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(57)摘要

本发明涉及多个抗体可变结构域的新型异

源二聚体多特异性形式，其包含两个分开的可变

结构域对的核心，其中，全部两个可变轻结构域

和两个同源可变重结构域分别串联位于两个单

独的蛋白链上。
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1.一种异源二聚体蛋白，其包含第一和第二单链蛋白，

其中，所述第一单链蛋白包含第一氨基酸序列，所述第一氨基酸序列由以下组成(从N

末端至C末端)：

(ia)第一VL结构域；

(iia)第一多肽接头，以及

(iiia)第二VL结构域，并且

其中所述第二单链蛋白包含第二氨基酸序列，所述第二氨基酸序列由以下组成(从N末

端至C末端)：

(ib)第一VH结构域；

(iib)第二多肽接头，以及

(iiib)第二VH结构域，并且

其中所述第一VL结构域与所述第一或所述第二VH结构域形成可变结构域第一同源对，

其对第一靶标抗原具有特异性，并且所述第二VL结构域与另一个所述VH结构域形成可变结

构域第二同源对，其对第二靶标抗原具有特异性，并且其中所述第一或所述第二单链蛋白

中的至少一个还包含

(iv)至少一个作为第三功能性结构域的额外的结构域，其通过第三多肽接头与所述第

一或所述第二氨基酸序列融合；

其中所述异源二聚体蛋白不包含(i)第一和第二免疫球蛋白恒定结构域的同源对，其

中所述第一免疫球蛋白恒定结构域被包含在所述第一单链蛋白中，并且其中所述第二免疫

球蛋白恒定结构域被包含在所述第二单链蛋白中，并且其中所述异源二聚体蛋白不包含

(ii)除可变结构域第一和第二同源对之外的任何其他异源关联结构域的对，其中所述其他

异源关联结构域的对中的一个异源关联结构域位于第一单链蛋白上，而另一个异源关联结

构域位于第二单链蛋白上，

其中所述VL和/或VH结构域中的至少一个包含人框架区域，其中所述VL结构域中的至

少一个包含(i)人Vκ框架区域I至III；(ii)CDR结构域CDR1、CDR2和CDR3；(iii)框架区域IV，

其是框架区域IV的人Vλ种系序列。

2.权利要求1所述的异源二聚体蛋白，其还包含

(v)第四功能性结构域，其通过第四多肽接头与所述第一或所述第二氨基酸序列融合；

(vi)第四和第五功能性结构域，其分别通过第四和第五多肽接头与所述第一或所述第

二氨基酸序列融合；或者

(vi)第四、第五和第六功能性结构域，其分别通过第四、第五和第六多肽接头与所述第

一或所述第二氨基酸序列融合。

3.权利要求1或2所述的异源二聚体蛋白，其中所述第一多肽接头由5至20个氨基酸残

基。

4.权利要求3所述的异源二聚体蛋白，其中所述第一多肽接头由6至15个氨基酸残基组

成。

5.权利要求1或2所述的异源二聚体蛋白，其中(a)所述第一VL结构域(ia)与所述第一

VH结构域(ib)形成对第一靶标抗原可变结构域第一同源对，其具有特异性，并且所述第二

VL结构域(iia)与所述第二VH结构域(iib)形成可变结构域第二同源对，其与第二靶标抗原
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具有特异性；或者(b)所述第一VL结构域(ia)与所述第二VH结构域(iib)形成可变结构域第

一同源对，其对第一靶标抗原具有特异性的，并且所述第二VL结构域(iia)与所述第一VH结

构域(ib)形成可变结构域第二同源对，其对第二靶标抗原具有特异性。

6.权利要求1或2所述的异源二聚体蛋白，其中所述第三、第四、第五和/或第六功能性

结构域独立地选自以下：结合结构域、毒素、酶、激素、信号传导蛋白和白蛋白。

7.权利要求6所述的异源二聚体蛋白，其中所述第三、第四、第五和/或第六功能性结构

域独立地选自结合结构域；其中所述结合结构域独立地选自以下：基于抗体的结合结构域，

包括scFv片段、Fab片段和单抗体可变结构域，以及基于替代骨架的结合结构域，包括基于

锚蛋白的结构域、低聚物、avimer、anticalin、纤连蛋白和构建到抗体的恒定区域中的结合

位点。

8.权利要求1或2所述的异源二聚体蛋白，其中至少一个所述抗体可变结构域包含源自

亲本兔抗体的CDR区域。

9.权利要求1或2所述的异源二聚体蛋白，其中，所述第一和所述第二VL和VH结构域之

一的同源对对于选自以下的抗原是特异性的：癌症靶标；和存在于免疫效应细胞上的靶标。

10.权利要求9所述的异源二聚体蛋白，其中所述存在于免疫效应细胞上的靶标是CD3。

11.编码权利要求1或2所述的异源二聚体蛋白的第一和第二单链蛋白的一种核酸或两

种核酸。

12.包含权利要求11的所述一种核酸或所述两种核酸的一种载体或两种载体。

13.包含权利要求12的所述一种载体或所述两种载体的一种宿主细胞或多种宿主细

胞。

14.用于生产权利要求1至10中任一项的异源二聚体蛋白或所述异源二聚体蛋白的第

一或第二单链蛋白的方法，其包含(i)提供权利要求11的一种核酸或两种核酸或权利要求

12的一种载体或两种载体，表达所述一种核酸序列或多种核酸序列或所述一种载体或多种

载体，并收集所述异源二聚体蛋白，或者(ii)提供根据权利要求13的一种宿主细胞或多种

宿主细胞，培养所述一种宿主细胞或多种宿主细胞，并从细胞培养物中收集所述第一和第

二单链蛋白，或所述异源二聚体蛋白。

15.一种药物组合物，其包含权利要求1至10中任一项所述的异源二聚体蛋白和药学上

可接受的载体。

16.权利要求1至10中任一项所述的异源二聚体蛋白在制备用于治疗选自癌症、炎症和

自身免疫疾病的疾病的药物中的用途，其中所述VL和VH结构域的同源对的至少一种或所述

第三、第四、第五或第六功能性结构域中的至少一种能够与所述疾病中的治疗相关性靶标

特异性相互作用。
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异源二聚体多特异性抗体形式

技术领域

[0001] 本发明涉及多个抗体可变结构域的新型异源二聚体多特异性形式，其包含两个分

开的可变结构域对的核心，其中，全部两个可变轻结构域和两个同源可变重结构域分别串

联位于两个独立的蛋白链上。

背景技术

[0002] 自从开发了第一种单克隆抗体[R17]以来的过去四十年间，抗体已成为用于研究、

诊断和治疗目的越来越重要的一类生物分子。

[0003] 抗体作为治疗剂正朝着更合理地设计功能发展，从而改善和扩大其固有性质。实

例包括通过糖工程优化效应子功能[R18]、特异性定位如跨血脑屏障转移[R19]或通过例如

增加对FcRn的结合来调节半衰期。

[0004] 抗体功能化的补充方法是在一个分子中组合不同的靶标特异性以产生双特异性

或多特异性抗体或抗体片段，从而能够有替代作用机制，如重新靶向T细胞，例如双特异性

抗体Blinatumomab或三特异性抗体Catumaxomab。

[0005] 尽管到目前为止已经开发了大量不同的多特异性抗体形式[R21]，但是双特异性

和多特异性抗体形式目前的种类仍然给工业化留下了相当大的技术挑战和很少的灵活性，

只有少数形式允许三特异性和多特异性结合，更少的形式支持形成异源二聚体蛋白。

[0006] 过去已经提出了不同的多特异性形式。从概念上讲，这些形式可以分为三类：a)单

链多特异性形式，其中不同的靶标结合结构域全部位于单个蛋白链上，由单个基因表达，b)

同源二聚体和同源多聚体形式，其中不同的靶标结合结构域位于相同的蛋白链上，其通过

使用多聚化结构域来组装，形成二价/多价和任选地还有多特异性复合物，以及c)异源二聚

体形式，其中靶标结合结构域位于不同的蛋白链上，并且两条蛋白链的组装由异源二聚化

结构域驱动。

[0007] 原则上，异源二聚体多特异性形式提供了以下优点：通过两条异源二聚化蛋白链

的简单置换，可以很容易地测试各种组合中具有不同特异性和亲和性的结合结构域，从而

能够在最终形式中直接筛选特异性和亲和性的最佳组合，而不需要繁琐的克隆。

[0008] 在各种结构域的结合性质和/或效力需要彼此谨慎匹配以获得双特异性蛋白的最

佳效力、并同时最小化非特异性作用风险的情况下，需要最终产物形式中的这种筛选。在临

床情况下，这将转化为在最低不良作用风险下的最佳功效。需要这种最佳组合的情况，可以

例如是同时阻断在疾病过程中产生的不同浓度的两种疾病驱动细胞因子。在这种情况下，

治疗性双特异性蛋白应当能够在一个且相同的治疗剂量下有效地阻断两种细胞因子。

[0009] 多特异性分子的靶标结合结构域的特征必须协调一致的另一个实例是：用细胞毒

性抗体靶向肿瘤细胞上的两个细胞表面靶标来治疗癌症。虽然在这种情况下抗体的两个细

胞表面靶标可能仅在癌细胞上共表达，但它们可以在各种健康组织中单独表达。为了在肿

瘤治疗中在最低的不良副作用风险下获得最好的功效，细胞毒性抗体应当优先与两个靶标

共表达的细胞结合，而不应当与仅表达两个靶标之一的组织结合。为了实现这一点，需要调
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整两个靶标结合结构域的亲和性，以使得一方面，单独的结构域与其靶标的亲和性太弱而

不能导致细胞裂解，并且另一方面，由于双特异性分子与癌细胞上的两个靶标同时结合而

产生的协同亲和力足以诱导细胞裂解。由于与固定在细胞表面上的不同大分子同时结合而

产生的几何约束，实现最大协同结合的结构域组合不仅是亲和性功能，而且是抗原表位功

能，并且仅可能通过测试实际产物形式中的不同结构域组合来鉴定。

[0010] 天然IgG型抗体可以被认为是同源二聚体形式。

[0011] 为了增加使用传统IgG结构作为支架的同源二聚体抗体形式的特异性数量，可以

将额外的结合部分，例如单链Fvs[R15]、Fvs[R16]、单个结构域[例如Nanobodies:Huang等

人，Expert  Rev  Mol  Diagn.10(2010):777‑85]或替代支架[例如Fynomers:Schlatter等

人，MAbs.4(2012)497‑508]附加到重链和轻链的氨基或羧基末端。该方法的一个优点是可

以用常规IgG作为核心结构域来产生双特异性至三特异性构建体，这使得能够利用大多数

已经为常规IgG建立的制造和修饰技术。然而，由于常规Fc区域的同源二聚体性质，该方法

将总是在每个分子中产生至少两个相同的结合结构域，并因此导致与某些靶标二价结合。

这并不总是想要的，特别是(a)当只有与两个靶标协同结合才能产生预期作用时，或(b)当

分子量不应当进一步增加时。此外，该方法经常遇到附加的结合部分的结构域稳定性较差，

使其不适合于药物开发。

[0012] 融合另外的结合结构域以增加特异性的概念也可应用于Fab片段[R14]或IgG的其

他抗原结合片段[R23]。由于由重链和轻链组成的Fab的异源二聚体性质，Fab片段可以用作

异源二聚化结构域。例如，Fab片段已被用于工程化设计所谓的三体(Tribody)。在这种形式

中，将scFv片段与Fab的轻链和重链的羧基末端融合，形成真正的异源二聚体三特异性分

子。Fab的轻链‑重链交联主要由CL‑CH1之间的相互作用驱动，其另外通过共价二硫键连接

[R2]。这种形式的挑战是：(a)最不稳定组分的稳定性限制，所述最不稳定组分将最有可能

是附加的scFv，以及(b)最多三个靶标特异性的限制。

[0013] 作为解决同源二聚体双特异性形式的限制的方法，引入了异源二聚体IgG[R31]。

来自一个细胞的两种不同mAb的简单共表达，导致组装异源二聚体双特异性IgG的可能性非

常低，在所述异源二聚体双特异性IgG中，两种不同的重链将彼此配对，并且两种不同的轻

链将与其相对应的重链配对[R24]。然而，它还将导致A)具有不同特异性的重链和轻链的错

配，以及B)形成单特异性和双特异性变体的不同重链组合的混合物。为了解决这些困难，已

经采取了几种方法，这几种方法在分子中造成了人为的不对称性。“knob‑into‑hole”概念

[R3，R4]使用重链/重链或重链/轻链结合点(interface)的工程化设计以驱动共表达链向

预期构型交联。在另一种方法中，CrossMab方法[R5]允许工程化的轻链/重链对选择性配

对。这些方法的缺点是，任何错配分子的残留级分都很难从产物中分离。因此，其他技术通

过改变单特异性和双特异性结合物[R22]的差异结合性质来关注分离问题，另一方面还忍

受由变体的随机分布引起的产量损失。

[0014] 基于IgG的异源二聚体形式的另外的限制是它们都必须包含Fc效应子结构域。在

其中异源二聚化将由导向至任意选择靶标的结合结构域驱动的形式中，将能够在相同或更

低的分子量下增加特异性/功能性的数量。具有较低分子量的分子能更有效地穿透靶标组

织(例如实体癌)，因此有希望在相同或较低剂量下改善功效。

[0015] 通过简单地添加例如与血清白蛋白相互作用的结合结构域，可将这种小的形式工
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程化设计成具有与IgG相当的血清半衰期。

[0016] 另一种方法使用非抗体融合蛋白来赋予例如scFv部分预期的多特异性。这种融合

蛋白的实例有Dock‑and‑Lock[R25]、barnase‑barstar[R26]、jun‑fos[R27]、TNF[R28]或

HSA[R29]。这些概念的共同之处在于添加了至少一对结构域，以异源二聚体方式相互作用

以将双特异性或多特异性结合结构域连接在一起。这些异源二聚化结构域不直接参与靶标

结合，但是它们增加了蛋白的分子量——类似于三体形式中的恒定区1(C1)。此外，通过掺

入非人抗原表位和序列，它们可能具有增加的免疫原性风险。

[0017] 与以上讨论的CL和CH1之间的相互作用相比，形成抗体结合部位的VL‑VH结构域的

交联通常被认为是弱的。然而，有几个仅由抗体可变结构域组成的异源二聚体抗体片段概

念。如双抗体(diabody)[R6]、DART[R10]和tandab[R7，R8]等方法提供了优雅和简约的方法

以产生同源和异源二聚体双特异性和二价到四价组装体。这些形式策略的最重要的限制是

(a)通过使例如scFv与双抗体的任一链的或DART的氨基或羧基末端融合来添加另外的特异

性可以导致可变轻结构域和可变重结构域的链内配对，从而使得两条蛋白链的异源二聚化

非常具有挑战性，以及(b)由于过去经常观察到的可变轻链和可变重链之间的弱的结构域

结合点结合，这些形式的单体稳定性差且生产性差，因此进一步的工程化设计，例如引入结

构域间二硫键[R12]以稳定VL/VH结合点被认为是必要的。

[0018] 为了构建多特异性单链串联Fv抗体，Kipriyanov等人[R30]提出了一种包含两条

蛋白链的设计，每条蛋白链由两个按VL‑(接头1)‑VH‑(接头2)‑VL‑(接头3)‑VH顺序排列的

分开的Fv结构域组成。为了构建异源二聚体四特异性蛋白，异源二聚体将由具有以下结构

的两条蛋白链组成。链1：VLA‑(接头1)‑VHA‑(接头12)‑VLB‑(接头13)‑VHC，和链B：VLD‑(接

头1)‑VHD‑(接头2)‑VLC‑(接头3)‑VHB，其中，FvB和FvC的组装将驱动两条链的异源二聚化

(参见图10A)。为了防止链内组装形成串联的单链Fv(scFv2)样形式，并为了促进两条单体

蛋白链的异源二聚化，已经提出缩短接头3位置处的接头，最多为10个氨基酸(EP1293514 

A1)。然而，所提出的具有至少15个氨基酸的接头2的两个分开的可变结构域的组织安排导

致第二可变结构域可能折叠回到N末端结构域上，导致由不匹配的VH/VL对组成的单链双抗

体(scDb)样形式，因此可能无法与其靶标结合。另外，还有可能形成其中蛋白链1上的所有

可变重链和轻链将分别与蛋白链2的可变轻链和重链配对的异源二聚体，从而防止末端

scFv(scFvA和scFvD)的形成并形成非同源可变结构域的配对。串联的scFv(scFv2)型或

scDb型副产物可能是在非多聚化的蛋白链的表观分子量下观察到非常高的蛋白级分的原

因[R30]。

[0019] 理论上，上述方法中scDb样结构的形成可通过同样缩短两个分开的可变结构域之

间的第二接头(接头2)而进一步减少。然而，这将限制构建体的灵活性，这在许多情况下会

对允许两个靶标同时结合的可用抗原表位的范围造成负面影响。当两种膜蛋白同时结合

时，这些几何约束特别具体限制性。

[0020] 另外，然而，最重要的是，两种单体都可能形成同源二聚体片段(参见图10B)，因此

统计上多达三分之二的二聚体产物由两种同源二聚体组成，而只有三分之一由需要的异源

二聚体组成。

[0021] 总而言之，对于允许在最终形式中进行不同结合结构域的简单置换和随后的表征

的异源二聚体多特异性形式，有强烈的行业需求。这种形式的主要挑战是(a)特异性异源二
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聚化的效率相对较差，导致生产产量不理想，以及(b)必须使用非靶标结合蛋白作为异源二

聚化结构域或工程化的异源二聚体Fc效应子结构域，其在调节血清半衰期方面具有较差的

灵活性，并且限制了添加新功能而不增加分子量的灵活性。

[0022] 因此，最佳的异源二聚体多特异性形式将仅由靶标结合结构域组成，并且将能够

例如通过自由改变不同结合结构域之间的接头长度来调整分子的几何形状以适应由相互

作用配偶体(partner)(靶标)限定的几何约束。迄今为止，在现有技术中既没有给出也没有

建议针对这个问题——即修饰单体链上可变结构域的顺序——的解决方案。

发明内容

[0023] 本发明涉及多个抗体可变结构域的新型异源二聚体多特异性形式，其包含两个分

开的可变结构域对的核心，其中，全部两个可变轻结构域和两个同源可变重结构域分别串

联位于两个独立的蛋白链上，由此驱动两条蛋白链的同源二聚化。多达两个额外的结合结

构域，特别是基于抗体的结合结构域，例如scFv片段，与任一蛋白链的氨基或羧基末端融

合，形成多达六特异性异源二聚体蛋白。

[0024] 因此，第一方面，本发明涉及一种异源二聚体蛋白，其包含第一和第二单链蛋白，

[0025] 其中所述第一单链蛋白包含第一氨基酸序列，所述第一氨基酸序列由以下组成

(从N末端至C末端)：

[0026] (ia)第一VL结构域；

[0027] (iia)第一多肽接头，以及

[0028] (iiia)第二VL结构域，并且

[0029] 其中所述第二单链蛋白包含第二氨基酸序列，所述第二氨基酸序列由以下组成

(从N末端至C末端)：

[0030] (ib)第一VH结构域；

[0031] (iib)第二多肽接头，以及

[0032] (iiib)第二VH结构域，并且

[0033] 其中所述第一VL结构域与所述第一或所述第二VH结构域形成可变结构域第一同

源对(cognate  pair)，其对第一靶标抗原具有特异性，并且所述第二VL结构域与另一个所

述VH结构域形成可变结构域第二同源对，其对第二靶标抗原具有特异性，并且其中所述第

一或所述第二单链蛋白中的至少一个还包含

[0034] (iv)至少一个作为第三功能性结构域的额外的结构域，其通过第三多肽接头与所

述第一或所述第二氨基酸序列融合，

[0035] 其中，任选地，所述异源二聚体蛋白不包含第一和第二免疫球蛋白恒定结构域的

同源对，其中所述第一免疫球蛋白恒定结构域被包含在所述第一单链蛋白中，并且其中所

述第二免疫球蛋白恒定结构域被包含在所述第二单链蛋白中。

[0036] 第二方面，本发明涉及编码所述第一和第二单链蛋白的一种或两种核酸序列。

[0037] 第三方面，本发明涉及包含所述一种或两种核酸序列的一种或两种载体。

[0038] 第四方面，本发明涉及包含一种或两种载体的一种宿主细胞或多种宿主细胞。

[0039] 第四方面，本发明涉及用于生产本发明的第一和第二单链蛋白或异源二聚体蛋白

的方法，其包含(i)提供根据本发明的一种核酸或多种核酸，或根据本发明的一种载体或多
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种载体，表达所述一种核酸或多种核酸或所述一种载体或多种载体，并从表达系统收集所

述第一和第二单链蛋白，或所述异源二聚体蛋白，或者(ii)提供本发明的一种宿主细胞或

多种宿主细胞，培养所述一种宿主细胞或多种宿主细胞，并从细胞培养物收集所述第一和

第二单链蛋白，或所述异源二聚体蛋白。

[0040] 第五方面，本发明涉及一种药物组合物，其包含本发明的异源二聚体蛋白和药学

上可接受的载体。

[0041] 第六方面，本发明涉及用于治疗疾病，特别是人类疾病，更特别是选自癌症、炎症

和自身免疫疾病的人类疾病的本发明的异源二聚体蛋白，其中，所述VL和VH结构域的同源

对的至少一种或所述第三、第四、第五或第六功能性结构域中的至少一种能够与相应疾病

中的治疗相关性靶标特异性相互作用。

[0042] 第七方面，本发明涉及用于治疗患有疾病，特别是人类疾病，更特别是选自癌症、

炎症和自身免疫疾病的人类疾病的患者的方法，所述方法包含向受试者施用有效量的本发

明的异源二聚体蛋白，其中，所述VL和VH结构域的同源对的至少一种或所述第三、第四、第

五或第六功能性结构域中的至少一种能够与相应疾病中的治疗相关性靶标特异性相互作

用。

[0043] 在所附的从属权利要求中阐述了本发明的特定实施方案。

附图说明

[0044] 图1示出了组装体1的示意图(参见实施例1)。

[0045] 图2示出了组装体3的示意图(参见实施例1)。

[0046] 图3示出了组装体5的示意图(参见实施例1)。

[0047] 图4示出了组装体7的示意图(参见实施例1)。

[0048] 图5示出了1步纯化后的尺寸排阻色谱图。(A)组装体1；(B)组装体3；(C)组装体5；

(D)组装体7。

[0049] 图6示出了1步纯化后的SDS‑PAGE分析：图A：PRO356(组装体1)：还原条件：泳道4；

非还原条件：泳道10；PRO357(组装体3)：还原条件：泳道5；非还原条件：泳道11；PRO358(组

装体5)还原条件：泳道6；非还原条件：泳道12；PRO355(组装体7)还原条件：泳道3；非还原条

件：泳道9。图B：在样品制备期间具有较低温度的重复SDS‑PAGE，显示PRO357(组装体3)非还

原条件的显著交联。

[0050] 图7示出了与在4℃储存(图7A)相比，PRO356(组装体1)；PRO357(组装体3)；PRO358

(组装体5)；PRO355(组装体7)在37℃下储存28天后的蛋白含量(1g/L)(图7B)。

[0051] 图8示出了与在4℃储存(图8A)相比，PRO356(组装体1)；PRO357(组装体3)；PRO358

(组装体5)；PRO355(组装体7)在37℃下储存28天后的单体含量(1g/L)(图8B)。

[0052] 图9示出了在37℃孵育4周后稳定性样品的SDS‑PAGE分析：PRO356(组装体1)：还原

条件：泳道4；非还原条件：泳道10；PRO357(组装体3)：还原条件：泳道5；非还原条件：泳道

11；PRO358(组装体5)还原条件：泳道6；非还原条件：泳道12；PRO355(组装体7)还原条件：泳

道3；非还原条件：泳道9。

[0053] 图10示出了根据Kipriyanov等人[R30]的多特异性单链串联Fv抗体的示意图：VL

结构域：灰色背景；VH结构域：白色背景；同源对由相同的填充模式表示。(A)单链和异源二
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聚体产物的示意图。(B)潜在同源二聚体的示意图。

[0054] 图11示出了来自SPR实验的结果，其中，将MATCH(通过同源异源二聚化形成的的基

于多特异性抗体的治疗剂(multispecific  antibody‑based  therapeutics  by  cognate 

hetero‑dimerization))分子固定在传感器芯片上，并按所示序列应用4种抗原。产生的传

感图显示，RU变化与由每个MATCH形式诱导的所有四种抗原的同时参与是一致的。

[0055] 图12示出了结合量与无活性的MATCH分子的分析结果。将MATCH分子与过量的TNF

(形成Fv结构域的二聚体之一的抗原)预孵育，并将复合物在SE‑HPLC上运行。分析所得到的

色谱图以计算“活性”(结合的)与“无活性”MATCH分子的级分。当应用保守峰值拟合时，分析

显示了11.4％至4.7％的无活性蛋白。

具体实施方式

[0056] 在这里，我们提出了一种新型形式，所述新型形式呈现出含有多抗体可变结构域

的两条蛋白链的定量异源二聚体组装。这个形式由两个分开的可变结构域对(两个Fv片段)

的核心组成，其中，两个可变轻结构域和两个可变重结构域各自位于一条独立的蛋白链上，

由此驱动两条蛋白链的同源二聚化。最多达两个具有高结构域内和结构域间稳定性的scFv

形式中的额外的可变结构域与任一肽链的氨基和/或羧基末端融合，形成最多达六特异性

异源二聚体蛋白。

[0057] 因此，第一方面，本发明涉及一种异源二聚体蛋白，其包含第一和第二单链蛋白，

其中所述第一单链蛋白包含第一氨基酸序列，所述第一氨基酸序列由以下组成(从N末端至

C末端)：

[0058] (ia)第一VL结构域；

[0059] (iia)第一多肽接头，以及

[0060] (iiia)第二VL结构域，并且

[0061] 其中所述第二单链蛋白包含第二氨基酸序列，所述第二氨基酸序列由以下组成

(从N末端至C末端)：

[0062] (ib)第一VH结构域；

[0063] (iib)第二多肽接头，以及

[0064] (iiib)第二VH结构域，并且

[0065] 其中所述第一VL结构域与所述第一或所述第二VH结构域形成可变结构域第一同

源对，其对第一靶标抗原具有特异性，并且所述第二VL结构域与另一个所述VH结构域形成

可变结构域第二同源对，其对第二靶标抗原具有特异性，并且其中所述第一或所述第二单

链蛋白中的至少一个还包含

[0066] (iv)至少一个作为第三功能性结构域的额外的结构域，其通过第三多肽接头与所

述第一或所述第二氨基酸序列融合。

[0067] 在整篇说明书和随后的权利要求书中，除非上下文另有要求，否则词语“包含”将

被理解为暗示包含所述整体、组合物或步骤或整体或步骤的组，而任意额外的整体、组合物

或步骤或整体、组合物或步骤的组也可任选地存在，包括其中不存在额外的整体、组合物或

步骤或整体、组合物或步骤的组的实施方案。关于这些后面的实施方案，术语“包含”因此包

括较窄的术语“由......组成”。
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[0068] 在本说明书全文中引用了若干文献。无论是上文还是下文，本文引用的每个文件

(包括所有专利、专利申请、科学出版物、制造商说明书、说明书、GenBank登录号序列提交

等)其整体通过引用并入本文至在相应专利法下可能的程度。本文中没有任何内容被解释

为承认本发明无权通过在先发明早于这些公开。

[0069] 在本发明的上下文中，术语“VL结构域”和“VH结构域”分别指抗体的可变轻链结构

域和可变重链结构域。在本发明的上下文中，术语“抗体”是指免疫球蛋白分子和免疫球蛋

白分子的免疫活性部分，即含有特异性结合抗原的抗原结合位点的分子，即包括包含至少

一个抗体的抗原结合片段的抗体部分。

[0070] 在本发明的上下文中，如果抗体或任意结合分子与作为靶标的抗原/同源结合配

偶体具有100μM或更小，优选50μM或更小，优选30μM或更小，优选20μM或更小，优选10μM或更

小，优选5μM或更小，更优选1μM或更小，更优选900nM或更小，更优选800nM或更小，更优选

700nM或更小，更优选600nM或更小，更优选500nM或更小，更优选400nM或更小，更优选300nM

或更小，更优选200nM或更小，甚至更优选100nM或更小，进一步优选为90nM或更小，进一步

优选为80nM或更小，进一步优选为70nM或更小，进一步优选为60nM或更小，进一步优选为

50nM或更小，进一步优选为40nM或更小，甚至更优选30nM或更小，甚至更优选20nM或更小，

甚至更优选10nM或更小的解离常数KD，则所述抗体或任意结合分子通常被认为与所述抗原

(对于抗体的情况)或与所述同源结合配偶体(通常对于结合分子的情况)“特异性结合”。

[0071] 在本发明的上下文中，术语“功能性结构域”是指具有预定义功能，例如酶活性或

与同源配体特异性结合的蛋白类结构域，其中，所述蛋白类结构域是具有至少一个二级结

构要素的结构域。用于确定多肽或蛋白质中二级结构的存在的方法，例如X‑射线晶体法、圆

二色谱法(CD)、振动圆二色谱法(VCD)、NMR或FT‑IR，或用于预测多肽中二级结构的存在的

方法，例如PEP‑FOLD(Shen等人，J.Chem.Theor.Comput.10(2014)4745‑4758)是本领域技术

人员所熟知的。在特定的实施方案中，所述蛋白类结构域是具有三级结构的结构化的结构

域。在特定的实施方案中，所述蛋白类结构域包含至少约20个氨基酸残基(参见Heitz等人，

Biochemistry  38(1999)10615‑25)，特别是至少约50个氨基酸残基，更特别是至少约100个

氨基酸残基。

[0072] 在本发明的上下文中，术语“多肽接头”是指连接两个结构域的通过肽键连接的由

氨基酸残基链组成的接头，每个结构域与接头的一端连接。在特定的实施方案中，多肽接头

具有2至30个氨基酸残基(例如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个氨基酸残基)的连续链。在特定的实施方案中，多肽接

头是非结构化的多肽。如上所述，用于确定多肽中二级结构的存在的方法，例如X‑射线晶体

法、圆二色谱法(CD)、振动圆二色谱法(VCD)、NMR或FT‑IR，或用于预测多肽中二级结构的存

在的方法，流入PEP‑FOLD(Shen等人，J.Chem.Theor.Comput.10(2014)4745‑4758)是本领域

技术人员所熟知的。

[0073] 本发明的特征如下：

[0074] ·使用抗体可变结构域以产生异源二聚体形式，其中，两个VL均位于一条蛋白链

上，而相应的VH位于第二条蛋白链上。

[0075] ·异源二聚体核心结构域允许附加额外的功能性结构域，例如结合结构域，以产

生三、四、五或六特异性实体。
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[0076] ·多个异源二聚体核心组装体的高效配对的实例。

[0077] ·组合筛选共享一个共同的异源二聚体核心结构域的多个结合结构域混合物的

解决方案简单。

[0078] 在一个特定的实施方案中，本发明涉及一种异源二聚体蛋白，其中所述第一或所

述第二单链蛋白还包含

[0079] (v)第四功能性结构域，其通过第四多肽接头与所述第一或所述第二氨基酸序列

融合。

[0080] 在一个特定的实施方案中，本发明涉及一种异源二聚体蛋白，其中所述第一或所

述第二单链蛋白还包含

[0081] (vi)第五功能性结构域，其通过第五多肽接头与所述第一或所述第二氨基酸序列

融合。

[0082] 在一个特定的实施方案中，本发明涉及一种异源二聚体蛋白，其中所述第一或所

述第二单链蛋白还包含

[0083] (vii)第六功能性结构域，其通过第六多肽接头与所述第一或所述第二氨基酸序

列融合。

[0084] 在特定的实施方案中，所述异源二聚体蛋白包含所述第三和所述第四功能性结构

域。在这样的实施方案中，所述异源二聚体蛋白是四价的，在特定的实施方案中，所述异源

二聚体蛋白是四特异性的。

[0085] 在特定的实施方案中，所述异源二聚体蛋白包含所述第三、所述第四、所述第五和

所述第六功能性结构域。在这样的实施方案中，所述异源二聚体蛋白是六价的，在特定的实

施方案中，所述异源二聚体蛋白是六特异性的。

[0086] 在特定的实施方案中，所述异源二聚体蛋白不包含第一和第二免疫球蛋白恒定结

构域的同源对，其中，所述第一免疫球蛋白恒定结构域被包含在所述第一单链蛋白中，并且

其中，所述第二免疫球蛋白恒定结构域被包含在所述第二单链蛋白中。在特定的实施方案

中，所述第一和所述第二单链蛋白中的至少一个不包含免疫球蛋白恒定结构域。在特定的

实施方案中，所述第一和所述第二单链蛋白均不包含免疫球蛋白恒定结构域。

[0087] 在特定的实施方案中，除了(i)所述第一VL结构域和所述第一VH结构域的同源对

以及(ii)所述第二VL结构域和所述第二VH结构域的同源对，所述异二聚体蛋白不包含所述

第一单链蛋白中的第一蛋白类相互作用结构域和所述第二单链蛋白中的第二蛋白类相互

作用结构域的同源对。

[0088] 在特定的实施方案中，所述第一多肽接头由5至20个氨基酸残基，特别是6至15个

氨基酸残基组成。在特定的实施方案中，所述多肽接头具有序列(GmS)n；其中m独立地选自

2、3和4；并且n选自1、2、3、4和5。

[0089] 在特定的其他实施方案中，所述第一多肽接头由11至20个氨基酸残基，特别是11

至15个氨基酸残基组成。在特定的实施方案中，所述多肽接头具有序列(GmS)n；其中m独立

地选自2、3和4；并且n选自3、4和5。

[0090] 在特定的实施方案中，所述第二多肽接头由5至20个氨基酸残基，特别是6至15个

氨基酸残基组成。在特定的实施方案中，所述多肽接头具有序列(GmS)n；其中m独立地选自

2、3和4；并且n选自1、2、3、4和5。
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[0091] 在特定的其他实施方案中，所述第二多肽接头由11至20个氨基酸残基，特别是11

至15个氨基酸残基组成。在特定的实施方案中，所述多肽接头具有序列(GmS)n；其中m独立

地选自2、3和4；并且n选自3、4和5。

[0092] 在特定的实施方案中，所述第三、第四、第五和/或第六多肽接头由8至20个氨基酸

残基，特别是10至15个氨基酸残基组成。在特定的实施方案中，所述多肽接头独立地具有序

列(GmS)n；其中m独立地选自2、3和4，特别是4；并且n选自1、2、3、4和5，特别是选自2和3。

[0093] 在特定的实施方案中，所述第一VL结构域(ia)和所述第一VH结构域(ib)形成可变

结构域第一同源对，其对第一靶标抗原具有特异性，并且所述第二VL结构域(iia)和所述第

二VH结构域(iib)形成可变结构域第二同源对，其对第二靶标抗原具有特异性。在这样的实

施方案中，所述第一和所述第二单链蛋白以所述单链蛋白的平行排列方式形成所述异源二

聚体蛋白。

[0094] 在特定的这种实施方案中，所述第一多肽接头由10至20个氨基酸残基，特别是12

至至17个氨基酸残基，特别是15个氨基酸残基组成。在特定的实施方案中，所述多肽接头具

有序列(GmS)n；其中m独立地选自2、3和4，特别是4；并且n选自1、2、3、4和5，特别是3。

[0095] 在特定的这种实施方案中，所述第二多肽接头由10至20个氨基酸残基，特别是12

至至17个氨基酸残基，特别是15个氨基酸残基组成。在特定的实施方案中，所述多肽接头具

有序列(GmS)n；其中m独立地选自2、3和4，特别是4；并且n选自1、2、3、4和5，特别是3。

[0096] 在特定的这种实施方案中，所述第三、第四、第五和/或第六多肽接头由10至20个

氨基酸残基，特别是12至17个氨基酸残基，特别是15个氨基酸残基组成。在特定的实施方案

中，所述多肽接头具有序列(GmS)n；其中m独立地选自2、3和4，特别是4；并且n选自1、2、3、4

和5，特别是3。

[0097] 在特定的其他实施方案中，所述第一VL结构域(ia)和所述第二VH结构域(iib)形

成可变结构域第一同源对，其对第一靶标抗原具有特异性，并且所述第二VL结构域(iia)和

所述第一VH结构域(ib)形成可变结构域第二同源对，其对第二靶标抗原具有特异性。在这

样的实施方案中，所述第一和所述第二单链蛋白以所述单链蛋白的反向平行排列方式形成

所述异源二聚体蛋白。

[0098] 在特定的这种实施方案中，所述第一多肽接头由5至12个氨基酸残基，特别是5至

10个氨基酸残基，特别是6个氨基酸残基组成。在特定的实施方案中，所述多肽接头具有序

列(GmS)n；其中m独立地选自2、3和4，特别是2；并且n选自1、2、3、4和5，特别是2。

[0099] 在特定的这种实施方案中，所述第二多肽接头由5至12个氨基酸残基，特别是6至

至10个氨基酸残基，特别是8个氨基酸残基组成。在特定的实施方案中，所述多肽接头具有

序列(GmS)n；其中m独立地选自2、3和4，特别是3；并且n选自1、2、3、4和5，特别是2。

[0100] 在特定的这种实施方案中，所述第三、第四、第五和/或第六多肽接头由10至20个

氨基酸残基，特别是8至12个氨基酸残基，特别是10个氨基酸残基组成。在特定的实施方案

中，所述多肽接头具有序列(GmS)n；其中m独立地选自2、3和4，特别是4；并且n选自1、2、3、4

和5，特别是2。

[0101] 在特定的实施方案中，所述第三、第四、第五和/或第六功能性结构域独立地选自

以下：结合结构域、毒素、酶、激素、信号传导蛋白和白蛋白。

[0102] 在特定的实施方案中，所述第三、第四、第五和/或第六功能性结构域独立地选自

说　明　书 9/20 页

12

CN 107922486 B

12



结合结构域。

[0103] 在特定的这种实施方案中，结合结构域独立地选自以下：基于抗体的结合结构域，

包括但不限于scFv、Fab和单个抗体可变结构域，基于来自鲨鱼的VNAR结构的单结构域抗

体，以及基于替代骨架的结合结构域，包括但不限于基于锚蛋白的结构域、低聚物、avimer、

anticalin、纤连蛋白和构建到抗体的恒定区的结合位点(例如f‑star技术)。

[0104] 在特定的这种实施方案中，所述结合结构域是基于抗体的结合结构域，其选自单

链Fv片段和单抗体可变结构域。

[0105] 在某些这种实施方案中，这种单链Fv片段中的可变结构域的顺序选自(从N端至C

端)VL‑(接头)‑VH和VH‑(接头)‑VL。在某些实施方案中，对于包含在异源二聚体蛋白中的所

有单链Fv片段，可变结构域的顺序是相同的。在某些实施方案中，三个VL结构域分别通过所

述第一多肽接头和所述第三、第四和第五多肽接头中的一个彼此连接，例如，其中按VL‑(接

头)‑VH顺序的单链Fv片段是来自所述第一氨基酸序列的C‑末端。在某些实施方案中，三个

VL结构域分别通过所述第二多肽接头和所述第三、第四和第五多肽接头中的一个彼此连

接，例如，其中按VL‑(接头)‑VH顺序的单链Fv片段是来自所述第二氨基酸序列的N‑末端(参

见图1和4)。因此，在某些实施方案中，所述第一和所述第二单链蛋白中的至少一个包含由

分别通过两个多肽接头连接的三个VL结构域或三个VH结构域组成的氨基酸序列。

[0106] 在某些其他实施方案中，通过相应的接头与所述第一或第二氨基酸序列的N‑末端

和/或C‑末端直接相连的任意这种基于抗体的结合结构域的可变结构域是(a)在与所述第

一氨基酸序列融合的情况下，是VH结构域，以及(b)在与所述第二氨基酸序列融合的情况

下，是VL结构域。因此，VH结构域与VL‑接头‑VL核心区域的N‑末端和/或C‑末端融合，并且VL

结构域与VH‑接头‑VH核心区域的N‑末端和/或C‑末端融合(例如参见图3)。

[0107] 在特定的实施方案中，所述第三、第四、第五和/或第六结合结构域是单链Fv片段。

[0108] 在特定的这种实施方案中，连接所述单链Fv片段的可变结构域的多肽接头由15至

25个氨基酸残基，特别是20个氨基酸残基组成。在特定的实施方案中，所述多肽接头具有序

列(GGGGS)n，n选自3、5和4，特别是4。

[0109] 在特定的实施方案中，至少一个所述抗体可变结构域包含源自亲本兔抗体的CDR

区域。

[0110] 在特定的实施方案中，至少一个所述抗体可变结构域包含人框架区域(framework 

region)。

[0111] 在特定的这种实施方案中，至少一个所述VL结构域包含(i)人VK框架区域I至III；

(ii)CDR结构域CDR1、CDR2和CDR3；和(iii)框架区域IV，其选自

[0112] a.用于框架区域IV的人Vλ种系序列，特别是选自以下列表的Vλ种系序列：

[0113] 根据WO  2014/206561的SEQ  ID  NO.16至22；

[0114] b.基于Vλ的序列，其是(bi)来自用于框架区域IV的人Vλ种系序列的共有Vλ序列，

特别是根据WO  2014/206561的SEQ  ID  NO.17；或者是(bii)

[0115] 来自用于框架区域IV的重排的人Vλ序列的共有Vλ序列，特别是选自以下列表的Vλ

共有序列：根据WO  2014/206561的SEQ  ID  NO.16和17

[0116] c.基于Vλ的序列，与用于框架区域IV的最接近的人Vλ种系序列相比，其具有一个

或两个突变，特别是一个突变。
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[0117] 在某些实施方案中，所述第一和所述第二VL和VH结构域之一的同源对对于选自以

下列表的抗原是特异性的：癌症靶标；和存在于免疫效应细胞上的靶标，例如CD3。

[0118] 在特定的所述实施方案中，所述第三、第四、第五和/或第六结合结构域是对选自

以下的靶标具有特异性的单链Fv片段：癌症靶标，和存在于免疫效应细胞上的靶标，例如

CD3。

[0119] 在本申请的上下文中，术语“靶标”是指结合结构域的同源结合配偶体，例如由这

种结合结构域特异性结合的抗体的抗原。

[0120] 在特定的实施方案中，所述靶标是癌症靶标，特别是与非肿瘤细胞表面相比，其以

增加的浓度和/或以不同的空间构型存在于一种或多种肿瘤细胞类型或肿瘤相关细胞的表

面上的抗原或抗原表位。特别地，所述癌症靶标存在于一种或多种肿瘤或肿瘤基质细胞类

型的表面上，但不存在于非肿瘤细胞的表面上。

[0121] 在其它特定的实施方案中，所述靶标是优先在参与自身免疫疾病的细胞上表达的

抗原或抗原表位。在其它实施方案中，所述抗原或抗原表位优先在参与炎症疾病的细胞上

表达。

[0122] 在特定的实施方案中，所述靶标是存在于免疫效应细胞上的靶标。在特定的实施

方案中，所述靶是CD3。

[0123] 在某些实施方案中，所述第一和所述第二单链蛋白选自以下，其中，VLA、VLB、VHA

和VHB对应于所述第一和第二VL和VH结构域，并且VLC、VLD、VLE、VLF、VHC、VHD、VHE和VHF是

带有接头的单链片段的一部分，对应于别通过第三、第四、第五和/或第六接头(LINKER3、

LINKER4、LINKER5和LINKER6)与核心结构域(以粗体字母表示)连接的所述第三、第四、第五

和/或第六功能性结构域；所有构建体都以N‑末端至C‑末端的方向书写：

[0124] A(平行；6Fvs)：

[0125] 链1：VLC‑(接头)‑VHC‑(接头3)‑VLA‑(接头1)‑VLB‑(接头4)‑VLD‑(接头)‑VHD

[0126] 链2：VLE‑(接头)‑VHE‑(接头5)‑VHA‑(接头2)‑VHB‑(接头6)‑VLF‑(接头)‑VHFB(反

向平行6Fvs)：

[0127] 链1：VLC‑(接头)‑VHC‑(接头3)‑VLA‑(接头1)‑VLB‑(接头4)‑VLD‑(接头)‑VHD

[0128] 链2：VLE‑(接头)‑VHE‑(接头52)‑VHB‑(接头2)‑VHA‑(接头6)‑VLF‑(接头)‑VHF

[0129] C1(反向平行4Fvs)(参见图1)：

[0130] 链1：VLC‑(接头)‑VHC‑(接头3)‑VLA‑(接头1)‑VLB

[0131] 链2：VLD‑(接头)‑VHD‑(接头4)‑VHB‑(接头2)‑VHA

[0132] C2(反向平行4Fvs)(参见图3)：

[0133] 链1：VLC‑(接头)‑VHC‑(接头3)‑VLA‑(接头1)‑VLB

[0134] 链2：VHB‑(接头2)‑VHA‑(接头4)‑VLD‑(接头)‑VHD

[0135] C3(反向平行4Fvs)：

[0136] 链1：VLA‑(接头1)‑VLB‑(接头3)‑VLC‑(接头)‑VHC

[0137] 链2：VLD‑(接头)‑VHD‑(接头4)‑VHB‑(接头2)‑VHA

[0138] C4(反向平行4Fvs)：

[0139] 链1：VLA‑(接头1)‑VLB‑(接头3)‑VLC‑(接头)‑VHC

[0140] 链2：VHB‑(接头2)‑VHA‑(接头4)‑VLD‑(接头)‑VHD
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[0141] D1(平行4Fvs)(参见图4)：

[0142] 链1：VLC‑(接头)‑VHC‑(接头3)‑VLA‑(接头1)‑VLB

[0143] 链2：VLD‑(接头)‑VHD‑(接头4)‑VHA‑(接头2)‑VHB

[0144] D2(平行4Fvs)：

[0145] 链1：VLC‑(接头)‑VHC‑(接头3)‑VLA‑(接头1)‑VLB

[0146] 链2：VHA‑(接头2)‑VHB‑(接头4)‑VLD‑(接头)‑VHD

[0147] D3(平行4Fvs)：

[0148] 链1：VLA‑(接头1)‑VLB‑(接头3)‑VLC‑(接头)‑VHC

[0149] 链2：VLD‑(接头)‑VHD‑(接头4)‑VHA‑(接头2)‑VHB

[0150] D4(平行4Fvs)：

[0151] 链1：VLA‑(接头1)‑VLB‑(接头3)‑VLC‑(接头)‑VHC

[0152] 链2：VHA‑(接头2)‑VHB‑(接头4)‑VLD‑(接头)‑VHD

[0153] 在这种形式中，在一条蛋白链上的两个分开的可变重结构域VHB和VHC以及在另一

条蛋白链上的两个对应的可变轻结构域VLB和VLC的定位(VH‑VH/VL‑VL)防止了链内结构域

配对的形成，链内结构域配对的形成产生无活性的单链双抗体(scDb)样结构，如同使用传

统双抗体的VH‑VL/VH‑VL取向——类似于Kipriyanov等人提出的设计——来驱动异源二聚

化的情况一样。相比之下，VH‑VH/VL‑VL取向迫使形成仅有异源二聚体双特异性至六特异性

蛋白。

[0154] 由于VHA与VLB和VHB与VLA的不适当配对会形成VHA‑VLB和VHB‑VLA对，理论上存在

以下可能：结合靶标A和B的VHA‑VHB/VLA‑VLB核心结构域的VH/VL结构域配对将导致无活性

核心结构域。出乎意料的且令人震惊的是，迄今为止还没有观察到这种无活性变体。不希望

受理论束缚，由于相对于不匹配配对中发生的潜在的组装干扰，同源对的CDR的组装更有

效，所以二聚化可以朝向同源配对驱动。

[0155] 为了进一步驱动异源二聚化朝向VH‑VH/VL‑VL核心结构域中的活性配对，可以在

VH‑VH/VL‑VL核心结构域的一个或两个(如果相互应用)VL/VH对中应用knob‑into‑hole或

类似技术。因此，在某些实施方案中，所述异源二聚体蛋白的VH‑VH/VL‑VL核心结构域中的

活性配对还由选自以下的技术支持：knob‑into‑hole和链间半胱氨酸桥。

[0156] 第二方面，本发明涉及编码所述第一和第二单链蛋白的一种或两种核酸序列。

[0157] 第三方面，本发明涉及包含所述一种或两种核酸序列的一种或两种载体。

[0158] 第四方面，本发明涉及包含一种或两种载体的一种宿主细胞或多种宿主细胞。

[0159] 第四方面，本发明涉及用于生产本发明的第一和第二单链蛋白或异源二聚体蛋白

的方法，其包含(i)提供根据本发明的一种核酸或多种核酸，或根据本发明的一种载体或多

种载体，表达所述一种核酸或多种核酸或所述一种载体或多种载体，并从表达系统收集所

述第一和第二单链蛋白，或所述异源二聚体蛋白，或者(ii)提供本发明的一种宿主细胞或

多种宿主细胞，培养所述一种宿主细胞或多种宿主细胞，并从细胞培养物收集所述第一和

第二单链蛋白，或所述异源二聚体蛋白。

[0160] 第五方面，本发明涉及一种药物组合物，其包含本发明的异源二聚体蛋白和药学

上可接受的载体。

[0161] 第六方面，本发明涉及用于治疗疾病的本发明的异源二聚体蛋白，所述疾病选自
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癌症、炎症和自身免疫疾病，其中，所述VL和VH结构域的同源对的至少一种或所述第三、第

四、第五或第六功能性结构域中的至少一种能够与相应疾病中的治疗相关性靶标特异性相

互作用。

[0162] 第七方面，本发明涉及用于治疗患有疾病的患者的方法，所述疾病选自癌症、炎症

和自身免疫疾病，所述方法包含向受试者施用有效量的本发明的异源二聚体蛋白，其中，所

述VL和VH结构域的同源对的至少一种或所述第三、第四、第五或第六功能性结构域中的至

少一种能够与相应疾病中的治疗相关性靶标特异性相互作用。
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[0194] 实施例

[0195] 实施例1：多特异性形式的构建

[0196] 为了构建被命名为通过同源异源二聚化形成的基于多特异性抗体的治疗剂

(MATCH)的异源二聚体多特异性形式，选择了四个良好表征的可变结构域，其分别定向针对

人肿瘤坏死因子α(TNF)、人白细胞介素‑5受体(IL5R)、人CD3ε(CD3)和白细胞介素‑23受体

(IL23R)。基于scFv形式中各个可变结构域的已知结合特征，在多特异性分子的背景下评估

了同源VL/VH对的活性，并由此评估了正确交联。分子外周的各个可变结构域位于每条蛋白

链的氨基(N)‑末端或者羧基(C)‑末端作为单链Fv(scFv)片段，或者位于异源二聚化核心结

构域。相对于VL和VH位于相同蛋白链上的外周scFv片段，核心结构域的同源可变结构域VL

和VH位于两条不同的蛋白链上。在下面提供的实施例中，位于两个核心结构域中的靶标结

合结构域分别定向针对CD3或TNF。与IL23R或IL5R结合的可变结构域已经用于外周scFv模

块，所述外周scFv模块通过使用10或15个氨基酸的柔性氨基酸接头与核心结构域的N‑末端

或C‑末端融合。

[0197] 为了探索本文呈现的异源二聚体核心组装体的不同变体，已经产生了同源可变结

构域对的平行以及反向平行取向，每个都具有一个或两个额外的scFv模块附加到核心域的

N‑末端或C‑末端。

[0198] 在反向平行排列方式中，从每个蛋白链(蛋白链1至9)的N‑末端至C‑末端，按取向

VHA‑VHB/VLB‑VLA构建了核心结构域。在一个实施方案中，通过将一个scFv模块与两条蛋白

链中的每一条进行N‑末端融合而形成四特异性形式(构建体由蛋白链1+2组成)。相应的三

特异性形式含有仅与两条蛋白链中的一条融合的scFv模块(构建体1+5)。为了研究工程化

的二硫桥可能对核心结构域组装体产生的稳定化作用，还产生了具有C‑末端半胱氨酸的上

述两种形式，这导致每条蛋白链核心结构域中的同源Fv交联。对于四特异性形式，各个异源

二聚体形式由蛋白链3+4组成，对于三特异性形式，由蛋白链4+6组成。在反平行排列方式的

变体中，位于核心结构域中的含有串联VH的链上的scFv模块与C‑末端而不是N‑末端融合，

并与含有组装的scFv模块的蛋白链在N‑末端结合，形成四特异性形式(蛋白链1+7)，或与仅

含有一个核心结构域的蛋白链结合，形成三特异性形式(蛋白质链5+7)。

[0199] 在平行排列方式中，从每条蛋白链排列方式的N‑末端至C‑末端，按取向VHA‑VHB/

VLA‑VLB构建了核心结构域。通过蛋白链9+10的共表达，产生了两个scFv模块均与核心结构

域的N‑末端侧融合的四特异性形式。通过蛋白链10+11的共表达，产生了相应的三特异性组

装体，其中scFv模块仅在含有串联VH的链上。

[0200] 为了产生表1中概述的构建体，将Fv结构域和接头的氨基酸序列回译成相应的核

酸序列，其被从头合成。通过标准分子生物学技术(例如Sambrook ,J .等人，Molecular 

Cloning:A  Laboratory  Manual)组装编码序列并克隆到合适的表达载体(例如pcDNA3.1，
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Invitrogen)中用于重组蛋白分泌。

[0201] 实施例2：表达和纯化

[0202] 通过使用瞬时基因表达方案(FreeStyleTM  MAX系统)，将构建体共转染到悬浮细胞

系(例如CHO‑S  FreestyleTM，Invitrogen)中来进行多特异性形式组装体的表达。表2中概述

了用于产生多特异性形式组装体的共表达表达载体的组合。培养数天后，回收分泌抗体片

段的细胞的上清液用于纯化。将蛋白捕获在合适的亲和树脂(例如Ca pto  L，GE 

Healthcare)上，充分洗涤并通过pH变换洗脱。将洗脱的蛋白中和并交换缓冲液以得到纯化

的混合物。通过尺寸排阻高效液相色谱(SE‑HPLC)(表3和图5)和十二烷基硫酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳(SDS‑PAGE)(图6)分析蛋白的纯度和UV/Vis光谱以分析蛋白含量。将蛋白浓度

调节至所需水平并进行稳定性分析。

[0203] 使用单步亲和色谱法，所有构建体都可以以高纯度和单体级分洗脱(图5和6)，证

实同源可变结构域的有效性和正确配对。此外，在非还原SDS‑Page中，PRO357几乎以共价连

接的异源二聚体的大小(‑106kDa)定量迁移，证实了恰当的MATCH链间交联并展现出高效性

并接近完全形成链间二硫键。由于结构限制，在错误配对的可变结构域之间不太可能形成

这种二硫键。因此，该结果表明异源二聚化几乎仅在同源可变结构域对之间发生。

[0204] 实施例3：储存稳定性评估

[0205] 通过蛋白L纯化的样品中蛋白质含量的显著均质性(homogeneity)进一步证明了

有效的MATCH链二聚化。在4周的过程中并储存在4℃和37℃下，通过SE‑HPLC分析了蛋白的

寡聚化并通过SDS‑PAGE分析了蛋白的降解(参见图7至9)。在研究之前，将样品浓度调节至

1g/L，并确定t0时间点。通过在Shodex  KW‑402.5‑4F(Showa  Denko)上分离样品并评价所得

的色谱图来量化单体含量。为了计算蛋白单体的相对百分比，将单体峰的面积除以不能归

因于样品基质的峰的总面积。用Any  kD  Mini‑Protean  TGX凝胶(Bio‑Rad  Laboratories)

和考马斯亮蓝染色，通过SDS‑PAGE分析评估蛋白降解。使用配备有Nanoquant板(Tecan 

Group  Ltd.)的Infinity读数器M200Pro，通过UV‑Vis光谱监测不同时间点的蛋白浓度。

[0206] 实施例4：热诱导去折叠(thermal  unfolding)

[0207] 基本上如Niesen(Niesen等人，Nat  Protoc.2(2007)2212‑21)所述，通过差示扫描

荧光法(DSF)测定所测试的构建体的热诱导去折叠的转变中值。在qPCR仪器(例如，

MX3005p，Agilent  Technologies)中进行DSF测定。将样品在缓冲液(柠檬酸盐‑磷酸盐，pH 

6.4,0.25M  NaCl)中稀释，所述缓冲液总体积为25μL，含有5×SYPRO橙的终浓度为。样品测

量三次，温变自25‑96X程序化。获得荧光信号，并用GraphPad  Prism(GraphPad  Software 

Inc.)分析原始数据。

[0208] 实施例5：亲和性测定

[0209] 使用MASS‑1SPR仪器(Sierra  Sensors)，通过表面等离子体共振(SPR)测量单链Fv

(scFv)形式中单独的靶标结合结构域以及纯化的异源二聚体四特异性构建体对重组靶标

蛋白人IL‑5受体(IL5R)、人IL‑23受体ECD(IL‑2R)、人CD3γ‑ε单链(CD3)的结合亲和性。对

于亲和性测量(在HEPES运行缓冲液：0.01M  HEPES，0.15M  NaCl，0.05％吐温中进行)，使用

标准胺偶联法，使用为每个单独的靶标优化的缓冲系统，将人异源二聚体单链CD3γδ细胞

外结构域(内部生产)、人IL5R(R&D  Systems)、人IL23R(Trenzyme)和人TNF(Peprotech)等

靶标蛋白以100‑250RU固定在传感器芯片(SPR‑2Affinity  Sensor  High  Capacity  Amine,
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Sierra  Sensors)上。对于人TNF‑α(TNF)，使用了标准胺传感器。将范围从90至0.703nM的纯

化的异源二聚体四特异性构建体的两倍连续稀释液注射到流动池中3分钟(20μl/min)，并

允许进行720秒解离。在每个注射周期后，用45秒注射10mM甘氨酸‑HCl  pH  1.5使表面再生。

通过拟合至少六个浓度的传感图来计算亲和性，使得平均Chi2低于10％或Rmax。对于TNF，不

进行连续稀释，而是仅在90nM下进行单一浓度测量。对数据进行双减(减去参考通道和控制

周期)。

[0210] 异源二聚体四特异性构建体对四个靶标中的每一个的亲和性通常非常类似于四

特异性形式中使用的单独的结合域(scFv)的亲和性，包括其免疫反应性被推测为依赖于适

当二聚化(即分别由靶向TNFα和CD3ε的二聚体形成的Fv所呈现的那些)的那些CDR。这证明

了四特异性构建体中每个可变域的全部功能，并确认了同源可变结构域对的正确组装。

[0211] 此外，正如固定的MATCH蛋白的SPR分析所证明的，看起来无论抗原相遇(antigen‑

encounter)的顺序如何，三种多特异性的每一种均能够同时结合所有的四个靶标抗原(图

11)。

[0212] 要承认的是，虽然这些数据表明了适当的MATCH间链组装，但它们并不一定表明不

存在非同源可变结构域交联，尤其是能产生嵌合型CDR集的MATCH链的“倒置”配对。已经提

出，CDR集影响VL‑VH配对的效率，并且我们的SE‑HPLC、SDS‑PAGE和SPR数据似乎表明MATCH

链的同源配对是非常有利的。然而，为了评估MATCH链倒置配对的程度，在将MATCH蛋白与摩

尔当量的三聚体TNFα(即，3倍过量的TNFα抗原表位)孵育后，我们进行了抗体和抗体‑抗原

复合物的SE‑HPLC分析。当将该分析方法应用于亲本抗‑TNFαscFv时(数据未显示)，SE‑HPLC

曲线显示与三种不同抗体‑抗原复合物群体一致的离散峰，反映了1倍、2倍和3倍scFv：TNFα

复合物的不同大小。此外，观察到了与溶液中残留的未复合的TNFα的存在相一致的峰，而溶

液中完全不存在非复合的scFv，从而验证了该方法应用于鉴定“无活性”抗‑TNFα抗体。

[0213] 由于多特异性分子的分子量较大，MATCH蛋白和MATCH‑抗原复合物的分离效率较

低。然而，我们的结果(图12)还清楚地显示了三种MATCH‑TNFα复合物群体和残留的非复合

的TNFα的存在。此外，1×MATCH：TNFα复合物峰的“肩”表明存在无活性、但二聚的MATCH蛋

白。为了估算溶液中无活性MATCH蛋白的比例，使用PeakFit  v.1.2软件对峰进行解卷积，假

定每个峰均为高斯分布，并绘图以优化拟合优度(图12)。该分析估算，无活性MATCH蛋白的

比例在总MATCH蛋白含量的4.7和11.4％之间(PRO357<PRO356<PRO355)，表明MATCH链的适

当二聚化是高度有利的，特别是在反向平行形式中。

[0214] 表1：构建体
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[0215]

[0216] 表2：多特异性形式组装

[0217] 蛋白ID(Numab) 组装体 蛋白链1 蛋白链2
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PRO356 1(参见图1) 1 2

PRO469 2 1 5

PRO357 3(参见图2) 3 4

PRO470 4 4 6

PRO358 5(参见图3) 1 7

PRO471 6 5 7

PRO355 7(参见图4) 9 10

PRO468 8 10 11

[0218] 表3：1步纯化后的尺寸排阻色谱图

[0219]

[0220] 表4：通过差示扫描量热法测定的蛋白热诱导去折叠的中值

[0221]

[0222] 表5：异源二聚体四特异性构建体的亲和性
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[0223]
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[0001] 序列表

[0002] <110>  努玛创新有限公司

[0003] <120>  异源二聚体多特异性抗体形式

[0004] <130>  111473P877PC

[0005] <150>  EP15001758.0  2015‑06‑15

[0006] <160>  4

[0007] <170>  PatentIn  version  3.5

[0008] <210>  1

[0009] <211>  10

[0010] <212>  PRT

[0011] <213> 人工序列

[0012] <220>

[0013] <223> 人工接头

[0014] <400>  1

[0015] Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

[0016] 1               5                   10

[0017] <210>  2

[0018] <211>  15

[0019] <212>  PRT

[0020] <213> 人工序列

[0021] <220>

[0022] <223> 人工接头

[0023] <400>  2

[0024] Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser 

[0025] 1               5                   10                  15

[0026] <210>  3

[0027] <211>  6

[0028] <212>  PRT

[0029] <213> 人工序列

[0030] <220>

[0031] <223> 人工接头

[0032] <400>  3

[0033] Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Ser 

[0034] 1               5

[0035] <210>  4

[0036] <211>  8

[0037] <212>  PRT

[0038] <213> 人工序列
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[0039] <220>

[0040] <223> 人工接头

[0041] <400>  4

[0042] Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Ser

[0043] 1               5
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图1

图2
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图3

图4
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图5
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图5(续)
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图6
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图6(续)
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图7
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图10
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图11(续)
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图12
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图12(续)
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图12(续)
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