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(54)发明名称

通过序列特异性转肽酶制备免疫配体/效应

分子结合物的方法

(57)摘要

本发明涉及用于制备免疫载体/效应分子结

合物的方法，该方法包括通过序列特异性转肽酶

或其催化域将效应分子结合至免疫配体(图6b)。
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1.曲妥单抗/DM1结合物在制备用于治疗罹患Her‑2/neu阳性的乳腺癌或卵巢癌的人对

象的药物中的用途，其中曲妥单抗/DM1结合物由包括如下步骤的方法产生：

a)产生曲妥单抗变体，所述曲妥单抗变体为Tras‑HC‑GS‑LHS或Tras‑LC‑GS‑LHS，其中

Tras‑HC‑GS‑LHS具有SEQ  ID  NO:36所示的未修饰的轻链，以及SEQ  ID  NO:34所示的C端具

有GS连接子，LPETG分选酶基序，6×His标记和strep  II标记的重链；Tras‑LC‑GS‑LHS具有

SEQ  ID  NO:32所示的未修饰的重链，以及SEQ  ID  NO:38所示的C端具有GS连接子，LPETG分

选酶基序，6×His标记和strep  II标记的轻链；其中，HC表示重链，LC表示轻链，GS表示甘氨

酸‑丝氨酸连接子，LHS表示LPETG标记+6×His标记+strep  II标记；以及

b)分选酶A介导的将步骤a)中的曲妥单抗变体与Gly5‑修饰的DM1毒素结合；

其中分选酶A具有SEQ  ID  NO:26所示的氨基酸序列。
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通过序列特异性转肽酶制备免疫配体/效应分子结合物的

方法

技术领域

[0001] 本发明涉及制备免疫配体/效应分子(payload)结合物的方法。

背景技术

[0002] 目前用于标记蛋白和/或将分子结合至蛋白(尤其是当涉及小分子效应分子或标

记时)的主要方法，包括在化学结合(conjugation)中使用特异性连接子(linker)分子，将

效应分子共价连接至蛋白质的自由赖氨酸和/或半胱氨酸。

[0003] 但是，许多蛋白质，例如免疫靶向策略中尤为感兴趣的抗体，都是较大的蛋白质，

可能包含多个赖氨酸和半胱氨酸残基。由于连接子介导的化学结合是一种随机过程，因此，

连接子介导的效应分子化学连接反应得到的是结合蛋白的不同种混合物，其在疗效和/或

诊断用途上可能不同。显然，蛋白‑效应分子结合物还给治疗性结合物的常规审批流程带来

了显著困难，因为出于潜在安全顾虑，有关管理部门对其批次差异和/或活性药学成分

(API)差异存在负面看法。

[0004] 此外，若期望限定蛋白负载的效应分子比例，则常需要根据期望的结合化学计量

配比来纯化结合物。这不仅枯燥，而且可能限制提高生产过程中的商品成本，因为通常仅有

部分连接子介导的结合蛋白具有期望的效应分子比例。对治疗相关的抗体/药物结合物

(ADCs)而言尤为如此，其中根据所用的毒素，3‑4个毒素分子似乎较为有利，但在典型的连

接子介导的化学结合反应中，存在每个抗体结合0‑8个毒素的情况(Panowski  et  al .

(2014))。

[0005] 虽然存在上述缺陷，目前临床测试中所用的或由卫生部门批准用于疾病治疗的全

部抗体/药物结合物，都是毒性小分子药物与抗体通过连接子介导的化学结合获得的

(Lambert(2012)或Mullard(2013)) .。

[0006] 本领域的工业和科学专家们普遍认同，分子效应分子(包括毒性或标记分子)与免

疫配体的位点特异性化学计量配比结合，与连接子介导的化学结合反应相比，具有显著优

势。因此，存在以蛋白质结构中特定氨基酸作为化学结合反应目标的尝试(Panowski  et 

al.(2014))。

[0007] 一方面，尝试通过蛋白质结构中某些位置上的突变，来删除多余结合位点和/或提

供作为连接子连接反应目标的期望结合位点(例如，赖氨酸和/或半胱氨酸残基)。

[0008] 另一方面，尝试通过在某些位点加入非天然氨基酸，例如硒代半胱氨酸、对叠氮基

苯丙氨酸或乙酰苯丙氨酸(Hofer  et  al.(2009) ,Axup  et  al.(2012) ,或Lemke(2011))，以

控制化学结合反应。

[0009] 但是，所有这些途径都改变了将结合的蛋白质主要氨基酸序列，可能造成不期望

的功能性质。此外，上述非天然氨基酸的加入通常效率低下，且不能够对蛋白定量加入特异

性标记位点。
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发明内容

[0010] 因此，存在克服随机结合方法的已知问题的迫切产业需求，尤其是对于治疗相关

的免疫结合物的制备，包括但不限于ADCs。

[0011] 因此，本发明的目标之一，在于提供一种联合免疫配体和效应分子(例如药物、毒

素、细胞因子、标记等)以制备位点特异结合抗体药物结合物的高效方法，优选为将全长单

克隆抗体结合至小分子量毒素。

[0012] 本发明的又一目的在于，制备疗效更佳和/或生产再现性更高的免疫配体/效应分

子结合物。

[0013] 本发明的又一目的在于，允许以位点特异性和/或序列特异性方式，将效应分子与

免疫配体结合。

[0014] 本发明的又一目的在于，制备保存其组成部分的特征性质的免疫配体/效应分子

结合物，例如靶向亲和性、靶向特异性、靶向敏感性、溶解性、药理学功能等。

[0015] 上述目的通过独立权利要求的主题达成，同时，其优选实施方式进一步公开于从

属权利要求及说明书中。

[0016] 概念定义

[0017] 本申请所称术语“免疫配体”意在限定一种对指定目标(例如受体、细胞表面蛋白、

细胞因子等)具有亲和性的实体、药剂或分子。可选地，所述免疫配体可以阻断或降低激动

剂介导的应答，或抑制受体‑激动剂相互作用。但是，最重要的是，该免疫配体可用作将效应

分子递送到特异位点的穿梭载体，所述特异位点由所述免疫配体所识别的标靶所限定。因

此，免疫配体以例如但不限于一种受体为标靶，将其效应分子递送至以含有大量所述受体

为特征的位点。免疫配体包括但不限于，抗体、抗体片段、给予抗体的结合蛋白、拟抗体、受

体、可溶性诱饵受体、对指定标靶具有亲和性的支架蛋白，以及受体的配体。

[0018] “抗体”，以及其同义词“免疫球蛋白”(Ig)通常包含4条多肽链，其中有2条重链(H)

和2条轻链(L)，因此是多亚基蛋白或其等同Ig同系物(例如，含有仅一条重链的骆驼科纳米

抗体，可源于一条重链或轻链的单域抗体(dAbs))；包括全长功能性突变体、变体或其衍生

物(包括但不限于，鼠科抗体、嵌合抗体、人源化抗体和全人抗体，其能够保存Ig分子的必要

表位结合特征)，还包括双特异性、多特异性和双可变域免疫球蛋白，免疫球蛋白分子可以

是任何种类(例如,IgG ,IgE ,IgM ,IgD ,IgA ,和IgY)或子类(例如IgG1，IgG2，IgG3，IgG4，

IgA1，和IgA2)和同种异型体。

[0019] 本申请所称的“基于抗体的结合蛋白”可以指其他非免疫球蛋白或非抗体衍生成

分的情况中，任何包含至少一个抗体衍生的VH,VL,或CH免疫球蛋白域的蛋白。所述基于抗体

的蛋白包括但不限于，(i)结合蛋白的Fc‑融合蛋白，包括具有部分或全部免疫球蛋白CH域的

受体或受体成分了；(ii)VH和/或VL域连接替代性分子骨架的结合蛋白；或(iii)含有以通常

不存在于天然抗体或抗体片段中的方式结合和/或组装的免疫球蛋白VH和/或VL域的分子。

[0020] 本申请所称的“抗体药物结合物”(ADC)指的是与小分子量活性药学成分(API)连

接的抗体或抗体片段或基于抗体的结合蛋白，其中API包括但不限于毒素(包括，例如，但不

限于，微管蛋白抑制剂、肌动蛋白粘合剂、RNA聚合酶抑制剂、DNA插入和修饰/破坏药物)、激

酶抑制剂或任何干扰细胞生存必需的和/或特定生理细胞通路必需的特定细胞通路的API。

[0021] 本申请所称的“抗体衍生物或片段”指的是包含至少一种源于非全长抗体的多肽

说　明　书 2/50 页

4

CN 105142675 B

4



链的分子，包括但不限于：(i)Fab片段，其为由轻链可变域(VL)、重链可变域(VH)、轻链恒定

域(CL)和重链恒定域1(CH1)组成的单价片段；(ii)F(ab')2片段，其为包含由铰链区二硫键

连接的2个Fab片段组成的二价片段；(iii)Fab(Fd)片段的重链部分，由VH和CH1域组成；(iv)

可变片段(Fv)片段，由抗体单臂上的VL和VH域组成；(v)域抗体(dAb)片段，其包含单可变域；

(vi)分离的互补决定区(CDR)；(vii)单链Fv片段(sc  Fv)；(viii)双特异抗体，其为在单一多

肽链上表达但使用了其长度不允许同链两域配对的连接子的VH和VL域的双价、双特异性抗

体，由此迫使所述域与另一条链的互补区配对形成2个抗原结合部位；以及(ix)线形抗体，

包含一对与互补轻链多肽共同形成一对抗原结合区的串联Fv片段(VH‑CH1‑VH‑CH1)；和(x)其

他免疫球蛋白轻链和/或重链的非全长部分，或其突变体、变体或衍生物，或其组合。

[0022] 本申请所称的“修饰抗体形式”包含抗体‑药物‑结合物、聚亚烷基氧化物修饰的sc 

Fv、单体抗体、双体抗体、骆驼科抗体、域抗体、双特异性或三特异性抗体、IgA，或由J链和分

泌片连接的2个IgG结构、鲨鱼抗体、新世界灵长类骨架+非新世界灵长类CDR、移除铰链区的

IgG4抗体、带有2个改造为CH3域的附加结合位点的IgG、Fc区改变以提高对Fc伽马受体亲和

性的抗体、包含CH3+VL+VH的二聚结构，等等。

[0023] 本申请所称的“拟抗体”指的是不属于免疫球蛋白家族的抗体，甚至包括非蛋白，

例如适体，或合成聚合物。某些种类具有类似抗体的β‑片层结构。“拟抗体”或“替代性骨架”

相对于抗体的潜在优势在于溶解性更好，组织渗透性更好，对热和酶的稳定性更高，且制备

成本相对较低。

[0024] 某些拟抗体可以用大文库提供，其中提供对每一种可能标靶的特异性结合备选

物。正如抗体，靶向特异性拟抗体可以使用高通量筛选(HTS)技术以及成熟的显示技术(例

如噬菌体展示、西郡展示、酵母菌或哺乳类展示)来开发。目前开发出的拟抗体包括，例如，

锚蛋白重复蛋白(称为DARPins)，C型凝集素，金黄色葡萄球菌的A结构域蛋白，转铁蛋白，脂

质运载蛋白，纤连蛋白第十型III结构域，Kunitz结构域的蛋白酶抑制剂，泛衍生粘合剂(称

为affilins)，γ‑晶状体衍生的粘合剂，半胱氨酸结，硫氧还蛋白A基支架粘合剂，核酸适

体，由聚合物分子印迹制得的人造抗体，从细菌基因组肽库制得的多肽文库，SH‑3域，

stradobody，以二硫键和基于Ca  2+、CTLA4‑稳定化的膜受体的“A结构域”，Fyn  SH3，以及适

体(与特定靶分子结合的寡核苷酸或肽分子)。

[0025] 当免疫配体并非蛋白或肽时，例如，若其为适体时，应当优选地令其连接肽标签，

以为本申请公开的酶促结合反应提供适当底物。

[0026] 本申请所称的“结合反应(conjugation)”指的是一个分子与另一个分子通过形成

共价键而进行共价结合。

[0027] 本申请所称的“免疫毒素”指的是与代表毒素的蛋白或多肽结合的免疫配体，所述

毒素包括，但不限于，细菌毒素(如白喉毒素A，假单胞菌外毒素，肉毒杆菌毒素)，或如来自

脊椎动物(例如，但不限于蛇)，或非脊椎动物(例如但不限于蜘蛛，蝎子，软体动物，水母)的

蛋白质毒液，或其功能片段。

[0028] 本申请所称的“低分子量效应分子”指代分子量不超过2500道尔顿的效应分子。

[0029] 本申请所称的“效应分子”指的是任何天然或合成制备的分子，包括可由化学合成

的小分子量分子或化学实体，和需要通过宿主细胞发酵来制备且可对标靶或抗原结合特异

性免疫配体赋予新功能的较大分子或生物实体。
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[0030] 本申请所称的“小分子量毒素”指的是分子量不超过2500道尔顿且对哺乳类细胞

具有细胞毒性的小分子量细胞毒性化合物。

[0031] 本申请所称的“转肽酶”是一种酶或一种酶或蛋白的催化域，其能够催化多肽键断

裂并继而直接或通过若干反应中间体形成新多肽键，由此在反应中保存第一多肽键的能量

并将其传递给新的多肽键。优选地，所述转肽酶优选为将一个多肽或蛋白的C端连接至另一

种肽或蛋白的N端。由于形成了新肽键，所述酶或功能域也称为“蛋白连接酶”，“肽连接酶”，

或昵称为“蛋白或肽装订器”。所述蛋白连接酶包括，但不限于，分选酶、内含肽和分裂‑内含

肽。

[0032] 本申请所称的“序列特异性转肽酶”意在限定一种转肽酶，其需要至少一个具有指

定多肽序列作为识别序列(N端和/或C端)的序列肽或蛋白，来连接所述底物肽或蛋白至另

一肽或蛋白，或包含肽或蛋白元件的小分子量化合物。

[0033] 本申请所称的“位点特异性转肽酶”意在限定一种在至少一个底物肽或蛋白中具

有特异性位点的转肽酶，其使用该特异位点来结合另一肽或蛋白，或包含肽或蛋白元件的

小分子量化合物。

[0034] 发明背景及一般说明

[0035] 本申请公开了使用位点特异性转肽酶(例如分选酶和分裂‑内含肽)来位点特异性

且选择性地将效应分子(优选为小分子量的毒素)结合至免疫配体(优选为抗体)，以生成免

疫配体效应分子结合物，优选为抗体药物结合物(ADCs)。优选的效应分子为以短链(优选为

小于13(十三)个氨基酸长度)合成氨基酸序列修饰过并由此成为分选酶或分裂内含肽介导

的免疫配体N端或C端共价结合底物的小分子量毒素(图1和图3)。传统上的效应分子和免疫

配体的化学结合反应是如上所述的随机过程，与之相比，此述的结合反应的区别性特征在

于，其是以位点特异性和限定化学计量配比的形式达成的。

[0036] 本申请还公开了位点特异性转肽酶(例如分选酶或分裂内含肽)介导的多聚体免

疫配体结合反应，优选为，抗体与2种不同的毒性分子或其他标记，使用多聚体蛋白亚基(例

如抗体的重链和轻链)的不同修饰，和不同转肽酶特异性的不同短氨基酸链修饰后的效应

分子，进行结合，从而将至少两个不同的功能效应分子与多聚体免疫配体结合(图6)。

[0037] 本申请还公开了用于向免疫配体的N端或C端添加亲和性纯化和/或检测标记的方

法，其经过酶介导的转肽作用，从而能够借由亲和性纯化和/或检测标记的移除，使用亲和

性树脂来截留未完全结合因而仍保留了附加的亲和性纯化和/或检测标记的免疫配体，来

选择效应分子与经修饰的结合蛋白完全(100％)结合的免疫配体(图4)。

[0038] 本申请还公开了免疫配体，其中转肽酶催化域直接融合至待结合蛋白的N端或C

端，由此转肽活性成为待结合的免疫配体的组成部分，在转肽酶介导的结合反应期间无需

再提供附加的可溶分选酶。

[0039] 所有上述实施例对任何效应分子均可进行位点特异性且化学计量配比受控的免

疫配体结合反应，所述效应分子包括包括小分子毒素(化学实体)、毒性蛋白或荧光标记，优

选为小分子量毒素，所述免疫配体优选地包括抗体；本申请实施例优于使用化学连接子化

学方法将效应分子与蛋白结合的标准化学结合反应，因其无法控制结合比例和位点。因此，

对于制备抗体药物结合物(ADCs)，使用转肽酶(优选为分选酶或分裂内含肽)将毒性效应分

子与抗体结合，能够得到更均一的产物，提高对癌症治疗的预期疗效(图12)。
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[0040] 使用分选酶或分裂内含肽进行效应分子与免疫配体的酶促结合，允许效应分子与

蛋白和免疫配体以位点特异性和化学计量配比进行结合，降低了商品成本，并提供了均一

的免疫配体‑效应分子结合物，尤其是，转肽酶的选择性允许在粗细胞培养上清液中进行效

应分子与免疫配体的结合，且无需像传统连接子介导的化学结合反应那样需要纯化成分。

因此，使用序列特异性转肽酶进行效应分子与免疫配体的结合，能够显著降低免疫配体‑效

应分子商品的成本，尤其是ADC生产。

[0041] 本申请所公开的第一种转肽酶，即分选酶，已在多种革兰氏阳性菌中发现，例如葡

萄球菌、链球菌和肺炎球菌，且能催化毒力因子与细胞壁蛋白聚酶相连接，从而改变细菌用

于回避被感染宿主免疫应答的表面特征标记(Mazmanian  et  al.(1999))。革兰氏阳性菌金

黄色葡萄球菌(Staphylococcus  aureus)的分选酶A(sortase  A)首先得到表征(Ton‑That 

et  al.(1999))，其后进一步成为多种蛋白修饰中的工具(Tsukiji(2009))。分选酶的吸引

力在于，两个待结合的分子仅需修饰或表达长度为5个氨基酸的短链肽标记(分选酶标记，

对于Staphylococcus  aureus分选酶A的情况为LPXTG，其中X为20种天然氨基酸中的任一

种)和优选长度为3‑5个氨基酸的甘氨酸链(Antos  et  al.(2009a))，而这些都能容易地添

加到每个分子上，来达成与蛋白N端或C端的结合。该体系可用于两个蛋白的连接或结合，也

可以用于小分子与蛋白的结合。

[0042] 第二种能得到肽键断裂和形成的转肽酶成为内含肽，其最初的发现是作为蛋白内

含子，能够通过断开肽键并形成新的肽键，将自身从前体蛋白中移除(剪接)(Xu  et  al .

(1993))(图2a)。内含肽还能分离为N‑内含肽域和C‑内含肽域(称为分裂内含肽)并连接到

后续催化外显肽域反式剪接的独立蛋白上。分裂内含肽已被用于N‑外显肽和C‑外显肽部分

的共价连接，以及蛋白的纯化和/或环化(Elleuche(2010))。但是，为了将分裂内含肽也用

于小分子效应分子的结合，必须使用的分裂内含肽能够在N‑内含肽域或C‑内含肽域可降为

极少氨基酸个数时仍发挥作用，能够容易地通过化学合成添加到任何大小的分子上，类似

于分选酶介导的转肽作用所需的优选为3个甘氨酸的短链。随着人造SsP  GyrB  S11分裂内

含肽的开发，该内含肽中的C‑内含肽域仅包含6个氨基酸(Sun  et  al.(2004))，该条件得以

达成，且该分裂内含肽被用于携带生物素的蛋白的C端标记(Volkmann  et  al.(2009))(图

3a)。类似地，从Ssp  DnaX分裂内含肽开发出的长度为11个氨基酸的短N‑内含肽允许蛋白N‑

端与任何分子结合，只要该11个氨基酸长度的短链能够通过化学合成添加到所选效应分子

上(图3b)。

[0043] 因此，本申请的一个方面为，将含有Ssp  GyrB的6氨基酸C‑内含肽域或Ssp  DnaX的

11氨基酸N ‑内含肽域、长度优选为3 ‑ 5个甘氨酸的甘氨酸短链或含12个氨基酸

GVFVHNSXXXXX(X为任何天然或人造氨基酸)的氨基酸短链，添加到效应分子上，这足以允许

转肽酶分别将修饰后的效应分子结合到免疫配体上，所述免疫配体分别优选为包含分选酶

识别基序，例如对于使用Staphylococcus  aureus分选酶A的情况为LPXTG，或对于使用Ssp 

GyrB分裂内含肽的情况为150aa的N‑内含肽域，或对于使用Ssp  DnaX分裂内含肽的情况为

139aa的C‑内含肽域(参见图1和图3)。

[0044] 根据分选酶介导的结合反应的需要将氨基酸短链(例如3或5个甘氨酸残基)添加

至小分子量毒素，或根据分裂内含肽介导的结合反应将12个氨基酸的短链添加至小分子量

毒素，据发现能够提高某些疏水毒素分子的水溶性(数据未显示)，由此该氨基酸‑毒素加合
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物可以在生理性缓冲液中溶解，保证了最优的分解酶或分裂内含肽的结合反应。这防止了

大蛋白分子的结构完整性压力，尤其是对于接触到传统连接子化学和结合相关的有机溶剂

和非生理性pH即容易降解的抗体而言。此外，疏水毒性分子与大蛋白尤其是抗体的结合，能

够引起某种程度的蛋白聚集。这些也可以通过使用转肽酶加以改善，尤其是分选酶，因为其

他亲水氨基酸停留在酶促生成的结合物中，降低了大蛋白或抗体药物结合物聚集的倾向。

[0045] 蛋白‑蛋白或蛋白‑肽连接(Mao  et  al.(2004) ,Parthasarathy  et  al.(2007)或

WO2011/133704A2)，甚至包括蛋白质环化(Antos  et  al.(2009b))的现有技术中均广泛记

载了分选酶。分选酶蛋白或肽连接的应用还包括了使用抗体片段(例如带蛋白或肽标记的

Fab‑和scFv‑片段( et  al.(2011) ,Madej  et  al.(2012) ,或US2010/0055761A1

和WO2012/142659A1))进行的蛋白或肽链接。甚至在两篇已发表的现有技术文件中，使用分

选酶将全长抗体连接到了蛋白上(Levary  et  al.(2011) ,例如EGFP，白蛋白，白树毒素被结

合到了抗体轻链上)，或使用分选酶将全长抗体连接到短肽上(Swee  et  al.(2013))。但是，

尚无现有技术文件展示分选酶介导的小分子量毒素(例如阿里他汀或美登素等)与全长抗

体或抗体片段的结合。尤其是，尚无现有技术中公开，如本申请所公开的，小分子量毒素的

ADCs的生成能够得到小分子量毒素与IgH或IgL链(药物与抗体比例为2)或与IgH和IgL链

(药物与抗体比例为4)均一结合的ADCs。

[0046] 虽然现有技术还公开了，以甘氨酸残基修饰非蛋白底物，令其可用于简单的单一

亚基蛋白或肽的分选酶修饰(分别为Tsukiji(2009)或WO2007/108013A3)，但对于更具挑战

性的非蛋白底物(优选为小分子量毒素)与多聚体蛋白(优选为抗体)的均一结合，则此前尚

无记载，虽然事实上，分选酶介导的蛋白或肽连接反应已存在于现有技术中多年。

[0047] 此外，本申请公开了多聚体蛋白的结合，尤其是全长单克隆抗体与2种不同的效应

分子(优选为两种不同的小分子量毒素)的结合，此前也未记载于现有技术中，虽然分选酶

介导的蛋白或肽连接反应已存在于现有技术中多年(Panowski  et  al.(2014))。

[0048] 现有技术中已知，分选酶可以接受含有最少3个甘氨酸的底物(Parthasarathy  et 

al.(2007))，因此本申请可以包含含有至少三个(3个)添加到感兴趣的效应分子上的甘氨

酸残基的效应分子，即使1个或2个甘氨酸残基就已经足够，且包含在本申请所公开的方法

之中。对于小分子量效应分子而言，添加少数甘氨酸分子可以通过传统的合成肽化学来完

成，如本申请所述。对于蛋白，要添加甘氨酸残基，可以通过添加数个位于蛋白开放阅读框

内的甘氨酸残基(优选为至少3个)的密码子，或通过传统合成肽化学使得重组蛋白包含至

少3个N断甘氨酸残基。

[0049] 由文献可知，不同的分选酶，例如Staphylococcus  aureus的分选酶B，或来自其他

革兰氏阳性菌的分选酶，可识别不同的五肽基序，这不同于Staphylococcus  aureus的分选

酶A识别基序LPXTG(X＝任何氨基酸)(Spirig  et  al.(2011))。因此，本申请还包括将不同

于Staphylococcus  aureus的分选酶A识别基序LPXTG的其他分选酶识别基序添加到蛋白和

免疫配体(包括优选为抗体)中的概念，以令其可用于与不同革兰氏阳性菌的不同同源分选

酶进行分选酶结合。因此，蛋白和免疫配体，优选为抗体，还可以用不同的分选酶识别基序

进行表达，例如来自Staphylococcus  aureus的分选酶B的特异性五肽基序NPQTN，其可以与

甘氨酸基序的效应分子相结合。

[0050] 在本申请的又一方面中，多聚体免疫配体，优选为但不限于由免疫球蛋白重链和
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轻链组成的抗体，允许使用添加到所述多聚体蛋白不同肽上的不同分选酶识别序列(在抗

体将不同分选酶识别序列添加到抗体重链和轻链的情况下)，以能够在各自分选酶的存在

下，通过执行与Glyn‑标记的效应分子(n>2)的连续结合，将不同效应分子结合到所述不同

多肽上(图6b)。为此，需要令抗体在重链和轻链上表达不同的C端修饰，以包含用于表达不

同分选酶的不同分选酶识别基序。所述抗体随后可以与两种包含如上所述的甘氨酸修饰的

不同效应分子结合。

[0051] 该形式的优点在于，ADCs特异性地载有两种不同的毒素，优选为能干扰不同细胞

通路的毒素，如此在癌细胞杀灭中能够更为有效，因为被靶定的癌细胞较难同时回避ADCs

中所含的两种毒素的攻击。

[0052] 对于本领域技术人员而言，显然，分选酶五肽识别基序，例如Staphylococcus 

aureus分选酶A  LPXTG基序，可以选择性地添加到多聚体免疫配体的个体多肽上，以提供期

望的结合位点。例如，对于抗体而言，这允许生成修饰抗体，要么仅含有添加到重链的分选

酶识别基序(得到每个抗体结合2个效应分子)，要么仅含有添加到轻链的分选酶识别基序

(得到每个抗体结合2个效应分子)，要么含有添加到重链和轻链的分选酶识别基序(得到每

个抗体结合4个效应分子)。这些设计变型允许效应分子通过分选酶与抗体的特异性结合，

要么仅添加到重链(生成药物与抗体比例为2的ADCS，即DAR2)，或仅添加到轻链(生成药物

与抗体比例为2个ADCs，即DAR2)，或同时添加到重链和轻链(生成药物与抗体比例为4个

ADCs，即DAR4)。由此一来，可以有控制地改变抗体的结合位点和化学计量配比，要么生成每

抗体重链或轻链2个效应分子的结合，或通过将效应分子同时添加到重链和轻链，生成每抗

体4个效应分子的结合。

[0053] 以上描述的是使用多聚体蛋白或免疫配体中的不同分选酶识别基序和分选酶，得

到结合位点和化学计量配比的变型，类似地，本申请的又一方面在于，综合分选酶介导和分

裂内含肽介导的结合反应，将不同效应分子与多聚体蛋白的不同多肽链结合。这一概念允

许在单一步骤中，同时将不同效应分子与多聚体蛋白和免疫配体的不同多肽链结合，因为

使用了不同转肽酶和底物(图6a)。

[0054] 应当理解，2种不同的效应分子与多聚体蛋白(优选为抗体，由二硫键连接的两条

重链和轻链组成)的结合，可以通过结合分选酶介导的结合反应和分裂内含肽介导的结合

反应来达成(如图6a所示)，但是，也可能通过使用2种识别不同分选酶识别基序的不同分选

酶(例如来自Staphylococcus  aureus的分选酶A和分选酶B，如上所述)，将两个不同的效应

分子与多聚体蛋白(优选为抗体)结合。但是，这也可能包括来自其他分选酶类别(例如分选

酶C、D、E、F)或来自其他细菌种类、具有不同分选酶基序特异性的分选酶。

[0055] 分选酶介导的效应分子与蛋白和免疫配体的结合，可以通过提供分选酶识别基序

标记的蛋白和至少以3甘氨酸标记的效应分子，并添加酶促活性的分选酶或其功能性片段

作为可溶性酶。本申请的又一方面汇总，分选酶的酶活性域还可以提供为与蛋白的N端或C

端融合的域。此变型中，优选地，但非必须地，可以将N端分选酶域添加到N端分选酶识别基

序，或将C端分选酶域添加到C端分选酶识别基序。两种可能性均保证了，与甘氨酸标记的效

应分子反应后，分选酶域在反应期间从蛋白上移除(图5)。

[0056] 将分选酶介导的效应分子与蛋白的结合的该变型，在概念上类似于分裂内含肽介

导的效应分子结合，其中分裂内含肽的酶促活性N‑内含肽域连接待结合的蛋白，以限定该
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蛋白中的结合位点。

[0057] 文献中已报告了大量不同底物特异性的各种分选酶转肽酶(Spirig  et  al .

(2011))，类似地，从所谓的InBase数据库中能得到大量且数量还在增加的不同物种的分裂

内含肽，和具有转肽所需的不同N‑内含肽和C‑内含肽序列的蛋白。因此，分裂内含肽介导的

效应分子与免疫配体的结合示例公开了优选的Ssp  GyrB  S11分裂内含肽(Volkmann  et 

al.(2009))，因为C‑内含肽域能够被降为线形的6氨基酸短链，但是，分裂内含肽介导的效

应分子与蛋白和免疫配体的结合还可以通过InBase数据库的其他分裂内含肽达成，只要N‑

内含肽域或C‑内含肽域足够短(优选为小于13个氨基酸)，易于允许多肽合成并添加任何选

定效应分子即可。但是，对本领域技术人员，显然，对于蛋白效应分子，可以通过对期望蛋白

效应分子的ORF遗传融合，将任何大小的C‑内含肽域融合到蛋白效应分子，由此使用小N‑内

含肽域或小C‑内含肽域(<13个氨基酸)的分裂内含肽不存在理论优势。

[0058] 但是，如果要将合成小分子效应分子与蛋白和免疫配体结合，则在优选的Ssp 

GyrB  S11分裂内含肽的C‑内含肽的情况下，或在Ssp  DnaX的N‑内含肽的情况下，本申请公

开的小于13个氨基酸的小N‑内含肽域或小C‑内含肽域具有优势，因为所述短肽能够通过标

准合成化学合成添加到任何合成小分子量效应分子上。

[0059] 分选酶介导和分裂内含肽介导的效应分子结合，能够在蛋白和免疫配体的N端或C

端进行。这仅取决于分选酶基序/甘氨酸短链和N‑内含肽域/C‑内含肽域在蛋白和免疫配体

的位置形式(图1)。

[0060] 对于抗体(作为优选的免疫配体)，优选地将效应分子结合到抗体的C端，因为这令

效应分子的位置离抗体的抗原结合位点最远。但是，这一优选形式不应看做对本申请的限

定，对于其他免疫配体分子，例如拟抗体，其功能性结合域不位于分子的N端，则可以优选为

将效应分子结合至其N端。

[0061] 本申请的又一方面中，通过向与感兴趣的蛋白或免疫配体的分选酶识别基序或分

裂内含肽域的远端添加亲和性纯化或检测标记(例如但不限于小肽标记(如组氨酸标记、

strep‑标记、MYC‑标记或HA‑标记)或较大蛋白亲和性纯化标记(如麦芽糖结合蛋白(MBP)标

记、谷胱甘肽‑S‑转移酶(GST)标记，或几丁质结合标记))，提高分选酶和分裂内含肽介导的

效应分子与蛋白和免疫配体的结合效率。

[0062] 在本申请的此方面中，转肽反应中，将亲和纯化标记从待结合的免疫配体上移除。

这可以用于富集完全结合效应分子的免疫配体，因为仍包含亲和纯化标记的未反应蛋白和

免疫配体可以通过与适当的亲和树脂结合来移除，而与效应分子完全结合的蛋白和免疫配

体则不再含有亲和纯化标记，因此能够从未反应的免疫配体底物中特异分离。本申请的这

一方面对于需要结合数种效应分子的多聚体蛋白和免疫配体(例如优选的抗体)尤为有效。

使用位于分选酶或内含肽转肽酶结合位点远端的亲和纯化标记，保证移除因未完全效应分

子结合反应仍含有亲和纯化标记的蛋白和免疫配体。

[0063] 与化学结合相比，这对获得均一的免疫配体/效应分子结合物，优选为小分子量毒

素特异结合至抗体重链和/或轻链的C端的ADCs，具有显著优势。

[0064] 综上所述，本申请公开的方法提供了一种新颖高效的方法来位点特异性且按照化

学计量配比地进行效应分子结合，优选为小分子量毒素与免疫配体(优选为抗体)结合，由

此生成限定的免疫抗体/效应分子结合物，优选为ADCs，用于疾病治疗，优选为癌症治疗。该
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方法还可以用于生成用于疾病诊断(优选为肿瘤诊断)的免疫抗体/效应分子结合物。该新

颖方法能够通过利用肽键断裂和形成酶(转肽酶)，包括分选酶和分裂内含肽或其催化活性

片段，生成共价免疫抗体/效应分子结合物。所述酶能够催化含有氨基酸短链(优选为小于

13个氨基酸)的效应分子与免疫配体的N端或C端的位点特异性共价结合，其中免疫配体经

过适当修饰，允许分选酶和分裂内含肽在反应中断开和形成肽键。免疫配体优选为抗体，与

小分子量毒素进行位点特异性结合，以生成具有限定的抗体效应分子或限定的药物抗体比

例的抗体药物结合物(ADCs)。

附图说明

[0065] 图1：本图展示了分选酶A介导的效应分子与免疫配体(或结合蛋白)的位点特异性

结合反应的原理，该反应可以在蛋白的N端(a)或C端(b)。为了达成N端结合反应，该效应分

子需要包含分选酶五肽识别基序(此处为LPXTG，来自Staphylococcus  aureus的分选酶A的

识别基序，X代表20种天然氨基酸中的任一种)，而待标记的免疫配体/结合蛋白的N端需表

达具有自由N端氨基基团(此处表示为较小的H2N‑符号)的至少3个甘氨酸残基的N端延长，

在此表示为Gn(n>2)。通常使用3‑5个甘氨酸来修饰底物以进行分选酶介导的结合反应。添

加如此所述的Staphylococcus  aureus的重组分选酶A，然后催化LPXTG五肽基序中的T残基

和C端G残基之间的肽键断开，并在Gn(n>2)短链的N端甘氨酸和T残基之间形成新肽键。转肽

反应中，LPXTG基序中的C端G残基(粗体强调显示)被移除。(b)相反，为了达成效应分子与蛋

白质的C端结合，这也是效应分子(尤其是毒素)与抗体结合的优选方法(参见图6)，LPXTG分

选酶识别五肽基序需要添加到免疫抗体/结合蛋白的C端(例如，通过实施例中所述的重组

蛋白表达技术)，且效应分子需要以甘氨酸短链(Gn,n>2，通常为3‑5个甘氨酸)进行修饰。如

(a)所述，添加来自Staphylococcus  aureus的分选酶A能够催化Gn‑短链对LPXTG基序的转

肽作用，从而移除LPXTG基序(粗体)的末端G残基。

[0066] 图2：本图展示了内含肽(a)和分裂内含肽(b)介导的转肽作用的原理。(a)内含肽

可以作为“蛋白内含子”存在于前体蛋白中，它们将成熟蛋白的N端和C端部分(通常称为N‑

外显肽和C‑外显肽)分隔开。内含肽“蛋白内含子”能够在转肽反应中，催化内含肽和C‑外显

肽之间的肽键断裂，以及通过将C‑外显肽的N端氨基酸转移到N‑外显肽的C端氨基酸，催化

N‑外显肽和C‑外显肽之间新肽键的形成。该反应的结果是从前体蛋白移除了内含肽“蛋白

内含子”，并生成具有N‑外显肽域和C‑外显肽域之间的新肽键的成熟蛋白。(b)内含肽活性

据记载还能分离为不同的域，可连接到不同蛋白，此种内含肽变型称为分裂内含肽。分裂内

含肽的N‑内含肽域和C‑内含肽域在所连接的N‑外显肽域和C‑外显肽域上形成非共价结构

复合体，该复合体可作为连续的内含肽进行相同的转肽反应，所述N‑和C‑外显肽域空间相

邻，且属于复合体的一部分。N‑内含肽和C‑内含肽分裂内含肽反应的结果是“蛋白反式剪

接”，本质上亦即N‑外显肽域和C‑外显肽域之间形成新肽键的蛋白连接反应。

[0067] 图3：本图展示了以极短C‑内含肽域或极短N‑内含肽域为特征的分裂内含肽如何

用于将任何效应分子与免疫配体(或结合蛋白)结合，包括小分子实体，因为氨基酸短链可

以通过化学合成，且易于通过共价化学连接与小分子实体结合。(a)本图展示了使用Ssp 

GyrB  S11分裂内含肽(如Appleby  et  al.(2009)所述)进行效应分子与免疫配体/结合蛋白

的C端结合。在此，该C‑内含肽域仅为6个氨基酸长度，且包含如上所述的GVFVHN氨基酸序
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列。但是，然而，由于需要一些等同于C‑外显肽结构域的肽，还需加入另外的氨基酸，其中首

先需要是丝氨酸或半胱氨酸残基，其余氨基酸可以选择。这表明在SXn符号中，其表示的是

前有丝氨酸且后有n个氨基酸(n>2，优选为5，该氨基酸可以是20种天然氨基酸中的任一种

(因此表示为X))的N端氨基酸短链。因此，如实施例所述，含有长6个氨基酸的迷你C‑内含肽

结构域的长12个氨基酸的短链和长6个氨基酸的C‑外显肽氨基酸链足以允许N‑内含肽/C‑

内含肽复合体催化GVFVHN‑SXn(X是任意氨基酸,n>2,优选为5)中的天冬氨酸‑丝氨酸肽键

经转肽变为N‑外显肽和N‑内含肽之间的肽键。这将得到C端结合的免疫配体/结合蛋白，其

中效应分子通过C‑外显肽氨基酸短链链接。(b)本图展示了Ssp  DnaX分裂内含肽的使用(如

Song  et  al.(2012)所述)，该分裂内含肽可以分裂为极短的长11个氨基酸的N‑内含肽结构

域和长139aa的C‑内含肽域，用于效应分子与免疫配体/结合蛋白的N端结合。如上所述，这

仅需要合成和长11个氨基酸的端N‑内含肽域与任何效应分子的合成和链接(或通过重组蛋

白技术添加)，其然后允许效应分子与任何具有融合了长139aa的Ssp  DnaX  C‑内含肽域的N

端的免疫配体或蛋白质的N端特异结合。该反应得到N端结合的免疫配体/结合蛋白。因此，

类似于分选酶转肽作用的情况，其中N‑或C‑端结合仅依赖于LPXTG和Gn的肽基序相对于蛋

白质和效应分子的设置情况，分裂内含肽也可以分别通过利用迷你短C‑内含肽或迷你短N‑

内含肽结构域，例如Ssp  GyrB和SSP  DNAX的分裂内含肽，介导蛋白与短肽修饰的效应分子

之间的位点特异性N端和C端结合。

[0068] 图4：(a)本图展示了在效应分子和免疫配体的结合反应中，除分选酶标记外，增加

附加的亲和纯化和/或检测标记的效用。(a)本图展示了，如何在金黄色葡萄球菌分选酶A转

肽酶介导的C‑端效应分子结合反应中，去除如实施例中附加添加的作为6xHis纯化标记

(HHHHHH)、Myc蛋白检测用标记(EQKLISEEDL)和strepII亲和纯化标记(WSHPQFEK)的氨基

酸。当使用Ni‑NTA亲和树脂(对于6xHis标记)或strep‑tactin亲和树脂(对于链球菌Ⅱ‑标

记)来从结合产物中分离非结合物底物时，这允许对结合产物进行选择。这样的标记组合仅

作为举例说明。

[0069] (b)本图说明的是，使用亲和纯化标记选择/纯化多聚体蛋白(如此述抗体)完全结

合产物是特别有用的。实施例中还提供了，抗体可以通过重链和轻链的特异性结合位点来

修饰，并且如果所述修饰靶向IgH和IgL链的C端，那么最多四个效应分子可被结合至抗体。

其他亲和纯化标记(a)的加入，如图4(a)所示，使仅有1、2或3个(如此所述)效应分子结合到

抗体形成的不完全结合产物结合到各自的亲和纯化树脂，由此可以容易地将其从完全效应

分子结合产物中分离。这种方法当然也适用于内含肽修饰的免疫配体，而不仅限于此述的

分选酶基序修饰的免疫配体。

[0070] 图5：该图展示了可以应用分选酶介导的结合反应的变形，其中，分选酶不作为单

独的重组蛋白添加至分选酶标记的免疫配体和甘氨酸短链修饰的效应分子，而是令酶活性

分选酶结构域被表达为LPXTG分选酶标记C端的融合蛋白。分选酶域无活性，除非将其与甘

氨酸短链修饰的效应分子(或底物)共培养。只要甘氨酸短链的修饰底物(或效应分子)被添

加到所述结构中，则所述融合分选酶域将通过剪切LPXTG标记的苏氨酸‑4和甘氨酸‑5位置

之间的蛋白，并由此除去上述可选择添加的具有附加亲和纯化标记分选酶结构域，催化甘

氨酸‑效应分子底物到LPXTG分选酶标记的转肽反应。这个过程的优点在于，类似于具有催

化活性的分裂内含肽结构域的添加，可通过重组蛋白技术，将分选酶结构域表达为待结合
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免疫配体的一个组成部分。

[0071] 图6：(a)本图展示了使用不同转肽酶(在此为分选酶和分裂内含肽)来同时将不同

的效应分子结合到多聚体蛋白的不同亚单位，例如此处所述的抗体重链和轻链。在所选实

施例中，以Ssp  GyrB的N‑内含肽域(例如由实施例2提供)修饰重链的C端，而用分选酶A五肽

基序LPXTG(例如由实施例2提供，为简单起见省略附加标记)来修饰轻链。与甘氨酸短链修

饰的效应分子A和与C‑内含肽域修饰的效应分子B和分选酶共同培养，将允许效应分子B与

重链和效应分子A与轻链的同时选择性结合。如果效应分子A和B是靶向不同细胞通路的毒

素，则这种策略可以产生更有效的抗癌药物，而常规的ADCs只包含单个毒素部分。(b)本图

展示了使用不同的分选酶(在此为来自金黄色葡萄球菌的分选酶A和分选酶B)中，以同时将

不同的效应分子结合到多聚体蛋白的不同亚单位，例如此处所述的抗体重链和轻链。在所

选实施例中，以分选酶B的五肽识别基序LPXTG修饰重链的C端，而用分选酶A的五肽识别基

序NPQTN修饰轻链。甘氨酸短链修饰的效应分子A和B与分选酶A和分选酶B的顺序结合将允

许效应分子B与重链和效应分子A与轻链的同时选择性结合。(为简单起见，在结合结构中省

略了来自LPXTG和NPQTN的其余肽序列)。如果效应分子A和B是靶向不同细胞通路的毒素，则

这种策略可以产生更有效的抗癌药物，而常规的ADCs只包含单个毒素部分。

[0072] 图7：金黄色葡萄球菌重组酶活性分选酶A片段的(a)SDS‑PAGE和(b)免疫印迹分

析。(a)SDS‑PAGE的第1道中包含BSA(ca .66.4kD)，第M1道包含Genscript蛋白分子量标准

(Cat.‑NR：MO0505)，第2道包含组氨酸标记纯化的金黄色葡萄球菌重组分选酶片段。SDS‑

PAGE中的蛋白以考马斯亮蓝染色。(b)用抗组氨酸抗体(Genscript  Cat.‑Nr.:AO0186)进行

免疫印迹分析。第3道中包含组氨酸标记纯化的金黄色葡萄球菌重组分选酶A片段。第M2道

包含Genscript蛋白分子量标准(Cat.‑Nr：MM0908)。

[0073] 图8：DM1毒素结合的Tras‑HC‑GS‑LHS(A)和Tras‑LC‑GS‑LHS(B)的疏水作用色谱

(HIC)分析。DAR1表示药物与抗体的比例为1；DAR2表示药物与抗体的比例为2。

[0074] 图9：所示ADC对过量表达HER2的SKBR3(A)和HER2阴性的T47D‑5Rα细胞(B)的剂量

依赖性细胞毒性作用。细胞与ADC连续稀释物共培养3天，之后使用 发光溶

液(Promega)检测细胞活力。LC：结合DM1‑分选酶A的Tras‑LC‑GS‑LHS；HC：结合DM1‑分选酶A

的Tras‑HC‑GS‑LHS。

[0075] 图10：分选酶A介导的Gly5‑FITC与带或不带GS间隔肽的mAb  Ac10变体的结合。在

相同的其它条件下，使用分选酶A的系列稀释液将Gly5‑FITC与mAb  AC10‑HC‑GS‑LHS/LC‑

GS‑LHS(A)和mAb  AC10‑HC‑LS/LC‑LS(B)结合。反应产物在变性还原性SDS‑PAGE凝胶上按大

小进行分离。通过将凝胶置于UV箱中来令FITC可视化。所用的分选酶A浓度为：第1、9道：50μ

M；第2、10道：25μM；第3、11道：12.5μM；第4、12道：6.25μM；第5、13道：3.13μM；第6、14道：1.56

μM；第7、15道：0.78μM；第8、16道：0.39μM。

[0076] 图11：间隔肽长度对轻链结合效率的影响。在相同的其它条件下，使用分选酶A的

连续稀释液来令Gly5‑FITC与mAbs  AC10‑HC‑LS/LC‑GS‑LS(A，左)，AC10‑HC‑LS/LC‑GGS‑LS

(A，右)，Ac10‑HC‑LS/LC‑GGGS‑LS(B，左)和AC10‑HC‑LS/LC‑GGGGS‑LS(B，右)结合。反应产物

在变性还原性SDS‑PAGE凝胶上按大小进行分离。通过将凝胶置于UV箱中来令FITC可视化。

所用的分选酶A浓度为：第1、8、15、22道：25μM；第2、9、16、23道：12.5μM；第3、10、17日、24道：

6.25μM；第4、11、18、25道：3.13μM；第5、12、19、26道：1.56μM；第6、13、20、27道：0.78μM；第7、
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14、21、28道：0.39μM。

[0077] 图12：分选酶A介导的mAb  AC10与vc‑PAB‑MMAE毒素的重链结合ADC的疏水作用色

谱(HIC)分析，该分析能够区分未反应的底物(药物抗体比例DAR0＝0)，两个重链之一被结

合(药物抗体比例DAR1＝1)的底物，和两个经修饰的重链均被结合(药物抗体比例DAR2＝

2)，如图所示。图A显示了标准的分选酶A介导的HC修饰AC10mAb的结合反应后的HIC分布，其

中可检测仍为DAR0和DAR1的种类，旁边是期望的DAR2产物。图B显示了图A中的ADC制剂经过

4轮 亲和纯化柱分析后的HIC分布。

[0078] 图13：对以合成Gly5修饰的α‑鹅膏蕈碱毒素(a)和以Gly5修饰的美登素毒素(b)的

分析。图a和b中，所述合成结构显示于上方，所述五个甘氨酸由框高亮显示。下方提供了各

化合物的质谱法和反相HPLC分析结果。a)Gly5修饰的α‑鹅膏蕈碱毒素的预期分子量为

1302.07道尔顿，所观察到的分子量为1325.38道尔顿，对应于Ms+Na+。RP‑HPLC分布表明纯

度>95％。b)Gly5修饰的美登素毒素的预期分子量为991 .41道尔顿，所观察到的分子量为

957.69道尔顿，对应于Ms+Na+。RP‑HPLC分布表明纯度>95％。

[0079] 图14：已由Concortis公司(San  Diego,CA,U.S.)合成(结构1‑6、9)的或可以合成

(结构7&8)的5xGlycine(Gly5)修饰的毒素的结构，表明任何毒素均可被功能化并用于分选

酶介导的酶促结合，只要毒素连接5个甘氨酸(如此处所示)，或大于或等于一个甘氨酸的任

何数目甘氨酸残基。甘氨酸修饰的毒素既可以合成为含有附加的经验证的连接子/间隔子

结构，如图14a中的结构1‑3所示，从而可能加入某些附加功能(例如，在某些亚细胞区室中

的剪切能力)，也可以合成为不具有附加的连接子，如图14b中的结构4‑6所示。如果指定毒

素处有几个可用的反应性基团，例如，在α‑鹅膏蕈碱毒素的情况下，甘氨酸残基可被添加到

所述不同基团，如图14c中的结构7‑9所示。

[0080] 图15：实施例12中测定的肿瘤体积。所述结果表明，采用相同的抗体和毒素部分的

分选酶结合ADC，具有与市售的化学结合的 相仿的肿瘤杀伤活性。

[0081] 图16：实施例13中所述的用考马斯兰染色的凝胶。该数据显示了意想不到的发现，

即，由分选酶A介导的在粗细胞培养物上清液中的抗体结合反应与使用纯化抗体具有同样

的效率。

具体实施方式

[0082] 本申请公开了一种用于制备免疫配体/效应分子结合物的方法，包括将效应分子

通过序列‑特异性转肽酶或其催化域与免疫配体结合。

[0083] 在本申请的一个优选实施例中，所述效应分子和/或免疫配体

[0084] a)完全由蛋白或肽组成

[0085] b)包含至少一种蛋白或肽结构域,或

[0086] c)包含至少一种肽链，

[0087] 且进一步地，蛋白或肽或域优选地包含能够由序列‑特异性转肽酶或其催化域检

测到的氨基酸序列。

[0088] 这意味着，例如，在效应分子和/或免疫配体是蛋白的情况下,这意味着所述蛋白

的N‑或C‑端包含能被序列‑特异性转肽酶检测的氨基酸序列。若原蛋白缺乏所述氨基酸序

列，可以通过本领域已知重组方法将其融合到所述蛋白的N‑或C‑端。
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[0089] 在效应分子和/或免疫配体不是蛋白的情况下,所述能被序列‑特异性转肽酶检测

的氨基酸序列可以通过本领域已知的传统化学交联法与前者结合。

[0090] 可以在特异性转肽酶识别序列和效应分子之间插入其他功能。这可以通过内吞入

细胞后分类为可断键(例如包含腙，或二硫化物化学，或胞内蛋白酶特异性肽序列)或不可

断键(例如，包含硫醚化学)的化学结构来实现。

[0091] 包含腙化学的化学结构可以在胞内结构溶酶体中选择性地断键(pH低于全身血液

循环)。

[0092] 肽连接子具有被溶酶体蛋白酶(例如组织蛋白酶‑B)选择性断裂的潜力，且与腙连

接子对比，其已经展现出增加的血清稳定性和提高的抗肿瘤效果。.缬氨酸‑胍氨酸(Val‑

Cit)对是最常用的肽连接子,并理想地适合用于阿里他汀类药物，例如单甲基阿里他汀E

(MMAE)。

[0093] 不可断键连接肽连接子长期受到忽视，因为研究者们相信断开连接子是释放药物

的最合理方法。但是，结合物可以在与膜受体结合时快速内吞，且一旦内吞，免疫配体可以

分解到可令效应分子，例如药物，暴露出来的程度。举一个突出的例子，硫醚连接子,使用

SMCC(N‑琥珀酰亚胺基‑4‑(N‑马来酰亚胺甲基)‑环己烷‑1‑羧酸酯)连接子(图。

[0094] 所有这些方法的共同之处在于不存在真正的连接反应位点特异性。因为连接子介

导的化学结合时随机过程，连接子介导的效应分子化学连接会得到结合蛋白的不均一混合

物，其在疗效和/或诊断潜力上均可能不同。显然，蛋白‑效应分子结合物的混合物也对治疗

结合物的监管审批过程带来了显著挑战，因为批次间差异和/或活性药学成分差异(API)由

于潜在安全隐患而导致了监管部门的负面看法。

[0095] 不可断键连接肽连接子长期受到忽视，因为研究者们相信断开连接子是释放药物

的最合理方法。但是，结合物可以在与膜受体结合时快速内吞，且一旦内吞，免疫配体可以

分解到可令效应分子，例如药物，暴露出来的程度。举一个突出的例子，硫醚连接子,使用

SMCC(N‑琥珀酰亚胺基‑4‑(N‑马来酰亚胺甲基)‑环己烷‑1‑羧酸酯)连接子(参见图14a，结

构2)。

[0096] 所有这些方法的共同之处在于不存在真正的连接反应位点特异性。因为连接子介

导的化学结合时随机过程，连接子介导的效应分子化学连接会得到结合蛋白的不均一混合

物，其在疗效和/或诊断潜力上均可能不同。显然，蛋白‑效应分子结合物的混合物也对治疗

结合物的监管审批过程带来了显著挑战，因为批次间差异和/或活性药学成分差异(API)由

于潜在安全隐患而导致了监管部门的负面看法。

[0097] 本申请的又一优选实施例中，免疫配体/效应分子结合物中包含的免疫配体至少

选自以下一种：至少选自以下一种

[0098] 抗体,修饰抗体形式,抗体衍生物或片段,和/或

[0099] 拟抗体。

[0100] 优选地,在此实施例中，通过小于13个氨基酸的肽与小分子效应分子结合，得到用

作序列‑特异性转肽酶底物的小分子效应分子，由此其可通过转肽酶结合到含有可由所述

转肽酶识别的C端修饰的单克隆抗体的C端。所述C端修饰可以包含在两条重链中，或两条轻

链中，或全长抗体的重链和轻链中，从而允许以药物‑抗体比例2或4(DAR2或DAR4)生成位点

特异性结合的ADC。
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[0101] 本申请的又一优选实施例中，免疫配体与至少一种选自以下的实体结合：

[0102] 受体，

[0103] 抗原，

[0104] 生长因子，

[0105] 细胞因子，和/或

[0106] 激素。

[0107] 本申请所称的术语"受体"指的是细胞表面分子,优选地为如下细胞表面分子(i)

结合特异性的信号分子或信号分子群(例如受体，例如，血管内皮生长因子受体)，和/或

(ii)没有已知配体(即孤儿受体，例如，HER2/neu)。天然受体表达在细胞群表面上，或者它

们仅仅具有所述分子的胞外域(无论所述形式是否天然存在)，或在血浆或细胞或器官内执

行天然结合功能的可溶性分子。优选地，所述受体是涉及特定致病过程的信号级联成员(例

如，参与生长因子信号级联的受体)，或者表达在参与病理过程的细胞或粒子(例如癌细胞)

表面上。

[0108] 本申请所称的术语“抗原”是指具有诱导特异性免疫应答且可包含表面蛋白或蛋

白复合物(例如，离子通道)的能力的物质。很多时候，抗原与致病实体相关，例如癌细胞。

[0109] 本申请所称的术语“细胞因子”是指小细胞信号传导蛋白质分子，其由许多细胞分

泌，且是一类广泛用于胞内通讯的信号传导分子。细胞因子可以被分类为蛋白质，肽，或糖

蛋白；术语“细胞因子”包含了大量和多样化的调控因子家族，其在全身由多样化胚胎起源

细胞产生。

[0110] 本申请所称的术语“生长因子”涉及天然存在的能够刺激细胞生长、增殖和细胞分

化的物质。通常，生长因子是蛋白质或类固醇激素。生长因子是用于调节多种细胞过程的重

要因子。

[0111] 本申请所称的术语“激素”涉及由体内局部发出影响生物体其他部分细胞的信息

的细胞、腺或器官释放的化学物质。该术语包括肽激素，脂质和磷脂衍生的激素(包括类固

醇激素)，和单胺。

[0112] 若免疫配体结合受体或抗原，所述免疫配体效应分子结合物可以例如被引导到一

个特异的位点，例如，到一个致病实体，例如癌细胞，向其递送所述效应分子，例如毒素或化

疗剂。因此，毒素或化疗剂的全身性毒性降低，而后者在作用位点的局部浓度增加，从而提

供更好的疗效，而副作用降低。此外，相应的信号传导级联可被免疫配体的结合抑制。在效

应分子是标记的情况下，后者可以用来标记特异位点，例如，通过免疫配体检测以特定表面

抗原为特征癌细胞，用于诊断。

[0113] 若免疫配体结合生长因子，细胞因子，和/或激素，则所述免疫配体/效应分子结合

物可以例如被引导到生长因子、细胞因子或激素通常结合的位点，从而位点特异性地递送

效应分子。此外，相应的信号传导级联可由免疫配体的结合抑制。

[0114] 本申请所称的术语“结合”是指本领域熟知的免疫配体(例如，抗体或抗体片段)与

它们的靶标之间的相互作用或其它非随机结合。优选地，这种结合反应的特征在于其高特

异性和/或标靶灵敏度。优选地，该结合反应的特征在于解离常数(Kd)≤10‑3M，优选为≤10
‑4M,≤10‑5M,≤10‑6M,≤10‑7M,≤10‑8M,≤10‑9M，且最优选为≤10‑10。

[0115] 本发明的一个优选实施例中，所述序列特异性转肽酶的至少一个催化域融合到免
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疫配体或效应分子的N端或C端。

[0116] 所述融合的发生可以通过重组工程或通过化学连接。在本实施例中，促成免疫配

体到效应分子的位点特异性结合的酶活性，并不需要作为单独的重组酶被加入到反应中，

相反却是待结合的蛋白底物的一部分。

[0117] 优选地，所述序列特异性转肽酶是选自下组中的至少一种：

[0118] 分选酶，或其一种或多种片段或衍生物；

[0119] 分裂内含肽，或其一个或多个片段或衍生物。

[0120] 在一个优选的实施例中，该转肽酶是分选酶，作为分选酶结合底物的该效应分子

(例如，毒素)优选通过加入少量的甘氨酸氨基酸残基，优选3或5个甘氨酸残基，来得到。

[0121] 在另一个优选的实施例中，其中该转肽酶是分裂内含肽，例如Ssp  GyrB的分裂内

含肽，作为分选酶结合底物的所述效应分子，例如毒素，是通过加入少于13个氨基酸残基的

GVFVHN‑SXn序列得到的，X是任何氨基酸，n是0≥和≤5之间的整数。

[0122] 现有技术中(Panowski  et  al.(2014))尚未记载使用转肽酶(优选为分选酶和分

裂内含肽)令小分子量毒素与全长抗体结合来制备抗体药物结合物。

[0123] 分选酶已在各种革兰氏阳性菌，如金黄色葡萄球菌，链球菌和肺炎球菌物种中被

鉴定发现，并在体内催化致病因子与细胞壁蛋白聚糖的结合，以改变细菌表面特征从而逃

避被感染宿主的有效免疫应答(Mazmanian  et  al.(1999))。

[0124] 革兰氏阳性菌金黄色葡萄球菌(Staphylococcus  aureus)的分选酶A(sortase  A)

首先得到表征(Ton‑That  et  al .(1999))，其后进一步成为多种蛋白修饰中的工具

(Tsukiji(2009))。

[0125] 分选酶的有益特征之一在于，两个待结合分子可以仅需要短肽标记(“分选酶标

记”)，其中对于金黄色葡萄球菌的分选酶A是，例如，在一个分子的C端(例如，效应分子)的

LPXTG，和在另一分子的N端(例如，免疫配体，参见图1)的一个3至5个氨基酸甘氨酸短链。这

些肽标记可通过常规的交联化学方式融合或结合到分子。这一方面允许利用该系统连接两

种蛋白，另一方面也可用于结合小分子量化合物，优选小分子量的毒素蛋白。对于金黄色葡

萄球菌的分选酶B的情况，各分选酶基序是NPQTN。

[0126] 内含肽最初作为蛋白内含子被发现，它能够通过断开肽键并形成新肽键来将自己

移除(剪接)出前体蛋白(Xu  et  al.(1993))(图2a)。

[0127] 天然和人造分裂内含肽包括，该内含肽编码区已经被分成N‑内含肽域和C‑内含肽

域，其可以连接到不同的蛋白或肽，其连接方式使得随后的外显肽域的反式剪接(图2b)导

致两种蛋白的结合。

[0128] 分裂内含肽就此被用于N‑外显肽和C‑外显肽部分的共价结合，也可用于蛋白的纯

化和/或环化(Elleuche(2010))。本文所公开的一个实施例中，利用分裂内含肽用于小分子

量化合物的结合，优选为小分子量毒素和其他小分子标记，其中小于13个氨基酸的C‑外显

肽短肽序列被连接到任何尺寸的分子上，类似于分选酶介导的转肽所要求的甘氨酸氨短

链。

[0129] 对于分选酶而言，将甘氨酸短链的(>2个甘氨酸残基)添加到所选分子足以使分子

被结合到含有五肽分选酶识别基序(例如像金黄色葡萄球菌分选酶A的LPXTG)的免疫配体。

对于分裂内含肽而言，包含来自Ssp  GyrB的6个氨基酸的短C‑内含肽(GVFVHN)和短C‑外显
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肽(这里：SAGSGK)的最低限度12氨基酸GVFVHNSAGSGK氨基酸短链，足以修饰任何效应分子，

优选为小分子量毒素，以用于通过分裂内含肽介导结合到含有Ssp  GyrB分裂内含肽N‑内含

肽域等免疫配体上(Volkmann  et  al.(2009))。还可以使用其他功能性内含肽域可以降低

到<13个氨基酸长的小肽段的分裂内含肽。

[0130] 即使在文献中分裂酶并不总是称为酶，但其却具有此功能，因为其催化的反应导

致肽键的断裂和新肽键的形成，因此可以被看作是转肽酶，因为现有肽键的能量被转移到

了新的肽键。

[0131] 除了化学结合，转肽酶介导的结合发生在生理缓冲水溶液和生理温度的条件下，

从而最低限度地影响结合反应中蛋白或抗体的完整性。此特征可确保所制得的结合物的最

佳功能。

[0132] 本发明的另一个优选的实施例中，包含在免疫配体/效应分子结合物的效应分子

是选自下组中的至少一种：

[0133] 标记物；

[0134] 加工标签，和/或

[0135] 药物。

[0136] 本申请所称术语“标记物”(也称为“检测标记”)，可以指包含一种或多种适当的化

学物质或酶的任何分子或部分，其在化学，物理或酶促反应中直接或间接产生可检测的化

合物或信号。

[0137] 本申请所称术语“加工标签”，可以包括亲和标记，增溶标记，色谱标记和表位标

记。亲和标记(也用作纯化标记)被附加到蛋白上，从而能够使用亲和技术从其粗生物源中

纯化被标记分子。这些包括几丁质结合蛋白(CBP)，麦芽糖结合蛋白(MBP)，谷胱甘肽‑S‑转

移酶(GST)。聚(组氨酸)标记，优选为6xHis标记，是一种广泛使用的加工标签，它与金属基

质结合。增溶标记用于，特别是对于表达分子伴侣缺失物种(如大肠杆菌)中的重组蛋白，以

协助蛋白的正确折叠并防止其析出。这些包括硫氧还蛋白(TRX)和聚(NANP)。某些亲和标记

有作为增溶剂(如MBP)和GST的双重作用。

[0138] 色谱标记用于改变蛋白的色谱特性，以提供特异性分离技术的不同精度。通常，这

些包括聚阴离子氨基酸，如FLAG标记。

[0139] 表位标记是因为能够在许多不同的物种中可靠地产生高亲和力抗体而被选定的

短肽序列。表位标记通常来自病毒基因，这解释了它们的高免疫反应。表位标记包括，例如，

V5标记，MYC标记和HA标记。这些标记在免疫印迹，免疫荧光和免疫沉淀实验中特别有用，但

它们也可用于蛋白纯化中。

[0140] 加工标签还有许多其他用途，如特异性酶修饰(如生物素连接酶标记)和化学修饰

(FLAsH)标记。通常，使用组合标记以对蛋白进行多功能修饰。

[0141] 优选地，所述标记物是选自下组中的至少一种：

[0142] 放射性标记，优选为放射性标记的肽或蛋白；

[0143] 荧光标记，优选为荧光肽或蛋白，和/或

[0144] 酶标记，优选过氧化物酶。

[0145] 所述对作为效应分子的潜在标记物的列举绝不是限制性的。在另一个优选的实施

例中，所述药物是选自下组中的至少一种：
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[0146] 细胞因子；

[0147] 放射性试剂；

[0148] 抗炎药；

[0149] 毒素，和/或

[0150] 化疗剂。

[0151] 所述对作为效应分子的的潜在药物的列举绝不是限制性的。本申请所称“细胞因

子”是指由许多细胞分泌并且作为一类广泛用于细胞间通信的信号传导分子的细胞信号传

导小蛋白分子。细胞因子可以被分类为蛋白质，肽，或糖蛋白；术语“细胞因子”包含了大量

和多样化的调控因子家族，其在全身由多样化胚胎起源细胞产生。在本申请上下文中，细胞

因子用于例如削弱甚至杀死致病实体，例如癌细胞。

[0152] 本申请所称术语“放射性试剂”涉及具有至少一个含不稳定核的原子的实体，该实

体容易因此经历放射性衰变，放射γ射线和/或亚原子粒子(如α或β粒子)，从而具有细胞杀

伤效果。在本申请上下文中，放射性药剂是为了削弱甚至杀死致病实体，例如癌细胞。

[0153] 本申请所称术语“抗炎药”涉及减少炎症的化合物。这可以是，例如，类固醇，如特

异性糖皮质激素(通常被称为糖皮质激素)，其通过结合糖皮质激素受体减少炎症或肿胀。

该术语还包括非甾体抗炎药(NSAID)，其拮抗环氧合酶(COX)的酶。就其本身而言，COX酶合

成前列腺素，产生炎症。在总体上，NSAIDs的防止前列腺素合成，从而减少或消除疼痛。该术

语还涵盖免疫选择性抗炎衍生物(ImSAIDs)，它是一类改变炎症细胞的激活和迁移的肽，炎

症细胞是负责放大炎性反应的免疫细胞。

[0154] 本申请所称“毒素”术语涉及一种对活细胞或有机体有毒的分子。毒素可以是肽，

或蛋白或优选为小分子量化合物，其用于削弱甚至杀死致病实体，例如癌细胞。毒素，如本

文所意指，尤其包括蜂窝毒素。优选地，所述毒素是一种小分子毒素，即，具有≤2500道尔顿

的分子量。

[0155] 本申请所称术语“化疗剂”涉及具有抑制肿瘤特别是恶性(癌性)病变(例如癌，肉

瘤，淋巴瘤，白血病)的发展或进展的功能性质的分子。抗癌剂或化疗剂通常具有抑制转移

或血管生成的性质。化疗剂可以是细胞毒性剂或化疗剂。优选地，所述化疗剂是小分子量细

胞抑制剂，其抑制或压制癌细胞的生长和/或繁殖。

[0156] 将细胞因子、放射性剂、毒素或化学治疗剂与免疫配体结合，可以帮助减少副作用

和给药相关风险，因为：

[0157] a)该免疫配体引导结合物到特异性位点，例如，到致病实体，如癌细胞，其中效应

分子影响其毒性作用。因此，效应分子的全身性毒性降低，而后者则在作用部位的局部浓度

增加，从而提供更好的疗效和较低的副作用。

[0158] b)可以令该结合物内吞入致病实体中，由此效应分子在内吞后释放，才开始发展

其期望的细胞毒作用，即不影响周围的细胞或组织。

[0159] 下表是潜在标靶/抗原的非限制性列表(第一列)和用于靶向前者的现有免疫配体

的实施例(第二列)。第三列显示了潜在的毒素、细胞因子或化疗药物的非限制性列表。注

意，第一和第三列中的实施例可以彼此随意组合，且还存在成百种其他标靶和效应分子。本

发明的范围涵盖未在表中明确地提到的各个标靶/效应分子组合。
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[0160]
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[0161]

[0162] 本发明的又一实施例中，免疫配体包括至少两个分别与效应分子结合的亚单位。

[0163] 优选地，至少两个不同的效应分子可以结合到所述至少两个亚单位。此选项提供

了可产生大量各种不同的免疫配体‑效应分子结构的多功能工具库。例如，双特异性双域免

疫配体可以与两个不同的效应分子结合，例如，一个标记和一个毒素。

[0164] 优选地，该至少两个不同的效应分子是干扰一种或多种细胞通路的毒性效应分

子。
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[0165] 上述实施方式的实现，可以通过，例如，通过利用两种不同的分选酶识别不同分选

酶识别基序，并在所用抗体的轻链和重链上包含具有针对所述不同分选酶的识别基序的C

端修饰，令全长抗体的两个轻链和两个重链各结合两个不同的效应分子。

[0166] 由此，可以得到由每两个全长Ig轻链和Ig重链组成的抗体药物结合物，其含有共

价连接到所述重链和轻链的不同效应分子。

[0167] 所述实施例，优选地，使得所述至少两个亚单位的同步结合，生成每个所述亚单位

结合相等效应分子的免疫配体‑效应分子。

[0168] 在另一个优选的实施例中，所述具有至少两个亚单位的免疫配体的结合效率为每

个结合位点至少80％。

[0169] 在另一个优选的实施例中，所述具有至少两个亚单位的免疫配体包含至少两个氨

基酸组成的肽间隔序列，优选2‑5个氨基酸，附加到两个亚单位中至少一个的C端。

[0170] 优选地，所述方法使得所述至少两个亚单位的同步结合，生成每个所述亚单位结

合相等效应分子的免疫配体‑效应分子。本发明的又一实施例中，该方法允许免疫配体和效

应分子之间具有确定的化学计量配比。根据本实施例，可以在免疫配体和效应分子之间提

供严格的定量关系，从而提高了各免疫配体/效应分子结合物的再现性和整体性能，特别是

用于临床和/或治疗应用。这是通过所用转肽酶的序列特异性和/或位点特异性所带来的。

[0171] 在一个特别优选的实施例中，所述免疫配体和效应分子之间的化学计量配比限定

关系，是通过除去部分反应的C端修饰免疫配体底物来实现的。这种移除可以，例如，通过亲

和纯化来进行。所述方法，优选地，得到均一的药物免疫配体比例。

[0172] 优选地，所述移除是通过利用位于转肽酶识别基序或结构域的C端的亲和标记进

行亲和纯化。本领域技术人员已知的标准方法可以用于这一目的，例如，His标记，CBP标记，

CYD(共价但尚未解离NorpD肽)标记，链球菌II标记，FLAG标记，HPC(蛋白C的重链)标记，以

及GST和MBP蛋白融合标记。

[0173] 本发明的又一实施方式中，该方法允许效应分子与免疫配体的位点特异性结合。

根据本实施例，可以确保结合过程不干扰免疫配体或效应分子本身的活性，从而提高了各

免疫配体/效应分子结合物的再现性和整体性能，尤其是用于临床和/或治疗应用。这是通

过所述转肽酶的序列特异性和/或位点特异性达成的。除了在大多数情况下没有或仅有有

限位点特异性(例如，当效应分子结合至游离氨基，如精氨酸，赖氨酸，天冬酰胺或谷氨酰胺

时)的常规结合化学，可以精确地确定所述结合位点，从而使免疫配体(例如，靶特异性)或

效应分子(例如，毒性)的特征功能不受影响。

[0174] 本发明还提供根据上述实施例的方法获得的免疫配体/效应分子结合物。

[0175] 优选地，所述免疫配体/效应分子结合物选自抗体/药物结合和/或抗体/标记物结

合物。

[0176] 本发明还提供上述实施例的免疫配体/效应分子结合物的以下用途：

[0177] 指定病理情况的体外或体内诊断；

[0178] 对指定病理情况的体内或体外预测或预后；

[0179] 罹患或有风险罹患指定病理情况的人或动物对象的治疗；和/或

[0180] 研究和/或开发目的。

[0181] 优选地，所述病理情况选自以下至少一种：
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[0182] 肿瘤疾病；

[0183] 自免疫疾病；

[0184] 神经变性疾病；和/或

[0185] 传染病。

[0186] 在所有这些情况下，本发明的免疫配体/效应分子结合物可以具有有益效果，例

如，通过引导后者到特异性位点，例如癌细胞，神经病理学部位，或自身免疫反应部位。

[0187] 所述效应分子，例如，毒素，化疗剂，细胞因子或药物被递送至所述部位，例如，以

耗尽癌细胞，抗癌细胞增殖，溶解菌斑，抑制自身抗体等。

[0188] 在所有这些情况下，本发明的免疫配体/效应分子结合物可以具有有益效果，例

如，通过引导后者到特异性位点，例如癌细胞，其中递送所述效应分子(例如毒素或化疗

剂)，例如，以耗尽癌细胞，抗癌细胞增殖。

[0189] 由此，毒素或化疗剂的全身性毒性降低，且后者在作用部位的局部浓度增加，提供

更好的疗效和较低的副作用。此外，相应的信号传导级联可被免疫配体的结合抑制。在效应

分子是标记的情况下，后者可以用来标记特异位点，例如，通过免疫配体检测以特定表面抗

原为特征癌细胞，用于诊断。

[0190] 结合过程的位点特异性保证了相应免疫配体/效应分子结合物的高再现性和整体

性能，特别是用于临床和/或治疗应用。

[0191] 本申请所称术语“肿瘤性疾病”，是指细胞或组织的异常状态或症状，其特征是快

速增殖的细胞生长或肿瘤。更具体而言，该术语涉及癌性进程，例如，肿瘤和/或白血病。

[0192] 术语“神经病理学疾病”包括神经变性疾病，神经炎性疾病或痉挛疾病等。

[0193] 神经变性疾病的特征是神经元的结构或功能的渐进性丧失，包括神经元死亡。许

多神经变性疾病，包括帕金森症，阿尔茨海默氏症，亨廷顿舞蹈症，肌萎缩性脊髓侧索硬化

症和多发性硬化症的发生，都是神经变性进程的结果。不同的神经退行性疾病之间有很多

相似之处，包括不规则蛋白装配以及诱导性细胞死亡。神经变性可以进一步发现于从分子

到全身的许多不同水平的神经元系统。

[0194] 术语“神经变性疾病”和“神经炎性疾病”具有部分重叠的范围。炎症反应是神经变

性疾病的标志，并通过不同神经元细胞死亡机制参与或促进该病症。沿犬尿氨酸路径(KP)

的色氨酸分解代谢代表了这些机制之一。

[0195] 痉挛疾病是以脑细胞之间的异常信号传导为特征的脑功能障碍。痉挛疾病可以影

响部分脑(部分性发作)或整个脑(全身性发作)。最突出的痉挛疾病是癫痫。

[0196] 本申请所称术语“自身免疫性疾病”，包括器官特异性自身免疫性疾病，其中自身

免疫反应针对单一组织，如克罗恩病和溃疡性结肠炎，I型糖尿病，重症肌无力，白癜风，格

雷夫斯疾病，桥本氏病，阿狄森氏病和自身免疫性胃炎和自身免疫性肝炎。该术语还包括非

器官特异性自身免疫性疾病，其中自身免疫反应针对的是存在于全身几个或许多器官的部

件。

[0197] 所述自身免疫疾病包括，例如，类风湿性关节炎，疾病，全身性红斑狼疮，全身性进

行性硬化症及其变型，多发性肌炎和皮肌炎。

[0198] 其他自身免疫性疾病包括恶性贫血(包括一些自身免疫性胃炎)，原发性胆汁性肝

硬化，自身免疫性血小板减少症，干燥综合症，多发性硬化和牛皮癣。本领域技术人员能够
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理解，本发明的方法可根据需要应用于上述或其他自体免疫疾病。

[0199] 本文所称术语“感染性疾病”，包括但不限于，感染性生物体所引起的任何疾病。感

染性生物体可以包括病毒，(例如，单链RNA病毒，单链DNA病毒，人类免疫缺陷病毒(HIV)，肝

炎A、B和C病毒，单纯疱疹病毒(HSV)，巨细胞病毒(CMV)，EB病毒(EBV)，人乳头状瘤病毒

(HPV))，寄生虫(例如，原生动物病原体和后生动物病原体如疟原虫物种，利什曼原虫属物

种，血吸虫物种，锥虫物种)，细菌(例如，分枝杆菌，特别是结核分枝杆菌，沙门氏菌，链球

菌，大肠杆菌，葡萄球菌)，真菌(例如，念珠菌属，曲霉属物种)，卡氏肺囊虫，以及朊病毒。

[0200] 本发明进一步提供了一种Glyn‑修饰(n>1，优选n＝3或n＝5)的低分子量效应分

子。

[0201] 本申请所称术语“Glyn‑修饰”是指由n个甘氨酸残基组成的寡肽或肽添加到所述

效应分子。本申请所称术语“低分子量效应分子化合物”应包括具有2500道尔顿或以下分子

量的效应分子。

[0202] 所述效应分子，优选地，包含选自下列的至少一种：

[0203] 标记物，

[0204] 加工标签，和/或

[0205] 药物。

[0206] 所述标记物包含选自下列的至少一种：

[0207] 放射性标记，优选为放射性标记肽或蛋白

[0208] 荧光标记，优选为荧光肽或蛋白，和/或

[0209] 酶标记，优选为过氧化物酶。

[0210] 所述药物包含选自下列的至少一种：

[0211] 细胞因子

[0212] 放射性试剂

[0213] 毒素，和/或

[0214] 化疗剂。

[0215] 如上所述，所述毒素优选为小分子毒素，即具有≤2500道尔顿的分子量。优选地，

所述毒素是选自下列的至少一种：

[0216] 美登素，

[0217] 单甲基阿里他汀，和/或

[0218] α‑鹅膏蕈碱，

[0219] 或前者的衍生物。上述Glyn‑修饰毒素的实施例如图14A‑14C的结构1‑9所示。

[0220] 本发明进一步提供了甘氨酸修饰的低分子量效应分子用于与免疫配体结合的用

途。

[0221] 优选地，如上所述，所述结合是转肽酶(优选为分选酶和/或分裂内含肽)介导的结

合。同样优选地，所述免疫配体是抗体。

[0222] 优选地，所述免疫配体是抗体。由此，可以提供抗体药物结合物(ADC)。

[0223] 优选地，所述免疫配体‑效应分子结合反应在粗细胞培养物上清液中进行。这意味

着，优选地，所述结合反应可用未纯化或仅部分纯化成分来进行。

[0224] 实验与附图
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[0225] 虽然本发明已经在附图和上文中进行了详细说明描述，这些说明和描述应被认为

是说明性或示例性而非限制性的。本发明并不限于所公开的实施例。本领域技术人员可以

通过研究附图、说明书和权利要求，实施本发明权利要求中的方案，理解并制作上述公开实

施例的其它变型。在权利要求中，词语“包括”不排除其他元件或步骤，并且不定冠词“一”或

“一个”并不排除多个。虽然不同从属权利要求中列举了某些措施，但这并不表示不能被有

利地使用这些措施的组合。权利要求中的任何附图标记不应当被解释为限制本发明的范

围。

[0226] 本文所公开的所有氨基酸序列分别显示为从N端到C端的序列；本文所公开的所有

的核酸序列分别显示5'‑>3'的序列。

[0227] 实施例1：带有C端LPETG分选酶标记和附加的6x‑His和strepII亲和纯化标记的

CD19单克隆抗体的表达载体克隆与表达

[0228] 为了进行效应分子与抗体的C端结合，首先，需要表达含有包括识别基序(例如，用

于金黄葡萄球菌分选酶A的识别基序)的C端修饰的重组抗体。

[0229] 为了，可以基因合成用于抗人CD19特异性抗体的重链和轻链ORF，例如，利用提供

所述基因合成的合同研究组织(CROs)，例如Genscript(www.genscript.com,Piscataway,

NJ,USA)。举例而言，可以在美国专利US8242252B2的序列53(变体HF)和58(变体LG)中找到

人源化抗人CD19抗体hBU12的重链和轻链序列。所述抗人CD19抗体的VH和VL区域如下：

[0230] SEQ  ID  NO  1(人源化抗人CD19抗体hBU12的VH编码区域):

[0231] ATGGGATGGAGCTGGATCTTTCTTTTCCTCCTGTCAGGAACTGCAGGTGTCCATTGTCAGGTTCAGCTG

CAAGAGTCTGGCCCTGGGTTGGTTAAGCCCTCCCAGACCCTCAGTCTGACTTGTACTGTGTCTGGGGGTTCAATCAG

CACTTCTGGTATGGGTGTAGGCTGGATTAGGCAGCACCCAGGGAAGGGTCTGGAGTGGATTGGACACATTTGGTGGG

ATGATGACAAGAGATATAACCCAGCCCTGAAGAGCAGAGTGACAATCTCTGTGGATACCTCCAAGAACCAGTTTAGC

CTCAAGCTGTCCAGTGTGACAGCTGCAGATACTGCTGTCTACTACTGTGCTAGAATGGAACTTTGGTCCTACTATTT

TGACTACTGGGGCCAAGGCACCCTTGTCACAGTCTCCTCA

[0232] SEQ  ID  NO  1可翻译为如下氨基酸序列(SEQ  ID  NO  2):

[0233] MGWSWIFLFLLSGTAGVHCQVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISTSGMGVGWIRQHPGKGLEWI

GHIWWDDDKRYNPALKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMELWSYYFDYWGQGTLVTVSS

[0234] SEQ  ID  NO  3(人源化抗人CD19抗体hBU12的VL编码区域):

[0235] ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCAGCAGTGAAATTGTTCTC

ACCCAGTCTCCAGCAACCCTGTCTCTCTCTCCAGGGGAAAGGGCTACCCTGAGCTGCAGTGCCAGCTCAAGTGTAAG

TTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGGCAGGCTCCCAGACTCCTGATTTATGACACATCCAAACTGGCTTCTG

GTATTCCAGCAAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGAACAGATTTTACACTCACAATCAGCAGCCTGGAGCCAGAGGAT

GTTGCTGTCTATTACTGTTTTCAGGGGAGTGTATACCCATTCACTTTTGGCCAAGGGACAAAGTTGGAAATCAAA

[0236] SEQ  ID  NO  3可翻译为如下氨基酸序列(SEQ  ID  NO  4):

[0237] MKLPVRLLVLMFWIPASSSEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSVSYMHWYQQKPGQAPRLLIYDT

SKLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDVAVYYCFQGSVYPFTFGQGTKLEIK

[0238] 上述序列可以融合到含有附加C端标记的人IgG1恒定重链和恒定轻链区域中，以

实现上述方法。

[0239] 为了实现本发明，可以合成具有编码LPETC金黄葡萄球菌分选酶A识别标记、6xHis
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标记(HHHHHH)、MYC标记(EQKLISEEDL)和strep  II标记(WSHPQFEK)的附加3'‑密码子的人恒

定IgG1重链区域。

[0240] SEQ  ID  NO  5(带有编码LPETG分选酶标记、6xHis标记和strepII标记的框内3'延

长段的人IgG1重链恒定编码区域):

[0241] AGCACCAAGGGCCCATCTGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCTGCC

CTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCTGAACCTGTGACAGTGTCCTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGT

GCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCT

TGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAA

TCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCC

CCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAG

ACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAG

TACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTG

CAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCAC

AGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTC

TATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCT

GGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCT

CATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAACTGCCC

GAGACCGGCCACCACCACCACCACCACGGCGAGCAGAAGCTGATCAGCGAGGAGGACCTGGGCTGGAGCCACCCCCA

GTTCGAGAAGTAG

[0242] SEQ  ID  NO  5可翻译为如下氨基酸序列(SEQ  ID  NO  6，标记中的氨基酸以下划线

表示):

[0243] STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVV

TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV

VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK

AKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK

SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKLPETGHHHHHHGEQKLISEEDLGWSHPQFEK·
[0244] 此外，可以合成具有编码LPETC金黄葡萄球菌分选酶A识别标记、6xHis标记

(HHHHHH)和strep  II标记(WSHPQFEK)的附加3'‑密码子的人恒定IgG1k‑轻链区域，得到如

下序列：

[0245] SEQ  ID  NO  7(带有编码LPETG分选酶标记、6xHis标记、Myc标记和strepII标记的

框内3'延长段的人IgG1‑k轻链恒定编码区域):

[0246] ACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCT

GTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGG

TAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCA

AAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGC

TTCAACAGGGGAGAGTGTCTGCCCGAGACCGGCCACCACCACCACCACCACGGCGAGCAGAAGCTGATCAGCGAGGA

GGACCTGGGCTGGAGCCACCCCCAGTTCGAGAAGTAG

[0247] SEQ  ID  NO  7可翻译为如下氨基酸序列(SEQ  ID  NO  8，标记中的氨基酸以下划线

表示):
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[0248] TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS

STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECLPETGHHHHHHGEQKLISEEDLGWSHPQFEK·
[0249] 编码LPETC分选酶标记、6xHis标记和strep  II标记的人源化抗人CD19抗体hBU12

重链和轻链的完整编码区域如下：

[0250] SEQ  ID  NO  9(带有C端LPETG分选酶标记、6xHis标记、Myc标记和strepII标记的抗

体hBU12完整人IgG1VH‑CH重链编码区域):

[0251] ATGGGATGGAGCTGGATCTTTCTTTTCCTCCTGTCAGGAACTGCAGGTGTCCATTGTCAGGTTCAGCTG

CAAGAGTCTGGCCCTGGGTTGGTTAAGCCCTCCCAGACCCTCAGTCTGACTTGTACTGTGTCTGGGGGTTCAATCAG

CACTTCTGGTATGGGTGTAGGCTGGATTAGGCAGCACCCAGGGAAGGGTCTGGAGTGGATTGGACACATTTGGTGGG

ATGATGACAAGAGATATAACCCAGCCCTGAAGAGCAGAGTGACAATCTCTGTGGATACCTCCAAGAACCAGTTTAGC

CTCAAGCTGTCCAGTGTGACAGCTGCAGATACTGCTGTCTACTACTGTGCTAGAATGGAACTTTGGTCCTACTATTT

TGACTACTGGGGCCAAGGCACCCTTGTCACAGTCTCCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCTGTCTTCCCCCTGGCAC

CCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCTGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCTGAACCTGTGACA

GTGTCCTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTC

CCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCA

GCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCT

GAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGA

GGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGG

TGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTG

CACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAAC

CATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGA

ACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAG

CCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGT

GGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACAC

AGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAACTGCCCGAGACCGGCCACCACCACCACCACCACGGCGAGCAGAAGCTG

ATCAGCGAGGAGGACCTGGGCTGGAGCCACCCCCAGTTCGAGAAGTAG

[0252] SEQ  ID  NO  9可翻译为如下氨基酸序列(SEQ  ID  NO  10，标记中的氨基酸以下划线

表示):

[0253] MGWSWIFLFLLSGTAGVHCQVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISTSGMGVGWIRQHPGKGLEW

IGHIWWDDDKRYNPALKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMELWSYYFDYWGQGTLVTVSSASTKG

PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY

ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK

FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT

LPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCS

VMHEALHNHYTQKSLSLSPGKLPETGHHHHHHGEQKLISEEDLGWSHPQFEK·
[0254] SEQ  ID  NO  11(带有C端LPETG分选酶标记、6xHis标记、Myc标记和strepII标记的

抗体hBU12完整人IgG1VL‑CL  k轻链编码区域):

[0255] ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCAGCAGTGAAATTGTTCTC

ACCCAGTCTCCAGCAACCCTGTCTCTCTCTCCAGGGGAAAGGGCTACCCTGAGCTGCAGTGCCAGCTCAAGTGTAAG
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TTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGGCAGGCTCCCAGACTCCTGATTTATGACACATCCAAACTGGCTTCTG

GTATTCCAGCAAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGAACAGATTTTACACTCACAATCAGCAGCCTGGAGCCAGAGGAT

GTTGCTGTCTATTACTGTTTTCAGGGGAGTGTATACCCATTCACTTTTGGCCAAGGGACAAAGTTGGAAATCAAAAG

AACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGT

GCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCC

CAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGA

CTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACA

GGGGAGAGTGTCTGCCCGAGACCGGCCACCACCACCACCACCACGGCGAGCAGAAGCTGATCAGCGAGGAGGACCTG

GGCTGGAGCCACCCCCAGTTCGAGAAGTAG

[0256] SEQ  ID  NO  11可翻译为如下氨基酸序列(SEQ  ID  NO  12，标记中的氨基酸以下划

线表示):

[0257] MKLPVRLLVLMFWIPASSSEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSVSYMHWYQQKPGQAPRLLIYD

TSKLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDVAVYYCFQGSVYPFTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLK

SGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLS

SPVTKSFNRGECLPETGHHHHHHGEQKLISEEDLGWSHPQFEK·
[0258] 如SEQ  ID  NO  9和11所公开的分别编码抗人CD19特异抗体的重链和轻链的编码区

域，可以合成侧翼限制性酶位点(例如HindIII和NotI)，由此可通过本领域已知的标准分子

生物学方法，将其克隆到标准哺乳类表达载体中，例如pCDNA3.1‑hygro(+)(Invitrogen)。

[0259] 用于带标记的hBU12抗人CD19抗体的pCDNA3.1‑hygro(+)IgH链表达载体的完整

DNA序列如下：

[0260] SEQ  ID  NO  13(带有C端LPETG分选酶标记、6xHis标记和strepII标记(下划线)以

及HindIII和NotI克隆位点(阴影显示)的抗体hBU12完整人IgG1VH‑CH重链编码区域):

[0261] GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTCGACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGT

TAAGCCAGTATCTGCTCCCTGCTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTGCGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGG

CAAGGCTTGACCGACAATTGCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGGGCCAG

ATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATA

TGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCA

ATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGACTATTTACGGTAAAC

TGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCG

CCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATT

ACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCA

CCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCC

CATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCC

ACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTT

CCATGGGATGGAGCTGGATCTTTCTTTTCCTCCTGTCAGGAACTGCAGGTGTCCATTGTCAGGTTCAGCTGCAAGAG

TCTGGCCCTGGGTTGGTTAAGCCCTCCCAGACCCTCAGTCTGACTTGTACTGTGTCTGGGGGTTCAATCAGCACTTC

TGGTATGGGTGTAGGCTGGATTAGGCAGCACCCAGGGAAGGGTCTGGAGTGGATTGGACACATTTGGTGGGATGATG

ACAAGAGATATAACCCAGCCCTGAAGAGCAGAGTGACAATCTCTGTGGATACCTCCAAGAACCAGTTTAGCCTCAAG

CTGTCCAGTGTGACAGCTGCAGATACTGCTGTCTACTACTGTGCTAGAATGGAACTTTGGTCCTACTATTTTGACTA
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CTGGGGCCAAGGCACCCTTGTCACAGTCTCCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCTGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCT

CCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCTGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCTGAACCTGTGACAGTGTCC

TGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAG

CAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACA

CCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTC

CTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCAC

ATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATA

ATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAG

GACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTC

CAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGG

TCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAG

AACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAA

GAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGA

GCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAACTGCCCGAGACCGGCCACCACCACCACCACCACGGCGAGCAGAAGCTGATCAGC

GAGGAGGACCTGGGCTGGAGCCACCCCCAGTTCGAGAAGTAGGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGTTTAAACCC

GCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTG

GAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTAT

TCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGG

GCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTA

AGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTT

CTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGCATCCCTTTAGGGTTCCGAT

TTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAG

ACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAA

CCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGGGGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTT

AACAAAAATTTAACGCGAATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGGCA

GGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAG

AAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTC

CGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCTGCC

TCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCCGGGAGCTTGTAT

ATCCATTTTCGGATCTGATCAGCACGTGATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCGACGTCTGTCGAGAAGTTTCTGATCG

AAAAGTTCGACAGCGTCTCCGACCTGATGCAGCTCTCGGAGGGCGAAGAATCTCGTGCTTTCAGCTTCGATGTAGGA

GGGCGTGGATATGTCCTGCGGGTAAATAGCTGCGCCGATGGTTTCTACAAAGATCGTTATGTTTATCGGCACTTTGC

ATCGGCCGCGCTCCCGATTCCGGAAGTGCTTGACATTGGGGAATTCAGCGAGAGCCTGACCTATTGCATCTCCCGCC

GTGCACAGGGTGTCACGTTGCAAGACCTGCCTGAAACCGAACTGCCCGCTGTTCTGCAGCCGGTCGCGGAGGCCATG

GATGCGATCGCTGCGGCCGATCTTAGCCAGACGAGCGGGTTCGGCCCATTCGGACCGCAAGGAATCGGTCAATACAC

TACATGGCGTGATTTCATATGCGCGATTGCTGATCCCCATGTGTATCACTGGCAAACTGTGATGGACGACACCGTCA

GTGCGTCCGTCGCGCAGGCTCTCGATGAGCTGATGCTTTGGGCCGAGGACTGCCCCGAAGTCCGGCACCTCGTGCAC

GCGGATTTCGGCTCCAACAATGTCCTGACGGACAATGGCCGCATAACAGCGGTCATTGACTGGAGCGAGGCGATGTT

CGGGGATTCCCAATACGAGGTCGCCAACATCTTCTTCTGGAGGCCGTGGTTGGCTTGTATGGAGCAGCAGACGCGCT
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ACTTCGAGCGGAGGCATCCGGAGCTTGCAGGATCGCCGCGGCTCCGGGCGTATATGCTCCGCATTGGTCTTGACCAA

CTCTATCAGAGCTTGGTTGACGGCAATTTCGATGATGCAGCTTGGGCGCAGGGTCGATGCGACGCAATCGTCCGATC

CGGAGCCGGGACTGTCGGGCGTACACAAATCGCCCGCAGAAGCGCGGCCGTCTGGACCGATGGCTGTGTAGAAGTAC

TCGCCGATAGTGGAAACCGACGCCCCAGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAGCACGTGCTACGAGATTTCGATTCC

ACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGA

TCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCA

CAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCAT

GTCTGTATACCGTCGACCTCTAGCTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCC

GCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCA

CATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAA

CGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCG

GCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGA

ACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGC

CCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGC

GTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCC

CTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTG

GGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGT

AAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAG

AGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTT

ACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAA

GCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGA

ACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAA

TGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACC

TATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGG

GCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAAC

CAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCG

GGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCAC

GCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGC

AAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTAT

GGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGT

CATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGC

AGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATC

CAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAA

AAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTT

CAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACA

AATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTC

[0262] 用于带标记的hBU12抗人CD19抗体的pCDNA3.1‑hygro(+)IgL链表达载体的完整

DNA序列如下：

[0263] SEQ  ID  NO  14(带有C端LPETG分选酶标记、6xHis标记、Myc标记和strepII标记(下
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划线)以及HindIII和NotI克隆位点(阴影显示)的抗体hBU12人IgG1VL‑CL  k轻链编码区域):

[0264] GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTCGACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGT

TAAGCCAGTATCTGCTCCCTGCTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTGCGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGG

CAAGGCTTGACCGACAATTGCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGGGCCAG

ATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATA

TGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCA

ATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGACTATTTACGGTAAAC

TGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCG

CCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATT

ACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCA

CCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCC

CATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCC

ACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTT

CCATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCAGCAGTGAAATTGTTCTCACCCAG

TCTCCAGCAACCCTGTCTCTCTCTCCAGGGGAAAGGGCTACCCTGAGCTGCAGTGCCAGCTCAAGTGTAAGTTACAT

GCACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGGCAGGCTCCCAGACTCCTGATTTATGACACATCCAAACTGGCTTCTGGTATTC

CAGCAAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGAACAGATTTTACACTCACAATCAGCAGCCTGGAGCCAGAGGATGTTGCT

GTCTATTACTGTTTTCAGGGGAGTGTATACCCATTCACTTTTGGCCAAGGGACAAAGTTGGAAATCAAAAGAACTGT

GGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGC

TGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAG

AGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGA

GAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAG

AGTGTCTGCCCGAGACCGGCCACCACCACCACCACCACGGCGAGCAGAAGCTGATCAGCGAGGAGGACCTGGGCTGG

AGCCACCCCCAGTTCGAGAAGTAGGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTG

TGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACT

GTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGG

GCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGG

CGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTG

GTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGC

CACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGCATCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACC

TCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTG

ACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTC

TTTTGATTTATAAGGGATTTTGGGGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGA

ATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGGCAGGCAGAAGTATGCAAAGC

ATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCA

TCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATT

CTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCTGCCTCTGAGCTATTCCAGAAG

TAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCCGGGAGCTTGTATATCCATTTTCGGATCTGA

TCAGCACGTGATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCGACGTCTGTCGAGAAGTTTCTGATCGAAAAGTTCGACAGCGTCT
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CCGACCTGATGCAGCTCTCGGAGGGCGAAGAATCTCGTGCTTTCAGCTTCGATGTAGGAGGGCGTGGATATGTCCTG

CGGGTAAATAGCTGCGCCGATGGTTTCTACAAAGATCGTTATGTTTATCGGCACTTTGCATCGGCCGCGCTCCCGAT

TCCGGAAGTGCTTGACATTGGGGAATTCAGCGAGAGCCTGACCTATTGCATCTCCCGCCGTGCACAGGGTGTCACGT

TGCAAGACCTGCCTGAAACCGAACTGCCCGCTGTTCTGCAGCCGGTCGCGGAGGCCATGGATGCGATCGCTGCGGCC

GATCTTAGCCAGACGAGCGGGTTCGGCCCATTCGGACCGCAAGGAATCGGTCAATACACTACATGGCGTGATTTCAT

ATGCGCGATTGCTGATCCCCATGTGTATCACTGGCAAACTGTGATGGACGACACCGTCAGTGCGTCCGTCGCGCAGG

CTCTCGATGAGCTGATGCTTTGGGCCGAGGACTGCCCCGAAGTCCGGCACCTCGTGCACGCGGATTTCGGCTCCAAC

AATGTCCTGACGGACAATGGCCGCATAACAGCGGTCATTGACTGGAGCGAGGCGATGTTCGGGGATTCCCAATACGA

GGTCGCCAACATCTTCTTCTGGAGGCCGTGGTTGGCTTGTATGGAGCAGCAGACGCGCTACTTCGAGCGGAGGCATC

CGGAGCTTGCAGGATCGCCGCGGCTCCGGGCGTATATGCTCCGCATTGGTCTTGACCAACTCTATCAGAGCTTGGTT

GACGGCAATTTCGATGATGCAGCTTGGGCGCAGGGTCGATGCGACGCAATCGTCCGATCCGGAGCCGGGACTGTCGG

GCGTACACAAATCGCCCGCAGAAGCGCGGCCGTCTGGACCGATGGCTGTGTAGAAGTACTCGCCGATAGTGGAAACC

GACGCCCCAGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAGCACGTGCTACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAA

AGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTT

CGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAG

CATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGTATACCGTCGACC

TCTAGCTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAA

CATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCT

CACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGT

TTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATC

AGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCC

AGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCAC

AAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTC

CCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGC

TTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCC

CCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCC

ACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGC

CTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTT

GGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAG

AAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAG

GGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATC

TAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCT

ATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCA

GTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCC

GAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAG

TTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGG

CTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCC

TTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTC

TCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTA
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TGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTC

ATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCAC

TCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATG

CCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATT

TATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCAC

ATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTC

[0265] 所述结构能够通过转染进入哺乳类细胞，例如但不限于，通常用于重组抗体表达、

带有添加至IgH和IgL链C端的分选酶A标记、6xHis标记、Myc标记和strepII的抗人CD19特异

性人源化抗体hBU12的CHO细胞。

[0266] 实施例2：带有C端Ssp  GyrB  11分裂内含肽和C端附加6x‑His和strepII亲和纯化

标记的单克隆抗体的表达载体克隆

[0267] 与金黄葡萄球菌分选酶A标记的IgG1重链和轻链的表达组件和载体相似，用于将

Ssp  GyrB  11分裂内含肽的N‑内含肽结构域对IgH和IgL链进行C端融合的编码区域可以如

下设计，以通过合格CRO(例如，Genscript(www.genscript.com,Piscataway,NJ,USA)对与

如上所公开的抗人CD19携带相同元件的该基因进行基因合成。

[0268] Ssp  GyrB  11分裂内含肽的N‑内含肽结构域的150aa序列如下所示，可参见论文

Appleby  et  al.(2009)：

[0269] SEQ  ID  NO  15(Ssp  GyrB  11分裂内含肽的N‑内含肽结构域)

[0270] CFSGDTLVALTDGRSVSFEQLVEEEKQGKQNFCYTIRHDGSIGVEKIINARKTKTNAKVIKVTLDNGES

IICTPDHKFMLRDGSYKCAMDLTLDDSLMPLHRKISTTEDSGHMEAVLNYNHRIVNIEAVSETIDVYDIEVPHTHNF

ALAS

[0271] 使用哺乳类密码子对该氨基酸序列进行反向翻译，得到如下的Ssp  GyrB  11分裂

内含肽的N‑内含肽结构域编码序列：

[0272] SEQ  ID  NO  16(Ssp  GyrB  11分裂内含肽的N‑内含肽结构域编码序列)

[0273] TGCTTCAGCGGCGACACCCTGGTGGCCCTGACCGACGGCAGAAGCGTGAGCTTCGAGCAGCTGGTGGAG

GAGGAGAAGCAGGGCAAGCAGAACTTCTGCTACACCATCAGACACGACGGCAGCATCGGCGTGGAGAAGATCATCAA

CGCCAGAAAGACCAAGACCAACGCCAAGGTGATCAAGGTGACCCTGGACAACGGCGAGAGCATCATCTGCACCCCCG

ACCACAAGTTCATGCTGAGAGACGGCAGCTACAAGTGCGCCATGGACCTGACCCTGGACGACAGCCTGATGCCCCTG

CACAGAAAGATCAGCACCACCGAGGACAGCGGCCACATGGAGGCCGTGCTGAACTACAACCACAGAATCGTGAACAT

CGAGGCCGTGAGCGAGACCATCGACGTGTACGACATCGAGGTGCCCCACACCCACAACTTCGCCCTGGCCAGC

[0274] 利用所述序列信息，可以设计带有包含Ssp  GyrB  11分裂内含肽的N‑内含肽结构

域、6xHis标记和strepII标记的C端延长段的抗人CD19抗体hBU12的完整IgG1重链编码区

域，如下SEQ  ID  NO  17所示：

[0275] ATGAATTTTGGACTGAGGCTGATTTTCCTGGTGCTGACCCTGAAAGGCGTCCAGTGTCAGGTTCAGCTG

CAAGAGTCTGGCCCTGGGTTGGTTAAGCCCTCCCAGACCCTCAGTCTGACTTGTACTGTGTCTGGGGGTTCAATCAG

CACTTCTGGTATGGGTGTAGGCTGGATTAGGCAGCACCCAGGGAAGGGTCTGGAGTGGATTGGACACATTTGGTGGG

ATGATGACAAGAGATATAACCCAGCCCTGAAGAGCAGAGTGACAATCTCTGTGGATACCTCCAAGAACCAGTTTAGC

CTCAAGCTGTCCAGTGTGACAGCTGCAGATACTGCTGTCTACTACTGTGCTAGAATGGAACTTTGGTCCTACTATTT

TGACTACTGGGGCCAAGGCACCCTTGTCACAGTCTCCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCTGTCTTCCCCCTGGCAC
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CCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCTGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCTGAACCTGTGACA

GTGTCCTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTC

CCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCA

GCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCT

GAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGA

GGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGG

TGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTG

CACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAAC

CATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGA

ACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAG

CCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGT

GGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACAC

AGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGCTTCAGCGGCGACACCCTGGTGGCCCTGACCGACGGCAGAAGCGTG

AGCTTCGAGCAGCTGGTGGAGGAGGAGAAGCAGGGCAAGCAGAACTTCTGCTACACCATCAGACACGACGGCAGCAT

CGGCGTGGAGAAGATCATCAACGCCAGAAAGACCAAGACCAACGCCAAGGTGATCAAGGTGACCCTGGACAACGGCG

AGAGCATCATCTGCACCCCCGACCACAAGTTCATGCTGAGAGACGGCAGCTACAAGTGCGCCATGGACCTGACCCTG

GACGACAGCCTGATGCCCCTGCACAGAAAGATCAGCACCACCGAGGACAGCGGCCACATGGAGGCCGTGCTGAACTA

CAACCACAGAATCGTGAACATCGAGGCCGTGAGCGAGACCATCGACGTGTACGACATCGAGGTGCCCCACACCCACA

ACTTCGCCCTGGCCAGCCACCATCACCATCACCATGGCTGGAGCCACCCCCAGTTCGAGAAGTAG

[0276] SEQ  ID  NO  17可翻译为如下氨基酸序列(SEQ  ID  NO  18，N‑内含肽结构域中的氨

基酸以下划线表示，6xHis标记和strepII标记以阴影表示):

[0277] MNFGLRLIFLVLTLKGVQCQVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISTSGMGVGWIRQHPGKGLEW

IGHIWWDDDKRYNPALKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMELWSYYFDYWGQGTLVTVSSASTKG

PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY

ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK

FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT

LPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCS

VMHEALHNHYTQKSLSLSPGKCFSGDTLVALTDGRSVSFEQLVEEEKQGKQNFCYTIRHDGSIGVEKIINARKTKT

NAKVIKVTLDNGESIICTPDHKFMLRDGSYKCAMDLTLDDSLMPLHRKISTTEDSGHMEAVLNYNHRIVNIEAVSE

TIDVYDIEVPHTHNFALASHHHHHHGWSHPQFEK·
[0278] 类似地，可以设计带有包含Ssp  GyrB  11分裂内含肽的N‑内含肽结构域、6xHis标

记和strepII标记的C端延长段的抗人CD19抗体hBU12的完整IgG1k‑轻链编码区域，如下SEQ 

ID  NO  19所示：

[0279] ATGAATTTTGGACTGAGGCTGATTTTCCTGGTGCTGACCCTGAAAGGCGTCCAGTGTGACATTGTGCTG

ACCCAATCTCCAGCTTCTTTGGCTGTGTCTCTAGGGCAGAGGGCCACCATCTCCTGCAAGGCCAGCCAAAGTGTTGA

TTTTGATGGTGATAGTTATATGAACTGGTACCAACAGAAACCAGGACAGCCACCCAAAGTCCTCATCTATGCTGCAT

CCAATCTAGAATCTGGGATCCCAGCCAGGTTTAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCCTCAACATCCATCCT

GTGGAGGAGGAGGATGCTGCAACCTATTACTGTCAGCAAAGTAATGAGGATCCGTGGACGTTCGGTGGAGGCACCAA

GCTGGAAATCAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAA
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CTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTC

CAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGAC

GCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCA

CAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGCTTCAGCGGCGACACCCTGGTGGCCCTGACCGACGGCAGAAGCGTGAGCTTC

GAGCAGCTGGTGGAGGAGGAGAAGCAGGGCAAGCAGAACTTCTGCTACACCATCAGACACGACGGCAGCATCGGCGT

GGAGAAGATCATCAACGCCAGAAAGACCAAGACCAACGCCAAGGTGATCAAGGTGACCCTGGACAACGGCGAGAGCA

TCATCTGCACCCCCGACCACAAGTTCATGCTGAGAGACGGCAGCTACAAGTGCGCCATGGACCTGACCCTGGACGAC

AGCCTGATGCCCCTGCACAGAAAGATCAGCACCACCGAGGACAGCGGCCACATGGAGGCCGTGCTGAACTACAACCA

CAGAATCGTGAACATCGAGGCCGTGAGCGAGACCATCGACGTGTACGACATCGAGGTGCCCCACACCCACAACTTCG

CCCTGGCCAGCCACCATCACCATCACCATGGCTGGAGCCACCCCCAGTTCGAGAAGTAG

[0280] SEQ  ID  NO  19可翻译为如下氨基酸序列(SEQ  ID  NO  20，N‑内含肽结构域中的氨

基酸以下划线表示，6xHis标记和strepII标记以阴影表示):

[0281] MNFGLRLIFLVLTLKGVQCDIVLTQSPASLAVSLGQRATISCKASQSVDFDGDSYMNWYQQKPGQPPK

VLIYAASNLESGIPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAATYYCQQSNEDPWTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPS

DEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVT

HQGLSSPVTKSFNRGECFSGDTLVALTDGRSVSFEQLVEEEKQGKQNFCYTIRHDGSIGVEKIINARKTKTNAKVI

KVTLDNGESIICTPDHKFMLRDGSYKCAMDLTLDDSLMPLHRKISTTEDSGHMEAVLNYNHRIVNIEAVSETIDVY

DIEVPHTHNFALASHHHHHHGWSHPQFEK·
[0282] 如SEQ  ID  NO  17和19所公开的分别编码抗人CD19特异抗体的N‑内含肽修饰的重

链和轻链的编码区域，可以合成侧翼限制性酶位点(例如HindIII和NotI)，由此可通过本领

域已知的标准分子生物学方法，将其克隆到标准哺乳类表达载体中，例如pCDNA3.1‑hygro

(+)(Invitrogen)。

[0283] 用于N‑内含肽标签hBU12抗人CD19抗体的pCDNA3.1‑hygro(+)‑IgH链表达载体的

完整DNA序列如下所示：

[0284] SEQ  ID  NO  21(带有C端Ssp  GyrB  11分裂内含肽N‑内含肽结构域、6xHis标记和

strepII标记(下划线)以及HindIII和NotI克隆位点(阴影显示)的抗体hBU12人IgG1VH‑CH重

链编码区域):

[0285] GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTCGACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGT

TAAGCCAGTATCTGCTCCCTGCTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTGCGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGG

CAAGGCTTGACCGACAATTGCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGGGCCAG

ATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATA

TGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCA

ATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGACTATTTACGGTAAAC

TGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCG

CCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATT

ACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCA

CCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCC

CATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCC

ACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTT
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CCATGAATTTTGGACTGAGGCTGATTTTCCTGGTGCTGACCCTGAAAGGCGTCCAGTGTCAGGTTCAGCTGCAAGAG

TCTGGCCCTGGGTTGGTTAAGCCCTCCCAGACCCTCAGTCTGACTTGTACTGTGTCTGGGGGTTCAATCAGCACTTC

TGGTATGGGTGTAGGCTGGATTAGGCAGCACCCAGGGAAGGGTCTGGAGTGGATTGGACACATTTGGTGGGATGATG

ACAAGAGATATAACCCAGCCCTGAAGAGCAGAGTGACAATCTCTGTGGATACCTCCAAGAACCAGTTTAGCCTCAAG

CTGTCCAGTGTGACAGCTGCAGATACTGCTGTCTACTACTGTGCTAGAATGGAACTTTGGTCCTACTATTTTGACTA

CTGGGGCCAAGGCACCCTTGTCACAGTCTCCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCTGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCT

CCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCTGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCTGAACCTGTGACAGTGTCC

TGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAG

CAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACA

CCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTC

CTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCAC

ATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATA

ATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAG

GACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTC

CAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGG

TCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAG

AACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAA

GAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGA

GCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGCTTCAGCGGCGACACCCTGGTGGCCCTGACCGACGGCAGAAGCGTGAGCTTC

GAGCAGCTGGTGGAGGAGGAGAAGCAGGGCAAGCAGAACTTCTGCTACACCATCAGACACGACGGCAGCATCGGCGT

GGAGAAGATCATCAACGCCAGAAAGACCAAGACCAACGCCAAGGTGATCAAGGTGACCCTGGACAACGGCGAGAGCA

TCATCTGCACCCCCGACCACAAGTTCATGCTGAGAGACGGCAGCTACAAGTGCGCCATGGACCTGACCCTGGACGAC

AGCCTGATGCCCCTGCACAGAAAGATCAGCACCACCGAGGACAGCGGCCACATGGAGGCCGTGCTGAACTACAACCA

CAGAATCGTGAACATCGAGGCCGTGAGCGAGACCATCGACGTGTACGACATCGAGGTGCCCCACACCCACAACTTCG

CCCTGGCCAGCCACCATCACCATCACCATGGCTGGAGCCACCCCCAGTTCGAGAAGTAGGCGGCCGCTCGAGTCTAG

AGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCG

TGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTG

AGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCA

TGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGC

CCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCG

CCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGCAT

CCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTG

GGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAA

ACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGGGGATTTCGGCCTATTGGTT

AAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTC

CCCAGGCTCCCCAGGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCA

GGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCC

CATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGG

CCGAGGCCGCCTCTGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAG
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CTCCCGGGAGCTTGTATATCCATTTTCGGATCTGATCAGCACGTGATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCGACGTCTGT

CGAGAAGTTTCTGATCGAAAAGTTCGACAGCGTCTCCGACCTGATGCAGCTCTCGGAGGGCGAAGAATCTCGTGCTT

TCAGCTTCGATGTAGGAGGGCGTGGATATGTCCTGCGGGTAAATAGCTGCGCCGATGGTTTCTACAAAGATCGTTAT

GTTTATCGGCACTTTGCATCGGCCGCGCTCCCGATTCCGGAAGTGCTTGACATTGGGGAATTCAGCGAGAGCCTGAC

CTATTGCATCTCCCGCCGTGCACAGGGTGTCACGTTGCAAGACCTGCCTGAAACCGAACTGCCCGCTGTTCTGCAGC

CGGTCGCGGAGGCCATGGATGCGATCGCTGCGGCCGATCTTAGCCAGACGAGCGGGTTCGGCCCATTCGGACCGCAA

GGAATCGGTCAATACACTACATGGCGTGATTTCATATGCGCGATTGCTGATCCCCATGTGTATCACTGGCAAACTGT

GATGGACGACACCGTCAGTGCGTCCGTCGCGCAGGCTCTCGATGAGCTGATGCTTTGGGCCGAGGACTGCCCCGAAG

TCCGGCACCTCGTGCACGCGGATTTCGGCTCCAACAATGTCCTGACGGACAATGGCCGCATAACAGCGGTCATTGAC

TGGAGCGAGGCGATGTTCGGGGATTCCCAATACGAGGTCGCCAACATCTTCTTCTGGAGGCCGTGGTTGGCTTGTAT

GGAGCAGCAGACGCGCTACTTCGAGCGGAGGCATCCGGAGCTTGCAGGATCGCCGCGGCTCCGGGCGTATATGCTCC

GCATTGGTCTTGACCAACTCTATCAGAGCTTGGTTGACGGCAATTTCGATGATGCAGCTTGGGCGCAGGGTCGATGC

GACGCAATCGTCCGATCCGGAGCCGGGACTGTCGGGCGTACACAAATCGCCCGCAGAAGCGCGGCCGTCTGGACCGA

TGGCTGTGTAGAAGTACTCGCCGATAGTGGAAACCGACGCCCCAGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAGCACGTGC

TACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATG

ATCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAA

ATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCA

TCAATGTATCTTATCATGTCTGTATACCGTCGACCTCTAGCTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCT

GTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTA

ATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGC

ATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCG

CTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGG

GGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGT

TTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGA

CTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATA

CCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGG

TCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGT

CTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTA

TGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCG

CTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGT

GGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGG

GTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGA

TCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGC

TTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGAT

AACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAG

ATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAG

TCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTAC

AGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACAT

GATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTG
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TTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGG

TGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATA

ATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATC

TTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAG

CGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATAC

TCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGT

ATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTC

[0286] 用于带Ssp  GyrB  11分裂内含肽的N‑内含肽结构域标记的hBU12抗人CD19抗体的

pCDNA3.1‑hygro(+)IgL链表达载体的完整DNA序列如下：

[0287] SEQ  ID  NO  22(带有C端Ssp  GyrB  11分裂内含肽N‑内含肽结构域、6xHis标记和

strepII标记(下划线)以及HindIII和NotI克隆位点(阴影显示)的抗体hBU12人IgG1VL‑CL  k

轻链编码区域):

[0288] GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTCGACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGT

TAAGCCAGTATCTGCTCCCTGCTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTGCGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGG

CAAGGCTTGACCGACAATTGCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGGGCCAG

ATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATA

TGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCA

ATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGACTATTTACGGTAAAC

TGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCG

CCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATT

ACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCA

CCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCC

CATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCC

ACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTT

CCATGAATTTTGGACTGAGGCTGATTTTCCTGGTGCTGACCCTGAAAGGCGTCCAGTGTGACATTGTGCTGACCCAA

TCTCCAGCTTCTTTGGCTGTGTCTCTAGGGCAGAGGGCCACCATCTCCTGCAAGGCCAGCCAAAGTGTTGATTTTGA

TGGTGATAGTTATATGAACTGGTACCAACAGAAACCAGGACAGCCACCCAAAGTCCTCATCTATGCTGCATCCAATC

TAGAATCTGGGATCCCAGCCAGGTTTAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCCTCAACATCCATCCTGTGGAG

GAGGAGGATGCTGCAACCTATTACTGTCAGCAAAGTAATGAGGATCCGTGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGA

AATCAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCT

CTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCG

GGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAG

CAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGA

GCTTCAACAGGGGAGAGTGCTTCAGCGGCGACACCCTGGTGGCCCTGACCGACGGCAGAAGCGTGAGCTTCGAGCAG

CTGGTGGAGGAGGAGAAGCAGGGCAAGCAGAACTTCTGCTACACCATCAGACACGACGGCAGCATCGGCGTGGAGAA

GATCATCAACGCCAGAAAGACCAAGACCAACGCCAAGGTGATCAAGGTGACCCTGGACAACGGCGAGAGCATCATCT

GCACCCCCGACCACAAGTTCATGCTGAGAGACGGCAGCTACAAGTGCGCCATGGACCTGACCCTGGACGACAGCCTG

ATGCCCCTGCACAGAAAGATCAGCACCACCGAGGACAGCGGCCACATGGAGGCCGTGCTGAACTACAACCACAGAAT

CGTGAACATCGAGGCCGTGAGCGAGACCATCGACGTGTACGACATCGAGGTGCCCCACACCCACAACTTCGCCCTGG

说　明　书 36/50 页

38

CN 105142675 B

38



CCAGCCACCATCACCATCACCATGGCTGGAGCCACCCCCAGTTCGAGAAGTAGGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCC

CGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTT

CCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGG

TGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGG

GGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTA

GCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCT

CCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGCATCCCTTT

AGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCAT

CGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGA

ACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGGGGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAA

TGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGG

CTCCCCAGGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCC

CCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCC

GCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGG

CCGCCTCTGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCCG

GGAGCTTGTATATCCATTTTCGGATCTGATCAGCACGTGATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCGACGTCTGTCGAGAA

GTTTCTGATCGAAAAGTTCGACAGCGTCTCCGACCTGATGCAGCTCTCGGAGGGCGAAGAATCTCGTGCTTTCAGCT

TCGATGTAGGAGGGCGTGGATATGTCCTGCGGGTAAATAGCTGCGCCGATGGTTTCTACAAAGATCGTTATGTTTAT

CGGCACTTTGCATCGGCCGCGCTCCCGATTCCGGAAGTGCTTGACATTGGGGAATTCAGCGAGAGCCTGACCTATTG

CATCTCCCGCCGTGCACAGGGTGTCACGTTGCAAGACCTGCCTGAAACCGAACTGCCCGCTGTTCTGCAGCCGGTCG

CGGAGGCCATGGATGCGATCGCTGCGGCCGATCTTAGCCAGACGAGCGGGTTCGGCCCATTCGGACCGCAAGGAATC

GGTCAATACACTACATGGCGTGATTTCATATGCGCGATTGCTGATCCCCATGTGTATCACTGGCAAACTGTGATGGA

CGACACCGTCAGTGCGTCCGTCGCGCAGGCTCTCGATGAGCTGATGCTTTGGGCCGAGGACTGCCCCGAAGTCCGGC

ACCTCGTGCACGCGGATTTCGGCTCCAACAATGTCCTGACGGACAATGGCCGCATAACAGCGGTCATTGACTGGAGC

GAGGCGATGTTCGGGGATTCCCAATACGAGGTCGCCAACATCTTCTTCTGGAGGCCGTGGTTGGCTTGTATGGAGCA

GCAGACGCGCTACTTCGAGCGGAGGCATCCGGAGCTTGCAGGATCGCCGCGGCTCCGGGCGTATATGCTCCGCATTG

GTCTTGACCAACTCTATCAGAGCTTGGTTGACGGCAATTTCGATGATGCAGCTTGGGCGCAGGGTCGATGCGACGCA

ATCGTCCGATCCGGAGCCGGGACTGTCGGGCGTACACAAATCGCCCGCAGAAGCGCGGCCGTCTGGACCGATGGCTG

TGTAGAAGTACTCGCCGATAGTGGAAACCGACGCCCCAGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAGCACGTGCTACGAG

ATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTC

CAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAG

CAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATG

TATCTTATCATGTCTGTATACCGTCGACCTCTAGCTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGA

AATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGT

GAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAAT

GAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGC

TCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAA

CGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCC

ATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAA
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AGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTC

CGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTC

GCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAG

TCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGG

CGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGC

TGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTT

TTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGA

CGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTT

TAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATC

AGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTAC

GATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT

CAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATT

AATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCAT

CGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCC

CCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCA

CTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTA

CTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCG

CGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCG

CTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTC

TGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATAC

TCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAG

AAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTC

[0289] SEQ  ID  NO  21和22所述的pcDNA3.1‑hygro(+)表达载体能够通过转染进入哺乳类

细胞，例如但不限于，通常用于重组抗体表达、带有添加至IgH和IgL链C端的分选酶A标记、

6xHis标记、Myc标记和strepII的抗人CD19特异性人源化抗体hBU12的CHO细胞。

[0290] 实施例3：重组金黄葡萄球菌分选酶A的克隆与表达

[0291] 金黄葡萄球菌分选酶A的ORF发表于Genbank数据库中，可以索引号AF162687.1查

找。该记录下的氨基酸序列显示为SEQ  ID  NO  23(金黄葡萄球菌分选酶A的氨基酸序列)。

[0292] MKKWTNRLMTIAGVVLILVAAYLFAKPHIDNYLHDKDKDEKIEQYDKNVKEQASKDKKQQAKPQIPKDK

SKVAGYIEIPDADIKEPVYPGPATPEQLNRGVSFAEENESLDDQNISIAGHTFIDRPNYQFTNLKAAKKGSMVYFKV

GNETRKYKMTSIRDVKPTDVGVLDEQKGKDKQLTLITCDDYNEKTGVWEKRKIFVATEVK

[0293] 该Genbank索引对应序列的核苷酸序列如SEQ  ID  NO  24所示：

[0294] ATGAAAAAATGGACAAATCGATTAATGACAATCGCTGGTGTGGTACTTATCCTAGTGGCAGCATATTTG

TTTGCTAAACCACATATCGATAATTATCTTCACGATAAAGATAAAGATGAAAAGATTGAACAATATGATAAAAATGT

AAAAGAACAGGCGAGTAAAGATAAAAAGCAGCAAGCTAAACCTCAAATTCCGAAAGATAAATCGAAAGTGGCAGGCT

ATATTGAAATTCCAGATGCTGATATTAAAGAACCAGTATATCCAGGACCAGCAACACCTGAACAATTAAATAGAGGT

GTAAGCTTTGCAGAAGAAAATGAATCACTAGATGATCAAAATATTTCAATTGCAGGACACACTTTCATTGACCGTCC

GAACTATCAATTTACAAATCTTAAAGCAGCCAAAAAAGGTAGTATGGTGTACTTTAAAGTTGGTAATGAAACACGTA

AGTATAAAATGACAAGTATAAGAGATGTTAAGCCTACAGATGTAGGAGTTCTAGATGAACAAAAAGGTAAAGATAAA
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CAATTAACATTAATTACTTGTGATGATTACAATGAAAAGACAGGCGTTTGGGAAAAACGTAAAATCTTTGTAGCTAC

AGAAGTCAAATAA

[0295] 重组分选酶A酶促活性片段在大肠杆菌中的表达的相关技术信息，包括携带6xHis

标记的氨基酸60‑205(公开于参考文献WO2007/108013A2中)。携带6xHis标记的金黄葡萄球

菌分选酶A(aa60‑205)的编码区域如下SEQ  ID  NO  25所示：

[0296] ATGCAAGCTAAACCTCAAATTCCGAAAGATAAATCGAAAGTGGCAGGCTATATTGAAATTCCAGATGCT

GATATTAAAGAACCAGTATATCCAGGACCAGCAACACCTGAACAATTAAATAGAGGTGTAAGCTTTGCAGAAGAAAA

TGAATCACTAGATGATCAAAATATTTCAATTGCAGGACACACTTTCATTGACCGTCCGAACTATCAATTTACAAATC

TTAAAGCAGCCAAAAAAGGTAGTATGGTGTACTTTAAAGTTGGTAATGAAACACGTAAGTATAAAATGACAAGTATA

AGAGATGTTAAGCCTACAGATGTAGGAGTTCTAGATGAACAAAAAGGTAAAGATAAACAATTAACATTAATTACTTG

TGATGATTACAATGAAAAGACAGGCGTTTGGGAAAAACGTAAAATCTTTGTAGCTACAGAAGTCAAACACCATCACC

ATCACCATTAA

[0297] SEQ  ID  NO  25翻译为氨基酸序列SEQ  ID  NO  26：

[0298] MQAKPQIPKDKSKVAGYIEIPDADIKEPVYPGPATPEQLNRGVSFAEENESLDDQNISIAGHTFIDRP

NYQFTNLKAAKKGSMVYFKVGNETRKYKMTSIRDVKPTDVGVLDEQKGKDKQLTLITCDDYNEKTGVWEKRKIFVA

TEVKHHHHHH·
[0299] SEQ  ID  NO  25所示的6xHis标记的金黄色葡萄球菌分选酶A片段的编码区域，可以

被克隆到标准细菌表达载体中，例如像pET29(Novagen)中，以转化大肠杆菌菌株BL21(DE3)

(Novagen)中，并根据本领域中已知的标准方法生成可以用于细菌生产重组分选酶A的大肠

杆菌克隆。总之，分选酶A  pET29表达质粒转化的大肠杆菌BL21(DE3)可以在37℃下以LB培

养基与50μg/mL卡那霉素培养，直到OD600为0.5‑0.8＝为止。然后可加入IPTG至0.4mM终浓

度，并在30℃下诱导蛋白表达三小时。然后可以通过离心收获细胞，重悬于裂解缓冲液

(50mM  Tris，pH值8.0，300mM  NaCl，补充有1mM的氯化镁，2单位/mL  DNA酶I(NEB)，260nM纳

米抑肽酶，1.2μM亮肽素和1mM  PMSF)。然后可以通过超声处理来裂解细胞，并可以按照制造

商的说明进行操作，用Ni‑NTA琼脂糖纯化澄清的上清液。

[0300] 根据SDS‑PAGE判断纯度>90％的部分可以合并并用Tris缓冲盐水(25mM  Tris  pH

值7.5，150mM  NaCl)透析，并使用已发表的消光系数17,420M‑1cm‑1从A280测量值计算酶浓

度。根据上述实验方案，制备ca.20mg>90％纯度的金黄色葡萄球菌分选酶A重组酶促活性片

段(ca.17kD)，重组蛋白的SDS‑PAGE和免疫印迹分析如图7所示。

[0301] 实施例4：分选酶标记或N‑内含肽标记的重组抗体在CHO细胞中的表达和纯化

[0302] a)CHO细胞表达：实施例2和3中公开了，从表达结构表达重组IgG1抗体，可以使用

例如市售的CHO表达体系通过瞬时转染来实现，如使用购自Invitrogen的FreeStyle  CHO体

系，根据FreeStyle  CHO厂商说明的指示进行。

[0303] 简言之，转染前约1天，CHO细胞应在摇瓶中的FreeStyle  CHO培养基中以5‑6×106

个细胞/ml接种，令其在加湿的接种孵化器中，轨道摇动器120rpm、37℃和7.5％二氧化碳氛

围的条件下扩增。次日，当所述细胞到达1.2‑1.5x106/ml密度时，可进行转染。然后根据需

要将细胞稀释到1×106细胞/ml。随后需要取30ml所述细胞悬浮液，加入到125ml摇瓶中，并

向600μl  OptiPro  SF‑培养基(Invitrogen)中加入40μg  1：1混合的IgH和IgL表达质粒DNA。

同时，需要向600μl  OptiPro  SF‑培养基(Invitrogen)中加入40μl  FreeStyle  MAX转染试
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剂，轻轻混合两个试样，并在室温下培养10分钟，以允许形成DNA‑转染试剂复合物。然后，可

以从上方将DNA‑转染试剂混合物缓慢加入到125ml  CHO细胞培养基中，随后令转染细胞在

轨道摇动器120rpm、37℃和7.5％二氧化碳氛围的条件下生长6天。

[0304] 此后，可收集细胞培养物上清液并通过本领域(ELISA，Luminex公司等)已知适当

方法进行抗体表达滴度分析。

[0305] b)蛋白A纯化：可使用市售蛋白A琼脂糖柱(Thermo  Fisher,Pierce)，按照厂商说

明，从CHO细胞上清液进行重组抗体的蛋白A纯化。

[0306] 简言之，取澄清的细胞培养上清液,过适当大小和容量并用PBS平衡的蛋白A柱。残

留培养基用PBS洗涤，且最终结合的IgG可以用低pH缓冲液洗脱，如pH为3.0的0.1M柠檬酸‑

氢氧化钠。洗脱的IgG应立即用1/10th体积的pH7.41M  Tris/Cl中和。含IgG的合并组分随后

可以在4℃下以PBS透析过夜。

[0307] 实施例4中提供的实验方案向本领域技术人员提供了从实施例1和2中公开的结构

中制备足量的纯化重组抗体的方法。

[0308] 实施例5：通过分选酶和分裂内含肽介导的转肽作用生成位点特异性C端MMAE毒性

效应分子结合单克隆抗体

[0309] 如下式所示的，连接到长5个氨基酸的甘氨酸短链和长6个氨基酸的SSP  GyrB 

S11C‑内含肽分裂内含肽的单甲基阿里他汀毒素，可以从合格的化学CRO公司定制订购。

[0310]

[0311] 式1:以vcPAB连接子进行5‑甘氨酸修饰的MMAE：

[0312] Me＝甲基(‑CH3)基团

[0313] G＝甘氨酸残基

[0314]

[0315] 式2:携带vcPAB连接子以6氨基酸C‑内含肽结构域GVFVHN和6氨基酸SAGSGK  C‑外

显肽修饰的MMAE：

[0316] Me＝甲基(‑CH3)基团

[0317] GVFVHNSAGSGK＝Gly‑Val‑Phe‑Val‑His‑Asn‑Ser‑Ala‑Gly‑Ser‑Gly‑Lys短链

[0318] a)LPETG分选酶A基序标记的重组IgG抗体的毒性MMAE效应分子结合反应

[0319] 五甘氨酸修饰的MMAE毒性效应分子与LPETG分选酶A标记IgG1抗体(可以根据实施

例1和4制备)的结合，可以用生理培养缓冲液(例如5mMTris/Cl，15mM  NaCl，6mM  CaCl2，pH 

8.0)，通过混合适当比例的LPETG标记的IgG1抗体和式1公开的甘氨酸修饰的MMAE毒素(例
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如，1：1比例和50μM的浓度)和重组分选酶A(根据实施例3制备)(例如，5μM浓度)，并在37℃

至40℃下培养至少2小时。

[0320] 可以在停止反应后，用抗His标记和/或抗strepII标记抗体通过免疫印迹分析或

ELISA分析6xHis标记和/或strepII标记来监测结合效率。

[0321] 可以通过镍‑NTA柱或streptactin柱结合来富集完全结合产物，，所述柱分别结合

6xHis标记或strepII标记，所述标记仅可存在于不完全反应的IgG1底物中。最终的IgG‑效

应分子结合物最后可以如上所述使用蛋白A纯化来进行纯化。

[0322] b)SSP  GyrB  S11N‑内含肽标记的重组IgG抗体与的毒性MMAE效应分子的结合

[0323] SSP  GyrB  S11C‑内含肽氨基酸修饰的MMAE毒性效应分子与N‑内含肽标记的IgG1

抗体(可以通过以下实施例2和4制备)的结合，可用生理培养缓冲液(20mM  Tris/Cl,250mM 

NaCl,1mM  EDTA,pH  8.5)，混合适当比例的N‑内含肽标记的IgG1抗体与式2公开的C‑内含肽

氨基酸修饰的MMAE毒素(例如，比例为1:10或1：25，IgG抗体浓度为5μM)，并在室温下或在37

℃下培养至少4个小时。

[0324] 可以在停止反应后，用抗His标记和/或抗strepII标记抗体通过免疫印迹分析或

ELISA分析6xHis标记和/或strepII标记来监测结合效率。

[0325] 可以通过镍‑NTA柱或streptactin柱结合来富集完全结合产物，，所述柱分别结合

6xHis标记或strepII标记，所述标记仅可存在于不完全反应的IgG1底物中。最终的IgG‑效

应分子结合物最后可以如上所述使用蛋白A纯化来进行纯化。

[0326] 总之，以上公开的实施例1‑5允许本领域技术人员能够实践本发明中所述的，通过

分选酶A介导或裂内含肽介导的转肽作用，进行毒性效应分子与C端的位点特异性酶促结

合。

[0327] 实施例6：制备在轻链或重链上携带C端GS(甘氨酸‑丝氨酸)连接子、LPETG分选酶

基序和附加的6x‑His和Strep  II亲和纯化标记的曲妥单抗

[0328] 基本根据实施例1所述，生成编码单克隆抗体曲妥单抗(Tras)重链和轻链的抗体

表达结构，其中抗体无标记(SEQ  ID  NOs:31‑34)或C端携带GS(甘氨酸‑丝氨酸)连接子、

LPETG分选酶基、和6x‑His和Strep  II标记(SEQ  ID  NOs:35‑38)。使用上述表达结构，通过

与相应表达结构的共转染，在CHO细胞中生产Tras‑HC‑GS‑LHS和Tras‑LC‑GS‑LHS(HC＝重

链，LC＝轻链，GS＝甘氨酸‑丝氨酸，LHS＝LPETG标记+6xHis标记+strepII标记)。Tras‑HC‑

GS‑LHS是轻链未修饰(SEQ  ID  NO：35‑36)且重链C端具有GS(甘氨酸‑丝氨酸)连接子、LPETG

分选酶基序、6xHis标记和strepII标记(SEQ  ID  NO：33‑34)的曲妥珠单抗变体。Tras‑LC‑

GS‑LHS是重链未修饰(SEQ  ID  NOs:31‑32)且轻链C端具有GS(甘氨酸‑丝氨酸)连接子、

LPETG分选酶基序、6xHis标记和strepII标记(SEQ  ID  NOs:37‑38)的曲妥珠单抗变体。CHO

细胞的转染和通过蛋白A琼脂糖层析法对抗体的亲和纯化，基本如实施例4所述。

[0329] 实施例7：曲妥珠单抗轻链或重链与Gly5修饰DM1毒素的分选酶A介导结合

[0330] 在含每种单克隆抗体(mAb)各10.5mg的1x分选酶缓冲液(25mM  Tris‑HCl,pH8.2；

150mM  NaCl；7.5mM  CaCl2)中，进行包含Gly5‑修饰的DM1毒素(购自Concortis,San  Diego,

CA,U.S.，结构如图14a所示)和金黄葡萄球菌的17kD重组分选酶片段(参见实施例3)的结合

反应，如下表II所示。Tras‑HC‑GS‑LHS在25℃下培养2小时；Tras‑LC‑GS‑LHS结合反应在25

℃下培养18小时。每种反应混合物随后通过 琼脂糖柱(IBA  Life‑Sciences,
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Germany)。为此，取1ml  Strep‑Tactin琼脂糖通过重力装入多孔柱中，并以2柱

体积的平衡缓冲液(100mM  Tris‑HCl,pH  8.0；150mM  NaCl；1mM  EDTA)进行平衡。每种结合

混合物利用重力流经过同一柱两次(以增加树脂上的停留时间)。然后用又一柱体积的平衡

缓冲液洗涤树脂，以最大化结合物产率，然后将合并组分立即装入蛋白A柱。为此，使用10柱

体积缓冲液(25mM磷酸钠，pH  7.5)来平衡1ml蛋白A  HiTrap柱。令每种结合反应物通过平衡

后的柱，然后用5柱体积的缓冲液洗涤柱。使用5柱体积的洗脱液(0.1M琥珀酸,pH  2.8)来洗

脱结合的结合物，收集其中1柱体积部分(收集在含有25％v/v  1M  Tris  Base的试管中以中

和酸)并分析其蛋白含量。将含蛋白质组分合并，并通过G25柱色谱法进行制剂。为此，使用

适用于每一种生产规模的NAP  25柱，来对结合物制剂以供长期存储。平衡所述柱，装载，并

以根据厂商说明，以10mM  pH  5.0琥珀酸钠,100mg/mL海藻糖,0.1％％w/v聚山梨醇酯20(

(T‑DM1)的制剂缓冲液,由Roche/Genentech销售)洗脱。

[0331] Tras‑HC‑GS‑LHS和Tras‑LC‑GS‑LHS的DM1结合体产率分别为8.0mg(76 .2％)和

5.9mg(56.2％)。主要的过程损失发生在蛋白A和G25纯化中，大多因为为了保证用于每个后

续步骤或存储的最大产物浓度而进行的削峰。

[0332]

[0333] 表2：Tras‑HC‑GS‑LHS和Tras‑LC‑GS‑LHS的结合条件

[0334] 通过疏水作用色谱(HIC)分析药物负载，其中使用了TOSOH  Butyl‑NPR4 .6mm  x 

3.5cm,2.5μm柱(流速0.8mL/min，A‑1.5M(NH4)2SO4,25mM  NaPi,pH＝6.95±0.05和B‑75％

25mM  NaPi,pH＝6.95±0.05,25％IPA之间的12分钟线性梯度)。HIC数据表明，对于Tras‑
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HC‑GS‑LHS和Tras‑LC‑GS‑LHS而言，均无可检测的剩余未结合单克隆抗体，且每种单克隆抗

体中的大部分均负载了2个药物(参见图8)。

[0335] 实施例8：分选酶A介导的曲妥单抗‑DM1结合物的体外毒性测试

[0336] 下面研究DM1‑分选酶A介导结合Tras‑HC‑GS‑LHS和DM1‑分选酶A介导结合Tras‑

LC‑GS‑LHS的毒性，并使用SKBR3细胞和T47D‑5R细胞与 (Roche/Genentech)进行

比较；SKBR3细胞是一种人乳腺癌细胞系，其过度表达曲妥单抗同源抗原(Tras)HER‑2/neu；

T47D‑5R细胞是一种乳腺癌细胞系，其对HER‑2/neu的天然表达水平低，并改造为缺失细胞

表面HER‑2/neu(Graus‑Porta  et  al.(1995)。将细胞接种在96孔板中的100μl完全DMEM培

养基中(每孔10000个细胞)。培养一天后，小心地从每个孔中移除50μl的培养基，，并替换50

μL以完全DMEM培养基稀释的每种ADC的3.5倍系列稀释液，得到的ADC浓度范围为20μg/ml至

0.25ng/ml。每种稀释液一式两份或一式三份。在加湿培养箱中以37℃、5％CO2额外培养3天

后，将板从培养箱中取出，并平衡至室温。约30分钟后，每孔中加入100μl

发光溶液(Promega公司，Cat.No  G7570)，以450rpm摇动5分钟后，不摇动地培养10分钟，然

后使用Tecan  Infinity  F200以每孔1秒的积分时间测量发光。所有三种ADC对过量表达

HER‑2/neu的SKBR3乳腺癌细胞系均具有高度细胞毒性，但对HER‑2/neu阴性的T47D‑5R乳腺

癌细胞系则不然(参照图9)。HER‑2/neu阳性乳腺癌细胞系SKBR3的EC 5 0值分别为：

32.4ng/ml；DM1结合的Tras‑HC‑GS‑LHS，45.6ng/ml；Tras‑LC‑GS‑LHS，51.4ng/

ml，因此在体外肿瘤细胞杀伤实验中的有效范围相仿。与之相比，HER‑2/neu阴性的乳腺癌

细胞系T47D‑5R中没有可检测的特异性细胞毒性，表明当比较相同靶向抗体和相同毒素

(DM1)时，分选酶A酶促结合的ADC与传统的化学结合ADC的功能等同(图9)。

[0337] 但是，Tras‑HC‑GS‑LHS和Tras‑LC‑GS‑LHS的分选酶A介导结合ADCs，其与

的DAR(ca .3‑4)相比相对较低的药物‑抗体比例(ca .1 .80，通过图8中的DAR1和

DAR2峰值整合推导得来)，并不等同在体外肿瘤细胞杀灭实验中得到成比例差异的细胞毒

性(图9)。这一出乎意料的发现可能的原因在于，分选酶A介导的毒素‑抗体结合更具有限定

性和位点特异性，而与之相比，通过随机化学结合得到的 限定性较低。

[0338] 实施例9:通过改变插入抗体重链和轻链C端与分选酶A识别基序之间的不同间隔

肽长度对抗体重链和轻链与效应分子的分选酶A介导结合进行同步性优化

[0339] 下面将研究抗体重链或轻链C端和LPETG分选酶A识别基序之间的间隔肽长度的影

响。为此，基本根据实施例1所述，克隆抗体重链和轻链的表达结构，其中编码了在C‑端包含

LPETG分选酶A识别基序和strep‑Ⅱ纯化标记(SEQ  ID  NOs:39‑46)且包含或不包含二氨基

酸GS(甘氨酸‑丝氨酸)间隔子的嵌合CD30特异性单克隆抗体Ac10的重链和轻链(HC序列来

自US  2008213289A1,Seq1；LC序列来自US  2008213289A1,Seq9)。使用所述表达结构，通过

与相应质粒的共转染，在CHO细胞中生产单克隆抗体Ac10‑HC‑GS‑LHS/LC‑GS‑LHS和Ac10‑

HC‑LS/LC‑LS。Ac10‑HC‑GS‑LHS/LC‑GS‑LHS是Ac10变体，其重链和轻链的C端各以GS间隔肽、

LPETG分选酶A基序、6xHis标记和strep‑II标记修饰(SEQ  ID  NOs:39‑42；表3)。Ac10‑HC‑

LS/LC‑LS是Ac10变体，其重链和轻链的C端各以LPETG分选酶A基序、6xHis标记和strep‑II

标记修饰，但不含所述二肽GS连接子(SEQ  ID  NOs:43‑46；表3。CHO细胞的转染和通过蛋白A

琼脂糖层析法对抗体的亲和纯化，基本如实施例4所述。
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[0340] 为了研究结合效率，使用分选酶A的系列稀释液，进行五甘氨酸修饰的FITC(Gly5‑

FITC，参见如下式3)的结合反应。

[0341]

[0342] 式3：五甘氨酸修饰的FITC(Gly5‑FITC)

[0343] G＝甘氨酸残基

[0344] 为此，使用分选酶A在1x分选酶缓冲液(25mM  Tris‑HCl,pH8.2；150mM  NaCl；7.5mM 

CaCl2)中，将Gly5‑FITC与2种Ac10变体结合，如表4所示。42℃下反应4小时后，通过变性还原

性SDS‑PAGE凝胶电泳分析反应物。将凝胶置于UV箱中以可视化FITC(图10)。与重链的结合

效率高，无论重链C端和LPETG分选酶识别基序之间是否存在GS‑连接子。出乎预料地，分选

酶A介导的轻链结合效率显著低于分选酶A介导的重链结合效率。此外，令人吃惊地，发现位

于抗体轻链C端和LPETG分选酶识别基序之间的二肽GS(甘氨酸‑丝氨酸)间隔子，显著影响

了连接效率。当存在GS‑连接子时，与轻链的结合效率比重链低约5‑10倍，而不存在连接子

时，效率则降低50‑100倍。因此，可以推断，增加轻链和LPETG分选酶识别基序之间的间隔肽

长度可能进一步提高结合效率。

[0345] 因此，下面将研究增加轻链和LPETG分选酶识别基序之间的间隔肽长度对结合效

能的影响。基本根据实施例1所述制备表达结构，其中编码了以2至5个氨基酸的连接子(SEQ 

ID  NO：47‑54)在C‑端标记了LPETG分选酶识别基序和strep‑Ⅱ纯化标记的单克隆抗体Ac10

轻链。使用所述表达结构，通过与相应表达结构的共转染，在CHO细胞中生产单克隆抗体

AC10‑HC‑LS/LC‑GS‑LS，AC10‑HC‑LS/LC‑GGS‑LS，AC10‑HC‑LS/LC‑GGGS‑LS和AC10‑HC‑LS/

LC‑GGGGS‑LS。在每个所述抗体中，重链含LPETG分选酶识别基序和strep‑Ⅱ纯化标记C端修

饰(SEQ  ID  NO：43‑44；表3)，轻链则具有LPETG分选酶标记和strep‑II标记以及位于LPETG

基序之前的GS，GGS，GGGS或GGGGS间隔肽任意之一的C‑端修饰(SEQ  ID  NO：47‑54；表3)。CHO

细胞的转染和通过蛋白A琼脂糖层析法对抗体的亲和纯化，基本如实施例4所述。

[0346] 为了研究结合效率，使用分选酶A的系列稀释液，将五甘氨酸修饰的FITC(Gly5‑

FITC，参见如上式3)与4种不同Ac10mAb变体在1x分选酶缓冲液(25mM  Tris‑HCl ,pH8.2；

150mM  NaCl；7.5mM  CaCl2)中结合，如图5所示。42℃下反应4小时后，通过变性还原性SDS‑

PAGE凝胶电泳分析反应物。将凝胶置于UV箱中以可视化FITC(图11)。正如预期，所有4种抗

体变体的重链结合均具有相同效率。与之相比，增加间隔肽长度显著促进了与轻链的结合。

值得注意的是，最长的间隔肽(GGGGS)的分析结果显示，轻链结合效率与重链结合效率相

同，由此允许重链和轻链C端均有修饰的抗体进行轻链和重链的同步结合。由此推断，该抗

体形式有助于分选酶A介导生产每抗体载4种药物的均一ADC(DAR4)。
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[0347]

[0348]

[0349] 表3：制备所得的C端修饰单克隆抗体Ac10

[0350]
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[0351] 表4：单克隆抗体Ac10‑HC‑GS‑LHS/LC‑GS‑LHS和Ac10‑HC‑LS/LC‑LS的结合条件

[0352]

[0353]

[0354] 表5：单克隆抗体Ac10‑HC‑LS/LC‑GS‑LS,Ac10‑HC‑LS/LC‑GGS‑LS,Ac10‑HC‑LS/LC‑

GGGS‑LS和Ac10‑HC‑LS/LC‑GGGGS‑LS的结合条件

[0355] 实施例10：利用strepII‑标记亲和纯化制备均一的ADC

[0356] 使用如表6所示具有LPETG分选酶A基序和strepII亲和纯化标记的C端修饰的抗

CD30抗体Ac10重链或轻链序列，与Gly5‑标记的vc‑PAB‑MMAE(参见实施例5，式1)进行分选

酶A介导结合。

[0357]

[0358] 表6：HC或LC修饰的C端修饰抗体Ac10

[0359] 基本根据实施例1所公开的内容，构建了表4中编码Ac10重链或轻链序列的表达载

体。基本根据实施例4所述，进行CHO细胞转染，并以蛋白A‑琼脂糖层析进行抗体亲和纯化。

[0360] 基本根据实施例7所述的实验方法，进行重链或轻链分选酶基序标记的抗CD30抗
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体与Gly5‑标记的vc‑PAB‑MMAE(参见实施例5，式1)的分选酶A介导结合。

[0361] 如本申请的详细描述中的进一步描述，未反应的抗体将保留C‑端的strep‑Ⅱ亲和

纯化标记，可用于富集完全反应ADC(DAR2)。通过疏水作用色谱(HIC)对重链与vc‑PAB‑MMAE

毒素的分选酶A结合进行分析(图12A)，分析显示，大部分分选酶基序修饰的重链已得到结

合，但HIC仍能检测到一定百分比的未反应底物(DAR0＝药物抗体比例＝零)或部分反应底

物(DAR1＝药物抗体比例＝1)(图12A)。

[0362] 因此，基本如实施例7所述，蛋白A纯化的vc‑PAB‑MMAE结合物通过

亲和柱(IBA  Sciences, Germany)4次，以出去未反应或部分反应的分选酶A‑修

饰抗体。

[0363] 图12显示，数轮后的多相vc‑PAB‑MMAE抗体药物结合体中，完全反应的DAR2ADCs

(DAR2＝药物‑抗体比例＝2)能够得到高度富集。该实验证明，利用向分选酶ALPETG识别基

序C端附加亲和纯化标记，从而产生具有限定药物抗体比例(此处为DAR2)的均匀ADC，是可

行的。

[0364] 实施例11：5x甘氨酸修饰的美登素和α‑鹅膏蕈碱毒素的合成

[0365] 为了允许两个不同的效应分子(优选为毒性效应分子)与重链、轻链C端分别以不

同分选酶基序修饰的单个抗体结合，需要用甘氨酸残基修饰两个不同的毒素，优选为具有

不同作用模式的毒素，由此可以对双重效应分子结合ADC靶定的癌细胞使用两种不同且潜

在具有协同效应的途径进行攻击。对满足该要求的两个不同的甘氨酸修饰毒性效应分子

(此处为美登素和α‑鹅膏蕈碱)进行合成，并在此进行描述。

[0366] 11.1  甘氨酸修饰的α‑鹅膏蕈碱的合成

[0367] 取30mgα‑鹅膏蕈碱(结构1)(Sigma‑Aldrich公司，订单号#A2263)溶解在1ml无水

DMSO中。向该溶液加入19mg  NH‑Boc‑氨基己基溴，随后加入叔丁醇钾(在THF中的1M溶液，35

μL)。将反应混合物在室温下搅拌6小时，并再次加入叔丁醇钾(在THF中的1M溶液，20μL)。将

反应物在室温下保持16小时。加入乙酸(10μL)，并通过RP‑HPLC直接纯化粗混合物(Sunfire 

C185μ3cm  x  10cm  column,50mL/min,5‑50％乙腈/水15分钟梯度)。收集期望组分并冻干，

得到结构式2的白色粉末(15mg)，用TFA/DCM溶液(1/1，v/v,1ml)在室温下处理30分钟。减压

除去挥发物，得到结构3的淡黄色胶状物，其不经进一步纯化就用于下一步骤。

[0368] 将Fmoc‑Gly5‑OH(8mg)溶解在无水DMF(0.5ml)中。加入HATU(Sigma‑Aldrich公司，

订单号#445460)(6mg)，接着加入DIEA(10ml)(Sigma‑Aldrich公司，订单号#496219)。将混

合物在室温下轻轻搅拌30秒，然后转移到含化合物3的DMF溶液(0.5ml)中。30分钟后，LC/MS

分析表明，化合物3全部消耗。加入哌啶(30μL)，并通过LC/MS监测该反应的进程。1小时后，

加入乙酸以中和反应，通过RP‑HPLC(Sunfire  C185μ3cm  x  25cm  column,50mL/min,2‑40％

乙腈/水30分钟梯度)纯化该混合物。合并组分并冻干，得到结构5的白色粉末(12mg)。化合

物5的分析数据如图13A所示。
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[0369]

[0370] 方案1：甘氨酸修饰的α‑鹅膏蕈碱的合成

[0371] 11.2.甘氨酸修饰的美登素的合成：

[0372] 美登醇(0.6g，1.1mmol)(Clearsynth  Labs,Mumbai,India)溶解在无水THF(6ml)

和无水DMF(3ml)中，然后加入1,2ml  DIEA(Sigma‑Aldrich,订单号#496219)。将溶液置于氩

气氛下。一次性加入三氟甲磺酸锌(1.2g)和NMeAla  NCA(0.7g)。将混合物超声处理，直至固

体溶解。将反应混合物在室温下搅拌2天，然后用乙酸乙酯(100ml)稀释。用饱和的NaHCO3
(水溶液，2×50ml)和盐水(50ml)洗涤。将有机层干燥(MgSO4干燥)并浓缩，得到粗美登醇‑

3‑(S)‑α‑N‑二甲基氨基丙(8)，其不经进一步纯化即直接使用于下一步骤。

[0373] 将Fmoc‑Gly5‑OH(26mg)溶解在无水DMF(1ml)中。加入HATU(Sigma‑Aldrich公司，

订单号#445460)(19mg)，接着加入DIEA(18μL)。将混合物轻轻搅拌在室温下30秒，然后转移

到化合物8的THF溶液(1ml)中。30分钟后，LC/MS分析表明，化合物8全部耗尽。加入哌啶(40μ

L)，并通过LC/MS监测反应进程。2小时后，向反应中加入醚(40ml)，收集沉淀的固体并用乙

醚洗涤。通过RP‑HPLC(Sunfire  C185μ3cm  x  10cm柱，50ml/min，10‑60％乙腈/水20分钟梯

度)纯化粗化合物。合并各部分并冻干得到化合物10，其为白色粉末(33mg)。化合物10的分

析数据如图13B所示。
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[0374]

[0375] 方案2：甘氨酸修饰的美登素的合成

[0376] 重要的是，应当注意，原则上，任何毒素可功能化并用于分选酶介导的酶促结合，

只要该毒素上连接有5甘氨酸(如下所示)或大于或等于1甘氨酸的任何数目甘氨酸残基(参

照图14)即可。

[0377] 实施例12：分选酶A结合的曲妥单抗‑DM1在SKOV3卵巢癌异种移植物模型中的体内

肿瘤抑制

[0378] 取含5x106SKOV3肿瘤细胞的200μl  PBS/基底胶(1:1比例)，皮下植入5‑6周龄雌性

NMRI裸小鼠的左侧。通过卡规监控原发性肿瘤体积。平均肿瘤体积达到100‑200mm3后，根据

肿瘤大小将荷瘤动物随机分成3组(每组10只动物)。随机化之日(第0天)和第21天，对组1，2

和3的动物分别静脉注射5ml/kg  PBS,15mg/kg 或15mg/kg分选酶A结合的曲妥单

抗‑DM1。每两周通过卡规测量肿瘤体积(图15)。39天后，停止实验，并根据公认的动物实验

准则实施安乐死。

[0379] 在研究的过程中，模拟注射PBS的对照动物体内的肿瘤稳步增长到大约600mm3的

体积。与之相比， 处理的动物的肿瘤萎缩，第39天基本上检测不到肿瘤。分选酶A

结合的曲妥珠单抗‑DM1的抗肿瘤活性没有显著不同于市售 但分选酶‑结合的

T‑DM1的药物‑抗体比例较低，约为2，而对比 的DAR报告为3.5。与实施例8中的数

据相结合，其结果表明，采用相同的抗体和毒素部分的分选酶结合的ADC，与市售的化学结

合 相比，体外和体内肿瘤杀伤活性相仿，而药物‑抗体比例更低。

[0380] 实施例13：粗CHO细胞上清液中的分选酶A介导的结合反应

[0381] 基本如实施例4所述地，在CHO细胞中生产曲妥单抗变体Tras‑HC‑LS/LC‑GGGGS‑

LS，该变体由C端携带LPETG分选酶基序和Strep  II纯化标记(SEQ  ID  NOs:055‑056)的重链

和C端携带五氨基酸Gly4‑Ser间隔子(GGGGS)、LPETG分选酶基序和Strep  II标记(SEQ  ID 

NOs:057‑058)的轻链组成。所得无血清粗细胞上清液含有约157mg/L  Tras‑HC‑LS/LC‑
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GGGGS‑LS，并基本如实施例9所述，向该上清液中添加分选酶缓冲液、Gly5‑FITC和分选酶A

的系列稀释液，从而直接用于结合反应。同时，在相同的其他条件下，使用蛋白A亲和层析纯

化后的Tras‑HC‑LS/LC‑GGGGS‑LS进行结合反应。42℃下反应4小时后，通过变性还原性SDS‑

PAGE凝胶电泳分析反应物。将凝胶置于UV箱中以可视化FITC，并以考马斯亮蓝进行蛋白染

色(图16)。数据显示，出乎意料地，粗细胞培养上清液中分选酶A介导的抗体结合反应与纯

化抗体同样搞笑。此外，该结合反应具有高特异性，且粗CHO细胞上清液中的蛋白污染物无

一非特异性结合。综上所述，数据表明，分选酶反应的稳定性能够有助于允许在CHO细胞生

产后，纯化和下游加工之前，直接进行结合反应，从而促进ADC生产。
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