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(54) 발명의 명칭 가변 부위에 글리코실화를 가지는 아밀로이드 베타에 대한 항체

(57) 요 약

본 발명은 정제된 항체 분자에 관한 것으로서,

1개 이상의 항원 결합 자리는 중쇄(VH)의 가변 부위에 글리코실화 아스파라긴(Asn)을 포함하며, 보다 특히 상기

항체 분자 및 항체 혼합물을 포함하는 약학적 및 진단 조성물은 β-A4 펩티드/Aβ4를 특이적으로 인식할 수 있도

록 제공되고, 본 발명은 특히 중쇄의 가변 부위에 글리코실화 아스파라긴(Asn)이 있는 1개 또는 2개의 글리코실

화 항원 결합 자리를 포함하는 항체 혼합물, 즉 중쇄(VH)의 가변 부위에 글리코실화 Asn을 포함하는 항체 이성질

체의 혼합물, 또한 특이적 글리코실화 항체 이성질체를 포함하는 항체 조제 또는 조성물에 관한 것이며, 추가로

상기 항체용의 약학적 및 진단학적 용도에 관한 것이고, 상기 항체 이성질체는 예를 들어 아밀로이드 생성 또는

아밀로이드-플라크 형성의 약학적 예방 및/또는 진단에 사용할 수 있는 것을 특징으로 한다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

항체 분자를 포함하는 조성물로서,

상기 항체 분자는 β-A4 펩티드/Aβ4를 특이적으로 인지할 수 있고,

상기 항체 분자는 모노-글리코실화 항체 분자(mono-glycosylated antibody molecule) 또는 이중-글리코실화 항

체 분자(double-glycosylated antibody molecule)이거나, 상기 조성물은 상기 모노-글리코실화 항체 분자와 상

기 이중-글리코실화 항체 분자의 혼합물을 포함하고,

상기 모노-글리코실화 항체 분자는 중쇄의 가변 부위의 서열 번호: 2의 52 위치 또는 서열 번호: 6의 52 위치에

하나의 글리코실화 아스파라긴(Asn)을 포함하며,

상기 이중-글리코실화 항체 분자는 항체 결합 자리 둘다의 중쇄의 가변영역의 서열 번호: 2의 52 위치 또는 서

열 번호: 6의 52 위치에 글리코실화 아스파라긴(Asn)을 포함하고,

상기 항체 분자는 서열번호: 10으로 나타나는 가변 중쇄의 CDR1, 서열 번호: 12로 나타나는 가변 중쇄의 CDR2,

서열 번호: 14로 나타나는 가변 중쇄의 CDR3, 서열번호: 16으로 나타나는 가변 경쇄(light chain)의 CDR1, 서열

번호: 18로 나타나는 가변 경쇄의 CDR2 및 서열 번호: 20으로 나타나는 가변 경쇄의 CDR3 를 포함하며,

상기 조성물은 중쇄(VH)의 가변 부위에 글리코실화(glycosylation)을 포함하지 않는 글리코실화되지 않은 항체

분자(non-glycosylated antibody molecule)를5 % 이하로 포함하고,

치매 또는 알쯔하이머병의 진단 및 치료를 위한 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 2 

제 1 항에 있어서,

중쇄(VH)의 가변 부위의 글리코실화 아스파라긴(Asn)은 CDR-2(서열번호: 12) 부위에 있는 것을 특징으로 하는

조성물.

청구항 3 

제 1 항 또는 제 2 항에 있어서,

상기 글리코실화되지 않은 항체 분자(non-glycosylated  antibody  molecule)는 항체 분자의 항원 결합 자리가

중쇄(VH)의 가변 부위에 글리코실화 아스파라긴(Asn)을 포함하지 않는 것인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 4 

삭제

청구항 5 

제 1 항 또는 제 2 항에 있어서,

상기 β-A4 펩티드/Aβ4는 하기의 서열, 또는 하기 서열 중 15개 이상의 아미노산 부분을 갖는 것을 특징으로

하는 조성물:

 

청구항 6 

삭제
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청구항 7 

제 1 항 또는 제 2 항에 있어서,

상기 항체 분자는 하기 (a), (b) 또는 (c) 에 의해서 암호화되는 중쇄(VH)를 포함하는 것을 특징으로 하는 조성

물:

(a) 서열 번호: 1로 나타내는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산 분자; 

(b) 서열 번호: 2로 나타내는 아미노산 서열을 가지는 폴리펩티드를 암호화하는 핵산 분자; 또는

(c) 상기 (a) 및 (b) 중 어느 하나에서 기재한 핵산 서열로 퇴화(degeneration)되는 핵산 서열.

청구항 8 

제 1 항 또는 제 2 항에 있어서,

상기 항체 분자는 하기 (a) 및 (b)로 이루어진 군으로부터 선택되는 중쇄를 포함하는 것을 특징으로 하는 조성

물:

(a) 서열 번호: 5, 23 또는 25에서 나타내는 핵산 분자에 의해 암호화되는 중쇄 폴리펩티드; 및

(b) 서열 번호: 6 또는 26에서 나타내는 아미노산 서열을 가지는 중쇄 폴리펩티드.

청구항 9 

제 1 항 또는 제 2 항에 있어서,

VH 부위의 Asn 상의 상기 글리코실화는 하기 (a), (b), (c) 및 (d)로 이루어진 군으로부터 선택되는 것을 특징

으로 하는 조성물:

(a) 바이안테나 복합체 타입(biantennary complex type)의 당 구조;

(b) 바이안테나 하이브리드 타입의 당 구조;

(c) 바이안테나 올리고만노스 타입의 당 구조; 및

(d) 도 5 또는 도 27에서 제공하는 구조들 중 임의의 당 바이-안테나 구조.

청구항 10 

제 9 항에 있어서,

상기 당 구조는 코어 푸코실화(core fucosylation)를 포함하지 않는 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 11 
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제 1 항 또는 제 2 항에 있어서,

상기 항체 분자는 재조합형으로 제조되는 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 12 

제 1 항 또는 제 2 항에 있어서,

상기 항체 분자는 CHO-세포에서 제조되는 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 13 

제 12 항에 있어서,

상기 CHO 세포는 CHO K1 또는 CHO K1 SV인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 14 

삭제

청구항 15 

삭제

청구항 16 

삭제

청구항 17 

삭제

청구항 18 

제 1 항 또는 제 2 항에 있어서,

상기 조성물은 진단 조성물 또는 약학적 조성물인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 19 

아밀로이드 생성 및 아밀로이드-플라크 형성 중 어느 하나 이상과 관련된 질환의 예방, 치료 또는 예방과 치료

를 위한 약제를 제조하는데 사용하기 위한 제 1 항 또는 제 2 항에 따른 조성물로서, 

상기 질환은 치매 또는 알쯔하이머병인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 20 

아밀로이드 생성 및 아밀로이드-플라크 형성 중 어느 하나 이상과 관련된 질환을 검출하기 위한 진단 키트를 제

조하는데 사용하기 위한 제 1 항 또는 제 2 항에 따른 조성물로서, 

상기 질환은 치매 또는 알쯔하이머병인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 21 

β-아밀로이드 플라크를 분해하기 위한 약제를 제조하는데 사용하기 위한 제 1 항 또는 제 2 항에 따른 조성물

로서, 

치매 또는 알쯔하이머병의 진단 및 치료를 위한 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 22 

β-아밀로이드 플라크 형성에 대한 수동 면역화를 위한 약학적 조성물을 제조하는데 사용하기 위한 제 1 항 또

는 제 2 항에 따른 조성물로서, 

치매 또는 알쯔하이머병의 진단 및 치료를 위한 것을 특징으로 하는 조성물.
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청구항 23 

아밀로이드 생성 및 아밀로이드-플라크 형성 중 어느 하나 이상과 관련된 질환에 대한 예방적 치료용의 약학적

조성물을 제조하는데 사용하기 위한 제 1 항 또는 제 2 항에 따른 조성물로서, 

상기 질환은 치매 또는 알쯔하이머병인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 24 

제 23 항에 있어서,

아밀로이드-β의 응집 중간체 또는 선재성 플라크를 감소시키기 위한 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 25 

환자의 아밀로이드 생성 및 아밀로이드-플라크 형성 중 어느 하나 이상과 관련된 질환의 진단을 위한 진단 키트

를 제조하는데 사용하거나, 또는 아밀로이드 생성 및 아밀로이드-플라크 형성 중 어느 하나 이상과 관련된 질환

의 발병에 있어서 환자의 민감성(susceptibility)을 진단하기 위한 진단 키트를 제조하는데 사용하기 위한 제 1

항 또는 제 2 항에 따른 조성물로서, 

상기 질환은 치매 또는 알쯔하이머병인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 26 

제 1 항 또는 제 2 항의 조성물을 포함하는 키트(kit).

청구항 27 

삭제

청구항 28 

삭제

청구항 29 

삭제

청구항 30 

삭제

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 1개 이상의 항원 결합 자리가 중쇄(VH)의 가변 부위에 글리코실화 아스파라긴(Asn)을 포함하는 것이[0001]

특징인 정제된 항체 분자의 제조에 관한 것이다.  보다 특히 정제된 항체 분자는 β-A4 펩티드/Aβ4를 특이적으

로 인지하고, 중쇄(VH)의 가변 부위에 글리코실화를 포함할 수 있도록 제공된다.  본 발명은 중쇄의 가변 부위에

글리코실화 아스파라긴(Asn)이 있는 1개 또는 2개의 글리코실화 항원 결합 자리를 포함하는 항체 혼합물, 즉 중

쇄(VH)의 가변 부위에 글리코실화 Asn을 포함하는 항체 이성질체의 혼합물에 관한 것이다.  또한 특이적인 글리

코실화 항체 이성질체를 포함하는 조성물 또는 항체의 제조를 밝히고 있다.  추가로 이러한 항체의 약학적 및

진단학적 용도에 대해서 밝히고 있다.  예를 들면 아밀로이드 생성 또는 아밀로이드-플라크 형성의 약학적 중재

및/또는 진단에 항체 이성질체를 사용할 수 있다.

배 경 기 술

모든 경우의 치매 중 약 70 %는 인지에 중요한 뇌 영역과 신경 회로망의 선택적 손상과 관련된 알쯔하이머병에[0002]

의해 발생한다.  알쯔하이머병은 대개 진정된 할로(defused halos)와 아밀로이드 침착의 치밀한 중심부를 포함

하는 다수의 아밀로이드 플라크와 해마의 추체신경세포의 신경섬유원의 농축이 특징이다.
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세포외 신경염 플라크는 "아밀로이드 β", "A-베타", "Aβ4", "β-A4" 또는 "Aβ"라고 하는 다량의 우세한 원섬[0003]

유상 펩티드를 함유한다; Selkoe(1994), Ann. Rev. Cell Biol. 10, 373-403, Koo(1999), PNAS Vol. 96, pp.

9989-9990, US 4,666,829 또는 Glenner(1984), BBRC 12, 1131 참조.  상기 아밀로이드 β는 "알쯔하이머 전구

단백질/β-아밀로이드 전구 단백질"(APP)로부터 유도된다.  APPs는 내재성 막 당단백질[Sisodia(1992),  PNAS

Vol. 89, pp. 6075]이며, 원형질막 단백분해효소인 α-세크라타제에 의해서 Aβ 서열내가 단백질내 가수분해적

으로 분리된다[Sisodia(1992), loc. cit. 참조].  또한 추가 세크라타제 활성, 특히 β-세크라타제 및 γ-세크

라타제 활성으로 39 아미노산(Aβ39), 40 아미노산(Aβ40), 42 아미노산(Aβ42) 또는 43 아미노산(Aβ43)을 포

함하는  아밀로이드-β(Aβ)의  세포외  방출을  유도한다;  Sinha(1999),  PNAS  96,  11094-1053;  Price(1998),

Science 282, 1078 내지 1083; WO 00/72880 또는 Hardy(1997), TINS 20, 154 참조.

Aβ는 몇가지 자연 발생적 형태가 있으며, 인간의 형태는 상기에서 언급한 Aβ39, Aβ40, Aβ41, Aβ42 및 Aβ[0004]

43과 같이 나타내는 것을 유의해야 한다.  가장 두드러진 형태인 Aβ42는 (N-말단에서 시작하여) 하기와 같은

아미노산 서열을 갖는다: DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA(서열 번호: 3).  Aβ41, Aβ40, Aβ39

에서는 각각 C-말단 아미노산 A, IA 및 VIA가 없다.  Aβ43-형태에서 추가의 트레오닌 잔기는 상기에서 언급한

서열(서열 번호: 3)의 C-말단에 포함된다.

Aβ40 원섬유를 핵형성시키는데 필요한 시간은 Aβ42 원섬유를 핵형성시키는데 필요한 시간 보다 현저하게 길다[0005]

고 알려져 있다; Koo, loc. cit. 및 Harper(1997), Ann. Rev. Biochem. 66, 385-407 참조.  Wagner(1999), J.

Clin. Invest. 104, 1239-1332에서 검토한 것과 같이 Aβ42는 보다 자주 신경염 플라크와 관련되어 있는 것으로

확인되며, 실험실내에서 더 많은 섬유화 성향이 있는 것으로 생각된다.  또한 Aβ42는 순서 비-결정 Aβ 펩티드

의 핵형성-의존 중합화에서 "시드(seed)"로서 작용하는 것으로도 알려져 있다; Jarrett(1993), Cell 93, 1055-

1058.

단백질 침착을 함유하는 세포외 플라크의 발생 및/또는 변형된 APP 처리는 알쯔하이머 병상에서 뿐만 아니라 기[0006]

타 신경 및/또는 퇴행성 신경 질환으로 고통받는 피험체에서도 알려져 있다.  이러한 질환들로는 그 중에서도

특히 다운 증후군, 네덜란드형 아밀로이드증이 있는 유전성 뇌출혈, 파킨스병, ALS(근위축성 측색경화증), 크로

이츠펠트 야콥병, HIV 관련 치매 및 운동 신경병증을 포함한다.

현재까지 아밀로이드 관련 질환에 있어서의 제한된 의학적 중재 계획만이 알려져 있다.  예를 들면 갈란타민,[0007]

리바스티그민 또는 도네페질과 같은 콜린에스테라아제 억제제가 질환을 완화시키기 위해서 약한 알쯔하이머 환

자에게만 유리하다고 알려져 있다.  그러나 이러한 약물의 콜린성 활성에 의한 불상사도 보고되었다.  이러한

콜린성이 강화된 치료(cholinergic-enhancing treatment)는 몇가지의 증상에 따른 이점이 있는 반면에 치료상

반응으로는 치료 환자의 대다수에 있어서 만족스럽지 않다.  치료 환자 중 단지 약 5 %에서만 현저한 인지 개선

이 나타났다고 평가되었으며, 상기 치료가 이러한 진행성 질환의 진행을 현저하게 바꾼다는 증후는 거의 없다.

결론적으로 보다 효과적인 치료에 놀랄만한 임상적인 필요성이 요구되며, 특히 이러한 질환의 진행을 정지시키[0008]

거나 연기시킬 수 있는 것이 요구된다.

또한 최근에는 메만틴과 같은 NMDA-수용체 길항제를 사용한다.  그러나 약학적 활성으로 인한 부작용이 보고되[0009]

었다.  추가로 상기 NMDA-수용체 길항제에 의한 상기와 같은 치료는 질병을 변형시키는 것이 아닌 단지 징후적

접근법으로 생각할 수 있다.

또한 아밀로이드 관련 질병의 치료에 있어서의 면역조절 접근법이 제안되었다.  WO 99/27944에서는 담체 분자[0010]

및 Aβ 펩티드의 일부를 포함하는 콘쥬게이트를 개시하고 있으며, 상기 담체 분자는 면역 반응을 강화시켜야 한

다.  또 다른 즉효성 면역 접근법은 WO 00/72880에서 언급하고 있으며, 또한 Aβ 단편을 사용하여 면역 반응을

유도한다.

또한 일반적인 항-Aβ 항체에 의한 수동 면역 접근법이 WO 99/27944 또는 WO 01/62801에 기재되어 있으며, Aβ[0011]

영역에 대해 직접적으로 유도된 특이적인 인간화 항체가 WO 02/46237, WO 02/088306 및 WO 02/088307에 기재되

어 있다.  WO 00/77178에는 가수분해 중 β-아밀로이드에 의해 채택된 변이 상태에 결합된 항체가 기재되어 있

다.  WO 03/070760에는 Aβ 펩티드 상의 2개의 불연속 아미노산 서열을 인지하는 항체 분자가 기재되어 있다.

WO 03/016466에는 Wallick(1998) J. Exp. Med. 168, 1099-1109에서 항체의 가변 부위의 글리코실화를 주장하기[0012]

때문에 중쇄에 잠재적 글리코실화를 피하기 위해서 변형된 인간화 항-Aβ 항체를 기재하고 있다.

발명의 내용
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해결하려는 과제

본 발명의 기초를 이루는 기술적인 문제는 아밀로이드 질환의 의학적 치료에 효과적인 수단 및 방법, 특히 (상[0013]

응하는) 의학적 중재의 필요에 따라 환자에게 해로운 아밀로이드 플라크를 감소시키는 방법 및 수단을 제공하는

것이다. 

과제의 해결 수단

본 발명의 기초를 이루는 기술적인 문제는 아밀로이드 질환의 의학적 치료에 효과적인 수단 및 방법, 특히 (상[0014]

응하는) 의학적 중재의 필요에 따라 환자에게 해로운 아밀로이드 플라크를 감소시키는 방법 및 수단을 제공하는

것이다. 

첫번째 측면에서 본 발명은 1개 이상의 항원 결합 자리가 중쇄(VH)의 가변 부위에 글리코실화 아스파라긴(Asn)[0015]

을 포함하는 것이 특징인 정제된 항체 분자를 제공하는 것이다.  여기서 제공하는 독창적인 정제된 항체 또는

항체 조성물은 특히 Aβ 및/또는 Aβ의 단편에 대해서 직접 유도된다.  여기서 제공되는 정제된 항체 분자 및

특히 항체 조성물 또는 본 발명의 항체 조제는 아밀로이드증 및/또는 아밀로이드 플라크 형성과 관련된 질환의

치료, 개선 및 예방에 있어서의 약학적 또는 진단학적 조성물의 제조에 유용하다.  이러한 질환의 예로는 알쯔

하이머병이 있다.

본 발명의 전후 관계에서 1개 이상의 항원 결합 자리가 예를 들어 아밀로이드 플라크의 감소에 특히 유용한 중[0016]

쇄의 가변 부위에 N-연결형 글리코실화를 포함하는 정제된 항체 분자의 발견이 놀랄만한 것이다.  추가로 여기

서 제공되는 글리코실화 항체 또는 항체 조성물은 특히 매우 효과적인 플라크 결합에 의해 설명할 수 있는 것과

같이 생체내에 혈뇌 장벽/혈뇌 경계를 유용하고 효과적으로 가로지른다는 것을 본 발명의 전후 관계에서 발견하

였다.

상기는 종래 문헌의 학설과는 완전하게 대조적인 것이다.  WO 03/016466에서는 중쇄에 N-글리코실화 자리가 없[0017]

도록 특이적으로 설계된 항체를 개시하고 있으며, 가변 부위 구조에서의 글리코실화는 항체 결합 친화력에 역효

과를 준다는 것이 알려져 있다.  중쇄 가변 CDR2 부위의 탈글리코실화 형태의 기재된 항-Aβ 항체는 실험실내에

서의 합성 및 정제된 Aβ 펩티드에 현저하게 높은 친화력이 있다는 것은 종래 문헌에서 알 수 있다.

따라서 본 발명은 Aβ4/Aβ 펩티드(아밀로이드 β)에 대해 직접 유도되고, 생체내에서 매우 효과적인 개선되고[0018]

정제된 항체 분자 또는 항제 조제, 특히 항체 분자 조제에 관한 것이다.  본 발명의 항체 분자/항체 조제의 개

선점은 중쇄의 가변 부위 중 1개 이상, 예를 들면 중쇄의 가변 부위의 CDR2에 N-글리코실화를 포함하는 정제된

항체 분자의 제공에 있다.  상기에서 언급한 것과 같이 상기는 예를 들어 Aβ에 대해 직접 유도된 항체에서는

N-글리코실화를 피해야 한다고 기재하고 있는 종래 문헌 WO 03/016466과는 대조적이다.

본 발명의 항체 분자의 예로는 면역글로불린 분자, 예를 들면 IgG 분자들이 있다.  IgG들은 2개의 중쇄 및 2개[0019]

의 경쇄(예를 들어 도 14에 도시되어 있음)를 포함하는 것이 특징이며, 이들 분자들은 2개의 항원 결합 자리를

포함한다.   상기  항원  결합  자리는  중쇄(VH)  부분과  경쇄(VL)  부분으로  구성되는  "가변  부위(variable

regions)"을 포함한다.  항원-결합 자리는 VH와 VL 도메인의 병치(juxtaposition)에 의해서 형성된다.  항체 분

자 또는 면역글로브린 분자의 일반적인 정보는 Abbas  "Cellular  and  Molecular  Immunology",  W.B.  Sounders

Company(2003)인 통상적인 교본도 또한 참조할 수 있다.

하나의 측면에서 예를 들면 본 발명에서 특정하는 면역글로불린 분자의 제공에서 항체는 1개의 항원 결합 자리[0020]

가 중쇄(VH)의 상응하는 가변 부위에 글리코실화 아스파라긴(Asn)을 포함한다고 기재되어 있다.  상기 항체는

이후에는 "모노-글리코실화 항체(mono-glycosylated ANTIBODY)"라고 하였다; 또한 도 14 참조.

또 다른 측면에서 상응하는 중쇄(VH)의 가변 부위에 글리코실화 아스파라긴(Asn)을 포함하는 두개의 항원 결합[0021]

자리가  있는  면역글로불린  분자를  제공한다.   상기  항체  분자를  이후에는  "이중-글리코실화  항체(double-

glycosylated ANTIBODY)"라고 하였다; 도 14 참조.

항원 결합 자리가 중쇄(VH)의 가변 부위에 글리코실화 아스파라긴(Asn)을 포함하지 않는 면역글로불린을 이후에[0022]

는 "비-글리코실화 항체(non-glycosylated ANTIBODY)"라고 하였다.

모노-글리코실화 항체, 이중-글리코실화 항체 및 비-글리코실화 항체는 동일한 아미노산 서열 또는 상이한 아미[0023]
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노산 서열을 포함할 수 있다.  따라서 "항체(ANTIBODY)"라는 용어는 면역글로불린과 같은 항체 분자, 특히 재조

합형으로  제조된  항체  분자를  포함한다.   그러나  하기에서  설명하는  것과  같이  "항체  분자(들)(ANTIBODY

molecule(s))"이라는 용어는 또한 단일-사슬 항체 또는 단일 사슬 Fv 단편(scAB/scFv) 또는 이중특이성 항체 구

성체와 같은 면역글로불린의 공지된 이성질체 및 변형체를 포함할 수도 있으며, 상기 이성질체 및 변형체는 여

기서 규정하는 1개 이상의 글리코실화 VH 부위를 포함하는 것이 특징이다.  상기 이성질체 또는 변형체의 특이적

예로는 VH-VL 또는 VL-VH 형태의 sc(단일 사슬) 항체일 수 있으며, 상기 VH는 여기서 기재하고 있는 글리코실화를

포함한다.  또한 이중특이성 scFvs는 예를 들어 VH-VL-VH-VL, VL-VH-VH-VL, VH-VL-VL-VH의 형태로 관찰되며, 상기는

CDR-2 부위에 여기서 기재하고 있는 글리코실화를 포함한다.

본 발명의 전후 관계에서 대문자 "항체(ANTIBODY)"라는 용어는 보다 명확하게 하기 위해서 이용하였다.  그러나[0024]

소문자를  사용한  "항체(antibody)"라는  용어도  또한  본  응용의  전후  관계에  사용하였다.

"ANTIBODY/ANTIBODIES/antibody" 및 "antibodies"는 상호교환해서 사용하였다.

모노-글리코실화 항체 및 이중-글리코실화 항체는 여기서 이전에 "글리코실화 항체 이성질체"라고 하였다.  1개[0025]

이상의 항원 결합 자리에 중쇄(VH)의 가변 부위의 글리코실화 아스파라긴(Asn)을 포함하는 정제된 항체 분자는

이중-글리코실화 항체 및 비-글리코실화 항체로부터 선택된 이성질체와 관련 정도가 매우 낮거나 또는 없는 모

노-글리코실화 항체, 즉 "정제된 모노-글리코실화 항체"이다.  본 발명의 전후 관계에서 이중-글리코실화 항체

는 모노-글리코실화 항체 및 비-글리코실화 항체로부터 선택된 이성질체와 관련 정도가 매우 낮거나 또는 없는,

즉 "정제된 이중-글리코실화 항체"이다.

여기서 사용하는 "없거나 또는 매우 작은 정도(which is free of or to a very low extent)"라는 것은 10 % 이[0026]

하, 예를 들면 5 % 이하, 예를 들면 4 % 이하, 예를 들면 3 % 이하, 예를 들면 2 % 이하, 예를 들면 1 % 이하,

예를 들면 0.5 % 이하, 예를 들면 0.3 % 이하, 예를 들면 0.2 % 이하의 농도로 또 다른 (글리코실화) 이성질체

의 존재 또는 각각의 다른 (글리코실화) 이성질체의 완전한 부재를 나타낸다.  이러한 것과 관련한 또 다른 정

보는 하기의 첨부된 실시예에서 제공하였다.

본 발명의 전후 관계에서 "모노-글리코실화 항체(들)(mono-glycosylated antibody(ies))" 또는 "모노-글리코실[0027]

화 항체(들)(mono-glycosylated ANTIBODY(IES))"라는 용어는 각각의 항체 분자, 예를 들면 면역글로불린, 예를

들어 IgG, 예를 들어 IgG1의 1개의 (VH)-부위에 N-글리코실화를 포함하는 항체 분자를 나타낸다.  예를 들면 상

기 "모노-글리코실화 형태"는 하기에서 규정하고 있는 것과 같은 아스파라긴 위치 "Asn 52"와 같은 중쇄의 1개

의 가변 부위에 글리코실화를 포함한다.  이러한 "모노-글리코실화 IgG1-형태 또는 모노-글리코실화 이성질체"

는 또한 여기서 설명하는 것과 같이 비-가변 Fc-부분에 아스라파긴 Asn 306과 같은, Fc-부분에 잘 보존된 글리

코실화 자리의 글리코실화를 포함할 수도 있다.

본 발명의 취지에서 용어 "이중-글리코실화 항체(들)(double-glycosylated antibody(ies)" 또는 "이중-글리코[0028]

실화 항체(들)(double-glycosylated ANTIBODY(IES)"는 중쇄(VH)-부위의 두개의 가변 부위상에 상기에서 규정하

는 글리코실화를 포함한다.  또한 상기 "이중 글리코실화 형태"는 두개의 중쇄의 가변 부위상, 특히 하기에서

설명하고 첨부된 실시예에서 예로 든것과 같이 아스파라긴 위치 Asn 52에 글리코실화를 포함한다.  이러한 "이

중-글리코실화 IgG1-형태 또는 이중-글리코실화 이성질체"는 여기서 설명하는 것과 같이 비-가변/불변 Fc-부분

의 잘 보존된 글리코실화 자리, 특히 대표적인 면역글로불린의 위치 306에 글리코실화를 포함할 수도 있다.  첨

부된 도 14에서 상응하는 항체 분자를 설명하고 있다.

중쇄의  두개의  가변  부위(두개의  (VH)-부위)와  같은  가변  부위에  상기  해독후  변형(post-translational[0029]

modification)이 없는 항체는 본 발명의 전후 관계에 있어서 중쇄의 가변 부위에 글리코실화가 없는 "비-글리코

실화 형태"라고 간주한다.  게다가 그럼에도 불구하고 상기 "비-글리코실화 형태"는 (a) 항체의 불변 부위(C-부

위), 예를 들면 가장 일반적으로는 Fc-부분의 잘 보존된 글리코실화 자리, 특히 여기서 규정하는 비-가변/불변

Fc-부분의 아스파라긴(Asn) 306에 글리코실화(들)를 포함한다(서열 번호: 6 참조).

중쇄(VH)의 가변 부위의 글리코실화 아스파라긴(Asn)은 상보성 결정 부위 2(CDR2 부위)에 있을 수 있다.  중쇄[0030]

(VH)의 가변 부위의 상기 글리코실화 아스파라긴(Asn)은 하기에 규정한 가변 부위의 52 위치에 있을 수 있으며,

서열 번호 2(또는 여기서 규정하는 항체 중쇄의 Fc-부분을 포함하는 서열 번호: 6의 52 위치)에서 확인할 수 있

다.
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항체 이성질체는 또한 예를 들면 IgG1의 Fc-부분인 IgG의 Fc-부분과 같은 항체 분자의 불변/비-가변 부분에 글[0031]

리코실화(들)를 추가로 포함할 수도 있다.  Fc-부분의 상기 글리코실화는 하기의 서열에 따른 중쇄의 Asn306 위

치상에 위치하는 것이 특징인 잘 보존된 글리코실화를 나타낸다:

[0032]

상기 서열은 또한 하기에 나타내었으며, 2개의 N-글리코실화 자리(N52 및 N306)뿐만 아니라 CDRs, CH-부위, 중[0033]

쇄 부위가 나타나 있다:

[0034]

본  발명의  항체의  IgG-Fc  부위는  사슬사이  이황  결합된  경첩  부위(interchain  disulphide  bonded  hinge[0035]

regions)으로 구성되는 호모다이머, CH2의 아스파라긴 306(Asn-306)에 N-연결형 올리고사카라이드를 함유하는

글리코실화 CH2 도메인, 및 비-공유 결합 CH3 도메인(non-covalently paired CH3 domains)일 수 있다.  Asn-306

에서 글리코실화의 올리고사카라이드는 복합체 바이안테나 타입(complex  biantennary  type)이며, 외부 팔 당

(outer arm sugars)을 가변적으로 추가한 코어 헵타사카라이드 구조(core heptasaccharide structure)를 포함

할 수 있다.

올리고사카라이드는 Fc 구조와 기능을 결정하거나 또는 영향을 줄 수 있다(Jefferis(1998) Immunol Rev. 163,[0036]

50-76).  특히 특이 IgG-Fc/효과기 리간드 상호작용을 포함하는 효과기 기능(effector function)이 논의되었다

(Jefferis(2002) Immunol Lett. 82(1-2), 57-65 및 Krapp(2003) J Mol Biol. 325(5), 979-89).  이러한 보존

된  Fc-위치  Asn-306은  카배트-시스템(Kabat-system)의  "Asn-297"과  일치한다(Kabat(1991)  Sequences  of

Proteins  of  Immunological  Interest,  5th  Ed.,  Public  Health  Service,  National  Institutes  of  Health,

Bethesda MD).
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대표적인 중쇄는 하기 서열로 암호화될 수 있다:[0037]

[0038]

상기 중쇄는 또한 "선도 서열(leader sequences)"과 같은 추가 서열을 (특히 이의 재조합 제조 중에) 포함할 수[0039]

도 있다.  상응하는 예는 하기 서열로 암호화한다:

[0040]

상응하는 아미노산 서열은 하기와 같을 것이다:[0041]

[0042]

상기 서열은 또한 "신호 펩티드(signal peptide)"를 포함할 수도 있다.  상기 신호 펩티드는 CHO 세포와 같은[0043]

숙주 세포에 독창적인 항체 분자의 제조 중에 분비 경로 중 숙주 신호 펩티드 분해효소에 의해서 단백질 가수분
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해로 분해된다.

대안적으로 상기 중쇄는 하기 서열에 의해 예시되는 재조합 제조에 있어서 최적화된 핵산 서열에 의해서 암호화[0044]

될 수 있다:  

[0045]

[0046]
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[0047]

서열 번호: 23과 같은 상기에서 나타낸 "대안적(alternative)" 단백질 서열은 그러나 인트론 추가와 같은 약간[0048]

상이한 게놈 구조 및 약간 상이한 "선도 서열"/"신호 서열"에 첫번째 대안으로서 동일한 암호화 서열을 포함한

다.  상기 "선도 서열"은 또한 상기에서 나타낸 것과 같이 (추가) 인트론(들)을 포함할 수도 있다.  당업에 통

상의 지식을 가진 자들은 종래의 방법으로 상응하는 엑손/인트론 구조를 여기서 나타낸 서열에서 용이하게 추론

할 수 있다.

여기서 기재하는 대표적인 항체는 또한 경쇄를 포함할 수도 있으며, 상기 경쇄는 하기 아미노산 서열을 가지거[0049]

나 또는 포함할 수 있다:

[0050]

상기 서열은 하기 핵산 서열에 의해 암호화될 수 있다:[0051]

[0052]

또한 여기서 기재하는 대표적인 항체의 "경쇄"는 기술적 제조에 특히 유용한 "선도 서열"을 포함할 수 있다.[0053]
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상응하는 서열은 하기 서열일 수 있다(또는 벡터 시스템에 포함될 수도 있음):

[0054]

상기 서열은 하기 아미노산 서열로 암호화된다:[0055]

[0056]

대안적으로 상기 경쇄는 또한 하기 서열에 의해 예시되는 것과 같이 재조합 제조에 적합하도록 최적화된 핵산[0057]

서열에 의해 암호화될 수도 있다:

[0058]

등록특허 10-1401159

- 14 -



[0059]

대표적인 경쇄에 있어서 상기 "서열"은 또한 약간 상이한 게놈 구조를 가질 수도 있다.   이러한 "대안적인[0060]

서열"은 상이하거나 및/또는 추가의 인트론을 포함한다.  따라서 "중쇄"에 있어서 기재한 실시양태는 여기서 필

요한 변경을 가할 수 있다.

본 발명의 전후 관계에서 "항체 분자"라는 용어는 완전한 면역글로불린 분자, 예를 들면 IgMs,  IgDs,  IgEs,[0061]

IgAs 또는 IgGs, 예컨대 IgG1, IgG2, IgG2b, IgG3 또는 IgG4 뿐만 아니라 상기 면역글로불린 분자의 일부, 예

컨대 Fab-단편, Fab'-단편, F(ab)2-단편, 키메라 F(ab)2 또는 키메라 Fab' 단편, 키메라 Fab-단편 또는 분리된

VH- 또는 COR-부위(상기 분리된 VH- 또는 CDR-부위는 예를 들면 상응하는 "프레임워크(들)"에 설계되거나 또는

통합되어  있음)를  말한다.   또한  "항체  분자"에  포함된  것은  예를  들면  WO  00/24782에  기재된  펩티바디

(petibody)와 같은 1개 이상의 항원 결합 부분/펩티드에 부착된 매체(vehicle)로서 항체 Fc 도메인을 포함하는

디아바디(diabody) 또는 분자이다.  따라서 본 발명의 전후 관계에서 "중쇄(VH)의 가변 부위"라는 용어는 완전

한 면역글로불린의 가변 부위에 제한할 뿐만 아니라 가변 부위의 상응하는 "프레임워크" 또는 CDR1, 2 및/또는

3의 결합 또는 단독으로 CDR들과 같은 중쇄(VH)의 상기 가변 부위의 상응하는 일부를 나타낸다.  따라서 본 발

명의 항체 분자는 또한 글리코실화 중쇄(VH)의 주어진 가변 부위의 1개 이상의 CDR 또는 CDR들을 항원 결합 자

리로서 포함하는 항체 구조체일 수도 있다.  본 발명의 항체 구조체에서 중쇄(VH)의 가변 부위의 상기 상응하는

부분은 여기서 규정하는 것과 같이 글리코실화되며, 예를 들면 항원 결합 자리에 글리코실화 아스파라긴(Asn)을

포함한다.  중쇄(VH)의 가변 부위의 이러한 "분리된 부분"의 예로는 서열 번호: 12(또는 서열 번호: 11에서 나

타내는 핵산 서열에 의해 암호화됨)에 포함되는 여기의 대표적인 CDR2 부위이다.

추가로 "항체 분자"라는 용어는 키메라, 인간화 또는 완전한 인간화 항체와 같은 변형 및/또는 대안의 항체 분[0062]
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자를 나타낸다.

상기 "완전한 인간화 항체(fully humanized antibody)"라는 용어는 "완벽한 인간(completely human)" 항체라고[0063]

특징화 및 기재할 수 있다.  이러한 모든 항체는 당업에 공지된 방법으로 제조할 수 있다.  예를 들면 파아지

발현 기술에 의한 재조합 항체 분자는 Knappik(2000) J Mol Biol. 296(1), 57-86 및 Rauchenberger(2003) J

Biol Chem. 278(40), 38194-205에 기재된 서브클라스-1 프레임워크(IgG1)인 완전한 인간 면역글로불린 γ를 사

용하는 실험실내 변형을 사용하여 발생시킬 수 있다.

첨부한 실시예에서 설명하고 있는 것과 같이 항체라는 용어는 예를 들면 IgG 분자 및 IgG1을 나타낸다.  또한[0064]

상기 용어는 변형 또는 대안 단클론 또는 다클론 항체뿐만 아니라 재조합 또는 합성으로 발생/합성된 항체를 나

타낸다.  또한 상기 용어는 온전한 항체뿐만 아니라 항체 단편/이의 일부, 예컨대 분리된 경쇄 및 중쇄, Fab,

Fab/c, Fv, Fab', F(ab')2를 나타낸다.  "항체 분자"라는 용어는 또한 항체 유도체, 2작용성 항체 및 항체 구조

체, 예컨대 단일 사슬 Fvs(scFv) 또는 항체-퓨젼 단백질을 포함할 수도 있다.  또한 예를 들면 여기서 규정하는

것과 같은 글리코실화 VH-CDR인 글리코실화 VH 도메인을 포함하는 촉매 및/또는 단백질 항체를 포함한다.  "항체

분자"라는 용어는 또한 (예를 들면 Aβ/Aβ에 대한) 하나의 특이성이외에 또 다른 또는 추가의 특이성을 포함할

수 있는 재조합 제조 항체 분자/항체 구조체를 나타낸다.  이러한 구조체를 포함할 수 있지만 "2-특이성(bi-

specific)" 또는 "3-특이성(tri-specific)" 구조체에 제한하지는 않는다.  본 발명의 "항체 분자"라는 용어의

추가의 상세한 설명은 하기에 나타낸다.

상기에서 지적한 것과 같이 단일-사슬 항체, 키메라 항체, CDR-그래프트화 항체, 이가 항체-구조체, 항체-퓨젼[0065]

단백질, 가교-클론화 항체 또는 합성 항체(여기서 규정하는 중쇄의 1개 이상의 가변 부위에 1개 이상의 항원 결

합 자리에 여기서 규정한 글리코실화를 포함하고, 글리코실화됨)를 포함한다고 추정할 수 있다.  예를 들어 단

일-사슬 항체를 제조하는 경우 여기서 규정하는 "중쇄의 가변 부위"는 원래 중쇄에 제한하지는 않으며, 또한 완

전한  항체,  예를  들면  완전한  면역글로불린  예컨대  IgG의  중쇄에서  유도된  상응하는  부분에  관한  것을

의미한다.  이러한 부분은 이들의 상응하는 프레임워크의 일부 또는 하나에 상응하는 CDR들일 수 있다.  추가로

면역글로불린 유전자의 유전자 변이주(genetic variant)도 또한 본 발명의 내용에 포함되는 것으로 추정된다.

예를 들어 면역글로불린 중쇄 G 서브클라스 1(IgG1)의 유전자 변이주는 CH1 도메인의 Glm(17) 또는 Glm(3) 알로

타입 마커(allotypic  marker),  또는 CH3  도메인의 Glm(1)  또는 Glm(비-1) 알로타입 마커를 포함할 수 있다.

여기서 Gm(17)(z) 및 Gm(1)(a) 알로타입의 IgG1을 이용하는 것이 바람직하다.  본 발명의 항체 분자는 또한 변

형 또는 돌연변이 항체, 예컨대 Fc-수용체 결합 또는 상보적 활성이 강화되거나 또는 약화된 돌연변이 IgG를 포

함할 수 있다.  하나의 실시양태에서 본 발명에 따라 제공되는 항체는 완전한-인간화 항체 또는 "완전한 인간"

항체이다.

따라서  본  발명의  항체는  또한  가교-클론화  항체,  즉  여기서  규정하는  1개  이상의  부모  항체(parental[0066]

antibody)(들)  또는 친화성-최적화 항체(affinity-optimized  antibody)(들)에서 상이한 항체 부위(예를 들면

CDR-부위들)를 포함하는 항체를 포함할 수도 있다.  상기 가교-클론화 항체는 몇가지의 상이한 프레임워크, 예

를 들면 IgG-프레임워크, 예를 들어 (인간) IgG1-, IgG2a 또는 IgG2b-프레임워크의 항체일 수 있다.  예를 들면

상기 항체 프레임워크는 포유류, 예를 들어 인간 프레임워크이다.  경쇄 및 중쇄상의 도메인은 동일한 일반적

구조를 가지며, 각 도메인은 상보성 결정 부위(CDR1-3)로 공지되어 있는 3개의 극가변 도메인에 의해 결합된 비

교적 보존이 잘 된 서열인 4개의 프레임워크 부위를 포함한다.  

여기서 사용하는 것과 같이, "인간 프레임워크 부위(human framework region)"는 인간 면역글로불린을 자연적으[0067]

로 발생시키는 프레임워크 부위와 실제적으로 동일한(약 85 % 이상, 통상적으로는 90-95 % 이상) 프레임워크 부

위를 나타낸다.  항체의 프레임워크 부위(예를 들면 경쇄 및 중쇄를 구성하는 결합된 프레임워크 부위)는 위치

를 제공하며, CDR들과 결합한다.  상기 CDR들은 우선 항원 에피톱과 결합해야 한다.  여기서 기재한 가교-클론

화 항체는 바람직한 (인간) 항체 프레임워크에 존재할뿐만 아니라, 또한 여기서 기재한 항체로부터 CDR들을 포

함하는 항체 분자는 면역글로불린 프레임워크에 도입될 수 있다는 것을 알아야 한다.  프레임워크에 있어서의

예로는 IgG1, IgG2a 및 IgG2b를 포함한다.  인간 프레임워크 및 인간 IgG1 프레임워크, 예컨대 특히 서열 번호:

6에서 나타낸 항체의 중쇄와 같은 인간 프레임워크 및 인간 IgG1 프레임워크가 가장 바람직하다.

하나의 실시양태에서 항체 이성질체는 하기 아미노산을 포함하는 CDR1을 가변성 중쇄 부위에 포함할 수 있다:[0068]

GFTFSSYAMS(서열 번호: 10)[0069]

상기 CDR1은 하기 핵산 서열에 의해 암호화할 수 있다:[0070]
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ggatttacctttagcagctatgcgatgagc(서열 번호: 9)[0071]

항체 이성질체는 중쇄의 가변 부위에 하기 CDR2를 포함할 수 있다:[0072]

AINASGTRTYYADSVKG(서열 번호: 12)[0073]

(N: 완전한 중쇄의 Asn-52에 N-연결형 글리코실화 자리)[0074]

상기 CDR2는 하기 핵산 서열에 의해 암호화할 수 있다:[0075]

gctattaatgcttctggtactcgtacttattatgctgattctgttaagggt(서열 번호: 11)[0076]

본 발명에 따른 N-글리코실화는 예를 들면 상기 CDR2 부위에 포함되며, 중쇄의 가변 부위의 상응하는 Asn52에[0077]

위치하고, 상기 가변 부위(VH)는 서열 번호: 1에서 나타낸 것과 같은 핵산 분자에 의해서 암호화되며, 서열 번

호: 2에서 나타낸 것과 같은 아미노산 서열을 가진다.

또한 항체 이성질체는 이들의 가변 중쇄 부위에 하기 아미노산 서열을 포함하는 CDR3를 포함할 수 있다:[0078]

GKGNTHKPYGYVRYFDV(서열 번호: 14)[0079]

상기 CDR3는 하기 핵산 서열에 의해 암호화할 수 있다:[0080]

ggtaagggtaatactcataagccttatggttatgttcgttattttgatgtt(서열 번호: 13)[0081]

항체 이성질체는 하기 CDR들이 특징일 수 있는 경쇄(L)를 포함할 수 있다:[0082]

CDR1: RASQSVSSSYLA(서열 번호: 16)[0083]

agagcgagccagagcgtgagcagcagctatctggcg(서열 번호: 15)[0084]

CDR2: GASSRAT(서열 번호: 18)[0085]

ggcgcgagcagccgtgcaact(서열 번호: 17)[0086]

CDR3: LQIYNMPI(서열 번호: 20)[0087]

cttcagatttataatatgcctatt(서열 번호: 19)[0088]

항체 이성질체는 비-가변 Fc-부분에 Asn 306에 잘 보존된 글리코실화 자리[카배트-시스템에서의 "Asn297"에 상[0089]

응함(Kabat(1991)  Sequences  of  Proteins  of  Immunological  Interest,  5
th
 ed.,  Bethesda,  Md.:  National

Center for Biotechnology Information, National Library of Medicine)]와 같은 항체의 중쇄의 아미노산 서열

에 추가의 잠재적 글리코실화 자리(Asn-X-Ser/Thr 모티브를 포함하는 것으로 당업에 공지되어 있음)를 포함할

수 있으며, 상기 중쇄는 서열 번호: 6(서열 번호: 5에 의해 암호화된 것과 같음)인 상기에서 제공한 서열이거나

또는 이러한 서열을 포함할 수 있다.

본 발명의 하나의 실시양태에서 항체 이성질체는 1개 이상의 항원 결합 자리가 중쇄(VH)의 가변 부위에 글리코실[0090]

화 아스파라긴(Asn)을 포함하는 것이 특징이며, 상기 VH는 하기 (a), (b), (c), (d) 또는 (e)에 의해 암호화된

다:

(a) 서열 번호: 1에서 나타낸 것과 같은 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산 서열;[0091]

[0092]
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(b) 서열 번호: 2에서 나타낸 것과 같은 아미노산 서열을 가지는 폴리펩티드를 암호화하는 핵산 분자;[0093]

[0094]

(c) (a) 또는 (b)의 핵산 분자에 하이브리드화되며, 하기 아미노산 서열에서 나타내는 것과 같은 β-A4 펩티드[0095]

/Aβ4,  또는  15개  이상의 아미노산을 포함하는 이의 단편에 결합할 수 있는 폴리펩티드를 암호화하는 핵산

분자;

[0096]

(d) (a) 또는 (b)의 핵산 분자에 하이브리드화되며, 하기 아미노산 서열에서 나타내는 것과 같은 β-A4 펩티드[0097]

/Aβ4 상의 2개 이상의 부위, 또는 15개 이상의 아미노산을 포함하는 서열 번호: 3의 단편의 2개 이상의 부위에

결합할 수 있는 폴리펩티드를 암호화하는 핵산 분자(상기 β-A4 펩티드 Aβ4 상의 2개 부위 또는 상기 이의 단

편은 서열 번호 3의 18 내지 26 위치 및 3 내지 6 위치 상의 아미노산을 포함함); 또는

[0098]

(e) (a) 내지 (d) 중 임의의 하나에서 규정하는 것과 같은 핵산 서열로 퇴화된 핵산 서열.[0099]

당업에 통상의 지식을 가진 자들은 여기서 사용하는 "(a) 또는 (b)의 핵산 분자에 하이브리드화되며, β-A4 펩[0100]

티드/Aβ4 상의 2개 이상의 부위에 결합할 수 있는 폴리펩티드를 암호화하는 핵산 분자"라는 문장은 이중 가닥

핵산 분자의 암호화 가닥을 나타내며, 비-암호화 가닥은 (a) 및 (b)의 상기에서 규정하는 핵산 분자에 하이브리

드된다는 것을 알고 있다.

상기에서 지적한 것과 같이 여기서 규정하는 Asn-글리코실화를 포함하는 정제된 항체 분자는 특히 글리코실화[0101]

Asn을 포함하는 가변 부위가 하기로 이루어진 군으로부터 선택된 중쇄에 포함되는 항체 분자로서 기재되어 있으

며, 이것이 특징이다:

(a) 서열 번호: 5, 23 또는 25에 나타낸 것과 같은 핵산 분자에 의해 암호화되는 중쇄 폴리펩티드;[0102]

(b) 서열 번호: 6 또는 26에 나타낸 것과 같은 아미노산 서열을 가지는 중쇄 폴리펩티드;[0103]

(c) (a)의 핵산 분자에 하이브리드화되며, 하기 아미노산 서열에서 나타내는 것과 같은 β-A4 펩티드/Aβ4 또는[0104]

15개 이상의 아미노산을 포함하는 이의 단편에 결합할 수 있는 폴리펩티드를 암호화하는 핵산 분자에 의해 암호

화된 중쇄 폴리펩티드; 또는

[0105]

(d) (a)의 핵산 분자에 하이브리드화되며, 하기 아미노산 서열에서 나타내는 것과 같은 β-A4 펩티드/Aβ4 상의[0106]

2개 이상의 부위, 또는 15개 이상의 아미노산을 포함하는 서열 번호 3의 단편 중 2개 이상의 부위에 결합할 수

있는 폴리펩티드를 암호화하는 핵산 분자에 의해 암호화되는 중쇄 폴리펩티드(상기 β-A4 펩티드/Aβ4 상의 2개

부위 또는 상기 이의 단편은 3 내지 6 위치 및 18 내지 26 위치 상의 아미노산을 포함함).

[0107]

상기에서 명시한 항체(예를 들면 본 발명의 대표적인 항체)는 또한 하기 아미노산 서열을 갖는 L-사슬을 포함할[0108]

수도 있으며:

[0109]
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또는 하기 핵산 서열에 의해 암호화하는 L-사슬을 포함할 수도 있다:[0110]

[0111]

상기에서 지적한 것과 같이 중쇄에 여기서 규정하는 Asn-글리코실화를 포함하는 정제된 항체 분자는 추가로 하[0112]

기로 이루어진 군으로부터 선택된 경쇄를 포함할 수도 있다:

(a) 서열 번호: 7, 21, 24 또는 27에 나타낸 것과 같은 핵산 분자에 의해 암호화하는 경쇄 폴리펩티드;[0113]

(b) 서열 번호: 8, 22 또는 28에 나타낸 것과 같은 아미노산 서열을 갖는 경쇄 폴리펩티드;[0114]

(c) (a)의 핵산 분자에 하이브리드화되며, 하기 아미노산 서열에서 나타내는 것과 같은 β-A4 펩티드/Aβ4 또는[0115]

15개 이상의 아미노산을 포함하는 이의 단편에 결합할 수 있는 폴리펩티드를 암호화하는 핵산 분자에 의해 암호

화되는 경쇄 폴리펩티드; 또는

[0116]

(d) (a)의 핵산 분자에 하이브리드화되며, 하기 아미노산 서열에서 나타내는 것과 같은 β-A4 펩티드/Aβ4 상의[0117]

2개 이상의 부위, 또는 15개 이상의 아미노산을 포함하는 서열 번호 3의 단편 중 2개 이상의 부위에 결합할 수

있는 폴리펩티드를 암호화하는 핵산 분자에 의해 암호화되는 경쇄 폴리펩티드.

[0118]

핵산  분자/DNA  서열에  관해  여기서  사용하는  "하이브리드화(hybridization)"  또는  "하이브리드화하다[0119]

(hybridizes)"라는 용어는 강제적 또는 비-강제적 조건하에서의 하이브리드화를 나타낼 수 있다.  추가로 규정

하지 않는다면 이러한 조건은 비-강제적인 것이 바람직하다.  상기 하이브리드화 조건은 예를 들어 Sambrook,

Russell "Molecular Cloning, A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y.(2001); Ausubel,

"Current  Protocols  in  Molecular  Biology",  Green  Publishing  Associates  및  Wiley  Interscience,

N.Y.(1989)  또는 Higgins  및 Hames(Eds.)  "Nucleic  acid  hybridization,  a  practical  approach"  IRL  Press

Oxford, Washington DC,(1985)에 기재된 종래의 방법에 따라서 정할 수 있다.  조건의 설정은 장인의 기술 범위

내가 좋으며, 당업에 기재된 방법에 따라 결정할 수 있다.  따라서 단지 특이적인 하이브리드화 서열의 검출은

강제적인 하이브리드화가 통상적으로 필요할 것이며, 65 ℃에서 0.1×SSC, 0.1 % SDS와 같은 세척 조건이 요구

된다.  상동 또는 확실하게 상보적이지 않은 서열의 검출에 있어서의 비-강제적 하이브리드화 조건은 65 ℃에서

6×SSC, 0.1 % SDS로 설정할 수 있다.  잘 공지되어 있는 것과 같이 결정해야 할 핵산의 조성물 및 프로브의 길

이는 하이브리드화 조건의 추가 파라메터를 구성한다.  상기 조건의 다양성은 하이브리드화 실험에서 배경을 막

기위해 사용하는 대안적인 블로킹 시약을 대체하기 위한 대체물 및/또는 함유물을 통해서 성립시킬 수 있다는

것을 알아야 한다.  통상적인 블로킹 시약은 덴하르트 시약(Denhardt's reagent), BLOTTO, 헤파린, 변성 살몬

스펌(salmon sperm) DNA 및 시판품인 특허 제제를 포함한다.  특이적인 블로킹 시약의 함유물은 융화성의 문제

로 상기에서 기재된 하이브리드화 조건의 변형이 요구될 수 있다.  하이브리드화 핵산 분자는 또한 상기에서 기

재된 분자의 단편을 포함한다.  이러한 단편은 여기서 규정하는 CDR, 또는 이의 비-관능성 단편 또는 비-관능성

항체 분자를 암호화하며, 12개 이상의 뉴클레오티드, 바람직하게는 15개 이상, 보다 바람직하게는 18개 이상,

보다 바람직하게는 21개 이상의 뉴클레오티드, 보다 바람직하게는 30개 이상의 뉴클레오티드, 보다 더 바람직하

게는 40개 이상의 뉴클레오티드, 가장 바람직하게는 60개 이상의 뉴클레오티드 길이를 갖는 핵산 서열을 나타낼

수 있다.  또한 상기에서 언급한 핵산 분자 중 임의의 것과 하이브리드화하는 핵산 분자는 상기 분자의 상보적

인 단편, 유도체 및 대립형질 변이주(allelic variant)를 포함한다.  또한 하이브리드화 복합체는 상보적인 G

및 C 염기사이 및 상보적인 A 및 T 염기사이의 수소 결합 형성에 의한 2개의 핵산 분자 서열 사이의 복합체를

나타낸다; 상기 수소 결합은 추가로 염기 스태킹 상호작용(base stacking interaction)에 의해서 안정화될 수
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있다.  2개의 상보적인 핵산 서열 수소는 비평행 구조로 결합한다.  하이브리드화 복합체는 용액(예를 들면 Cot

또는 Rot 분석), 또는 용액내에 존재하는 1개의 핵산 서열 사이 및 고형 지지체(예를 들면 세포가 고정된 막,

필터, 칩, 핀 또는 유리 슬라이드) 상에 고정된 또 다른 핵산 서열에서 형성될 수 있다.  상보성 또는 상보적

상태라는 용어는 염기-짝짖기에 의한 온도 조건 및 복제 허용 염(permissive salt)하에서의 폴리뉴클레오티드의

자연적인 결합을 나타낸다.  예를 들어 "A-G-T" 서열은 상보적인 서열인 "T-C-A"와 결합한다.  2개의 단일-가닥

분자 사이의 상보적 상태는 단지 몇몇 핵산만이 결합하는 "부분적"일 수 있거나, 또는 총 상보적 상태가 단일-

가닥 분자 사이에 존재하는 경우 완성될 수 있다.  핵산 가닥 사이의 상보적 상태 정도는 핵산 가닥 사이의 하

이브리드화의 효율성과 강도에 크게 영향을 미친다.  특히 핵산 가닥 사이의 결합에 따라 달라지는 증폭 반응에

서 중요하다.

"하이브리드화  서열"이라는  용어는  항체  분자를  암호화하는  상기에서  규정한  핵산  서열과의  동일성이  40  %[0120]

이상, 바람직하게는 50 % 이상, 보다 바람직하게는 60 % 이상, 보다 더 바람직하게는 70 % 이상, 특히 바람직하

게는 80 % 이상, 보다 특히 바라직하게는 90 % 이상, 보다 더 특히 바람직하게는 95 % 이상, 가장 바람직하게는

97 % 이상인 서열 동일성을 나타내는 서열인 것이 바람직하다.  또한 "하이브리드화 서열"이라는 용어는 여기

상기에서 기재하는 항체 분자의 아미노산 서열과의 동일성이 40 % 이상, 바람직하게는 50 % 이상, 보다 바람직

하게는 60 % 이상, 보다 더 바람직하게는 70 % 이상, 특히 바람직하게는 80 % 이상, 보다 특히 바람직하게는 90

% 이상, 보다 더 바람직하게는 95 % 이상, 가장 바람직하게는 97 % 이상의 서열 동일성을 갖는 항체 분자를 암

호화하는 서열을 나타내는 것이 바람직하다.

본 발명에 따르면 2개 이상의 핵산 또는 아미노산 서열에 관해서 "동일한(identical)"  또는 "동일성 퍼센트[0121]

(percent identity)"라는 용어는 메뉴얼 방식 또는 시각 검사에 의해서, 또는 종래문헌에 공지된 서열 비교 알

고리즘을 사용해서 측정한 지정된 부위 상에서 또는 비교가능한 것의 최대 일치에 있어서의 비교 및  결합하는

경우 동일하거나, 또는 동일한(예를 들면 60 % 또는 65 %의 동일성, 바람직하게는 70-95 % 동일성, 보다 바람직

하게는 95 % 이상의 동일성) 아미노산 잔기 또는 뉴클레오티드의 특이적 퍼센트를 갖는 2개 이상의 서열 또는

서브서열(subsequence)을 나타낸다.  예를 들면 60 % 내지 95 % 이상의 서열 동일성을 갖는 서열은 실제적으로

동일하다고 간주한다.  이러한 규정은 또한 테스트 서열의 보체에도 적용된다.  바람직하게 기재된 동일성은 약

15 이상 내지 25 아미노산 또는 뉴클레오티드의 길이 부위, 보다 바람직하게는 약 50 내지 100 아미노산 또는

뉴클레오티드  길이  부위에  걸쳐  존재한다.   당업에  기술을  가진  자들은  예를  들어  당업에  공지된

FASTDB(Brutlag Comp. App. Biosci. 6(1990), 237-245) 또는 CLUSTALW 컴퓨터 프로그램(Thompson Nucl. Acids

Res. 2(1994), 4673-4680)을 기초로한 알고리즘과 같은 것을 사용하여 서열 사이/서열 중의 동일성 퍼센트를 결

정하는 방법을 알고 있을 것이다.

FASTDB 알고리즘은 이의 계산상의 갭(gap)인 서열의 첨가 또는 내부 비-매칭 삭제 부분을 고려하지 않는 것이[0122]

통상적이지만, % 동일성의 과평가를 피하기 위한 올바른 메뉴얼일 수 있다.  그러나 CLUSTALW는 이의 동일성 계

산에 서열 갭을 고려한다.  또한 당업에 기술을 가진 자들이 이용가능한 것은 BLAST 및 BLAST 2.0 알고리즘이

있다(Altschul,  Nucl.  Acids  Res.  25(1997),  3389-3402;  Altschul,  J.  Mol.  Evol.  36(1993),  290-300;

Altschul, J. Mol. Biol. 215(1990), 403-410).  핵산 서열을 위한 BLASTN 프로그램은 워드 길이(W) 11, 기대

값(E) 10, M=5, N=4 및 두개 가닥의 비교값을 디폴트로서 사용한다.  아미노산 서열에 있어서 BLASTP 프로그램

은 워드길이(W) 3 및 기대값(E) 10을 디폴트로서 사용한다.  BLOSUM62 스코링 매트릭스(Henikoff Proc. Natl.

Acad. Sci., USA, 89, (1989), 10915)는 정렬성(B) 50, 기대값(E) 10, M=5, N=4 및 두개 가닥의 비교값을 사용

한다.

또한 본 발명은 상기에서 기재한 하이브리드화 분자의 서열과 비교해서 퇴화된 서열의 핵산 분자를 나타낸다.[0123]

본 발명에 따라 사용하는 경우 "유전자 코드의 결과로서 퇴화(being degenerate as a result of the genetic

code)"라는 문장의 의미는 유전자 코드의 과잉으로 동일한 아미노산의 뉴클레오티드 서열 코드가 상이하다는 것

을 의미한다.

주어진 항체 서열의 아미노산 잔기 또는 뉴클레오티드 잔기가 예를 들면 서열 번호: 1, 5, 23 및 25 중 어떤 아[0124]

미노산 서열 또는 뉴클레오티드 서열의 특정 위치에 상응하는지의 여부를 결정하기 위해서 당업에 통상의 지식

을 가진 자들은 예를 들면 "하이브리드화" 용어의 정의 및 상동 정도와 연계해서 상기에서 언급하고 하기에 추

가로 언급한 컴퓨터 프로그램을 사용하거나 또는 메뉴얼에 의해 예를 들면 정렬도(alignment)인 당업에 잘 공지

된 수단과 방법을 사용할 수 있다.

예를  들면  Basic  Local  Alignment  Search  Tool  BLAST(Altschul(1997),  loc.  cit.;  Altschul(1993),  loc.[0125]
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cit.,; Altschul(1990), loc. cit.)를 나타내는 BLAST 2.0은 로컬 서열 정렬도를 확인하기 위해 사용할 수 있

다.  상기에서 언급한 BLAST는 서열 유사성을 결정하기 위해서 뉴클레오티드와 아미노산 서열 둘 다의 정렬도를

제시한다.  정렬도의 로컬 특성때문에 BLAST는 정확하게 매칭하는지를 결정하거나 또는 유사한 서열을 규명하기

에 특히 유용하다.  BLAST 알고리즘 출력의 기본 단위는 고점 단편 쌍(High-scoring Segment Pair, HSP)이다.

HSP는 임의의 2개의 서열 단편으로 구성되지만, 정렬도의 점수가 사용자가 설정한 분할 스코어 또는 한계 스코

어이거나 또는 초과하고, 정렬도가 국소적으로 최대인 것과 동일한 길이이다.  BLAST 접근법은 의문의 서열과

데이타베이스 서열 사이의 HSP들을 찾아서 임의의 발견된 매칭의 통계적인 의미를 평가하고 사용자가 선택한 의

미의 한계를 만족시키는 매칭을 보고하기 위한 것이다.  파라메터 E는 데이타베이스 서열 매칭을 보고하기 위한

통계적인 의미의 한계를 수립한다.  E는 전체 데이타베이스 연구의 내용에서 HSP(또는 HSP들의 셋트)의 기회 발

생의 기대되는 반복의 상한 경계로서 해석한다.  E를 만족하는 매칭의 데이타베이스 서열을 프로그램 출력으로

기록한다.

BLAST(Altschul(1997), loc. cit.; Altschul(1993), loc. cit.; Altschul(1990), loc. cit.)를 사용한 아날로[0126]

그 컴퓨터 기술을 GenBank 또는 EMBL과 같은 뉴클레오티드 데이타베이스와 동일하거나 또는 관계된 분자를 찾는

데 사용한다.  이러한 분석은 다층 막 기본 하이브리드화보다 매우 신속하다.  또한 컴퓨터 판독의 민감성도 변

형시켜 어떠한 특정 매치가 완전하거나 또는 유사한 범주인지의 여부를 확인할 수 있다.  상기 판독의 원칙은

하기 수학식으로 규정한 제품 스코어이며, 이것은 서열 매치의 길이와 2개 서열 사이의 동일성 정도 둘 다를 고

려한다:

수학식 1

[0127]

 예를 들면 제품 스코어 40인 매치는 1-2 % 오차내에서 정확할 것이며; 및 70인 매치는 정확할 것이다.  유사한[0128]

분자는 낮은 스코어가 관련 분자와 동일할 수 있다고 해도 15 내지 40 사이의 제품 스코어를 나타내는 것을 선

별함으로써 명확하게 하는 것이 통상적이다.  서열 정렬도를 발생시킬 수 있는 프로그램에 있어서의 또 다른 예

로는  당업에  공지된  CLUSTALW  컴퓨터  프로그램(Thompson,  Nucl.  Acids  Res.  2(1994),  4673-4680)  또는

FASTDB(Brutlag Comp. App. Biosci. 6(1990), 237-245)가 있다.

하나의 실시양태에서 본 발명은 글리코실화 항체 이성질체를 제공하며, VH 부위의 Asn 상의 글리코실화는 하기로[0129]

이루어진 군으로부터 선택된다:

(a) 코어 푸코실화가 없는 바이안테나 복합체 타입의 당 구조;[0130]

(b) 바이안테나 하이브리드 타입의 당 구조;[0131]

(c) 바이안테나 올리고만노스 타입의 당 구조; 및[0132]

(d) 첨부 도면 5 또는 첨부 도면 27에서 제공하는 것과 같은 구조 중 임의의 바이-안테나 구조.[0133]

본 발명의 항체/항체들의 하나의 실시양태에서 상응하는 당 구조는 코어 푸코실화를 포함하지 않는다.[0134]

상응하는 N-글리코실화는 코어 푸코실화는 없고 80 % 까지의 안테나로 높게 시알리데이션화된 바이안테나 복합[0135]

체 타입(≥ 75%; 주로 80-90 %)의 당 구조로 주로 구성된다.  보다 작은 당 구조는 각각 바이안테나 하이브리드

및 올리고만노스 타입(≤ 25 %)에 속하며, 또한 첨부 도면 5 및 27에 나타내었다.  가변 부위의 글리코실화 구

조는 단백질(아미노산 폴리펩티드)로부터의 N-글리코시다아제 F에 의한 분해에 저항력이 있다.

하나의 실시양태에서 우세한 복합체 바이안테나 당 구조는 추가로 하기와 같은 특징이 있다:[0136]

- 하나 또는 다른 안테나, 또는 두개의 안테나에 부착된 하나 또는 두개의 시알산을 함유한다.  상기 시알산은[0137]

N-아세틸 뉴라민산 타입이며, 주로 말단 베타 1,4 연결형 갈락토스에 알파 2,3 결합으로 결합되어 있다.

- 코어 푸코실화가 없다, 즉 당 사슬의 환원성 말단에 가장 깊은 부분의 N-아세틸-글루코사민에 알파 1,6 결합[0138]

으로 부착된 푸코스 잔기가 없다.
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하나의 실시양태에서 하이브리드 당 구조는 추가로 하기와 같은 특징이 있다:[0139]

-  바이-안테나  구조의  하나의  팔로서  복합체  타입  안테나(코어  당  구조에 부착된 락토사미닐 유닛(GlcNAc-[0140]

Gal))을 함유한다.  상기 팔은 말단 베타 1,4 연결형 갈락토스에 부착된 N-아세틸 뉴라민산을 주로 함유한다.

- 다른 안테나로서 코어 당 구조에 부착된 3개까지의 추가의 만노스 서브유닛을 가진다.[0141]

- 코어 푸코실화가 없다, 즉 당 사슬의 환원 말단에 가장 깊은 부분의 N-아세틸-글루코사민에 알파 1,6 결합으[0142]

로 부착된 푸코스 잔기가 없다.

하나의 실시양태에서 올리고만노스 타입 당 구조는 추가로 하기와 같은 특징이 있다:[0143]

- 통상적인 N-연결형 코어 당 구조에 존재하는 3 가지형 만노스 서브유닛을 포함하는, 완전한 당 구조에 4(Man4[0144]

→GlcNAc2), 5(Man5→GlcNAc2) 또는 6(Man6→GlcNAc2) 만노스 서브유닛을 함유한다.

- 코어 푸코실화가 없다, 즉 당 사슬의 환원 말단에 가장 깊은 부분의 N-아세틸-글루코사민에 알파 1→6 결합으[0145]

로 부착된 푸코스 잔기가 없다.

본 발명의 또 다른 실시양태에서 조성물은 하나의 항원 결합 자리가 중쇄(VH)의 가변 부위에 글리코실화 아스파[0146]

라긴(Asn)을 포함하는 것이 특징인 항체 분자, 및 두개의 항원 결합 자리가 중쇄(VH)의 가변 부위에 글리코실화

아스파라긴(Asn)을 포함하는 것이 특징이 항체 분자를 포함하는 것으로 제공되며, 즉 조성물은 모노-글리코실화

항체 및 이중-글리코실화 항체를 포함하며, 이후에는 항체 조성물이라고 한다.  항체 조성물이라는 용어는 또한

여기서 규정하는 1개 이상의 글리코실화 VH 부위, 또는 상기 VH 부위의 1개 이상의 글리코실화 CDR을 포함하는

분자를 포함하는 조성물을 나타내며, 상기 분자는 특히 상기에서 기재한 면역글로불린 또는 면역글로불린 이성

질체 및 변형체일 수 있다.  예를 들면 상기 조성물은 또한 단일 사슬 항체(scFvs) 또는 글리코실화 VH-유도

CDR 부위를 포함하는 2특이성 분자를 포함할 수도 있다.

본 발명의 항체 조성물의 추가의 규정은 하기에 제공된다.[0147]

상기 항체 조성물은 "VH에 비-글리코실화" 항체 분자가 매우 적은 함량이거나 또는 없으며, 즉 이러한 항체는 여[0148]

기서 규정하는 가변 부위, 특히 중쇄(VH)의 가변 부분에 글리코실화를 포함하지 않는 항체이다.

본 발명의 내용에서 특히 여기서 제공하는 항체 혼합물의 내용에서 "비-글리코실화 항체 분자가 없거나 매우 적[0149]

은 함량으로 포함한다(does not or does merely to a very low extent comprise non-glycosylated antibody

molecules)"이라는 문장은 항체 조성물이 여기서 규정하는 비-글리코실화 이성질체를 10 % 이하, 예를 들면 5 %

이하, 예를 들면 4 % 이하, 예를 들면 3 % 이하, 예를 들면 2 % 이하, 예를 들면 1 % 이하, 예를 들면 0.5 이하

포함한다는 것을 의미한다.

따라서 하나의 실시양태에서 본 발명은 모노-글리코실화 및/또는 이중-글리코실화 항체(상기 글리코실화는 중쇄[0150]

의 가변 부위에 위치함)를 포함하며, 가변 부위에 글리코실화가 없는 항체 분자가 없도록 하는 항체 조제 방법

을 제공한다.

또한  "가변  부위에  글리코실화가  없는  항체  분자는  피한다(devoid  of  antibody  molecules  without[0151]

glycosylation in the variable region)"라는 문장은 상기에서 규정한 비-글리코실화 이성질체가 10 % 이하,

예를 들면 5 % 이하, 예를 들면 4 % 이하, 예를 들면 3 % 이하, 예를 들면 2 % 이하, 예를 들면 1 % 이하, 예를

들면 0.5 % 이하, 예를 들면 4 % 이하, 예를 들면 3 % 이하, 예를 들면 2 % 이하, 예를 들면 1 % 이하, 예를 들

면 0.5 % 이하, 예를 들면 0.3 % 이하, 예를 들면 0.2 % 이하 포함하는 항체 조제/항체 혼합물/항체 풀(pool)을

나타낸다.

하나의 실시양태에서 본 발명은 이들의 가변 부위에 비-글리코실화가 있는, 예를 들면 중쇄의 가변 부위에 비-[0152]

글리코실화가 있는 항체 이성질체가 0.5 % 이상 포함하지 않는 조성물을 제공한다. 

상기에서 지적한 것과 같이 본 발명의 하나의 실시양태에서 모노- 및 이중-글리코실화 항체, 예를 들면 면역글[0153]

로불린의 혼합물이 제공되며, 상기 혼합물은 가변 부위에 글리코실화가 없는 항체 분자가 없다.  가변 부위, 예

를 들면 중쇄의 두개의 가변 부위(두개의 (VH)-부위)에 해독후 변형이 없는 항체는 본 발명의 내용에서 중쇄의

가변 부위에 글리코실화를 포함하지 않는 "비-글리코실화 형태"라고 생각한다.  또한 이러한 "비-글리코실화 형

태"는 그럼에도 불구하고 항체의 불변 부위(C-부위), 통상적으로는 Fc-부분의 잘 보존된 글리코실화 자리, 특히
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여기서 규정하는 비-가변/불변 Fc-부분의 아스파라긴(Asn) 306에 글리코실화(들)를 포함할 수 있다.

그 자체 또는 모노-글리코실화 및 이중-글리코실화 이성질체와 결합한 글리코실화 항체 이성질체는 알쯔하이머[0154]

병(AD), 및 기타 아밀로이드 관련 질환, 예컨대 다운 증후군, 네덜란드형 아밀로이드증이 있는 유전성 뇌출혈,

파킨스병, ALS(근위축성 측색경화증), 크로이츠펠트 야콥병, HIV 관련 치매 및 운동 신경병증과 같은 질환의 치

료를 위한 치료적 항체 제제로 매우 유용하며 이롭다.  이들 자체 또는 모노-글리코실화 및 이중-글리코실화 이

성질체와 결합한 글리코실화 항체 이성질체는 또한 유일한 진단적 방법이다.

여기서 기재한 두개의 글리코실화 이성질체는 생체내에서 개선되며 매우 효과적인 뇌 침투를 나타낸다.  효과적[0155]

인 뇌 침투 및 아밀로이드-β 플라크에 특이적 결합을 AD-관련 아밀로이드증에 있어서의 마우스 모델인 PS2APP

마우스에서 확인할 수 있다.

또한 현저하게 감소된 비특이적 점력의 실험실내 면역조직화학 염색에 의해 순수한 인간 아밀로이드-β 플라크[0156]

에 있어서 개선된 특이성이 검출되었다.  인간 아밀로이드-β 플라크에 일관된 염색을 위한 최소한의 유효량은

첨부한 실시예에서 설명하고 있는 것과 같이 10 ng/ml이다.

첨부된 실시예에서 설명한 것과 같이 다르게 글리코실화된 항체, 예를 들면 면역글로불린의 분리 및 특징은 중[0157]

쇄 가변 부위의 글리코실화가 Aβ 펩티드에 항원 결합, 진단값, 약학적 프로파일 및 기능 활성에 크게 영향을

미치는 것으로 밝혀졌다.  정제된 항체 분자로 MS-분석, 가용성 Aβ에 결합 연구(Biacore) 및 에피톱 맵핑(펩스

팟 분석, Pepspot analysis) 결합, 응집 Aβ의 분리 및 β-아밀로이드 플라크의 생체내 및 실험실내 결합의 현

미경 분석을 실행하였다. 

본 발명의 하나의 실시양태에서 정제된 항체 또는 항체 조성물은 β-A4 펩티드/Aβ4를 특이적으로 인지할 수 있[0158]

다.

따라서 여기서 기재한 것과 같이 정제된 항체 또는 항체 조성물은 특이 실시양태에서 Aβ/Aβ4의 2개 부위(N-말[0159]

단 부위 및 중심/중간 부분)를 특이적으로 인지할 수 있는 항체 또는 항체 조성물에 관한 것이다.

"특이적 인지(specifically  recognizing)"이라는 용어는 본 발명에 따르면 항체 분자가 여기서 규정하는 β-[0160]

A4의 2개 부위의 각각의 2개 이상의 아미노산에 결합하거나 및/또는 특이적으로 상호작용할 수 있다는 것을 의

미한다.   상기 용어는 항체 분자의 특이성을 나타내며, 즉 β-A4  펩티드의 관련된 부위 또는 또 다른 것이

아닌, 즉 APP-관련 단백질/펩티드/(비관련) 시험-펩티드가 아닌, 여기서 규정하는 것과 같은 β-A4 펩티드의 특

이 부위와 또 다른 것 사이를 구별할 수 있는 능력을 나타낸다.  따라서 특이성은 당업에 공지된 방법 및 여기

서 밝히고 개시한 방법에 의해서 실험적으로 결정할 수 있다.  이러한 방법은 이에 제한하지는 않지만 웨스턴

블롯, ELISA-, RIA-, ECL-, IRMA-시험 및 펩티드 스캔을 포함한다.  이러한 방법은 또한 특히 첨부된 실시예에

서 설명하고 있는 것과 같이 KD-값의 결정을 포함한다.  펩티드 스캔(펩스팟 분석)은 폴리펩티드 항원에 직선형

에피톱을 맵핑하기 위해 통상적으로 사용한다.  폴리펩티드의 주 서열은 또 다른 것과 겹치는 펩티드로 활성화

셀룰로스 상에서 계속 합성된다.  특이 항원/에피톱을 검출하거나 또는 인지할 수 있는 능력을 시험하기 위해

항체에 의한 특정 펩티드의 인지는 당업에 공지된 유사한 수단 또는 화학발광 반응에 의해서 일상적인 색상을

개발(효소 또는 다이, 예컨대 양고추냉이 과산화효소 또는 4-클로로나프톨 또는 과산화수소를 갖는 이차 항체)

시켜 점수화한다.  특히 화학발광 반응 또는 이차 형광 항체를 사용하는 경우에 반응을 정량화할 수 있다.  항

체가 펩티드와 겹치는 특정 셋트와 반응하는 경우 반응에 필요한 최소 아미노산 서열을 추론할 수 있다; 본 발

명에 따라 제공되는 설명에 도움이 되는 실시예 참조.

동일한 분석으로 불연속, 즉 항원 폴리펩티드의 배좌 에피톱(conformational epitope)을 인지하는 반응성 펩티[0161]

드의 2개의 떨어진 클러스터를 밝힐 수 있다(Geysen(1986), Mol. Immunol. 23, 709-715).

펩스팟 분석에 더하여 표준 ELISA 분석을 실행할 수 있다.  첨부된 실시예에서 설명하고 있는 것과 같이 작은[0162]

헥사펩티드는 단백질과 쌍을 이루어, 면역플레이트에 코팅하여 시험할 항체와 반응시킬 수 있다.  스코어 확인

은 표준 색체 개발에 의해서 실행할 수 있다(예를 들면 과산화 수소를 갖는 테트라메틸 벤지딘 및 양고추냉이

과산화효소를 갖는 이차 항체).  특정 웰(well)의 반응은 예를 들면 450 nm의 광학 밀도로 스코어를 확인한다.

통상적 참고(=음성 반응)는 0.1 OD일 수 있으며, 통상적 양성 반응은 1 OD일 수 있다.  이것은 양성/음성 차이

의 (비율)이 10 배 이상일 수 있다는 것을 의미한다.  추가의 상세한 것은 첨부된 실시예에서 나타냈다.  또한

β-A4 펩티드의 여기서 규정하는 2개의 부위의 "특이적 인지" 능력과 특이성을 결정하기 위한 정량적 방법은 하

기에 나타내었다.
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"β-A4 펩티드의 2개 부위(two regions of the β-A4 peptide)"라는 문장은 예를 들어 서열 번호 18 내지 24의[0163]

아미노산(β-A4 펩티드) 위치 상에 중심/중간 에피톱 및 N-말단 아미노산 3 내지 6과 관련된 2개 부위를 나타낸

다.  첨부된 실시예에서 설명하고 있는 것과 같이, 특히 여기서 예로 들고 제공되는 이중-글리코실화 항체 A 이

성질체(첨부된 실시예 참조)는 (서열 번호: 3에서 나타낸 것과 같은) Aβ의 중심/중간 부분의 17 내지 26 아미

노산을 포함하는 두번째 부분 및 N-말단의 1 내지 10 아미노산을 포함하는 첫번째 부분인 Aβ 분자의 2개 부위

를 검출한다.  따라서 여기서 제공하는 항체의 모노- 뿐만 아니라 이중-글리코실화 이성질체를 포함하는 여기서

제공하는 항체 혼합물에서 2개 부위는 약간 넓어질 수도 있으며, 그렇게 되면 예를 들면 아미노산 1 내지 10(또

는 11 또는 12) 또는 이의 더 짧은 부분, 및 아미노산 17 내지 26(또는 아미노산 16 내지 27) 또는 아미노산 17

내지 26 사이에 포함되는 더 짧은 부분, 예컨대 아미노산 19 내지 26 또는 20 내지 26을 포함한다.  본 발명의

내용에 관해서 "β-A4 펩티드"라는 용어는 상기에서 기재한 Aβ39, Aβ41, Aβ43, 특히 Aβ40 및 Aβ42를 나타

낸다.  Aβ42는 첨부된 서열 번호: 3에 나타나 있다.  "β-A4 펩티드의 2개 부위"라는 용어는 또한 β-A4 펩티

드 또는 이의 부분의 여기서 규정하는 2개 부위를 포함하는 "에피톱" 및/또는 "항원 결정기"를 나타낼 수도 있

다는 것을 알아야 한다.  본 발명에 따르면 상기 β-A4 펩티드의 2개 부위는 1개 이상의 아미노산, 예를 들어 2

개 이상의 아미노산, 예를 들어 3개 이상의 아미노산, 예를 들어 4개 이상의 아미노산, 예를 들어 5개 이상의

아미노산, 예를 들어 6개 이상의 아미노산에 의해 β-A4 펩티드의 1차 구조(아미노산 서열의 수준 상)에서 분리

된다.  첨부된 실시예에서 설명하고 여기에 나타낸 것과 같이 독창적인 항체들/항체 분자들은 여기서 규정하는

β-A4 펩티드의 2개 부위에 결합하거나 및/또는 2개 부위와 상호작용/검출되며, 상기 2개 부위는 1개 이상의 아

미노산에 의해 (아미노산 서열의 1차 구조 수준 상에서) 분리되며, 서열 분리에서 상기 2개 부위/"에피톱"은 7

개 아미노산 이상, 8개 아미노산 이상, 10개 아미노산 이상 또는 심지어 약 14개의 아미노산을 포함할 수 있다.

"β-A4 펩티드의 2개 부위"라는 용어는 또한 상기 2개 부위 또는 이의 부분으로 구성된 불연속 에피톱 또는 배[0164]

좌 에피톱을 나타낼 수도 있다; Geysen(1986), loc. cit. 참조.  본 발명의 내용에서 배좌 에피톱은 폴리펩티드

가 원래 존재하는 단백질(native protein)에 포개지는 경우 표면 상에 함께 있는 1차 서열에서 분리된 2개 이상

의 분리된 아미노산 서열에 의해 규정된다(Sela, (1969) Science 166, 1365 및 Laver, (1990) Cell 61, 553-

6).  본 발명의 항체 분자는 여기서 기재한 β-A4의 2개 부위 또는 하기에 개시하는 것과 같은 이의 부분을 포

함하거나 및/또는 이것으로 구성된 배좌 에피톱(들)과 특이적으로 결합/상호작용하는 것으로 확인된다.  본 발

명의 "항체 분자"는 (a) β-A4의 아미노산 1 내지 11(또는 이의 부분(들))을 포함하는 아미노산 스트레치 및

(b) (서열 번호: 3) β-A4의 아미노산 16 내지 27(또는 이의 부분(들))을 포함하는 아미노산 스트레치에 동시에

및 독립적으로 이중 특이성을 포함하는 것으로 생각된다.  이러한 스트레치의 단편 또는 부분은 2개 이상, 대부

분의 경우에는 3개 이상의 아미노산을 포함한다.

항체 분자, 예를 들어 면역글로불린은 특히 3개의 시스템으로 표현할 수 있다: a) 에피스테인 바 바이러스 핵[0165]

항원(Epstein barr virus nuclear antigen, HEK 293 EBNA, Invitrogen)을 함유하는 일시적으로 감염된 인간 배

아 신장 세포, b) 일시적으로 감염된 중국 햄스터 난소 세포(CHO) 및 c) 안정되게 감염된 CHO 세포주(CHO K1 및

CHO K1 SV, Lonza Biologics).  3개의 상이한 항체 분자(비-, 모노 또는 이중-글리코실화)는 단백질 A 정제,

양이온 교환 크로마토그래피뿐만 아니라 사이즈 컬럼 분리(하기에 상세하게 기술됨)에 의해 분리될 수 있다. 

본 발명의 하나의 실시양태에서 항체 분자는 예를 들면 CHO-세포 또는 HEK 293 세포, 바람직하게는 CHO-세포에[0166]

서 재조합적으로 제조된다.  특정 실시양태에서 상기에서 규정한 글리코실화 패턴은 CHO-세포에서의 발현 후에

수득될 수 있다.  CHO-세포는 당업에 잘 공지되어 있으며, 특히 CHO K1 또는 CHO K1 SV 세포와 같은 실험적 부

분에 이용되는 CHO-세포를 포함한다.  통상적으로 HEK 293 세포는 HEK 293 EBNA이 사용된다.

글리코실화된 독창적인 항체의 재조합 발현은 특히 CHO-세포에서 유핵 발현 시스템으로 실시예에서 나타낸 것과[0167]

같이 실행한다.  그러나 추가의 발현 세포, 예를 들면 유핵 세포도 관찰할 수 있다.  유핵 세포는 예를 들면 균

주 세포 또는 동물 세포도 포함된다.  적당한 균주 세포의 예로는 효모 세포, 예를 들면 사카로마이세스 속의

세포, 예를 들면 사카로마이세스 세레비지아 종의 세포이다.  적당한 동물 세포는 예를 들어 곤충 세포, 척추

동물 세포, 예를 들면 포유동물 세포, 예컨대 NSO, MDCK, U2-OSHela, NIH3T3, MOLT-4, Jurkat, PC-12, PC-3,

IMR, NT2N, Sk-n-sh, CaSki, C33A이다.  또한 인간 세포주가 있다.  이러한 숙주 세포, 예를 들어 CHO-세포는

올바른 자리, 즉 중쇄의 가변 부위에 분자의 가장 중요한 글리코실화 및 H(중) 사슬 및 L(경) 사슬의 조합 및

포개진 선두 펩티드 또는 신호 서열 제거를 포함하는 본 발명의 항체 분자에 번역후 변형을 제공한다.  이러한

신호 펩티드 또는 선두 서열은 예를 들어 CHO 세포에서 이의 재조합 제조 중에 분비 경로 중에 숙주 신호 펩티

다아제에 의해서 단백질 분해로 분리된다.   또한 당업에 공지된 적당한 세포주는 예를 들어 American  Type

Culture Collection(ATCC)와 같은 세포주 은행에서 수득할 수 있다.  본 발명에 따르면 1차 세포/세포 배양은
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숙주 세포로서 기능을 할 수 있다는 것이 확인되었다.  상기 세포는 특히 곤충(예컨대 Drosophila 또는 Blatta

종의 곤충) 또는 포유류(예컨대 인간, 오리, 마우스 또는 쥐)에서 유도한다.  상기 숙주 세포는 또한 신경아 세

포주와 같은 세포주로부터의 세포를 포함하거나 또는 이로부터 유도할 수 있다.

따라서 본 발명의 항체 분자는 재조합 발현 시스템을 사용하여 제조한다.  이러한 시스템의 예로는 상기에서 지[0168]

적한 것과 같이 중국 햄스터 난소(CHO)  세포를사용한 포유류 발현 시스템이다.  상기에는 글루타민 합성효소

(GS) 시스템을 사용할 수 있다(WO 87/04462; WO 89/01036; Bebbington, 1992, Biotechnology(NY), 10, 169-

75).  이러한 시스템은 목적하는 항체 유전자 및 GS 효소를 암호화하는 유전자로 CHO 세포를 감염시키는 것을

포함한다.  그 다음에 CHO 세포를 글루타민이 없는 배지에서 성장시켜 선택하고, 또한 메티오닌 설폭시민(MSX)

를 사용하여 GS 효소를 억제시킨다.  생존하기 위해서 세포는 GS 효소 발현 및 동시에 mAb 발현을 증폭할 것이

다.

또 다른 가능한 발현 시스템은 CHO dhfr-시스템이며, 여기서 CHO 세포는 디하이드로폴레이트 환원효소(dhfr-)가[0169]

부족하고, 성장을 위해 티미딘 및 하이폭사민에 의존한다.  원래의 CHO   dhfr-  세포주를 항체로 감염시키면

dhfr 유전자가 dhfr+ 표현형의 CHO 세포 전환체의 선별을 가능하게 한다.  선별은 티미딘과 하이폭사민의 부재

하에 실행한다.  항체 유전자의 발현은 메토트렉사이트(MTX)를 사용한 증폭에 의해서 증가시킬 수 있다.  이러

한 제제는 dhfr 효소의 직접적인 억제제이며, 이들의 dhfr 유전자 수를 증폭하는 저항성 콜로니를 분리하여 항

체 유전자가 이러한 조건하에서도 효과적으로 생존하게 한다.

정제된 항체 분자, 예를 들어 면역글로불린은 하기 단계를 포함하는 방법으로 제조할 수 있다:[0170]

(a) 표유동물 세포, 예를 들어 CHO 또는 HEK 293 세포에서 상기에서 규정한 항체 분자를 암호화하는 이종 핵산[0171]

분자를 재조합적으로 발현시키는 단계; 및

(b) 하기 단계를 포함하는 방법으로 상기 재조합형 발현 항체 분자를 정제하는 단계;[0172]

  (b1) 단백질 A 컬럼 정제;[0173]

  (b2) 이온 교환 컬럼 정제, 예를 들어 양이온 교환 크로마토그래피; 및[0174]

  (b3) 선택적으로 크기 배제 컬럼 정제.[0175]

정제 방법은 추가로 농축 단계, 예를 들어 분석 컬럼과 관련된 분석 단계 또는 정용 여과와 같은 추가 단계를[0176]

포함할 수 있다.  방법/방식은 또한 여과/나노-여과를 경유하는 바이러스 제거 단계 및/또는 바이러스 비활성화

단계를 포함할 수도 있다.  또한 특정 단계를 반복(예를 들어 두번의 이온 교환 크로마토그래피 단계를 실행할

수 있음)하거나 또는 특정 단계를 제거(예를 들어 크기 배제 크로파모그래피)할 수도 있는 유연성이 있다.

단백질 A는 대부분의 IgG1 이소타입의 Fc 부위에 결합하는 특이적인 리간드 군이다.  상기는 스타피롤코커스 아[0177]

우레우스의 몇몇 계통에 의해 합성되며, 이것으로부터 분리될 수 있고, 크로마토그래피 비드에 결합될 수 있다.

몇가지 형태의 겔 준비는 시판품으로 이용할 수 있다.

사용할 수 있는 단백질 A 컬럼의 예로는 MabSelect(상표명) 컬럼이 있다.  이상적으로 컬럼은 25 mM Tris/HCl,[0178]

25 mM NaCl, 5 mM EDTA로 평형화시키고, 세포 배양 상층액을 컬럼 상에 로딩하고, 컬럼을 1 M Tris/HCl pH 7.2

로 세척하고, 항체를 100 mM 아세트산을 사용하여 pH 3.2에서 용출시킨다.

양이온-교환 크로마토그래피는 이동상의 시료와 정지상의 양전하기 사이의 상호작용을 이용한다.  약한 양이온[0179]

교환기(예를 들어 CM  Toyopearl  650(상표명))를 사용하는 경우에는 하기의 크로마토그래피 단계를 실행한다:

100 mM 아세트산 pH 4로 전평형화시킨 후에 단백질 A 용출물을 로딩하고 100 mM 아세트산 pH 4로 세척하고, 250

mM 아세트산 나트륨(pH 7.8-8.5) 및 500 mM 아세트산 나트륨(pH 7.8-8.5)를 이용하는 단계에 의해서 항체를 용

출 및 분획화한다.  첫번째 단계로 이중-글리코실화 이성질체 분획물과 모노-글리코실화 이성질체 분획물의 혼

합물이 용출되는 것이 통상적이며, 두번째 단계를 사용해서 비-글리코실화 이성질체 분획물이 용출되는 것이 일

반적이다.

강한 양이온 교환기(예를 들면 SP Toyopearl 650)로부터 염 단계에 의해서 항체를 용출시킬 수 있다: 50 mM 아[0180]

세트산 pH 5.0으로 컬럼을 평형화시킨 후에 50 mM 아세트산과 210 mM 염화나트륨을 사용하여 첫번째 용출 단계

에서 pH 4의 단백질 A 용출액을 로딩한다.  그 다음에 50 mM 아세트산과 350 mM 염화나트륨의 두번째 용출 단계

를 실행한다.  첫번째 염 단계에서 이중-글리코실화 이성질체 분획물과 모노-글리코실화 이성질체 분획물의 혼

합물이 용출되는 것이 일반적이며, 두번째 염 단계에서 비-글리코실화 이성질체가 용출되는 것이 일반적이다.
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또한 항체는 염 그래디언트에 의해서 강한 양이온 교환기 컬럼(예를 들면 SP-Sepharose(상표명))으로부터 용출[0181]

시킬 수 있다: 전평형화 후에 pH 4.5에서 컬럼을 세척 및 로딩하고 50 mM MES pH 5.8 내지 50 mM MES/1 M 염화

나트륨 pH 5.8의 염 그래디언트를 적용시킨다.  여기서 이중-글리코실화 이성질체, 모노-글리코실화 이성질체

및 비-글리코실화 이성질체 분획물이 분리해서 용출되는 것이 일반적이다.  이후에 이중-글리코실화 이성질체

분획물 및 모노-글리코실화 이성질체 분획물이 고여서 제품 풀 및/또는 목적하는 항체 혼합물이 생성된다.

이중- 및 모노-글리코실화 항체 분자, 예를 들면 면역글로불린의 혼합물의 추가 정제는 크기 배제 크로마토그래[0182]

피로 실행할 수 있다.  유용한 컬럼의 예로는 Superdex 200(상표명) 컬럼이 있다.  러닝 완충액의 예로는 히스

티딘/염화나트륨, 예를 들어 10 mM 히스티딘/125 mM 염화나트륨/pH 6 및 인산 완충 식염수(PBS)가 포함된다.

특정 상태를 통한 흐름의 음이온 교환 크로마토그래피 이후의 농축/정용 여과는 대안적인 정제 단계이다.  Q[0183]

Sepharose(상표명)는 음이온 교환 단계의 수지의 예이다.  예를 들면 SP 크로마토그래피에서의 용출액을 37.5

mM Tris/HCl pH 7.9로 3배 희석하고, 25 mM Tris/83 mM 아세트산 나트륨으로 전-평형화된 Q-Sepharose 컬럼 상

을 통과시킨다.  흐름 통과액을 수집하고, pH 5.5로 적정하고, 예를 들어 Hydrosart 30 kD(상표명) 막을 이용한

초여과로 농축시킨다.  이후의 농축물은 예를 들면 20 mM 히스티딘/HCl pH 5.5 10 부피로 정용 여과할 수 있다.

상기에서 인용한 정제 방법은 또한 Mono-S HR5/5 컬럼의 사용과 같은 분석 크로마토그래피 단계를 추가 단계[0184]

(c)로서 포함할 수도 있다.  그러나 정용 여과와 같은, 예를 들어 항체 분자의 농축에 있어서의 추가 단계가 있

다.

본 발명의 하나의 실시양태에서 조성물, 항체 조제 또는 항체 풀은 여기서 기재한 항체 분자 또는 상기에서 제[0185]

공한 방법으로 제조한 항체 분자를 포함하여 제공된다.  본 발명의 이러한 실시양태에서 상기 조성물은 모노-

또는 이중-글리코실화 항체를 포함한다.  또 다른 실시양태에서 상기 조성물은 모노- 및 이중-글리코실화(중쇄

(들)의 가변 부위(들)에) 항체를 포함하며, 상기 조성물은 가변 부위에 글리코실화가 없는 항체 분자에서 유도

된다.  상기 실시양태의 내용에서 "항체 풀(antibody pool)"이라는 용어는 각각 분리된 이후에 하나의 혼합물로

결합한 모노- 및 이중-글리코실화 (중쇄(들)의 가변 부위(들)에) 항체의 혼합물을 나타낸다.  여기서 제공하는

항체 혼합물 또는 항체 풀은 여기서 규정하는 50 % 모노-글리코실화 및 50 % 이중-글리코실화 항체를 포함할 수

있다.  그러나 또한 30/70 내지 70/30의 비율로 관찰된다.  또한 당업에 통상의 지식을 가진 자들은 본 발명의

항체 혼합물의 또 다른 비율을 확인할 수 있다는 것을 알고 있다.  예를 들면 또한 10/90 또는 90/10, 20/80 또

는 80/20 뿐만 아니라 40/60 또는 60/40이 본 발명의 내용에 사용될 수 있다.  또한 실시예에서 나타낸 것과 같

이 상기에서 규정한 것과 같이 이중-글리코실화 및 모노-글리코실화 항체를 포함하는 본 발명의 항체 혼합물의

특히 유용한 비율은 40/60 내지 45/55의 비율이다.

여기서 제공되는 조성물은 특히 약학적 조성물 또는 진단학적 조성물에 유용하다.[0186]

따라서 본 발명은 하기를 포함하는 진단학적 또는 약학적 조성물 용으로 제공된다:[0187]

(a) 글리코실화 Asn이 있는 1개의 항원 결합 자리를 포함하는 상기에서 규정한 항체 분자;[0188]

(b) 글리코실화 Asn이 있는 2개의 항원 결합 자리를 포함하는 상기에서 규정한 항체 분자; 또는 보다 바람직하[0189]

게는

(c) 항체 분자 (a) 및 (b)의 결합물.[0190]

글리코실화 Asn이 있는 1개의 항원 결합 자리를 포함하는 항체 분자(들) 및 글리코실화 Asn이 있는 2개의 항원[0191]

결합 자리를 포함하는 항체 분자(들)를 포함하는 여기서 제공되는 결합물 (c)는 (중쇄의 가변 부위에 관해) 비-

글리코실화 이성질체가 없다.  상기에서 지적한 것과 같이 "비-글리코실화 (중쇄의 가변 부위에 관해) 이성질체

가 없는(devoid of non-glycosylated (in respect to the variable region of the heavy chain) isoform)" 이

란 문장은 결합물/항체 풀/항체 조제를 나타내며, 상기 결합물 중 항체 종이 5 % 이하, 예를 들어 4 % 이하, 3

% 이하, 2 % 이하, 1 % 이하 또는 심지어 0.5 % 이하가 중쇄의 가변 부위의 비-글리코실화이다.  실시예에서 설

명한 것과 같이 상기 결합물/항체 풀/항체 조제는 비-글리코실화 이성질체를 거의 포함하지 않을 수 있다(0.5 %

이하).  주어진 항체 조성물 중 주어진 글리코실화 이성질체(여기서 규정한 것과 같으며, 예를 들어 중쇄의 가

변 부위의 글리코실화로 특히 첨부된 도면 14 참조)의 퍼센트 및/또는 양은 당업에 공지되어 있는 방법에 의해

용이하게 결정할 수 있다.  상기 방법들은 이에 제한하지는 않지만 질량 스펙트로미터, SDS-PAGE 분석 이온 교

환, HPLL, ELISA 등을 포함한다. 

첨부된 실시예에서 나타내는 것과 같이 본 발명의 항체에 의해서 순수한 알쯔하이머 β-아밀로이드 플라크의 특[0192]
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이적이고 민감한 면역-데코레이션은 AD 환자로부터의 인간 뇌 조직의 시편 준비를 사용해서 면역조직화학적 염

색 실험으로 실험실내에서 증명하였다.  뇌 슬라이스로부터의 β-아밀로이드 플라크의 효과적인 염색은 또한 A

β로 백신화된 환자에게서 인간 항-Aβ 항체로 증명하였다(Hock, 2002, Nature Medicine, 8, 1270-1275).  또

한 면역-데코레이션은 또한 인간 β-아밀로이드 플라크 존재량이 특징인 유전자 도입 동물 모델로 증명하였다

(Richards, 2003, J. Neuroscience, 23, 8989-9003).  유사한 동물 모델에서 이러한 플라크 결합이 이들의 제

거를 유도하고, 이후에는 질환 관련 증상이 개선되는 반면에 Fc-의존 과정의 관련성이 검토되었다는 것을 증명

하였다(Bard,  2000,  Nature  Medicine,  6,  916-919;  Wilcock,  2003,  Neurobiology  Disease,  15,  11-20;

Wilcock, 2004, J. Neuroscience, 24, 6144-6151).  또한 β-아밀로이드 플라크에 항-Aβ 항체의 효과적인 결

합이 질병의 진전을 느리게 하는 것과 관련이 있다고 보고되었다(Hock, 2002, Nature Medicine, 8, 1270-1275;

Hock, 2003, Neuron, 38, 547-554).  이것과 인간 뇌 조직의 사후 분석으로 미세신경교 세포의 탐식 작용이 인

간의 플라크 제거와 메카니즘에서 관련이 있다는 것을 알았다(Nicoll, 2003, Nature Medicine, 9, 448-452).

따라서 본 발명의 항체 또는 약학적 조성물에 특히 포함되는 항체는 인간 IgG1이며, 이것은 주로 인간의 FcR-의

존 프로세스의 원인이다.  본 발명의 혼합물/본 발명의 항체의 효과적인 β-아밀로이드 플라크 면역-데코레이션

으로 약제가 인간의 β-아밀로이드 플라크의 형성을 막고, 플라크 존재를 제거하기 위한 수동 면역화에 효과적

일 것임을 확인하였다.

또한 항체는 혈액-뇌-장벽을 가로질러 이들의 목적 장소에 도달해야 하는 것이 바람직하다.  인간 IgG들로서 큰[0193]

크기 분자에 있어서 상기 방법은 급격하게 바뀌어 단지 약 0.1 % 내지 0.2 %의 항체의 플라즈마 농도만이 CSF에

도달할 수 있다.  플라크 제거의 메카니즘은 여전히 논쟁거리이며, Aβ 펩티드 상의 주변 효과와 관련이 있을

것이다(Dodart, 2002, Nature Neuroscience, 5: 452-457).  따라서 본 발명의 (가변 부위 중쇄에) 모노- 및 이

중 글리코실화의 상응하는 독창적인 혼합물 또는 발생된 치료적 항체도 또한 Fc-의존 프로세스의 관련 없이 실

험실내에서 Aβ 다중체가 단량체로 분해되고, CSF내의 가용성 Aβ 단량체 및 올리고머와 결합하는 특성이 있으

며, 이것은 가용성 단량체 Aβ 펩티드 또는 올리고머 Aβ 펩티드(예를 들면 응집 중간체)의 중화가 또한 전체

아밀로이드 저하 효과에 기여할 수 있다(Du, 2003, Brain, 126: 1-5).

본 발명의 조성물은 고체 또는 액체 형태로 투여될 수 있으며, 특히 분말(들), 정제(들), 용액(들) 또는 에어로[0194]

졸(들)의 형태일 수 있다.  상기 조성물은 여기서 규정한 모노- 및 이중-글리코실화 항체의 혼합물이 보다 바람

직한 본 발명의 1개 이상의 항체/항체 분자를 포함할 수 있다.

상기 약학적 조성물은 선택적으로 허용가능한 담체 및/또는 희석제를 포함하는 것이 바람직하다.  여기서 개시[0195]

한 약학적 조성물은 특히 신경 및/또는 퇴행성 신경 질환의 치료에 유용할 수 있다.  상기 질환은 이에 제한되

지는 않지만 알쯔하이머병, 근위축성 측색경화중(ALS),  네덜란드형 아밀로이드증이 있는 유전성 뇌출혈, 다운

증후군, HIV-치매, 파킨스병 및 노화와 관련된 신경 질환을 포함한다.  본 발명의 약학적 조성물은 특히 아밀로

이드 플라크 형성의 강력한 억제제로서, 또는 아밀로이드 플라크의 단량체화를 위한 강력한 촉진제로서 나타난

다.  따라서 본 발명은 아밀로이드 질환/질병의 치료에 사용하기 위한 본 발명의 화합물을 포함하는 약학적 조

성물용으로 제공된다.  "아밀로이드 질환/질병(amyloidogenic disease/disorder)"은 아밀로이드 원섬유의 형성

또는 침착, 및/또는 병원성 APP 단백 용해에 의해서 또는 이와 관련된 임의의 질환을 포함한다.  대표적인 아밀

로이드 질환은 이에 제한하지는 않지만 알쯔하이머병(AD), 다운 증후군, 루이소체 형성과 관련된 치매, 치매가

있는 파킨스병, 경도인지장애, 아밀로이드 뇌혈관 병증 및 혈관성 치매가 포함된다.  상이한 아밀로이드 질환은

아밀로이드 침착의 폴리펩티드-성분의 특성에 의해 규정되거나 및/또는 특징화된다.  예를 들면 아밀로이드-β

단백질은 알쯔하이머병을 갖는 피험체에서 아밀로이드 침착이 발견되는 것이 특징이다.

적당한 약학적 담체, 부형제 및/또는 희석제의 예는 당업에 잘 공지되어 있으며, 인산 완충 식염수 용액, 물,[0196]

에멀젼, 예컨대 오일/물 에멀젼, 다양한 타입의 습윤제, 무균 용액 등을 포함한다.  상기 담체를 포함하는 조성

물은 잘 공지되어 있는 종래 방법으로 제제화할 수 있다.  적당한 담체는 항-Aβ 특이 결합제 또는 항체와 결합

하는 경우 Aβ와의 높은 결합 친화도를 보유하는 임의의 물질을 포함할 수 있으며, 부형제, 계면활성제, 강직성

물질(tonicity  agent)  등을  포함하는  환자의  면역  시스템과  비반응성이다;  Remington's  Pharmaceutical

Sciences(1980) 16th edition, Osol, A. Ed.참조.  이러한 약학적 조성물은 적당한 양으로 피험체에게 두여할

수 있다.  적당한 조성물의 투여로 비경구, 피하, 복막 내부, 국소, 기관지 내부, 폐 내부 및 코 내부 투여, 및

국소 치료를 원한다면 병변내 투여에 의한 상이한 방법으로 달성할 수 있다.  비경구 투여는 복막 내부, 근육

내부, 피부 내부, 피하, 정맥 또는 동맥 내부 투여를 포함한다.  상기 투여는 뇌 조직에 직접 또는 동맥의 자리

로의 주입 및/또는 운반에 의해서 실행되는 것이 특히 바람직하다.  본 발명의 조성물은 예를 들어 뇌와 같은

외부 또는 내부 목표 위치에 바이오리스틱 운반(biolistic delivery)에 의해 목표 위치에 직접 투여할 수도 있
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다.

여기서  기재한  글리코실화  항체를  포함하는  약학적  조성물은  선택적으로  생리학적  허용  담체,  부형제,[0197]

안정화제,  계면활성제,  완충제 및/또는 강직성 물질과 목적하는 정제도를 갖는 항체를 혼합하여 제조하였다.

허용가능한  담체,  부형제  및/또는  안정화제는  사용하는  농도와  투여량에서  부형제에  독성이  없으며,

포스페이트, 시트레이트 및 기타 유기산과 같은 완충제를 포함한다; 아스코르브산, 글루타치온, 시스테인, 메티

오닌  및  시트르산을  포함하는  항산화제;  방부제(예컨대  에탄올,  벤질  알콜,  페놀,  m-크레졸,

p-클로르-m-크레졸, 메틸 또는 프로필 파라벤, 벤잘코늄 클로라이드 또는 이들의 결합물); 아미노산, 예컨대 알

기닌, 글리신, 오르니틴, 리신, 히스티딘, 글루타민산, 아스파트산, 이소루이신, 루이신, 알라닌, 페닐알라닌,

티로신, 트립토판, 메티오닌, 세린, 프롤린 및 이들의 결합물; 모노사카라이드, 디사카라이드 및 기타 카보하이

드레이트; 저분자량(약 10 잔기 이하) 폴리펩티드; 단백질, 예컨대 젤라틴 또는 혈청 알부민; 킬레이팅제, 예컨

대  EDTA;  당,  예컨대  트레할로스,  슈크로스,  락토스,  글루코스,  만노스,  말토스,  갈락토스,  프락토스,

소르보스, 라피노스, 글루코사민, N-메틸글루코사민(소위 "메글루민"이라함), 갈락토사민 및 뉴라민산; 및/또는

비-이온성 계면활성제, 예컨대 트윈, Brij Pluronics, 트리톤-X 또는 폴리에틸렌 글리콜(PEG).

약학적 조성물은 액상 형태, 동결건조 형태 또는 동결건조 형태를 재구성화한 액상 형태일 수 있으며, 동결건조[0198]

조제는 투여전에 멸균 용액으로 재구성화될 것이다.  동결건조 조성물의 재구성을 위한 기본 방법은 순수한 물

의 양(동결건조 중에 제거된 부피와 동량인 것인 통상적임)을 다시 첨가하는 것이지만 또한 항균제를 포함하는

용액을 비경구 투여에 있어서 약학적 조성물의 제조를 위해 사용할 수도 있다; Chen(1992) Drug Dev Ind Pharm

18, 1311-54 참조.

약학적 조성물의 대표적인 항체 농도는 약 1 mg/mL 내지 약 200 mg/ml 또는 약 50 mg/mL 내지 약 200 mg/mL,[0199]

또는 약 150 mg/mL 내지 약 200 mg/mL의 범위일 수 있다.  명확한 이유를 위해서 여기서 지시하는 농도는 액상

또는 고형물에서 정확하게 재구성한 액체의 농도를 나타낸다.

항체의 수성 제제는 예를 들어 pH가 약 4.0 내지 약 7.0, 또는 약 5.0 내지 약 6.0의 범위, 또는 대안적으로 약[0200]

5.5인 pH-완충 용액으로 제조할 수 있다.  상기 범주내의 pH로 적당한 완충제의 예로는 포스페이트-, 히스티딘-

, 시트레이트-, 숙시네이트-, 아세테이트-완충제 및 기타 유기산 완충제를 포함한다.  완충제 농도는 제제의 목

적하는 강직성 및 완충제에 따라서 달라지는 약 1 mM 내지 약 100 mM, 또는 약 5 mM 내지 약 50 mM일 수 있다.

강직성 물질은 제제의 강직성을 조절할 수 있는 항체 제제에 포함할 수 있다.  대표적인 강직성 물질은 염화나[0201]

트륨, 염화칼륨, 글리세린 및 아미노산, 당뿐만 아니라 이들의 결합물로 이루어진 군으로부터 선택된 임의의 성

분을 포함한다.  수성 제제는 고장액 또는 저장액이 적당할 수 있는데도 불구하고 등장이 바람직하다.  "등장

(isotonic)"이라는 용어는 비교되는 몇몇 기타 용액으로서 동일한 강직성을 갖는 용액, 예컨대 생리학적 염 용

액 및 혈액 혈청을 나타낸다.  강직성 물질은 약 5 mM 내지 약 350 mM, 특히 105 mM 내지 305 nM의 양으로 사용

할 수 있다.

계면활성제는 또한 제제화된 항체의 응집을 줄이고, 및/또는 제제에 미립자의 형성을 최소화시키고, 및/또는 흡[0202]

착을 줄이기 위해서 항체 제제에 첨가할 수도 있다.  대표적인 계면활성제는 폴리옥시에틸렌소르비탄 지방산 에

스테르(트윈), 폴리옥시에틸렌 알킬 에테르(Brij), 알킬페닐폴리옥시에틸렌 에테르(트리톤-X), 폴리옥시에틸렌-

폴리옥시프로필렌 코폴리머(폴록사머, 플로닉) 및 소듐 도데실 설페이트(SDS)를 포함한다.  바람직한 폴리옥시

에틸렌소르비탄-지방산 에스테르는 폴리소르베이트 20(상표면 트윈 20
TM
으로 시판) 및 폴리소르베이트 80(상표명

트윈 80
TM
으로 시판)이다.  바람직한 폴리에틸렌-폴리프로필렌 코폴리머는 상표명 플로닉® F68 또는 폴록사머

188
TM
으로 시판되는 것이다.  바람직한 폴리옥시에틸렌 알킬 에테르는 상표명 Brij

TM
으로 시판되는 것이다.  계면

활성제의 대표적인 농도는 약 0.001 % 내지 약 1 % w/v의 범위일 수 있다.

동결건조보호제(lyoprotectant)도 또한 동결건조 공정 중에 불안정 조건에 대항해서 불안정한 활성 성분(예들[0203]

들면 단백질)을 보호하기 위해서 첨가할 수도 있다.  예를 들어 공지된 동결건조보호제는 당(글루코스와 슈크로

스를 포함함); 폴리올(만니톨, 소르비톨 및 글리세롤을 포함함); 및 아미노산(알라닌, 글리신 및 글루타민산을

포함함)을 포함한다.  동결건조보호제는 약 10 mM 내지 약 500 nM의 양으로 사용하는 것이 일반적이다.

하나의 실시양태에서 제제는 상기에서 규정한 제제(즉 글리코실화 항체, 계면활성제, 완충제, 안정화제 및/또는[0204]

강직성 물질)를 함유하며, 1개 이상의 방부제, 예컨대 에탄올, 벤질 알콜, 페놀, m-크레졸, p-클로르-m-크레졸,

메틸 또는 프로필 파라벤, 벤잘코늄 클로라이드 및 이들의 결합물이 실질적으로 없다.  또 다른 실시양태에서
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방부제는 예를 들어 약 0.001 내지 약 2 %(w/v)의 범위의 농도로 제제에 포함할 수 있다.

하나의 실시양태에서 본 발명의 항체 제제는 비경구 투여에 적당한 액상 또는 동결건조 제제이며, 하기를 포함[0205]

할 수 있다:

- 약 1 mg/mL 내지 약 200 mg/mL의 여기서 기재한 글리코실화 항체 또는 항체 조성물;[0206]

- 약 0.001 내지 약 1 %의 1개 이상의 계면활성제;[0207]

- 약 1 내지 약 100 mM의 완충제;[0208]

- 선택적으로 약 10 내지 약 500 mM의 안정화제 및/또는 약 5 내지 약 305 mM의 강직성 물질;[0209]

- 약 4.0 내지 약 7.0의 pH.[0210]

바람직한 실시양태에서, 본 발명의 비경구 제제는 하기를 포함하는 액상 또는 동결건조 제제이다:[0211]

- 약 1 내지 약 200 mg/mL의 여기서 기재한 글리코실화 항체 또는 항제 조성물;[0212]

- 0.04 % 트윈 20 w/v;[0213]

- 20 mM의 L-히스티딘;[0214]

- 250 mM 슈크로스;[0215]

- pH 5.5.[0216]

보다 바람직한 실시양태에서, 본 발명에 따른 비경구 제제는 또한 하기를 포함하는 동결건조 제제를 포함할 수[0217]

도 있다:

- 15 mg/mL의 여기서 기재한 글리코실화 항체 또는 항체 조성물;[0218]

- 0.04 % 트윈 20 w/v;[0219]

- 20 mM의 L-히스티딘;[0220]

- 250 mM의 슈크로스;[0221]

- pH 5.5;[0222]

또는 [0223]

- 75 mg/mL의 여기서 기재한 글리코실화 항체 또는 항체 조성물;[0224]

- 0.04 % 트윈 20 w/v;[0225]

- 20 mM의 L-히스티딘;[0226]

- 250 mM의 슈크로스;[0227]

- pH 5.5;[0228]

또는[0229]

- 75 mg/mL의 여기서 기재한 글리코실화 항체 또는 항체 조성물;[0230]

- 0.02 % 트윈 20 w/v;[0231]

- 20 mM의 L-히스티딘;[0232]

- 250 mM의 슈크로스;[0233]

- pH 5.5;[0234]

또는[0235]

- 75 mg/mL의 여기서 기재한 글리코실화 항체 또는 항체 조성물;[0236]

- 0.04 % 트윈 20 w/v;[0237]
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- 20 mM의 L-히스티딘;[0238]

- 250 mM의 트레할로스;[0239]

- pH 5.5;[0240]

또는[0241]

- 75 mg/mL의 여기서 기재한 글리코실화 항체 또는 항체 조성물;[0242]

- 0.02 % 트윈 20 w/v;[0243]

- 20 mM의 L-히스티딘;[0244]

- 250 mM의 트레할로스;[0245]

- pH 5.5.[0246]

또 다른 보다 바람직한 실시양태에서, 본 발명에 따른 비경구 제제는 하기를 포함하는 액상 제제를 포함할 수도[0247]

있다:

- 7.5 mg/mL의 여기서 기재한 글리코실화 항체 또는 항체 조성물;[0248]

- 0.022 % 트윈 20 w/v;[0249]

- 120 mM의 L-히스티딘;[0250]

- 250 125 mM의 슈크로스;[0251]

- pH 5.5;[0252]

또는[0253]

- 37.5 mg/mL의 여기서 기재한 글리코실화 항체 또는 항체 조성물;[0254]

- 0.02 % 트윈 20 w/v;[0255]

- 10 mM의 L-히스티딘;[0256]

- 125 mM의 슈크로스;[0257]

- pH 5.5;[0258]

또는[0259]

- 37.5 mg/mL의 여기서 기재한 글리코실화 항체 또는 항체 조성물;[0260]

- 0.01 % 트윈 20 w/v;[0261]

- 10 mM의 L-히스티딘;[0262]

- 125 mM의 슈크로스;[0263]

- pH 5.5;[0264]

또는[0265]

- 37.5 mg/mL의 여기서 기재한 글리코실화 항체 또는 항체 조성물;[0266]

- 0.02 % 트윈 20 w/v;[0267]

- 10 mM의 L-히스티딘;[0268]

- 125 mM의 트레할로스;[0269]

- pH 5.5;[0270]

또는[0271]

- 37.5 mg/mL의 여기서 기재한 글리코실화 항체 또는 항체 조성물;[0272]
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- 0.01 % 트윈 20 w/v;[0273]

- 10 mM의 L-히스티딘;[0274]

- 125 mM의 트레할로스;[0275]

- pH 5.5;[0276]

또는[0277]

- 75 mg/mL의 여기서 기재한 글리코실화 항체 또는 항체 조성물;[0278]

- 0.02 % 트윈 20 w/v;[0279]

- 20 mM의 L-히스티딘;[0280]

- 250 mM의 트레할로스;[0281]

- pH 5.5;[0282]

또는[0283]

- 75 mg/mL의 여기서 기재한 글리코실화 항체 또는 항체 조성물;[0284]

- 0.02 % 트윈 20 w/v;[0285]

- 20 mM의 L-히스티딘;[0286]

- 250 mM의 만니톨;[0287]

- pH 5.5;[0288]

또는[0289]

- 75 mg/mL의 여기서 기재한 글리코실화 항체 또는 항체 조성물;[0290]

- 0.02 % 트윈 20 w/v;[0291]

- 20 mM의 L-히스티딘;[0292]

- 140 mM의 염화나트륨;[0293]

- pH 5.5;[0294]

또는[0295]

- 150 mg/mL의 여기서 기재한 글리코실화 항체 또는 항체 조성물;[0296]

- 0.02 % 트윈 20 w/v;[0297]

- 20 mM의 L-히스티딘;[0298]

- 250 mM의 트레할로스;[0299]

- pH 5.5;[0300]

또는[0301]

- 150 mg/mL의 여기서 기재한 글리코실화 항체 또는 항체 조성물;[0302]

- 0.02 % 트윈 20 w/v;[0303]

- 20 mM의 L-히스티딘;[0304]

- 250 mM의 만니톨;[0305]

- pH 5.5;[0306]

또는[0307]

- 150 mg/mL의 여기서 기재한 글리코실화 항체 또는 항체 조성물;[0308]
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- 0.02 % 트윈 20 w/v;[0309]

- 20 mM의 L-히스티딘;[0310]

- 140 mM의 염화나트륨;[0311]

- pH 5.5;[0312]

또는[0313]

- 10 mg/mL의 A베타 항체;[0314]

- 0.01 % 트윈 20 w/v;[0315]

- 20 mM의 L-히스티딘;[0316]

- 140 mM의 염화나트륨;[0317]

pH 5.5에서.[0318]

하나의 실시양태에서 본 발명의 약학적 조성물은 하기를 포함하는 액상 제제이다:[0319]

- 10 mg/mL의 A베타 항체;[0320]

- 0.01 % 트윈 20 w/v;[0321]

- 20 mM의 L-히스티딘;[0322]

- 140 mM의 염화나트륨;[0323]

pH 5.5에서.[0324]

또 다른 실시양태에서 본 발명의 약학적 조성물은 하기를 포함하는 동결건조 제제이다:[0325]

- 75 mg/mL의 A베타 항체;[0326]

- 0.04 % 트윈 20 w/v;[0327]

- 20 mM의 L-히스티딘;[0328]

- 250 mM의 슈크로스;[0329]

pH 5.5에서.[0330]

대표적인 제제에 관한 내용에서 "여기서 기재한 글리코실화 항체(herein  described  glycosylated  antibodie[0331]

s)"라는 문장은 본 발명에 여기서 규정한 모노-글리코실화 항체, 여기서 규정한 이중-글리코실화 항체뿐만 아니

라 이들의 결합물을 포함할 수 있다.

투여량 처방 계획은 주치의와 임상적 인자에 의해서 결정될 것이다.  의학 분야에 잘 공지되어 있는 것과 같이[0332]

임의의 환자에 투여량은 환자의 사이즈, 몸체 표면 영역, 나이, 투여하는 특정 화합물, 성별, 투여 시간 및 투

여 경로, 통상적인 건강 상태 및 기타 동시에 투여하는 약제를 포함하는 많은 인자에 따라서 달라진다.  단백질

약학적 활성 문제는 투여량 당 1 ng 내지 20 mg/kg 몸무게, 예를 들어 0.1 mg 내지 10 mg/kg 몸무게, 예를 들어

0.5 mg 내지 5 mg/kg 몸무게의 양으로 존재할 수 있으며; 그러나 특히 상기에서 기재한 여러 인자를 고려하여

상기 대표적인 범위 이하 또는 이상의 투여량을 계획한다.  처방 계획이 연속적인 주입 계획이라면 또한 분 당

몸무게 kg 당 1 ug 내지 10 mg 범위내여야 한다.

여기서  기재한  약학적  조성물은  짧은-효과(short-acting),  신속한-방출(fast-releasing),  긴-효과(long-[0333]

acting) 또는 서방출(sustained-releasing)로 제제화할 수 있다.  따라서 약학적 조성물은 또한 방출을 늦추거

나 또는 방출을 제어하기 위해 적당할 수도 있다.

서방출 조제는 당업에 공지되어 있는 방법을 사용하여 제조할 수 있다.  서방출 조제의 적당한 예로는 매트릭스[0334]

가 예를 들어 마이크로캡슐 또는 필름과 같은 성형 물질 형태인 항체를 함유하는 고형 소수성 폴리머의 반투성

매트릭스를 포함한다.  서방출 매트릭스의 예로는 폴리에스테르, L-글루타민산과 에틸-L-글루타메이트의 코폴리

머, 비-분해성 에틸렌-비닐 아세테이트, 하이드로겔, 폴리락티드, 분해성 락트산-글리콜산 코폴리머 및 폴리-D-

(-)-3-하이드록시부티릭산을 포함한다.  서방출 조제에 포함되는 항체의 면역원성의 가능한 변화 및 생물학적
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활성의 가능한 손실은 적당한 첨가제 사용, 수분 함량의 조절 및 특이 폴리머 매트릭스 조성물의 개발에 의해서

예방할 수 있다.

방법은 주기적 평가로 모니터링할 수 있다.  즉 본 발명의 모노- 및/또는 이중-글리코실화 항체, 또는 이들의[0335]

혼합물의 조성물은 국소적으로 또는 전신으로 투여할 수 있다.  주변에 투여된 항체는 중추 신경계로 들어갈 수

있다(특히 Bard(2000), Nature Med. 6, 916-919 참조).  비경구 투여를 위한 조제는 멸균 수성 또는 비-수성

용액, 현탁액 및 에멀젼을 포함한다.  비-수성 용매의 예로는 프로필렌 글리콜, 폴리에틸렌 글리콜, 식물성유,

예컨대 올리브유, 및 주입 가능한 유기 에스테르, 예컨대 에틸 올레이트가 있다.  수성 담체는 물, 알콜/수성

용액, 에멀젼 또는 식염수 및 완충 매질을 포함하는 현탁액을 포함한다.  비경구 매체(parenteral vehicles)로

는 염화나트륨 용액, 포도당 링거액, 포도당 및 염화나트륨, 유산 링거액 또는 고정유를 포함한다.  정맥내 매

체는 수액 및 영양 보충제, 전해질 보충제(예컨대 포도당 링거액을 기본으로 하는 것들) 등을 포함한다.  방부

제 및 기타 첨가제도 또한 예를 들어 항균제, 항-산화제, 킬레이팅제 및 불활성가스 등이 존재할 수 있다.  또

한 본 발명의 약학적 조성물은 약학적 조성물의 의도된 사용에 따른 추가의 약제를 포함할 수 있다.  상기 약제

는 중추 신경계에 활성이 있는 약제, 예컨대 신경방어 인자, 콜린에스테라아제 억제제, M1 무스카린성 수용체의

작용제, 호르몬, 항산화제, 염증 억제제 등일 수 있다.  상기 약학적 조성물은 예를 들어 신경전달물질 및/또는

신경전달물질의 대체 분자, 비타민 E 또는 알파-리포산과 같은 약제를 추가로 포함하는 것이 특히 바람직하다.

특히 생화학자, 생물학자, 화학자, 약학자 및 상기 전문인들의 그룹에 제한하지 않지만 당업에 통상의 지식을[0336]

가진 자들은 용이하게 상기에서 인용한 약학적 조성물을 사용 및 생성할 수 있다.  또한 주치의와 같은 당업에

통상의 지식을 가진 의학자들도 또한 상기 약학적 조성물을 여기서 규정하는 약학적 조성물로 치료해야 하는 환

자에게 투여하는 방법을 알고 있다.  상기 투여는 예를 들어 주입 및/또는 주사에 의한 전신 투여를 포함할 수

있다.  그러나 본 발명의 화합물 및/또는 본 발명의 화합물 혼합물을 뇌에 직접 투여하는 것도 있다.  예를 들

어 화합물 또는 화합물 혼합물 또는 화합물 조제를 바람직하게는 느린 주입를 통해 뇌 연조직에 충격을 최소화

시키기 위해서 뇌에 뇌실내 또는 수막강내 주입으로 직접 투여할 수 있다.  또한 뇌에서 느린 방출 임플란트

(slow release implant)를 사용할 수도 있다.  또한 유전자 치료 접근법을 예를 들어 본 발명에서 규정하는 항

체를 제조하는 임플란트 재조합 세포를 사용하여 이용한다.  이러한 "재조합 세포(recombinant cells)"는 특히

본 발명의 항-Aβ 항체와 같은 여기서 규정하는 항체의 가변 부위/부분에 여기서 규정하는 글리코실화를 제공할

수 있어야 한다.  게다가 상기에서 지적한 것과 같이 본 발명의 항체/항체 혼합물의 하나의 이점은 혈액-뇌 장

벽를 가로지르고 아밀로이드 플라크와 결합할 수 있는 이것의 능력이다.  아래에서 설명하는 본 발명의 약학적

조성물은 병리학적 APP 응집 또는 병리학적 APP 진행에따라 좌우되거나 또는 관련되거나 또는 지금까지 공지되

어 있는 모든 종류의 질병을 치료하기 위해 사용할 수 있다.  아밀로이드-β의 세포외 침착이 역할인 알쯔하이

머병 및 기타 질환의 치료에 특히 유용하다.  동물 치료에서도 또한 여기서 규정하는 방법, 용도 및 조성물을

포함하지만 인간에 이용하는 것이 바람직하다.

본 발명의 바람직한 실시양태에서 상기에서 규정하는 본 발명의 조성물은 선택적으로 검출을 위한 적당한 수단[0337]

을 추가로 포함하는 진단 조성물이다.  진단 조성물은 본 발명의 상기에서 언급한 화합물, 즉 여기서 규정하는

글리코실화 항체 중 1개 이상을 포함한다.

상기 진단 조성물은 본 발명의 화합물, 특히 본 발명의 글리코실화 항체 분자, 가용성 형태/액체 상을 포함할[0338]

수 있지만 또한 상기 화합물은 고형 지지체(solid support)에 연결되거나 및/또는 부착되거나/결합되어 있는 것

으로 파악된다.

고형 지지체는 여기서 규정하는 진단 조성물과 결합하여 사용할 수 있으며, 또는 본 발명의 화합물은 상기 고형[0339]

지지체에 직접 연결할 수 있다.  상기 지지체는 당업에 잘 공지되어 있으며, 특히 컬럼 물질, 폴리스티렌 비드,

라텍스 비드, 마그네틱 비드, 콜로이드 금속 입자, 유리 및/또는 실리콘 칩 및 표면, 니트로셀룰로스 스트립,

막, 시트, 듀라사이트(duracyte), 반응 트레이의 웰(well) 및 벽(wall), 플라스틱 튜브 등을 포함한다.  본 발

명의 화합물(들), 특히 본 발명의 항체는 여러 상이한 담체에 연결될 수 있다.  잘 공지된 담체의 예로는 유리,

폴리스티렌, 폴리비닐 클로라이드, 폴리프로필렌, 폴리에틸렌, 폴리카르보네이트, 덱스트란, 나일론, 아밀로스,

천연 및 변형 셀룰로스, 폴리아크릴아미드, 아가로스 및 마그네타이트(magnetite)를 포함한다.  담체의 특성은

본  발명의  목적에  있어서  가용성이거나  불용성일  수  있다.   적당한  라벨  및  라벨링  방법은  상기에

규정하였으며, 또한 하기에 추가로 언급하였다.  본 발명의 상기 화합물(들)의 고착/고정(fixing/immobilizin

g)에 적합한 방법은 잘 공지되어 있으며, 이에 제한하지는 않지만 이온, 소수성, 공유 상호작용 등을 포함한다.

본 발명의 진단 조성물은 아밀로이드-β와 같은 APP 및/또는 APP-프로세싱 제품의 검출 및/또는 정량, 또는 병[0340]
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리학적 및/또는 (통상적으로) 변형된 APP-분해 사이드의 검출 및/또는 정량에 이용하는 것이 특히 바람직하다.

첨부된 실시예에서 설명하는 것과 같이 독창적인 글리코실화 항체 분자는 간접 면역현광법으로 알쯔하이머병 환[0341]

자의 뇌 부분에 순수한 인간 아밀로이드 플라크 검출의 진단 시약으로서 특히 유용하다.

진단 조성물에 이용하기 위한 본 발명의 상기 화합물은 검출가능하도록 라벨링하는 것이 바람직하다.  갖가지[0342]

기술을 생분자의 라벨링에 이용할 수 있으며, 이것은 당업에 잘 공지되어 있고, 본 발명의 범주내의 것이다.

여러 상이한 라벨이 있으며, 라벨링 방법은 당업에 통상적인 기술을 가진 자들에게 공지되어 있다.  본 발명에

사용할 수 있는 라벨 타입의 예로는 효소, 방사성동위원소, 콜로이드 금속, 형광 화합물, 화학발광 화합물 및

생물발광 화합물을 포함한다.

통상적으로 사용되는 라벨은 특히 형광물질(예컨대 플루오레세인, 로다민, 텍사스 레드 등), 효소(예컨대 양고[0343]

추냉이 과산화효소, β-갈락토시다아제, 알칼리성 인산분해효소), 방사성 동위원소(예컨대 
32
P 또는 

125
I), 비오

틴, 디곡시제닌(digoxygenin), 콜로이드 금속, 화학발광 또는 생물발광 화합물(예컨대 디옥세탄, 루미놀 또는

아크리디니움)을 포함한다.  라벨링 방법, 예컨대 효소 또는 비오티닐기의 공유 결합, 요오드화, 인산화, 비오

틴화 등은 당업에 잘 공지되어 있다.

검출 방법은 이에 제한하지는 않지만 자기방사법, 형광 현미경, 직접 및 간접 효소 반응 등을 포함한다.  통상[0344]

적으로 사용되는 검출 분석은 방사성동위원소 또는 비-방사성동위원소 방법을 포함한다.  상기는 특히 웨스턴블

롯팅, 오버레이-분석, RIA(방사면역 분석) 및 IRMA(면역 방사면역미터 분석), EIA(효소 면역 분석), ELISA(효소

연결 면역 흡착재 분석), FIA(형광 면역 분석) 및 CLIA(화학발광 면역 분석)를 포함한다.

또한 본 발명은 아밀로이드 생성 및/또는 아밀로이드-플라크 형성과 관련된 질병의 예방, 치료 및/또는 진단을[0345]

위한 약학적 또는 진단학적 조성물의 제조에 본 발명의 글리코실화 항체 분자, 또는 본 발명의 방법으로 제조된

항체 분자, 또는 여기서 제공하는 모노- 및 이중-글리코실화 항체의 혼합물의 용도를 제공한다.  여기서 기재하

는 화합물, 특히 본 발명의 항체 분자는 변형 또는 비정상 APP-진행 및/또는 아밀로이드 생성과 관련된 신경병

리학의 예방 및/또는 치료에 이용하는 것이 또한 바람직하다.  항체 분자, 예를 들어 (조작된)면역글로불린 형,

예컨대 IgG 프레임워크의 항체, 특히 IgG1-프레임워크의 항체, 또는 키메라 항체의 형(특히 완전한 인간형 항체

또는 완전 항체), 이중특이성 항체, 단일 사슬 Fvs(scFvs) 또는 이중특이성 scFvs 등을 여기서 제공하는 약학적

조성물의 조제에 이용한다.  게다가 여기서 제공하는 항체 분자 및 혼합물은 또한 첨부된 실시에에서 설명하는

것과 같이 진단 셋팅에 유용하며, 이것은 본 발명의 항체 분자가 Aβ4 및/또는 아밀로이드 침착/플라크를 검출/

상호작용하는데 특이적이기 때문이다.

따라서 본 발명의 화합물의 독창적인 용도는 β-아밀로이드 플라크의 분해, 아밀로이드 (플라크) 제거, 또는 β[0346]

-아밀로이드 플라크 형성에 대항하는 수동 면역화에 의한 개량이라고 하는 신경 질환에 있어서의 약학적 조성물

의 조제에 있어서의 용도이다.  첨부된 실시예에서 설명하고 있는 것과 같이 독창적인 항체 분자는 Aβ 응집을

예방하고, 및 이미 형성된 아밀로이드 응집의 단량체화에 특히 유용하다.  따라서 본 발명의 글리코실화 항체

또는 여기서 기재하는 모노- 및 이중-글리코실화 항체의 혼합물은 신경 보호뿐만 아니라 아밀로이드 플라크/플

라크 전구물질의 제거, 병리학적 아밀로이드 침착/플라크의 감소에 이용하기 위한 것이다.  본 발명의 항체 분

자는 아밀로이드 플라크의 생체내 예방뿐만 아니라 이전에 존재하는 아밀리오드 플라크/침착의 생체내 제거에도

이용된다는 것을 특히 알 수 있다.  또한 본 발명의 항체 분자 또는 혼합물은 Aβ 펩티드 및 Aβ의 응집체, 즉

아밀로이드-β 플라크에 대항하는 수동 면역화 접근 방법에 이용할 수 있다.  Aβ4/Aβ4 침착의 제거는 특히

Fc-부분을 포함하는 본 발명의 항체를 의학적으로 이용하여 획득할 수 있다.  항체의 상기 Fc-부분은 특히 예를

들어 대식세포(식세포 및/또는 소신경계세포) 및/또는 보조 세포의 유인과 같은 Fc-수용체 중재 면역 반응에 유

용하다.  Fc-부분-관련 면역반응의 중재에 있어서 본 발명의 항체 분자는 (인간) IgG1-프레임워크인 것이 바람

직하다.  여기서 기재한 것과 같이 본 발명의 항체 분자 또는 항체 혼합물로 치료하는 바람직한 피험체는 인간

피험체이다.   본 발명의 항체 분자의 기타 프레임워크, 예컨대 IgG2a-  또는 IgG2b-프레임워크도 또한 있다.

IgG2a 및 IgG2b 형의 면역글로불린 프레임워크가 예를 들어 본 발명의 항체 분자의 과학적 이용, 예를 들어 (인

간) 와일드 타입 또는 변형된 APP, APP-단편 및/또는 Aβ4를 발현시키는 형질변환 마우스의 시험에서 마우스 셋

팅에 이용된다.

상기에서 인용한 아밀로이드 생성 및/또는 아밀로이드-플라크 형성과 관련된 질병은 이에 제한하지는 않지만 치[0347]

매, 알쯔하이머병, 운동신경병증, 파킨슨병, ALS(근위측성 측색경화증), 스크래피, HIV-관련 치매뿐만 아니라

크로이츠펠트 야콥병, 네덜란드형 아밀로이드증이 있는 유전성 뇌출혈, 다운 증후군 및 노화와 관련된 신경 질

환을 포함한다.  본 발명의 항체 분자 및 여기서 제공하는 조성물은 아밀로이드 생성 및/또는 아밀로이드 플라
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크 형성과 관련된 염증성 진행의 예방 및/또는 개선에 유용할 수 있다.

따라서 본 발명은 또한 상기 신경성 및/또는 신경퇴행성 질환으로 고통받는 피험체 및/또는 상기 신경성 및/또[0348]

는 신경퇴행성 질환의 영향을 받기 쉬운 피험체에게 항 Aβ 항체 분자 또는 여기서 제공하는 독창적인 모노- 및

/또는 이중-글리코실화 A-베타 항체의 혼합물, 및/또는 상기에서 규정하는 조성물을 효과적인 양으로 투여하는

단계를 포함하는 신경성 및/또는 신경퇴행성 질환의 치료, 예방 및/또는 지연시키는 방법을 제공한다.  여기서

제공하는 처치 방법은 보조-치료적 치료의 형태, 즉 기타 약제 또는 의약품과 결합하여, 또는 본 발명의 화합물

/조성물을 단독으로 투여하는 것을 포함한다.  본 발명의 특히 바람직한 실시양태에서 신경성 및/또는 신경퇴행

성 질환의 치료, 예방 및/또는 지연 방법은 Aβ에 직접 대항하는 모노- 및 이중-글리코실화 항체 및 여기서 제

공하는 것을 포함하는 항체 혼합물을 상응하는 의학적 조정의 필요에 따라 환자에게 투여하는 단계를 포함하여

제공된다.

여기서 사용하는 "치료(treatment)"라는 용어는 필요한 환자에게 여기서 기재한 모노- 및/또는 이중-글리코실화[0349]

항체(또는 이의 혼합물)의 투여를 포함한다.  상기 환자는 하나의 실시양태에서 병리학적 APP 프로세싱과 관련

된 질환으로 고통받거나 또는 민감한 사람인 인간 환자일 수 있다.  따라서 여기서 사용하는 "치료"라는 용어는

여기서 제공하는 화합물 또는 화합물 혼합물의 예방 뿐만 아니라 치유력이 있는 투여를 포함한다.

여기서 제공하는 화합물 및 조성물로 치료하는 질환은 알쯔하이머병이다.  거의 확실한 알쯔하이머병의 진단을[0350]

받은 환자는 1984  Mckhann  등의  이러한 진당용의 National  Institute  of  Neurological  and  Communicative

Disorders 및 Stroke/Alzheimer's Disease 및 Related Disorders Association 크리테리아(NINCDS/ADRDA 크리

테리아)를 기초로 한다.

또한 본 발명의 내용에 관해서 알쯔하이머병과 같은 APP-관련 질환에서의 "보조-치료(co-therapy)" 셋팅에서 여[0351]

기서 제공하는 화합물 및/또는 조성물의 의학적 용도가 있다.  이러한 경우에 메만틴, 도네프레질, 리바스티그

민 또는 갈란타민과 같은 입증된 약제의 보조-치료가 있다.

또 다른 실시양태에서 본 발명은 여기서 규정하는 1개 이상의 글리코실화 항체 또는 여기서 제공하는 독창적인[0352]

모노- 및/또는 이중-글리코실화 방법의 혼합물을 포함하는 키트를 제공한다.  유리하게 본 발명의 키트는 선택

적으로 완충제(들), 저장 용액 및/또는 잔류 시약 또는 의학적, 과학적 또는 진단학적 분석 및 목적의 실행을

위해 필요한 물질을 추가로 포함한다.  또한 본 발명의 키트는 개별적으로 바이알 또는 병, 또는 컨테이너 또는

멀티컨테이너 유닛에 결합하여 포장할 수 있다.

본 발명의 키트는 특히 본 발명의 방법을 실행하기 위해 사용하는 것이 유리하며,  여기서 나타내는 다양한[0353]

응용, 예를 들어 진단 키트, 연구 수단 또는 의학적 수단으로서 이용할 수 있다.  또한 본 발명의 키트는 과학

적, 의학적 및/또는 진단학적 목적에 적합한 검출 수단을 함유할 수 있다.  키트의 제조는 당업에 통상의 지식

을 가진 자들에게 공지되어 있는 표준 절차를 따르는 것이 바람직하다.

발명의 효과

본 발명은 아밀로이드 질환의 의학적 치료에 효과적인 수단 및 방법, 특히 (상응하는) 의학적 중재의 필요에 따[0354]

라 환자에게 해로운 아밀로이드 플라크를 감소시키는 방법 및 수단을 제공한다. 

도면의 간단한 설명

도 1: 중쇄 및 경쇄 서열의 삽입 자리를 나타내는 플라즈미드 맵.[0355]

도 2: 분석용 크로마토그램의 예.

도 3: 본문에서 기재한 CMT 컬럼의 크로마토그램.  이중-글리코실화 및 모노-글리코실화 이성질체는 이중 피크

1에서 용출되며, 비-글리코실화 이성질체는 피크 2에서 용출됨.

도 4: 항체 A 이성질체의 전체 IgG ESI-MS 분석.  주 피크의 분자 질량은 Da으로 나타냄.  A: 비-글리코실화 항

체 A; B: 모노-글리코실화 항체 A; C: 이중-글리코실화 항체 A.

도 5: 추론된 항체 N-글리코실화 패턴의 도식.  단지 부분적으로 발생하는 구조는 괄호로 나타냄.  A: 복합체

타입;  B:  하이브리드 타입;  C:  올리고만노스 타입;  GlcNAc=N-아세틸-글루코사민, Man=만노스; Gal=갈락토스;

Fuc=푸코스; NeuAc=N-아세틸-뉴라민산.

도 6: MS 및 HPAEC-PAD 분석으로 추론되는 항체 A의 Asn306의 카보하이드레이트 구조의 도식 제시.  단지 부분
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적으로 발생하는 구조는 괄호로 나타냄. GlcNAc=N-아세틸-글루코사민, Man=만노스; Gal=갈락토스; Fuc=푸코스;

NeuAc=N-아세틸-뉴라민산.

도 7: 고정된 섬유성 Aβ40(Biacore 센서 칩)에 항체 A 이성질체의 결합.  항체 농도 60 nM.  즉 정제 전의 모

든 이성질체 혼합물의 결합 곡선은 지시한 것과 같이 나타남.

도 8: 펩스팟 분석에 의한 항체 A 조성물의 에피톱 맵핑.  A) 나타낸 단일 중복 데카펩타이드 스팟의 펩스팟 신

호; B) 단일 중복 데카펩티드 스팟의 신호 강도의 밀도계측 분석.

도 9: 단량체화 분석.  항체 A 조성물 및 항체 A 이성질체는 응집 Aβ로부터 비오틴화 Aβ의 방출을 유도함.

도 10: 항체 A 조성물 및 항체 A 이성질체를 포함하는 항체 A 조성물은 인간 뇌척수액(CSF)으로부터의 가용성 A

β를 포획함.  알쯔하이머병 환자로부터의 4 CSF 시료 평균은 2개를 합동으로 분석함.  2개의 면역침강 후에 웨

스턴 블롯의 밀도계측에 의해 포획된 Aβ의 정량으로 풀 당 웨스턴 블롯을 실행함.  주어진 일련의 웨스턴 블롯

에서 가장 높은 Aβ 값은 100 %임.

도 11: 실험실내에서 항체 A 이성질체로 인간 아밀로이드 플라크의 간접 면역발광 염색.  10 ng/ml 항체 A 농도

로 염색한 후 순수한 생체외 인간 β-아밀로이드 플라크의 높은 민감성과 특이적 검출.  결합된 항체 A는 (A)

항체 A 조성물; (B) 이중-글리코실화 항체 A; (C) 모노-글리코실화 항체 A; 및 (D) 비-글리코실화 항체 A에 있

어서의 염소 항-인간 (H+L)-Cy3에 의해 밝혀짐.  스케일 바=80 um.

도 12: 글리코실화 항체 A 이성질체로 PS2APP 형질전환 마우스 플라크의 생체내 면역-데코레이션을 공초점 현미

경으로 밝힘.  면역데코레이션으로 1 mg 항체 A 이성질체를 단일 투여하고 3일 후에 항체 A 이성질체의 생체내

결합을 밝힘.  항체 A 이성질체의 분포의 대표적인 이미지는 이중- (A), 모노- (B) 및 비-글리코실화 (C) 항체

A 이성질체를 나타냄.  스케일 바=80 um.

도 13: 세포 표면 APP에 항-Aβ 항체의 결합 분석.  인간 APP-감염 HEK293 세포 및 비-감염 대조군 세포에 결합

한 항체를 유세포분류기로 분석함.

도 14: 항체 A 비-, 모노- 및 이중-글리코실화 항체 분자(면역글로불린)의 도식.

도 15: 항체 A 조성물(모노- 및 이중-글리코실화 항체 A 포함), 이중-글리코실화 및 모노-글리코실화 항체 A 이

성질체(주당 20 mg/kg 정맥내 주입) 또는 매체로 5개월 치료한 후 시상 부위의 총 플라크 표면 (A), 총 플라크

수 (B) 및 플라크 수와 크기 분포 (C).

도 16: 항체 A 조성물(모노- 및 이중-글리코실화 항체 A 포함), 이중-글리코실화 및 모노-글리코실화 항체 A 이

성질체(주당 20 mg/kg 정맥내 주입) 또는 매체로 5개월 치료한 후 피질 및 뇌량 부위의 총 플라크 표면 (A), 총

플라크 수 (B) 및 플라크 수와 크기 분포 (C).

도 17: 항체 A 조성물(모노- 및 이중-글리코실화 항체 A 포함), 이중-글리코실화 및 모노-글리코실화 항체 A 이

성질체(주당 20 mg/kg 정맥내 주입) 또는 매체로 5개월 치료한 후 해마 부위의 총 플라크 표면 (A), 총 플라크

수 (B) 및 플라크 수와 크기 분포 (C).

도 18: 항체 A 조성물(모노- 및 이중-글리코실화 항체 A 포함), 이중-글리코실화 및 모노-글리코실화 항체 A 이

성질체(주당 20 mg/kg 정맥내 주입) 또는 매체로 5개월 치료한 후 해마이행부 부위의 총 플라크 표면 (A), 총

플라크 수 (B) 및 플라크 수와 크기 분포 (C).

도 19: PS2APP 마우스에 1, 2 및 4 정맥내 주입으로 0.1 mg/kg을 격주로 투여한 후에 아밀로이드-β 플라크에

결합하는 면역염색 항체 A 조성물의 형광 강도의 측정.  분석은 마지막 주입 2 주 후에 실행함.

도 20: PS2APP 마우스에 2 및 3 정맥내 주입으로 0.15 mg/kg을 매달 투여한 후에 아밀로이드-β 플라크에 결합

하는 면역염색 항체 A 조성물의 형광 강도의 측정.  분석은 마지막 주입 2 주 후에 실행함.

도 21: PS2APP 마우스에 0.05, 0.1 및 0.30 mg/kg을 4회 격주로 투여한 후에 아밀로이드-β 플라크에 결합하는

면역염색 항체 A 조성물의 형광 강도의 측정.  분석은 마지막 주입 2 주 후에 실행함.

도 22: PS2APP 마우스에 0.075, 0.15 및 0.45 mg/kg을 매달 3회 투여한 후에 아밀로이드-β 플라크에 결합하는

면역염색 항체 A 조성물의 형광 강도의 측정.  분석은 마지막 주입 2 주 후에 실행함.

도 23: 살아있는 분화된 제1 인간 대식세포(0.8 밀리언 세포/ml)와 함께 지시한 농도에서 항체 A 조성물로 40

시간 배양한 후 항-Aβ 뮤린 단일클론 항체(BAP-2)로 Aβ에 대항하여 염색된 인간 AD 뇌 섹션.  결과로 아밀로
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이드-β 플라크상에 항체 A 조성물의 항원-의존 세포 탐식작용 효과를 나타내는 아밀로이드 로드가 감소한 것을

알 수 있음.  스케일 바=300 um.

도 24: 0.8 밀리언 세포/ml로 배양하는 경우 인간 AD 뇌 섹션으로부터 아밀로이드-β 플라크 상의 항체 A 조성

물의 용량 반응.  (A)는 총 플라크 영역이며, (B)는 염색 강도를 나타냄.

도 25: 0, 0.1, 1 및 10 ug/ml의 항체 A 조성물(A 내지 D 각각)로 배양한 P388D1 세포의 형광 현미경.

도 26: Aβ 콘쥬게이트화 플루오로비드 및 P3881D1 세포를 사용한 항체 A 조성물의 용량 반응의 정량적 측정(상

대적  형광  단위,  RFU로  나타냄).   2개의  독립적  실험은  항체  A  조성물에  있어서의  효능의  상당한  범위를

나타냄.

도 27: 중쇄의 불변 부위(Asn 306; 첫번째 2개 컬럼) 및 중쇄의 가변 부위(Asn 52; 세번째 및 네번째 컬럼)에서

항체 A의 상이한 글리칸 구조를 나타내는 표.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

[실시예][0356]

하기의 비-제한적인 실시예는 본 발명을 설명한다.[0357]

실시예 1: 클로닝 기술에 의한 항체 A의 생성[0358]

본 발명에 따라 IgG1 분자를 통상적인 클로닝 기술을 사용하여 생성하였다.  이의 암호화 서열 및 이의 발현 아[0359]

미노산 서열에서 항체 A는 중쇄(VH)의 가변 부위에 의해 특징화된다.  중쇄의 상응하는 예는 하기와 같은 DNA

서열로 암호화되며:

[0360]

및 하기 면역글로불린 H-사슬의 유전암호를 지정한다: [0361]

[0362]
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동일한 중쇄는 또한 하기 서열로 나타내는 추가의 "선도 서열"을 포함하는 서열에 의해 암호화될 수도 있다:[0363]

[0364]

상응하는 아미노산 서열은 하기와 같다:[0365]

[0366]

유사하게 항체 A의 경쇄는 하기의 뉴클레오티드 서열에 의해 암호화되며;[0367]

[0368]

및 하기 아미노산 서열(L-사슬)의 유전암호를 지정한다:[0369]

[0370]
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또한 여기서 "선도 서열"을 이용할 수 있으며, 상응하는 서열은 하기와 같다:[0371]

[0372]

상기 서열은 하기 아미노산 서열을 암호화한다:[0373]

[0374]

이러한 상기 서열은 WO 03/070760에 기재되어 있는 것과 같이 MAB31에서 공지되어 있다.[0375]

등록특허 10-1401159

- 39 -



그러나 대표적인 항체 A의 중쇄 및 경쇄는 하기로 나타내는 서열에 의해서도 암화화될 수 있다:[0376]

[0377]
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[0378]
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[0379]

[0380]

실시예 1.1 벡터 조성 [0381]

항체 A의 서열은 합성 파아지 전시 라이브러리인 MorphoSys HuCAL 라이브러리의 제1 스크리닝 후에 2차 성숙 분[0382]

열 순환으로부터 고안하였다.  항체 A에 있어서의 DNA는 원래 독일의 MorphoSys에서의 벡터 pMorph로 제공되며,

부속 페이지 6/43,  WO 03/070760의 도 2에서의 Fab 발현 벡터에 상응한다.  본 발명의 목적을 위한 벡터 조성

에서 벡터 pEE6.1 및 pEE 14.4(둘 다 Lonza Biologics에서 시판함)를 암호화하여 하나의 벡터에 두개의 사슬을

가지는 조성체를 수득하였다; 첨부된 도 1 참조; WO 87/04462 또는 WO 89/01036 참조.  하기의 클로닝 전략을

이용하였다:  

Ig  카파  사슬은  프라이머  ACGTAAGCTTGCCGCCACCATGGTGTTGCAG(센스,  HindIII;  서열  번호  29)  및  프라이머[0383]
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ACGTGAATTCCTAACACTCTCCCCTGTT(안티센스, EcoRI; 서열 번호 30)로 PCR을 이용하여 pCR 2.1 Topo TA에 삽입하여

벡터 MS-Roche ＃7.9.H7_Ig_카파 사슬(WO 03/070760에 기재되어 있음)로부터 분리하였으며, 삽입물은 완벽한 서

열이다.  Ig 카파 사슬 삽입물을 HindIII/EcoRI 분해에 의해 pCR Topo 2.1에서 제거하고, HindIII/EcoRI 삽입

물로서 벡터 pEE14.4에 라이게이션하였다.

Ig  감마 1  중쇄는 프라이머 ACGTAAGCTTGCCGCCACCATGAAACACCTG(센스,  HindIII;  서열 번호:  31)  및  프라이머[0384]

ACGTGAATTCTCATTTACCCGGAGACAG(안티센스,  EcoRI;  서열  번호:  32)로  PCR을  행하여 벡터 pMorph  MS-Roche  ＃

7.9.H7_IgG1에서 클론화하여 pCR 2.1 Topo TA에 삽입하였으며, 삽입물은 완전한 서열이다.  Ig 감마 중쇄 삽입

물을 HindIII/EcoRI 분해로 pCR Topo 2.1에서 제거하고, HindIII/EcoRI 삽입물로서 벡터 pEE 6.4에 라이게이션

하였다.  중쇄 발현 카세트를 NotI/SalI 분해로 pEE 6.4 IgG1으로부터 제거하고, 분리된 단편을 SalI/NotI 분해

된 pEE14.4 카파에 삽입시켜, 최종 이중-유전자 조성체 pEE 14.4 mAb-31를 제조하였다.

실시예 1.2: CHO 세포의 트랜스펙션 및 항체 A의 발현[0385]

트랜스펙션은 기본적 방법에 따라 실행하였다.  숙주 세포주 CHO K1은 Lonza Biologics 워킹 세포 은행(WCB) ＃[0386]

028-W2(Lonza, 2002, 1-179)에서 수득하였으며, 숙주 세포주 CHO K1 SV는 Lonza Biologics 마스터 세포 은행

(MCB) ＃269-M(Lonza, 2003, 1-87)에서 수득하였다.

WCB ＃028-W2에서 수득한 부착하는 CHO K1 세포를 리포좀 트랜스펙션에 의해 중쇄 및 카파 경쇄 유전자를 둘 다[0387]

함유하는 벡터 pEE 14.4 MAb31로 트랜스펙션시켰다(Fugene, Roche Diagnostics).  트랜스펙션 분리물은 DMEM,

GS 보충(둘 다 JRH Biosciences), 10 % 투석 FCS(PAA Laboratories, CoS＃R0-CEP 2001-083-Rev00) 및 50 uM

메티오닌 설폭시민(Sigma사의 MSX)에서 선별하였다.  2 주 후 콜로니를 선택해 96 웰 플레이트에 옮겨 항체 생

성을 위한 ELISA로 시험하였다.  항체 A가 가장 높게 발현된 4개의 콜로니를 일렬로 제한한 희석으로 클론화하

여 82개의 클론이 1주 후에 유도되고 확장된 단일-세포 유도 배양을 수득하였다.

상기 클론 중 1개를 부착 상태로 48 pg/세포/날의 가장 높은 특이적 제조 비율을 갖는 1개로서 선별하였다.  추[0388]

가로 희석을 제한함으로써 서브클론화하여 높은 안정성의 항체 A가 발현되는 양호한 발생자를 수득하였다(Pu,

(1998) Mol Biotechnol, 10, 17-25).  추가로 MCB ＃269-M으로부터의 CHO K1 SV 세포, CHO K1 세포의 현탁 변

이형을  전기천공(eletroporation)에  의해  벡터  pEE  14.4  MAb31로  트랜스펙션시킨다.   이입세포들

(transfectants)을 전에 선별하고, 수득된 클론을 항체 A의 몇가지 높은 발생 클론으로 수득하기 위해 희석을

제한하여 단일 세포 클로닝을 실행하였다.

실시예 1.3 현탁 배양에서 항체 A를 발현하는 클론의 적응[0389]

CHO K1 클론의 가장 좋은 성장 특성은 상이한 단백질 가수분해물로 DHI 배지에서 결정하였다: 세포는 DHI 배지[0390]

w/o 글루타민(Invitrogen)에 결국 적응하며, 상기 배지는 하기의 변형이 있는 DMEM, Ham's F12 및 IMDM(각각의

비율은 1:1:2(v:v:v), Schlaeger 및 Schumpp, 1992, J Immunol Methods, 146, 111-20)의 혼합물이다: 대두 및

쌀  가수분해물:  0.2  %  soy  HyPep  1510  및  0.2  %  rice  HyPep  5603(Kerry  Bioscience),  0.03  %  플로닉  F

68(Invitrogen), 25 uM MSX(Sigma) 및 5 % 투석 FCS(PAA Laboratories).  FCS 농도는 세포가 혈청이 없는 배지

DHI 배지에서 실질적으로 성장할 때까지 점차적으로 감소시킨다.  혈청이 없는 DHI 배지에서 제1 종자 은행을

몇가지의 재조합 세포 클론을 목적으로 냉동시켰다.

CHO K1 SV 클론을 10 % 투석 FCS를 함유하는 DMEM에서 2 단계 절차(Lonza)의 25 uM MSX가 있는 화학적으로 규[0391]

정된 CD-CHO 배지(Gibco-Invitrogen)에서의 현탁 배양에 적응시켰다.  세포 은행을 CD-CHO에서 야기시켰다.  선

택적으로 CHO 세포를 위한 임의의 기타 혈청이 없는 및 단백질이 없는 배지를 항체를 발현시키기 위한 기본으로

서 현탁 배양을 위해 사용할 수 있다.

실시예 2: 항체 A의 제조[0392]

(유가식 발효에 의한) 항체 A의 제조[0393]

CHO 클론을 하기와 같은 회전 배양(spinner cultures) 또는 진탕 플라스크(shake flasks)에서 보존 배양(stock[0394]

cultures)을 발효하여 제조하였다.

각각의 클론의 냉동바이알(cryo vial)을 50-75 ml의 아주 적은 부피로 회전 또는 진탕 플라스크 100 ml에 25 uM[0395]

MSX를 함유하는 각각의 배양 배지에서 해동시켰다.

그 다음에 세포를 1:5로 연속적으로 나누어 진탕 플라스크 또는 회전하면서 400-500 ml 부피의 보존 배양이 될[0396]
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때까지 퍼지도록하였다.  발효조의 접종에 사용하는 세포는 해동 후 90일까지의 상기 보존 배양에서 얻을 수 있

다.  이러한 시드 트래인을 2L 진탕 플라스크 또는 회전의 2x 1000 ml 단계로 구성되며, 이후에 추가의 용기로

서 10L 발효조에 접종한다.  대안적으로 10L 발효조는 유가식 용기 그자체로서 기능하거나, 또는 100L 유가식

발효조에 접종함으로써 기능할 수 있다.  MSX는 차단되는 10L 발효조의 접종까지 선별을 위해 배양 배지에 존재

한다.

발효 과정:[0397]

0 일: 3-4×10
5
/ml 세포로 개시(시드 배양에서 1:4-1:5로 나눔)[0398]

2-3 일: 영양분 공급 개시, 세포 밀도는 1.5×10
6
/ml 이상이여야 함.[0399]

영양분 공급: 1 일 당 2 %로 연속적으로 또는 큰 덩어리로 공급.[0400]

항체 A의 이성질체 조성물은 이온 교환 크로마토그래피로 발효하는 내내 확인한다(하기 참조). [0401]

14-18 일: 세포의 생존력이 (50 %)로 떨어지기 시작하고, 기대 역가에 도달하면 세포 현탁액을 원심분리 및/또[0402]

는 여과로 수집하고, 필터멸균(filter-sterilized)한다.  무균상태로 보관하고 추가로 다음에 기재하는 것과 같

이 진행시킨다.

발효는 표준 절차에 따라서 실행하였으며, 예를 들어 Werner, (1993), Arzneimittelforschung, 43, 1242-9 또[0403]

는 Rendall, (2003), Proceeding of the 18th ESACT meeting, May 11-14, 2003, 1, 701-704를 참조하였다.

실시예 3: 항체 A의 정제[0404]

정제  절차는  3개의  크로마토그래피  단계와  정용여과  단계를  기본으로  하였다:   단백질  A  친화도[0405]

크로마토그래피, 양이온 교환 크로마토그래피, 음이온 교환 크로마토그래피 및 100 kD 막을 이용한 정용여과.

겔 타입 및 컬럼 크기는 1l MabSelect(GE Healthcare, Art. 17-5199, 컬럼 직경 9 cm, 배드 길이 18 +/-2 cm),

0.4 l CM-Toyopearl 650M(Toso Bioscience, Art. 007972, 작은 이온 용량=85 microequivalents/ml, 직경 5.0

cm, 배드 길이 20 +/-2 cm), 1.3 l Q-Sepharose FF(GE Healthcare, Art. 17-0510-04), 직경 9 cm, 배드 길이

20 +/-2 cm이다.  컬럼은 상온에서 작동시켰다.  분획물은 2-8 ℃에서 보관하였다.  검출은 280 nm에서 실행하

였다.  0.1 ㎡ 영역을 갖는 Biomax 100 초여과 모듈(Millipore Corp. Art. P2B100A01)을 농축과 정용여과를 위

해 사용하였다.

단백질 A 크로마토그래피[0406]

하기 용액을 정제수를 사용하여 제조하였다:[0407]

용액 A(평형 완충액): 25 mM Tris, 25 mM NaCl, 5 mM EDTA, HCl로 pH를 7.1 +/-0.1로 조정[0408]

용액 B(세척 완충액 1): NaOH로 pH를 4.5 +/- 0.1로 조정한 100 mM 아세트산[0409]

용액 C(용출 완충액): NaOH로 pH를 3.2 +/- 0.1로 조정한 100 mM 아세트산[0410]

용액 D(세척 완충액 2): 100 mM 아세트산, 75 mM NaCl, pH 3 +/- 0.1[0411]

용액 E:(재생 완충액): 2 M 염산 구아니딘, 100 mM Tris, pH는 HCl로 7.5 +/-0.1로 조정[0412]

용액 F(저장 완충액): 200 mM 벤질 알콜, 100 mM 아세트산, 수산화나트륨으로 pH를 5.0 +/-0.1로 조정[0413]

컬럼을 우선 3 배드 부피의 용액 A로 평형화하였다.[0414]

이후에는 깨끗한 세포 배양 현탁액(45 l, 386 mg/l 항체)으로 충전하고,[0415]

5 배드 부피의 용액 A로 세척하고,[0416]

3 배드 부피의 용액 B로 세척하고,[0417]

3.5 배드 부피의 용액 C로 용출시키고, 용출액을 수집하고,[0418]

3 컬럼 부피의 용액 D로 세척하고, 및[0419]

2 컬럼 부피의 용액 E로 재생하고,[0420]
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3 배드 부피의 완충액 A로 평형화시키고,[0421]

및 저장을 위해 배드 부피의 완충액 F로 세척하였다.[0422]

직선 유속 100 cm/h을 모든 크로마토그래피 단계에 사용하였다.[0423]

컬럼 로드는 17.4 g 항체/1 Mabselect 겔이고, 이성질체의 총 혼합물에 대한 수율은 96 %이다.[0424]

바이러스 불활성화[0425]

하기 용액을 정제수를 사용하여 제조하였다:[0426]

용액 G(조정 용액): 2 M 아세트산나트륨[0427]

단백질 A 용출액의 pH를 농축된 아세트산 또는 2 M 아세트산나트륨(용액 G)을 첨가하여 3.5 내지 3.7로 적정하[0428]

였다.  15 분 동안 교반한 후 2 M 아세트산나트륨(용액 G)을 첨가하여 pH를 4 +/-0.1로 조정하였다.

양이온 교환 크로마토그래피[0429]

하기 용액을 정제수를 사용하여 제조하였다:[0430]

용액 H(평형화 완충액): 100 mM 아세트산, NaOH를 사용하여 pH를 4.0 +/-0.1로 조정[0431]

용액 I(용출 완충액 1): pH를 조정하지 않은 250 mM 아세트산나트륨, pH 7.8-8.5[0432]

용액 J(용출 완충액 2): pH를 조정하지 않은 500 mM 아세트산나트륨, pH 7.8-8.5[0433]

용액 K(재생 용액): 0.5 M 수산화나트륨[0434]

용액 L(저장 완충액): 0.01 M 수산화나트륨[0435]

컬럼을 우선 2 배드 부피의 용액 K로 재생시킨 후 5 배드 부피의 용액 H로 평형화시킨다.[0436]

이후에 단백질 A 용출액의 1개 분취량을 충전하고 1 배드 부피의 용액 H로 세척하였다.[0437]

6 배드 부피의 용액 I로 용출시킨다.  이 단계에서 이중-글리코실화 및 모노-글리코실화 이성질체 혼합물이 용[0438]

출된다.  다음 단계에서 3 배드 부피의 용액 J를 사용하여 비-글리코실화 이성질체를 용출시킨다.

사용한 후 컬럼은 2 배드 부피의 용액 K로 재생시키고, 상기 완충액에서 24 시간 보관한 다음에 2 배드 부피의[0439]

용액 K로 다시 세척한다.  저장을 위해서 3 배드 부피의 용액 L로 세척한다.

시료 크로마토그램을 도 3에 나타내었다.[0440]

크로마토그래프 분획물은 하기에 기재한 분석 IEX로 분석하였다.[0441]

직선 유속 100 cm/h를 모든 크로마토그래프 단계에 사용하였다.[0442]

컬럼 로드는 14.3 g 항체/l CM-Toyopearl 650 M이고, 수율은 이중-글리코실화 및 모노-글리코실화 이성질체 혼[0443]

합물에 있어서 79 %이고, 비-글리코실화 이성질체는 6.2 %이다.

Q-Sepharose FF를 이용한 크로마토그래프를 통한 흐름[0444]

하기 용액을 정제수를 사용하여 제조하였다:[0445]

용액 M(희석 완충액): 37.5 mM Tris, 아세트산으로 pH를 7.9 +/-0.1로 조정[0446]

용액 N(조정 용액): 2 M Tris[0447]

용액 O(평형화 완충액): 83 mM 아세트산나트륨, 25 mM Tris, pH 7.5 +/-0.1[0448]

용액 P(재생 완충액 1): 0.5 M NaOH/1 M NaCl[0449]

용액 Q(재생 완충액 2): 0.2 M 아세트산/1 M NaCl[0450]

용액 R(저장 완충액): 0.01 M NaOH[0451]

CMT 컬럼으로부터의 용출액(산성)은 우선 용액 M으로 1:3 희석한 다음 용액 N으로 pH를 7.5로 조정하였다.[0452]

첫째로 컬럼을 2 배드 부피의 용액 O로 평형화시키고, 이후에는 CMT 컬럼에서의 희석한 용출액을 컬럼상에 통과[0453]
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시키고 유통액(flow through)을 수집하였다.  생성물을 280 nm에서 흡수가 0.1 이하가 될 때까지 용액 O로 용액

이 있는 컬럼에서 세척 제거하였다(수집한 유통액).

컬럼을 1.5 배드 부피의 용액 P로 재생하고 1 시간 동안 보관한 다음 또 다른 1.5 배드 부피의 용액 P로 재생하[0454]

였다.  그 다음에 컬럼을 2 배드 부피의 용액 Q로 재생하고 3 배드 부피의 용액 R로 세척한 다음 보관하였다.

직선 유속 100 cm/h을 모든 크로마토그래프 단계에서 사용하였다.[0455]

컬럼 로드는 3.5 g 항체/1 Q Sepharose FF이고, 이중-글리코실화 및 모노-글리코실화 이성질체 혼합물의 수율은[0456]

91 %이다.

정용여과[0457]

하기 용액을 정제수를 사용하여 제조하였다:[0458]

용액 S(정용여과 완충액): 20 mM 히스티딘, HCl로 pH를 5.5로 조정[0459]

필터 홀더 펠리콘 2(filter holder Pellicon 2, Millipore Corp.)에 1 초여과 모듈 타입 Biomax 100(Millipore[0460]

Corp., 면적=0.1 ㎡, Art.P2B100A01)을 장착했다.  실리콘 튜빙이 장착된 WATSON-MARLOW 501 U 펌프를 펌핑용

으로 사용하였다.  시스템을 완충액 O로 닦아낸 후 QS 크로마토그래피(농축된 아세트산으로 pH를 5.5로 조정

함)로부터의 유통액 3.8 리터(1.1 g 항체/l)를 4-11 ℃에서 1 시간 내에 250-300 ml로 농축하였다.  이후에 완

충액 S(약 10 부피) 3 리터로 정용여과(V=const.)를 실행하였다(4-11°).  마지막으로 생성물을 Millipac 20

필터(Millipore Corp.)를 사용하여 멸균 여과하였다.  초여과/정용여과 단계의 수율은 91 %이다.  생성물의 농

도는 15 mg/ml이다.  생성물은 -70 ℃에서 냉각할 수 있다.

분획물 분석을 위한 분석 IEX 방법[0461]

컬럼: Mono-S HR 5/5(GE Healthcare, Art. 17-0547-01)[0462]

완충액 1: 50 mM 몰포리노에탄설폰산, 수산화나트륨으로 pH를 5.8로 조정[0463]

완충액 2: 50 mM 몰포리노에탄설폰산, 수산화나트륨으로 pH를 5.8로 조정한 1 M NaCl[0464]

유속: 1 ml/분[0465]

검출: 280 nm[0466]

시료 로드: 36-72 u[0467]

그래디언트: 시간   % 완충액 2[0468]

             0 분    0[0469]

             1       0[0470]

             25      63[0471]

             27      63[0472]

             28       0[0473]

             35       0[0474]

대표적인 크로마토그램을 도 2에 나타내었다.[0475]

수율[0476]

표 1

단계[0477] 이성질체 단계 수율

MabSelect(단백질 A) 모든 이성질체의 혼합물 96 %

CM-Toyopearl 650 M 모노-글리코실화 항체 A 및 이중-
글리코실화 항체 A의 혼합물

비-글리코실화  항체  A의  함량  <
0.5 %

79%

비-글리코실화 항체 A 6.2 %
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Q-Sepharose FF 모노-글리코실화 항체 A와  이중-
글리코실화 항체 A의 혼합물

비-글리코실화  항체  A의  함량  <
0.5 %

91 %

농축과 정용여과 모노-글리코실화 항체 A와  이중-
글리코실화 항체 A의 혼합물

비-글리코실화  항체  A의  함량  <
0.5 %

91 %

실시예 4: SDS-PAGE에 의한 항체 A 이성질체의 특성 확인[0478]

SDS-PAGE  분석은  4-12  %  NuPage  그래디언트  Bis-Tris  겔(Invitrogen)  및  대조군으로서  마커[0479]

MARK12(Invitrogen)를 가지고 표준 방법을 사용하여 실행하였다.  발효(Prod 01, 02, 03) 또는 회전 배양(모든

다른 라인)으로부터의 단백질 A 정제 현탁액 1-3 ug을 각 웰에 로딩하였다.  환원 조건하에서의 분석으로 중쇄

의 분자량 범위내의 피크 1에 있어서의 단일 밴드(이중-글리코실화 항체 A), 피크 2에 있어서의 이중 밴드(모노

-글리코실화 항체 A) 및 피크 3에 있어서의 단일 밴드(비-글리코실화 항체 A)가 수득되었다.  피크 2의 2개 밴

드의 분자량은 각각 피크 1 및 피크 2의 분자량에 상응한다.

유사한 결과가 하기와 같은 몇가지의 발현 시스템을 이용하여 수득되었다: HEK 293 EBNA 세포의 일시적 트랜스[0480]

펙션, CHO 세포의 일시적 트랜스펙션 및 CHO 세포의 안정한 발현.

실시예 5: 질량 분석기(MS) 분석에 의한 항체 A 이성질체의 특성 확인[0481]

모든 항체 A 이성질체의 완전한 항체 질량 프로파일은 전자 분무 이온화 질량 분석기(ESI-MS)로 측정하였다.[0482]

상기에 있어서 항체 A의 시료를 비-환원 조건하에서 준비하였다.  시료를 G25 겔 여과에 의해 2 % 포름산 및 40[0483]

% 아세토니트릴로 탈염화하고, Waters사의 LCT-질량 분석기 장치 또는 Q-Tof2에서 ESI-MS 분석에 사용하였다.

분자 질량에 의한 분리에 의해 비-글리코실화 항체 A 및 모노-글리코실화 항체 A 사이의 1623 차이가 수득되었[0484]

다.  아미노산 서열로부터의 비-글리코실화 항체 A의 기대 질량은 145,979 Da의 실험으로 결정한 질량에 일치하

게 145,987 Da이다.  유사하게 모노- 및 이중-글리코실화 항체 A 이성질체는 도 4에서 지적한 것과 같이 1624

Da 차이가 났다.  분자 질량에서의 확인된 차이는 하기에 보다 상세하게 설명하는 N-글리코실화 패턴과 모순이

없다.

실시예 6: 항체 A의 Asn-52 글리코실화 구조[0485]

Asn52는 N-글리코실화 일치 서열 Asn-aaa-Ser/Thr에 상응하는 중쇄의 가변 부분의 서열 aaa-aaa-Asn-Ala-Ser-[0486]

aaa-aaa의 일부이다.  Asn52의 N-연결형 글리코실화는 항체 A 이성질체의 트립틱 펩티드 맵핑과 Asn52 함유 펩

티드 HC/T4의 질량 분석 평가에 의해서 실행하였다.  비-글리코실화 항체 A의 트립틱 펩티드 맵에서 독점적으로

비-글리코실화 HC/T4 펩티드에 질량에 상응하는 펩티드는 Asn52가 글리코실화되지 않은 것으로 나타나는 반면에

모노- 또는 이중 글리코실화 항체 A에서는 펩티드가 HC/T4 함유 N-연결형 당 구조에 질량에 상응하도록 검출되

었다.

중쇄의 트립틱 펩티드 HC/T4에서 일치 서열의 글리코실화를 추가로 확인하기 위해서 글리코실화 HC/T4 펩티드를[0487]

글리코실화 항체 A 이성질체의 펩티드 맵에서 분리하고, N-글리코시다아제 F로 배양하기 전 및 후에 MALDI-질량

분석기로 분석하였다.  N-글리코시다아제 F 처리 이전에 HC/T4 펩티드 함유 N-연결형 당 구조에 상응하는 질량

들이 수득되었다.  그러나 N-글리코시다아제 F로 처리한 HC/T4의 질량은 당 사슬이 N-글리코시다아제 F에 의해

아스파라긴에서 제거된다고 기대한 것과 같이(Asn에서 Asp로-전환) 비-글리코실화 HC/T4 +1Da에 일치하였다.

Asn52에 부착된 당 구조에 N-아세틸-뉴라민산이 존재하면 또한 N-연결형 복합체 및 하이브리드 타입 당 구조의[0488]

존재를 나타낸다.  상기에 있어서 글리코실화 항체 A 이성질체는 Asn306에서 N-당을 제거하고, Ans52에서는 제

거하지 않고, 뉴라미니다아제를 가지고 또는 가지지 않고, N-글리코시다아제 F로 처리하여 변성 및 환원 및 탈

염화에 의해 HC 및 LC의 분리 후에 분석하였다.  두개의 접근법에서 HC에 있어서 수득된 질량은 1개 또는 2개

시알산에 상응하는 약 291 Da 또는 582 Da 차이가 났다.  상기에서 또한 복합체 및/또는 하이브리드 타입의 N-

연결형 당이 Asn52에 부착되어 있다는 결론이 나왔다.

상기 Asn-52 글리코실화, N-글리코실화는 코어 푸코실화없이 바이안테나 복합체 타입(≥ 75 %; 주로 80-90 %)의[0489]

당 구조로 주로 구성되며, N-아세틸-뉴라민산 함유 복합체 타입 안테나 80 %까지 높게 시알산화된다.  작은 당
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구조는 각각 바이안테나 하이브리드와 올리고만노스 타입(≤ 25 %)에 속한다(도 5 또는 도 27).  모든 Asn52 글

리코실화 구조에 일반적인 것은 온전한 항체 A에서 N-글리코시다아제 F에 의한 분리에 내성이 있다.

실시예 7: 항체 A의 Asn306 글리코실화 구조[0490]

상기에서 지적한 것과 같이 함유된 항체 A는 복합체 바이안테나 올리고사카라이드 사슬로 구성되는 항체 타입[0491]

글리코실화가 중쇄(HC)의 Fc-부분의 아스파라긴 306(Asn306)에 부착되어 있다.  항체는 말단 글리코실화, 시알

산화 및 코어 푸코실화 정도가 다양한 상기 복합체 바이-안테나 올리고사카라이드 사슬의 상이한 이성질체를 함

유한다고 잘 공지되어 있다.  또한 Fc-위치 당 사슬에 코어 푸코실화가 없는 정도는 코어 푸코실화의 정도가 항

체의 효과기 기능을 제어한다는 것을 잘 알고 있는 것과 같이 항체의 생채내 효율성에 중요하다는 것이 알려져

있다.

항체  A에  있어서  Asn306에  부착된  Fc-위치  당  사슬에  주요한  항체의  통상적인  변이체(Routier(1997),[0492]

Glyoconjugate 14(2), 201-207; Raju(2003), BioProcess International, 44-52)는 말단 갈락토실화 및 코어 푸

코실화에 따라서 발견된다.

말단 갈락토실화의 정도의 이질성(G0 : G1 : G2 구조)은 약 35-40 % G0-구조, 약 45 % G1-구조 및 약 15-20 %[0493]

G2-구조로 결정되었다(구조의 도식 설명은 도 6 또는 도 27 참조).

코어 푸코실화가 없는, 즉 코어 당 구조의 가장 내부의 N-아세틸-글루코사민에 부착된 푸코스 단위가 없는 Fc-[0494]

당 구조의 함량은 아마도 상기 푸코스 단위의 존재 또는 부재가 효과기 세포의 Fc-수용체에 항체를 결합시키는

것을 중재할 수 있어 상기 세포의 활성에 영향을 주므로 항체에 중요할 것이다.

항체 A에 있어서 Asn306에 코어 푸코실화가 없는 당 사슬 이성질체의 상대적 함량은 하기에 설명하는 2개의 상[0495]

이한 방법으로 결정하였다:

A) 완전한 글리코실화 HC의 질량 분석:[0496]

항체 A의 시료를 변성시키고, 경쇄(LC)로 환원시키고, 6 M 구아니딘-염산염 및 250 mM TCEP의 존재하에 HC 글리[0497]

코실화하였다.  환원 시료를 2 % 포름산 및 40 % 아세토니트릴로 탈염시키고, Waters사의 LCT-질량 분석기 장치

또는 Q-Tof2에서 ESI-MS 분석에 사용하였다.  수득된 m/z 스펙트라에서 각각의 올리코사카라이드 이성질체의 상

대 함량을 선택된 단일 m/z 상태에서 각각의 올리고사카라이드 이성질체를 함유하는 글리코실화 HCs의 피크 높

이에 의해 계산하였다.  코어 푸코실화가 없는 당 구조의 상대 함량을 계산하는 것에 있어서 코어 푸코스(G0-

Fuc)가 없는 G0-구조의 피크 높이는 G0 + (G0-Fuc)의 합계를 나타낸다.

각각의 카보하이드레이트 구조는 올리고사카라이드 구조가 대조군 실험에서 NS-분석 전에 N-글리코시다아제 F로[0498]

배양하여 제거되는 글리코실화 HC 및 HC에 있어서 수득된 질량의 차이에 따라서 정해진다.

B) HPEAC-PAD에 의한 방출 올리고사라카라이드의 크로마토그래피 분석[0499]

항체 A의 시료를 Asn306에서 올리고사카라이드 사슬을 방출시키기 위해서(Asn52의 당 구조는 사용한 조건하에서[0500]

온전한, 변성되지 않은 항체에서 제거되지 않음) pH 7.2의 인산나트륨 완충액에서 N-글리코시다아제 F로 배양하

였다.  방출된 당 사슬을 원심분리 여과에 의해서 항체 A 단백질에서 분리하고, 강 알칼리 pH(pH 13)에서 아세

트산나트륨 그래디언트를 사용하여 BioLC 시스템의 Dionex에서 Carbo Pac PA200 상에서 분석하였다.  사용한 컬

럼은 푸코실화 올리고사카라이드 사슬에서 비-푸코실화된 것을 분석할 수 있다.  각각의 카보하이드레이트 구조

에서  수득된  각각의  피크의  할당은  각각  MALDI  질량  분석기에  의해  분리되고  수집된  피크의  몰  질량을

결정하여, Carbo Pac PA200 컬럼 상에서 분석된 적당한 올리고사카라이드 표준 중 하나에 보유 시간을 비교하여

실행한다.  코어 푸코실화가 없는 당 구조의 상대적 함량의 계산에 있어서 코어 푸코스가 없는 모든 구조 중 총

면적-%를 구하였다.

각각 몇가지 배치(이중- 및 모노-글리코실화 항체 A 이성질체의 결합물) 및 정제된 항체 A 이성질체의 분석으로[0501]

비-푸코실화 Asn306  연결형 올리고사카라이드 사슬의 함량은 각각 ~14  %  -  27  %(MS로  측정)  및 6  %  -  26

%(HPAEC-PAD로 측정) 범위내이다.

실시예 8: 표면 플라스몬 공명(SPR)에 의해 생체외의 Aβ1-40 및 Aβ1-42 섬유에 결합하는 항체 A 조성물 및 이[0502]

성질체(예를 들어 본 발명의 비-, 모노- 또는 이중-글리코실화 항체)의 KD 값의 측정

섬유성 Aβ에 항체 A의 결합은 표면 플라즈몬 공명(SPR)에 의해 온라인으로 측정하고, 분자 상호작용의 친화도[0503]

는 하기와 같이 측정하였다: Biacore2000 및 Biocore3000 장치를 상기 측정에 사용하였다.  Aβ1-40과 Aβ1-42
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섬유는 37 ℃에서 3일 동안 10 mM Na-아세테이트 완충액(pH 4.0)에서 200 ug/ml 농도에서 합성 펩티드의 배양으

로 생체외에서 생성된다.  전자 현미경 분석으로 두개의 펩티드, 즉 우세하게 짧은(< 1 마이크론) 섬유를 나타

내는 Aβ1-40 및 우세하게 긴(> 1 마이크론) 섬유를 나타내는 Aβ1-42의 섬유성 구조를 확인하였다.  상기 섬유

는 비결정질 응집체 및 비구조적 침전물의 불명확한 혼합물 보다 더 밀접하게 인간 AD 뇌에서 응집된 Aβ 펩티

드를 나타내는 것으로 확인되었다.  섬유를 1:10으로 희석하고, 제조업자의 지시서에 기재된 것과 같이 CM5와

직접 결합시켰다(BIAapplication Handbook, version AB, Biacore AB, Uppsala, 1998).

상기 결합 방법에는 표면의 카르복실산기를 N-히드록시숙신이미드 및 1-에틸-1-(3-디아미노프로필)-카르보디이[0504]

미드 하이드로클로라이드의 수성 혼합물과 표면을 접촉시킴으로써 화학적으로 반응성 숙신이미드 에스테르기로

옮기는 중에 활성화 단계를 포함하고, 활성화된 표면을 200-350 공명 유닛(1 공명 유닛(RU)은 대략적으로 표면

로딩 1 피코그램/mm2에 상응함)에서 10 mM 아세테이트 완충액(pH 4.5)에 용해된 섬유와 접촉시키는 중에 고정화

단계를  포함한다.   섬유  로딩된  표면은  그  다음에  200  nM  ≥  C  ≥  0.15  nM  범위  농도로  항체  용액과

접촉시킨다.   (완충액과  접촉  중의)  회합  상(association  phase)과  (다음의  완충액과  접촉  중의)  분리  상

(dissociation phase) 중에 기록한 통상적인 시간 의존 반응 곡선(=센소그램)을 도 7에 나타내었다.

항체 A 이성질체의 Aβ1-40과 Aβ1-42 섬유에의 결합에 있어서의 KD 값은 하기 표에 나타내었다.  간단하게 KD[0505]

값은 농도 의존 평형화 결합 반응을 사용하여 스캣차드(Scatchard) 타입 분석으로 계산하였다.  상기 평형화 결

합 상수는 두가지 방법으로 수득할 수 있다.

낮은 항체 농도에서의 매우 느린 회합 과정때문에 평형화에 도달하는 접촉 간격은 매우 길다(도 7).  그럼에도[0506]

불구하고 상기 접촉 간격은 Biacore 장치에서 확인할 수 있으며, 실험적인 평형화 반응으로 스캣차드 분석을 할

수 있다.

평형화 결합 결과도 또한 무한대의 더 짧은 시간 의존 회합 곡선을 외삽법에 의해 추정함으로써 수득할 수[0507]

있다.  상기의 이론적으로 수득된 평형화 결합 수준을 다시 KD 값을 결정하기 위해 사용하였다.

평형화 센서 반응을 결정하는 방법과는 독립적으로 곡선 스캣차드 플롯트를 수득하였다.  곡선 스캣차드 플롯트[0508]

에서 더 높은 (이가) 및 더 낮은 (1가) 친화도 상호작용이 제2 친화도 성숙 사이클에서 유도된 항체 A 이성질체

에서 유도되었다.  이러한 두가지 친화도는 하기 표에서 나타낸 범위의 더 낮은 및 더 높은 KD 값을 나타낸다:

표 2

[0509] 1-40

높은 친화도 KD 값(nM)

1-40

낮은 친화도 KD 값(nM)

항체 A 조성물

(모노- 및 이중-글리코실
화 항체 A의 혼합물)

외삽법

표준편차

0.49

0.10

27.25

8.40

평형 0.41 21.00

이중-글리코실화 

항체 A

외삽법

표준편차

1.43

0.02

18.51

22.33

평형 1.54 29.00

모노-글리코실화

항체 A

외삽법

표준편자

0.25

0.02

7.55

2.06

평형 0.12 11.10

비-글리코실화

항체 A

외삽법

표준편자

0.19

0.03

1.99

0.15

평형 0.42 2.82

상기 표는 표면 플라즈몬 공명에 의해 결정된 항체 A 이성질체와 Aβ1-40 섬유의 상호작용으로 형성된 낮은 친[0510]

화도  복합체(1가)  및  높은  친화도  복합체(2가)의  KD  값을  나타낸다.   외삽법의  평형  반응("외삽법

(extrapolation)"이라고 표시됨)을 사용하여 측정한 KD와 실험적으로 결정한 평형 반응("평형(equilibrium)"이

라고 표시됨)을 사용하여 측정한 KD가 나타나 있다.  외삽법 값은 적어도 6번 측정하였고, 표준편차를 나타냈다.

실험적 및 외삽법 평형 센서 반응을 기본으로 한 KD는 상기 표준편차에 의해 나타낸 한도내에서 동일하다.

실시예 9: 데카펩티드를 가지고 펩스팟 분석에 의해 항체 A 조성물과 이성질체(예를 들어 본 발명의 비-, 모노-[0511]
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또는 이중-글리코실화 항체)의 에피톱 맵핑

에피톱(항원 결정기)은 직선 또는 배좌형일 수 있다.  여기서 기재한 이중 에피톱 특이성은 2개의 비-연속 직선[0512]

형 펩티드와 항체의 반응성으로 규정하였다.

특이 에피톱 인식을 규정하기 위해 사용하는 에피톱 맵핑 접근법은 마이크로플레이트상에 코팅된 헥사펩티드 콘[0513]

쥬게이트와 ELISA 기술 또는 펩스팟 기술을 기초로하였다.  후자 기술은 일반적으로 PVDF 막에 단백질의 웨스턴

블롯팅으로 공지되어 있는 방법에 의해 항체를 검출하고 정량화하는 것이다.

사용하는 에피톱 맵핑 기술은 직선형 에피톱을 특이적으로 검출하기 위해 도안된 반면에 불연속 또는 배좌 에피[0514]

톱과 같은 보다 공간적인 복합체 에피톱을 맵핑하는데 사용할 수 없다.  배좌 또는 불연속 에피톱 맵핑에 이용

가능한 기술, 예컨대 도메인 스캐닝과 조합 펩티드 배열은 36개 이하의 아미노산(도메인) 길이 또는 각 12개 아

미노산으로 구선된 결합된 펩티드가 필요하다.

따라서 사용하는 기술은 불연속 또는 불연속적으로 분산된 에피톱인 배좌 에피톱은 제외하고 직선형 에피톱에[0515]

특이적인 것이다.

결론적으로 현재의 결과는 여기서 규정하는 Aβ 펩티드내의 2개 부위가 단일 헥사머 또는 데카머 Aβ-펩티드 상[0516]

에서 관찰된 항체의 독특한 이중 에피톱 특이성을 기초로 동시에 인식되는 독립적인 직선형 에피톱과 닮았다는

것을 보여준다.

Aβ(1-42)를 포함하는 하기의 아미노산 서열은 1개의 아미노산 프레임시프트가 있는 43 오버랩핑 데카펩티드로[0517]

나누어진다.  수는 항체의 최적 결합을 위한 데카펩티드내에 존재해야 하는 Aβ1-40 서열의 필수적인 아미노산

을 나타낸다.

ISEVKM
1
DAEF  RHDSGYEVHH  QKLVFFAEDV  GSNKGAIIGL  MVGGVVI

42
ATV  IV(서열  번호:  4).   따라서 DAEF  RHDSGYEVHH[0518]

QKLVFFAEDV GSNKGAIIGL MVGGVVIA(서열 번호: 3)은 Aβ4/β-A4 펩티드의 1 내지 42의 아미노산을 나타낸다.

43 데카펩티드는 상업적 제조업자(Jerini BioTools, Berlin)에 의한 셀룰로스 시트("펩스팟")에 C-말단 공유적[0519]

부착 및 N-말단 아세틸화로 합성하였다.  셀룰로스 시트는 블로킹 완충액(50 mM TrisHCl, 140 mM NaCl, 5 mM

NaEDTA, 0.05 % NP40(Fluka), 0.25 % 젤라틴(Sigma), 1 % 소 혈청 알부민 분획물 V(Sigma), pH 7.4)에서 단클

론 항체로 록킹 플렛폼 상에서 2 시간 동안 배양시킨다.  상기 시트를 TBS(10 mM Tris.HCl, 150 mM NaCl, pH

7.5)로 록킹 플렛폼 상에서 3 분 3회 세척하였다.  그 다음에 여과지상에 압착시키고, 캐소드 완충액(25 mM

Tris 염기, 40 mM 6-아미노헥산산, 0.01 % SDS, 20 % 메탄올)으로 습윤시키고, 동일한 크기의 PVDF 막(Biora

d)과 면하는 펩티드 사이드를 가진 반-건조 블롯팅 스텍에 옮긴다.

반-건조 블롯팅 스텍은 펩티드 시트보다 약간 더 큰 바로 습윤시킨 여과지(Whatman 번호 3)로 구성된다:[0520]

캐소드 완충액으로 습윤된 페이퍼 3장[0521]

펩티드 시트[0522]

메탄올로 습윤된 PVDF 막 시트[0523]

애노드 완충액 1(30 mM Tris 염기, 20 % 메탄올)로 습윤된 페이퍼 3장[0524]

애노드 완충액 2(0.3 mM Tris 염기, 20 % 메탄올)로 습윤된 페이퍼 3장[0525]

PVDF 막 상에 옮겨지고 셀룰로스 시트로부터 완전하게 항체가 용출되기에 충분한 시간인 1 시간 동안 캐소드와[0526]

애노드 0.8 mA/㎠ 사이의 전류 밀도에서 옮긴다.  PVDF 막은 10 분 동안 블로킹 완충액에 침지시킨다.  형광물

질 IRdye800(Rockland code＃ 609-132-123)으로 표지한 염소 항-인간 IgG(H+L)를 오디세이 블로킹 완충액(Li-

Cor)에 1:10,000 희석하여 첨가하고 추가로 PBS, 0.05 % 트윈20에 희석하였다.  막을 1 시간 동안 로킹 플렛폼

상에서 배양하였다.  상기를 TBST(0.005 % 트윈20이 있는 TBS)로 3×10 분 세척하였다.  막을 건조시키고 도 8

에서 나타낸 것과 같이 긴 파장 형광 스캐너(오디세이)를 사용하여 800 nm 형광에서 스캔하였다.

항체-반응성 스팟을 정확하게 확인하기 위해서 바늘 구멍으로 PVDF 막을 표지하였다.  본 항체의 에피톱을 반응[0527]

성 펩티드의 최소 아미노산 서열로서 규정하였다.  형광 강도가 각 스팟 상에 합쳐지면, 반응성 형광 유닛(RF

U)으로 기록하였다.  비교를 위해 N-말단 도메인에 있어서의 특이성을 갖는 (항체 6E10(Kim (1998)에 상당하는

BAP-1인) 2개의 마우스 단일클론 항체와 (중간 도메인에 특이성이 있는 항체 4G8(Kim (1998))에 상당하는 BAP-
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44를 검출을 위해 항-인간 Ig 대신에 항-마우스 Ig를 사용하는 것을 제외하고 동일한 방법으로 분석하였다.

1가 Fab 단편의 완전한 길이 IgG1 항체로의 전환 및 친화도 성숙으로 펩스팟과 ELISA 분석에 의해 나타내는 에[0528]

피톱 인식 서열이 일반적으로 어느정도 넓어지는 것을 알아야 한다.  상기는 친화도 성숙의 결과로서 항체-항원

상호작용 영역에 보다 더 접촉 시점을 보충하거나, 또는 최소의 에피톱과 강하게 결합하여 인접한 아미노산을

갖는 약한 상호작용이 검출될 수 있다는 것과 관련이 있다.  후자는 Aβ-유도 펩티드가 완전한 길이의 IgG 항체

로 탐침되는 경우일 수 있다.  하기의 표에 설명하는 것과 같이 N-말단 및 중간 에피톱의 인지 서열은 원래

Fabs와 상응하는 완전한 성숙 IgG 항체를 비교하면 3개까지 아미노산에 의해 확장하였다.  그러나 데카펩티드는

C-말단 아미노산에 공유적으로 부착되어 변형되며, 상기 아미노산은 따라서 입체 장애때문에 완전한 길이의 항

체에 보다 용이하게 접근하지 못할 수 있다는 것을 알아야 한다.  상기와 같다면 마지막 C-말단 아미노산은 에

피톱 인지 서열에 현저하게 기여하지 못하며, C-말단에서 1개의 아미노산에 의해 최소 인지의 잠재적인 환원은

본 발명에 사용하는 것과 같이 펩스팟 분석을 해야 한다.

표 3

항체[0529] 아미노산 위치 아미노산 위치

이중-글리코실화 항체 A 3-4(1-10) 18-24(17-26)

모노-글리코실화 항체 A 4-5(3-11) 20-26

비-글리코실화 항체 A 3-4 20-24

항체 A 조성물

(모노-  및  이중-글리코실화 항체
A 이성질체(1:1)의 혼합물)

3-5(3-11) 19-26

BAP-44(마우스 단일클론) 19-21

BAP-1(마우스 단일클론) 4-6

상기 표는 셀룰로스 시트 상의 데카펩티드에 완전한 길이의 IgG 항체를 결합시크는 펩스팟 분석에 관한 것이다.[0530]

숫자는 항체 결합에 있어서 데카펩티드가 존재해야 하는 Aβ1-40 서열에 아미노산 위치를 나타낸다.  에피톱의

추가 확장은 최대 결합을 획득하기 위해서 필요한 인접 아미노산을 나타내기 위해서 브라켓(bracket)에 나타난

다.

실시예 10: 응집된 Aβ로부터의 비오틴화 Aβ의 방출을 유도하는 항체 A 이성질체(예를 들어 본 발명의 비-, 모[0531]

노- 또는 이중-글리코실화 항체)를 이용하는 단량체화 분석

응집된 Aβ의 분리를 유도하기 위한 항체 A 이성질체의 잠재성 테스트용으로 설정한 실험은 하기와 같다:[0532]

비오틴화 Aβ1-40을 우선 항체 A 이성질체로 처리하기 이전에 미리형성한 Aβ1-40/Aβ1-42 섬유에 혼입시켰다.[0533]

비오틴화 Aβ의 유리는 하기에 기재한 것과 같이 스트렙타비딘-POD 콘쥬게이트를 이용하는 분석을 사용하여 측

정하였다.

몇일 동안 수성 완충액에서 배양하는 경우의 합성 Aβ는 자발적으로 응집하고, 알쯔하이머병 환자의 뇌에 아밀[0534]

로이드 침착을 보이는 것과 유사한 섬유성 구조를 형성한다.  이후의 생체외 분석은 항-Aβ 항체 및 기타 Aβ-

결합 단백질, 예컨대 알부민의 Aβ-중화 잠재성을 분석하기 위해서 미리형성된 Aβ 응집체로 비오틴 Aβ의 유리

또는 혼입을 측정하기에 적당하다(Bohrmann(1999), J. Biol. Chem. 274, 15990-15995).  항체 A 이성질체는 혼

입된 비오틴화 Aβ1-40의 방출에 의해서 측정하는 응집 Aβ의 단량체화를 유도한다.

실험 절차:[0535]

NUNC Maxisorb 마이크로타이터 플레이트(MTP)에 3 일 동안 Aβ1-40 및 Aβ1-42(웰 당 100 ul, 각 2 uM) 1:1 혼[0536]

합물로 코팅하였다.  상기 조건하에서 높게 응집된 섬유성 Aβ가 웰 표면상에 흡수 및 고정된다.  그 다음에 코

팅 용액을 제거하고 플레이트를 상온에서 2-4 시간 건조시킨다.  건조된 플레이트는 - 20 ℃에서 저장할 수 있

다.  비오틴화 Aβ의 혼입에 있어서 코팅된 플레이트를 37 ℃에서 밤새 0.05 % NaN3를 함유하는 TBS에서 200

ul/웰 20 nM 비오틴화 Aβ1-40으로 배양하였다.  3 × 300 ul/웰 T-PBS로 플레이트를 세척한 후에 항체를 0.05

% NaN3를 함유하는 TBS로 연속적 희석한 항체를 첨가하고 3 시간 동안 37 ℃에서 배양하였다.  플레이트를 세척

하고 비오틴화 Aβ1-40의 존재에 대해 분석하였다.  300 ul T-TBS로 3× 세척한 후 1 % BSA를 함유하는 T-PBS에

1:1000으로 희석된 스트렙타비딘-POD 콘쥬게이트(Roche Molecular Biochemicals)를 첨가하고(100 ul/웰), 2 시

간 동안 상온에서 배양하였다.  웰을 T-PBS로 3× 세척하고, 바로 제조한 테트라메틸벤지딘(TMB) 용액 100 ul/
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웰을 첨가하였다[TMB 용액의 제조: 10 ml 30 mM 시트르산 pH 4.1(KOH로 조정) + 0.5 ml TMB(1 ml 아세톤 + 9

ml 메탄올에 12 mg TMB) + 0.01 ml 35 % H2O2].  반응은 100 ul/웰의 1 N H2SO4를 첨가하여 정지시키고, 흡광도

는 마이크로타이터 플레이트 리더에서 450 nm에서 판독하였다.

첨부된 도 9에서 설명하는 것과 같이 항체 A 이성질체는 혼입된 비오틴화 Aβ1-40의 방출에 의해 측정되는 응집[0537]

Aβ의 분리를 유도한다.  항체 A 이성질체 및 마우스 단일클론 항체 BAP-1은 유사하게 활성이 있지만(도 9),

BAP-2, BAP-17 및 4G8 항체는 고정화 Aβ의 벌크에서 비오틴화 Aβ를 유리하는데 덜 효과적인 것이 확실하다(결

과는 나타내지 않음).  BAP-1은 세포 표면 완전한 길이의 APP와의 이의 반응성에 의해 글리코실화 항체 A 이성

질체로부터 분화할 수 있는 것이 명백하다.  상기 특성을 갖는 BAP-1과 같은 항체는 잠재적 자가면역학적 반응

이 유도될 수 있기 때문에 치료학적 응용에는 유용하지 않다.  응집 Aβ에 노출된 아미노산 잔기 4-6에 있어서

의 이의 특이성에도 불구하고 BAP-2는 모든 N-말단 특이 항체가 선험적으로 미리형성된 응집체에서 Aβ를 방출

시키는 효율성이 동일하지 않은 것을 나타내는 상기 분석에서의 활성이 아주 낮다.  이러한 분석에서 BAP-17(C-

말단-특이적) 및 4G8(아미노산 잔기 16-24-특이적)의 비교적 낮은 효율성은 응집 Aβ에서 상기 2개의 에피톱의

이유를 알 수 없는 특성때문이다.  여기서 사용하는 농도에서의 BSA는 응집 Aβ에 효과가 없다.

모노-글리코실화 이성질체는 생체내에서도 적절할 수도 있는 생체외 응집 Aβ 펩티드를 단량체화하기 위해 이중[0538]

-글리코실화 이성질체와 비교해서 더 높은 용량을 발휘한다.

실시예 11: 인간 뇌척수액(CSF)에서 가용성 Aβ를 포획한 이성질체(본 발명의 모노- 및 이중-글리코실화 항체)[0539]

를 포함하는 항체 A 조성물

인간 CSF 시료에서 가용성 Aβ를 포획하는 용량은 면역침강법(IP) 및 반-정량적 웨스턴 블럿(WB) 분석으로 측정[0540]

하였다.  실험 절차:

인간 CSF 시료의 면역침강법은 하기 절차에 따라서 실행하였다:[0541]

  70 ul 인간 CSF[0542]

  20 ul 배양 완충액(50 mM Tris, 140 mM NaCl, 5 mM EDTA, [0543]

        0.05 % NP-40, 1 % BSA, 0.25 % 젤라틴, 0.25 % 우유분말, pH 7.2[0544]

  10 ul 보존 용액에서의 항체 A 이성질체(1000 - 10 ug/ml)[0545]

  100 ul[0546]

상기 용액을 4 ℃에서 1 시간 동안 유지하였다.  40 ul 단백질 G 세파로스 비드(Amersham Biosciences ＃17-[0547]

0618-01; PBS로 세척, 50 % 슬러리)를 첨가하고 회전기, 4 ℃에서 2 시간 동안 배양하였다.  4 ℃에서 3 분 동

안  500  g에서  원심분리한  후  현탁액을  제거하고  200  ul  PBS를  비드에  첨가하고  밀리포어  필터  튜브  0.45

um(Millipore ＃UFC3OHVNB)에 옮기고, 4 ℃에서 3 분 동안 500 g에서 원심분리하였다.  추가로 200 ul PBS를

비드에 첨가하고, 볼텍스하고 4 ℃에서 3 분 동안 2000 g에서 원심분리하였다.  DTT가 있는 45 ul 시료 완충액

1×NuPage를 첨가하고, 70 ℃에서 10 분 동안 유지한 다음에 4 ℃에서 3 분 동안 2000 g에서 원심분리하였다.

SDS-PAGE를  위해  18  ul  단백질  G  용출액을  대조군으로서  시료  완충액을  직접  내부  대조군으로서  Aβ1-[0548]

42(Bachem)와 함께 NuPage 겔 10 % Bis-Tris 겔에 적용시키고 MES 완충액 시스템으로 진행시켰다.

겔을 상온에서 3' 건조한 막 하이본드 C 엑스트라 막(반-건조 시스템 Novex)에 옮긴다.  막을 미리 예열한 PBS[0549]

에 옮기고, 600 W에서 3 분 동안 전자렌지에서 가열하였다.  블로킹은 SuperBlock 용액(Pierce)으로 1 시간 동

안  실행하고,  T-PBS(PBS에  0.1  %  트윈20)에서  5  %  우유  분말(Bio  Rad)로  1  시간  동안  추가  블로킹을

실행하였다.

배양은 4 ℃ 회전기에서 항 Aβ 항체 W02 항체(스위스 Zuerich, Genetics, Inc. 사의 1:1500-1:2000)로 밤새[0550]

실행한 후 5 분 동안 T-PBS로 3× 세척하고 T-PBS에서 항-마우스 IgG-HRP(Dako) 1:5000으로 RT에서 2 시간 동

안 배양하였다.  또 다시 5 분 동안 T-PBS로 3× 세척한 후 RT에서 5 분 동안 LumiLight Plus로 배양하였다.

웨스턴 블럿은 디지털화하고 Alpha Innotech Digital Camera System으로 밀도측정하여 분석하였다.

도 10에서 설명하는 것과 같이 항체 A 조성물(모노- 및 이중- 글리코실화 항체 A 이성질체를 포함함)은 웨스턴[0551]

블롯팅 실험 및 면역침강법으로 나타내는 것과 같이 인간 CSF에서 가용성 Aβ에 효과적으로 결합한다.  특히 상

기 분석에서 모노-글리코실화 항체 A는 이중-글리코실화 항체 A보다 가용성 Aβ를 포획하는데 보다 효과적이다
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(도 10).

실시예 12: 항체 A 조성물 및 이성질체(예를 들어 본 발명의 비-, 모노- 또는 이중-글리코실화 항체)에 의한 인[0552]

간 아밀로이드 플라크의 생체외 면역염색법

글리코실화 항체 A 이성질체는 간접 면역형광을 사용하는 면역조직화학적 분석에 의해 심각한 알쯔하이머병 환[0553]

자의 뇌 섹션에서 수득된 순수한 인간 β-아밀로이드 플라크를 염색하는 능력으로 시험하였다.  순수한 인간 β

-아밀로이드 플라크에 특이적이고 민감한 염색을 실시하였다.

알쯔하이머병으로 명확하게 진단된 환자에서 사후에 수득한 측두 피질의 고정하지 않은 조직의 냉동 섹션을 간[0554]

접 면역형광법으로 표지하였다.  연속적인 2-단계 배양을 사용하여 친화도-정제 염소 항-인간(GAH) IgG(H+L)를

Cy3(＃109-165-003, lot 49353, Jackson Immuno Research)에 콘쥬게이트하여 밝혀진 결합 항체 A 이성질체를

검출하였다.  대조군은 관련 없는 인간 IgG1 항체(Sigma)와 모든 음성 결과를 보이는 2차 항체를 단독으로 포함

한다.

β-아밀로이드 플라크의 모든 타입이 항체 A 농도 10 ng/ml에서 민감하며 특이적으로 검출 및 일관되게 나타났[0555]

다(도 11).

순수한 인간 아밀로이드-β 플라크의 특이적이고 민감한 염색으로 1 ug/ml 이하의 농도에서 글리코실화 항체 A[0556]

이성질체가 나타났다.

10 ug/ml의 농도에서 배경 염색으로 비-글리코실화 항체 A 이성질체가 가장 우세하게 관찰되었다.  상당한 비특[0557]

이적 고착도(stickness)에 영향을 미치는 비-글리코실화 이성질체는 생체외의 섹션화 과정 이후에 노출되는 거

의 모든 조직 성분 및 유리 슬라이드의 표면에서 관찰된다.  상기는 이온 및/또는 소수성 상호작용과 관련된 비

특이적 결합때문인 것 같다.

실시예 13: 알쯔하이머병의 마우스 모델에서 항체 A에 의한 생체내 β-아밀로이드 플라크 데코레이션[0558]

글리코실화  항체  A  이성질체로  생체내에서  β-아밀로이드  플라크를  면역데코레이션하는  이들의  능력에  대해[0559]

PS2APP 이중 형질전환 마우스(Richards (2003), J. Neuroscience, 23, 8989-9003)에서 단회 투여 연구를 시험

하였다.  글리코실화 항체 A 이성질체를 1 mg/마우스의 투여량으로 투여하였고, 3일 후에 인산-완충 식염수로

동물을 관류하고, 뇌를 드라이아이스에서 냉동시키고 냉동 섹션을 위해 준비하였다.

두개의 글리코실화 이성질체는 생체내에서 개선되고 매우 효과적으로 뇌를 투과하였다(비-글리코실화 형태와 비[0560]

교해서).  효과적인 뇌 투과 및 아밀로이드-β 플라크로의 특이적 결합은 AD-관련 아밀로이드증에 대한 마우스

모델인 PS2APP 마우스에서 확인하였다.

β-아밀로이드 플라크와 결합된 항체의 존재는 조직에 존재하는 모든 β-아밀로이드 플라크 타입의 위치 및 분[0561]

포를 가시화하기 위해, 도 12에서 나타내는 Cy3(＃109-165-003, Jackson Immuno Research)에 콘쥬게이트된 염

소 항-인간 IgG(H+L)로 단일-표지된 간접 면역형광법과, 이후에는 BAP-2-Alexa488 면역콘쥬게이트를 착색시킴으

로써 고정하지 않은 냉동 섹션을 사용하여 평가하였다.

면역-형광 염색 접근법은 결합된 항체 A를 검출하기 위해 사용하였다.  미리냉각한 유리 슬라이드에 부착시킨[0562]

후에 섹션을 PBS로 수화하고 2 분 동안 -20 ℃에서 미리냉각한 100 % 아세톤으로 처리하였다.  PBS로의 세척은

2 분 동안 두차례 실행하였다.  비특이적 결합 자리의 블로킹은 1 % BSA 함유 PBS 또는 5 분 동안 울트라 V 블

록(LabVision)에서  연속  배양한 후  PBS로  세척하고 20  분  동안  10  %  통상적인 양  혈청의 분말 블럭 용액

(BioGenex)에서 배양하여 실행하였다.  PBS로 세척한 후에 10 % 통상적인 양 혈청 슬라이드를 상온에서 1 시간

동안 15 ug/ml의 농도로 Cy3(＃109-165-003, lot 49353, Jackson Immuno Research)에 콘쥬게이트된 친화도-정

제 염소 항-인간(GAH) IgG(H+L)로 배양하였다.  아밀로이드 플라크의 착색은 상온에서 1 시간 동안 0.5 ug/ml

농도의 Alexa 488에 콘쥬게이트된 Ab에 대한 마우스 단일클론 항체인 BAP-2로 배양하여 실행하였다.  지방갈색

소의 자가형광법은 50 mM 암모늄 아세테이트에 4 mM CuSO4에서 배양하여 퀸칭하였다.  이증류수로 슬라이드를

헹구고 2×500 ul/슬라이드 PBS로 세척한 후 슬라이드를 형광 마운팅 배지(S3023 Dako)에 박았다.

이미지화는 IMARIS 및 COLOCALIZATION 소프트웨어(Bitplane, Switzerland)로 코로컬리제이션의 정량 분석을 위[0563]

한 이미지 프로세싱과 공초점 레이저 현미경으로 실행하였다.

마우스 당 1 mg을 단독 투여한 후 글리코실화 항체 A 이성질체가 혈액 뇌 장벽을 가로질러 투과하고, 생체내에[0564]

서 3일 후에 모든 β-아밀로이드 플라크의 효과적인 면역-데코레이트/결합이 확인되었다.  대표적인 이미지는
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도 12에 나타내었다.  상기는 아밀로이드 플라크에서 검출가능하지 않은 비-글리코실화 형태와는 명확하게 대조

적이다.

실시예 14: HEK293 세포 표면 상에 발현되는 아밀로이드 전구물질 단백질(APP)에 항체 A 이성질체 결합의 연구:[0565]

유세포분류기 방법은 당업에 잘 공지되어 있다.  유세포분류기에 의해 측정된 형광의 상대 유닛(예를 들어 FL1-[0566]

H)으로 각각의 항체의 세포 표면 결합을 확인하였다.  비트랜스펙션된 HEK293  세포와 비교해서 트랜스펙션된

HEK293의 APP 상의 형광 시프트는 세포 표면 APP와의 원하지 않는 반응을 나타낸다.  예로서 N-말단 도메인에

대한 항체 BAP-1 및 BAP-2는 비트랜스펙션된 HEK293 세포(도 13, 점선, 오른편 패널)와 비교해서 HEK293/APP

(도 13, 굵은선, 오른편 패널)의 FL-1 신호의 현저한 시프트를 보여준다.  유사하게 BAP-44 항체(중간 A-베타

에피톱에 특이적임)는 유사한 크기의 시프트를 보여준다.  대조적으로 모든 항체 A 이성질체(도 13, 왼편 페

널)(N-말단과 중간 A-베타 에피톱에 특이적임)는 형광에서 현저한 시프트가 나타나지 않았다.  비트랜스펙션된

HEK293 세포는 상이한 세포 크기 및 표면 특성으로 APP 트랜스펙션된 세포 보다 더 높은 기본 형광을 가진다.

FACScan 장치는 Cellquest Pro Software 패키지와 결합하여 사용한다(둘 다 Becton Dickinson).

항체 A 이성질체는 세포 표면 APP를 향한 반응성이 없다(도 13).[0567]

실시예 15: 알쯔하이머병의 마우스 모델에서의 Aβ 플라크 침착의 형태계측학적 분석[0568]

 생체내에서 항체 A 조성물 또는 항체 A 이성질체의 아밀로이드증을 저하시키는 능력은 항체 A 조성물 또는 항[0569]

체 A 이성질체로 5개월 처리한 PS2APP 마우스의 뇌를 정량 컴퓨터-보조 이미지 분석을 이용하여 다양한 뇌 부위

(시상, 신피질, 해마 및 해마이행부)에서 연구하였다.

따라서 PS2APP 형질전환 수컷 마우스에 항체 A 조성물 또는 항체 A 이성질체 및 매체(vehicle)를 주입하였다.[0570]

75 마리의 5-6-개월의 PS2APP 마우스를 각각 15 마리로 구성되는 5개 군(A-E)으로 나누었다.  0일을 시작으로

각 마우스에게 매체(0 mg/kg) 또는 항체 A 조제물(20 mg/kg) 0.1 mL를 큰 덩어리, 즉 꼬리정맥을 통해 주입하였

다.  PS2APP 마우스의 A, B, C, D 및 E 그룹에게 각각 매체(히스티딘-완충 식염수), 모노-글리코실화 항체 A 및

이중-글리코실화 항체 A를 포함하고, 상기에서 규정한 비-글리코실화 항체 A는 없는 항체 A 조성물, 이중-글리

코실화 항체 A, 모노-글리코실화 항체 A 및 비-글리코실화 항체 A를 투여한다.

투여된 인간 항-Aβ 항체에 대한 면역저항성은 항-CD-4 항체(ATCC에서 시판하는 하이브리돔 클론 GK 1.5) 주입[0571]

시에 유도된다.  항-약제 항체의 모니터링으로 항체를 처리한 동물에서 처리 16 주 이상 후에 알맞은 면역-반응

이 생성된다는 것과 검출 가능한 항체는 낮은 친화도가 나타나거나 또는 소량에서만 생성(결과를 나타내고 있지

않음)된다는 것을 알 수 있다.

5개월 처리 후 마우스를 희생시켰다.  고정하지 않은 뇌를 시상, 해마 형성체 및 피질 영역을 포함하여 섹션화[0572]

하였다.  각 뇌에서 대뇌 반구 50 섹션을 하기와 같이 준비하였다: 측면 레벨 ~1.92에서 시작, 5×10 um 및 5×

20 um의 5개 연속적 시리즈를 수득하였다.  연속 섹션 사이에는 차이가 없어서 총 조직 사용량은 750 um이다.

따라서 섹션 시리즈는 대략 측면 레벨이 1.20 상에서 끝낸다(Paxinos 및 Franklin, 2003).  정량적 형태계측학

적 분석에서 매 10회 섹션을 사용하였다. 

섹션을 5 ug/ml 농도에서 이중-글리코실화 항체 A 이성질체로 아밀로이드 침착을 위해 염색하였다.  5 ug/ml에[0573]

서 Alexa-488 형광발색단에 콘쥬게이트된 마우스 단일클론 항체(BAP-2)를 사용하는 Aβ에 대한 염색으로 하기에

기재된 이미지 프로세싱의 일상적인 절차를 방해하는 뉴런의 배경 염색 및 현저한 세포내 염색임에도 불구하고

유사한 결과를 나타낸다.  검출을 위해서 상온에서 1 시간 동안 15 ug/ml  농도에서 Cy3(＃109-165-003,  lot

49353, Jackson Immuno Research)에 콘쥬게이트된 친화도-정제 염소 항-인간(GAH) IgG(H+L)을 이용하였다.  2

×500 ul PBS/슬라이드를 이용하여 세척한 후 슬라이드를 형광 마운팅 배지(S3023, Dako)에 박았다.

이미지는 GenePix  Personal  4100A  마이크로어레이 스캐너(Axon  Instruments,  현재  Molecular  Devices,  CA,[0574]

USA)를 사용하여 수득하였다.  아밀로이드-β 플라크 로드와 수는 이미지 분석을 돕는 컴퓨터를 이용하는 편파

적이지 않은 형태계측학적 방법을 사용하여 아밀로이드-β 플라크의 수와 아밀로이드-β 플라크에 의해 덮힌 영

역의 퍼센트인 두개의 파라메터를 사용하여 측정하였다.  플라크 로드와 수의 정량은 MCID M7 Elite 소프트웨어

(Imaging Research Inc., St. Catherines/Ontario, Canada)로 실행하였다.  스캔된 이미지는 세밀한 추출기 필

터(detail extractor filter), 이후에는 표적 악센트 필터(target accent filter)로 강화시켰다.  수득된 이미

지를 그 다음에 이진화하여 염색 강도에 따라서 경계를 조정하였다.  인공물, 혈관 및 면적 효과를 원래 참조

이미지 상에서 규명한 다음에 이진화 이미지로부터 제거하였다.  원하는 부위는 참조 이미지 상에서 외형선을

그렸다.  최종 정량을 위해서 그 다음에 상기 부위의 영역 및 플라크가 채워진 영역뿐만 아니라 플라크 수를 이
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진화 아미지에서 측정하였다.  단일 화소는 무시하였다.  통상적인 스프레드시트 소프트웨어(Microsoft Excel,

Redmond/WA, U.S.A.)로 계산하였다.  플라크 크기는 <100 내지 >1000 um2 범위로 11개 그룹으로 분리하였다.

통계학적 평가는 두개 꼬리의 이분산성 t-테스트를 사용하여 실행하였다.

비교 및 통계학적 평가를 위해서 아밀로이드증(아밀로이드-β 플라크 병리학)의 베이스라인을 처리하지 않은 6[0575]

개월의 PS2APP 마우스의 코호트(15 동물)로 시작하여 연구해서 결정하였다.  현저한 레벨를 갖는 결과를 도 15

내지 18에 나타내었다(
*
:P≤0.05; 

**
:P≤0.01; 

***
:P≤0.001). 

아밀로이드 플라크 감소는 시상 부위에서 가장 현저하였다(도 15).  총 아밀로이드-β 플라크 표면의 평균 감소[0576]

는 항체 처리 그룹에서 측정되었다: 항체 A 조성물에 있어서는 64 %, 이중-글리코실화 항체 A에 있어서는 70 %,

모노-글리코실화 항체 A에 있어서는 81 % 및 비-글리코실화 항체 A에 있어서는 44 %.  총 아밀로이드-β 플라크

수의 평균 감소는 항체 A 조성물에 있어서는 70 %, 이중-글리코실화 항체 A에 있어서는 78 %, 모노-글리코실화

항체 A에 있어서는 82 % 및 비-글리코실화 항체 A에 있어서는 36 %로 확인되었다.  비-글리코실화 항체 A에 있

어서는 현저함이 낮았으며, 관찰된 변이체가 상당했다.

뇌량과 함께 신피질 부위에서의 아밀로이드 플라크 감소는 도 16에 나타내었다.  총 아밀로이드-β 플라크 표면[0577]

의 평균 감소는 항체 처리 그룹에서 결정하였다: 항체 A 조성물에 있어서는 19 %, 이중-글리코실화 항체 A에 있

어서는 27 %, 모노-글리코실화 항체 A에 있어서는 30 % 및 비-글리코실화 항체 A에 있어서는 10 %.  총 아밀로

이드-β 플라크 수의 평균 감소는 항체 A 조성물에 있어서는 40 %, 이중-글리코실화 항체 A에 있어서는 46 %,

모노-글리코실화 항체 A에 있어서는 42 % 및 비-글리코실화 항체 A에 있어서는 11 %로 확인되었다.

전체 해마 부위에서의 아밀로이드 플라크 감소는 도 17에 나타내었다.  총 아밀로이드-β 플라크 표면의 평균[0578]

감소는 항체 처리 그룹에서 결정하였다: 항체 A 조성물에 있어서는 12 %, 이중-글리코실화 항체 A에 있어서는

24 %, 모노-글리코실화 항체 A에 있어서는 24 % 및 비-글리코실화 항체 A에 있어서는 6 %.  총 아밀로이드-β

플라크 수의 평균 감소는 항체 A 조성물에 있어서는 36 %, 이중-글리코실화 항체 A에 있어서는 46 %, 모노-글리

코실화 항체 A에 있어서는 37 % 및 비-글리코실화 항체 A에 있어서는 3 %로 확인되었다.

아밀로이드증에 있어서 높은 민감성 부위인 해마이행부에서의 아밀로이드 플라크 감소는 도 18에 나타냈다.  총[0579]

아밀로이드-β 플라크 표면의 평균 감소는 항체 처리 그룹에서 결정하였다: 항체 A 조성물에 있어서는 2 %, 이

중-글리코실화 항체 A에 있어서는 12 %, 모노-글리코실화 항체 A에 있어서는 5 % 및 비-글리코실화 항체 A에 있

어서는 1 %.  총 아밀로이드-β 플라크 수의 평균 감소는 항체 A 조성물에 있어서는 22 %, 이중-글리코실화 항

체 A에 있어서는 36 %, 모노-글리코실화 항체 A에 있어서는 13 % 및 비-글리코실화 항체 A에 있어서는 1 %로 확

인되었다.  항체 A 조성물 및 주요 N-글리코실화 이성질체(이중-글리코실화 항체 A 및 모노-글리코실화 항체

A)는 아밀로이드-β 플라크 로드와 플라크 수를 감소시키는데 상당한 효율성을 나타냈다.  플라크 로드의 감소

는 낮거나 또는 적당한 아밀로이드증이 있는 부위에서 통계학적으로 현저하고 가장 컸다.

전반적으로 아밀로이드-β 플라크 수의 감소는 모든 측정한 뇌 부위에서 항체 A의 Asn52 글리코실화 이성질체를[0580]

포함하는 둘 다의 항체 A 조성물로 처리한 후에 통계학적으로 현저하게 발견되었다.  이것과 대조적으로 본 발

명에서 상세하게 설명한 정제 단계 이후의 항체 A 조성물을 배제한 항체 A의 비-글리코실화 이성질체를 처리한

후에는 기타 관찰한 뇌 부위에서의 아밀로이드-β 플라크 수에 현저한 영향을 주지 않는 것으로 확인되었으며,

시상에서 아밀로이드-β 플라크 수에 아주 약한 영향을 미치는 것으로 확인되었다.

우리는 또한 플라크 크기에 관해서 플라크 제거의 가능성을 관찰하였다.  통상적으로 시험한 항-Aβ 항체의 유[0581]

효성은 작은 아밀로이드-β 플라크의 제거에서 가장 현저하게 발견되었다.  상기는 모든 뇌 부위에서 관찰되었

다(도 15C, 16C, 17C 및 18C).  대조적으로 항체 A의 비-글리코실화 이성질체에 있어서는 단지 최소 또는 거의

나타나지 않은 경향을 보였다.

항체 A 및 주요한 Asn52 글리코실화 이성질체의 비교 분석에서 플라크 로드를 낮추는 유사한 용량이 나타난 반[0582]

면에 비-글리코실화 이성질체에서는 플라크의 제거에 현저한 효과가 없었다.

실시예 16: 아밀로이드-β 플라크에 항체 A 조성물의 생체내 결합의 약동학[0583]

두개의 투여량 빈도수를 모노-글리코실화 항체 A 및 이중-글리코실화 항체 A를 포함하고, 상기에서 규정한 비-[0584]

글리코실화 항체 A는 없는 항체 A 조성물의 결합 동역학을 관찰하기 위해서 비교하였다.

따라서 PS2APP 형질전환 숫컷 마우스에 0.05, 0.1 및 0.3 mg/kg으로 주 간격으로 4회, 또는 0.075, 0.15 및[0585]

0.45 mg/kg으로 달 간격으로 3회 꼬리 정맥을 통해 항체 A 조성물을 주입하였다.  비교를 위해서 0.1 mg/kg을
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한번에 및 두번으로 주 간격으로 투여하고, 달 간격으로는 0.15 mg/kg을 2회 투여하였다.  투여 이후에 모든 마

우스는 마지막 투여 2 주 후에 희생시켰다.  고정하지 않은 PS2APP 뇌조직을 시상, 해마 형성 및 피질 영역을

포함하여, Paxinos 및 Franklin에 따라서 마지막 ~1.92 내지 1.2 mm 사이를 시상 봉합 섹셕화를 위해 준비하였

다.  뇌는 저온유지장치를 사용해서 40 um로 섹션화하였다.

면역-형광 생체외 면역-염색 접근법을 사용하여 결합한 항체 A 조성물 항체를 검출하였다.  따라서 뇌를 섹션화[0586]

하고, 상온에서 1 시간 동안 15 ug/ml 농도에서 Cy3(＃109-165-003, lot 49353, Jackson Immuno Research)에

콘쥬게이트된 검출 항체, 친화도-정제 염소 항-인간(GAH) IgG(H+L)으로 배양하였다.  아밀로이드-β 플라크의

착색은 상온에서 1 시간 동안 0.5 ug/ml 농도에서 Alexa488 형광발색단에 콘쥬게이트된 Aβ에 대한 마우스 단일

클론 항체인 BAP-2로 배양하여 실행하였다.

이미지는 상기에서 기재한 Leica TCS SP2 AOBS 공초점 레이저 스캐닝 현미경을 사용하여 소뇌에 근접한 후두 피[0587]

질에서 기록하였다.  컴퓨터-보완된 이미지 프로세싱은 IMARIS 소프트웨어(Bitplane, Switzerland)를 사용하여

실행하였다.  플라크 이미지는 우선 직선 신호 기록을 위해 셋팅된 여러 홈이 필요한 0.3 및 0.45 mg/kg의 2개

의 가장 높은 투여량을 제외한 가장 낮은 투여량을 위한 소프트웨어의 불필요한 부분을 잘라내는 기능을 사용하

여 선택하였다.  SURPASS 기능을 사용하여 아밀로이드-β 플라크 위치에 결합된 GAH-Cy3를 위한 판독으로서 임

계값화(T) 후에 양의 3D 화소를 선별하였다.  임계값 설정은 각각 낮거나 및 높은 투여량 그룹에 있어서 19 및

12이다.  아밀로이드-β 플라크 특이성의 대조군으로서 GAH-Cy3 염색의 이미지를 Alexa488에 콘쥬게이트된 마우

스 단일클론 BAP2에 의해 염색된 플라크의 이미지로 이중 표지한 후에 비교하여 여러 채널에 기록하였다.

모든 이미지를 정량적으로 설명하기 위한 서술적인 통계는 IMARIS  MeasurementPro  소프트웨어로 실행하였다.[0588]

평균 3D 화소 형광 강도(MVI) 값을 높은 투여량 그룹의 이미지로부터 총 신호 또는 낮은 투여량 그룹의 선별된

아밀로이드-β 플라크에서 결정하였다.  베이스라인 MVI(B)는 장치 소음, 조직 확산 신호 및 지방갈색소의 자가

형광 때문이다.  배경 보정을 위해서 아밀로이드-β 플라크에서 떨어진 영역에서 평균 신호 강도를 측정하고 이

후에 모든 측정한 이미지의 MVI에서 감수하여 B를 결정하였다(MVI-B=S).  플라크 상의 평균 강도와 닯은 신호

강도(S) 값은 마우스 및 투여 그룹 당 각 1개의 뇌 섹션에서의 3개 내지 4개의 이미지에서 수득하였다.  비교가

능성을 위해서 신호 강도를 이전의 연구에서 수득한 참조 시료로 표준화하였다.  참조로서 우리는 0.25 mg/kg의

단독 투여량 투여 후에 PS2APP 마우스 뇌 섹션을 사용하였다.  측정 종료점은 투여 후 1 주 이다.

모든 측정된 강도 값은 투여한 후 1 주에 측정한 0.25 mg/kg에서 항체 A 조성물의 단독 투여량 투여 후에 수득[0589]

된 아밀로이드-β 플라크에서의 평균 강도로 표준화하였다(하기 표 참조).  면역양성 아밀로이드-β 플라크의

평균 상대적 형광 강도에 있어서의 표준화 값을 투여 그룹 당 3 마리 동물을 면역염색하고, 평균한 신호 강도를

측정한 후에 CLSM으로 수득하였다.  항체 A에서 유도된 검출가능한 항체 A 조성물이 없는 플라크는 주로 섹션화

공정 중에 손실될 수 있는 플라크 표면에 항체 A로부터 유도된 항체 A 조성물의 제한되거나 또는 부분적인 점유

기간때문에 낮은 투여량 그룹에서만 관찰되었다.  따라서 단지 면역양성 플라크만 비교 분석에 포함하였다.

PS2APP 형질전화 마우스에서 항체 A 조성물의 멀티플 즉, (큰 덩어리) 투여 후에 투여량 그룹 당 평균 상대적[0590]

형광 강도를 하기 표에 나타내었다:

표 4

투여량-[0591]

간격/주입

면역양성 항체 A 조성물 아밀로이드-β 플라크의
표준화 평균 형광 강도

항체 A 조성물 면역음성
아밀로이드-β 플라크의

퍼센트

% SD %

0.25 mg-단독
1

0.05mg-격주/4×

0.075mg-매달/3×

0.15mg-매달/2×

0.1mg-격주/1×

0.1mg-격주/2×

0.1mg-격주/4×

0.15mg-매달/3×

0.3mg-격주/4×

0.45mg-매달/3×

100

53

57

106

59

83

88

93

148

184

6

2

6

6

8

26

12

19

24

20

0

58

39

19

45

21

2

1

0

0
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1
 실험적 값은 1 주 후 0.25 mg/kg의 단독 투여량으로부터 수득된 값을 표준화한 강도 값을 나타냄.[0592]

도 19는 0.1 mg/kg에서 연속적으로 격주로 투여한 수에 관한 항체 A 조성물의 결합을 나타낸다.  두번 응용 후[0593]

평균 강도는 면역염색 정도가 아주 다양하고, 이에 따라 두드러지지 않았는데도 불구하고 증가하는 것으로 나타

났다.  4 주입 후 아밀로이드-β 플라크는 보다 균질하게 면역염색되었지만 평균 강도는 단지 약하게 증가하였

다.  전체적으로 격주 응용에 의한 결과는 응용 수와 관련된 증가된 플라크 결합 경향을 명확하게 나타냈다.

도 20은 0.15 mg/kg에서 연속적으로 매달로 투여한 수에 관한 항체 A 조성물의 결합을 나타낸다.  흥미롭게도[0594]

비교 레벨은 2 및 3 응용 후에 수득되었다.  상기는 물론 기대했던 것은 아니며, 지연된 소신경교세포 활성과

같은 제거 기작에서 시간에 따라 달라지는 차이가 발생하는 이른 효과의 개시를 나타낼 수 있다.

투여량과 관련이 있는 항체 A 조성물의 결합 효능은 도 21과 22에 나타냈다.  0.05, 0.1 및 0.3 mg/kg(도 21)의[0595]

격주 투여량 및 0.075, 0.15 및 0.45 mg/kg의 매달 투여량(도 22)은 명확하게 투여량 관계를 보여준다.  또한

반응은 선형이 아니며, 소신경교세포의 지연된 활성과 같은 추가 인자에 의해 관찰된 비-선형성이 된다는 것이

확인된다. 

따라서 마우스 Aβ 플라크에 결합하는 항체 A 조성물은 다수의 투여량이 축적되는 것을 나타내는 투여량과 관련[0596]

이 있다는 것이 결론이 될 수 있다.

실시예 17: 항원-의존 세포 탐식 작용의 분석[0597]

항체 A 조성물-중재 탐식작용 효과를 측정하기 위해서 AD 뇌 슬라이스로부터의 순수한 Aβ 플라크를 모노-글리[0598]

코실화 항체 A 및 이중-글리코실화 항체 A를 포함하고, 상기에서 규정한 것과 같은 비-글리코실화 항체 A가 없

는 항체 A 조성물의 여러 농도와 미리 배양하고, 살아있는 인간 제1 단핵 세포에 노출시킨다.

후두 피질 부위에서 분리된 고정하지 않은 인간 AD 뇌 조직을 심각한 AD 경우(Braak stage IV)에서 준비하였다.[0599]

첨가하기 이전에 살아있는 세포 섹션을 5 분 동안 PBS로 재수화하였다.  항체 A 조성물 항체를 1 시간 동안 PBS

에서 규정한 농도로 배양하여 이용하였다.  PBS로 세척한 후 살아있는 세포를 첨가했다.  미리촉진시킨 인간 제

1 단핵세포를 10,000 U/ml 페니실린과 10,000 mg/ml의 스트렙토마이신(Gibco ＃15140-122)을 함유하는 보관 용

액에서 1 % 항생물질 용액의 RPMI 1640(Gibco ＃61870-044) 배지에 0.8 및 1.5×10
6
/ml로 사용하고, 2 내지 4일

동안 5 % 이산화탄소로 37 ℃에서 배양하였다.  미리촉진한 인간 제1 단핵 세포의 제조 방법은 예를 들어 대식

세포 콜로니-촉진 인자(M-CSF)와 같은 촉진 인자를 사용하는 것과 같이 당업에 잘 공지되어 있다.

배양 후에 배양 배지를 부드럽게 제거하고 섹션은 10 분 동안 PBS에서 2 % 포름알데하이드로 화학적 고정시켜[0600]

보존하였다.  잔류 Aβ 플라크 로드의 염색은 상온에서 1 시간 동안 10 mg/ml 농도에서 Alexa488 형광발색단(분

자 프로브: A-20181, 단일클론 항체 표지 키트)에 콘쥬게이트된 Aβ에 대한 마우스 단일클론 항체인 BAP-2로 배

양하여 실행하였다.

플라크 제거의 정량은 잔류 염색된 Aβ 플라크의 면역형광법으로 측정하여 결정하였다.  아미지는 Leica TCS[0601]

SP2 AOBS 공초점 레이저 스캐닝 현미경 상에 기록하였다.  1개의 광계층이 3의 핀홀 셋팅에서 HCPL Fluotar 10

×/0.30 목표물을 대신 사용한 하나의 실험을 제외하고 HCX PL FL 20×/0.40 보정 목표물을 사용하여 4 Airy의

핀홀 셋팅에서 488 nm의 여기 파장에서 기록하였다.  장치 셋팅은 관계있는 정량적 비교를 위해서 모든 이미지

에 있어서 일정하게 유지하였다.  특히 레이저 파워, 게인 및 오프셋을 동적 범위내에서 신호 강도를 기록하기

위해 조정하였다.  각 항체 A 조성물 농도에 있어서 그레이 물질 부위를 플라크 로드에 해부학상 차이로부터 나

오는 가능한 변동을 최소화하기 위해서 연속적인 섹션에서 동등한 위치에서 기록되었다.  항체 A 조성물의 가능

한 경쟁적 결합 및 항체 BAP-2 검출은 모든 항체 A 조성물 농도에서 세포의 부재하에 측정하였다.  관련이 없는

인간  IgG1(Serotec,  PHP010)  항체를  추가  대조군으로서  사용하였다.   이미지  분석은  IMARIS  소프트웨어

(Bitplane, Switzerland)를 사용하여 실행하였다.  플라크에 결합하는 BAP-2들의 목적물을 나타내는 BAP-2 양성

화소의 이소설페이스를 강도 임계화에 의해서 만들었다.  표면 영역과 총 형광 강도 값은 SurpassPro 소프트웨

어 모듈의 "이소 설페이스 작용(iso surface function)"을 이용하여 계산하였다.  결과는 1개의 뇌 섹션의 5개

그레이 성분 부위로부터 수득된 총 염색 감도 값과 평균 염색 영역으로서 나타냈다.  신호 베이스라인은 장치

소음으로 구성되며, 조직 확산 신호는 무시해도 괜잖을 만큼 확인되었으므로 총 강도 신호에서 뺐다.

항체 A 조성물의 정량적 효과는 도 23에서 나타낸 것과 같이 인간 AD 뇌 섹션에서 Aβ 플라크의 탐식 작용이 증[0602]
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가한 것으로 나타나는 Aβ 플라크 염색의 감소에 의해 가시화하였다.  면역조직화학염색으로 40 시간 후에 이미

100 ng/ml 항체 A 조성물로 미리 배양한 후 명확하게 가시화된 염색가능 Aβ 플라크의 감소를 확인하였다.  상

기 효과는 1 및 5 mg/ml의 항체 A 조성물 농도에서 매우 두드러진다.  Aβ 플라크는 5 mg/ml에서 잔존하는 아주

적은 큰 Aβ 플라크가 있는 세포 탐식작용에 의해서 실질적 및 확실하게 명확해진다.  동일한 실험의 강도 및

영역에서 발현되는 면역반응성 신호를 기본으로하는 정량적 측정을 도 24에 나타냈다.

대안적으로 항체 A 조성물-중재 탐식 작용 효과는 Aβ 콘쥬게이트된 형광 폴리스티렌 비드를 사용하여 측정하였[0603]

다.  따라서 형광 비드(3 mm, Fluoresbrite carboxy YG, Polysciences Inc.)는 Aβ와 결합시켰다.  간단하게

비드는 커플링 완충액(50 mM MES 완충액, pH 5.2, 1 % DMSO)에서 현탁 및 원심분리에 의해서 2× 세척하였다.

펠릿(대략 10 ul)을 200 ul 커플링 완충액으로 현탁시키고, 커플링 완충액에서 EDC(에틸-디아미노프로필-카르보

디이미드, Pierce) 20 % 용액 20 ul를 첨가하여 활성화시켰다.  20 ug Aβ(1-40) 또는 Aβ(1-42)(0.1 % 수산화

암모늄, Bachem)의 즉각적인 첨가로 커플링 반응을 개시하였다.  하룻 밤 배양 후에 비드를 3×0.5 ml 10 mM

Tris.HCl  pH  8.0  및  3×0.5  ml  보관  완충액(10  mm  Tris.HCl  pH  8.0,  0.05  %  BSA,  0.05  %  NaN3)으로

세척하였다.  1 % 현탁액을 사용전까지 4 ℃에서 보관하였다.  음성 대조군으로서 Fluoresbrite 카르복시 NYO

(붉은 형광) 비드와 모든- D 아미노산 Aβ(1-40)(0.1 % 수산화암모늄, Bachem)을 결합시켰다.

쥐의 단핵세포/대식세포(세포주 P388D1)를 대략 50 % 군중에서 C96 블랙 마이크로플레이트 또는 C24 투명한 조[0604]

직 배양 클러스터에서 성장시켰다.  배양 배지는 5 % FBS, 글루타민 및 항생물질이 있는 IMEM이다.  비특이적

스캐빈저 수용체를 차단하기 위해서 10 ml 푸코이단(Fluka, 수 중에 10 mg/ml)을 200 ml 배양 부피에 첨가하고

2 시간 동안 배양하였다.  항체 A 조성물을 일련의 희석으로 첨가하고 30 분 동안 미리 배양하였다.  형광 Aβ

비드 현탁액(20  ul)을 첨가하고 탐식작용이 일어나도록 3  시간 동안 배양하였다.  부착 세포를 차가운 얼음

EDTA로 1× 및 PBS로 2× 강하게 세척하여 세포 표면에서 부착된 응집체를 제거하였다.  잔류 비드는 Zeiss

Axiovert 405에서 시각으로 검사하여 모니터링하거나, 또는 444 nm(Exc)와 485 nm(Em) 필터 셋팅으로 마이크로

플레이트 형광계(Fluoroscan, Labsystems)를 사용해서 정량하였다.

P388D1 세포에 의해 형광발색 형광비드와 결합한 합성 Aβ 응집체의 탐식작용에서 항체 A 조성물의 정량적 영향[0605]

은 도 25에 나타내었다.  항체 A 조성물의 투여량 반응의 정량적 측정은 도 26에 나타내었다.  두가지의 독립적

실험으로 EC50에 있어서는 30 내지 200 ng/ml 범위 및 MEC에 있어서는 10 내지 60 ng/ml의 범위가 확인되었다.

관찰된 다양성은 배양 화학량론의 차이, 즉 비드 대 세포의 비율의 차이에 의한 것으로 생각한다.  > 200 ng/ml

농도 이상의 비드 탐식 작용의 관찰된 하락은 제한된 항원과 1가 항체의 상호작용에 의한 것이다.

따라서 결론은 항체 A 조성물은 투여량 관련 방법으로 AD 뇌 조직 섹션의 Aβ 플라크의 탐식 작용을 효과적으로[0606]

유도한다는 것이다.
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