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α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 갖는 글리칸 및 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 갖는 글리칸에 결합할

수 있는 돌연변이체 서브틸라제 세포독소 B 서브유닛 단백질이 제공된다.  돌연변이체 SubB 단백질은 하나 이상

의 아미노산 서열 TTSTE의 결실을 갖고, α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 갖는 글리칸에 결합하는 능력을 손

실시키지 않으면서 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 갖는 글리칸에 결합하는 이전에 기재되지 않은 능력을 갖

는다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

서열번호 2의 아미노산 서열을 포함하는 단리된 단백질 또는 이의 단편으로서, 상기 단백질 또는 이의 단편이

아미노산 서열 TTSTE (서열번호 3)를 포함하고, 여기서 아미노산 서열 TTSTE가 결실 돌연변이에 의해 변형되고,

여기서 TTSTE의 밑줄 친 잔기가 결실되고, 

상기 단리된 단백질 또는 이의 단편이 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산에

결합할 수 있는 것인, 단리된 단백질 또는 이의 단편.

청구항 2 

제1항에 있어서, TTSTE  (서열번호 3)의 밑줄 친 잔기의 결실을 추가로 포함하는, 단리된 단백질 또는 이의

단편.

청구항 3 

제1항에 있어서, 서열번호 1에 기재된 아미노산 서열을 포함하는, 단리된 단백질 또는 이의 단편.

청구항 4 

α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함하는 글리칸 및 제1항 내지

제3항 중 어느 한 항의 단리된 단백질 또는 이의 단편을 포함하는, 단리된 분자 복합체.

청구항 5 

제4항에 있어서, α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함하는 글리

칸이 종양 세포 또는 고양이(feline) 혈액 세포에 의해 발현되는, 단리된 분자 복합체.

청구항 6 

α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 검출하는 시험관 내(in vitro)

방법으로서, 상기 방법이 제1항 내지 제3항 중 어느 한 항의 단리된 단백질 또는 이의 단편을 샘플과 결합시킴

으로써, 단리된 단백질 및 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함

하는 검출 가능한 복합체를 형성하는 단계를 포함하는, 시험관 내 방법.

청구항 7 

제6항에 있어서, α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산이 종양 세포 또는

고양이 혈액 세포에 의해 발현되는, 시험관 내방법.

청구항 8 

제7항에 있어서, α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산이 인간 투여용의

재조합 글리코실화 약물, 항체, 및 다른 치료학적 생체분자를 포함하는 샘플 또는 제제 속 오염물인, 시험관 내

방법.

청구항 9 

글리칸 또는 글리칸을 발현하는 세포를 단리시키는 시험관 내(in vitro) 방법으로서,

글리칸이 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함하고,

상기 방법이

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항의 단리된 단백질 또는 이의 단편을 샘플과 결합시킴으로써, α2-3-연결된 N-글
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리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함하는 글리칸, 및 단리된 단백질 또는 이의 단

편을 포함하는 복합체를 형성하는 단계; 및

단백질 또는 세포를 단리시키는 단계를 포함하는, 시험관 내 방법.

청구항 10 

제9항에 있어서, 세포가 종양 세포 또는 고양이 혈액 세포인, 시험관 내 방법.

청구항 11 

제9항에 있어서, α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함하는 글리

칸이 인간 투여용의 재조합 약물, 항체, 및 다른 치료학적 생체분자를 포함하는 제제 또는 제형 속 오염물인,

시험관 내 방법.

청구항 12 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항의 단리된 단백질 또는 이의 단편을 포함하는, α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민

산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 발현하는 종양 세포를 검출하기 위한 진단 제제.

청구항 13 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항의 단리된 단백질 또는 이의 단편을 인코딩하는 단리된 핵산.

청구항 14 

제13항의 단리된 핵산을 포함하는 유전적 작제물.

청구항 15 

제14항의 유전적 작제물을 포함하는 단리된 숙주 세포.

청구항 16 

α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 검출하기 위한 키트로서, 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항의 단리된 단백질 또는 이의 단편, 상기 단리된 단백질 또는 이의 단편을 인코

딩하는 단리된 핵산, 상기 단리된 핵산을 포함하는 유전적 작제물, 또는 상기 유전적 작제물을 포함하는 숙주

세포를 포함하는, 키트.

청구항 17 

삭제

청구항 18 

삭제

청구항 19 

삭제

청구항 20 

삭제

청구항 21 

삭제

청구항 22 

삭제
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청구항 23 

삭제

청구항 24 

삭제

청구항 25 

삭제

청구항 26 

삭제

청구항 27 

삭제

청구항 28 

삭제

청구항 29 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 박테리아 독소 단백질에 관한 것이다.  보다 특히, 본 발명은 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산에 결[0001]

합하는 능력을 유지하면서 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산에 결합하는 능력을 갖는 돌연변이체 서브틸라제 세

포독소 B 서브유닛 단백질에 관한 것이다.

배 경 기 술

AB5 독소는 2단계 과정으로 그들의 효과를 발휘한다: (i) 표적 세포 표면 상의 특이적 글리칸 수용체에 대한 5[0002]

량체 B 서브유닛의 결합; (ii) AB5 독소의 내부화에 이은 필수 숙주 기능의 A 서브유닛 매개 억제 또는 손상
1
.

AB5 독소의 B 서브유닛은 세포 표면 글리칸 수용체를 인식하여 홀로톡신의 내부화 및 세포내 트래피킹을 지시한

다.  이러한 단백질-글리칸 상호작용의 특이성은 숙주 감수성 및 조직 친화성을 결정하기 때문에 병인에 중요하

다.  또한, AB5 독소 B 서브유닛과 그들의 동족체 글리칸 사이의 5가 상호작용은 매우 높은 친화도 결합을 일으

켜 그들을 글리칸 검출을 위한 강력한 리간드로 만들었고, 주목할 만한 예는 조직병리학적 섹션에서 강글리오사

이드 GM1의 검출
2
 및 막에서 지질 래프트의 표지화

3
를 위한 콜레라 독소 B 서브유닛의 사용이다. 

문헌(참조: 2004 Paton et al.)에 서브틸라제 세포독소(SubAB)라 칭명되는 원형을 갖는 박테리아 AB5 독소의 새[0003]

로운 하위 계열의 발견 및 초기 생물학적 특성화가 기재되었다
4
.  SubAB의 경우에, A 서브유닛(SubA)은 필수 소

포체 샤페론 BiP/GRP78에 대해 정교한 특이성을 갖는 서브틸라제 계열 세린 프로테아제인 것으로 밝혀졌다
5
.

구조적 연구는, 대부분의 서브틸라제와 달리, SubA가 정교한 기질 특이성을 설명하는 비정상적으로 깊은 활성

부위 틈새를 포함한다는 것을 나타냈다
5
.  SubA는 다양한 세포 과정에서 BiP의 역할을 시험하기 위한 강력한 도

구인 것으로 입증되었고, 그것은 또한 암 치료제로서 잠재력을 갖는다
6,7
.  의미있게, 글리칸 어레이 분석은 독

소의 B 서브유닛(SubB)이 인간이 합성할 수 없는 시알산인 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산(Neu5Gc)으로 종결

되는 글리칸에 대한 고도의 결합 특이성을 갖는다는 것을 나타냈다
8
.  어레이 상의 모든 글리칸 중에서, 가장 좋

은  결합은  Neu5Gcα2-3Galβ1-4GlcNAcβ-에서  일어났다.   어레이에  대한  표지된  독소의  결합은  Neu5Gc가

Neu5Ac로 변경되면 20배 감소되었고; Neu5Gc 결합이 α2-3으로부터 α2-6으로 변경되면 30배 이상; 시알산이 제
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거되면 100배 감소되었다.  어레이 상에 제시된 구조에 대한 결합의 전체적인 패턴은 SubB가 말단 α2-3-연결된

Neu5Gc에 대해 높은 친화도를 갖고, 끝에서 두 번째 잔기에 대해서는 거의 구별되지 않음을 나타냈다.  SubB-

Neu5Gc 복합체의 결정 구조는 이러한 특이성의 기초를 나타냈다.  Neu5Gc와 Neu5Ac를 구별하는 N-아세틸 잔기의

메틸 그룹 상이 추가의 하이드록실은 SubB의 Tyr78
OH
 및 Met10의 주쇄와의 수소 결합과 상호작용한다

8
.  이러한

주요 상호작용은 Neu5Ac로 발생할 수 없으므로 Neu5Gc에 대한 뚜렷한 선호도를 설명한다.  구조적 데이터에 따

라, 중요 잔기는 예측된 결합 포켓에서 돌연변이유발되었고, 이는 글리칸 인식, 세포 결합 및 독성을 폐기했다.

SubB 아미노산 S12 및 Y78은  Neu5Gc와 중요한 안정화 결합을 형성한다
8
.  S12A 돌연변이는 글리칸 결합을 완전

히 폐기한 반면, Neu5Gc와 Neu5Ac를 구별하는 C
11
 OH 그룹과의 상호작용을 방해하는  Y78F 돌연변이는 글리칸

결합을 90%까지 감소시켰고, Neu5Ac에 비해 Neu5Gc에 대한 돌연변이체 SubB 단백질의 선호도를 폐기했다
8
.

인간 암에서 비정상적인 글리코실화의 가장 두드러진 형태는 Neu5Gc에 의해 종결된 글리칸의 발현이다.  Neu5Gc[0004]

는 인간이 CMAH 유전자의 불활성화 돌연변이 때문에 Neu5Gc를 합성할 수 없기 때문에
13
, 정상적인 건강한 인간

세포에서  상당한  수준으로  발현되지  않는다
9-12

.   그럼에도  불구하고,  연구는,  암  환자에서  Neu5Gc  제시가

Neu5Gc의 가장 풍부한 공급원인 붉은 육류 및 유제품의 식이 섭취를 통한 Neu5Gc 흡수에 의해 설명될 수 있음을

시사한다
14
.  Neu5Gc의 발현은 흔히 침습성, 전이 및 종양 등급과 관련이 있기 때문에, Neu5Gc의 존재는 예후적

으로 중요하다
10
.  암 세포 상의 Neu5Gc 글리칸의 우선적인 표현은 시알산 수송체인 시알린의 발현을 현저하게

유도하여 세포 표면에서 Neu5Gc 및 다른 시알산의 표현을 증가시키는 저산소 종양 환경에 의해 적어도 부분적으

로 설명될 수 있다
15
.  시알릴-접합체가 접착을 조절하고 세포 이동성을 촉진한다는 사실 때문에, 표면 시알릴화

에서 이러한 변화는 종양 세포의 콜론화 및 전이 잠재력에 영향을 미칠 수 있다
16
.  Neu5Gc와 같은 비정상적인

시알산의 증가된 수준은 유방암, 난소암, 전립선암, 결장암 및 폐암에서 관찰되었다
11,12

.  중요하게는, 암 세포

에 Neu5Gc의 도입은 세포외 공간 및 세포 내 모두에서 발견되는 가용성 당단백질에서 가장 두드러지고, Neu5Gc

는  암  세포로부터  주위  조직으로  분비된  당단백질에서  우세한 시알산이다
9
.   암에서 Neu5Gc의  발현은 또한

Neu5Gc에 대한 제노자가항체의 생산을 구동하는 것으로 공지되어 있다
17,18

.  이러한 항-Neu5Gc 항체는 인간 암종

에서 새로운 진단법, 예측학 및 치료법에 대한 잠재력을 결정하기 위해 조사 중이다
17
.

발명의 내용

 본 발명은 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 갖는 글리칸 및 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 갖는 글리[0005]

칸에 결합할 수 있는 돌연변이체 서브틸라제 세포독소 B 서브유닛 단백질(SubB)에 관한 것이다.  따라서, 돌연

변이체 SubB 단백질은 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 갖는 글리칸에 결합하는 능력을 손실시키지 않고 α

2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 갖는 글리칸에 결합하는 이전에 기재되지 않은 능력을 갖는다.  이는 이전에

가능했던 것보다 더 광범위한 범위의 N-글리콜릴뉴라민산-함유 글리칸을 검출하고 표적화하는데 사용될 수 있는

돌연변이체 SubB 단백질을 제공한다.

본 발명의 양태는 SubB의 아미노산 서열을 포함하는 단리된 단백질을 제공하고, 여기서 상기 아미노산 서열[0006]

TTSTE(서열번호: 3)의 하나 이상의 아미노산 잔기가 변형되고, 상기 단리된 단백질은 α2-3-연결된 N-글리콜릴

뉴라민산 및 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산에 결합할 수 있다.

하나의 구현예에서, 하나 이상의 변형된 아미노산 잔기는 아미노산 서열 TTSTE(서열번호: 3)에서 밑줄친다.[0007]

하나의 구현예에서, 밑줄친 아미노산 모두가 결실된다.[0008]

하나의 특별한 구현예에서, 단리된 단백질은 서열번호: 1의 아미노산 서열을 포함한다.[0009]

또 다른 특별한 구현예에서, 단리된 단백질은 아미노산 서열 TTSTE(서열번호: 3)에서 밑줄친 하나 이상의 아미[0010]

노산 잔기의 결실을 포함한다.  적합하게, 이 구현예의 단리된 단백질은 Neu5Ac 글리칸, 예를 들어, Neu5Ac-α

2-6-lac 및 Neu5Ac-α2-3-lac에 결합할 수 있다.  하나의 구현예에서, 밑줄친 아미노산 모두가 결실된다. 

이 양태는 또한 단리된 단백질의 변이체, 단편 및 유도체를 제공한다.[0011]

본 발명의 또 다른 양태는 제1 양태의 단리된 단백질 및, α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결[0012]
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된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함하는 글리칸을 포함하는, 단리된 분자 복합체를 제공한다.

본 발명의 또 다른 양태는 제1 양태의 단리된 단백질을 포함하는 조성물을 제공한다.[0013]

하나의 구현예에서, 조성물은 약제학적 조성물이다.[0014]

또 다른 구현예에서, 조성물은 진단 조성물이다.[0015]

본 발명의 또 다른 양태는 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 검출[0016]

하는 방법으로서, 상기 방법이 제1 양태의 단리된 단백질을 샘플과 조합함으로써 제1 양태의 단리된 단백질 및,

α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함하는 검출가능한 복합체를

형성하는 단계를 포함하는, 검출 방법을 제공한다.

일부 구현예에서, α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산은 종양 세포 또[0017]

는 고양이(feline) 혈액 세포에 의해 발현될 수 있다.

또 다른 구현예에서, α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산은 재조합 글[0018]

리코실화 약물, 항체 및, 인간 투여용의 다른 치료적 생체분자(biomolecule)를 포함하는 샘플 또는 제제 중 오

염물일 수 있다.

본 발명의 또 다른 양태는 글리칸 또는 상기 글리칸을 발현하는 세포를 단리시키는 방법으로서, 상기 글리칸이[0019]

α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함하고, 상기 방법이 본원에

개시된 단리된 단백질을 샘플과 조합함으로써 단리된 단백질 및, α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α

2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함하는 복합체를 형성하는 단계 및 단백질 또는 세포를 단리시키는 단계를

포함하는, 단리 방법을 제공한다.

일부 구현예에서, 세포는 종양 세포 또는 고양이 혈액 세포이다.[0020]

또 다른 구현예에서, α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산은 재조합 글[0021]

리코실화 약물, 항체 및,  인간 투여용의 다른 치료적 생체분자를 포함하는 제제 또는 제형 중 오염물일 수

있다.

본 발명의 또 다른 양태는 대상체에서 암을 치료하는 방법으로서, 상기 방법이 제1 양태의 단리된 단백질, 또는[0022]

상기한 양태의 조성물을 대상체에게 투여함으로써 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글

리콜릴뉴라민산을 발현하는 암 세포를 선택적으로 표적화하는 단계를 포함하는, 치료 방법을 제공한다.

적합하게, 제1 양태의 단리된 단백질은 세포독성제에 커플링된다.[0023]

본 발명의 추가의 양태는 제1 양태의 단리된 단백질을 인코딩(encoding)하는 단리된 핵산을 제공한다.[0024]

본 발명의 또 다른 추가의 양태는 제2 양태의 단리된 핵산을 포함하는 유전적 작제물을 제공한다.[0025]

본 발명의 또 다른 추가의 양태는 상기한 양태의 유전적 작제물을 포함하는 숙주 세포를 제공한다.[0026]

본 발명의 또 다른 추가의 양태는 상기한 양태의 단리된 단백질에 결합하거나 이에 대해 상승되는 항체 또는 항[0027]

체 단편을 제공한다.

적합하게, 항체 또는 항체 단편은 아미노산 서열 TTSTE (서열번호: 3)에서 밑줄 친 하나 이상의 변형된 아미노[0028]

산 잔기를 포함하는 에피토프에 결합한다.

본 발명의 관련 양태는 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 검출하거[0029]

나 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 발현하는 종양 세포의 치료적

표적화에 사용하기 위한 것과 같은 단리된 단백질, 단리된 핵산, 조성물, 유전적 작제물 및/또는 항체를 포함하

는 키트(kit)를 제공하지만, 이에 한정되지 않는다. 

본 명세서 전반에 걸쳐, 달리 지시되지 않는 한, "포함하다", "포함한다" 및 "포함하는"은 배타적이기보다 포괄[0030]

적으로 사용되어 명시된 정수 또는 정수의 그룹이 하나 이상의 다른 명시되지 않은 정수 또는 정수의 그룹을 포

함할 수 있다. 

"본질적으로 ~로 구성된다"는 것은 본 맥락에서 단리된 단백질 또는 면역원성 단편이 언급된 아미노산 서열 이[0031]

외에 1개, 2개 또는 3개 이하의 아미노산 잔기를 갖는다는 것을 의미한다.  추가의 아미노산 잔기는 언급된 아

미노산 서열의 N- 및/또는 C-말단에서 발생할 수 있지만, 이에 한정되지 않는다.
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또한, 부정관사 "a" 및 "an"은 단수 또는 그렇지 않으면 부정관사가 언급하는 하나 이상의 대상체를 제외하는[0032]

것으로 판독되지 않아야 한다는 것이 이해될 것이다.  예를 들어, "하나의" 단백질은 하나의 단백질, 하나 이상

의 단백질 또는 복수의 단백질을 포함한다.

도면의 간단한 설명

도  1.  (A)  Neu5Gcα2-3Galβ1-3GlcNAc(X-선  결정  구조(참조:  Byres  et  al.,  2008)로부터  결정됨)  및  (B)[0033]

Neu5Gcα2-6Galβ1-3Glc(X-선  결정  구조로  모델화됨)와의  복합체  중  SubB의  표면  표현.   트리사카라이드

(Trisaccharide)는 그린 또는 시안 스틱으로 도시되고, 레드 및 블루 잔기는 각각 산소 및 질소를 나타낸다. 

도 2. Neu5Gcα2-6Galβ1-3Glc(시안 스틱으로 도시됨)로 모델화된 야생형 및 SubB 돌연변이체의 표면 표현.  돌

연변이된 SubB 잔기는 그레이 스틱으로서 도시되고, 레드 및 블루 잔기는 각각 산소 및 질소를 나타낸다. 

도 3. FITC-표지된 인간 및 소 혈청에 대한 조작된 SubB의 ELISA.  ELISA 플레이트 상에 코팅된 SubB (A) 및

SubB△S106/△T107 (B)은 FITC-표지된 인간 및 소 혈청 단백질을 포획할 수 있었다.  오차 막대는 이중 검정의 평균

으로부터 +1SD를 나타낸다. 

도 4. 렉틴 중복 검정.  SubB△S106/△T107의 니트로셀룰로스 상에 스폿팅된 인간 또는 소 AGP의 일련의 희석액에 대

한 결합(표시된 스폿 당 단백질의 총량). 

도 5. 인간 및 소 알파-1-산 당단백질 트립신 소화로부터 NeuAc 및 NeuGc 옥소늄 이온. (a) 소 알파-1-산 당단

백질로부터의 펩타이드 TFMLAASWN[Hex2HexNAc2NeuAc1NeuGc1+Man3GlcNAc2]GTK에 상응하는 1183.163+의 m/z에서

글리코펩타이드 이온 및 (b) NeuAc-특이적 274.1 및 292.1, 및 NeuGc-특이적 290.1 및 308.1을 포함하여 풍부

한  옥소늄  이온을  나타내는  인간  알파-1-산  당단백질로부터의  펩타이드

QDQCIYN[Hex3HexNAc3NeuAc2+Man3GlcNAc2]TTYLNVQR에  상응하는  1122.284+의  m/z에서  글리코펩타이드  이온의

MS/MS 스펙트럼의 저질량 영역. (c) 인간 및 소 알파-1-산 당단백질 트립신 소화의 LC-MS/MS 분석의 모든 MS/MS

스펙트럼으로부터  총  이온  강도의  비율로서  NeuAc-  및  NeuGc-특이적  옥소늄  이온의  강도.  (d)  MS,  ELISA,

Biacore 및 도트 블롯에 사용된 인간 및 소 AGP의 단백질 겔.

도 6.  Z-바이오테크 어레이의 SubB  야생형 (WT)  및 SubB  △S106/△T107  결실 돌연변이체(2M) 원시 이미지.

영역 A (각 서브어레이의 오른쪽 하단의 상단 및 3개의 스폿) Neu5Gc 글리칸. 영역 B (각 서브어레이의 하부)

Neu5Ac 글리칸.  영역 C (각 서브어레이의 우측) 대조군 스폿.

도 7. Z-바이오테크 Neu5Ac/Gc 글리칸 어레이와 SubB WT 상호작용. Neu5Gc 글리칸은 블루로, Neu5Ac는 레드로

도시된다. 

도  8.  Z-바이오테크  Neu5Ac/Gc  글리칸  어레이와  SubB  △S106/△T107  결실  돌연변이체  (Sub2M)  상호작용.

Neu5Gc 글리칸은 블루로, Neu5Ac는 레드로 도시된다. 

도 9. Z-바이오테크 어레이 상의 글리칸.

도 10. 1% 정상 인간 혈청에 스파이킹된 소 AGP를 갖는 SubB WT. 

도 11. 1% 정상 인간 혈청에 스파이킹된 소 AGP를 갖는 SubB 2M(ΔS106/ΔT107 결실 돌연변이체). 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 α2-3-연결된 또는 α2-6-연결된 Neu5Gc 중 어느 하나에서 종결되는 글리칸에 결합할 수 있는 아미노[0034]

산 서열 TTSTE의 하나 이상의 변형된 아미노산 잔기를 갖는 조작된 돌연변이체 서브틸라제 세포독소 B 서브유닛

(SubB) 단백질에 관한 것이다.  단리된 단백질은 특정 종양 세포에 의해 발현되고 또한 유형 A 고양이 혈액 세

포에 의해 발현된 것과 같이 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포

함하는 글리칸을 검출시키는 방법에 사용될 수 있다.  이러한 글리칸은 또한 약물 및 다른 생체분자 제제 중 오

염물일 수 있다.  따라서, 본 발명의 다른 양태는 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글

리콜릴뉴라민산을 포함하는 글리칸 또는 이러한 글리칸을 발현하는 세포를 정제, 제거 또는 고갈시키는 것에 관

한 것일 수 있다. 본 발명의 추가의 양태는 특정 종양 세포에 대한 항암제의 표적화된 전달을 위한, 단리된 단

백질의 치료적 용도에 관한 것이다.

본 발명의 목적을 위해, "단리된"이란 자연 상태로부터 제거되거나 그렇지 않으면 인간 조작을 받은 물질을 의[0035]
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미한다.  단리된 물질은 자연 상태에서 통상적으로 동반되는 성분이 부분적, 실질적 또는 본질적으로 존재하지

않거나 고갈될 수 있다.  단리된 물질은 천연, 화학적 합성 또는 재조합 형태일 수 있다.  일부 구현예에서, 단

리된 물질은 농축된, 부분적으로 정제된 또는 정제된 형태일 수 있다.

본원에 사용된 바와 같이, "샘플"은 더 큰 본체의 대표인 임의의 단편, 조각, 부분 또는 일부일 수 있다.  샘플[0036]

은 약제, 약물, 항체 또는 다른 치료적 제형 또는 제제 또는 인간, 동물 또는 다른 생물학적 공급원으로부터 수

득된 것과 같은 생물학적 샘플일 수 있다.  일부 구현예에서, 생물학적 샘플은 세포 또는 조직 샘플, 예를

들어, 생검, 얼룩, 조직 단편 또는 세포 펠렛 또는 뇨, 혈청, 혈장, 뇌척수액 또는 타액을 포함하는 체액 샘플

을 포함하는 것과 같은 체액 샘플일 수 있지만, 이에 한정되지 않는다.

일반적으로 본원에 사용된 바와 같이, "조성물"은 하나 이상의 다른 성분, 예를 들어, 물 또는 다른 용매, 염,[0037]

완충제 및/또는 안정화제와 함께 단리된 단백질, 핵산, 유전적 작제물, 항체 또는 다른 분자를 포함하지만, 이

에 한정되지 않는다.  하나의 특별한 구현예에서, "진단" 조성물은 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는

α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함하는 단백질의 검출을 촉진시키는 하나 이상의 다른 분자 성분을 포함

할 수 있다.  이러한 성분은 이후 보다 상세히 기재될 효소 기질, 2차 항체, 색 시약, 표지 및 촉매(예: "검출

시약")를 포함할 수 있다.  다른 특별한 구현예에서, "약제학적" 조성물은 이후 보다 상세히 기재될 본원에 개

시된 단리된 단백질의 치료적 투여를 촉진시키는 하나 이상의 다른 분자 성분(예: 담체, 희석제 또는 부형제)을

포함할 수 있다. 

"단백질"이란 아미노산 중합체를 의미한다.  아미노산은 당업계에서 충분히 이해되는 바와 같은 천연 또는 비천[0038]

연 아미노산, D- 또는 L-아미노산일 수 있다.  용어 "단백질"은 50개 이하의 아미노산을 갖는 단백질을 기재하

는데 전형적으로 사용되는 "펩타이드" 및 50개 이상의 아미노산을 갖는 단백질을 기재하는데 전형적으로 사용되

는 "폴리펩타이드"를 포함하고 포함한다.

본원에 일반적으로 사용된 바와 같이, "글리칸"은 당단백질, 당지질 또는 다른 탄수화물 함유 거대분자이고, 펩[0039]

타이도글리칸, 당단백질, 당펩타이드, 당지질 단백질 등으로서 칭명될 수 있는 분자를 포함한다.  특별한 글리

칸은 N-글리콜릴뉴라민산(Neu5Gc)을 포함한다.  글리칸은 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 또는 α2-6-연결된

N-글리콜릴뉴라민산을 포함할 수 있다.  적합하게, α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및 α2-6-연결된 N-글리콜

릴뉴라민산은 말단 시알산이다.  예로써, α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산은 Neu5Gcα2-3Galβ1-4GlcNAcβ-에

서와 같은 말단 시알산이고; α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산은 Neu5Gcα2-6Galβ1-3Glc-의 말단 시알산이다.

전술한 내용으로부터 이해되는 바와 같이, 본 발명의 바람직한 양태는 아미노산 서열 TTSTE의 하나 이상의 변형[0040]

된 아미노산 잔기를 갖는 SubB 단백질의 아미노산 서열을 포함하는 단리된 단백질을 제공하고, 상기 단리된 단

백질은 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함하는 글리칸 및 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함하는

글리칸에 결합할 수 있다.  본 발명의 관련 양태는 제1 양태의 단리된 단백질 및, α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라

민산  및/또는  α2-6-연결된  N-글리콜릴뉴라민산을  포함하는  글리칸을  포함하는,  단리된  분자  복합체를

제공한다.

이러한 맥락에서, "α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산에 결합할 수 있는"이[0041]

란 단리된 단백질이 또한 야생형 SubB 단백질에 필적할 만한 친화도로 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 글리칸

에 결합하면서 야생형 SubB 단백질보다 실질적으로 더 큰 친화도로 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 글리칸에

결합한다는 것을 의미한다.  특별한 구현예에서, 단리된 단백질은 약 5-15nM, 약 7-12nM 또는 약 8-10nM의 친화

도로 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 글리칸에 결합한다.  특별한 구현예에서, 단리된 단백질은 약 8-20nM,

10-18nM 또는 약 14-16nM의 친화도로 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 글리칸에 결합한다. 

아미노산 서열 TTSTE는 통상적으로 야생형 SubB 단백질에 존재한다.  야생형 SubB 단백질은 서열번호: 2에 제시[0042]

된 아미노산 서열을 포함할 수 있다:

[0043]

밑줄 친 잔기는 성숙한 형태의 SubB에 부재하는 N-말단 영역이다.  따라서, 본원에 사용된 넘버링은 글루타메이[0044]

트 잔기 24에서 시작한다(즉, Glu24 = 잔기 1).  이 넘버링을 사용하여, 볼드체 잔기 TTSTE (서열번호: 3)는

"T104-E108 루프"에 상응한다.  α2-6 구조의 3원 당이 SubB 단백질 표면 위에서 역 중첩되어 SubB 잔기 T104-
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E108을 포함하는 루프와 접촉하게 한다는 것이 제안된다.  이 루프는 C103 및 C109 사이의 디설파이드 결합에

의해 안정화된다.  생성되는 입체 장애는 SubB의 원래의 글리칸 어레이 분석에서 관찰된 α2-6-연결된 Neu5Gc

구조의 상당히 더 불량한 결합을 고려하여 결합 포켓으로의 말단 Neu5Gc의 도킹을 왜곡시킨다
8
.  루프에서 하나

이상의 잔기의 변형은 또한 α2-3 구조에 대한 결합을 허용하면서 돌연변이체 SubB 단백질의 α2-6 구조에 대한

결합을 향상시킨다.  일반적으로, 루프의 "높이"를 감소시키거나 낮추는 아미노산 결실 또는 치환은 α2-6-연결

된 Neu5Gc 구조의 향상된 결합에 유리할 수 있다.  이러한 맥락에서, "높이"는 아미노산 R 그룹이 3D 공간에서

펩타이드 백본으로부터 돌출되거나 연장되는 거리의 함수일 수 있다(예: 발린은 류신보다 더 높은 높이를 갖는

다).  따라서, 하나의 구현예에서, 루프의 하나 이상의 TTSTE (서열번호: 3) 잔기의 결실이 바람직하다(본원에

서 "결실 돌연변이체"로서 지칭됨).  바람직하게는, 이들은 TTSTE (서열번호: 3)에서 밑줄 친다.  서열 번호: 2

의 성숙한 SubB 아미노산 서열의 넘버링에 기초하여, 잔기 S106 및/또는 T107이 결실된다. 특히 바람직한 구현

예에서, 잔기 S106 및 T107이 결실된다.   

따라서, 돌연변이체 SubB 단백질의 하나의 특별한 구현예는 서열번호: 1의 아미노산 서열을 포함한다:[0045]

[0046]

또 다른 구현예에서, 단리된 단백질은 아미노산 서열 TTSTE (서열번호: 3)에서 밑줄 친 아미노산 잔기의 결실을[0047]

포함한다.

서열번호: 2에서 성숙한 SubB 아미노산 서열의 넘버링에 기초하여, 잔기 T107 및 E108이 결실된다.  표 1에 제[0048]

시된 데이터로부터 명백한 바와 같이, T107 및 E108이 결여된 단리된 단백질 "결실 돌연변이체"는 또한 α2-

3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 글리칸에 결합하면서 야생형 SubB  단백질보다 실질적으로 더 큰 친화도로 α2-

6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 글리칸에 결합한다.  그러나, S106 및 T107 결실 돌연변이체(예: 서열번호: 1)와

대조적으로, T107 및 E108 결실 돌연변이체는 Neu5Ac-α2-6-lac 및 Neu5Ac-α2-3-lac(예: 표 1 참조)와 같은

Neu5Ac 글리칸을 포함하는 글리칸에 광범위하게 결합할 수 있다.  WT SubB는 Neu5Ac-α2-6-lac에 검출가능하게

결합하지 않는다는 것이 또한 주시된다.  따라서, T107 및 E108 결실 돌연변이체 단백질은 Neu5Gc 글리칸, 예를

들어, α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 글리칸 및 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 글리칸 및 또한 Neu5Ac 글

리칸, 예를 들어, Neu5Ac-α2-6-lac 및 Neu5Ac-α2-3-lac에 결합하거나 이들을 검출하기 위한 유용한 단백질일

수 있다.

본원에 개시된 단리된 단백질의 변이체, 단편 및 유도체도 또한 제공된다.  적합하게, 단리된 단백질의 변이체,[0049]

단편 및 유도체는 α2-3-연결된 및 α2-6-연결된 Neu5Gc에서 종결되는 글리칸에 결합하는 능력을 유지한다.  특

별한 구현예에서, 이는 α2-3-연결된 및 α2-6-연결된 Neu5Gc에서 종결되는 글리칸에 결합하는 본원에 개시된

단리된 단백질의 능력의 적어도 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,

96%, 97%, 98% 또는 99%이다.

본원에 사용된 바와 같이, 펩타이드 "변이체"는 본원에 개시된 단리된 단백질의 아미노산 서열과 적어도 70%,[0050]

71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,

91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 또는 99% 서열 동일성을 갖는다.  본원에 개시된 펩타이드 "변이체"

는 상이한 아미노산에 의해 결실되거나 치환된 하나 이상의 아미노산을 가질 수 있다.  일부 아미노산은 펩타이

드의 생물학적 활성을 변화시키지 않고 치환되거나 결실될 수 있다(보존적 치환)는 것이 당업계에서 충분히 이

해된다.   

각각의 단백질 및 핵산 사이의 서열 관계를 기재하기 위해 본원에 일반적으로 사용된 용어는 "비교 윈도우", "[0051]

서열 동일성", "서열 동일성 백분율" 및 "실질적인 동일성"을 포함한다.  각각의 핵산/단백질이 각각 (1) 단지

핵산/단백질에 의해 공유되는 완전한 핵산/단백질 서열의 하나 이상의 부분 및 (2) 핵산/단백질 사이에서 발산

하는 하나 이상의 부분을 포함할 수 있기 때문에, 서열 비교는 전형적으로 "비교 윈도우" 상의 서열을 비교하여

서열 유사성의 국부적 영역을 동정하고 비교함으로써 수행된다.  "비교 윈도우"는 기준 서열과 비교되는 전형적

으로 6, 9 또는 12개의 인접 잔기의 개념적 세그먼트를 의미한다.  비교 윈도우는 각각의 서열의 최적 정렬을

위한 기준 서열과 비교하여 약 20% 이하의 첨가 또는 결실(즉, 갭)을 포함할 수 있다.  비교 윈도우를 정렬하기

위한  서열의  최적  정렬은  컴퓨터화된  알고리즘의  구현(Intelligenetics의  Geneworks  프로그램;  Wisconsin

Genetics Software Package Release 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Drive Madison, WI, USA의
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GAP, BESTFIT, FASTA 및 TFASTA, 본원에 참조로 인용됨) 또는 검사 및 선택된 임의의 다양한 방법에 의해 생성

된 최선의 정렬(즉, 비교 윈도우에 대해 최고 백분율 상동성을 유도함)에 의해 수행될 수 있다. 

서열 유사성 및 동일성은 알고리즘 GAP(Wisconsin Package, Accelerys, San Diego USA)를 참조하여 통상적으로[0052]

정의된다.  GAP는 니들만 및 브니쉬(Needleman and Wunsch) 알고리즘을 사용하여 일치 수를 최대화하고 갭의 수

를 최소화하는 2개의 완전 서열을 정렬시킨다.  일반적으로, 갭 생성 패널티 = 12 및 갭 확장 패널티 = 4와 함

께 디폴트 매개변수가 사용된다.

문헌(참조: Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 405-410)의 방법을 사용하는 BLAST 계열의 알고리즘,[0053]

psi-Blast 알고리즘(참조: Nucl. Acids Res. (1997) 25 3389-3402), FASTA(문헌(참조: Pearson and Lipman　

(1988)  PNAS  USA  85:  2444-2448)의  방법을  사용함),  Smith-Waterman  알고리즘(참조:  Smith  and  Waterman

(1981) J. Mol Biol. 147: 195-197), 또는 일반적으로 디폴트 매개변수를 사용하는 상기 문헌(참조: Altschul

et al. (1990))의 TBLASTN 프로그램이 또한 참조된다.  

서열 분석의 상세한 논의는 문헌[참조: Unit 19.3 of CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY Eds. Ausubel[0054]

et al. (John Wiley & Sons Inc NY, 1995-2015)]에서 찾을 수 있다.

서열 비교는 본원에 기재된 관련 서열의 전장에 대해 수행될 수 있다.[0055]

용어 "서열 동일성"은 서열이 비교 위도우에서 동일하다는 정도를 고려하여 표준 알고리즘을 사용하여 적절한[0056]

정렬과 관련된 정확한 뉴클레오티드 또는 아미노산 일치 수를 포함하는 가장 넓은 의미로 본원에서 사용된다.

따라서, "서열 동일성 백분율"은 비교 윈도우에 대해 2개의 최적으로 정렬된 서열을 비교하고, 동일한 핵산 염

기(예: A, T, C, G, I)가 두 서열에서 발생하여 일치된 위치의 수를 산출하는 위치의 수를 결정하고, 일치된 위

치의 수를 비교 윈도우 중 총 위치의 수(즉, 윈도우 크기)로 나누고, 결과에 100을 곱하여 서열 동일성 백분율

을 산출함으로써 계산된다.  예를 들어, "서열 동일성"은 DNASIS 컴퓨터 프로그램(윈도우 번전 2.5; 미국 캘리

포니아주 사우스 샌프란시스코 소재의 Hitachi Software engineering Co., Ltd.로부터 이용 가능함)에 의해 계

산된 "일치 백분율"을 의미하는 것으로 이해될 수 있다.

본 발명은 또한 본원에 개시된 단리된 펩타이드의 단편을 제공한다.  일부 구현예에서, 단편은 본원에 개시된[0057]

단리된 단백질의 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110,

115개의 인접 아미노산을 포함하거나, 본질적으로 이들로 이루어지거나, 이들로 이루어질 수 있다.

본원에 개시된 단리된 펩타이드의 유도체도 또한 제공된다.[0058]

본원에 사용된 바와 같이, "유도체" 단백질 또는 펩타이드는, 예를 들어, 다른 화학적 잔기와의 접합 또는 복합[0059]

체화, 번역후 변형(예: 인산화, 유비퀴틴화, 글리코실화), 화학적 변형(예: 가교결합, 아세틸화, 비오티닐화,

산화 또는 환원 등), 표지(예: 형광단, 효소, 방사성 동위원소)와의 접합 및/또는 당업계에서 이해되는 바와 같

은 추가의 아미노산 서열의 포함에 의해 변경되었다. 

이와 관련하여, 당업자는 단백질의 화학적 변형에 관한 보다 광범위한 방법론에 대해 문헌[참조: Chapter 15 of[0060]

CURRENT  PROTOCOLS  IN  PROTEIN  SCIENCE,  Eds.  Coligan  et  al.  (John  Wiley  &  Sons  NY  1995-2015)]을

참조한다.

추가의 아미노산 서열은 융합 단백질을 생성하는 융합 파트너 아미노산 서열을 포함할 수 있다.  예로써, 융합[0061]

파트너 아미노산 서열은 단리된 융합 단백질의 검출 및/또는 정제를 도울 수 있다.  비제한적인 예는 금속 결합

(예: 폴리히스티딘) 융합 파트너, 말토스 결합 단백질(MBP), 단백질 A, 글루타티온 S-트랜스퍼라제(GST), 형광

성 단백질 서열(예: GFP), 에피토프 태그, 예를 들어, myc, FLAG 및 헤마글루티닌 태그를 포함한다. 

본 발명의 단리된 펩타이드, 변이체 및/또는 유도체는 화학적 합성 및 재조합 DNA 기술을 포함하지만, 이에 한[0062]

정되지 않는 당업계에 공지된 임의의 수단에 의해 생성될 수 있다.

화학적 합성은 고체 상 및 용액 상 합성을 포함한다.  이러한 방법은 당업계에 익히 공지되어 있지만, 문헌[참[0063]

조: Chapter 9 of SYNTHETIC VACCINES Ed. Nicholson (Blackwell Scientific Publications) 및 Chapter 15 of

CURRENT  PROTOCOLS  IN  PROTEIN  SCIENCE  Eds.  Coligan  et  al.,  (John  Wiley  &  Sons,  Inc.  NY  USA  1995-

2014)]에 제공된 화학적 합성 기술의 예가 참조된다.  이와 관련하여, 국제 공보 제WO 99/02550호 및 국제 공보

제WO 97/45444호도 또한 참조된다.

재조합 단백질은, 예를 들어, 문헌[참조: Sambrook et al., MOLECULAR CLONING. A Laboratory Manual (Cold[0064]
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Spring  Harbor  Press,  1989),  특히  Sections  16  and  17;  CURRENT  PROTOCOLS  IN  MOLECULAR  BIOLOGY  Eds.

Ausubel  et  al.,  (John  Wiley  &  Sons,  Inc.  NY  USA  1995-2014),  특히  Chapters  10  and  16;  및  CURRENT

PROTOCOLS  IN  PROTEIN  SCIENCE  Eds.  Coligan  et  al.,  (John  Wiley  &  Sons,  Inc.  NY  USA  1995-2014),  특히

Chapters 1, 5 and 6]에 기재된 바와 같은 표준 프로토콜을 사용하여 당업자가 편리하게 제조할 수 있다.

검출, 정제 및/또는 치료 방법에 유용할 수 있는 단리된 단백질의 "유도체"의 특별한 구현예는 다음과 같이 기[0065]

재된다.

본 발명의 양태는 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 검출하는 방법[0066]

으로서, 상기 방법이 본원에 개시된 단리된 단백질을 샘플과 조합함으로써 제1 양태의 단리된 단백질 및, α2-

3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함하는 검출가능한 복합체를 형성

하는 단계를 포함하는, 검출 방법을 제공한다.

α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산은 종양 세포, 및 특정 혈액 세포,[0067]

예를 들어, 고양이 혈액 세포에 의해 발현되는 글리칸의 성분일 수 있다.  특별한 구현예에서, α2-3-연결된 N-

글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함하는 글리칸은 인간 암종에 의해 발현될 수

있고, 유방암, 난소암, 전립선암, 결장암 및 폐암에서 증가된 발현이 검출된다.  다른 특별한 구현예에서, N-글

리콜릴뉴라민산은 고양이과의 "A" 혈액 그룹을 정의하는 반면, N-아세틸뉴라민산은 고양이과의 "B" 혈액 그룹을

정의한다.

따라서, 단리된 단백질은 환자 샘플, 예를 들어, 생검, 체액 샘플, 얼룩 등에서 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민[0068]

산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산-발현 종양 세포의 존재를 검출하는데 사용될 수 있다.  또 다른

구현예에서, 단리된 단백질은 고양이 혈액 샘플에서 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-

글리콜릴뉴라민산을 포함하는 것과 같이 N-글리콜릴뉴라민산 글리칸을 발현하는 혈액 세포를 검출함으로써 고양

이 혈액형 분류에 사용될 수 있다.

다른 특별한 구현예에서, α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함하[0069]

는 글리칸은 약물, 항체 또는, 인간 투여용 다른 치료적 생체분자를 포함하는 제제 또는 제형에 존재할 수

있다.

재조합 글리코실화 약물, 항체 및, 인간 투여용 다른 치료적 생체분자는 흔히 비인간 시알산 N-글리콜릴뉴라민[0070]

산(Neu5Gc)을 합성할 수 있고/있거나 대사적으로 혼입할 수 있는 비인간 포유동물 세포주에서 생산된다.  일부

인간은 높은 수준의 순환성 항-Neu5Gc 항체를 갖는다.  예로써, 임상적으로 효과적인 항-EGFR mAb 세툭시맙은

공유 결합된 Neu5Gc를 가질 수 있다.  정상 인간의 항-Neu5Gc 항체는 Neu5Gc-특이적 방식으로 세툭시맙과 상호

작용하고 시험관내에서 면역 복합체를 생성한다.  이러한 항체는 생체내 세툭시맙 (또는 다른 치료적 항체) 클

리어런스를 향상시킬 수 있다.  따라서, 약물, 항체 및 다른 치료적 생체분자의 Neu5Gc 오염은 이러한 약물이

투여된 환자의 반감기, 효능 및 면역 반응에 악영향을 미칠 수 있다.  Neu5Gc 결핍 세포 및 배지를 사용하여

Neu5Gc 오염을 피할 수는 있지만, 이것이 모든 경우에 최적의 해결책은 아닐 수 있다.  따라서, 본 발명의 특정

구현예는 약물, 항체 또는, 인간 투여용 다른 치료적 생체분자에서 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는

α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산의 검출을 제공한다.  본 발명의 다른 구현예는 약물, 항체 또는, 인간 투여용

다른 치료적 생체분자로부터 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산-함유

오염물의 단리, 고갈 또는 제거를 제공한다.

따라서, 단리된 단백질(예: 서열번호: 1의 아미노산 서열을 포함하는 것과 같은 본원에 개시된 단리된 단백질)[0071]

또는 이의 단편 또는 변이체를 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산의

검출을 촉진시키는 제제에 커플링시키거나, 결합하거나, 부착시키거나 또는 그렇지 않으면 연결시키는 것이 유

리할 수 있다.  바람직한 형태에서, 단리된 단백질은 표지에 공유 결합된다. 

다른 구현예에서, 표지된 2차 결합제, 예를 들어, 항체 또는 이의 단편은 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/[0072]

또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함하는 글리칸에 결합될 경우 단리된 단백질을 검출하는데 사용될

수 있다.

상기 구현예 중 어느 하나에 따라서, 표지는 크로모겐, 촉매, 비오틴, 아비딘, 디곡시게닌, 효소, 형광 발색단,[0073]

화학발광 분자 또는 방사성 동위원소를 포함하는 그룹으로부터 선택될 수 있지만, 이에 한정되지 않는다. 

형광 발색단은, 예를 들어, 플루오레세인 이소티오시아네이트(FITC), 알렉사 염료, 테트라메틸로다민 이소티오[0074]

시아네이트(TRITL), 알로피코시아닌(APC), 텍사스 레드, FAM, ROX, Cy5, Cy3, 또는 R-피코에리트린(RPE)일 수
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있지만, 이에 한정되지 않는다.  

효소는 서양 고추냉이 퍼옥시다제(HRP), 알칼리성 포스페이트(AP), β-갈락토시다제 또는 글루코스 옥시다제일[0075]

수 있지만, 이에 한정되지 않는다.  적합한 기질은 디아미노반지딘(DAB), 불변 레드, 3-에틸벤즈티아졸린 설폰

산(ABTS), 5-브로모-4-클로로-3-인돌릴 포스페이트(BCIP), 니트로 블루 테트라졸륨(NBT), 3,3',5,5'-테트라메틸

벤지딘(TNB) 및 4-클로로-1-나프톨(4-CN)을 포함하지만, 이에 한정되지 않는다.  화학발광 기질의 비제한적인

예는 HRP 및 과산화수소의 존재하에 산화되어 여기 상태 생성물(3-아미노프탈레이트)을 형성하는 Luminol
TM
이다.

방사성 동위원소 표지는 
125
I, 

131
I, 

51
Cr 및 

99
Tc를 포함할 수 있지만, 이에 한정되지 않는다.[0076]

직접적인 시각적 표지의 경우에, 콜로이드성 금속 또는 비금속 입자, 염료 입자, 유기 중합체, 라텍스 입자, 리[0077]

포솜, 미니셀 또는 신호 생성 물질을 함유하는 다른 소포 등을 사용할 수 있다.

표지된 단리된 단백질은 조직화학, 유동 세포 계측법, 형광 현미경 및 ELISA, 신체 이미징(예: PET 스캔) 및 핵[0078]

의학과 같은 검출 시스템에 사용될 수 있지만, 이에 한정되지 않는다.

추가의 양태에서, 본 발명은 글리칸 또는 상기 글리칸을 발현하는 세포를 단리시키는 방법으로서, 상기 글리칸[0079]

이 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함하고, 상기 방법이 본원

에 개시된 단리된 단백질을 샘플과 조합함으로써 단리된 단백질 및, α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는

α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함하는 복합체를 형성하는 단계; 및 글리칸 또는 세포를 단리시키는 단계

를 포함하는, 단리 방법을 제공한다.

이러한 맥락에서, 용어 "단리시키는"은 바람직하게는 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된[0080]

N-글리콜릴뉴라민산을 포함하는 글리칸 또는 이를 발현하는 세포를 정제, 농축 또는 고갈 또는 제거하는 것을

의미한다. 

일부 구현예에서, 단리된 단백질(예: 서열번호: 1의 아미노산 서열 포함) 또는 이의 단편 또는 변이체는 α2-3-[0081]

연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함하는 글리칸 또는 이를 발현하는

세포의 검출을 촉진시키는 상기한 표지에 커플링된다.  비제한적인 예는 종양 세포 또는 고양이 혈액 세포의 유

동 세포 계측 분류를 촉진시키는 형광성 표지(상기한 바와 같음)를 포함한다.

또 다른 구현예에서, 본원에 개시된 단리된 단백질 또는 이의 단편 또는 변이체는 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라[0082]

민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함하는 글리칸 또는 이를 발현하는 세포의 단리, 농축, 정

제,  고갈  또는  제거를  촉진시키는  기질에  커플링되거나,  결합되거나,  부착되거나  그렇지  않으면  연결될  수

있다.

본원에 개시된 단리된 단백질 또는 이의 단편 또는 변이체는 비드, 매트릭스, 가교결합된 중합체, 겔, 입자, 표[0083]

면 또는 다른 고체 또는 반고체 기질일 수 있는 기질에 커플링되거나, 결합되거나, 부착되거나 그렇지 않으면

연결될 수 있다.  특별한 구현예에서, 기질은 세파로스, 아가로스, 단백질 A, 단백질 G, 자기 비드, 상자성 입

자 또는 센서 칩 표면(예: BIACore 또는 표면 플라스몬 공명을 위한)일 수 있거나 이들을 포함할 수 있다.  적

합하게, 샘플은 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함할 수 있거

나 이를 포함하는 것으로 의심될 수 있는 분자 또는 이를 발현하는 세포의 혼합물을 포함한다. 

특정 구현예에서, 기질에 커플링되거나 결합되거나 부착되거나 그렇지 않으면 연결된 본원에 개시된 단리된 단[0084]

백질 또는 이의 단편 또는 변이체는 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민

산을 포함하는 글리칸 또는 이를 발현하는 세포의 단리, 농축, 정제, 고갈 또는 제거를 촉진시키는 크로마토그

래피(예: 친화도 크로마토그래피), 자기 비드 고갈 또는 다른 기술에 적합할 수 있다. 

특별한 구현예에서, α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산은 샘플 중 오[0085]

염물로서 존재할 수 있고, 이에 의해 단리된 단백질과 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된

N-글리콜릴뉴라민산 사이에 형성된 복합체는 샘플로부터 오염물을 제거한다.  특별한 예는 상기 기재된 바와 같

이 재조합 글리코실화 약물, 항체 및 인간 투여용 다른 치료적 생체분자를 포함하는 제제 또는 제형이다.

서열번호: 1의 아미노산 서열을 포함하는 것과 같이 본원에 개시된 단리된 단백질 또는 단편, 변이체 또는 유도[0086]

체는 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함하는 글리칸을 발현하

는 종양 세포에 항암 화합물의 표적 전달용으로 적합할 수 있다.  α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α

2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 모두에 결합하는 능력은 본 발명이 야생형 SubB 단백질을 사용하여 제공될 수
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있는 것보다 훨씬 더 효과적인 표적화된 전달 시스템을 제공한다는 것을 의미한다.

따라서, 본 발명의 추가의 양태는 대상체에서 암을 치료하는 방법으로서, 상기 방법이 단리된 단백질 또는 본원[0087]

에 개시된 조성물을 대상체에게 투여함으로써 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜

릴뉴라민산을 발현하는 암 세포를 선택적으로 표적화하는 단계를 포함하는, 치료 방법을 제공한다.

상기한 바와 같이, 일부 종양 세포는 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민[0088]

산을 포함하는 글리칸을 발현하는 반면, 정상 세포는 전형적으로 이들 당을 발현하지 않는다.  특별한 구현예에

서, α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 포함하는 글리칸은 인간 암

종에 의해 발현될 수 있고, 유방암, 난소암, 전립선암, 결장암 및 폐암에서 증가된 발현이 검출되지만, 이에 한

정되지 않는다.

한 구현예에서, 단리된 단백질은 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을[0089]

발현하는 종양 세포에의 결합, 이의 사멸 또는 불능화를 촉진시키는 세포독성제에 커플링되거나 결합되거나 부

착되거나 그렇지 않으면 연결될 수 있다.

세포독성제는 방사성 핵종, 화학요법 약물, 돌연변이원, 독소, 유사분열 억제제 또는 다른 항증식제, 프로-세포[0090]

사멸제, DNA 삽입제 또는 종양 세포의 사멸 또는 불능화를 돕거나 일으키는 임의의 다른 제제일 수 있다. 

방사성 핵종의 비제한적인 예는 
211
At, 

212
B1, 

213
Bi, 

125
I, 

111
In, 

90
Yt, 

193
Pt, 

177
Lu, 

134
Eu 및 

67
Ga를 포함하지만,[0091]

이에 한정되지 않는다.

화합요법 약물, 돌연변이원, 독소, 유사분열 억제제, 프로-세포사멸제 및 DNA 삽입제는 독소루비신, N-아세틸-[0092]

γ-칼리케아마이신, 메이탄시노이드, 탁소이드, 아우리스타틴 및 듀오카르마이신을 포함할 수 있지만, 이에 한

정되지 않는다.  화합요법 약물, 돌연변이원, 독소, 유사분열 억제제, 프로-세포사멸제 및 DNA 삽입제는 절단가

능하거나 절단가능하지 않은 링커에 의해 단리된 단백질에 커플링되어 절단가능한 접합체를 형성할 수 있다.

전형적으로, 절단가능한 접합체는 절단가능한 링커가 절단되어 약물을 세포로 방출시키는 종양 세포에 의해 내

부화된다.  절단가능하지 않은 링커의 경우, 이들은 약물이 표적화된 종양 세포에 전적으로 국한되는 것이 필수

적이고, 표적화된 종양 세포로부터 인접 세포, 조직 또는 체액으로 약물의 "누출"이 없는 경우에 바람직할 수

있다.  일부 구현예에서, 화합요법 약물, 돌연변이원, 독소, 유사분열 억제제, 프로-세포사멸제 및 DNA 삽입제

는 표적화된 종양 세포 내부에서 내재화시 활성화되는 프로드럭의 형태일 수 있다.

치료 용도와 관련된 양태에서, 단리된 단백질(예: 서열번호: 1의 아미노산 서열을 포함함), 또는 이의 단편 또[0093]

는 변이체는 약제학적 조성물로서 투여될 수 있다.

적합하게, 약제학적 조성물은 약제학적으로 허용되는 담체, 희석제 또는 부형제를 포함한다.[0094]

"약제학적으로 허용되는 담체, 희석제 또는 부형제"란 전신 투여에 안전하게 사용될 수 있는 고체 또는 액체 충[0095]

전제, 희석제 또는 캡슐화 물질을 의미한다.  특별한 투여 경로에 따라, 당업계에 익히 공지된 다양한 담체가

사용될 수 있다.  이러한 담체는 당, 전분, 셀룰로스 및 이의 유도체, 맥아, 젤라틴, 활석, 황산칼슘, 리포솜

및 다른 지질계 담체, 식물성 오일, 합성 오일, 폴리올, 알긴산, 인산염 완충 용액, 유화제, 등장성 식염수 및

하이드로클로라이드, 브로마이드 및 설페이트를 포함하는 광물 산 염과 같은 염, 유기산, 예를 들어, 아세테이

트, 프로피오네이트 및 말로네이트 및 발열원 부재 물을 포함하는 그룹으로부터 선택될 수 있다.

약제학적으로  허용되는  담체,  희석제  및  부형제를  기재하는  유용한  참조문헌은  본원에  참조로  인용된[0096]

문헌[참조: Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Co. N.J. USA, 1991)]이다.

임의의 안전한 투여 경로가 본 발명의 조성물을 환자에게 제공하기 위해 사용될 수 있다.  예를 들어, 경구, 직[0097]

장, 비경구, 설하, 구강, 정맥내, 관절내, 근육내, 피부내, 피하, 흡입, 안내, 복강내, 뇌실내, 경피 등이 사용

될 수 있다.  근육내 및 피하 주사는, 예를 들어, 면역요법 조성물, 단백질성 백신 및 핵산 백신의 투여에 적절

하다.

투여 형태는 정제, 분산액, 현탁액, 주사제, 용액, 시럽, 트로키제, 캡슐제, 좌제, 에어로졸, 경피 패치 등을[0098]

포함한다.  이들 투여 형태는 또한 이러한 목적을 위해 구체적으로 설계된 조절 방출 장치 또는 이러한 방식으

로 추가로 작용하도록 변형된 이식체의 다른 형태를 주사 또는 이식함을 포함할 수 있다.  치료제의 조절 방출

은 치료제를, 예를 들어, 아크릴 수지, 왁스, 고급 지방족 알콜, 폴리락트산 및 폴리글리콜산 및 특정 셀룰로스

유도체, 예를 들어, 하이드록시프로필메틸 셀룰로스를 포함하는 소수성 중합체로 코팅함으로써 수행될 수 있다.
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또한, 조절 방출은 다른 중합체 매트릭스, 리포솜 및/또는 미소구를 사용함으로써 수행될 수 있다.

경구 또는 비경구 투여에 적합한 본 발명의 조성물은 각각 본 발명의 하나 이상의 치료제의 소정량을 함유하는[0099]

캡슐, 사셰 또는 정제와 같은 별개의 단위, 불말 또는 과립, 또는 수성 액체, 비수성 액체, 수중유 에멀젼 또는

유중수 액체 에멀젼 중의 용액 또는 현탁액으로서 제공될 수 있다.  이러한 조성물은 임의의 약학 방법에 의해

제조될 수 있지만, 모든 방법은 하나 이상의 필요한 성분을 구성하는 담체와 상기한 바와 같은 하나 이상의 제

제를 결합시키는 단계를 포함한다.  일반적으로, 조성물은 본 발명의 제제를 액체 담체 또는 미분된 고체 담체

또는 둘 다와 균일하고 긴밀하게 혼합한 후, 필요한 경우, 생성물을 목적하는 형태로 성형함으로써 제조된다.

상기 조성물은 투여 제형과 양립가능한 방식 및 약제학적으로 유효한 양으로 투여될 수 있다.  본 발명의 맥락[0100]

에서 환자에게 투여되는 투여량은 적절한 기간 동안 환자에게 유익한 반응을 일으키기에 충분해야 한다.  투여

되는 제제(들)의 양은 의사의 판단에 따르는 인자인 나이, 성별, 체중 및 일반적 건강 상태를 포함하여 치료될

환자에 따라 달라질 수 있다.

본 발명의 또 다른 양태는 본원에 개시된 단리된 단백질에 결합하는 항체 또는 항체 단편을 제공한다.  적합하[0101]

게, 항체 또는 항체 단편은 야생형 SubB 단백질(예: 서열번호: 2의 아미노산 서열을 포함함)에 결합하지 않거나

그것이 본원에 개시된 단리된 단백질(예: 서열번호: 1의 아미노산 서열을 포함함)에 결합하는 친화도와 비교하

여 적어도 5배 또는 10배 더 낮은 친화도로 결합한다.  적합하게, 항체 또는 항체 단편은 아미노산 서열 TTSTE

의 하나 이상의 변형된 아미노산 잔기를 포함하는 서열번호: 1의 에피토프에 결합한다.

본원에 사용된 바와 같이, "항체"는 면역글로불린이거나, 면역글로불린을 포함한다.  용어 "면역글로불린"은 면[0102]

역글로불린 아이소타입 IgA, IgD, IgM, IgG 및 IgE 및 이의 항원 결합 단편을 포함하는 포유동물 면역글로불린

유전자 복합체의 임의의 항원 결합 단백질 생성물을 포함한다.  용어 "면역글로불린"에 키메라 또는 인간화되거

나 그렇지 않으면 천연 발생적이거나 인간 개입(예: 재조합 DNA 기술)에 의해 생산되는지와 관계 없이 변경된

또는 변이체 아미노산 잔기, 서열 및/또는 글리코실화를 포함하는 면역글로불린이 포함된다. 

항체  단편은  Fab  및  Fab'2  단편,  디아바디  및  단일쇄  항체  단편(예:  scVs)을  포함하지만,  이에  한정되지[0103]

않는다.  전형적으로, 항체는 각각 CDR 1, 2 및 3 아미노산 서열을 포함하는 각각의 경쇄 및 중쇄 가변 영역을

포함한다.  항체 또는 항체 단편은 CDR1, 2 및/또는 3 아미노산 서열의 적어도 일부를 포함할 수 있다.  바람직

한 항체 단편은 적어도 하나의 전체 경쇄 가변 영역 CDR 및/또는 적어도 하나의 전체 경쇄 가변 영역 CDR을 포

함한다.

항체 및 항체 단편은 폴리클로날 또는 바람직하게는 모노클로날일 수 있다.  모노클로날 항체는, 예를 들어, 문[0104]

헌(참조:  Kohler  &  Milstein,  1975,  Nature  256,  495)의  논문에  기재된  표준  방법  또는,  예를  들어,

문헌(참조: Chapter 2 of Coligan et al., CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY)에 기재된 바와 같은 이의 보다

최근 변형에 의해 단리된 단백질(예: 서열번호: 1의 아미노산 서열을 포함함) 또는 이의 단편 또는 변이체가 접

종된 생산 종으로부터 유래된 비장 또는 다른 항체 생산 세포를 불멸화시킴으로써 생산될 수 있다.  항체는 항

체 또는 항체 단편을 인코딩하는 핵산을 적합한 숙주 세포에서 발현시킴으로써 재조합 합성 항체 또는 항체 단

편으로서 생산될 수 있다는 것이 또한 이해될 것이다.  재조합 합성 항체 또는 항체 단편 중쇄 및 경쇄는 동일

한 숙주 세포에서 상이한 발현 벡터로부터 공발현될 수 있거나 숙주 세포에서 단일쇄 항체로서 발현될 수 있다.

재조합  항체  발현  및  선택  기술의  비제한적인  예는  문헌(참조:  Chapter  17  of  Coligan  et  al.,  CURRENT

PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY supra and Zuberbuhler et al., 2009, Protein Engineering, Design & Selection 22

169)에 제공된다.

항체 및 항체 단편은 "외래" 항체에 유해한 면역 반응을 일으키지 않고 다른 종에서 생산되거나 다른 종으로부[0105]

터 유래되는 한 종에 투여가능하도록 변형될 수 있다.  인간의 맥락에서, 이것은 다른 종에서 생산되거나 다른

종으로부터 유래되는 항체의 "인간화"이다.  이러한 방법은 당업계에 익히 공지되어 있고, 일반적으로 인간 항

체 스캐폴드 또는 백본 상에서 비인간 항체 상보성 결정 영역(CDR)의 재조합 "그래프팅"을 포함한다.

일부 구현예에서, 항체 또는 항체 단편은 표지된다.  표지는 상기한 바와 같을 수 있다.[0106]

본 발명은 또한 본원에 개시된 단리된 단백질을 인코딩하는 단리된 핵산 또는 이의 단편 또는 변이체를 제공한[0107]

다.  하나의 구현예에서, 단리된 핵산은 서열번호: 1에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 단리된 단백질 또는

이의 단편 또는 변이체를 인코딩한다.

본원에 사용된 바와 같은 용어 "핵산"은 일본쇄 또는 이본쇄 DNA 및 RNA를 나타낸다.  DNA는 게놈 DNA 및 cDNA[0108]

를 포함한다.  RNA는 mRNA, RNA, RNAi, siRNA, cRNA 및 자가촉매적 RNA를 포함한다.  핵산은 또한 DNA-RNA 하
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이브리드일 수 있다.  핵산은 전형적으로 A, G, C, T 또는 U 염기를 포함하는 뉴클레오티드를 포함하는  뉴클레

오티드 서열을 포함한다.  그러나, 뉴클레오티드 서열은 다른 염기, 예를 들어, 이노신, 메틸리시토신, 메틸이

노신, 메틸아데노신 및/또는 티오우리딘을 포함할 수 있지만, 이에 한정되지 않는다. 

단리된 핵산의 변이체도 또한 고려된다.[0109]

하나의 구현예에서, 핵산 변이체는 서열번호: 1을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열에 대한 적어도 70%, 75%, 80%,[0110]

85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 또는 99% 뉴클레오티드 서열 동일성을 가질 수 있다.

또 다른 구현예에서, 핵산 변이체는 높은 엄격도 조건하에 서열번호: 1을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열로 하이[0111]

브리드화할 수 있다.

높은 엄격도 조건은 문헌[참조: Chapters 2.9 and 2.10 of Ausubel et al. CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR[0112]

BIOLOGY (John Wiley & Sons NY, 1995-2015), 특히 페이지 2.9.1 내지 2.9.20]에 기재된 바와 같이 당업계에

익히 공지되어 있다.

일반적으로, 엄격도는 하이브리드화 및/또는 세척 동안 하나 이상의 인자의 농도에 의존한다.  이러한 인자는[0113]

당업계에서 잘 이해되는 바와 같이 이온 강도, 세제 유형 및/또는 농도, 온도, 시간, 변성제 유형 및/또는 농도

를 포함할 수 있다.

높은 엄격도 조건의 특이적인 비제한적 실시예는 다음을 포함한다: -[0114]

(i) 적어도 약 31% v/v 내지 적어도 약 50% v/v 포름아미드 및 42℃에서 하이브리드화를 위한 적어도 약 0.01 M[0115]

내지 적어도 약 0.15M 염 및 42℃에서 세척을 위한 적어도 약 0.01M 내지 적어도 약 0.15M 염;

(ii) 65℃에서 하이브리드화를 위한 1% BSA, 1 mM EDTA, 0.5 M NaHPO4 (pH 7.2), 7% SDS, 및 (a) 0.1 x SSC,[0116]

0.1% SDS; 또는 (b) 약 1시간 동안 65℃ 초과의 온도에서 세척하기 위한 0.5% BSA, 1mM EDTA, 40 mM NaHPO4

(pH 7.2), 1% SDS; 및

(iii) 약 20분 동안 68℃ 이상에서 세척하기 위한 0.2 x SSC, 0.1% SDS.[0117]

일반적으로, 세척은 Tm = 69.3 + 0.41 (G + C) % -12℃에서 수행된다.  일반적으로, 이중 DNA의 Tm은 일치되지[0118]

않은 염기의 수가 1% 증가할 때마다 약 1℃씩 감소한다.  

하나의 양태에서, 단리된 핵산은 하나 이상의 다른 유전적 성분에 작동가능하게 연결되거나 결합되는 단리된 핵[0119]

산을 포함하는 유전적 작제물에 존재한다.  유전적 작제물은 단리된 핵산의 치료적 전달 또는 숙주 세포에서 재

조합 단백질 생산에 적합할 수 있다.

대체로, 유전적 작제물은 당업계에서 잘 이해되는 바와 같이 플라스미드, 박테리오파지, 코스미드, 효모 또는[0120]

박레리아 인공 염색체의 형태로 존재하거나 이들의 유전적 성분을 포함한다.  유전적 작제물은 재조합 DNA 기술

에 의한 조작 및/또는 본 발명의 핵산 또는 인코딩된 단백질의 발현을 위해 박테리아 또는 다른 숙주 세포에서

단리된 핵산의 유지 및 증식용으로 적합할 수 있다.  

숙주 세포 발현의 목적상, 유전적 작제물은 발현 작제물이다.  적합하게, 발현 작제물은 발현 벡터에서 하나 이[0121]

상의 추가의 서열에 작동가능하게 연결되는 본 발명의 핵산을 포함한다.  "발현 벡터"는 플라스미드와 같은 자

기 복제 염색체외 벡터 또는 숙주 게놈으로 통합되는 벡터일 수 있다

"작동가능하게 연결된"은 상기 추가의 뉴클레오티드 서열(들)이 바람직하게는 전사를 개시, 조절 또는 달리 조[0122]

절하기 위해 본 발명의 핵산에 대해 위치되는 것을 의미한다.

조절성 뉴클레오티드 서열은 일반적으로 발현에 사용되는 숙주 세포에 적합할 것이다.  다양한 유형의 적절한[0123]

발현 벡터 및 적합한 조절 서열이 다양한 숙주 세포에 대해 당업계에 공지되어 있다.

전형적으로, 상기 하나 이상의 조절 뉴클레오티드 서열은 프로모터 서열, 리더 또는 신호 서열, 리보솜 결합 부[0124]

위, 폴리아데닐화 서열, 전사 개시 및 종결 서열, 번역 개시 및 종결 서열, 및 인핸서 또는 활성화제 서열을 포

함할 수 있지만, 이에 한정되지 않는다.

당업계에 공지된 구성적, 억제성 또는 유도성 프로모터가 본 발명에 의해 고려된다. [0125]

발현 작제물은 또한 재조합 단백질이 상기한 바와 같이 융합 단백질로서 발현되도록 융합 파트너(전형적으로 발[0126]
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현 벡터에 의해 제공됨)를 인코딩하는 추가의 뉴클레오티드 서열을 포함할 수 있다.

발현 작제물은 또한 선택 마커, 예를 들어, amp
R
, neo

R
 또는 kan

R
을 인코딩하는 추가의 뉴클레오티드 서열을 포[0127]

함할 수 있지만, 이에 한정되지 않는다.

단리된 핵산의 상처 또는 대상체로의 전달에 관한 특별한 구현예에서, 발현 작제물은 적합하게 동물 세포에서[0128]

작동가능한 프로모터(예: CMV, α A-크리스탈린 또는 SV40 프로모터)를 포함하는 플라스미드 DNA의 형태로 존재

할 수 있다.  다른 구현예에서, 핵산은 아데노바이러스, 백시니아, 렌티바이러스 또는 아데노 관련 바이러스 벡

터와 같은 바이러스 작제물의 형태로 존재할 수 있다.

추가의 양태에서, 본 발명은 본원에 기재된 핵산 분자 또는 유전적 작제물로 형질전환된 숙주 세포를 제공한다.[0129]

발현에 적합한 숙주 세포는 원핵 세포 또는 진핵 세포일 수 있다.  예를 들어, 적합한 숙주 세포는 포유류 세포[0130]

(예: HeLa, Cos, NIH-3T3, HEK293T, Jurkat 세포), 효모 세포(예: 사카로마이세스 세레비지애(Saccharomyces

cerevisiae)), 바쿨로바이러스 발현 시스템을 사용하거나 사용하지 않고 사용된 곤충 세포(예: Sf9, 트리코플루

시아 니(Trichoplusia ni)), 식물 세포(예: 클라미도모나스 레인하드티(Chlamydomonas reinhardtii), 패오닥틸

룸 트리코누툼(Phaeodactylum tricornutum)) 또는 박테리아 세포, 예를 들어, 이. 콜리(E. coli)를 포함할 수

있지만, 이에 한정되지 않는다.  숙주 세포(원핵 세포이든 또는 진핵 세포이든지)에 유전적 작제물의 도입은,

예를 들어, 문헌[참조: CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY Eds. Ausubel et al., (John Wiley & Sons,

Inc. 1995-2015), 특히, Chapters 9 and 16]에 기재된 바와 같이, 당업계에 익히 공지되어 있다.

본 발명의 관련 양태는 단리된 단백질을 발현시키고, α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된[0131]

N-글리콜릴뉴라민산을 검출하거나 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산

을 발현하는 종양 세포의 치료적 표적화에 사용하기 위한 것과 같이, 단리된 단백질, 단리된 핵산, 유전적 작제

물 및/또는 항체를 포함하는 키트를 제공하지만, 이에 한정되지 않는다. 

예로써, α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 및/또는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산을 검출하기 위한 키트는[0132]

표지되거나 표지되지 않을 수 있는 단리된 단백질, 임의로 단리된 단백질에 결합하는 항체와 같은 표지된 2차

결합제, 임의로 AP 또는 HRP와 같은 효소를 위한 하나 이상의 기질 및 사용 설명서를 포함할 수 있다.

또 다른 예에서, 단리된 단백질 발현을 위한 키트는 단리된 단백질을 인코딩하는 유전적 작제물, 단리된 단백질[0133]

의 형질감염 및 발현에 적합한 숙주 세포 및 사용 설명서를 포함할 수 있다. 

본 발명을 용이하게 이해하고 실제적인 효과를 나타낼 수 있도록, 다음 비제한적인 실시예를 참조한다.[0134]

실시예[0135]

도입부[0136]

암에서 이의 공지된 관련성 및 비암성 인간 조직에서의 이의 정상적으로 낮은 수준 때문에, 혈청 및 조직에서[0137]

다량의 Neu5Gc의 검출은 비정상적으로 간주되고, 종양의 존재를 나타내는 것이다.  이것은 Neu5Gc에 대한 SubB

의 특이성을 이용하여 다양한 암에 대한 고처리량 진단 스크리닝 테스트를 개발할 가능성을 높인다.  그러나,

α2-6-연결된 Neu5Gc에 대한 불량한 친화도는 이러한 시험의 민감도에 영향을 미칠 수 있다.  본 연구에서, 본

발명자들은 높은 친화도를 갖는 두 가지 유형의 구조를 인식하는 능력을 갖는 SubB 돌연변이체를 설계하는 관점

에서 SubB와 α2-3-연결된 또는 α2-6-연결된 Neu5Gc 중 어느 하나에서 종결되는 글리칸 사이의 상호작용을 조

사하였다.

결과[0138]

SubB의 글리칸 결합 부위의 구조-유도 돌연변이[0139]

α2-3-연결된  구조에  대한  선호도를  위한  분자  기준을  이해하기  위해,  본  발명자들은  SubB  및  Neu5Gcα2-[0140]

3Galb1-3GlcNAc(X-선 결정학에 의해 결정됨) 대 Neu5Gcα2-6Galβ1-3Glc  사이의 상호작용을 비교했다(도 1).

전자 글리칸의 하위 말단 당이 이전에 보고된 바와 같이
8
 용매로 자유롭게 확장되는 반면, α2-6 구조의 3원 당

은 SubB 표면 위에서 다시 중첩되어 SubB 잔기 T104-E108을 포함하는 루프와 밀접하게 접촉되게 한다.  이 루프

는 C103과 C109 사이의 디설파이드 결합에 의해 안정화된다.  생성되는 입체 장애는 원래의 글리칸 어레이 분석

에서 관찰된 α2-6-연결된 Neu5Gc 구조의 상당히 더 불량한 결합을 고려하여 말단 Neu5Gc의 결합 포켓으로의 도

킹을 왜곡시킨다. 
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α2-6-연결된 시알산이 결장암의 통상적인 마커이고
19,20

, 다양한 암에서 예후와 관련되기 때문에
21
, 본 발명자들[0141]

은 T104-E108 루프의 높이를 감소시키기 위해 일련의 치환 및/또는 결실 돌연변이체를 설계함으로써 SubB에 대

한 α2-6-연결된 Neu5Gc 구조의 결합을 향상시키기 위해 분자 공학을 사용했다.  본 발명자들은 이들 SubB 돌연

변이체와 Neu5Gcα2-6Galβ1-3Glc 사이의 상호작용을 모델링하고, 그들이 도 2에 도시된 바와 같이 α2-3-연결

된 Neu5Gc 결합에 상당히 영향을 미치지 않으면서 α2-6-연결된 Neu5Gc의 인식을 향상시킬 것을 예측했다.  그

런 다음, 본 발명자들은 재조합 subB 유전자를 작제하고, 재조합 이. 콜리로부터 C 말단 His6-태그 융합 단백질

로서  다양한  단백질을  발현시키고  정제하였다(방법  참조).   단일  또는  이중  아미노산  치환(T107A  및

S106A/T107A),  이중 결실 돌연변이체(△S106/△T107)  및 삼중 돌연변이체(△S106/△T107/E108D)를 갖는 SubB

단백질은 성공적으로 정제되었다.

조작된 SubB 돌연변이체의 표면 플라스몬 공명[0142]

이어서,  정제된  SubB  및  다양한  돌연변이체  유도체를  Biacore  칩  상에  고정시키고,  다양한  Neu5Ac-  또는[0143]

Neu5Gc-종결 구조(유리 시알산, 시알산-α2-3-락토스 및 시알산-α2-6-락토스) 뿐만 아니라 인간 및 소 α1-산

당단백질(AGP)에 대한 결합 친화도에 대해 표면 플라스몬 공명(SPR)에 의해 시험하였다(표 1).  인간 AGP 글리

칸은 Neu5Ac를  함유하고
22,23

,  소  AGP  글리칸은 Neu5Ac  및  Neu5Gc를  모두 함유한다
23
.   MS  글리코프로테오믹

(glycoproteomic) 분석(도 5)을 수행하여 SPR 연구에 사용된 인간 및 소 AGP에서 Neu5Ac 및 Neu5Gc 분포를 확

인하였다.  야생형 SubB는 글리칸 어레이 결과로부터 예측된 바와 같이, 나노몰 결합 친화도가 관찰된 α2-3-연

결된 Neu5Gc-락토스 및 유리 Neu5Gc에 대해 높은 친화도를 갖는 것으로 밝혀졌다.  α2-6-연결된 Neu5Gc-락토스

(최대 농도 25μM로 시험됨)에 대해 결합이 관찰되지 않았고, 2.2μM 친화도가 α2-3-연결된 Neu5Ac에 대해 관

찰되었는데 - 등가의 Neu5Gc 구조와 비교하여 결합이 300배 이상 감소했다.  야생형 SubB는 또한 소 AGP와 비교

하여 인간 AGP에 대해 13배 감소된 결합 친화도를 가졌다.  SubBT107A의 돌연변이는 야생형 단백질과 비교하여 임

의의 시험된 구조에 대한 결합에 대해 유의한 효과를 갖지 않았다.  SubBS106A/T107A는 α2-6-연결된 구조에 대한

결합을 개선시켰지만, 이 개선은 Neu5Ac 및 Neu5Gc 모두에 대해 나타났다.  시험된 모든 연결 당에 대해 관찰된

나노몰 범위 친화도는 SubBS106A/T107A가 우수한 전반적인 시알산 인식 렉틴이라는 것을 나타낸다.  SubB△S106/△

T107/E108D 돌연변이체는 α2-6-연결된 Neu5Ac 구조에 대한 결합을 변경시키지 않고 α2-6-연결된 Neu5Gc의 인식을

개선시켰다.  그러나, α2-3-연결된 Neu5Ac와 α2-3-연결된 Neu5Gc 사이의 친화도 차이는 야생형에 대해 관찰된

300배와  비교하여  50배로  감소되었다.   SubB△S106/△T107  돌연변이체는  야생형  단백질과  비교하여  Neu5Gc  대

Neu5Ac 판별에 대해 유의하게 향상되었고, 두 구조 사이에 상당히 상이하지 않은 결합 친화도(각각 15.3 nM 대

8.5 nM; P = 0.12)로 α2-3-연결된 Neu5Gc 및 α2-6-연결된 Neu5Gc에 결합하는 능력을 가졌다.  따라서, SubB△

S106/△T107은 향상된 Neu5Gc 대 Neu5Ac 식별 및 α2-3- 및 α2-6-연결된 Neu5Gc 구조 모두를 인식하는 능력의 최적

의 조합을 나타냈다.  SubB△T107/ΔE108 결실 돌연변이체는 또한 α2-3-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 글리칸에 결합하

면서 야생형 SubB 단백질보다 실질적으로 더 큰 친화도로 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 글리칸에 결합된다.

그러나, SubB△S106/△T107과 대조적으로, SubB△T107/ΔE108은 야생형 SubB 또는 SubB△S106/△T107에 의해 검출가능하게 결

합되지 않은 Neu5Ac-α2-6-lac와 같은 Neu5Ac 글리칸에 광범위하게 결합할 수 있다. 

닭에서 생산된 항-Neu5Gc 항체가 대조군으로 사용되었고, Neu5Gc 함유 글리칸에 대해 시험된 임의의 SubB 단백[0144]

질보다 낮은 선택도 및 낮은 친화도를 나타냈다.

야생형 SubB, SubBS106A/T107A 및 SubB△S106/△T107의 글리칸 어레이 분석. [0145]

바람직한 Neu5Gc-특이적 SubB△S106/△T107 돌연변이가 SPR 분석에 포함되지 않는 비시알릴화된 구조에 대한 특[0146]

이성을  도입했는지를  평가하기  위해,  글리칸  어레이  분석을  SubB  야생형,  SubB△S106/△T107  및

SubBS106A/T107A 돌연변이체에 대해 수행했다(표 4).  야생형 SubB는 글리칸 어레이 상의 402개의 구조 중 단지

4개에  대한  상당한  결합을  나타냈다:  Neu5Gcα2-3  Gal,  Neu5Gcα2-3  Galβ1-4GlcNAc  및  2개의  Neu5Acα2-

3Galβ1-4GlcNAc  말단화  구조.   이는  SubB8의  이전에  공개된  글리칸  어레이  분석과  일치한다

(www.functionalglycomics.  org/glycomics/HServlet?operation=view&sideMenu=no&psId=primscreen_1579#).

SubB△S106/△T107만이 어레이 상의 4개의 구조에 대한 중요한 결합을 나타냈다.  이들은 Neu5Gcα2-3Gal 또는

Neu5Gcα2-6 Gal로 종결되는 구조로 제한되었다.   SubBS106A/T107A는 Neu5Gc 및 Neu5Ac를 함유하는 구조를 포

함하는 어레이 상의 총 18개의 글리칸에 결합된다.  그것은 또한 글리코사미노글리칸(헤파린 및 콘드로이틴-
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6-설페이트) 및 설페이트화 락토사민 구조를 포함하는 설페이트화 구조를 인식했다(표 4).  SubBS106A/T107A는

또한 어레이 상의 모노사카라이드(Neu5Ac, Neu5Gc, 9-NAc-Neu5Ac, 3-O-Su-GlcNAc)의 음으로 하전된 범위를 인

식했다.

인간 및 소 단백질/혈청에 대한 조작된 SubB의 ELISA[0147]

생물학적 샘플에서 Neu5Gc의 존재를 검출하는 조작된 돌연변이체의 능력을 평가하기 위해, ELISA 검정이 수행되[0148]

었다.  SubB의 희석 시리즈로 코팅된 접시를 사용하여, 인간 및 소 공급원으로부터 표지된 혈청 단백질을 시험

하였다.  소의 혈청 단백질을 함유하는 Neu5Gc의 차별적인 인식에서 2배 향상이 SubB△S106/△T107로 동정되었다(도

3).

인간 대 소 AGP의 검출[0149]

인간 및 소 AGP를 식별하는 능력을 독립적으로 확인하기 위해(소 AGP만이 상당한 수준의 Neu5Gc-말단 글리칸을[0150]

나타낸다), 연속적으로 희석된 당단백질을 니트로셀룰로스 필터 상에 스폿팅하고, 세척 및 블로킹 후, 필터를

정제된 비오티닐화 SubB△S106/△T107로 중첩시켰다.  이어서, 결합된 렉틴을 스트렙타비딘-AP를 사용하여 세척된 필

터 상에서 검출시켰다(도 4).  소 AGP에 대한 SubB△S106/△T107 결합은 약 200ng/스폿까지 검출가능한 반면, 인간

AGP에 대한 유의한 결합은 시험된 최대량(12.5㎍/스폿)에서도 검출가능하지 않았다.  이 차별적인 힘은 상기

SPR 데이터와 일치한다. 

추가의 글리칸 어레이[0151]

Z-바이오테크 글리칸 어레이에서 분석된 다양한 Neu5Ac 및 Neu5Gc 글리칸 구조는 도 9에 도시되고, 어레이의 일[0152]

례는 도 6에 도시된다.  표 3은 도 9의 글리칸을 도 7 및 8의 어레이 데이터와 연결하는 코드를 제공한다.  도

7에 요약된 어레이 데이터는 Neu5Gc 구조에 대한 결합이 야생형 SubB에 의해 바람직하지만, 배경 위 5000개 초

과의 형광 단위와 결합된 4/40 Neu5Ac 글리칸 및 5000개 미만의 결합을 갖는 14/41 Neu5Gc 구조가 있다는 것을

보여준다.  모든 Neu5Ac 구조는 배경 위 약간의 결합을 등록한다.  도 8에서 또한 명백한 바와 같이, Neu5Gc 구

조에 대한 결합은 SubB 2M에 의해 바람직하다.  Neu5Ac 글리칸은 배경 위 5000개 초과의 형광 단위와 결합되지

않고, 5000개 미만의 결합을 갖는 5/41 Neu5Gc 구조만이 결합된다.  7/14 Neu5Ac 글리칸만이 배경 위 임의의 결

합을 갖는다.  이 결과는 Neu5Gc에 대한 특이성 측면에서 WT SubB에 의해 수득된 결과 및 Neu5Gc 함유 글리칸의

상이한 결합 및 표현의 인식 개선에 대한 명확한 향상을 보여준다.

SubB 2M을 사용하여 혈청 내 단백질을 함유하는 Neu5Gc의 온 칩 스크리닝의 추가 개발.[0153]

도  10  및  11을  참조하면,  모든  검정은  시그마-알드리치로부터  수득된  1%  정상  인간  혈청의  배경에서[0154]

수행되었다.  야생형 SubB는, 혈청 이하로 떨어지는 값으로 제공된 혈청으로부터 관찰된 모든 결합이 Neu5Gc 함

유  단백질이  스파이킹되는  경우에만  조절되기  때문에,  분석될  수  없었다.   이것은  SubB  WT가  혈청에 비해

Neu5Gc 단백질에 대한 선호도를 갖지만 단백질의 부재하에 높은 수준으로 혈청에 결합된다는 것을 나타낸다(도

10).  도 11에서, SubB 2M은  31.25nM와 62.5nM 사이의 농도로부터 혈청 배경 이상의 반응으로 훨씬 잘 수행되

었다.  이는 약 2㎍/mL의 단백질 농도이다.

논의[0155]

Neu5Gc는 인간 암종에서 중요한 진단 및 예후적 마커이고, 유방암, 난소암, 전립선암, 결장암 및 폐암에서 증가[0156]

된 Neu5Gc 발현이 검출된다
11,12

.  야생형 SubB는 Neu5Gc에서 종결되는 글리칸에 대한 전례가 없는 특이성을 갖지

만, α2-6-연결된 Neu5Gc에 불량하게 결합되었고, 비록 약하지만 α2-3-연결된 Neu5Ac 구조를 인식했다
8
.  α2-

6-연결된 Neu5Gc에 대한 SubB의 인식을 향상시키고 Neu5Gc에 대해 더 특이적이도록 하기 위해, 본 발명자들은

T104-E108 루프를 중점적으로 하여 구조-보조 변형을 사용하여 SubB를 조작했다.

이 루프의 조작은 동일한 두 가지 아미노산의 변형을 통해 두 개의 특이적인 결과를 나타냈다.  첫째, S106 및[0157]

T107의 알라닌 치환(S106A/T107A)은 Neu5Gc에 대한 특이성의 상실을 초래하여 결합(α2-3 및 α2-6) 또는 시알

산 유형(Neu5Ac 또는 Neu5Gc)에 관계없이 모든 시험된 말단 시알릴화 글리칸에 결합할 수 있는 렉틴을 생성시켰

다.  두 번째는 동일한 2개의 아미노산의 결실(△S106/△T107)은 결합(α2-3 및 α2-6)에 관계없이 Neu5Gc에 대

한 절묘한 특이성을 갖는 렉틴을 생성시켰다.  SubB△S106/△T107 돌연변이체는 야생형 SubB와 비교하여 Neu5Gc 함유

구조의 인식에 대해 유의적으로 향상되었다.  SubB△S106/△T107은 또한 α2-3-연결된 Neu5Gc  또는 α2-6-연결된
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Neu5Gc 구조에 결합하는 능력에는 차이가 없어서 야생형 단백질에 비해 상당한 개선을 가능하게 했다.  S106 및

T107 아미노산 외의 SubB 단백질의 추가의 변형은 특이성에서 유의한 개선을 나타내지 않았다.  E108D 돌연변이

가 또한 첨가된 SubB△S106/△T107 단백질인 SubB△S106/△T107/E108D 돌연변이체 단백질은 SubB△S106/△T107   돌연변이체보다

α2-3-연결된 Neu5Gc와 α2-3-연결된 Neu5Ac를 구별하기 더 어려웠고, SubB△S106/△T107  돌연변이체보다 인간 α1-

산 당단백질에 대해 더 강하게 결합했다(SubB△S106/△T107보다 SubB△S106/△T107/E108D에 의해 결합된 24배 더 많은 단백

질).  대조적으로, SubB△T107/ΔE108 결실 돌연변이체는 α2-6-연결된 N-글리콜릴뉴라민산 글리칸 및 α2-3-연결된

N-글리콜릴뉴라민산 글리칸 뿐만 아니라 SubB△S106/△T107에 의해 검출가능하게 결합되지 않는 Neu5Ac 글리칸, 예를

들어, Neu5Ac-α2-6-lac 및 Neu5Ac-α2-3-lac에 결합된다. 

이러한 개선된 SubB 돌연변이체는 생물학적 샘플, 특히 암을 갖거나 암을 갖는 것으로 의심되는 개체로부터의[0158]

혈청 및 다른 체액을 시험하기 위한 새로운 도구를 제공한다. 

방법[0159]

SubB의 구조 모델링.[0160]

SubB 돌연변이체의 3차원 구조는 Phyre2를 사용하여 모델링하였다
24
.  Neu5GCα2-6Galβ1-3Glc는 PDB ID: 4EN8[0161]

로부터 획득했고
25
, Coot를 사용하여 SubB 및 SubB 돌연변이체 구조로 모델링하였다

26
. 

SubB 돌연변이체의 구축 및 발현.[0162]

돌연변이는 정방향 프라이머 pETSubBF 및 표 2에 나열된 각각의 돌연변이체 특이적 역방향 프라이머를 사용하여[0163]

직접 고충실도 PCR에 의해 subB  코딩 서열(3' 말단 근처)로 도입되었다.  PCR  산물을 pET-23(+)(Novagen)의

BamHI 및 XhoI 부위로 클로닝하고, 이. 콜리 BL21(DE3)로 형질전환시켰다.  SubB 유도체는 이미 기재된 바와 같

이 Ni-NTA 친화도 크로마토그래피에 의해 His6-태그된 융합 단백질로서 발현되고 정제되었다
4
.  단백질은 SDS-

PAGE 및 쿠마시 블루 염색으로 판단했을 때 >95% 순수했다.

SubB 및 조작된 SubB 돌연변이체의 표면 플라스몬 공명.[0164]

표면  플라스몬  공명(SPR)은  이전에  기재된  바와  같이  Biacore  T100  시스템(GE)을  사용하여  실행했다
27
.[0165]

간단히, SubB, SubB 돌연변이체 및 항-Neu5Gc IgY(SiaMab; 이전에 Sialix/GC-Free Inc., San Diego, CA, USA)

는  NHS 포획 키트를 사용하여 시리즈 S 센서 칩 CM5(GE)의 유동 셀 2-4에 고정시키고, 유동 셀 1을 블랭크 고

정화로서 실행했다.  인간 및 소 공급원(시그마-알드리치; 표 1 참조)으로부터 모노사카라이드, 디사카라이드,

올리고사카라이드  및  α1-산  당단백질을  초기  범위  발견  실험에서  0.01-100μM로  유동시켰다.   농도를

조정하고, 모든 데이터를 Biacore T100 평가 소프트웨어를 사용하여 단일 주기 동력학을 사용하여 분석했다.

α1-산 당단백질의 질량 분광 분석.[0166]

인간 혈장(Sigma-Aldrich G9885) 및 소 혈장(Sigma-Aldrich G3643)으로부터 AGP(6M 구아니디늄 클로라이드 중[0167]

1mg, 50mM Tris-HCl pH8)를 각각 10mM 디티오트레이톨 및 25mM 아크릴아미드로 환원시키고 알킬화시켰다.  이어

서, 단백질을 4 용적의 1:1 메탄올:아세톤을 첨가하고, -20℃에서 16시간 동안 배양하여 침전시킨 다음, 원심분

리하여(18,000rcf, 10분) 펠렛을 수집했다.  침전된 단백질을 50μL의 50mM Tris-HCl pH8에 재현탁시키고, 1㎍

트립신(Trypsin  Gold,  Promega)으로  소화시켰다(37℃,  16h).   이어서,  소화된  펩타이드를  C18

ZipTips(Millipore)로 탈염시켰다. 

SubB 및 조작된 SubB△S106/△T107 돌연변이체의 ELISA 분석.[0168]

블랙 96-well NUNC Maxisorp 플레이트의 웰은 1.25㎍의 단백질에서 4℃에서 밤새 시작하는 100mM 중탄산염/탄산[0169]

염 코팅 완충제(pH 9.6)에서 2배로 연속 희석된 SubB 또는 SubB△S106/△T107 단백질로 코팅시켰다.  웰을 실온에서

1시간 동안 블로킹 용액(3% BSA)를 첨가하기 전에 인산염 완충 식염수, 0.05% Tween-20(PBS-T)으로 3회 세척했

다.  정상 인간 혈청 및 소 혈청 중 단백질은 순수한 혈청을 100μM FITC 염료(Peirce)와 조합하고 얼음에서 1

시간 동안 배양하여 형광적으로 표지하였다.  과량의 염료를 1kDa 크기 배제 스핀 컬럼을 사용하여 제거했다.

100μl의 FITC-표지된 정상 인간 혈청 또는 소 혈청을 SubB 또는 SubB△S106/△T107로 코팅된 웰에 첨가하고, 웰을

1시간 동안 실온에서 배양했다.  웰을 PBS-T로 3회 세척했다.  100μl의 PBS를 형광이 485/535nm에서 측정되기
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전에 각 웰에 첨가했다.  형광 단위 값은 이중의 평균 +/- SD로서 나타내고, 평균 형광 단위는 SubB 단백질이

차감된 것을 제외한 모든 시약을 함유하는 웰에 대해 수득되었다.  임의의 음의 값은 0으로 간주되었다.

SubB 중첩 실험.[0170]

정제된 SubB△S106/△T107은 제조업자의 지침에 따라 EZ-Link
®
 Sulfo-NHS-비오티닐화 키트(Thermo Scientific)를 사[0171]

용하여 비오틴으로 표지했다.  정제된 인간 및 소 α-1 산 당단백질(Sigma cat. nos. G9885 및 G3643)을 물에

5mg/ml로 용해시키고, 5μl 용적의 일련의 2배 희석액을 니트로셀룰로스 필터에 스폿팅하고, 37℃에서 밤새 통

풍건조시켰다.  이어서, 필터를 2시간 동안 0.05% Tween 20(TTBS)을 갖는 Tris-완충된 식염수 중 5% 탈지유로

블록킹했다.  TTBS에서 3회 세척한 후, 필터는 TTBS 중의 1㎍/ml 비오틴-SubB△S106/△T107로 중첩시키고, 4℃에서

밤새 배양했다.  이어서, 필터를 TTBS에서 3회 세척하고, 결합된 비오틴-SubB△S106/△T107은 스트렙타비딘-알칼리성

포스파타제 접합체(Roche)를 사용하여 검출시켰다.  필터는 발색성 니트로-블루 테트라졸륨/X-포스페이트 기질

시스템(Roche)을 사용하여 전개시켰다. 

SubB 및 조작된 SubB 돌연변이체의 글리칸 어레이 분석. [0172]

표 3에 제시된 데이터의 경우, 글리칸 어레이 슬라이드는 이전에 기재된 바와 같은 Arrayit Spotbot Extreme 접[0173]

촉 프리턴를 사용하여 SuperEpoxy 3(Arrayit) 활성화 기질에서 인쇄했다
28
.  각 서브어레이의 경우, 2㎍의 SubB

단백질을 최종 용적 500μL로 항-His 태그 항체(세포 신호전달) 및 Alexa555 2차 및 3차 항체(래빗 항-마우스;

염소 항-래빗)로 2:1:0.5:0.25의 비율로 예비복합체화했다.  이 500μL 항체 단백질 복합체를 커버슬립 없이 65

μL 유전자 프레임(Thermo Scientific)에 첨가했다.  세척 및 분석을 이전에 기재된 바와 같이 수행했다
27
.

Neu5Ac/Neu5Gc 글리칸 어레이[0174]

도  6  내지  9에  도시된  데이터의  경우,  Neu5Ac/Neu5Gc  글리칸  어레이는  Z-바이오테크[0175]

(http://www.zbiotech.com/neu5gc-xenoantigen-microarray.html)로부터 입수했다.  어레이는 제조업자의 지침

에 따라 각 서브어레이 영역에 적용된 총 2㎍의 단백질을 사용하여 수행했다.  마우스 항-His IgG(단백질과의

몰 비 1:1), 래빗 항-마우스 Alexa 555 IgG(마우스 IgG 0.5몰량) 및 염소 항-래빗 Alexa 555 IgG(래빗 IgG 0.5

몰량)로 검출하였다.  단백질을 1시간 동안 배양하고, 1xPBS에서 3회 세척했다.  슬라이드를 488, 532 및 647

레이저를 사용하여 Innoscan  1100AL에서 스캔했다.  어레이는 Mapix  소프트웨어로 분석했다.  모든 데이터는

532 레이저 채널에서 취했고, 배경 차감 형광이 분석에 사용되었다.

명세서 전반에 걸쳐, 목적은 본 발명을 임의의 하나의 구현예 또는 특이적 특징의 수집에 제한하지 않고 본 발[0176]

명의 바람직한 구현예를 기재하는 것이었다.  따라서, 당업자는, 본 개시에 비추어, 다양한 변형 및 변화가 본

발명의 범위로부터 벗어나지 않고 예시된 특정 구현예에서 수행될 수 있음을 이해될 것이다.

본원에 언급된 모든 컴퓨터 프로그램, 알고리즘, 특허 및 과학 문헌은 본원에 참조로 인용된다.[0177]
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참조문헌[0178]

[0179]
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[0180]

[표 1][0181]

[0182]

표 1 범례: 정제된 트리- 및 모노사카라이드 및/또는 인간 또는 소 α1-산 당단백질(AGF)에 대한 야생형 SubB,[0183]

다양한 돌연변이체 유도체 및 항-Neu5Gc IgY 항체의 결합 친화도는 재료 및 방법에 기재된 바와 같이 SPR에 의

해 결정되었다.  NCDI는 농도 의존 상호작용이 100μM까지의 농도에서 관찰되지 않았음을 나타낸다; ND: 수행되

지 않음; Rmax: 단백질에 결합된 분석물의 반응 단위(RU)의 총량(그 수가 많을수록 더 많은 글리칸/당단백질이
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고정된 SubB에 의해 결합되었다).

[표 2][0184]

[0185]
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[표 3][0186]

[0187]

[표 4][0188]

[0189]
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[0190]

[0191]

[0192]
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[0193]

[0194]

[0195]
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[0196]

[0197]

[0198]
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[0199]

[0200]

[0201]
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[0202]

[0203]

[0204]
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도면

도면1

도면2a
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도면2b

도면3
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도면4

도면5a

도면5b
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도면5c

도면5d

도면6
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도면7

도면8
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도면9a
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도면9b

도면10
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도면11

서 열 목 록

SEQUENCE LISTING

<110>  Griffith University

       The University of Adelaide       

 

<120>  SUBTILASE CYTOTOXIN B SUBUNIT MUTANT

<130>  IPA190608-AU

<150>  PCT/AU2017/051230

<151>  2017-11-09

<150>  AU 2016904572

<151>  2016-11-09

<160>  10    

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  116

<212>  PRT

<213>  Escherichia coli

<400>  1

Glu Trp Thr Gly Asp Ala Arg Asp Gly Met Phe Ser Gly Val Val Ile 

1               5                   10                  15      

Thr Gln Phe His Thr Gly Gln Ile Asp Asn Lys Pro Tyr Phe Cys Ile 
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            20                  25                  30          

Glu Gly Lys Gln Ser Ala Gly Ser Ser Ile Ser Ala Cys Ser Met Lys 

        35                  40                  45              

Asn Ser Ser Val Trp Gly Ala Ser Phe Ser Thr Leu Tyr Asn Gln Ala 

    50                  55                  60                  

Leu Tyr Phe Tyr Thr Thr Gly Gln Pro Val Arg Ile Tyr Tyr Lys Pro 

65                  70                  75                  80  

Gly Val Trp Thr Tyr Pro Pro Phe Val Lys Ala Leu Thr Ser Asn Ala 

                85                  90                  95      

Leu Val Gly Leu Ser Thr Cys Thr Thr Glu Cys Phe Gly Pro Asp Arg 

            100                 105                 110         

Lys Lys Asn Ser 

        115     

<210>  2

<211>  141

<212>  PRT

<213>  Escherichia coli

<400>  2

Met Thr Ile Lys Arg Phe Phe Val Cys Ala Gly Ile Met Gly Cys Leu 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Asn Pro Ala Met Ala Glu Trp Thr Gly Asp Ala Arg Asp Gly 

            20                  25                  30          

Met Phe Ser Gly Val Val Ile Thr Gln Phe His Thr Gly Gln Ile Asp 

        35                  40                  45              

Asn Lys Pro Tyr Phe Cys Ile Glu Gly Lys Gln Ser Ala Gly Ser Ser 

    50                  55                  60                  

Ile Ser Ala Cys Ser Met Lys Asn Ser Ser Val Trp Gly Ala Ser Phe 

65                  70                  75                  80  

Ser Thr Leu Tyr Asn Gln Ala Leu Tyr Phe Tyr Thr Thr Gly Gln Pro 

                85                  90                  95      

Val Arg Ile Tyr Tyr Lys Pro Gly Val Trp Thr Tyr Pro Pro Phe Val 

            100                 105                 110         
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Lys Ala Leu Thr Ser Asn Ala Leu Val Gly Leu Ser Thr Cys Thr Thr 

        115                 120                 125             

Ser Thr Glu Cys Phe Gly Pro Asp Arg Lys Lys Asn Ser 

    130                 135                 140     

<210>  3

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Escherichia coli

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (1)..(2)

<223>  Residue may be deleted.

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (3)..(5)

<223>  Residue may be modified or deleted.

<400>  3

Thr Thr Ser Thr Glu 

1               5   

<210>  4

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Escherichia coli

<400>  4

ttgtaaggat ccggaggtgc atatgacg                                          28

<210>  5

<211>  65

<212>  DNA

<213>  Escherichia coli

<400>  5

gattatctcg agtgagttct ttttcctgtc aggaccaaaa cattctgccg atgtggtgca       60

ggttg                                                                   65

<210>  6

<211>  65

<212>  DNA
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<213>  Escherichia coli

<400>  6

gattatctcg agtgagttct ttttcctgtc aggaccaaaa cattctgccg ctgtggtgca       60

ggttg                                                                   65

<210>  7

<211>  66

<212>  DNA

<213>  Escherichia coli

<400>  7

gattatctcg agtgagttct ttttcctgtc aggaccaaaa cattctgtgg tgcaggttga       60

taaccc                                                                  66

<210>  8

<211>  66

<212>  DNA

<213>  Escherichia coli

<400>  8

gattatctcg agtgagttct ttttcctgtc aggaccaaaa cagtctgtgg tgcaggttga       60

taaccc                                                                  66

<210>  9

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Bos taurus

<220><221>  CARBOHYD

<222>  (9)..(9)

<223>  Hex2HexNAc2NeuAc1NeuGc1+Man3GlcNAc2

<400>  9

Thr Phe Met Leu Ala Ala Ser Trp Asn Gly Thr Lys 

1               5                   10          

<210>  10

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<220><221>  CARBOHYD
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<222>  (7)..(7)

<223>  Hex3HexNAc3NeuAc2+Man3GlcNAc2

<400>  10

Gln Asp Gln Cys Ile Tyr Asn Thr Thr Tyr Leu Asn Val Gln Arg 

1               5                   10                  15
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