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本申请涉及包含 λ 轻链和 κ 轻链的多特异

性抗体分子。具体地，本申请公开了包含 κ 轻链

多肽和一个 λ 轻链多肽的多特异性抗体分子例

如双特异性抗体分子，以及制备和使用所述多特

异性抗体分子的方法。
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1.一种多特异性抗体分子，其包含：

i)结合第一抗原的第一抗原结合结构域，其中所述第一抗原结合结构域包含：

a)第一重链多肽(HCP1)，其包含：在与i)b)配对时足以允许所述第一抗原结合结构域

结合所述第一抗原的第一重链可变区序列(HCVRS)；和

b)λ轻链多肽(LLCP)，其包含：在与i)a)配对时足以允许所述第一抗原结合结构域结合

所述第一抗原的λ轻链可变区序列(LLCVRS)；以及

ii)结合第二抗原的第二抗原结合结构域，其中所述第二抗原结合结构域包含：

a)第二重链多肽(HCP2)，其包含：在与ii)b)配对时足以允许所述第二抗原结合结构域

结合所述第二抗原的第二重链可变区序列(HCVRS)；和

b)κ轻链多肽(KLCP)，其包含：在与ii)a)配对时足以允许所述第二抗原结合结构域结

合所述第二抗原的κ轻链可变区序列(KLCVRS)，其中：

1)所述第一HCVRS与选自表7的第3列、表8b的第2列或表5b的第2列的第一重链种系序

列具有至少75、80、85、90、95、98或100％序列同一性；

2)所述LLCVRS与选自表7的第4列、表8b的第3列或表5b的第3列的λ轻链种系序列具有

至少75、80、85、90、95、98或100％序列同一性；

3)所述第二HCVRS与选自表6的第3列、表8b的第5列或表5b的第4列的第二重链种系序

列具有至少75、80、85、90、95、98或100％序列同一性；或

4)所述KLCVRS与选自表6的第4列、表8b的第6列或表5b的第5列的κ轻链种系序列具有

至少75、80、85、90、95、98或100％序列同一性。

2.一种多特异性抗体分子，其包含：

i)结合第一抗原的第一抗原结合结构域，其中所述第一抗原结合结构域包含：

a)第一重链多肽(HCP1)，其包含：在与i)b)配对时足以允许所述第一抗原结合结构域

结合所述第一抗原的第一重链可变区序列(HCVRS)；和

b)λ轻链多肽(LLCP)，其包含：在与i)a)配对时足以允许所述第一抗原结合结构域结合

所述第一抗原的λ轻链可变区序列(LLCVRS)；以及

ii)结合第二抗原的第二抗原结合结构域，其中所述第二抗原结合结构域包含：

a)第二重链多肽(HCP2)，其包含：在与ii)b)配对时足以允许所述第二抗原结合结构域

结合所述第二抗原的第二重链可变区序列(HCVRS)；和

b)κ轻链多肽(KLCP)，其包含：在与ii)a)配对时足以允许所述第二抗原结合结构域结

合所述第二抗原的κ轻链可变区序列(KLCVRS)，其中：

所述多特异性抗体分子进一步包含辅助部分，其中所述辅助部分具有选自以下的性

质：

1)所述辅助部分具有至少10、20、30、40、50、60、70、80、90或100kDa的分子量；

2)所述辅助部分包含具有至少30、40、50、60、70、80、90或100个氨基酸残基的多肽；

3)所述辅助部分包含能够调节免疫细胞例如T细胞、B细胞、抗原呈递细胞(APC)或NK细

胞的活性的多肽；或

4)所述辅助部分选自以下中的一者或多者：免疫细胞衔接物(例如CD40激动剂例如

CD40L多肽或激动性抗CD40抗体分子、或PD‑1结合部分例如PDL‑1的PD‑1结合序列或抗PD‑1

抗体分子)、细胞因子分子(例如IL‑2分子)、细胞因子拮抗剂(例如TGF‑β拮抗剂)、酶、毒素
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或标记剂。

3.一种多特异性抗体分子，其包含：

i)结合第一抗原的第一抗原结合结构域，其中所述第一抗原结合结构域包含：

a)第一重链多肽(HCP1)，其包含：在与i)b)配对时足以允许所述第一抗原结合结构域

结合所述第一抗原的第一重链可变区序列(HCVRS)；和第一重链恒定区序列(HCCRS)(例如

第一CH1序列)，和

b)λ轻链多肽(LLCP)，其包含：在与i)a)配对时足以允许所述第一抗原结合结构域结合

所述第一抗原的λ轻链可变区序列(LLCVRS)；和λ轻链恒定区序列(LLCCRS)，以及

ii)结合第二抗原的第二抗原结合结构域，其中所述第二抗原结合结构域包含：

a)第二重链多肽(HCP2)，其包含：在与ii)b)配对时足以允许所述第二抗原结合结构域

结合所述第二抗原的第二重链可变区序列(HCVRS)；和第二重链恒定区序列(HCCRS)(例如

第二CH1序列)，和

b)κ轻链多肽(KLCP)，其包含：在与ii)a)配对时足以允许所述第二抗原结合结构域结

合所述第二抗原的κ轻链可变区序列(KLCVRS)；和κ轻链恒定区序列(KLCCRS)，其中：

1)所述多特异性抗体分子在所述第一HCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的所述

HCP1和所述LLCP的配对，促进所述HCP1和所述LLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天

然存在的重链恒定区序列的突变)，或所述多特异性抗体分子在所述LLCCRS中不包含相较

于在无突变的情况下的所述HCP1和所述LLCP的配对，促进所述HCP1和所述LLCP的优先配对

的所述突变(例如相对于天然存在的λ轻链恒定区序列的突变)；以及

2)所述多特异性抗体分子在所述第二HCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的所述

HCP2和所述KLCP的配对，促进所述HCP2和所述KLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天

然存在的重链恒定区序列的突变)，或所述多特异性抗体分子在所述KLCCRS中不包含相较

于在无突变的情况下的所述HCP2和所述KLCP的配对，促进所述HCP2和所述KLCP的优先配对

的所述突变(例如相对于天然存在的κ轻链恒定区序列的突变)。

4.一种多特异性抗体分子，其包含：

i)结合第一抗原的第一抗原结合结构域，其中所述第一抗原结合结构域包含：

a)第一重链多肽(HCP1)，其包含：在与i)b)配对时足以允许所述第一抗原结合结构域

结合所述第一抗原的第一重链可变区序列(HCVRS)；和第一重链恒定区序列(HCCRS)(例如

第一CH1序列)，和

b)λ轻链多肽(LLCP)，其包含：在与i)a)配对时足以允许所述第一抗原结合结构域结合

所述第一抗原的λ轻链可变区序列(LLCVRS)；和λ轻链恒定区序列(LLCCRS)，以及

ii)结合第二抗原的第二抗原结合结构域，其中所述第二抗原结合结构域包含：

a)第二重链多肽(HCP2)，其包含：在与ii)b)配对时足以允许所述第二抗原结合结构域

结合所述第二抗原的第二重链可变区序列(HCVRS)；和第二重链恒定区序列(HCCRS)(例如

第二CH1序列)，和

b)κ轻链多肽(KLCP)，其包含：在与ii)a)配对时足以允许所述第二抗原结合结构域结

合所述第二抗原的κ轻链可变区序列(KLCVRS)；和κ轻链恒定区序列(KLCCRS)，其中：

1)所述多特异性抗体分子在所述第一HCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在的重

链恒定区序列的突变)，或所述多特异性抗体分子在所述LLCCRS中不包含突变(例如相对于
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天然存在的λ轻链恒定区序列的突变)；以及

2)所述多特异性抗体分子在所述第二HCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在的重

链恒定区序列的突变)，或所述多特异性抗体分子在所述KLCCRS中不包含突变(例如相对于

天然存在的κ轻链恒定区序列的突变)。

5.一种多特异性抗体分子，其包含：

i)结合第一抗原的第一抗原结合结构域，其中所述第一抗原结合结构域包含：

a)第一重链多肽(HCP1)，其包含：在与i)b)配对时足以允许所述第一抗原结合结构域

结合所述第一抗原的第一重链可变区序列(HCVRS)；和第一重链恒定区序列(HCCRS)(例如

第一CH1序列)，和

b)λ轻链多肽(LLCP)，其包含：在与i)a)配对时足以允许所述第一抗原结合结构域结合

所述第一抗原的λ轻链可变区序列(LLCVRS)；和λ轻链恒定区序列(LLCCRS)，以及

ii)结合第二抗原的第二抗原结合结构域，其中所述第二抗原结合结构域包含：

a)第二重链多肽(HCP2)，其包含：在与ii)b)配对时足以允许所述第二抗原结合结构域

结合所述第二抗原的第二重链可变区序列(HCVRS)；和第二重链恒定区序列(HCCRS)(例如

第二CH1序列)，和

b)κ轻链多肽(KLCP)，其包含：在与ii)a)配对时足以允许所述第二抗原结合结构域结

合所述第二抗原的κ轻链可变区序列(KLCVRS)；和κ轻链恒定区序列(KLCCRS)，其中：

1)所述第一HCCRS包含天然存在的重链恒定区序列，或所述LLCCRS包含天然存在的λ轻
链恒定区序列；以及

2)所述第二HCCRS包含天然存在的重链恒定区序列，或所述KLCCRS包含天然存在的κ轻
链恒定区序列。

6.一种核酸，其编码如权利要求1‑5中任一项所述的HCP1、LLCP、HCP2或KLCP中的一者、

两者、三者或全部。

7.一种载体，其包含如权利要求6所述的核酸。

8.一种宿主细胞，其包含如权利要求6所述的核酸或如权利要求7所述的载体。

9.一种制备HCP1、LLCP、HCP2或KLCP中的一者、两者、三者或全部的方法，其包括培养如

权利要求8所述的细胞，以由此产生HCP1、LLCP、HCP2或KLCP中的一者、两者、三者或全部。

10.一种制备包含HCP1、LLCP、HCP2和KLCP的多特异性抗体分子例如权利要求1‑5中任

一项的多特异性抗体分子的方法，其包括：

在适于HCP1、LLCP、HCP2和KLCP的缔合的条件下使HCP1、LLCP、HCP2和KLCP组合；

由此制备包含HCP1、LLCP、HCP2和KLCP的多特异性抗体分子。
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包含λ轻链和κ轻链的多特异性抗体分子

[0001] 本申请是申请日为2017年09月22日、申请号为201780067185.X、发明名称为“包含

λ轻链和κ轻链的多特异性抗体分子”的中国专利申请(其对应PCT申请的申请日为2017年09

月22日、申请号为PCT/US2017/053053)的分案申请。

[0002] 本申请要求2016年9月23日提交的美国序列号62/399,319和2017年3月21日提交

的美国序列号62/474,569的优先权，所述专利的内容以引用的方式整体并入本文。

技术领域

[0003] 本申请涉及抗体分子，特别是公开了包含λ链多肽和κ轻链多肽的多特异性抗体分

子，例如双特异性抗体分子，及其制备和使用方法。

背景技术

[0004] 轻链与不正确重链的错误配对，也称为轻链改组，是在制备双特异性抗体和其他

多特异性抗体时经常观察到的问题。这导致形成不正确抗体配对，从而导致产率降低。因

此，存在对开发使轻链改组降低的方法和组合物的需要。

发明内容

[0005] 本申请至少部分地基于以下出乎意料的发现：在多特异性抗体分子例如双特异性

IgG分子的情形下的轻链改组可通过使用一个κ轻链多肽和一个λ轻链多肽来防止。这部分

地基于观察到κ轻链不与来自λ抗体的重链配对，并且反之亦然。因此，本文描述包含κ轻链

多肽和λ轻链多肽的新型多特异性抗体分子，例如双特异性抗体分子，以及制备和使用所述

多特异性抗体分子的方法。

[0006] 因此，在一个方面，本文公开一种多特异性抗体分子，例如包含两种结合特异性的

抗体分子，例如双特异性抗体分子。多特异性抗体分子包含：

[0007] i)结合第一抗原的第一抗原结合结构域，其中所述第一抗原结合结构域包含：

[0008] a)第一重链多肽(HCP1)，其包含：在与i)b)配对时足以允许所述第一抗原结合结

构域结合所述第一抗原的第一重链可变区序列(HCVRS)；和

[0009] b)λ轻链多肽(LLCP)，其包含：在与i)a)配对时足以允许所述第一抗原结合结构域

结合所述第一抗原的λ轻链可变区序列(LLCVRS)；以及

[0010] ii)结合第二抗原的第二抗原结合结构域，其中所述第二抗原结合结构域包含：

[0011] a)第二重链多肽(HCP2)，其包含：在与ii)b)配对时足以允许所述第二抗原结合结

构域结合所述第二抗原的第二重链可变区序列(HCVRS)；和

[0012] b)κ轻链多肽(KLCP)，其包含：在与ii)a)配对时足以允许所述第二抗原结合结构

域结合所述第二抗原的κ轻链可变区序列(KLCVRS)。

[0013] 在一个实施方案中，第一HCVRS包含框架1序列、框架2序列或框架3序列中的一者、

两者或全部。在一个实施方案中，第一HCVRS的框架1序列、框架2序列或框架3序列与选自表

7的第3列、表8b的第2列或表5b的第2列的第一重链种系序列中的相应区域具有至少75、80、
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85、90、95、98或100％序列同一性。在一个实施方案中，相对于选自表7的第3列、表8b的第2

列或表5b的第2列的第一重链种系序列中的相应区域，第一HCVRS的框架1序列、框架2序列

或框架3序列包含至多1、2、3、4、5、6、7或8个氨基酸突变(例如取代、插入或缺失，例如保守

取代)。在一个实施方案中，第一HCVRS包含选自表16的框架序列。

[0014] 在一个实施方案中，LLCVRS包含框架1序列、框架2序列或框架3序列中的一者、两

者或全部。在一个实施方案中，LLCVRS的框架1序列、框架2序列或框架3序列与选自表7的第

4列、表8b的第3列或表5b的第3列的λ轻链种系序列中的相应区域具有至少75、80、85、90、

95、98或100％序列同一性。在一个实施方案中，相对于选自表7的第4列、表8b的第3列或表

5b的第3列的λ轻链种系序列中的相应区域，LLCVRS的框架1序列、框架2序列或框架3序列包

含至多1、2、3、4、5、6、7或8个氨基酸突变(例如取代、插入或缺失，例如保守取代)。在一个实

施方案中，LLCVRS包含选自表16的框架序列。

[0015] 在一个实施方案中，第二HCVRS包含框架1序列、框架2序列或框架3序列中的一者、

两者或全部。在一个实施方案中，第一HCVRS的框架1序列、框架2序列或框架3序列与选自表

6的第3列、表8b的第5列或表5b的第4列的第二重链种系序列中的相应区域具有至少75、80、

85、90、95、98或100％序列同一性。在一个实施方案中，相对于选自表6的第3列、表8b的第5

列或表5b的第4列的第二重链种系序列中的相应区域，第二HCVRS的框架1序列、框架2序列

或框架3序列包含至多1、2、3、4、5、6、7或8个氨基酸突变(例如取代、插入或缺失，例如保守

取代)。在一个实施方案中，第二HCVRS包含选自表16的框架序列。

[0016] 在一个实施方案中，KLCVRS包含框架1序列、框架2序列或框架3序列中的一者、两

者或全部。在一个实施方案中，LLCVRS的框架1序列、框架2序列或框架3序列与选自表6的第

4列、表8b的第6列或表5b的第5列的κ轻链种系序列中的相应区域具有至少75、80、85、90、

95、98或100％序列同一性。在一个实施方案中，相对于选自表6的第4列、表8b的第6列或表

5b的第5列的κ轻链种系序列中的相应区域，KLCVRS的框架1序列、框架2序列或框架3序列包

含至多1、2、3、4、5、6、7或8个氨基酸突变(例如取代、插入或缺失，例如保守取代)。在一个实

施方案中，KLCVRS包含选自表16的框架序列。

[0017] 在一个实施方案中，1)第一HCVRS与选自表7的第3列、表8b的第2列或表5b的第2列

的第一重链种系序列具有至少75、80、85、90、95、98或100％序列同一性；2)LLCVRS与选自表

7的第4列、表8b的第3列或表5b的第3列的λ轻链种系序列具有至少75、80、85、90、95、98或

100％序列同一性；3)第二HCVRS与选自表6的第3列、表8b的第5列或表5b的第4列的第二重

链种系序列具有至少75、80、85、90、95、98或100％序列同一性；或4)KLCVRS与选自表6的第4

列、表8b的第6列或表5b的第5列的κ轻链种系序列具有至少75、80、85、90、95、98或100％序

列同一性。

[0018] 在一个实施方案中，第一HCVRS与选自表7的第3列、表8b的第2列或表5b的第2列的

第一重链种系序列具有至少75、80、85、90、95、98或100％序列同一性。在一个实施方案中，

第一重链种系序列和λ轻链种系序列选自表7、表8b或表5b的单行。在一个实施方案中，第一

重链种系序列、λ轻链种系序列和κ轻链种系序列选自表7、表8b或表5b的单行。在一个实施

方案中，第二重链种系序列和κ轻链种系序列选自表6、表8b或表5b的单行。在一个实施方案

中，第二重链种系序列、κ轻链种系序列和λ轻链种系序列选自表6、表8b或表5b的单行。在一

个实施方案中，以下中的至少两者(例如两者、三者或全部)选自表8b或表5b的单行：第一重
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链种系序列、λ轻链种系序列、第二重链种系序列和κ轻链种系序列。

[0019] 在一个实施方案中，LLCVRS与选自表7的第4列、表8b的第3列或表5b的第3列的λ轻
链种系序列具有至少75、80、85、90、95、98或100％序列同一性。在一个实施方案中，第一重

链种系序列和λ轻链种系序列选自表7、表8b或表5b的单行。在一个实施方案中，第一重链种

系序列、λ轻链种系序列和κ轻链种系序列选自表7、表8b或表5b的单行。在一个实施方案中，

第二重链种系序列和κ轻链种系序列选自表6、表8b或表5b的单行。在一个实施方案中，第二

重链种系序列、κ轻链种系序列和λ轻链种系序列选自表6、表8b或表5b的单行。在一个实施

方案中，以下中的至少两者(例如两者、三者或全部)选自表8b或表5b的单行：第一重链种系

序列、λ轻链种系序列、第二重链种系序列和κ轻链种系序列。

[0020] 在一个实施方案中，第二HCVRS与选自表6的第3列、表8b的第5列或表5b的第4列的

第二重链种系序列具有至少75、80、85、90、95、98或100％序列同一性。在一个实施方案中，

第一重链种系序列和λ轻链种系序列选自表7、表8b或表5b的单行。在一个实施方案中，第一

重链种系序列、λ轻链种系序列和κ轻链种系序列选自表7、表8b或表5b的单行。在一个实施

方案中，第二重链种系序列和κ轻链种系序列选自表6、表8b或表5b的单行。在一个实施方案

中，第二重链种系序列、κ轻链种系序列和λ轻链种系序列选自表6、表8b或表5b的单行。在一

个实施方案中，以下中的至少两者(例如两者、三者或全部)选自表8b或表5b的单行：第一重

链种系序列、λ轻链种系序列、第二重链种系序列和κ轻链种系序列。

[0021] 在一个实施方案中，KLCVRS与选自表6的第4列、表8b的第6列或表5b的第5列的κ轻
链种系序列具有至少75、80、85、90、95、98或100％序列同一性。在一个实施方案中，第一重

链种系序列和λ轻链种系序列选自表7、表8b或表5b的单行。在一个实施方案中，第一重链种

系序列、λ轻链种系序列和κ轻链种系序列选自表7、表8b或表5b的单行。在一个实施方案中，

第二重链种系序列和κ轻链种系序列选自表6、表8b或表5b的单行。在一个实施方案中，第二

重链种系序列、κ轻链种系序列和λ轻链种系序列选自表6、表8b或表5b的单行。在一个实施

方案中，以下中的至少两者(例如两者、三者或全部)选自表8b或表5b的单行：第一重链种系

序列、λ轻链种系序列、第二重链种系序列和κ轻链种系序列。

[0022] 在一个实施方案中，第一重链种系序列和λ轻链种系序列选自表8b或表5b的单行。

在一个实施方案中，第一重链种系序列和第二重链种系序列选自表8b或表5b的单行。在一

个实施方案中，第一重链种系序列和κ轻链种系序列选自表8b或表5b的单行。在一个实施方

案中，λ轻链种系序列和第二重链种系序列选自表8b或表5b的单行。在一个实施方案中，λ轻
链种系序列和κ轻链种系序列选自表8b或表5b的单行。在一个实施方案中，第二重链种系序

列和κ轻链种系序列选自表8b或表5b的单行。在一个实施方案中，第一重链种系序列、λ轻链

种系序列和第二重链种系序列选自表8b或表5b的单行。在一个实施方案中，第一重链种系

序列、λ轻链种系序列和κ轻链种系序列选自表8b或表5b的单行。在一个实施方案中，第一重

链种系序列、第二重链种系序列和κ轻链种系序列选自表8b或表5b的单行。在一个实施方案

中，λ轻链种系序列、第二重链种系序列和κ轻链种系序列选自表8b或表5b的单行。在一个实

施方案中，第一重链种系序列、λ轻链种系序列、第二重链种系序列和κ轻链种系序列选自表

8b或表5b的单行。

[0023] 在前述方面的某些实施方案中，多特异性抗体分子进一步包含辅助部分，其中所

述辅助部分具有选自以下的性质：
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[0024] 1)所述辅助部分具有至少10、20、30、40、50、60、70、80、90或100kDa的分子量；

[0025] 2)所述辅助部分包含具有至少30、40、50、60、70、80、90或100个氨基酸残基的多

肽；

[0026] 3)所述辅助部分包含能够调节免疫细胞例如T细胞、B细胞、抗原呈递细胞(APC)或

NK细胞的活性的多肽；或

[0027] 4)所述辅助部分选自以下中的一者或多者：免疫细胞衔接物(engager)(例如CD40

激动剂例如CD40L多肽或激动性抗CD40抗体分子、或PD‑1结合部分例如PDL‑1的PD‑1结合序

列或抗PD‑1抗体分子)、细胞因子分子(例如IL‑2分子)、细胞因子拮抗剂(例如TGF‑β拮抗

剂)、酶、毒素或标记剂。

[0028] 在一个方面，本文公开一种多特异性抗体分子，其包含：

[0029] i)结合第一抗原的第一抗原结合结构域，其中所述第一抗原结合结构域包含：

[0030] a)第一重链多肽(HCP1)，其包含：在与i)b)配对时足以允许所述第一抗原结合结

构域结合所述第一抗原的第一重链可变区序列(HCVRS)；和

[0031] b)λ轻链多肽(LLCP)，其包含：在与i)a)配对时足以允许所述第一抗原结合结构域

结合所述第一抗原的λ轻链可变区序列(LLCVRS)；以及

[0032] ii)结合第二抗原的第二抗原结合结构域，其中所述第二抗原结合结构域包含：

[0033] a)第二重链多肽(HCP2)，其包含：在与ii)b)配对时足以允许所述第二抗原结合结

构域结合所述第二抗原的第二重链可变区序列(HCVRS)；和

[0034] b)κ轻链多肽(KLCP)，其包含：在与ii)a)配对时足以允许所述第二抗原结合结构

域结合所述第二抗原的κ轻链可变区序列(KLCVRS)，其中：

[0035] 所述多特异性抗体分子进一步包含辅助部分，其中所述辅助部分具有选自以下的

性质：

[0036] 1)所述辅助部分具有至少10、20、30、40、50、60、70、80、90或100kDa的分子量；

[0037] 2)所述辅助部分包含具有至少30、40、50、60、70、80、90或100个氨基酸残基的多

肽；

[0038] 3)所述辅助部分包含能够调节免疫细胞例如T细胞、B细胞、抗原呈递细胞(APC)或

NK细胞的活性的多肽；或

[0039] 4)所述辅助部分选自以下中的一者或多者：免疫细胞衔接物(例如CD40激动剂例

如CD40L多肽或激动性抗CD40抗体分子、或PD‑1结合部分例如PDL‑1的PD‑1结合序列或抗

PD‑1抗体分子)、细胞因子分子(例如IL‑2分子)、细胞因子拮抗剂(例如TGF‑β拮抗剂)、酶、

毒素或标记剂。

[0040] 具有一个或多个辅助部分的示例性多特异性抗体分子显示于图6‑图10中，并且描

述于实施例中(例如多特异性分子8描述于实施例9中，多特异性分子9描述于实施例10中，

多特异性分子10描述于实施例11中，多特异性分子11描述于实施例12中，多特异性分子12

描述于实施例13中)。

[0041] 在一个实施方案中，辅助部分具有至少10、20、30、40、50、60、70、80、90或100kDa的

分子量。在一个实施方案中，辅助部分包含具有至少30、40、50、60、70、80、90或100个氨基酸

残基的多肽。在一个实施方案中，辅助部分包含能够调节免疫细胞例如T细胞、B细胞、抗原

呈递细胞(APC)或NK细胞的活性的多肽。在一个实施方案中，辅助部分选自以下中的一者或
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多者：免疫细胞衔接物(例如CD40激动剂例如CD40L多肽或激动性抗CD40抗体分子、或PD‑1

结合部分例如PDL‑1的PD‑1结合序列或抗PD‑1抗体分子)、细胞因子分子(例如IL‑2分子)、

细胞因子拮抗剂(例如TGF‑β拮抗剂)、酶、毒素或标记剂。

[0042] 在一个实施方案中，辅助部分融合于多特异性抗体分子的a、b、c或d的多肽。在一

个实施方案中，辅助部分融合于以下中的任一者：多特异性抗体分子的HCP1、第一HCVRS、

LLCP、LLCVRS、HCP2、第二HCVRS、KLCP或KLCVRS，例如多特异性抗体分子的HCP1、第一HCVRS、

LLCP、LLCVRS、HCP2、第二HCVRS、KLCP或KLCVRS的C末端或N末端。在一个实施方案中，辅助部

分融合于HCP1。在一个实施方案中，辅助部分融合于第一HCVRS(例如第一HCVRS的C末端或N

末端)。在一个实施方案中，辅助部分融合于LLCP(例如LLCP的C末端或N末端)。在一个实施

方案中，辅助部分融合于LLCVRS(例如LLCVRS的C末端或N末端)。在一个实施方案中，辅助部

分融合于HCP2(例如HCP2的C末端或N末端)。在一个实施方案中，辅助部分融合于第二HCVRS

(例如第二HCVRS的C末端或N末端)。在一个实施方案中，辅助部分融合于KLCP(例如KLCP的C

末端或N末端)。在一个实施方案中，辅助部分融合于KLCVRS(例如KLCVRS的C末端或N末端)。

在一个实施方案中，HCP1包含第一重链恒定区序列(HCCRS)(例如CH1、CH2和CH3序列)，其中

辅助部分融合于所述第一HCCRS，例如所述第一HCCRS的C末端。在一个实施方案中，HCP2包

含第二重链恒定区序列(HCCRS)(例如CH1、CH2和CH3序列)，其中辅助部分融合于所述第二

HCCRS，例如所述第二HCCRS的C末端。在一个实施方案中，LLCP包含λ轻链恒定区序列

(LLCCRS)，其中辅助部分融合于所述LLCCRS，例如所述LLCCRS的C末端。在一个实施方案中，

KLCP包含κ轻链恒定区序列(KLCCRS)，其中辅助部分融合于所述KLCCRS，例如所述KLCCRS的

C末端。

[0043] 在一个实施方案中，多特异性抗体分子包含一个或多个(例如两个、三个、四个、五

个或更多个)辅助分子。在一个实施方案中，多特异性抗体分子包含第一辅助部分和第二辅

助部分，其中所述第一辅助部分或所述第二辅助部分具有选自以下的性质：

[0044] 1)所述第一辅助部分或所述第二辅助部分具有至少10、20、30、40、50、60、70、80、

90或100kDa的分子量；

[0045] 2)所述第一辅助部分或所述第二辅助部分包含具有至少30、40、50、60、70、80、90

或100个氨基酸残基的多肽；

[0046] 3)所述第一辅助部分或所述第二辅助部分包含能够调节免疫细胞例如T细胞、B细

胞、抗原呈递细胞(APC)或NK细胞的活性的多肽；或

[0047] 4)所述第一辅助部分或所述第二辅助部分选自以下中的一者或多者：免疫细胞衔

接物(例如CD40激动剂例如CD40L多肽或激动性抗CD40抗体分子、或PD‑1结合部分例如PDL‑

1的PD‑1结合序列或抗PD‑1抗体分子)、细胞因子分子(例如IL‑2分子)、细胞因子拮抗剂(例

如TGF‑β拮抗剂)、酶、毒素或标记剂。

[0048] 在一个实施方案中，第一辅助部分和第二辅助部分是相同的。在一个实施方案中，

第一辅助部分和第二辅助部分是不同的。在一个实施方案中，i)第一辅助部分融合于HCP1

或HCP2，例如HCP1或HCP2的C末端；以及ii)第二辅助部分融合于LLCP或KLCP，例如LLCP或

KLCP的C末端。在一个实施方案中，i)第一辅助部分融合于HCP1，例如HCP1的C末端；以及ii)

第二辅助部分融合于LLCP，例如LLCP的C末端。在一个实施方案中，i)第一辅助部分融合于

HCP1，例如HCP1的C末端；以及ii)第二辅助部分融合于KLCP，例如KLCP的C末端。在一个实施
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方案中，i)第一辅助部分融合于HCP2，例如HCP2的C末端；以及ii)第二辅助部分融合于

LLCP，例如LLCP的C末端。在一个实施方案中，i)第一辅助部分融合于HCP2，例如HCP2的C末

端；以及ii)第二辅助部分融合于KLCP，例如KLCP的C末端。在一个实施方案中，i)第一辅助

部分融合于KLCP，例如KLCP的C末端；以及ii)第二辅助部分融合于LLCP，例如LLCP的C末端。

在一个实施方案中，i)第一辅助部分融合于LLCP，例如LLCP的C末端；以及ii)第二辅助部分

融合于KLCP，例如KLCP的C末端。在一个实施方案中，i)HCP1包含第一重链恒定区序列

(HCCRS)(例如CH1、CH2和CH3序列)，其中第一辅助部分融合于所述第一HCCRS，例如所述第

一HCCRS的C末端；以及ii)LLCP包含λ轻链恒定区序列(LLCCRS)，其中第二辅助部分融合于

所述LLCCRS，例如所述LLCCRS的C末端。在一个实施方案中，i)HCP2包含第二重链恒定区序

列(HCCRS)(例如CH1、CH2和CH3序列)，其中辅助部分融合于所述第二HCCRS，例如所述第二

HCCRS的C末端；以及ii)KLCP包含κ轻链恒定区序列(KLCCRS)，其中辅助部分融合于所述

KLCCRS，例如所述KLCCRS的C末端。在一个实施方案中，i)HCP1包含第一重链恒定区序列

(HCCRS)(例如CH1、CH2和CH3序列)，其中第一辅助部分融合于所述第一HCCRS，例如所述第

一HCCRS的C末端；以及ii)KLCP包含κ轻链恒定区序列(KLCCRS)，其中辅助部分融合于所述

KLCCRS，例如所述KLCCRS的C末端。在一个实施方案中，i)HCP2包含第二重链恒定区序列

(HCCRS)(例如CH1、CH2和CH3序列)，其中辅助部分融合于所述第二HCCRS，例如所述第二

HCCRS的C末端；以及ii)LLCP包含λ轻链恒定区序列(LLCCRS)，其中第二辅助部分融合于所

述LLCCRS，例如所述LLCCRS的C末端。

[0049] 在前述方面的某些实施方案中，多特异性抗体分子包含：

[0050] i)a)HCP1包含第一重链恒定区序列(HCCRS)(例如第一CH1序列)，

[0051] i)b)LLCP包含λ轻链恒定区序列(LLCCRS)，

[0052] ii)a)HCP2包含第二重链恒定区序列(HCCRS)(例如第二CH1序列)，以及

[0053] ii)b)KLCP包含κ轻链恒定区序列(KLCCRS)，其中：

[0054] 1)多特异性抗体分子在所述第一HCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的HCP1

和LLCP的配对，促进HCP1和LLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天然存在的重链恒定

区序列的突变)，或多特异性抗体分子在所述LLCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的

HCP1和LLCP的配对，促进HCP1和LLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天然存在的λ轻链

恒定区序列的突变)；以及

[0055] 2)多特异性抗体分子在所述第二HCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的HCP2

和KLCP的配对，促进HCP2和KLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天然存在的重链恒定

区序列的突变)，或多特异性抗体分子在所述KLCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的

HCP2和KLCP的配对，促进HCP2和KLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天然存在的κ轻链

恒定区序列的突变)。

[0056] 在一个方面，本文公开一种多特异性抗体，其包含：

[0057] i)结合第一抗原的第一抗原结合结构域，其中所述第一抗原结合结构域包含：

[0058] a)第一重链多肽(HCP1)，其包含：在与i)b)配对时足以允许所述第一抗原结合结

构域结合所述第一抗原的第一重链可变区序列(HCVRS)；和第一重链恒定区序列(HCCRS)

(例如第一CH1序列)，和

[0059] b)λ轻链多肽(LLCP)，其包含：在与i)a)配对时足以允许所述第一抗原结合结构域
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结合所述第一抗原的λ轻链可变区序列(LLCVRS)；和λ轻链恒定区序列(LLCCRS)，以及

[0060] ii)结合第二抗原的第二抗原结合结构域，其中所述第二抗原结合结构域包含：

[0061] a)第二重链多肽(HCP2)，其包含：在与ii)b)配对时足以允许所述第二抗原结合结

构域结合所述第二抗原的第二重链可变区序列(HCVRS)；和第二重链恒定区序列(HCCRS)

(例如第二CH1序列)，和

[0062] b)κ轻链多肽(KLCP)，其包含：在与ii)a)配对时足以允许所述第二抗原结合结构

域结合所述第二抗原的κ轻链可变区序列(KLCVRS)；和κ轻链恒定区序列(KLCCRS)，其中：

[0063] 1)所述多特异性抗体分子在所述第一HCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的

所述HCP1和所述LLCP的配对，促进所述HCP1和所述LLCP的优先配对的所述突变(例如相对

于天然存在的重链恒定区序列的突变)，或所述多特异性抗体分子在所述LLCCRS中不包含

相较于在无突变的情况下的所述HCP1和所述LLCP的配对，促进所述HCP1和所述LLCP的优先

配对的所述突变(例如相对于天然存在的λ轻链恒定区序列的突变)；以及

[0064] 2)所述多特异性抗体分子在所述第二HCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的

所述HCP2和所述KLCP的配对，促进所述HCP2和所述KLCP的优先配对的所述突变(例如相对

于天然存在的重链恒定区序列的突变)，或所述多特异性抗体分子在所述KLCCRS中不包含

相较于在无突变的情况下的所述HCP2和所述KLCP的配对，促进所述HCP2和所述KLCP的优先

配对的所述突变(例如相对于天然存在的κ轻链恒定区序列的突变)。

[0065] 在一个实施方案中，1)多特异性抗体分子在第一HCCRS中不包含相较于在无突变

的情况下的HCP1和LLCP的配对，促进HCP1和LLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天然

存在的重链恒定区序列的突变)；以及

[0066] 2)多特异性抗体分子在第二HCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的HCP2和

KLCP的配对，促进HCP2和KLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天然存在的重链恒定区

序列的突变)。

[0067] 在一个实施方案中，1)多特异性抗体分子在第一HCCRS中不包含相较于在无突变

的情况下的HCP1和LLCP的配对，促进HCP1和LLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天然

存在的重链恒定区序列的突变)；以及

[0068] 2)多特异性抗体分子在KLCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的HCP2和KLCP

的配对，促进HCP2和KLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天然存在的κ轻链恒定区序列

的突变)。

[0069] 在一个实施方案中，1)多特异性抗体分子在LLCCRS中不包含相较于在无突变的情

况下的HCP1和LLCP的配对，促进HCP1和LLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天然存在

的λ轻链恒定区序列的突变)；以及

[0070] 2)多特异性抗体分子在第二HCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的HCP2和

KLCP的配对，促进HCP2和KLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天然存在的重链恒定区

序列的突变)。

[0071] 在一个实施方案中，1)多特异性抗体分子在LLCCRS中不包含相较于在无突变的情

况下的HCP1和LLCP的配对，促进HCP1和LLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天然存在

的λ轻链恒定区序列的突变)；以及

[0072] 2)多特异性抗体分子在KLCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的HCP2和KLCP
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的配对，促进HCP2和KLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天然存在的κ轻链恒定区序列

的突变)。

[0073] 在一个实施方案中，1)多特异性抗体分子在第一HCCRS中不包含相较于在无突变

的情况下的HCP1和LLCP的配对，促进HCP1和LLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天然

存在的重链恒定区序列的突变)，并且多特异性抗体分子在LLCCRS中不包含相较于在无突

变的情况下的HCP1和LLCP的配对，促进HCP1和LLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天

然存在的λ轻链恒定区序列的突变)；以及

[0074] 2)多特异性抗体分子在第二HCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的HCP2和

KLCP的配对，促进HCP2和KLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天然存在的重链恒定区

序列的突变)，或多特异性抗体分子在KLCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的HCP2和

KLCP的配对，促进HCP2和KLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天然存在的κ轻链恒定区

序列的突变)。

[0075] 在一个实施方案中，1)多特异性抗体分子在第一HCCRS中不包含相较于在无突变

的情况下的HCP1和LLCP的配对，促进HCP1和LLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天然

存在的重链恒定区序列的突变)，或多特异性抗体分子在LLCCRS中不包含相较于在无突变

的情况下的HCP1和LLCP的配对，促进HCP1和LLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天然

存在的λ轻链恒定区序列的突变)；以及

[0076] 2)多特异性抗体分子在第二HCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的HCP2和

KLCP的配对，促进HCP2和KLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天然存在的重链恒定区

序列的突变)，并且多特异性抗体分子在KLCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的HCP2

和KLCP的配对，促进HCP2和KLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天然存在的κ轻链恒定

区序列的突变)。

[0077] 在一个实施方案中，1)多特异性抗体分子在第一HCCRS中不包含相较于在无突变

的情况下的HCP1和LLCP的配对，促进HCP1和LLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天然

存在的重链恒定区序列的突变)，并且多特异性抗体分子在LLCCRS中不包含相较于在无突

变的情况下的HCP1和LLCP的配对，促进HCP1和LLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天

然存在的λ轻链恒定区序列的突变)；以及

[0078] 2)多特异性抗体分子在第二HCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的HCP2和

KLCP的配对，促进HCP2和KLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天然存在的重链恒定区

序列的突变)，并且多特异性抗体分子在KLCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的HCP2

和KLCP的配对，促进HCP2和KLCP的优先配对的所述突变(例如相对于天然存在的κ轻链恒定

区序列的突变)。

[0079] 在一个实施方案中，多特异性抗体分子在第一HCCRS中不包含相较于在无突变的

情况下的HCP1和LLCP的配对，使HCP1和LLCP的优先配对增加至少1 .5、2、3、4、5、6、7、8、9、

10、20、30、40或50倍的所述突变(例如相对于天然存在的重链恒定区序列的突变)。在一个

实施方案中，多特异性抗体分子在LLCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的HCP1和LLCP

的配对，使HCP1和LLCP的优先配对增加至少1.5、2、3、4、5、6、7、8、9、10、20、30、40或50倍的

所述突变(例如相对于天然存在的λ轻链恒定区序列的突变)。

[0080] 在一个实施方案中，多特异性抗体分子在第二HCCRS中不包含相较于在无突变的
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情况下的HCP2和KLCP的配对，使HCP2和KLCP的优先配对增加至少1 .5、2、3、4、5、6、7、8、9、

10、20、30、40或50倍的所述突变(例如相对于天然存在的重链恒定区序列的突变)。在一个

实施方案中，多特异性抗体分子在KLCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的HCP2和KLCP

的配对，使HCP2和KLCP的优先配对增加至少1.5、2、3、4、5、6、7、8、9、10、20、30、40或50倍的

所述突变(例如相对于天然存在的κ轻链恒定区序列的突变)。

[0081] 在前述方面的某些实施方案中，多特异性抗体分子包含：

[0082] i)a)HCP1包含第一重链恒定区序列(HCCRS)(例如第一CH1序列)，

[0083] i)b)LLCP包含λ轻链恒定区序列(LLCCRS)，

[0084] ii)a)HCP2包含第二重链恒定区序列(HCCRS)(例如第二CH1序列)，以及

[0085] ii)b)KLCP包含κ轻链恒定区序列(KLCCRS)，其中：

[0086] 1)多特异性抗体分子在第一HCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在的重链恒

定区序列的突变)，或多特异性抗体分子在LLCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在的λ
轻链恒定区序列的突变)；以及

[0087] 2)多特异性抗体分子在第二HCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在的重链恒

定区序列的突变)，或多特异性抗体分子在KLCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在的κ
轻链恒定区序列的突变)。

[0088] 在一个方面，本文公开一种多特异性抗体，其包含：

[0089] i)结合第一抗原的第一抗原结合结构域，其中所述第一抗原结合结构域包含：

[0090] a)第一重链多肽(HCP1)，其包含：在与i)b)配对时足以允许所述第一抗原结合结

构域结合所述第一抗原的第一重链可变区序列(HCVRS)；和第一重链恒定区序列(HCCRS)

(例如第一CH1序列)，和

[0091] b)λ轻链多肽(LLCP)，其包含：在与i)a)配对时足以允许所述第一抗原结合结构域

结合所述第一抗原的λ轻链可变区序列(LLCVRS)；和λ轻链恒定区序列(LLCCRS)，以及

[0092] ii)结合第二抗原的第二抗原结合结构域，其中所述第二抗原结合结构域包含：

[0093] a)第二重链多肽(HCP2)，其包含：在与ii)b)配对时足以允许所述第二抗原结合结

构域结合所述第二抗原的第二重链可变区序列(HCVRS)；和第二重链恒定区序列(HCCRS)

(例如第二CH1序列)，和

[0094] b)κ轻链多肽(KLCP)，其包含：在与ii)a)配对时足以允许所述第二抗原结合结构

域结合所述第二抗原的κ轻链可变区序列(KLCVRS)；和κ轻链恒定区序列(KLCCRS)，其中：

[0095] 1)所述多特异性抗体分子在所述第一HCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在

的重链恒定区序列的突变)，或所述多特异性抗体分子在所述LLCCRS中不包含突变(例如相

对于天然存在的λ轻链恒定区序列的突变)；以及

[0096] 2)所述多特异性抗体分子在所述第二HCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在

的重链恒定区序列的突变)，或所述多特异性抗体分子在所述KLCCRS中不包含突变(例如相

对于天然存在的κ轻链恒定区序列的突变)。

[0097] 在一个实施方案中，多特异性抗体分子在第一HCCRS中不包含突变(例如相对于天

然存在的重链恒定区序列的突变)，并且多特异性抗体分子在第二HCCRS中不包含突变(例

如相对于天然存在的重链恒定区序列的突变)。

[0098] 在一个实施方案中，多特异性抗体分子在第一HCCRS中不包含突变(例如相对于天
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然存在的重链恒定区序列的突变)，并且多特异性抗体分子在KLCCRS中不包含突变(例如相

对于天然存在的κ轻链恒定区序列的突变)。

[0099] 在一个实施方案中，多特异性抗体分子在LLCCRS中不包含突变(例如相对于天然

存在的λ轻链恒定区序列的突变)，并且多特异性抗体分子在第二HCCRS中不包含突变(例如

相对于天然存在的重链恒定区序列的突变)。

[0100] 在一个实施方案中，多特异性抗体分子在LLCCRS中不包含突变(例如相对于天然

存在的λ轻链恒定区序列的突变)，并且多特异性抗体分子在KLCCRS中不包含突变(例如相

对于天然存在的κ轻链恒定区序列的突变)。

[0101] 在一个实施方案中，

[0102] 1)多特异性抗体分子在第一HCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在的重链恒

定区序列的突变)，并且多特异性抗体分子在LLCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在的

λ轻链恒定区序列的突变)；以及

[0103] 2)多特异性抗体分子在第二HCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在的重链恒

定区序列的突变)，或多特异性抗体分子在KLCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在的κ
轻链恒定区序列的突变)。

[0104] 在一个实施方案中，

[0105] 1)多特异性抗体分子在第一HCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在的重链恒

定区序列的突变)，或多特异性抗体分子在LLCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在的λ
轻链恒定区序列的突变)；以及

[0106] 2)多特异性抗体分子在第二HCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在的重链恒

定区序列的突变)，并且多特异性抗体分子在KLCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在的

κ轻链恒定区序列的突变)。

[0107] 在一个实施方案中，

[0108] 1)多特异性抗体分子在第一HCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在的重链恒

定区序列的突变)，并且多特异性抗体分子在LLCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在的

λ轻链恒定区序列的突变)；以及

[0109] 2)多特异性抗体分子在第二HCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在的重链恒

定区序列的突变)，并且多特异性抗体分子在KLCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在的

κ轻链恒定区序列的突变)。

[0110] 在一个实施方案中，多特异性抗体分子在以下中的任一者中不包含突变：第一

HCCRS、LLCCRS、第二HCCRS和KLCCRS(例如相对于天然存在的重链恒定区序列、天然存在的λ
轻链恒定区序列或天然存在的κ轻链恒定区序列的突变)。

[0111] 在一个实施方案中，多特异性抗体分子不包含WO2017059551中公开的突变。

[0112] 在前述方面的某些实施方案中，多特异性抗体分子包含：

[0113] i)a)HCP1包含第一重链恒定区序列(HCCRS)(例如第一CH1序列)，

[0114] i)b)LLCP包含λ轻链恒定区序列(LLCCRS)，

[0115] ii)a)HCP2包含第二重链恒定区序列(HCCRS)(例如第二CH1序列)，以及

[0116] ii)b)KLCP包含κ轻链恒定区序列(KLCCRS)，其中：

[0117] 1)所述第一HCCRS包含天然存在的重链恒定区序列，或所述LLCCRS包含天然存在

说　明　书 10/152 页

14

CN 118005799 A

14



的λ轻链恒定区序列；以及

[0118] 2)所述第二HCCRS包含天然存在的重链恒定区序列，或所述KLCCRS包含天然存在

的κ轻链恒定区序列。

[0119] 在一个方面，本文公开一种多特异性抗体分子，其包含：

[0120] i)结合第一抗原的第一抗原结合结构域，其中所述第一抗原结合结构域包含：

[0121] a)第一重链多肽(HCP1)，其包含：在与i)b)配对时足以允许所述第一抗原结合结

构域结合所述第一抗原的第一重链可变区序列(HCVRS)；和第一重链恒定区序列(HCCRS)

(例如第一CH1序列)，和

[0122] b)λ轻链多肽(LLCP)，其包含：在与i)a)配对时足以允许所述第一抗原结合结构域

结合所述第一抗原的λ轻链可变区序列(LLCVRS)；和λ轻链恒定区序列(LLCCRS)，以及

[0123] ii)结合第二抗原的第二抗原结合结构域，其中所述第二抗原结合结构域包含：

[0124] a)第二重链多肽(HCP2)，其包含：在与ii)b)配对时足以允许所述第二抗原结合结

构域结合所述第二抗原的第二重链可变区序列(HCVRS)；和第二重链恒定区序列(HCCRS)

(例如第二CH1序列)，和

[0125] b)κ轻链多肽(KLCP)，其包含：在与ii)a)配对时足以允许所述第二抗原结合结构

域结合所述第二抗原的κ轻链可变区序列(KLCVRS)；和κ轻链恒定区序列(KLCCRS)，其中：

[0126] 1)所述第一HCCRS包含天然存在的重链恒定区序列，或所述LLCCRS包含天然存在

的λ轻链恒定区序列；以及

[0127] 2)所述第二HCCRS包含天然存在的重链恒定区序列，或所述KLCCRS包含天然存在

的κ轻链恒定区序列。

[0128] 在一个实施方案中，1)第一HCCRS包含天然存在的重链恒定区序列；以及2)第二

HCCRS包含天然存在的重链恒定区序列。在一个实施方案中，1)第一HCCRS包含天然存在的

重链恒定区序列；以及2)KLCCRS包含天然存在的κ轻链恒定区序列。在一个实施方案中，1)

LLCCRS包含天然存在的λ轻链恒定区序列；以及2)第二HCCRS包含天然存在的重链恒定区序

列。在一个实施方案中，1)LLCCRS包含天然存在的λ轻链恒定区序列；以及2)KLCCRS包含天

然存在的κ轻链恒定区序列。在一个实施方案中，1)第一HCCRS包含天然存在的重链恒定区

序列，并且LLCCRS包含天然存在的λ轻链恒定区序列；以及2)第二HCCRS包含天然存在的重

链恒定区序列，或KLCCRS包含天然存在的κ轻链恒定区序列。在一个实施方案中，1)第一

HCCRS包含天然存在的重链恒定区序列，或LLCCRS包含天然存在的λ轻链恒定区序列；以及

2)第二HCCRS包含天然存在的重链恒定区序列，并且KLCCRS包含天然存在的κ轻链恒定区序

列。

[0129] 在一个实施方案中，i)第一HCCRS包含天然存在的重链恒定区序列，ii)LLCCRS包

含天然存在的λ轻链恒定区序列，iii)第二HCCRS包含天然存在的重链恒定区序列，以及iv)

KLCCRS包含天然存在的κ轻链恒定区序列。

[0130] 在前述方面的某些实施方案中，HCP1与LLCP的结合优先于与KLCP的结合。在前述

方面的某些实施方案中，LLCP与HCP1的结合优先于与HCP2的结合。在前述方面的某些实施

方案中，HCP2与KLCP的结合优先于与LLCP的结合。在前述方面的某些实施方案中，KLCP与

HCP2的结合优先于与HCP1的结合。在一个实施方案中，相比于对KLCP，HCP1对LLCP具有更高

的亲和力，例如实质上更高的亲和力(例如HCP1与LLCP之间的结合的KD是HCP1与KLCP之间
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的结合的KD的至多50％、40％、30％、20％、10％、1％、0.1％或0.01％)。在一个实施方案中，

相比于对HCP2，LLCP对HCP1具有更高的亲和力，例如实质上更高的亲和力(例如LLCP与HCP1

之间的结合的KD是LLCP与第一HCP2之间的结合的KD的至多50％、40％、30％、20％、10％、

1％、0.1％或0.01％)。在一个实施方案中，相比于对LLCP，HCP2对KLCP具有更高的亲和力，

例如实质上更高的亲和力(例如HCP2与KLCP之间的结合的KD是HCP2与LLCP之间的结合的KD

的至多50％、40％、30％、20％、10％、1％、0.1％或0.01％)。在一个实施方案中，相比于对

HCP1，KLCP对HCP2具有更高的亲和力，例如实质上更高的亲和力(例如KLCP与HCP2之间的结

合的KD是KLCP与HCP1之间的结合的KD的至多50％、40％、30％、20％、10％、1％、0.1％或

0.01％)。

[0131] 在一个实施方案中，在KLCP存在下HCP1与LLCP之间的结合百分比是至少75、80、

90、95、98、99或99.5％。在一个实施方案中，当HCP1、LLCP和KLCP以1:1:1存在时，在KLCP存

在下HCP1与LLCP之间的结合百分比是至少75、80、90、95、98、99或99.5％(将在不存在任何

竞争肽下HCP1与LLCP之间的结合设置为100％，并且将在LLCP存在下HCP1与LLCP之间的结

合设置为50％)。在一个实施方案中，结合百分比通过本文所述的测定例如NanoBiT测定来

测量。

[0132] 在一个实施方案中，在HCP2存在下HCP1与LLCP之间的结合百分比是至少75、80、

90、95、98、99或99.5％。在一个实施方案中，当HCP1、LLCP和HCP2以1:1:1存在时，在HCP2存

在下HCP1与LLCP之间的结合百分比是至少75、80、90、95、98、99或99.5％(将在不存在任何

竞争肽下HCP1与LLCP之间的结合设置为100％，并且将在HCP1存在下HCP1与LLCP之间的结

合设置为50％)。在一个实施方案中，结合百分比通过本文所述的测定例如NanoBiT测定来

测量。

[0133] 在一个实施方案中，在LLCP存在下HCP2与KLCP之间的结合百分比是至少75、80、

90、95、98、99或99.5％。在一个实施方案中，当HCP2、KLCP和LLCP以1:1:1存在时，在LLCP存

在下HCP2与KLCP之间的结合百分比是至少75、80、90、95、98、99或99.5％(将在不存在任何

竞争肽下HCP2与KLCP之间的结合设置为100％，并且将在KLCP存在下HCP2与KLCP之间的结

合设置为50％)。在一个实施方案中，结合百分比通过本文所述的测定例如NanoBiT测定来

测量。

[0134] 在一个实施方案中，在HCP1存在下HCP2与KLCP之间的结合百分比是至少75、80、

90、95、98、99或99.5％。在一个实施方案中，当HCP2、KLCP和HCP1以1:1:1存在时，在HCP1存

在下HCP2与KLCP之间的结合百分比是至少75、80、90、95、98、99或99.5％(将在不存在任何

竞争肽下HCP2与KLCP之间的结合设置为100％，并且将在HCP2存在下HCP2与KLCP之间的结

合设置为50％)。在一个实施方案中，结合百分比通过本文所述的测定例如NanoBiT测定来

测量。

[0135] 在一个实施方案中，当HCP1、LLCP、HCP2和KLCP在预选条件下，例如在例如处于pH 

7下的水性缓冲液中，在例如处于pH  7下的盐水中，或在生理条件下存在时：至少70、75、80、

90、95、98、99、99.5或99.9％的HCP1与LLCP复合或对接。在一个实施方案中，当HCP1、LLCP、

HCP2和KLCP在预选条件下，例如在例如处于pH  7下的水性缓冲液中，在例如处于pH  7下的

盐水中，或在生理条件下存在时：至少70、75、80、90、95、98、99、99.5或99.9％的LLCP与HCP1

复合或对接。在一个实施方案中，当HCP1、LLCP、HCP2和KLCP在预选条件下，例如在例如处于
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pH  7下的水性缓冲液中，在例如处于pH  7下的盐水中，或在生理条件下存在时：至少70、75、

80、90、95、98、99、99.5或99 .9％的HCP2与KLCP复合或对接。在一个实施方案中，当HCP1、

LLCP、HCP2和KLCP在预选条件下，例如在例如处于pH  7下的水性缓冲液中，在例如处于pH  7

下的盐水中，或在生理条件下存在时：至少70、75、80、90、95、98、99、99.5或99.9％的KLCP与

HCP2复合或对接。

[0136] 在前述方面的某些实施方案中，多特异性抗体分子包含：

[0137] i)a)HCP1包含第一重链恒定区序列(HCCRS)(例如第一CH1序列)，

[0138] i)b)LLCP包含λ轻链恒定区序列(LLCCRS)，

[0139] ii)a)HCP2包含第二重链恒定区序列(HCCRS)(例如第二CH1序列)，以及

[0140] ii)b)KLCP包含κ轻链恒定区序列(KLCCRS)，其中：

[0141] 1)所述第一HCCRS与LLCCRS复合或对接，以及

[0142] 2)所述第二HCCRS与KLCCRS复合或对接。

[0143] 在前述方面的某些实施方案中，HCP1与HCP2复合或对接。在一个实施方案中，相比

于对第二HCP1分子，HCP1对HCP2具有更大的亲和力，例如实质上更大的亲和力。在一个实施

方案中，相比于对第二HCP2分子，HCP2对HCP1具有更大的亲和力，例如实质上更大的亲和

力。在一个实施方案中，HCP1包含这样的序列元件，相较于将在不存在所述序列元件下例如

当天然存在的序列替换所述序列元件时所见的HCP1‑HCP2配对:HCP1‑HCP1配对的比率，所

述序列元件使HCP1‑HCP2配对:HCP1‑HCP1配对的比率增加。在一个实施方案中，HCP2包含这

样的序列元件，相较于将在不存在所述序列元件下例如当天然存在的序列替换所述序列元

件时所见的HCP1‑HCP2配对:HCP2‑HCP2配对的比率，所述序列元件使HCP1‑HCP2配对:HCP2‑

HCP2配对的比率增加。在一个实施方案中，序列元件不是天然存在的恒定区序列。在一个实

施方案中，序列元件安置在CH3中。在一个实施方案中，选择HCP1和HCP2中的一者或两者以

使与异二聚化(例如HCP2‑HCP2)相对比的自二聚化(例如HCP1‑HCP1)最小。在一个实施方案

中，HCP1和HCP2是配对的突起/空腔例如杵和臼对(knob  and  hole  pair)的成员。在一个实

施方案中，HCP1‑HCP2配对由静电相互作用促进。在一个实施方案中，HCP1‑HCP2配对由链交

换促进。在一个实施方案中，HCP1和HCP2不是配对的突起/空腔例如杵和臼对的成员。在一

个实施方案中，HCP1包含第一重链恒定区序列(HCCRS)，其中所述第一HCCRS不包含突变(例

如相对于天然存在的重链恒定区序列的突变)。在一个实施方案中，HCP2包含第二重链恒定

区序列(HCCRS)，其中所述第二HCCRS不包含突变(例如相对于天然存在的重链恒定区序列

的突变)。在一个实施方案中，i)HCP1包含第一重链恒定区序列(HCCRS)，其中所述第一

HCCRS不包含突变(例如相对于天然存在的重链恒定区序列的突变)；以及ii)HCP2包含第二

重链恒定区序列(HCCRS)，其中所述第二HCCRS不包含突变(例如相对于天然存在的重链恒

定区序列的突变)。在一个实施方案中，HCP1包含第一CH2结构域序列和第一CH3结构域序

列，其中所述第一CH2结构域序列和所述第一CH3结构域序列不包含突变(例如相对于天然

存在的CH2结构域序列或天然存在的CH3结构域序列的突变)。在一个实施方案中，HCP2包含

第二CH2结构域序列和第二CH3结构域序列，其中所述第二CH2结构域序列和所述第二CH3结

构域序列不包含突变(例如相对于天然存在的CH2结构域序列或天然存在的CH3结构域序列

的突变)。在一个实施方案中，i)HCP1包含第一CH2结构域序列和第一CH3结构域序列，其中

所述第一CH2结构域序列和所述第一CH3结构域序列不包含突变(例如相对于天然存在的
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CH2结构域序列或天然存在的CH3结构域序列的突变)；以及ii)HCP2包含第二CH2结构域序

列和第二CH3结构域序列，其中所述第二CH2结构域序列和所述第二CH3结构域序列不包含

突变(例如相对于天然存在的CH2结构域序列或天然存在的CH3结构域序列的突变)。

[0144] 在前述方面的某些实施方案中，HCP1源于在体内或在体外以λ抗体形式产生的抗

体。在前述方面的某些实施方案中，HCP2源于在体内或在体外以κ抗体形式产生的抗体。

[0145] 在一个实施方案中，HCP1和LLCP包含选自表18(例如如表18中所配对)或表5a(例

如如表5a中所配对)的氨基酸序列或其功能性变体或片段。在一个实施方案中，HCP2和KLCP

包含选自表18(例如如表18中所配对)或表5a(例如如表5a中所配对)的氨基酸序列或其功

能性变体或片段。在一个实施方案中，HCP1、LLCP、HCP2和KLCP包含选自表18(例如表18的单

一单元格)或表5a(例如表5a的单行)的氨基酸序列或其功能性变体或片段。

[0146] 在一个实施方案中，第一抗原或第二抗原是肿瘤抗原，例如胰腺肿瘤抗原、肺肿瘤

抗原或结肠直肠肿瘤抗原。在一个实施方案中，第一抗原或第二抗原选自：PD‑L1、HER3、

TROP2、间皮素(mesothelin)、IGF‑1R或CA19‑9。在一个实施方案中，第一抗原或第二抗原选

自：PD‑L1、HER3、TROP2、VEGF‑A、EGFR、MUC1、DLL4或HGF。在一个实施方案中，第一抗原或第

二抗原选自：PD‑L1、HER3、TROP2、VEGF‑A、EGFR、MUC1、MAGE‑A3、gpA33、NY‑ESO‑1、ANG2、

RSPO3、HER2、CEACAM5或CEA。在一个实施方案中，第一抗原或第二抗原是免疫效应细胞例如

T细胞、NK细胞或骨髓细胞的抗原。在一个实施方案中，第一抗原或第二抗原选自：CD3、PD‑

1、LAG‑3、TIM‑3、CTLA‑4、VISTA、TIGIT、PD‑L1、B7‑H3、4‑1BB或ICOS。在一个实施方案中，第

一抗原是肿瘤抗原例如间皮素，并且第二抗原是选自NKP30、PD‑L1、CD3、NKG2D、CD47、4‑1BB

或NKP46的抗原；或第二抗原是肿瘤抗原例如间皮素，并且第一抗原是选自NKP30、PD‑L1、

CD3、NKG2D、CD47、4‑1BB或NKP46的抗原。在一个实施方案中，第一抗原是IGF1R，并且第二抗

原是HER3，或第二抗原是IGF1R，并且第一抗原是HER3。在一个实施方案中，第一抗原是间皮

素，并且第二抗原是PD‑L1，或第二抗原是间皮素，并且第一抗原是PD‑L1。在一个实施方案

中，第一抗原是CTLA4，并且第二抗原是IL12β，或第二抗原是CTLA4，并且第一抗原是IL12β。
在一个实施方案中，第一抗原是CTLA4，并且第二抗原是TRAILR2，或第二抗原是CTLA4，并且

第一抗原是TRAILR2。在一个实施方案中，第一抗原是CTLA4，并且第二抗原是CD221，或第二

抗原是CTLA4，并且第一抗原是CD221。在一个实施方案中，第一抗原是PD1，并且第二抗原是

TRAILR2，或第二抗原是PD1，并且第一抗原是TRAILR2。在一个实施方案中，第一抗原是PD1，

并且第二抗原是PDL1，或第二抗原是PD1，并且第一抗原是PDL1。在一个实施方案中，第一抗

原是PD1，并且第二抗原是PDL1，或第二抗原是PD1，并且第一抗原是PDL1。在一个实施方案

中，多特异性抗体分子进一步包含IL‑2分子。在一个实施方案中，多特异性抗体分子进一步

包含CD40激动剂，例如CD40L多肽或激动性抗CD40抗体分子。

[0147] 在一个方面，本文公开一种多特异性抗体分子，例如包含两种结合特异性的抗体

分子，例如双特异性抗体分子。多特异性抗体分子包括：

[0148] 对第一表位具有特异性的λ轻链多肽(LLCP)；

[0149] 对所述第一表位具有特异性的重链多肽1(HCP1)；

[0150] 对第二表位具有特异性的κ轻链多肽(KLCP)；和

[0151] 对所述第二表位具有特异性的重链多肽2(HCP2)。

[0152] 在另一方面，本文公开一种多特异性抗体分子，例如双特异性抗体分子，其包括：
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[0153] (i)第一重链多肽(HCP1)(例如包含第一重链可变区(第一VH)、第一CH1、第一重链

恒定区(例如第一CH2、第一CH3或两者)中的一者、两者、三者或全部的重链多肽)，例如其中

所述HCP1结合第一表位；

[0154] (ii)第二重链多肽(HCP2)(例如包含第二重链可变区(第二VH)、第二CH1、第二重

链恒定区(例如第二CH2、第二CH3或两者)中的一者、两者、三者或全部的重链多肽)，例如其

中所述HCP2结合第二表位；

[0155] (iii)优先与所述第一重链多肽(例如所述第一VH)缔合的λ轻链多肽(LLCP)(例如

λ轻可变区(VLλ)、λ轻恒定链(VLλ)或两者)，例如其中所述LLCP结合第一表位；和

[0156] (iv)优先与所述第二重链多肽(例如所述第二VH)缔合的κ轻链多肽(KLCP)(例如λ
轻可变区(VLκ)、λ轻恒定链(VLκ)或两者)，例如其中所述KLCP结合第二表位。在各实施方案

中，第一重链多肽和第二重链多肽形成使异二聚化增强的Fc界面。

[0157] 在本文公开的多特异性抗体分子的一些实施方案中：

[0158] 相比于对HCP2，LLCP对HCP1具有更高的亲和力；和/或

[0159] 相比于对HCP1，KLCP对HCP2具有更高的亲和力。

[0160] 在各实施方案中，LLCP对HCP1的亲和力充分大于它对HCP2的亲和力，以致在预选

条件下，例如在例如处于pH  7下的水性缓冲液中，在例如处于pH  7下的盐水中，或在生理条

件下，至少75％、80、90、95、98、99、99.5或99.9％的多特异性抗体分子具有与HCP1复合或对

接的LLCP。

[0161] 在本文公开的多特异性抗体分子的一些实施方案中：

[0162] 相比于对第二HCP1分子，HCP1对HCP2具有更大的亲和力；和/或

[0163] 相比于对第二HCP2分子，HCP2对HCP1具有更大的亲和力。

[0164] 在各实施方案中，HCP1对HCP2的亲和力充分大于它对第二HCP1分子的亲和力，以

致在预选条件下，例如在例如处于pH  7下的水性缓冲液中，在例如处于pH  7下的盐水中，或

在生理条件下，至少75％、80、90、95、98、99、99.5或99.9％的多特异性抗体分子具有与HCP2

复合或对接的HCP1。

[0165] 在另一方面，本文公开一种用于制备或产生多特异性抗体分子的方法。所述方法

包括：在以下(i)‑(iv)缔合所处的条件下，

[0166] (i)提供第一重链多肽(例如包含第一重链可变区(第一VH)、第一CH1、第一重链恒

定区(例如第一CH2、第一CH3或两者)中的一者、两者、三者或全部的重链多肽)；

[0167] (ii)提供第二重链多肽(例如包含第二重链可变区(第二VH)、第二CH1、第二重链

恒定区(例如第二CH2、第二CH3或两者)中的一者、两者、三者或全部的重链多肽)；

[0168] (iii)提供优先与所述第一重链多肽(例如所述第一VH)缔合的λ链多肽(例如λ轻
可变区(VLλ)、λ轻恒定链(VLλ)或两者)；以及

[0169] (iv)提供优先与所述第二重链多肽(例如所述第二VH)缔合的κ链多肽(例如λ轻可

变区(VLκ)、λ轻恒定链(VLκ)或两者)。

[0170] 在各实施方案中，第一重链多肽和第二重链多肽形成使异二聚化增强的Fc界面。

[0171] 在另一方面，本文公开一种用于制备或产生多特异性抗体分子的方法。所述方法

包括：在以下(i)‑(iv)缔合所处的条件下，

[0172] (i)提供第一重链多肽(例如包含第一重链可变区(第一VH)、第一CH1、第一重链恒
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定区(例如第一CH2、第一CH3或两者)中的一者、两者、三者或全部的重链多肽)；

[0173] (ii)提供第二重链多肽(例如包含第二重链可变区(第二VH)、第二CH1、第二重链

恒定区(例如第二CH2、第二CH3或两者)中的一者、两者、三者或全部的重链多肽)；

[0174] (iii)提供优先与所述第一重链多肽(例如所述第一VH)缔合，以及进一步包含效

应部分(例如IL2)的λ链多肽(例如λ轻可变区(VLλ)、λ轻恒定链(VLλ)或两者)；以及

[0175] (iv)提供优先与所述第二重链多肽(例如所述第二VH)缔合，以及任选进一步包含

抗原结合部分(例如scFv)的κ链多肽(例如λ轻可变区(VLκ)、λ轻恒定链(VLλ)或两者)。

[0176] 在各实施方案中，将(i)‑(iv)(例如编码(i)‑(iv)的核酸)引入单一细胞例如单一

哺乳动物细胞例如CHO细胞中。在各实施方案中，在细胞中表达(i)‑(iv)。

[0177] 在各实施方案中，将(i)‑(iv)(例如编码(i)‑(iv)的核酸)引入不同的细胞例如不

同哺乳动物细胞例如两个或更多个CHO细胞中。在各实施方案中，在细胞中表达(i)‑(iv)。

[0178] 在一个实施方案中，方法进一步包括例如使用λ和/或κ特异性纯化例如亲和色谱

法来纯化细胞表达的抗体分子。

[0179] 在各实施方案中，方法进一步包括评估细胞表达的多特异性抗体分子。举例来说，

经纯化的细胞表达的多特异性抗体分子可通过本领域中已知的包括质谱测定法的技术来

分析。在一个实施方案中，对经纯化的细胞表达的抗体分子进行裂解，例如用木瓜蛋白酶

(papain)消化以产生Fab部分，并且使用质谱测定法来评估。

[0180] 在各实施方案中，方法以例如至少75％、80、90、95、98、99、99.5或99.9％的高产率

产生正确配对的κ/λ多特异性抗体分子例如双特异性抗体分子。

[0181] 也公开编码前述多特异性分子的核酸分子、载体和宿主细胞。

[0182] 也公开包含前述多特异性分子和药物可接受载体的药物组合物。

[0183] 在另一方面，本发明的特征在于一种使用本文公开的多特异性抗体分子来治疗患

有病症例如癌症的受试者的方法。

[0184] 本文公开的多特异性抗体分子和方法的额外特征和实施方案包括以下中的一者

或多者。

[0185] 在一些实施方案中，多特异性抗体分子经分离或经纯化。

[0186] 在一些实施方案中，使多特异性抗体分子的第一重链多肽和第二重链多肽例如第

一重链恒定区和第二重链恒定区(例如第一Fc区和第二Fc区)的界面改变例如突变来例如

相对于非工程改造的界面例如天然存在的界面，使异二聚化增加。在一个实施方案中，第一

重链多肽和第二重链多肽的异二聚化通过提供第一Fc区和第二Fc区的具有以下中的一者

或多者的Fc界面来增强：配对的突起‑空腔(“杵入臼(knob‑in‑hole)”)、静电相互作用或链

交换，以使例如相对于非工程改造界面，形成异多聚体与同多聚体的更大比率。在一些实施

方案中，多特异性抗体分子在例如人IgG1的Fc区的选自以下中的一者或多者的位置处包括

配对氨基酸取代：347、349、350、351、366、368、370、392、394、395、397、398、399、405、407或

409。举例来说，第一免疫球蛋白链恒定区(例如Fc区)可包括选自以下的配对氨基酸取代：

T366S、L368A或Y407V(例如对应于空腔或臼)，并且第二免疫球蛋白链恒定区包含T366W(例

如对应于突起或杵)。

[0187] 在一些实施方案中，不使多特异性抗体分子的第一重链多肽和第二重链多肽例如

第一重链恒定区和第二重链恒定区(例如第一Fc区和第二Fc区)的界面改变例如突变来例
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如相对于非工程改造的界面例如天然存在的界面，使异二聚化增加。在一个实施方案中，第

一重链多肽和第二重链多肽的异二聚化不通过提供第一Fc区和第二Fc区的具有以下中的

一者或多者的Fc界面来增强：配对的突起‑空腔(“杵入臼”)。

[0188] 在一些实施方案中，不使CH1链、λ轻恒定链(VLλ)和κ轻恒定链(VLκ)中的一者或多

者(例如全部)改变例如突变来例如相对于非工程改造的界面例如天然存在的界面，使异二

聚化增加。在一些实施方案中，CH1链、λ轻恒定链(VLλ)和κ轻恒定链(VLκ)中的一者或多者

(例如全部)是天然存在的。

[0189] 在一些实施方案中，重链可变区(VH，例如FR1、FR2、FR3，以及任选地，CDR  1‑2)源

于由国际免疫遗传学(ImMunoGeneTics)数据库 (Lefranc ,M .‑P .,“IMGT ,the 

international  ImMunoGeneTics  database”Nucl.Acids  Res .,29,207‑209(2001)以及

Scaviner,D.,Barbié,V.,Ruiz,M.和Lefranc,M.‑P.,“Protein  displays  of  the  human 

immunoglobulin  heavy ,kappa  and  lambda  variable  and  joining  regions”,

Exp.Clin.Immunogenet.,16,234‑240(1999))所述的种系家族，或大致上与其同一的氨基

酸序列。

[0190] 在一些实施方案中，轻链可变区(VLκ或VLλ，例如FR1、FR2、FR3，以及任选地，CDR 

1‑2)源于由IMGT所述的种系家族，或大致上与其同一的氨基酸序列。

[0191] 在各实施方案中，多特异性抗体分子包括多种(例如两种、三种或更多种)结合特

异性(或功能性)。

[0192] 在一个实施方案中，多特异性抗体分子是双特异性(或双功能性)分子、三特异性

(或三功能性)分子或四特异性(或四功能性)分子。

[0193] 在一些实施方案中，多特异性抗体分子包括针对第一表位的第一结合特异性和针

对第二表位的第二结合特异性。在一些实施方案中，第一表位和第二表位在同一抗原例如

同一多肽上。在其他实施方案中，第一表位和第二表位在不同抗原例如不同多肽上。在一些

实施方案中，第一表位在第一抗原例如第一多肽上，并且第二表位在第二抗原例如第二多

肽上。在一些实施方案中，抗原或多肽选自由来自表2、表4、表5a、表17和表18的抗体识别的

抗原，例如由表2、表4、表5a、表17和表18中公开的λ抗体和κ抗体识别的第一抗原和第二抗

原。λ抗体和κ抗体的示例性配对描绘于表5a和表18中。

[0194] 在一些实施方案中，多特异性抗体分子包括针对第一表位的第一结合特异性，其

中所述第一表位在肿瘤抗原例如胰腺肿瘤抗原、肺肿瘤抗原或结肠直肠肿瘤抗原上。在一

些实施方案中，第一表位在选自以下的抗原上：PD‑L1、HER3、TROP2、间皮素、IGF‑1R或CA19‑

9。在其他实施方案中，第一表位在选自以下的抗原上：PD‑L1、HER3、TROP2、VEGF‑A、EGFR、

MUC1、DLL4或HGF。在其他实施方案中，第一表位在选自以下的抗原上：PD‑L1、HER3、TROP2、

VEGF‑A、EGFR、MUC1、MAGE‑A3、gpA33、NY‑ESO‑1、ANG2、RSPO3、HER2、CEACAM5或CEA。

[0195] 在一些实施方案中，多特异性抗体分子包括针对第二表位的第二结合特异性，其

中所述第二表位在免疫效应细胞例如T细胞、NK细胞或骨髓细胞的抗原上。在一些实施方案

中，第二表位选自CD3、PD‑1、LAG‑3、TIM‑3、CTLA‑4、VISTA、TIGIT、PD‑L1、B7‑H3、4‑1BB或

ICOS。

[0196] 在一些实施方案中，多特异性抗体分子结合肿瘤抗原例如间皮素上的第一表位，

以及选自NKP30、PD‑L1、CD3、NKG2D、CD47、4‑1BB或NKP46的抗原上的第二表位。在一些实施
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方案中，多特异性抗体分子结合间皮素和PD‑L1。在一些实施方案中，多特异性抗体分子结

合间皮素和PDL1，并且进一步包含细胞因子(例如IL2)。在一些实施方案中，多特异性抗体

分子结合间皮素；PDL1；和NKp30，并且进一步包含细胞因子(例如IL2)。

[0197] 在一些实施方案中，多特异性抗体分子包括多种(例如两种或更多种)结合特异性

(或功能性)。在一些实施方案中，第一结合特异性选择性定位于癌细胞，例如它包括靶向肿

瘤的部分；并且第二(或第三或第四)结合特异性包括以下中的一者或两者：免疫细胞衔接

物(例如选自NK细胞衔接物、B细胞衔接物、树突细胞衔接物或巨噬细胞衔接物中的一者、两

者、三者或全部)；和/或细胞因子分子。示例性的靶向肿瘤的部分、免疫细胞衔接物和细胞

因子分子描述于具体实施方式中。

[0198] 除非另外定义，否则本文所用的所有技术和科学术语都具有与由本发明所属领域

的普通技术人员通常所理解相同的含义。尽管在实施或测试本发明时可使用与本文所述的

那些方法和材料类似或等效的方法和材料，但以下描述适合的方法和材料。本文提及的所

有出版物、专利申请、专利和其他参考文献都以引用的方式整体并入本文。在起冲突的情况

下，将以包括定义的本说明书为准。此外，材料、方法和实例仅具有说明性而不意图具有限

制性。

[0199] 本发明的其他特征和优势将根据以下具体实施方式和权利要求而显而易知。

附图说明

[0200] 图1A‑图1D描绘轻链改组的示意图。

[0201] 图2描绘经木瓜蛋白酶裂解的双特异性抗体的示意图，用虚线显示铰链区中的裂

解位置。在各实施方案中，多特异性抗体分子具有第一结合特异性和第二结合特异性，所述

第一结合特异性包括与连接于Fc恒定CH2‑CH3结构域(具有臼修饰)的第一重链可变区‑CH1

异二聚化的杂合VLλ‑CLλ，并且所述第二结合特异性包括与连接于Fc恒定CH2‑CH3结构域

(具有杵修饰)的第二重链可变区‑CH1异二聚化的杂合VLκ‑CLκ。两个Fab片段在木瓜蛋白酶

处理之后得以释放。

[0202] 图3A‑图3C描绘当利用 蛋白质:蛋白质相互作用系统以1:1:1摩尔比

混合时，λ轻链多肽(LLCP)和κ轻链多肽(KLCP)对重链多肽(HCP2)的竞争(ACS  Chem 

Biol.2016年2月19日；11((2):400‑8.)。HCP2具有C末端融合物形式的LgBiT，KLCP具有C末

端融合物形式的SmBiT，并且LLCP是天然轻链。当HCP2和KLCP形成Fab区时，LgBiT和SmBiT产

生完全功能性NanoLuc结构域(图3A)。当HCP2和LLCP形成Fab区时，NanoLuc不是完整的，并

且是非活性的(图3B)。通过CH1亲和力加以纯化，LLCP和KLCP对HCP2的1:1:1竞争产生HCP2/

KLCP功能性NanoLuc  Fab区和HCP2/LLCP非功能性NanoLuc  Fab区(图3C)。

[0203] 图4A‑图4C描绘当利用 蛋白质:蛋白质相互作用系统以1:1:1摩尔比混

合时，λ轻链多肽(LLCP)和κ轻链多肽(KLCP)对重链多肽(HCP1)的竞争。HCP1具有C末端融合

物形式的LgBiT，LLCP具有C末端融合物形式的SmBiT，并且KLCP是天然轻链。当HCP1和LLCP

形成Fab区时，LgBiT和SmBiT产生完全功能性NanoLuc结构域(图4A)。当HCP1和KLCP形成Fab

区时，NanoLuc不是完整的，并且是非活性的(图4B)。通过CH1亲和力加以纯化，LLCP和KLCP

对HCP1的1:1:1竞争产生HCP1/LLCP功能性NanoLuc  Fab区和HCP1/KLCP非功能性NanoLuc 

Fab区(图4C)。
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[0204] 图5描绘本发明的一示例性多特异性抗体分子的示意图。该多特异性抗体分子包

含含有κ轻链多肽的第一Fab；含有λ轻链多肽的第二Fab；和Fc结构域，其中所述Fc结构域含

有配对的突起/空腔，例如杵和臼对。在一个实施方案中，第一Fab结合IGF1R，并且第二Fab

结合HER3(例如实施例2中所述的多特异性分子1)。在一个实施方案中，第一Fab结合间皮

素，并且第二Fab结合PD‑L1(例如实施例3中所述的多特异性分子2)。在一个实施方案中，第

一Fab结合CTLA‑4，并且第二Fab结合IL12β(例如实施例4中所述的多特异性分子3)。在一个

实施方案中，第一Fab结合CTLA‑4，并且第二Fab结合TRAILR2(例如实施例5中所述的多特异

性分子4)。在一个实施方案中，第一Fab结合CTLA‑4，并且第二Fab结合CD221(例如实施例6

中所述的多特异性分子5)。在一个实施方案中，第一Fab结合PD‑1，并且第二Fab结合

TRAILR2(例如实施例7中所述的多特异性分子6)。在一个实施方案中，第一Fab结合PD‑1，并

且第二Fab结合PDL1(例如实施例8中所述的多特异性分子7)。

[0205] 图6描绘本发明的一示例性多特异性抗体分子的示意图。该多特异性抗体分子包

含含有κ轻链多肽的第一Fab；含有λ轻链多肽的第二Fab；连接于所述λ轻链多肽的C末端的

多肽；和Fc结构域，其中所述Fc结构域含有配对的突起/空腔，例如杵和臼对。在一个实施方

案中，第一Fab结合CTLA4，第二Fab结合IL12β，并且连接于λ轻链多肽的C末端的多肽包含白

介素2或其片段或变体(例如实施例10中所述的多特异性分子9)。

[0206] 图7描绘本发明的一示例性多特异性抗体分子的示意图。该多特异性抗体分子包

含含有κ轻链多肽的第一Fab；含有λ轻链多肽的第二Fab；连接于所述λ轻链多肽的C末端的

多肽；和Fc结构域，其中所述Fc结构域不含有配对的突起/空腔，例如杵和臼对(例如所述Fc

结构域是天然存在的Fc结构域)。在一个实施方案中，第一Fab结合CTLA4，第二Fab结合IL12

β，并且连接于λ轻链多肽的C末端的多肽包含白介素2或其片段或变体(例如实施例9中所述

的多特异性分子8)。

[0207] 图8描绘本发明的一示例性多特异性抗体分子的示意图。该多特异性抗体分子包

含含有κ轻链多肽的第一Fab；含有λ轻链多肽的第二Fab；连接于所述λ轻链多肽的C末端的

第一多肽；连接于与所述λ轻链多肽缔合的重链多肽的C末端的第二多肽；和Fc结构域，其中

所述Fc结构域含有配对的突起/空腔，例如杵和臼对。在一个实施方案中，第一Fab结合

CTLA4，第二Fab结合IL12β，第一多肽包含白介素2或其片段或变体，并且第二多肽包含白介

素2或其片段或变体(例如实施例12中所述的多特异性分子11)。

[0208] 图9描绘本发明的一示例性多特异性抗体分子的示意图。该多特异性抗体分子包

含含有κ轻链多肽的第一Fab；含有λ轻链多肽的第二Fab；连接于所述λ轻链多肽的C末端的

第一多肽；连接于与所述λ轻链多肽缔合的重链多肽的C末端的第二多肽；和Fc结构域，其中

所述Fc结构域不含有配对的突起/空腔，例如杵和臼对(例如所述Fc结构域是天然存在的Fc

结构域)。在一个实施方案中，第一Fab结合CTLA4，第二Fab结合IL12β，第一多肽包含白介素

2或其片段或变体，并且第二多肽包含白介素2或其片段或变体(例如实施例11中所述的多

特异性分子10)。

[0209] 图10描绘本发明的一示例性多特异性抗体分子的示意图。该多特异性抗体分子包

含含有κ轻链多肽的第一Fab；含有λ轻链多肽的第二Fab；连接于所述κ轻链多肽的C末端的

第一多肽；连接于与所述κ轻链多肽缔合的重链多肽的C末端的第二多肽；和Fc结构域，其中

所述Fc结构域含有配对的突起/空腔，例如杵和臼对。在一个实施方案中，第一Fab结合
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CTLA4，第二Fab结合TRAILR2，第一多肽包含白介素2或其片段或变体，并且第二多肽包含

scFv(例如实施例13中所述的多特异性分子12)。

[0210] 图11.多特异性分子1的凝胶。

[0211] 图12.多特异性分子3的凝胶。

[0212] 图13.多特异性分子4的凝胶。

[0213] 图14.多特异性分子5的凝胶。

[0214] 图15.多特异性分子6的凝胶。

[0215] 图16.多特异性分子7的凝胶。

[0216] 图17.多特异性分子8的凝胶。

[0217] 图18.多特异性分子9的凝胶。

[0218] 图19.多特异性分子1的尺寸排阻色谱图。

[0219] 图20.多特异性分子3的尺寸排阻色谱图。

[0220] 图21.多特异性分子8的尺寸排阻色谱图。

[0221] 图22.多特异性分子9的尺寸排阻色谱图。

[0222] 图23.在κ/λ选择分析之后多特异性分子2的还原样品的凝胶。泳道1是装载物，泳

道2是来自KappaSelect柱的流穿物(flow‑through)，泳道3是来自KappaSelect柱的洗脱

物，泳道4是来自LambdaFabSelect柱的流穿物，并且泳道5是来自LambdaFabSelect柱的洗

脱物。

[0223] 图24.在κ/λ选择分析之后多特异性分子1的还原样品的凝胶。泳道1是装载物，泳

道2是来自KappaSelect柱的流穿物，泳道3是来自KappaSelect柱的洗脱物，泳道4是来自

LambdaFabSelect柱的流穿物，并且泳道5是来自LambdaFabSelect柱的洗脱物。

[0224] 图25.在κ/λ选择分析之后多特异性分子3的还原样品的凝胶。泳道1是装载物，泳

道2是来自KappaSelect柱的流穿物，泳道3是来自KappaSelect柱的洗脱物，泳道4是来自

LambdaFabSelect柱的流穿物，并且泳道5是来自LambdaFabSelect柱的洗脱物。

[0225] 图26.在κ/λ选择分析之后多特异性分子8的还原样品的凝胶。泳道1是装载物，泳

道2是来自KappaSelect柱的流穿物，泳道3是来自KappaSelect柱的洗脱物，泳道4是来自

LambdaFabSelect柱的流穿物，并且泳道5是来自LambdaFabSelect柱的洗脱物。

[0226] 图27.在κ/λ选择分析之后多特异性分子9的还原样品的凝胶。泳道1是装载物，泳

道2是来自KappaSelect柱的流穿物，泳道3是来自KappaSelect柱的洗脱物，泳道4是来自

LambdaFabSelect柱的流穿物，并且泳道5是来自LambdaFabSelect柱的洗脱物。

[0227] 图28.在κ/λ选择分析之后多特异性分子11的还原样品的凝胶。泳道1是装载物，泳

道2是来自KappaSelect柱的流穿物，泳道3是来自KappaSelect柱的洗脱物，泳道4是来自

LambdaFabSelect柱的流穿物，并且泳道5是来自LambdaFabSelect柱的洗脱物。

[0228] 图29.在κ/λ选择分析之后多特异性分子10的还原样品的凝胶。泳道1是装载物，泳

道2是来自KappaSelect柱的流穿物，泳道3是来自KappaSelect柱的洗脱物，泳道4是来自

LambdaFabSelect柱的流穿物，并且泳道5是来自LambdaFabSelect柱的洗脱物。

[0229] 图30.在κ/λ选择分析之后多特异性分子12的还原样品的凝胶。泳道1是装载物，泳

道2是来自KappaSelect柱的流穿物，泳道3是来自KappaSelect柱的洗脱物，泳道4是来自

LambdaFabSelect柱的流穿物，并且泳道5是来自LambdaFabSelect柱的洗脱物。比率指示转
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染中使用的杵:臼的3:1至1:3的DNA比率。

[0230] 图31.对经木瓜蛋白酶裂解的多特异性分子3的完整质谱测定法分析。

[0231] 图32.对经木瓜蛋白酶裂解的多特异性分子4的完整质谱测定法分析。

[0232] 图33.对经木瓜蛋白酶裂解的多特异性分子5的完整质谱测定法分析。

[0233] 图34.对经木瓜蛋白酶裂解的多特异性分子6的完整质谱测定法分析。

[0234] 图35.对经木瓜蛋白酶裂解的多特异性分子7的完整质谱测定法分析。

具体实施方式

[0235] 本文公开包含λ轻链多肽和κ轻链多肽的多特异性抗体分子(在本文中也称为“多

功能性抗体分子”)。在各实施方案中，多特异性抗体分子包括多种(例如两种或更多种)结

合特异性(或功能性)。在一些实施方案中，第一结合特异性选择性定位于癌细胞，例如它包

括靶向肿瘤的部分；并且第二(或第三或第四)结合特异性包括以下中的一者或两者：免疫

细胞衔接物(例如选自NK细胞衔接物、B细胞衔接物、树突细胞衔接物或巨噬细胞衔接物中

的一者、两者、三者或全部)；和/或细胞因子分子。在一个实施方案中，多特异性分子是双特

异性(或双功能性)分子、三特异性(或三功能性)分子或四特异性(或四功能性)分子。因此，

本文尤其提供包括λ轻链多肽和κ轻链多肽的多特异性分子(例如多特异性抗体分子)、编码

其的核酸、产生前述分子的方法以及使用前述分子来治疗病症例如癌症的方法。

[0236] 在一个实施方案中，多特异性抗体分子包含：

[0237] (i)第一重链多肽(例如包含第一重链可变区(具有第一结合特异性的第一VH)、第

一CH1、第一重链恒定区(例如第一CH2、第一CH3或两者)中的一者、两者、三者或全部的重链

多肽)；

[0238] (ii)第二重链多肽(例如包含第二重链可变区(第二VH)、第二CH1、第二重链恒定

区(例如第二CH2、第二CH3或两者)中的一者、两者、三者或全部的重链多肽)；

[0239] (iii)优先与所述第一重链多肽(例如所述第一VH)缔合的λ轻链多肽(例如λ轻可

变区(VLλ)、λ轻恒定链(VLλ)或两者)；和

[0240] (iv)优先与所述第二重链多肽(例如所述第二VH)缔合的κ轻链多肽(例如λ轻可变

区(VLκ)、λ轻恒定链(VLκ)或两者)。

[0241] 在各实施方案中，第一重链多肽和第二重链多肽形成使异二聚化增强的Fc界面。

一示例性表示描绘于图1A中，其显示具有第一结合特异性和第二结合特异性的多特异性抗

体分子，所述第一结合特异性包括与连接于Fc恒定CH2‑CH3结构域(具有杵修饰)的第一重

链可变区异二聚化的杂合VLλ‑CLλ，并且所述第二结合特异性包括与连接于Fc恒定CH2‑CH3

结构域(具有臼修饰)的第二重链可变区异二聚化的杂合VLκ‑CLκ。
[0242] 在一些实施方案中，本文公开一种用于产生多特异性抗体分子例如双特异性抗体

分子的新型方法。用于产生本文公开的双特异性分子的方法产生稳定的抗体，同时避免通

常描述于文献中的轻链调换(light‑chain  swapping)。轻链调换或改组是在产生具有单一

κ轻链和单一λ轻链的抗体时遭遇的常见问题。轻链改组的示意图描绘于图1A‑图1D中。如图

1A‑图1D中所示，仅25％的产物具有所需构型(图1A)，而其他75％的产物具有轻链错误配对

(图1B‑图1D)。用于产生本文公开的多特异性抗体分子例如双特异性抗体分子的方法使用

具有κ轻链和λ轻链的抗体例如人抗体来产生稳定的多特异性抗体分子例如双特异性抗体
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分子。

[0243] 以下定义某些术语。

[0244] 如本文所用，冠词“一个(种)(a/an)”是指冠词的一个(种)或超过一个(种)例如至

少一个(种)语法对象。当在本文中与术语“包含(comprising)”联合使用时，字词“一个(种)

(a/an)”的使用可意指“一个(种)”，但它也与“一个(种)或多个(种)”、“至少一个(种)”和

“一个(种)或超过一个(种)”的含义一致。

[0245] 如本文所用，“约”和“近似”通常意指鉴于测量的性质或精度，经测量数量的可接

受的误差程度。示例性误差程度在给定数值范围的百分之20(％)内，通常在10％内，并且更

通常在5％内。

[0246] 如本文所用的“抗体分子”是指包含至少一个免疫球蛋白可变结构域序列的蛋白

质，例如免疫球蛋白链或其片段。抗体分子涵盖抗体(例如全长抗体)和抗体片段。在一个实

施方案中，抗体分子包含全长抗体或全长免疫球蛋白链的抗原结合片段或功能性片段。举

例来说，全长抗体是天然存在的或通过正常免疫球蛋白基因片段重组过程形成的免疫球蛋

白(Ig)分子(例如IgG抗体)。在各实施方案中，抗体分子是指免疫球蛋白分子的免疫活性抗

原结合部分，诸如抗体片段。抗体片段例如功能性片段是抗体的一部分，例如Fab、Fab′、F

(ab′)2、F(ab)2、可变片段(Fv)、结构域抗体(dAb)或单链可变片段(scFv)。功能性抗体片段

结合与由完整(例如全长)抗体识别的抗原相同的抗原。术语“抗体片段”或“功能性片段”也

包括由可变区组成的经分离片段，诸如由重链的可变区和轻链的可变区组成的“Fv”片段，

或其中轻可变区和重可变区由肽接头连接的重组单链多肽分子(“scFv蛋白”)。在一些实施

方案中，抗体片段不包括抗体的不具有抗原结合活性的部分，诸如Fc片段或单一氨基酸残

基。示例性抗体分子包括全长抗体和抗体片段，例如dAb(结构域抗体)、单链、Fab、Fab’和F

(ab’)2片段以及单链可变片段(scFv)。

[0247] 如本文所用，如例如抗体分子、细胞因子分子、受体分子中所用的术语“分子”包括

全长天然存在的分子以及变体，例如功能性变体(例如其截短形式、片段、突变(例如序列大

致上类似)或衍生形式)，只要未修饰(例如天然存在的)分子的至少一种功能和/或活性得

以保持即可。

[0248] 术语“功能性变体”是指以下多肽：其具有与天然存在的序列大致上同一的氨基酸

序列，或由大致上同一的核苷酸序列编码，以及能够具有天然存在的序列的一种或多种活

性。

[0249] 如本文关于第一序列与第二序列的关系(例如在核酸序列或蛋白质序列的情形

下)所用的“源于”不施加过程限制，并且仅涉及结构类似性。在各实施方案中，就在本文中

其他地方所述的同源性或序列同一性的水平来说，衍生序列将不同于参照序列。

[0250] 如本文所用，“免疫球蛋白可变结构域序列”是指可形成免疫球蛋白可变结构域的

结构的氨基酸序列。举例来说，序列可包括天然存在的可变结构域的氨基酸序列的全部或

一部分。举例来说，序列可或可不包括一个、两个或更多个N末端或C末端氨基酸，或可包括

可与蛋白质结构的形成相容的其他改变。

[0251] “λ轻链多肽(LLCP)”，如这个术语在本文中所使用，是指包含足够轻链(LC)序列，

以致在与同源重链可变区组合时可介导与它的表位的特异性结合以及与HCP1的复合的多

肽。在一个实施方案中，它包含CH1区的全部或片段。在一个实施方案中，LLCP包含LC‑CDR1、
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LC‑CDR2、LC‑CDR3、FR1、FR2、FR3、FR4和CH1，或来自其的足以介导对它的表位的特异性结合

以及与HCP1的复合的序列。LLCP连同它的HCP1一起提供对第一表位的特异性(而KLCP连同

它的HCP2一起提供对第二表位的特异性)。如在本文中其他地方所述，相比于对HCP2，LLCP

对HCP1具有更高的亲和力。

[0252] “κ轻链多肽(KLCP)”，如这个术语在本文中所使用，是指包含足够轻链(LC)序列，

以致在与同源重链可变区组合时可介导与它的表位的特异性结合以及与HCP2的复合的多

肽。在一个实施方案中，它包含CH1区的全部或片段。在一个实施方案中，KLCP包含LC‑CDR1、

LC‑CDR2、LC‑CDR3、FR1、FR2、FR3、FR4和CH1，或来自其的足以介导对它的表位的特异性结合

以及与HCP2的复合的序列。KLCP连同它的HCP2一起提供对第二表位的特异性(而LLCP连同

它的HCP1一起提供对第一表位的特异性)。

[0253] “重链多肽1(HCP1)”，如这个术语在本文中所使用，是指包含足够重链(HC)序列例

如HC可变区序列，以致在与同源LLCP组合时可介导与它的表位的特异性结合以及与HCP1的

复合的多肽。在一个实施方案中，它包含CH1区的全部或片段。在一个实施方案中，它包含

CH2区和/或CH3区的全部或片段。在一个实施方案中，HCP1包含HC‑CDR1、HC‑CDR2、HC‑CDR3、

FR1、FR2、FR3、FR4、CH1、CH2和CH3或来自其的足以：(i)介导对它的表位的特异性结合以及

与LLCP的复合，(ii)与KLCP相对比，如本文所述优先与LLCP复合；以及(iii)与另一HCP1分

子相对比，如本文所述优先与HCP2复合的序列。HCP1连同它的LLCP一起提供对第一表位的

特异性(而KLCP连同它的HCP2一起提供对第二表位的特异性)。

[0254] “重链多肽2(HCP2)”，如这个术语在本文中所使用，是指包含足够重链(HC)序列例

如HC可变区序列，以致在与同源LLCP组合时可介导与它的表位的特异性结合以及与HCP1的

复合的多肽。在一个实施方案中，它包含CH1区的全部或片段。在一个实施方案中，它包含

CH2区和/或CH3区的全部或片段。在一个实施方案中，HCP1包含HC‑CDR1、HC‑CDR2、HC‑CDR3、

FR1、FR2、FR3、FR4、CH1、CH2和CH3或来自其的足以：(i)介导对它的表位的特异性结合以及

与KLCP的复合，(ii)与LLCP相对比，如本文所述优先与KLCP复合；以及(iii)与另一HCP2分

子相对比，如本文所述优先与HCP1复合的序列。HCP2连同它的KLCP一起提供对第二表位的

特异性(而LLCP连同它的HCP1一起提供对第一表位的特异性)。

[0255] 在各实施方案中，抗体分子是单特异性的，例如它包含对单一表位的结合特异性。

在一些实施方案中，抗体分子是多特异性的，例如它包含多个免疫球蛋白可变结构域序列，

其中第一免疫球蛋白可变结构域序列对第一表位具有结合特异性，并且第二免疫球蛋白可

变结构域序列对第二表位具有结合特异性。在一些实施方案中，抗体分子是双特异性抗体

分子。如本文所用的“双特异性抗体分子”是指对超过一个(例如两个、三个、四个或更多个)

表位和/或抗原具有特异性的抗体分子。

[0256] “多特异性抗体分子”，如这个术语在本文中所使用，是指对两个非相同表位具有

特异性的抗体分子，例如具有对第一表位具有特异性的第一可变区和对第二表位具有特异

性的第二可变区，其中所述第一表位和所述第二表位是不相同的。多特异性抗体分子包括

双特异性抗体分子。

[0257] 如本文所用的“抗原”(Ag)是指可激起免疫应答的分子，所述免疫应答例如涉及某

些免疫细胞的活化和/或抗体产生。包括几乎所有蛋白质或肽的任何大分子都可为抗原。抗

原也可源于基因组重组或DNA。举例来说，包含编码能够引发免疫应答的蛋白质的核苷酸序
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列或部分核苷酸序列的任何DNA都编码“抗原”。在各实施方案中，抗原不需要仅由基因的全

长核苷酸序列编码，抗原也不需要完全由基因编码。在各实施方案中，抗原可被合成，或可

源于生物样品例如组织样品、肿瘤样品、细胞或具有其他生物组分的流体。如本文所用，“肿

瘤抗原”或可互换使用的“癌抗原”包括存在于癌例如癌细胞或肿瘤微环境上或与其相关的

可激起免疫应答的任何分子。如本文所用，“免疫细胞抗原”包括存在于免疫细胞上或与其

相关的可激起免疫应答的任何分子。

[0258] 抗体分子的“抗原结合位点”或“结合部分”是指抗体分子例如免疫球蛋白(Ig)分

子的参与抗原结合的部分。在各实施方案中，抗原结合位点由重(H)链的可变(V)区和轻(L)

链的可变(V)区的氨基酸残基形成。重链的可变区和轻链的可变区内的三个高度相异的链

段，被称为高变区，安置在称为“框架区”(FR)的更保守侧接链段之间。FR是天然地见于免疫

球蛋白中的高变区之间以及邻近于高变区的氨基酸序列。在各实施方案中，在抗体分子中，

轻链的三个高变区和重链的三个高变区相对于彼此在三维空间中安置以形成抗原结合表

面，其互补于结合抗原的三维表面。重链和轻链各自的三个高变区被称为“互补决定区”或

“CDR”。框架区和CDR已例如在Kabat ,E .A .等(1991)Sequences  of  Proteins  of 

Immunological  Interest,第5版,U.S.Department  of  Health  and  Human  Services,NIH

出版号91‑3242以及Chothia ,C.等(1987)J.Mol.Biol.196:901‑917中定义和描述。各可变

链(例如可变重链和可变轻链)通常由三个CDR和四个FR组成，从氨基末端至羧基末端按以

下氨基酸顺序排列：FR1、CDR1、FR2、CDR2、FR3、CDR3和FR4。

[0259] 如本文所用，重链多肽和轻链多肽的优先配对是指其中所述重链多肽和所述轻链

多肽的彼此结合优先于与无关重链多肽或无关轻链多肽的结合的情况。在一个实施方案

中，相比于当重链多肽结合无关轻链多肽时，重链多肽以更高的亲和力结合轻链多肽。在一

个实施方案中，相比于当轻链多肽结合无关重链多肽时，轻链多肽以更高的亲和力结合重

链多肽。

[0260] 如此处所用，在竞争多肽(例如第二重链多肽或第二轻链多肽)存在下第一重链多

肽与第一轻链多肽之间的结合百分比是指相对于在不存在任何竞争多肽下所述第一重链

多肽与所述第一轻链多肽之间的结合量，在所述竞争多肽存在下所述第一重链多肽与所述

第一轻链多肽之间的结合量(将后者设置为100％)。在一个实施方案中，当第一重链多肽、

第一轻链多肽和竞争多肽以1:1:1存在时测量结合百分比。在一个实施方案中，当第一重链

多肽、第一轻链多肽和竞争多肽以1:1:1存在时测量结合百分比，其中所述竞争多肽是第二

轻链多肽。在一个实施方案中，结合百分比通过本文所述的测定例如NanoBiT测定来测量。

[0261] 如本文所用的“癌症”可涵盖所有类型的致癌性过程和/或癌性生长。在各实施方

案中，癌症包括原发性肿瘤以及转移性组织或恶性转化细胞、组织或器官。在各实施方案

中，癌症涵盖癌症的所有组织病变和阶段，例如侵袭性/严重性阶段。在各实施方案中，癌症

包括复发癌症和/或抗性癌症。术语“癌症”和“肿瘤”可互换使用。举例来说，两个术语均涵

盖实体肿瘤和液体肿瘤。如本文所用，术语“癌症”或“肿瘤”包括恶变前癌症和肿瘤以及恶

性癌症和肿瘤。

[0262] 如本文所用，“免疫细胞”是指在免疫系统中起例如针对感染物和外来物进行保护

的作用的各种细胞中的任一者。在各实施方案中，这个术语包括白细胞，例如嗜中性粒细

胞、嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细胞、淋巴细胞和单核细胞。先天性白细胞包括吞噬细胞(例如
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巨噬细胞、嗜中性粒细胞和树突细胞)、肥大细胞、嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细胞和天然杀伤

细胞。先天性白细胞通过接触以攻击较大病原体或通过依次吞噬和杀灭微生物来识别和消

除病原体，并且是适应性免疫应答的活化中的介体。适应性免疫系统的细胞是特殊类型的

白细胞，称为淋巴细胞。B细胞和T细胞是重要类型的淋巴细胞，并且源于骨髓中的造血干细

胞。B细胞涉及于体液免疫应答中，而T细胞涉及于细胞介导的免疫应答中。术语“免疫细胞”

包括免疫效应细胞。

[0263] “免疫效应细胞”，如这个术语在本文中所使用，是指涉及于免疫应答中例如免疫

效应应答的促进中的细胞。免疫效应细胞的实例包括但不限于T细胞例如α/βT细胞和 γ /δT
细胞、B细胞、天然杀伤(NK)细胞、天然杀伤T(NK  T)细胞和肥大细胞。

[0264] 术语“效应功能”或“效应应答”是指细胞的专门化功能。T细胞的效应功能例如可

为细胞溶解活性或辅助活性，包括分泌细胞因子。

[0265] 在一些实施方案中，多特异性抗体分子包括靶向肿瘤的部分。如本文所用的“靶向

肿瘤的部分”是指识别或缔合例如结合癌细胞中的靶标的结合剂(binding  agent)。靶向肿

瘤的部分可为结合癌抗原(例如肿瘤和/或基质抗原)的抗体分子、受体分子(例如全长受

体、受体片段或其融合物(例如受体‑Fc融合物))、或配体分子(例如全长配体、配体片段或

其融合物(例如配体‑Fc融合物))。在各实施方案中，靶向肿瘤的部分特异性结合靶标肿瘤，

例如优先结合靶标肿瘤。举例来说，当靶向肿瘤的部分是抗体分子时，它以小于约10nM的解

离常数结合癌抗原(例如肿瘤抗原和/或基质抗原)。

[0266] 在一些实施方案中，多特异性抗体分子包括免疫细胞衔接物。“免疫细胞衔接物”

是指一种或多种结合和/或活化免疫细胞例如免疫应答中涉及的细胞的结合特异性。在各

实施方案中，免疫细胞选自NK细胞、B细胞、树突细胞和/或巨噬细胞。免疫细胞衔接物可为

结合免疫细胞抗原(例如NK细胞抗原、B细胞抗原、树突细胞抗原和/或巨噬细胞抗原)的抗

体分子、受体分子(例如全长受体、受体片段或其融合物(例如受体‑Fc融合物))、或配体分

子(例如全长配体、配体片段或其融合物(例如配体‑Fc融合物))。在各实施方案中，免疫细

胞衔接物特异性结合靶标免疫细胞，例如优先结合靶标免疫细胞。举例来说，当免疫细胞衔

接物是抗体分子时，它以小于约10nM的解离常数结合免疫细胞抗原(例如NK细胞抗原、B细

胞抗原、树突细胞抗原和/或巨噬细胞抗原)。

[0267] 在一些实施方案中，多特异性抗体分子包括细胞因子分子。如本文所用，“细胞因

子分子”是指引发天然存在的细胞因子的至少一种活性的细胞因子的全长、片段或变体；进

一步包含受体结构域例如细胞因子受体二聚化结构域的细胞因子；或细胞因子受体的激动

剂，例如针对细胞因子受体的抗体分子(例如激动性抗体)。在一些实施方案中，细胞因子分

子选自白介素‑2(IL‑2)、白介素‑12(IL‑12)、白介素‑15(IL‑15)、白介素‑18(IL‑18)、白介

素‑21(IL‑21)或干扰素 γ 、或其片段或变体、或任何前述细胞因子的组合。细胞因子分子可

为单体或二聚体。在各实施方案中，细胞因子分子可进一步包括细胞因子受体二聚化结构

域。在其他实施方案中，细胞因子分子是细胞因子受体的激动剂，例如针对选自IL‑2、IL‑

15Ra或IL‑21R的细胞因子受体的抗体分子(例如激动性抗体)。

[0268] 本发明的组合物和方法涵盖具有指定序列，或与指定序列大致上同一或类似的序

列例如与指定序列具有至少85％、90％、95％同一性或更高度同一性的序列的多肽和核酸。

在氨基酸序列的情形下，术语“大致上同一”在本文中用于指代第一氨基酸含有i)与第二氨
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基酸序列中的比对氨基酸残基同一，或ii)是第二氨基酸序列中的比对氨基酸残基的保守

性取代的足够或最小数目的氨基酸残基，以使所述第一氨基酸序列和所述第二氨基酸序列

可具有共同结构域和/或共同功能活性。举例来说，氨基酸序列含有与参照序列例如本文提

供的序列具有至少约85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％同一

性的共同结构域。

[0269] 在核苷酸序列的情形下，术语“大致上同一”在本文中用于指代第一核酸序列含有

与第二核酸序列中的比对核苷酸同一的足够或最小数目的核苷酸，以使所述第一核苷酸序

列和所述第二核苷酸序列编码具有共同功能活性的多肽，或编码共同结构性多肽结构域或

共同功能性多肽活性。举例来说，核苷酸序列与参照序列例如本文提供的序列具有至少约

85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％同一性。

[0270] 如下进行对序列之间的同源性或序列同一性(所述术语在本文中可互换使用)的

计算。

[0271] 为确定两个氨基酸序列或两个核酸序列的同一性百分比，出于最优比较目的来比

对序列(例如可在第一和第二氨基酸或核酸序列中的一者或两者中引入空位以达成最优比

对，并且可出于比较目的来忽视非同源序列)。在一优选实施方案中，参照序列的出于比较

目的来比对的长度是所述参照序列的长度的至少30％，优选是至少40％，更优选是至少

50％、60％，并且甚至更优选是至少70％、80％、90％、100％。接着比较在相应氨基酸位置或

核苷酸位置处的氨基酸残基或核苷酸。当第一序列中的位置与第二序列中的相应位置由相

同的氨基酸残基或核苷酸占据时，那么分子在那个位置处是同一的(如本文所用，氨基酸或

核酸“同一性”等效于氨基酸或核酸“同源性”)。

[0272] 两个序列之间的同一性百分比是在考虑需要被引入以达成两个序列的最优比对

的空位的数目和各空位的长度的情况下，由序列共有的同一位置的数目的函数。

[0273] 可使用数学算法来实现序列比较以及确定两个序列之间的同一性百分比。在一优

选实施方案中，使用Needleman和Wunsch((1970)J.Mol.Biol.48:444‑453)算法来确定两个

氨基酸序列之间的同一性百分比，所述算法已被并入GCG软件包(可在http://www.gcg.com

获得)中的GAP程序中，所述程序使用Blossum  62矩阵或PAM250矩阵、以及空位权重16、14、

12、10、8、6或4和长度权重1、2、3、4、5或6。在另一优选实施方案中，使用GCG软件包(可在

http://www.gcg.com获得)中的GAP程序来确定两个核苷酸序列之间的同一性百分比，所述

程序使用NWSgapdna.CMP矩阵以及空位权重40、50、60、70或80和长度权重1、2、3、4、5或6。一

组特别优选的参数(并且是除非另外规定，否则应使用的一组特别优选的参数)是Blossum 

62评分矩阵，采用空位罚分12、空位延伸罚分4和框移空位罚分5。

[0274] 可使用E.Meyers和W.Miller((1989)CABIOS,4:11‑17)的算法来确定两个氨基酸

或核苷酸序列之间的同一性百分比，所述算法已被并入ALIGN程序(2.0版)中，所述程序使

用PAM120权重残基表、空位长度罚分12和空位罚分4。

[0275] 本文所述的核酸和蛋白质序列可作为“查询序列”用于相对于公共数据库进行搜

索以 例如鉴定其他家族成员 或相关序 列。所述搜索可使 用 A l ts c h u l等 (1 9 9 0)

J .Mol .Biol .215:403‑10的NBLAST和XBLAST程序(2 .0版)进行。BLAST核苷酸搜索可用

NBLAST程序(评分＝100、字长＝12)进行以获得与本发明的核酸(例如SEQ  ID  NO:1)分子同

源的核苷酸序列。BLAST蛋白质搜索可用XBLAST程序(评分＝50、字长＝3)进行以获得与本
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发明的蛋白质分子同源的氨基酸序列。为出于比较目的获得空位比对，可如Altschul等 ,

(1997)Nucleic  Acids  Res .25:3389‑3402中所述利用空位BLAST。当利用BLAST和空位

BLAST程序时，可使用相应程序(例如XBLAST和NBLAST)的缺省参数。参见http://

www.ncbi.nlm.nih.gov。

[0276] 应了解本发明的分子可具有不对它们的功能具有实质性影响的额外保守性或非

必需氨基酸取代。

[0277] 术语“氨基酸”意图包括无论是天然的还是合成的包括氨基官能性与酸官能性两

者，以及能够被包括在天然存在的氨基酸的聚合物中的所有分子。示例性氨基酸包括天然

存在的氨基酸；其类似物、衍生物和同类物；具有变异侧链的氨基酸类似物；以及前述各物

中的任一者的所有立体异构体。如本文所用，术语“氨基酸”包括D‑光学异构体或L‑光学异

构体两者以及肽模拟物。

[0278] “保守性氨基酸取代”是其中氨基酸残基被具有类似侧链的氨基酸残基置换的氨

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。这些家族包括具有碱性侧

链的氨基酸(例如赖氨酸、精氨酸、组氨酸)、具有酸性侧链的氨基酸(例如天冬氨酸、谷氨

酸)、具有不带电荷极性侧链的氨基酸(例如甘氨酸、天冬酰胺、谷氨酰胺、丝氨酸、苏氨酸、

酪氨酸、半胱氨酸)、具有非极性侧链的氨基酸(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、色氨酸)、具有β分支侧链的氨基酸(例如苏氨酸、缬氨酸、异亮氨

酸)和具有芳族侧链的氨基酸(例如酪氨酸、苯丙氨酸、色氨酸、组氨酸)。

[0279] 术语“多肽”、“肽”和“蛋白质”(如果是单链)在本文中可互换用于指代任何长度的

氨基酸的聚合物。聚合物可为线性的或分支的，它可包含经修饰的氨基酸，并且它可间插有

非氨基酸。所述术语也涵盖已例如通过形成二硫键、糖基化、脂质化、乙酰化、磷酸化或任何

其他操作诸如与标记组分缀合加以修饰的氨基酸聚合物。多肽可从天然来源分离，可通过

重组技术从真核或原核宿主产生，或可为合成程序的产物。

[0280] 术语“核酸”、“核酸序列”、“核苷酸序列”或“多核苷酸序列”和“多核苷酸”可互换

使用。它们是指任何长度的是脱氧核糖核苷酸或核糖核苷酸的核苷酸或其类似物的聚合形

式。多核苷酸可为单链或双链，并且如果是单链，那么可为编码链或非编码(反义)链。多核

苷酸可包含经修饰核苷酸诸如甲基化核苷酸和核苷酸类似物。核苷酸的序列可间插有非核

苷酸组分。多核苷酸可在聚合之后加以进一步修饰，诸如通过与标记组分缀合。核酸可为不

存在于自然界中或以非天然排列连接于另一多核苷酸的重组多核苷酸或基因组来源、cDNA

来源、半合成来源或合成来源的多核苷酸。

[0281] 如本文所用的术语“经分离”是指物质从它的原始或天然环境(例如如果它是天然

存在的，那么从天然环境)移除。举例来说，存在于活体动物中的天然存在的多核苷酸或多

肽是未分离的，但通过人为干预来与天然系统中的一些或全部共存物质分离的上述多核苷

酸或多肽是分离的。此类多核苷酸可为载体的一部分，和/或此类多核苷酸或多肽可为组合

物的一部分，并且仍然是分离的，因为所述载体或组合物不是它在自然界中所存在时所处

的环境的一部分。

[0282] 以下进一步详细描述本发明的各个方面。额外定义在整个说明书中加以阐述。

[0283] 抗体分子

[0284] 在一个实施方案中，抗体分子结合抗原，例如免疫效应细胞、肿瘤抗原或基质抗
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原。在一些实施方案中，抗原是例如哺乳动物抗原，例如人抗原。在其他实施方案中，抗体分

子结合免疫细胞抗原，例如哺乳动物免疫细胞抗原，例如人免疫细胞抗原。举例来说，抗体

分子特异性结合癌抗原或免疫细胞抗原上的表位，例如线性表位或构象性表位。

[0285] 在一个实施方案中，抗体分子是单特异性抗体分子，并且结合单一表位。例如单特

异性抗体分子具有多个免疫球蛋白可变结构域序列，其各自结合相同的表位。

[0286] 在一个实施方案中，抗体分子是多特异性抗体分子，例如它包含多个免疫球蛋白

可变结构域序列，其中所述多个免疫球蛋白可变结构域序列中的第一免疫球蛋白可变结构

域序列对第一表位具有结合特异性，并且所述多个免疫球蛋白可变结构域序列中的第二免

疫球蛋白可变结构域序列对第二表位具有结合特异性。在一个实施方案中，第一表位和第

二表位在同一抗原例如同一蛋白质(或多聚蛋白质的亚基)上。在一个实施方案中，第一表

位和第二表位重叠。在一个实施方案中，第一表位和第二表位不重叠。在一个实施方案中，

第一表位和第二表位在不同抗原例如不同蛋白质(或多聚蛋白质的不同亚基)上。在一个实

施方案中，多特异性抗体分子包含第三、第四或第五免疫球蛋白可变结构域。在一个实施方

案中，多特异性抗体分子是双特异性抗体分子、三特异性抗体分子或四特异性抗体分子。

[0287] 在一个实施方案中，多特异性抗体分子是双特异性抗体分子。双特异性抗体对至

多两个抗原具有特异性。双特异性抗体分子的特征在于具有对第一表位具有结合特异性的

第一免疫球蛋白可变结构域序列和对第二表位具有结合特异性的第二免疫球蛋白可变结

构域序列。在一个实施方案中，第一表位和第二表位在同一抗原例如同一蛋白质(或多聚蛋

白质的亚基)上。在一个实施方案中，第一表位和第二表位重叠。在一个实施方案中，第一表

位和第二表位不重叠。在一个实施方案中，第一表位和第二表位在不同抗原例如不同蛋白

质(或多聚蛋白质的不同亚基)上。在一个实施方案中，双特异性抗体分子包含对第一表位

具有结合特异性的重链可变结构域序列和轻链可变结构域序列以及对第二表位具有结合

特异性的重链可变结构域序列和轻链可变结构域序列。在一个实施方案中，双特异性抗体

分子包含对第一表位具有结合特异性的半抗体和对第二表位具有结合特异性的半抗体。在

一个实施方案中，双特异性抗体分子包含对第一表位具有结合特异性的半抗体或其片段和

对第二表位具有结合特异性的半抗体或其片段。在一个实施方案中，双特异性抗体分子包

含对第一表位具有结合特异性的scFv或Fab或其片段和对第二表位具有结合特异性的scFv

或Fab或其片段。

[0288] 在一个实施方案中，抗体分子包含微型双功能抗体(diabody)和单链分子以及抗

体的抗原结合片段(例如Fab、F(ab’)2和Fv)。举例来说，抗体分子可包括重(H)链可变结构

域序列(在本文中缩写为VH)和轻(L)链可变结构域序列(在本文中缩写为VL)。在一个实施

方案中，抗体分子包含以下或由以下组成：重链和轻链(在本文中称为半抗体)。在另一实例

中，抗体分子包括两个重(H)链可变结构域序列和两个轻(L)链可变结构域序列，由此形成

两个抗原结合位点，诸如Fab、Fab’、F(ab’)2、Fc、Fd、Fd’、Fv、单链抗体(例如scFv)、单可变

结构域抗体、微型双功能抗体(Dab)(二价且双特异性)和嵌合(例如人源化)抗体，其可通过

修饰完整抗体来产生或可为使用重组DNA技术重新合成的那些。这些功能性抗体片段保留

与它们的相应抗原或受体进行选择性结合的能力。抗体和抗体片段可来自任何抗体类别，

包括但不限于IgG、IgA、IgM、IgD和IgE，以及来自任何抗体子类(例如IgG1、IgG2、IgG3和

IgG4)。抗体分子的制剂可为单克隆的或多克隆的。抗体分子也可为人抗体、人源化抗体、
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CDR移植抗体或体外产生抗体。抗体可具有选自例如IgG1、IgG2、IgG3或IgG4的重链恒定区。

抗体也可具有选自例如κ或λ的轻链。术语“免疫球蛋白”(Ig)在本文中可与术语“抗体”互换

使用。

[0289] 抗体分子的抗原结合片段的实例包括：(i)Fab片段，即由VL、VH、CL和CH1结构域组

成的单价片段；(ii)F(ab')2片段，即包含两个由二硫桥在铰链区处连接的Fab片段的二价

片段；(iii)由VH和CH1结构域组成的Fd片段；(iv)由抗体的单臂的VL和VH结构域组成的Fv

片段，(v)微型双功能抗体(dAb)片段，其由VH结构域组成；(vi)骆驼科动物或骆驼源化可变

结构域；(vii)单链Fv(scFv)(参见例如Bird等(1988)Science  242:423‑426；以及Huston等

(1988)Proc.Natl.Acad .Sci.USA  85:5879‑5883)；(viii)单结构域抗体。这些抗体片段使

用为本领域技术人员所知的常规技术获得，并且以与完整抗体相同的方式筛选片段的效

用。

[0290] 抗体分子包括完整分子以及其功能性片段。可使抗体分子的恒定区改变例如突变

来改进抗体的性质(例如以使以下中的一者或多者增加或降低：Fc受体结合、抗体糖基化、

半胱氨酸残基的数目、效应细胞功能或补体功能)。

[0291] 抗体分子也可为单结构域抗体。单结构域抗体可包括互补决定区是单结构域多肽

的一部分的抗体。实例包括但不限于重链抗体、天然地缺乏轻链的抗体、源于常规4链抗体

的单结构域抗体、经工程改造的抗体和除源于抗体的那些骨架以外的单结构域骨架。单结

构域抗体可为本领域单结构域抗体或任何未来单结构域抗体中的任一者。单结构域抗体可

源于任何物种，包括但不限于小鼠、人、骆驼、美洲驼、鱼、鲨鱼、山羊、兔和牛。根据本发明的

另一方面，单结构域抗体是称为缺乏轻链的重链抗体的天然存在的单结构域抗体。此类单

结构域抗体例如公开于WO  9404678中。为明晰起见，源于天然地缺乏轻链的重链抗体的这

个可变结构域在本文中称为VHH或纳米抗体以将它与四链免疫球蛋白的常规VH进行区分。

这种VHH分子可源于在骆驼科(Camelidae)物种中例如骆驼、美洲驼、单峰驼、羊驼和原驼中

产生的抗体。除骆驼科之外，其他物种也可产生天然地缺乏轻链的重链抗体；所述VHH在本

发明的范围内。

[0292] VH区和VL区可被再分成被称为“互补决定区”(CDR)的高变区，其间分散有被称为

“框架区”(FR或FW)的较保守的区域。

[0293] 框架区和CDR的范围已通过许多方法精确确定(参见Kabat ,E .A .等(1991)

Sequences  of  Proteins  of  Immunological  Interest ,第5版 ,U .S .Department  of 

Health  and  Human  Services,NIH出版号91‑3242；Chothia,C.等(1987)J.Mol.Biol.196:

901‑917；以及由Oxford  Molecular的AbM抗体建模软件使用的AbM定义)。通常参见例如

Protein  Sequence  and  Structure  Analysis  of  Antibody  Variable  Domains.Antibody 

Engineering  Lab  Manual(Duebel ,S .和Kontermann ,R .编 ,Springer‑Verlag ,

Heidelberg)。

[0294] 如本文所用的术语“互补决定区”和“CDR”是指抗体可变区内的赋予抗原特异性和

结合亲和力的氨基酸序列。一般来说，存在在各重链可变区中的三个CDR(HCDR1、HCDR2、

HCDR3)以及在各轻链可变区中的三个CDR(LCDR1、LCDR2、LCDR3)。

[0295] 给定CDR的精确氨基酸序列边界可使用许多已知流程中的任一者来确定，所述流

程包括由Kabat等(1991) ,“Sequences  of  Proteins  of  Immunological  Interest,”第5版
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Public  Health  Service,National  Institutes  of  Health,Bethesda,MD(“Kabat”编号方

案)、Al‑Lazikani等,(1997)JMB  273,927‑948(“Chothia”编号方案)所述的那些。如本文所

用，根据“Chothia”编号方案确定的CDR有时也被称为“高变环”。

[0296] 举例来说，根据Kabat，重链可变结构域(VH)中的CDR氨基酸残基被编号为31‑35

(HCDR1)、50‑65(HCDR2)和95‑102(HCDR3)；并且轻链可变结构域(VL)中的CDR氨基酸残基被

编号为24‑34(LCDR1)、50‑56(LCDR2)和89‑97(LCDR3)。根据Chothia，VH中的CDR氨基酸被编

号为26‑32(HCDR1)、52‑56(HCDR2)和95‑102(HCDR3)；并且VL中的氨基酸残基被编号为26‑

32(LCDR1)、50‑52(LCDR2)和91‑96(LCDR3)。

[0297] 各VH和VL通常包括三个CDR和四个FR，从氨基末端至羧基末端按以下顺序排列：

FR1、CDR1、FR2、CDR2、FR3、CDR3和FR4。

[0298] 抗体分子可为多克隆抗体或单克隆抗体。

[0299] 如本文所用的术语“单克隆抗体”或“单克隆抗体组合物”是指具有单一分子组成

的抗体分子的制剂。单克隆抗体组合物对特定表位显示单一结合特异性和亲和力。单克隆

抗体可通过杂交瘤技术或通过不使用杂交瘤技术的方法(例如重组方法)来制备。

[0300] 抗体可以重组方式产生，例如通过噬菌体展示或通过组合方法来产生。

[0301] 用于产生抗体的噬菌体展示和组合方法在本领域中是已知的(如例如Ladner等美

国专利号5,223,409；Kang等国际公布号WO  92/18619；Dower等国际公布号WO  91/17271；

Winter等国际公布WO  92/20791；Markland等国际公布号WO  92/15679；Breitling等国际公

布WO  93/01288；McCafferty等国际公布号WO  92/01047；Garrard等国际公布号WO  92/

09690；Ladner等国际公布号WO  90/02809；Fuchs等(1991)Bio/Technology  9:1370‑1372；

Hay等(1992)Hum  Antibod  Hybridomas  3:81‑85；Huse等(1989)Science246:1275‑1281；

Griffths等(1993)EMBO  J  12:725‑734；Hawkins等(1992)JMol  Biol  226:889‑896；

Clackson等(1991)Nature  352:624‑628；Gram等(1992)PNAS  89:3576‑3580；Garrad等

(1991)Bio/Technology  9:1373‑1377；Hoogenboom等(1991)Nuc  Acid  Res  19:4133‑4137；

以及Barbas等(1991)PNAS  88:7978‑7982中所述，所有所述文献的内容都以引用的方式并

入本文)。

[0302] 在一个实施方案中，抗体是完全人抗体(例如在已被遗传工程改造来从人免疫球

蛋白序列产生抗体的小鼠中制备的抗体)、或非人抗体，例如啮齿动物(小鼠或大鼠)抗体、

山羊抗体、灵长类动物(例如猴)抗体、骆驼抗体。优选地，非人抗体是啮齿动物(小鼠或大鼠

抗体)。产生啮齿动物抗体的方法在本领域中是已知的。

[0303] 人单克隆抗体可使用携带人免疫球蛋白基因而非小鼠系统的转基因小鼠来产生。

来自用目标抗原免疫的这些转基因小鼠的脾细胞用于产生分泌对来自人蛋白质的表位具

有特定亲和力的人mAb的杂交瘤(参见例如Wood等国际申请WO  91/00906，Kucherlapati等

PCT公布WO  91/10741；Lonberg等国际申请WO  92/03918；Kay等国际申请92/03917；

Lonberg ,N .等1994Nature368:856‑859；Green ,L .L .等1994Nature  Genet .7:13‑21；

Morrison ,S.L.等1994Proc.Natl.Acad .Sci.USA  81:6851‑6855；Bruggeman等1993Year 

Immunol7:33‑40；Tuaillon等1993PNAS  90:3720‑3724；Bruggeman等1991Eur  JImmunol 

21:1323‑1326)。

[0304] 抗体分子可为其中可变区或其一部分例如CDR在非人生物体例如大鼠或小鼠中产
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生的抗体分子。嵌合抗体、CDR移植抗体和人源化抗体在本发明内。在非人生物体例如大鼠

或小鼠中产生，接着例如在可变框架或恒定区中加以修饰以使在人中的抗原性降低的抗体

分子在本发明内。

[0305] “实际上人”蛋白质是不实质上激起中和抗体应答例如人抗鼠抗体(HAMA)应答的

蛋白质。HAMA在许多情况下是有问题的，例如如果抗体分子例如在治疗慢性或复发性疾病

状 况 时 被 重复 施 用。由 于抗体 从 血 清的 清除 增 加 (参 见例如 S a l e h等 ,C a n c e r 

Immunol.Immunother.,32:180‑190(1990))并且也由于潜在过敏反应(参见例如LoBuglio

等,Hybridoma,5:5117‑5123(1986))，所以HAMA应答可使得重复抗体施用潜在无效。

[0306] 嵌合抗体可通过本领域中已知的重组DNA技术来产生(参见Robinson等,国际专利

公布PCT/US86/02269；Akira等,欧洲专利申请184,187；Taniguchi,M.,欧洲专利申请171,

496；Morrison等,欧洲专利申请173,494；Neuberger等,国际申请WO  86/01533；Cabilly等

美国专利号4,816,567；Cabilly等,欧洲专利申请125,023；Better等(1988Science  240:

1041‑1043)；Liu等(1987)PNAS  84:3439‑3443；Liu等,1987,J.Immunol.139:3521‑3526；

Sun等(1987)PNAS  84:214‑218；Nishimura等,1987,Canc.Res.47:999‑1005；Wood等(1985)

Nature  314:446‑449；以及Shaw等,1988,J.Natl  Cancer  Inst.80:1553‑1559)。

[0307] 人源化抗体或CDR移植抗体中将有至少一个或两个但通常全部三个(免疫球蛋白

重链和/或轻链的)接受体CDR被供体CDR置换。抗体可用非人CDR的至少一部分置换，或仅一

些CDR可被非人CDR置换。仅有必要的是置换为与抗原结合所需的数目的CDR。优选地，供体

将是啮齿动物抗体例如大鼠或小鼠抗体，并且接受体将是人框架或人共有框架。通常，提供

CDR的免疫球蛋白被称为“供体”，而提供框架的免疫球蛋白被称为“接受体”。在一个实施方

案中，供体免疫球蛋白是非人(例如啮齿动物)免疫球蛋白。接受体框架是天然存在的(例如

人)框架或共有框架，或与其具有约85％或更高，优选90％、95％、99％或更高同一性的序

列。

[0308] 如本文所用，术语“共有序列”是指由相关序列的家族中的最经常出现的氨基酸

(或 核 苷 酸 ) 形 成 的 序 列 (参 见 例 如 W i n n a k e r ,F r o m  G e n e s  t o  C l o n e s

(Verlagsgesellschaft,Weinheim,Germany  1987))。在蛋白质家族中，共有序列中的各位

置由在所述家族中在那个位置处最经常出现的氨基酸占据。如果两种氨基酸同等经常出

现，那么任一者可被包括在共有序列中。“共有框架”是指共有免疫球蛋白序列中的框架区。

[0309] 抗体分子可通过本领域中已知的方法来人源化(参见例如Morrison,S.L.,1985,

Science  229:1202‑1207，Oi等,1986,BioTechniques  4:214，以及Queen等US  5,585,089、

US  5,693,761和US  5,693,762，所有所述文献的内容都据此以引用的方式并入本文)。

[0310] 人源化抗体分子或CDR移植抗体分子可通过CDR移植或CDR取代来产生，其中免疫

球蛋白链的一个、两个或全部CDR可被置换。参见例如美国专利5 ,225 ,539；Jones等

1986Nature  321:552‑525；Verhoeyan等1988Science  239:1534；Beidler等

1988J.Immunol.141:4053‑4060；Winter  US  5,225,539，所有所述文献的内容都据此以引

用的方式明确并入本文。Winter描述一种可用于制备本发明的人源化抗体的CDR移植方法

(1987年3月26日提交的英国专利申请GB  2188638A；Winter  US  5,225,539)，所述专利的内

容以引用的方式明确并入本文。

[0311] 也在本发明的范围内的是其中特定氨基酸已被取代、缺失或添加的人源化抗体分
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子。用于从供体选择氨基酸的准则描述于US  5,585,089中，例如US  5,585,089的第12‑16

栏，例如US  5,585,089的第12‑16栏，所述专利的内容据此以引用的方式并入本文。用于使

抗体人源化的其他技术描述于1992年12月23日公布的Padlan等EP  519596A1中。

[0312] 抗体分子可为单链抗体。单链抗体(scFV)可经工程改造(参见例如Colcher,D.等

(1999)Ann  N  Y  Acad  Sci  880:263‑80；以及Reiter,Y.(1996)Clin  Cancer  Res  2:245‑

52)。单链抗体可被二聚化或多聚化以产生对同一靶标蛋白质的不同表位具有特异性的多

价抗体。

[0313] 在其他实施方案中，抗体分子具有选自例如IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgM、IgA1、

IgA2、IgD和IgE的重链恒定区；特别是选自例如IgG1、IgG2、IgG3和IgG4的(例如人)重链恒

定区的重链恒定区。在另一个实施方案中，抗体分子具有选自例如κ或λ的(例如人)轻链恒

定区的轻链恒定区。可使恒定区改变例如突变来改进抗体的性质(例如以使以下中的一者

或多者增加或降低：Fc受体结合、抗体糖基化、半胱氨酸残基的数目、效应细胞功能和/或补

体功能)。在一个实施方案中，抗体具有：效应功能；并且可固定补体。在其他实施方案中，抗

体不募集效应细胞；或固定补体。在另一个实施方案中，抗体具有降低的结合Fc受体的能

力，或不具有结合Fc受体的能力。举例来说，它是不支持与Fc受体结合的同种型或亚型、片

段或其他突变体，例如它的Fc受体结合区经诱变或缺失。

[0314] 用于改变抗体恒定区的方法在本领域中是已知的。具有改变的功能，例如改变的

对效应配体诸如细胞上的FcR或补体的C1组分的亲和力的抗体可通过用不同残基置换抗体

的恒定部分中的至少一个氨基酸残基来产生(参见例如EP  388,151A1、美国专利号5,624,

821和美国专利号5,648,260，所有所述专利的内容都据此以引用的方式并入本文)。可描述

类似类型的改变，如果这些改变应用于鼠或其他物种免疫球蛋白将使这些功能降低或消除

的话。

[0315] 抗体分子可被衍生或连接于另一功能性分子(例如另一肽或蛋白质)。如本文所

用，“衍生的”抗体分子是已被修饰的抗体分子。衍生化方法包括但不限于添加荧光部分、放

射性核苷酸、毒素、酶或亲和配体诸如生物素。因此，本发明的抗体分子意图包括本文所述

的抗体的衍生形式和另外经修饰形式，包括免疫粘附分子。举例来说，抗体分子可功能性连

接(通过化学偶联、遗传融合、非共价缔合或以其他方式)至一个或多个其他分子实体，诸如

另一抗体(例如双特异性抗体或微型双功能抗体)、可检测剂、细胞毒性剂、药物制剂和/或

可介导抗体或抗体部分与另一分子的缔合的蛋白质或肽(诸如链霉亲和素核心区域或聚组

氨酸标签)。

[0316] 一种类型的衍生抗体分子通过使两个或更多个抗体(具有相同类型或不同类型，

例如以产生双特异性抗体)交联来产生。适合的交联剂包括具有异双官能性，即具有由适当

间隔体分隔的两个独特反应性基团的那些(例如间顺丁烯二酰亚胺基苯甲酰基‑N‑羟基丁

二酰亚胺酯)，或具有同双官能性的那些(例如辛二酸二丁二酰亚胺酯)。所述交联剂可从

Pierce  Chemical  Company,Rockford,Ill获得。

[0317] 多特异性抗体分子

[0318] 在各实施方案中，多特异性抗体分子可包含超过一个抗原结合位点，其中不同位

点对不同抗原具有特异性。在各实施方案中，多特异性抗体分子可结合同一抗原上超过一

个(例如两个或更多个)表位。在各实施方案中，多特异性抗体分子包含对靶标细胞(例如癌
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细胞)具有特异性的抗原结合位点和对免疫效应细胞具有特异性的不同抗原结合位点。在

一个实施方案中，多特异性抗体分子是双特异性抗体分子。双特异性抗体分子可被分类成

五个不同结构组：(i)双特异性免疫球蛋白G(BsIgG)；(ii)附接有额外抗原结合部分的IgG；

(iii)双特异性抗体片段；(iv)双特异性融合蛋白；和(v)双特异性抗体缀合物。

[0319] BsIgG是对各抗原为单价的形式。示例性BsIgG形式包括但不限于crossMab、DAF

(二合一(two‑in‑one))、DAF(四合一(four‑in‑one))、DutaMab、DT‑IgG、杵入臼共同LC、杵

入臼装配、电荷对、Fab臂交换、SEED体(SEEDbody)、triomab、LUZ‑Y、Fcab、κλ体、正交Fab。参

见Spiess等Mol.Immunol.67(2015):95‑106。示例性BsIgG包括卡妥索单抗(catumaxomab)

(Fresenius  Biotech,Trion  Pharma,Neopharm)，其含有抗CD3臂和抗EpCAM臂；以及厄马索

单抗(ertumaxomab)(Neovii  Biotech,Fresenius  Biotech)，其靶向CD3和HER2。在一些实

施方案中，BsIgG包含被工程改造以达成异二聚化的重链。举例来说，重链可使用“杵入臼”

策略、SEED平台、共同重链(例如在κλ体中)以及使用异二聚Fc区来工程改造以达成异二聚

化。参见Spiess等Mol.Immunol.67(2015):95‑106。已用于在BsIgG中避免同二聚体的重链

配对的策略包括杵入臼、双体(duobody)、azymetric、电荷对、HA‑TF、SEED体和差异性蛋白A

亲和力。参见同上。

[0320] BsIgG可通过在不同宿主细胞中单独表达组分抗体，以及随后纯化/装配成BsIgG

来产生。BsIgG也可通过在单一宿主细胞中表达组分抗体来产生。BsIgG可使用亲和色谱法，

例如使用蛋白A和依序pH洗脱来纯化。

[0321] 附接有额外抗原结合部分的IgG是双特异性抗体分子的另一形式。举例来说，单特

异性IgG可通过将额外抗原结合单元例如在重链或轻链的N末端或C末端处附接于单特异性

IgG上来被工程改造以具有双特异性。示例性额外抗原结合单元包括单结构域抗体(例如可

变重链或可变轻链)、经工程改造的蛋白质骨架和配对抗体可变结构域(例如单链可变片段

或可变片段)。参见同上。附接IgG形式的实例包括双可变结构域IgG(DVD‑Ig)、IgG(H)‑

scFv、scFv‑(H)IgG、IgG(L)‑scFv、scFv‑(L)IgG、IgG(L,H)‑Fv、IgG(H)‑V、V(H)‑IgG、IgG

(L)‑V、V(L)‑IgG、KIH  IgG‑scFab、2scFv‑IgG、IgG‑2scFv、scFv4‑Ig、zybody和DVI‑IgG(四

合一)。参见Spiess等Mol .Immunol .67(2015):95‑106。IgG‑scFv的一个实例是MM‑141

(Merrimack  Pharmaceuticals)，其结合IGF‑1R和HER3。DVD‑Ig的实例包括ABT‑981

(AbbVie)，其结合IL‑1α和IL‑1β；以及ABT‑122(AbbVie)，其结合TNF和IL‑17A。

[0322] 双特异性抗体片段(BsAb)是双特异性抗体分子的缺乏一些或全部抗体恒定结构

域的形式。举例来说，一些BsAb缺乏Fc区。在各实施方案中，双特异性抗体片段包括由容许

BsAb在单一宿主细胞中高效表达的肽接头连接的重链区和轻链区。示例性双特异性抗体片

段包括但不限于纳米抗体、纳米抗体‑HAS、BiTE、微型双功能抗体、DART、TandAb、单链微型

双功能抗体(scDiabody)、单链微型双功能抗体‑CH3、微型双功能抗体‑CH3、三重体(triple 

body)、小型抗体(miniantibody)、微型抗体(minibody)、TriBi微型抗体、scFv‑CH3  KIH、

Fab‑scFv、scFv‑CH‑CL‑scFv、F(ab’)2、F(ab’)2‑scFv2、scFv‑KIH、Fab‑scFv‑Fc、四价HCAb、

单链微型双功能抗体‑Fc、微型双功能抗体‑Fc、串联scFv‑Fc和胞内抗体(intrabody)。参见

同上。举例来说，BiTE形式包含串联scFv，其中组分scFv结合T细胞上的CD3和癌细胞上的表

面抗原。

[0323] 双特异性融合蛋白包括抗体片段连接于其他蛋白质，例如以添加额外特异性和/
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或功能性。双特异性融合蛋白的一实例是immTAC，其包含抗CD3scFv连接于识别HLA呈递肽

的亲和力成熟的T细胞受体。在各实施方案中，对接和锁定(DNL)方法可用于产生具有较高

价的双特异性抗体分子。此外，与白蛋白结合蛋白或人血清白蛋白的融合物可使抗体片段

的血清半衰期延长。参见同上。

[0324] CDR移植骨架

[0325] 在各实施方案中，抗体分子是CDR移植骨架结构域。在各实施方案中，骨架结构域

基于纤连蛋白(fibronectin)结构域，例如III型纤连蛋白结构域。III型纤连蛋白(Fn3)结

构域的总体折叠与最小功能性抗体片段即抗体重链的可变结构域的总体折叠密切相关。在

Fn3的末端存在三个环；BC环、DE环和FG环的位置近似对应于抗体的VH结构域的CDR1、CDR2

和CDR3的位置。Fn3不具有二硫键；因此不同于抗体和它们的片段，Fn3在还原性条件下是稳

定的(参见例如WO  98/56915；WO  01/64942；WO  00/34784)。Fn3结构域可被修饰(例如使用

本文所述的CDR或高变环)或改变，例如以选择结合本文所述的抗原/标志物/细胞的结构

域。

[0326] 在各实施方案中，骨架结构域例如折叠结构域基于抗体，例如通过使三个β链从单

克隆抗体的重链可变结构域缺失来产生的“微型抗体”骨架(参见例如Tramontano等,1994,

J  Mol.Recognit.7:9；以及Martin等,1994,EMBO  J.13:5303‑5309)。“微型抗体”可用于呈

现两个高变环。在各实施方案中，骨架结构域是V样结构域(参见例如Coia等WO  99/45110)

或源于淀粉酶抑肽(tendamistatin)的结构域，所述淀粉酶抑肽是一种由两个二硫键固持

在一起的74残基的六链β片层夹心结构 (参见例如McConnell和Hoess ,1 995 ,J 

Mol.Biol.250:460)。举例来说，淀粉酶抑肽的环可被修饰(例如使用CDR或高变环)或改变，

例如以选择结合本文所述的标志物/抗原/细胞的结构域。另一示例性骨架结构域是源于

CTLA‑4的细胞外结构域的β‑夹心结构(参见例如WO  00/60070)。

[0327] 其他示例性骨架结构域包括但不限于T细胞受体；MHC蛋白；细胞外结构域(例如

III型纤连蛋白重复序列、EGF重复序列)；蛋白酶抑制剂(例如库尼茨(Kunitz)结构域、大肠

杆菌素(ecotin)、BPTI等)；TPR重复序列；三叶结构；锌指结构域；DNA结合蛋白；特别是单体

DNA结合蛋白；RNA结合蛋白；酶，例如蛋白酶(特别是失活蛋白酶)、RNA酶；伴侣蛋白，例如硫

氧还蛋白和热激蛋白；以及细胞内信号传导结构域(诸如SH2和SH3结构域)。参见例如以引

用的方式并入本文的US20040009530和US  7,501,121。

[0328] 在各实施方案中，骨架结构域例如根据以下准则中的一者或多者来评估和选择：

(1)氨基酸序列，(2)若干同源性结构域的序列，(3)3维结构，和/或(4)历经一系列pH、温度、

盐度、有机溶剂、氧化剂浓度的稳定性数据。在各实施方案中，骨架结构域是小型稳定蛋白

质结构域，例如具有小于100、70、50、40或30个氨基酸的蛋白质。结构域可包括一个或多个

二硫键或可螯合金属例如锌。

[0329] 以下描述本文定义的多功能性分子的示例性结构。示例性结构进一步描述于以下

中：Weidle  U等(2013)The  Intriguing  Options  of  Multispecific  Antibody  Formats 

for  Treatment  of  Cancer.Cancer  Genomics&Proteomics  10:1‑18(2013)；以及Spiess  C

等(2015)Alternative  molecular  formats  and  therapeutic  applications  for 

bispecific  antibodies.Molecular  Immunology  67:95‑106；所述文献各自的全部内容以

引用的方式并入本文)。
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[0330] 异二聚化抗体分子

[0331] 异二聚化双特异性抗体基于天然IgG结构，其中两个结合臂识别不同的抗原。使得

能够达成确定的单价(和同时)抗原结合的IgG源的形式通过强制重链异二聚化与使轻链错

误配对(例如共同轻链)最小化的技术组合来产生。强制重链异二聚化可使用例如杵入臼或

链交换工程改造结构域(SEED)来获得。

[0332] 杵入臼

[0333] 如US  5,731,116、US  7,476,724和Ridgway,J.等(1996)Prot.Engineering9(7):

617‑621中所述的杵入臼广泛涉及：(1)使一个或两个抗体的CH3结构域突变以促进异二聚

化；以及(2)在促进异二聚化的条件下使突变抗体组合。“杵”或“突起”通常通过用较大氨基

酸置换亲本抗体中的小氨基酸来产生(例如T366Y或T366W)；“臼”或“空腔”通过用较小氨基

酸置换亲本抗体中的较大残基来产生(例如Y407T、T366S、L368A和/或Y407V)。在一个实施

方案中，含有杵的重链多肽包含根据Eu编号系统编号的T366W和S354C取代。在一个实施方

案中，含有臼的重链多肽包含根据Eu编号系统编号的T366S、L368A、Y407V和Y349C取代。在

一个实施方案中，本文公开的多特异性抗体分子包含第一重链多肽和第二重链多肽，其中

所述第一重链多肽包含根据Eu编号系统编号的T366W和S354C取代，并且所述第二重链多肽

包含根据Eu编号系统编号的T366S、L368A、Y407V和Y349C取代。

[0334] 链交换工程改造结构域(SEED)

[0335] SEED基于IgG1与IgA之间的用以产生优先进行异二聚化的非相同链的序列交换。

SEED  CH3结构域中来自人IgA和IgG的交替序列产生两个不对称但互补的结构域，指定为AG

和GA。SEED设计允许高效产生AG/GA异二聚体，同时不利于AG和GA  SEED  CH3结构域的同二

聚化。

[0336] 共同轻链和CrossMab

[0337] 轻链错误配对必须被避免以产生双特异性IgG的同质制剂。一种用以实现这个目

的的方式是通过使用共同轻链原理，即组合两个共有一个轻链，但仍然具有单独特异性的

结合剂。另一选项是CrossMab技术，其通过交换双特异性抗体的一半的Fab中的CH1结构域

和CL结构域来避免非特异性L链错误配对。所述交换变体保留结合特异性和亲和力，但使得

两个臂如此不同以致L链错误配对得以防止。

[0338] 基于抗体的融合物

[0339] 可产生含有额外结合实体连接于抗体的N末端或C末端的多种形式。具有单链或二

硫键稳定的Fv或Fab的这些融合物导致产生对各抗原具有二价结合特异性的四价分子。

scFv和scFab与IgG的组合使得能够产生可识别三种或更多种不同抗原的分子。

[0340] 抗体‑Fab融合物

[0341] 抗体‑Fab融合物是包含针对第一靶标的传统抗体和融合于抗体重链的C末端的针

对第二靶标的Fab的双特异性抗体。通常，抗体和Fab将具有共同轻链。抗体融合物可通过

(1)对靶标融合物的DNA序列进行工程改造，以及(2)将靶标DNA转染至适合的宿主细胞中以

表达融合蛋白来产生。似乎抗体‑scFv融合物可由(Gly)‑Ser接头在CH3结构域的C末端与

scFv的N末端之间进行连接，如由Coloma,J.等(1997)Nature  Biotech  15:159所述。

[0342] 抗体‑scFv融合物

[0343] 抗体‑scFv融合物是包含传统抗体和融合于抗体重链的C末端的具有独特特异性
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的scFv的双特异性抗体。scFv可直接或通过接头肽，通过scFv的重链来融合于C末端。抗体

融合物可通过(1)对靶标融合物的DNA序列进行工程改造，以及(2)将靶标DNA转染至适合宿

主细胞中以表达融合蛋白来产生。似乎抗体‑scFv融合物可由(Gly)‑Ser接头在CH3结构域

的C末端与scFv的N末端之间进行连接，如由Coloma,J.等(1997)Nature  Biotech  15:159所

述。

[0344] 可变结构域免疫球蛋白DVD

[0345] 一种相关形式是双可变结构域免疫球蛋白(DVD)，其由具有第二特异性的VH结构

域和VL结构域通过较短接头序列放置在V结构域的N末端后组成。

[0346] 含Fc实体(小型抗体)

[0347] 含Fc实体，也称为小型抗体，可通过使scFv融合于具有不同特异性的抗体的恒定

重区结构域3的C末端(CH3‑scFv)和/或铰链区(scFv‑铰链‑Fc)来产生。也可制备具有二硫

键稳定的可变结构域(在无肽接头的情况下)融合于IgG的CH3结构域的C末端的三价实体。

[0348] 含Fc多特异性分子

[0349] 在一些实施方案中，本文公开的多特异性分子包括免疫球蛋白恒定区(例如Fc

区)。示例性Fc区可选自IgG1、IgG2、IgG3或IgG4的重链恒定区；更特定来说，选自人IgG1、

IgG2、IgG3或IgG4的重链恒定区。

[0350] 在一些实施方案中，使免疫球蛋白链恒定区(例如Fc区)改变例如突变来使以下中

的一者或多者增加或降低：Fc受体结合、抗体糖基化、半胱氨酸残基的数目、效应细胞功能

或补体功能。

[0351] 在其他实施方案中，使第一免疫球蛋白链恒定区和第二免疫球蛋白链恒定区(例

如第一Fc区和第二Fc区)的界面改变例如突变来例如相对于非工程改造界面例如天然存在

的界面，使二聚化增加或降低。举例来说，免疫球蛋白链恒定区(例如Fc区)的二聚化可通过

提供第一Fc区和第二Fc区的具有以下中的一者或多者的Fc界面来增强：配对的突起‑空腔

(“杵入臼”)、静电相互作用或链交换，以使例如相对于非工程改造的界面，形成异多聚体与

同多聚体的更大比率。

[0352] 在一些实施方案中，多特异性分子在例如人IgG1的Fc区的选自以下中的一者或多

者的位置处包括配对的氨基酸取代：347、349、350、351、366、368、370、392、394、395、397、

398、399、405、407或409。举例来说，免疫球蛋白链恒定区(例如Fc区)可包括选自以下的配

对的氨基酸取代：T366S、L368A或Y407V(例如对应于空腔或臼)和T366W(例如对应于突起或

杵)。

[0353] 在一些实施方案中，不使免疫球蛋白链恒定区(例如Fc区)改变例如突变来使以下

中的一者或多者增加或降低：Fc受体结合、抗体糖基化、半胱氨酸残基的数目、效应细胞功

能或补体功能。在一些实施方案中，多特异性分子不在例如人IgG1的Fc区的选自以下中的

一者或多者的位置处包括配对的氨基酸取代：347、349、350、351、366、368、370、392、394、

395、397、398、399、405、407或409。举例来说，免疫球蛋白链恒定区(例如Fc区)不包括选自

以下的配对的氨基酸取代：T366S、L368A或Y407V(例如对应于空腔或臼)和T366W(例如对应

于突起或杵)。

[0354] 在其他实施方案中，多特异性分子包括半衰期延长剂，例如人血清白蛋白或针对

人血清白蛋白的抗体分子。
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[0355] 包含非连续多肽的多特异性分子

[0356] 在一个实施方案中，多特异性分子不是单一多肽链。

[0357] 在一个实施方案中，抗体分子包括两个完整重链和两个完整轻链。在一个实施方

案中，具有至少两个或至少三个非连续多肽链的多特异性分子在至少两个非连续多肽链中

包括例如如本文所述的第一免疫球蛋白链恒定区和第二免疫球蛋白链恒定区(例如第一Fc

区和第二Fc区)。

[0358] 在各实施方案中，多特异性分子是双特异性分子或双功能性分子，其中第一多肽

和第二多肽(i)和(ii)是非连续的，例如是两个单独多肽链。在一些实施方案中，第一多肽

和第二多肽(i)和(ii)在例如人IgG1的Fc区的选自以下中的一者或多者的位置处包括配对

的氨基酸取代：347、349、350、351、366、368、370、392、394、395、397、398、399、405、407或

409。举例来说，第一免疫球蛋白链恒定区(例如第一Fc区)可包括选自以下的氨基酸取代：

T366S、L368A或Y407V(例如对应于空腔或臼)，并且第二免疫球蛋白链恒定区(例如第二Fc

区)包括T366W(例如对应于突起或杵)。在一些实施方案中，第一多肽和第二多肽是异二聚

第一Fc区和第二Fc区的第一成员和第二成员。

[0359] 在各实施方案中，多特异性分子是双特异性分子或双功能性分子，其中第一多肽

和第二多肽(i)和(ii)是非连续的，例如是两个单独的多肽链。在一些实施方案中，第一多

肽和第二多肽(i)和(ii)不在例如人IgG1的Fc区的选自以下中的一者或多者的位置处包括

配对的氨基酸取代：347、349、350、351、366、368、370、392、394、395、397、398、399、405、407

或409。

[0360] 在一些实施方案中，第一多肽从N‑至‑C具有以下构型：

[0361] (a)结合第一抗原例如癌抗原例如实体肿瘤、基质或血液抗原的第一抗原结构域

的第一部分，例如Fab分子的第一VH‑CH1，其任选通过接头连接于第一免疫球蛋白恒定区

(例如连接于CH3区的CH2)(例如第一Fc区)；

[0362] (b)结合第二抗原例如癌抗原例如实体肿瘤、基质或血液抗原的第二抗原结构域

的第一部分，例如Fab分子的第一VH‑CH1，其任选通过接头连接于第一免疫球蛋白恒定区

(例如连接于CH3区的CH2)(例如第一Fc区)；

[0363] (c)第三多肽从N‑至‑C具有以下构型：所述第一抗原结构域的第二部分，例如所述

Fab的第一VL‑CL，其中所述VL具有κ亚型，并且结合第一抗原例如癌抗原例如实体肿瘤、基

质或血液抗原(例如由所述第一VH‑CH1结合的同一癌抗原)；

[0364] (d)第四多肽从N‑至‑C具有以下构型：所述第二抗原结构域的第二部分，例如所述

Fab的第二VL‑CL，其中所述VL具有λ亚型，并且结合第二抗原例如癌抗原例如实体肿瘤、基

质或血液抗原(例如由所述第二VH‑CH1结合的同一癌抗原)(例如这个构型的一实例描绘于

图1A中)。

[0365] 在各实施方案中，第一免疫球蛋白恒定区(例如第一CH2‑CH3区)包括例如如本文

所述的突起或杵。在各实施方案中，第一免疫球蛋白恒定区(例如第一CH2‑CH3区)不包括例

如如本文所述的突起或杵。

[0366] 在各实施方案中，第二免疫球蛋白恒定区(例如第二CH2‑CH3区)包括空腔或臼。在

各实施方案中，第一免疫球蛋白恒定区和第二免疫球蛋白恒定区促进双特异性分子的异二

聚化。在各实施方案中，第二免疫球蛋白恒定区(例如第二CH2‑CH3区)不包括空腔或臼。在
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各实施方案中，第一免疫球蛋白恒定区和第二免疫球蛋白恒定区不促进双特异性分子的异

二聚化。

[0367] 肿瘤特异性靶向部分

[0368] 在某些实施方案中，本文公开的多特异性抗体分子包括靶向肿瘤的部分。靶向肿

瘤的部分可选自抗体分子(例如如本文所述的抗原结合结构域)、受体或受体片段、或配体

或配体片段或其组合。在一些实施方案中，靶向肿瘤的部分与肿瘤细胞(例如存在于所述肿

瘤细胞的表面上的分子例如抗原)缔合例如结合。在某些实施方案中，靶向肿瘤的部分靶向

癌症(例如癌细胞或肿瘤细胞)，例如将本文公开的多特异性分子引导至癌症(例如癌细胞

或肿瘤细胞)。在一些实施方案中，癌症选自血液癌症、实体癌症、转移性癌症或其组合。

[0369] 在一些实施方案中，多特异性分子例如靶向肿瘤的部分结合实体肿瘤抗原或基质

抗原。实体肿瘤抗原或基质抗原可存在于实体肿瘤或其转移性病变上。在一些实施方案中，

实体肿瘤选自胰腺癌(例如胰腺腺癌)、乳腺癌、结肠直肠癌、肺癌(例如小细胞肺癌或非小

细胞肺癌)、皮肤癌、卵巢癌或肝癌中的一者或多者。在一个实施方案中，实体肿瘤是纤维化

或促结缔组织增生性实体肿瘤。举例来说，实体肿瘤抗原或基质抗原可存在于肿瘤例如特

征在于具有以下中的一者或多者的类别的肿瘤上：有限肿瘤灌注、压缩血管或纤维化肿瘤

间质。

[0370] 在某些实施方案中，实体肿瘤抗原选自以下中的一者或多者：间皮素、神经节苷脂

2(gangloside  2，GD2)、前列腺干细胞抗原(PSCA)、前列腺特异性膜抗原(PMSA)、前列腺特

异性抗原(PSA)、癌胚抗原(CEA)、Ron激酶、c‑Met、不成熟层粘连蛋白(laminin)受体、TAG‑

72、BING‑4、钙活化的氯离子通道2、周期素‑B1(Cyclin‑B1)、9D7、Ep‑CAM、EphA3、Her2/neu、

端粒酶、SAP‑1、存活素(Survivin)、NY‑ESO‑1/LAGE‑1、PRAME、SSX‑2、Melan‑A/MART‑1、

Gp100/pmel17、酪氨酸酶(Tyrosinase)、TRP‑1/‑2、MC1R、β‑连环蛋白(β‑catenin)、BRCA1/
2、CDK4、CML66、纤连蛋白(Fibronectin)、p53、Ra  s、TGF‑Β受体、AFP、ETA、MAGE、MUC‑1、CA‑

125、BAGE、GAGE、NY‑ESO‑1、β‑连环蛋白、CDK4、CDC27、α辅肌动蛋白‑4(αactinin‑4)、TRP  1/
gp75、TRP2、gp100、Melan‑A/MART1、神经节苷脂、WT1、EphA3、表皮生长因子受体(EGFR)、

CD20、MART‑2、MART‑1、MUC1、MUC2、MUM1、MUM2、MUM3、NA88‑1、NPM、OA1、OGT、RCC、RUI1、RUI2、

SAGE、TRG、TRP1或TSTA。在一些实施方案中，实体肿瘤抗原选自：间皮素、GD  2、PMSA、PSCA、

CEA、Ron激酶或c‑Met。在一些实施方案中，实体肿瘤抗原是间皮素。

[0371] 细胞因子分子

[0372] 在某些实施方案中，本文公开的多特异性抗体分子可进一步包括细胞因子分子。

[0373] 细胞因子是作为免疫应答的介体的蛋白质性信号传导化合物。它们控制许多不同

细胞功能，包括增殖、分化和细胞存活/凋亡；细胞因子也涉及于包括病毒性感染和自体免

疫疾病的若干病理生理性过程中。细胞因子由先天性免疫系统(单核细胞、巨噬细胞、树突

细胞)与适应性免疫系统(T细胞和B细胞)两者的多种细胞在各种刺激下合成。细胞因子可

被分类成两组：促炎性和抗炎性。包括IFN γ 、IL‑1、IL‑6和TNF‑α的促炎性细胞因子主要源

于先天性免疫细胞和Th1细胞。包括IL‑10、IL‑4、IL‑13和IL‑5的抗炎性细胞因子由Th2免疫

细胞合成。

[0374] 本公开尤其提供多特异性(例如双特异性、三特异性、四特异性)蛋白质，其包括

(例如被工程改造来含有)一种或多种细胞因子分子，例如免疫调节性(例如促炎性)细胞因
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子及其变体例如功能性变体。因此，在一些实施方案中，细胞因子分子是白介素或其变体，

例如功能性变体。在一些实施方案中，白介素是促炎性白介素。在一些实施方案中，白介素

选自白介素‑2(IL‑2)、白介素‑12(IL‑12)、白介素‑15(IL‑15)、白介素‑18(IL‑18)、白介素‑

21(IL‑21)或干扰素 γ 。在一些实施方案中，白介素是白介素‑2(IL‑2)。在一些实施方案中，

细胞因子分子是促炎性细胞因子。

[0375] 在一些实施方案中，本文公开的多特异性分子包括细胞因子分子。在各实施方案

中，细胞因子分子包括细胞因子的全长、片段或变体；细胞因子受体结构域，例如细胞因子

受体二聚化结构域；或细胞因子受体的激动剂，例如针对细胞因子受体的抗体分子(例如激

动性抗体)。

[0376] 在一些实施方案中，细胞因子分子选自IL‑2、IL‑12、IL‑15、IL‑18、IL‑21或干扰素

γ 、或其片段或变体、或任何前述细胞因子的组合。细胞因子分子可为单体或二聚体。在各

实施方案中，细胞因子分子可进一步包括细胞因子受体二聚化结构域。

[0377] 在其他实施方案中，细胞因子分子是细胞因子受体的激动剂，例如针对选自IL‑

15Ra或IL‑21R的细胞因子受体的抗体分子(例如激动性抗体)。

[0378] 免疫细胞衔接物

[0379] 在某些实施方案中，本文公开的多特异性抗体分子可包括免疫细胞衔接物。

[0380] 本文公开的多特异性分子的免疫细胞衔接物可介导与免疫细胞例如免疫效应细

胞的结合和/或免疫细胞例如免疫效应细胞的活化。在一些实施方案中，免疫细胞选自NK细

胞、B细胞、树突细胞或巨噬细胞衔接物或其组合。在一些实施方案中，免疫细胞衔接物选自

NK细胞衔接物、B细胞衔接物、树突细胞衔接物或巨噬细胞衔接物或其组合中的一者、两者、

三者或全部。免疫细胞衔接物可为免疫系统的激动剂。在一些实施方案中，免疫细胞衔接物

可为抗体分子、配体分子(例如进一步包含免疫球蛋白恒定区例如Fc区的配体)、小分子、核

苷酸分子。

[0381] 天然杀伤细胞衔接物

[0382] 天然杀伤(NK)细胞以抗体非依赖性方式识别和破坏肿瘤和受病毒感染细胞。对NK

细胞的调控通过使NK细胞表面上的受体活化和抑制来介导。一个活化性受体家族是天然细

胞毒性受体(NCR)，其包括NKp30、NKp44和NKp46。NCR通过识别癌细胞上的硫酸乙酰肝素来

启动肿瘤靶向。NKG2D是活化的杀伤(NK)细胞上的提供刺激性先天性免疫应答与共刺激性

先天性免疫应答两者，从而导致细胞毒性活性的受体。DNAM1是由细胞毒性T淋巴细胞(CTL)

和NK细胞介导的细胞间粘附、淋巴细胞信号传导、细胞毒性和淋巴因子分泌中涉及的受体。

DAP10(也称为HCST)是淋巴样细胞和骨髓细胞中的与KLRK1缔合以形成活化受体KLRK1‑

HCST的跨膜衔接蛋白质；这个受体在触发针对表达细胞表面配体诸如I类MHC链相关MICA和

MICB以及U(任选地，L1)6结合蛋白(ULBP)的靶标细胞的细胞毒性方面起主要作用；KLRK1‑

HCST受体在针对肿瘤的免疫监视方面起作用，并且为对肿瘤细胞进行细胞溶解所需；实际

上，不表达KLRK1配体的黑素瘤细胞逃脱由NK细胞介导的免疫监视。CD16是IgG的Fc区的受

体，其结合复合的或聚集的IgG以及单体IgG，并且由此介导抗体依赖性细胞性细胞毒性

(ADCC)和其他抗体依赖性应答诸如吞噬作用。

[0383] 在一些实施方案中，NK细胞衔接物是病毒血凝素(HA)，HA是一种见于流感病毒的

表面上的糖蛋白。它负责使病毒结合于在膜上具有唾液酸的细胞，诸如上呼吸道中的细胞
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或红细胞。HA具有至少18种不同的抗原。这些亚型被命名为H1至H18。NCR可识别病毒蛋白

质。已显示NKp46能够与流感病毒的HA和包括仙台病毒(Sendai  virus)和新城病病毒

(Newcastledisease  virus)的副粘病毒(Paramyxovirus)的HA‑NA相互作用。除NKp46之外，

NKp44也可与不同流感亚型的HA发生功能性相互作用。

[0384] 本公开尤其提供多特异性(例如双特异性、三特异性、四特异性)蛋白质，其被工程

改造来含有一个或多个介导与NK细胞的结合和/或NK细胞的活化的NK细胞衔接物。因此，在

一些实施方案中，NK细胞衔接物选自结合(例如活化)以下的抗原结合结构域或配体：

NKp30、NKp40、NKp44、NKp46、NKG2D、DNAM1、DAP10、CD16(例如CD16a、CD16b或两者)、CRTAM、

CD27、PSGL1、CD96、CD100(SEMA4D)、NKp80或CD244(也称为SLAMF4或2B4)。在一些实施方案

中，NK细胞衔接物选自结合(例如活化)以下的抗原结合结构域或配体：NKp30或NKp46。

[0385] 在其他实施方案中，NK细胞衔接物是NKp44或NKp46的配体，其是病毒HA。病毒血凝

素(HA)是在病毒的表面上的糖蛋白。HA蛋白使得病毒通过唾液酸糖部分来结合细胞膜，此

有助于病毒膜与细胞膜的融合(参见例如Eur  J  Immunol .2001年9月；31(9):2680‑9

“Recognition  of  viral  hemagglutinins  by  NKp44  but  not  by  NKp30”；以及

Nature .2001年2月22日；409(6823):1055‑60“Recognition  of  haemagglutinins  on 

virus‑infected  cells  by  NKp46  activates  lysis  by  human  NK  cells”，所述文献各自

的内容以引用的方式并入本文)。

[0386] 在其他实施方案中，NK细胞衔接物是NKG2D的选自MICA、MICB或ULBP1的配体。

[0387] 在其他实施方案中，NK细胞衔接物是DNAM1的选自NECTIN2或NECL5的配体。

[0388] 在其他实施方案中，NK细胞衔接物是DAP10的配体，其是NKG2D的接合物(参见例如

Proc  Natl  Acad  Sci  U  S  A.2005年5月24日；102(21):7641–7646；以及Blood ,2011年9月

15日第118卷,第11期，所述文献各自的全部内容以引用的方式并入本文)。

[0389] 在其他实施方案中，NK细胞衔接物是CD16的配体，其是CD16a/b配体，例如进一步

包含抗体Fc区的CD16a/b配体(参见例如Front  Immunol.2013；4:76，其讨论抗体如何使用

Fc来通过CD16触发NK细胞，所述文献的全部内容并入本文)。

[0390] B细胞、巨噬细胞和树突细胞衔接物

[0391] 广泛来说，B细胞，也称为B淋巴细胞，是一种类型的具有淋巴细胞亚型的白血细

胞。它们通过分泌抗体来在适应性免疫系统的体液免疫性组成部分中起作用。另外，B细胞

呈递抗原(它们也被分类为专职抗原呈递细胞(APC))，并且分泌细胞因子。巨噬细胞是一种

类型的白血细胞，其通过吞噬作用来吞噬和消化细胞碎片、外来物质、微生物、癌细胞。除吞

噬作用之外，它们也在非特异性防御(先天免疫性)方面起重要作用，并且也通过募集其他

免疫细胞诸如淋巴细胞来帮助启动特异性防御机制(适应性免疫性)。举例来说，它们作为

向T细胞的抗原呈递者是重要的。除使炎症增加以及刺激免疫系统之外，巨噬细胞也起重要

抗炎作用，并且可通过释放细胞因子来使免疫反应降低。树突细胞(DC)是在加工抗原物质

方面起作用，并且将它于细胞表面上向免疫系统的T细胞呈递的抗原呈递细胞。

[0392] 本公开尤其提供多特异性(例如双特异性、三特异性、四特异性)蛋白质，其包括

(例如被工程改造来含有)一种或多种介导与B细胞、巨噬细胞和/或树突细胞的结合和/或B

细胞、巨噬细胞和/或树突细胞的活化的B细胞衔接物、巨噬细胞衔接物和/或树突细胞衔接

物。
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[0393] 因此，在一些实施方案中，免疫细胞衔接物包括选自以下中的一者或多者的B细胞

衔接物、巨噬细胞衔接物和/或树突细胞衔接物：CD40配体(CD40L)或CD70配体；结合CD40或

CD70的抗体分子；针对OX40的抗体分子；OX40配体(OX40L)；Toll样受体的激动剂(例如如本

文所述，例如TLR4例如组成型活性TLR4(caTLR4)激动剂或TLR9激动剂)；41BB；CD2；CD47；或

STING激动剂或其组合。

[0394] 在一些实施方案中，B细胞衔接物是CD40L、OX40L或CD70配体，或结合OX40、CD40或

CD70的抗体分子。

[0395] 在一些实施方案中，巨噬细胞衔接物是CD2激动剂。在一些实施方案中，巨噬细胞

衔接物是结合CD40L的抗原结合结构域或结合CD40的抗原结合结构域或配体、Toll样受体

(TLR)激动剂(例如如本文所述)例如TLR9或TLR4(例如caTLR4(组成型活性TLR4))、CD47、或

STING激动剂。在一些实施方案中，STING激动剂是环状二核苷酸例如环状二GMP(cdGMP)或

环状二AMP(cdAMP)。在一些实施方案中，STING激动剂被生物素化。

[0396] 在一些实施方案中，树突细胞衔接物是CD2激动剂。在一些实施方案中，树突细胞

衔接物是结合以下中的一者或多者的配体、受体激动剂或抗体分子：OX40L、41BB、TLR激动

剂(例如如本文所述)(例如TLR9激动剂、TLR4(例如caTLR4(组成型活性TLR4))、CD47或/和

STING激动剂。在一些实施方案中，STING激动剂是环状二核苷酸例如环状二GMP(cdGMP)或

环状二AMP(cdAMP)。在一些实施方案中，STING激动剂被生物素化。

[0397] 在其他实施方案中，免疫细胞衔接物介导与B细胞、巨噬细胞和/或树突细胞中的

一者或多者的结合或B细胞、巨噬细胞和/或树突细胞中的一者或多者的活化。示例性B细胞

衔接物、巨噬细胞衔接物和/或树突细胞衔接物可选自以下中的一者或多者：CD40配体

(CD40L)或CD70配体；结合CD40或CD70的抗体分子；针对OX40的抗体分子；OX40配体

(OX40L)；Toll样受体激动剂(例如TLR4例如组成型活性TLR4(caTLR4)激动剂或TLR9激动

剂)；41BB激动剂；CD2；CD47；或STING激动剂或其组合。

[0398] 在一些实施方案中，B细胞衔接物选自以下中的一者或多者：CD40L、OX40L或CD70

配体，或结合OX40、CD40或CD70的抗体分子。

[0399] 在其他实施方案中，巨噬细胞衔接物选自以下中的一者或多者：CD2激动剂；

CD40L；OX40L；结合OX40、CD40或CD70的抗体分子；Toll样受体激动剂或其片段(例如TLR4例

如组成型活性TLR4(caTLR4)激动剂)；CD47激动剂；或STING激动剂。

[0400] 在其他实施方案中，树突细胞衔接物选自以下中的一者或多者：CD2激动剂、OX40

抗体、OX40L、41BB激动剂、Toll样受体激动剂或其片段(例如TLR4，例如组成型活性TLR4

(caTLR4))、CD47激动剂或STING激动剂。

[0401] 在其他实施方案中，STING激动剂包括环状二核苷酸例如环状二GMP(cdGMP)、环状

二AMP(cdAMP)或其组合，任选采用2’,5’或3’,5’磷酸酯键联。

[0402] Toll样受体

[0403] Toll样受体(TLR)是在进化上保守的受体，是果蝇Toll蛋白的同源物，并且识别高

度保守的结构基序，所述基序被称为仅由微生物病原体表达的病原体相关微生物样式

(PAMP)、或是从坏死细胞或濒死细胞释放的内源性分子的危险相关分子样式(DAMP)。PAMP

包括各种细菌细胞壁组分诸如脂多糖(LPS)、肽聚糖(PGN)和脂肽、以及鞭毛蛋白、细菌DNA

和病毒双链RNA。DAMP包括细胞内蛋白质诸如热激蛋白以及来自细胞外基质的蛋白质片段。
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由相应PAMP或DAMP对TLR的刺激启动信号传导级联，从而导致转录因子诸如AP‑1、NF‑κB和
干扰素调控因子(IRF)的活化。通过TLR进行的信号传导引起多种细胞应答，包括产生引导

适应性免疫应答的干扰素(IFN)、促炎性细胞因子和效应细胞因子。TLR牵涉于许多炎症性

和免疫病症中，并且在癌症中起作用(Rakoff‑Nahoum  S.和Medzhitov  R.,2009.Toll‑like 

receptors  and  cancer.Nat  Revs  Cancer  9:57‑63)。

[0404] TLR是特征在于具有含有富含亮氨酸的重复序列(LRR)的细胞外结构域和含有称

为Toll/IL‑1受体(TIR)结构域的保守区域的细胞质尾部的I型跨膜蛋白。已表征10种人TLR

和12种鼠TLR，即人中的TLR1至TLR10以及小鼠中的TLR1至TLR9、TLR11、TLR12和TLR13，其中

TLR10的同源物是假基因。TLR2为识别来自革兰氏阳性细菌的多种PAMP所必需，所述PAMP包

括细菌脂蛋白、脂甘露聚糖和脂磷壁酸。TLR3牵涉于病毒源性双链RNA中。TLR4主要由脂多

糖活化。TLR5检测细菌鞭毛蛋白，并且TLR9为对未甲基化CpG  DNA起应答所需。最后，TLR7和

TLR8识别小型合成抗病毒分子，并且据报道单链RNA是它们的天然配体。TLR11已被报道识

别尿路病原性大肠杆菌(E .coli)和来自刚地弓形虫(Toxoplasma  gondii)的抑丝蛋白

(profilin)样蛋白。TLR的特异性的谱系由TLR能够彼此异二聚化而明显延伸。举例来说，

TLR2和TLR6的二聚体为对二酰化脂蛋白起应答所需，而TLR2和TLR1相互作用识别三酰化脂

蛋白。TLR的特异性也受各种接合物和辅助分子诸如应答于LPS而与TLR4形成复合物的MD‑2

和CD14的影响。

[0405] TLR信号传导由至少两个以下不同途径组成：导致产生炎症性细胞因子的MyD88依

赖性途径和与刺激IFN‑β和树突细胞的成熟相关的MyD88非依赖性途径。MyD88依赖性途径

为除TLR3之外的所有TLR所共有(Adachi  O.等,1998.Targeted  disruption  of  the  MyD88 

gene  results  in  loss  of  IL‑1‑and  IL‑18‑mediated  function.Immunity.9(1):143‑

50)。在由PAMP或DAMP活化后，TLR进行异二聚或同二聚，从而通过细胞质TIR结构域来诱导

对接合蛋白的募集。个别TLR通过使用不同接合分子来诱导不同信号传导应答。TLR4和TLR2

信号传导需要接合物TIRAP/Mal，其涉及于MyD88依赖性途径中。TLR3以MyD88非依赖性方式

通过接合物TRIF/TICAM‑1来触发应答于双链RNA而产生IFN‑β。TRAM/TICAM‑2是MyD88非依

赖性途径中涉及的另一接合分子，其功能限于TLR4途径。

[0406] TLR3、TLR7、TLR8和TLR9识别病毒核酸，并且诱导I型IFN。导致诱导I型IFN的信号

传导机理视经活化的TLR而不同。它们涉及干扰素调控因子IRF，这是已知在抗病毒防御、细

胞生长和免疫调控方面起关键作用的转录因子家族。三个IRF(IRF3、IRF5和IRF7)充当病毒

介导的TLR信号传导的直接转导子。TLR3和TLR4使IRF3和IRF7活化，而TLR7和TLR8使IRF5和

IRF7活化(Doyle  S.等,2002.IRF3  mediates  a  TLR3/TLR4‑specific  antiviral  gene 

program.Immunity.17(3):251‑63)。此外，已显示由TLR9配体CpG‑A刺激的I型IFN产生由PI

(3)K和mTOR介导(Costa‑Mattioli  M.和Sonenberg  N.2008.RAPping  production  of  type 

I  interferon  in  pDCs  through  mTOR.Nature  Immunol.9:1097‑1099)。

[0407] TLR‑9

[0408] TLR9识别DNA分子中的未甲基化CpG序列。相较于细菌基因组或病毒DNA，脊椎动物

基因组上的CpG位点是相对稀少的(约1％)。TLR9由免疫系统的众多细胞表达，所述细胞诸

如B淋巴细胞、单核细胞、天然杀伤(NK)细胞和浆细胞样树突细胞。TLR9在细胞内在内体区

室内表达，并且通过结合富含CpG基序的DNA来起到使免疫系统警惕病毒性感染和细菌性感
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染的作用。TLR9信号引起细胞活化，从而启动导致产生细胞因子诸如I型干扰素和IL‑12的

促炎性反应。

[0409] TLR激动剂

[0410] TLR激动剂可使一种或多种TLR例如人TLR‑1、TLR‑2、TLR‑3、TLR‑4、TLR‑5、TLR‑6、

TLR‑7、TLR‑8、TLR‑9或TLR‑10中的一种或多种激动。在一些实施方案中，本文所述的辅助剂

是TLR激动剂。在一些实施方案中，TLR激动剂特异性地使人TLR‑9激动。在一些实施方案中，

TLR‑9激动剂是CpG部分。如本文所用，CpG部分是具有以下序列的线性二核苷酸：5'—C—磷

酸—G—3'，即胞嘧啶和鸟嘌呤由仅一个磷酸分隔。

[0411] 在一些实施方案中，CpG部分包含至少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、27、28、29、30个或更多个CpG二核苷酸。在一些实施

方案中，CpG部分由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、27、28、29或30个CpG二核苷酸组成。在一些实施方案中，CpG部分具有1‑5、1‑10、

1‑20、1‑30、1‑40、1‑50、5‑10、5‑20、5‑30、10‑20、10‑30、10‑40、或10‑50个CpG二核苷酸。

[0412] 在一些实施方案中，TLR‑9激动剂是合成ODN(寡脱氧核苷酸)。CpG  ODN是在特定序

列情形下含有未甲基化CpG二核苷酸(CpG基序)的短合成单链DNA分子。与见于基因组细菌

DNA中的天然磷酸二酯(PO)骨架相对比，CpG  ODN具有部分或完全硫代磷酸酯化(PS)骨架。

存在三个主要类别的CpG  ODN：A类、B类和C类，其在它们的免疫刺激性活性方面不同。CpG‑A 

ODN的特征在于具有PO中心含CpG回文基序和经PS修饰的3’聚G串。它们诱导从pDC高度产生

IFN‑α，但为TLR9依赖性NF‑κB信号传导和促炎性细胞因子(例如IL‑6)产生的微弱刺激剂。

CpG‑B  ODN含有完全PS骨架，具有一个或多个CpG二核苷酸。它们强烈地使B细胞和TLR9依赖

性NF‑κB信号传导活化，但微弱刺激IFN‑α分泌。CpG‑C  ODN使A类与B类两者的特征组合。它

们含有完全PS骨架和含CpG回文基序。C类CpG  ODN诱导从pDC强烈产生IFN‑α，以及诱导B细

胞刺激。

[0413] 示例性多特异性抗体分子

[0414] 示例性κ多特异性抗体分子和λ多特异性抗体分子提供于表17和表18中。

[0415] 表17.抗体的示例性氨基酸序列

说　明　书 43/152 页

47

CN 118005799 A

47



[0416]

[0417] 表18.κ抗体和λ抗体的示例性配对
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[0418]

[0419] 核酸

[0420] 本发明的特征也在于包含编码如本文所述的抗体分子的重链可变区和轻链可变

区以及CDR或高变环的核苷酸序列的核酸。举例来说，本发明的特征在于分别编码选自本文

公开的抗体分子中的一者或多者的抗体分子的重链可变区和轻链可变区的第一核酸和第

二核酸。核酸可包含如本文各表中阐述的核苷酸序列，或与其大致上同一的序列(例如与其

具有至少约85％、90％、95％、99％或更大同一性的序列，或与本文各表中所示的序列相差

至多3、6、15、30或45个核苷酸的序列。

[0421] 在某些实施方案中，核酸可包含编码至少一个、两个或三个来自具有如本文各表

中阐述的氨基酸序列的重链可变区的CDR或高变环的核苷酸序列，或与其大致上同源的序

列(例如与其具有至少约85％、90％、95％、99％或更大同一性，和/或具有一个或多个取代

例如保守取代的序列)。在其他实施方案中，核酸可包含编码至少一个、两个或三个来自具

有如本文各表中阐述的氨基酸序列的轻链可变区的CDR或高变环的核苷酸序列，或与其大

致上同源的序列(例如与其具有至少约85％、90％、95％、99％或更大同一性，和/或具有一

个或多个取代例如保守取代的序列)。在另一个实施方案中，核酸可包含编码至少一个、两

个、三个、四个、五个或六个来自具有如本文各表中阐述的氨基酸序列的重链可变区和轻链

可变区的CDR或高变环的核苷酸序列，或与其大致上同源的序列(例如与其具有至少约

85％、90％、95％、99％或更大同一性，和/或具有一个或多个取代例如保守取代的序列)。

[0422] 在某些实施方案中，核酸可包含编码至少一个、两个或三个来自具有如本文各表

中阐述的核苷酸序列的重链可变区的CDR或高变环的核苷酸序列，与其大致上同源的序列

(例如与其具有至少约85％、90％、95％、99％或更大同一性，和/或能够在本文所述的严格

性条件下杂交的序列)。在另一个实施方案中，核酸可包含编码至少一个、两个或三个来自

具有如本文各表中阐述的核苷酸序列的轻链可变区的CDR或高变环的核苷酸序列，或与其

大致上同源的序列(例如与其具有至少约85％、90％、95％、99％或更大同一性，和/或能够

在本文所述的严格性条件下杂交的序列)。在另一个实施方案中，核酸可包含编码至少一
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个、两个、三个、四个、五个或六个来自具有如本文各表中阐述的核苷酸序列的重链可变区

和轻链可变区的CDR或高变环的核苷酸序列，或与其大致上同源的序列(例如与其具有至少

约85％、90％、95％、99％或更大同一性，和/或能够在本文所述的严格性条件下杂交的序

列)。

[0423] 在另一方面，本申请的特征在于含有本文所述的核酸的宿主细胞和载体。核酸可

存在于在同一宿主细胞或单独宿主细胞中存在的单一载体或单独载体中，如下文更详细所

述。

[0424] 载体

[0425] 本文进一步提供包含编码本文所述的抗体分子的核苷酸序列的载体。在一个实施

方案中，载体包含编码本文所述的抗体分子的核苷酸。在一个实施方案中，载体包含本文所

述的核苷酸序列。载体包括但不限于病毒、质粒、粘粒、λ噬菌体或酵母人工染色体(YAC)。

[0426] 可采用众多载体系统。举例来说，一个类别的载体利用源于动物病毒诸如像牛乳

头状瘤病毒、多瘤病毒、腺病毒、痘苗病毒、杆状病毒、逆转录病毒(劳斯肉瘤病毒(Rous 

Sarcoma  Virus)、MMTV或MOMLV)或SV40病毒的DNA元件。另一类别的载体利用源于RNA病毒

诸如塞姆利基森林病毒(Semliki  Forest  virus)、东方马脑炎病毒(Eastern  Equine 

Encephalitis  virus)和黄病毒(Flavivirus)的RNA元件。

[0427] 另外，可通过引入一个或多个允许对经转染的宿主细胞进行选择的标记来选择已

将DNA稳定整合至它们的染色体中的细胞。标记可提供例如营养缺陷宿主的原始营养型、杀

生物剂抗性(例如抗生素)、或对重金属诸如铜的抗性等。可选择标记基因可直接连接于待

表达的DNA序列，或通过共转化来引入同一细胞中。额外元件也可为mRNA的最优合成所需。

这些元件可包括剪接信号以及转录启动子、增强子和终止信号。

[0428] 一旦已制备用于表达的含有构建体的表达载体或DNA序列，即可将表达载体转染

至适当宿主细胞中或引入适当宿主细胞中。各种技术可用于实现这个目的，诸如像原生质

体融合、磷酸钙沉淀、电穿孔、逆转录病毒转导、病毒转染、基因枪、基于脂质的转染或其他

常规技术。在原生质体融合的情况下，使细胞在培养基中生长，并且针对适当活性加以筛

选。

[0429] 用于培养所得经转染细胞以及回收产生的抗体分子的方法和条件为本领域技术

人员所知，并且可基于本发明描述，视所用特定表达载体和哺乳动物宿主细胞而改变或优

化。

[0430] 细胞

[0431] 在另一方面，本申请的特征在于含有本文所述的核酸的宿主细胞和载体。核酸可

存在于在同一宿主细胞或单独宿主细胞中存在的单一载体或单独载体中。宿主细胞可为真

核细胞例如哺乳动物细胞、昆虫细胞、酵母细胞，或原核细胞例如大肠杆菌。举例来说，哺乳

动物细胞可为培养的细胞或细胞系。示例性哺乳动物细胞包括淋巴细胞性细胞系(例如

NSO)、中国仓鼠卵巢细胞(CHO)、COS细胞、卵母细胞和来自转基因动物的细胞，例如乳腺上

皮细胞。

[0432] 本发明也提供包含编码如本文所述的抗体分子的核酸的宿主细胞。

[0433] 在一个实施方案中，宿主细胞被遗传工程改造来包含编码抗体分子的核酸。

[0434] 在一个实施方案中，宿主细胞通过使用表达盒来被遗传工程改造。短语“表达盒”
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是指这样的核苷酸序列，其能够影响基因在可与所述序列相容的宿主中的表达。所述盒可

包括启动子、具有或不具有内含子的开放阅读框以及终止信号。也可使用必需的或有助于

实现表达的额外因子，诸如像诱导型启动子。

[0435] 本发明也提供包含本文所述的载体的宿主细胞。

[0436] 细胞可为但不限于真核细胞、细菌细胞、昆虫细胞或人细胞。适合的真核细胞包括

但不限于Vero细胞、HeLa细胞、COS细胞、CHO细胞、HEK293细胞、BHK细胞和MDCKII细胞。适合

的昆虫细胞包括但不限于Sf9细胞。

[0437] 制备多特异性分子的方法

[0438] 多特异性抗体分子可通过在宿主系统中重组表达例如至少一个或多个组分来产

生。示例性宿主系统包括真核细胞(例如哺乳动物细胞例如CHO细胞、或昆虫细胞例如SF9或

S2细胞)和原核细胞(例如大肠杆菌)。在一个实施方案中，宿主细胞是哺乳动物细胞、稳定

的哺乳动物细胞，例如CHO细胞。双特异性抗体分子可通过在不同的宿主细胞中单独表达各

组分，以及随后进行纯化/装配来产生。或者，抗体分子可通过在单一宿主细胞中表达各组

分来产生。双特异性抗体分子的纯化可通过各种方法来进行，诸如亲和色谱法，例如使用蛋

白A和依序pH洗脱。在其他实施方案中，亲和标签可用于纯化，例如含组氨酸的标签、myc标

签或链霉亲和素标签。

[0439] 在一些实施方案中，一种用于产生本文公开的双特异性抗体的方法包括：产生具

有λ亚型的轻链的人抗体；产生具有κ亚型的轻链的人抗体；用两个抗体臂的DNA转染细胞；

用蛋白A树脂纯化抗体；用KappaSelect和LambdaFabSelect树脂确认存在λ轻链与κ轻链两

者；通过用木瓜蛋白酶裂解Fab臂以及运行质谱测定法来分析正确的λ和κ重链和轻链配对。

用于制备和测试多特异性分子的实验条件提供在以下实施例中。

[0440] 用途和组合疗法

[0441] 本文所述的方法包括通过使用本文所述的多特异性分子，例如使用本文所述的药

物组合物来治疗受试者的癌症。也提供用于减轻或改善受试者的癌症的症状的方法，以及

用于抑制癌生长和/或杀灭一种或多种癌细胞的方法。在各实施方案中，在用本文所述的或

本文所述的药物组合物施用的受试者中，本文所述的方法使肿瘤的尺寸降低和/或使癌细

胞的数目降低。

[0442] 在各实施方案中，癌症是血液癌症。在各实施方案中，血液癌症是白血病或淋巴

瘤。如本文所用，“血液癌症”是指造血组织或淋巴组织的肿瘤，例如影响血液、骨髓或淋巴

结的肿瘤。示例性血液恶性肿瘤包括但不限于白血病(例如急性淋巴母细胞性白血病

(ALL)、急性骨髓性白血病(AML)、慢性淋巴细胞性白血病(CLL)、慢性骨髓源性白血病

(CML)、毛细胞白血病、急性单核细胞性白血病(AMoL)、慢性髓单核细胞性白血病(CMML)、青

少年髓单核细胞性白血病(JMML)或大颗粒淋巴细胞性白血病)、淋巴瘤(例如AIDS相关淋巴

瘤、皮肤T细胞淋巴瘤、霍奇金淋巴瘤(例如经典霍奇金淋巴瘤或结节性淋巴细胞优势型霍

奇金淋巴瘤)、蕈样真菌病、非霍奇金淋巴瘤(例如B细胞非霍奇金淋巴瘤(例如伯基特淋巴

瘤(Burkitt  lymphoma)、小淋巴细胞性淋巴瘤(CLL/SLL)、扩散大B细胞淋巴瘤、滤泡性淋巴

瘤、免疫母细胞性大细胞淋巴瘤、前体B淋巴母细胞性淋巴瘤或套膜细胞淋巴瘤)或T细胞非

霍奇金淋巴瘤(蕈样真菌病、间变性大细胞淋巴瘤或前体T淋巴母细胞性淋巴瘤))、原发性

中枢神经系统淋巴瘤、西泽里综合征(Sézary  syndrome)、瓦尔登斯特伦巨球蛋白血症(
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macroglobulinemia))、慢性骨髓增生性赘瘤、朗格汉斯(Langerhans)细胞

组织细胞增多症、多发性骨髓瘤/浆细胞赘瘤、骨髓发育不良综合征或骨髓发育不良性/骨

髓增生性赘瘤。

[0443] 在各实施方案中，癌症是实体癌症。示例性实体癌症包括但不限于卵巢癌、直肠

癌、胃癌、睾丸癌、肛区癌症、子宫癌、结肠癌、直肠癌、肾细胞癌、肝癌、肺非小细胞癌、小肠

癌、食道癌、黑素瘤、卡波西氏肉瘤(Kaposi's  sarcoma)、内分泌系统癌症、甲状腺癌、甲状

旁腺癌、肾上腺癌、骨癌、胰腺癌、皮肤癌、头部或颈部癌、皮肤或眼内恶性黑素瘤、子宫癌、

脑干神经胶质瘤、垂体腺瘤、表皮样癌、子宫颈鳞状细胞癌、输卵管癌、子宫内膜癌、阴道癌、

软组织肉瘤、尿道癌、外阴癌、阴茎癌、膀胱癌、肾或输尿管癌、肾盂癌、脊椎轴肿瘤、中枢神

经系统(CNS)赘瘤、原发性CNS淋巴瘤、肿瘤血管生成、所述癌症的转移性病变或其组合。

[0444] 在各实施方案中，以适合于待治疗或预防的疾病的方式施用多特异性分子(或药

物组合物)。施用的量和频率将由诸如患者的状况以及患者的疾病的类型和严重性的因素

决定。适当剂量可通过临床试验确定。举例来说，当指示“有效量”或“治疗量”时，药物组合

物(或多特异性分子)的待施用的精确量可由医师在考虑在受试者的肿瘤尺寸、感染或转移

程度、年龄、重量和状况方面的个体差异的情况下确定。在各实施方案中，本文所述的药物

组合物可以每kg体重104至109个细胞，例如每kg体重105至106个细胞的剂量施用，包括那些

范围内的所有整数值。在各实施方案中，本文所述的药物组合物可以这些剂量多次施用。在

各实施方案中，本文所述的药物组合物可使用免疫疗法中所述的输注技术来施用(参见例

如Rosenberg等,New  Eng.J.of  Med.319:1676,1988)。

[0445] 在各实施方案中，以胃肠外方式向受试者施用多特异性分子或药物组合物。在各

实施方案中，以静脉内、皮下、肿瘤内、结节内、肌肉内、真皮内或腹膜内方式向受试者施用

细胞。在各实施方案中，直接向肿瘤或淋巴结中施用例如注射细胞。在各实施方案中，将细

胞以输液(例如如Rosenberg等,New  Eng.J.of  Med .319:1676,1988中所述)或静脉内推注

液的形式施用。在各实施方案中，将细胞以可注射储库制剂(depot  formulation)形式施

用。

[0446] 在各实施方案中，受试者是哺乳动物。在各实施方案中，受试者是人、猴、猪、狗、

猫、母牛、绵羊、山羊、兔、大鼠或小鼠。在各实施方案中，受试者是人。在各实施方案中，受试

者是儿科受试者，例如小于18岁，例如小于17、16、15、14、13、12、11、10、9、8、7、6、5、4、3、2、1

岁或更小。在各实施方案中，受试者是成人，例如至少18岁，例如至少19、20、21、22、23、24、

25、25‑30、30‑35、35‑40、40‑50、50‑60、60‑70、70‑80、或80‑90岁。

[0447] 组合疗法

[0448] 本文公开的多特异性分子可与第二治疗剂或程序组合使用。

[0449] 在各实施方案中，多特异性分子和第二治疗剂或程序在受试者已被诊断有癌症之

后，例如在所述癌症已从所述受试者消除之前施用/进行。在各实施方案中，多特异性分子

和第二治疗剂或程序同时或并行施用/进行。举例来说，当开始递送第二治疗时，一种治疗

的递送仍然在发生，例如在治疗的施用方面存在重叠。在其他实施方案中，多特异性分子和

第二治疗剂或程序依序施用/进行。举例来说，在开始递送另一治疗之前，一种治疗的递送

停止。

[0450] 在各实施方案中，相比于用单独任一剂进行的单药疗法，组合疗法可引起更有效
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的治疗。在各实施方案中，相比于单独第一治疗或第二治疗，第一治疗和第二治疗的组合更

加有效(例如引起症状更大减轻和/或癌细胞更大降低)。在各实施方案中，相较于在以单药

疗法施用时第一治疗或第二治疗的通常为实现类似效果所需的剂量，组合疗法容许使用较

低剂量的第一治疗或第二治疗。在各实施方案中，组合疗法具有部分累加作用、完全累加作

用、或大于累加作用。

[0451] 在一个实施方案中，多特异性分子与疗法例如癌症疗法(例如抗癌剂、免疫疗法、

光动力疗法(PDT)、手术和/或放射中的一者或多者)组合施用。术语“化学治疗”、“化学治疗

剂”和“抗癌剂”在本文中可互换使用。多特异性分子和例如癌症疗法的疗法的施用可为依

序的(具有或不具有重叠)或同时的。在疗法(例如癌症疗法)的过程期间，多特异性分子的

施用可为连续的或间歇的。本文所述的某些疗法可用于治疗癌症和非癌性疾病。举例来说，

使用本文所述的方法和组合物，在癌性疾患和非癌性疾患(例如结核病)的情况下，PDT功效

可被增强(综述于例如Agostinis,P.等(2011)CA  Cancer  J.Clin.61:250‑281中)。

[0452] 抗癌疗法

[0453] 在其他实施方案中，多特异性分子与低分子量或小分子量化学治疗剂组合施用。

示例性低分子量或小分子量化学治疗剂包括但不限于13‑顺式‑视黄酸 (异维甲酸

(isotretinoin)， )、2‑CdA(2‑氯脱氧腺苷，克拉屈滨(cladribine)，

LEUSTATINTM)、5‑阿扎胞苷(5‑azacitidine)(阿扎胞苷， )、5‑氟尿嘧啶(5‑FU，

氟尿嘧啶， )、6‑巯基嘌呤(6‑MP，巯基嘌呤， )、6‑TG(6‑硫

鸟嘌呤，硫鸟嘌呤，THIOGUANINE )、凯素(abraxane)(蛋白质结合型紫杉醇

(paclitaxel  protein‑bound))、放线菌素‑D(actinomycin‑D)(更生霉素(dactinomycin)，

)、阿利维甲酸(alitretinoin) 全反式视黄酸(ATRA，维

甲酸(tretinoin)， )、六甲蜜胺(altretamine)(六甲基三聚氰胺，HMM，

)、氨甲蝶呤(amethopterin)(甲氨蝶呤(methotrexate)，甲氨蝶呤钠，MTX，

TREXALLTM
， )、阿米福汀(amifostine) 阿糖胞嘧啶

(arabinosylcytosine)(Ara‑C，阿糖胞苷(cytarabine)， )、三氧化二砷

天冬酰胺酶 (欧文氏菌(Erwinia)L‑天冬酰胺酶，L‑天冬酰胺酶，

)、BCNU(卡莫司汀(carmustine)， )、苯达莫司汀

(bendamustine) 蓓萨罗丁(bexarotene) 博莱霉素

(bleomycin) 白消安(busulfan) 甲

酰四氢叶酸钙(calcium  leucovorin)(嗜橙菌因子(Citrovorum  Factor)，亚叶酸，甲酰四

氢叶酸)、喜树碱‑11 (camptothec  in‑11) (CPT‑11，伊立替康 (irinotecan)，

)、卡培他滨(capecitab  ine) 卡铂(carboplatin)

卡莫司汀(carmustin  e)糯米纸囊剂(具有卡莫司汀植入物的普里普

斯潘20， 糯米纸囊剂)、CCI‑779(坦罗莫司(temsirolimus)， )、

C C N U (洛 莫 司 汀 ( l o m  u s t i n e ) ，C e e N U ) 、C D D P (顺 铂 ( c i s p l a t i n ) ，
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) 、苯 丁 酸 氮 芥 ( c h l o r a m b u c i l ) (瘤 克 宁

(leukeran))、环磷酰胺(cyclophosphamide) 达卡巴嗪

(dacarbazine)(DIC，DTIC，咪唑甲酰胺， )、道诺霉素(daunomycin)(柔红

霉素(daunorubicin)，盐酸柔红霉素，盐酸红比霉素(rubidomycin  hydrochloride)，

)、地西他滨(decitabine) 右雷佐生(dexrazoxane)

DHAD(米托蒽醌(mitoxantrone)， )、多西他赛

(docetaxel) 多柔比星(doxorubicin)

表柔比星(epirubicin)(ELLENCETM)、雌氮芥(estramustine) 依托泊苷

(etoposide)(VP‑16，磷酸依托泊苷，

氟尿苷(floxuridine) 氟达拉滨(fludarabine) 氟尿嘧啶

(乳膏剂) (CARAC T M
， )、吉西他滨 (gemcitabine)

羟基脲( DROXIATM
，MYLOCELTM)、伊达比星(idarubicin)

异环磷酰胺 (ifosfamide) 伊沙匹隆 (ixabepilone)

(IXEMPRA T M)、LCR (新长春碱 (leurocristine)，长春新碱 (vincristine)，VCR，

VINCASAR )、L‑PAM (L‑溶肉瘤素 (L‑sarcolysin)，美法仑

(melphalan)，苯丙胺酸氮芥， )、二氯甲基二乙胺(盐酸二氯甲基二乙胺，氮

芥(mustine)，氮芥(nitrogen  mustard)，MUSTA )、美斯纳(mesna)(MESNEXTM)、丝

裂霉素 (mitomycin) (丝裂霉素‑C，MTC， )、奈拉滨(nelarabine)

奥沙利铂(oxal  iplatin) (ELOXATINTM)、紫杉醇(paclitaxel) (

ONXALTM)、培加帕酶(pegaspargase)(PEG‑L‑天冬酰胺酶， )、

培美曲塞(PEMETRE  XED) 喷司他汀(pentostatin) 丙卡巴肼

(procarbazi  ne) 链脲霉素(streptozocin) 替莫唑

胺(temo  zolomide) 替尼泊苷(teniposide)(VM‑26， )、TES 

PA(硫代磷酰胺，噻替派(thiotepa)，TSPA， )、拓扑替康(topote  can)

长春花碱 (vi n bla s ti ne) (硫酸长春花碱，长春碱 (vi n ca le 

ukoblastine)，VLB， )、长春瑞滨(vinorelbine)(酒石

酸长春瑞滨， )和伏立诺他(vorinostat)

[0454] 在另一个实施方案中，多特异性分子与生物制剂联合施用。适用于治疗癌症的生

物制剂在本领域中是已知的，并且本发明的结合分子可例如与所述已知生物制剂联合施

用。举例来说，FDA已核准以下生物制剂用于治疗乳腺癌： (曲妥珠单抗

(trastuzumab)，Genentech  Inc.,South  San  Francisco,Calif.；一种在HER2阳性乳腺癌

的 情 况 下 具 有 抗 肿 瘤 活 性 的 人 源 化 单 克 隆 抗 体 ) ； (氟 维 司 群
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(fulvestrant)，AstraZeneca  Pharmaceuticals,LP,Wilmington,Del.；一种用于治疗乳腺

癌的雌激素受体拮抗剂)； (阿那曲唑(anastrozole)，AstraZeneca 

Pharmaceuticals,LP；一种阻断作为制备雌激素需要的酶的芳香酶的非类固醇芳香酶抑制

剂)； (依西美坦(exemestane)，Pfizer  Inc.,New  York,N.Y.；一种用于治疗

乳腺癌的不可逆类固醇芳香酶失活剂)； (来曲唑(letrozole)，Novartis 

Pharmaceuticals,East  Hanover,N.J.；一种由FDA核准用以治疗乳腺癌的非类固醇芳香酶

抑制剂)；和 (他莫昔芬(tamoxifen)，AstraZeneca  Pharmaceuticals,LP；

一种由FDA核准用以治疗乳腺癌的非类固醇抗雌激素剂)。本发明的结合分子可与其组合的

其他生物制剂包括： (贝伐单抗(bevacizumab)，Genentech  Inc.；首个FDA核

准的被设计来抑制血管生成的疗法)；和 (替伊莫单抗 (ibritumomab 

tiuxetan)，Biogen  Idec,Cambridge,Mass.；一种当前被核准用于治疗B细胞淋巴瘤的经放

射性标记单克隆抗体)。

[0455] 此 外 ，F D A 已 核 准 以 下 生 物 制 剂 用 于 治 疗 结 肠 直 肠 癌 ：

(西妥昔单抗(cetuximab)，ImClone  Systems  Inc .,New  York ,N .Y .，以及

Bristol‑Myers  Squibb,New  York,N.Y.；是一种针对表皮生长因子受体(EGFR)的单克隆抗

体)； (甲磺酸伊马替尼(imatinib  mesylate)；一种蛋白质激酶抑制剂)；和

(盐酸左旋咪唑(levamisole  hydrochloride)，Janssen  Pharmaceutica 

Products,LP,Titusville,N.J.；一种由FDA在1990年核准作为在患有杜克斯氏C期结肠癌

(Dukes'Stage  C  colon  cancer)的患者中进行手术切除之后与5‑氟尿嘧啶组合的辅助治

疗的免疫调节剂)。

[0456] 对于治疗肺癌，示例性生物制剂包括 (盐酸埃罗替尼(erlotinib 

HCL)，OSIPharmaceuticals  Inc.,Melville,N.Y.；一种被设计来靶向人表皮生长因子受体

1(HER1)途径的小分子)。

[0457] 对于治疗多发性骨髓瘤，示例性生物制剂包括 万珂(Velcade)(硼

替佐米(bortezomib)，Millennium  Pharmaceuticals,Cambridge  Mass.；一种蛋白酶体抑

制剂)。额外生物制剂包括 (沙利度胺 (thalidomide)，Clegene 

Corporation,Warren,N.J.；一种免疫调节剂，并且似乎具有多种作用，包括能够抑制骨髓

瘤细胞的生长和存活以及抗血管生成)。

[0458] 额外示例性癌症治疗性抗体包括但不限于3F8、阿巴伏单抗(abagovomab)、阿德木

单抗(adecatumumab)、阿夫土株单抗(afutuzumab)、聚乙二醇阿赛珠单抗(alacizumab 

pegol)、阿来珠单抗(alemtuzumab) 喷替酸阿妥

莫单抗(altumomab  pentetate) 麻安莫单抗(anatumomab 

mafenatox)、安芦珠单抗(anrukinzumab)(IMA‑638)、阿泊珠单抗(apolizumab)、阿西莫单

抗 (a rcitumoma b) 巴维昔单抗 (ba vi tuxima b)、贝妥莫单抗

(bectumomab) 贝利木单抗(belimumab)

贝索单抗(besilesomab) 贝伐单抗 莫坦辛比伐
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单抗(bivatuzumab  mertansine)、博纳吐单抗(blinatumomab)、维多汀布妥昔单抗

(brentuximab  vedotin)、莫坦辛坎妥珠单抗(cantuzumab  mertansine)、喷地肽卡罗单抗

(c a p r o m a b  p e n d e t i d e) 卡 妥索 单抗 (c a t u m a x o m a b)

CC49、西妥昔单抗(cetuximab)(C225， )、泊西他珠单抗

(citatuzumab  bogatox)、西妥木单抗 (cixutumumab)、特曲西坦克利维珠单抗

(clivatuzumab  tetraxetan)、可那木单抗(conatumumab)、达西珠单抗(dacetuzumab)、地

诺单抗(denosumab) 地莫单抗(detumomab)、伊美昔单抗(ecromeximab)、依

决洛单抗(edrecolomab) 埃罗妥珠单抗(elotuzumab)、西伊匹莫单抗

(epitumomab  cituxetan)、依帕珠单抗(epratuzumab)、厄马索单抗(ertumaxomab)

埃达珠单抗(etaracizumab)、法妥珠单抗(farletuzumab)、芬妥木单抗

(figitumumab)、夫苏木单抗(fresolimumab)、加利昔单抗(galiximab)、奥佐米星吉妥单抗

(gemtuzumab  ozogamicin) 吉瑞昔单抗(girentuximab)、维多汀格勒

巴木单抗 (glembatumumab  vedotin)、异贝莫单抗 (ibritumomab) (替伊莫单抗，

) 、伊 戈 伏 单 抗 ( i g o v o m a b ) 应 妥 木 单 抗

(intetumumab)、奥佐米星伊珠单抗(inotuzumab  ozogamicin)、易普利单抗、伊妥木单抗

(iratumumab)、拉贝珠单抗(labetuzumab) 来沙木单抗(lexatumumab)、

林妥珠单抗(lintuzumab)、鲁卡木单抗(lucatumumab)、鲁西单抗(lumiliximab)、马帕木单

抗(mapatumumab)、马妥珠单抗(matuzumab)、米拉珠单抗(milatuzumab)、明瑞莫单抗

(minretumomab)、米妥莫单抗(mitumomab)、他那可单抗(nacolomab  tafenatox)、他那莫单

抗(naptumomab  estafenatox)、奈西木单抗(necitumumab)、尼妥珠单抗(nimotuzumab)

巯 诺莫 单抗 (n o f e t u m o m a b  m e r p e n t a n)

奥法珠单抗(ofatumumab) 奥拉单抗(olaratumab)、

莫奥珠单抗(oportuzumab  monatox)、奥戈伏单抗(oregovomab) 帕尼单抗

(panitumumab) 佩姆莫单抗(pemtumomab) 帕妥珠单

抗(pertuzumab) 平妥单抗(pintumomab)、普立木单抗(pritumumab)、雷

莫芦单抗 (ramucirumab)、雷珠单抗 (ranibizumab) 利妥木单抗

(rilotumumab)、利妥昔单抗(rituximab) 罗妥木单抗

(robatumumab)、喷地肽沙妥莫单抗(satumomab  pendetide)、西罗珠单抗(sibrotuzumab)、

司妥昔单抗(siltuximab)、松妥珠单抗(sontuzumab)、特曲西坦塔卡珠单抗(tacatuzumab 

tetraxetan) 帕他莫单抗 (taplitumomab  paptox)、替妥莫单抗

(tenatumomab)、TGN1412、替西木单抗(ticilimumab)(曲美木单抗(tremelimumab))、替加

珠单抗(tigatuzumab)、TNX‑650、托西莫单抗(tositumomab) 曲妥珠单抗

(trastuzumab) 曲美木单抗、西莫白介素图考珠单抗(tucotuzumab 

celmoleukin)、维妥珠单抗(veltuzumab)、伏洛昔单抗(volociximab)、伏妥莫单抗
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(votumumab) 扎鲁木单抗(zalutumumab) 和扎

木单抗(zanolimumab)

[0459] 在其他实施方案中，多特异性分子与病毒性癌症治疗剂组合施用。示例性病毒性

癌症治疗剂包括但不限于痘苗病毒(vvDD‑CDSR)、癌胚抗原表达性麻疹病毒、重组痘苗病毒

(TK缺失加GM‑CSF)、西尼卡谷病毒‑001(Seneca  Valley  virus‑001)、新城病毒(Newcastle 

virus)、柯萨奇病毒A21(coxsackie  virus  A21)、GL‑ONC1、EBNA1  C末端/LMP2嵌合蛋白表

达性重组经修饰安卡拉痘苗(vaccinia  Ankara)疫苗、癌胚抗原表达性麻疹病毒、G207溶瘤

性病毒、表达p53的经修饰安卡拉痘苗病毒疫苗、OncoVEX  GM‑CSF经修饰单纯疱疹病毒1、鸡

痘病毒疫苗载体、重组痘苗前列腺特异性抗原疫苗、人乳头状瘤病毒16/18L1病毒样粒子/

AS04疫苗、MVA‑EBNA1/LMP2  Inj.疫苗、四价HPV疫苗、四价人乳头状瘤病毒(6、11、16、18型)

重组疫苗 重组鸡痘‑CEA(6D)/TRICOM疫苗；重组痘苗‑CEA(6D)‑TRICOM疫

苗、重组经修饰安卡拉痘苗‑5T4疫苗、重组鸡痘‑TRICOM疫苗、溶瘤性疱疹病毒NV1020、HPV 

L1  VLP疫苗V504、二价人乳头状瘤病毒(16和18型)疫苗 单纯疱疹病毒

HF10、Ad5CMV‑p53基因、重组痘苗DF3/MUC1疫苗、重组痘苗‑MUC‑1疫苗、重组痘苗‑TRICOM疫

苗、ALVAC  MART‑1疫苗、表达人前脑啡肽原(NP2)的复制缺陷性I型单纯疱疹病毒(HSV‑1)载

体、野生型呼肠孤病毒、3型呼肠孤病毒Dearing 溶瘤性病毒HSV1716、编

码艾伯斯坦‑巴尔病毒(Epstein‑Barr  virus)靶标抗原的基于经修饰安卡拉痘苗(MVA)的

重组疫苗、重组鸡痘‑前列腺特异性抗原疫苗、重组痘苗前列腺特异性抗原疫苗、重组痘苗‑

B7.1疫苗、rAd‑p53基因、Ad5‑Δ 24RGD、HPV疫苗580299、JX‑594(胸苷激酶经缺失痘苗病毒

加GM‑CSF)、HPV‑16/18L1/AS04、鸡痘病毒疫苗载体、痘苗‑酪氨酸酶疫苗、MEDI‑517HPV‑16/

18VLP  AS04疫苗、含有单纯疱疹病毒的胸苷激酶的腺病毒载体TK99UN、HspE7、FP253/氟达

拉滨、ALVAC(2)黑素瘤多抗原治疗性疫苗、ALVAC‑hB7.1、金丝雀痘‑hIL‑12黑素瘤疫苗、Ad‑

REIC/Dkk‑3、rAd‑IFN  SCH  721015、TIL‑Ad‑INFg、Ad‑ISF35和柯萨奇病毒A21(CVA21，

)。

[0460] 在其他实施方案中，多特异性分子与纳米药物组合施用。示例性癌症纳米药物包

括但不限于 (经紫杉醇结合的白蛋白纳米粒子)、CRLX101(缀合于基于环

糊精的线性聚合物的CPT)、CRLX288(多西他赛缀合于生物可降解聚合物聚(乳酸‑共‑乙醇

酸))、阿糖胞苷脂质体(脂质体Ara‑C，DEPOCYTTM)、柔红霉素脂质体

多 柔 比 星 脂 质 体 囊 封 柠 檬 酸 柔 红 霉 素 脂 质 体

和PEG抗VEGF适体

[0461] 在一些实施方案中，多特异性分子与紫杉醇或紫杉醇制剂例如 蛋白质

结合型紫杉醇(例如 )组合施用。示例性紫杉醇制剂包括但不限于纳米粒

子白蛋白结合型紫杉醇( 由Abraxis  Bioscience销售)、二十二碳六烯酸

结合型紫杉醇(DHA‑紫杉醇，泰索瑞辛(Taxoprexin)，由Protarga销售)、聚谷氨酸结合型紫

杉醇(PG‑紫杉醇，聚谷氨酸紫杉醇(paclitaxel  poliglumex)，CT‑2103，XYOTAX，由Cell 

Therapeutic销售)、肿瘤活化的前药(TAP)、ANG105(血管肽素‑2结合于三个紫杉醇分子，由

说　明　书 53/152 页

57

CN 118005799 A

57



ImmunoGen销售)、紫杉醇‑EC‑1(结合于erbB2识别肽EC‑1的紫杉醇；参见Li等,Biopolymers

(2007)87:225‑230)和葡萄糖缀合的紫杉醇(例如丁二酸2'‑紫杉醇酯甲酯2‑吡喃葡萄糖基

酯，参见Liu等,Bioorganic&Medicinal  Chemistry  Letters(2007)17:617‑620)。

[0462] 用于治疗癌症的示例性RNAi和反义RNA药剂包括但不限于CALAA‑01、siG12D 

LODER(局部药物溶出器(Local  Drug  EluteR))和ALN‑VSP02。

[0463] 其他癌症治疗剂包括但不限于细胞因子(例如阿地白介素(aldesleukin)(IL‑2，

白介素‑2， )、α干扰素(IFN‑α，干扰素α， A(干扰素α‑2b)、

(干扰素α‑2a))、阿法依伯汀(Epoetin  alfa) 非格司亭

(filgrastim)(G‑CSF，粒细胞集落刺激因子， )、GM‑CSF(粒细胞巨噬细胞集

落刺激因子，沙格司亭(sargramostim)，LEUKINETM)、IL‑11(白介素‑11，奥普瑞白介素

(oprelvekin)， )、干扰素α‑2b(PEG缀合物)(PEG干扰素，PEG‑INTRONTM)和培

非 格 司 亭 ( p e g f i l g r a s t i m ) ( N E U L A S T A T M ) ) 、激 素 治 疗 剂 (例 如 胺 鲁 米 特

(aminoglutethimide) 阿那曲唑(anastrozole) 比

卡鲁胺(bicalutamide) 依西美坦(exemestane) 氟羟

甲睾酮(fluoxymesterone) 氟他胺(flutamide) 氟

维司群(fulvestrant) 戈舍瑞林(goserelin) 来曲唑

(letrozole) 亮脯利特(leuprolide)(ELIGARDTM， LUPRON

VIADURTM)、甲地孕酮(megestrol)(乙酸甲地孕酮， )、尼鲁米特

(nilutamide) 奥曲肽(octreotide)(乙酸奥曲

肽 ， ) 、雷 洛 昔 芬 ( r a l o x i f e n e )

罗米 司亭 (r o m i p l o s t i m) 他莫 昔芬 (t a m o x i f e n)

和托瑞米芬(toremifene) )、磷酸脂酶A2抑制剂(例如

阿那格雷(anagrelide) )、生物应答调节剂(例如BCG

和阿法达贝泊汀(Darbepoetin  alfa) )、靶向治疗剂(例如硼替佐

米(bortezomib) 达沙替尼(dasatinib)(SPRYCELTM)、地尼白介素‑2

(denileukin  diftitox) 埃罗替尼(erlotinib) 依维莫司

(everolimus) 吉非替尼(gefitinib) 甲磺酸伊马替尼

(imatinib  mesylate)(STI‑571，GLEEVECTM)、拉帕替尼(lapatinib) 索拉

非尼(sorafenib) 和SU11248(舒尼替尼(sunitinib)， ))、免疫

调节剂和抗血管生成剂(例如CC‑5013(来那度胺(lenalidomide)， )和沙利

度胺(thalidomide) )、糖皮质类固醇(例如可的松(cortisone)(氢化可

的 松 、氢 化 可 的 松 磷 酸 钠、氢 化 可 的 松 丁 二 酸 钠、 H Y D R O C O R T

磷 酸 氢 可 酮 ) 、地 卡 特 隆
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(decadron)(地塞米松(dexamethasone)、乙酸地塞米松(dexamethasone  acetate)、地塞米

松磷酸钠、 )、甲基泼

尼松龙(methylprednisolone)(6‑甲基泼尼松龙、乙酸甲基泼尼松龙、甲基泼尼松龙丁二酸

酸钠、

)、泼尼松龙(prednisolone)

和泼尼松(prednisone) ( LIQUID

) ) 、和 双 膦 酸 盐 (例 如 帕 米 膦 酸 盐

(pamidronate) 和唑来膦酸(zoledronic  acid) )。

[0464] 在一些实施方案中，多特异性分子与酪氨酸激酶抑制剂(例如受体酪氨酸激酶

(RTK)抑制剂)组合使用。示例性酪氨酸激酶抑制剂包括但不限于表皮生长因子(EGF)途径

抑制剂(例如表皮生长因子受体(EGFR)抑制剂)、血管内皮生长因子(VEGF)途径抑制剂(例

如针对VEGF的抗体、VEGF陷阱(VEGF  trap)、血管内皮生长因子受体(VEGFR)抑制剂(例如

VEGFR‑1抑制剂、VEGFR‑2抑制剂、VEGFR‑3抑制剂))、血小板源性生长因子(PDGF)途径抑制

剂(例如血小板源性生长因子受体(PDGFR)抑制剂(例如PDGFR‑β抑制剂))、RAF‑1抑制剂、

KIT抑制剂和RET抑制剂。在一些实施方案中，与AHCM药剂组合使用的抗癌剂选自由以下组

成的组：阿西替尼(axitinib)(AG013736)、博舒替尼(bosutinib)(SKI‑606)、西地尼布

(cediranib)(RECENTINTM，AZD2171)、达沙替尼(dasatinib)( BMS‑354825)、

埃罗替尼(erlotinib) 吉非替尼(gefitinib) 伊马替尼

( i m a t i n i b) ( C G P 5 7 1 4 8 B，S T I ‑ 5 7 1 ) 、拉 帕 替 尼 ( l a p a t i n i b)

来他替尼(lestaurtinib)(CEP‑701)、来那替尼(neratinib)

(HKI‑272)、尼罗替尼(nilotinib) 司马沙尼(semaxanib)(司马沙尼，

SU5416)、舒尼替尼(sunitinib) ( SU11248)、托西尼布(toceranib)

凡德他尼 (v a n d e t a n i b) ( Z D 6 4 7 4) 、瓦他拉尼

(vatalanib)(PTK787，PTK/ZK)、曲妥珠单抗(trastuzumab) 贝伐单抗

(bevacizumab) 利妥昔单抗(rituximab) 西妥昔单抗

(cetuximab) 帕尼单抗 (panitumumab) 雷珠单抗

(ra ni bizuma b) 尼罗替尼 (nilo tini b) 索拉非尼

(sorafenib) 阿来珠单抗(alemtuzumab) 奥佐米星吉

妥单抗(gemtuzumab  ozogamicin) ENMD‑2076、PCI‑32765、AC220、乳酸

多韦替尼(dovitinib  lactate)(TKI258，CHIR‑258)、BIBW  2992(TOVOKTM)、SGX523、PF‑

04217903、PF‑02341066、PF‑299804、BMS‑777607、ABT‑869、MP470、BIBF  1120

AP24534、JNJ‑26483327、MGCD265、DCC‑2036、BMS‑690154、CEP‑11981、

替肟扎尼(tivozanib)(AV‑951)、OSI‑930、MM‑121、XL‑184、XL‑647、XL228、AEE788、AG‑490、

AST‑6、BMS‑599626、CUDC‑101、PD153035、培利替尼(pelitinib)(EKB‑569)、凡德他尼
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(vandetanib)(扎替玛(zactima))、WZ3146、WZ4002、WZ8040、ABT‑869(linifanib)、AEE788、

AP24534(泊那替尼(ponatinib))、AV‑951(替肟扎尼)、阿西替尼(axitinib)、BAY  73‑4506

(瑞戈非尼(regorafenib))、丙氨酸布立尼布(brivanib  alaninate)(BMS‑582664)、布立尼

布(BMS‑540215)、西地尼布(cediranib)(AZD2171)、CHIR‑258(多韦替尼(dovitinib))、CP 

673451、CYC116、E7080、Ki8751、马赛替尼(masitinib)(AB1010)、MGCD‑265、二磷酸莫替沙

尼(motesanib  diphosphate)(AMG‑706)、MP‑470、OSI‑930、盐酸帕唑帕尼(Pazopanib 

Hydrochloride)、PD173074、甲苯磺酸索拉非尼(Bay  43‑9006)、SU  5402、TSU‑68(SU6668)、

瓦他拉尼(vatalanib)、XL880(GSK1363089，EXEL‑2880)。所选酪氨酸激酶抑制剂选自舒尼

替尼、埃罗替尼、吉非替尼或索拉非尼。在一个实施方案中，酪氨酸激酶抑制剂是舒尼替尼。

[0465] 在一个实施方案中，多特异性分子与以下中的一者或多者组合施用：抗血管生成

剂或血管靶向剂或血管破坏剂。示例性抗血管生成剂包括但不限于VEGF抑制剂(例如抗

VEGF抗体，例如贝伐单抗)；VEGF受体抑制剂(例如伊曲康唑(itraconazole))；内皮细胞的

细胞增殖和/或迁移的抑制剂(例如羧基酰胺基三唑(carboxyamidotriazole)、TNP‑470)；

血管生成刺激物的抑制剂(例如苏拉明(suramin))以及其他抗血管生成剂。血管靶向剂

(VTA)或血管破坏剂(VDA)被设计来损害癌肿瘤的血管结构(血管)，从而导致中心性坏死

(综述于例如Thorpe,P.E.(2004)Clin.Cancer  Res.第10卷:415‑427页中)。VTA可为小分

子。示例性小分子VTA包括但不限于微管去稳性药物 (例如考布他汀A‑4磷酸二钠

(combretastatin  A‑4disodium  phosphate，CA4P)、ZD6126、AVE8062、Oxi  4503)；和伐地美

扎(vadimezan)(ASA404)。

[0466] 免疫检查点抑制剂

[0467] 在其他实施方案中，本文所述的方法包括与多特异性分子组合使用免疫检查点抑

制剂。方法可在体内用于治疗方案中。

[0468] 在各实施方案中，免疫检查点抑制剂抑制检查点分子。示例性检查点分子包括但

不限于CTLA4、PD1、PD‑L1、PD‑L2、TIM3、LAG3、CD160、2B4、CD80、CD86、B7‑H3(CD276)、B7‑H4

(VTCN1)、HVEM(TNFRSF14或CD270)、BTLA、KIR、I类MHC、II类MHC、GAL9、VISTA、BTLA、TIGIT、

LAIR1和A2aR。参见例如以引用的方式并入本文的Pardoll.Nat.Rev.Cancer12.4(2012):

252‑64。

[0469] 在各实施方案中，免疫检查点抑制剂是PD‑1抑制剂，例如抗PD‑1抗体诸如纳武单

抗(Nivolumab)、帕博利珠单抗(Pembrolizumab)或匹迪珠单抗(Pidilizumab)。纳武单抗

(也称为MDX‑1106、MDX‑1106‑04、ONO‑4538或BMS‑936558)是一种特异性抑制PD1的完全人

IgG4单克隆抗体。参见例如US  8,008,449和WO2006/121168。帕博利珠单抗(也称为兰罗利

珠单抗(Lambrolizumab)、MK‑3475、MK03475、SCH‑900475或 Merck)是一

种结合PD‑1的人源化IgG4单克隆抗体。参见例如Hamid ,O.等(2013)New  England  Journal 

of  Medicine  369(2):134–44，US  8,354,509以及WO2009/114335。匹迪珠单抗(也称为CT‑

011或Cure  Tech)是一种结合PD1的人源化IgG1k单克隆抗体。参见例如WO2009/101611。在

一个实施方案中，PD‑1的抑制剂是具有与纳武单抗、帕博利珠单抗或匹迪珠单抗的序列大

致上同一或类似的序列，例如与纳武单抗、帕博利珠单抗或匹迪珠单抗的序列具有至少

85％、90％、95％同一性或更高同一性的序列的抗体分子。额外抗PD1抗体例如AMP  514

(Amplimmune)例如描述于US  8,609,089、US2010028330和/或US20120114649中。
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[0470] 在一些实施方案中，PD‑1抑制剂是免疫粘附素，例如包含PD‑1配体(例如PD‑L1或

PD‑L2)的细胞外/PD‑1结合部分融合于恒定区(例如免疫球蛋白的Fc区)的免疫粘附素。在

各实施方案中，PD‑1抑制剂是AMP‑224(B7‑DCIg，例如描述于WO2011/066342和WO2010/

027827中)，其是一种阻断B7‑H1与PD‑1之间的相互作用的PD‑L2  Fc融合可溶性受体。

[0471] 在各实施方案中，免疫检查点抑制剂是PD‑L1抑制剂，例如抗体分子。在一些实施

方案中，PD‑L1抑制剂是YW243.55.S70、MPDL3280A、MEDI‑4736、MSB‑0010718C或MDX‑1105。

在一些实施方案中，抗PD‑L1抗体是MSB0010718C(也称为A09‑246‑2；Merck  Serono)，其是

结合PD‑L1的单克隆抗体。示例性人源化抗PD‑L1抗体例如描述于WO2013/079174中。在一个

实施方案中，PD‑L1抑制剂是抗PD‑L1抗体，例如YW243.55.S70。YW243.55.S70抗体例如描述

于WO  2010/077634中。在一个实施方案中，PD‑L1抑制剂是MDX‑1105(也称为BMS‑936559)，

其例如描述于WO2007/005874中。在一个实施方案中，PD‑L1抑制剂是MDPL3280A

(Genentech/Roche)，其是一种针对PD‑L1的人Fc优化的IgG1单克隆抗体。参见例如美国专

利号：7,943,743和美国公布号：20120039906。在一个实施方案中，PD‑L1的抑制剂是具有与

YW243.55.S70、MPDL3280A、MEDI‑4736、MSB‑0010718C或MDX‑1105的序列大致上同一或类似

的序列，例如与YW243.55.S70、MPDL3280A、MEDI‑4736、MSB‑0010718C或MDX‑1105的序列具

有至少85％、90％、95％同一性或更高同一性的序列的抗体分子。

[0472] 在各实施方案中，免疫检查点抑制剂是PD‑L2抑制剂，例如AMP‑224(其是一种阻断

PD1与B7‑H1之间的相互作用的PD‑L2  Fc融合可溶性受体)。参见例如WO2010/027827和

WO2011/066342。

[0473] 在一个实施方案中，免疫检查点抑制剂是LAG‑3抑制剂，例如抗LAG‑3抗体分子。在

各实施方案中，抗LAG‑3抗体是BMS‑986016(也称为BMS986016；Bristol‑Myers  Squibb)。

BMS‑986016和其他人源化抗LAG‑3抗体例如描述于US2011/0150892、WO2010/019570和

WO2014/008218中。

[0474] 在各实施方案中，免疫检查点抑制剂是TIM‑3抑制剂，例如抗TIM3抗体分子，例如

描述于美国专利号：8,552,156、WO  2011/155607、EP  2581113和美国公布号：2014/044728

中。

[0475] 在各实施方案中，免疫检查点抑制剂是CTLA‑4抑制剂，例如抗CTLA‑4抗体分子。示

例性抗CTLA4抗体包括曲美木单抗(来自Pfizer的IgG2单克隆抗体，先前称为替西木单抗、

CP‑675,206)；和易普利单抗(也称为MDX‑010，CAS号477202‑00‑9)。其他示例性抗CTLA‑4抗

体例如描述于美国专利号5,811,097中。

[0476] 本发明提供了包括但不限于以下实施方式：

[0477] 1.一种多特异性抗体分子，其包含：

[0478] i)结合第一抗原的第一抗原结合结构域，其中所述第一抗原结合结构域包含：

[0479] a)第一重链多肽(HCP1)，其包含：在与i)b)配对时足以允许所述第一抗原结合结

构域结合所述第一抗原的第一重链可变区序列(HCVRS)；和

[0480] b)λ轻链多肽(LLCP)，其包含：在与i)a)配对时足以允许所述第一抗原结合结构域

结合所述第一抗原的λ轻链可变区序列(LLCVRS)；以及

[0481] ii)结合第二抗原的第二抗原结合结构域，其中所述第二抗原结合结构域包含：

[0482] a)第二重链多肽(HCP2)，其包含：在与ii)b)配对时足以允许所述第二抗原结合结
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构域结合所述第二抗原的第二重链可变区序列(HCVRS)；和

[0483] b)κ轻链多肽(KLCP)，其包含：在与ii)a)配对时足以允许所述第二抗原结合结构

域结合所述第二抗原的κ轻链可变区序列(KLCVRS)，其中：

[0484] 1)所述第一HCVRS与选自表7的第3列、表8b的第2列或表5b的第2列的第一重链种

系序列具有至少75、80、85、90、95、98或100％序列同一性；

[0485] 2)所述LLCVRS与选自表7的第4列、表8b的第3列或表5b的第3列的λ轻链种系序列

具有至少75、80、85、90、95、98或100％序列同一性；

[0486] 3)所述第二HCVRS与选自表6的第3列、表8b的第5列或表5b的第4列的第二重链种

系序列具有至少75、80、85、90、95、98或100％序列同一性；或

[0487] 4)所述KLCVRS与选自表6的第4列、表8b的第6列或表5b的第5列的κ轻链种系序列

具有至少75、80、85、90、95、98或100％序列同一性。

[0488] 2.如实施方式1所述的多特异性抗体分子，其中1)所述第一HCVRS与选自表7的第3

列、表8b的第2列或表5b的第2列的第一重链种系序列具有至少75、80、85、90、95、98或100％

序列同一性。

[0489] 3.如实施方式2所述的多特异性抗体分子，其中2)所述LLCVRS与选自表7的第4列、

表8b的第3列或表5b的第3列的λ轻链种系序列具有至少75、80、85、90、95、98或100％序列同

一性。

[0490] 4.如实施方式2或3所述的多特异性抗体分子，其中3)所述第二HCVRS与选自表6的

第3列、表8b的第5列或表5b的第4列的第二重链种系序列具有至少75、80、85、90、95、98或

100％序列同一性。

[0491] 5.如实施方式2‑4中任一项所述的多特异性抗体分子，其中4)所述KLCVRS与选自

表6的第4列、表8b的第6列或表5b的第5列的κ轻链种系序列具有至少75、80、85、90、95、98或

100％序列同一性。

[0492] 6.如实施方式2‑5中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一重链种系序

列和所述λ轻链种系序列选自表7、表8b或表5b的单行。

[0493] 7.如实施方式2‑6中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一重链种系序

列、所述λ轻链种系序列和所述κ轻链种系序列选自表7、表8b或表5b的单行。

[0494] 8.如实施方式2‑7中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第二重链种系序

列和所述κ轻链种系序列选自表6、表8b或表5b的单行。

[0495] 9.如实施方式2‑8中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第二重链种系序

列、所述κ轻链种系序列和所述λ轻链种系序列选自表6、表8b或表5b的单行。

[0496] 10 .如实施方式2‑9中任一项所述的多特异性抗体分子，其中以下中的至少两者

(例如两者、三者或全部)选自表8b或表5b的单行：所述第一重链种系序列、所述λ轻链种系

序列、所述第二重链种系序列和所述κ轻链种系序列。

[0497] 11 .如实施方式1所述的多特异性抗体分子，其中2)所述LLCVRS与选自表7的第4

列、表8b的第3列或表5b的第3列的λ轻链种系序列具有至少75、80、85、90、95、98或100％序

列同一性。

[0498] 12.如实施方式11所述的多特异性抗体分子，其中1)所述第一HCVRS与选自表7的

第3列、表8b的第2列或表5b的第2列的第一重链种系序列具有至少75、80、85、90、95、98或
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100％序列同一性。

[0499] 13.如实施方式11或12所述的多特异性抗体分子，其中3)所述第二HCVRS与选自表

6的第3列、表8b的第5列或表5b的第4列的第二重链种系序列具有至少75、80、85、90、95、98

或100％序列同一性。

[0500] 14.如实施方式11‑13中任一项所述的多特异性抗体分子，其中4)所述KLCVRS与选

自表6的第4列、表8b的第6列或表5b的第5列的κ轻链种系序列具有至少75、80、85、90、95、98

或100％序列同一性。

[0501] 15.如实施方式11‑14中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一重链种系

序列和所述λ轻链种系序列选自表7、表8b或表5b的单行。

[0502] 16.如实施方式11‑15中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一重链种系

序列、所述λ轻链种系序列和所述κ轻链种系序列选自表7、表8b或表5b的单行。

[0503] 17.如实施方式11‑16中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第二重链种系

序列和所述κ轻链种系序列选自表6、表8b或表5b的单行。

[0504] 18.如实施方式11‑17中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第二重链种系

序列、所述κ轻链种系序列和所述λ轻链种系序列选自表6、表8b或表5b的单行。

[0505] 19.如实施方式11‑18中任一项所述的多特异性抗体分子，其中以下中的至少两者

(例如两者、三者或全部)选自表8b或表5b的单行：所述第一重链种系序列、所述λ轻链种系

序列、所述第二重链种系序列和所述κ轻链种系序列。

[0506] 20.如实施方式1所述的多特异性抗体分子，其中3)所述第二HCVRS与选自表6的第

3列、表8b的第5列或表5b的第4列的第二重链种系序列具有至少75、80、85、90、95、98或

100％序列同一性。

[0507] 21 .如实施方式20所述的多特异性抗体分子，其中1)所述第一HCVRS与选自表7的

第3列、表8b的第2列或表5b的第2列的第一重链种系序列具有至少75、80、85、90、95、98或

100％序列同一性。

[0508] 22.如实施方式20或21所述的多特异性抗体分子，其中2)所述LLCVRS与选自表7的

第4列、表8b的第3列或表5b的第3列的λ轻链种系序列具有至少75、80、85、90、95、98或100％

序列同一性。

[0509] 23.如实施方式20‑22中任一项所述的多特异性抗体分子，其中4)所述KLCVRS与选

自表6的第4列、表8b的第6列或表5b的第5列的κ轻链种系序列具有至少75、80、85、90、95、98

或100％序列同一性。

[0510] 24.如实施方式20‑23中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一重链种系

序列和所述λ轻链种系序列选自表7、表8b或表5b的单行。

[0511] 25.如实施方式20‑24中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一重链种系

序列、所述λ轻链种系序列和所述κ轻链种系序列选自表7、表8b或表5b的单行。

[0512] 26.如实施方式20‑25中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第二重链种系

序列和所述κ轻链种系序列选自表6、表8b或表5b的单行。

[0513] 27.如实施方式20‑26中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第二重链种系

序列、所述κ轻链种系序列和所述λ轻链种系序列选自表6、表8b或表5b的单行。

[0514] 28.如实施方式20‑27中任一项所述的多特异性抗体分子，其中以下中的至少两者
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(例如两者、三者或全部)选自表8b或表5b的单行：所述第一重链种系序列、所述λ轻链种系

序列、所述第二重链种系序列和所述κ轻链种系序列。

[0515] 29 .如实施方式1所述的多特异性抗体分子，其中4)所述KLCVRS与选自表6的第4

列、表8b的第6列或表5b的第5列的κ轻链种系序列具有至少75、80、85、90、95、98或100％序

列同一性。

[0516] 30.如实施方式29所述的多特异性抗体分子，其中1)所述第一HCVRS与选自表7的

第3列、表8b的第2列或表5b的第2列的第一重链种系序列具有至少75、80、85、90、95、98或

100％序列同一性。

[0517] 31.如实施方式29或30所述的多特异性抗体分子，其中2)所述LLCVRS与选自表7的

第4列、表8b的第3列或表5b的第3列的λ轻链种系序列具有至少75、80、85、90、95、98或100％

序列同一性。

[0518] 32.如实施方式29‑31中任一项所述的多特异性抗体分子，其中3)所述第二HCVRS

与选自表6的第3列、表8b的第5列或表5b的第4列的第二重链种系序列具有至少75、80、85、

90、95、98或100％序列同一性。

[0519] 33.如实施方式29‑32中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一重链种系

序列和所述λ轻链种系序列选自表7、表8b或表5b的单行。

[0520] 34.如实施方式29‑33中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一重链种系

序列、所述λ轻链种系序列和所述κ轻链种系序列选自表7、表8b或表5b的单行。

[0521] 35.如实施方式29‑34中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第二重链种系

序列和所述κ轻链种系序列选自表6、表8b或表5b的单行。

[0522] 36.如实施方式29‑35中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第二重链种系

序列、所述κ轻链种系序列和所述λ轻链种系序列选自表6、表8b或表5b的单行。

[0523] 37.如实施方式29‑36中任一项所述的多特异性抗体分子，其中以下中的至少两者

(例如两者、三者或全部)选自表8b或表5b的单行：所述第一重链种系序列、所述λ轻链种系

序列、所述第二重链种系序列和所述κ轻链种系序列。

[0524] 38.如实施方式1‑37中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一重链种系

序列、所述λ轻链种系序列、所述第二重链种系序列和所述κ轻链种系序列选自表8b或表5b

的单行。

[0525] 39.一种多特异性抗体分子，其包含：

[0526] i)结合第一抗原的第一抗原结合结构域，其中所述第一抗原结合结构域包含：

[0527] a)第一重链多肽(HCP1)，其包含：在与i)b)配对时足以允许所述第一抗原结合结

构域结合所述第一抗原的第一重链可变区序列(HCVRS)；和

[0528] b)λ轻链多肽(LLCP)，其包含：在与i)a)配对时足以允许所述第一抗原结合结构域

结合所述第一抗原的λ轻链可变区序列(LLCVRS)；以及

[0529] ii)结合第二抗原的第二抗原结合结构域，其中所述第二抗原结合结构域包含：

[0530] a)第二重链多肽(HCP2)，其包含：在与ii)b)配对时足以允许所述第二抗原结合结

构域结合所述第二抗原的第二重链可变区序列(HCVRS)；和

[0531] b)κ轻链多肽(KLCP)，其包含：在与ii)a)配对时足以允许所述第二抗原结合结构

域结合所述第二抗原的κ轻链可变区序列(KLCVRS)，其中：
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[0532] 所述多特异性抗体分子进一步包含辅助部分，其中所述辅助部分具有选自以下的

性质：

[0533] 1)所述辅助部分具有至少10、20、30、40、50、60、70、80、90或100kDa的分子量；

[0534] 2)所述辅助部分包含具有至少30、40、50、60、70、80、90或100个氨基酸残基的多

肽；

[0535] 3)所述辅助部分包含能够调节免疫细胞例如T细胞、B细胞、抗原呈递细胞(APC)或

NK细胞的活性的多肽；或

[0536] 4)所述辅助部分选自以下中的一者或多者：免疫细胞衔接物(例如CD40激动剂例

如CD40L多肽或激动性抗CD40抗体分子、或PD‑1结合部分例如PDL‑1的PD‑1结合序列或抗

PD‑1抗体分子)、细胞因子分子(例如IL‑2分子)、细胞因子拮抗剂(例如TGF‑β拮抗剂)、酶、

毒素或标记剂。

[0537] 40.如实施方式1‑38中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述多特异性抗体

分子进一步包含辅助部分，其中所述辅助部分具有选自以下的性质：

[0538] 1)所述辅助部分具有至少10、20、30、40、50、60、70、80、90或100kDa的分子量；

[0539] 2)所述辅助部分包含具有至少30、40、50、60、70、80、90或100个氨基酸残基的多

肽；

[0540] 3)所述辅助部分包含能够调节免疫细胞例如T细胞、B细胞、抗原呈递细胞(APC)或

NK细胞的活性的多肽；或

[0541] 4)所述辅助部分选自以下中的一者或多者：免疫细胞衔接物(例如CD40激动剂例

如CD40L多肽或激动性抗CD40抗体分子、或PD‑1结合部分例如PDL‑1的PD‑1结合序列或抗

PD‑1抗体分子)、细胞因子分子(例如IL‑2分子)、细胞因子拮抗剂(例如TGF‑β拮抗剂)、酶、

毒素或标记剂。

[0542] 41 .如实施方式39或40所述的多特异性抗体分子，其中所述辅助部分融合于所述

多特异性抗体分子的a、b、c或d的所述多肽。

[0543] 42.如实施方式39‑41中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述辅助部分融合

于以下中的任一者：所述多特异性抗体分子的所述HCP1、第一HCVRS、LLCP、LLCVRS、HCP2、第

二HCVRS、KLCP或KLCVRS，例如所述多特异性抗体分子的HCP1、第一HCVRS、LLCP、LLCVRS、

HCP2、第二HCVRS、KLCP或KLCVRS的C末端或N末端。

[0544] 43.如实施方式39‑41中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述HCP1包含第一

重链恒定区序列(HCCRS)(例如CH1、CH2和CH3序列)，其中所述辅助部分融合于所述第一

HCCRS，例如所述第一HCCRS的C末端。

[0545] 44.如实施方式39‑41中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述HCP2包含第二

重链恒定区序列(HCCRS)(例如CH1、CH2和CH3序列)，其中所述辅助部分融合于所述第二

HCCRS，例如所述第二HCCRS的C末端。

[0546] 45.如实施方式39‑41中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述LLCP包含λ轻
链恒定区序列(LLCCRS)，其中所述辅助部分融合于所述LLCCRS，例如所述LLCCRS的C末端。

[0547] 46.如实施方式39‑41中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述KLCP包含κ轻
链恒定区序列(KLCCRS)，其中所述辅助部分融合于所述KLCCRS，例如所述KLCCRS的C末端。

[0548] 47.如实施方式39‑46中任一项所述的多特异性抗体分子，其包含第一辅助部分和
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第二辅助部分，其中所述第一辅助部分或所述第二辅助部分具有选自以下的性质：

[0549] 1)所述第一辅助部分或所述第二辅助部分具有至少10、20、30、40、50、60、70、80、

90或100kDa的分子量；

[0550] 2)所述第一辅助部分或所述第二辅助部分包含具有至少30、40、50、60、70、80、90

或100个氨基酸残基的多肽；

[0551] 3)所述第一辅助部分或所述第二辅助部分包含能够调节免疫细胞例如T细胞、B细

胞、抗原呈递细胞(APC)或NK细胞的活性的多肽；或

[0552] 4)所述第一辅助部分或所述第二辅助部分选自以下中的一者或多者：免疫细胞衔

接物(例如CD40激动剂例如CD40L多肽或激动性抗CD40抗体分子、或PD‑1结合部分例如PDL‑

1的PD‑1结合序列或抗PD‑1抗体分子)、细胞因子分子(例如IL‑2分子)、细胞因子拮抗剂(例

如TGF‑β拮抗剂)、酶、毒素或标记剂。

[0553] 48.如实施方式47所述的多特异性抗体分子，其中所述第一辅助部分和所述第二

辅助部分是相同的。

[0554] 49.如实施方式47所述的多特异性抗体分子，其中所述第一辅助部分和所述第二

辅助部分是不同的。

[0555] 50.如实施方式47‑49中任一项所述的多特异性抗体分子，其中：

[0556] i)所述第一辅助部分融合于所述HCP1或所述HCP2，例如所述HCP1或所述HCP2的C

末端；以及

[0557] ii)所述第二辅助部分融合于所述LLCP或所述KLCP，例如所述LLCP或所述KLCP的C

末端。

[0558] 51.如实施方式47‑50中任一项所述的多特异性抗体分子，其中：

[0559] i)所述HCP1包含第一重链恒定区序列(HCCRS)(例如CH1、CH2和CH3序列)，其中所

述第一辅助部分融合于所述第一HCCRS，例如所述第一HCCRS的C末端；以及

[0560] ii)所述LLCP包含λ轻链恒定区序列(LLCCRS)，其中所述第二辅助部分融合于所述

LLCCRS，例如所述LLCCRS的C末端。

[0561] 52.如实施方式47‑50中任一项所述的多特异性抗体分子，其中：

[0562] i)所述HCP2包含第二重链恒定区序列(HCCRS)(例如CH1、CH2和CH3序列)，其中所

述辅助部分融合于所述第二HCCRS，例如所述第二HCCRS的C末端；以及

[0563] ii)所述KLCP包含κ轻链恒定区序列(KLCCRS)，其中所述辅助部分融合于所述

KLCCRS，例如所述KLCCRS的C末端。

[0564] 53.一种多特异性抗体分子，其包含：

[0565] i)结合第一抗原的第一抗原结合结构域，其中所述第一抗原结合结构域包含：

[0566] a)第一重链多肽(HCP1)，其包含：在与i)b)配对时足以允许所述第一抗原结合结

构域结合所述第一抗原的第一重链可变区序列(HCVRS)；和第一重链恒定区序列(HCCRS)

(例如第一CH1序列)，和

[0567] b)λ轻链多肽(LLCP)，其包含：在与i)a)配对时足以允许所述第一抗原结合结构域

结合所述第一抗原的λ轻链可变区序列(LLCVRS)；和λ轻链恒定区序列(LLCCRS)，以及

[0568] ii)结合第二抗原的第二抗原结合结构域，其中所述第二抗原结合结构域包含：

[0569] a)第二重链多肽(HCP2)，其包含：在与ii)b)配对时足以允许所述第二抗原结合结
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构域结合所述第二抗原的第二重链可变区序列(HCVRS)；和第二重链恒定区序列(HCCRS)

(例如第二CH1序列)，和

[0570] b)κ轻链多肽(KLCP)，其包含：在与ii)a)配对时足以允许所述第二抗原结合结构

域结合所述第二抗原的κ轻链可变区序列(KLCVRS)；和κ轻链恒定区序列(KLCCRS)，其中：

[0571] 1)所述多特异性抗体分子在所述第一HCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的

所述HCP1和所述LLCP的配对，促进所述HCP1和所述LLCP的优先配对的所述突变(例如相对

于天然存在的重链恒定区序列的突变)，或所述多特异性抗体分子在所述LLCCRS中不包含

相较于在无突变的情况下的所述HCP1和所述LLCP的配对，促进所述HCP1和所述LLCP的优先

配对的所述突变(例如相对于天然存在的λ轻链恒定区序列的突变)；以及

[0572] 2)所述多特异性抗体分子在所述第二HCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的

所述HCP2和所述KLCP的配对，促进所述HCP2和所述KLCP的优先配对的所述突变(例如相对

于天然存在的重链恒定区序列的突变)，或所述多特异性抗体分子在所述KLCCRS中不包含

相较于在无突变的情况下的所述HCP2和所述KLCP的配对，促进所述HCP2和所述KLCP的优先

配对的所述突变(例如相对于天然存在的κ轻链恒定区序列的突变)。

[0573] 54.如实施方式1‑52中任一项所述的多特异性抗体分子，其中

[0574] i)a)所述HCP1包含第一重链恒定区序列(HCCRS)(例如第一CH1序列)，

[0575] i)b)所述LLCP包含λ轻链恒定区序列(LLCCRS)，

[0576] ii)a)所述HCP2包含第二重链恒定区序列(HCCRS)(例如第二CH1序列)，以及

[0577] ii)b)所述KLCP包含κ轻链恒定区序列(KLCCRS)，其中：

[0578] 1)所述多特异性抗体分子在所述第一HCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的

所述HCP1和所述LLCP的配对，促进所述HCP1和所述LLCP的优先配对的所述突变(例如相对

于天然存在的重链恒定区序列的突变)，或所述多特异性抗体分子在所述LLCCRS中不包含

相较于在无突变的情况下的所述HCP1和所述LLCP的配对，促进所述HCP1和所述LLCP的优先

配对的所述突变(例如相对于天然存在的λ轻链恒定区序列的突变)；以及

[0579] 2)所述多特异性抗体分子在所述第二HCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的

所述HCP2和所述KLCP的配对，促进所述HCP2和所述KLCP的优先配对的所述突变(例如相对

于天然存在的重链恒定区序列的突变)，或所述多特异性抗体分子在所述KLCCRS中不包含

相较于在无突变的情况下的所述HCP2和所述KLCP的配对，促进所述HCP2和所述KLCP的优先

配对的所述突变(例如相对于天然存在的κ轻链恒定区序列的突变)。

[0580] 55.如实施方式53或54所述的多特异性抗体分子，其中所述多特异性抗体分子在

所述第一HCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的所述HCP1和所述LLCP的配对，使所述

HCP1和所述LLCP的优先配对增加至少1.5、2、3、4、5、6、7、8、9、10、20、30、40或50倍的所述突

变(例如相对于天然存在的重链恒定区序列的突变)，或所述多特异性抗体分子在所述

LLCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的所述HCP1和所述LLCP的配对，使所述HCP1和所

述LLCP的优先配对增加至少1.5、2、3、4、5、6、7、8、9、10、20、30、40或50倍的所述突变(例如

相对于天然存在的λ轻链恒定区序列的突变)。

[0581] 56.如实施方式53‑55中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述多特异性抗体

分子在所述第二HCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的所述HCP2和所述KLCP的配对，

使所述HCP2和所述KLCP的优先配对增加至少1.5、2、3、4、5、6、7、8、9、10、20、30、40或50倍的
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所述突变(例如相对于天然存在的重链恒定区序列的突变)，或所述多特异性抗体分子在所

述KLCCRS中不包含相较于在无突变的情况下的所述HCP2和所述KLCP的配对，使所述HCP2和

所述KLCP的优先配对增加至少1.5、2、3、4、5、6、7、8、9、10、20、30、40或50倍的所述突变(例

如相对于天然存在的κ轻链恒定区序列的突变)。

[0582] 57.一种多特异性抗体分子，其包含：

[0583] i)结合第一抗原的第一抗原结合结构域，其中所述第一抗原结合结构域包含：

[0584] a)第一重链多肽(HCP1)，其包含：在与i)b)配对时足以允许所述第一抗原结合结

构域结合所述第一抗原的第一重链可变区序列(HCVRS)；和第一重链恒定区序列(HCCRS)

(例如第一CH1序列)，和

[0585] b)λ轻链多肽(LLCP)，其包含：在与i)a)配对时足以允许所述第一抗原结合结构域

结合所述第一抗原的λ轻链可变区序列(LLCVRS)；和λ轻链恒定区序列(LLCCRS)，以及

[0586] ii)结合第二抗原的第二抗原结合结构域，其中所述第二抗原结合结构域包含：

[0587] a)第二重链多肽(HCP2)，其包含：在与ii)b)配对时足以允许所述第二抗原结合结

构域结合所述第二抗原的第二重链可变区序列(HCVRS)；和第二重链恒定区序列(HCCRS)

(例如第二CH1序列)，和

[0588] b)κ轻链多肽(KLCP)，其包含：在与ii)a)配对时足以允许所述第二抗原结合结构

域结合所述第二抗原的κ轻链可变区序列(KLCVRS)；和κ轻链恒定区序列(KLCCRS)，其中：

[0589] 1)所述多特异性抗体分子在所述第一HCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在

的重链恒定区序列的突变)，或所述多特异性抗体分子在所述LLCCRS中不包含突变(例如相

对于天然存在的λ轻链恒定区序列的突变)；以及

[0590] 2)所述多特异性抗体分子在所述第二HCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在

的重链恒定区序列的突变)，或所述多特异性抗体分子在所述KLCCRS中不包含突变(例如相

对于天然存在的κ轻链恒定区序列的突变)。

[0591] 58.如实施方式1‑56中任一项所述的多特异性抗体分子，其包含：

[0592] i)a)所述HCP1包含第一重链恒定区序列(HCCRS)(例如第一CH1序列)，

[0593] i)b)所述LLCP包含λ轻链恒定区序列(LLCCRS)，

[0594] ii)a)所述HCP2包含第二重链恒定区序列(HCCRS)(例如第二CH1序列)，以及

[0595] ii)b)所述KLCP包含κ轻链恒定区序列(KLCCRS)，其中：

[0596] 1)所述多特异性抗体分子在所述第一HCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在

的重链恒定区序列的突变)，或所述多特异性抗体分子在所述LLCCRS中不包含突变(例如相

对于天然存在的λ轻链恒定区序列的突变)；以及

[0597] 2)所述多特异性抗体分子在所述第二HCCRS中不包含突变(例如相对于天然存在

的重链恒定区序列的突变)，或所述多特异性抗体分子在所述KLCCRS中不包含突变(例如相

对于天然存在的κ轻链恒定区序列的突变)。

[0598] 59.如实施方式57或58所述的多特异性抗体分子，其中所述多特异性抗体分子在

以下中的任一者中不包含突变：所述第一HCCRS、所述LLCCRS、所述第二HCCRS和所述KLCCRS

(例如相对于天然存在的重链恒定区序列、天然存在的λ轻链恒定区序列或天然存在的κ轻
链恒定区序列的突变)。

[0599] 60.一种多特异性抗体分子，其包含：
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[0600] i)结合第一抗原的第一抗原结合结构域，其中所述第一抗原结合结构域包含：

[0601] a)第一重链多肽(HCP1)，其包含：在与i)b)配对时足以允许所述第一抗原结合结

构域结合所述第一抗原的第一重链可变区序列(HCVRS)；和第一重链恒定区序列(HCCRS)

(例如第一CH1序列)，和

[0602] b)λ轻链多肽(LLCP)，其包含：在与i)a)配对时足以允许所述第一抗原结合结构域

结合所述第一抗原的λ轻链可变区序列(LLCVRS)；和λ轻链恒定区序列(LLCCRS)，以及

[0603] ii)结合第二抗原的第二抗原结合结构域，其中所述第二抗原结合结构域包含：

[0604] a)第二重链多肽(HCP2)，其包含：在与ii)b)配对时足以允许所述第二抗原结合结

构域结合所述第二抗原的第二重链可变区序列(HCVRS)；和第二重链恒定区序列(HCCRS)

(例如第二CH1序列)，和

[0605] b)κ轻链多肽(KLCP)，其包含：在与ii)a)配对时足以允许所述第二抗原结合结构

域结合所述第二抗原的κ轻链可变区序列(KLCVRS)；和κ轻链恒定区序列(KLCCRS)，其中：

[0606] 1)所述第一HCCRS包含天然存在的重链恒定区序列，或所述LLCCRS包含天然存在

的λ轻链恒定区序列；以及

[0607] 2)所述第二HCCRS包含天然存在的重链恒定区序列，或所述KLCCRS包含天然存在

的κ轻链恒定区序列。

[0608] 61.如实施方式1‑59中任一项所述的多特异性抗体分子，其中：

[0609] i)a)所述HCP1包含第一重链恒定区序列(HCCRS)(例如第一CH1序列)，

[0610] i)b)所述LLCP包含λ轻链恒定区序列(LLCCRS)，

[0611] ii)a)所述HCP2包含第二重链恒定区序列(HCCRS)(例如第二CH1序列)，以及

[0612] ii)b)所述KLCP包含κ轻链恒定区序列(KLCCRS)，其中：

[0613] 1)所述第一HCCRS包含天然存在的重链恒定区序列，或所述LLCCRS包含天然存在

的λ轻链恒定区序列；以及

[0614] 2)所述第二HCCRS包含天然存在的重链恒定区序列，或所述KLCCRS包含天然存在

的κ轻链恒定区序列。

[0615] 62.如实施方式60或61所述的多特异性抗体分子，其中：

[0616] i)所述第一HCCRS包含天然存在的重链恒定区序列，

[0617] ii)所述LLCCRS包含天然存在的λ轻链恒定区序列，

[0618] iii)所述第二HCCRS包含天然存在的重链恒定区序列，以及

[0619] iv)所述KLCCRS包含天然存在的κ轻链恒定区序列。

[0620] 63 .如实施方式1‑62中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述HCP1与所述

LLCP的结合优先于与所述KLCP的结合。

[0621] 64 .如实施方式1‑63中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述LLCP与所述

HCP1的结合优先于与所述HCP2的结合。

[0622] 65 .如实施方式1‑64中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述HCP2与所述

KLCP的结合优先于与所述LLCP的结合。

[0623] 66 .如实施方式1‑65中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述KLCP与所述

HCP2的结合优先于与所述HCP1的结合。

[0624] 67.如实施方式1‑66中任一项所述的多特异性抗体分子，其中相比于对所述KLCP，
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所述HCP1对所述LLCP具有更高的亲和力，例如实质上更高的亲和力(例如所述HCP1与所述

LLCP之间的结合的KD是所述HCP1与所述KLCP之间的结合的KD的至多50％、40％、30％、20％、

10％、1％、0.1％或0.01％)。

[0625] 68.如实施方式1‑67中任一项所述的多特异性抗体分子，其中相比于对所述HCP2，

所述LLCP对所述HCP1具有更高的亲和力，例如实质上更高的亲和力(例如所述LLCP与所述

HCP1之间的结合的KD是所述LLCP与所述第一HCP2之间的结合的KD的至多50％、40％、30％、

20％、10％、1％、0.1％或0.01％)。

[0626] 69.如实施方式1‑68中任一项所述的多特异性抗体分子，其中相比于对所述LLCP，

所述HCP2对所述KLCP具有更高的亲和力，例如实质上更高的亲和力(例如所述HCP2与所述

KLCP之间的结合的KD是所述HCP2与所述LLCP之间的结合的KD的至多50％、40％、30％、20％、

10％、1％、0.1％或0.01％)。

[0627] 70.如实施方式1‑69中任一项所述的多特异性抗体分子，其中相比于对所述HCP1，

所述KLCP对所述HCP2具有更高的亲和力，例如实质上更高的亲和力(例如所述KLCP与所述

HCP2之间的结合的KD是所述KLCP与所述HCP1之间的结合的KD的至多50％、40％、30％、20％、

10％、1％、0.1％或0.01％)。

[0628] 71 .如实施方式1‑70中任一项所述的多特异性抗体分子，其中在所述KLCP存在下

所述HCP1与所述LLCP之间的结合百分比是至少75、80、90、95、98、99或99.5％。

[0629] 72.如实施方式1‑71中任一项所述的多特异性抗体分子，其中在所述HCP2存在下

所述HCP1与所述LLCP之间的结合百分比是至少75、80、90、95、98、99或99.5％。

[0630] 73.如实施方式1‑72中任一项所述的多特异性抗体分子，其中在所述LLCP存在下

所述HCP2与所述KLCP之间的结合百分比是至少75、80、90、95、98、99或99.5％。

[0631] 74.如实施方式1‑73中任一项所述的多特异性抗体分子，其中在所述HCP1存在下

所述HCP2与所述KLCP之间的结合百分比是至少75、80、90、95、98、99或99.5％。

[0632] 75.如实施方式1‑74中任一项所述的多特异性抗体分子，其中当所述HCP1、LLCP、

HCP2和KLCP在预选条件下，例如在例如处于pH  7下的水性缓冲液中，在例如处于pH  7下的

盐水中，或在生理条件下存在时：

[0633] i)至少70、75、80、90、95、98、99、99.5或99.9％的所述HCP1与所述LLCP复合或对

接；

[0634] ii)至少70、75、80、90、95、98、99、99.5或99.9％的所述LLCP与所述HCP1复合或对

接；

[0635] iii)至少70、75、80、90、95、98、99、99.5或99.9％的所述HCP2与所述KLCP复合或对

接；或

[0636] iv)至少70、75、80、90、95、98、99、99.5或99.9％的所述KLCP与所述HCP2复合或对

接。

[0637] 76 .如实施方式1‑75中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述HCP1与所述

HCP2复合或对接。

[0638] 77.如实施方式1‑76中任一项所述的多特异性抗体分子，其中相比于对第二HCP1

分子，所述HCP1对HCP2具有更大的亲和力，例如实质上更大的亲和力。

[0639] 78.如实施方式1‑77中任一项所述的多特异性抗体分子，其中相比于对第二HCP2
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分子，所述HCP2对HCP1具有更大的亲和力，例如实质上更大的亲和力。

[0640] 79.如实施方式1‑78中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述HCP1包含这样

的序列元件，相较于将在不存在所述序列元件下例如当天然存在的序列替换所述序列元件

时所见的HCP1‑HCP2配对:HCP1‑HCP1配对的比率，所述序列元件使所述HCP1‑HCP2配对:

HCP1‑HCP1配对的比率增加。

[0641] 80.如实施方式1‑79中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述HCP2包含这样

的序列元件，相较于将在不存在所述序列元件下例如当天然存在的序列替换所述序列元件

时所见的HCP1‑HCP2配对:HCP2‑HCP2配对的比率，所述序列元件使所述HCP1‑HCP2配对:

HCP2‑HCP2配对的比率增加。

[0642] 81 .如实施方式79或80所述的多特异性抗体，其中所述序列元件不是天然存在的

恒定区序列。

[0643] 82.如实施方式79或80所述的多特异性抗体，其中所述序列元件安置在CH3中。

[0644] 83.如实施方式1‑82中任一项所述的多特异性抗体，其中选择HCP1和HCP2中的一

者或两者以使与异二聚化(例如HCP2‑HCP2)相对比的自二聚化(例如HCP1‑HCP1)最小。

[0645] 84.如实施方式1‑83中任一项所述的多特异性抗体分子，其中HCP1和HCP2是配对

的突起/空腔例如杵和臼对的成员。

[0646] 85.如实施方式1‑83中任一项所述的多特异性抗体分子，其中HCP1‑HCP2配对由静

电相互作用促进。

[0647] 86.如实施方式1‑83中任一项所述的多特异性抗体分子，其中HCP1‑HCP2配对由链

交换促进。

[0648] 87.如实施方式1‑83中任一项所述的多特异性抗体分子，其中HCP1和HCP2不是配

对的突起/空腔例如杵和臼对的成员。

[0649] 88.如实施方式1‑76中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述HCP1包含第一

重链恒定区序列(HCCRS)，其中所述第一HCCRS不包含突变(例如相对于天然存在的重链恒

定区序列的突变)。

[0650] 89.如实施方式1‑76中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述HCP2包含第二

重链恒定区序列(HCCRS)，其中所述第二HCCRS不包含突变(例如相对于天然存在的重链恒

定区序列的突变)。

[0651] 90.如实施方式1‑76中任一项所述的多特异性抗体分子，其中：

[0652] i)所述HCP1包含第一重链恒定区序列(HCCRS)，其中所述第一HCCRS不包含突变

(例如相对于天然存在的重链恒定区序列的突变)；以及

[0653] ii)所述HCP2包含第二重链恒定区序列(HCCRS)，其中所述第二HCCRS不包含突变

(例如相对于天然存在的重链恒定区序列的突变)。

[0654] 91 .如实施方式1‑76中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述HCP1包含第一

CH2结构域序列和第一CH3结构域序列，其中所述第一CH2结构域序列和所述第一CH3结构域

序列不包含突变(例如相对于天然存在的CH2结构域序列或天然存在的CH3结构域序列的突

变)。

[0655] 92.如实施方式1‑76中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述HCP2包含第二

CH2结构域序列和第二CH3结构域序列，其中所述第二CH2结构域序列和所述第二CH3结构域
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序列不包含突变(例如相对于天然存在的CH2结构域序列或天然存在的CH3结构域序列的突

变)。

[0656] 93.如实施方式1‑76中任一项所述的多特异性抗体分子，其中：

[0657] i)所述HCP1包含第一CH2结构域序列和第一CH3结构域序列，其中所述第一CH2结

构域序列和所述第一CH3结构域序列不包含突变(例如相对于天然存在的CH2结构域序列或

天然存在的CH3结构域序列的突变)；以及

[0658] ii)所述HCP2包含第二CH2结构域序列和第二CH3结构域序列，其中所述第二CH2结

构域序列和所述第二CH3结构域序列不包含突变(例如相对于天然存在的CH2结构域序列或

天然存在的CH3结构域序列的突变)。

[0659] 94.如实施方式1‑93中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述HCP1源于在体

内或在体外以λ抗体形式产生的抗体。

[0660] 95.如实施方式1‑94中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述HCP2源于在体

内或在体外以κ抗体形式产生的抗体。

[0661] 96 .如实施方式1‑95中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述HCP1和所述

LLCP包含选自表18(例如如表18中所配对)或表5a(例如如表5a中所配对)的氨基酸序列或

其功能性变体或片段。

[0662] 97 .如实施方式1‑96中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述HCP2和所述

KLCP包含选自表18(例如如表18中所配对)或表5a(例如如表5a中所配对)的氨基酸序列或

其功能性变体或片段。

[0663] 98 .如实施方式1‑97中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述HCP1、LLCP、

HCP2和KLCP包含选自表18(例如表18的单一单元格)或表5a(例如表5a的单行)的氨基酸序

列或其功能性变体或片段。

[0664] 99.如实施方式1‑98中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一抗原或所

述第二抗原是肿瘤抗原，例如胰腺肿瘤抗原、肺肿瘤抗原或结肠直肠肿瘤抗原。

[0665] 100.如实施方式1‑99中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一抗原或所

述第二抗原选自：PD‑L1、HER3、TROP2、间皮素、IGF‑1R或CA19‑9。

[0666] 101 .如实施方式1‑100中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一抗原或

所述第二抗原选自：PD‑L1、HER3、TROP2、VEGF‑A、EGFR、MUC1、DLL4或HGF。

[0667] 102.如实施方式1‑101中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一抗原或

所述第二抗原选自：PD‑L1、HER3、TROP2、VEGF‑A、EGFR、MUC1、MAGE‑A3、gpA33、NY‑ESO‑1、

ANG2、RSPO3、HER2、CEACAM5或CEA。

[0668] 103.如实施方式1‑102中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一抗原或

所述第二抗原是免疫效应细胞例如T细胞、NK细胞或骨髓细胞的抗原。

[0669] 104.如实施方式1‑103中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一抗原或

所述第二抗原选自：CD3、PD‑1、LAG‑3、TIM‑3、CTLA‑4、VISTA、TIGIT、PD‑L1、B7‑H3、4‑1BB或

ICOS。

[0670] 105.如实施方式1‑104中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一抗原是

肿瘤抗原例如间皮素，并且所述第二抗原是选自NKP30、PD‑L1、CD3、NKG2D、CD47、4‑1BB或

NKP46的抗原；或所述第二抗原是肿瘤抗原例如间皮素，并且所述第一抗原是选自NKP30、
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PD‑L1、CD3、NKG2D、CD47、4‑1BB或NKP46的抗原。

[0671] 106.如实施方式1‑105中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一抗原是

IGF1R，并且所述第二抗原是HER3，或所述第二抗原是IGF1R，并且所述第一抗原是HER3。

[0672] 107.如实施方式1‑105中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一抗原是

间皮素，并且所述第二抗原是PD‑L1，或所述第二抗原是间皮素，并且所述第一抗原是PD‑

L1。

[0673] 108.如实施方式1‑105中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一抗原是

CTLA4，并且所述第二抗原是IL12β，或所述第二抗原是CTLA4，并且所述第一抗原是IL12β。
[0674] 109.如实施方式1‑105中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一抗原是

CTLA4，并且所述第二抗原是TRAILR2，或所述第二抗原是CTLA4，并且所述第一抗原是

TRAILR2。

[0675] 110.如实施方式1‑105中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一抗原是

CTLA4，并且所述第二抗原是CD221，或所述第二抗原是CTLA4，并且所述第一抗原是CD221。

[0676] 111 .如实施方式1‑105中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一抗原是

PD1，并且所述第二抗原是TRAILR2，或所述第二抗原是PD1，并且所述第一抗原是TRAILR2。

[0677] 112.如实施方式1‑105中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一抗原是

PD1，并且所述第二抗原是PDL1，或所述第二抗原是PD1，并且所述第一抗原是PDL1。

[0678] 113.如实施方式1‑105中任一项所述的多特异性抗体分子，其中所述第一抗原是

PD1，并且所述第二抗原是PDL1，或所述第二抗原是PD1，并且所述第一抗原是PDL1。

[0679] 114.如实施方式1‑113中任一项所述的多特异性抗体分子，其进一步包含IL‑2分

子或CD40激动剂例如CD40L多肽或激动性抗CD40抗体分子。

[0680] 115.一种核酸，其编码如实施方式1‑114中任一项所述的HCP1、LLCP、HCP2或KLCP

中的一者、两者、三者或全部。

[0681] 116.一种载体，其包含如实施方式115所述的核酸。

[0682] 117.一种宿主细胞，其包含如实施方式114所述的核酸或如实施方式116所述的载

体。

[0683] 118.一种制备HCP1、LLCP、HCP2或KLCP中的一者、两者、三者或全部的方法，其包括

培养如实施方式117所述的细胞，以由此产生HCP1、LLCP、HCP2或KLCP中的一者、两者、三者

或全部。

[0684] 119.一种制备包含HCP1、LLCP、HCP2和KLCP的多特异性抗体分子例如实施方式1‑

114中任一项的多特异性抗体分子的方法，其包括：

[0685] 在适于HCP1、LLCP、HCP2和KLCP的缔合的条件下使HCP1、LLCP、HCP2和KLCP组合；

[0686] 由此制备包含HCP1、LLCP、HCP2和KLCP的多特异性抗体分子。

[0687] 120.如实施方式118或119所述的方法，其中所述方法以高产率产生正确配对的κ/
λ多特异性抗体分子。

[0688] 121.一种制剂，其包含如实施方式1‑88中任一项所述的多特异性抗体分子。

[0689] 122 .一种多特异性抗体分子的制剂，其中至少50、60、70、80、90、95、98、99或

99.9％的所述多特异性抗体分子包含：

[0690] λ轻链多肽(LLCP)与第一重链多肽(HCP1)复合或对接；以及
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[0691] κ轻链多肽(KLCP)与第二重链多肽(HCP2)复合或对接，其中：

[0692] 所述HCP1与所述HCP2复合或对接。

[0693] 123.如实施方式122所述的制剂，其中所述多特异性抗体分子包括如实施方式1‑

114中任一项所述的多特异性抗体分子。

[0694] 124.如实施方式121‑123中任一项所述的制剂，其中所述制剂是药学上接受的制

剂，并且例如包含药学上可接受的稀释剂或赋形剂。

[0695] 125.一种药物组合物，其包含如实施方式1‑114中任一项所述的多特异性抗体分

子和药学上可接受的稀释剂或赋形剂。

[0696] 126.一种向受试者提供多特异性抗体分子的方法，其包括：

[0697] 向所述受试者提供包含如实施方式1‑114中任一项所述的多特异性抗体分子的药

物制剂。

[0698] 127.一种治疗有需要的受试者的方法，所述方法包括：向所述受试者施用有效量

的如实施方式1‑114中任一项所述的多特异性抗体分子或如实施方式125所述的药物组合

物。

[0699] 实施例

[0700] 以下实施例意图具有说明性，并且无论如何都不意图具有限制性。

[0701] 方法

[0702] 1.构建NanoBiT构建体的质粒。

[0703] 将编码蛋白质序列的DNA针对在灰仓鼠(Cricetulus  griseus)中表达加以优化，

合成，并且使用Gateway克隆来克隆至pcDNA3.4‑TOPO(Life  Technologies  A14697)中。所

用核酸序列显示于表1中。

[0704] 表1.ORF的核酸序列。

说　明　书 70/152 页

74

CN 118005799 A

74



[0705]

说　明　书 71/152 页

75

CN 118005799 A

75



[0706]

说　明　书 72/152 页

76

CN 118005799 A

76



[0707]

说　明　书 73/152 页

77

CN 118005799 A

77



[0708]

说　明　书 74/152 页

78

CN 118005799 A

78



[0709]

说　明　书 75/152 页

79

CN 118005799 A

79



[0710]

说　明　书 76/152 页

80

CN 118005799 A

80



[0711]

说　明　书 77/152 页

81

CN 118005799 A

81



[0712]

说　明　书 78/152 页

82

CN 118005799 A

82



[0713]

说　明　书 79/152 页

83

CN 118005799 A

83



[0714]

说　明　书 80/152 页

84

CN 118005799 A

84



[0715]

说　明　书 81/152 页

85

CN 118005799 A

85



[0716]

说　明　书 82/152 页

86

CN 118005799 A

86



[0717]

说　明　书 83/152 页

87

CN 118005799 A

87



[0718]

说　明　书 84/152 页

88

CN 118005799 A

88



[0719]

说　明　书 85/152 页

89

CN 118005799 A

89



[0720]

说　明　书 86/152 页

90

CN 118005799 A

90



[0721]

说　明　书 87/152 页

91

CN 118005799 A

91



[0722]

说　明　书 88/152 页

92

CN 118005799 A

92



[0723]

说　明　书 89/152 页

93

CN 118005799 A

93



[0724]

说　明　书 90/152 页

94

CN 118005799 A

94



[0725]

说　明　书 91/152 页

95

CN 118005799 A

95



[0726]

说　明　书 92/152 页

96

CN 118005799 A

96



[0727]

说　明　书 93/152 页

97

CN 118005799 A

97



[0728]

说　明　书 94/152 页

98

CN 118005799 A

98



[0729]

说　明　书 95/152 页

99

CN 118005799 A

99



[0730]

说　明　书 96/152 页

100

CN 118005799 A

100



[0731]

说　明　书 97/152 页

101

CN 118005799 A

101



[0732]

说　明　书 98/152 页

102

CN 118005799 A

102



[0733]

说　明　书 99/152 页

103

CN 118005799 A

103



[0734]

说　明　书 100/152 页

104

CN 118005799 A

104



[0735]

说　明　书 101/152 页

105

CN 118005799 A

105



[0736]

说　明　书 102/152 页

106

CN 118005799 A

106



[0737]

说　明　书 103/152 页

107

CN 118005799 A

107



[0738]

说　明　书 104/152 页

108

CN 118005799 A

108



[0739]

说　明　书 105/152 页

109

CN 118005799 A

109



[0740]

[0741] 2.NanoBiT构建体的表达和纯化。

[0742] 将质粒共转染至ExpiCHO细胞(Life  Technologies  A29127)中。对于多特异性构

建体，以1:1:1重链:轻链:竞争轻链的比率使用每升1mg总DNA进行转染。根据制造商说明书

进行ExpiCHO转染。在转染之后，使ExpiCHO细胞在32℃下在5％CO2下生长7天。通过在3000x 

g下离心来使细胞沉淀。将CaptureSelect  CH1‑XL亲和树脂(GE  2943452010)添加至上清液

中，并且在室温下孵育1‑3小时。将树脂装填至烧结过滤板(Nunc烧结深孔过滤板278011)
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中，用3x  1mL杜贝卡氏磷酸盐缓冲盐水(Dulbecco’s  phosphate‑buffered  saline，DPBS，

Life  Technologies  14190‑144)洗涤。用20mM柠檬酸盐、100mM  NaCl(pH  2.9)从柱洗脱结

合的蛋白质。洗脱级分使用1M  Tris‑HCl(pH  8.0)中和。表2显示所有NanoBiT构建体的氨基

酸序列。

[0743] 表2.NanoBiT构建体的氨基酸序列。所有构建体都含有Igκ前导序列(SEQ  ID  NO 

214：METDTLLLWVLLLWVPGSTG)。

[0744]
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[0757]

[0758] 3.NanoBiT竞争测定。

[0759] 首先，进行NanoBiT测定以测试在竞争λ轻链多肽(LLCP)存在下，重链多肽(HCP2)

与它的同源κ轻链多肽(KLCP)之间的结合。如图3A‑图3C中所示，使LgBiT融合于HCP2的C末

端，并且使SmBiT融合于KLCP的C末端。竞争LLCP以未修饰链形式表达。当HCP2和KLCP形成

Fab时，LgBiT和SmBiT产生具有荧光素酶活性的完全功能性NanoLuc结构域(图3A)。当HCP2

和LLCP形成Fab时，NanoLuc不是完整的，并且是非活性的(图3B)。LLCP和KLCP对HCP2的1:1:

1竞争产生具有功能性NanoLuc的HCP2/KLCP  Fab和具有非功能性NanoLuc的HCP2/LLCP  Fab

(图3C)。各测试都包括其中不存在竞争轻链的阳性对照，以及其中竞争轻链是不具有SmBiT

融合的相同KLCP的阴性对照。阳性对照代表100％配对；而阴性对照代表50％配对。将阳性

对照和阴性对照的发光读数(分别是100％和50％)和各测试对在竞争轻链存在下的发光读

数进行比较以定量各测试对的配对百分比。

[0760] 类似的NanoBiT测定用于测试在竞争κ链多肽(KLCP)存在下，重链多肽(HCP1)与λ
轻链多肽(LLCP)之间的结合(图4A‑图4C)。在这个测定中，使LgBiT融合于HCP1的C末端，并

且使SmBiT融合于LLCP的C末端。竞争KLCP以未修饰轻链形式表达。HCP1、LLCP和KLCP在1:1:

1下的表达导致形成具有功能性NanoLuc的HCP1/LLCP  Fab，以及具有非功能性NanoLuc的

HCP1/KLCP  Fab(图4C)。类似地，将各测试对在竞争轻链存在下的发光读数与阳性对照(不

存在竞争轻链；100％配对)和阴性对照(竞争轻链是不具有SmBiT融合的相同LLCP；50％配

对)的那些发光读数进行比较以确定各测试对的配对百分比。

[0761] NanoBiT竞争测定在96孔板中用100μL蛋白质在1μg/mL下进行。遵循制造商说明书

制备Promega  Nano‑Glo(N1110)测定系统的5x储备溶液。各孔接收20μL  5x  NanoLuc储备溶

液，并且使用SpectraMax  i3x酶标仪立刻读取板的发光。

[0762] 4.多特异性分子的表达和纯化。

[0763] 将质粒共转染至Expi293细胞(Life  Technologies  A14527)或ExpiCHO细胞(Life 

Technologies  A29127)中。对于多特异性构建体，以1:1杵重链:臼重链比率和3:2轻链:重

链比率使用1mg总DNA进行转染。为探究在各链的表达中的可能失衡，使用杵重链DNA与臼重

链DNA的在3:1至1:3的范围内的不同重链比率，以相同3:2轻链:重链比率进行转染。在

Expi293细胞中的转染使用线性25,000Da聚乙烯亚胺(PEI，Polysciences  Inc  23966)与总

D N A 为 3 : 1 的 比 率 进 行 。将 D N A 和 P E I 各 自 添 加 至 5 0 m L  O p t i M e m ( L i f e 

Technologies31985088)培养基中，并且进行无菌过滤。使DNA和PEI组合10分钟，并且添加
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至细胞密度为1.8–2.8x  106个细胞/毫升和活力为至少95％的Expi293细胞中。根据制造商

说明书进行ExpiCHO转染。在转染之后，使Expi293细胞在加湿孵育器中在37℃下在8％CO2
下生长5‑7天，并且使ExpiCHO细胞在32℃下在5％CO2下生长14天。通过在18,000x  g下离心

来使细胞沉淀，并且上清液经0.2μm膜过滤。将蛋白A树脂(GE  17‑1279‑03)添加至经过滤的

上清液中，并且在室温下孵育1‑3小时。将树脂装填至柱中，用3x  10个柱体积的杜贝卡氏磷

酸盐缓冲盐水(DPBS，Life  Technologies  14190‑144)洗涤。用20mM柠檬酸盐、100mM  NaCl

(pH  2 .9)从柱洗脱结合的蛋白质。必要时，使用尺寸排阻色谱法，用DPBS运行缓冲液在

Superdex  200柱上进一步纯化蛋白质。

[0764] 表4含有为多特异性构建体所特有的序列。表2中所示的一些轻链序列也用于表达

多特异性构建体。表达总计如上所述12种多特异性分子。这些分子的氨基酸序列提供在表

5a中。表5b提供多特异性分子的相应种系序列。

[0765] 表4.用于构建多特异性构建体的氨基酸序列。

[0766]
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[0768]
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[0769]
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[0770]

[0771]

[0772] 表15.表2和表4中所示的种系序列(全长序列)。
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[0773]
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[0774]

[0775] 表16.表2和表4中所示的种系序列(框架1、CDR1、框架2、CDR2和框架3序列)。

[0776]
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[0779]

[0780] 表5a.用于构建多特异性分子的序列。

[0781]

[0782] 表5b.多特异性分子的相应种系序列。
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[0783]

[0784] 5.对链配对的κ/λ选择树脂分析。

[0785] 双特异性构建体的κ和λ轻链配对通过使1mg蛋白质与100μLKappaSelect(GE  17‑

5458‑01)或LambdaFabSelect(GE  17‑5482‑01)树脂一起孵育来分析。在孵育1‑3小时之后，

将树脂装填至柱中，用3x  1 0个柱体积的杜贝卡氏磷酸盐缓冲盐水 (DPBS，Lif e 

Technologies  14190‑144)洗涤。用100mM柠檬酸盐(pH  2.46)从柱洗脱结合的蛋白质。装载

物、流穿物和洗脱级分的含量使用用200mM键断裂剂TCEP(Thermo  Scientific  77720)还原

的样品的凝胶来分析，从而允许鉴定各种链。对于定量评估链配对，装载物和流穿物级分中

的蛋白质的量利用NanoDrop使用在280nm下的吸光度来评估。

[0786] KappaSelect树脂是一种结合κ抗体的恒定轻链的亲和树脂。来自KappaSelect的

洗脱物将含有具有λ轻链与κ轻链两者的分子，其中存在三种可能(图1A、图1B和图1D)。

LambdaFabSelect树脂是一种结合λ抗体的恒定轻链的亲和树脂。来自LambdaFabSelect的

洗脱物将含有具有λ轻链与κ轻链两者的分子，其中存在三种可能(图1A、图1C和图1D)。

[0787] 6.用于分析链配对的质谱测定法。

[0788] 为表征多特异性分子中的链配对，将纯化的样品根据制造商说明书用固定的木瓜

蛋白酶(Thermo  Scientific  20341)消化。木瓜蛋白酶在铰链区之后进行裂解(图2)，从而

产生两个Fab臂。将经消化的分子在质谱仪上运行，从而允许基于测量的完整质量来鉴定两

个Fab臂。MS分析允许辨别不同的构型(图1A相对于图1D)以及表征轻链调换的程度。

[0789] 结果

[0790] 实施例1

[0791] 基于NanoBiT的构建体通过用DNA以1:1:1重链:轻链:竞争轻链的比率共转染细胞

来表达。表3显示重链(第2列)、轻链(第3列)和竞争轻链(第4列)的个别组合。表3中的第1列

提供各序列组合的标识符。将分子纯化，并且使用Nano‑Glo试剂进行发光测定。指示了阳性
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对照和阴性对照。阳性对照代表100％完全配对，并且阴性对照代表50％完全配对。这些值

用于定量测试构建体的配对。

[0792] 表6显示在竞争λ轻链存在下，重链和κ轻链的配对百分比(仅包括具有75％或更大

的配对百分比的序列组合)。表7显示在竞争κ轻链存在下，重链和λ轻链的配对百分比(仅包

括具有75％或更大的配对百分比的序列组合)。表6和表7的第1列中所示的标识符对应于表

3的第1列中的标识符。此外，表6和表7也提供各序列组合中使用的重链(第3列)、轻链(第4

列)和竞争轻链(第5列)的相应种系序列。

[0793] 表8a是表6和表7中样品在两个方向上均成功的汇编。表8a的各行显示重链/κ轻链

对和重链/λ轻链对(由标识号指示)，其中基于NanoBiT测定，这两对之间的轻链调换是较低

的。表8b提供表8a中包括的重链/轻链对的相应种系序列。表8a和表8b中所示的标识符对应

于表3的第1列中的标识符。

[0794] 表3.用于产生竞争构建体的序列。

[0795]
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[0797]
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[0799]
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[0800]
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[0801]
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[0802]

[0803] 表6.如通过NanoBiT测定测量的在竞争λ轻链存在下重链和κ轻链的配对百分比。

[0804]
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[0805]
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[0806]

[0807] 表7.如通过NanoBiT测定测量的在竞争κ轻链存在下重链和λ轻链的配对百分比。
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[0808]
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[0809]
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[0810]

[0811] 表8a.基于NanoBiT数据的双向配对。

[0812]
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[0813]

[0814] 表8b.基于NanoBiT数据的双向配对的相应种系序列

[0815]
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[0817]

[0818] 实施例2

[0819] 多特异性分子1包含α‑IGF1R臂和α‑HER3臂。α‑IGF1R臂包含具有氨基酸序列SEQ 

ID  NO:179的第一链和具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:118的第二链。α‑HER3臂包含具有氨基酸

序列SEQ  ID  NO:178的第一链和具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:145的第二链。多特异性分子1

的构型显示于图5中。

[0820] 多特异性分子1通过用包含多核苷酸序列SEQ  ID  NO:86、SEQ  ID  NO:54、SEQ  ID 

NO:87和SEQ  ID  NO:27的表达载体共转染细胞来表达。将多特异性分子1纯化，并且最终产

物的SDS‑PAGE凝胶显示于图11中。图19显示多特异性分子1的尺寸排阻色谱图。用多特异性

分子1进行KappaSelect和LambdaFabSelect分析，显示于图24中。凝胶显示少量蛋白质存在

于来自KappaSelect和LambdaFab柱的流穿物中。这个分析的定量结果显示于表9中，给出κ
链的85％保真度和λ链的85％保真度。这些结果与具有相同Fab臂，分别具有84％和90％保

真度的ID284和ID409的NanoBiT数据相关联。

[0821] 表9.定量κ/λ选择分析的结果。
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[0822]

[0823] 实施例3

[0824] 多特异性分子2包含α‑间皮素臂和α‑PDL1臂。α‑间皮素臂包含具有氨基酸序列SEQ 

ID  NO:164的第一链和具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:165的第二链。α‑PDL1臂包含具有氨基酸

序列SEQ  ID  NO:166的第一链和具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:167的第二链。多特异性分子2

的构型显示于图5中。

[0825] 多特异性分子2通过用包含多核苷酸序列SEQ  ID  NO:82、SEQ  ID  NO:83、SEQ  ID 

NO:84和SEQ  ID  NO:85的表达载体共转染细胞来表达。用多特异性分子2进行KappaSelect

和LambdaFabSelect分析，显示于图23中。凝胶显示少量蛋白质存在于来自KappaSelect和

LambdaFab柱的流穿物中。这个分析的定量结果显示于表9中。KappaSelect柱的保真度是

88％，并且LambdaFabSelect柱的保真度是86％。

[0826] 实施例4

[0827] 多特异性分子3包含α‑CTLA4臂和α‑IL12β臂。α‑CTLA4臂包含具有氨基酸序列SEQ 

ID  NO:168的第一链和具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:106的第二链。α‑IL12β臂包含具有氨基

酸序列SEQ  ID  NO:170的第一链和具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:163的第二链。多特异性分子

3的构型显示于图5中。

[0828] 多特异性分子3通过用包含多核苷酸序列SEQ  ID  NO:78、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID 

NO:91和SEQ  ID  NO:72的表达载体共转染细胞来表达。将多特异性分子3纯化，并且最终产

物的SDS‑PAGE凝胶显示于图12中。图20显示多特异性分子3的尺寸排阻色谱图。用多特异性

分子3进行KappaSelect和LambdaFabSelect分析，显示于图25中。凝胶显示在KappaSelect

或LambdaFabSelect柱的流穿物中无蛋白质，从而表明正确的轻链配对。木瓜蛋白酶裂解多

特异性分子3的质谱测定法数据显示于图31中，并且概述于表10中。这个数据显示仅有正确

配对的Fab，从而进一步说明不存在这些κ链和λ链的错误配对。这些结果也与具有相同Fab

臂，并且两者均显示100％链保真度的ID242和ID501的NanoBiT数据相关联。

[0829] 表10.多特异性分子3的质谱测定法结果。

[0830] Fab配对 预测质量(Da) 实测质量(Da)

κ重链/κ轻链 47652.9 47634.9

κ重链/λ轻链 47390.4 N/A

λ重链/λ轻链 46974.6 46940.4

λ重链/κ轻链 47237.2 N/A

[0831] 实施例5

[0832] 多特异性分子4包含α‑CTLA4臂和α‑TRAILR2臂。α‑CTLA4臂包含具有氨基酸序列

SEQ  ID  NO:168的第一链和具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:106的第二链。α‑TRAILR2臂包含具

有氨基酸序列SEQ  ID  NO:177的第一链和具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:148的第二链。多特异

性分子4的构型显示于图5中。

[0833] 多特异性分子4通过用包含多核苷酸序列SEQ  ID  NO:78、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID 
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NO:81和SEQ  ID  NO:57的表达载体共转染细胞来表达。将多特异性分子4纯化，并且最终产

物的SDS‑PAGE凝胶显示于图13中。木瓜蛋白酶裂解多特异性分子4的质谱测定法数据显示

于图31中，并且概述于表11中。这个数据显示一种不正确Fab配对，其中κ重链与λ轻链配对。

这与和多特异性分子4具有相同Fab臂的ID237和ID421的NanoBiT数据相关联，其中在以下

一个方向上观察到链保真度：λ重链与竞争κ轻链。

[0834] 表11.多特异性分子4的质谱测定法结果。

[0835] Fab配对 预测质量(Da) 实测质量(Da)

κ重链/κ轻链 47634.9 47634.6

κ重链/λ轻链 46880.4 46879.0

λ重链/λ轻链 46779.2 46779.4

λ重链/κ轻链 47481.7 N/A

[0836] 实施例6

[0837] 多特异性分子5包含α‑CTLA4臂和α‑CD221臂。α‑CTLA4臂包含具有氨基酸序列SEQ 

ID  NO:168的第一链和具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:106的第二链。α‑TRAILR2臂包含具有氨

基酸序列SEQ  ID  NO:180的第一链和具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:136的第二链。多特异性分

子5的构型显示于图5中。

[0838] 多特异性分子5通过用包含多核苷酸序列SEQ  ID  NO:78、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID 

NO:88和SEQ  ID  NO:45的表达载体共转染细胞来表达。将多特异性分子5纯化，并且最终产

物的SDS‑PAGE凝胶显示于图14中。木瓜蛋白酶裂解多特异性分子5的质谱测定法数据显示

于图33中，并且概述于表12中，其中存在λ重链与κ轻链配对的一种不正确Fab配对。

[0839] 表12.多特异性分子5的质谱测定法结果。

[0840] Fab配对 预测质量(Da) 实测质量(Da)

κ重链/κ轻链 47634.9 47635.1

κ重链/λ轻链 47652.9 N/A

λ重链/λ轻链 48205.1 48202.3

λ重链/κ轻链 48817.2 48814.3

[0841] 实施例7

[0842] 多特异性分子6包含α‑PD1臂和α‑TRAILR2臂。α‑PD1臂包含具有氨基酸序列SEQ  ID 

NO:181的第一链和具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:182的第二链。α‑TRAILR2臂包含具有氨基酸

序列SEQ  ID  NO:177的第一链和具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:148的第二链。多特异性分子6

的构型显示于图5中。

[0843] 多特异性分子6通过用包含多核苷酸序列SEQ  ID  NO:89、SEQ  ID  NO:90、SEQ  ID 

NO:81和SEQ  ID  NO:57的表达载体共转染细胞来表达。将多特异性分子6纯化，并且最终产

物的SDS‑PAGE凝胶显示于图15中。木瓜蛋白酶裂解多特异性分子6的质谱测定法数据显示

于图34中，并且概述于表13中，其中存在λ重链与κ轻链配对的一种不正确Fab配对。

[0844] 表13.多特异性分子6的质谱测定法结果。

[0845] Fab配对 预测质量(Da) 实测质量(Da)

κ重链/κ轻链 46933.9 46934.8
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κ重链/λ轻链 46329.6 N/A

λ重链/λ轻链 46779.2 46779.0

λ重链/κ轻链 47400.5 47400.4

[0846] 实施例8

[0847] 多特异性分子7包含α‑PD1臂和α‑PDL1臂。α‑PD1臂包含具有氨基酸序列SEQ  ID 

NO:181的第一链和具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:182的第二链。α‑PDL1臂包含具有氨基酸序

列SEQ  ID  NO:166的第一链和具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:167的第二链。多特异性分子7的

构型显示于图5中。

[0848] 多特异性分子7通过用包含多核苷酸序列SEQ  ID  NO:89、SEQ  ID  NO:90、SEQ  ID 

NO:84和SEQ  ID  NO:85的表达载体共转染细胞来表达。将多特异性分子7纯化，并且最终产

物的SDS‑PAGE凝胶显示于图16中。木瓜蛋白酶裂解多特异性分子7的质谱测定法数据显示

于图35中，并且概述于表14中，其中存在λ重链与κ轻链配对的一种不正确Fab配对。

[0849] 表14.多特异性分子7的质谱测定法结果。

[0850] Fab配对 预测质量(Da) 实测质量(Da)

κ重链/κ轻链 46933.9 46933.0

κ重链/λ轻链 46382.56 N/A

λ重链/λ轻链 46882.7 46883.7

λ重链/κ轻链 47469.0 47467.6

[0851] 实施例9

[0852] 多特异性分子8包含α‑CTLA4臂、α‑IL12β臂和IL‑2多肽。使IL‑2多肽融合于α‑IL12
β臂的λ轻链的C末端。α‑CTLA4臂包含具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:171的第一链和具有氨基

酸序列SEQ  ID  NO:106的第二链。α‑IL12β臂连同融合的IL‑2多肽一起包含具有氨基酸序列

SEQ  ID  NO:172的第一链和具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:173的第二链。多特异性分子8的两

个重链不包含杵入臼突变。多特异性分子8的构型显示于图7中。

[0853] 多特异性分子8通过用包含多核苷酸序列SEQ  ID  NO:73、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID 

NO:74和SEQ  ID  NO:75的表达载体共转染细胞来表达。将多特异性分子8纯化，并且最终产

物的SDS‑PAGE凝胶显示于图17中。图21显示多特异性分子8的尺寸排阻色谱图。用多特异性

分子8进行KappaSelect和LambdaFabSelect分析，显示于图26中。KappaSelect流穿级分与

LambdaFabSelect流穿级分两者均不含有蛋白质，从而表明良好的链保真度。

[0854] 实施例10

[0855] 多特异性分子9包含α‑CTLA4臂、α‑IL12β臂和IL‑2多肽。使IL‑2多肽融合于α‑IL12
β臂的λ轻链的C末端。α‑CTLA4臂包含具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:168的第一链和具有氨基

酸序列SEQ  ID  NO:106的第二链。α‑IL12β臂连同融合的IL‑2多肽一起包含具有氨基酸序列

SEQ  ID  NO:170的第一链和具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:173的第二链。不同于多特异性分子

8，多特异性分子9的两个重链包含杵入臼突变。多特异性分子9的构型显示于图6中。

[0856] 多特异性分子9通过用包含多核苷酸序列SEQ  ID  NO:78、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID 

NO:91和SEQ  ID  NO:75的表达载体共转染细胞来表达。将多特异性分子9纯化，并且最终产

物的SDS‑PAGE凝胶显示于图18中。图22显示多特异性分子9的尺寸排阻色谱图。用多特异性

分子9进行KappaSelect和LambdaFabSelect分析，显示于图27中。KappaSelect流穿级分与
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LambdaFabSelect流穿级分两者均不含有蛋白质，从而表明良好的链保真度。

[0857] 实施例11

[0858] 多特异性分子10包含α‑CTLA4臂、α‑IL12β臂和两个IL‑2多肽。使第一IL‑2多肽融

合于α‑IL12β臂的λ轻链的C末端。使第二IL‑2多肽融合于α‑IL12β臂的重链的C末端。α‑
CTLA4臂包含具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:171的第一链和具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:106的

第二链。α‑IL12β臂连同两个融合IL‑2多肽一起包含具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:175的第一

链和具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:173的第二链。多特异性分子10的两个重链不包含杵入臼

突变。多特异性分子10的构型显示于图9中。

[0859] 多特异性分子10通过用包含多核苷酸序列SEQ  ID  NO:73、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID 

NO:77和SEQ  ID  NO:75的表达载体共转染细胞来表达。用多特异性分子10进行KappaSelect

和LambdaFabSelect分析，显示于图29中。来自KappaSelect柱的流穿物不含有蛋白质，而来

自LambdaFabSelect柱的流穿物具有主要由κ重链(杵)和κ轻链组成的蛋白质。这表明κ片块

的表达大于λ链的表达，而非表明关于链保真度的问题。

[0860] 实施例12

[0861] 多特异性分子11包含α‑CTLA4臂、α‑IL12β臂和两个IL‑2多肽。使第一IL‑2多肽融

合于α‑IL12β臂的λ轻链的C末端。使第二IL‑2多肽融合于α‑IL12β臂的重链的C末端。α‑
CTLA4臂包含具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:168的第一链和具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:106的

第二链。α‑IL12β臂连同两个融合IL‑2多肽一起包含具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:174的第一

链和具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:173的第二链。不同于多特异性分子10，多特异性分子11的

两个重链包含杵入臼突变。多特异性分子11的构型显示于图8中。

[0862] 多特异性分子11通过用包含多核苷酸序列SEQ  ID  NO:78、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID 

NO:76和SEQ  ID  NO:75的表达载体共转染细胞来表达。用多特异性分子11进行KappaSelect

和LambdaFabSelect分析，显示于图28中。来自KappaSelect柱的流穿物不含有蛋白质，而来

自LambdaFabSelect柱的流穿物具有主要由κ重链(杵)和κ轻链组成的蛋白质。这表明κ片块

的表达大于λ链的表达，而非表明关于链保真度的问题。这与以多特异性分子10所见的情况

一致，所述多特异性分子10是相同分子，例外之处是不存在杵入臼突变。

[0863] 实施例13

[0864] 多特异性分子12包含α‑CTLA4臂、α‑TRAILR2臂、scFv靶向臂和IL‑2多肽。使IL‑2多

肽融合于α‑CTLA4臂的κ轻链的C末端。使scFv融合于α‑CTLA4臂的重链的C末端。α‑CTLA4臂
连同融合的IL‑2多肽和scFv一起包含具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:169的第一链和具有氨基

酸序列SEQ  ID  NO:176的第二链。α‑TRAILR2臂包含具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:177的第一

链和具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:148的第二链。多特异性分子12的两个重链包含杵入臼突

变。多特异性分子12的构型显示于图10中。

[0865] 多特异性分子12通过用包含多核苷酸序列SEQ  ID  NO:79、SEQ  ID  NO:80、SEQ  ID 

NO:81和SEQ  ID  NO:57的表达载体共转染细胞来表达。用多特异性分子12进行KappaSelect

和LambdaFabSelect分析，显示于图30中。比率指示在转染时使用的DNA比率，κ:λ从3:1变化

至1:3。在所有情况下，在KappaSelect柱与LambdaFabSelect柱两者的流穿物中都存在蛋白

质。KappaSelect流穿物中的蛋白质由κ重链、λ重链和λ轻链组成。LambdaFabSelect流穿物

中的蛋白质由κ重链和轻链组成，并且随着λ链的比率增加而减少。这些数据与来自多特异
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性分子4的数据一致，所述多特异性分子4具有相同Fab组分，并且仅显示λ轻链与κ重链配

对，而非反之亦然。
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