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심사관 : 신원혜

(54) 상피종의진단및치료방법

요약

  본 발명은 분자 표적으로서 CD44-유전자의 변이체 엑손 v6의 발현에 기초하는 상피종의 진단 및 치료방법에 관한 것이

다. 바람직한 태양에서, v6-특이적 항체 분자, 특히 단클론 항체 BIWA-1(VFF-18)을 이 목적을 위하여 사용한다.

대표도

도 1

명세서

기술분야

  본 발명은 CD44 유전자의 가변성 엑손의 발현에 기초한 상피종(squamous cell carcinomas)의 진단 및 치료방법, 이들

방법을 위한 약제 및 그 용도에 관한 것이다.

배경기술

  표면 당단백질 CD44의 변이체의 발현이 랫트의 비전이성 십이지장-선암(adenocarcinoma) 세포주 뿐만 아니라 랫트의

비전이성 섬유성육종(fibrosarcoma) 세포주에서 소위 자발적 전이 행동을 유발하는데 필요하고 충분하다는 것이 최근 밝

혀졌다(군터 등, 1991). 최소 CD44-이소형(isoform), 표준형 CD44가 표피세포를 포함한, 일련의 상이한 조직에서 도처

에서 발현되는 반면, CD44의 일정 스플라이스(splice) 변이체들(CD44v)은 표피세포의 하위그룹에서만 발현된다. CD44-

이소형들은 CD44의 10개의 엑손(v1-v10) 서열들이 완전히 제거되지만, 더 큰 변이체들에서는 상이한 조합으로 나타날

수 있는 방식으로 선택적 스플라이싱(alternative splicing)에 의해 제조된다(스크레아톤 등, 1992; 하이더 등, 1993; 호프

만 등; 1991). 상이한 아미노산 서열들이 단백질의 세포외 부분의 특이적 위치에 삽입된다는 점에서 상기 변이체들은 상이

하다. 그러한 변이체들은 인체 종양 세포 및 인체 종양 조직에서 검출된다. 따라서 결장 직장의 발암 과정 중 CD44-변이체

의 발현이 최근 조사된 바 있다(하이더 등, 1993). 정상적인 인체 결장 표피에서는 CD44-변이체의 발현이 없고 공동(空

洞)의 증식 세포에서 약간의 발현만을 검출할 수 있다. 종양의 진전, 예를 들면 선암에서 후기에는, 모든 악성 변성체들이

CD44 변이체를 발현한다. 더욱이, CD44-스플라이스 변이체들의 발현이 활성 림프구 및 비-호치킨 림프종(Hodgkin's

lymphomas)에서 증명되었다(쿠프만 등, 1993).

  진단 및 치료 목적을 위하여 종양 및 정상 조직에서 CD44-유전자의 변이 엑손의 차별적 발현을 이용하기 위하여 다양한

접근이 채택되어 왔다(WO 94/02633, WO 94/12631, WO 95/00658, WO 95/00851, EP 0531300).

  상피종에서 변이성 CD44-분자의 발현이 또한 조사되었다. 살미 등(1993)은 v6-특이적 항체에 관하여, 정상 세포에 비

하여 종양 세포에서 v6-발현이 감소하였음을 발견하였다. v6-특이적 항체 11.9에 관하여, 브룩스 등(1995)은 비인두(鼻

咽頭) 암종의 이질적 염색을 얻었다. 강력한 염색은 2/12의 환자에서만 이루어졌으며, 대대수의 환자에서 국소의 v6-발현

이 면역조직학에 의해 검출되었다.

발명의 상세한 설명

  본 발명의 목적은 상피종의 진단 및 치료를 위한 신규한 방법을 개발하고 그러한 방법을 위한 약제를 제공하고자 하는 것

이다.

  이 목적은 본 발명에 의해 성취되었다. 그것은 분자 마커나 표적으로서 CD44 유전자의 가변적 엑손 v6의 발현에 기초한

상피종의 진단 및 치료방법에 관한 것이다. 특히, 본 발명은 종래기술로부터 알려진 것과는 상반되게, 놀랍게도 검출된, 상

피종에서 v6의 강력한 상동적 발현에 기초한 방법에 관한 것이다.
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  바람직한 방법은 아미노산 서열 QWFGNRWHEGYRQT, 더욱 바람직하게는 아미노산 서열 WFGNRWHEGYR을 인지하

는 항체 분자를 사용하는 점을 특징으로 한다. 독일, 데-38124 브라운쉬바이크, 마숴로더 베크 1베, DSM-도이췌 잠룽 퓌

르 미크로오르가니즈멘 운트 젤쿨툴렌 게엠바하에 기탁번호 DSM ACC2174로 1994년 6월 7일에 기탁된 하이브리도마

세포주(WO 95/33771)에 의해 분비되는 단클론 항체 BIWA-1(클론 VFF-18) 및 이 항체의 유도체가 특히 바람직하다.

  본 발명의 다른 측면은 본 발명에 따른 과정에서 이 종류의 항체 분자의 용도 및 이들 방법을 수행하기 위한 약제이다.

  CD44-유전자의 변이체 엑손 v6의 핵산 및 아미노산 서열은 공지되어 있다(스크레아톤 등, 1992, 톨그 등, 1993). 변성

또는 대립형질 변이체의 존재는 본 발명의 실행에 전혀 중요하지 않다; 그러한 변이체는 따라서 명백히 포함된다.

  인체 CD44-유전자의 엑손 v6의 서열이다:

  

  본 발명은 엑손 v6에 의해 코딩되는 에피토프, 특히 아미노산 서열 QWFGNRWHEGYRQT내의 에피토프, 가장 바람직하

게는 아미노산 서열 WFGNRWHEGYR내의 에피토프에 특이적인 다클론 또는 단클론 항체를 사용하여 수행할 수 있다. 공

지된 아미노산 서열에 대한 항체의 제조는 그 자체로 알려진 방법에 따라 수행할 수 있다(캐티, 1989). 예를 들면, 이 서열

의 펩티드는 합성에 의해 제조할 수 있고 면역 과정에서 항체로 사용할 수 있다. 또다른 방법은 이 서열을 코딩하는 핵산

(합성에 의해, 또는 예를 들면, 적절한 탐침으로부터의 중합효소 연쇄반응(PCR)에 의해 제조될 수 있는)을 발현 벡터에 삽

입하고, 숙주 개체에서 융합 단백질을 발현시킴으로써 원하는 아미노산 서열을 함유하는 융합 단백질을 제조하는 것이다.

임의로 정제된, 그 융합 단백질은 그런 다음 면역 과정에서 항원으로 사용할 수 있고 그런 다음 삽입-특이적(insert-

specific) 항체를 또는 단클론 항체의 경우, 삽입-특이적 항체를 발현하는 하이브리도마를 적당한 방법으로 선별할 수 있

다. 이 종류의 방법은 당해 기술분야에서 공지이다. 하이더 등(1993, 1996a) 및 쿠프만 등(1993)은 CD44의 변이체 에피

토프에 대한 항체의 제조를 기술하고 있다.

  그러나 본 발명에 따른 방법에 대하여, 다- 또는 단클론 항체, 예를 들면 면역글로불린의 Fab- 또는 F(ab')2-단편, 재조

합 방법에 의해 제조된 단일쇄 항체(scFv), 키메라(chimeric) 또는 인체화된(humanised) 항체 및 엑손 v6에 의해 코딩되

는 에피토프에 특이적으로 결합하는 기타 분자들로부터 유래된, 다른 항체 분자를 사용하는 것도 가능하다. Fab- 또는

F(ab')2-단편 또는 기타 단편들은 예를 들면, 항체 BIWA-1(VFF-18)의 완전한 면역글로불린 또는 기타 항체(크라이트만

등, 1993)로부터 생산할 수 있다. 당업자는 또한 재조합 v6-특이적 항체 분자를 생산할 수 있는 위치에 있다. 특히 항체

BIWA-1(VFF-18)의 아미노산 서열을 분석하고/하거나 이 항체를 생산하는 하이브리도마 세포주, 특히 그곳에 함유된 유

전적 정보를 사용한 후에, 그는 BIWA-1(VFF-18)과 동일한 이디오타입을 갖는 재조합 항체 분자, 즉 항체 BIWA-

1(VFF-18)과 항원 결합 위치 부위(상보성-결정 부위, CDR)에서 동일한 아미노산 서열을 갖는 항체 분자를 생산할 수 있

다. 그러한 과정은 당해 기술분야에서 공지이다. 이 종류의 재조합 항체 분자들은 예를 들면 인체화된 항체(쉰 등, 1989;

구소 및 시만, 1991), 이중특이적 즉 이관능적 항체(바이너 등, 1993; 굿윈, 1989, 페너스톤, 1996), 단일쇄 항체(scFv, 존

슨 및 버드, 1991), 완전 또는 단편 면역글로불린(콜로마 등, 1992; 네스빗 등, 1992; 바바라 등, 1992) 또는 체인 셔플링

(chain shuffling)(윈터 등, 1994)에 의해 생산된 항체일 수 있다. 인체화 항체는 예를 들면 CDR-그래프팅에 의해 제조될

수 있다(EP 0239400). 골격 부위는 또한 변형될 수 있다(EP 0519596; WO 9007861). 인체화 항체에 대하여, PCR과 같

은 방법(예를 들면 EP 0368684; EP 0438310; WO 9207075 참조) 또는 컴퓨터-모델링(예를 들면 WO 9222653 참조)이

근래 사용될 수 있다. 융합 단백질, 예를 들면 단일쇄 항체/독소 융합 단백질(샤우다리 등, 1990; 프리드만 등, 1993)을 제
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조하고 사용하는 것 또한 가능하다. 용어 "항체" 및 "항체 분자"는 다클론 및 단클론 항체뿐만 아니라 면역글로불린으로부

터 구조적으로 유래될 수 있고 그 자체로 공지된 방법에 의해 제조될 수 있는 이 단락에서 논의된 모든 화합물을 포함하고

자 하는 것이다.

  동일한 결합 특이성을 갖는 동등한 항체를 생산하는 것은 또한 에피토프를 알고 있는 통상의 지식을 갖는 자의 능력범위

내에 있다.

  진단 목적을 위하여, 항체 분자들, 바람직하게는 BIWA-1 항체 분자, 그들의 단편 또는 동일한 이디오타입을 갖는 재조합

항체 분자들은 예를 들면 125I, 131I, 111In, 99mTc 또는 방사성 화합물(라슨 등, 1991; 토마스 등, 1989; 스리바스타바,

1988)과 같은 방사성 동위원소, 형광 염료(존슨, 1989) 또는 바이오틴 분자(구에스돈 등, 1979)를 갖는, 퍼옥시다아제 또

는 알칼라인 포스파타아제(캐티 및 레이쿤달리아, 1989)와 같은 효소와 연결될 수 있다. 치료 목적을 위하여 v6-특이적

항체 분자들, 바람직하게는 BIWA-1(VFF-18)-항체 분자 또는 VFF-18-유래 항체 분자, 예를 들면 그들의 단편 또는 동

일한 이디오타입을 갖는 재조합 항체 분자들이 90Y, 131I, 186Re, 153Sm, 67Cu, 212Bi, 213Bi, 177Lu(콰드리 등, 1993; 레나

드 등, 1985, 비리에센도르프 등, 1991; 윌버 등, 1989, 마라베리아스 등, 1995a, 저르식 및 쉐인버그 등, 1989)와 같은

방사성 동위원소, 독소(비테타 등, 1991; 비테타 및 토르페, 1991; 크라이트만 등, 1993; 튜에르 등, 1993), 세포성장억지

제(쉬라페 등, 1992), 프로드러그(왕 등, 1992; 센터 등, 1989), 광활성 물질(헤밍 등, 1993), 상이한 특이성을 갖는 항체

분자 또는 방사성 화합물에 연결될 수 있다. 항체 분자는 또한 사이토카인 또는 일부 다른 면역조절성 폴리펩티드, 예를 들

면 종양 괴사 인자, 림포톡신(레이스펠드 등,1996) 또는 인터류킨-2(벡커 등, 1996)에 연결될 수 있다. 항체 분자는 또한

예를 들면 스트렙타비딘 또는 바이오틴(굿윈, 1995)를 이용하는 예비표적 시스템에서 사용하기 위하여 변형될 수 있다.

  우수하게도, 본 발명에 따른 진단방법은 상피종의 의혹이 있거나 진단이 이미 이루어졌으나 종양의 특성을 더욱 밝힐 필

요가 있는 환자들로부터의, 예를 들면, 생검으로부터의 표본을 조사하는데 사용될 수 있다. 변이체 엑손 v6에 의해 코딩되

는 아미노산 서열을 함유하는 변이체 CD44-분자의 검출은 항체를 사용하여 단백질 수준에서 또는 특이적 핵산 탐침 또는

중합효소 연쇄반응(PCR)용 프라이머를 사용하여 핵산 수준에서 수행될 수 있다. 결과적으로 본 발명은 또한 그러한 방법

을 위한 탐침 또는 프라이머로 적합한 항체 분자 또는 핵산, 상피종의 진단 및 분석을 위한 이들 항체 및 핵산의 용도에 관

한 것이다. 예를 들면 그 자체로 공지된 방법에 의해 항체를 이용하여 조직 단편을 면역조직학적으로 검사할 수 있다. 조직

표본 또는 체액으로부터 채취한 추출물을 또한 항체를 이용한 기타 면역학적 방법, 예를 들면 웨스턴 블랏, 효소결합면역

흡착검사(ELISA, 캐티 및 레이쿤달리아, 1989), 방사성면역검사(RIA, 캐티 및 머피, 1989) 또는 관련된 면역검사에 의해

검사할 수 있다. 그 검사는 정성적, 반-정량적 또는 정량적일 수 있다.

  인 비트로 진단과 별도로, 본 발명에 따른 특이성을 갖는 항체 분자는 또한 상피종의 인 비보 진단에도 적합하다. 항체 분

자가 검출가능한 표지를 수반한다면, 그 표지는 진단 목적을 위하여, 예를 들면 인 비보에서 종양을 이미징(imaging)하거

나, 예를 들면 방사성가이드(radioguided) 외과수술을 위하여 검출될 수 있다. 이뮤노신티그래피

(immunoscintigraphy)(이미징)용 방사성 동위원소와 결합된 항체를 사용하기 위하여, 예를 들면, 본 발명을 수행하는데

기초로서 당업자에 의해 사용될 수 있는 수많은 방법들이 있다(시카르디 등, 1989; 키만 등, 1987; 퍼킨스 및 핌, 1992; 콜

커 등, 1987; 톰프슨 등, 1984).

  따라서 변이체 CD44-에피토프 v6의 발현의 검출 및/또는 정량에 의해 수득한 데이터는 진단 및 예후에 사용할 수 있다.

기타 예후 지수, 예를 들면 종양 등급과 이들 데이터를 결합하는 것이 우수할 수 있다.

  임의로 세포독성제와 결합된, 본 발명에 따른 특이성을 갖는 항체는 상피종의 치료에 우수하게 사용될 수 있다. 그것들은

전신 또는 국부로, 예를 들면 정맥 경로로(환괴(丸塊) 또는 연속적 침제(infusion)) 또는 복강내, 근육내, 피하, 또는 기타

주사/침제에 의해 투여될 수 있다. 결합 또는 비결합 항체(그것들은 완전한 면역글로불린, 단편, 재조합 인체화 분자 등이

다)를 투여하는 방법은 당해 기술분야에서 공지이다(멀샤인 등, 1991; 라슨 등, 1991; 비에타 및 토르페, 1991; 비에타 등,

1991; 브레이쯔 등, 1992, 1995; 프레스 등, 1989; 바이너 등, 1989; 차탈 등, 1989; 시어스 등, 1982). 그것들은 치료요

법적으로, 예를 들면 항체 1.1ASML(세이터 등, 1993)과 동일한 방법으로 사용될 수 있다. 비변형 단클론 항체는 만약 그

것들이 세포독성 효과, 예를 들면 보체-유도 또는 항체-유도 세포 독성(레이스뮬러 등, 1994)에 적합한 내부 효과기

(effector) 기능을 갖는 경우 치료 목적으로 직접 사용될 수 있다. 이 출원을 위한 적합한 단클론 항체는 쥐 항체 이소타입

IgG2a 또는 인체 항체 IgG1-타입이다. 항-이디오타입 기작을 통하여 환자 자체의 항종양 반응을 유도하기 위하여 비변형

항체를 또한 투여할 수 있다(바움 등, 1993; 카잘레이 등, 1994).
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  치료적 적용의 바람직한 태양에 따라, 인체화된 v6-특이적 면역글로불린 또는 그것의 F(ab')2 단편은 90Y(콰드리 등,

1993; 브리에센도르프 등, 1995), 131I(마라베이아스 등, 1995a, 1995b; 쥬이드 등, 1995; 프레스 등, 1995; 토마스 등,

캐티 1985, p. 230-239), 186Re(브레이쯔 등, 1992, 1995) 또는 또다른 적당한 방사성 동위원소와 연결되고 상피종의 방

사성면역요법에 사용된다. 예를 들면, 항체 BIWA-1, BIWA-1의 인체화된 버전 또는 BIWA의 F(ab')2 단편 또는 인체화된

항체를 ITCB-DTPA(이소티오시아나토벤질-디에틸렌트리아민펜타아세테이트)와 같은 킬레이팅 링커를 이용하여 90Y에

연결하여, 비활성 5-20mCi/mg, 바람직하게는 10mCi/mg의 비활성을 갖게 할 수 있다. 그런 다음 이 약제는 항원-양성 종

양을 갖는 환자에게 0.1 내지 1mCi/kg 체중, 바람직하게는 0.3 내지 0.5mCi/kg 체중의 용량으로 환자에게 투여될 수 있

다. 항체 분자가 131I에 연결되어 있다면, 가능한 용량 계획은, 예를 들면 비활성 2mCi/mg을 위하여 6주 간격으로

2×150mCi가 될 것이다. 당업자는 그 자체로 공지된 방법을 사용하여 최대로 가능한 용량을 결정할 수 있다(마라베이아스

등, 1995a, 1995b). 투여될 단백질의 총량이 2 내지 5mg인 경우, 신속한 정맥내 환괴 주사 형태로 투여될 수 있다. 더 많

은 양의 단백질의 경우 침제가 더욱 적합한 투여방법일 수 있다. 단클론 항체의 경우 투여전에 약제를 과량의(예를 들면 10

배 몰 과량) 비방사성 항체와 혼합하는 것이 필요하다; 이 경우, 그 약제를 예를 들면 15분에 걸쳐 정맥내 침제 형태로 투여

하는 것이 더 낫다. 이것은 반복될 수 있다. 그 요법은 외부 방사성 요법과 결합될 수 있다. 그것은 또한 골수 이식술에 의해

보조될 수 있다; 이것은 치료중 골수에서 1.6Gy를 초과하는 용량에 도달할 때 특히 필요하다.

  본 발명에 따른 항체 분자는 또한 CD34-양성 간(幹) 및 전구 세포 조제를 정제하기 위하여(이뮤노퍼징

(immunopurging)) 엑스 비보에서 사용할 수 있다. 상피종의 방사선 또는 화학요법은 또한 자가 골수 이식수술로 보조될

수 있다. 따라서 투여된 조혈성 간 및 전구 세포들의 조제에는 종양 세포가 없어야 한다. 이것은 본 발명에 따른 항체 분자,

예를 들면 항체-독소 결합체(마클레부스트 등, 1994; DE P 196 48 209.7)로 배양함으로써 성취될 수 있다.

  본 발명에 따른 항체 분자는 또한 재조합 작제물 형태로 T-림프구의 T-세포 수용체로 도입될 수 있다. 이런 종류의 재프

로그램된 T-림프구는 항원-발현 종양 세포에 대해 선별적으로 결합하고 세포 독성 활성을 나타내어, 그 결과로 그것들은

상피종의 치료에 사용될 수 있게 된다(PCT/EP9604631; 알텐슈미트 등, 1996).

도면의 간단한 설명

  도 1: 인체 CD44v6 서열로부터 유래된 합성 펩티드에 결합시키는 것에 의한 BIWA-1의 에피토프 특이성의 결정. 랫트

CD44v6의 상응 펩티드를 항체 1.1ASML로 시험하였다. 펩티드가 마이크로타이터 플레이트상에 고정되어 있는 EISA로

결합을 측정하였다(하이더 등, 1996b, 도 2 참조). -: 결합 안함, +/-: 약한 결합, +:강한 결합.

  도 2: CD44v6-특이적 단클론 항체 BIWA-1을 사용한 후두 상피종 (a) 및 식도 암종의 간 전이(b)의 면역조직화학적 분

석. 양 경우에 종양 세포의 막과의 항체의 반응성을 관찰할 수 있다. 실물 확대 40×, 대비염색 헤마톡실린.

  도 3: 다양한 CD44v6-특이적 mAb들의 항원 결합의 비교. 4개의 상이한 CD44v6-특이적 mAb의 인체 SCC A-431-세

포의 결합을 세포 ELISA에서 측정하였다. MAb BIWA-1은 다른 mAb 보다 종양 세포에 대해 더 높은 친화성을 나타낸다.

  도 4: mAb BIWA-1의 상세한 에피토프 맵핑. CD44v6-코딩 부위의 아미노산 18-32에 걸치는 다양한 중복 합성 펩티드

에 대한 BIWA-1의 결합을 경쟁적 ELISA에 의해 측정하였다. 최소 결합 서열(펩티드 v6(19-29))을 밑줄로 표시하였다.

  도 5: A-431 외래이식 누드 마우스에서 125I-BIWA-1의 생체분포. 항체의 축적을 주사후 4, 24, 48, 120 및 168시간

에 % ID/g(평균±SEM)으로 나타내었다.

실시예

  실시예 1: 상피종에서 CD44v6의 발현

  조직
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  파라핀-포매 종양 표본 총 126 케이스를 CD44v6의 발현에 대해 mAb BIWA-1(클론 VFF-18)을 사용하여 면역조직화

학적으로 분석하였다. 상기 표본은 31 케이스의 원발성 상피종(15 케이스 후두, 16 케이스 피부), 91 케이스의 림프절 전

이(후두, n=38; 폐, n=27; 식도, n=11; 구강, n=11; 편도선, n=4) 및 4 케이스의 간 전이(식도)를 포함하였다.

  항체

  CD44v 의 HPKⅡ 타입의 총 가변성 부위(호프만 등, 1991)를 인체 케라티노사이트-cDNA로부터 중합효소 연쇄반응

(PCR)에 의해 증폭하였다. 호프만 등에 의해 기재된 바 있는 두 개의 PCR 프라이머 5'-

CAGGCTGGGAGCCAAATGAAGAAAATG-3', 위치 25-52, 및 5'-TGATAAGGAACGATTGACATTAGAGTTGGA-

3', LCLC97-변이체 부위의 위치 1013-984는 PCR 산물을 벡터 pGEX-2T(스미스 등, 1988)에 직접 클론하기 위하여 사

용되는 EcoRⅠ 인지 위치를 함유하였다. 그 결과 작제물(pGEX CD44v HPKⅡ, v3-v10)은 쉬스토소마 자포니쿰

(Schistosoma japonicum)으로부터의 글루타티온-S-트랜스퍼라아제 및 인체 CD44의 엑손 v3-v10로 이루어진 ∼70kD

의 융합 단백질(도 1; 하이더 등, 1993)을 코딩한다. 융합 단백질을 E. coli에서 발현시키고 그런 다음 글루타티온 아가로

스에 대해 친화성 정제하였다(스미스 등, 1988).

  암컷 Balb/c 마우스를 하기 계획에 따라 친화성-정제된 융합 단백질로 복강내로 면역시켰다:

  제1 면역화: 완전 프로인트 애쥬번트내의 90㎍의 융합 단백질

  제2 및 제3 면역화: 불완전 프로인트 애쥬번트내의 50㎍의 융합 단백질

  면역화는 4주 간격으로 이루어졌다. 최종 면역으로부터 14일 후 동물을 3일 연속 PBS내의 10㎍의 융합 단백질로 면역화

시켰다. 그 다음날, 높은 항체 역가를 갖는 동물로부터의 지라 세포를 폴리에틸렌글리콜 4000을 이용하여 P3.X63-

Ag8.653 마우스 골수종 세포와 융합하였다. 그 다음 그 하이브리도마 세포를 HAT-배지에서 마이크로타이터 플레이트에

서 선별하였다(콜러 및 밀스타인, 1975; 키아니 등, 1979).

  혈청내에서 항체 역가의 측정 또는 하이브리도마 상등액의 스크리닝은 EISA를 사용하여 수행하였다. 이 시험에서, 먼저

마이크로타이터 플레이트를 융합 단백질(GST-CD44v3-10)로 또는 글루타티온-S-트랜스퍼라아제만으로 덮었다. 그런

다음 그것들을 혈청 표본 또는 하이브리도마 상등액의 연속 희석물로 배양시키고 특이적 항체를 마우스 면역글로불린에

대한 퍼옥시다아제-결합 항체를 사용하여 검출하였다. 글루타티온-S-트랜스퍼라아제와만 반응하는 모든 하이브리도마

를 제거하였다. 잔류 항체의 특성을 도메인-특이적 융합 단백질(엑손 v3, 엑손 v5+v6, 엑손 v6+v7, 엑손 v8-v10)(쿠프

만 등, 1993)을 이용한 ELISA에서 일차로 분석하였다. 그것들의 면역조직화학적 반응성을 인체 피부 절편상에서 시험하

였다.

  BIWA-1(VFF-18; 제조 및 성질에 대해서는 WO 95/33771 참조)은 엑손 v6에 의해 코딩되는 도메인을 함유하는 융합

단백질에만 결합하였다. 항체의 에피토프를 더욱 한정하기 위하여, v6 도메인의 일부를 나타내는 다양한 합성 펩티드를

ELISA 결합 분석에서 사용하였다(도 1). 14개 아미노산 펩티드 v6D가 가장 강력한 결합을 나타내었다. 결론적으로,

BIWA-1의 에피토프는 전체적으로 또는 부분적으로 엑손 v6에 의해 코딩되는 도메인의 서열 QWFGNRWHEGYRQT내에

존재한다. 이 서열은 치료용 랫트 모델에 사용되고 랫트 CD44v6에 특이적인 항체 1.1ASML의 결합 에피토프와 상동적이

다(도 1).

  면역조직화학

  일차 항체로 배양하기 전에, 로티히스톨(Rotihistol)(로스, 독일)내의 파라핀 절편(4㎛)를 매회 10분간 3회 파라핀을 제거

한 다음 알콜 시리즈에서 재수화시켰다. 그 절편을 증류수로 즉시 세척한 다음 마이크로파 오븐(샤프 모델 R-6270)에서

구웠다. 각 마이크로파 배양 후 그 절편을 20분간 냉각시켰다. 최종 냉각 단계 후 그 담체를 PBS에서 세척하고 정상 염소

혈청(PBS내 10%)으로 예비-배양하였다. PBS에서 3회 세척한 후 그 절편을 일차 항체(BIWA-1: 5㎍/㎖; 쥐 IgG(이소타

입-상응 음성 대조구) 5㎍/㎖ PBS/1% BSA)로 1시간 동안 배양하였다. 케라티노사이트로서 정상 인체 피부 절편으로 이

루어진 염색 반응에 사용되는 양성 대조구는 v3-v10을 함유하는 CD44-이소형을 발현한다. 내생성 퍼옥시다아제를 PBS

내의 0.3% H2O2로 차단하고, 그 절편을 바이오틴화된 이차 항체(항-마우스 IgG-F(ab')2, DAKO Corp.)와 30분간 배양

하였다.염색을 현상하기 위하여, 그 절편을 스트렙타비딘-바이오틴-퍼옥시다아제 복합체(DAKO Corp.)로서 바이오틴에

결합된 호오스래디쉬 퍼옥시다아제와 30분간 배양하였다. 그런 다음 그 절편을 3,3-아미노-9-에틸-카바졸 기질(시그마
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이뮤노케미칼즈)에서 5-10분간 배양하였고, 그 반응을 H2O로 중지시키고 그 절편을 헤마톡실린으로 대비염색하였다. 제

이스 악시오스콥 광학 현미경(Zeiss Axioskop Light Microscope)을 이용하여 그 염색을 측정하고 그 색상 강도를 하기와

같이 정량화하였다: +++, 강한 발현; ++, 중간 발현; +, 약한 발현; -, 불명확 또는 발현이 검출되지 않음. 깨끗한 막 염

색을 갖는종양 세포만이 양성으로 평가되었다. 각 절편의 양성 종양 세포의 비율을 대략적으로 측정하고 두 개의 군을 형

성하였다: 국소 양성 종양(항체와 반응시킨 종양 세포의 10% 미만) 및 양성 종양(양성 종양 세포의 10% 이상). 만약 양성

세포에서 종양 세포의 80% 미만이 항체와 반응하였다면, 그 해당 비율을 나타내었다.

  다양한 기원의 상피종 126 케이스를 CD44v6-특이적 단클론 항체 BIWA-1을 사용하여 분석하였다. CD44v6를 함유하

는 이소형의 발현이 한 개의 종양 표본을 제외한 모두에서 관찰되었다. 대다수의 표본은 80-100%의 종양 세포에서 항원

의 발현을 나타내었고 그 염색은 종양 세포의 막에 한정되었다. 스트로마(stroma) 조직, 림프구, 근육 세포 또는 내피에서

는 어떠한 반응도 관찰되지 않았다.

  이들 종양 세포에서 CD44v6-분자의 발현을 정량하기 위하여, 정상 인체 피부의 절편을 종양 절편과 병행하여 염색하였

다. 정상 피부 케라티노사이트는 고수준의 Cd44-이소형을 발현하고 지금까지 기재한 바 있는 정상 세포의 CD44v6 중 가

장 강력한 발현체이다. 결론적으로, 케라티노사이트 염색은 참조로 사용되고 우리의 측정 체계에서 "강력함"(+++)으로

분류된다. 검사된 대다수의 종양 표본에서, 종양 세포의 염색은 피부 케라티노사이트의 염색과 비교할만 하거나 더욱 강력

하였고, 단지 몇몇 케이스만 약한 종양 염색(3 케이스의 림프절 전이) 또는 중간 종양 염색(2개의 원발성 암종, 10개의 전

이)을 나타나내었다. 그 염색 반응은 주어진 종양 절편내에서 매우 균질적이며 절편내 대다수의 종양 세포가 동일한 염색

강도를 가졌다. 원발성 종양 및 전이간에 CD44v6-발현 양식에서 어떠한 중대한 차이점도 관찰되지 않았다. 그 결과의 상

세한 요약은 도 2에 나타낸 실시예들과 함께 표 1에 나타내었다.

  

표 1.
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  80-100%의 종양 세포들이 BIWA-1과 양성적으로 반응하였다. 더 적은 수의 종양 세포들이 항체와 반응한 경우, 그 수

득 비율을 나타내었다.

  실시예 2: 신장 세포 암종, 전립선 암종 및 결장 암종의 간 전이에서의 CD44v6 의 발현
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  조직

  신장 세포의 19 케이스(12 케이스의 투명 세포, 5 케이스의 호염성, 1 케이스의 혐염성, 1 케이스의 호산선종), 전립선의

16개 원발성 선암 및 전립선 선암의 19 케이스의 림프절 전이, 및 결장 선암의 30 케이스의 간 전이를 분석하였다.

  항체

  BIWA-1 (실시예 1 참조).

  면역조직화학

  방법에 대하여 실시예 1 참조.

  상피종과는 반대로, 검사된 대다수의 신장 세포 및 전립선 암종에서 CD44v6-이소형이 검출되지 않거나 국소적 발현만

이 검출될 수 있었다. 전립선 암종에서 국소적 발현 이상인 경우, 정상 전립선 표피의 염색과 비교하여, 염색이 널리 퍼져

세포질성이며 약하거나 불균일한 것이 우세하였다. 검사된 결장 암종의 간전이의 50%에서, CD44v6 이소형의 국소적 발

현 이상이 검출되었다. 대다수의 케이스에서 염색은 희미하거나 또는 중간 정도였지만, 일반적으로 표본 종양 세포의

100%보다 적은 수가 BIWA-1과 어떠한 염색을 나타내었다. 그 결과를 표 2에 요약하였다.

  

표 2.

  실시예 3: CD44v6-특이적 항체의 특성화

  세포주

  인체 SCC 세포주 A-431(외음의 자발적 유표피종)을 어메리칸 타입 컬쳐 컬렉션(록웰 MD)으로부터 수득하고 제조자의

지시에 따라 배양하였다. CD44v6-함유 이소형의 표면 발현을 FITC-연결 mAb BIWA-1을 이용하여, FACS 분석에 의해

결정하였다.

  역학적 상수의 분석

  단클론 항체 CD44v6-상호작용의 친화성 및 역학을 BIAcore 2000 시스템(파마시아 바이오센서)을 이용하여, 서피스 플

라스몬 레조넌스(Surface Plasmon Resonance)에 의해 결정하였다. 엑손 v3-v10(GST/CD44 v3-v10)에 의해 코딩되는

부위를 함유하는 글루타티온-S-트랜스퍼라아제-CD44-융합 단백질을 CM5 센서 칩상에 고정시켜, 제조자의 지시에 따

라 아민 커플링법을 수행하였다. HBS(10mM HEPES pH 7.4, 150mM 염화나트륨, 3.4mM EDTA, 0.05% BIA 코어 계면

활성제 P20)내에 다양한 농도(8-132nM)의 항체를 유속 5㎕/분으로 항원-특이적 표면상에 주사하였다. 그 상호작용을

SPR 신호 변화로 기록하였다. 완충액 흐름(HBS)에서 5분간 항체의 해리를 관찰하였다. 단일 펄스의 15㎕ 30mM HCl로

칩 표면을 재생시켰다. 역학적 상수의 데이터 분석 및 계산을 파마시아 바이오센서 BIA 측정 소프트웨어, 버전 2.1을 사용

하여 수행하였다.
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  이 방법으로, BIWA-1의 항원 친화성을 다른 CD44v6-특이적 mAb(VFF4, VFF7, BBA-13(IgG1, R&D 시스템, 애빙돈,

U.K.))와 비교하였다. 다양한 항체의 역학 및 친화성 상수를 두 개의 독립적인 실험에서 결정하였다. 표 3은 4개의 mAb에

대하여 결합 속도(ka), 해리 속도(kd) 및 해리 상수(Kd)를 나타낸다.

  

표 3.

  ELISA를 이용한 항체-단백질 상호작용의 분석

  CD44v6를 발현하는 A-431 세포를 96-웰 플레이트(팔콘 마이크로테스트 Ⅲ, 벡톤 디킨슨, 링컨 파크, NJ)에서 37℃에

서 밤새 10% 송아지 태아 혈청을 갖는 RPMI 1640에서 웰당 5×104의 수로 배양하였다. PBS/0.05% 트윈 20으로 세척한

후 세포를 1분 동안 빙냉 에탄올로 고정시키고, 이어서 세척 단계를 거쳤다. 일차 항체(분석 완충액: PBS/0.5% BSA/

0.05% 트윈 20내에서, 각 경우에 VFF4, VFF7, BIWA-1, BBA-13, 1ng/㎖ 내지 600ng/㎖)로의 배양을 1시간 동안 실온

에서 실시하였고 3회 세척 단계를 거쳤다. 사용된 이차 항체는 래빗-항마우스-IgG 호오스래디쉬 퍼옥시다아제-결합 항체

(DAKO 코퍼레이션, 코펜하겐, 덴마크; 분석 완충액에 희석 1:6000)였다(상온에서 1 시간). 3회의 세척 단계 후, TMB 용

액(카르케가드 및 페리, 게터스버그, USA)을 이용하여 색상을 현상하였다. 휴렛-팩커드 ELISA 판독기를 사용하여 소멸

을 측정하였다.

  도 3은 BIAcore 분석에 의해 결정된 항체의 상대적 친화성이 그것의 종양 세포와의 반응에 반영된다는 것을 나타내며,

BIWA-1이 최고의 결합 친화성을 나타낸다.

  CD44-엑손 v6에 의해 코딩되는 단백질 도메인은 45개 아미노산으로 이루어진다(도 4). BIWA-1에 의해 인지되는 에피

토프를 더욱 정확하게 정의하기 위하여, 일련의 합성 펩티드를 ELISA 분석에 사용하였다. 예비 실험은 중앙에 위치한 14-

머(14-mer)(아미노산 군 18-31; 도 4; 도 1을 또한 참조)에 결합하고 이 부위 밖의 펩티드에는 결합하지 않는다는 것을

보여주었다. 따라서 제2 시리즈의 펩티드를 합성하고 경쟁적 ELISA에서 시험하였다(도 4). 그 결과는 펩티드 19-

29(WFGNRWHEGYR)이 고친화성 결합에 필요한 최소 구조임을 나타내었다. C-말단 아르기닌기의 제거는 10배 이상 약

한 결합을 초래하였다.

  실시예 4: 외래이식편-수반 누드 마우스에서 방사성-요오드화 CD44v6-항체의 생체분포

  A-431-외래이식편 모델

  8주된 암컷 Balb/c nu/nu 누드 마우스(B & K 유니버설, 렌톤, WA)에 5×106 배양 A-431 세포(외음의 인체 유표피종)

를 좌측 정중선에 피하 주사하였다. 2주내의 A-431 종양을 수반하는 외래이식 동물을 생체분포 실험에 사용하였다(종량

중량: 40-50mg).

  BIWA-1의 방사성-요오드화

  이질이관능성 가교제 석신이미딜 4-(N-말레이미도-메틸)사이클로헥산-1-카르복실레이트(succinimidyl 4-(N-

maleimido-methyl)cyclohexane-1-carboxylate)를 사용하여 단백질 G-정제 mAb BIWA-1(쥐 IgG1)을 스트렙타비딘

에 결합시켰다. 디티오트레이톨(dithiothreitol)로 항체를 예비처리함으로써 생산된 환원된 항체-시스테이닐 기에 스트렙
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타비딘-라이실기가 연결되었다. 생체분포 실험을 위하여, p-요오도페닐 표지제(PIP; NEN 듀퐁, 윌밍톤, DE)를 사용하여

BIWA-1/SA를 125I를 갖는 라이신의 일차 아민으로 표지시키고 이어서 윌버 등(1989)의 방법으로 처리하였다. BIWA-1

의 SA 또는 125I로의 표지는 마우스에서 항체의 면역반응성 또는 약물동력학에 영향을 미치지 않았다.

  생체분포 실험

  인체 A-431 종양으로 외래이식된 누드 마우스에 50㎍의 mAb BIWA-1(비활성 0.1-0.14mCi/mg)상의 5-7μCi 125I를

횡 꼬리혈관을 통하여 정맥내로 주사하였다. n=3 동물군에서 주사 후 4, 24, 48, 120 및 168 시간의 시각에 시간-생체분

포 연구를 실시하였다. 선택된 시간에 마우스의 체중을 측정하고 혈액을 역-궤도 망상조직(retro-orbital plexus)으로부

터 추출하고 그것들을 경부 전위(cervical discolation)에 의해 도살하였다. 9개의 기관과 조직을 수집하여 중량을 측정하

였다: 혈액, 꼬리, 폐, 간, 지라, 위, 신장, 소장 및 종양. 에너지 윈도우를 125I에 대해 25-80keV로 셋팅시킨 감마-섬광계

수기(팩커드 인스트루먼트 컴파니, 메리덴, CT)에서 주사된 항체 조제 표준과 비교함으로써 조직에서의 방사성을 계수하

였다. 조직 그램당 주사 용량의 비율을 계산하였다(% ID/g).

  예비 실험은 BIWA-1이 쥐 CD44v6-항원과 교차반응하지 않음을 보여주었다. 표 4 및 도 5는 종양 및 정상 조직에서 방

사성의 흡수를 나타낸다. 요오드화 BIWA-1은 48시간 후 18% ID/g 이상까지 증가하는 신속한 종양 흡수(주사로부터 4시

간 후 7.6% 주사 용량/g)를 나타내었다. 주사로부터 7일후(168시간) 종양은 여전히 조직의 15.3% ID/g을 함유하였다. 종

양:조직의 비율을 개개의 시간에 대해 계산하였고 이들을 도 4에 나타내었다. 주사로부터 24시간 후 종양:혈액 비율은

0.48이었고 7일에 3.16으로 증가하였다. 정상 조직에서의 이용은 낮고 아마도 그것은 조직 생검에서 혈액-풀 백그라운드

에 의해 유발되었을 것이다. 125I-표지 BIWA-1을 갖는 누드 마우스에서 인체 SCC-외래이식편의 인 비보 타겟팅은 이 단

클론 항체가 SCC 환자에서 진단 및 치료 용도의 타켓팅 비히클로서 높은 잠재능을 갖는다는 것을 나타낸다.

  

표 4.

  실시예 5: 다수의 인체 종양에서의 CD44v6의 상이한 발현

  더욱 광범위한 검사를 위하여, 단클론 항체 BIWA-1(클론 VFF-18)로 CD44v6 발현에 대하여 총 544개 종양 표본을 면

역조직화학적으로 검사하였다. 표본들을 외과적 제거후 즉시 파라핀에 포매시키거나 액체 질소내에서 동결시키고 필요할

때까지 -70℃에서 저장하였다. 하기 종양을 분석하였다: 기저세포암(n=16), 유방의 선암(n=55), 결장의 AC(n=83), 머리
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및 목의 상피종(SCC)(n=125), 폐암(n=120), 전립선 AC(n=34), 신장 세포 암종(n=27), 피부의 SCC(n=15) 및 위의

AC(n=69). 통상적인 외과술 또는 생체해부에 의해 조직을 수득하였고 정상 조직을 종양 표본과 함께 수득하였다. 면역조

직화학적 검사를 실시예 1과 같이 실시하였다.

  표 5는 mAb BIWA-1을 이용한 397개의 상이한 타입의 종양의 면역조직화학적 분석의 요약을 나타낸다.

  

표 5.

  소세포 폐암, 신장 세포 암종 및 전립선의 AC에서, 반응이 관찰되지 않거나 단지 약간의 반응만이 관찰되었다. 검사된 모

든 다른 타입의 종양은 가변적인 정도로 CD44-v6-함유 이소형을 발현하였다. 다수의 유방 AC가 BIWA-1과 반응성을 나

타내었고 시험된 SCC(후두, 폐 및 식도)가 100%의 모든 케이스에서 CD44v6를 발현하였다.

  다양한 타입 및 분류의 185개의 부가적인 케이스를 BIWA-1과의 반응성에 대해 검사하였다. 이것들은 67 케이스의 원발

성 SCC(후두, n=15; 구강, n=16; 구인두, n=3; 피부, n=15), 77개 표본의 림프절 전이(후두, n=12; 폐, n=27; 식도, n=11;

구강, n=6; 구인두, n=7; 하인두, n=10; 편도선, n=4), 및 3개 표본의 간 전이(식도)를 포함하였다. 표 6은 검사된 모든

SCC 표본의 면역조직화학적 분석을 요약한다.

  

등록특허 10-0473824

- 15 -



표 6.

  D44v6 포함 이소형의 발현은 3개의 종양 표본을 제외한 모두에서 발견되었다(한 케이스의 후두, 2 케이스의 폐). 대다수

의 표본은 단일 절편내 100%의 종양 세포에서 발현을 나타내었고, 그 염색은 종양 세포의 막에서 주로 농축되었다. 가장

균질적인 염색 양식은 후두, 식도 및 하인두의 암종에서 확인되었고, 절편내의 대다수의 종양 세포들은 동일한 염색 강도

를 가졌다.
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(57) 청구의 범위

청구항 1.
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  유전자 CD44의 가변적 엑손 v6에 의해 코딩되는 아미노산 서열 WFGNRWHEGYR을 인지하는 항체를 포함하는 상피종

의 치료를 위한 약제학적 조성물.

청구항 2.

  제 1 항에 있어서, 상기 항체 분자가 기탁번호 DSM ACC2174의 하이브리도마 세포주에 의해 형성되는 단클론 항체

BIWA-1(VFF-18)임을 특징으로 하는 약제학적 조성물.

청구항 3.

  제 1 항 또는 제 2 항에 있어서, 상기 항체 분자가 단클론 항체, 면역글로불린의 Fab- 또는 F(ab')2-단편, 재조합 방법에

의해 제조된 항체, 재조합 방법에 의해 제조된 키메라 또는 인체화 항체, 이관능성 또는 단일쇄 항체(scFv)인 것을 특징으

로 하는 약제학적 조성물.

청구항 4.

  제 1 항 또는 제 2 항에 있어서, 상기 항체 분자가 방사성 동위원소, 광활성 화합물, 방사성 화합물, 효소, 형광 염료, 바이

오틴 분자, 독소, 세포성장억지제, 프로드러그, 상이한 특이성을 갖는 항체 분자, 사이토카인 또는 또다른 면역조절성 폴리

펩티드에 연결되는 것을 특징으로 하는 약제학적 조성물.

청구항 5.

  유전자 CD44의 가변적 엑손 v6에 의해 코딩되는 아미노산 서열 WFGNRWHEGYR을 인지하는 항체를 포함하는 상피종

치료제.

청구항 6.

  유전자 CD44의 가변적 엑손 v6에 의해 코딩되는 아미노산 서열 WFGNRWHEGYR을 인지하는 항체 또는 기탁번호

DSM ACC2174의 하이브리도마 세포주에 의해 형성되는 단클론 항체 BIWA-1(VFF-18)을 이용하여 제 1항 또는 제 2항

에 따른 약제학적 조성물을 제조하는 방법.

청구항 7.

  제 5 항에 있어서, 상기 항체 분자가 기탁번호 DSM ACC2174의 하이브리도마 세포주에 의해 형성되는 단클론 항체

BIWA-1(VFF-18)임을 특징으로 하는 치료제.

청구항 8.

  제 5 항 또는 제 7 항에 있어서, 상기 항체 분자가 단클론 항체, 면역글로불린의 Fab- 또는 F(ab')2-단편, 재조합 방법에

의해 제조된 항체, 재조합 방법에 의해 제조된 키메라 또는 인체화 항체, 이관능성 또는 단일쇄 항체(scFv)인 것을 특징으

로 하는 치료제.

도면
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