，原位成像可用于鉴别要治疗的患者的方法。例如，在原位成像

中，可激活蛋白可用于筛选患者样品，以鉴别在适当位置，例如肿瘤部位具有适当的蛋白酶

和靶标的那些患者。在一些实施方案中，原位成像用于鉴别或以其它方式细化适用于用本

公开的可激活蛋白治疗的患者群体。例如，对于靶标和裂解正测试的可激活蛋白的CM中的

底物的蛋白酶均测试为阳性(例如，激活的抗体在疾病部位积聚)的患者被鉴定为适合用包

含这种CM的这种可激活蛋白治疗的候选者。同样，对于靶标和裂解正使用这些方法测试的

可激活蛋白中所用的CM的蛋白酶中的一者或两者测试为阴性的患者被鉴定为另一种疗法

的合适候选者(即不适合用所测试的可激活蛋白进行治疗)。在一些实施方案中，可用包含

不同CM的其它可激活蛋白测试对于第一可激活蛋白测试为阴性的这类患者，直到鉴别出适

用于治疗的可激活蛋白(例如，包含在疾病部位被患者裂解的CM的可激活蛋白)。

[0332] 实施例

[0333] 在以下实施例中进一步描述本发明，所述实施例不限制权利要求书中所述的本发

明的范围并为本公开中所述的可激活大分子的有利结构提供概念验证证明。

[0334] 实施例1：可激活双特异性分子的产生

[0335] 本实施例显示了示例性的可激活双特异性蛋白的产生，其中激活蛋白不包含半衰

期延长部分(例如，Fc结构域)。通过重组方法制备双重掩蔽的可激活双特异性分子。通过用
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三种多核苷酸转化宿主细胞来制备蛋白质：一种多核苷酸具有SEQ  ID  NO:21(用于

ProC1446)、22(用于ProC1447)或23(用于ProC1448)的序列；一种多核苷酸具有SEQ  ID  NO:

1的序列；以及一种多核苷酸具有SEQ  ID  NO:18的序列，然后培养所得重组宿主细胞。这些

蛋白质包含在激活状态下特异性结合HER2的掩蔽Fab(AB1)、在激活状态下特异性结合CD3

的掩蔽scFv(AB2)以及一对杵和臼突变Fc结构域(EM)。图6A中描绘这些可激活蛋白的结构。

[0336] 参考分子ProC306和ProC531(未掩蔽的双特异性分子，其包含特异性结合HER2的

Fab；特异性结合CD3的scFv；以及一对杵和臼Fc结构域，其配置与上述示例性可激活双特异

性分子的配置不同)也是通过重组方法制备的。

[0337] 实施例2.可激活双特异性分子的蛋白酶处理

[0338] 为了释放掩蔽肽，将实施例1中制备的双重掩蔽的可激活双特异性结合分子在37

℃下用重组人蛋白酶(如基质金属蛋白酶(MMP))或uPA处理过夜。通过还原SDS‑PAGE测试完

整的蛋白酶处理。将蛋白质等分试样(2μg)在样品缓冲液中在75℃下变性10分钟(必要时添

加还原剂)，并在175V下在MOPS缓冲液中在4‑12％  NuPAGETM  Bis‑Tris凝胶(Thermo  Fisher 

Scientific,Waltham,MA,目录号NP0321)上分离1小时，并在用InstantBlueTM染色1小时后

显现，然后在水中脱色至少4小时。

[0339] 证实未处理的蛋白质在还原凝胶中具有所有三条链(图7A和图7B)。经过过夜蛋白

酶处理后，激活不完全，但大多数蛋白酶产物具有预期的分子量。

[0340] 实施例3：CD3抗原结合ELISA

[0341] 用CD3结合ELISA测试实施例1中制备的双重掩蔽的可激活双特异性分子结合CD3

抗原的能力。使溶解在0 .05M碳酸盐‑碳酸氢盐缓冲液中的100μg  CD3e‑his抗原(ACRO 

Biosystems)在4℃下吸附到96孔微量滴定板的孔中过夜。用封闭缓冲液(1X  PBS  pH  7.4、

0.05％Tween‑20、1％  BSA)洗涤和封闭平板。将双重掩蔽的可激活双特异性分子在未经或

经蛋白酶处理的情况下与未掩蔽的参考蛋白(ProC531)一起进行四倍连续稀释，并施加于

抗原包被的平板。通过抗人IgG(Fab特异性)免疫检测来测量蛋白质与肽的结合程度。在平

板读数仪上测量A450吸光度。使用Graph  Pad  Prism软件，通过S形拟合非线性回归生成剂

量‑反应曲线并获得EC50值。结果在图8中示出。这些结果表明，与没有掩蔽体的参考双特异

性分子(ProC531)相比以及相对于对应的蛋白酶处理的激活分子，三种双重掩蔽的可激活

双特异性分子(ProC1446、ProC1447和ProC1448)中的每一者均显示出与CD3的结合降低。用

uPA处理后，双重掩蔽的可激活双特异性分子的活性恢复到与对应参考双特异性分子

(ProC531)相同或几乎相同的水平。

[0342] 实施例4：双重掩蔽的可激活双特异性分子的HER2依赖性细胞毒性

[0343] 在细胞毒性测定中确定实施例1中制备的双重掩蔽的可激活双特异性分子的体外

效力。将SKOV3‑luc2靶细胞和人PBMC效应细胞(Stemcell  technologies)以1:10的靶细胞

与效应细胞比率在补充有5％人血清(MP  Bio目录号2930949)的RPMI培养基(Gibco目录号

22400071)中一起涂铺进行共培养。向该共培养物中添加完整ProC1446、ProC1447和

ProC1448以及它们的蛋白酶激活型式(uPA处理的ProC1446、uPA处理的ProC1447、uPA处理

的ProC1448)以及未掩蔽的参考ProC306。将平板在37℃和5％  CO2下孵育约48小时。孵育

后，使用ONE‑GloTM荧光素酶测定系统(Promega目录号E6130)评估细胞毒性，并在平板读数

仪(TECAN)上测量发光度。细胞毒性百分比计算如下：(1‑(实验的RLU/未处理的平均RLU))
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×100。使用GraphPad  PRISM绘制细胞毒性百分比数据并计算EC50值。结果在图9A‑9C中示

出。这些结果表明，与没有掩蔽体的参考双特异性分子(ProC306)相比以及相对于对应的蛋

白酶处理的激活分子，三种双重掩蔽的可激活双特异性分子(ProC1446、ProC1447和

ProC1448)中的每一者均显示出细胞毒性降低。用uPA处理后，激活分子的细胞毒活性比没

有掩蔽体的参考双特异性分子(ProC306)更强。

[0344] 实施例5：双重掩蔽的双特异性抗体与Her2+NCI‑N87、SKOV3和CD3ε+Jurkat细胞的

结合

[0345] 为了确定在双重掩蔽的双特异性抗体背景下所描述的Her2和CD3ε掩蔽肽是否能

够抑制结合，进行基于流式细胞术的结合测定。

[0346] 将NCI‑N87(ATCC)、SKOV3(ATCC)和Jurkat(克隆E6‑1、ATCC、TIB‑152)细胞在RPMI‑

1640+glutamax(Life  Technologies，目录72400‑047)、10％热灭活胎牛血清(HI‑FBS，Life 

Technologies，目录10438‑026)和嘌呤霉素(对于NCI‑N87细胞，Gibco，目录A11138‑03，

2ug/ml)中培养。测试以下双特异性抗体：重组产生的激活SHL1‑ProC1963、SHL2‑ProC1965、

1/2TCB  ProC306以及它们各自的双重掩蔽的可激活双特异性抗体ProC1446(SHL1)、

ProC3007(SHL2)、ProC3008(SHL2)和ProC1441(1/2TCB)。EM(半衰期延长部分)与C端之间存

在的可裂解部分(CM)利用两种型式，即ProC3007中的CM1和ProC3008中的CM2。

[0347] 用VerseneTM(Life  Technologies，目录15040‑066)分离NCI‑N87和SKOV3细胞，洗

涤，以150,000个细胞/孔涂铺于96孔板中，并在50μL一抗(双特异性抗体)中再悬浮。按照针

对NCI‑N87和SKOV3所述对Jurkat细胞进行计数和涂铺。从图13A‑13B中所指示的浓度开始

滴定一抗，然后在FACS染色缓冲液+2％  FBS(BD  Pharmingen，目录554656)中进行3倍连续

稀释，将其添加到细胞中。将细胞在4℃下摇动孵育约1小时，收获并用2×200μL  FACS染色

缓冲液洗涤。将细胞再悬浮于50μL  Alexa  647缀合的抗人IgG、F(ab')2片段特异性

抗体(1.5μg/ml，Jackson  ImmunoResearch，目录109‑605‑097)中，并在4℃下摇动孵育约1

小时。收获细胞，洗涤，并将其再悬浮于最终体积为200μL的含有2 .5μg/ml  7‑AAD(BD 

Biosciences，目录559925)的FACS染色缓冲液中。仅用二抗染色的细胞作为阴性对照。使用

AttuneTM  NxT流式细胞仪获取数据，并使用 V10.8.1计算活细胞的中位荧光强度

(MFI)。使用曲线拟合分析在GraphPad  Prism中绘制原始MFI数据图。

[0348] 图13A‑13B分别描绘了掩蔽的可激活短半衰期抗体ProC1446(SHL1)、ProC3007

(SHL2)、ProC3008(SHL2)和掩蔽抗体ProC1441(1/2TCB，不是可激活的短半衰期抗体)和未

掩蔽的(ProC1963(SHL1，无掩蔽体或Fc)、ProC1965和ProC306)抗CD3、抗HER2双特异性抗体

以及二抗(“仅二抗”，阴性对照)与NCI‑N87和SKOV3细胞(即，HER2结合)的结合。图13C描绘

了相同分子与Jurkat细胞的结合(即，CD3结合)。结果表明，相对于相应的未掩蔽形式，所有

掩蔽分子均表现出降低的与HER2和CD3的结合，这体现在掩蔽分子的结合曲线右移(即使在

最高浓度下结合也很低或没有结合)。EC50值是通过重复实验确定的。平均EC50值提供于下

表1中。

[0349] 表1.平均EC50
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[0350]

[0351] 结果表明，可激活短半衰期格式(SHL1和SHL2)中未掩蔽的抗HER2、抗CD3  TCB表现

出与相应未掩蔽的1/2TCB格式相当的CD3和HER2结合。相对于1/2TCB格式，对可激活短半衰

期格式观察到的HER2结合呈现适度增加的趋势。掩蔽的可激活短半衰期分子表现出高度减

弱的HER2和CD3结合，与对1/2TCB分子观察到的结合相当。掩蔽的1/2TCB分子(ProC1441)是

一种如图12左侧所描绘的分子，但缺少EM与Fab之间的第三可裂解部分(CM3)(1205)，这意

味着该分子不能裂解而释放EM。

[0352] 实施例6：双重掩蔽的可激活双特异性抗体的生物活性

[0353] 使用细胞毒性测定来测定完整的可激活双特异性抗体和重组产生的激活双特异

性抗体的生物活性。人PBMC是从HemaCare公司(Van  Nuys,CA)购买并且以10:1的比率与表

达Her2的癌细胞系NCI‑N87(ATCC)或SKOV3(ATCC)在补充有5％热灭活人血清的RPMI‑1640+

glutamax中共培养(Sigma，目录H3667)。测试图14A‑14B和15A‑15B中所指示的起始浓度下

的剂量反应，随后为共培养基中完整ProC1446(SHL1)、ProC3007(SHL2)、ProC3008(SHL2)、

ProC1441(1/2TCB)和重组产生的激活双特异性抗体ProC1963(SHL1)、ProC1965(SHL2)和

ProC306(1/2TCB)的3倍连续稀释液。48小时后，使用ONE‑GloTM荧光素酶分析系统(Promega,

Madison ,WI目录E6130)评估细胞毒性。使用 M200  Pro(Tecan  Trading  AG ,

Switzerland)测量发光度。在GraphPad  PRISM中使用曲线拟合分析计算并绘制细胞毒性百

分比。

[0354] 图14A和14B显示，重组产生的激活双特异性ProC1963(SHL1)和ProC1965(SHL2)的

效力与ProC306相比有所增加(EC50分别降低>1200倍和50倍)，如剂量反应曲线左移所示。

[0355] 图15A和15B显示，在这些测定中，完整双特异性ProC1446、ProC3007、ProC3008和

ProC1446被强烈掩蔽，如相对于它们重组产生的激活型式ProC1963和ProC1965剂量反应曲

线右移所示。

[0356] 图16A‑16D显示，在这些测定中，完整双特异性ProC1446、ProC3007、ProC3008和

ProC1441被强烈掩蔽，如相对于它们重组产生的激活型式ProC1963、ProC1965和ProC306剂

量反应曲线右移所示。

[0357] EC50值和掩蔽效率(ME)是通过重复实验确定的。结果提供于下表2A和2B中。

[0358] 表2A.平均EC50和掩蔽效率
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[0359]

[0360] N/A＝不适用

[0361] ND＝未测定

[0362] ProC1963的EC50比ProC306低约1200‑3000倍。ProC1965的EC50比ProC306的EC50

低50倍。结果表明，未掩蔽的可激活短寿命TCB格式与对照(ProC306)相比表现出更高的效

力，该对照在半衰期方面不可激活，即可裂解而释放EM。

[0363] 表2B.平均EC50和掩蔽效率

[0364]

[0365]

[0366] N/A＝不适用

[0367] ND＝未测定

[0368] 结果表明，掩蔽减弱了所有3种格式的活性：SHL1、SHL2和1/2TCB。

[0369] 实施例7：双重掩蔽的双特异性可激活抗体ProC3007和其相应的激活型式

ProC1965诱导小鼠中已建立的NCI‑N87肿瘤消退

[0370] 在本实施例中，分析完整的可激活双特异性抗体ProC3007(SHL2TCB)、ProC3008

(SHL2  TCB)、ProC1441和重组产生的靶向Her2和CD3ε的激活双特异性抗体ProC1965在人

PBMC移植的NOD  scid γ (NSG)小鼠中诱导已建立的NCI‑N87异种移植肿瘤消退或生长减少

的能力。

[0371] 人胃癌细胞系NCI‑N87是从ATCC获得，并根据既定程序在RPMI+Glutamax+10％ 

FBS中培养。纯化的冷冻人PBMC是从Hemacare公司,Van  Nuys,CA获得(捐赠者ID#D163477；

批号22077550)。NSGTM(NOD .Cg‑Prkdcscid  Il2rgtm1Wjl/SzJ)小鼠是从The  Jackson 
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Laboratories,Bar  Harbor,ME获得。

[0372] 第0天，在每只小鼠的右侧皮下接种1×106个于100μL  RPMI+Glutamax无血清培养

基(含有 )中的NCI‑N87细胞。将之前冷冻的来自单个捐赠者的PBMC解冻，并于第

7天以1:1的CD3+T细胞与肿瘤细胞比率施用(i.p.)。当肿瘤体积达到约125mm3时，将小鼠随

机分组，分配到处理组并根据表3进行i.v.给药。重组双特异性ProC1965(SHL2格式，无掩蔽

体和无Fc结构域)每周给药3次，以补偿预期的由于缺乏半衰期延长(Fc)结构域而导致的清

除率增加。ProC1965的剂量水平经过调整以适应分子量的差异。每周测量肿瘤体积两次。

0.5mpk群组中的一只小鼠被提前实施安乐死。随后，第21天和第25天时间点该群组的n＝7。

[0373] 表3.NCI‑N87异种移植研究C23‑005的组和剂量。

[0374] 组 计数 处理 剂量(mg/kg) 给药时间表

1 8 PBS+6％蔗糖 N/A QW 

2 8 ProC1965 0.15 每周3次

3 8 ProC1965 0.5 每周3次

4 8 ProC3007 0.3 QW 

5 8 ProC3007 1.0 QW 

6 8 ProC3008 0.3 QW 

7 8 ProC3008 1 QW 

8 8 ProC1441 1 QW

[0375] 图17是肿瘤体积与初始治疗剂量后天数的关系图。结果表明，完整的可激活双特

异性抗体ProC3007和重组产生的激活双特异性抗体ProC1965分别在1和0.5mpk时都诱导

NCI‑N87异种移植肿瘤消退。结果显示，本研究中ProC1965和ProC3007比ProC1441更有效。

在同等剂量水平下ProC3008具有与ProC1441相似的功效。

[0376] 第二次体内研究如上所述进行，但使用来自不同捐赠者(Hemacare，捐赠者ID#

D327579；批号21070049)的PBMC。在本研究中，一组双特异性可激活抗体包括重组产生的可

激活短半衰期双特异性抗体(ProC1446)和该可激活分子的相应重组产生的激活型式

(ProC1963，即具有ProC1446的结构但缺少掩蔽体和Fc结构域)。ProC1446和ProC1963如表4

所述进行给药，并评估它们在人PBMC移植的NSG小鼠中诱导已建立的NCI‑N87异种移植肿瘤

消退或生长减少的能力。ProC1963和ProC1446在本研究中均呈现出抗肿瘤活性，因此

ProC1963保留了诱导肿瘤消退的能力。

[0377] 表4：NCI‑N87异种移植研究C22‑014的剂量水平

[0378] 组 计数 处理 剂量(mg/kg) 给药时间表

1 8 PBS+6％蔗糖 N/A QW 

2 8 ProC1963 0.2 每周3次

3 8 ProC1963 0.6 每周3次

4 8 ProC1446 0.3 QW 

5 8 ProC1446 1.0 QW

[0379] N/A＝不适用实施例中的分子的序列及本文公开的其它序列列于下表5中。

[0380] 表5
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[0416]

[0417] *注意：X是赖氨酸残基或存在于C端。

[0418] **注意：N要么是腺嘌呤，形成赖氨酸的密码子，要么每个N都不存在，因此赖氨酸

的密码子不存在。
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[0419] 应了解尽管已结合本发明的详细描述对本发明进行描述，但先前描述意图说明而

非限制由随附权利要求书的范围限定的本发明的范围。其它方面、优势和修改在以上权利

要求书的范围内。

[0420] 本文提及的所有出版物、专利申请、专利以及其它参考文献均以引用的方式整体

并入。在冲突的情况下，将以本说明书为准，包括定义。材料、方法和实施例仅是说明性的，

并且不意图是限制性的。
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