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抗-CD16结合分子

(57)摘要

本发明涉及能特异性结合于在自然杀伤

(NK)细胞和巨噬细胞表面表达的人FcγIII受体

(即FcγRIIIA)的结合分子，且尤其是，特异地结

合于A型FcγRIII而不与B型FcγRIII结合的结

合分子，以及该结合分子在疾病诊断和治疗中的

应用。本发明进一步涉及编码此类结合分子的多

核苷酸，包含所述多核苷酸的宿主细胞以及利用

所述宿主细胞制备本发明结合分子的方法。
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1.对至少一种抗原具有特异性的抗体或其抗原结合片段，其中所述至少一种抗原是Fc

γRIIIA，所述抗体或其抗原结合片段不特异性结合于FcγRIIIB，且包括轻链可变区和重

链可变区，其中：

重链可变区包含为SEQ  ID  NO：17的重链CDR1、为SEQ  ID  NO：18的重链CDR2和为SEQ  ID 

NO：19的重链CDR3；并且轻链可变区包含选自以下的CDR1、CDR2和CDR3：

(i)为SEQ  ID  NO：20的CDR1、为SEQ  ID  NO：21的CDR2和为SEQ  ID  NO：22的CDR3；

(ii)为SEQ  ID  NO：23的CDR1、为SEQ  ID  NO：24的CDR2和为SEQ  ID  NO：25的CDR3；

(iii)为SEQ  ID  NO：26的CDR1、为SEQ  ID  NO：27的CDR2和为SEQ  ID  NO：28的CDR3；

(iv)为SEQ  ID  NO：29的CDR1、为SEQ  ID  NO：30的CDR2和为SEQ  ID  NO：22的CDR3；

(v)为SEQ  ID  NO：26的CDR1、为SEQ  ID  NO：31的CDR2和为SEQ  ID  NO：32的CDR3；

(vi)为SEQ  ID  NO：33的CDR1、为SEQ  ID  NO：21的CDR2和为SEQ  ID  NO：22的CDR3；

(vii)为SEQ  ID  NO：34的CDR1、为SEQ  ID  NO：35CDR2和为SEQ  ID  NO：22的CDR3。

2.根据权利要求1所述的抗体或其抗原结合片段，其中所述轻链可变区由选自SEQ  ID 

NO：10-16的氨基酸序列组成；且所述重链可变区由SEQ  ID  NO：9的氨基酸序列组成。

3.根据权利要求1或2所述的抗体或其抗原结合片段，其中所述抗原结合片段选自Fv、

Fab、双-Fab、Fab’、F(ab’)2、scFv。

4.根据权利要求1或2所述的抗体或其抗原结合片段，其中所述抗体或抗原结合片段包

括至少一种人CDR。

5.根据权利要求1所述的抗体或其抗原结合片段，其中所述抗体或抗原结合片段完全

是人源的。

6.根据权利要求1所述的抗体或其抗原结合片段，其能够激活表达FcγRIIIA的人细

胞。

7.根据权利要求6所述的抗体或其抗原结合片段，其能够诱导NK细胞介导的细胞杀伤。

8.根据权利要求5所述的抗体或其抗原结合片段，其抑制表达FcγRIIIA的人细胞的激

活。

9.根据权利要求1所述的抗体或其抗原结合片段，其中所述抗体或其抗原结合片段是

多特异性的且对FcγRIIIA和至少一种其它抗原具有特异性。

10.根据权利要求9所述的抗体或其抗原结合片段，其中所述至少一种其它抗原是细胞

表面抗原。

11.根据权利要求10所述的抗体或其抗原结合片段，其中所述细胞表面抗原选自CD19、

CD20、CD30、层粘连蛋白受体前体、EGFR1、EGFR2、EGFR3、Ep-CAM、PLAP、Thomsen-

Friedenreich抗原、MUC-1、IL4-Rα、IL13-R、IGFR、FcεRI和CD5。

12.根据权利要求11所述的抗体或其抗原结合片段，其中所述抗体或其抗原结合片段

对(a)FcγRIIIA和CD30或对(b)FcγRIIIA和EGFR1具有特异性。

13.根据权利要求9所述的抗体或其抗原结合片段，其中所述至少一种其它抗原来自传

染原。

14.根据权利要求13所述的抗体或其抗原结合片段，其中所述传染原是病毒、细菌、真

菌、支原体、寄生虫或朊病毒。

15.根据权利要求9所述的抗体或其抗原结合片段，其中所述抗原结合片段选自Fv、
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Fab、双-Fab、Fab’、F(ab’)2、scFv。

16.根据权利要求15所述的抗体或其抗原结合片段，其中所述抗原结合片段为双功能

抗体或串联双功能性抗体TandAb。

17.根据权利要求1所述的抗体或其抗原结合片段，其中所述抗体或其抗原结合片段对

FcγRIIIA具有特异性且还包括选自以下的功能域：FcR结合肽、Fc-结构域、酶、血清白蛋

白、细胞因子、标记分子和毒素。

18.根据权利要求17所述的抗体或其抗原结合片段，其中所述功能域选自抗体Fc结构

域、用于抗体依赖的酶前体药物治疗的酶、能与Fc受体结合的肽、用于增加结合分子血清半

衰期的蛋白或肽。

19.根据权利要求1所述的抗体或其抗原结合片段，其中所述抗体或其抗原结合片段能

够以与结合于FcγRIIIA158V等位变异体近乎相同的结合力结合于FcγRIIIA158F等位变异

体。

20.根据权利要求1所述的抗体或其抗原结合片段，其中所述抗体或其抗原结合片段与

标记分子或毒素结合。

21.包括权利要求1所述的抗体或其抗原结合片段和至少一种其它组分的组合物。

22.根据权利要求21所述的组合物，其中所述至少一种其它组分是合适的药用载体、赋

形剂、稀释剂和/或稳定剂。

23.编码权利要求1所述的抗体或其抗原结合片段的多核苷酸。

24.根据权利要求23所述的多核苷酸，其中对FcγRIIIA具有特异性的抗体或其抗原结

合片段包括：

a)由选自SEQ  ID  NO：2-8所示的核苷酸序列编码的人轻链可变区；和

b)由SEQ  ID  NO：1所示的核酸序列编码的人重链可变区。

25.根据权利要求23所述的多核苷酸，其编码：由选自SEQ  ID  NO：2-8所示的核酸序列

编码的第一轻链可变区，由SEQ  ID  NO：1所示的核酸序列编码的第一重链可变区，对CD19具

有亲和力的第二轻链可变区和第二重链可变区。

26.根据权利要求23所述的多核苷酸，其编码：由选自SEQ  ID  NO：2-8所示的核酸序列

编码的第一轻链可变区，由SEQ  ID  NO：1所示的核酸序列编码的第一重链可变区，对CD30具

有亲和力的第二轻链可变区和第二重链可变区。

27.包括权利要求23所述的多核苷酸的载体，其可操作地连接于启动子区以及任选地

连接于转录终止子区。

28.根据权利要求27所述的载体，其中所述多核苷酸可操作地连接于启动子区以及信

号序列。

29.包括权利要求23所述的多核苷酸或者权利要求27所述的载体的宿主细胞。

30.根据权利要求29所述的宿主细胞，其中所述宿主细胞选自细菌细胞、真菌细胞、昆

虫细胞、哺乳动物细胞或植物细胞。

31.制备权利要求1所述的抗体或其抗原结合片段的方法，其包括，将权利要求23所述

的多核苷酸或权利要求27所述的载体导入宿主细胞，并在能够表达结合分子的条件下培养

宿主细胞。

32.根据权利要求31所述的方法，其还包括分离以及任选地进一步纯化所述抗体或其

权　利　要　求　书 2/3 页

3

CN 101583625 B

3



抗原结合片段。

33.制备权利要求1-20中任一项所述的抗体或其抗原结合片段的方法，其包括下述步

骤：

(a)将权利要求23所述的多核苷酸或权利要求27所述的载体导入宿主细胞；

(b)在能够表达权利要求1所述的抗体或其抗原结合片段的条件下培养宿主细胞；

(c)分离步骤(b)中表达的抗体或其抗原结合片段；以及

(d)用标记物或毒素结合步骤(c)分离得到的抗体或其抗原结合片段。

34.权利要求11所述的抗体或其抗原结合片段在制备治疗癌症的药物中的应用。

35.根据权利要求34所述的应用，其中所述抗体或其抗原结合片段的细胞表面抗原为

CD19或CD30。

36.权利要求19所述的抗体或其抗原结合片段在制备用于染色表达FcγRIIIA的细胞、

离体分析患者细胞表达谱的试剂中的应用。

37.包括权利要求1所述的抗体或其抗原结合片段以及用于检测结合于FcγRIIIA的抗

体或其抗原结合片段的工具的试剂盒。
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抗-CD16结合分子

技术领域

[0001] 本发明涉及能特异性结合于在自然杀伤(NK)细胞和巨噬细胞表面表达的人Fcγ

III受体(即FcγRIIIA)的结合分子，且尤其是，特异地结合于A型FcγRIII而不与B型Fcγ

RIII结合的结合分子，以及该结合分子在疾病诊断和治疗中的应用。本发明进一步涉及编

码此类结合分子的多核苷酸，包含所述多核苷酸的宿主细胞以及利用所述宿主细胞制备本

发明结合分子的方法。

背景技术

[0002] CD16(也称作FcγRIII)，一种对某些与抗体依赖细胞毒性(ADCC)有关的IgGs的Fc

片段具有低亲和性的受体，该受体是得到最好表征的负责引发NK细胞对靶细胞的溶解的膜

受体(Mandelboim等，1999，PNAS  96：5640-5644)。人NK细胞包括大约15％的淋巴细胞，其由

表达CD56而不表达CD3的表型确定(Robertson和Ritz，1990，Blood  76：2421-2438)。大多数

(约90％)人NK细胞中CD56的表达量低(CD56dim)，而高水平地表达FcγRIII(CD16)的

(Cooper等，2001，Trends  Immunol.22：633-640)。人FcγRIII具有FcγRIIIA和FcγRIIIB

两种亚型，它们的胞外免疫球蛋白结合区域序列具有96％的序列同一性(van  de  Winkel和

Capel，1993，Immunol  Today  14(5)：215-221)。

[0003] FcγRIIIA是在巨噬细胞、肥大细胞以及NK细胞上表达的跨膜受体。在NK细胞上，

FcγRIIIA的α链与含有FcεRIγ-链的免疫受体酪氨酸激活基序(ITAM)和/或T细胞受体

(TCR)/CD3ζ-链结合于信号转导(Wirthmueller等，1992，J.Exp.Med.175：1381-1390)。在NK

细胞中发现了FcγRIIIA与γ和ζ链的同型和异型二聚体的不同组合的互作，这就提供了在

NK细胞中存在通过FcγRIIIA复合物变异  体引起的不同信号通路的可能性(Anderson等，

1990，PNAS  87(6)：2274-2278；Ackerly等，1992，Int.J.Cancer  Suppl.7：11-14)。

[0004] FcγRIIIB作为糖基-磷脂酰肌醇(GPI)-锚受体(FcγRIIIB亚型)存在于多核粒细

胞(PMN)上，该受体不能引发对肿瘤细胞的杀伤作用(van  de  Winkel和Capel，1993，

supra)。此外，FcγRIIIB以可溶性的受体存在于血清中，其在体内一旦与抗体结合就可能

通过形成免疫复合体而引起副作用。

[0005] 研究表明FcγR-表达效应细胞通过ADCC作用来破坏肿瘤细胞。因此引起了几种通

过利用FcγR的活性来治疗癌症的免疫治疗方法的发展，如肿瘤单克隆抗体能够通过与Fc

γRs结合诱发ADCC效应来介导破坏肿瘤细胞，具有肿瘤细胞特异性以及粒性白细胞FcγRI

或NK细胞FcγRIII特异性的双特异分子被利用来改善效应细胞复原(van  Spriel等，2000 

Immunol.Today，21：391-397)。

[0006] 作为细胞先天免疫性的介质，NK细胞是专业的细胞杀手，与T细胞不同，NK细胞趋

向存在于组成性激活状态，不需要额外的(预-)刺激。相反地，静止的细胞毒T细胞需要通过

与MHC抗原复合物结合以及后续通过CD28的共刺激来激活。因此，在所有的免疫效应细胞

中，NK细胞是用于免疫治疗的较吸引人的候选细胞之一，并且现已开发了对CD16(Fcγ

RIII)和HER-2/neu或CD16和CD30具有特异性的双特异性抗体(Arndt等，1999  Blood  94：
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2562-2568；McCall等，2001  J.Immunol.166：6112-6117)。

[0007] 迄今为止，生产的大多数抗CD16抗体，除单克隆抗体(MAb)1D3外，都不能够区分

CD16的FcγRIIIA和FcγIIIB两种亚型，该单克隆抗体能够特异性地结合嗜中性粒细胞上

表达的CD16亚型，即FcγRIIIB，并且该单克隆抗体能够识别FcγRIIIB的不同异型体(Ory

等1989，J.Clin.Invest.83：1676-81；Huizinga等1990  Blood  75：213-7；Tamm&Schmidt 

1996，J.Immunol.1996  157：1576-1581)。然而，到目前为止，还没有与在NK细胞上表达的Fc

γRIIIA特异性结合而不  与FcγRIIIB结合的分子实例。

发明内容

[0008] 一种FcγRIIIA特异性抗体，应当是能够直接抗疾病相关细胞的双特异性或多特

异性结合分子的组分之一，它应当主要修复NK细胞，并且不能与循环中可溶的FcγRIIIB结

合，或通过与嗜中性粒细胞或活化的嗜酸性细胞结合而转向结合NK细胞。为了有效介导NK

细胞的杀伤，FcγRIIIA特异性的抗体不仅必须与NK细胞结合，还需要通过结合激活NK细

胞。

[0009] 我们鉴定得出了几种新的具有这样有用特性的抗CD16  scFvs，例如它们能够特异

结合FcγRIIIA，而不结合FcγRIIIB，并且它们一旦结合就能激活NK细胞。

[0010] 同样，众所周知，FcγRIIIA具有几个等位基因多态性，尤其是在IgG结合区域的48

位和158位。上述抗CD16的抗体与FcγRIIIA不同的多态形式表现的亲和力不同，并且Koene

等(1997，Blood90：1109-1114)已经发现这些抗体与158位多态性结合的差异。因为Fcγ

RIIIA158F和FcγRIIIA158V等位基因的基因频率分别为约0.6和0.4，此对于任意能识别这2种

等位基因的抗CD16A抗体是有利的，以确保任何病人的抗CD16A抗体能够结合并激活NK细胞

群。

[0011] 因此这里描述的是一种抗CD16A  scFv抗体，该抗体能够具有近似相同的亲和力识

别FcγRIIIA158V和FcγRIIIA158F，但却不与FcγRIIIB结合。

[0012] 因此这里描述的新scFvs可用于生产用作治疗药物的新的结合分子。这里用的术

语“结合分子”包括抗体和抗原结合片段，其中所述抗体或抗原结合片段选择性地和特异性

地结合于FcγRIIIA，这些抗体或抗原结合片段的融合蛋白以及包括所述的抗体或抗原结

合片段的蛋白偶联物也选择性地和特异性地结合于FcγRIIIA，但不特异性结合于Fcγ

RIIIB。

[0013] 因此，在本发明的第一个方面，提供了一种至少对抗原FcγRIIIA具有特异性的结

合分子，其中该结合分子不能与FcγRIIIB特异性结合。

[0014] 在一个优选的实施方案中，FcγRIIIA的特异性是由抗体或其抗原结合片段提供。

因此，本发明的结合分子可包括，或在特定的实施方案中，由至少一种可以特异性识别Fcγ

RIIIA而不识别FcγRIIIB的抗体(或其抗原结合片段)组成。

[0015] 具有特异结合FcγRIIIA的抗体可以是自然产生的抗体或者是重组抗体。本发明

的抗体，可以是任何一个免疫球蛋白家族，如它们可以是IgA，IgD，IgE，IgG和IgM抗体，优选

地是IgG抗体。适用于本发明的抗原结合片段可以是自然产生或者重组产生，包括免疫球蛋

白轻链、免疫球蛋白重链、VH结构域、VL结构域、Fvs、单链抗体(包括scFvs)、Fabs、di-Fabs、

Fab’s、F(ab’)2s以及CDRs。本领域的技术人员熟悉所述的抗原结合片段以及它们的制备。
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为了避免质疑，这里所用的术语单链抗体是指一种基因工程单链分子，它由轻链的可变区

和重链的可变区组成，并通过一个合适的多肽接头相连接。单链抗体的实例包括scFv和双

特异性抗体。

[0016] 在一个实施方案中，对FcγRIIIA具有特异性的抗体或者抗原结合片段包括至少

一种人的CDR，优选地选自表1中的CDRs。

[0017] 表1.来源于scFvs的能够选择性和特异性结合于FcγRIIIA而不特异性结合于Fc

γRIIIB的人的轻链和重链CDRs的氨基酸序列

[0018] 链      CDR1 CDR2 CDR3 

1.重

链 

2.轻

链 

3.轻

链 

4.轻

链 

5.轻

链 

6.轻

链 

7.轻

链 

8.轻

链 

     TSYYMH     (SEQ  ID  NO    

17)     SGDKLEEKYVS     (SEQ 

ID  NO     20)    

GGNNIESRNVH     (SEQ  ID  NO    

23)     GGNNIGSKNVH     (SEQ 

ID  NO     26)    

EGNNIGSKNVH     (SEQ  ID  NO    

29)     GGNNIGSKNVH     (SEQ 

ID  NO     26)    

GANDIGKRNVH     (SEQ  ID  NO    

33)     GGHNIGSKNVH     (SEQ 

ID  NO     34)   

IINPSGGSTSYAQKFQG

(SEQ  ID  NO  18)   

QDNKRPS(SEQ  ID  NO 

21) RDNNRPS(SEQ 

ID  NO  24)   

RDSNRPS(SEQ  ID  NO 

27) DDSDRPS(SEQ 

ID  NO  30)   

RDSSRPS(SEQ  ID  NO 

31) QDNKRPS(SEQ 

ID  NO  21)   

QDNKRPS(SEQ  ID  NO 

35) 

GSAYYYDFADY(SEQ  ID 

NO  19)   QVWDNYSVL

(SEQ  ID  NO  22) 

QVWDNYTVI(SEQ  ID 

NO  25)   QVWDNYIVL

(SEQ  ID  NO  28) 

QVWDNYSVL(SEQ  ID 

NO  22)   QVWDDYIVV

(SEQ  ID  NO  32) 

QVWDNYSVL(SEQ  ID 

NO  22)   QVWDNYSVL

(SEQ  ID  NO  22) 

[0019] 技术人员应能理解，除单链的CDRs外，一般而言，抗体以及抗原结合片段包括三个

轻链CDRs和/或三个重链CDRs。进一步地说，对FcγRIIIA具有特异性的抗体或抗原结合片

段包括人的三个轻链CDRs和/或三个重链CDRs。优选地，人的轻链CDR1具有选自SEQID  NO 

20，SEQ  ID  NO  23，SEQ  ID  NO  26，SEQ  ID  NO  29，SEQ  ID  NO33和SEQ  ID  NO  34的氨基酸序

列；人的轻链CDR2具有选自SEQ  ID  NO  21，SEQ  ID  NO  24，SEQ  ID  NO  27，SEQ  ID  NO  30，

SEQ  ID  NO  31和SEQ  ID  NO  35的氨基酸序列；人的轻链CDR3具有选自SEQ  IDNO  22，SEQ  ID 

NO  25，SEQ  ID  NO  28和SEQ  ID  NO  32的氨基酸序列。优选地，人的重链CDR1具有SEQ  ID  NO 

17所示的氨基酸序列；人的重链CDR2具有SEQ  ID  NO  18所示的氨基酸序列；人的重链CDR3

具有SEQ  ID  NO  19所示的氨基酸序列。

[0020] 抗体或抗原结合片段包括一种轻链或者由一种轻链的可变区组成，轻链的的可变

区具有下列氨基酸序列中的一种：

[0021] SEQ  ID  NO  10：

[0022] syelmqppsvsvssgqtasipcsgdkleekyvswyqqrpgqspvlviyqdnkrpsgiperfsgsnsgn

tatltisgtqamdeadyycqvwdnysvlfgggtkltvl；

[0023] SEQ  ID  NO  11：
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[0024] syeltqplsesvaqgqtaritcggnniesrnvhwyqqkpgqapvlviyrdnnrpsgiperfsgsnsgn

matltisraqagdaadyycqvwdnytvlfgggtkltvl；

[0025] SEQ  ID  NO  12：

[0026] syeltqppsvavapgktaritcggnnigsknvhwyqqkpgqapvlviyrdsnrpsgiperfsgsnsgn

tatltisraqagdeadfycqvwdnyivlfgggtkltvl；

[0027] SEQ  ID  NO  13：

[0028] qavltqppsvsvapgqtaripcegnnigsknvhwyrqkpgqvpvlvmyddsdrpsgiperfsgsnsgn

tatltisgtqamdeadyycqvwdnysvlfgggtkltvl；

[0029] SEQ  ID  NO  14：

[0030] qpvltqplsvsvapgqtaritcggnnigsknvhwyqqkpgqapvlviyrdssrpsgiperlsgsnsgd

tatltisraqagdeadyycqvwddyivvfgggtkltvl；

[0031] SEQ  ID  NO  15：

[0032] syeltqppsvsvtpgqtatitcgandigkrnvhwyqqrpgqspvlviyqdnkrpsgiperfsgsnsgn

tatltisgtqamdeadyycqvwdnysvlfgggtkltvl；

[0033] SEQ  ID  NO  16：

[0034] qpvltqpssvsvapgqtatiscgghnigsknvhwyqqrpgqspvlviyqdnkrpsgiperfsgsns

[0035] gntatltisgtqamdeadyycqvwdnysvlfgggtkltvl.

[0036] 抗体或抗原结合片段包括一种重链或者由一种重链的可变区组成，该重链的可变

区可具有下面所示的氨基酸序列(SEQIDNO9)：evqlvqsgaevkkpgeslkvsckasgytftsyymhwv

rqapgqglewmgiinpsggstsyaqkfqgrvtmtrdtststvymelsslrsedtavyycargsayyydfadywgqg

tlvtvss.

[0037] 在一个优选的实施方案中，对FcγRIIIA具有特异性的抗体或抗原结合片段应完

全是人源的。

[0038] 在进一步优选的实施方案中，本发明的结合分子一旦与人细胞上表达的Fcγ

RIIIA结合就能激活该细胞表达FcγRIIIA，如结合分子一旦与FcγRIIIA结合就能够或者

引发一系列生物反应，尤其是信号反应。优选地，结合分子借助与细胞结合就能够以一种类

似于抗体依赖性细胞毒性(ADCC)的方式引发细胞杀伤。

[0039] 可以通过检测引起外周血NK细胞钙运动的能力来检测本发明的结合分子能否激

活人细胞表达FcγRIIIA，如实施例中所述。本发明的结合分子引发NK细胞介导的细胞毒性

的能力同样可以被检测，如实施例所述，利用新鲜分离的NK细胞释放钙黄绿素试验来检测

重定向的细胞裂解。

[0040] 本发明还提供了不但对FcγRIIIA具有特异性、对FcγRIIIB无特异性，而且对一

或多种其它抗原具有特异性的结合分子。因此，本发明的结合分子具有多特异性。这里所说

的术语多特异性是指，本发明的结合分子，在缺乏对FcγRIIIB特异性的同时具有至少两种

特异性，其中一种是针对FcγRIIIA的。本发明的多特异性分子至少包括双特异性、三特异

性以及四特异性的分子。例如，双特异性抗体包括单链双功能性抗体、(scFv)2、串联双功能

性抗体(TandAbs)；三功能性抗体(三特异性抗体)；四体(四特异性抗体)和复合体(参见

LeGall等1999  FEBS  Letts  453：164-168和WO  03/025018)。

[0041] 基于它们的多特异性，本发明的结合分子能够把巨噬细胞或NK细胞靶向到其它抗
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原，甚至到产生(bearing)这种抗原的细胞，因此通过吞噬作用或者NK细胞介导的细胞杀伤

作用可以根除这种抗原或产生这种抗原的细胞。例如，本发明的结合分子还可具有一种或

多种针对肿瘤特异抗原的特异性，因此能够将NK细胞靶向到肿瘤细胞。结合分子与Fcγ

RIIIA相结合，激活NK细胞，从而对肿瘤细胞产生杀伤。基于本发明结合分子的特性，其能够

用于治疗和/或消除病变细胞和传染介质(如细菌、真菌、支原菌、病毒、寄生虫、朊病毒)。

[0042] 因此，本发明的另一方面是提供一种如上所述的结合分子，它至少对一种其它抗

原有特异性。在一个实施方案中，其它抗原是一种细胞表面抗原。能够与细胞表面抗原特异

性结合的本发明结合分子的实例为CD19、CD20、CD30、层粘连蛋白受体前体蛋白(也称作做

胎儿肿瘤抗原不成熟层粘连蛋白受体OFA-iLR)、EGFR1(也称作HER-1，ErbB1)、EGFR2(也称

作HER-2，ErbB2，neu)、EGFR3(也称作HER-3)、Ep-CAM、PLAP(胎盘碱性磷酸酶)、Thomsen-

Friedenreich(TF)抗原、MUC-1(粘液素)、IGFR、IL4-Rα、IL13-R、FcεRI和CD5。

[0043] 在一个进一步的实施方案中，至少一种其它抗原是来源于病原体的抗原，例如该

抗原可能是在宿主细胞、感染细胞、细菌、真菌、支原菌、寄生虫或者病毒外表面分泌或者表

达的抗原；或该抗原可能是该病原体溶解释放的。例如，本发明的结合分子可能具有其它对

病毒蛋白如CMV-感染的细胞表面的gp34或gp68的特异性，或存在流感病毒中的血凝素的特

异性。因此，它作用于病毒感染的细胞或者直接作用于病毒。或者，当朊病毒是传染介质时，

朊病毒蛋白本身可作为抗原。

[0044] 在进一步的实施方案中，至少一种其它抗原是一种变态反应原，或一种与机体变

态反应应答有关的分子，如(尤其是)肥大细胞上的IgE或FceRI受体。

[0045] 优选地，在本发明的结合分子中，对于至少一种其它抗原的特异性是由抗体或其

抗原结合片段提供的。如上所述，技术人员熟知各种抗体(IgA，IgD，IgE，IgG和IgM)和来源

于本发明抗体的抗原结合片段(如免疫球蛋白轻链，免疫球蛋白重链，VH结构域，VL结构域，

Fvs，scFvs，Fabs，di-Fabs，Fab’s，F(ab’)2s和CDRs)。在一个优选的实施方案中，抗体为IgG

抗体。

[0046] 本发明的结合分子具有多特异性，尤其是双特异性，所以该结合分子可含有如下

任何一种形式：双特异IgGs、IgG-scFv2、(scFv)4-IgG、(Fab′)2、(scFv)2、(dsFv)2、Fab-scFv

融合蛋白、(Fab-scFv)2、(scFv)2-Fab、(scFv-CH2-CH3-scFv)2、双功能性抗体、三功能性抗

体、双特异性抗体、二硫化物稳定的双特异性抗体、‘knob-into-whole’双特异性抗体、单链

双特异性抗体(scDb)、串联双特异性抗体(TandAb)、flexibody、DiBi微型抗体、[(scFv)2-

Fc]2，(scDb-CH3)2、(scDb-Fc)2、二-双功能性抗体、Tandemab(见综述Kipriyanov&Le  Gall，

2004，Curr .Opin .Drug  Discov .Devel .，7：233-242以及Marvin和Zhu，2005，Acta 

Pharmacol.Sin.，26：649-658)，优选的是TandAb或Flexibody。与其它许多双特异性抗体形

式不同的是，TandAb是一种包括唯一一种抗体可变区的同源二聚体，并且它的形成取决于

位于不同多肽链上VH和VL结构域的互补性的联合。TandAb的大小是双特异性抗体和(scFv)2

的2倍，它能够同时与效应器和靶细胞双价结合，并且相对于双功能抗体和(scFv)2具有更

好的药物代谢动力学特性，如它在体内和体外都具有更高的稳定性和更强的生物学活性

(Kipriyanov等，1999，J.Mol.Biol.，293：41-56；Cochlovius等，2000，Cancer  Res .，60：

4336-4341；  Reusch等，2004，Int.J.Cancer，112：509-518.)。具有相同特异性的同源VH和VL

结构域的链间配对能用于双特异scFvB-diabodyA-scFvB串联分子的形成，因此称为
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‘flexibodies’(A和B具有相同或不同的特异性)。依据用于链间配对的互补结构域之间结

合的牢固性以及分开它们的接头的长度可以形成双特异性的单链分子的二聚体，三聚体甚

至四聚体。

[0047] 现有技术中描述了用于本发明的能够与CD19、CD20、CD30、层粘连蛋白受体前体蛋

白、EGFR1、EGFR2、EGFR3、Ep-CAM、PLAP、Thomsen-Friedenreich(TF)抗原、MUC-1(mucin)，

IGFR、CD5，IL4-Rα、IL13-R，FceRI和IgE特异性结合的抗体和抗原结合片段，它们都是作为

传染介质的抗体。(参见例如，EP-A-1314741，Reff等1994  Blood  83：435-445，EP-A-

1005870，WO  01/92340，US  6,033,876，WO  86/03223，Buto等1997  Int.J .Biol.Markers 

12：1-5，US  6,699,473，WO  98/50433，US  5,770195，EP-A-0502812，Carter等1992  PNAS89：

4285-4289，US  5 ,968 ,511，WO  04/106383，Nouri等2000  BJU  Int .86：894-900，EP-A-

0429242，Ravn等2004  J.Mol.Biol.343：985-996，Dahlenborg等1997  Int.J.Cancer  70：

63-71，WO  88/05054，WO02/053596，WO  04/071529，Studnicka等1994  Protein  Eng.7：805-

814，Presta等1993  J.Immunol.151：2623-2632)。这些引用的文献阐述了这些抗体或抗原

结合片段的氨基酸序列或编码的核苷酸序列，本领域的技术人员可以直接利用这些序列来

制备本发明所述的结合分子。这些引用的文献介绍了生产这些抗体或抗原结合片段的淋巴

细胞杂交瘤或者细胞系，因此本领域的技术人员能够通过规范的分子生物学技术从合适的

淋巴细胞杂交瘤或者细胞系中获得编码目标抗体或抗原结合片段的核酸序列，一旦得到核

苷酸序列就能用于构建本发明的结合分子。

[0048] 本发明的另一个方面提供了本发明在这里描述的实施方案的任  一方面的结合分

子，其能够以近似相同的亲和力结合于等位基因FcγRIIIA158F和FcγRIIIA158V，即，结合分

子结合于两个FcγRIIIA  158等位基因亲和力的差距不超过2倍。在本发明的一个优选的实

施方案中，对FcγRIIIA的特异性由来自于本发明在这里描述的4-LS21  scFv的抗体或抗原

结合片段提供。在本发明尤其优选的一个实施方案中，本发明的结合分子以TandAb形式且

包括来源于4-LS21  scFv的抗原结合片段以及具有对CD19或CD30有特异性的抗原结合片

段。

[0049] 本领域的技术人员可以理解本发明结合分子目的是用于人类的治疗上，结合分子

潜在的免疫原性应降到最低。因此，这里提供的对FcγRIIIA和/或其它抗原的特异性的抗

体或抗原结合片段，这些抗体或抗原结合片段最好是嵌合体的、CDR移植片的、人源化的或

完全人源的。更加优选的是人源化的或完全人源的抗体或抗原结合片段。现在相关文献利

用标准的分子生物学技术来介绍了抗体的人源化效应，提供了非人抗体序列，本领域技术

人员能够很容易地生产此类抗体的人源化版本。这里利用的术语“完全人源”它是指在抗体

和抗原结合片段范围内，这些抗体或抗原结合片段的氨基酸序列来源(即最初或可能发现

于)于人。

[0050] 另外一种技术，可任选地，或此外，用于上述减少免疫原性的方法，即去免疫法。去

免疫技术包括来源于抗体和其它蛋白质生物治疗试剂的辅助T(Th)细胞抗原决定簇的识别

和去除。辅助T细胞抗原决定簇包括能够结合于MHC  II类的在蛋白质分子内的短肽序列。

MHC  II类合成物能够被T细胞所识别，并能引发辅助Th细胞的激活和分化，辅助T细胞通过

与B细胞互作来启动和维持免疫原性，因此导致抗体分泌并特异性的结合到给予的生物学

治疗药物。对于抗体的去免疫原性，可在抗体序列内鉴定辅助Th细胞抗原决定簇，例如通过
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基于计算机的方法预测人MHC  II类分子的结合缩氨酸(见Altuvia等，1995，J.Mol.Biol.，

249：244-2450，以及Schueler-Furman等，  2000，Protein  Sci.，9：1838-1846)。因此辅助Th

细胞抗原决定簇通过蛋白质序列氨基酸的取代来躲避T细胞的识别。该过程可以通过标准

的分子生物学技术来实现，如在治疗的蛋白质中通过定向诱变的方法来改变编码辅助Th细

胞抗原决定簇的核苷酸序列。这样，可修饰抗体或抗原结合片段，从而减少或避免HAMA(人

抗鼠抗原)和/或抗独特型反应(Bander等，2003，Semin .Oncol .，30：667-676；Nanus等，

2003，J.Urol.，170：S84-S89)。因此，在进一步的实施方案中，对本发明的结合分子进行修

饰，去除其序列中的任意Th细胞抗原决定簇。因此，这里指的结合分子是去免疫原性的结合

分子。

[0051] 本发明的结合分子，还具有另外一个特性，它包含另外一个功能域。该功能域可能

具有结合分子效应器的特性。例如，功能域可能是FcR结合肽或能够与Fc受体结合的抗体Fc

区域，在结合分子上具有效应器的特性。可选择地，功能域可能是一种具有将前药转化为有

活性药的能力的酶。这样，本发明的结合分子可能被用于抗体导向酶前药疗法(ADEPT)。在

一个具体的实施方案中，结合分子的功能域是一种蛋白质或肽，它能够提高结合分子的血

清半寿期。这样的蛋白质有血清白蛋白或IgG的Fc段，它可以通过与FcγRn(新生Fc受体)结

合来提高结合分子在血清中的半寿期。在一个具体的实施方案中，该功能域还可以是一种

细胞因子。

[0052] 在本发明的另一个方面，本发明的结合分子可与标记分子或毒素结合。当所述的

标记分子或毒素是蛋白质时，其可通过肽键或通过化学偶联与结合分子产生结合。因此，依

据本发明涉及的此方面，结合分子可以是融合蛋白的形式，其中标记分子或毒素通过肽键，

优选肽接头与结合分子连接，或者化学偶联的形式。为了避免疑问，这里所说的术语“偶联”

是指两种组分通过化学键连接在一起，化学键包括肽键(因此偶联物包括融合蛋白)、酯键

或二硫桥。

[0053] 本发明的结合分子与标记分子如放射性标记或荧光标记或发光的(包括化学发

光)标记的结合，使得结合分子能够用于免疫着色试剂。这些试剂可以用于检测如表达Fcγ

RIIIA的组织浸润NK细胞、巨噬细胞或肥大细胞或结合分子表现出的对其它抗原的特异性；

用于检测NK细胞结合分子附加的抗原复合物。后者的检测对疾病诊断或者疾病恶化或疾病

缓和的监控更加有用。

[0054] 本发明的结合分子，它能够与如核糖基转移酶、丝氨酸蛋白酶、脒基环化酶

(cylcase)活化剂、钙调蛋白依赖性磷酸腺苷环化酶、核糖核酸酶、DNA烷化剂或有丝分裂抑

制剂(如阿霉素)等毒素分子结合，它可用于靶向并杀死NK细胞和巨噬细胞。这样的结合分

子也可用作免疫抑制剂。本领域技术人员可以理解，在本发明的这一方面，结合分子优选只

对一种抗原即FcγRIIIA具有特异性。使用包括或者由选择性和特异性结合FcγRIIIA的单

价抗原结合片段组成的结合分子来获得对免疫系统的抑制作用。这样的单价抗原结合分子

其将作为阻遏FcγRIIIA受体的分子是优选的，其不是交联的，因此不能激活NK细胞或巨噬

细胞。优选的单价抗FcγRIIIA抗原结合片段包括scFv、Fab、VH、VL和CDR。

[0055] 本领域技术人员可以理解，可以选择性的通过与标记分子或毒素的化学偶联进行

标记，也可以用肽标记或肽毒素。例如，本发明的结合分子可以表达为在N-或C-末端肽具有

标签的融合蛋白，如4-，5-，或6-组氨酸标签、c-myc标签或其它类似的标签。
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[0056] 本发明的结合分子可以由在任何一个合适的蛋白质表达系统中编码其的核酸表

达产生。因此，本发明的另一方面，提供了编码结合分子的多核苷酸。适用于本发明的优选

多核苷酸为编码表1中所述CDRs的多核苷酸。尤其是，本领域技术人员利用表1中的轻链和

重链CDRs的氨基酸序列，能够从如下的核酸序列中得到编码不同轻链和重链CDRs的多核苷

酸序列：

[0057] SEQ  ID  NO  1：

[0058] gaggtccagctggtacagtctggagcagaggtgaaaaagcccggggagtctctgaaggtttcctgcaa

ggcatctggatacaccttcaccagctactatatgcactgggtgcgacaggcccctggacaagggcttgagtggatg

ggaataatcaaccctagtggtggtagcacaagctacgcacagaagttccagggcagagtcaccatgacccgggaca

cgtccacgagcacagtctacatggagcttagcagcctgagatctgaggacacggccgtgtattactgtgctagagg

tagtgcttattactacgattttgctgactactggggccagggaaccctggtcaccgtctcctca；

[0059] SEQ  ID  NO  2：

[0060] tcctatgagctgatgcagccaccctcagtgtccgtgtcctcaggacagacagccagcatcccctgctc

tggagataaattggaggaaaaatatgtttcctggtatcaacagaggccaggccagtcccctgtgttggtcatttat

caggataataagcggccctcagggatccctgagcgattctctggctccaactctgggaacacagccactctgacca

tcagcgggacccaggcgatggatgaggctgactactattgtcaggtgtgggacaattacagtgtgctattcggcgg

agggaccaagctgaccgtccta

[0061] SEQ  ID  NO  3：

[0062] tcctatgagctgacacagccactctcagagtcagtggcccagggacagacggccaggattacctgtgg

gggaaacaacattgaaagtagaaatgttcactggtaccagcagaagccaggccaggcccctgtgttggtcatctat

agggataacaaccggccctctgggatccctgagcgattctctggctccaattcggggaacatggccaccctgacca

tcagcagagcccaagccggggatgcagctgactattactgtcaggtgtgggacaactacactgtgctattcggcgg

agggaccaagctgaccgtccta

[0063] SEQ  ID  NO  4：

[0064] tcctatgagctgacacagccaccctcagtggcagtggccccaggaaagacggccaggattacctgtgg

gggaaacaacattggaagtaaaaatgtgcactggtaccagcagaagccaggccaggcccctgtgctggtcatctat

agggatagcaaccggccctctgggatccctgagcgattctctggctccaactcgggg  aacacggccaccctgacc

atcagcagagcccaagccggggatgaggctgacttttattgtcaggtgtgggacaactatattgtgctgttcggcg

gagggaccaagctgaccgtcctg

[0065] SEQ  ID  NO  5：

[0066] caggctgtgctgactcagccgccctcagtgtcagtggccccaggacagacggccaggattccctgtga

gggaaacaacattggaagtaaaaatgtccactggtatcggcagaagccaggccaggtccctgtcctggtcatgtat

gatgatagcgaccggccctcagggatccctgagcgattctctggctccaactctgggaacacagccactctgacca

tcagcgggacccaggcgatggatgaggctgactactattgtcaggtgtgggacaattacagtgtgctattcggcgg

agggaccaagctgaccgtccta

[0067] SEQ  ID  NO  6：

[0068] cagcctgtgctgactcagccactctcagtgtcagtggccccgggacagacggccaggattacctgtgg

gggaaacaacattggaagtaaaaatgtgcactggtaccagcagaagccaggccaggcccctgtactggtcatctat

agggacagcagccggccctctgggatccctgagcgactctctggctccaactcgggggacacggccaccctgacca
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tcagcagagcccaggccggggatgaggctgactattactgtcaggtgtgggacgactacattgtggtcttcggcgg

agggaccaagctgaccgtccta

[0069] SEQ  ID  NO  7：

[0070] tcctatgagctgacacagccaccctcggtgtcagtgaccccaggacagacggccacgattacctgcgg

ggcaaacgacattggaaaaagaaatgtccactggtaccaacagaggccaggccagtcccctgtgttggtcatttat

caggataataagcggccctcagggatccctgagcgattctctggctccaactctgggaacacagccactctgacca

tcagcgggacccaggcgatggatgaggctgactactattgtcaggtgtgggacaattacagtgtgctattcggcgg

agggaccaagctgaccgtccta

[0071] SEQ  ID  NO  8：

[0072] cagcctgtgctgactcagccatcctcggtgtcagtggccccaggacagacggccacgatctcctgtgg

gggacacaacattgggagtaaaaatgtgcactggtaccagcagaggccaggccagtcccctgtg  ttggtcattta

tcaggataataagcggccctcagggatccctgagcgattctctggctccaactctgggaacacagccactctgacc

atcagcgggacccaggcgatggatgaggctgactactattgtcaggtgtgggacaattacagtgtgctattcggcg

gagggaccaagctgaccgtccta

[0073] SEQ  ID  NO  1编码源自人scFv的重链可变区，所述重链可变区能够选择性和特异

性地结合于FcγRIIIA，而不能特异性结合于FcγRIIIB。SEQ  ID  NOs  2-8编码源自人scFv

的轻链可变区，所述轻链可变区能够选择性地和特异性地结合于FcγRIIIA，而不能结合于

FcγRIIIB特异。因此，SEQ  ID  NOs  1到8也是本发明的多核苷酸的实例，可以进一步用于制

备发明中的结合分子。

[0074] 编码本发明的多特异性结合分子特别是双特异性结合分子的多核苷酸，可通过WO 

03/025018描述的方法来构建，其可以是利用核酸编码选择性和特异性地结合于FcγRIIIA

而不够特异性结合于FcγRIIIB的抗体的VH和VL结构域的核苷酸序列，结合编码能够与其它

抗原特异性结合的抗体VH和VL结构域的核苷酸序列来构建得到。

[0075] 为了使结合分子能够在一个合适的蛋白质表达系统中表达，将编码结合蛋白多核

苷酸可操作地连接到合适的启动子以及任意一个合适的转录终止子。其可通过将发明的多

核苷酸引入宿主基因组，利用基因组内的启动子驱动多核苷酸的表达来实现。或者，可以将

发明的多核苷酸通过包含多核苷酸与启动子和任意转录终止子可操作连接的载体导入宿

主细胞。这些载体形成本发明的一个具体的方面。

[0076] 一般而言，在载体上可操作地与编码结合分子的多核苷酸连接的启动子，是当多

核苷酸和载体导入宿主细胞后能够驱使结合分子在宿主细胞内的表达的任意启动子。因

此，如果希望结合分子在细菌细胞内表达，则启动子在该细菌细胞中应是可操作的。类似

地，如果希望结合蛋白在真菌表达系统中表达，那么应当启动子在该真菌细胞中应是可操

作，依此类推，重组体在哺乳动物细胞表达系统、昆虫细胞表达系统或者植物表达系统中的

表达也应如此。当本发明的多核苷酸可  操作地连接于一个转录终止子区域时，其可以介导

本发明的结合分子在宿主细胞内表达转录的终止。相关文献介绍了用于此目的的转录终止

子区域。

[0077] 本发明的多核苷酸同样可操作地连接一个信号序列，它能够引导结合分子在目标

细胞内或细胞外区域的表达。例如，它可以从它表达的宿主细胞分泌结合分子。信号序列能

够编码信号肽。相关文献介绍了合适的细菌分泌信号肽，PelB引导序列就是其中例子之一。
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在的实施例中，例如，在真核细胞中的表达，可能希望维持结合分子在内质网上(ER)表达。

在这种情况下，信号序列包括一个编码“KDEL”基序的ER停滞序列(SEQ  ID  NO  54)，尤其是

编码“SEKDEL”的序列(SEQ  ID  NO  55)。

[0078] 本发明的多核苷酸也可以是根据本领域容易获得的方法优化的密码子，该密码子

被改变以适应特定表达宿主的选择。

[0079] 本发明的多核苷酸和载体可以通过适当的方法导入宿主细胞。对于真核细胞，该

技术包括磷酸钙转染法、二乙氨(基)乙基葡聚糖法、电穿孔法、粒子轰击法、脂质体介导的

转染或利用逆转录病毒、慢病毒或其它病毒介导的转染，如牛痘苗或针对昆虫细胞的杆状

病毒。适合于细菌细胞的方法包括氯化钙转化、电穿孔法或利用噬菌体的转染。适合与植物

细胞的方法包括农杆菌属介导的转化、电穿孔法、植物细胞和原生质体的显微注射、微粒轰

击法、依据于转化的植物物种的不同所用的细菌轰击器，特别是“fibre”或“whisker”方法。

因此，本发明还提供了包括本发明的多核苷酸或载体的宿主细胞。下面介绍的来自于生物

体的包含本发明多核苷酸或载体的宿主细胞，作为这方面的特定的实施方案。

[0080] 表达本发明结合分子的合适的表达系统包括微生物表达系统如细菌(例如大肠杆

菌表达系统)和真菌表达系统如酵母(如酿酒酵母、裂殖酵母、毕赤酵母和Hanensula属)和

其它真菌表达系统(如来自  于曲霉、木霉和脉孢菌的丝状真菌表达系统)；哺乳动物表达系

统如CHO细胞系、NS0细胞系、HEK293细胞系；昆虫细胞表达系统和植物表达系统。红花是尤

其优选的植物表达系统。技术人员熟知本领域的这些表达系统。

[0081] 本发明还提供一种生产本发明所述结合分子的方法。因此，这里描述的生产结合

分子的方法，它包括向宿主细胞中导入本发明所涉及的多核苷酸或载体，在结合分子表达

的条件下培养所述的宿主细胞。现有技术详细地介绍了宿主细胞的生长和维持以及发明涉

及到的结合分子在此宿主细胞内表达的条件。在一个实施方案中，该方法将进一步包括结

合分子的分离以及选择性地进一步的纯化。

[0082] 本发明的结合分子包括一个通过化学偶联在结合分子上的标记分子或毒素分子，

结合分子可通过将本发明的多核苷酸或载体导入宿主细胞，在本发明的结合分子表达的条

件下培养宿主细胞，分离表达的结合分子并将分离的结合分子与合适的标记或毒素偶联得

到。典型地，偶联步骤需要利用异型双功能试剂产生文献所述的二硫化物或硫醚键(例如

Hermanson，G .T .“Bioconjugate  Techniques”Academic  Press，London，1996，for 

standard  methodologies  relating  to  the  use  ofcross-linking  reagents)。

[0083] 本领域技术人员通过本发明的一些实施方案可以理解，在体内的结合分子可以提

高循环的半寿期。此现象可以通过多种方式实现，例如上文中介绍的白蛋白。另外的众所周

知提高一个分子在血清中的半寿期的方法，包括聚乙二醇化作用、唾液酸化作用和糖基化

作用。因此本发明包括这里介绍的乙二醇化、唾液酸化或糖基化的结合分子。

[0084] 本发明还包括包含结合分子和至少一种其它组分的组合物。例如，本领域技术人

员从表达后的宿主细胞中分离的结合分子，组合物包括大量的纯化的结合分子，其还含有

杂质、稀释剂，缓冲液或其它  类似物。这些中间物组分可以直接利用，或者可以通过这些中

间物进一步纯化得到结合分子。

[0085] 本发明的组合物包括本发明的结合分子与药学接受的载体、赋形剂、稀释剂和/或

稳定剂结合。本领域技术人员都熟悉文献描述的组分。该混合物的存在形式应该有利于对
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病人给药，特别是适合安泰乐给药，如注射液或输注液。

[0086] 用于注射或输注的组合物，主要采用悬浮液、溶液或乳剂的形式存在于油或水的

载体里，它包括配剂，如悬浮液、防腐剂、稳定剂和/或分散剂。分子结合物或组合物也可以

是干粉，在使用前用适当的无菌的液体来配制。

[0087] 本发明的结合分子以及组合物，尤其是多特异性结合分子和含有此的组合物，可

以用于疾病的诊断和/或治疗，如自身免疫性疾病、炎性疾病、传染性疾病(包括移植物抗宿

主病)、过敏症和癌症(如非-霍奇金淋巴瘤、慢性淋巴细胞性白血病、霍奇金淋巴瘤/疾病；

如出现在乳腺癌、卵巢癌、结肠癌、肾癌或胆管癌的实体瘤；微小残留疾病；转移肿瘤如肺、

骨头、肝或脑中的转移)。

[0088] 本发明的多特异性的结合分子，其中至少一种附加特异性是针对CD19或CD20抗

原，其对于治疗非-霍奇金淋巴瘤是尤其有用的。

[0089] 至少一种其它特异性是针对EGFR1的多特异性结合分子，其对于癌症的治疗尤其

有用，其中EGFR1表达量是上调或者变化的，如乳腺癌、膀胱癌、头和颈癌、前列腺癌、肾癌、

非小细胞肺癌、结肠直肠癌和神经胶质瘤。

[0090] 多特异性结合分子，其中至少一种附加特异性是针对TF抗原，对治疗乳腺癌或直

肠癌和/或肝转移尤其有用。

[0091] 多特异性结合分子，其中至少一种附加特异性是针对CD30，对治疗霍奇金疾病尤

其有用。

[0092] 多特异性结合分子，其中至少一种附加特异性是针对IL4受体α链(IL4Rα)，对治疗

实体瘤尤其有用，对治疗乳腺癌、卵巢癌、肾脏系统癌、头和颈癌、恶性黑色素瘤和AIDS相关

的Kaposi’s肉瘤尤其有用。

[0093] 多特异性结合分子，其中至少一种附加特异性是针对EGFR3/HER3和/或EGFR2/

neu，对治疗乳腺癌尤其有用。

[0094] 多特异性结合分子，其中至少一种附加特异性是针对IGFR，对治疗前列腺癌、结肠

直肠癌、卵巢癌或乳腺癌尤其有用。

[0095] 特异性结合分子，其中至少一种附加特异性是针对CD5，对治疗慢性淋巴细胞性白

血病尤其有用。

[0096] 特异性结合分子，其中至少一种附加特异性是针对MUC-1，对治疗胃癌和卵巢癌尤

其有用。

[0097] 特异性结合分子，其中至少一种附加特异性是针对EpCAM，对治疗结肠、肾脏和乳

腺的癌症尤其有用。

[0098] 特异性结合分子，其中至少一种附加特异性是针对PLAP，对治疗卵巢和睾丸的癌

症尤其有用。

[0099] 特异性结合分子，其中至少一种附加特异性是针对OFA-iLR，对治疗转移性肿瘤尤

其有用。

[0100] 本发明提供了利用在上文中提到的结合分子制造一种用于治疗自身免疫性疾病、

炎性疾病、传染性疾病、过敏症或癌症(如非霍奇金淋巴瘤；慢性淋巴细胞性白血病；Hodg 

kin’s淋巴瘤；如那些在肺、骨头、肝或脑中转移的实体瘤)的药物。上述的具有特定特异性

的多特异性结合分子可用来治疗特定的疾病，这些结合分子同样可以用来制备治疗这些特
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定疾病的药物。

[0101] 另外，本发明所涉及的结合分子可以作为试剂用于表达FcγRIIIA的细胞的染色。

结合分子能够至少对另外的一种抗原具有特异性，它可以作为一种试剂用于鉴定Fcγ

RIIIA表达细胞结合分子抗原复合物。  本发明的结合分子能够用于分析和测定体外病人样

本，以及作为生物标记和分离NK细胞用于体外治疗。

[0102] 另外，本发明另一个方面提供一个试剂盒，它包括上述的结合分子，用于与Fcγ

RIIIA结合后结合分子的检测。结合分子由放射标记或化学发光物标记，检测方法包括使用

对放射或化学发光标记物敏感胶片。结合分子带有组氨酸或c-myc标签，试剂盒包含能够识

别那些标签的抗体。

[0103] 下面通过具体的实施例来进一步说明本发明。应当理解，在不偏离本发明的范围

可对具体的细节进行修改，本领域的技术人员可按照实施例2所述的方法来获得用于本发

明的抗体和抗原结合片段，有关与不同的FcγRIII亚型甚至FcγRIIIA不同的等位基因结

合的特性，可以通过实施例中介绍的方法来检测。

[0104] 为了避免质疑，这里所用的术语“FcγRIII”，“FcγRIIIA”和“FcγRIIIB”与术语

“CD16”，“CD16A”(表示A型CD16)与“CD16B”(表示B型CD16)可分别互换使用。

附图说明

[0105] 图1：证明scFv  50NI结合链霉亲和素捕获的CD16-Fc的ELISA结果

[0106] 在每孔加有100mM  NaHCO3(pH8.6)的包被缓冲液的酶标板中加入500ng链霉亲和

素和300ng人IgG(Sigma-Aldrich，Taufkirchen，德国)。接着将300ng生物素化的CD16A-Fc

加入PBS溶液中，室温吸收30min。向链霉亲和素捕获的CD16A-Fc，链霉亲和素和人IgG中加

入1μg/mL的鼠MAb  A9或50μl用加有PBS/TWEEN  0.1％/2％脱脂奶粉的50NI克隆的天然胞质

抽提物进行温育。用羊抗小鼠HRP结合抗体检测MAb  A9的结合。用抗5组氨酸HRP结合抗体来

检测scFv  50NI的结合。用50μl  0.5M的硫酸终止反应后，检测HRP-底物四甲基联苯胺(TMB)

在450nm处的吸光值。

[0107] 图2：成熟人抗CD16  scFv对细胞转染表达的CD16A具有亲和力，但对细胞表达的

CD16B不具有亲和力。

[0108] 用10μg/mL的MAb  A9(抗CD16)或MAb  195314(抗NKp46)以及15μg/mL  FITC偶联的

羊抗鼠IgG对鼠BW细胞和CD16A稳定转染的鼠BW细胞(BW/CD16A)、HEK-293细胞和用CD16B、

CD16A或NKp46转染的HEK-293细胞((293/CD16B)、(293/CD16A)或(293/NKp46))进行染色。

抗CD16  scFv的浓度为50μg/mL，其用10μg/mL  MAb  13/45/31-2(抗-六-组氨酸)和FITC偶联

的羊抗小鼠IgG来检测。用流式细胞检测分析平均荧光强度，其通过减去单独用二级试剂对

细胞着色的荧光值来校正，如图。

[0109] 图3：重组蛋白CD16A-Fc和CD16B的ELISA检测

[0110] 用0.1M  NaHCO3(pH8.8)的缓冲液包被80nM的重组CD16A-Fc和CD16B的蛋白质。用

含2％的脱脂奶粉PBS封闭。用HRP结合的c-Myc抗体(10μg/ml)来检测scFv与重组蛋白和

gp34-Fc(阴性对照)的结合。加入抗CD16  MAb  A9(1μg/mL)温育后再加入HRP结合的羊抗小

鼠IgG(0.5μg/mL)。用抗组氨酸HRP(1μg/mL)染色来检测包被的重组蛋白CD16B，用HRP偶联

的抗人IgG(0.5μg/mL)来检测包被的Fc融合蛋白。HRP的底物液为50μL的TMB。用50ml  0.5M 
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H2SO4终止反应后，检测450nm处的吸光值。

[0111] 图4：人高亲和力的成熟的抗CD16  scFv在新分离NK细胞中引发重导向细胞的毒性

[0112] 从健康人的外周血中分离并富集NK细胞，并作为效应细胞用于细胞毒性试验，用

钙黄绿素标记的P815作为靶细胞。效应细胞(E)和靶细胞(T)按10∶1的比例在1μg/mL的指示

抗体中温育3个小时。通过悬液中释放的钙黄绿素的荧光量来计算特异性溶解的百分比。绘

制三次重复的平均值和标准差。

[0113] 图5：成熟抗CD16  scFv对PMN和NK细胞亲和力的流式细胞

[0114] 检测分析

[0115] 从健康人外周血分离得到多核细胞(PMN)和自然杀伤细胞(NK)，并用作流式细胞

染色和分析。这些细胞利用10μg/mL的抗CD16  MAb  A9和抗CD56  MAb  B159以及15μg/mL 

FITC结合羊抗小鼠IgG染色。所有scFv的使用浓度为50μg/mL，检测使用10μg/mL的抗组氨

酸，再用15μg/mL的FITC标记的羊抗小鼠IgG抗体。用流式细胞检测分析平均荧光强度，其通

过减去单独用二级试剂对细胞着色的荧光值来校正，如图。

[0116] 图6：CD16A和CD16B亚型的等位基因变异体的氨基酸序列比对

[0117] 信号肽在图中用阴影显示。星号和斜体表示的是CD16B等位基因的变异体。CD16A

和CD16B亚型的变异体用粗体和下划线标注。CD16A  158位Val/Phe多态位置用框线标记。

[0118] 图7：不同CD16亚型的ELISA检测

[0119] 用100mM含有200ng的CD16A-Fc48R/158V，CD16A-Fc48R/158F，CD16B-FcSH，CD16B-FcNA1，

CD16B-FcNA2和NKp46-Fc的NaHCO3  包被MaxisorpTM酶标板的孔。所有的抗原先后与[A]  scFv 

4-LS21和HRP结合抗组氨酸抗体温育或先后与MAb  A9和HRP偶联的羊抗鼠抗体(与人IgG最

小交叉反应)温育。抗NKp46  scFv作为主要抗体用作阴性对照。

[0120] 图8：TandAb激活的NK细胞的靶向特异性杀伤

[0121] 将1×104个有钙黄绿素标记的L540CY细胞(结果显示在培养板[A])或JOK-1靶细

胞(结果显示在培养板[B])，与1×105个NK细胞在CD30×CD16  TandAb(实心菱形)或CD19×

CD16  TandAb(空心菱形)的指示浓度下温育3个小时。将靶细胞和NK细胞在无抗体条件下温

育作为对照(实心正方形)。通过悬液中释放的钙黄绿素的荧光量来计算特异性溶解的细胞

的百分比，并用GraphPadPrism软件的非线性回归来分析。

[0122] 实施例

[0123] 实施例1：人CD16A-Fc融合蛋白的瞬时表达以及纯化

[0124] 通过编码人CD16A与人IgG1的Fc片段重组蛋白的质粒pCDM-CD16-Fc瞬时转染HEK-

293细胞来分泌获得可溶性的CD16A-Fc融合蛋白(Mandelboim等，1999，supra)。

[0125] 用全DMEM培养基(加有10％热灭活胎牛血清(FCS)，2mM的L-谷氨酰胺，100U/mL青

霉素G钠和100μg/mL硫酸链霉素；全部购自Invitrogen，Karlsruhe，Germany)，在37℃，一定

湿度和5％的CO2的条件下，培养HEK-293细胞(ATCC保藏号CRL-1573)。下面介绍了这些细胞

的钙磷酸盐介导的转染效率。

[0126] 在转染前一天，将1.5×106  HEK-293细胞接种于加有10mL全DMEM培养基且直径

10cm的细胞培养皿。取10μg的质粒DNA与500μL  250mM  CaCl2混匀，然后滴入到500μL  2×

HEBS缓冲液(280mM  NaCl，1.5mM  Na2HPO4，50mM  HEPES，pH7.05)中，室温温育15min。然后加

入9mL全DMEM培养基混匀，转入到含有去除培养基的HEK-293细胞的培养皿。第二天，将转染
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培养基换成无血清的DMEM培养基(DMEM培养基添加2mM  L-谷氨酰胺，100U/mL青霉素G钠和

100μg/mL硫酸链霉素和1  x胰岛素-转铁蛋白-硒-A(全部购自Invitrogen))。在转染后2-6

天依据细胞的存活力，分2次收集含有分泌的CD16A-Fc融合蛋白的上清液。每次收集后，都

要向细胞中加入无血清的培养基。将收集的上清液离心，去掉细胞或细胞碎片，置于-80℃

冻存，供融合蛋白的纯化所用。重复转染，直到收集到约1.2L含有融合蛋白的上清液。

[0127] 利用2mL的蛋白A柱(Protein  A  SepharoseTM  Fast  Flow，Amersham  Pharmacia)来

纯化CD16A-Fc融合蛋白的重组体。用10倍柱体积的DMEM  pH7的溶液(Invitrogen；加有100μ

g/mL的链霉素，100u/ml的青霉素，1  x胰岛素-转铁蛋白-硒-A以及2mM  L-谷氨  酰胺)进行

平衡。将细胞培养的上清液(1200ml)用0.2μm的无菌过滤器过滤后，用0.1M  pH2.7的甘氨

酸/HCl调整溶液pH到7，然后上柱。柱子在重力作用下于4℃运作。接着，用10倍体积pH7的

DMEM溶液洗柱。用6倍体积的pH2.7的0.1M  glycine/HCl溶液进行洗脱。将收集到1ml洗脱物

接加入55μl  1M  Tris/HCl  pH8.8。

[0128] 用12％PAA胶对片段号1-10的洗脱物进行分析，结果显示洗脱物片段2-7大多数都

是融合蛋白。将洗脱物收集在一起，用5L  pH7.0的PBS透析2次。按照Bradford法(Bradford，

1976，Anal .Biochem .72：248-254)测定蛋白的浓度，得出CD16A  Fc融合蛋白的总产量为

21mg。即每升培养的上清液可以制备约17.5mg的融合蛋白。

[0129] 实施例2：CD16-A特异性抗体的鉴定和分离

[0130] 用上述的类似的方法获得的CD16A-Fc融合蛋白，用于筛选IgM衍生的scFv噬菌体

展示文库(Drsam等，1997  FEBS  Letts  414：7-13，Little等，1999  J .Immunol .Methods 

231：3-9，Schwarz等，FASEB  J.18：1704-6)。该文库的克隆包含scFv编码序列和噬菌体M13 

pIII基因之间的序列，该序列编码一个六-组氨酸标签、一个琥珀终止密码子和一个c-myc

抗原决定簇。

[0131] 利用ECL蛋白生物素化模块(Amersham  Pharmacia  Biotech，Uppsala  Sweden)对

500μg  CD16A  Fc融合蛋白进行生物素化，然后被用于进行三轮的筛选反对噬菌体展示文

库。在对文库进行筛选之前，要利用包被的有霉链亲和素的聚苯乙烯和人IgG(Sigma-

Aldrich，Taufkirchen，Germany)进行连续的预吸收，目的是消除其它潜在的分子对这些蛋

白质的结合。来自文库的约1012噬菌体被置于PBS溶液中重悬，0.1％吐温和2％脱脂奶粉与

可溶的生物素化的CD16A  Fc融合蛋白进行共同温育。通过包被的有霉链亲和素的磁珠捕

获，并用磁力分离器(Dynal，Oslo，Norway)分离得到噬菌体抗原复合物。不能与靶抗原特异

性结合的噬菌体通过10步的PBS和0.1％吐温溶液洗  涤掉。利用2M  Tris/HCl，pH8.0中和反

应后，加入甘氨酸-HCl  pH2 .2洗脱结合物，洗脱物被用于感染新鲜生长的位于中对数期

(OD6000.2-0.5)的E.coli  XL1蓝菌株。含有成功转染的包含编码人scFvs的噬菌粒的菌株

用氨苄青霉素抗性选择，并用M13K07辅助噬菌体进行感染，目的是能够产生可用于下一步

离体筛选的噬菌体后裔显示scFv。在第三轮选择之后，将单个的克隆培养于2mL  PP-

Masterblock培养板(Greiner，Frickenhausen，Germany)的含有100μg/mL氨苄青霉素和20μ

g/mL四环霉素的LB培养基上，30℃下培养。通过离心收集细胞，并利用200μL  200mM  Tris-

HCl，pH7.5，20％蔗糖和1mMEDTA重悬细胞。在冰上温育1个小时后，细胞外膜破裂，含有scFv

的可溶的胞质蛋白质释放到培养基中。通过离心去掉原生质球和细胞碎片，因为scFv可以

与CD16A-Fc融合蛋白结合，所以可以用ELISA方法来检测天然的胞质提取物。三次独立情况
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下都检测到一个克隆(50NI)。

[0132] 可以通过人Fc融合蛋白来筛选从噬菌体展示文库中得到的克隆的亲和力，因此有

必要证实克隆50NI对这个分子的CD16段的特异性。

[0133] 从克隆50NI提取胞质物的制备过程如上所述，它对CD16A-Fc融合蛋白和人IgG的

结合能力用ELISA试验来检测。抗CD16鼠的单克隆抗体A9(Hombach等1993  Int.J .Cancer 

55：830-836)作为对照。每孔加有100mM、pH8.6的NaHCO3的MaxisorbTM酶标板用500ng链霉亲

和素和300ng人IgG(Sigma-Aldrich，Taufkirchen，Germany)进行预包被。然后，在PBS溶液

中加入300ng生物素化的CD16A-Fc进行室温捕获30min。

[0134] 链霉亲和素捕获的CD16A-Fc，链霉亲和素和人IgG与1μg/mLMAb  A9或50μl的来自

克隆50NI的天然胞质提取物，以及PBS温0.1％/2％脱脂奶粉共同温育。利用HRP偶联的羊抗

鼠的二抗来检测  MA  b  A9的结合，利用HRP标记抗戊组氨酸的抗体(1μg/mL，Qiagen，

Hilden，Germany)来检测scFv  50NI的结合。加入50μL的HRP底物TMB溶液(KPL，Maryland，

USA)，会发现颜色的变化。最后加入50ml0.5M的硫酸溶液终止反应，并检测450nm处的吸光

值。

[0135] 结果如图1所示。清晰可见，MAb  A9和the  scFv  50NI能够识别生物素化的链霉亲

和素捕获的CD16A-Fc融合蛋白。scFv  50NI对人IgG和链霉亲和素都没有信号。用作二抗的

HRP偶联的抗戊组氨酸抗体对抗原没有特异性的结合。然而，用作二抗的HRP偶联的羊抗鼠

用于MAb  A9的检测有背景染色，可能是由于与人CD16融合蛋白Fc段的交叉反应，人IgG是阴

性对照。

[0136] 这些结果充分说明了scFv  50NI对融合蛋白的CD16A段具有特异性，而对Fc不具有

特异性。

[0137] 实施例3：检测稳定转染CD16亚型的人外周血单核细胞和粒性白细胞scFv  50NI

[0138] 为了检测50NI  scFv是否在细胞表面与天然的CD16A蛋白结合，我们利用流式细胞

计量术检测两种不同的细胞系各自表达CD16A或CD16B的scFv在胞质提取物。用于试验的细

胞系有：细胞系BW/CD16A表达CD16A(Mandelboim等，2001，Nature409：1055-1060)；细胞系

293-CD16(用编码人CD16B亚型的NA-2等位基因的质粒稳定转染HEK-293细胞系)。

[0139] 为了验证50NI  scFv是否有能力结合自然杀伤细胞(NK)表面表达的CD16A和/或嗜

中性粒细胞表面表达的CD16B(van  de  Winkeland  Capel，1993，supra；van  Spriel等，

2000，Immunol.Today  21(8)：391-397)，我们利用流式细胞计量术检测其与新鲜分离的包

含10-20％NK细胞和具有超过95％CD16B阳性(嗜)中性粒(性白)细胞的多形核细胞(PMN)的

外周血单核细胞(PBMC)的结合。

[0140] 鼠MAb  A9和鼠克隆scFv18  A9(一种来源于MAb  A9的scFv) 胞质提取物用作对照。

[0141] 3.1细胞系的生长以及PBMC和PMN的分离

[0142] BW/CD16A细胞培养于含有10％热灭活胎牛血清(FCS)、2mM的L-谷氨酰胺、100U/mL

青霉素G钠、100μg/mL硫酸链霉素、1％的非必需氨基酸和5mg/mL的G418的DMEM培养基中。

293/CD16B细胞培养在含有10％热灭活胎牛血清(FCS)、2mM的L-谷氨酰胺、，100U/mL青霉素

G钠、100μg/mL硫酸链霉素和0.5mg/mL的G418的DMEM培养基中。不用于转染的亲本细胞系BW

和293也用上面的培养方法稳定转染，只是培养基中不加G418。

[0143] PBMC和PMN细胞都是从一个健康人的肝素化的外周血通过密度梯度离心得到。将
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血用PBS稀释2倍，在由12mLHistopaque-1119TM(Sigma-Aldrich)和12mL具有上垫子的

Histopaque-1077组成的双层垫子上分层。800g离心25min。PBMC位于Histopaque-1077TM

(Sigma-Aldrich)的上端，PMN位于Histopaque-1119  TM上，将细胞进行收集，在使用前用

PBS洗涤3次。

[0144] 3.2含有scFv  50NI和scFv18  A9的胞质物的分离

[0145] 用5mL培养的菌液来分离天然的含有scFvs的胞质提取物。新鲜接种的菌于含有

50mM葡萄糖、100μg/mL的氨苄青霉素和20μg/mL的四环霉素的培养基中置于37℃，过夜。利

用含有氨苄青霉素和四环素的培养基稀释过夜培养物浓度到OD600nm＝0.1，继续37℃培养

直到浓度为OD600nm＝0.8。将菌液离心收集，并用含有0.1mM的(IPTG)、100μg/mL的氨苄青霉

素和20μg/mL的四环素的LB培养基进行重悬。诱导的菌在21℃温育过夜后，分离300μL的胞

质提取物用于ELISA实验。在用作FACS分析之前，胞质提取物PBS透析过夜。

[0146] 3.3流式细胞计数

[0147] 1×106的BW、BW/CD16A、HEK-293、293/CD16B、，PBMC和PMN细胞用单克隆抗体A9或

含有scFv18A9和50NI的胞质提取物染色，以便用于流式细胞计数分析。

[0148] 1×106的细胞中加入100μL经过透析的胞质提取物或MAb  A9(10mg/mL)后置于冰

上45min。抗体/scFv与加有1mg/mL的人多克隆IgG的PBMC和PMN共同温育，加多克隆IgG的目

的是封闭PBMC和PMN细胞亚群表面的Fc受体。利用FACS缓冲液(添加2％热灭活胎牛血清和

0.1％叠氮化纳的PBS)洗涤细胞后，在缓冲液中添加0.1mL的0.01mg/mL抗-(His)6鼠MAb 

13/45/31-2(Dianova，Hamburg，Germany)，置于冰上温育45min。接着进入第二次洗涤，然后

在相同条件下，向细胞中加入0.1mL的0.015mg/mLFITC偶联的羊抗鼠IgG抗体(Dianova，

Hamburg，Germany)。再次洗涤细胞，添加0.5mL含有2μg/mL碘化吡啶(Sigma-Aldrich)的

FACS来重悬细胞，目的是清除死细胞。利用Beckman-Coulter  Epics  XL流式细胞仪来测定1

×104染色的细胞的荧光值。平均荧光强度通过System-II和Expo32软件(Beckman-

Coulter，Krefeld，Germany)计算得到。结果减去了由于二抗反应单独引起的背景荧光的柱

状图(未显示)有助于理解。

[0149] 3.4结果

[0150] 鼠单克隆抗CD16抗体A9和A9衍生的抗CD16  scFv18抗体用作实验的阳性对照，与

没有转染的亲本细胞(BW)相比，结果清晰地显示它们能够结合于BW/CD16A。同样地，scFv 

50NI也在与A9类似的水平上使BW/CD16A细胞着色。

[0151] 单克隆抗体A9和scFv18  A9都表现与表面表达CD16B亚型都强烈的结合于293/

CD16B转染子，而50  NI不与该细胞系结合。

[0152] 单克隆抗体A9和scFv18  A9揭示了存在于NK细胞部分的少量PBMC亚群清楚的着色。

同样地，scFv  50NI也表现出与该亚群的结 合。

[0153] 来源于A9的scFv和A9两者在纯化的粒性白细胞中都显示出强的信号，而与它们不

同的是50  NI  scFv不能与PMN结合。

[0154] 数据显示50NI  scFv能够特异性的结合到CD16A亚型，而不与CD16B亚型结合。scFv 

50NI不仅能够识别CD16A的异构体，还能识别表达于NK细胞表面的天然抗原。

[0155] 实施例4：人抗CD16A  scFv  50NI与富集的NK细胞的结合

[0156] 为了证明实施例所述的能够被50NI识别的PBMC亚群包含天然杀伤细胞(NK)，我们
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从PBMC细胞中分离了富集的NK细胞，并通过流式细胞测定仪检测其与scFv  50NI的结合。

[0157] 通过密度梯度离心从一个健康人的肝素化的外周血中分离PBMCs。血样用2倍的

PBS稀释，用Histopaque-1077TM  (Sigma-Aldrich)进行分层，然后以800g离心25min。收集位

于接口的PBMC，并用PBS洗涤3次。用2％FCS/PBS溶液重悬PBMC，用EasySEPTM负NK细胞浓缩试

剂盒按照使用手册分离NK细胞。PBMC和NK的染色以及流式细胞仪分析与上面所述的实施例

3相同：1×106细胞用10μg/mL  MAb  A9或抗CD56单克隆抗体MAbB159(BD  Biosciences/

Pharmingen)染色，然后加入15μL的FITC标记的羊抗鼠IgG。用于染色的鼠scFv18  A9和人

scFv  50NI的浓度为50μg/mL，结合scFv的细胞用10μg/mL  MAb抗(His)6以及15μLFITC偶联

的羊抗鼠IgG来检测。所有的染色在1mg/mL多克隆人IgG的存在下进行。根据上面介绍的方

法利用碘化吡啶染色去除死细胞。数据分析也用实施例3介绍的方法进行分析。

[0158] 4.1结果

[0159] 用PBMC与抗CD56和抗CD16抗体的染色清晰表明存在NK细胞部分的亚群。scFv 

50NI同样识别相同的小细胞群体表明其与NK细胞的结合。

[0160] 在获得阴性浓缩的NK细胞中，所有四种抗体都表现出清晰的着色。同时，抗CD56 

MAb表现出与整个NK细胞群体都能结合，定向抗CD16的抗体对小部分细胞不能着色。因此可

以说明在某些细胞存在CD16阴性表型。

[0161] 实施列5：scFv  50NI结合后Ca2+流的测定

[0162] IgG的亲和性受体CD16A，主要在大多数人外周血NK细胞中表达，并与包含有FcεRI

的γ链或TCR/CD3复合物ζ链的免疫受体酪氨酸激活基序(ITAM)相关联。CD16A与抗体或免

疫复合物的结合引发了NK细胞的细胞毒性以及细胞因子的分泌。γ链和ζ链的磷酸化各自

都参与激活过程，以及随后的细胞内的信号传导如Ca2+流动。

[0163] 我们利用抗CD16单克隆抗体或scFv与新分离的NK细胞的表面受体连接后测定Ca2+

流来检测人抗CD16  scFv  50NI是否具有激活NK的特性。由于一些抗CD16的抗体需要二抗的

交联来释放出增加的细胞内的钙离子，用作细胞交联结合抗CD16抗体的二抗有抗myc和抗

(His)6与鼠抗IgG的联合。

[0164] NK细胞的准备：通过密度梯度离心从一个健康人的肝素化的外周血中分离PBMCs。

血样用2倍的PBS稀释，用Histopaque-1077TM(Sigma-Aldrich)进行分层，然后以800g离心

25min。收集位于接口的PBMC，并用PBS洗涤3次。用2％FCS/PBS溶液重悬PBMC，用EasySEPTM富

集阴性NK细胞试剂盒按照使用手册(细胞系统)分离NK细胞。用HBSS洗涤NK细胞一次，然后

加入浓度为2μM钙指示剂氟-4-乙酰氧基甲酯(Fluo-4-acetoxymethyl(AM)ester)

(Molecular  Probes，Leiden，The  Netherlands)置于暗室，室温放置30min。用HBSS洗涤细

胞后，再用HBSS继续温育20min，以便于细胞内AM酯的完全脱酯，接着再用HBSS液进行洗涤。

首先用Beckman-Coulter  Epics  XL流式细胞仪来测定未添加任何抗体的标记 的NK细胞的

钙离子变化来确定背景荧光。大约60s后，添加抗CD16抗体(2μg  MAb  A9或5μg  scFv18  A9或

5g  50NI  scFv)。大约开始180s后，往MAb  A9s样品中加入20μg的多克隆羊抗鼠IgG抗体

(GAM)，交联使得A9能够与NK细胞表面的CD16结合。在继续测定前，添加2.5μg抗(His)6鼠

MAb  13/45/31-2和2.5μg抗c-mycMAb  9E10，以便scFvs的交联。关于加有scFvs的样品，后来

再继续添加20μg多克隆羊抗鼠IgG抗体，目的是通过交联，使抗(His)6和/或抗c-myc  MAbs

与scFv结合。短时间间隔内的荧光强度由Expo32软件(Beckman-Coulter，Krefeld，
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Germany)测定和绘制(未显示)。

[0165] 从新鲜分离的NK细胞的荧光测定结果清楚地显示MAb  A9与抗鼠IgG抗体交联后，

细胞内钙离子浓度显著增加，主要是通过荧光信号增强来体现的。与MAb  A9不同地，来源于

A9的cFv(scFv18  A9)、与抗(His)6、抗c-myc和抗鼠IgG抗体交联后，细胞内钙离子浓度少许

增加或者根本不增加。然而，人scFv  50NI在通过与抗体交联后与细胞表面的scFv结合，释

放出清晰的荧光信号(尽管有点弱)。这些结果显示人scFv  50NI具有结合的特性，该结合能

通过CD16A引发NK细胞的活性。

[0166] 实施例6：通过轻链替换引起的50NI  scFv的亲和力成熟

[0167] 为了获得抗CD16  scFvs的高亲和力，我们用50NI  VH链与VL链基因谱系替换产生的

重组体构建的基于克隆50NI的链替换文库。

[0168] 基因谱系Vκ和Vλ是从前面介绍的大的人天然scFv文库中的pEXHAM1  DNA分离出来

的(Schwarz等supra，2004)。这些谱系每个都包含有大约105个单独的Vκ和Vλ链。将50NI重链

克隆到pEXHAM1的MluI和NotI位点，并将1μg转化到E.coli  XL1  blue(1 .8kV，0.1cm  gap 

cuvette  25F，200′Ω)，结果产生了约2.6×106  (Vκ)和2.2×106(Vλ)个成员文库。

[0169] 在转化后随机挑选3两个克隆进行测序，分析得出每个克隆都含有一个单独得轻

链，24个克隆揭示了能够被Western  Blot中的抗-组氨酸抗体(Qiagen，Hilden，Germany)检

测的全长scFvs的表达。

[0170] 按照实施例2中介绍的方法，采用四轮选择生物素化的CD16A-Fc融合蛋白。通过限

制抗原浓度(1st轮20nM，2nd轮1nM，3rd轮0.1nM，4th轮0.01nM)来选择高亲和力的结合者。κ-和

λ-重组文库都单独保存。

[0171] 每个文库中取大约108个噬菌体，重悬PBS/0.1％TWEEN/2％脱脂奶粉，与生物素化

的CD16A-Fc融合蛋白一起温育。通过包被有链霉亲和素的磁珠分离噬菌体抗原复合物，与

噬菌体结合的非特异性的抗原将通过10步的PBS/0 .1％吐温洗涤步骤去除。第一步，用

pH2.2的glycine-HCl洗脱结合物。用2M  pH8  Tris/HCl中和后加入新鲜生长的E.coli  XL1 

Blue(中对数期OD600  0.2-0.5)，目的是为了去除噬菌体，因为低pH不能去除。用酸洗脱的细

胞与对数生长的XL1  blue宿主细胞混合。

[0172] 成功转化编码人scFv的噬菌粒的细胞，用氨苄青霉素抗性筛选，然后用M13K07辅

助噬菌体进行感染产生噬菌体抑制scFv以备下面体内筛选用。接下来的几轮选择，通过酸

性洗脱的噬菌体和XL1  blue感染的噬菌体单独处理。经过第三轮和第四轮的亲和力的选择

后，单个的克隆用实施例2描述的ELISA实验进行检测。

[0173] 从重组的κ-文库中检测到没有一个克隆显示的信号高于同样条件下的用作对照

的亲本克隆50NI。然而，我们选择了几个克隆进行测序，发现它们与亲本克隆序列相同，因

此没有发现合适的κ-链提高结合的特性。

[0174] 相反地，从重组的λ-文库中检测到一定数量的克隆，它们产生的信号比对照高出5

倍。通过第三轮筛选后我们选择30个克隆测序，通过第四轮选择后我们选择34个克隆进行

测序。利用Long  Read  Tower(Visible  Genetics，Toronto  Canada)测序仪以及Deaza试剂

盒(Visible  Genetics，Toronto  Canada)按照使用说明书进行操作。结合噬菌体颗粒的酸

洗脱或宿主细胞的直接感染对后来克隆的分布影响不明显。鉴定得到了5个富含克隆的不

同群以及几个单独的克隆。表2显示不同群的概况。
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[0175] 表2  存在于具体群的克隆的名称，在下面的例子中用粗体显示

[0176] 组别   总频率 3rd轮30个克隆序列 4th轮34个克隆序列 

  A   19/64 3-LB1，3-LB24，3-LB36，3-LB48，

3-LS1，3-LS4，3-LS19 

4-LB28，4-LB34，4-LB27，4-LB43，4-LS6，4-

LS10，4-LS22，4-LS26，4-LS68；4-LS80，4-

LS88 

  B   9/64 3-LB3，3-LB41，3-LS23，3-LS35，

3-LS87 

4-LB46，4-LS38，4-LS12，4-LS39 

  C   13/64 3-LB5，3-LB10，3-LB32，3-LS17，

3-LS22，3-LS79，3-LS36，3-LS89 

4-LB4，4-LB13，4-LB414-LS25，4-LB25 

  D   5/64 3-LS72 4-LS73，4-LB32，4-LB33，4-LB33 

  E   5/64   4-LS14，4-LS37，4-LS87，4-LS72，4-LS44 

 

indivi

duals 

  3-LB6，3-LB23，3-LS49；3-LS34，

3-LS60，3-LS28，3-LS30，3-LS55，

3-LS40   

4-LS5，4-LB14，4-LS21，4-LS46 

[0177] A组的克隆表示亲本克隆50NI，它们同样出现在漂移文库中，原因是再连接或亲本

载体没有切开或因为在文库构建中的重组。这个发现与这群中的克隆产生较弱的ELISA信

号一致。

[0178] 其它组含有新的重组的轻链的克隆，与亲本克隆相比能够增加ELISA信号。通过第

三轮和第四轮选择后发现了大量的C和D组的克隆。

[0179] 用V-base  alignment软件(http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk)对序列进行分析

得出所有新的Vλ链以及亲本克隆的VL链都属于VL3家族。

[0180] 这里给出了所有克隆的常见VH链的氨基酸序列是SEQ  ID  NO  9，克隆50NI、3-LB3、

3-LB5、3-LB6、3-LS49、4-LS14和4-LS21的特异VL链的氨基酸序列分别是SEQ  ID  NOs  10-

16。编码一般VH链的核苷酸序列是SEQ  ID  NO  1，编码克隆的是50NI、3-LB3，3-LB5、3-LB6、

3-LS49、4-LS14和4-LS21各自VL链的核苷酸序列分别是  SEQ  ID  NOs  2-8。表1列出了每个

重链和轻链CDRs的氨基酸序列，一般的重链CDRs位于表第一行，接着是50NI、3-LB3、3-LB5、

3-LB6、3-LS49、4-LS14和4-LS21(分别是2-8)的轻链CDRs。

[0181] 实施例7：成熟的scFv对用CD16A和CD16B转染的细胞系的亲和力的FACS检测

[0182] 利用所有单个克隆天然胞质提取物的初步FACS检测显示所有链漂移的scFv仍然

具有与CD16A结合的能力。本实验利用HEK-293细胞瞬时转染CD16A(数据未显示)。基于此检

测结果，克隆3-LB3，3-LB5，3-LB6，3-LS49，4-LS14和4-LS21被选择用于进一步的鉴定。

[0183] 编码这些scFvs的核酸序列经过在氨基端加入PelB前导序列，在羧基端用六-组氨

酸和c-myc标签修饰后，被亚克隆到pSKK2表达载体中。亚克隆的核酸序列如下：

[0184] pSKK2-50NI(SEQ  ID  NO  36)

[0185] atgaaatacctattgcctacggcagccgctggcttgctgctgctggcagctcagccggccatggcgga

ggtccagctggtacagtctggagcagaggtgaaaaagcccggggagtctctgaaggtttcctgcaaggcatctgga

tacaccttcaccagctactatatgcactgggtgcgacaggcccctggacaagggcttgagtggatgggaataatca

accctagtggtggtagcacaagctacgcacagaagttccagggcagagtcaccatgacccgggacacgtccacgag

cacagtctacatggagcttagcagcctgagatctgaggacacggccgtgtattactgtgctagaggtagtgcttat

tactacgattttgctgactactggggccagggaaccctggtcaccgtctcctcagggagtgcatccgccccaaccc
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ttaagcttgaagaaggtgaattttcagaagcacgcgtatcctatgagctgatgcagccaccctcagtgtccgtgtc

ctcaggacagacagccagcatcccctgctctggagataaattggaggaaaaatatgtttcctggtatcaacagagg

ccaggccagtcccctgtgttggtcatttatcaggataataagcggccctcagggatccctgagcgattctctggct

ccaactctgggaacacagccactctgaccatcagcgggacccaggcgatggatgaggctgactactattgtcaggt

gtgggacaattacagtgtgctattcggcggagggaccaagctgaccgtcctaggtcagcccaaggctgccccctcg

gcactctgttcccgccgtccgcggccgctggatccgaacaaaagctgatctcagaagaagacctaaactcacatca

ccatcaccatcactaa

[0186] pSKK2-3-LB3  (SEQ  ID  NO  37)

[0187] atgaaatacctattgcctacggcagccgctggcttgctgctgctggcagctcagccggccatggcgga

ggtccagctggtacagtctggagcagaggtgaaaaagcccggggagtctctgaaggtttcctgcaaggcatctgga

tacaccttcaccagctactatatgcactgggtgcgacaggcccctggacaagggcttgagtggatgggaataatca

accctagtggtggtagcacaagctacgcacagaagttccagggcagagtcaccatgacccgggacacgtccacgag

cacagtctacatggagcttagcagcctgagatctgaggacacggccgtgtattactgtgctagaggtagtgcttat

tactacgattttgctgactactggggccagggaaccctggtcaccgtctcctcagggagtgcatccgccccaaccc

ttaagcttgaagaaggtgaattttcagaagcacgcgtatcctatgagctgacacagccactctcagagtcagtggc

ccagggacagacggccaggattacctgtgggggaaacaacattgaaagtagaaatgttcactggtaccagcagaag

ccaggccaggcccctgtgttggtcatctatagggataacaaccggccctctgggatccctgagcgattctctggct

ccaattcggggaacatggccaccctgaccatcagcagagcccaagccggggatgcagctgactattactgtcaggt

gtgggacaactacactgtgctattcggcggagggaccaagctgaccgtcctaggtcagcccaaggctgccccctcg

gtcactctgttcccgccgtccgcggccgctggatccgaacaaaagctgatctcagaagaagacctaaactcacatc

accatcaccatcactaa

[0188] pSKK2-3-LB5  (SEQ  ID  NO  38)

[0189] atgaaatacctattgcctacggcagccgctggcttgctgctgctggcagctcagccggccatggcgga

ggtccagctggtacagtctggagcagaggtgaaaaagcccggggagtctctgaaggtttcctgcaaggcatctgga

tacaccttcaccagctactatatgcactgggtgcgacaggcccctggacaagggcttgagtggatgggaataatca

accctagtggtggtagcacaagctacgcacagaagttccagggcagagtcaccatgacccgggacacgtccacgag

cacagtctacatggagcttagcagcctgagatctgaggacacggccgtgtattactgtgctagaggtagtgcttat

tactacgattttgctgactactggggccagggaaccctggtcaccgtctcctcagggagtgcatccgccccaaccc

ttaagcttgaagaaggtgaattttcagaagcacgcgtatcctatgagctgacacagccaccctcagtggcagtggc

cccaggaaagacggccaggattacctgtgggggaaacaacattggaagtaaaaatgtgcactggtaccagcagaag

ccaggccaggcccctgtgctggtcatctatagggatagcaaccggccctctgggatccctgagcgattctctggct

ccaactcgg  ggaacacggccaccctgaccatcagcagagcccaagccggggatgaggctgacttttattgtcagg

tgtgggacaactatattgtgctgttcggcggagggaccaagctgaccgtcctgggtcagcccaaggctgccccctc

ggtcactctgttcccgccgtccgcggccgctggatccgaacaaaagctgatctcagaagaagacctaaactcacat

caccatcaccatcactaa

[0190] pSKK2-3-LB6  (SEQ  ID  NO  39)

[0191] atgaaatacctattgcctacggcagccgctggcttgctgctgctggcagctcagccggccatggcgga

ggtccagctggtacagtctggagcagaggtgaaaaagcccggggagtctctgaaggtttcctgcaaggcatctgga

tacaccttcaccagctactatatgcactgggtgcgacaggcccctggacaagggcttgagtggatgggaataatca
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accctagtggtggtagcacaagctacgcacagaagttccagggcagagtcaccatgacccgggacacgtccacgag

cacagtctacatggagcttagcagcctgagatctgaggacacggccgtgtattactgtgctagaggtagtgcttat

tactacgattttgctgactactggggccagggaaccctggtcaccgtctcctcagggagtgcatccgccccaaccc

ttaagcttgaagaaggtgaattttcagaagcacgcgtacaggctgtgctgactcagccgccctcagtgtcagtggc

cccaggacagacggccaggattccctgtgagggaaacaacattggaagtaaaaatgtccactggtatcggcagaag

ccaggccaggtccctgtcctggtcatgtatgatgatagcgaccggccctcagggatccctgagcgattctctggct

ccaactctgggaacacagccactctgaccatcagcgggacccaggcgatggatgaggctgactactattgtcaggt

gtgggacaattacagtgtgctattcggcggagggaccaagctgaccgtcctaggtcagcccaaggctgccccctcg

gtcactctgttcccgccgtccgcggccgctggatccgaacaaaagctgatctcagaagaagacctaaactcacatc

accatcaccatcactaa

[0192] pSKK2-3-LS49  (SEQ  ID  NO  40)

[0193] atgaaatacctattgcctacggcagccgctggcttgctgctgctggcagctcagccggccatggcgga

ggtccagctggtacagtctggagcagaggtgaaaaagcccggggagtctctgaaggtttcctgcaaggcatctgga

tacaccttcaccagctactatatgcactgggtgcgacaggcccctggacaagggcttgagtggatgggaataatca

accctagtggtggtagcacaagctacgcacagaagttccagggcagagtcaccatgacccgggacacgtccacgag

cacagtctacatggagcttagcagcctgagatctgaggacac  ggccgtgtattactgtgctagaggtagtgctta

ttactacgattttgctgactactggggccagggaaccctggtcaccgtctcctcagggagtgcatccgccccaacc

cttaagcttgaagaaggtgaattttcagaagcacgcgtacagcctgtgctgactcagccactctcagtgtcagtgg

ccccgggacagacggccaggattacctgtgggggaaacaacattggaagtaaaaatgtgcactggtaccagcagaa

gccaggccaggcccctgtactggtcatctatagggacagcagccggccctctgggatccctgagcgactctctggc

tccaactcgggggacacggccaccctgaccatcagcagagcccaggccggggatgaggctgactattactgtcagg

tgtgggacgactacattgtggtcttcggcggagggaccaagctgaccgtcctaggtcagcccaaggctgccccccc

ggtcactctgttcccgccgtccgcggccgctggatccgaacaaaagctgatctcagaagaagacctaaactcacat

caccatcaccatcactaa

[0194] pSKK2-4-LS14  (SEQ  ID  NO  41)

[0195] atgaaatacctattgcctacggcagccgctggcttgctgctgctggcagctcagccggccatggcgga

ggtccagctggtacagtctggagcagaggtgaaaaagcccggggagtctctgaaggtttcctgcaaggcatctgga

tacaccttcaccagctactatatgcactgggtgcgacaggcccctggacaagggcttgagtggatgggaataatca

accctagtggtggtagcacaagctacgcacagaagttccagggcagagtcaccatgacccgggacacgtccacgag

cacagtctacatggagcttagcagcctgagatctgaggacacggccgtgtattactgtgctagaggtagtgcttat

tactacgattttgctgactactggggccagggaaccctggtcaccgtctcctcagggagtgcatccgccccaaccc

ttaagcttgaagaaggtgaattttcagaagcacgcgtatcctatgagctgacacagccaccctcggtgtcagtgac

cccaggacagacggccacgattacctgcggggcaaacgacattggaaaaagaaatgtccactggtaccaacagagg

ccaggccagtcccctgtgttggtcatttatcaggataataagcggccctcagggatccctgagcgattctctggct

ccaactctgggaacacagccactctgaccatcagcgggacccaggcgatggatgaggctgactactattgtcaggt

gtgggacaattacagtgtgctattcggcggagggaccaagctgaccgtcctaggtcagcccaaggctgccccctcg

gtcactctgttcccgccgtccgcggccgctggatccgaacaaaagctgatctcagaagaagacctaaactcacatc

accatcaccatcactaa

[0196] pSKK2-4-LS21  (SEQ  ID  NO  42)
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[0197] atgaaatacctattgcctacggcagccgctggcttgctgctgctggcagctcagccggccatggcgga

ggtccagctggtacagtctggagcagaggtgaaaaagcccggggagtctctgaaggtttcctgcaaggcatctgga

tacaccttcaccagctactatatgcactggtggcgacaggcccctggacaagggcttgagtggatgggaataatca

accctagtggtggtagcacaagctacgcacagaagttccagggcagagtcaccatgacccgggacacgtccacgag

cacagtctacatggagcttagcagcctgagatctgaggacacggccgtgtattactgtgctagaggtagtgcttat

tactacgattttgctgactactggggccagggaaccctggtcaccgtctcctcagggagtgcatccgccccaaccc

ttaagcttgaagaaggtgaattttcagaagcacgcgtacagcctgtgctgactcagccatcctcggtgtcagtggc

cccaggacagacggccacgatctcctgtgggggacacaacattgggagtaaaaatgtgcactggtaccagcagagg

ccaggccagtcccctgtgttggtcatttatcaggataataagcggccctcagggatccctgagcgattctctggct

ccaactctgggaacacagccactctgaccatcagcgggacccaggcgatggatgaggctgactactattgtcaggt

gtgggacaattacagtgtgctattcggcggagggaccaagctgaccgtcctaggtcagcccaaggctgccccctcg

gtcactctgttcccgccgtccgcggccgctggatccgaacaaaagctgatctcagaagaagacctaaactcacatc

accatcaccatcactaa

[0198] 编码PelB引导序列的核酸序列是

[0199] atgaaatacctattgcctacggcagccgctggcttgctgctgctggcagctcagccggccatggcg

(SEQ  ID  NO  43) .

[0200] 编 码 每 个 s c F v 轻 链 和 重 链 变 异 区 之 间 的 连 接 区 的 核 酸 序 列 是

gaagaaggtgaattttcagaagca(SEQ  ID  NO  44) .

[0201] c-myc和六-组氨酸标签核酸序列分别是gaacaaaagctgatctcagaagaagaccta(SEQ 

ID  NO  45)和catcaccatcaccatcac(SEQ  ID  NO  46)。

[0202] 将含有亚克隆的载体转化到E.coli  RV308中，在2L的摇瓶中培养，按照Le  Gall等

(2004，J.Immunol.Methods  285：111-127)，用固定化金属离子亲和层析(IMAC)纯化。

[0203] 为了评价scFv链的替换是否维持了如同实施例3中所示对50NI的对CD16A的特异

性，用IMAC纯化的scFv检测既表达CD16A又表达CD16B的转染的细胞系。用于流式细胞分析，

细胞系被使用如  下：用同前面的方法培养BW和BW/CD16A转染子。293细胞和293-CD16B转染

子处理同前。293-CD16A和293-NKp46由编码CD16A或NKp46的胞外结构域的质粒与人CD3ζ链

跨膜和细胞质结构域融合后的质粒(pcDNA3-CD16A-zeta和pcDNA3-NKp46-zeta，来自

Dr.O.Mandelboim，University  of  Jerusalem，Israel)。分别由瞬时转染293细胞系得到。

利用实施例1描述的方法用磷酸钙的方法进行瞬时转染，转染后2天用流式细胞术染色和分

析。流式细胞术染色和分析的方法如上介绍。1×106的细胞用50μg/mL纯化的scFv以及10μ

g/mL  MAb  13/45/31-2(抗六-组氨酸)和15μg/mL  FITC偶联的羊抗鼠IgG来染色。

[0204] 为了证明转染的细胞在细胞表面表达相应的抗原，细胞用并联的10μg/mL的MAb 

A9和抗NKp46单克隆抗体MAb  195314(R&DSystems，Wiesbaden，Germany)进行染色。用15μg/

mL标记有FITC的羊抗鼠IgG来检测MAbs  A9和195314。通过减去由于二抗单独对细胞着色的

荧光值来校正流式细胞检测分析得到的平均荧光强度，结果见图2。

[0205] Mab  A9用作阳性对照，理论上它能够与所有的转染CD16的细胞结合，而不必考虑

亚型的不同。实验观察到了它不结合NKp46转染子，而用直接抗NKp46的MAb  195314染色则

清晰地显示细胞系被编码NKp46的对照质粒成功转染。

[0206] 亲本人抗CD16  scFv  50NI克隆用作对照揭示两种细胞系(BW/CD16A和293/CD16A

说　明　书 22/31 页

26

CN 101583625 B

26



细胞系)表面表达CD16A微弱染色。相反地，新分离的重组轻链scFv表现出对这些细胞的高

结合力。没有一个新的变异体结合稳定转染了CD16B的293细胞系，由此说明了对CD16A的特

异性。

[0207] 实施例8：成熟scFv对新鲜分离的PMN和富集NK细胞的亲和力检测

[0208] 为了证明改善后的的scFv是否仍然维持了其对粒性白细胞上表达的CD16A的特异

性结合，新鲜分离的来自于自愿者血的PMN细胞以及富集的NK细胞用前面介绍的IMAC纯化

的scFv进行染色。浓缩的NK细胞用前面介绍的方法反向选择。从流式细胞检测分析得到的

平均荧光强度位于图5。

[0209] 浓缩的白细胞群用抗CD16  MAb  A9和抗CD56  MAb  B159进行染色，结果清晰显示该

细胞群含有CD16+/CD56+的外周血NK细胞。能够与CD16A阳性NK细胞部分染色的MAb  A9和来

源于鼠A9的scFv对CD16B阳性粒细胞表现出更强的信号。

[0210] MAb  A9能够识别PBMCs的相应的CD16A阳性NK细胞亚群(18.5％)。同时观察到与富

集的NK细胞和分离的粒细胞更强的结合(数据未显示)。

[0211] 亲本克隆50NI表现出弱但是清晰的与浓缩NK细胞的结合，同时未观察到粒细胞的

染色。成熟变异体3-LB3、3-LB5、3-LB6、3-LS49、4-LS14和4-LS21的亲和力显示50NI染色模

式相同，但是结合信号不同。数据进一步证明了成熟scFvs能够特异区分CD16两种亚型，并

特异性的结合CD16A。

[0212] 实施列9：重组体CD16A-Fc和CD16B的ELISA实验

[0213] 为了得到scFvs对CD16A特异性的进一步支持数据，我们进行了用CD16A-Fc融合蛋

白(实施例1)和商业上可利用的重组体CD16B-Fc(等位基因NA-2；无BSA；RD  Systems)的

ELISA实验。一种gp34-Fc融合蛋白用作阴性对照。浓度为80nM的重组蛋白用pH8.8、100mM 

NaHCO3溶液包被过夜。

[0214] 利用HRP偶联的抗myc(10μg/ml)来检测scFv与重组蛋白的结合。用MAb  A9(1μg/

mL)和HRP偶联的羊抗鼠IgG作为实验的阳性对照。直接用HRP偶联的抗组氨酸(1μg/mL)来检

测与重组体CD16B的结合，用HRP偶联的抗人IgG(0.15μg/mL)来检测与Fc 融合蛋白的结合。

[0215] 所有的scFv都表现出对CD16A-Fc强的结合，而对CD16B不结合(图3)。与gp34-Fc的

结合有轻微的增强的背景。这可能是由于有少量的对gp34-Fc的非特异性结合，因为所有的

二抗单独都对该蛋白质具有轻微的背景信号。

[0216] 如所期望的，A9能够很强的识别CD16A-Fc。然而，我们必须考虑的是HRP偶联的羊

抗鼠的二抗与人Fc融合蛋白具有显著的交叉反应性(看单独用HRP偶联的羊抗鼠的二抗的

对照)。利用HRP偶联的预吸附了得羊抗鼠IgG与人IgG具有很少的交叉反应(数据没有显

示)，显示了背景结合未显著减少。

[0217] MAb  A9对CD16B有清楚的信号，它不受二抗的影响。

[0218] 实施例10：重组CD16A-Fc在还原和非还原条件下免疫印迹

[0219] 为了对所有的抗CD16A  scFv进行进一步的鉴定，我们利用Western  Blot检测抗

CD16A  scFv对重组CD16A-Fc和NKp46-Fc的结合。

[0220] 用12％SDS胶在还原条件下以及8％胶在非还原条件下分离的CD16A-Fc和NKp46-

Fc作为阴性对照。将蛋白质用电印记转到尼龙膜上。在用丽春红S染色后，将膜切成5mm宽的

细条。每个尼龙膜的细条都用含有PBS，0.1％吐温，2％脱脂奶粉的scFv(4μg/ml)温育。用
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HRP偶联的抗戊组氨酸(1μg/mL)以及作为过氧物酶底物的二氨基联苯(DAB)来检测。用作对

照的尼龙膜的细条用A9(1μg/mL)或anti-NKp46  195314温育，然后加入HRP偶联的羊抗鼠

IgG的二抗(0.2μg/mL，交叉反应性最小)。一种HRP偶联的羊抗人IgG(0.16μg/mL)的二抗作

为另外的一种阳性对照，用于检测融合蛋白的Fc段。

[0221] 在还原条件以及非还原条件下，单克隆抗体A9和195314都能识别它们的抗原。HRP

偶联的羊抗鼠作为MAb  A9的二抗与  CD16A-Fc的融合蛋白的Fc片段具有轻微的交叉反应。

相反地，抗CD16scFvs的结合只在非还原条件下可以观察到，由此说明由二硫键提供的稳定

的二级结构是识别所必需的。与成熟的scFvs的亲和力相比，亲本克隆50NI显示出较弱的信

号。我们还未检测到scFv  3-LB6的结合，任何scFv都与NKp46-Fc对照蛋白不产生交叉反应，

由此确定了其对CD16的特异性。

[0222] 实施例11：利用Superdex  200柱子的分子筛析色谱(法)来分析scFv

[0223] 为了确定是否scFv变异体的高亲和力主要取决于提高的单价结合，我们用蛋白质

制品来通过Superdex  200凝胶过滤柱来分析它们的低聚物的组成。LMW凝胶过滤标准试剂

盒(Amersham  PharmaciaBiosciences，Freiburg，Germany)作为标准。表3概括介绍了蛋白

质制剂中存在的分子形式。

[0224] 表3出现在单个蛋白质制品中的scFvs的分子形式。由于3-LB5的蛋白质浓度较低，

因此不能用于分析。

[0225]      scFv     单体     二聚体 

     3-LS49      67.2％      32.8％ 

     3-LB3      87.8％      12.2％ 

     3-LB6      100％      - 

     4-LS14      57.6％      42.4％ 

     4-LS21      100％      - 

[0226] 分子筛析色谱(法)清晰地显示了scFv  3-LB6和4-LS21都是单个的单体。

[0227] 相反地，3-LS49、3-LB3和4-LS14具有显著比例的二聚体分子，说明了对于3-LB6和

4-LS21这些分子改造的结合特性性不仅是因为高的亲和力，而且同样反应出由于二聚体形

成的亲和力作用。

[0228] 实施例12：通过表面胞质共振现象(SPR)来测定scFv的亲和力

[0229] 通过生物传感器系统BIAcore  2000(Amersham-Pharmacia)的  SPR来测定scFv的

亲和常数(KD值)。将CD16A-Fc融合蛋白和用作阴性对照的BSA通过一般的NHS/EDC化学反应

固定在羧甲基葡萄糖包被的传感器晶片CM5上，用于胺偶合过程(BIAcore)。利用HBS-EP缓

冲液(BIAcore，Uppsala，Sweden)将纯化的scFvs进行稀释。将不同浓度的scFv的抗体

(100Nm、200nM、400nM、800nM和1600nM)通过固定的抗原产生了结合数据。抗CD16  MAb  A9作

为实验的阳性对照。所有SPR的测定都在25C、20μL/min的HBS-EP缓冲液都以稳定的流动速

率中进行。每个注入的样本(100μl)与抗原接触5min，接着分离30min。每个循环后，传感器

晶体的表面都用HBS-EP缓冲液进行冲洗。来自于包被有BSA的对照信道的信号被自动减除

掉。利用BIAevaluation软件3.0版本(BIAcore)的1/1  Langmuir结合模型来计算动力学常

数。计算的off-和on-rate常量以及各自的KD值请见表4。作为对照的MAb  A9，计算得出的KD

值为1 .7 5×1 0 - 9M，而相关文献报导的KD值为1，55×1 0 - 9M (R e n n e r等，2001 
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CancerImmunol.Immunother.50：102-108)。另外，还通过对scFv  50NI，4-LS21和3-LB6的

SPR数据的动力平衡分析得出平衡解离常数。

[0230] 表4 单个scFvs结合的动力学数据

[0231] scFv kon(M-1s-1)    koff(s-1)    KD＝koff/kon(M) Keq(M)

50NI4-

LS213-

LB63-

LS493-

LB34-

LS143-

LB5MAbA

9   

(1.76±1.37)×104

(5.60±1.88)×104

(5.48±0.48)×104

(2.93±1.05)×104

(2.16±0.44)×104

(5.09±0.99)×104

(7.33±0.44)×104

(1.01±0.46)×105

(2.17±0.55)×10-2

(6.30±0.48)×10-3 

(6.52±0.44)×10-3 

(4.01±0.93)×10-3

(2.97±0.48)×10-3 

(5.57±1.31)×10-3 

(2.97±0.48)×10-3

(1.77±0.84)×10-4

1.23×10-6

1.13×10-7

1.19×10-7

1.37×10-7

1.38×10-7

1.09×10-7

4.05×10-8

1.75×10-9

2.56×10-6

2.03×10-7

1.06×10-7

n.d.    

n.d.    

n.d.    

n.d.    

n.d.   

[0232] 通过这两种方法相联系得到的单独计算动力学常数，能够很好的并且直接的比较

亲本克隆50NI，揭示通过轻链的替换可以提高超过20倍的亲和力。所有的3种scFv单体蛋白

群(参照表3，实施例11)  表明改善结合的特性是由于基于抗原scFv接触面的最优化的高亲

和力而不是亲和力效应。scFv  3-LS49，3-LB-3和3-LS14的KD值比较接近，但是它们却是属

于含有具有显著差异的二聚体的不同分子群(参照表2，实施例13)。因此，这些抗体亲和力

的改良可能至少部分是由于多价体的结合。

[0233] 实施例13：通过与亲和力的成熟的抗CD16  scFv的结合来诱导Ca2+ 流

[0234] 为了鉴定亲和力成熟的scFv是否维持它们的引起外周血NK细胞中Ca2+流动的能

力，Ca2+流动的能力是通过亲本抗CD16  scFv  50NI体现的，从外周血中分离和浓缩的NK细胞

用上面实施例5介绍的方法来测定Ca2+流。

[0235] 结果清晰地显示，在新鲜分离的NK细胞中，添加MAb抗(His)6后再只添加羊抗鼠

IgG多克隆抗体(GAM)对细胞内的钙离子的浓度变化不显著。然而，在添加scFv  50NI后荧光

信号增强，实施例5已经介绍了scFv  50NI与MAb抗(His)6和GAM的交叉反应。

[0236] 当亲和力-成熟的抗CD16  scFv(3-LS49或4-LS21，用作例证)被应用，通过与抗

(His)6和GAM交联后增强的信号至少与50NI引发的信号一样强。因此，可以得出：通过人

scFv  50NI链替换来的scFv能够维持它们激活NK细胞并通过与CD16A结合引发细胞内钙流

动的能力。

[0237] 实施例14：在新鲜分离的NK细胞中引发溶细胞活性

[0238] CD16A涉及于由NK细胞介导的抗体依赖性细胞毒性作用(ADCC)。在体内，激活对

CD16特异de单克隆抗体IgG同种型能够引发FcR阳性靶细胞的杀伤。为了确定是否亲和力-

成熟的抗CD16A  scFv在NK细胞中诱导钙流动，也同样能够介导NK细胞的细胞毒性，我们利

用新鲜分离的NK细胞重导向杀伤作用于鼠FcR阳性P815细胞来检测scFv。因为scFv缺乏

IgG，的Fc段，因此它们与  抗(His)6鼠的单克隆抗体一起使用。重定向细胞溶解通过释放的

钙黄绿素含量来测定。

[0239] 按照上面介绍的方法从健康捐献者的PBMC中分离和富集NK细胞。流式细胞检测分

析显示NK细胞群含有81％的CD16的阳性细胞和94％CD56阳性细胞；没有检测到一定数量的

CD3阳性或CD19阳性细胞(数据未列出)。鼠P815细胞系(由Dr .G .Moldenhauer，DKFZ，

说　明　书 25/31 页

29

CN 101583625 B

29



Heidelberg，Germany惠赠)是用添加10％的热灭活胎牛血清(FCS)，2mM的L-谷氨酰胺，

100U/mL青霉素G钠，100μg/mL硫酸链霉素以及50μM  b-巯基乙醇的RPMI  1640培养基培养

的。对该实验，所用的P815靶细胞是用10μM  CalceinAM(分子探针)在不含FCS的RPMI  1640

培养基中37℃条件下作用30min来标记的。将标记的P815细胞用RPMI  1640清洗2次，然后用

添加10％的热灭活FCS、2mM的L-谷氨酰胺、100U/mL青霉素G钠和100μg/mL硫酸链霉素RPMI 

1640培养基重悬细胞，使得细胞密度为1×106/mL。从细胞悬液中接种50μL即1×104个细胞

于96孔圆形底部微量滴定板的各个孔中。将新鲜分离的1×105个NK细胞以50μL的体积添加

到每孔中，目的是使效应细胞与靶细胞的比例是10∶1。每孔中添加终浓度为1μg/mL的抗

CD16抗体和对照抗体，同样说明1μg/mL的抗(His)6 鼠MAb  13/45/31-2也是适用的。单克隆

抗体OKT3(一种抗CD3MAb)，A9和13/45/31-2抗(His)6都由Dr .G .Moldenhauer，DKFZ，

Heidelberg，Germany惠赠。抗体B159抗CD56是从BDBiosciences/Pharmingen(Heidelberg，

Germany)购买；195314抗-NKp46是从R&D  Systems(Wiesbaden，Germany)购买。将这些平板

置于一定湿度的含有5％CO2条件下，37℃温育3小时。向一些孔中添加1％Triton×100

(Roth，Karlsruhe，Germany)，目的是使靶细胞能够最大程度的溶解。通过对不含效应细胞

以及抗体的靶细胞的培养来测定自然释放的钙黄绿素。在温育后，将微量滴定板以500g  离

心5min，收集约100μL的悬液，在520nm处用多标记阅读器(Victor3，Perkin  Elmer，Rodgau，

Germany)来测定释放的钙黄绿素的荧光。细胞溶解的计算按照如下公式：[F(样品)-F(自发

的)]/[F(最大)-F(自发)]×100％。利用三个重复样产生了的平均值以及标准差绘制成图

4。

[0240] 如所预测的，用作对照的抗体OKT3抗CD3，B159抗CD56和抗(His)6MAbs与没有添加

任何抗体的样品一样，只有背景杀伤。这就意味着一种抗体与非激活受体如CD56的结合是

不能诱导NK细胞的细胞毒性。另外，对照抗体与P815靶细胞Fc受体结合后，能排斥IgGs的毒

性效应，但是对NK细胞的效应分子不起作用。相反地，MAb  195314(抗NKp46)和A9(抗CD16)，

两者都能靶向激活NK受体，引发P815靶细胞较强的溶解，其范围分别是35％和65％。抗CD16 

scFv对靶细胞的溶解率为1.8％和11.5％之间，这表明scFv单独不能激活NK细胞。然而，在

所有样品中，添加MAb抗(His)6  都能促进FcR阳性P815细胞的交联以及结合，进而引发细胞

大量的溶解。亲和力-成熟的scFv  4-LS21中，大约有60％的靶细胞溶解。亲本抗CD16  scFv 

50NI与MAb抗(His)6一起能够对NK细胞对P815靶细胞的重定向杀伤起着较小的作用。

[0241] 亲和力-成熟的抗CD16  scFv的重定向细胞毒性分析结果清楚显示了抗CD16A 

scFv不仅能够引起NK细胞的钙流，还能引发NK细胞的细胞毒性。

[0242] 实施例15：编码人CD16A-Fc48R/158F突变体以及人CD16B-Fc三种不同等位基因突

变体的核酸序列的产生

[0243] 人FcγRIII存在FcγRIIIA(转膜蛋白)和FcγRIIIB(GPI锚定物)两种亚型，两者

在胞外免疫球结合区域的同源性为96％(vande  Winkel  and  Capel，1993，Immunol.Today 

14(5)：215-221)。这两个亚型具有不同的等位基因突变体(Koene等，1997  Blood  90：110 

9-1114；Koene等，1998  Blood  91：673-679)。图6显示的是A和B亚型不同等位基因突变体氨

基酸序列的对比结果。

[0244] 实施例1所述的，用质粒pCDM-CD16-Fc瞬时转染HEK-293细胞产生的可溶性CD16A-

Fc融合蛋白是人CD16A-Fc48R/158V(Mandelboim等，1999，supra)。人体上这种亚型在158位
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存在双等位基因多态(FcgRIII-A  158Val/Phe)，它能影响自然杀伤细胞上的Fcg  RIII-A受

体对IgG的亲和力。有报道指出等位基因FcgRIII-A  158  Val比等位基因158  Phe对IgG表现

出更高的亲和力(Koene等，1997  supra)。

[0245] 为了说明scFv  4-LS21结合于Phe突变体，利用pCDM-CD16A-Fc48R/158V定点突变

产生pCDM-CD16A-Fc48R/158F。向10ng  pCDM-CD16A-Fc48R/158V质粒中添加125ng引物P41，

5’C T G C A G G G G G C T T T T T G G G A G T A A A A A T G T G  3’(S E Q  I D  N O  4 7) 和P4 2，5 ′

CACATTTTTACTCCCAAAAAGCCCCCTGCAG  3′(SEQ  ID  NO  48)，25mM  dNTP以及2.5U  PfuUltra 

HF  DNA聚合酶(Stratagene)。反应程序为：95℃，30sec；16个循环的95℃，30sec；66℃，

60sec；68℃，318sec。扩增产物用DpnI限制内切酶酶切3小时，在80℃，温育20min终止反应。

用2μl的反应混合物转化Chemocompetent  TOP10/P3细胞(Invitrogen)，150μl涂在含有10μ

g/ml四环素和25μg/ml氨苄青霉素的LB平皿上。通过测序确认了编码pCDM-CD16A-Fc48R/

158F的序列。按照实施例1的方法表达和纯化CD16A-Fc48R/158F。

[0246] 在人体中表达的FcgRIIIB受体包含三种不同的等位基因的突变体，分别命名为

NA1，NA2和SH(Koene等，1997  supra；Koene等，1998  supra)。三种编码人CD16B等位基因胞

外结构域的基因由Geneart(Regensburg，Germany)合成。将核酸序列进行克隆，HindIII/

BamHI双酶切后，连接到含有受体Fc段核酸序列的pSEC质粒上。  按照实施例1的方法表达和

纯化CD16B-FcNA1，CD16B-FcNA2和CD16B-FcSH。

[0247] 实施例16：人CD16不同等位基因突变体的Western-blot

[0248] 我们利用CD16A和CD16B不同等位基因变异体的Western-Blot检测来确定scFv  4-

LS21对CD16A亚型的特异性。将750ng的CD16A-Fc48R/158V、CD16A-Fc48R/158F、CD16B-FcSH、

CD16B-FcNA1、CD16B-FcNA2和NKp46-Fc(阴性对照)置于8％的非还原SDS胶上，并印迹到膜上。

[0249] 将4μg/ml的抗CD16  scFv  A9、抗CD16A  scFv  4-LS21和抗NKp46scFv(阴性对照)印

迹到膜上进行温育。利用HRP抗His(1μg/mL)来检测scFv对重组蛋白的结合。HRP偶联的抗人

IgG和HRP偶联的抗His(1μg/mL)用作对照。

[0250] 4-LS21  scFv只与CD16A型等位基因有较强的结合：与CD16B等位基因不结合。同时

结果也说明了4-LS21  scFv对CD16A型的特异性，4-LS21  scFv能识别CD16A的2种等位基因

突变体。相反地，鼠抗CD16  scFv  A9能够与CD16A和CD16B的所有的等位基因突变体以相同

的方式结合。

[0251] 实施例17：人CD16不同等位基因突变体的ELISA检测

[0252] 利用不同的等位基因突变体的ELISA来进一步验证scFv  4-LS21对CD16A亚型的特

异性。将Maxisorp板的各孔用100mM分别含有200ng的CD16A-Fc48R/158V、CD16A-Fc48R/158F、

CD16B-FcSH，CD16B-FcNA1、CD16B-FcNA2或NKp46-Fc(阴性对照)的NaHCO3  进行包被。

[0253] 往孔内加入浓度为4μg/ml抗CD16A  4-LS21  scFv和抗NKp46scFv进行温育。用HRP

偶联的抗His(1μg/ml)对scFv与重组蛋白的结合进行检测。结果显示scFv  4-LS21与CD16A

的两个等位基因都有很强的结合，而对CD16B等位基因不结合(图7A)，由此说明  了4-LS21 

scFv对CD16A亚型的特异性结合。

[0254] 同时设置了相同包被板的抗CD16  MAb  A9(1μg/ml)的平行对照组(图7B)。在加入

MAb  A9(1μg/mL)温育后，加入浓度为0.5μg/ml的HRP偶联羊抗鼠IgG(对人Fc交叉反应最

小)。MAb  A9与所有的等位基因突变体都有较强的结合(CD16A和CD16B两者)。
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[0255] 实施例18：用表面等离子体共振(SPR)来比较scFv  4-LS21和单克隆Ab  A9对人

CD16不同等位基因形式的亲和力

[0256] 利用BIAcore  2000生物传感器系统(Amersham-Pharmacia)按照实施例12所述的

步骤，来测定scFv  4-LS21和MAb  A9对不同突变体CD16A-Fc48R/158V、CD16A-Fc48R/158F、CD16B-

FcSH，CD16B-FcNA1  和CD16B-FcNA2的SPR进一步确定它们的亲和力常数(KD值)。计算的off-和

on-rate常量以及各自的KD值请见下表5。

[0257] 与预想一致的是，MAb  A9(用作对照的)对所有等位基因突变体的KD值范围是4-6

×10-9M，表明MAb  A9对所有等位基因形式的普遍结合。不同的是scFv  4-LS21再次表现出对

CD1  6A型的高特异性。4-LS21  scFv对CD16A-Fc48R/158V表现出的KD值为6×10-8M，对

CD16A-Fc48R/158F表现出的KD值为4×10-8M。这表明4-LS21scFv结合CD16A两等位基因的亲

和力几乎相同。另外，不同的是4-LS21不与CD16B的任何一个等位基因形式结合。

[0258] 表5：scFv  4-LS21和the  MAb  A9对CD16A和CD16B

[0259] 不同等位基因突变体结合的动力学数据

[0260] scFv/Mab 亚型&等位基因变

异体 

kon(M-1s-1)    koff(s-1)    KD(M)(koff/kon)

4-LS21 MAbA9   CD16A  Fc48R/158V 5.54±1.97×104 

7.86±2.16×104

3.42±0.14×10-3 4.06±1.0×10-4 6.17×10-8 5.17×10-9

4-LS21 MAbA9   CD16A  Fc48R/158F 7.13±2.47×104 

9.94±3.46×104

3.23±0.09×10-3 3.80±1.0×10-4 4.53×10-8 3.82×10-9

4-LS21 MAbA9   CD16B  FcSH 7.79±1.90×104 NO  BINDING 5.28±4.93×10-4 1.14×10-8

[0261] 4-LS21 MAbA9 CD16B  FcNA1 7.72±4.86×104 NO  BINDING 4.87±4.72×10-4 8.91×10-9

4-LS21 MAbA9 CD16B  FcNA2 7.57±2.90×104 NO  BINDING 4.78±4.23×10-4 9.63×10-9

[0262] 实施例19：用于细菌TandAb分子表达的pSKK3  CD30×CD16  LS21  TandAb/(G2S)3质

粒的构建

[0263] 编码抗CD30和抗CD16A抗体的VH和VL可变区的基因，分别获自杂交瘤HRS-3或人

scFv文库的质粒pHOG_scFv(G2S)3αCD30(HRS-3)和pSKK2_scFvαCD16A(LS21)。

[0264] VHαCD16LS21通过聚合酶链式反应用引物P34，5’CATCACGATATCAGAACCACCGGAGCCG

CCGCTACCACCTGAGGACACGGTGACCAGGGTTCCC  3’(SEQ  ID  NO  49)，和P36，5’

CCGGCCATGGCGCAGGTC  CAGCTGGTACAGTCTGG  3’(SEQ  ID  NO  50)扩增得到，并在PCR产物的3’

端引入编码9个氨基酸接头(GlyGlySer)3 的核酸序列(SEQ  ID  NO  51)。将PCR产物用限制

性内切酶NcoI/EcoRV双酶切后克隆到NcoI/EcoRV  pHOG_scFv(G2S)3 αCD30(HRS-3)上，产生

了杂交质粒pHOG_VHαCD16LS21(G2S)3VLαCD30(G2S)3  VHαCD30。

[0265] 抗CD16A抗体4-LS21的VL是通过聚合酶链式反应用引物P35，5’GGTCACCGTCTCCTC

AGGTGGTAGCGGCGGCTCCGGTGGTTCTTCCTATGTGCTGACTCAGCCATCCTC  3’(SEQ  ID  NO  52)，和P3 

7，5’CCTCTAGATTAGTGATGGTGATGGTGATGGGATCCTAGGACGGTCAGCTTGGTCCC3’(SEQ  ID  NO  53)

扩增得到。在PCR产物的5’端引入编码9个氨基酸接头(GlyGlySer)3的核酸序列(SEQ  ID  NO 

52)。将PCR产物用限制性内切酶Bsm  BI/Xba  I双酶切后克隆到线性的Bsm  BI/XbaI双酶切

的杂交质粒pHOG_VHαCD16LS21(G2S)3VL  CD30(G2S)3VH αCD30，产生了pHOG  CD30×CD16LS21 

TandAb/(G2S)3质粒。将质粒用NcoI/XbaI双酶切后连接到  NcoI/XbaI双酶切过的线性的

pSKK3质粒上。

[0266] 实施例20：用于细菌TandAb分子表达的pSKK3  CD19×CD16LS21  Tandab/(G2S)3质粒
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的构建

[0267] 编码抗CD19抗体的VH和VL可变的基因是来源于用质粒pSKK3_scFv(G2S)3αCD19

(HD37)的杂交瘤HD37。

[0268] 用Nco  I/Bsm  BI将pSKK3_scFv(G2S)3αCD19(HC37)质粒双酶切后，将插入片段用琼

脂糖胶纯化。纯化后产物用限制性内切酶Eco  RV切割。将Eco  RV/Bsm  BI双酶切后的片段插

入到线性的用Eco  RV/Bsm  BI酶切的pHOG  CD30×CD16  LS21TandAb/(G2S)3质粒上，这样就产

生了pHOG  CD30×CD16LS21TandAb/(G2S)3质粒。将pHOG  CD19×CD16LS21TandAb/(G2S)3质粒用

NcoI/XbaI进行双酶切，然后连接到用NcoI/XbaI双酶切过的线性pSKK3质粒上。最终获得编

码抗CD19×抗CD16A  TandAb的pSKK3  CD19×CD16ALS21  TandAb/(G2S)3质粒。

[0269] 实施例21：CD30×CD16LS21TandAb/(G2S)3和CD19×CD16LS21  TandAb/(G2S)3分子在

细菌中的表达和纯化

[0270] 将转化了pSKK3  CD30×CD16  LS21  TandAb/(G2S)3  and  pSKK3CD19×CD16  LS21 

TandAb/(G2S)3表达质粒的E.coli  K12菌株RV308(Maurer等，1980，J.Mol.Biol.139：147-

161)样品在含有50μg/ml氨苄青霉素和100mM葡萄糖(2×YTGA)的2×YT培养基中于28℃培养

过夜。过夜培养物用2×YTGA稀释(1∶50)，在28℃、200rpm下进行摇床培养。当培养物达到

OD600为0.8时，9500g下离心15min得到细胞沉淀，并用相同体积的含有50μg/ml氨苄青霉素

的新鲜YTBS培养基(含有1M山梨醇和2.5mM甜菜碱的2×YT；Blacwell&  Horgan，1991，FEBS 

Letters  295：10-12重悬。添加IPTG至终浓度为0.2mM，在21℃下继续培养18-20h。4℃，

14000g下离心20min收集细胞。将细胞沉淀在5％初体积含有200mM  Tris-HCl、20％蔗糖、 

1mM  EDTA，pH8.0的冰冷缓冲液中重悬。间或搅拌下，在冰上温育1小时后，将原生质球在4℃

下14000g离心60min，可溶性的外周胞质提取物在上清中，与原生质球和在颗粒中的不可溶

外周胞质物质分离。将外周胞质组分于4℃用启动缓冲液(50mM  Tris-HCl，1M  NaCl，50mM咪

唑，pH7 .0)透析。1400g下于4℃离心含有重组体产物的透析溶液。将1ml装有Cu2+的

Chelating  Sepharose  Fast  Flow柱(GEHealthcare  Biosciences，Freiburg，Germany)用

50mM  Tris-HCl，1MNaCl，pH7.0(启动缓冲液)平衡后，在4℃下进行固定化金属亲和层析。将

样品上柱。然后用20倍柱体积的启动缓冲液洗柱，再用含有50mM咪唑的启动缓冲液洗柱，直

至流出液在280nm处的吸光值最小(大约使用30倍柱体积的缓冲液)。用含有50mM  Tris-

HCl，1MNaCl，300mM咪唑，pH7.0的缓冲液洗脱得到吸附物质。含有TandAb分子的洗脱部分用

Penta  HisTM的无牛血清蛋白抗体(Qiagen，Hilden，Germany)以及辣根过氧化物酶标记的羊

抗鼠IgG抗体进行免疫杂交鉴定。

[0271] 收集阳性部分，并采用PD-10预装柱(GE  Healthcare  Biosciences，Freiburg，

Germany)(CD30×CD16LS21TandAb/(G2S)3  andCD19×CD16LS21TandAb/(G2S)3，分别地)用于与

50mM咪唑、50mM  NaCl(pH6.0)or  50mM  MES、50mM  NaCl(pH5.5)行缓冲液交换。离心去浊。使

用0-1M  NaCl浓度梯度的含50mM咪唑、50mM  NaCl(pH6.0)or  50mM  MES、50mM  NaCl(pH5.5)

(CD30×CD16  LS21TandAb/(G2S)3  and  CD19×CD16  LS21TandAb/(G2S)3，respectively)缓冲

液，采用MonoS  HR5/5柱(GE  HealthcareBiosciences，Freiburg，Germany)通过离子交换层

析进行最终纯化。通过还原型15％SDS-PAGE以及考马斯染色鉴定含有TandAb分子的洗脱

物。收集阳性组分，并采用PD-10预装柱(GE  Healthcare  Biosciences，Freiburg，Germany)

与含有50mM咪唑和10mM  Trehalose(pH6.0 或7.0)(CD30×CD16LS21TandAb/(G2S)3和CD19×
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CD16LS21  TandAb/(G2S)3，分别地)的PBS进行缓冲液交换。

[0272] 实施例22：通过流式细胞术鉴定CD30×CD16 L S 21Tandab/(G 2S) 3和CD19×

CD16LS21TandAb/(G2S)3分子

[0273] 用磷酸钙法将pcDNA3-CD16A-zeta质粒瞬时转染HEK-293细胞(Dr.O.Mandelboim，

University  of  Jerusalem，Israel)，转染40小时后按照实施例7所述的方法用流式细胞术

测定与CD16A的结合。多毛状白血病细胞系JOK-1(Schwartz-Albiez  R，Dorken  B，Monner 

DA，Moldenhauer  G，(1991)Int  Immunol  3：623，a  kind  gift  fromDr.G .Moldenhauer,

DKFZ，Heidelberg)用于判断与CD19的结合。通过人Hodgkin细胞系L540CY(由德国科隆大学

V.Diehl博士友情提供；Kapp  U，Wolf  J，von  Kalle  C，Tawadros  S，Rottgen  A，EngertA，

Fonatsch  C，Stein  H，Diehl  V.(1992)Ann  Oncol .Sep；3  Suppl  4：21-3)染色来检测与

CD30的反应。按照上述基本相同的方法进行细胞染色和分析。所有重组抗体均用10μg/mL 

MAb抗6-组氨酸13/45/31-2(Dianova，Hamburg，Germany)和15μg/mL  FITC偶联的羊抗鼠IgG

(Dianova)检测。

[0274] 流式细胞术分析证实CD30×CD16  LS21  TandAb和CD19×CD16  LS21  抗体均对细胞表

达的相应抗原具有强的结合力。

[0275] 实施例23：亲和力的测定

[0276] 通过表面等离子体共振测定，scFv  4-LS21对CD16A抗原的等位基因变异体48R/

158V和48R/158F的KD值的测定结果显示与5×10-8M相当，说明这两个等位基因变异体均能

以大约相同的亲和力被识别。4-LS21产生TandAb  CD30×CD16LS21证实了这个发现，其也显

示与CD16A的两种等位基因变异体几乎以相同的亲和力相结合。与4-LS21  scFv相比，用

TandAb抗体可观测到在亲和力上超过10因素的进步，这是由于亲和力的增加。

[0277] 实施例24：通过分子细胞毒性实验鉴定CD30×CD16LS21TandAb/(G2S)3和CD19×

CD16LS21TandAb/(G2S)3

[0278] 为了判断CD30×CD16LS21和CD19×CD16LS21TandAb抗体是否能够通过赠加NK细胞以

及由交叉反应受体对NK细胞的激活来介胞内毒性反应，按照T.Dreier等(2002，Int  J 

Cancer  100：690-697)描述的方法进行非放射性细胞毒性实验。按照前所方法从PBMC中富

集作为效应细胞的NK细胞。用流式细胞仪检测各例中富集的NK细胞的纯度和抗原表达情况

(不显示日期)。

[0279] 在含有10％FCS、2mM  L-谷氨酰胺和100IU/mL青霉素G纳以及100100μg/mL硫酸链

霉素的RPMI1640培养基中培养CD30+  L540CY靶细胞或CD19+JOK-1或Raji靶细胞(作为RPMI

培养基的所有组分均来自Invitrogen)。用于细胞毒性式样的细胞均用10μM钙黄绿素AM

(Molecular  Probes/Invitrogen)标记，在37℃于RPMI培养基中培养30min。温和清洗标记

的细胞，用RPMI培养基重悬至浓度为1×105/mL。将1×104靶细胞与富集的1×105NK细胞一

起加入到具有CD30×CD16LS21TandAb或CD19×CD16ALS21TandAb96的圆底微孔板中，总体积

200μL/孔。200g离心2分钟后，在37℃，一定湿度和5％的CO2条件下温育3小时。温育结束前

15分钟，将20μL含10％Triton  X-100的RPMI培养基加入到只含有靶细胞的孔中。其它每孔

均加入20μL  RPMI培养基。500g下离心5min每孔得到100μL细胞培养上清，用荧光板读取器

(Victor  3，Perkin  Elmer)测定释放出的钙黄绿素在520nm处的荧光值。在测定的基础上，

用下述公式计算特异细胞裂解：(样品荧光值-自发荧光值)/(最大荧光值-自发荧光值)×
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100％。自发荧光值是在没有效应细胞或抗体的情况下对靶细胞的荧光计数，最大荧光值是

加入Triton  X-100使得全部细胞裂解进行的荧光计数。用Prism软件(GraphPad  Software)

绘制Sigmoidal  dose  response曲线，如图8所示。

[0280] 结果证实了Ta nd A b激活的NK细胞对靶细胞的特异裂解。相反，CD1 9×

CD16LS21TandAb并不介导CD19-L540CY靶细胞的裂解，反之亦然，CD30×CD16LS21TandAb并不

激活NK细胞杀伤CD30-JOK-1细胞。在没有NK细胞存在的情况下，CD30×CD16LS21TandAb和

CD19×CD16LS21TandAb均不显示针对靶细胞的细胞毒性作用。
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