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包含HIV-1包膜靶向臂的双特异性分子

(57)摘要

本发明涉及包括HIV‑1包膜靶向臂和靶向效

应细胞的臂的双特异性分子、包括这些双特异性

分子的组合物以及使用方法。在某些方面，本发

明的双特异性分子可以结合至两个不同细胞上

的两个不同的靶或表位，其中第一表位在不同于

第二表位的细胞类型上表达，以便所述双特异性

分子可以使两个细胞联合在一起。在某些方面，

本发明的双特异性分子可以结合两个不同的细

胞，其中所述双特异性分子包括具有A32、7B2、

CH27、CH28或CH44的结合特异性的臂。
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1.一种双特异性分子，其包含彼此共价结合的第一多肽链和第二多肽链，其中：

(I)所述第一多肽链在N‑末端至C‑末端方向包含：

(i)结构域(A)，其包含含有SEQ  ID  NO:78、SEQ  ID  NO:55、SEQ  ID  NO:68或SEQ  ID  NO:

74的轻链可变结构域(VL)的第一免疫球蛋白的轻链可变结构域(VL1)；

(ii)结构域(B)，其包含含有SEQ  ID  NO:51或SEQ  ID  NO:53的重链可变结构域(VH)的

第二免疫球蛋白的重链可变结构域(VH2)，其中结构域(A)和结构域(B)通过肽连接体1彼此

分开；和

(iii)结构域(C)，其包含包括K螺旋或E螺旋的异源二聚体促进结构域；其中所述结构

域(C)和结构域(B)被肽连接体2分开；

(II)所述第二多肽链在N‑末端至C‑末端方向包含：

(i)结构域(D)，其包含含有SEQ  ID  NO:52或SEQ  ID  NO:54的VL的第二免疫球蛋白的轻

链可变结构域(VL2)；

(ii)结构域(E)，其包含含有SEQ  ID  NO:77或SEQ  ID  NO:11的残基119‑241、SEQ  ID 

NO:56、SEQ  ID  NO:67或SEQ  ID  NO:73的VH的第一免疫球蛋白的重链可变结构域(VH1)，其

中结构域(D)和结构域(E)通过肽连接体1彼此分开；和

(iii)结构域(F)，其包含包括K螺旋或E螺旋的异源二聚体促进结构域；其中所述结构

域(F)和结构域(E)被肽连接体2分开并且其中：

所述结构域(A)和结构域(B)彼此不缔合形成表位结合位点；

所述结构域(D)和结构域(E)彼此不缔合形成表位结合位点；

所述结构域(A)和结构域(E)缔合以形成结合位点，所述结合位点与如下抗体一样结合

HIV‑1包膜：所述抗体包含SEQ  ID  NO:78的VL和SEQ  ID  NO:77或SEQ  ID  NO:11的残基119‑

241的VH、SEQ  ID  NO:55的VL和SEQ  ID  NO:56的VH，SEQ  ID  NO:68的VL和SEQ  ID  NO:67的VH

或SEQ  ID  NO:74的VL和SEQ  ID  NO:73的VH；

所述结构域(B)和结构域(D)缔合以形成结合位点，其结合CD3或CD16的表位；

所述K螺旋包含SEQ  ID  NO:19的残基240‑267和所述E螺旋包含SEQ  ID  NO:17的残基

249‑276；

肽连接体2包含SEQ  ID  NO:17的残基244‑248；并且

肽连接体1的长度为5、6、7、8、9、10、11、12、13、14或15个氨基酸。

2.权利要求1所述的双特异性分子，其中：

(I)(i)所述VL1包含SEQ  ID  NO:78的VL；

(ii)所述VH1包含SEQ  ID  NO:77或SEQ  ID  NO:11的残基119‑241的VH；

(iii)所述VL2包含SEQ  ID  NO:52的VL；和

(iv)所述VH2包含SEQ  ID  NO:51的VH；或其中

(II)(i)所述VL1包含SEQ  ID  NO:78的VL；

(ii)所述VH1包含SEQ  ID  NO:77或SEQ  ID  NO:11的残基119‑241的VH；

(iii)所述VL2包含SEQ  ID  NO:54的VL；和

(iv)所述VH2包含SEQ  ID  NO:53的VH；或其中

(III)(i)所述VL1包含SEQ  ID  NO:55的VL；

(ii)所述VH1包含SEQ  ID  NO:56的VH；
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(iii)所述VL2包含SEQ  ID  NO:52的VL；和

(iv)所述VH2包含SEQ  ID  NO:51的VH；或其中

(IV)(i)所述VL1包含SEQ  ID  NO:55的VL；

(ii)所述VH1包含SEQ  ID  NO:56的VH；

(iii)所述VL2包含SEQ  ID  NO:54的VL；和

(iv)所述VH2包含SEQ  ID  NO:53的VH；或其中

(V)(i)所述VL1包含SEQ  ID  NO:68的VL；

(ii)所述VH1包含SEQ  ID  NO:67的VH；

(iii)所述VL2包含SEQ  ID  NO:52的VL；和

(iv)所述VH2包含SEQ  ID  NO:51的VH；或其中

(VI)(i)所述VL1包含SEQ  ID  NO:68的VL；

(ii)所述VH1包含SEQ  ID  NO:67的VH；

(iii)所述VL2包含SEQ  ID  NO:54的VL；和

(iv)所述VH2包含SEQ  ID  NO:53的VH；或其中

(VII)(i)所述VL1包含SEQ  ID  NO:74的VL；

(ii)所述VH1包含SEQ  ID  NO:73的VH；

(iii)所述VL2包含SEQ  ID  NO:52的VL；和

(iv)所述VH2包含SEQ  ID  NO:51的VH；或其中

(VIII)(i)所述VL1包含SEQ  ID  NO:74的VL；

(ii)所述VH1包含SEQ  ID  NO:73的VH

(iii)所述VL2包含SEQ  ID  NO:54的VL；和

(iv)所述VH2包含SEQ  ID  NO:53的VH。

3.权利要求1所述的双特异性分子，其中所述双特异性分子进一步包括Fc结构域。

4.权利要求3所述的双特异性分子，其中

(i)所述第一多肽链进一步包括CH2‑CH3结构域，其中所述CH2‑CH3结构域和结构域(C)

被肽连接体3或间隔体‑连接体3分开；

(ii)所述双特异性分子进一步包括第三多肽链，其中所述第三多肽链在N‑末端至C‑末

端方向包含肽连接体3和CH2‑CH3结构域；和

(iii)所述第一多肽链的CH2‑CH3结构域和所述第三多肽链的CH2‑CH3结构域形成Fc

链。

5.权利要求4所述的双特异性分子，其中

(i)所述第一多肽链的CH2‑CH3结构域包含SEQ  ID  NO:42和所述第三多肽链的CH2‑CH3

结构域包含SEQ  ID  NO:43；或

(ii)所述第一多肽链的CH2‑CH3结构域包含SEQ  ID  NO:43和所述第三多肽链的CH2‑

CH3结构域包含SEQ  ID  NO:42。

6.权利要求5所述的双特异性分子，其中

(i)结构域(A)包含SEQ  ID  NO:78的VL；

(ii)结构域(B)包含SEQ  ID  NO:51的VH；

(iii)结构域(D)包含SEQ  ID  NO:52的VL；并且
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(iv)结构域(E)包含SEQ  ID  NO:77或SEQ  ID  NO:11的残基119‑241的VH；其中

所述第一多肽链进一步包含CH2‑CH3结构域，其中所述CH2‑CH3结构域和结构域(C)被

SEQ  ID  NO:50的间隔体‑连接体3分开；并且

其中所述第一多肽链的所述CH2‑CH3结构域包含SEQ  ID  NO:42并且所述第三多肽链的

所述CH2‑CH3结构域包含SEQ  ID  NO:43。

7.一种组合物，其包含权利要求1‑6中任一项所述的双特异性分子中的任一种或其任

意组合。

8.权利要求7所述的组合物，其进一步包含第二双特异性分子，所述第二双特异性分子

包含具有如下抗体的结合特异性的第一臂和靶向CD3或CD16的第二臂：包含SEQ  ID  NO:78

的VL和SEQ  ID  NO:77或SEQ  ID  NO:11的残基119‑241的VH的HIV‑1抗体、包含SEQ  ID  NO:55

的VL和SEQ  ID  NO:56的VH的HIV‑1抗体、包含SEQ  ID  NO:68的VL和SEQ  ID  NO:67的VH的

HIV‑1抗体或包含SEQ  ID  NO:74的VL和SEQ  ID  NO:73的VH的HIV‑1抗体，其中权利要求1‑6

所述的双特异性分子中的任一种和所述第二双特异性分子是不同的。

9.包含权利要求1‑6所述的双特异性分子中的任一种或所述双特异性分子中的任一种

的组合的组合物在制备用于治疗或预防有需要的受试者的HIV‑1感染的药物中的用途，其

中所述组合物以治疗有效量被施用于所述受试者。

10.权利要求9所述的用途，其中潜伏期激活剂被进一步施用于所述受试者。

11.权利要求10所述的用途，其中所述潜伏期激活剂是伏立诺他、罗咪酯肽、帕比司他、

戒酒硫、JQ1、苔藓抑制素、ΡΜΑ、离子霉素或其任意组合。

12.一种载体，其包含核酸，所述核酸包含编码权利要求1‑6中任一项所述的双特异性

分子的核苷酸。

13.一种组合物，其包含含有编码权利要求1‑6中任一项所述的双特异性分子的核酸的

载体。

14.潜伏期激活剂和包含双特异性分子的组合物在制备用于治疗或预防有需要的受试

者的HIV‑1感染的药物中的用途，其中所述双特异性分子包含彼此共价结合的第一多肽链

和第二多肽链，其中：

(I)所述第一多肽链在N‑末端至C‑末端方向包含：

(i)结构域(A)，其包含含有SEQ  ID  NO:78、SEQ  ID  NO:55、SEQ  ID  NO:68或SEQ  ID  NO:

74的轻链可变结构域(VL)的第一免疫球蛋白的轻链可变结构域(VL1)；

(ii)结构域(B)，其包含含有SEQ  ID  NO:51或SEQ  ID  NO:53的重链可变结构域(VH)的

第二免疫球蛋白的重链可变结构域(VH2)，其中结构域(A)和结构域(B)通过肽连接体1彼此

分开；和

(iii)结构域(C)，其包含包括K螺旋或E螺旋的异源二聚体促进结构域；其中所述结构

域(C)和结构域(B)被肽连接体2分开；

(II)所述第二多肽链在N‑末端至C‑末端方向包含：

(i)结构域(D)，其包含含有SEQ  ID  NO:52或SEQ  ID  NO:54的VL的第二免疫球蛋白的轻

链可变结构域(VL2)；

(ii)结构域(E)，其包含含有SEQ  ID  NO:77或SEQ  ID  NO:11的残基119‑241、SEQ  ID 

NO:56、SEQ  ID  NO:67或SEQ  ID  NO:73的VH的第一免疫球蛋白的重链可变结构域(VH1)的结
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合区域，其中结构域(D)和结构域(E)通过肽连接体1彼此分开；和

(iii)结构域(F)，其包含包括K螺旋或E螺旋的异源二聚体促进结构域；其中所述结构

域(F)和结构域(E)被肽连接体2分开，并且其中：

所述结构域(A)和结构域(B)彼此不缔合形成表位结合位点；

所述结构域(D)和结构域(E)彼此不缔合形成表位结合位点；

所述结构域(A)和结构域(E)缔合以形成结合位点，所述结合位点与如下抗体一样结合

HIV‑1包膜：所述抗体包含SEQ  ID  NO:78的VL和SEQ  ID  NO:77或SEQ  ID  NO:11的残基119‑

241的VH、SEQ  ID  NO:55的VL和SEQ  ID  NO:56的VH，SEQ  ID  NO:68的VL和SEQ  ID  NO:67的VH

或SEQ  ID  NO:74的VL和SEQ  ID  NO:73的VH；

所述结构域(B)和结构域(D)缔合以形成结合位点，其结合CD3或CD16的表位；

所述K螺旋包含SEQ  ID  NO:19的残基240‑267和所述E螺旋包含SEQ  ID  NO:17的残基

249‑276；

肽连接体2包含SEQ  ID  NO:17的残基244‑248；并且

肽连接体1的长度为5、6、7、8、9、10、11、12、13、14或15个氨基酸。

15.权利要求14所述的用途，其中：

(I)(i)所述VL1包含SEQ  ID  NO:78的VL；

(ii)所述VH1包含SEQ  ID  NO:77或SEQ  ID  NO:11的残基119‑241的VH；

(iii)所述VL2包含SEQ  ID  NO:52的VL；和

(iv)所述VH2包含SEQ  ID  NO:51的VH；

(II)(i)所述VL1包含SEQ  ID  NO:78的VL；

(ii)所述VH1包含SEQ  ID  NO:77或SEQ  ID  NO:11的残基119‑241的VH；

(iii)所述VL2包含SEQ  ID  NO:54的VL；和

(iv)所述VH2包含SEQ  ID  NO:53的VH；

(III)(i)所述VL1包含SEQ  ID  NO:55的VL；

(ii)所述VH1包含SEQ  ID  NO:56的VH；

(iii)所述VL2包含SEQ  ID  NO:52的VL；和

(iv)所述VH2包含SEQ  ID  NO:51的VH；

(IV)(i)所述VL1包含SEQ  ID  NO:55的VL；

(ii)所述VH1包含SEQ  ID  NO:56的VH；

(iii)所述VL2包含SEQ  ID  NO:54的VL；和

(iv)所述VH2包含SEQ  ID  NO:53的VH；

(V)(i)所述VL1包含SEQ  ID  NO:68的VL；

(ii)所述VH1包含SEQ  ID  NO:67的VH；

(iii)所述VL2包含SEQ  ID  NO:52的VL；和

(iv)所述VH2包含SEQ  ID  NO:51的VH；

(VI)(i)所述VL1包含SEQ  ID  NO:68的VL；

(ii)所述VH1包含SEQ  ID  NO:67的VH；

(iii)所述VL2包含SEQ  ID  NO:54的VL；和

(iv)所述VH2包含SEQ  ID  NO:53的VH；或
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(VII)(i)所述VL1包含SEQ  ID  NO:74的VL；

(ii)所述VH1包含SEQ  ID  NO:73的VH；

(iii)所述VL2包含SEQ  ID  NO:52的VL；和

(iv)所述VH2包含SEQ  ID  NO:51的VH；

(VIII)(i)所述VL1包含SEQ  ID  NO:74的VL；

(ii)所述VH1包含SEQ  ID  NO:73的VH；

(iii)所述VL2包含SEQ  ID  NO:54的VL；和

(iv)所述VH2包含SEQ  ID  NO:53的VH。

16.权利要求14‑15中任一项所述的用途，其中所述双特异性分子进一步包括Fc结构

域。

17.权利要求16所述的用途，其中

(i)所述第一多肽链进一步包括CH2‑CH3结构域，其中所述CH2‑CH3结构域和结构域(C)

被肽连接体3或间隔体‑连接体3分开；

(ii)所述双特异性分子进一步包括第三多肽链，其中所述第三多肽链在N‑末端至C‑末

端方向包含肽连接体3和CH2‑CH3结构域；和

(iii)所述第一多肽链的CH2‑CH3结构域和所述第三多肽链的CH2‑CH3结构域形成Fc

链。

18.权利要求17所述的用途，其中

(i)所述第一多肽链的CH2‑CH3结构域包含SEQ  ID  NO:42和所述第三多肽链的CH2‑CH3

结构域包含SEQ  ID  NO:43；或

(ii)所述第一多肽链的CH2‑CH3结构域包含SEQ  ID  NO:43和所述第三多肽链的CH2‑

CH3结构域包含SEQ  ID  NO:42。

19.权利要求18所述的用途，其中：

(i)结构域(A)包含SEQ  ID  NO:78的VL；

(ii)结构域(B)包含SEQ  ID  NO:51的VH；

(iii)结构域(D)包含SEQ  ID  NO:52的VL；并且

(iv)结构域(E)包含SEQ  ID  NO:77或SEQ  ID  NO:11的残基119‑241的VH；其中

所述第一多肽链进一步包含CH2‑CH3结构域，其中所述CH2‑CH3结构域和结构域(C)被

SEQ  ID  NO:50的间隔体‑连接体3分开；并且

其中所述第一多肽链的所述CH2‑CH3结构域包含SEQ  ID  NO:42并且所述第三多肽链的

所述CH2‑CH3结构域包含SEQ  ID  NO:43。

20.权利要求14所述的用途，其中所述组合物进一步包含第二双特异性结合分子，所述

第二双特异性结合分子包含具有如下抗体的结合特异性的第一臂和靶向CD3或CD16的第二

臂：包含SEQ  ID  NO:78的VL和SEQ  ID  NO:77或SEQ  ID  NO:11的残基119‑241的VH的HIV‑1抗

体、包含SEQ  ID  NO:55的VL和SEQ  ID  NO:56的VH的HIV‑1抗体、包含SEQ  ID  NO:68的VL和

SEQ  ID  NO:67的VH的HIV‑1抗体或包含SEQ  ID  NO:74的VL和SEQ  ID  NO:73的VH的HIV‑1抗

体，和其中所述双特异性分子和所述第二双特异性分子是不同的。

21.权利要求14所述的用途，其中所述潜伏期激活剂是伏立诺他、罗咪酯肽、帕比司他、

戒酒硫、JQ1、苔藓抑制素、PMA、离子霉素或其任意组合。
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22.权利要求1所述的双特异性分子，其中：

所述结构域(A)包含SEQ  ID  NO:78的VL；

所述结构域(Ε)包含SEQ  ID  NO:77的VH；和

所述结构域(B)和结构域(D)缔合以形成结合位点，其结合CD3的表位。

23.权利要求1所述的双特异性分子，其中：

所述结构域(A)包含SEQ  ID  NO:78的VL；

所述结构域(Ε)包含SEQ  ID  NO:77的VH；

所述结构域(B)包含SEQ  ID  NO:51的VH；和

所述结构域(D)包含SEQ  ID  NO:52的VL。

24.权利要求1所述的双特异性分子，其中：

所述结构域(A)包含SEQ  ID  NO:78的VL；

所述结构域(Ε)包含SEQ  ID  NO:11的残基119‑241的VH；和

所述结构域(B)和结构域(D)缔合以形成结合位点，其结合CD3的表位。

25.权利要求1所述的双特异性分子，其中：

所述结构域(A)包含SEQ  ID  NO:78的VL；

所述结构域(Ε)包含SEQ  ID  NO:11的残基119‑241的VH；

所述结构域(B)包含SEQ  ID  NO:51的VH；和

所述结构域(D)包含SEQ  ID  NO:52的VL。

26.权利要求1所述的双特异性分子，其中：

所述结构域(A)包含SEQ  ID  NO:78的VL；

所述结构域(Ε)包含SEQ  ID  NO:77的VH；和

所述结构域(B)和结构域(D)缔合以形成结合位点，其结合CD16的表位。

27.权利要求1所述的双特异性分子，其中：

所述结构域(A)包含SEQ  ID  NO:78的VL；

所述结构域(Ε)包含SEQ  ID  NO:77的VH；

所述结构域(B)包含SEQ  ID  NO:53的VH；和

所述结构域(D)包含SEQ  ID  NO:54的VL。

28.权利要求1所述的双特异性分子，其中：

所述结构域(A)包含SEQ  ID  NO:78的VL；

所述结构域(Ε)包含SEQ  ID  NO:11的残基119‑241的VH；和

所述结构域(B)和结构域(D)缔合以形成结合位点，其结合CD16的表位。

29.权利要求1所述的双特异性分子，其中：

所述结构域(A)包含SEQ  ID  NO:78的VL；

所述结构域(Ε)包含SEQ  ID  NO:11的残基119‑241的VH；

所述结构域(B)包含SEQ  ID  NO:53的VH；和

所述结构域(D)包含SEQ  ID  NO:54的VL。

30.权利要求1所述的双特异性分子，其中：

所述结构域(A)包含SEQ  ID  NO:55的VL；

所述结构域(Ε)包含SEQ  ID  NO:56的VH；和
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所述结构域(B)和结构域(D)缔合以形成结合位点，其结合CD3的表位。

31.权利要求1所述的双特异性分子，其中：

所述结构域(A)包含SEQ  ID  NO:55的VL；

所述结构域(Ε)包含SEQ  ID  NO:56的VH；和

所述结构域(B)包含SEQ  ID  NO:51的VH；和

所述结构域(D)包含SEQ  ID  NO:52的VL。

32.权利要求1所述的双特异性分子，其中：

所述结构域(A)包含SEQ  ID  NO:55的VL；

所述结构域(Ε)包含SEQ  ID  NO:56的VH；和

所述结构域(B)和结构域(D)缔合以形成结合位点，其结合CD16的表位。

33.权利要求1所述的双特异性分子，其中：

所述结构域(A)包含SEQ  ID  NO:55的VL；

所述结构域(Ε)包含SEQ  ID  NO:56的VH；

所述结构域(B)包含SEQ  ID  NO:53的VH；和

所述结构域(D)包含SEQ  ID  NO:54的VL。

34.权利要求22‑33中任一项所述的双特异性分子，其中所述双特异性分子进一步包括

Fc结构域。

35.权利要求34所述的双特异性分子，其中：

(i)所述第一多肽链进一步包括CH2‑CH3结构域，其中所述CH2‑CH3结构域和结构域(C)

被肽连接体3或间隔体‑连接体3分开；

(ii)所述双特异性分子进一步包括第三多肽链，其中所述第三多肽链在N‑末端至C‑末

端方向包含肽连接体3和CH2‑CH3结构域；和

(iii)所述第一多肽链的CH2‑CH3结构域和所述第三多肽链的CH2‑CH3结构域形成所述

Fc结构域。

36.一种组合物，其包含权利要求22‑33中任一项所述的双特异性分子。

37.权利要求36所述的组合物，其进一步包含第二双特异性分子，所述第二双特异性分

子包含具有包含SEQ  ID  NO:78的VL和SEQ  ID  NO:77或SEQ  ID  NO:11的残基119‑241的VH、

SEQ  ID  NO:55的VL和SEQ  ID  NO:56的VH，SEQ  ID  NO:68的VL和SEQ  ID  NO:67的VH或SEQ  ID 

NO:74的VL和SEQ  ID  NO:73的VH的抗体的结合特异性的第一臂和靶向CD3或CD16的第二臂，

其中权利要求22‑23所述的双特异性分子中的任一种和所述第二双特异性分子是不同的。

38.包含权利要求22‑33所述的双特异性分子中的任一种或所述双特异性分子的任一

种的组合的组合物在制备用于治疗或预防有需要的受试者的HIV‑1感染的药物中的用途，

其中所述组合物以治疗有效量被施用于所述受试者。

39.权利要求38所述的用途，其中潜伏期激活剂被进一步施用于所述受试者。
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包含HIV‑1包膜靶向臂的双特异性分子

[0001] 本发明要求美国系列号62/056,834(2014年9月29日提交)和美国系列号62/206,

586(2015年8月18提交)的利益和优先权，其内容通过引用以其整体并入本文。

[0002] 该专利公开包含受版权保护的材料。版权所有者不反对任何人对在美国专利商标

局专利文档或记录中出现的专利文件或专利公开内容进行复制，但在其他方面保留任何和

所有版权。

[0003] 本文引用的所有专利，专利申请和出版物通过引用以其整体并入本文。这些出版

物的公开以其整体通过引用并入本申请中，以便更全面地描述截止本文所述的发明之日，

本领域技术人员已知的现有技术状态。

[0004] 政府支持

[0005] 本发明是在国立卫生研究院批准的批准号为U19AI067854和UM1AI100645的政府

支持下进行的。政府在本发明中具有某些权利。

技术领域

[0006] 本发明涉及HIV‑1抗体和包含HIV‑1结合结构域和效应细胞结合结构域的双特异

性分子，以及它们的用途。

背景技术

[0007] 高效抗逆转录病毒疗法(HAART)已经有效地降低病毒负荷并减轻感染个体中HIV‑

1感染的影响。然而，尽管有这种疗法，由于逃避这种治疗的HIV感染的细胞的潜伏库

(latent  reservoir)，病毒仍存留于个体中。因此，需要用于治疗HIV‑1感染的个体的治疗

剂以及靶向病毒感染的细胞并且具有减小HIV‑1感染的细胞的潜伏库的潜力的剂。

[0008] 发明概述

[0009] 本发明涉及双特异性分子，例如形成抗体的共价连接的多肽链、共价双抗体和/或

共价双抗体分子及其在治疗HIV‑1中的用途。在某些方面，本发明的双特异性分子可以结合

至两个不同细胞上的两个不同的靶标或表位，其中第一表位相比第二表位在不同的细胞类

型上表达，以便所述双特异性分子可以使两个细胞联合在一起。在某些方面，本发明的双特

异性分子可以结合至两个不同的细胞，其中所述双特异性分子包括具有A32、7B2、CH27、

CH28或CH44的结合特异性的臂，该臂结合至在第一细胞(例如HIV感染的细胞)上表达的

HIV‑1包膜，以及包括第二臂，所述第二臂对在不同于第一细胞的细胞类型上表达的表位具

有结合特异性，以便所述双特异性分子可以使两个细胞联合在一起。在某些实施方案中，第

二细胞在表达CD3或CD16的效应细胞中。

[0010] 在某些实施方案中，即使在可能不知道特异性表位的情况下，抗体特异性结合至

特定靶标，肽或多糖(如存在于病原体表面上的抗原，例如gpl20、gp41或CD3)，并且不会大

量结合至存在于样品或者受试者中的其他蛋白质或多糖。可以通过本领域已知的方法确定

特异性结合。各种竞争性结合试验是本领域已知的。关于抗体抗原复合物，在某些实施方案

中，抗原和抗体的特异性结合具有小于约106摩尔的KD，诸如小于约106摩尔、107摩尔、108摩
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尔、109摩尔或甚至小于约1010摩尔的KD。

[0011] 在某些方面，本发明提供了双特异性分子，其包括彼此共价结合的第一多肽链和

第二多肽链，其中：

[0012] (I)所述第一多肽链在N‑末端至C‑末端方向包括：

[0013] (i)结构域(A)，其包括具有A32、7B2、CH28或CH44HIV‑1包膜抗体的结合特异性的

第一免疫球蛋白的轻链可变结构域(VL1)的结合区域；

[0014] (ii)结构域(B)，其包括对表位(2)特异性的第二免疫球蛋白的重链可变结构域

(VH2)的结合区域，其中结构域(A)和(B)通过肽连接体1彼此分开；和

[0015] (iii)结构域(C)，其包括包含K螺旋或E螺旋的异源二聚体促进结构域；其中异源

二聚体促进结构域(C)和结构域(B)被肽连接体2分开；

[0016] (II)所述第二多肽链在N‑末端至C‑末端方向包括：

[0017] (i)结构域(D)，其包括对表位(2)特异性的第二免疫球蛋白的轻链可变结构域

(VL2)的结合区域；

[0018] (ii)结构域(E)，其包括具有A32、7B2、CH28或CH44HIV‑1抗体的结合特异性的第一

免疫球蛋白的重链可变结构域(VH1)的结合区域，其中结构域(D)和(E)通过肽连接体1彼此

分开；和

[0019] (iii)结构域(F)，其包括包含K螺旋或E螺旋的异源二聚体促进结构域；其中异源

二聚体促进结构域(F)和结构域(E)被肽连接体2分开；并且其中：

[0020] 所述结构域(A)和(B)彼此不缔合形成表位结合位点；

[0021] 所述结构域(D)和(E)彼此不缔合形成表位结合位点；

[0022] 和

[0023] 所述结构域(A)和(E)缔合以形成结合位点，其像A32、7B2、CH28或CH44抗体一样结

合HIV‑1包膜(1)；并且所述结构域(B)和(D)缔合以形成结合表位(2)的结合位点。

[0024] 在某些方面，本发明提供了双特异性分子，其包括第一多肽链、第二多肽链和第三

多肽链，其中一些多肽共价结合(见图8)，并且其中：

[0025] (I)所述第一多肽链在N‑末端至C‑末端方向包括：

[0026] (i)结构域(A)，其包括具有A32、7B2、CH28或CH44HIV‑1抗体的结合特异性的第一

免疫球蛋白的轻链可变结构域(VL1)的结合区域；

[0027] (ii)结构域(B)，其包括对表位(2)特异性的第二免疫球蛋白的重链可变结构域

(VH2)的结合区域，其中结构域(A)和(B)通过肽连接体1彼此分开；

[0028] (iii)结构域(C)，其包括包含K螺旋或E螺旋的异源二聚体促进结构域；其中异源

二聚体促进结构域(C)和结构域(B)被肽连接体2分开；

[0029] (iv)CH2‑CH3结构域，其中所述CH2‑CH3结构域和结构域(C)被肽连接体3或间隔

体‑连接体3分开；

[0030] (II)所述第二多肽链在N‑末端至C‑末端方向包括：

[0031] (i)结构域(D)，其包括对表位(2)特异性的第二免疫球蛋白的轻链可变结构域

(VL2)的结合区域；

[0032] (ii)结构域(E)，其包括具有A32、7B2、CH28或CH44HIV‑1抗体的结合特异性的第一

免疫球蛋白的重链可变结构域(VH1)的结合区域，其中结构域(D)和(E)通过肽连接体1彼此
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分开；

[0033] (iii)结构域(F)，其包括包含K螺旋或E螺旋的异源二聚体促进结构域；其中异源

二聚体促进结构域(F)和结构域(E)被肽连接体2分开；

[0034] (III)所述第三多肽链在N‑末端至C‑末端方向包括：

[0035] (i)肽连接体3，

[0036] (ii)CH2‑CH3结构域，并且其中：

[0037] 所述结构域(A)和(B)彼此不缔合形成表位结合位点；

[0038] 所述结构域(D)和(E)彼此不缔合形成表位结合位点；

[0039] 所述结构域(A)和(E)缔合以形成结合位点，其像A32、7B2、CH28或CH44抗体一样结

合HIV‑1包膜(1)；

[0040] 所述结构域(B)和(D)缔合以形成结合表位(2)的结合位点；和

[0041] 第一和第三多肽的所述CH2‑CH3结构域形成Fc链。

[0042] 一种双特异性分子，其包括第一多肽链、第二多肽链和第三多肽链，其中一些多肽

共价结合(见图8)，并且其中：

[0043] (I)所述第一多肽链在N‑末端至C‑末端方向包括：

[0044] (i)肽连接体3，之后是CH2‑CH3结构域；

[0045] (ii)结构域(A)，其包括具有A32、7B2、CH28或CH44HIV‑1抗体的结合特异性的第一

免疫球蛋白的轻链可变结构域(VL1)的结合区域，其中所述CH2‑CH3结构域和结构域(A)被

肽连接体4分开；

[0046] (iii)结构域(B)，其包括对表位(2)特异性的第二免疫球蛋白的重链可变结构域

(VH2)的结合区域，其中结构域(A)和(B)通过肽连接体1彼此分开；

[0047] (iv)结构域(C)，其包括包含K螺旋或E螺旋的异源二聚体促进结构域；其中异源二

聚体促进结构域(C)和结构域(B)被肽连接体2分开；

[0048] (II)所述第二多肽链在N‑末端至C‑末端方向包括：

[0049] (i)结构域(D)，其包括对表位(2)特异性的第二免疫球蛋白的轻链可变结构域

(VL2)的结合区域；

[0050] (ii)结构域(E)，其包括具有A32、7B2、CH28或CH44HIV‑1抗体的结合特异性的第一

免疫球蛋白的重链可变结构域(VH1)的结合区域，其中结构域(D)和(E)通过肽连接体1彼此

分开；

[0051] (iii)结构域(F)，其包括包含K螺旋或E螺旋的异源二聚体促进结构域；其中异源

二聚体促进结构域(F)和结构域(E)被肽连接体2分开；

[0052] (III)所述第三多肽链在N‑末端至C‑末端方向包括：

[0053] (i)肽连接体3，

[0054] (ii)CH2‑CH3结构域，并且其中：

[0055] 所述结构域(A)和(B)彼此不缔合形成表位结合位点；

[0056] 所述结构域(D)和(E)彼此不缔合形成表位结合位点；

[0057] 所述结构域(A)和(E)缔合以形成结合位点，其像A32、7B2、CH28或CH44抗体一样结

合HIV‑1包膜(1)；

[0058] 所述结构域(B)和(D)缔合以形成结合表位(2)的结合位点；和
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[0059] 第一和第三多肽的所述CH2‑CH3结构域形成Fc链。

[0060] 在某些实施方案中，多肽链1的CH2‑CH3结构域为“杵(knob)”设计，以及第三多肽

链的CH2‑CH3结构域为“臼(hole)”设计，或反之亦然。

[0061] 在某些实施方案中，表位(2)为CD3表位或CD16表位。在某些实施方案中，双特异性

分子以A32抗体的特异性结合HIV包膜，并且也结合CD3。在某些实施方案中，双特异性分子

以7B2抗体的特异性结合HIV包膜，并且也结合CD3。在某些实施方案中，双特异性分子以

CH28抗体的特异性结合HIV包膜，并且也结合CD3。在某些实施方案中，双特异性分子以CH44

抗体的特异性结合HIV包膜，并且也结合CD3。在某些实施方案中，双特异性分子以A32抗体

的特异性结合HIV包膜，并且也结合CD16。在某些实施方案中，双特异性分子以7B2抗体的特

异性结合HIV包膜，并且也结合CD16。在某些实施方案中，双特异性分子以CH28抗体的特异

性结合HIV包膜，并且也结合CD16。在某些实施方案中，双特异性分子以CH44抗体的特异性

结合HIV包膜，并且也结合CD16。

[0062] 在某些实施方案中，结构域(A)和(E)缔合以形成结合位点，其以A32、7B2、CH28或

CH44抗体的结合特异性结合HIV‑1包膜。在某些实施方案中，结构域(A)和(E)缔合以形成结

合位点，其结合A32、7B2、CH27、CH28或CH44HIV‑1抗体表位。

[0063] 在某些实施方案中，A32免疫球蛋白(VL1)的结构域(A)结合区域包括VL‑A32CDR3、

CDR2和CDR1。在某些实施方案中，其中A32免疫球蛋白(VH1)的结构域(E)结合区域包括VH‑

A32CDR3、CDR2和CDR1。在某些实施方案中，7B2免疫球蛋白(VL1)的结构域(A)结合区域包括

VL‑7B2CDR3、CDR2和CDR1。在某些实施方案中，7B2免疫球蛋白(VH1)的结构域(E)结合区域

包括VH‑7B2CDR3、CDR2和CDR1。在某些实施方案中，CH28免疫球蛋白(VL1)的结构域(A)结合

区域包括VL‑CH28CDR3、CDR2和CDR1。在某些实施方案中，CH28免疫球蛋白(VH1)的结构域

(E)结合区域包括VH‑CH28CDR3、CDR2和CDR1。在某些实施方案中，CH44免疫球蛋白(VL1)的

结构域(A)结合区域包括VL‑CH44CDR3、CDR2和CDR1。在某些实施方案中，CH44免疫球蛋白

(VH1)的结构域(E)结合区域包括VH‑CH44CDR3、CDR2和CDR1。

[0064] 在某些实施方案中，结构域(A)包括VL‑A32、VL‑7B2、VL‑CH28或VL‑CH44。在某些实

施方案中，结构域(E)包括VH‑A32、VH‑7B2、VH‑CH28、VH‑CH44。

[0065] 在某些实施方案中，第一多肽包括SEQ  ID  NO:9、SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID  NO:17、

SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID  NO:25或SEQ  ID  NO:44。在某些实施方案中，第二多肽包括SEQ  ID 

NO:11、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:19、SEQ  ID  NO:23、SEQ  ID  NO:27或SEQ  ID  NO:45。在某

些实施方案中，双特异性分子包括互补的第二多肽，并且其中所述第二多肽包括SEQ  ID 

NO:11、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:19、SEQ  ID  NO:23、SEQ  ID  NO:27或SEQ  ID  NO:45。

[0066] 在某些实施方案中，双特异性分子包括SEQ  ID  NO:9、SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID  NO:

17、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID  NO:25或SEQ  ID  NO:44的第一多肽和SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:

15、SEQ  ID  NO:19、SEQ  ID  NO:23、SEQ  ID  NO:27或SEQ  ID  NO:45的第二多肽。

[0067] 在某些实施方案中，双特异性分子包括SEQ  ID  NO:9的第一多肽和SEQ  ID  NO:11

的互补的第二多肽。在某些实施方案中，双特异性分子包括SEQ  ID  NO:13的第一多肽和SEQ 

ID  NO:15的互补的第二多肽。在某些实施方案中，双特异性分子包括SEQ  ID  NO:17的第一

多肽和SEQ  ID  NO:19的互补的第二多肽。在某些实施方案中，双特异性分子包括SEQ  ID 

NO:21的第一多肽和SEQ  ID  NO:23的互补的第二多肽。在某些实施方案中，双特异性分子包
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括SEQ  ID  NO:25的第一多肽和SEQ  ID  NO:27的互补的第二多肽。

[0068] 在某些实施方案中，双特异性分子包括(基本上由以下组成)SEQ  ID  NO:9、SEQ  ID 

NO:13、SEQ  ID  NO:17、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID  NO:25或SEQ  ID  NO:44的第一多肽和SEQ  ID 

NO:11、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:19、SEQ  ID  NO:23、SEQ  ID  NO:27或SEQ  ID  NO:45的第二

多肽。

[0069] 在某些实施方案中，双特异性分子包括(由以下组成)：SEQ  ID  NO:9、SEQ  ID  NO:

13、SEQ  ID  NO:17、SEQ  ID  NO:21、SEQ  ID  NO:25或SEQ  ID  NO:44的第一多肽和SEQ  ID  NO:

11、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:19、SEQ  ID  NO:23、SEQ  ID  NO:27或SEQ  ID  NO:45的第二多

肽。

[0070] 在某些实施方案中，双特异性分子包括SEQ  ID  NO:46、47和48。在某些实施方案

中，双特异性分子基本上由SEQ  ID  NO:46、47和48组成。在某些实施方案中，双特异性分子

由SEQ  ID  NO:46、47和48组成。在某些实施方案中，双特异性分子的第一多肽包括SEQ  ID 

NO:46，双特异性分子的第二多肽包括SEQ  ID  NO:47，和双特异性分子的第三多肽包括SEQ 

ID  NO:48。

[0071] 在某些方面，本发明提供了一种组合物，其包括任何一种双特异性分子或其任何

组合。在某些实施方案中，组合物包括包含双特异性分子的组合物，所述双特异性分子包括

具有HIV‑1抗体A32、HIV‑1抗体7B2、HIV‑1抗体CH28、HIV‑1抗体CH44的结合特异性的第一臂

和靶向CD3或CD16的第二臂。在某些实施方案中，双特异性分子包括Fc部分或延长其血清半

衰期的任何其他修饰。在某些实施方案中，组合物进一步包括第二双特异性分子，所述第二

双特异性分子包括具有HIV‑1抗体A32、HIV‑1抗体7B2、HIV‑1抗体CH28、HIV‑1抗体CH44的结

合特异性的第一臂和靶向CD3或CD16的第二臂，其中第一和第二双特异性分子是不同的。

[0072] 在某些方面，本发明提供了一种在需要其的受试者中治疗或预防HIV‑1感染的方

法，其包括以治疗上有效的量向受试者施用组合物，所述组合物包括本发明的任何一种双

特异性分子或任何一种双特异性分子的组合。在某些实施方案中，要求保护的方法进一步

包括施用潜伏期激活剂。在一些实施方案中，所述潜伏期激活剂为伏立诺他(vorinostat)、

罗咪酯肽(romidepsin)、帕比司他(panobinostat)、戒酒硫(disulfiram)、JQ1、苔藓抑制

素、PMA、离子霉素(inonomycin)或其任何组合。

[0073] 在某些方面，本发明提供了核酸，其包括编码本发明的双特异性分子的核苷酸。在

某些方面，本发明提供了一种载体，其包括核酸，所述核酸包括编码本发明的双特异性分子

的核苷酸。也提供了组合物，其包括载体，所述载体包括编码双特异性分子的核酸。在某些

方面，本发明提供了一种细胞系，其包括编码本发明的双特异性分子的载体或核酸，其中所

述载体编码用于本发明的双特异性分子的表达的多肽链，例如多肽链1和多肽链2或多肽链

1、多肽链2和多肽链3。在某些实施方案中，载体适合于基因递送和表达。在某些实施方案

中，载体为腺病毒载体、基于腺伴随病毒的载体或其组合。

[0074] 在某些方面，本发明提供了一种双特异性分子，其包括具有双亲和力重靶向试剂

(DART)的多肽，其中所述DART包括双抗体分子，所述双抗体分子包括彼此共价结合的第一

多肽链和第二多肽链，其中：

[0075] (A)所述第一多肽链包括：

[0076] (i)结构域(A)，其包括对第一表位(1)特异性的第一免疫球蛋白的轻链可变结构
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域(VL1)的结合区域；其中第一VL1包括来自A32、7B2、CH27、CH28或CH44HIV‑1抗体的VL或

VLCDR1、VLCDR2和VLCDR3、基本上由来自A32、7B2、CH27、CH28或CH44HIV‑1抗体的VL或

VLCDR1、VLCDR2和VLCDR3组成、由来自A32、7B2、CH27、CH28或CH44HIV‑1抗体的VL或VLCDR1、

VLCDR2和VLCDR3组成。

[0077] (ii)结构域(B)，其包括对第二靶标例如表位(2)特异性的第二免疫球蛋白的重链

可变结构域(VH2)的结合区域，其中结构域(A)和结构域(B)通过肽连接体彼此分开；和

[0078] (iii)结构域(C)，其包括异源二聚体促进结构域；

[0079] (B)所述第二多肽链包括：

[0080] (i)结构域(D)，其包括对表位(2)特异性的第二免疫球蛋白的轻链可变结构域

(VL2)的结合区域；

[0081] (ii)结构域(E)，其包括对第一表位(1)特异性的第一免疫球蛋白的重链可变结构

域(VH1)的结合区域；其中第一VH1包括来自A32、7B2、CH27、CH28或CH44HIV‑1抗体的VH或

VHCDR1、VHCDR2和VHCDR3、基本上由来自A32、7B2、CH27、CH28或CH44HIV‑1抗体的VH或

VHCDR1、VHCDR2和VHCDR3组成、由来自A32、7B2、CH27、CH28或CH44HIV‑1抗体的VH或VHCDR1、

VHCDR2和VHCDR3组成，其中结构域(D)和(E)通过肽连接体彼此分开，和

[0082] (iii)结构域(F)，其包括异源二聚体促进结构域，并且其中：

[0083] 所述结构域(A)和(B)彼此不缔合形成表位结合位点；

[0084] 所述结构域(D)和(E)彼此不缔合形成表位结合位点；

[0085] 所述结构域(A)和(E)缔合以形成结合位点，其结合A32、7B2、CH27、CH28或

CH44HIV‑1抗体表位(1)；所述结构域(B)和(D)缔合以形成结合第二靶标例如表位(2)的结

合位点。

[0086] 在某些实施方案中，本发明提供了双特异性分子，其中HIV抗体VH和VL结构域以及

CD3和CD16VH和VL结构域处于不同的取向。例如，在非限制性实施方案中，多肽链1中的VL1

结构域来自CD3，且VH2结构域来自HIV包膜结合抗体。在该实施方案中，多肽2的VH1结构域

来自CD3，且VL2结构域来自HIV包膜结合抗体。

[0087] 在某些方面，本发明提供了能够特异性结合至HIV‑1包膜和结合至CD3的表位的双

特异性分子，其中所述双特异性分子包括彼此共价结合的第一多肽链和第二多肽链，其中：

[0088] A.所述第一多肽链在N‑末端至C‑末端方向包括：

[0089] i.结构域1，其包括：

[0090] (1)亚结构域(1A)，其包括能够结合至CD3的单克隆抗体的VL结构域(VLCD3)；和

[0091] (2)亚结构域(1B)，其包括能够结合至HIV‑1的单克隆抗体的VH结构域(VHHIV‑1)，

[0092] 其中所述亚结构域1A和1B通过肽连接体(例如SEQ  ID  NO:1)彼此分开；

[0093] ii.结构域2，其中所述结构域2为E‑螺旋结构域(例如SEQ  ID  NO:7)或K‑螺旋结构

域(例如SEQ  ID  NO:8)，其中所述结构域2通过肽连接体(SEQ  ID  NO:2)与所述结构域1分

开；和

[0094] B.所述第二多肽链在N‑末端至C‑末端方向包括：

[0095] i.结构域1，其包括：

[0096] (1)亚结构域(1A)，其包括能够结合至HIV‑1的单克隆抗体的VL结构域(VLHIV‑1)；

和
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[0097] (2)亚结构域(1B)，其包括能够结合至CD3的单克隆抗体的VH结构域(VHCD3)，

[0098] 其中所述亚结构域1A和1B通过肽连接体(例如SEQ  ID  NO:1)彼此分开；和

[0099] ii.结构域2，其中所述结构域2为K‑螺旋结构域(例如SEQ  ID  NO:8)或E‑螺旋结构

域(例如SEQ  ID  NO:7)，其中所述结构域2通过肽连接体(SEQ  ID  NO:2)与所述结构域1分

开；并且其中所述第一和第二多肽链的所述结构域2不都是E‑螺旋结构域或不都是K‑螺旋

结构域，并且其中：

[0100] (a)所述第一多肽链的VL结构域和所述第二多肽链的VH结构域形成能够特异性地

结合至CD3的表位的抗原结合结构域；和

[0101] (b)所述第二多肽链的VL结构域和所述第一多肽链的VH结构域形成能够特异性地

结合至HIV‑1包膜的抗原结合结构域。

[0102] 一种双特异性分子，其能够特异性结合至HIV‑1包膜和结合至CD16的表位，其中所

述双特异性分子包括彼此共价结合的第一多肽链和第二多肽链，其中：

[0103] A.所述第一多肽链在N‑末端至C‑末端方向包括：

[0104] i.结构域1，其包括：

[0105] (1)亚结构域(1A)，其包括能够结合至CD16的单克隆抗体的VL结构域(VLCD16)；和

[0106] (2)亚结构域(1B)，其包括能够结合至HIV‑1的单克隆抗体的VH结构域(VHHIV‑1)，

[0107] 其中所述亚结构域1A和1B通过肽连接体(例如SEQ  ID  NO:1)彼此分开；

[0108] ii .结构域2，其中所述结构域2为E‑螺旋结构域(SEQ  ID  NO:7)或K‑螺旋结构域

(例如SEQ  ID  NO:8)，其中所述结构域2通过肽连接体(SEQ  ID  NO:2)与所述结构域1分开；

和

[0109] B.所述第二多肽链在N‑末端至C‑末端方向包括：

[0110] i.结构域1，其包括：

[0111] (1)亚结构域(1A)，其包括能够结合至HIV‑1的单克隆抗体的VL结构域(VLHIV‑1)；

和

[0112] (2)亚结构域(1B)，其包括能够结合至CD16的单克隆抗体的VH结构域(VHCD16)，

[0113] 其中所述亚结构域1A和1B通过肽连接体(例如SEQ  ID  NO:1)彼此分开；和

[0114] ii.结构域2，其中所述结构域2为K‑螺旋结构域(例如SEQ  ID  NO:8)或E‑螺旋结构

域(例如SEQ  ID  NO:7)，其中所述结构域2通过肽连接体(SEQ  ID  NO:2)与所述结构域1分

开；并且其中所述第一和第二多肽链的所述结构域2不都是E‑螺旋结构域或不都是K‑螺旋

结构域，并且其中：

[0115] (a)所述第一多肽链的VL结构域和所述第二多肽链的VH结构域形成能够特异性地

结合至CD16的表位的抗原结合结构域；和

[0116] (b)所述第二多肽链的VL结构域和所述第一多肽链的VH结构域形成能够特异性地

结合至HIV‑1包膜的抗原结合结构域。

[0117] 在某些实施方案中，双特异性分子结合至HIV‑1包膜，像衍生其的HIV抗体一样。在

某些实施方案中，双特异性分子结合至A32‑HIV‑1包膜表位(即双特异性分子像A32抗体一

样结合至HIV‑1包膜)和CD3或CD16。在某些实施方案中，双特异性分子结合至7B2‑HIV1包膜

表位和CD3或CD16。在某些实施方案中，双特异性分子结合至CH27‑HIV‑1包膜表位和CD3或

CD16。在某些实施方案中，双特异性分子结合至CH28‑HIV‑1包膜表位和CD3或CD16。在某些
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实施方案中，双特异性分子结合至CH44‑HIV‑1包膜表位和CD3或CD16。

[0118] 在某些实施方案中，双特异性分子具有A32HIV‑1‑包膜抗体的结合特异性。在某些

实施方案中，双特异性分子具有7B2HIV‑1‑包膜抗体的结合特异性。双特异性分子具有

CH27HIV‑1‑包膜抗体的结合特异性。双特异性分子具有CH28HIV‑1‑包膜抗体的结合特异

性。在某些实施方案中，双特异性分子具有CH44HIV‑1‑包膜抗体的结合特异性。

[0119] 在某些实施方案中，本发明的双特异性分子包括本文所述的序列、基本上由本文

所述的序列组成、或由本文所述的序列组成(例如表2和表3)。

[0120] 在某些实施方案中，本发明的双特异性分子包括下述序列、基本上由下述序列组

成或由下述序列组成：SEQ  ID  NO:9和11；SEQ  ID  NO:13和15、SEQ  ID  NO:17和19；SEQ  ID 

NO:21和23；SEQ  ID  NO:25和27；SEQ  ID  NO:44和45(见表2和表3)。

[0121] 在某些方面，本发明提供了组合物，其包括本文描述的任何双特异性分子或其组

合。在某些实施方案中，这些组合物被配制成用于治疗用途的药物组合物。

[0122] 在某些方面，本发明涉及核酸，所述核酸编码本发明的双特异性分子。在某些实施

方案中，这些核酸被包括在载体中，并且与启动子可操作地连接。在某些方面，本发明提供

了细胞系或分离的细胞，其包括用于本发明的双特异性分子的表达的核酸。

[0123] 在某些方面，本发明提供了组合物，其包括本发明的双特异性分子或编码该双特

异性分子的核酸，用于治疗或预防HIV感染的方法。在一些实施方案中，这些方法进一步包

括施用潜伏期激活剂。这些潜伏期激活剂的非限制性实施例包括HDAC抑制剂，例如伏立诺

他、罗咪酯肽、帕比司他、戒酒硫、JQ1、苔藓抑制素、PMA、离子霉素或其任何组合。在一些实

施方案中，该联合疗法靶向被潜伏感染的HIV细胞池。

[0124] 在某些方面，本发明提供了治疗或预防受试者中的HIV感染的方法，所述方法包括

以治疗上有效的量向受试者施用组合物，所述组合物包括本发明的任何一种双特异性分子

或其组合。在某些实施方案中，方法进一步包括施用潜伏期激活剂。

[0125] 附图简述

[0126] 图1显示介导ADCC的mAb的效力。5种CHAVI  mAbs针对22种HIV‑1  IMC的ADCC活性被

报告为特异性杀伤的最大百分比。每个点代表每组mAb针对单独的IMCs的所有阳性结果的

平均活性。线代表平均值±标准偏差。黑线代表阳性应答的截止值(cut  off)。

[0127] 图2显示抗‑HIV‑1‑DART‑介导的细胞毒性活性。来自HIV‑1血清反应阴性供体的激

活的CD4+T细胞被HIV‑1亚型B  BaL、AE  CM235和C  1086.c  IMC(从上至下)感染。在存在6种

浓度的抗‑HIV‑1(A32xCD3◆和7B2xCD3■)和对照(4420xCD3·)DART的情况下，以效应细胞

和靶细胞比为33:1，将这些细胞与自体静息CD8T细胞一起孵育6、24和48小时。结果被报告

为在每个时间点观察到的特异性杀伤的最大百分比。

[0128] 图3显示抗‑HIV‑1BaL  DART‑介导的细胞毒性活性的剂量依赖。来自HIV‑1血清反

应阴性供体的激活的CD4+T细胞被HIV‑1亚型BBaL感染。在存在6种浓度的抗‑HIV‑1

(A32xCD3◆和7B2xCD3■)和对照(4420xCD3·)DART的情况下，以效应细胞和靶细胞比为

33、11和3:1(从上至下)，将这些细胞与自体静息CD8T细胞一起孵育48小时。结果被报告为

特异性杀伤的百分比。

[0129] 图4显示达到50％特异性杀伤的DART浓度。来自HIV‑1血清反应阴性供体的激活的

CD4+T细胞被HIV‑1亚型B  BaL、AE  CM235和C  1086 .c  IMC感染。在存在6种浓度的抗‑HIV
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(A32xCD3，红色；7B2xCD3，蓝色)和对照(4420xCD3，黑色)DART的情况下，以效应细胞和靶细

胞比为33:1，将这些细胞与自体静息CD8T细胞一起孵育48小时。每个柱代表针对每个被感

染的靶标群体检测到50％特异性杀伤需要的浓度。

[0130] 图5显示CH27、CH28和CH44HIV‑1抗体的序列。CDR在序列(SEQ  ID  Nos:57‑74)中指

示。

[0131] 图6显示编码A32抗体的VH和VL链的核苷酸序列和A32的VH和VL链的氨基酸序列

(按出现顺序为SEQ  ID  Nos:75‑78)。

[0132] 图7显示编码7B2抗体的VH和VK链的核苷酸序列和7B2的VH和VK链的氨基酸序列

(按出现顺序为SEQ  ID  NO:79‑82)。

[0133] 图8A‑C显示本发明的双特异性分子的结构和结构域。图8A示出了由两条多肽链组

成的双特异性分子的结构。图8B和8C示出了具有Fc结构域的三链双特异性分子的第一、第

二和第三多肽链的两种形式的结构(形式1，图8B；形式2，图8C)。

[0134] 图9显示各种序列：连接体1(SEQ  ID  NO:1)；连接体2(SEQ  ID  NO:2)；异源二聚体

促进结构域和K‑螺旋和E‑螺旋序列(SEQ  ID  Nos:3‑6、7和8)；连接体3(DKTHTCPPCP(SEQ  ID 

No:49)；连接体4‑‑SEQ  ID  NOS:39、40；CH2‑CH3片段‑‑SEQ  ID  Nos:41‑43；CH3VH链—SEQ 

ID  NO:51；CD3VL链‑‑SEQ  ID  NO:52；CD16VH链—SEQ  ID  NO:53；CH16VL链—SEQ  ID  NO:54；

7B2VL—SEQ  IDNO:55；7b2  VH‑SEQ  IDNO:56。SEQ  ID  Nos:9‑38、44‑48显示各种双特异性抗

体(见表2)。

[0135] 图10A‑10C显示HIVxCD3  DART结构。(图10A‑10B)这些DART分子包含与抗‑CD3结合

臂(hXR32)组合的抗‑HIV‑1结合臂(A32或7B2)。它们由两条多肽链组成：一条具有与抗‑HIV

的VH连接的抗‑CD3的VL；第二条具有与抗‑CD3的VH连接的抗‑HIV的VL。链的羧基末端具有

链间二硫键和配对的、带相反电荷的E‑螺旋/K‑螺旋二聚化结构域。对照DART的一条臂被来

源于抗‑FITC抗体(4420)或来源于抗‑RSV抗体、帕利珠单抗(palivizumab)(RSV)序列的不

相关的臂取代。(图10C)图示了HIVxCD3  DART同时结合至两个不同的抗原并重定向细胞毒

性T细胞(效应子)，以裂解表达Env的HIV‑1感染的细胞(靶标)。

[0136] 图11A‑11F显示HIVxCD3  DART的结合性质。图11A‑11C显示通过ELISA的抗原结合。

DART结合人CD3蛋白(图11A)、结合JR‑FLgp140蛋白(图11B)或同时结合JR‑FL  gp140和人

CD3蛋白两者(图11C)。图11D‑11F显示通过FACS的细胞表面结合。DART结合表达CD3的原代

人T细胞(图11D)、结合表达HIV‑1Env、CM244、亚型AE的HEK293‑D371细胞(图11E)或结合表

达CD3和HIV‑1Env、HXBC2、亚型B的Jurkat  522‑F/Y细胞(图11F)。数据被报告为平均荧光强

度(MFI)。细胞的CD3和Env表达特征被报告在括号内。A32和7B2为分别识别HIV‑1gp120和

gp41的靶向臂；CD3为识别CD3ε的效应臂；4420为不相关的、阴性对照臂。

[0137] 图12A‑12H显示HIVxCD3  DART对Env+靶细胞的重定向T‑细胞杀伤。图12A显示，在

存在人T‑细胞的情况下，以E:T比为10:1达48小时，DART对Env+Jurkat  522‑F/Y细胞的浓度

依赖性杀伤，其中细胞裂解通过LDH释放试验测量；A32xCD3和7B2xCD3的EC50分别为230和

160pg/mL。对照DART(A32x4420、7B2x4420、4420xCD3)是无活性的。图12B显示，在不存在效

应T‑细胞的情况下，缺乏DART介导的对Env+Jurkat  522‑F/Y细胞的杀伤，其中细胞裂解通

过LDH释放试验测量。图12C显示，以E:T比为10:1，48小时，缺乏DART对Env‑JurkatΔKS细胞

的重定向T‑细胞杀伤，其中通过LDH释放试验测量细胞裂解。图12D显示，在人T‑细胞存在
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时，以E:T比为10:1达48小时，DART对Env+Jurkat  522‑F/Y  GF细胞的浓度依赖性杀伤，其中

通过LUM试验测量细胞裂解；A32xCD3和7B2xCD3的EC50值分别为172和147pg/mL。图12E‑12G

显示，在不同的E:T比(10:1、5:1、1:1)和孵育时间(24、48、72小时)，7B2xCD3  DART对Env+

Jurkat522‑F/Y  GF细胞的浓度依赖性重定向T细胞杀伤，其中通过LUM试验测量细胞裂解。

图12H显示，7B2xCD3在不同的E:T比的最大细胞溶解活性的时间过程(数据来自图12E‑

12G)。

[0138] 图13A‑13F显示HIVxCD3  DART针对被不同亚型的HIV‑1  IMC感染的CD4+细胞的重

定向T‑细胞细胞毒性。图13A‑13C显示DART浓度依赖。来自HIV‑1血清反应阴性供体的激活

的CD4+T细胞被HIV‑1亚型B  BaL(图13A)、亚型AE  CM235(图13B)或亚型C  1086.C(图13C)

IMC感染，并且，在自体静息CD8+T细胞存在的情况下以E:T比为33:1(实心符号)或在不存在

效应细胞(E:T比为0:1)的情况下(空心符号)，与A32xCD3(红色圆)、7B2xCD3(蓝色方形)或

4420xCD3(黑色菱形)一起孵育48小时。数据被报告为特异性裂解的百分比(％SL)。DART浓

度范围从0.001ng/mL至1000ng/mL。图13D‑13F显示时间过程。数据代表在6、24和48小时观

察到的每种DART针对被HIV‑1亚型B  BaL(图13D)、亚型AE  CM235(图13E)或亚型C1086.C(图

13F)IMC感染并与自体静息CD8+T细胞以E:T比为33:1一起孵育的CD4+T细胞的最大％SL。

[0139] 图14A‑14H显示HIVxCD3  DART诱导对CD8+T‑细胞的特异性脱粒。图14A‑14D显示在

DART存在的情况下与HIV‑1BaL感染的靶细胞一起孵育6小时后鉴定活的/CD3+CD8+CD107+T

细胞的设门策略的示意图。(图14E‑14G)点状图代表在1ng/mL的4420xCD3(图14E)、7B2xCD3

(图14F)或A32xCD3(图14G)存在的情况下观察到的活的/CD3+CD8+CD107+细胞的百分比。图

14H显示，与自体感染的CD4+T细胞以E:T比为33:1一起孵育6小时后，在5个HIV‑1血清反应

阴性健康供体的每一个中观察到的CD3+CD4‑CD8+CD107+T细胞的频率。每个符号代表对每一

个供体进行的重复刺激的平均值。线代表平均值±标准偏差。*表示多重比较的Dunnett’s

检验后p<0.05。

[0140] 图15A‑15C显示用来评价HIVxCD3  DART对来自健康的HIV血清反应阴性供体的自

体JR‑CSF‑感染的CD4+T细胞的重定向CD8+T细胞杀伤的病毒清除试验。来自HIV血清反应阴

性供体的激活的CD4+T细胞被HIV‑1克隆JR‑CSF感染，然后在不存在(无DART)或存在浓度为

100ng/mL的HIVxCD3或对照DART的情况下与自体静息CD8+T效应细胞以E:T比为1:1一起孵

育7天。显示了两个健康供体(图15A‑15B)，以及对于健康供体2在共培养期间存在整合酶和

非核苷逆转录酶抑制剂以抑制病毒复制(图15C)的结果。每个柱代表在培养上清液中检测

的绝对p24浓度。误差线代表n＝3的标准误差均值(SEM)。*表示通过多重比较的Dunnett’s

检验，p<0.05。

[0141] 图16A‑16H显示病毒清除试验利用来自HIV‑感染的ART抑制的患者的淋巴细胞检

测HIVxCD3  DART对JR‑CSF或自体储库(AR)病毒‑感染的CD4+细胞的重定向CD8+T细胞清除。

来自HIV‑感染的ART抑制的患者的CD4+消耗的T细胞的被PHA激活，并且被HIV‑1亚型B克隆

JR‑CSF(图16A‑16C)自体储库(AR)病毒分离株(isolates)(图16D‑16F)感染，然后在不存在

(无DART)或存在浓度为100ng/mL的HIVxCD3(A32xCD3、7B2xCD3)或对照(7B2x4420、

4420xCD3)DART的情况下不与CD8+T效应细胞(图16A、16D)或与自体CD8+T效应细胞以E:T比

为1:10(图16B、16E)或1:1(图16C、16F)一起孵育7天。‘Combo’表示总浓度为100ng/mL的

7B2xCD3和A32xCD3的1:1混合物。每个柱代表在培养上清液中检测到的p24的对数倍降低
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(log  fold  reduction)，计算为对数(感染的靶细胞的p24只有对照除以测试条件的p24)。

图16G显示在DART存在的情况下与HIV‑1JR‑CSF感染的靶细胞一起孵育6小时后鉴定活的/

CD3+CD4+CD107+效应子(TFL4‑)T细胞的设门策略的示意图。图16H显示，在n＝4的患者中，

与指示的DART和JR‑CSF感染的靶标一起孵育6小时后，活的/效应细胞(TFL4阴性的)/CD3+/

CD4+/107a+细胞的％。误差线代表n＝8(图16A‑16C，除了combo  n＝5和7B2x4420n＝6)、n＝

5(图16D‑16F)和n＝4(图16G‑16H)的SEM。*表示通过多重比较的Dunnett’s检验，p<0.05。

[0142] 图17A‑17B显示用来评价HIVxCD3  DART重定向的CD8+T‑细胞活性的潜伏清除试

验。将来自HIV‑感染的、ART抑制的患者的静息CD4+T细胞与PHA(图17A)或伏立诺他(图17B)

一起孵育，根据患者潜伏库的大小将其涂覆在12‑36个重复的孔内，并在不存在或存在

100ng/mL的HIVxCD3或对照DART的情况下与自体CD8+T细胞以E:T比为1:10共培养24小时

(或在指示的情况下长达96小时)，随后将DART洗掉，并添加来自血清反应阴性供体的CD8‑

消耗的PBMC以扩增残留的病毒。在第15天，通过ELISA对孔中p24存在与否进行评价。

‘Combo’表示总浓度为100ng/mL的7B2xCD3和A32xCD3的1:1混合物。结果显示为病毒恢复％

(阳性孔的数目/涂覆的总数)，归一化至没有添加CD8+T细胞的对照。虚线表示检测不到的

病毒恢复。NT表示由于(根据图21中显示的表)低的细胞可用性而没有被测试的条件。

[0143] 图18通过HIV‑1亚型和中和层(Neutralization  Tier)显示IMC的列表。

[0144] 图19显示A32xCD3和7B2xCD3结合至重组Env和CD3蛋白质的平衡解离常数(KD)。

[0145] 图20显示临床特征。

[0146] 图21显示DART针对JR‑CSF感染的自体靶细胞重定向患者T细胞和绝对p24浓度。

[0147] 图22显示通过DART的潜伏清除试验中阳性孔的绝对#。

[0148] 图23显示介导ADCC的mAb的效力和幅度。A32(抗‑gp120C1/C2)mAb(◆)和7B2(抗‑

gp41簇I)mAb(■)的ADCC活性被报告为针对22种HIV‑1  IMC的每一种的最大特异性裂解百

分比(％SL)。每个点代表一种HIV‑1  IMC。也报告了从一个HIV‑1血清反应阳性(阳性对照；

pos  ctrl)和一个血清反应阴性(阴性对照；neg  ctrl)供体的血浆获得的结果。线代表平均

值±标准偏差。黑线代表阳性应答的截止值。

[0149] 图24显示已知影响7B2和A32mAb的结合的HIV‑1Env残基的保守性。在gp41中的线

性7‑残基序列(gp160位置598‑604；免疫显性簇I)被报告含有7B2mAb的结合位点(28,29)。

在gp120C1‑C4中已知影响A32mAb结合的不连续的残基(基于点诱变研究)发生在位置52、

53、66、69、83、86、96、100、103、107、112、215、217、252、256、262、427和479处(37,39,68)。在

洛斯阿拉莫斯国家实验室[Los  Alamos  National  Laboratory(LANL)]HIV1Env氨基酸过滤

网络比对，由代表所有亚型的4556条HIV‑1Env序列组成的数据库中，通过QuickAlign分析

(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/QUICK_ALIGNv2/QuickAlign.html)评价

这些残基的保守性。在Env每个位置处的残基的高度与其在HIV‑1分离株间分布的频率成正

比。根据疏水性，残基被着色为：黑色，亲水性；绿色，中性；蓝色，疏水性。根据与N5‑i5(一种

A32‑样mAb)的Fab片段复合的CD4‑稳定化的gp120核心的晶体结构，52、53、69、103、107和

217处(位于C1‑C2)的残基可能是直接的表位触者(27)。

[0150] 图25显示A32x4420和7B2x4420对照DART的细胞表面Env结合。结合表达HIV‑1Env、

CM244、亚型AE的HEK293‑D371细胞的DART被测量，并且数据被报告为平均荧光强度(MFI)。

A32和7B2为分别识别HIV‑1gp120和gp41的靶向臂；4420为不相关的、阴性对照臂。
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[0151] 图26A‑26D显示HIVxCD3  DART‑介导的T‑细胞活化取决于与靶细胞的共‑接合(co‑

engagement)。来自健康的血清反应阴性供体的未刺激的CD4+或CD8+T‑细胞在不存在或存在

40、0.32和0ng/mL的对照(RSVxCD3)或HIVxCD3(A32xCD3、7B2xCD3)DART的情况下与表达Env

的Jurkat‑522F/Y细胞系(图26A、26C)和不与(26B、26D)表达Env的Jurkat‑522F/Y细胞系一

起孵育48小时。CD8+(图26A‑26B)和CD4+(图26C‑26D)T细胞活化通过用CD25Ab细胞染色进行

评价。数据被报告为激活的(CD25+)T细胞的频率(％)。每个柱代表从2个不同的供体获得的

结果的平均值。

[0152] 图27显示HIV  DART特异性地结合HIV‑1  IMC感染的CD4+T细胞。如在方法部分报告

的，从健康的HIV‑1血清反应阴性供体获得的激活的CD4+T细胞用代表HIV‑1亚型B  BaL、AE 

CM235和C1086.C的HIV‑1  IMC感染48小时。非感染的CD4+T细胞(模拟的)被用作阴性对照。

利用7B2x4420和A32x4420  DART对这些细胞染色，其中CD3臂被不相关的4420蛋白取代以避

免结合至CD3受体。与DART一起孵育后，细胞被二级抗‑EK‑IgG2a‑生物素化的复合体染色，

以揭示DART的结合。通过二级鼠抗‑人‑IgG  mAb，利用间接染色技术，进行用7B2和A32mAb的

染色，作为对照。二级荧光素化抗‑人IgG  Ab和帕利珠单抗mAb被用作为阴性对照。如方法部

分报告的，利用抗‑p24mAb，通过细胞内染色测定被感染细胞的频率。如图上方所指示的，每

个柱代表被IMC和对照感染的CD4+T细胞。结果被报告为存活的被感染的(p24+)CD4+T细胞的

频率(％)，这些细胞被如x‑轴上所列出的DART、mAb和对照的每一种染色。

[0153] 图28A‑28D显示在不存在添加的靶细胞时，利用来自HIV‑1感染的供体的PBMC，

HIVxCD3  DART对T细胞生存力或活化状态的影响的缺乏。来自HIV‑感染的、ART抑制的未刺

激的CD4+或CD8+T‑细胞在不存在或存在100ng/mL的对照(4420xCD3、7B2x4420、A32x4420)或

活性的(A32xCD3、7B2xCD3)DART的情况下被孵育7天。(图28A‑28B)通过针对膜联蛋白V/7‑

AAD对细胞染色来评价T细胞生存力。存活的细胞被鉴定为膜联蛋白V和7‑AAD阴性的那些细

胞。(图28C‑28D)通过针对HLA‑DR和CD25表达对细胞染色来评价T细胞活化。2个分析的数据

点均来自n＝3患者，其在3个独立场合进行。误差线代表标准误差均值。

[0154] 发明详述

[0155] 高效抗逆转录病毒疗法(HAART)(单独或联合潜伏期逆转剂)不能减少潜伏性感染

的细胞池。这是因为CD8+T细胞消除HIV‑1潜伏性感染的细胞的有限能力。双亲和力重靶向

蛋白质(DARTs)是双特异性的，基于抗体的分子，其能够同时结合两种不同的抗原。HIV‑1 

DARTs包含与效应细胞结合臂组合的HIV‑1结合臂，并且被设计成重定向细胞毒性CD3+T细

胞，以接合并杀伤HIV‑感染的细胞。研究了一组单克隆抗体(mAbs)，以确定它们针对22种不

同的分离株介导ADCC的量级和幅度。目标是：1)鉴定可被用作DARTs的HIV‑1结合臂的mAbs；

2)测试所产生的DARTs介导HIV‑1感染的细胞杀伤的能力。本文提供了与不同组的介导ADCC

的mAbs的效力相关的数据以及针对HIV‑1传染性分子克隆(IMC)‑感染的靶细胞所产生的

DARTs。

[0156] 抗体和其他结合分子

[0157] 抗体

[0158] 本发明提供了多克隆或单克隆抗体、变体、包括具有所需特异性的抗原识别位点

的抗体部分的融合蛋白、人源化抗体和嵌合抗体、以及包括具有所需特异性的抗原识别位

点的免疫球蛋白分子的任何其他修饰的构型。遍及本申请，抗体的轻链和重链的氨基酸残
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基的编号是根据Kabat等人的EU索引(Kabat等(1992)SEQUENCES  OF  PROTEINS  OF 

IMMUNOLOGICAL  INTEREST,National  Institutes  of  Health  Publication  No.91‑3242)。

在一些实施方案中，抗体的抗原‑结合片段是具有至少一个抗原识别位点的抗体的一部分。

片段包含例如但不限于Fab、Fab'、F(ab')2Fv)和单链(scFv)。

[0159] 单克隆抗体在本领域是已知的。在某些实施方案中，单克隆抗体不仅包含完整的

单克隆抗体和全长的单克隆抗体，还包含其片段(如Fab、Fab'、F(ab')2Fv)、单链(scFv)、其

突变体、包括抗体部分的融合蛋白、人源化单克隆抗体、嵌合单克隆抗体和包括具有所需特

异性和结合至抗原的能力的抗原识别位点的免疫球蛋白分子的任何其他修饰的构型。关于

抗体的来源或其制造方式(例如通过杂种瘤、噬菌体选择、重组表达、转基因动物等)，单克

隆抗体并不受限制。

[0160] 制造单克隆抗体的方法在本领是已知的。在某些实施方案中，抗体通过本领域任

何已知的方法重组产生。在一个实施方案中，这样的抗体被测序，然后，多核苷酸序列被克

隆到载体中用于表达和增殖。编码目的抗体的序列可在宿主细胞中保持在载体中，然后宿

主细胞可以被扩增和冷冻以备将来使用。这样的抗体的多核苷酸序列可用于基因操作，以

产生本发明的双特异性分子以及嵌合抗体、人源化抗体或犬源化(caninized)抗体，以改善

抗体的亲和力或其他特征。人源化抗体的一般原则涉及保留抗体的抗原‑结合部分的基本

序列，同时用人抗体序列交换抗体的非‑人剩余部分。人源化单克隆抗体有4个一般步骤。它

们是：(1)确定起始抗体轻链和重链可变结构域的核苷酸和预测的氨基酸序列，(2)设计人

源化抗体或犬源化抗体，即决定在人源化或犬源化过程中使用哪种抗体框架区域，(3)实际

的人源化或犬源化方法/技术和(4)人源化抗体的转染和表达。见例如美国专利号4,816 ,

567；5,807,715；5,866,692；和6,331,415。

[0161] 双特异性抗体、多特异性双抗体和DARTTM双抗体

[0162] 非单特异性“双抗体”的供应提供相比抗体的明显优势：共连接和共定位表达不同

表位的细胞的能力。因此，二价双抗体具有广泛的应用，包括治疗和免疫诊断。在各种应用

中，二价在双抗体的设计和工程化中允许极大的灵活性，提供对多聚抗原的增强的亲合力、

不同抗原的交联和对特定细胞类型的导向靶向，这取决于两个靶抗原的存在。由于它们增

加的价、低解离速率和从循环中快速清除(对于小尺寸的双抗体，为～50kDa或以下)，本领

域已知的双抗体分子在肿瘤成像领域中也显示出特定的用途(Fitzgerald等(1997)

“Improved  Tumour  Targeting  By  Disulphide  Stabilized  Diabodies  Expressed  In 

Pichia  pastoris,”Protein  Eng.10:1221)。尤其重要的是不同细胞的共连接，例如细胞毒

性T细胞与肿瘤细胞的交联(Staerz等(1985)“Hybrid  Antibodies  Can  Target  Sites  For 

Attack  By  T  Cells,”Nature  314:628‑631；和Holliger等(1996)“Specific  Killing  Of 

Lymphoma  Cells  By  Cytotoxic  T‑Cells  Mediated  By  A  Bispecific  Diabody,”Protein 

Eng.9:299‑305)。

[0163] 双抗体表位结合结构域也可以被引导至B细胞的表面决定簇，如CD19、CD20、CD22、

CD30、CD37、CD40和CD74(Moore ,P .A .等(2011)“Application  Of  Dual  Affinity 

Retargeting  Molecules  To  Achieve  Optimal  Redirected  T‑Cell  Killing  Of  B‑Cell 

Lymphoma ,”Blood  117(17):4542‑4551；Cheson ,B.D.等(2008)“Monoclonal  Antibody 

Therapy  For  B‑Cell  Non‑Hodgkin’s  Lymphoma ,”N .Engl .J .Med .359(6):613‑626；
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Castillo ,J .等(2008)“Newer  monoclonal  antibodies  for  hematological 

malignancies,”Exp.Hematol.36(7):755‑768)。在许多研究中，还发现结合至效应细胞决

定簇，例如Fcγ受体(FcγR)，的双抗体，激活效应细胞(Holliger等(1996)“Specific 

Killing  Of  Lymphoma  Cells  By  Cytotoxic  T‑Cells  Mediated  By  A  Bispecific 

Diabody ,”Protein  Eng .9:299‑305；Holliger等(1999)“Carcinoembryonic  Antigen 

(CEA)‑Specific  T‑Cell  Activation  In  Colon  Carcinoma  Induced  By  Anti‑CD3x 

Anti‑CEA  Bispecific  Diabodies  And  B7x  Anti‑CEA  Bispecific  Fusion  Proteins,”

Cancer  Res.59:2909‑2916；WO  2006/113665；WO  2008/157379；WO  2010/080538；WO  2012/

018687；WO  2012/162068)。通常，效应细胞活化由结合抗原的抗体通过Fc‑FcγR相互作用

结合至效应细胞而触发；因此，就这一点而言，双抗体分子可展示出Ig‑样功能性，而不依赖

于它们是否包括Fc结构域(如在本领域已知的任何效应子功能试验或本文所示例的效应子

功能试验(例如ADCC试验)中所测定的)。通过交联肿瘤和效应细胞，双抗体不仅使效应细胞

接近肿瘤细胞，而且还导致有效的肿瘤杀伤(见如Cao等(2003)“Bispecific  Antibody 

Conjugates  In  Therapeutics,”Adv.Drug.Deliv.Rev.55:171‑197)。

[0164] 这类非单特异性双抗体的形成需要成功组装两种或更多种独特和不同的多肽

(即，这样的形成需要通过不同多肽链种类的异源二聚化而形成双抗体)。该事实与单特异

性双抗体不同，单特异性双抗体通过一致的多肽链的同源二聚化而形成。由于至少两个不

同的多肽(即，两个多肽种类)必须被提供以形成非单特异性双抗体并且由于这样的多肽的

同源二聚化导致失活分子(Takemura ,S.等(2000)“Construction  Of  A  Diabody(Small 

Recombinant  Bispecific  Antibody)Using  A  Refolding  System,”Protein  Eng.13(8):

583‑588)，这类多肽的产生必须以这样的方式完成，以防止相同种类的多肽之间的共价结

合(即，以便防止同源二聚化)(Takemura,S.等(2000)“Construction  Of  A  Diabody(Small 

Recombinant  Bispecific  Antibody)Using  A  Refolding  System,”Protein  Eng.13(8):

583‑588)。因此，本领域教导了这类多肽的非共价缔合(见例如Olafsen等(2004)“Covalent 

Disulfide‑Linked  Anti‑CEA  Diabody  Allows  Site‑Specific  Conjugation  And 

Radiolabeling  For  Tumor  Targeting  Applications,”Prot.Engr.Des.Sel.17:21‑27；

Asano等(2004)“A  Diabody  For  Cancer  Immunotherapy  And  Its  Functional 

Enhancement  By  Fusion  Of  Human  Fc  Domain ,”Abstract  3P‑683,J .Biochem .76(8):

992；Takemura ,S .等(2000)“Construction  Of  A  Diabody(Small  Recombinant 

Bispecific  Antibody)Using  A  Refolding  System,”Protein  Eng.13(8):583‑588；Lu,D.

等(2005)“A  Fully  Human  Recombinant  IgG‑Like  Bispecific  Antibody  To  Both  The 

Epidermal  Growth  Factor  Receptor  And  The  Insulin‑Like  Growth  Factor  Receptor 

For  Enhanced  Antitumor  Activity,”J.Biol.Chem.280(20):19665‑19672)。

[0165] 本领域已经认识到由非共价缔合的多肽构成的双特异性双抗体是不稳定的并且

容易解离成非功能性的单体(见例如Lu,D.等(2005)“A  Fully  Human  Recombinant  IgG‑

Like  Bispecific  Antibody  To  Both  The  Epidermal  Growth  Factor  Receptor  And  The 

Insulin‑Like  Growth  Factor  Receptor  For  Enhanced  Antitumor  Activity ,”

J.Biol.Chem.280(20):19665‑19672)。

[0166] 面对这一挑战，本发明提供了稳定的、共价结合的异源二聚非单特异性双抗体，称
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为DARTsTM(见，例如，美国专利公开号2014‑0099318；2013‑0295121；2010‑0174053和2009‑

0060910；欧洲专利公开号EP  2714079；EP  2601216；EP  2376109；EP  2158221；和PCT公开号

WO  2015/026894；WO2015/026892；WO  2015/021089；WO  2014/159940；WO  2012/162068；WO 

2012/018687；WO  2010/080538；Moore ,P.A.等(2011)“Application  Of  Dual  Affinity 

Retargeting  Molecules  To  Achieve  Optimal  Redirected  T‑Cell  Killing  Of  B‑Cell 

Lymphoma,”Blood  117(17):4542‑4551；Veri,M.C.等(2010)“Therapeutic  Control  Of  B 

Cell  Activation  Via  Recruitment  Of  Fcgamma  Receptor  IIb(CD32B)Inhibitory 

Function  With  A  Novel  Bispecific  Antibody  Scaffold ,”Arthritis  Rheum .62(7):

1933‑1943；Johnson ,S.等(2010)“Effector  Cell  Recruitment  With  Novel  Fv‑Based 

Dual‑Affinity  Re‑Targeting  Protein  Leads  To  Potent  Tumor  Cytolysis  And  in 

vivo  B‑Cell  Depletion,”J.Mol.Biol.399(3):436‑449)，这些出版物的内容通过引用以

其整体并入本文。这样的双抗体包括两条或多条共价复合的多肽并涉及将一个或多个半胱

氨酸残基工程化到每个应用的多肽种类中。例如，已经显示向这类构建体的C‑末端添加半

胱氨酸残基允许多肽链之间的二硫键结合，稳定化所得的异源二聚体而不干扰二价分子的

结合特征。

[0167] 在一些实施方案中，DARTTM的两条多肽中的每一条包括3个结构域(图8A)。第一多

肽包括：(i)包括第一免疫球蛋白的轻链可变结构域(VL1)的结合区域的结构域，(ii)包括

第二免疫球蛋白的重链可变结构域(VH2)的结合区域的第二结构域，和(iii)用于促进与第

二多肽的异源二聚化和促进双抗体的第一多肽和第二多肽共价结合的第三结构域。第二多

肽包含互补的第一结构域(VL2结构域)，互补的第二结构域(VH1结构域)和第三结构域，所

述第三结构域与第一多肽链的第三结构域复合，以促进异源二聚化以及与第一多肽链的共

价结合。这样的分子是稳定的、有效的，并且具有同时结合两个或更多抗原的能力。它们能

够促进重定向T细胞(CD3)或NK(CD16)细胞介导的对表达靶抗原的细胞的杀伤。

[0168] 在某些方面，本发明涉及能够同时结合至HIV‑1和CD3或HIV‑1和CD16的HIV‑1x 

CD3和HIV‑1x  CD16双特异性单价双抗体，以及涉及这类分子在治疗HIV‑1感染中的用途。

[0169] 在某些实施方案中，本发明的HIV‑1x  CD3和HIV‑1x  CD16双特异性单价双抗体由

两条多肽链构成，所述两条多肽链彼此缔合以形成对HIV‑1的表位特异性的一个结合位点

和对CD3或CD16的表位特异性的一个结合位点(见图8)，以便能够同时结合至HIV‑1和结合

至CD3或CD16。因此，这类双抗体结合至“第一抗原”(其可能是CD3或HIV‑1)和“第二抗原”

(当第一表位为CD3时，其为HIV‑1，当第一表位为HIV‑1时，其为CD3)。可选地，这类双抗体结

合至“第一抗原”(其可能为CD16或HIV‑1)和“第二抗原”(当第一表位为CD16时，其为HIV‑1，

当第一表位为HIV‑1时，其为CD16)。

[0170] 在图8显示的某些实施方案中，这样的两条多肽链中的第一条在N‑末端至C‑末端

方向包含N‑末端、“第一”抗原(CD3或HIV‑1包膜)的轻链可变结构域(VL)的抗原‑结合结构

域、第二抗原(若第一抗原为CD3，其为HIV‑1；若第一抗原为HIV‑1，其为CD3)的重链可变结

构域(VH)的抗原‑结合结构域、异源二聚化‑促进结构域和C‑末端。间插连接体肽(连接体1)

将轻链可变结构域的抗原‑结合结构域与重链可变结构域的抗原‑结合结构域分开。在某些

实施方案中，重链可变结构域的抗原‑结合结构域通过间插连接体肽(连接体2)连接至异源

二聚化‑促进结构域。在某些实施方案中，两条多肽链的第一条在N‑末端至C‑末端方向因此
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包含VL第一抗原–连接体1–VH第二抗原–连接体2–异源二聚化‑促进结构域。

[0171] 在某些实施方案中，这样的两条多肽链的第二条在N‑末端至C‑末端方向包含N‑末

端、第二抗原的轻链可变结构域(VL)的抗原‑结合结构域、第一抗原的重链可变结构域(VH)

的抗原‑结合结构域、异源二聚化‑促进结构域和C‑末端。间插连接体肽(连接体1)将轻链可

变结构域的抗原‑结合结构域与重链可变结构域的抗原‑结合结构域分开。在某些实施方案

中，重链可变结构域的抗原‑结合结构域通过间插连接体肽(连接体2)被连接至异源二聚

化‑促进结构域。在某些实施方案中，两条多肽链的第二条在N‑末端至C‑末端方向因此包含

VL第二抗原–连接体1–VH第一抗原–连接体2–异源二聚化‑促进结构域。

[0172] 第一多肽链的轻链可变结构域的抗原‑结合结构域与第二多肽链的重链可变结构

域的抗原‑结合结构域相互作用以形成对第一抗原(即HIV‑1包膜或CD3/CD16)特异性的功

能性抗原‑结合位点。同样地，第二多肽链的轻链可变结构域的抗原‑结合结构域与第一多

肽链的重链可变结构域的抗原‑结合结构域相互作用以形成对第二抗原(即，根据第一抗原

的身份为CD3/CD16或HIV‑1包膜)特异性的第二功能性抗原‑结合位点。因此，第一和第二多

肽链的轻链可变结构域的抗原‑结合结构域和重链可变结构域的抗原‑结合结构域的选择

被协调，以便所述的两条多肽链总共包括能够结合至预定靶标(在某些实施方案中，例如

HIV‑1包膜和CD3或CD16)的轻链和重链可变结构域的抗原‑结合结构域。

[0173] 在某些实施方案中，分开多肽链的这样的VL和VH结构域的连接体1的长度被选择，

以基本上或完全阻止这样的VL和VH结构域彼此结合。因此，第一多肽链的VL和VH结构域基

本上或完全不能彼此结合。同样地，第二多肽链的VL和VH结构域基本上或完全不能彼此结

合。在某些实施方案中，这是由于分开VH和VL结构域的连接体。在某些实施方案中，连接体

为5、6、7、8、9、10、11、12、13、14个氨基酸，但不会超过15个氨基酸。在某些实施方案中，间插

间隔体肽(连接体1)具有序列(SEQ  ID  NO:1)：GGGSGGGG。

[0174] 连接体2将多肽链的VH结构域与该多肽链的异源二聚体‑促进结构域分开。任何种

类的连接体均可以用于连接体2的目的。在某些实施方案中，这类连接体2的序列具有氨基

酸序列：GGCGGG(SEQ  ID  NO:2)，其具有半胱氨酸残基，所述半胱氨酸残基通过二硫键可以

用于彼此共价结合第一和第二多肽链。

[0175] 第一和第二多肽链的异源二聚体的形成可以通过包含异源二聚化‑促进结构域而

驱动。这类结构域包含在一条多肽链上的GVEPKSC(SEQ  ID  NO:3)或VEPKSC(SEQ  ID  NO:4)

和另一条多肽链上的GFNRGEC(SEQ  ID  NO:5)或FNRGEC(SEQ  ID  NO:6)(见US2007/0004909，

其通过引用以其整体并入本文)。

[0176] 在一些实施方案中，本发明的异源二聚化‑促进结构域是由1、2、3或4个具有相反

电荷的串联重复的螺旋结构域形成的，所述串联重复的螺旋结构域包括至少6个、至少7个

或至少8个带电荷的氨基酸残基的序列(Apostolovic ,B.等(2008)“pH‑Sensitivity  of 

the  E3/K3  Heterodimeric  Coiled  Coil,”Biomacromolecules  9:3173–3180；Arndt,K.M.

等(2001)“Helix‑stabilized  Fv(hsFv)Antibody  Fragments:Substituting  the 

Constant  Domains  of  a  Fab  Fragment  for  a  Heterodimeric  Coiled‑coil  Domain,”

J.Molec.Biol.312:221‑228；Arndt,K.M.等(2002)“Comparison  of  In  Vivo  Selection 

and  Rational  Design  of  Heterodimeric  Coiled  Coils ,”Structure  10:1235‑1248；

Boucher ,C .等(2010)“Protein  Detection  By  Western  Blot  Via  Coiled–Coil 
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Interactions ,”Analytical  Biochemistry  399:138‑140；Cachia ,P .J .等(2004)

“Synthetic  Peptide  Vaccine  Development:Measurement  Of  Polyclonal  Antibody 

Affinity  And  Cross‑Reactivity  Using  A  New  Peptide  Capture  And  Release  System 

For  Surface  Plasmon  Resonance  Spectroscopy ,”J .Mol .Recognit .17:540‑557；De 

Crescenzo ,G .D .等(2003)“Real‑Time  Monitoring  of  the  Interactions  of  Two‑

Stranded  de  novo  Designed  Coiled‑Coils:Effect  of  Chain  Length  on  the  Kinetic 

and  Thermodynamic  Constants  of  Binding,”Biochemistry  42:1754‑1763；Fernandez‑

Rodriquez ,J .等(2012)“Induced  Heterodimerization  And  Purification  Of  Two 

Target  Proteins  By  A  Synthetic  Coiled‑Coil  Tag ,”Protein  Science  21:511‑519；

Ghosh,T.S.等(2009)“End‑To‑End  And  End‑To‑Middle  Interhelical  Interactions:New 

Classes  Of  Interacting  Helix  Pairs  In  Protein  Structures ,”Acta 

Crystallographica  D65:1032‑1041；Grigoryan,G.等(2008)“Structural  Specificity 

In  Coiled‑Coil  Interactions,”Curr.Opin.Struc.Biol.18:477‑483；Litowski,J.R.等

(2002)“Designing  Heterodimeric  Two‑Strandedα‑Helical  Coiled‑Coils:The  Effects 

Of  Hydrophobicity  And α‑Helical  Propensity  On  Protein  Folding ,Stability,And 

Specificity,”J.Biol.Chem.277:37272‑37279；Steinkruger,J.D.等(2012)“The  d′‑‑d‑‑

d′Vertical  Triad  is  Less  Discriminating  Than  the  a′‑‑a‑‑a′Vertical  Triad  in 

the  Antiparallel  Coiled‑coil  Dimer  Motif ,”J.Amer.Chem.Soc.134(5):2626–2633；

Straussman,R.等(2007)“Kinking  the  Coiled  Coil–Negatively  Charged  Residues  at 

the  Coiled‑coil  Interface ,”J .Molec .Biol .366:1232‑1242；Tripet ,B .等(2002)

“Kinetic  Analysis  of  the  Interactions  between  Troponin  C  and  the  C‑terminal 

Troponin  I  Regulatory  Region  and  Validation  of  a  New  Peptide  Delivery/Capture 

System  used  for  Surface  Plasmon  Resonance,”J.Molec.Biol.323:345–362；Woolfson,

D .N .(2005)“The  Design  Of  Coiled‑Coil  Structures  And  Assemblies ,”

Adv.Prot.Chem.70:79‑112；Zeng,Y.等(2008)“A  Ligand‑Pseudoreceptor  System  Based 

On  de  novo  Designed  Peptides  For  The  Generation  Of  Adenoviral  Vectors  With 

Altered  Tropism,”J.Gene  Med.10:355‑367)。

[0177] 这类重复的螺旋结构域可以是精确的重复或可具有取代。例如，第一多肽链的异

源二聚化‑促进结构域可以包括8个带负电荷的氨基酸残基的序列和第二多肽链的异源二

聚化‑促进结构域可以包括8个带负电荷的氨基酸残基的序列。哪一个螺旋被提供至第一或

第二多肽链并不重要，条件是提供相反电荷的螺旋用于另一条多肽链。

[0178] 在某些实施方案中，本发明的HIV‑1x  CD3双特异性单价双抗体的第一多肽链具有

带负电荷的螺旋。带正电荷的氨基酸可以是赖氨酸、精氨酸、组氨酸等和/或带负电荷的氨

基酸可以是谷氨酸、天冬氨酸等。在某些实施方案中，带正电荷的氨基酸是赖氨酸和/或带

负电荷的氨基酸是谷氨酸。有可能只使用单一的异源二聚化‑促进结构域(因为这类结构域

将抑制同源二聚化从而促进异源二聚化)。在某些实施方案中，本发明的双抗体的第一和第

二多肽链两者都包含异源二聚化‑促进结构域。

[0179] 在某些实施方案中，异源二聚化‑促进结构域之一包括4个串联“E‑螺旋”螺旋结构

域(SEQ  ID  NO:7:EVAALEK‑EVAALEK‑EVAALEK‑EVAALEK)，其谷氨酸残基在PH7形成负电荷，
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而另外一个异源二聚化‑促进结构域包括4个串联“K‑螺旋”结构域(SEQ  ID  NO:8:KVAALKE‑

KVAALKE‑KVAALKE‑KVAALKE)，其赖氨酸残基在PH7形成正电荷。这类带电荷的结构域的存在

促进第一和第二多肽之间的缔合，并且因此促进异源二聚化。在一些实施方案中，K螺旋和E

螺旋结构域的数量可以变化，并且本领域的技术人员可以很容易地确定不同数量的K‑螺旋

或E‑螺旋是否导致异源二聚化。

[0180] 在某些实施方案中，本发明的HIV‑1x  CD3或HIV‑1x  CD16双特异性单价双抗体被

工程化，以便它们的第一和第二多肽链通过沿着它们的长度布置的一个或多个半胱氨酸残

基彼此共价结合。这类半胱氨酸残基可被引入到分开多肽的VL和VH结构域的间插连接体

中。可选地，连接体2可以包含半胱氨酸残基。

[0181] 本发明还包括本文公开的抗体的变体(和片段)，包括这样的变体：所述变体保持

具体公开的抗体的结合至重组Env蛋白的能力、结合至病毒感染的细胞表面的能力和/或介

导ADCC的性质的变体，本发明还包括使用它们的方法，例如来降低HIV‑1感染的风险。本文

公开的抗体或其片段的组合也可以用于本发明的方法中。

[0182] 在某些实施方案中，本发明提供了双特异性抗体。双特异性的或双功能性的抗体

为具有两个不同的重/轻链对和两个不同的结合位点的人工杂种(hybrid)抗体(见例如

Romain  Rouet&Daniel  Christ“Bispecific  antibodies  with  native  chain  structure”

Nature  Biotechnology  32,136–137(2014)；Byrne等“A  tale  of  two  specificities:

bispecific  antibodies  for  therapeutic  and  diagnostic  applications”Trends  in 

Biotechnology,Volume  31,Issue  11,November  2013,Pages  621–632  Songsivilai  and 

Lachmann,Clin.Exp.Immunol.,79:315‑321(1990)；Kostelny等,J.Immunol.148:1547‑53

(1992)(以及本文的参考文献))。在某些实施方案中，双特异性抗体为任何同种型的全抗

体。在其他实施方案中，双特异性片段例如但不限于F(ab)2片段。在一些实施方案中，双特

异性抗体不包含Fc部分，这使得这些双抗体的尺寸相对小，易于穿透组织。

[0183] 在某些实施方案中，双特异性抗体可以包含Fc区域。含Fc的双抗体例如但不限于

含Fc的DARTs较重，并且可以结合新生儿Fc受体，增加它们的循环半衰期。见Garber

“Bispecific  antibodies  rise  again”Nature  Reviews  Drug  Discovery  13,799–801

(2014) ,Figure  1a；见美国专利公开号20130295121、美国专利公开号20140099318，其通过

引用以其整体并入本文。在某些实施方案中，本发明包括包含Fc结构域或其部分(如CH2结

构域或CH3结构域)的双抗体分子。Fc结构域或其部分可来源于任何免疫球蛋白同种型或同

种异型(allotype)，包括但不限于IgA、IgD、IgG、IgE和IgM。在一些实施方案中，Fc结构域

(或其部分)来源于IgG。在一些实施方案中，IgG同种型为IgG1、IgG2、IgG3或IgG4或其同种

异型。在一些实施方案中，双抗体分子包括Fc结构域，所述Fc结构域包括独立地选自任何免

疫球蛋白同种型的CH2结构域和CH3结构域(即Fc结构域包括来源于IgG的CH2结构域和来源

于IgE的CH3结构域或来源于IgG1的CH2结构域和来源于IgG2的CH3结构域等)。在一些实施

方案中，在相对于多肽链的其他结构域或部分的任意位置处，可以将Fc结构域工程化到构

成本发明的双抗体分子的多肽链中(例如Fc结构域或其部分可以在多肽链的VL和VH结构域

两者的C‑末端；可以在VL和VH结构域两者的N‑末端；或可以在一个结构域的N‑末端和在另

一个结构域的C‑末端(即在多肽链的两个结构域之间))。

[0184] 考虑双特异性分子的其他修饰以增加双特异性分子的半衰期。在一些实施方案
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中，这些修饰包括添加血清结合蛋白的多肽部分。见US20100174053A1，其通过引用并入本

文。

[0185] 在一些实施方案中，期望本发明的双特异性分子的Fc变体相对于非‑Fc变体具有

增加的血清半衰期。本领域的技术人员可以容易地执行各种试验(包括药物动力学研究)来

确定这些分子的半衰期。

[0186] 在一些实施方案中，本发明包含多肽链，每一条多肽链包括包含本文所述的CDRs

的VH和VL结构域。在某些实施方案中，构成每条多肽链的VL和VH结构域具有相同的特异性，

并且多聚体分子是二价的和单特异性的。在其他实施方案中，构成每条多肽链的VL和VH结

构域具有不同的特异性，并且多聚体为二价的和双特异性的。

[0187] 在一些实施方案中，多聚体中的多肽链进一步包括Fc结构域。Fc结构域的二聚化

导致展现免疫球蛋白‑样功能，即Fc介导的功能(如Fc‑Fc.γ.R相互作用，补体结合等)，的

双抗体分子的形成。

[0188] 在前所述的双特异性分子的形成需要不同多肽链的相互作用。由于许多潜在的链

错配变体，这种相互作用很难在单细胞重组生产系统中有效地实现。一种增加错配的可能

性的方案是将“杵‑入‑臼”("knobs‑into‑holes")型突变工程化到所需的多肽链对中。这样

的突变相对于同源二聚化利于异源二聚化。例如，关于Fc‑Fc‑相互作用，氨基酸取代(优选

以包括形成“杵(knob)”的大侧基的氨基酸例如色氨酸进行取代)可被引入至CH2或CH3结构

域中，以便空间干扰将防止与类似的突变结构域的相互作用并将迫使突变的结构域与其中

互补或适应性突变已经被工程化的结构域——即‘臼(hole)’(例如，用甘氨酸取代)——配

对。这样的突变组可被工程化到构成双抗体分子的任意多肽对中，并且，进一步地被工程化

到多肽链对的任何部分中。蛋白质工程化以相对于同源二聚化利于异源二聚化的方法在本

领域中是悉知的，尤其就工程化免疫球蛋白样分子而言，这些都包括在本文中(见例如

Ridgway等(1996)"`Knobs‑Into‑Holes`Engineering  Of  Antibody  CH3Domains  For 

Heavy  Chain  Heterodimerization,"Protein  Engr.9:617‑621，Atwell等(1997)"Stable 

Heterodimers  From  Remodeling  The  Domain  Interface  Of  A  Homodimer  Using  A 

Phage  Display  Library ,"J .Mol .Biol .270:26‑35 ,和Xie等(2005)"A  New  Format  Of 

Bispecific  Antibody:Highly  Efficient  Heterodimerization,Expression  And  Tumor 

Cell  Lysis,"J.Immunol.Methods  296:95‑101；其每一篇通过引用以其整体并入本文)。

[0189] 本发明还包括包含变异的Fc(或其部分)的双抗体分子，所述变异的Fc结构域相对

于可比较的野生型Fc结构域或铰链‑Fc结构域(或其部分)包括至少一个氨基酸修饰(如取

代、插入删除)。包括变异的Fc结构域或铰链‑Fc结构域(或其部分)的分子(如抗体)相对于

包括野生型Fc结构域或铰链‑Fc结构域或其部分的分子通常具有改变的表型。变异的表型

可以表示为改变的血清半衰期、改变的稳定性、改变的对细胞酶的敏感性或改变的效应子

功能，如在NK依赖性或巨噬细胞依赖性试验中所测定的。被鉴定为改变效应子功能的Fc结

构域变体在本领域是已知的。例如国际申请WO04/063351，美国专利申请公开2005/0037000

和2005/0064514。

[0190] 本发明的双特异性双抗体能同时结合两个分开的和不同的表位。在某些实施方案

中，表位来自相同的抗原。在其他实施方案中，表位来自不同的抗原。在非限制性实施方案

中，至少一个表位结合位点对在免疫效应细胞上表达的决定簇(如CD3、CD16、CD32、CD64等)
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是特异性的，所述决定簇在T淋巴细胞、自然杀伤(NK)细胞或其他单核细胞上表达。在一个

实施方案中，双抗体分子结合至效应细胞决定簇，并且也激活效应细胞。就这一点而言，本

发明的双抗体分子可以展现Ig‑样功能性而不依赖于它们是否进一步包括Fc结构域(例如

在本领域已知的任何效应子功能试验或本文例示的效应子功能试验中所测定的)。

[0191] 在某些实施方案中，双特异性抗体包括HIV包膜结合片段，例如但不限于来自本文

所述的任何抗体的HIV包膜结合片段。在其他实施方案中，双特异性抗体进一步包括第二抗

原‑相互作用‑位点/片段。在其他实施方案中，双特异性抗体进一步包括至少一个效应子结

构域。

[0192] 在某些实施方案中，双特异性抗体接合细胞，用于抗体‑依赖性细胞‑介导的细胞

毒性(ADCC)。在某些实施方案中，双特异性抗体接合自然杀伤细胞、嗜中性粒细胞多形核白

细胞、单核细胞和巨噬细胞。在某些实施方案中，双特异性抗体为T‑细胞接合器(engager)。

在某些实施方案中，双特异性抗体包括HIV包膜结合片段和CD3结合片段。各种CD3抗体在本

领域是已知的。见例如美国专利8,784,821和美国专利公开号2014‑0099318，其提供关于各

种CD3抗体的各种公开内容，所述公开内容通过引用以其整体并入。在某些实施方案中，双

特异性抗体包括HIV包膜结合片段和CD16结合片段。

[0193] 在某些实施方案中，本发明提供了具有双靶向特异性的抗体。在某些方面，本发明

提供了能够将免疫效应细胞定位至表达HIV‑1包膜的细胞的双特异性分子，以促进表达

HIV‑1包膜的细胞的杀伤。就这一点而言，双特异性抗体用一条“臂”结合至靶细胞上的表面

抗原，和用第二“臂”结合至T细胞受体(TCR)复合体的激活的、不变的组分。这类抗体与其两

个靶标的同时结合促使靶细胞和T细胞之间暂时的相互作用，导致任何细胞毒性T细胞的活

化并导致靶细胞的随后裂解。因此，免疫应答被重定向至靶细胞，并且不依赖于通过靶细胞

的肽抗原呈递或与CTLs的正常的MHC‑受限的活化相关的T细胞的特异性。由于这个原因，当

靶细胞向CTLs呈递双特异性抗体时，只有CTLs是激活的，即免疫突触被模拟，这很关键。尤

其期望的是这样的双特异性抗体：其不要求淋巴细胞预处理或共刺激以引发靶细胞的有效

裂解。

[0194] 在某些实施方案中，本发明提供了这样的抗体或片段，例如但不限于DARTS或毒素

标记的HIV‑1结合分子，其包括本发明抗体的VH和/或VL链的CDR(s)，或VH和/或VL链，作为

双特异性分子的HIV‑1结合臂。

[0195] 在某些实施方案中，这类双特异性分子包括靶向HIV‑1包膜的一个部分和结合第

二靶标的第二部分。在某些实施方案中，第一部分包括来自本文所述的抗体的VH和VL序列，

或CDRs。在某些实施方案中，第二靶标可以是，例如但不限于效应细胞。在某些实施方案中，

第二部分是T‑细胞接合器。在某些实施方案中，第二部分包括靶向CD3的序列/互补位。在某

些实施方案中，第二部分是来源于CD3抗体任选地已知CD3抗体)的抗原‑结合区域。在某些

实施方案中，抗‑CD抗体诱导T细胞‑介导的杀伤。在某些实施方案中，双特异性抗体是全抗

体。在其他实施方案中，双靶向抗体基本上由Fab片段组成。在其他实施方案中，双靶向抗体

包括重链恒定区域(CH1)。在某些实施方案中，双特异性抗体不包括Fc区域。在某些实施方

案中，双特异性抗体具有改善的效应子功能。在某些实施方案中，双特异性抗体具有改善的

细胞杀伤活性。设计双特异性分子的各种方法和平台在本领域是已知的。见例如美国公开

20140206846、美国公开20140170149、20100174053、美国公开20090060910、美国公开
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20130295121、美国公开20140099318、美国公开20140088295，其内容通过引用以其整体并

入本文。

[0196] 在某些实施方案中，本发明提供了人、人源化和/或嵌合抗体。构建这类抗体的方

法在本领域是已知的。

[0197] 在某些方面，本发明提供了本发明的抗体(包括双特异性抗体)在治疗和预防个体

中HIV‑1感染的方法中的用途，其包括向个体施用治疗上有效量的组合物，所述组合物包括

处于药学上可接受的形式的本发明的抗体。在某些实施方案中，该方法包含组合物，所述组

合物包含多于一种HIV‑1靶向抗体。在某些实施方案中，在这类组合中的HIV‑1靶向抗体结

合HIV‑1包膜上的不同表位。在某些实施方案中，靶向多于一个HIV‑1表位的双特异性抗体

的这类组合提供对HIV‑1感染细胞的增加的杀伤。在其他实施方案中，靶向多于一个HIV‑1

表位的双特异性抗体的这类组合提供识别不同HIV‑1亚型的增加的幅度。

[0198] 本发明还包括本文公开的抗体的变体(和片段)，包括保持具体公开的抗体的结合

至重组Env蛋白的能力、结合至病毒感染的细胞表面的能力和/或介导ADCC的性质的变体，

本发明还包括还使用它们的方法，以例如减少HIV‑1感染的风险。本文公开的抗体或其片段

的组合也可以用于本发明的方法中。

[0199] 特异性结合多肽的抗体的VL或VH的同系物和变体特征通常在于具有至少大约

75％，例如至少大约80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％

的序列同一性，所述序列同一性在与目标氨基酸序列的全长比对上计数。当用这种方法进

行评价时，与参考序列具有甚至更大相似性的蛋白质将显示增加的同一性百分比，如至少

80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少98％、或至少99％的序列同一性。当小于整体序

列针对序列同一性被比较时，同系物和变体在10‑20个氨基酸的短的窗口上通常具有至少

80％的序列同一性，并且基于它们与参考序列的相似性可具有至少85％或至少90％或95％

的序列同一性。在这么短的窗口上测定序列同一性的方法可在网络上在NCBI网站上获得。

本领域技术人员将理解，提供这些序列同一性范围仅用于指导；完全有可能获得超出所提

供的范围的极重要的同系物。

[0200] 在某些实施方案中，本发明提供了抗体，其与本文所述的抗体的VH和VL氨基酸序

列具有99％、98％、97％、96％、95％、94％、93％、92％、91％、90％、89％、88％、87％、86％、

85％、84％、83％、82％、81％、80％的同一性，并且仍维持它们的表位结合幅度和/或效力。

在某些实施方案中，本发明提供了抗体，其与本文所述的抗体的VH氨基酸序列的CDR1、2和/

或3，和VL氨基酸序列的CDR1、2和/或3具有99％、98％、97％、96％、95％、94％、93％、92％、

91％、90％、89％、88％、87％、86％、85％、84％、83％、82％、81％、80％的同一性，并且仍维

持它们的表位结合幅度和/或效力。

[0201] 在另一个方面，本发明提供了含Fc的双特异性分子。在一些实施方案中，多肽之一

或两者的第三结构域可另外包括CH2‑CH3结构域的序列，以便双抗体多肽的复合形成能够

结合至细胞(如B淋巴细胞、树突细胞、自然杀伤细胞、巨噬细胞、嗜中性粒细胞、嗜伊红粒细

胞、嗜碱性粒细胞和肥大细胞)的Fc受体的Fc结构域(图8B‑8C)。这类分子的许多变型已经

被描述(见例如美国专利公开号2014‑0099318；2013‑0295121；2010‑0174053和2009‑

0060910；欧洲专利公开号EP  2714079；EP  2601216；EP  2376109；EP  2158221和PCT公开号

WO  2015/026894；WO  2015/026892；WO  2015/021089；WO  2014/159940；WO  2012/162068；WO 
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2012/018687；WO  2010/080538)，这些出版物的每一个的内容通过引用以其整体并入本文。

[0202] 在一些实施方案中，这些含Fc的DARTs可包括三条多肽链。这类双抗体的第一多肽

包含三个结构域：(i)包含VL1的结构域，(ii)包含VH2的结构域，(iii)促进异源二聚化和与

该双抗体的第一多肽链共价结合的结构域和(iv)包含CH2‑CH3序列的结构域。这类DARTTM的

第二多肽包含：(i)包含VL2的结构域，(ii)包含VH1的结构域和(iii)促进异源二聚化和与

该双抗体的第一多肽链共价结合的结构域。这类DARTTM的第三多肽包括CH2‑CH3序列。因此，

这类DARTTM的第一和第二多肽链缔合在一起，以形成能够结合至表位的VL1/VH1结合位点，

以及能够结合至第二表位的VL2/VH2结合位点。第一和第二多肽通过涉及在它们各自的第

三结构域中的半胱氨酸残基的二硫键彼此结合。尤其地，第一和第三多肽链彼此复合以形

成通过二硫键稳定化的Fc结构域。这类双抗体具有增强的效力。这类含Fc的DARTsTM可具有

两种取向之一(表1)：

[0203]

[0204] HIV  x  CD3双特异性单价Fc双抗体由三条多肽链构成，所述三条多肽链彼此缔合

以形成对HIV的表位特异性的一个结合位点和对CD3的表位特异性的一个结合位点(见图

8B‑8C)，以便能够同时结合至HIV和结合至CD3。因此，这类双抗体结合至“第一抗原”(可以

为CD3或HIV)和“第二抗原”(当第一表位为CD3时，其为HIV，并且当第一表位为HIV时，其为

CD3)。

[0205] 如图8B所显示，这样的三条多肽链中的第一条在N‑末端至C‑末端方向包含N‑末

端、“第一”抗原(CD3或HIV)的轻链可变结构域(VL)的抗原‑结合结构域、第二抗原(若第一

抗原为CD3，其为HIV；若第一抗原为HIV，其为CD3)的重链可变结构域(VH)的抗原‑结合结构

域、异源二聚化‑促进结构域和C‑末端。间插连接体肽(连接体1)将轻链可变结构域的抗原‑

结合结构域与重链可变结构域的抗原‑结合结构域分开。在非限制性实施方案中，重链可变

结构域的抗原‑结合结构域通过间插连接体肽(连接体2)被连接至异源二聚化‑促进结构

域。在HIV  x  CD3双抗体单价Fc双抗体的情况下，异源二聚化‑促进结构域的C‑末端通过间

插连接体肽(连接体3)或通过间插间隔体‑连接体肽(间隔体‑连接体3)被连接至Fc区域的

CH2‑CH3结构域(“Fc结构域”)。在非限制性实施方案中，该三条多肽链中的第一条在N‑末端

至C‑末端方向因此包含：VL第一抗原–连接体1–VH第二抗原–连接体2–异源二聚化‑促进结构域–间隔

体‑连接体3–Fc结构域。

[0206] 可选地，如图8C所显示，这样的三条多肽链中的第一条在N‑末端至C‑末端方向包

含N‑末端、连接体3、Fc区域的CH2‑CH3结构域(“Fc结构域”)、具有例如氨基酸序列：APSSS
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(SEQ  ID  NO:39)或氨基酸序列APSSSPME(SEQ  ID  NO:40)的间插间隔体肽(连接体4)、第一

抗原(CD3或HIV)的轻链可变结构域(VL)的抗原‑结合结构域、第二抗原(若第一抗原为CD3，

其为HIV；若第一抗原为HIV，其为CD3)的重链可变结构域(VH)的抗原‑结合结构域、异源二

聚化‑促进结构域和C‑末端。间插连接体肽(连接体1)将轻链可变结构域的抗原‑结合结构

域与重链可变结构域的抗原‑结合结构域分开。在非限制性实施方案中，重链可变结构域的

抗原‑结合结构域通过间插连接体肽(连接体2)被连接至异源二聚化‑促进结构域。在非限

制性实施方案中，该三条多肽链中的第一条在N‑末端至C‑末端方向因此包含：连接体3–Fc

结构域–连接体4–VL第一抗原–连接体1–VH第二抗原–连接体2–异源二聚化‑促进结构域。

[0207] 在非限制性实施方案中，这样的三条多肽链中的第二条在N‑末端至C‑末端方向包

含N‑末端、第二抗原的轻链可变结构域(VL)的抗原‑结合结构域、第一抗原的重链可变结构

域(VH)的抗原‑结合结构域、异源二聚化‑促进结构域和C‑末端。间插连接体肽(连接体1)将

轻链可变结构域的抗原‑结合结构域与重链可变结构域的抗原‑结合结构域分开。在非限制

性实施方案中，重链可变结构域的抗原‑结合结构域通过间插连接体肽(连接体2)被连接至

异源二聚化‑促进结构域。在非限制性实施方案中，该三条多肽链中的第二条在N‑末端至C‑

末端方向因此包含：VL第二抗原–连接体1–VH第一抗原–连接体2–异源二聚化‑促进结构域。

[0208] 在非限制性实施方案中，这样的三条多肽链中的第三条包含连接体肽(连接体3)

和Fc区域的CH2‑CH3结构域(“Fc结构域”)。

[0209] 本发明的双特异性分子考虑具有各种连接体的设计，以分开包括在多肽链中的不

同的结构域。连接体的具体的非限制性实施方案公开在本文中。其他的连接体可被很容易

地确定。连接体的另外的一些实施例公开在美国公开20100174053中，其通过引用以其整体

并入。

[0210] 第一多肽链的轻链可变结构域的抗原‑结合结构域与第二多肽链的重链可变结构

域的抗原‑结合结构域相互作用以形成对第一抗原(即HIV或CD3)特异性的功能性抗原‑结

合位点。同样地，第二多肽链的轻链可变结构域的抗原‑结合结构域与第一多肽链的重链可

变结构域的抗原‑结合结构域相互作用以形成对第二抗原(即取决于第一抗原的身份，其为

CD3或HIV)特异性的第二功能性抗原‑结合位点。因此，第一和第二多肽链的轻链可变结构

域的抗原‑结合结构域和重链可变结构域的抗原‑结合结构域的选择被协调，以便该两条多

肽链总共包括能够结合至HIV和CD3的轻链和重链可变结构域的抗原‑结合结构域。

[0211] 本发明的HIV  x  CD3双特异性单价Fc双抗体的Fc结构域可以是完整的Fc区域(如

完整的IgG  Fc区域)或仅是完整的Fc区域的片段。虽然本发明的双特异性单价Fc双抗体的

Fc结构域可具有结合至一种或多种Fc受体(如FcγR(一种或多种))的能力，但是在非限制

性实施方案中，这类Fc结构域将引起与FcγRIA(CD64)、FcγRIIA(CD32A)、FcγRIIB

(CD32B)、FcγRIIIA(CD16a)或FcγRIIIB(CD16b)减少的结合(相对于野生型Fc区域表现的

结合)或将基本上消除这类Fc结构域结合至这类受体(一种或多种)的能力。本发明的双特

异性单价Fc双抗体的Fc结构域可包含完整的Fc区域的一些或所有的CH2结构域和/或一些

或所有的CH3结构域，或可包括变异的CH2和/或变异的CH3序列(其可包含例如相对于完整

的Fc区域的CH2或CH3结构域的一个或多个插入和/或一个或多个删除)。本发明的双特异性

单价Fc双抗体的Fc结构域可包括非Fc多肽部分，或可包括非天然的完整的Fc区域的部分，

或可包括非天然产生的取向的CH2和/或CH3结构域(如，例如两个CH2结构域或两个CH3结构

说　明　书 23/51 页

31

CN 107108721 B

31



域，或在N‑末端至C‑末端方向，CH3结构域连接至CH2结构域等)。

[0212] 在非限制性实施方案中，本发明的HIV  x  CD3双特异性单价Fc双抗体的第一和第

三多肽链各自包括复合在一起以形成免疫球蛋白(IgG)Fc结构域的CH2‑CH3结构域。人IgG1

的CH2‑CH3结构域的氨基酸序列是(SEQ  ID  NO:41):

[0213]

[0214] 因此第一和第三多肽链的CH2和/或CH3结构域可以都由SEQ  ID  NO:41或其变体构

成。

[0215] 在非限制性实施方案中，本发明的HIV  x  CD3双特异性单价Fc双抗体的第一和第

三多肽链的CH2‑CH3结构域展现出对FcγRIA(CD64)、FcγRIIA(CD32A)、FcγRIIB(CD32B)、

FcγRIIIA(CD16a)或FcγRIIIB(CD16b)减少的(或基本上没有)结合(相对于野生型Fc区域

(SEQ  ID  NO:41)表现的结合))。能够介导这种改变的结合的Fc变体和突变形式在本领域是

已知的，其包含在位置234和235处的氨基酸取代、位置265处的取代或位置297处的取代(见

例如美国专利号5,624,821，通过引用并入本文)。在非限制性实施方案中，本发明的HIV  x 

CD3双特异性单价Fc双抗体的第一和/或第三多肽链的CH2‑CH3结构域包含在位置234处通

过丙氨酸的取代和235处通过丙氨酸的取代。

[0216] 第一和第三多肽链的CH2和/或CH3结构域不需要在序列上完全相同，且有利地被

修饰以促进两条多肽链之间的复合。例如，氨基酸取代(例如以包括形成“杵”的大侧基的氨

基酸例如色氨酸进行取代)可被引入至CH2或CH3结构域中，以便空间干扰阻止与类似的突

变结构域的相互作用，并且迫使该突变结构域与其中互补或适应性的突变已被工程化的结

构域(即‘臼’(例如用甘氨酸取代))配对。这样的突变组可被工程化到构成双特异性单价Fc

双抗体分子的任何多肽对中，并且进一步被工程化到所述多肽链对的任何部分中。蛋白质

工程化以相对于同源二聚化利于异源二聚化的方法在本领域中是悉知的，尤其就工程化免

疫球蛋白样分子而言，这些都包括在本文中(见例如Ridgway等(1996)"`Knobs‑Into‑Holes

`Engineering  Of  Antibody  CH3  Domains  For  Heavy  Chain  Heterodimerization ,"

Protein  Engr.9:617‑621；Atwell等(1997)"Stable  Heterodimers  From  Remodeling  The 

Domain  Interface  Of  A  Homodimer  Using  A  Phage  Display  Library ,"

J.Mol.Biol.270:26‑35；和Xie等(2005)"A  New  Format  Of  Bispecific  Antibody:Highly 

Efficient  Heterodimerization ,Expression  And  Tumor  Cell  Lysis ,"

J.Immunol.Methods  296:95‑101；其每一篇通过引用以其整体并入本文)。在非限制性实施

方案中，“杵”被工程化到第一多肽链的CH2‑CH3结构域中和“臼”被工程化到第三多肽链的

CH2‑CH3结构域中。因此，“杵”将帮助防止第一多肽链通过其CH2和/或CH3结构域而进行同

源二聚(homodimerizing)。在非限制性实施方案中，由于第三多肽链包含“臼”取代，其将与

第一多肽链异源二聚，并且与其自身同源二聚。在非限制性实施方案中，杵通过修饰天然的

IgG  Fc结构域而产生，以包含修饰T366W。在非限制性实施方案中，臼通过修饰天然的IgG 

Fc结构域而产生，以包含修饰T366S、L368A和Y407V。为了帮助从包括第一、第二和第三多肽
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链的最终的双特异性单价Fc双抗体中纯化第三多肽链同源二聚体，第三多肽链的CH2和CH3

结构域的蛋白A结合位点通过位置435处的氨基酸取代被突变(H435R)。因此，第三多肽链同

源二聚体将不会结合至蛋白A，然而双特异性单价Fc双抗体将保持其通过第一多肽链上的

蛋白A结合位点结合蛋白A的能力。

[0217] 在非限制性实施方案中，本发明的HIV  x效应子(例如CD3)双特异性单价Fc双抗体

的第一多肽链的CH2和CH3结构域的序列具有“含有杵的”序列(SEQ  ID  NO:42):

[0218]

[0219] 在非限制性实施方案中，本发明的HIV  x效应子(例如CD3)双特异性单价Fc双抗体

的第三多肽链的CH2和CH3结构域的序列具有“含有臼的”序列(SEQ  ID  NO:43):

[0220]

[0221] 要注意的是，SEQ  ID  NO:42和SEQ  ID  NO:43的CH2‑CH3结构域包含位置234处通过

丙氨酸的取代和位置235处通过丙氨酸的取代，因此形成对FcγRIA(CD64)、FcγRIIA

(CD32A)、FcγRIIB(CD32B)、FcγRIIIA(CD16a)或FcγRIIIB(CD16b)展现减少的(或基本上

没有)结合(相对于野生型Fc区域(SEQ  ID  NO:41)表现的结合)的Fc结构域。

[0222] 在非限制性实施方案中，第一多肽链具有“含有杵”的CH2‑CH3序列，诸如SEQ  ID 

NO:42的序列。但是，应该意识到，“含有臼”的CH2‑CH3结构域(例如SEQ  ID  NO:43)可被用于

第一多肽链中，在这种情况下，“含有杵”的CH2‑CH3结构域(例如SEQ  ID  NO:42)可被用于第

三多肽链中。

[0223] 在非限制性实施方案中，Fc结构域可通过氨基酸取代而被修饰，以增加与新生儿

Fc受体的结合，因此在向受试者施用时增加抗体的半衰期。Fc结构域可以是IgA、IgM、IgD、

IgE或IgG  Fc结构域。Fc结构域可以是优化的Fc结构域，如美国专利申请号20100093979中

所描述的，其通过引用并入本文。在某些实施方案中，抗体包括氨基酸改变或其组合，例如

在表位结合之外的Fc区域中，所述改变可以改善它们的性质。各种Fc修饰在本领域是已知

的。氨基酸编码根据Kabat的EU索引。在一些实施方案中，发明考虑包括影响新生儿Fc受体

(FcRn)结合、抗体半衰期、和抗体在粘膜位点的定位以及持续的突变。关于各种Fc区域突

变，见例如Ko  SY等,Nature  514:642‑45,2014,图1a和其引文；Kuo,T.和Averson,V.,mAbs 

3(5):422‑430,2011,表1；美国专利公开号20110081347(在Kabat残基288处的天冬氨酸和/

或在Kabat残基435处的赖氨酸)；美国专利公开号20150152183，其通过引用以其整体并入。

[0224] 在某些实施方案中，抗体包括在已经被报告通过NK细胞来提高ADCC的抗体的Fc区

域中以及周围的AAAA取代(AAA突变)，其包含S298A以及E333A和K334A的Fc区域氨基酸

(Shields  RI等JBC,276:6591‑6604,2001)以及第四个A(N434A)是为了提高新生儿FcR介导
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的IgG向粘膜位点的转运(Shields  RI等，同上)。其他抗体突变已经被报告改善抗体半衰期

或功能或两者，其可被并入至抗体的序列中。这些包含DLE组的突变(Romain  G ,等.Blood 

124:3241,2014)；LS突变M428L/N434S、单独地或与其他Fc区域突变组合(Ko  SY等.Nature 

514:642‑45 ,2014 ,图1a和其引文；Zlevsky等,Nature  Biotechnology ,28(2):157‑159,

2010；美国专利公开号20150152183)；YTE  Fc突变(Robbie  G等Antimicrobial  Agents  and 

Chemotherapy  12:6147‑53,2013)以及其他对抗体的工程化突变诸如QL突变、IHH突变(Ko 

SY等.Nature  514:642‑45,2014,图1a和相关引文；还见Rudicell  R等.J.Virol  88:12669‑

82,201)。在一些实施方案中，抗体可以包括修饰，例如但不限于糖基化，其减少或消除抗体

的多应答性。见例如Chuang ,等.Protein  Science  24:1019‑1030,2015。在一些实施方案

中，抗体可以包括在Fc结构域的修饰以便Fc结构域相对于未修饰的Fc结构域展现增强的抗

体依赖性细胞介导的细胞毒性(ADCC)；提高的对Fc.γ.RIIA或Fc.γ.RIIIA的结合；减少的

对Fc .γ .RIIB的结合；或提高的对Fc .γ .RIIB的结合。见例如美国专利公开号

20140328836。

[0225] 上述抗体及其片段可被配制为组合物(例如药物组合物)。合适的组合物可包括溶

解在或分散在药学上可接受的载体(例如含水介质)中的介导ADCC的抗体(或抗体片段)。组

合物可以是无菌的并且可以是注射形式(例如但不限于适于静脉内注射或肌肉注射的形

式)。抗体(及其片段)也可被配制为适于向皮肤或粘膜局部施用的组合物。这类组合物可以

采用液体、软膏、霜剂、凝胶和糊剂的形式。抗体(及其片段)也可被配制成适于鼻内施用的

组合物。抗体(及其片段)可被配制以便作为交配后冲洗剂或与避孕套一起施用。标准的配

制技术可用来制备合适的组合物。

[0226] 抗体(及其片段)，例如本文所述的介导ADCC的抗体具有例如在包括但不限于以下

情形(setting)中的效用：

[0227] i)在预先的已知的暴露于HIV‑1感染的情形中，本文所述的抗体(或其片段)可以

作为杀微生物剂被预防性地(例如IV、局部地或鼻内)施用。

[0228] ii)在已知或怀疑暴露的情形中，诸如发生在强奸受害者、或商业性工作者、或在

没有避孕套保护的任何同性或异性传播中的情形中，本文所述的抗体(或其片段)可作为暴

露后预防法(例如IV或局部地)被施用，和

[0229] iii)在急性的HIV‑1感染(AHI)的情形中，本文所述的抗体(或其片段)可作为用于

AHI的治疗被施用，以控制初始病毒载量或用于消除病毒感染的CD4T细胞。

[0230] 根据本发明，本文所述的介导ADCC的抗体(或抗体片段)可在受试者或受试者的免

疫系统/细胞与HIV‑1接触之前或在这样的接触约48小时内被施用。在这个时间范围内施用

可以最大化对受试者易受攻击的细胞受HIV‑1感染的抑制。

[0231] 另外，本文所述的抗体的各种形式可被施用于长期或急性感染的HIV‑1患者并且

凭借这些抗体结合至病毒感染的细胞的表面并且能够向这些储库细胞递送毒素而用于杀

死剩余的病毒感染的细胞。在某些实施方案中，本发明的抗体可与潜伏期激活剂组合施用，

以便激活HIV感染的细胞的潜伏库。预期的是，通过激活静息细胞中潜伏的前病毒HIV  DNA，

一旦失活细胞开始产生新的病毒，它们将被免疫系统识别和消除。潜伏期激活剂的非限制

性实施例为HDAC抑制剂，例如伏立诺他、罗咪酯肽、帕比司他、戒酒硫、JQ1、苔藓抑制素、

PMA、离子霉素或其任何组合。见Bullen等.Nature  Medicine  20,425–429(2014)。
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[0232] 合适的剂量范围可取决于抗体(或片段)和取决于制剂的性质和给药的途径。最佳

剂量可以通过本领域的技术人员来确定，无需过多的实验。例如，可以使用未标记的或(以

毒素或放射性部分)标记的抗体的1‑50mg/kg范围内的抗体剂量。如果具有或不具有毒素的

片段被使用或可以靶向特定CD4感染的T细胞的抗体被使用，则可以使用较少的抗体(例如

从5mg/kg至0.01mg/kg)。

[0233] 本发明的抗体及其片段可以使用包括编码选自在表中和实施例中显示的那些VH

和VL序列的核苷酸序列的核酸而被重组产生。

[0234] 在某些实施方案中，本发明提供了完整的/全抗体。在某些实施方案中，本发明提

供了其抗原结合片段。通常地，片段与衍生其的完整抗体竞争与靶标的特异性结合，所述片

段包括单独的重链、轻链Fab、Fab'、F(ab') .sub.2、F(ab)c、双抗体、Dabs、纳米抗体和Fv。片

段可由重组DNA技术或由完整的免疫球蛋白的酶或化学分离产生。

[0235] 编码用于产生如本文所述的具有特异性的双特异性抗体的多肽的核酸序列可用

于产生质粒，用于重组抗体的稳定表达。用于重组表达和纯化的方法在本领域是已知的。在

Fc的某些实施方案中，质粒也包括本文所述的Fc部分的任何变化。在一些实施方案中，这些

是在已经被报告通过NK细胞来提高ADCC的抗体的Fc区域中以及周围的AAAA取代(AAA突

变)，其包含S298A以及E333A和K334A的Fc区域氨基酸(Shields  RI等JBC,276:6591‑6604,

2001)以及第四个A(N434A)是为了提高新生儿FcR介导的IgG向粘膜位点的转运(Shields 

RI等，同上)。

[0236] 在某些实施方案中，核酸被优化，用于在合适的宿主细胞中重组表达。在某些实施

方案中，载体适于基因递送和表达。有许多表达系统可用于蛋白的表达，包括大肠埃希氏菌

(E.coli)、其他细菌宿主、酵母菌和各种高等真核细胞诸如COS、CHO、HeLa和骨髓瘤细胞系。

[0237] 任何合适的细胞系可用于本发明的多肽的表达，包括但不限于CHO细胞、293T细

胞。在一些方面，本发明提供了编码这些抗体的核酸、包含这些核酸的表达盒和载体，并且

也提供了表达编码本发明的抗体的核酸的分离细胞。本发明的多肽可由用于多肽和/或抗

体纯化的任何适合的方法纯化。

[0238] 在整个说明书中引用的各种出版物的内容通过引用以其整体并入。

实施例

[0239] 实施例1A：HIV‑1x  CD3或HIV‑1x  CD16双特异性分子和对照双特异性分子的构建

[0240] 表2包含被设计、表达和纯化的双特异性双抗体的列表。双特异性双抗体是异源二

聚体或所述的氨基酸序列的异源三聚体。WO  2006/113665、WO  2008/157379、WO  2010/

080538、WO  2012/018687、WO  2012/162068、WO  2012/162067、WO  2014/159940、WO  2015/

021089、WO  2015/026892和WO  2015/026894提供了形成双特异性双抗体的方法。
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[0241]
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[0242]
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[0243]

[0244] HIV‑1x  CD3双特异性双抗体能够同时结合至HIV‑1和CD3。HIV‑1x  CD16双特异性

双抗体能够同时结合至HIV‑1和CD16。对照双特异性双抗体(4420x  CD3)能够同时结合至

FITC和CD3。对照双特异性双抗体(4420x  CD16)能够同时结合至FITC和CD16。对照双特异性

双抗体(7B2x  4420)能够同时结合至HIV‑1和FITC。对照双特异性双抗体(A32x  4420)能够

同时结合至HIV‑1和FITC。对照双特异性双抗体(帕利珠单抗x  CD3)能够同时结合至RSV和

CD3。

[0245] 表3显示了双特异性分子的一些实施方案的概述。说明书中的信息可容易地用于

所列出的双特异性分子的替代设计，并且用于利用来自这些抗体的CDRs或VH和VL链设计其

他双特异性分子，例如7B2、CH27、Ch28、CH44。
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[0246]
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[0247]

[0248] 实施例1C：具有ADCC活性的HIV‑1抗体

[0249] 单克隆抗体。5种mAbs代表针对HIV‑1env  gp120恒定区域1(C1；n＝1)、CD4结合位

点(CD4bs；n＝3)、和gp41簇1的那些[Pollara  J.Curr.HIV  Res.2013；11(8):378–3870]。所

有的mAbs在表1中列出。除了mAbs之外，所有的都是用Fc区域的序列生成的，所述Fc区域的
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序列包括根据Shields等人的氨基酸取代，以优化与Fcγ‑受体(Fcγ‑R)IIIa的结合

[Shields  RL  J  Biol  Chem  2001；276(9):6591–6604]。

[0250] A32mAb识别在HIV‑1Env  gp120的C1区域中的构象表位(Wyatt等,J .Virol .69:

5723‑5733(1995))，可以介导有效的ADCC活性，并且可以阻断在HIV‑1感染的个体中可检测

到的显著比例的介导ADCC的Ab活性(Ferrari等,J.Virol.85:7029‑7036(2011))。

[0251] CH28或CH44为HIV‑1CD4bs中和抗体。

[0252] 表4.针对ADCC测试的mAbs列表

[0253]

[0254] 感染性分子克隆(IMC)。根据通过A3R5细胞系的测试，HIV‑1  IMCs代表22种分离

株，代表对中和具有不同程度的敏感性的那些。表5报告了IMCs的列表。

[0255] 表5.用于产生感染的靶细胞的HIV‑1亚型的IMC列表。

[0256]

[0257]

[0258] 如前所述，所有IMCs都是在来源于NHL4‑3分离株的骨架上生成的[Edmonds 

TG.Virology.2010；408(1):1–13；Adachi  A.J  Virol.1986；59(2):284–291]，但是对于亚

型AE  92TH023，其是使用来自40021AE  HIV‑1分离株的骨架生成的。所有IMCs都表达海肾属

(Renilla)萤光素酶报告基因，并保留所有9个病毒开放阅读框。海肾属荧光素酶报告基因

在HIV‑1Tat基因的控制下表达。在HIV‑1感染CD4+T细胞时，在HIV‑1复制过程中Tat的表达

将诱导荧光素酶的表达，并且可以通过测量相对发光单位容易地量化感染的细胞。

[0259] 抗体依赖性细胞的细胞毒性(ADCC)试验。根据我们以前发表的方法，使用基于荧

光素酶的平台作为由mAbs介导的细胞毒性的读出，进行测定[Pollara  J.J  Virol.2014；88
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(14):7715–7726]。效应细胞群体全部来源于在Fcγ‑R  IIIa的位置158处具有氨基酸的表

征的杂合表型F/V的单个供体。在每个试验中效应子与靶标比例为30:1。在每个试验中，来

自HIV‑1感染的个体(A300)的血浆和帕利珠单抗(抗‑RSV)mAb用作阳性和阴性对照。针对每

个IMC一起测试所有mAbs。特异性杀伤百分比(％SK)如先前报告的那样计算。如果％SK>

20％，则结果被认为是阳性的。

[0260] 介导ADCC的mAb的效力和幅度。针对表2中列出的22种IMCs中的每一种，对表1中列

出的每种mAbs单独地测试。结果已被评估，以不依赖于活性被观察时的浓度鉴定作为％SK

的最大ADCC活性。基于识别的env  gp120和gp41区域对mAbs进行分组。每种mAb的阳性应答

的平均值报告在图1中。mAbs的量级和幅度总结在表3中。针对gp120C1和gp41簇1的非中和

Abs通过分别识别21种(95％)和20种(91％)HIV‑1分离株提供了最宽的ADCC谱。特异性杀伤

的平均％(％SK)对于C1mAbs为37％，对于gp41簇I  mAb为34％。A32和7B2的最大％SK的平均

值分别为45和42。累积地，CH44mAb识别<60％的分离株，所述分离株经测试具有21至60％SK

之间的活性范围。

[0261] 表6.介导ADCC的mAbs的量级和幅度

[0262]

[0263] 实施例2：通过双亲和力重靶向(DART)分子A32/CD3和7B2/CD3的细胞杀伤

[0264] 设计和表达双亲和力重靶向分子A32/CD3(SEQ  ID  NOs:9和11)和7B2/CD3(SEQ  ID 

NO:13和15)。这些分子包含基于抗‑HIV‑1单克隆抗体(mAbs)的Fab生成的HIV‑1结合臂(具

有结合至层(tier)2传播/奠基者(T/F)病毒感染的CD4T细胞的表面的性质的mAbs(即A32或

7B2))[Ferrari  G,J  Virol.2011；85(14):7029–7036；Pollara  J.Curr.HIV  Res.2013；11

(8):378–3870]，和效应细胞结合臂，其可以结合CD3(αCD3ε臂)受体或CD16(αCD16h3G8臂)

受体。用不相关的结合臂[α荧光素(4420)或αRSV]代替HIV‑1或效应臂的适当的阴性对照已

经被开发出。本实施例中示出的结果来自使用CD3‑DARTs的实验。

[0265] 基于荧光素酶的细胞毒性试验。我们优化了一种量化通过DARTs招募的细胞毒性

CD8T细胞对HIV‑1感染的细胞的消除的方法，该方法基于作为最终读出的荧光素酶活性的

检测，如以前报告的[Pollara  J .J  Virol.2014；88(14):7715–7726]。使用抗人CD3(克隆

OKT3；eBioscience)/抗人CD28(克隆CD28.2；BD  Pharmingen)将来自正常健康HIV‑1血清反

应阴性供体的冷冻保存的静息PBMC激活72小时。随后，使用磁珠获得CD4+富集的细胞群，在

存在代表HIV‑1亚型AE (CM235)、B(BaL)和C (1086 .c)的IMC的情况下离心接种

(spinoculated)，并培养72小时。然后将CD4+感染的靶细胞与静息CD8+效应细胞一起以33:

1、11:1、3:1和0:1效应子与靶标比例涂覆。将DARTs(4420xCD3、7B2xCD3或A32xCD3)以0.001

至1000ng/ml范围的浓度加入到组合的细胞中，并孵育6、24和48小时时间点。没有DARTs的

组合的效应子和靶细胞、未感染的细胞和靶细胞单独地被包含在每个板上，用于对照条件。
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在每次孵育时间结束时，将Viviren底物加入每个孔中，并在光度计上分析孔以通过荧光素

酶读出来测量RLU值。在目的细胞毒性细胞存在的情况下，使用适当的已公开的公式评估对

感染的靶细胞的消除[Pollara  J.J  Virol.2014；88(14):7715–7726]。结果报告为％SK，如

针对ADCC试验所述。

[0266] 抗HIV‑1  DART介导的细胞毒性活性。基于上述结果，产生了两种DARTs，其抗‑HIV‑

1臂是A32和7B2Fab区域，效应细胞结合臂是αCD3ε臂。我们研究了这两种DART分子识别和介

导感染的CD4+T细胞的杀伤的能力。从HIV‑1血清反应阴性供体获得的白细胞去除法样品在

体外被感染，以生成如材料和方法部分所述的靶细胞，使用我们先前描述的基于ADCC荧光

素酶的试验来检测DART的细胞毒性的影响。我们测试了两种CD3‑DART分子(7B2xCD3和

A32xCD3)针对亚型B  BaL、AE  CM235和C  1086.c  HIV‑1  IMC感染的自体CD4+T细胞重定向静

息CD8+T细胞的细胞毒性的能力。以效应子‑与‑靶标比例为33:1、11:1和3:1孵育效应子和

靶细胞后6、24和48小时时，我们评估了DART介导的细胞毒性。尽管6小时孵育后已经观察到

细胞毒性活性，但使用针对每种HIV‑1  IMC的33:1E:T比例，在48小时时检测到峰值细胞毒

性活性(>70％SK)(图2)。两种HIV‑1  DARTs的活性总是大于使用4420xCD3对照DART观察到

的背景最大杀伤。还观察到两种DARTs针对每种HIV‑1  IMC感染的靶细胞群体的剂量依赖效

力，其也以每种E:T比例的水平体现，如对于BaL  IMC所示(图3)。

[0267] 还分析了两种DARTs的效力差异，作为以E:T为33:1在48小时时检测到50％的特异

性杀伤(杀伤浓度50或KC50)的DART浓度。针对每种HIV‑1  IMC，A32xCD3  DART  KC50总是比

7B2xCD3  DART  KC50低约一个对数(图4)。

[0268] 这些结果表明，DARTs可以有效地招募CD8+T细胞并引导其针对HIV‑1感染的细胞

的细胞毒性活性。

[0269] 实施例3：A32/CD16和7B2/CD16  DARTs

[0270] 如实施例6所述使用基于荧光素酶细胞毒性试验和CD4+感染的靶细胞以及静息效

应细胞分析双亲和力重靶向分子A32/CD16(SEQ  ID  NO:44和45)和7B2/CD16(SEQ  ID  NO:25

和27，见表2)。对于CD16‑DART试验，效应细胞是CD16+细胞，其可以通过从全PBMC中除去CD3

+CD20+细胞来纯化。

[0271] 实施例2中描述的基于荧光素酶的杀伤试验将用于检查和比较CD16‑DART增强的

对生产性感染的清除的效力和动力学，如先前针对CD3‑DARTs提议的。该过程是相同的，但

效应细胞的阴性选择将提供富集的CD16+细胞群。

[0272] 实施例4：CH28和CH44  DARTs

[0273] 制备了具有HIV‑1臂(其CH28或CH44的结合特异性)和靶向CD3或CD16的效应细胞

臂的DART分子，并在基于荧光素酶的杀伤试验中测试，基本上如在实施例2和3中所述。CH28

或CH44是HIV‑1  CD4  bs中和抗体。见美国临时申请号：2013年9月27日提交的61/883,220和

相应的PCT申请。CH28/CD3包含SEQ  ID  NO：19和19。CH44/CD3包含SEQ  ID  NO：21和23。

[0274] 实施例5：CD13‑和CD16‑DARTs的组合

[0275] 基于荧光素酶的杀伤试验将用于测试组合制剂中的CD13‑和CD16‑DART是否提供

增强的益处。对于每种DART组合，我们将使用表达3种不同的Fcγ‑R  IIIa(CD16)表型的细

胞和已建立的IMCs的组(panel)来测试DARTs同时招募CD3+和CD16+效应细胞的能力。使用

从HIV‑1血清反应阴性供体获得的白细胞去除法样品进行这些评价。
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[0276] 本文引用的所有文档及其他信息源通过引用以其整体并入本文。

[0277] 实施例6：双亲和力重靶向(DART)蛋白引导对潜伏性HIV感染的细胞的T细胞介导

的细胞裂解

[0278] 可能需要HIV特异性免疫的增强，以消除潜伏性HIV感染。为此目的，已经开发了一

种新颖的免疫治疗方式，双亲和力重靶向(DART)蛋白，其是基于双特异性抗体的分子，可以

同时结合两个不同的细胞表面分子。本文所述的是HIVxCD3  DARTs，其被设计有单价HIV‑1

包膜(Env)结合臂，所述单价HIV‑1包膜(Env)结合臂来源于已知结合至HIV‑感染的靶细胞

的结合广泛、介导ADCC的抗体，与被设计来接合溶细胞的效应T细胞的单价CD3结合臂连接。

因此，DART重定向多克隆T细胞，以特异性接合并杀伤表达Env的细胞，包括受不同HIV‑1亚

型感染的CD4+T细胞，从而避免对HIV特异性免疫的要求。使用来自进行抑制性抗逆转录病

毒治疗(ART)的患者的淋巴细胞，DARTs介导被HIV‑1菌株JR‑CSF超感染或被分离自HIV‑感

染的患者静息CD4+T细胞的自体储库病毒感染的CD4+T细胞的体外CD8+T细胞清除。重要的

是，在诱导潜伏性病毒表达后，DART还介导来自静息CD4+T细胞培养物的HIV的CD8+T细胞清

除。联合HIV潜伏期逆转剂，HIVxCD3  DARTs有可能成为有效的免疫治疗剂来清除HIV感染的

个体中的潜伏性HIV‑1储库。

[0279] 通过以下过程表明抗逆转录病毒治疗(ART)无法根除HIV：首先通过证明静息CD4+

T细胞的潜伏性感染(1)，然后通过从接收有效ART的患者的静息CD4+记忆T细胞中恢复稀有

的、整合的、能复制的HIV(2‑4)。目前的ART无法根除HIV感染，因为这些长寿的CD4+T细胞仍

然持续性地被感染并且不被免疫系统识别，其中HIV基因或蛋白质的表达最少(1,5,6)。休

眠的HIV感染的持续性(主要在中央记忆T细胞内)是根除HIV感染的主要障碍(2‑4,7‑9)。

[0280] 通过非常低水平的可检测病毒RNA(10,11)，病毒持续性也出现在相当大比例的治

疗患者中，所述可检测病毒RNA代表病毒颗粒的表达，而没有有效轮次的新复制，并且似乎

不会导致耐药性或治疗失败(12,13)。然而，持续的病毒血症说明免疫应答无法识别和清除

HIV‑1感染的细胞。

[0281] 长期感染的个体通常在撤销ART时具有快速的病毒反弹(14‑16)。这一观察结果表

明，除非受进一步干预的支持，否则患者中的免疫系统不能控制病毒血症。在CD4+和CD8+细

胞免疫应答保持相对保护(preserved)的情况下，治疗性免疫(即使在启动ART的个体中)迄

今为止还没有成功地诱导在没有ART的情况下可以限制病毒血症的增强的抗HIV免疫力

(17)。因此，消除HIV感染细胞的潜伏库(尽管存在ART)以及在大部分患者发现的作为低水

平的病毒血症的源的未知细胞(尽管存在ART)，需要新的创新策略。一个初步的步骤(在潜

伏感染的细胞中潜伏期的中断和病毒抗原表达的诱导)被集中研究(18,19)。然而，随着在

开发潜伏期逆转剂(LRAs)中取得早期进展，也必须寻求清除持续感染能力的改善。

[0282] 潜伏感染的细胞是非常稀有的，并且即使相比每106个静息中央记忆CD4+细胞约1

个感染细胞的通常估计值潜伏库多达60倍(20)，但当前的LRAs可能仅在该群体的一小部分

中诱导前病毒转录，并且所呈递的病毒抗原的数量可能较低(21,22)。因此，可能需要一种

新颖而有力的免疫应答来检测和清除产生低水平病毒血症的细胞，以及被诱导离开潜伏状

态的休眠的感染细胞两者。

[0283] 在潜伏性HIV的再活化之后，病毒抗原呈现在细胞的表面上，因此可以被抗体或衍

生抗体的分子靶向。由免疫毒素(由与毒素效应结构域连接的靶向结构域(诸如抗体或配
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体)组成的双功能嵌合蛋白)提供这种方法的概念的证据(23)。尽管在HIV感染的个体中使

用免疫毒素的初步临床试验未能对免疫学或临床标记物持续产生影响(24)，但据报告，免

疫毒素3B3‑PE38(25)在BLT人源化小鼠模型中减少持续存在的HIV感染的细胞的水平，尽管

存在ART(26)。

[0284] 已经报告了几种单克隆抗体(mAbs)能够识别HIV‑1感染的细胞并且接合携带Fc‑

γ受体的细胞，以介导抗体依赖性细胞细胞毒性(ADCC)(27)，诸如A32和7B2、分别结合

gp120(28)和gp41(29,30)中保守残基的非‑中和mAb。基于这些性质，生成了两种双亲和力

重靶向(DART)蛋白(31,32)，其中来源于A32和7B2mAbs的HIV包膜靶向臂与来源于hXR32(一

种人源化的抗‑‑CD3εmAb)的CD3效应臂组合，以产生两种HIVxCD3  DARTs(A32xCD3和

7B2xCD3)(图10)。

[0285] 已经表征并开发了主要用于肿瘤学的(31‑34)、将T细胞与表达抗原的靶细胞共接

合的双特异性分子，如DARTs和双特异性T细胞接合蛋白(BiTEs)。它们依赖于两种结合臂的

接合，以主要组织相容性复合体(MHC)独立的方式，激活并重定向多克隆T细胞针对表达抗

原的靶细胞的溶细胞活性(31‑34)。在相比通常用于mAbs的剂量(33,34)低许多倍的剂量，

这类双特异性分子在体内是有效的，并且已证明其是临床有效和有用的，具有可接受的安

全性，如通过批准利妥木单抗(blinatumumab)(一种CD19xCD3BiTE)用于治疗复发性或难治

性前体B急性成淋巴细胞白血病(ALL)所证明的(35,36)。DARTs在其C‑末端具有链间二硫键

并且结构紧凑，使得它们非常适合于在靶和效应细胞之间形成稳定的细胞‑与‑细胞联系，

在并排比较中展现出比BiTEs更大的效力(32,37)。

[0286] 本文公开的是HIVxCD3  DART使CD8+T细胞针对HIV‑1感染的CD4+细胞重定向的能

力，所述HIV‑1感染的CD4+细胞包括被真正的潜伏性病毒分离株感染的那些细胞，所述真正

的潜伏性病毒分离株在被设计来模拟潜在的临床HIV根除策略的模型系统中从HIV感染的

患者的细胞中出现。HIVxCD3  DARTs识别感染细胞上的保守的HIV‑1抗原并同时接合多克隆

效应T细胞膜上的受体的能力，将战胜激活预先存在的HIV特异性细胞毒性效应细胞的需要

(38)，从而克服妨碍有效消除感染的CD4+T细胞储库的重大障碍。

[0287] DARTs的HIV臂选择。A32mAb与gp120C1/C2中的CD4可诱导的构象表位结合(在表位

簇A内)(28,39‑41)，并且，7B2mAb与gp41簇I中的线性表位结合(29,30 ,42)。测试这两种

mAbs针对亚型A、AE、B和C的22种代表性HIV‑1感染性分子克隆(IMCs)的组介导抗体依赖性

细胞介导的细胞毒性(ADCC)的能力(图18)。A32mAb识别了21种(95％)HIV‑1分离株，平均特

异性裂解百分比(％SL)为43.69％(范围12‑86％；图23)。7B2mAb识别了20种(91％)HIV‑1分

离株，平均％SL为39.58％(范围为15‑74％；图23)。除了拥有介导ADCC的幅度和效率——指

示HIV感染的细胞表面的表位可及性——之外，HIVxCD3  DARTs——A32和7B2mAbs——的必

要性质是用于DART的Env结合结构域的有吸引力的源，因为影响这些mAbs的结合的Env中的

残基在所有HIV‑1亚型中是高度保守的(图24)。基于这些性质，生成了两种HIVxCD3  DARTs，

其中来源于A32和7B2mAbs的HIV靶向臂与来源于人源化抗‑CD3εmAb的hXR32的CD3效应臂组

合(图10A‑10C)。这些HIVxCD3  DARTs被命名为A32xCD3和7B2xCD3。也生成了对照DARTs，其

用来源于抗‑FITC抗体(4420)或来源于帕利珠单抗(一种呼吸道合胞病毒(RSV)融合蛋白抗

体的抗体)的不相关的臂代替HIV臂(4420xCD3、RSVxCD3)或CD3臂(A32x4420、7B2x4420)。也

生成了对照DARTs，其用来源于抗‑FITC抗体(4420)或来源于帕利珠单抗(一种呼吸道合胞
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病毒(RSV)融合蛋白抗体的抗体)的不相关的臂代替HIV臂(4420xCD3和RSVxCD3)或CD3臂

(A32x4420和7B2x4420)。

[0288] HIV  DART结合性质。A32xCD3和7B2xCD3各自(单独地和同时地)表现出与重组人

CD3和HIV‑1Env蛋白的结合，如ELISA所示(图11A‑11C)。虽然两种DARTs与CD3蛋白的结合相

似，但是对于7B2xCD3，与JR‑FL  gp140CF的结合的量级比A32xCD3与JR‑FLgp140CF的结合的

量级更大，这可能是由于构象A32表位是CD4高度依赖性的(41‑44)。基于表面等离子体共振

(SPR)，A32xCD3和7B2xCD3的CD3臂结合的平衡解离常数(KD)分别为3.6和6.1nM，并且对于

使用M.ConS  gp140CFI的A32xCD3以及使用JR‑FL  gp140CF的7B2xCD3，HIV臂结合的KD分别

为47 .7nM和15 .1nM(图19)。由于与JR‑FL  gp140CF结合的A32xCD3效率低下，并且与

M.ConSgp140CFI结合的7B2xCD3由于缺乏gp41簇I序列而被排除，因此不同的Env蛋白在SPR

研究中用于这两种DARTs。

[0289] HIVxCD3  DARTs以特异性结合其细胞表面抗原。具有CD3效应臂的DARTs(A32xCD3、

7B2xCD3、4420xCD3)以相似的效率结合人CD3 +T细胞，而CD3臂被不相关的臂取代

(A32x4420、7B2x4420)或具有两个不相关的臂(4420x4420)的DARTs不结合(图11D)。

HIVxCD3  DARTs(A32xCD3、7B2xCD3)有效结合表达亚型AE  CM244Env的HEK293‑D371细胞(图

11E)，并通过A32x4420和7B2x4420对照DARTs观察到相似的结合活性(图25)。如预期的，

4420xCD3对照DART不与这些细胞结合(图11E)。A32xCD3和7B2xCD3结合Jurkat‑522F/Y细

胞，所述Jurkat‑522F/Y细胞表达CD3和亚型BHXBc2Env(45)，并且如通过4420xCD3、A32xCD3

和7B2xCD3结合的等同物(equivalence)所显示的，经CD3臂的结合占主导地位。当CD3臂被

不相关的4420臂取代以消除CD3结合时，用A32x4420而不是用7B2x4420检测到与细胞表面

Env的低水平结合(图11F)。

[0290] HIVxCD3  DART对表达Env的细胞系的重定向T‑细胞杀伤以及伴随的T‑细胞活化。

Jurkat  522‑F/Y是表达Env并作为HIV感染的CD4+T细胞的模型的人CD4+细胞系，并且，

Jurkat‑ΔKS是相同的对照细胞系，除了在Env基因中妨碍其表达的删除/移码突变(45)。这

些细胞系用于评估HIVxCD3  DARTs介导对Env+靶细胞的重定向T细胞杀伤的能力。通过用标

准试验测量乳酸脱氢酶(LDH)释放来测定靶细胞裂解，并通过发光(LUM)试验确认结果。如

通过LDH释放试验测量的，A32xCD3和7B2xCD3重定向来源于健康供体的人T细胞，从而以浓

度依赖性方式，以10:1的E:T比，杀伤Jurkat‑522F/Y细胞，并且这两种HIVxDARTs在以50％

有效浓度(EC50)为160‑230pg/mL孵育48小时后，表现相似的效力(图12A)。通过对照DARTs

(4420xCD3、A32x4420、7B2x4420)，其中HIV臂或CD3臂被不相关的臂取代，没有发生DART介

导的对Jurkat‑522F/Y细胞的重定向T细胞杀伤(图12A)。当没有效应T细胞时(图12B)或当

靶细胞缺乏Env表达时(图12C)，A32xCD3和7B2xCD3  DARTs不介导靶细胞杀伤。这些数据表

明为了HIVxCD3  DART介导的细胞溶解活性而对于表达Env的靶细胞及其与表达CD3的效应

细胞的共接合的严格要求。

[0291] 如通过LUM试验测量的，A32xCD3和7B2xCD3对于Jurkat522‑F/Y  GF细胞的重定向T

细胞杀伤以EC50值为140‑170pg/mL显示相似的效力(图12D)，这与通过LDH释放试验测量的

那些接近，表明两种不同试验方式的一致性。此外，以LUM试验的灵敏度和特异性，Env+靶细

胞的DART依赖性消除几乎是完全的(>98％)，而4420xCD3对照DART不介导细胞毒性(图

12D)。HIVxCD3  DART重定向的T细胞杀伤活性是时间依赖性和E:T比依赖性的。用7B2xCD3，
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在10:1和5:1的E:T比，48小时时达到几乎完全的细胞裂解，而在E:T比为1:1时，高水平细胞

裂解(>80％)延迟到72小时(12E‑12H)，表明时间是在较低E:T细胞比时有效消除靶细胞的

限制因素。

[0292] 伴随着重定向的T细胞杀伤活性，HIVxCD3  DARTs在Env+靶细胞的存在下诱导T细

胞活化(通过活化标记物CD25的上调测量)，其中在CD8+T细胞中CD25上调的程度高于在CD4+

T细胞中的上调程度(图26A‑26D)。总体数据表明，A32xCD3和7B2xCD3有效地激活并重定向T

细胞(尤其是CD8+T细胞)以特异性杀伤表达Env的靶细胞。此外，杀伤数据证实，即使通过

FACS分析对Env结合的检测是微不足道的，但两种DARTs都能识别和结合CD4+细胞系表面上

的Env抗原(图13F)。

[0293] HIVxCD3  DARTs结合HIV感染的CD4+T细胞的表面，并使用来自HIV‑1血清反应阴性

供体的淋巴细胞重定向CD8+T细胞以杀伤HIV‑1感染的CD4+细胞。评估A32x4420和7B2x4420 

DARTs结合和重定向对HIV‑1感染性分子克隆(代表亚型AE  CM235，亚型B  BaL和亚型C 

1086 .C  HIV‑1分离株)感染的CD4+T细胞的杀伤的能力。用荧光素酶报告基因工程化每个

IMC，以定量测量感染的靶细胞的细胞裂解。为了评价与受感染的细胞表面Env的结合，将

A32x4420和7B2x4420  DARTs(其缺少CD3效应臂)与亲本A32和7B2mAbs进行比较。观察到两

种HIVxCD3  DARTs对p24+(感染的)CD4+T细胞相似的染色(不依赖于用于感染的HIV‑1  IMC)

(图27)。有趣的是，通过A32x4420  DART的染色接近地重现通过A32mAbs的染色；相比之下，

7B2x4420  DART识别>66％的HIV‑1感染的细胞(范围66‑78％)，而7B2mAb识别>24％(范围

24‑38)，表明DART与mAb相比具有对簇I  gb41表位更好的可及性(图27)。用作对照的二次缀

合的Abs和帕利珠单抗mAb识别小于<5％的HIV‑1感染的CD4+T细胞。

[0294] 随后研究了A32xCD3和7B2xCD3针对用三种HIV‑1  IMCs感染的自体CD4+T细胞重定

向来自HIV‑1血清反应阴性供体的CD8+T细胞的能力。两种HIVxCD3  DARTs以浓度依赖性方

式重定向自体CD8+T效应细胞以杀伤亚型B  BaL(图13A)、亚型AE  CM235(图13B)和亚型C 

1086.C(图13C)IMC感染的CD4+靶细胞，而对照DART(4420xCD3)是无活性的。在用IMC感染的

CD4+细胞的这些研究中，与7B2xCD3( )相比，A32xCD3(EC50≤1ng/mL)表现

更强的效力，这与在用Env+细胞系的研究中观察到的相似效力形成对比(图12A‑12C)。DART

介导的对IMC感染的CD4+T细胞的杀伤依赖于CD8+效应细胞的存在，并且在它们不存在时没

有观察到细胞溶解活性(图13A‑13C)。在时间过程研究中，在6小时时，DART依赖性细胞溶解

活性是明显的，48小时时具有最大活性(>70％细胞裂解)(图13D‑13F)。

[0295] 为了获得对由DARTs招募的效应T细胞杀伤HIV‑1感染的靶细胞的频率的理解，评

价了在用于检测细胞溶解活性的相同条件下与自体HIV‑1BaL  IMC感染的CD4+细胞共孵育

时，DARTs诱导从5个HIV‑1血清反应阴性供体获得的CD8+T细胞脱粒的能力。对于数据分析

采用的设门策略的实施例在图14A‑14G中显示。在对照条件下(不存在HIVxCD3  DART或存在

对照DART)，活的/CD3+/CD8+/CD107+细胞(图14H)的平均频率为0.38％(标准偏差为0.10％；

范围为0.24‑0.51)，其在1ng/mL  7B2xCD3或A32xCD3存在时，分别增加至平均为3.53％(范

围1.5‑6.9％)或18.23％(范围12.30‑23.35％)。数据表明，在表达Env的靶细胞(自体HIV‑1

感染的CD4+T细胞)存在时，HIVxCD3  DARTs可以特异性地诱导静息CD8+T细胞的脱粒。

[0296] HIVxCD3  DART针对来自血清反应阴性供体的JR‑CSF感染的细胞的重定向CD8+T细

胞杀伤活性。使用测量HIV  gag  p24抗原生产的病毒清除试验作为评价DART重定向的T细胞
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杀伤活性的替代方法。来自健康供体的CD4+细胞用HIV‑1分化枝B克隆JR‑CSF进行超感染，

并在不存在或存在100ng/mL  DARTs时，以1:1的E:T比与自体CD8+T细胞一起孵育7天。在使

用两种不同供体的实验中，与在不存在DARTs的情况下进行的孵育相比，添加对照DART

(4420xCD3)没有显著减少p24生产，而添加A32xCD3或7B2xCD3以相似程度显著减少p24生产

(分别减少72‑96％或87‑99％；p<0.01，学生T检验；图15A‑15B)。一旦感染建立，则在加入效

应细胞和DARTs时，在存在整合酶和非核苷逆转录酶抑制剂的情况下还进行病毒清除试验，

以阻断更多轮的感染。当抗逆转录病毒药物(antiretroviral)(ARVs)被包括在该试验中

时，A32xCD3和7B2xCD3仍然介导了p24生产降低的趋势，尽管可能由于抗逆转录病毒药物的

基线p24生产的低水平而没有达到统计学显著性(图15C)，这表明DARTs不是通过抑制病毒

传播而是通过感染细胞的清除来起作用。

[0297] 使用来自处于抑制性ART的患者的淋巴细胞，HIVxCD3  DARTs重定向CD8+T‑细胞以

清除JR‑CSF超感染的CD4+细胞。慢性ART的特征在于功能障碍和消耗的T细胞应答(46,47)，

因此在体外对患者样品中有力的DART介导的T细胞重定向清除活性的确认至关重要。评估

HIVxCD3  DARTs在病毒清除试验中的活性，其中淋巴细胞来自8名处于抑制性ART的HIV感染

个体。所有参与者在研究时处于ART达至少6个月，病毒载量<50拷贝/mL，否则表现出不同的

临床背景(图20)。

[0298] 因为来自HIV‑1血清反应阳性受试者的T细胞比来自血清反应阴性受试者的细胞

更易于凋亡(48)，评价了在不存在靶细胞的情况下，HIVxCD3  DARTs是否可能影响T‑细胞存

活力(这可能会使DART活性的分析与患者细胞混淆)进行了评估。在存在100ng/mL  DART的

情况下(其模拟病毒清除试验条件)，来自HIV感染的、ART‑抑制的患者的CD4+或CD8+T细胞培

养7天后，基于膜联蛋白V/7AAD染色，没有观察到T细胞存活力的下降(图28A‑28B)。此外，在

用HIVxCD3或对照DARTs培养后，未观察到未刺激的CD4+或CD8+T细胞上的活化标记物(HLA‑

DR、CD25)的变化(图28C‑28D)，表明仅CD3臂的接合不能在体外激活患者的CD8+或CD4+T细

胞。

[0299] 使用来自处于抑制性ART的8名HIV患者的淋巴细胞进行病毒清除试验，其中CD4+

细胞用HIV‑1JR‑CSF(靶细胞)进行超感染，并以0:1、1:10或1:1的E：T比在不存在或存在

100ng/mL  DARTs的情况下与自体CD8+细胞(效应子)一起孵育7天。HIVxCD3  DART活性甚至

在没有添加的CD8+T细胞的情况下发生，表明在这些实验条件下，CD4+T细胞可以被招募为效

应细胞；与对照相比，P24的生产通过7B2xCD3减少了0.89log(p<0.05)，通过A32xCD3降低了

0.32log(p＝NS)，通过两种DARTs的1:1混合物降低了0.81(p<0.05)(图16A)。事实上，当存

在感染的靶细胞时，添加完全激活的DARTs导致CD4+T细胞显著增加的脱粒(图16G、16H)。作

为效应子的CD8+T细胞的添加导致p24水平进一步降低；与以1:10的E:T仅用CD8+T细胞观察

的0.13log相比，用7B2xCD3，p24生产减少1.2log(p<0.05)，用A32xCD3减少0.6log(p＝NS)，

用两种DARTs的混合物减少1.8log(p<0.05)(图16B)。以1:1的更高E:T比，观察到甚至更明

显的降低，其中仅CD8s导致0.7log降低，但是p24生产通过7B2xCD3降低2.8log(p<0.05)，通

过A32xCD3降低1.6log(p＝NS)，和通过两种DARTs的混合物降低2.8log(p<0.05)(图16C)。

即使在没有任何可检测到的基线CD8T细胞抗病毒活性的情况下，也可见显著的降低，并且

在三种情况下，用DARTs孵育后(患者749用两种完全激活的DARTs，和患者720和725用

7B2xCD3)，没有病毒能够被恢复。绝对的HIV  gagp24抗原值在图21中提供。
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[0300] 使用来自处于抑制性ART的患者的淋巴细胞，HIVxCD3  DARTs重定向CD8+T细胞以

清除自体储库病毒(AR)‑超感染的CD4+细胞。通过采用来自5名患者的自体储库病毒(AR)‑

感染的CD4+靶细胞的病毒清除试验(图16D‑16F)，评估DARTs针对源自潜伏库的表达Env序

列的靶细胞而重定向T细胞能力。由有丝分裂原刺激的静息CD4+T细胞的有限稀释培养物的

汇集的上清液产生患者AR病毒分离株，以体现潜伏性病毒再活化后体内可能遇到的病毒的

多样性。尽管AR病毒分离株的多样性，DART活性反映了用JR‑CSF‑感染的靶细胞所见的活

性。在不存在CD8+效应子的情况下，用AR‑感染的靶细胞观察到适度的活性(因此归因于CD4+

T细胞；图16D)，其中通过7B2xCD3，p24生产减少0.32log，通过A32xCD3减少0.20log(p＝NS.

由于对7B2xCD3的应答的更高的方差)和通过两种DARTs的1:1混合物减少0.51log(p<

0.05)，而通过对照DARTs没有观察到活性(图16D)。将HIVxCD3DARTs添加至AR病毒‑感染的

CD4+靶细胞和自体CD8+效应细胞的混合中导致p24生产的显著增强的降低。在1:10的E:T比，

与单独用CD8+细胞仅减少0.02log相比，p24生产通过7B2xCD3减少0.51log(p<0.05)，通过

A32xCD3减少0.37log，和通过两者的1:1混合物减少0.79log(p<0.05)(图16E)。在1:1的较

高E:T比，也可以看到在HIVxCD3DARTs存在时p24生产降低的趋势，但这种效果的量级通过

在不存在DARTs时看到的可变的基线CD8+活性而被减少(图16F)。值得注意的是，用来自所

有5名患者的淋巴细胞观察到离体DART活性，所述DART活性用两种HIVxCD3DARTs中的至少

一种进行评估，并且在所有的情况下用1:1的DART混合物。

[0301] HIVxCD3  DARTs重定向来自处于抑制性ART的HIV‑感染的个体的T细胞，以在诱导

潜伏性病毒表达后从静息CD4+T细胞中清除病毒。

[0302] 最终，用于“休克和杀伤”HIV根除策略的剂必须识别和清除稀有感染细胞，所述稀

有感染细胞在从潜伏期出现时可能表达低水平的抗原。如前所述(49)，采用潜伏清除试验。

该试验涉及测量DARTs重定向自体CD8+T细胞以在诱导处于抑制性ART的HIV‑感染的个体的

静息CD4+T细胞后降低病毒恢复的能力。以1:10的E:T比将完全激活的DARTs或A32xCD3和

7B2xCD3的1:1混合物添加至CD8+T细胞与PHA刺激的静息CD4+T细胞的共培养物，在6名患者

的所有6例中都降低病毒恢复，尽管患者的降低的量级不尽相同(图17A，22)。

[0303] 使用体内最大有丝分裂原刺激的HIV潜伏期的逆转在临床上是不实用的(50)。然

而，使用不导致整体T细胞活化的剂(诸如伏立诺他(VOR))逆转潜伏期后，病毒抗原的呈递

比最大有丝分裂原刺激后的呈递更不稳健。为了在临床相关环境下评估HIVxCD3DARTs，使

用对VOR的生理相关暴露以诱导潜伏病毒包膜表达，所述生理相关暴露模拟单一400mg体内

剂量(18)后获得的暴露。在这种情形下，以1:10的E:T比添加CD8+细胞以及完全激活的

DARTs，在24小时共培养期后，当与5名测试患者中的4名中不具有或具有对照DARTs的CD8+

细胞相比时，其导致病毒恢复的降低。在24小时共培养期后没有对DARTs应答的单个患者

(患者795)中，将共培养期从24小时延伸至96小时，导致病毒恢复的彻底消除(图17B,22)。

[0304] 讨论

[0305] 在消除潜伏性HIV‑1储库中的重大障碍包括：1)在用潜伏逆转剂(LRA)诱导之前或

之后，免疫系统识别呈递适度水平的HIV抗原的稀有HIV‑1感染的细胞的有限能力(38，51)；

2)HIV‑1潜伏库中存在CD8+细胞毒性T淋巴细胞逃逸突变体(52)；和3)在处于ART的患者中

循环性HIV‑特异性CD8+T细胞的低频率，并且由于感染细胞提供的不足刺激而需要激活它

们(38)。本文所述的是HIVxCD3  DARTs可以克服这些主要阻碍的数据。

说　明　书 41/51 页

49

CN 107108721 B

49



[0306] 具有来源于非中和mAbs  A32和7B2的HIV臂的HIVxCD3  DARTs能够识别表达HIV‑

1Env的细胞系并引起重定向T‑细胞杀伤活性，即使在细胞表面Env表达看起来低的时候。此

外，HIVxCD3  DARTs在重定向CD8+T细胞以清除对VOR暴露后从ART‑治疗的病毒血症

(aviremic)患者获得的静息CD4+T细胞是离体有效的。

[0307] 据报告潜伏库中代表的HIV‑1分离株包括由CD8+T细胞应答产生的逃逸突变体

(52)，这可限制由自然感染诱导的MHC类I‑限制的CD8+CTL应答清除HIV‑1感染的细胞的能

力。HIVxCD3  DARTs的A32和7B2臂基于广泛反应的非中和抗‑HIV  mAbs，其分别与gp120和

gp41中的高度保守的残基相互作用，并且有效地介导针对受各种亚型的HIV‑1分离株感染

的细胞的ADCC活性。值得注意的是，A32mAb表位是已知在合胞体形成过程中(53)或在层2病

毒感染后(54)在受感染细胞表面上表达的最早的表位，并且7B2mAb表位在gp41枝干

(stumps)上易接近，其在芽殖期间在受感染细胞的表面上表达，并且当gp120亚基解离时保

留在膜表面(29,55)。这些性质表示A32和7B2表位在受感染细胞表面上的可及性。重要的

是，CTL逃逸突变体的存在并不是限制，因为CTL表位与DART‑介导的重定向杀伤活性是不相

关的。此外，双特异性分子(如DARTs)招募的效应T细胞是多克隆的，而不是MHC‑限制的

(33)。与这些主张一致，A32xCD3和7B2xCD3在重定向来自患者的CD8+T细胞以清除由其自身

的自体储库(AR)病毒感染的CD4+细胞方面是有效的，不管是否存在在开始治疗前可能已经

累积的任何逃逸突变体(52)。有趣的是，在体外活化用作靶细胞的CD4+T细胞后，在不存在

CD8+T细胞的情况下观察到病毒恢复的具体降低，这表明DARTs也可以在这些具体实验条件

下招募细胞毒性CD4+T细胞。根据这些，发现DARTs在存在表达Env的Jurkat‑522F/Y细胞的

情况下诱导CD4+T细胞的活化，并且当与来自HIV阳性个体的受感染的自体靶细胞共培养时

能够增加CD4+T细胞的脱粒。在对HIV‑1(56)和巨细胞病毒(57)应答的背景下已经被报告了

细胞毒性CD4+T细胞。需要进一步的研究来确定在体内环境中是否发生有效的DART招募和

细胞毒性CD4+T细胞的重定向。

[0308] A32xCD3和7B2xCD3  DARTs的相对效力在我们的研究中应用的不同测试系统之间

是不同的，很可能是由于表达Env的靶细胞和/或效应T细胞的特征的变化。然而，每当DARTs

的其中一个表现出比另一个更大的活性时，在用受感染的患者细胞的研究中使用两种

DARTs的组合时，一贯地观察到与更有效的DART的活性相似的活性(图16A‑16H和17A‑17B)。

因此，靶向不同HIV表位的DARTs的组合可能是最大化活性的水平和幅度两者的有利策略，

这与针对介导ADCC的(58)或广泛地中和抗‑HIV‑1mAbs的组合所描述的相似(59,60)。

[0309] 通过HIV‑1特异性CD8+T细胞应答消除潜伏感染的细胞池受到被感染个体中这些

细胞的低频率的限制以及从静息状态激活它们的需要的限制(38)。用来自先前没有对HIV‑

1抗原的任何暴露的HIV‑1血清反应阴性个体的静息CD8+T细胞，当与预定要被杀伤的自体

HIV‑1感染的靶细胞一起孵育时，HIVxCD3  DARTs诱导这些静息CD8+T细胞的高达23％的脱

粒。DART还能够重定向来自在病毒清除试验中接受抗逆转录病毒治疗的HIV‑1血清反应阳

性个体的CD8+T细胞。因此，HIVxCD3  DART蛋白可以有效地招募并重定向CD8+T细胞毒性细

胞，而不依赖于对HIV抗原的先前暴露，且不论在慢性HIV‑1感染中可能保留的任何功能伤

害(46,47,61)。

[0310] 针对表达HIV‑1Env的靶标的DART重定向的T细胞活性依赖于HIVxCD3  DART浓度，

效应子：靶(E:T)细胞比和孵育时间。HIVxCD3  DART分子的每个结合臂的单价性质确保靶细
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胞杀伤仅仅取决于效应/靶细胞共接合，如用CD19xCD3和其他DARTs所观察到的(31 ,32 ,

34)。在靶细胞上不存在Env表达时，没有观察到HIVxCD3  DART介导的T细胞活化或重定向杀

伤活性。类似地，用来自处于抑制性ART的HIV感染的患者的T细胞，在不存在病毒感染的靶

细胞的情况下，没有观察到T细胞活化。因为它们应该仅在HIV‑1感染的表达Env的靶细胞附

近从循环T细胞引起细胞毒性活性，不预期HIVxCD3  DARTs在处于ART的HIV感染的患者中引

起普遍的系统性影响，诸如炎性细胞因子的释放，这是由于表达Env的靶细胞的不足。考虑

到HIV感染在HIV‑1特异性T‑细胞亚群中以及在一般的CD8+T细胞群体中在疾病的急性期和

慢性期都诱导免疫系统的非特异性活化，由HIVxCD3  DARTs引起的T‑细胞重定向应答的特

异性在临床上将是至关重要的(62‑64)。

[0311] 表达细胞表面Env的HIV‑感染的CD4+T细胞是HIVxCD3  DART‑重定向T细胞杀伤活

性的主要体内靶标。因为这些靶细胞也表达CD3，所以DART分子可以介导感染的和未感染的

CD4+T细胞之间的突触，这(不是重定向对受感染细胞的杀伤或除了重定向对受感染细胞的

杀伤以外还)令人信服地可促进病毒向未感染细胞的扩散。然而，没有证据表明观察到

DARTs增强了病毒的扩散，因为即使在不存在CD8+T细胞的情况下，DARTs也降低p24生产(图

16A和16D)。

[0312] 总之，本文所述的实验证明，具有来源于非中和A32和7B2mAbs的HIV臂的HIVxCD3 

DARTs是针对由以下组成的靶细胞重定向溶细胞T‑细胞的特异性的和有效的剂：1)表达

HIV‑1Env的CD4+细胞系，2)来自受不同亚型的HIV‑1  IMCs感染的血清反应阴性个体的激活

的CD4+细胞，3)来自受JR‑CSF或自体储库病毒感染的、处于抑制性ART的血清反应阳性患者

的激活的CD4+细胞，或4)来自离体暴露于T细胞有丝分裂原(植物凝集素,PHA)或潜伏期逆

转剂(伏立诺他，VOR)的HIV‑感染的患者的静息CD4+细胞。重要的是，研究证明，来自处于抑

制性ART的HIV感染的患者的自体CD8+T细胞在DARTs存在的情况下作为效应细胞是有用的。

在伏立诺他存在的情况下，HIVxCD3  DART‑介导的T细胞杀伤活性的证明是尤其值得注意

的，因为它提供的证据表明，针对从被设计来模拟潜在的临床HIV根除策略的模型系统中的

HIV‑感染的患者细胞中表达的真正的潜伏性病毒分离株的活性与使用离体扩增的CTLs的

早期发现相似(49)。因此，所公开的数据表明，HIVxCD3  DARTs在“休克和杀伤”HIV根除策略

中是用于与LRAs组合进行体内测试的合适的剂。

[0313] 方法

[0314] 由于我们研究中的样本数量相对有限，我们使用多重比较的Dunnett’s检验再分

析了这些数据，这被认为是适当的。计算的p值在正文(第14页)和图5‑7的图例中指示。统计

分析方法部分也已修订。

[0315] 患者群体。白细胞除去法样品从HIV血清反应阴性供体或处于至少6个月的稳定的

ART的、具有不可检测的血浆病毒血症(<50拷贝/mL)的HIV‑感染的供体获得，如所指出的。

从每名患者获得书面知情同意书，并且该研究由杜克和UNC生物医学机构审查委员会

(Biomedical  Institutional  Review  Boards)批准。

[0316] 感染性分子克隆(IMCs)。如前所述，用来源于NHL4‑3分离株的骨架产生用于亚型B 

BaL、亚型AE  CM235和亚型C  1086.C的HIV‑1  IMC(65,66)。所有IMCs都表达海肾属荧光素酶

报告基因，并保留了所有9个病毒开放阅读框。海肾属荧光素酶报告基因在HIV‑1Tat基因的

控制下表达。在HIV‑1感染CD4+T细胞时，HIV‑1复制过程中Tat的表达将诱导荧光素酶表达，
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这允许通过测量相对发光单位(RLU)量化受感染的细胞。

[0317] HIVxCD3  DARTs的构建、表达和纯化。DARTs由共表达两条多肽链的质粒产生，所述

两条多肽链的一条具有与抗‑HIV的VH连接的抗‑CD3的VL；第二条具有与抗‑CD3的VH连接的

抗‑HIV的VL。两条多肽链的羧基末端由成对的带相反电荷的E‑螺旋/K‑螺旋二聚化结构域

组成，其包含链间二硫键(图10A‑10C)。HIV臂序列来源于非中和mAbs，A32[Genbank登录号

3TNM_H和3TNM_L]和7B2[Genbank登录号AFQ31502和AFQ31503]，并且，CD3臂序列来源于

hXR32(一种人源化小鼠抗人CD3εmAb(L .Huang ,L .S .Johnson ,CD3‑binding  molecules 

capable  of  binding  to  human  and  nonhuman  CD3,美国专利20140099318(2014))。通过

用来自抗‑荧光素mAb(4420)(67)或抗‑RSV  mAb(帕利珠单抗)(68)的不相关的特异性取代

HIV或CD3特异性类似地构建对照DARTs。编码DART的序列被克隆到CET1019AD  UCOE载体

(EMD  Millipore)中、转染到CHO细胞中，并如前所述纯化蛋白质(31)。通过SDS‑PAGE

(NuPAGE  Bis‑Tris凝胶系统，Invitrogen)和分析SEC(TSK  GS3000SWxL  SE‑HPLC ,Tosoh 

Bioscience)来分析纯化的蛋白质。

[0318] ELISA。对于单特异性结合试验，用3％BSA和0.1％Tween‑20阻断用碳酸氢盐缓冲

液中的重组蛋白(人CD3ε/δ异二聚体，JR‑FL  gp140ΔCF；(69))涂覆的MaxiSorp微量滴定板

(Nunc)。应用DART蛋白，随后依次加入生物素化的抗‑EK螺旋抗体和链霉亲和素‑HRP(BD 

Biosciences)。对于双特异性结合试验，用JRFL  gp140ΔCF涂覆平板，并且应用DART，随后

依次加入生物素化的CD3ε/δ和链霉亲和素‑HRP。使用SuperSignal  ELISA  Pico化学发光底

物(Thermo  Scientific)检测HRP活性。

[0319] SRP分析。结合至抗原的HIVxCD3  DART通过BIAcore  3000生物传感器(GE ,

Healthcare)分析，如前所述(31,32)。根据制造商的程序，将人CD3ε/δ固定在CM5传感器芯

片上。分析结合至固定化的CD3的DART，以评估CD3臂的性质，并分析结合至在固定化的CD3

上捕获的HIV  DART的HIV‑1Env蛋白，以评价HIV臂的性质。JRFLgp140ΔCF被用来评价

7B2xCD3结合和M.ConS  gp140ΔCFI(69)被用来评价A32xCD3结合。使用不同的Env蛋白，因

为A32xCD3不能有效地结合至JR‑FL  gp140ΔCF，并且M.ConS  gp140ΔCFI缺乏对7B2xCD3的

gp41结合位点。在10mM  HEPES，pH  7.4、150mM  NaCl、3mM  EDTA和0.005％P20表面活性剂中

进行结合实验。固定化受体表面的再生通过脉冲注射10mM甘氨酸，pH  1 .5进行。通过对

Langmuir  1:1结合模型(BIA评估软件v4.1)的结合曲线的全局拟合来确定KD值。

[0320] 细胞系。通过转导和克隆选择，在Macrogenics从Jurkat‑522F/Y细胞产生Jurkat‑

522F/Y  GF细胞，其组成型的表达桡足类绿色荧光蛋白(copGFP)和萤火虫荧光素酶的融合

蛋白(System  Biosciences)。具有HIV‑1CM244(亚型AE)gp140的多西环素诱导型表达的

HEK293‑D371细胞从John  Kappes博士获得(伯明翰阿拉巴马大学)。

[0321] 结合至细胞的DART或mAb的流式细胞检测分析。将4μg/mL的DARTs在含有10％人AB

血清的200μL  FACS缓冲液中与105个细胞在室温一起孵育30分钟。洗涤后，将细胞重悬于

100μL的1μg/mL的生物素‑缀合的小鼠抗‑EK抗体(识别DART蛋白的E/K异源二聚化区域)中，

与1:500稀释的链霉亲和素‑PE混合，并在黑暗中在2‑8℃孵育45分钟。洗涤细胞，用FACS缓

冲液重悬，并用BD  Calibur流式细胞分析仪和FlowJo软件(TreeStar，Ashland  OR)分析。如

前所述(54)，对于A32和7B2mAbs，进行与来自正常人供体的IMC‑感染的CD4+T细胞的结合，

并且对于HIVx4420  DARTs，用生物素‑缀合的小鼠抗‑EK抗体和1:500稀释的链霉亲和素‑
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PE，进行与来自正常人供体的IMC‑感染的CD4+T细胞的结合。

[0322] 针对表达HIV‑1  Env的细胞系的重定向T‑细胞细胞毒性试验以及T‑细胞活化的评

价。使用 UntouchedTM人T细胞试剂盒(Invitrogen)从健康的人PBMCs中分离

全(pan)T细胞。用DARTs的连续稀释物与人T细胞以效应子:靶标(E:T)比＝10:1(或不然以

所指示的变化的E:T比)一起处理表达HIV‑1Env的细胞系(1‑4×105个细胞/mL)，并在37℃，

5％CO2孵育过夜。如前所述，通过乳酸脱氢酶(LDH)释放(CytoTox 非放射性细胞毒性试

验，Promega)测量细胞毒性(32)。用Jurkat‑522F/Y  GF细胞系，还通过使用荧光素酶‑Glo底

物(Promega)的发光测量细胞毒性。从发光计数(RLU)计算特异性裂解：细胞毒性(％)＝100

×(1‑(样品的RLU÷对照的RLU))，其中对照＝在不存在DART时用效应细胞孵育的靶细胞的

平均RLU。数据被拟合至S型剂量应答函数，以获得50％有效浓度(EC50)和最大特异性裂解值

百分比。用CD8‑FITC、CD4‑APC和CD25‑PE抗体(BD  Biosciences)标记试验板中的细胞后，通

过FACS分析测量T‑细胞活化，随后通过配备有采集软件CellQuest  Pro  Version  5.2.1的

FACS  Calibur流式细胞分析仪收集细胞(BD  Biosciences)。使用FlowJo软件进行数据分析

(Treestar，Inc)。

[0323] 针对HIV‑1  IMC‑感染的CD4+细胞的重定向T‑细胞细胞毒性试验。用抗人CD3(克隆

OKT3；eBioscience)和抗人CD28(克隆CD28.2；BD  Pharmingen)将来自正常健康HIV‑1血清

反应阴性供体的冷冻保存的静息PBMC激活72小时。随后，通过使用磁珠(Miltenyi 

Biosciences)消耗CD8+T细胞获得CD4+富集的细胞群(纯度>92 .3％；平均值±标准偏差

95.73±2.6％)，在代表HIV‑1亚型AE(CM235)、B(BaL)或C(1086.C)的、表达荧光素酶的IMC

存在的情况下离心接种，并培养72小时。将CD4+感染的靶细胞与静息CD8+效应细胞(通过阴

性选择从自体PBMC分离，CD8+T细胞分离试剂盒，Miltenyi  Biosciences)以33:1、11:1、3:1

和0:1的E:T比，在不存在或存在DARTs的情况下，以浓度范围为1,000至0.0001ng/mL一起孵

育6‑48小时。未感染的和感染的靶细胞单独地被包括，作为另外的对照。每个条件重复进行

测试。孵育后，加入ViviRenTM活细胞底物(Promega)，并在光度计上测量RLU；如前所述测定

靶细胞的特异性裂解百分比(％SL)(58)。

[0324] T‑细胞脱粒(CD107)试验。如针对以HIV‑1  IMC‑感染的细胞作为靶标的细胞毒性

试验所描述的，在不存在或存在1ng/mL  DARTs的情况下，受HIV‑1BaL  IMC感染的激活的CD4
+细胞与静息CD8+效应细胞以33:1的E:T比一起被涂覆，并孵育6小时。对于CD4T细胞脱粒，激

活的CD4+T细胞或者受JR‑CSF感染并用在我们的ADCC试验(70)中常规使用的存活力(NFL1)

和靶特异性(TFL4)标记物进行标记，或者在添加DARTs之前以10:1的比作为效应子被添加

至靶标。每个条件重复进行测试。CD107PE‑Cy5(克隆H4A3；eBioscience)在孵育的最后6小

时内连同莫能菌素(Monensin)溶液(BD  GolgiStop)一起被滴定和添加(71)。由LIVE/DEAD 

Aqua着色剂(stain)、抗‑CD3  APC‑H7(克隆SK7；BD  Pharmingen)、抗‑CD4BV605(克隆OKT4；

Biolegend)、抗‑CD8BV650(克隆RPA‑T8；Biolegend)组成的抗体组用于检测CD107+CD8+T细

胞。洗涤和固定后，样品在接下来的24小时内在定制的LSRII(BD  Bioscience ,San  Jose ,

CA)上取得。每个测试获得总数至少300 ,000可行事件。使用Flow‑Jo软件(Treestar，

Ashland，OR)进行数据分析。

[0325] T‑细胞存活力和活化试验。CD8+T细胞和从HIV感染的ART抑制患者中获得的CD8消

耗的PBMCs以每孔5x104个细胞被涂覆到具有100ng/mL指示的DART的96孔板中。细胞在
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0.2mL补充有10％FBS、1％青霉素/链霉素和5U/mL  IL‑2的cIMDM培养基中培养7天，然后用

以下抗体染色：HLA‑DR‑PerCP(克隆L243)、CD25‑PE(克隆M‑A251)、CD8‑FITC(克隆HIT8a)、

CD8‑PE (克隆HIT8a)、CD4‑FITC (克隆RPA‑T4)和膜联蛋白V‑PE和7‑AAD(所有BD 

biosciences,San  Jose,CA)。

[0326] 重定向T‑细胞病毒性清除试验。通过阳性选择(EasySep人CD8+选择试剂盒，Stem 

Cell)从PBMCs中分离CD8+T细胞。首先用2μg/mL的PHA(Remel，Lenexa，KS)和60U/mL的IL‑2

激活CD8消耗的PBMCs，然后，通过在1200xg离心接种90分钟，以MOI为0.01，用JR‑CSF或自体

储库病毒(AR)感染，如前所述的(47)。对于如前所述进行的每个患者，从静息CD4+T细胞的

派生(outgrowth)试验的重复的孔的汇集的上清液获得AR病毒(72)。在0.2m补充有10％

FBS、1％青霉素/链霉素和5U/mL  IL‑2的cIMDM培养基中，在不存在或存在100ng/mL  DART的

情况下，以指定的E:T比将五万(5×104)个靶标/孔与CD8+T细胞共培养，重复三次。对于在抗

逆转录病毒药物(ARVs)存在下进行的实验，在离心接种后24小时，洗涤细胞，添加1μM的雷

特格韦(raltegravir)和4μM的阿巴卡韦(abacavir)，然后将DARTs和CD8+T细胞添加到培养

物中。通过p24ELISA(ABL，Rockville，MD)在第7天测试上清液。结果计算为对数(感染的靶

细胞的p24只有对照除以测试条件的p24)。

[0327] 潜伏清除试验(LCA)。在添加抗病毒效应细胞和/或分子后，使用ART‑治疗的病毒

血症患者的静息CD4+T细胞，通过标准定量病毒派生试验来评价来自CD4+感染的细胞的病毒

恢复的降低，如前所述(49)。在这种情况下，LCA用于模拟DARTs在临床和药理学相关条件下

清除从潜伏库中出现的病毒的能力。如前所述(72)，从白细胞去除法产物中分离静息CD4+T

细胞，并暴露于PHA(4μg/mL)和IL‑2(60U/mL)24小时或暴露于伏立诺他(VOR)(335nM，6小

时)(Merck  Research  Laboratories)，并根据储库的大小在12至36个重复的孔中以0.5至1

×106个细胞/孔涂覆。然后将VOR洗去，并以1:10的E:T比添加CD8，以及100ng/mL的指示的

DART。将细胞共培养24小时(除非另有说明)，随后将DART蛋白质洗去，并添加来自HIV阴性

供体的同种异体CD8消耗的PBMCs以扩增残留的病毒。在第15天，对每只孔测试上清液中p24

抗原的存在。结果计算为病毒性恢复％[(阳性孔的数目/总的涂覆数)×100]，归一化至没

有添加CD8+T细胞的对照。

[0328] 统计学分析。使用多重比较的Dunnett’s检验，利用GraphPad  Prism  Softward(La 

Jolla ,CA)分析组之间的统计学比较；用多重比较的Dunnett校正计算，p值<0.05被认为是

显著的。多重比较的Dunnett检验被认为是适当的，因为研究中样本数量相对有限。
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