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(57)摘要

本发明涉及人白细胞介素‑2(hIL‑2)的特异

性单克隆抗体(mAb)，或者其抗原结合片段，其与

hIL‑2的结合抑制hIL‑2与CD25的结合，并且通过

以下任意参数表征所述抗体：所述mAb的可变链

包含SEQ  ID  NO  005或SEQ  ID  NO  006的氨基酸

序列；与hIL‑2的结合的特征在于解离常数(KD)

≤7,5nmol/L；与hIL‑2的结合的特征在于解离率

(Koff)≤1x10‑4s‑1和/或所述抗体显示与鼠IL‑2

无可测量的交叉反应性。
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1.人白细胞介素‑2(hIL‑2)的特异性单克隆抗体(mAb)或者其抗原结合片段，其中所述

抗体与hIL‑2的结合抑制hIL‑2与CD25的结合，并且所述抗体或者其抗原结合片段通过以下

参数来表征：

a.与hIL‑2的结合的特征在于解离常数(KD)≤7,5nmol/L、≤5

nmol/L、≤3nmol/L、≤2nmol/L或≤1,5nmol/L；

b.与hIL‑2的结合的特征在于解离率(Koff)≤1x10‑4  s‑1、≤8x10‑5

s‑1、≤6x10‑5  s‑1、≤4x10‑5  s‑1、≤3x10‑5  s‑1或≤2,1x10‑5  s‑1，以

及

c.包含如SEQ  ID  NO:7所示的HCDR1、如SEQ  ID  NO:8所示的HCDR2、如SEQ  ID  NO:9所示

的HCDR3、如SEQ  ID  NO:

10所示的LCDR1、如SEQ  ID  NO:11所示的LCDR2、如SEQID  NO:12所示的LCDR3。

2.如权利要求1所述的人白细胞介素‑2(hIL‑2)的特异性单克隆抗体或者其抗原结合

片段，其中所述抗体或者其抗原结合片段显示对鼠IL‑2无可测量的交叉反应性。

3.核酸分子，其编码权利要求1或2所述的人白细胞介素‑2(hIL‑2)的特异性单克隆抗

体或者其抗原结合片段。

4.载体，其包含权利要求3所述的核酸分子。

5.细胞，其包含权利要求3所述的核酸分子，或者表达权利要求3所述的核酸分子。

6.细胞，其能够产生权利要求1或2所述的人白细胞介素‑2(hIL‑2)的特异性单克隆抗

体(mAb)或者其抗原结合片段。

7.用作用于治疗癌症或病毒性感染的药物的治疗性制剂，其包含：

a.权利要求1或2所述的hIL‑2单克隆抗体(mAb)，或

b.权利要求1或2所述的hIL‑2单克隆抗体(mAb)和人白细胞介素‑2。

8.权利要求1或2所述的抗体或分子在制备用于治疗癌症或病毒感染的药物中的用途。

9.用作用于治疗癌症或病毒感染的药物的治疗性制剂，其含有融合蛋白，所述融合蛋

白包含：

a .权利要求1或2所述的人白细胞介素‑2(hIL‑2)的特异性单克隆抗体(mAb)或者其抗

原结合片段，

b.人IL‑2，以及

c.1至50个氨基酸的氨基酸接头，所述氨基酸接头将所述人白细胞介素‑2(hIL‑2)的特

异性单克隆抗体(mAb)或者其抗原结合片段与所述人IL‑2连接为一条单多肽链。

10.如权利要求9所述的用作用于治疗癌症或病毒感染的药物的治疗性制剂，其中所述

氨基酸接头为5至40个氨基酸。

11.如权利要求9所述的用作用于治疗癌症或病毒感染的药物的治疗性制剂，其中所述

氨基酸接头为10至30个氨基酸。

12.如权利要求9所述的用作用于治疗癌症或病毒感染的药物的治疗性制剂，其中所述

氨基酸接头为15至25个氨基酸。

13.权利要求9‑12中任一项所述的用作用于治疗癌症或病毒感染的药物的治疗性制剂

在制备用于治疗癌症或病毒感染的药物中的用途。

14.如权利要求1或2所述的人白细胞介素‑2(hIL‑2)的特异性单克隆抗体(mAb)或者其
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抗原结合片段，其与人白细胞介素‑2(hIL‑2)的表位结合，其中所述表位包含氨基酸K52、

P54、K55、T57、R58、T61、F62、K63、Q94和K96。

15.如权利要求14所述的人白细胞介素‑2(hIL‑2)的特异性单克隆抗体(mAb)或者其抗

原结合片段，其中所述表位还包含氨基酸N50、N53、N91、L92、A93、N97中的任一个或多个。

16.如权利要求1或2所述的人白细胞介素‑2(hIL‑2)的特异性单克隆抗体(mAb)或者其

抗原结合片段，其中所述抗体是人源化的。
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人白细胞介素‑2的免疫刺激单克隆抗体

发明领域

[0001] 本发明涉及结合人白细胞介素‑2(hIL‑2)的抗体。本发明更具体地涉及特异性地

结合hIL‑2的特定表位并且当与该表位结合时能够抑制hIL‑2与CD25结合的抗体。此外，本

发明涉及所述抗体的体外和体内治疗应用。

[0002] 发明背景

[0003] 恶性黑素瘤是男性和女性中的常见癌症类型。一旦黑素瘤成为转移性的并扩散至

远处，5年的存活率非常差，计算在约15％。转移性黑素瘤的当前可用治疗策略几乎不改善

该存活率。

[0004] 白细胞介素‑2(IL‑2)是能够有效地刺激细胞毒性淋巴细胞抵抗转移性肿瘤的细

胞因子。然而，IL‑2也能够刺激所谓的CD25+CD4+调节T细胞(Treg细胞)，所述CD25+CD4+调节

T细胞(Treg细胞)对自身免疫性疾病的预防是关键的。重要地是，Treg细胞能显著地抑制细

胞毒性淋巴细胞的抗肿瘤应答，因此，其有点拮抗IL‑2的有益抗肿瘤效果。而且，在实现临

床抗肿瘤应答所需的剂量下，IL‑2可能发挥毒性副作用。

[0005] 自20世纪80年代初以来，使用标准的IL‑2免疫疗法用于转移性黑素瘤和转移性肾

细胞癌的免疫治疗，其分别导致FDA在1996和1992对这些适应症的批准。虽然在高剂量下给

予的IL‑2在约17％的患者中显示客观应答率以及在约6‑9％的患者中显示完全消退，所述

患者患有这些致命的转移性癌症，但是在这些剂量下给予的IL‑2时常导致毒性副作用，如

低血压、肺水、肝细胞损伤、胃肠道毒性和全身水肿。而且，如上所述，IL‑2能够刺激Treg细

胞，所述Treg细胞继而能够抑制抗肿瘤CD8+T细胞和NK细胞的活性。

[0006] 已显示IL‑2与特定的抗IL‑2单克隆抗体(mAb)的组合通过

[0007] (1)使IL‑2优选导向细胞毒性淋巴细胞，而不是Treg细胞，并且

[0008] (2)致使IL‑2更有效但毒性小(Boyman  O,Kovar  M,Rubinstein  MP,Surh  CD,and 

Sprent  J .Selective  stimulation  of  T  cell  subsets  with  antibody‑cytokine 

immune  complexes.Science(2006)311:1924‑1927；Krieg  C,Letourneau  S,Pantaleo  G,

and  Boyman  O .Improved  IL‑2immunotherapy  by  selective  stimulation  of  IL‑

2receptors  on  lymphocytes  and  endothelial  cells.Proceedings  of  the  National 

Academy  of  Sciences  USA(2010)107:11906‑11911)在癌症免疫疗法的实验鼠模型中改善

IL‑2疗法。

[0009] 该方法具有以下优点：未突变的天然IL‑2经抗IL‑2mAb被递送至CD8+T细胞和NK细

胞，其随后发挥有效的抗肿瘤特性，同时与该类抗IL‑2mAb复合的IL‑2几乎不激活Treg细

胞。而且，在小鼠中，与该类抗IL‑2mAb复合的IL‑2比标准的IL‑2免疫疗法的毒性更小。然

而，由于缺乏合适的抗人IL‑2mAb，该疗法迄今为止尚未用于患者中。

[0010] 发明概述

[0011] 通过本发明所解决的问题是提供能够识别并结合人IL‑2的特异性表位的抗人IL‑

2单克隆抗体，从而相比于Treg细胞有利于刺激细胞毒性T细胞和NK细胞，用于在体外和体

内的治疗应用中使用。该问题通过独立权利要求的主题解决。
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[0012] 根据本发明的第一方面，提供人白细胞介素‑2(hIL‑2)的特异性单克隆抗体(mAb)

或者其抗原结合片段，其中所述抗体能够结合hIL‑2中的特定表位，从而抑制与CD25的结

合，因此调节hIL‑2/IL‑2R的相互作用的免疫学效果。本发明的抗体还通过以下参数中的至

少一项来表征：

[0013] a)mAb的可变链包含具有与SEQ  ID  NO  005或SEQ  ID  NO  006相比≥85％、≥90％、

≥95％或者≥99％同一性的氨基酸序列；

[0014] b)所述抗体与hIL‑2的结合为即反应 其中mAb*

hIL‑2代表抗体和白细胞介素的结合复合物，其特征在于解离常数(KD)≤7 ,5nmol/L、≤

5nmol/L、≤3nmol/L、≤2nmol/L或≤1,5nmol/L；

[0015] c)所述抗体与hIL‑2的结合的特征在于解离率(Koff)≤1x10‑4  s‑1、≤8x10‑5  s‑1、≤

6x10‑5  s‑1、≤4x10‑5  s‑1、≤3x10‑5  s‑1或≤2,1x10‑5  s‑1；

[0016] d)当通过表面等离子体共振测量时，基于mAb与hIL‑2的结合，得到的mAb*hIL‑2复

合物不再有效地结合人IL‑2受体α(也被称为CD25)，相比于人CD25与游离的(未复合的)

hIL‑2的结合，有效地使人CD25与mAb*hIL‑2的结合回到背景水平；和/或

[0017] e)所述抗体显示与鼠IL‑2无可测量的交叉反应性。

[0018] 与鼠IL‑2的交叉反应性的缺乏对于临床前研究是有利的，所述临床前研究通常涉

及小鼠模型，如使用mAb*hIL‑2复合物治疗鼠肿瘤模型，在这里交叉反应的抗IL‑2mAb可能

结合内源性的鼠IL‑2并使其与内源性的鼠Treg细胞隔离，由此增强抗肿瘤应答。

[0019] 与鼠IL‑2的交叉反应性的缺乏对于在开发人患者中的候选mAb之前进行的临床前

的安全性和功效的研究也是有利的。

[0020] 在某些实施方案中，hIL‑2mAb包含至少一个VH和/或VL序列，所述序列具有与SEQ 

ID  NO  019或SEQ  ID  NO  020相比≥80％、≥85％、≥90％、≥92％、≥93％、≥94％、≥95％、

≥96％、≥97％或≥98％的同一性。

[0021] 在某些实施方案中，hIL‑2mAb的可变链包含具有与SEQ  ID  NO  003、004、005或006

相比≥85％、≥90％、≥95％或≥99％同一性的氨基酸序列，并且hIL‑2mAb的特征在于解离

常数≤7,5nmol/L、≤5nmol/L、≤3nmol/L、≤2nmol/L或≤1,5nmol/L。

[0022] 在某些实施方案中，hIL‑2mAb的可变链包含具有与SEQ  ID  NO  005或006相比≥

85％、≥90％、≥92％、≥93％、≥94％、≥95％、≥96％、≥97％、≥98％或≥99％同一性的

氨基酸序列，并且hIL‑2mAb的特征在于解离率≤1x10‑4  s‑1、≤8x10‑5  s‑1、≤6x10‑5  s‑1、≤

4x10‑5  s‑1、≤3x10‑5  s‑1或≤2,1x10‑5  s‑1。

[0023] 在某些实施方案中，hIL‑2mAb的可变链包含具有与SEQ  ID  NO  005或006相比≥

85％、≥90％、≥92％、≥93％、≥94％、≥95％、≥96％、≥97％、≥98％或≥99％同一性的

氨基酸序列，并且hIL‑2mAb显示与鼠IL‑2无可测量的交叉反应性。

[0024] 在某些实施方案中，为了向人患者施用，使hIL‑2mAb的序列人源化，以防止不良反

应。

[0025] 在某些实施方案中，将hIL‑2mAb提供为抗原结合片段(Fab)或单链可变片段

(scFv)。

[0026] 在某些实施方案中，hIL‑2mAb包含至少一个互补决定区(CDR)序列，所述序列具有

与SEQ  ID  NO  007、008、009、010、011或012相比≥80％、≥85％、≥90％、≥92％、≥93％、≥
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94％、≥95％、≥96％、≥97％或≥98％的同一性。

[0027] 根据本发明的第二方面，提供编码能够结合本发明的第一方面所述的人白细胞介

素‑2的单克隆抗体或者其抗原结合片段的核酸分子。

[0028] 在某些实施方案中，本发明的第二方面所述的核酸分子具有与SEQ  ID  NO  003至

004相比≥60％、≥70％、≥80％、≥90％、≥95％或者≥99％的序列同一性。

[0029] 根据本发明的第三方面，提供包含本发明所述的核酸分子的载体。

[0030] 根据本发明的第四方面，提供包含或表达本发明所述的核酸分子的细胞。

[0031] 根据本发明的第五方面，提供能够产生本发明的第一方面所述的抗体的细胞。

[0032] 根据本发明的第六方面，提供产单克隆抗体的杂交瘤细胞系，其特征在于所产生

的抗体是本发明的第一方面的抗体。

[0033] 根据本发明的第七方面，提供用于治疗癌症或其它受益于免疫刺激疗法的疾病

(如病毒感染)的治疗性制剂，其包含向对象同时施用或在不同的时间点施用的

[0034] i.本发明的第一方面所述的单克隆抗体(mAb)，和/或

[0035] ii.人白细胞介素‑2或人IL‑2突变体。

[0036] 根据本发明的第八方面，提供融合蛋白。融合蛋白包含：

[0037] a.hIL‑2结合肽片段，其中所述多肽通过以下参数中的任一项表征：

[0038] i.hIL‑2结合肽片段包含具有与SEQ  ID  NO  021或SEQ  ID  NO  022相比≥85％、≥

90％、≥92％、≥93％、≥94％、≥95％、≥96％、≥97％或≥98％同一性的氨基酸序列；

[0039] ii.所述多肽片段与hIL‑2的hIL‑2结合的特征在于解离常数(KD)≤7,5nmol/L、≤

5nmol/L、≤3nmol/L、≤2nmol/L或≤1,5nmol/L；

[0040] iii.所述hIL‑2结合肽片段与hIL‑2结合的特征在于解离率(Koff)≤1x10‑4  s‑1、≤

8x10‑5  s‑1、≤6x10‑5  s‑1、≤4x10‑5  s‑1、≤3x10‑5  s‑1或≤2,1x10‑5  s‑1；

[0041] 和/或

[0042] iv.hIL‑2结合肽片段显示与鼠IL‑2无可测量的交叉反应性。

[0043] b .人IL‑2多肽片段，其具有与SEQ  ID  NO  001相比≥85％、≥90％、≥92％、≥

93％、≥94％、≥95％、≥96％、≥97％或≥98％的同一性，以及，任选地，

[0044] c.1至50个氨基酸的氨基酸接头，具体为5至40个氨基酸的氨基酸接头，更具体为

10至30个氨基酸的氨基酸接头，甚至更具体为大约15至25个氨基酸的氨基酸接头，其将

hIL‑2结合肽片段与人IL‑2多肽片段连接作为一条单多肽链。

[0045] 换言之，所述融合蛋白保留抗体结合并引导人白细胞介素‑2刺激所选择的免疫细

胞如CD8+T细胞和NK细胞的能力。

[0046] 使用此类融合蛋白的优势是人IL‑2将不能与所述抗体分离并且所述疗法将由一

种单一产物而非两种组成，其便于制造、给药和法规遵从性的各个方面。

[0047] 根据本发明的第九方面，提供结合特异性表位的分离的抗体或其抗原结合片段。

所述表位可以是本发明其它方面所述的分离的抗体或其抗原结合片段结合的表位。在一个

实施方案中，分离的抗体或分子与人白细胞介素‑2(hIL‑2)的表位结合，所述表位包含氨基

酸K52、P54、K55、T57、R58、T61、F62、K63、Q94和K96。在另一实施方案中，分离的抗体或分子

与还包含氨基酸N50、N53、N91、L92、A93和N97中的任一种或多种的表位结合。还提供这样的

分离的抗体或分子，其包含抗原识别表面，所述抗原识别表面具有与其它方面所述的抗体
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或其抗原结合片段等同的表位识别特征。

[0048] 在单个可分离特征(如，例如，编码序列或结合表位)的替代物在本文被布置为“实

施方案”的情况下，应理解，此类替代物可以自由组合以形成本文所公开的发明的分立实施

方案。

[0049] 通过下述实施例和附图进一步阐明本发明，从中可以得到其它的实施方案和优

点。这些实施例意在阐明本发明而不是限制其范围。

[0050] 定义

[0051] “人白细胞介素‑2”或“hIL‑2”意指命名为UniProt  ID  P60568的蛋白并且以SEQ 

ID  NO:1再现。

[0052] 本说明书的背景中的同一性为代表逐个位置的序列比较结果的单个定量参数。序

列比较的方法是本领域已知的；可公开获得的BLAST算法是一个实例。核酸序列比较的一个

此种实例是BLASTN算法，其使用缺省设置：期望阈值：10；字长：28；查询范围中的最大匹配：

0；匹配/错配得分：1、‑2；空位缺失：线性。在不存在其它测量变量的情况下，应根据上述说

明测量同一性。

[0053] 在本说明书的背景中，术语抗体以其在细胞生物学和免疫学领域中已知的含义使

用；其指完整的抗体，任何的抗原结合片段或其单链以及相关的或衍生的构建体。完整的抗

体是包含通过二硫键互相连接的至少两条重(H)链和两条轻(L)链的糖蛋白。每条重链由重

链可变区(VH)和重链恒定区(CH)组成。重链恒定区由三个结构域CH1、CH2和CH3组成。每条轻

链由轻链可变区(在本文缩写为VL)和轻链恒定区(CL)组成。轻链恒定区由一个结构域CL组

成。VH和VL区可被进一步细分为叫做互补决定区20(CDR)的高变区，散布有更保守的区域，叫

做骨架区(FR)。各VH和VL由按下述顺序从氨基端向羧基端排列的三个CDR和四个FR组成：

FR1、CDR1、FR2、CDR2、FR3、CDR3、FR4。重链和轻链的可变区含有与抗原相互作用的结合结构

域。抗体的恒定区可以介导免疫球蛋白与宿主组织或因子的结合，包括免疫系统的多种细

胞(例如，效应细胞)和经典补体系统的第一组分。

[0054] 在本说明书的背景中，术语抗原结合部分或抗原结合片段以其在细胞生物学和免

疫学领域中已知的含义使用；其指完整抗体的一个或多个片段，所述片段保留与给定抗原

(例如，白细胞介素‑2)特异性结合的能力。抗体的抗原结合功能可以通过完整抗体的片段

来执行。在术语抗体的抗原结合部分或抗原结合片段内涵盖的结合片段的实例包括Fab片

段，由VL，VH，CL和CH结构域组成的单价片段；F(ab)2片段，包含在铰链区通过二硫桥链接的两

个Fab片段的二价片段；Fd片段，由VH和CH结构域组成；Fv片段，由抗体的单个臂的VL和VH结

构域组成；单域抗体(dAb)片段，其由VH结构域或VL结构域组成；以及分离的互补决定区

(CDR)。HCDR意指重链的CDR，以及LCDR意指轻链的CDR。

[0055] 在本说明书的背景中，术语嵌合抗体以其在细胞生物学和免疫学领域中已知的含

义使用；其指这样的抗体分子：其中恒定区或者其部分被改变、替代或交换，使得抗原结合

位点(可变区)被连接至不同或改变类型的恒定区、效应功能和/或种类、或者赋予嵌合抗体

新特性的完全不同的分子，所述分子例如，酶、细胞因子、毒素、激素、生长因子、药物等。例

如，可以通过用细胞因子替代抗体的恒定区来修饰所述抗体。由于被细胞因子替代，嵌合抗

体可以保留其识别抗原的特异性，同时还具有最初的细胞因子分子的功能或者其部分功

能。
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[0056] 在本说明书的背景中，术语杂交瘤以其在细胞生物学和生物化学领域中已知的含

义使用；其指通过产特异性抗体的B‑细胞与骨髓瘤(B细胞癌症)细胞的融合而产生的杂交

细胞。杂交瘤细胞可以在组织培养基中生长并产生单特异性的抗体(单克隆抗体)。

[0057] 在本说明书的背景中，术语单链可变片段(scFv)以其在细胞生物学和生物化学领

域中已知的含义使用；其指免疫球蛋白的重链可变区(VH)和轻链可变区(VL)用10个至约25

个氨基酸的短接头肽连接的融合蛋白。scFv保留原始免疫球蛋白的特异性，尽管移除了恒

定区且引入了接头。

[0058] 在本说明书的背景中，术语抗原结合片段(Fab)以其在细胞生物学和免疫学领域

中已知的含义使用；其指抗体上的结合抗原的区域。其由免疫球蛋白的重链(VH)和轻链(VL)

各自的一个恒定区和一个可变结构域组成。这些结构域在单体的氨基末端处形成抗原结合

位点。

[0059] 在本说明书的背景中，术语解离常数(KD)以其在化学和物理学领域中已知的含有

使用；其指测量较大对象可逆地解离为较小组分的倾向的平衡常数，如当复合物解离为其

组成分子时。KD用摩尔单位[M]表述并且对应于[Ag]的结合位点被结合一半时的[Ab]的浓

度。换言之，未结合的[Ab]的浓度等于[AbAg]复合物的浓度。可以根据下式计算解离常数：

[0060]

[0061] [Ab]：抗体的浓度；[Ag]：抗原的浓度；[AbAg]：抗体抗原复合物的浓度

[0062] 在本说明书的背景中，术语解离率(Koff；[1/sec])和结合率(Kon；[1/sec*M])以

其在化学和物理学领域中已知的含义使用；它们指测量抗体与其靶抗原解离(Koff)或结合

(Kon)的速率常数。Koff和Kon可以使用本领域熟练建立的方法实验性地测定。测定抗体的

Koff和Kon的方法采用表面等离子体共振。这是诸如 或 系统的生物传

感器系统背后的原理。它们还可以用来通过使用下式来测定解离常数KD：

[0063]

[0064] 在本说明书的背景中，术语人源化抗体以其在细胞生物学和生物化学领域中已知

的含义使用；其指由非人物种的免疫细胞最初产生的抗体，所述蛋白的序列已被修饰以增

加其与在人中天然产生的抗体变体的相似性。

[0065] 在本说明书的背景中，术语无可测量的交叉反应性指抗体缺乏识别并结合来自其

它物种的直系同源蛋白的能力。例如，如果，在合适的条件下，用足够敏感的方法(如表面等

离子体共振)不能检测到针对人白细胞介素‑2的抗体与鼠白细胞介素‑2的结合，则所述抗

体与鼠白细胞介素‑2无可测量的交叉反应性。无可测量的交叉反应性的一个此个实例显示

于图9下图的抗体(NARA1)。

[0066] 本文使用的“与hIL‑2特异性结合”的抗体或蛋白意图指与人IL‑2多肽以100nM或

更低，10nM或更低，1nM或更低，100pM或更低，或者10pM或更低的KD结合的抗体或蛋白。“与

除人IL‑2之外的抗原交叉反应”的抗体意图指以10nM或更低，1nM或更低，或者100pM或更低

的KD结合所述抗原的抗体。“与特定抗原不交叉反应”的抗体意图指以100nM或更高的KD，或

者1μM或更高的KD，或者10μM或更高的KD结合所述抗原的抗体。在某些实施方案中，不与抗原

交叉反应的此类抗体在标准的结合分析中针对这些蛋白基本上呈现不可检测的结合。
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[0067] 术语“表位”意指能够与抗体特异性结合的蛋白决定区。表位通常由分子的化学活

性表面组群如氨基酸或糖侧链组成并且通常具有特定的三维结构特征，以及特定的电荷特

征。构象表位和非构象表位的区别在于在变性溶剂的存在下与前者的结合丧失，但是与后

者的结合未丧失。

[0068] 术语“表位结合结构域”或“EBD”指与靶表位上的结合位点特异性相互作用(例如，

通过结合、空间位阻、使稳定/使不稳定、空间分布)的结合分子的部分(例如，抗体或者其表

位结合片段或衍生物)。EBD也指保留与IL‑2表位特异性相互作用(例如，通过结合、空间位

阻、使稳定/使不稳定、空间分布)并抑制信号传导能力的抗体的一个或多个片段。抗体片段

的实例包括但不限于，scFv，Fab片段，由VL、VH、CL和CH1结构域组成的单价片段；F(ab)2片

段，包含在铰链区通过二硫桥连接的两个Fab片段的二价片段；Fd片段，由VH和CH1结构域组

成；Fv片段，由抗体的单个臂的VL和VH结构域组成；dAb片段(Ward等人，(1989)Nature  341:

544‑546)，其由VH结构域组成；以及分离的互补决定区(CDR)。

[0069] EBD还包括单域抗体、大抗体、单链抗体、微型抗体、三链抗体、四链抗体、v‑NAR和

双‑scFv (如本领域已知的 (参见，例如，Hollinger  and  Hudson ,(2005) Nature 

Biotechnology  23:1126‑1136))、双特异性单链的双链抗体，或者被设计为结合两个不同

表位的单链的双链抗体。EBD还包括抗体样分子或抗体模拟物，其包括但不限于特异性结合

表位的微型抗体、大抗体、基于Fn3的蛋白骨架、锚蛋白重复(也被称为DARpin)、VASP多肽、

禽胰多肽(aPP)、四连接素、Affililin、Knottin、SH3结构域、PDZ结构域、淀粉酶抑肽、新制

癌菌素、蛋白A结构域、脂笼蛋白、运铁蛋白以及Kunitz结构域，其在本发明的范围内。可以

将抗体片段移植进基于多肽如III型纤连蛋白(Fn3)的骨架(参见美国专利第6,703,199号，

其描述了纤连蛋白多肽单体)。

[0070] 本发明还包括针对人IL‑2的抗体，其为分离的抗体。

[0071] 本文使用的短语“分离的抗体”指基本上不含具有不同抗原特异性的其它抗体的

抗体(例如，特异性地结合hIL‑2的分离的抗体基本上不含特异性地结合除hIL‑2之外的抗

原的抗体)。然而，特异性地结合hIL‑2的分离的抗体可以与其它抗原(如来自其它物种的

IL‑2分子)具有交叉反应性。而且，分离的抗体可以基本上不含其它细胞材料和/或化学物

质。

[0072] 术语“核酸”和“多核苷酸”或“核苷酸编码序列”可互换使用并且指任意长度的核

苷酸的聚合体形式，脱氧核糖核苷酸或核糖核苷酸或者其类似物。多核苷酸可以具有任何

三维结构并且可以执行任何功能。以下是多核苷酸的非限制性实例：基因或基因片段(例

如，探针、引物、EST或SAGE标签)、外显子、内含子、信使RNA(mRNA)、转运RNA、核糖体RNA、核

酶、cDNA、重组多核苷酸、分枝多核苷酸、质粒、载体、分离的任何序列的DNA、分离的任何序

列的RNA、核酸探针、siRNA、shRNA、RNAi物质以及引物。多核苷酸可以在一个或多个碱基、糖

和/或磷酸处被修饰或替换，具有本文所描述的或本领域已知的任何各种修饰或替换。多核

苷酸可以包含修饰的核苷酸，如甲基化的核苷酸和核苷酸类似物。如果存在，可以在组装聚

合物之前或之后对核苷酸结构进行修饰。核苷酸的序列可以被非核苷酸组分间隔。在聚合

之后，如通过与标记组分缀合可以进一步修饰多核苷酸。该术语也指双链和单链分子。除非

另有规定或要求，否则本发明的多核苷酸的任何实施方案包括双链形式和已知或预测组成

双链形式的两种互补单链形式中的每种。
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[0073] 术语“多肽”可与术语“蛋白”互换使用，并且在其最广义的意义上指两个或更多个

亚基氨基酸、氨基酸类似物或模拟肽的化合物。所述亚基可以通过肽键连接。在另一实施方

案中，所述亚基可以通过其它键连接，例如，酯键、醚键等。

[0074] 在一个实施方案中，本文使用的术语任何疾病或病症 (例如癌症)的“治疗

(treating)”或“治疗(treatment)”指减轻疾病或病症(例如减缓或阻止或减少疾病的发展

或者其临床症状的至少一种)。在另一实施方案中，“治疗 (trea ting)”或“治疗

(treatment)”指缓解或减轻至少一种物理参数，包括不可被患者辨别的那些。而在另一实

施方案中，“治疗(treating)”或“治疗(treatment)”指在身体上(例如，可辨别症状的稳

定)，生理上(例如，物理参数的稳定)或者二者方面调节疾病或病症。除非在本文的下文具

体地描述，否则用于评估疾病的治疗和/或预防的方法通常在本领域是已知的。

[0075] 附图简述

[0076] 图1显示抗人IL‑2结合者。向先前包被有人IL‑2的板添加B细胞杂交瘤融合之后获

得的B细胞克隆的上清液。使用生物素化的抗小鼠IgG抗体检测抗人IL‑2mAb。

[0077] 图2筛选用于与推测的特异性人IL‑2表位结合的抗人IL‑2mAb。将板用5344(无本

文靶向的超拮抗行为的hIL‑2mAb)包被并封闭，随后添加人IL‑2以便允许细胞因子与5344

的结合，由此覆盖IL‑2的特异性表位。然后，添加在第一次筛选中产生阳性信号的上清液

(参见图1)。在允许上清液中的mAb与IL‑2‑5344复合物结合之后，向板添加生物素化MAB602

抗体，以便评估上清液中的测试mAb是结合与MAB602相同的区域(所谓的“竞争剂”)还是结

合与MAB602不同的区域。竞争剂mAb导致吸光值(OD450)比用单独的MAB602获得的吸光值小

两倍(在该情况下，OD＝1.1，如H11中所示)。

[0078] 图3显示B细胞杂交瘤的浓度依赖性竞争。在该分析中，扩大第一筛选中的8个竞争

剂B细胞杂交瘤克隆的上清液(参见图2)，并且在使用前进行浓缩。这些8个竞争剂B细胞杂

交瘤克隆的上清液(被标记为1至8)以递增的量添加。竞争性的竞争剂B细胞杂交瘤克隆使

OD450与MAB602降低一样多或者甚至更多，这对于克隆1和克隆2是明显的。不同浓度的

MAB602(绿色圆圈)作为对照。

[0079] 图4显示CD8+T细胞的体内增殖。将CD45.1‑同类系IL‑7转基因小鼠的羧基荧光素

琥珀酰亚胺酯(CFSE)‑标记的CD8+T细胞转移至CD45.2‑同类系野生型受体小鼠，随后每日

注射磷酸缓冲盐(PBS)、IL‑2、IL‑2加MAB602(IL‑2/MAB602)、IL‑2加5344(IL‑2/5344)、IL‑2

加杂交瘤1(IL‑2/Hyb#1)、或者IL‑2加杂交瘤2(IL‑2/Hyb#2)，持续4天。在第5天，针对供体

CD45.1+CD8+T细胞的CFSE特性，分析淋巴结和脾脏。显示用淋巴结获得的结果，在脾脏中获

得类似的结果。

[0080] 图5显示在使用IL‑2加杂交瘤1和杂交瘤2体内处理后内源性CD8+T细胞和NK细胞

的表型特征。如图4处理小鼠，随后通过流式细胞术评估淋巴结和脾脏中的内源性CD8+T细

胞亚群和NK细胞。示出(A)总淋巴结细胞的CD8与CD3特性(左图)和CD3+CD8+淋巴结细胞的

CD44(活化T细胞或记忆T细胞)与CD122(IL‑2受体β‑亚基，存在于活化T细胞或记忆T细胞

上)特性，或者(B)接受指示治疗的小鼠的NK1.1与CD3特性。活化/记忆CD8+T细胞对于CD44

是高的，对于CD122是中间高的。NK细胞是CD3阴性的，以及NK1.1是阳性的。使用脾细胞获得

类似的结果。

[0081] 图6显示淋巴结和脾脏中的活化/记忆CD8+T细胞和NK细胞的总细胞数。如图5处理
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动物并进行分析。示出淋巴结(图6A)和脾脏(图6B)中的CD44高的CD8+T细胞(所谓的记忆表

型，MP  CD8+)的绝对细胞数和CD3阴性的NK1.1+NK细胞的绝对细胞数。

[0082] 图7显示可商购的单克隆抗体MAB602(左图)和单克隆抗体NARA1(右图)(其为本发

明的对象)与人IL‑2的表面等离子体共振结合曲线。为了该实验，使用胺偶联的GLM芯片。使

用1‑乙基‑3‑3‑二甲基氨丙基碳二亚胺氯化物(0 .2M  EDC)和硫代N‑羟基硫代琥珀酰亚胺

(0.05M  s_NHS)的混合物以30ml/min进行芯片上的羧酸基团的活化，持续420秒(s)。将抗体

NARA1和MAB602以100mg/ml(在醋酸钠缓冲液(10mM  pH  4 .5)中)包被在芯片上。以30ml/

min，持续300s添加乙醇胺HCl后，进行灭活。最后以100ml/min添加不同浓度的人IL‑2(从

100nM开始，随后三倍稀释)，600s结合，以及240s解离。

[0083] 图8显示结合单克隆抗体NARA1的人IL‑2与IL‑2受体亚基CD25(在本文作为CD25‑

Fc的Fc融合使用)、CD122、单克隆抗体MAB602或者结合与NARA1和MAB602不同的人IL‑2表位

的抗hIL‑2抗体的表面等离子体共振结合曲线。重复使用图7中所描述的包被有NARA1和

MAB602的芯片。使用10mM甘氨酸，pH  2.5，30ml/min，60s，进行芯片的再生。以100ml/min添

加饱和浓度(1mM)的人IL‑2，120s结合，以及0s解离。在IL‑2与抗体结合之后立即，以100ml/

min添加第二分析物，120s结合，以及240s解离。用于交叉结合使用的浓度是：MAB602：50nM；

NARA1：50nM；阳性对照：50nM；CD25‑Fc：500nM；CD122：138nM。如所期望的，当hIL‑2与NARA1

结合时，识别不同hIL‑2表位的抗hIL‑2抗体(这里叫做‘阳性对照’)与hIL‑2/NARA1复合物

强烈地结合(图8中的绿线)。可选地，当hIL‑2已经结合NARA1时，IL‑2Ra(CD25‑Fc的形式)不

能结合hIL‑2(粉线，图8)，然而，当hIL‑2已经结合NARA1时，IL‑2Rβ(CD122)仍然结合hIL‑2

(橙色线，图8)。

[0084] 图9显示单克隆抗体MAB602(上图)和NARA1(下图)与鼠IL‑2的表面等离子体共振

结合曲线。重复使用用于产生图7和图8中的数据所使用的同一芯片。以10mM甘氨酸，pH 

2.5，30ml/min，60s进行芯片的再生。以100ml/min注射从10nM开始然后三倍稀释的小鼠IL‑

2(mIL‑2)或人IL‑2(hIL‑2)，120s结合，5s和240s解离。在上图中，MAB602通过与小鼠IL‑2的

结合显示出交叉反应性。特别是，对于较高浓度的鼠白细胞介素‑2(>1nM)，结合曲线显著不

同于背景水平，应答单位10(RU)大大超过10。然而，在所有的测试浓度下，NARA1(下图)显示

与鼠IL‑2无可测量的交叉反应性。

[0085] 图10提供如实施例1中获得的Proleukin/Fab‑NARA1复合物的三维结构的概述。

[0086] 图11提供表位残基的进一步分析。X‑轴列出SEQ  ID  No  1的氨基酸序列和编号。Y‑

轴的上部显示与来自Proleukin的相应残基在 内的NARA1‑Fab的原子的总数，以及Y‑轴

的下部显示由于与NARA1‑Fab结合导致的来自Proleukin的相应残基的还原溶剂可及面积

[0087] 图12示出被NARA1‑Fab识别的最关键的表位残基。

[0088] 图13显示Proleukin/NARA1‑Fab复合物与IL‑2/CD25/CD122/CD132四级复合物的

覆盖图。

[0089] 图14展示来自IL‑2_C145A(PDB：3INK)，Superkine(PDB：3QB1)，IL‑2/CD25/CD122/

CD132(PDB：2B5I)和Proleukin/NARA1‑Fab的C螺旋的覆盖图。

[0090] 发明详述

[0091] 直到现在，还没有可适用于所公开的发明的单克隆抗体。发明人公开了它们的抗
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人IL‑2mAb，其允许针对该技术在临床应用中使用和商业化的以下关键步骤：

[0092] ·对抗人IL‑2mAb进一步测序和良好定性。

[0093] ·抗人IL‑2mAb的人源化，其对于避免(或使最小化)在患者中的免疫原性是至关

重要的。

[0094] ·产生不同形式的抗人IL‑2mAb，如IgG、IgG1、IgG4、Fab和单链Fv(scFv)。

[0095] ·产生由人IL‑2和抗人IL‑2mAb(或者抗人IL‑2mAb的片段)组成的融合蛋白：这样

的构建体具有以下优点：仅有一种组分而非两种组分组成，如在结合抗人IL‑2mAb的IL‑2

中。

[0096] 发明人产生并表征了能够结合人IL‑2，并且当在小鼠中测试时，能够发挥对细胞

毒性淋巴细胞(包括CD8+T细胞和自然杀伤(NK)细胞)的特异且有效的刺激的特异性抗人

IL‑2mAb。针对这些目标，必须克服某些困难。

[0097] ·人IL‑2显示与小鼠和大鼠IL‑2的高度相似性，因此人IL‑2能够在体外和体内刺

激小鼠的淋巴细胞。而且，IL‑2在一级免疫器官(如骨髓)中高浓度存在，这就是IL‑2有时是

“被禁止的”抗原的原因，这意味着产生导致针对IL‑2的中性抗体的B细胞应答是非常困难

的。然而，在使用纯化的重组人IL‑2加佐剂免疫C57BL/6小鼠后，发明人能够得到多克隆抗

人IL‑2抗体的应答。

[0098] ·在所产生的抗体应答中，仅有一些mAb有效地结合IL‑2(所谓的“结合者”)，并且

在那些mAb中仅有约0.35％与IL‑2的推测活性位点相互作用。

[0099] ·最后，在这些抗人IL‑2mAb中，一些显示期望的特异且有效的体内活性，如通过

在小鼠中进行的特定体内分析所评估的，所述体内分析不可被体外实验代替。

[0100] 发明人开发了特异性筛选分析，其允许在免疫动物的血清中和在B细胞杂交瘤融

合之后获得的B细胞克隆的上清液中检测特异的抗人IL‑2抗体(所谓的“结合者”)。在第二

步中，可区分标准的结合者和靶向人IL‑2分子的推测特异性表位的那些结合者。用不同的B

细胞克隆进行的此类体外酶联免疫吸附分析(ELISA)的一个实例显示于图1至图3中。

[0101] 在体外筛选抗人IL‑2mAb之后，这些mAb在体内表征。针对该目的以及为了获得足

够量的mAb，从杂交瘤的上清液浓缩mAb，使用ELISA估计所述量，并且最后在小鼠中测试抗

人IL‑2mAb。CD8+T细胞和NK细胞的增殖和扩增获得的结果显示于图4至图6中。

[0102] 为了表征抗人IL‑2mAb的结合特性，用表面等离子体共振结合分析来测试与人白

细胞介素‑2的结合。测量可商购的抗人IL‑2mAb  MAB602作为比较。在图7中，显示MAB602(左

图)和NARA1(本发明所述的抗体；右图)与不同浓度的人白细胞介素‑2的结合曲线。对于

MAB602和NARA1测量的解离常数(KD)以及速率常数Kon和Koff显示于表1中。

[0103] 表1

[0104]

[0105] 表1：抗人IL‑2mAb与人IL‑2的结合特性
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实施例

[0106] 本发明的抗体包括抗体NARA1，其是推导的，分离的并且通过SEQ  ID  NO:5所述的

其全长重链和SEQ  ID  NO:6所述的其全长轻链氨基酸序列进行结构表征。

[0107] NARA1的对应可变区VH和VL的氨基酸序列是SEQ  ID  NO:19(可变重链)和SEQ  ID 

NO:20(可变轻链)。

[0108] NARA1的全长轻链和重链的核苷酸编码序列是SEQ  ID  NO:3(重链编码序列，包括

前导序列)和SEQ  ID  NO:4(轻链编码序列，包括前导序列)。

[0109] NARA1的可变轻链和重链核苷酸编码序列是SEQ  ID  NO:21(可变重链编码序列)和

SEQ  ID  NO:22(可变轻链编码序列)。

[0110] 使用Kabat系统描述NARA1的CDR区(Kabat ,E .A .等人 .1991 ,Sequences  of 

Proteins  of  Immunological  Interest,Fifth  Edition,U.S.Department  of  Health  and 

Human  Services ,NIH  Publication  No .91‑3242 ,还参见Zhao&Lu  2009 ,Molecular 

Immunology  47:694‑700)。为了便于阅读，当根据Kabat定义描述CDR区时，它们在其后分别

称为HCDR1、HCDR2、HCDR3、LCDR1、LCDR2、LCDR3。NARA1的CDR区是：SEQ  ID  NO:7所述的

HCDR1，SEQ  ID  NO:8所述的HCDR2，SEQ  ID  NO:9所述的HCDR3，SEQ  ID  NO:10所述的LCDR1，

SEQ  ID  NO:11所述的LCDR2，SEQ  ID  NO:12所述的LCDR3。

[0111] NARA1的CDR区的核苷酸编码序列是：SEQ  ID  NO:13所述的HCDR1编码序列，SEQ  ID 

NO:14所述的HCDR2编码序列，SEQ  ID  NO:15所述的HCDR3编码序列，SEQ  ID  NO:16所述的

LCDR1编码序列，SEQ  ID  NO:17所述的LCDR2编码序列，SEQ  ID  NO:18所述的LCDR3编码序

列。

[0112] 还提供SEQ  ID  NO:23和SEQ  ID  NO:24所述的融合蛋白。SEQ  ID  NO:23是包含

NARA1的可变重链的融合蛋白，其N端经GxS接头与hIL‑2的C端融合。SEQ  ID  NO:24是包含

NARA1的可变轻链的融合蛋白，其N端经GxS接头与hIL‑2的C端融合。

[0113] (a)实施例1.NARA1的结晶结构

[0114] (i)材料和方法

[0115] 测定与抗体“NARA1”(SEQ  ID  NO:5和6)的Fab片段结合的人白细胞介素2突变体

(SEQ  ID  NO:2) (叫做“Proleukin”)的复合结构。根据野生型IL‑2的编号给出得到的

Proleukin的残基编号。

[0116] 如下文详细讨论的，Proleukin和野生型hIL‑2之间的序列差异是不相关的，并且

Proleukin是用于hIL‑2的结构分析的有效模型。

[0117] 为了限定表位，X射线结晶学用来解析上述复合物的原子级分辨率结构。X射线结

晶学是已经常规且广泛地用来产生生物分子(包括抗体和它们与抗原的复合物)的结构数

据的技术(Adms等人 ,(2013)Annual  Review  Biophysics  42:265‑287；Garman ,(2014)

Science343:1102‑1108；Joachimiak ,(2009)Current  Opinio  Structural  Biology19:

573‑584.)

[0118] 抗原Proleukin是可商购的，含有赋形剂的冻干粉末(每1mg  Proleukin混合有大

约50mg甘露糖醇，0.18mg十二烷基磺酸钠，0.173mg磷酸二氢钠和0.89mg磷酸氢二钠)。在用

于复合形成之前，通过反相HPLC纯化Proleukin以移除赋形剂。

[0119] 通过木瓜蛋白酶切割全长抗体随后进行蛋白A层析产生NARA1的Fab片段(NARA1‑
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Fab)。简言之，将6.5ml全长NARA1(9mg/ml，在pH  7.0的含有90mM氯化钠的50mM柠檬酸缓冲

液中)与5mM  DTT和590ug木瓜蛋白酶(Roche)混合。切割反应在室温下保持16小时并且通过

添加15ul  56mM  E64溶液来终止(Roche)。然后用25mM  Tris，25mM  NaCl，pH  8.0将切割溶液

稀释10倍，并且将其上样在用5倍体积的25mM  Tris，25mM  NaCl，pH  8.0平衡过的5ml蛋白A

柱(GE  Healthcare)上，以及Fab片段在上样通过的级分中，而Fc片段与蛋白A柱结合。

[0120] 为了形成复合物，将HPLC之后的Proleukin粉末溶解在H2O中，浓度为5.5mg/ml。向

11.5mg  NARA1  Fab片段溶液逐滴添加过量的6.6mg  Proleukin。离心移除在当前条件下沉

淀的过量Proleukin。然后通过Superdex  200  10x300(GE  Healthcare)的凝胶过滤，用25mM 

Tris，25mM  NaCl，pH  7.4的流动缓冲液纯化复合物。

[0121] 将凝胶过滤后的Proleukin/NARA1‑Fab复合物浓缩至14mg/ml，并且通过气相扩散

法如悬滴法进行筛选。将蛋白溶液与储液1:1混合至0 .4ul的总大小。用Phoenix机械系统

(Art  Robbins仪器)设置实验，储存在19℃的RockImager室(Formulatrix)，并且自动成像。

在筛选之后4天，在20％w/v聚乙二醇3350和0.2M硝酸钠的条件下收集晶体。在数据收集之

前，晶体用含有10％甘油的储液冷冻保藏并且在液氮中速冻。用Pilatus像素检测器，使用

的x射线辐射波长，在束线PX‑II处的Swiss光源(Villigen，Switzerland)下，收

集衍射数据。

[0122] 用XDS和XSCALE(2010年12月6日的版本)加工数据集，并且通过使用蛋白数据库条

目“3INK”作为IL‑2的搜索模型和蛋白数据库条目“3TTI”作为Fab片段的搜索模型，用程序

PHASER，用分子置换法解析结构。使用程序Coot(Crystallographic  Object‑Oriented 

Toolkit)和AUTOBUSTER(Bricogne等人，2011)进行迭代模型的建立和完善。用程序PyMOL

(Molecular  Graphics  System；DeLano  Scientific:Palo  Alto ,CA；http://

www.pymol.org)产生所有的图。

[0123] 表位残基被限定为与NARA1的Fab片段中的任意原子的距离在 内且通过CCP4程

序CONTACT和AREAIMOL(Collaborative  Computational  Project，Number  4，6.4.0版)进一

步证实的来自Proleukin的那些残基。类似的互补位残基被限定为与Proleukin中的任意原

子的距离在 内的来自NARA1‑Fab的那些残基。

[0124] (ii)结果

[0125] 将Proleukin/NARA1‑Fab复合物在空间群C1  2  1中解析至 单位晶胞大小

为 α＝90°，β＝102 .9°，γ ＝90°。对于详细的结构分

析请参考表2。在各不对称单元中，存在一个复合分子。

[0126] 表2.Proleukin/NARA1‑Fab复合物的结果分析
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[0127]

[0128] 1)表位和互补位分析

[0129] 图10提供如实施例1中获得的Proleukin/Fab‑NARA1复合物的三维结构的概述。

NARA1的Fab片段的轻链被指定为A，NARA1的Fab片段的重链显示为B，被NARA1‑Fab识别的表

位残基被指定为D，以及Proleukin被指定为C，将突变C145S高亮。

[0130] 图11提供表位残基的进一步分析。X‑轴列出SEQ  ID  No  1的氨基酸序列和编号。Y‑

轴的上部表示与来自Proleukin的相应残基在 内的NARA1‑Fab的原子的总数，以及Y‑轴
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的下部表示与NARA1‑Fab结合后的还原溶剂可及面积

[0131] 实施例1中使用的Proleukin含有C145S突变。如在图10中所示，C145S远离表位区

域。此外，实施例1中的Proleukin之间的Cα原子与来自复合有CD25、CD122和CD132(PDB：

2B5I)的野生hIL‑2的Cα原子的叠加显示 的r.m .s .d，这表示突变没有扰乱总结

构。因此，C145S突变的Proleukin是用于野生型hIL‑2的结构分析的有效模型。

[0132] hIL‑2是四螺旋束蛋白，并且所述四螺旋从N‑端至C‑端分别被命名为A、B、C和D。如

图10所示，被NARA1‑Fab识别的表位是构象表位并且如图11所示跨越两个区：一个区(N50‑

K63)包含环和短螺旋并且连接螺旋A和螺旋B，另一个区(N91‑N97)包含环并且连接螺旋B和

螺旋C。

[0133] 表位残基和来自NARA1‑Fab的相互作用的互补位残基总结于表3中。在所有的表位

残基中，图11中所示的Arg58是用于与NARA1‑Fab结合最关键的表位残基，因为该残基单独

具有42个来自NARA1‑Fab的相互作用原子，并且由于与NARA1‑Fab的结合而占总的还原溶剂

可及表面积的17.7％。此外，如图12中所示，Arg58与HCDR1中的Glu35和来自LCDR3的Asp100

分别形成两个强的盐桥。Arg58还与来自LCDR3的Try100的芳香环形成π‑相互作用。残基

K52、P54、K55、T57、T61、F62、K63、Q94和K96对于与NARA1‑Fab的结合也被认为是重要的，因

为它们均显示等于/大于5个来自NARA1‑Fab的相互作用原子，并且如图11所示大于 还

原溶剂可及面积。

[0134] 表3.表位和互补位的总结

[0135]
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[0136]

[0137] 图12示出了Arg58作为被NARA1‑Fab识别的最关键的表位残基。A代表Proleukin，B

代表重链，以及C代表轻链。涉及的残基被显示为条。

[0138] 2)NARA1‑Fab结合特性

[0139] 图13显示Proleukin/NARA1‑Fab复合物与IL‑2/CD25/CD122/CD132四级复合物的

覆盖图。

[0140] 如图13中所示的两种复合物的结构覆盖图清楚地表明NARA1‑Fab形成与CD25的直

接竞争，但是不形成与CD122/CD132的直接竞争，这与IL‑2/NARA1复合物主要显示促‑T效应

细胞活性而不显示促‑Treg活性的观察一致。

[0141] 3)与NARA1‑Fab复合的Proleukin的C螺旋采用与四级复合物中的螺旋C类似的构

象

[0142] 图14显示来自IL‑2_C145A(PDB：3INK)，Superkine(PDB：3QB1)，IL‑2/CD25/CD122/

CD132(PDB：2B5I)和Proleukin/NARA1‑Fab的C螺旋的覆盖图。

[0143] IL‑2和CD122中的螺旋C之间的极性界面在两部分之间的结合中发挥重要作用

(Wang等人(2005)Science  310:1159‑1163)。在2012年，Levin等人已经证明，superkine

(IL‑2突变体)单独具有螺旋C，其采用与四级复合物中的螺旋C类似的构象，并且superkine

显示对CD122比对野生型IL‑2高～215倍的结合亲和性(Levin  et  al,(2012)Nature484:

529‑533)。据观察，螺旋C中的这样的构象变化与构象稳定性相关，其降低了与CD122结合的

能量惩罚。如图14中所示，来自与NARA1‑Fab复合的Proleukin的螺旋C的构象也与在

Superkine以及IL‑2/CD25/CD122/CD132四级复合物中观察到的螺旋C的构象类似，因此，很

可能的是，Proleukin/NARA1‑Fab复合物可以表现出与CD122的结合亲和性比野生型hIL‑2

高。

[0144] (b)实施例2.NARA1和MAB602的线性肽谱
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[0145] 为了定位NARA1和MAB602抗体的表位，基于人IL2的序列产生15‑mer肽的第一文

库。基于3个特异性残基F(62)、Y(65)和L(92)的突变还产生了选择的15‑mer肽的第二文库。

基于Roche/Glycart  IL2突变蛋白质，进行后者的突变，如具有这样的3个突变的WO2012/

107417A1中所公开的。Boyman实验室中进行的之前工作(未出版)显示，具有与A1类似功能

的可商购的小鼠抗人IL2  mAb  602强烈地减少与IL2的F42A突变体(针对CD25的IL2对接位

点之一)的结合。

[0146] (i)材料和方法

[0147] 因此，第一文库中的各肽具有15个氨基酸，并且通过从N‑端开始，以3个残基为一

步扫描目的序列(参见表4，参照肽1至41)得到所述序列。因此，产生梯形图，并且各肽含有

梯形图中的前面肽的12个重叠残基和后面肽的12个重叠残基。总之，41个肽产生自所表达

的人IL2序列。

[0148] 通过使在如上所述产生的第一文库中的所有对应肽中的F(62)、Y(65)和L(92)突

变为丙氨酸来产生肽的第二文库(参见表4，参照肽编号42至60)。

[0149] 对于两个文库，亲代的半胱氨酸已被丝氨酸(下划线残基)替换以避免非特异性结

合。

[0150] 表4.参照肽的文库
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[0151]
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[0152]

[0153] 将两组肽一式三份印在微阵列片上，与目的抗体(MAb602和NARA1)和对照抗体孵

育。与来自相同同种型的不相关抗体(小鼠对照IgG2a/λ和小鼠对照IgG2a/κ)，以及第二抗

体(抗小鼠IgG(Thermo84545，标记DL650)或抗小鼠IgG(JIR  115‑175‑072，标记Cy5))进行

另外的孵育以评估由于检测抗体导致的非特异性结合。基本如Maksimov  P等人.2012,PLoS 

One  7:e34212.doi:10.1371/journal.pone.0034212所述进行实验。

[0154] 通过RepliTope分析进行肽‑抗体结合的确定，其中将肽的微阵列(一式三份)与第

一抗体孵育，随后与针对第一抗体的Fc部分的荧光标记的第二抗体孵育。所有步骤在TECAN

微阵列处理台上进行，使能够进行高度可靠且可重复的洗涤和孵育步骤。在进行孵育步骤

和随后的最终洗涤步骤(以移除未结合的第二抗体)之后，使用氮气流将微阵列干燥，并且

在高分辨率微阵列扫描系统中用适当的波长设置进行扫描。用具有相同同种型的不相关抗

体进行对照孵育以排除假阳性信号。

[0155] 使用点识别软件GenePix(Molecular  Devices)分析并定量得到的图像。对于各个

点，提取平均信号强度(0至65535的任意单位)。为了进一步的数据评价，测定MMC2值。MMC2

等于微阵列上的所有三个实例的平均值。除变异系数(CV)‑标准差除以平均值‑大于0.5之

外，在该情况下，两个最接近数值(MC2)的平均值被分配至MMC2。
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[0156] (ii)结果

[0157] 数据总结于表5中。

[0158] 抗IL2(NARA1)抗体不显示针对固定化肽的任何显著反应性。只有肽10呈现弱应

答，然而，该肽也被小鼠对照抗体微弱地识别。

[0159] 商购的抗体MAB602(mIgG2a)提供对肽22至26的一些弱信号以及对肽10至13的一

些强信号。

[0160] 表5.线性表位谱的结果

[0161]

[0162]

[0163] 两组肽的重叠序列被认为含有结合靶抗体的氨基酸(表5)。一个延伸是MAB602的

强结合者，而另一延伸相当于MAB602的弱结合者：

[0164] 强：(57)TRMLTF(62)

[0165] 较弱：(96)KNF(98)

[0166] 特异性残基F42(62)、Y45(65)、L72(92)的Ala突变显示，残基F42(62)是与抗体

MAB602结合的明显重要残基(表6)。

[0167] 表6.突变发生特征
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[0168]

[0169] 序列表

[0170] 用于实行本发明的有用的氨基酸和核苷酸序列见于表7。

[0171] 表7.序列表
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