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APOE抗体、融合蛋白及其用途

(57)摘要

本发明涉及APOE抗体、融合蛋白及其用途。

使用调节ApoE的HSPG/肝素结合亲和力的抗体、

肽、融合蛋白或基因组编辑系统来预防或治疗与

痴呆和/或轻度认知损害相关的认知下降和/或

神经退行性病变的方法和组合物。
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1.一种分离的单克隆抗体，其特异性结合至野生型或突变载脂蛋白E(ApoE)的一个或

多个HSPG结合位点或一个或多个HSPG结合的变构调节位点。

2.根据权利要求1所述的抗体，其中所述抗体结合至具有与TEELRVRLASHLRK(SEQ  ID 

NO:3)为至少95％同一性的氨基酸序列的多肽。

3.根据权利要求1所述的抗体，其中所述抗体结合至具有与TEELRVSLASHLRK(SEQ  ID 

NO:2)为至少95％同一性的氨基酸序列的多肽。

4.根据权利要求1至3中任一项所述的抗体，其中所述抗体结合至野生型或突变ApoE2、

ApoE3或ApoE4的一个或多个HSPG结合位点。

5.根据权利要求1至4中任一项所述的抗体，其中所述抗体与包含重链可变区(VH)和轻

链可变区(VL)的参照抗ApoE抗体竞争和/或结合相同的表位，其中所述参照抗体的VH和VL：

(i)分别包含在SEQ  ID  NO:13中记载的氨基酸序列和在SEQ  ID  NO:12中记载的氨基酸

序列；

(ii)分别包含在SEQ  ID  NO:23中记载的氨基酸序列和在SEQ  ID  NO:22中记载的氨基

酸序列；

(iii)分别包含在SEQ  ID  NO:33中记载的氨基酸序列和在SEQ  ID  NO:32中记载的氨基

酸序列；或

(iv)分别包含在SEQ  ID  NO:43中记载的氨基酸序列和在SEQ  ID  NO:42中记载的氨基

酸序列。

6.根据权利要求1至4中任一项所述的抗体，其中所述抗体与包含重链和轻链的参照抗

ApoE抗体竞争和/或结合相同的表位，其中所述参照抗体的重链和轻链包含在SEQ  ID  NO:

53中记载的氨基酸序列和在SEQ  ID  NO:52中记载的氨基酸序列。

7.一种抗ApoE抗体，其包含含有VHCDR1、VHCDR2和VHCDR3的VH和含有VLCDR1、VLCDR2和

VLCDR3的VL，其中VHCDR1、VHCDR2、VHCDR3、VLCDR1、VLCDR2和VLCDR3：

(i)分别包含SEQ  ID  No:7、8、9、4、5、6；

(ii)分别包含SEQ  ID  No:17、18、19、14、15、16；

(iii)分别包含SEQ  ID  No:27、28、29、24、25、26；

(iv)分别包含SEQ  ID  No:37、38、39、34、35、36；或

(v)分别包含SEQ  ID  No:47、48、49、44、45、46。

8.根据权利要求7所述的抗体，其中：

(i)所述VH和所述VL分别包含与SEQ  ID  NO:13和12中记载的氨基酸序列为至少75％、

80％、85％、90％、95％或100％同一性的氨基酸序列；

(ii)所述VH和所述VL分别包含与SEQ  ID  NO:23和22中记载的氨基酸序列为至少75％、

80％、85％、90％、95％或100％同一性的氨基酸序列；

(iii)所述VH和所述VL分别包含与SEQ  ID  NO:33和32中记载的氨基酸序列为至少

75％、80％、85％、90％、95％或100％同一性的氨基酸序列；或

(iv)所述VH和所述VL分别包含与SEQ  ID  NO:43和42中记载的氨基酸序列为至少75％、

80％、85％、90％、95％或100％同一性的氨基酸序列。

9.根据权利要求7所述的抗体，其包含重链和轻链，所述重链和轻链分别包含与SEQ  ID 

No:53和52中记载的氨基酸序列为至少70％、75％、80％、85％、90％、95％或100％同一性的
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氨基酸序列。

10.根据权利要求1至9中任一项所述的抗体，其中所述抗体包含小鼠IgG1、IgG2a、

IgG2b、IgG2c或IgG3重链恒定区。

11.根据权利要求1至9中任一项所述的抗体，其中所述抗体包含人IgG1、IgG2、IgG3或

IgG4重链恒定区。

12.根据权利要求1至11中任一项所述的抗体，其中所述抗体包含人κ或人λ轻链恒定

区。

13.根据权利要求1至12中任一项所述的抗体，其中所述抗体是全抗体、单域抗体、人源

化抗体、嵌合抗体、双特异性抗体、Fv、scFv、sc(Fv)2、双抗体、纳米抗体、Fab或F(ab’)2。

14.根据权利要求1至13中任一项所述的抗体，其还包含半衰期延长部分。

15.根据权利要求1至14中任一项所述的抗体，其还包含血‑脑屏障穿透部分。

16.根据权利要求1至12中任一项所述的抗体，其还包含可检测标签。

17.一种药物组合物，其包含根据权利要求1至16中任一项所述的抗体。

18.一种或多种多核苷酸，其编码根据权利要求1至13中任一项所述的抗体。

19.一种或多种载体，其包含根据权利要求18所述的一种或多种多核苷酸。

20.一种宿主细胞，其包含根据权利要求18所述的一种或多种多核苷酸、或根据权利要

求19所述的一种或多种载体。

21.一种制备抗ApoE抗体的方法，所述方法包括：

(a)在允许所述抗体的表达的条件下培养根据权利要求20所述的宿主细胞；和

(b)分离所述抗体。

22.根据权利要求21所述的方法，其还包括将所述抗体配制成适用于施用至人的无菌

制剂。

23.一种Fc融合蛋白，其包含：野生型ApoE或突变ApoE的HSPG结合结构域，所述HSPG结

合结构域包含与选自由以下组成的组的氨基酸序列为至少95％同一性的氨基酸序列：

STEELRVRLASHLRKLRKRLLRDADDLQK(SEQ  ID  NO:57)、STEELRVSLASHLRKLRKRLLRDADDLQK(SEQ 

I D  N O : 5 8) 、R L V Q Y R G E V Q A M L G Q S T E E L R V R L A S H L R K L (S E Q  I D  N O : 5 9) 和

RLVQYRGEVQAMLGQSTEELRVSLASHLRKL(SEQ  ID  NO:60)。

24.根据权利要求23所述的Fc融合蛋白，其包含人抗体的Fc区。

25.根据权利要求24所述的Fc融合蛋白，其中所述人抗体选自由人IgG1、IgG2、IgG3和

IgG4分子组成的组。

26.一种药物组合物，其包含根据权利要求23至25中任一项所述的Fc融合蛋白。

27.一种或多种多核苷酸，其编码根据权利要求23至25中任一项所述的Fc融合蛋白。

28.一种或多种载体，其包含根据权利要求27所述的一种或多种多核苷酸。

29.一种宿主细胞，其包含根据权利要求28所述的一种或多种多核苷酸、或根据权利要

求28所述的一种或多种载体。

30.一种用于引发免疫应答的药物组合物，其包含：

(i)野生型ApoE或突变ApoE的HSPG结合结构域，所述HSPG结合结构域包含与选自由以

下组成的组的氨基酸序列为至少95％同一性的氨基酸序列：

STEELRVRLASHLRKLRKRLLRDADDLQK(SEQ  ID  NO:57)、STEELRVSLASHLRKLRKRLLRDADDLQK(SEQ 
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I D  N O : 5 8) 、R L V Q Y R G E V Q A M L G Q S T E E L R V R L A S H L R K L (S E Q  I D  N O : 5 9) 和

RLVQYRGEVQAMLGQSTEELRVSLASHLRKL(SEQ  ID  NO:60)；和

(ii)药学上可接受的佐剂。

31.一种在有需要的人受试者中改善、减缓、延迟发病、预防或逆转与痴呆和/或轻度认

知损害相关的认知下降的方法，所述方法包括向所述人受试者施用治疗有效量的根据权利

要求1至16中任一项所述的抗体、根据权利要求23至25中任一项所述的Fc融合蛋白、或根据

权利要求17或26所述的药物组合物。

32.一种在有需要的人受试者中改善、减缓、延迟发病、预防或逆转与痴呆和/或轻度认

知损害相关的认知下降的方法，所述方法包括向所述受试者施用：

(i)包含编码gRNA分子的核苷酸序列的病毒载体，所述gRNA分子包含与来自APOE基因

的靶结构域互补的靶向结构域；

(ii)包含编码Cas9分子的核苷酸序列的病毒载体；和

(iii)包含模板核酸的病毒载体，其中所述模板核酸包含腺嘌呤以替代APOE基因中位

置19:g.45412013C>A处的胞嘧啶，

其中所述施用导致在所述受试者的一个或多个细胞中产生一个或多个ApoE  R136S等

位基因。

33.根据权利要求32所述的方法，其中所述gRNA分子的靶向结构域包含与来自表7的序

列相同或相差不超过3个核苷酸的序列。

34.根据权利要求31或32所述的方法，其中所述人受试者诊断患有阿尔茨海默症或处

于发展阿尔茨海默症的风险。

35.根据权利要求34所述的方法，其中所述人受试者携带APOE4等位基因的一个或多个

拷贝。

36.根据权利要求34所述的方法，其中所述人受试者携带在选自由：APP、PSEN1和PSEN2

组成的组的至少一种基因中的一种或多种突变。

37.根据权利要求34所述的方法，其中所述人受试者携带21号染色体的第三拷贝的全

部或部分。

38.根据权利要求34所述的方法，其中所述人受试者通过脑成像诊断患有阿尔茨海默

症。

39.根据权利要求34所述的方法，其中所述人受试者超过50岁。

40.根据权利要求31或32所述的方法，其中所述人受试者诊断患有选自由以下组成的

组的病症或处于发展所述病症的风险：血管性认知损害、血管性痴呆、伴有皮质下梗死和白

质脑病的常染色体显性遗传脑动脉病(CADASIL)、伴有皮质下梗死和白质脑病的常染色体

隐性遗传脑动脉病(CARASIL)、路易体痴呆、额颞痴呆、肌萎缩侧索硬化、多发性硬化、帕金

森病、亨廷顿病、神经退行性疾病、脑血管疾病、脑损伤、慢性创伤性脑病、tau蛋白病、淀粉

样蛋白病、突触核蛋白病、克雅氏病、视网膜变性、青光眼、视网膜损伤、和衰老。

41.一种鉴定较不易发展早发性神经退行性疾病的人受试者的方法，所述方法包括：

从受试者获得或已经获得生物样品样品；

检测所述生物样品中至少一种APOE3突变等位基因的存在、或突变ApoE3基因产物的存

在；和
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基于所述生物样品中突变ApoE3等位基因或基因产物的存在，将受试者鉴定为较不易

发展早发性神经退行性疾病。

42.根据权利要求41所述的方法，其中所述生物样品是血液、脑脊液、唾液、尿液、眼泪、

玻璃体液、房水或组织标本。

43.根据权利要求41所述的方法，其中所述神经退行性疾病是阿尔茨海默症、帕金森

病、亨廷顿病、肌萎缩侧索硬化、视网膜变性或青光眼。

44.根据权利要求43所述的方法，其中所述视网膜变性是年龄相关性黄斑变性。

45.根据权利要求41所述的方法，其中所述检测包括确定所述受试者中APOE3等位基因

的序列。

46.根据权利要求41所述的方法，其中所述检测包括确定编码与野生型ApoE3蛋白相比

具有R136处的突变的ApoE3蛋白的APOE3序列的存在与否。

47.根据权利要求46所述的方法，其中所述R136处的突变是R136S、R136H或R136C。

48.根据权利要求41至47中任一项所述的方法，其还包括选择受试者以包括在临床试

验中，和任选地施用实验性治疗，或者如果受试者不具有突变APOE3等位基因，则将受试者

排除在临床试验之外。

49.根据权利要求41至47中任一项所述的方法，其还包括选择受试者以包括在临床试

验中，和任选地施用实验性治疗，或者如果受试者具有突变APOE3等位基因，则将受试者排

除在临床试验之外。
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APOE抗体、融合蛋白及其用途

[0001] 本申请是国际申请日2020年5月28日、申请号为202080054661.6(国际申请号PCT/

US2020/034978)的专利申请“APOE抗体、融合蛋白及其用途”的分案申请。

[0002] 优先权要求

[0003] 本申请要求2019年5月28日提交的美国临时申请号62/853,676和2019年7月11日

提交的美国临时申请号62/873,019的权益。前述的全部内容通过引用并入本文。

[0004] 联邦资助的研究或开发

[0005] 本发明是在美国政府的支持下、在美国国立卫生研究院 (the  Na tional 

Institutes  of  Health)授予的授权号OD019833、美国国立老龄化研究所(the  National 

Institute  on  Aging)授予的授权号AG054671、AG031581和AG19610、美国国家神经疾病和

中风研究所(the  National  Institute  of  Neurological  Disorders  and  Stroke)授予的

授权号NS100121和NS110048下完成的。美国政府享有本发明的某些权利。

技术领域

[0006] 本文描述了通过调节载脂蛋白E(ApoE)的硫酸乙酰肝素蛋白聚糖(HSPG)/糖胺聚

糖(GAG)肝素结合亲和力来预防或治疗与痴呆和/或轻度认知损害相关的认知下降的方法

和组合物。

背景技术

[0007] 阿尔茨海默症(AD)是一种慢性神经退行性疾病，通常开始缓慢并随着时间的推移

逐渐恶化。它是60‑70％的痴呆病例的病因。该疾病过程与大脑中的斑块和神经原纤维缠结

相关。目前没有任何治疗方法可以阻止或逆转其进展，但一些可能会暂时改善症状。大脑中

淀粉样蛋白‑β(Aβ)肽的积累、聚集和沉积是阿尔茨海默症(AD)发病机制的核心。越来越多

的证据表明，ApoE通过控制Aβ聚集和代谢来强烈影响AD发病机制 (Fu等人 ,Mol 

Neurodegener  11:37,2016)。APOE影响淀粉样蛋白的产生、聚集和清除，是淀粉样蛋白斑块

的组成部分，并使tau介导的神经退行性病变恶化。ApoE为299个氨基酸长，并且是多态性

的，具有三种主要等位基因(ε2、ε3和ε4)，它们仅在位置112和158处有一或两个氨基酸不

同：ApoE2(cys112,cys158)、ApoE3(cys112,arg158)和ApoE4(arg112,arg158)。因此，需要

靶向和调节ApoE蛋白的功能用于治疗或预防与痴呆或轻度认知损害相关的AD和认知下降

的疗法。

发明内容

[0008] 在一方面，本公开的特征在于一种分离的单克隆抗体，其特异性结合至野生型或

突变载脂蛋白E(ApoE)的一个或多个(例如1、2、3或4个)HSPG结合位点或一个或多个(例如

1、2、3或4个)HSPG结合的变构调节位点。在一些实施方案中，所述抗体结合至具有与

TEELRVRLASHLRK(SEQ  ID  NO:3)为至少95％(例如96％、97％、98％、99％或100％)同一性的

氨基酸序列的多肽。在一些实施方案中，所述抗体结合至具有与TEELRVSLASHLRK(SEQ  ID 

说　明　书 1/90 页

6

CN 120098122 A

6



NO:2)为至少95％(例如96％、97％、98％、99％或100％)同一性的氨基酸序列的多肽。在一

些实施方案中，所述抗体结合至野生型或突变ApoE2、ApoE3或ApoE4的一个或多个(例如1、

2、3或4个)HSPG结合位点。

[0009] 在一些实施方案中，所述抗体与包含重链可变区(VH)和轻链可变区(VL)的参照抗

ApoE抗体竞争和/或结合相同的表位，其中参照抗体的VH和VL：(i)分别包含在SEQ  ID  NO:

13中记载的氨基酸序列和在SEQ  ID  NO:12中记载的氨基酸序列；(ii)分别包含在SEQ  ID 

NO:23中记载的氨基酸序列和SEQ  ID  NO:22中记载的氨基酸序列；(iii)分别包含在SEQ  ID 

NO:33中记载的氨基酸序列和在SEQ  ID  NO:32中记载的氨基酸序列；或(iv)分别包含在SEQ 

IDNO:43中记载的氨基酸序列和在SEQ  ID  NO:42中记载的氨基酸序列。在任何本文所述的

抗体的一些实施方案中，所述抗体与包含重链和轻链的参照抗ApoE抗体竞争和/或结合相

同的表位，其中参照抗体的重链和轻链包含在SEQ  ID  NO:53中记载的氨基酸序列和在SEQ 

ID  NO:52中记载的氨基酸序列。

[0010] 在另一方面，本文提供包含含有VHCDR1、VHCDR2和VHCDR3的VH和含有VLCDR1、

VLCDR2和VLCDR3的VL的抗ApoE抗体，其中VHCDR1、VHCDR2、VHCDR3、VLCDR1、VLCDR2和

VLCDR3：(i)分别包含SEQ  IDNo:7、8、9、4、5、6；(ii)分别包含SEQ  ID  No:17、18、19、14、15、

16；(iii)分别包含SEQ  ID  No:27、28、29、24、25、26；(iv)分别包含SEQ  ID  No:37、38、39、

34、35、36；或(v)分别地，SEQ  ID  No:47、48、49、44、45、46。在任何本文所述的抗体的一些实

施方案中，(i)VH和VL分别包含与SEQ  ID  NO:13和12中记载的氨基酸序列为至少75％、

80％、85％、90％、95％或100％同一性的氨基酸序列；(ii)VH和VL分别包含与SEQ  ID  NO:23

和22中记载的氨基酸序列为至少75％、80％、85％、90％、95％或100％同一性的氨基酸序

列；(iii)VH和VL分别包含与SEQ  ID  NO:33和32中记载的氨基酸序列为至少75％、80％、

85％、90％、95％或100％同一性的氨基酸序列；或(iv)VH和VL分别包含与SEQ  ID  NO:43和

42中记载的氨基酸序列为至少75％、80％、85％、90％、95％或100％同一性的氨基酸序列。

在任何本文所述的抗体的一些实施方案中，抗体包含重链和轻链，所述重链和轻链分别包

含与SEQ  ID  No:53和52中记载的氨基酸序列为至少70％、75％、80％、85％、90％、95％或

100％同一性的氨基酸序列。在一些实施方案中，抗体包含小鼠IgGl、IgG2a、IgG2b、IgG2c或

IgG3重链恒定区。在一些实施方案中，抗体包含人IgG1、IgG2、IgG3或IgG4重链恒定区。在一

些实施方案中，抗体包含人κ或人λ轻链恒定区。在一些实施方案中，抗体是完整抗体、单域

抗体、人源化抗体、嵌合抗体、双特异性抗体、Fv、scFv、sc(Fv)2、双体抗体、纳米抗体、Fab或

F(ab’)2。在一些实施方案中，抗体还包含半衰期延长部分。在一些实施方案中，抗体还包含

血‑脑屏障穿透部分。在一些实施方案中，抗体还包含可检测标签。在一些实施方案中，本文

提供包含任何本文所述的抗体的药物组合物。在一些实施方案中，本文提供编码任何本文

所述的抗体的一种或多种多核苷酸。在一些实施方案中，本文提供包含本文所述的一种或

多种多核苷酸的一种或多种载体。在一些实施方案中，本文提供包含本文所述的一种或多

种多核苷酸、或本文所述的一种或多种载体的宿主细胞。在另一方面，本文提供制备抗ApoE

抗体的方法，所述方法包括：(a)在允许抗体的表达的条件下培养任何本文所述的宿主细

胞；和(b)分离抗体。在一些实施方案中，所述方法还包括将抗体配制成适用于施用至人的

无菌制剂。

[0011] 在另一方面，本文提供一种Fc融合蛋白，其包含：野生型ApoE或突变ApoE的HSPG结
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合结构域，所述HSPG结合结构域包含与选自由以下组成的组的氨基酸序列为至少95％同一

性 的 氨 基酸 序 列：S T E E L R V R L A S H L R K L R K R L L R D A D D L Q K (S E Q  I D  N O : 5 7) 、

STEELRVSLASHLRKLRKRLLRDADDLQK(SEQ  ID  NO:58)、RLVQYRGEVQAMLGQSTEELRVRLASHLRKL

(SEQ  ID  NO:59)和RLVQYRGEVQAMLGQSTEELRVSLASHLRKL(SEQ  ID  NO:60)。在一些实施方案

中，Fc融合蛋白包含人抗体的Fc区。在一些实施方案中，人抗体选自由人IgG1、IgG2、IgG3和

IgG4分子组成的组。在一些实施方案中，本文提供包含任何本文所述的Fc融合蛋白的药物

组合物。在一些实施方案中，本文提供编码本文所述的Fc融合蛋白的一种或多种多核苷酸。

在一些实施方案中，本文提供包含任何本文所述的一种或多种多核苷酸的一种或多种载

体。在一些实施方案中，本文提供包含本文所述的一种或多种多核苷酸、或本文所述的一种

或多种载体的宿主细胞。

[0012] 在另一方面，本文提供用于引发免疫应答的药物组合物，其包含：(i)野生型ApoE

或突变ApoE的HSPG结合结构域，所述HSPG结合结构域包含与选自由以下组成的组的氨基酸

序列为至少95％同一性的氨基酸序列：STEELRVRLASHLRKLRKRLLRDADDLQK(SEQ  ID  NO:57)、

STEELRVSLASHLRKLRKRLLRDADDLQK(SEQ  ID  NO:58)、RLVQYRGEVQAMLGQSTEELRVRLASHLRKL

(SEQ  ID  NO:59)和RLVQYRGEVQAMLGQSTEELRVSLASHLRKL(SEQ  ID  NO:60)；和(ii)药学上可

接受的佐剂。

[0013] 在另一方面，本文提供包含表达任何本文所述的抗体或任何本文所述的Fc融合蛋

白的人细胞的药物组合物。

[0014] 在另一方面，本文提供一种在有需要的人受试者中改善、减缓、延迟发病、预防或

逆转与痴呆和/或轻度认知损害相关的认知下降和/或神经退行性病变的方法，所述方法包

括向人受试者施用治疗有效量的任何本文所述的抗体、Fc融合蛋白、或药物组合物。

[0015] 在另一方面，本文提供一种在有需要的人受试者中改善、减缓、延迟发病、预防或

逆转与痴呆和/或轻度认知损害相关的认知下降和/或神经退行性病变的方法，所述方法包

括向所述受试者施用：(i)包含编码gRNA分子的核苷酸序列的病毒载体，所述gRNA分子包含

与来自APOE基因的靶结构域互补的靶向结构域；(ii)包含编码Cas9分子的核苷酸序列的病

毒载体；和(iii)包含模板核酸的病毒载体，其中模板核酸包含腺嘌呤以替代APOE基因中位

置19:g.45412013C>A处的胞嘧啶，其中所述施用导致在所述受试者的一种或多种细胞中产

生一种或多种ApoE  R136S等位基因。在一些实施方案中，gRNA分子的靶向结构域包含与来

自表5的序列相同或相差不超过3个核苷酸的序列。

[0016] 如本文所用，“预防”是指降低发展病症的风险。

[0017] 在一些实施方案中，人受试者诊断患有阿尔茨海默症或处于发展阿尔茨海默症的

风险。在一些实施方案中，人受试者携带APOE4等位基因的一个或多个拷贝。在一些实施方

案中，人受试者携带在选自由：APP、PSEN1和PSEN2组成的组的至少一种基因中的一种或多

种突变。在一些实施方案中，人受试者携带在导致常染色体显性阿尔茨海默症的其它基因

中的一种或多种突变(例如，在Bateman等人 ,Alzheimer’s  Research&Therapy  3(1):1 ,

2011中描述的那些)。在一些实施方案中，人受试者携带21号染色体的第三拷贝的全部或部

分。在一些实施方案中，人受试者通过确立的生物标志物，例如通过脑成像、或者血液或CSF

样品获得的那些，而诊断患有阿尔茨海默症。在一些实施方案中，人受试者超过(over)50岁

(例如超过55、60、65、70、75、80、85、90或95岁)。
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[0018] 在一些实施方案中，人受试者诊断患有选自由以下组成的组的病症或处于发展所

述病症的风险：血管性认知损害、血管性痴呆、伴有皮质下梗死和白质脑病的常染色体显性

遗传脑动脉病(CADASIL)、伴有皮质下梗死和白质脑病的常染色体隐性遗传脑动脉病

(CARASIL)、路易体痴呆、额颞痴呆、肌萎缩侧索硬化、多发性硬化、帕金森病、亨廷顿病、神

经退行性疾病、脑血管疾病、脑损伤、慢性创伤性脑病、tau蛋白病(tauopathies)、淀粉样蛋

白病(amyloidopathies)、突触核蛋白病(synucleinopathies)、克雅氏病(Creutzfeldt‑

Jakob  disease)、视网膜变性、青光眼、视网膜损伤和衰老。

[0019] 在仍另一方面，本文提供一种鉴定较不易发展早发性神经退行性疾病的人受试者

的方法，所述方法包括：从受试者获得生物样品；检测生物样品中至少一个APOE3突变等位

基因的存在、或突变ApoE3基因产物的存在；并且基于生物样品中突变ApoE3等位基因或基

因产物的存在，将受试者鉴定为较不易发展早发性神经退行性疾病。在一些实施方案中，生

物样品是血液、脑脊液、唾液、尿液、眼泪、玻璃体液、房水或组织标本。在一些实施方案中，

神经退行性疾病是阿尔茨海默症、帕金森病、亨廷顿病、肌萎缩侧索硬化、视网膜变性或青

光眼。在一些实施方案中，视网膜变性是年龄相关性黄斑变性。在一些实施方案中，检测包

括确定受试者中APOE3等位基因的序列。在一些实施方案中，检测包括确定编码与野生型

ApoE3蛋白相比具有R136处的突变的ApoE3蛋白的APOE3序列的存在与否。在一些实施方案

中，R136处的突变是R136S、R136H或R136C。在任何本文所述的鉴定人受试者较不易发展早

发性神经退行性疾病的方法的一些实施方案中，所述方法还包括选择受试者以包括在临床

试验中，并且任选地施用实验性治疗，或者如果受试者不具有突变APOE3等位基因，则将受

试者排除在临床试验之外。在任何本文所述的鉴定人受试者较不易发展早发性神经退行性

疾病的方法的一些实施方案中，所述方法还包括选择受试者以包括在临床试验中，并且任

选地施用实验性治疗，或者如果受试者具有突变APOE3等位基因，则将受试者排除在临床试

验之外。

[0020] 除非另有定义，否则本文使用的所有技术和科学术语具有与本发明所属技术领域

的普通技术人员通常所理解的相同的含义。本文描述用于本发明的方法和材料；也可以使

用本领域已知的其它的合适的方法和材料。材料、方法和实施例仅是说明性的而不旨在进

行限制。本文提及的所有出版物、专利申请、专利、序列、数据库条目和其它参考文献均通过

引用以其整体结合在此。在有冲突的情况中，本说明书包括定义将占主导。

[0021] 本发明的其它特征和优点将从以下详细描述和附图以及从权利要求中显而易见。

附图说明

[0022] 图1显示野生型APOE3蛋白的结构的模型。显示N末端(残基1‑191)和C末端(残基

201‑299)结构域。显示APOE4(C112R)、APOE3ch(R136S)和APOE2(R158C)变体的氨基酸位置。

[0023] 图2显示来自对照、先证者和后代样品的APOE的代表性Sanger测序结果。

[0024] 图3描述受试者的系谱学，圆圈表示女性，方块表示男性，菱形表示为了隐私而掩

盖性别的个体，箭头描述患有MCI的先证者个体，阴影表示具有痴呆病史的个体。已故个体

用斜线(crossed  bar)标记。根据需要，指示个体APOE和PSEN1基因型以保持匿名。

[0025] 图4A和4B分别是右眼和左眼的眼底照片。图4C显示右眼的红外图像，其描述图4D

中所见的视网膜(线)的横截面。图4D显示右眼的光学相干断层扫描(OCT)的结果。图4E显示
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左眼的红外图像。图4F显示左眼的OCT成像的结果。

[0026] 图5显示脑成像结果，显示患有晚发性MCI(轻度认知损害)的PSEN1突变携带者和

在该突变的典型年龄(44岁)下具有MCI发病的PSEN1突变携带者的大脑中的淀粉样蛋白斑

块负荷和PHF  Tau负荷。

[0027] 图6显示PSEN1  E280A突变携带者中淀粉样蛋白负荷、tau负荷、海马体积和葡萄糖

代谢水平的测定。红点表示对具有两个APOE3ch等位基因和MCI异常迟发的携带者的测定结

果。黑点表示具有在MCI发病时在亲属的典型的年龄较小下患有MCI的PSEN1  E280A突变携

带者。灰点表示尚未发展MCI的PSEN1  E280A突变携带者。

[0028] 图7显示通过硫磺素T荧光而检测的、在存在APOE3野生型APOE3ch或不存在APOE的

情况下的Aβ42原纤维形成的速率。相对荧光单位(RFU)的变化对于以分钟(min)为单位的时

间作图。(***P<0.001,****P<0.0001)

[0029] 图8显示由淀粉样蛋白寡聚化引发的分裂荧光素酶互补(上部)和在来自用

ApoE3ch或ApoE3野生型转染的293T细胞的培养基中24小时后、通过分裂荧光素酶互补测定

获得的发光百分比的示意图。

[0030] 图9显示APOE2和APOE4肝素结合亲和力的ELISA结果。

[0031] 图10显示ApoE2、ApoE3、ApoE4和ApoE3ch的肝素结合亲和力的免疫印迹分析。

[0032] 图11A和11B显示ApoE2、ApoE3、ApoE4和ApoE3ch的肝素结合亲和力的ELISA结果。

[0033] 图12A是显示用于测试单克隆ApoE3抗体在阻断ApoE3/肝素结合方面的特异性的

实验装置的示意图。图12B和12C是显示使由单克隆抗体预孵育的ApoE3蛋白通过肝素结合

柱、随后洗涤和洗脱的过程的示意图。

[0034] 图13A‑13B显示对来自肝素结合柱的各种级分进行的BCA检验的结果。图13A显示

不存在ApoE3抗体时、各种级分中的ApoE3的量。图13B显示存在ApoE3抗体时、各种级分中的

ApoE3的量。

[0035] 图14显示免疫印迹结果，显示了由或不由单克隆ApoE3抗体预孵育的各种级分中

的ApoE3的量。

[0036] 图15A‑15G分别显示19G10‑2、23B2、2H79‑1、30E1‑2、16H8、25F1‑2和29G10‑1抗体

的ELISA分析。

[0037] 图16显示用野生型ApoE3肽和ApoE3ch突变肽处理的ApoE3的肝素结合亲和力的免

疫印迹分析。

[0038] 图17A‑17D显示ApoE片段与肝素的相互作用的建模。图17A显示含有与肝素相互作

用的氨基酸129‑157的野生型ApoE片段的模型。图17B显示含有与肝素相互作用的氨基酸

129‑157的ApoE  R136S片段的模型。图17C显示含有与肝素相互作用的氨基酸114‑144的野

生型ApoE片段的模型。图17D显示含有与肝素相互作用的氨基酸114‑144的ApoE  R136S片段

的模型。

[0039] 图18A‑18B显示抗体1H4的肝素亲和色谱法和免疫印迹分析。

[0040] 图19A‑19D显示用ApoE3  WT全长蛋白(A)、ApoE3  WT肽(B)、ApoE3ch全长蛋白(C)和

ApoE3ch肽(D)测试的1H4‑2血清的ELISA结果。

[0041] 图20显示用ApoE3  WT全长蛋白、ApoE3  WT肽、ApoE3ch全长蛋白和ApoE3ch肽测试

的1H4‑2血清的ELISA结果。
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[0042] 图21显示用人重组ApoE3或小鼠重组ApoE3孵育的抗体1H4的系列稀释的代表性

ELISA谱。

[0043] 图22显示从克隆的杂交瘤纯化的单克隆1H4抗体的ELISA结果。

[0044] 图23A和23B显示抗体7C11的肝素亲和色谱法和免疫印迹分析。

[0045] 图24A‑24D显示用ApoE3  WT全长蛋白(A)、ApoE3  WT肽(B)、ApoE3ch全长蛋白(C)或

ApoE3ch肽(D)测试7C11‑1血清的ELISA结果。

[0046] 图25显示来自用ApoE3  WT全长蛋白、ApoE3  WT肽、ApoE3ch全长蛋白或ApoE3ch肽

测试7C11‑1血清的ELISA结果。

[0047] 图26显示从克隆的杂交瘤纯化的单克隆7C11‑1抗体的ELISA结果。

[0048] 图27显示针对APOE3野生型(WT)和APOE3ch突变重组蛋白的肝素结合结构域的

19G10‑2抗体的ELISA筛选的结果。

[0049] 图28A和28B显示抗体19G10‑2的肝素亲和色谱法和免疫印迹分析。

[0050] 图29显示用19G10‑2血清抗体孵育的ApoE3  WT的免疫印迹。

[0051] 图30是代表性ELISA，显示血清和单克隆抗体杂交瘤上清液19G10‑2二者对

ApoE3WT或ApoE3ch的结合差异。

[0052] 图31是图30中Y轴的放大图。

[0053] 图32显示从克隆的杂交瘤纯化的单克隆19G10‑2抗体的ELISA结果。

[0054] 图33显示针对APOE3野生型(WT)和APOE3ch突变重组蛋白的肝素结合结构域的

25F1‑2抗体的ELISA筛选的结果。

[0055] 图34A和34B显示抗体25F1‑2的肝素亲和色谱法和免疫印迹分析。

[0056] 图35显示用25F1‑2单克隆抗体孵育的ApoE3  WT的免疫印迹。

[0057] 图36是代表性ELISA，显示25F1‑2血清和单克隆抗体杂交瘤上清液25F1‑2二者对

ApoE3WT或ApoE3ch的结合差异。

[0058] 图37是图36的Y轴的放大图。

[0059] 图38显示从克隆的杂交瘤纯化的单克隆25F1‑2抗体的ELISA结果。

[0060] 图39显示针对APOE3野生型(WT)和APOE3ch突变重组蛋白的肝素结合结构域的

1343抗体的ELISA筛选。

[0061] 图40显示针对APOE3野生型(WT)和APOE3ch突变重组蛋白的肝素结合结构域的

1343抗体的ELISA筛选。

[0062] 图41A显示在存在或不存在1343抗体的情况下，从肝素柱洗脱的蛋白质级分中的

ApoE的免疫印迹分析。图41B显示级分的ELISA分析。

[0063] 图42A显示诱导型APOE依赖性Tau过度磷酸化的眼内模型的示例性实验概要。图

42B显示用PBS注射的对照视网膜中的PHF  tau。图42C显示用重组人APOE3注射的视网膜。

[0064] 图43A‑43I显示与用小鼠1H4‑2抗体或人源化1343Ah抗体注射的视网膜相比，对照

视网膜中的PHF  tau。

[0065] 图44显示蛋白A生物传感器上增加浓度(nM)的ApoE3蛋白对1H4的代表性结合测

定。
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具体实施方式

[0066] 本公开揭示APOE3ch(具有两个拷贝的APOE3  Christchurch(R136S)突变)的纯合

性与对阿尔茨海默症临床发病的强烈抵抗相关，并且R136S突变显著降低了ApoE结合硫酸

乙酰肝素蛋白聚糖(HSPG)/肝素的能力。因此，本公开涉及结合至野生型ApoE和/或含有

R136S突变的ApoE同种型(一种或多种)的抗体(例如阻断ApoE与HSPG/GAG/肝素之间的相互

作用和/或降低其结合的抗体)。还考虑了包含野生型和含有R136S突变的突变ApoE的肽片

段(例如HSPG/GAG/肝素结合结构域)的融合蛋白。这些蛋白可以通过表达此类组合物的人

类细胞施用。本公开还涉及阻断ApoE和HSPG/肝素之间的相互作用的小分子，以及筛选同样

的小分子的方法。还提供用基因组编辑系统编辑ApoE基因座的组合物和方法。本文所述的

抗体、融合蛋白、小分子和基因组编辑系统可用于治疗或预防与痴呆和/或轻度认知损害

(MCI)相关的认知下降和/或神经退行性病变，例如阿尔茨海默症、血管性痴呆、路易体痴

呆、额颞痴呆、帕金森病或亨廷顿病。本文所述的抗体、融合蛋白、小分子和基因组编辑系统

也可用于治疗或预防神经退行性疾病、脑血管病况、脑损伤、视网膜变性、视神经变性或视

网膜损伤。

[0067] 载脂蛋白E(ApoE)

[0068] 载脂蛋白E变体是AD的主要遗传修饰因子，促进晚发性AD的易感性。APOE4等位基

因导致位置112处的半胱氨酸改变为精氨酸，并与单等位基因携带者中AD风险中的5倍增加

相关，在纯合子携带者中达到20倍增加。APOE2导致位置158处的精氨酸至半胱氨酸的氨基

酸变化，并且对AD具有保护作用，而APOE3等位基因被认为是中性的(Corder等人 ,Nat 

Genet(7)180‑184,1994；Hauser等人,Cure  Alzheimer  Res(10)；808‑817,2013)。APOE影响

淀粉样蛋白的产生、聚集和清除，是淀粉样蛋白斑块的组分，并使tau介导的神经退行性病

变恶化。APOE等位基因还调节脂质代谢和心血管风险。约5‑10％的APOE2纯合子个体发展

III型高脂蛋白血症(HLP  III)，而其它APOE罕见变异与常染色体显性HLP  III相关。HLP 

III的特征在于增加的血浆胆固醇和甘油三酯水平，以及存在结节状或横纹状手掌黄色瘤。

APOE等位基因改变AD风险和导致HLP  III的机制尚不完全清楚。受特定突变影响的显著的

APOE特性包括以下方面的差异：1)对脂质和LDL受体的结合亲和力；2)其N末端(氨基酸1至

199)和C末端结构域(216至299)之间的结构域间相互作用的性质；和，3)形成由C末端结构

域介导的同源低聚物的能力(Frieden等人,PNAS(109):8913‑8918,2012；Georgiadou等人,

PLoS  One(6)e27037,2011；Lalazar等人,J  Biol  Chem(263)3542‑3545,1988)。

[0069] 硫酸乙酰肝素(HS)是一种发现于所有动物组织中的线性多糖，它以蛋白聚糖

(HSPG)的形式存在，其中两条或三条HS链以紧密靠近的形式连接至细胞表面或细胞外基质

蛋白。HSPG部分存在于位于质膜和细胞外基质中的数百种蛋白质中。通过HSPG介导的蛋白

质‑蛋白质相互作用在与包括淀粉样蛋白和tau病理学的阿尔茨海默症的病理学相关的众

多过程中起着关键作用。硫酸乙酰肝素是糖类的糖胺聚糖家族的一员，并且在结构上与肝

素密切相关。两者均由可变硫酸化重复二糖单元组成。硫酸乙酰肝素与大量细胞外蛋白结

合。这些通常统称为“肝素相互作用组(interactome)”或“肝素结合蛋白”，因为它们是通过

相关多糖肝素的亲和色谱法分离的。

[0070] 人ApoE3蛋白的示例性氨基酸序列(Uniprot登录号P02649)如下所示：
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[0071]

[0072] 已在人ApoE中识别出至少两种HSPG/肝素结合结构域，一种位于N末端结构域，一

种位于C末端结构域(Weisgraber等人J  Biol  Chem ,261(5):2068‑76,1986；Saito等人,J 

Biol  Chem,278(17):14782‑7,2003)。精氨酸136(R136)附近的HSPG/肝素结合结构域(N末

端HSPG/肝素结合结构域)在全长脂化的和脱脂的ApoE中起作用，而C末端结构域中的HSPG/

肝素结合结构域结构域仅在不存在N末端结构域的情况中和脱脂的ApoE中起作用。N末端

HSPG/肝素结合结构域被充分表征，并且包含SEQ  ID  NO:1的氨基酸残基142至147(粗体)。C

末端HSPG/肝素结合结构域较少被充分表征，并且包含位置233处的赖氨酸(K)和附近的其

它带电氨基酸，包括SEQ  ID  NO:1的氨基酸残基211至218和243至272。本发明人显示ApoE的

位置136处的精氨酸在ApoE的肝素结合中起关键作用。不希望受理论束缚，潜在机制是由位

置136处的精氨酸介导的肝素结合的变构调节。如本文所用的变构调节与一个或多个变构

调节位点处的通过变构调节剂的配体结合的调节有关，所述变构调节位点与配体的结合位

点(一个或多个)不同。在一些实施方案中，ApoE和HSPG/肝素结合的一个或多个变构调节位

点包含如SEQ  ID  NO:1中所示的ApoE的位置136处的精氨酸。“HSPG/肝素结合结构域(一个

或多个)”、“HSPG/肝素结合位点(一个或多个)”、“HSPG‑结合结构域(一个或多个)”和

“HSPG‑结合位点(一个或多个)”在本文中可互换使用。

[0073] 抗ApoE抗体

[0074] 提供结合至野生型或突变ApoE蛋白(例如，人ApoE蛋白)的抗ApoE抗体。在一些情

况中，本文所述的抗体结合至野生型ApoE蛋白(例如ApoE2、ApoE3或ApoE4)，但不结合至突

变ApoE蛋白(例如ApoEch)。在一些情况中，本文所述的抗体结合至突变ApoE蛋白(例如

ApoEch)，但不结合至野生型ApoE蛋白(例如ApoE2、ApoE3或ApoE4)。在一些情况中，本文所

述的抗体结合至突变ApoE蛋白(例如ApoEch)和野生型ApoE蛋白(例如ApoE2、ApoE3或

ApoE4)。

[0075] 在一些情况中，本文提供的抗体阻断野生型ApoE蛋白(例如ApoE2、ApoE3或ApoE4)

和HSPG之间的相互作用。本文提供的抗体可以降低或调节ApoE蛋白(例如ApoE2、ApoE3或

ApoE4)对HSPG的结合亲和力。在一些情况中，本文提供的抗体结合至野生型ApoE蛋白的

HSPG结合结构域。在一些情况中，本文提供的抗体结合至一个或多个HSPG/ApoE结合的变构

调节位点(例如，ApoE的氨基酸位置136)。在一些情况中，本文所述的抗体减少原纤维形成

和/或淀粉样蛋白寡聚化。

[0076] 在一些情况中，本文提供的抗体结合至包含TEELRVSLASHLRK(SEQ  ID  NO:2)或由

其组成的野生型或突变ApoE中的氨基酸序列。在一些情况中，本文提供的抗体结合至包含

TEELRVRLASHLRK(SEQ  ID  NO:3)或由其组成的野生型或突变ApoE中的氨基酸序列。在一些

情况中，氨基酸序列TEELRVSLASHLRK(SEQ  ID  NO:2)包含用于本文提供的抗体的表位或由

其组成。在一些情况中，氨基酸序列TEELRVRLASHLRK(SEQ  ID  NO:3)包含用于本文提供的抗

体的表位或由其组成。也可以使用这些序列的变体，例如，与这些序列为至少80％、85％、

90％或95％同一性的那些。
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[0077] 两条序列之间的“同一性”的计算可以如下进行。为了最佳比较目的比对序列(例

如，为了最佳比对可以在第一和第二核酸序列之一或两者中引入空位，并且为了比较目的

可以忽略不相同的序列)。为了比较目的比对的序列长度为参考序列长度的至少70％(例

如，至少80％、90％或100％)。然后比较相应核苷酸位置处的核苷酸。当第一条序列中的一

个位置被与第二条序列中相应位置相同的核苷酸占据时，则该位置的分子是相同的。两条

序列之间的百分比同一性是序列共享的相同位置的数量的函数，考虑到空位的数量和各空

位的长度，需要引入这些空位以实现两个序列的最佳比对。

[0078] 序列的比较和两条序列之间的百分比同一性的确定可以使用数学算法来完成。在

一些实施方案中，两条核苷酸序列之间的百分比同一性是使用已并入GCG软件包(可在

gcg .com上获得)中的GAP程序的Needleman和Wunsch((1970)J .Mol.Biol.48:444‑453)算

法、使用Blossum  62矩阵、PAM250矩阵、NWSgapdna .CMP矩阵确定的。在一些实施方案中，两

条氨基酸或核苷酸序列之间的百分比同一性可以使用已并入ALIGN程序(版本2 .0)的

E.Meyers和W.Miller((1989)CABIOS,4:11‑17)算法，使用PAM120权重残差表、空位长度罚

值为12、和空位罚值为4确定的。

[0079] 本公开中术语“抗体”的使用意指涵盖全抗体(与微型抗体、纳米抗体或抗体片段

相对)、双特异性抗体、四价抗体、多特异性抗体、微型抗体、纳米抗体和抗体片段。在一些情

况中，本公开的抗ApoE抗体是全抗体。在一些情况中，本公开的抗ApoE抗体是嵌合抗体、人

抗体或人源化抗体。在某些情况中，抗ApoE抗体的重链恒定区是人IgG1、人IgG2、人IgG3或

人IgG4恒定区。在某些情况中，轻链恒定区是人κ恒定区。在其它情况下，轻链恒定区是人λ
恒定区。在一些情况中，本公开的抗体被设计为具有低效应子功能性(例如，通过例如

N297Q、T299A等Fc修饰。也参见，Wang,X.,Mathieu,M.&Brezski,R.J.Protein  Cell(2018)

9:63.doi.org/10.1007/s13238‑017‑0473‑8(通过引用并入本文))。在一些情况中，抗体的

Fc部分是hIgG1  Fc、a  hIgG2  Fc、a  hIgG3  Fc、a  hIgG4  Fc、a  hIgG1agly  Fc、a  hIgG2  SAA 

Fc、a  hIgG4(S228P)Fc或a  hIgG4(S228P)/G1  agly  Fc(在这种格式中‑最小化效应子功能‑

CH1和CH2结构域是具有“固定”铰链(S228P)的IgG4，并且是无糖基化的。CH3结构域是

hIgG1，或hIgG4(S228P)agly  Fc)。在一种情况中，抗体具有以下三种具有降低的效应子功

能降低的支架之一：hIgG1  agly(N297Q)；hIgG2  SAA(参见，Vafa等人Methods,65(1):114‑

26(2014)；和hIgG4P/G1  agly(参见，US  2012/0100140A1)。

[0080] 在一些实施方案中，本文描述的抗体或其ApoE结合片段显示如在下文的实施例部

分中说明的抗体1H4‑2、7C11‑1、19G10‑2、23B2(1343)、2H79‑1、30E1‑2、16H8、25F1‑2和

29G10‑1所概述的结合特征和/或生物学特性。

[0081] 在一些实施方案中，本公开提供结合至野生型人ApoE或其部分的抗体，并具有以

下性质的一个或多个：(i)以KD≤20nM的高亲和力结合至野生型人ApoE；(ii)与野生型人

ApoE竞争与肝素的结合；和(iii)减少视网膜细胞中配对螺旋样纤维(Paired  Helical 

Filament)(PHF)Tau的形成。

[0082] 在一些实施方案中，本公开提供结合至突变人ApoE(例如，具有人ApoE的氨基酸位

置136处的突变的那些，例如ApoEch)或其部分的抗体，并且具有以下性质的一个或多个：

(i)以KD≤20nM的高亲和力结合至突变人ApoE(例如，在人ApoE的氨基酸位置136处的突变，

例如ApoEch)；(ii)与野生型人ApoE竞争与肝素的结合；(iii)减少视网膜细胞中配对螺旋
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样纤维(PHF)Tau的形成。

[0083] 任何本文所述的抗ApoE抗体可用于治疗或预防与痴呆或轻度认知损害(MCI)相关

的病症(例如阿尔茨海默症、血管性痴呆、路易体痴呆、额颞痴呆、帕金森病、或亨廷顿病)、

神经退行性疾病、脑血管疾病、脑损伤、视网膜变性或视网膜损伤。

[0084] 示例性抗体1H4‑2

[0085] 抗体1H4‑2通过用APOE:KLH‑CTEELRVRLASHLRK‑CONH2免疫来产生。下文中提供

1H4‑2的互补决定区(CDR)和重链可变区和轻链可变区的氨基酸序列。

[0086]

[0087] 可变轻链：

[0088] 核苷酸序列：

[0089] 信号序列

[0090]

[0091] 氨基酸序列：

[0092] 信号肽

[0093]

[0094] 可变重链：

[0095] 核苷酸序列

[0096] 信号序列

[0097]

[0098] 氨基酸序列：

说　明　书 10/90 页

15

CN 120098122 A

15



[0099] 信号肽

[0100]

[0101] 在一些情况中，抗ApoE抗体包含含有抗体1H4‑2的三个VH  CDR的VH和含有抗体

1H4‑2的三个VL  CDR的VL。六个CDR可以基于本领域已知的任何定义，例如但不限于Kabat、

Chothia、增强型Chothia、contact、IMGT或Honegger定义。这些CDR可以例如通过使用

AbYsis数据库(bioinf .org .uk/abysis/sequence_input/key_annotation/key_

annotation.cgi)来确定。

[0102] 在一种情况中，本公开的抗ApoE抗体包含(i)VH，其包括包含SEQ  ID  NO:7中记载

的氨基酸序列的VHCDR1、包含SEQ  ID  NO:8中记载的氨基酸序列的VHCDR2、和包含SEQ  ID 

NO:9中记载的氨基酸序列的VHCDR3；和(ii)VL，其包括包含SEQ  ID  NO:4中记载的氨基酸序

列的VLCDR1、包含SEQ  ID  NO:5中记载的氨基酸序列的VLCDR2、和包含SEQ  ID  NO:6中记载

的氨基酸序列的VLCDR3。

[0103] 在一些情况中，抗ApoE抗体包含与SEQ  ID  NO:13中记载的氨基酸序列为至少

75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％同一性的VH。

在一些情况中，抗ApoE抗体包含与SEQ  ID  NO:12中记载的氨基酸序列为至少75％、80％、

85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％同一性的VL。在一种情况

中，抗ApoE抗体包含与SEQ  ID  NO:13中记载的氨基酸序列为至少85％同一性的VH和与SEQ 

ID  NO:12中记载的氨基酸序列为至少85％同一性的VL。在另一种情况中，抗ApoE抗体包含

与SEQ  ID  NO:13中记载的氨基酸序列为至少90％同一性的VH和与SEQ  ID  NO:12中记载的

氨基酸序列为至少90％同一性的VL。在仍另一种情况下，抗ApoE抗体包含与SEQ  ID  NO:13

中记载的氨基酸序列相同的VH和与SEQ  ID  NO:12中记载的氨基酸序列相同的VL。

[0104] 在某些情况中，结合至ApoE的本公开的抗体是与具有SEQ  ID  NO:13中记载的氨基

酸序列的VH和具有SEQ  ID  NO:12中记载的氨基酸序列的VL的参照抗体竞争或结合相同的

表位的抗体。

[0105] 示例性抗体7C11‑1

[0106] 抗体7C11‑1通过用APOE:KLH‑CTEELRVRLASHLRK‑CONH2(SEQ  ID  NO:54)免疫来产

生。下文中提供7C11‑1的互补决定区(CDR)和重链可变区和轻链可变区的氨基酸序列。

[0107]

[0108] 可变重链：

[0109] 核苷酸序列

[0110] 信号序列‑FR1‑CDR1‑FR2‑CDR2‑FR3‑CDR3‑FR4
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[0111]

[0112] 氨基酸序列：

[0113] 信号肽‑FR1‑CDR1‑FR2‑CDR2‑FR3‑CDR3‑FR4

[0114]

[0115] 可变轻链：

[0116] 核苷酸序列：

[0117] 信号序列‑FR1‑CDR1‑FR2‑CDR2‑FR3‑CDR3‑FR4

[0118]

[0119] 氨基酸序列：

[0120] 信号序列‑FR1‑CDR1‑FR2‑CDR2‑FR3‑CDR3‑FR4

[0121]

[0122] 在一些情况中，抗ApoE抗体包含含有抗体7C11‑1的三个VH  CDR的VH和含有抗体

7C11‑1的三个VL  CDR的VL。六个CDR可以基于本领域已知的任何定义，例如但不限于Kabat、

Chothia、增强型Chothia、contact、IMGT或Honegger定义。这些CDR可以例如通过使用

AbYsis数据库(bioinf .org .uk/abysis/sequence_input/key_annotation/key_

annotation.cgi)来确定。

[0123] 在一种情况下，本公开的抗ApoE抗体包含(i)VH，其包括包含SEQ  ID  NO:17中记载

的氨基酸序列的VHCDR1、包含SEQ  ID  NO:18中记载的氨基酸序列的VHCDR2、和包含SEQ  ID 

NO:19中记载的氨基酸序列VHCDR3；和(ii)VL，其包括包含SEQ  ID  NO:14中记载的氨基酸序

列的VLCDR1、包含SEQ  ID  NO:15中记载的氨基酸序列VLCDR2、和包含SEQ  ID  NO:16中记载
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的氨基酸序列VLCDR3。

[0124] 在一些情况中，抗ApoE抗体包含与SEQ  ID  NO:23中记载的氨基酸序列为至少

75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％同一性的VH。

在一些情况中，抗ApoE抗体包含与SEQ  ID  NO:22中记载的氨基酸序列为至少75％、80％、

85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％同一性的VL。在一种情况

中，抗ApoE抗体包含与SEQ  ID  NO:23中记载的氨基酸序列为至少85％同一性的VH和与SEQ 

ID  NO:22中记载的氨基酸序列为至少85％同一性的VL。在另一种情况中，抗ApoE抗体包含

与SEQ  ID  NO:23中记载的氨基酸序列为至少90％同一性的VH和与SEQ  ID  NO:22中记载的

氨基酸序列为至少90％同一性的VL。在仍另一种情况中，抗ApoE抗体包含与SEQ  ID  NO:23

中记载的氨基酸序列相同的VH和与SEQ  ID  NO:22中记载的氨基酸序列相同的VL。

[0125] 在某些情况中，结合至ApoE的本公开的抗体是与具有SEQ  ID  NO:23中记载的氨基

酸序列的VH和具有SEQ  ID  NO:22中记载的氨基酸序列的VL的参照抗体竞争或结合相同的

表位的抗体。

[0126] 示例性抗体19G10‑2

[0127] 抗体19G10‑2通过用KLH‑CTEELRVSLASHLRK‑CONH2免疫来产生。下文章提供19G10‑

2的互补决定区(CDR)和重链可变区和轻链可变区的氨基酸序列。

[0128]

[0129] 可变轻链：

[0130] 核苷酸序列：

[0131] 信号序列‑FR1‑CDR1‑FR2‑CDR2‑FR3‑CDR3‑FR4

[0132]

[0133] 氨基酸序列：

[0134] 信号序列‑FR1‑CDR1‑FR2‑CDR2‑FR3‑CDR3‑FR4

[0135]

[0136] 可变重链分析：

[0137] 核苷酸序列

[0138] 信号序列‑FR1‑CDR1‑FR2‑CDR2‑FR3‑CDR3‑FR4

说　明　书 13/90 页

18

CN 120098122 A

18



[0139]

[0140] 氨基酸序列：

[0141] 信号序列‑FR1‑CDR1‑FR2‑CDR2‑FR3‑CDR3‑FR4

[0142]

[0143] 在一些情况中，抗ApoE抗体包含含有抗体19G10‑2的三个VH  CDR的VH和含有抗体

19G10‑2的三个VL  CDR的VL。六个CDR可以基于本领域已知的任何定义，例如但不限于

Kabat、Chothia、增强型Chothia、contact、IMGT或Honegger定义。这些CDR可以例如通过使

用AbYsis数据库(bioinf .org .uk/abysis/sequence_input/key_annotation/key_

annotation.cgi)来确定。

[0144] 在一种情况下，本公开的抗ApoE抗体包含(i)VH，其包括包含SEQ  ID  NO:27中记载

的氨基酸序列的VHCDR1、包含SEQ  ID  NO:28中记载的氨基酸序列的VHCDR2、和包含SEQ  ID 

NO:29中记载的氨基酸序列的VHCDR3；和(ii)VL，其包括包含SEQ  ID  NO:24中记载的氨基酸

序列的VLCDR1、包含SEQ  ID  NO:25中记载的氨基酸序列的VLCDR2、和包含SEQ  ID  NO:26中

记载的氨基酸序列的VLCDR3。

[0145] 在一些情况中，抗ApoE抗体包含与SEQ  ID  NO:33中记载的氨基酸序列为至少

75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％同一性的VH。

在一些情况中，抗ApoE抗体包含与SEQ  ID  NO:32中记载的氨基酸序列为至少75％、80％、

85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％同一性的VL。在一种情况

中，抗ApoE抗体包含与SEQ  ID  NO:33中记载的氨基酸序列为至少85％同一性的VH和与SEQ 

ID  NO:32中记载的氨基酸序列为至少85％同一性的VL。在另一种情况中，抗ApoE抗体包含

与SEQ  ID  NO:33中记载的氨基酸序列为至少90％同一性的VH和与SEQ  ID  NO:32中记载的

氨基酸序列为至少90％同一性的VL。在仍另一种情况中，抗ApoE抗体包含与SEQ  ID  NO:33

中记载的氨基酸序列相同的VH和与SEQ  ID  NO:32中记载的氨基酸序列相同的VL。

[0146] 在某些情况中，结合至ApoE的本公开的抗体是与具有SEQ  ID  NO:33中记载的氨基

酸序列的VH和具有SEQ  ID  NO:32中记载的氨基酸序列的VL的参照抗体竞争或结合相同的

表位的抗体。

[0147] 示例性抗体25F1‑2

[0148] 抗体25F1‑2通过用KLH‑CTEELRVSLASHLRK‑CONH2免疫来产生。下文中提供25F1‑2

的互补决定区(CDR)和重链可变区和轻链可变区的氨基酸序列。
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[0149]

[0150] 可变轻链分析：

[0151] 核苷酸序列：

[0152] 信号序列‑FR1‑CDR1‑FR2‑CDR2‑FR3‑CDR3‑FR4

[0153]

[0154] 氨基酸序列：

[0155] 信号序列‑FR1‑CDR1‑FR2‑CDR2‑FR3‑CDR3‑FR4

[0156]

[0157] 可变重链分析：

[0158] 核苷酸序列

[0159] 信号序列‑FR1‑CDR1‑FR2‑CDR2‑FR3‑CDR3‑FR4

[0160]

[0161] 氨基酸序列：

[0162] 信号序列‑FR1‑CDR1‑FR2‑CDR2‑FR3‑CDR3‑FR4

[0163]

[0164] 在一些情况中，抗ApoE抗体包含含有抗体25F1‑2的三个VH  CDR的VH和含有抗体

25F1‑2的三个VL  CDR的VL。六个CDR可以基于本领域已知的任何定义，例如但不限于Kabat、

Chothia、增强型Chothia、contact、IMGT或Honegger定义。这些CDR可以例如通过使用
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AbYsis数据库(bioinf .org .uk/abysis/sequence_input/key_annotation/key_

annotation.cgi)来确定。

[0165] 在一种情况中，本公开的抗ApoE抗体包含(i)VH，其包括包含SEQ  ID  NO:37中记载

的氨基酸序列的VHCDR1、包含SEQ  ID  NO:38中记载的氨基酸序列的VHCDR2、和包含SEQ  ID 

NO:39中记载的氨基酸序列的VHCDR3；和(ii)VL，其包括包含SEQ  ID  NO:34中记载的氨基酸

序列的VLCDR1、包含SEQ  ID  NO:35中记载的氨基酸序列的VLCDR2和包含SEQ  ID  NO:36中记

载的氨基酸序列的VLCDR3。

[0166] 在一些情况中，抗ApoE抗体包含与SEQ  ID  NO:43中记载的氨基酸序列为至少

75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％同一性的VH。

在一些情况中，抗ApoE抗体包含与SEQ  ID  NO:42中记载的氨基酸序列为至少75％、80％、

85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％同一性的VL。在一种情况

中，抗ApoE抗体包含与SEQ  ID  NO:43中记载的氨基酸序列为至少85％同一性的VH和与SEQ 

ID  NO:42中记载的氨基酸序列为至少85％同一性的VL。在另一种情况中，抗ApoE抗体包含

与SEQ  ID  NO:43中记载的氨基酸序列为至少90％同一性的VH和与SEQ  ID  NO:42中记载的

氨基酸序列为至少90％同一性的VL。在仍另一种情况中，抗ApoE抗体包含与SEQ  ID  NO:43

中记载的氨基酸序列相同的VH和与SEQ  ID  NO:42中记载的氨基酸序列相同的VL。

[0167] 在某些情况中，结合至ApoE的本公开的抗体是与具有SEQ  ID  NO:43中记载的氨基

酸序列的VH和具有SEQ  ID  NO:42中记载的氨基酸序列的VL的参照抗体竞争或结合相同的

表位的抗体。

[0168] 示例性抗体1343ab

[0169] 抗体1343ab通过用KLH‑CTEELRVSLASHLRK‑CONH2免疫来产生。下文中提供互补决

定区(CDR)和全长重链和轻链的氨基酸序列。

[0170]

[0171] 全长重链
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[0172]

[0173] 全长轻链

[0174]

[0175] EC

[0176] 对292处的重链恒定区N检测到N连接的糖基化。在重链上观察到C末端赖氨酸的丢

失。

[0177] 在一些情况中，抗ApoE抗体包含含有抗体1343ab的三个VH  CDR的VH和含有抗体

1343ab的三个VL  CDR的VL。六个CDR可以基于本领域已知的任何定义，例如但不限于Kabat、

Chothia、增强型Chothia、contact、IMGT或Honegger定义。这些CDR可以例如通过使用

AbYsis数据库(bioinf .org .uk/abysis/sequence_input/key_annotation/key_

annotation.cgi)来确定。

[0178] 在一种情况中，本公开的抗ApoE抗体包含：(i)VL，其包括包含SEQ  ID  NO:47中记

载的氨基酸序列的VHCDR1、包含SEQ  ID  NO:48中记载的氨基酸序列的VHCDR2、和包含SEQ 

ID  NO:49中记载的氨基酸序列VHCDR3；和(ii)VL，其包括包含SEQ  ID  NO:44中记载的氨基

酸序列的VLCDR1、包含SEQ  ID  NO:45中记载的氨基酸序列的VLCDR2、和包含SEQ  ID  NO:46

中记载的氨基酸序列的VLCDR3。

[0179] 在一些情况中，抗ApoE抗体包含与SEQ  ID  NO:53中记载的氨基酸序列为至少

70％、71％、72％、73％、74％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或99％同一性的重链。在一些情况中，抗ApoE抗体包含与SEQ  ID  NO:52中记载的
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氨基酸序列为至少70％、71％、72％、73％、74％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、

94％、95％、96％、97％、98％或99％同一性的轻链。在一种情况中，抗ApoE抗体包含与SEQ 

ID  NO:53中记载的氨基酸序列为至少80％同一性的重链和与SEQ  ID  NO:52中记载的氨基

酸序列为至少80％同一性的轻链。在另一种情况中，抗ApoE抗体包含与SEQ  ID  NO:53中记

载的氨基酸序列为至少85％同一性的重链和与SEQ  ID  NO:52中记载的氨基酸序列为至少

85％同一性的轻链。在仍另一种情况中，抗ApoE抗体包含与SEQ  ID  NO:53中记载的氨基酸

序列相同的重链和与SEQ  ID  NO:52中记载的氨基酸序列相同的轻链。

[0180] 在某些情况中，结合至ApoE的本公开的抗体是与具有SEQ  ID  NO:53中记载的氨基

酸序列的重链和具有SEQ  ID  NO:52中记载的氨基酸序列的轻链的参照抗体竞争或结合相

同的表位的抗体。

[0181] 具有任何上述抗体的CDR序列的嵌合抗体、人抗体或人源化抗体可基于本文所述

的方法产生。

[0182] 抗体片段

[0183] 抗体片段(例如，Fab、Fab’、F(ab’)2、Facb和Fv)可以通过完整抗体的蛋白水解消

化来制备。例如，可以通过用酶如木瓜蛋白酶、胃蛋白酶或纤维蛋白溶酶(plasmin)处理全

抗体来获得抗体片段。全抗体的木瓜蛋白酶消化产生F(ab)2或Fab片段；全抗体的胃蛋白酶

消化产生F(ab’)2或Fab’；全抗体的纤维蛋白溶酶消化产生Facb片段。

[0184] 可选地，可以重组产生抗体片段。例如，可以构建编码感兴趣的抗体片段的核酸，

将其引入表达载体，并在合适的宿主细胞中表达。参见，例如，Co ,M.S.等人 ,J .Immunol .,

152:2968‑2976(1994)；Better,M.和Horwitz,A.H.,Methods  in  Enzymology,178:476‑496

(1989)；Pluckthun ,A .和Skerra ,A .,Methods  in  Enzymology ,178:476‑496(1989)；

Lamoyi,E.,Methods  in  Enzymology,121:652‑663(1989)；Rousseaux,J.等人,Methods  in 

Enzymology,(1989)121:663‑669(1989)；和Bird ,R.E.等人,TIBTECH,9:132‑137(1991))。

抗体片段可以在大肠杆菌中表达并从其中分泌，因此允许轻松产生大量的这些片段。抗体

片段可以从抗体噬菌体文库中分离。可选地，Fab'‑SH片段可以直接从大肠杆菌中回收并化

学偶联以形成F(ab)2片段(Carter等人,Bio/Technology,10:163‑167(1992))。根据另一种

方法，可以直接从重组宿主细胞培养物中分离F(ab')2片段。包含补救受体结合表位残基的

具有增加的体内半衰期的Fab和F(ab')2片段描述于美国专利号5,869,046。

[0185] 缀合抗体

[0186] 本文公开的抗体可以是结合至各种分子的缀合抗体，包括大分子物质如聚合物

(例如，聚乙二醇(PEG)、用PEG改性的聚乙烯亚胺(PEI)(PEI‑PEG)、聚谷氨酸(PGA)(N‑(2‑羟

丙基)甲基丙烯酰胺(HPMA)共聚物)、透明质酸、放射性物质(例如
90Y、131I)、荧光物质、发光

物质、半抗原、酶、金属螯合物和药物。

[0187] 在一些实施方案中，本文所述的抗体由部分修饰，所述部分改善其在循环中如在

血液、血清或其它组织中、包括脑中的稳定性和/或保留例如至少1 .5、2、5、10、15、20、25、

30、40或50倍。例如，本文所述的抗体可以结合(例如，缀合至)聚合物，例如实质上非抗原性

的聚合物，例如聚环氧烷或聚环氧乙烷。合适的聚合物在重量上将会有显著不同。可以使用

具有约200至约35,000道尔顿(或约1,000至约15,000和2,000至约12,500)的数均分子量的

聚合物。例如，本文所述的抗体可缀合至水溶性聚合物，例如亲水性聚乙烯聚合物，例如聚
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乙烯醇或聚乙烯吡咯烷酮。此类聚合物的实例包括聚环氧烷均聚物如聚乙二醇(PEG)或聚

丙二醇、聚氧乙烯化多元醇、其共聚物和其嵌段共聚物，条件是保持嵌段共聚物的水溶性。

另外的其它有用的聚合物包括聚氧化烯，例如聚氧乙烯、聚氧丙烯和聚氧乙烯和聚氧丙烯

的嵌段共聚物；聚甲基丙烯酸酯；卡波姆；和支链或非支链多糖。在一些实施方案中，本文所

述的抗体用改善其血‑脑屏障的穿透的部分修饰(例如在Pardridge,J  Cereb  Blood  Flow 

Metab  32(11):1959‑1972,2012中描述的那些)。示例性的血‑脑屏障穿透部分包括但不限

于1型葡萄糖转运蛋白(GLUT1)、1型阳离子氨基酸转运蛋白(CAT1)、1型单羧酸转运蛋白

(MCT1)、2型集中核苷转运蛋白(CNT2)、主动外排转运蛋白(AET)(例如，p‑糖蛋白，以及在

Pardridge,J  Cereb  Blood  Flow  Metab  32(11):1959‑1972,2012中描述的那些)，另外的

血‑脑屏障穿透部分是本领域已知的。

[0188] 上述缀合抗体可以通过对本文所述的抗体或其低分子量形式进行化学修饰来制

备。修饰抗体的方法是本领域众所周知的(例如，US  5,057,313和US  5,156,840)。

[0189] 抗ApoE抗体可以是全长(或全)抗体的形式，或抗ApoE抗体的低分子量形式(例如，

生物活性抗体片段或微型抗体)，例如Fab、Fab’、F(ab’)2、Fv、Fd、dAb、scFv和sc(Fv)2。本公

开涵盖的其它抗ApoE抗体包括含有单个可变链例如VH或VL或其生物活性片段的单域抗体

(sdAb)。参见，例如，Moller等人,J.Biol.Chem.,285(49):38348‑38361(2010)；Harmsen等

人,Appl.Microbiol.Biotechnol.,77(1):13‑22(2007)；U.S.2005/0079574和Davies等人

(1996)Protein  Eng.,9(6):531‑7。与全抗体一样，sdAb能够选择性地结合至特定抗原(例

如ApoE2、ApoE3、ApoE4或ApoEch)。sdAb的分子量仅为12‑15kDa，比普通抗体小得多，甚至比

Fab片段和单链可变片段还要小。

[0190] 在某些实施方案中，抗ApoE抗体或其抗原结合片段或其低分子量抗体特异性结合

至ApoE的HSPG/肝素结合结构域并在施用至患有以下一种或多种疾病的人类患者或动物模

型时降低症状的严重程度：痴呆和/或轻度认知损害(MCI)(例如与阿尔茨海默症、血管性痴

呆、路易体痴呆、额颞痴呆、帕金森病、亨廷顿病或神经退行性病变相关的那些)。在某些实

施方案中，抗ApoE抗体或其抗原结合片段或其低分子量抗体特异性结合至ApoE的HSPG/肝

素结合结构域并在施用至患有以下一种或多种疾病的人类患者或动物模型时降低症状的

严重程度：神经退行性疾病、脑血管疾病(例如中风、颈动脉狭窄、椎管狭窄或动脉瘤)、脑损

伤(例如外伤性脑损伤、获得性脑损伤)、视网膜变性、青光眼或视网膜损伤。可以根据本领

域已知的方法测量抗ApoE抗体或其低分子量抗体的这些特征。

[0191] 核酸、载体、宿主细胞

[0192] 本公开的特征还在于编码本文公开的抗体的核酸。本文提供编码本文所述抗ApoE

抗体的VH  CDR1、VH  CDR2和VH  CDR3的核酸。还提供编码本文所述抗ApoE抗体的VL  CDR1、VL 

CDR2和VL  CDR3的核酸。本文提供编码本文所述抗ApoE抗体的VH  CDR1、VH  CDR2、VH  CDR3、

VL  CDR1、VL  CDR2和VL  CDR3的核酸。还提供编码本文描述的抗ApoE抗体的重链可变区(VH)

的核酸，和/或编码本文描述的抗ApoE抗体的轻链可变区(VL)的核酸。在某些情况中，本文

提供编码本文所述抗ApoE抗体的VH和/或VL的核酸，分别与人重链恒定区和/或人轻链恒定

区连接。本文还提供编码本文描述的抗ApoE抗体的VH和VL二者的核酸。在一些情况中，本文

所述的核酸包括编码人抗体(例如，人IgGl、IgG2、IgG3或IgG4)的Fc区的核酸。在某些情况

中，核酸包括编码人抗体的Fc区的核酸，所述抗体已被修饰以降低或消除效应子功能(例
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如，人IgGl  Fc区中的N297Q或T299A取代(根据EU编号而编号))。在一些情况中，核酸包括编

码Fc部分的核酸，所述Fc部分是hIgG1  Fc、hIgG2  Fc、hIgG3  Fc、hIgG4  Fc、hIgG1agly  Fc、

hIgG2  SAAFc、hIgG4(S228P)Fc或hIgG4(S228P)/G1  agly  Fc。

[0193] 本文还公开了包含任何上述核酸的载体(例如表达载体)。

[0194] 此外，本公开涉及含有上述载体(一种或多种)或核酸(一种或多种)的宿主细胞

(例如细菌细胞、酵母细胞、昆虫细胞或哺乳动物细胞)。

[0195] 获得抗ApoE抗体的方法

[0196] 本文还提供制备用于本方法的抗ApoE抗体的方法。用于制备抗体例如单特异性、

多克隆或单克隆抗体的一般方法是本领域已知的。对于单克隆抗体，过程涉及从先前已用

感兴趣的抗原(例如，如本文所述的肽抗原)体内或体外免疫的哺乳动物(例如小鼠)的脾脏

获得分泌抗体的免疫细胞(淋巴细胞)。然后将分泌抗体的淋巴细胞与骨髓瘤细胞或能够在

细胞培养中无限复制的转化细胞融合，从而产生永生的、分泌免疫球蛋白的细胞系。培养产

生的融合细胞或杂交瘤，并筛选所得菌落以产生期望的单克隆抗体。克隆产生此类抗体的

菌落，并在体内或体外生长以产生大量的抗体。Kohler和Milstein,Nature  256:495(1975)

中记载了融合此类细胞的理论基础和实践方法的描述。

[0197] 哺乳动物淋巴细胞可以通过用肽抗原对动物(例如小鼠)进行体内免疫来免疫，所

述肽抗原例如与KLH‑CTEELRVRLASHLRK‑CONH2(SEQ  ID  NO:54)或KLH‑CTEELRVSLASHLRK‑

CONH2(SEQ  ID  NO:55)为至少80％、85％、90％或95％同一性的肽抗原，任选地例如多至

20％的残基具有一种或多种取代或缺失。例如，所述方法可以包括用包含与来自以下的至

少10个连续氨基酸为至少80％同一性的序列的肽对动物进行免疫：APOE的肝素结合结构

域，例如包含TEELRVRLASHLRK(SEQ  ID  NO:3)或TEELRVSLASHLRK(SEQ  ID  NO:2)的肽。根据

需要，以多至几周的间隔重复此类免疫以获得足够的抗体滴度。在最后一次抗原加强后，处

死动物，取出脾细胞。

[0198] 与哺乳动物骨髓瘤细胞或能够在细胞培养中无限复制的其它融合伴侣的融合是

通过已知技术，例如使用聚乙二醇(“PEG”)或其它融合剂(参见Milstein和Kohler ,

Eur.J.Immunol.6:511(1976)，其通过引用并入本文)实现的。选择该缺乏利用某些营养素

所必需的酶的、能够快速生长、并且具有良好的融合能力的永生细胞系，优选为鼠的，但也

可为源自其它哺乳动物物种的细胞，包括但不限于大鼠和人类。许多这样的细胞系是本领

域技术人员已知的，并且有规律地描述了其它细胞系。

[0199] 产生多克隆抗体的程序也是已知的。通常，可以通过将本发明的蛋白质或多肽皮

下施用于新西兰白兔来产生这种抗体，所述新西兰白兔首先取血以获得免疫前血清。例如，

可以在六个不同部位以100μl每部位的总体积注射抗原。各个注射材料将包含合成的表面

活性剂佐剂聚醚多元醇(pluronic  polyol)，或SDS‑聚丙烯酰胺凝胶电泳后含有蛋白质或

多肽的粉碎的丙烯酰胺凝胶。然后，在第一次注射后两周对兔子取血，并每六周定期用相同

的抗原加强三次。然后在每次加强后10天收集血清样品。然后通过使用相应的抗原以捕获

抗体的亲和色谱法从血清中回收多克隆抗体。最终，例如，用戊巴比妥150mg/Kg  IV安乐死

兔子。E.Harlow,等人,编辑,Antibodies:ALaboratory  Manual(1988)中公开了用于其它产

生多克隆抗体的该过程和其它过程。

[0200] 本文描述的方法包括产生嵌合抗体、人源化抗体、单链抗体、Fab片段、双特异性抗
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体、融合抗体、标记抗体或其中任何一种的类似物的步骤(一个或多个)的任何一步。相应的

方法对于本领域技术人员是已知的并且描述于例如Harlow和Lane"Antibodies ,

ALaboratory  Manual",CSH  Press,Cold  Spring  Harbor(1988)。当通过噬菌体展示技术获

得所述抗体的衍生物时，BIAcore系统中采用的表面等离子共振可用于提高结合至与本文

所述的抗体的任何一种的表位相同的表位的噬菌体抗体的效率 (Schier ,Human 

Antibodies  Hybridomas  7(1996) ,97‑105；Malmborg,J.Immunol.Methods  183(1995) ,7‑

13)。例如，在国际申请WO89/09622中描述嵌合抗体的产生。产生人源化抗体的方法描述于

例如欧洲申请EP‑A1  0  239  400和国际申请WO90/07861。根据本发明使用的其它抗体来源

是所谓的异种抗体。在小鼠中产生异种抗体例如人样抗体的一般原理描述于例如国际申请

WO91/10741、WO94/02602、WO96/34096和WO  96/33735。如上所述，本文所述的抗体除了完全

抗体外还可以多种形式存在；包括，例如，Fv、Fab和F(ab)2，以及单链；参见例如国际申请

WO88/09344。

[0201] 可以使用本领域已知的多种技术制备单克隆抗体，包括使用杂交瘤、重组、和噬菌

体展示技术、或其组合。例如，可以使用杂交瘤技术产生单克隆抗体，包括本领域已知的和

例如在Harlow等人,Antibodies:ALaboratory  Manual,Cold  Spring  Harbor  Laboratory 

Press ,第2版 .(1988)；Hammerling等人 ,in:Monoclonal  Antibodies  and  T‑Cell 

Hybridomas  Elsevier,N.Y.,563‑681(1981)中教导的那些，所述参考文献通过引用以其整

体并入。如本文所用的术语“单克隆抗体”不限于通过杂交瘤技术产生的抗体。术语“单克隆

抗体”是指源自包括任何真核、原核或噬菌体克隆的单个克隆的抗体，而不是产生它的方

法。因此，术语“单克隆抗体”不限于通过杂交瘤技术产生的抗体。

[0202] 在已知的杂交瘤方法(Kohler等人,Nature  256(1975) ,495)中，来自哺乳动物的

相对短寿命的或不永生的淋巴细胞，例如源自如本文所述的鼠受试者的B细胞，与永生肿瘤

细胞系(例如，骨髓瘤细胞系)融合，因此，产生杂交细胞或“杂交瘤”，它们是永生的并且能

够产生B细胞的基因编码的抗体。通过选择、稀释和再生长，将所得杂交物(hybrids)分离成

单个遗传株，各单个株包含用于形成单个抗体的特定基因。它们产生针对期望的抗原为均

质性(homogeneous)的抗体，根据它们的纯遗传世系，称为“单克隆”。

[0203] 将如此制备的杂交瘤细胞接种在合适的培养基中并生长，所述培养基含有一种或

多种抑制未融合的亲代骨髓瘤细胞的生长或存活的物质。本领域技术人员将理解用于杂交

瘤的形成、选择和生长的试剂、细胞系和培养基可从许多来源商购获得并且很好地建立了

标准化的方案。通常，测定其中生长杂交瘤细胞的培养基用于产生针对期望的抗原的单克

隆抗体。由杂交瘤细胞产生的单克隆抗体的结合特异性通过体外检验例如本文所述的免疫

沉淀、放射免疫测定(RIA)或酶联免疫吸附测定(ELISA)来确定。在识别产生期望的特异性、

亲和力和/或活性的抗体的杂交瘤细胞后，可以通过有限稀释过程对克隆进行亚克隆并通

过标准方法来生长；参见例如Goding ,Monoclonal  Antibodies:Principles  and 

Practice,Academic  Press,pp  59‑103(1986)。还将进一步理解，通过亚克隆来分泌的单克

隆抗体可以通过常规纯化过程例如如蛋白‑A、羟基磷灰石色谱法、凝胶电泳法、透析或亲和

色谱法而从培养基、腹水或血清分离。

[0204] 在另一实施方案中，可以通过显微操作来选择淋巴细胞并分离可变基因。例如，外

周血单核细胞可以从免疫的或天然免疫的哺乳动物例如人中分离，并在体外培养约7天。可
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以对培养物筛选满足筛选标准的特定免疫球蛋白。可以分离来自阳性孔的细胞。单个产生

Ig的B细胞可以通过FACS来分离或通过在补体介导的溶血斑块测定中识别它们。可以将产

生Ig的B细胞显微操作至管中，并且可以使用例如RT‑PCR扩增VH和VL基因。可将VH和VL基因

克隆至抗体表达载体中并转染至细胞(例如，真核或原核细胞)中进行表达。

[0205] 可选地，可以使用技术人员熟知的技术选择和培养产生抗体的细胞系。这些技术

描述于各种实验室手册和主要出版物。在这方面，适用于如下所述的发明的技术描述于

Current  Protocols  in  Immunology,Coligan等人,编辑,Green  Publishing  Associates 

and  Wiley‑Interscience,John  Wiley  and  Sons,New  York(1991)，通过引用以其整体包

括补充并入本文。

[0206] 例如上述那些等的抗体可以例如通过制备和表达编码所述氨基酸序列的合成基

因来制备。产生任何抗ApoE抗体的变体(例如，包含氨基酸取代)的方法是本领域公知的。这

些方法包括但不限于通过编码抗体或其任何部分(例如框架区、CDR、恒定区)的制备的DNA

分子的定点(或寡核苷酸介导的)诱变、PCR诱变和盒式诱变来制备。定点诱变是本领域众所

周知的(参见，例如，Carter等人,Nucl.Acids  Res.,13:4431‑4443(1985)和Kunkel等人,

Proc.Natl.Acad .Sci.USA,82:488(1987))。PCR诱变也适用于制备起始多肽的氨基酸序列

变体。参见Higuchi,在PCR  Protocols,第177‑183页(Academic  Press,1990)；和Vallette

等人,Nucl.Acids  Res.17:723‑733(1989)。另一种制备序列变体的方法，盒式诱变，是基于

Wells等人,Gene,34:315‑323(1985)描述的技术。

[0207] 抗体可以在细菌细胞或真核细胞中产生。一些抗体，例如Fab的，可以在细菌细胞

例如大肠杆菌细胞中产生。抗体也可以在真核细胞例如转化细胞系(例如CHO、293E、COS、

Hela)中产生。此外，抗体(例如，scFv的)可以在酵母细胞如毕赤酵母(Pichia)(参见，例如,

Powers等人,J  Immunol  Methods.251:123‑35(2001))、汉逊酵母(Hanseula)或酿酒酵母

(Saccharomyces)中表达。为了产生感兴趣的抗体或其抗原结合片段，构建编码抗体的多核

苷酸，将其引入表达载体，然后在合适的宿主细胞中表达。使用标准分子生物学技术制备重

组表达载体、转染宿主细胞、选择转化体、培养宿主细胞并回收抗体。

[0208] 如果抗体要在细菌细胞(例如大肠杆菌)中表达，则表达载体应具有允许载体在细

菌细胞中扩增的特征。此外，当使用诸如JM109、DH5α、HB101或XL1‑Blue等大肠杆菌作为宿

主时，载体必须具有启动子，例如lacZ启动子(Ward等人,341:544‑546(1989)、araB启动子

(Better等人,Science ,240:1041‑1043(1988))，或允许在大肠杆菌中有效表达的T7启动

子。此类载体的实例包括，例如，M13系列载体、pUC‑系列载体、pBR322、pBluescript、pCR‑

Script,pGEX‑5X‑1(Pharmacia) ,“QIAexpress  system”(QIAGEN) ,pEGFP和pET(当使用该表

达载体时，宿主优选为表达T7  RNA聚合酶的BL21)。表达载体可含有抗体分泌的信号序列。

为了产生至大肠杆菌的周质中，pelB信号序列(Lei等人,J.Bacteriol.,169:4379(1987))

可以用作抗体分泌的信号序列。对于细菌表达，可采用氯化钙法或电穿孔法将表达载体导

入细菌细胞。

[0209] 如果抗体要在动物细胞如CHO、COS和NIH3T3细胞中表达，则表达载体包括用于在

这些细胞中表达所必需的启动子，例如SV40启动子(Mulligan等人 ,Nature ,277:108

(1979))、MMLV‑LTR启动子、EF1α启动子(Mizushima等人 ,Nucleic  Acids  Res .,18:5322

(1990))或CMV启动子。除了编码免疫球蛋白或其结构域的核酸序列之外，重组表达载体可
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以携带附加的序列，例如调节载体在宿主细胞中的复制(例如，复制起点)和选择性标记基

因(marker  gene)的序列。选择性标记基因有助于选择已引入载体的宿主细胞(参见，例如

美国专利号4,399,216、4,634,665和5,179,017)。例如，通常选择性标记基因赋予已引入载

体的宿主细胞对药物例如G418、潮霉素或甲氨蝶呤的抗性。具有选择性标记的载体的实例

包括pMAM、pDR2、pBK‑RSV、pBK‑CMV、pOPRSV和pOP13。

[0210] 在一个实施方案中，抗体在哺乳动物细胞中产生。用于表达抗体的示例性哺乳动

物宿主细胞包括中国仓鼠卵巢(CHO细胞)(包括dhfr‑CHO细胞，描述于Urlaub和Chasin

(1980)Proc .Natl .Acad .Sci .USA  77:4216‑4220，与DHFR选择性标记一起使用，例如，如

Kaufman和Sharp(1982)Mol .Biol .159:601‑621)中所述，人胚胎肾293细胞(例如，293、

293E、293T)、COS细胞、NIH3T3细胞、淋巴细胞系，例如，NS0骨髓瘤细胞和SP2细胞，以及来自

转基因动物例如转基因哺乳动物的细胞。

[0211] 本公开的抗体可以从宿主细胞的内部或外部(例如培养基)分离并且纯化为基本

上纯的和均质性抗体。通常用于抗体纯化的分离和纯化方法可用于抗体的分离和纯化，不

限于任何特定的方法。可通过适当地选择和组合例如柱色谱、过滤、超滤、盐析、溶剂沉淀、

溶剂萃取、蒸馏、免疫沉淀、SDS‑聚丙烯酰胺凝胶电泳、等电聚焦、透析和重结晶来分离和纯

化抗体。色谱法包括，例如亲和色谱法、离子交换色谱法、疏水色谱法、凝胶过滤、反相色谱

法和吸附色谱法(Strategies  for  Protein  Purification  and  Characterization:

ALaboratory  Course  Manual .Ed  Daniel  R .Marshak等人 ,Cold  Spring  Harbor 

Laboratory  Press,1996)。色谱法可使用液相色谱法如HPLC和FPLC进行。用于亲和色谱法

的柱包括蛋白A柱和蛋白G柱。使用蛋白A柱的柱的实例包括Hyper  D、POROS和Sepharose  FF

(GE  Healthcare  Biosciences)。本发明还包括使用这些纯化方法高度纯化的抗体。

[0212] 抗体的特征

[0213] 本文所述的抗体的ApoE结合特性可以通过任何标准方法测定，例如以下方法中的

一种或多种： 表面等离子共振(SPR)、BIACORETM
分析、酶联免疫吸附测定

(ELISA)、EIA(酶免疫测定)、RIA(放射免疫测定)和荧光共振能量转移(FRET)。

[0214] 使用SPR的方法描述于，例如美国专利号5 ,641 ,640；Raether(1988)Surface 

Plasmons  Springer  Verlag；Sjolander  and  Urbaniczky(1991)Anal .Chem .63:2338‑

2345；Szabo等人(1995)Curr.Opin.Struct.Biol.5:699‑705和BIAcore  International  AB

提供的在线资源。来自SPR的信息可用于为生物分子与靶标的结合提供平衡解离常数(Kd)

和包括Kon和Koff的动力学参数的准确和定量测定。

[0215] 还可以通过使用BIACORE色谱技术(Pharmacia  BIAtechnology  Handbook ,"

E p i t o p e  M a p p i n g " ,第 6 .3 .2节 ,(1 9 9 4年 5月)；也参 见 J o h n e等人 (1 9 9 3)

J.Immunol.Methods,160:191‑198)评价不同抗体彼此竞争结合野生型ApoE或突突ApoE(例

如ApoEch)的能力。

[0216] 当采用酶免疫测定时，将含有抗体的样品，例如产生抗体的细胞的培养上清液或

纯化的抗体添加至抗原包被的板上。添加用例如碱性磷酸酶等酶标记的二抗，孵育平板，洗

涤后加入如对硝基苯磷酸等酶底物，测量吸光度，评价抗原结合活性。

[0217] 用于评价抗体的另外的通用指南，例如，免疫印迹和免疫沉淀测定，可以在

Antibodies:A  Laboratory  Manual,ed.by  Harlow  and  Lane,Cold  Spring  Harbor  press
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(1988))中找到。

[0218] 突变ApoE蛋白、肽及其融合蛋白

[0219] 本公开提供与野生型ApoE蛋白相比，在HSPG结合结构域中的一个或多个位置处含

有氨基酸取代的突变ApoE蛋白或其片段。在一些实施方案中，突变ApoE蛋白或其片段在位

置136处包含除精氨酸之外的氨基酸。在一些实施方案中，突变ApoE蛋白或其片段在位置

136处包含丝氨酸、组氨酸或半胱氨酸。还提供编码突变ApoE蛋白或其片段的核酸(例如，

DNA或RNA)序列，以及包含所述核酸序列的载体。突变ApoE蛋白或其片段、编码此类蛋白或

片段的核酸、以及包含核酸序列的载体可用于治疗或预防与痴呆或轻度认知损害(MCI)相

关的病症(例如阿尔茨海默症、血管性痴呆、路易体痴呆、额颞痴呆、帕金森病或亨廷顿病)、

神经退行性疾病、脑血管疾病、脑损伤、视网膜变性或视网膜损伤。

[0220] 在一些实施方案中，突变ApoE蛋白是ApoEch蛋白(例如ApoE2ch、ApoE3ch或

ApoE4ch蛋白)。此处还考虑包括氨基酸位置136的ApoEch蛋白的片段。全长ApoE3ch蛋白的

示例性序列如下所示。从精氨酸至丝氨酸的突变用粗体和双下划线标出。

[0221]

[0222] 在一些实施方案中，本文公开的方法允许突变ApoE蛋白或其片段穿过血‑脑屏障。

可以使用纳米载体递送突变ApoE蛋白或其片段，包括但不限于聚合物纳米颗粒、基于脂质

的纳米颗粒、脂质体、胶束、树枝状分子(dendrimer)、表达蛋白质的人细胞、和纳米管(参

见，Dominguez等人J  Nanosci  nanotechnol.14(1):766‑79,2014)。在一些实施方案中，突

变ApoE蛋白或其片段通过颈动脉内或经粘膜递送(例如颈动脉内输注高渗溶液(阿拉伯糖

或甘露醇)；参见，Sanchez‑Covarrubias等人,Curr  Pharm  Des.20(10):1422‑49,2014和

Miyake等人,World  J  Otorhinolaryngol  Head  Neck  Surg.1(1):11‑16,2015)、或通过使

用氯毒素(参见，McCall等人,Tissue  Barriers  2(4):e944449,2014)鼻内递送。低温技术、

受体介导的转运、细胞穿透肽和细胞介导的递送也可用于促进ApoE3ch蛋白穿过血‑脑屏障

(参见，Pandey等人,Tissue  Barriers  4(1):e1129476,2016)。例如，免疫细胞和干细胞(例

如，神经干细胞、诱导性多能细胞和间充质干细胞)可用于携带治疗载荷(payload)跨过

BBB。负载纳米颗粒的间充质干细胞可用于此目的(参见例如，Roger等人Biomaterials  31:

8393‑401,2010)。也可以使用基因修饰的干细胞(例如基因修饰的间充质干细胞)(参见例

如Ebrahimi和Lalvand  Hygeia.J.D.Med.第5卷(1):90‑104,2013)。也可以使用化学药物递

送系统(CDDS)，例如在He等人,Cells,7(4):24,2018中描述的那些。运输蛋白跨过血‑脑屏

障的其它方法是本领域已知的。

[0223] 本文考虑了编码突变ApoE蛋白 (例如，任何本文所述的突变ApoE蛋白，例如

ApoEch)或其片段的核酸(例如，DNA或mRNA)。在一些实施方案中，可以修饰编码ApoEch蛋白

的mRNA以增加稳定性(例如在Zangi等人,Nat  Biotechnol.31(10):898‑907,2013中描述的

并且由Moderna ,Inc .开发的那些；以及在Alberer  et  al .,Lancet  390(10101):1511‑
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1520,2017中描述的并且由Curevac和BioNTech开发的那些)。

[0224] 本文考虑了含有编码突变ApoE或其片段的DNA序列的病毒载体。编码全长ApoE3ch

蛋白(包括信号肽区)的示例性cDNA序列如下所示。从胞嘧啶至腺嘌呤的突变用粗体和双下

划线标出。

[0225]

[0226] 合适的载体是本领域已知的。在一些实施方案中，病毒载体是AAV载体(例如在

Rosenberg等人,Hum  Gene  Ther  Clin  Dev  29(1):24‑47,2018中描述的那些)。还包括编码

包含在R136位置处除了R136S以外的突变的ApoE蛋白的cDNA序列。在一些实施方案中，突变

是R136H或R136C。

[0227] 肽和融合蛋白

[0228] 在一些实施方案中，本文提供的是包含野生型或突变ApoE(例如，本文所述的任何

突变ApoE蛋白)的HSPG/肝素结合结构域或由其组成的肽。在一些情况中，本文提供的肽的

氨基酸序列包含选自由以下组成的组的序列或由其组成：

STEELRVRLASHLRKLRKRLLRDADDLQK(SEQ  ID  NO:57)、STEELRVSLASHLRKLRKRLLRDADDLQK(SEQ 

I D  N O : 5 8) 、R L V Q Y R G E V Q A M L G Q S T E E L R V R L A S H L R K L (S E Q  I D  N O : 5 9) 和

RLVQYRGEVQAMLGQSTEELRVSLASHLRKL(SEQ  ID  NO:60)。也可以使用与这些序列为至少80％、

85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％以上的序列同一性的变体。还公开了包含以上提供

的肽的融合蛋白。在一些实施方案中，融合蛋白还包括人抗体(例如，人IgGl、IgG2、IgG3或

IgG4)的Fc区。在一些情况中，融合蛋白在野生型或突变ApoE的HSPG/肝素结合结构域的C末

端处包含人抗体的Fc区。在一些情况中，融合蛋白在野生型或突变ApoE的HSPG/肝素结合结

构域的N末端处包含人抗体的Fc区。

[0229] 在一些情况中，本文提供的肽和融合蛋白与野生型ApoE蛋白竞争结合HSPG/肝素。

在一些情况中，本文提供的肽和融合蛋白降低或调节野生型ApoE蛋白与HSPG/肝素之间的

结合。在某些实施方案中，本文提供的肽和融合蛋白抑制和/或降低野生型ApoE蛋白的

HSPG/肝素结合，并在施用至患有以下的一种或多种的人类患者或以下的动物模型时降低

症状的严重程度：与痴呆或轻度认知损害(MCI)相关的病症(例如阿尔茨海默症、血管性痴
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呆、路易体痴呆、额颞痴呆、帕金森病、亨廷顿病)、神经退行性疾病、脑血管疾病、脑损伤、视

网膜变性或视网膜损伤。可以根据本领域已知的方法测定本文提供的肽和融合蛋白的这些

特征。

[0230] 本文还提供抗ApoE疫苗，其可用于引发针对ApoE的保护性免疫应答。在一些实施

方案中，抗ApoE疫苗包括一种或多种的本文提供的ApoE肽(例如，和药学上可接受的佐剂。

药学上可接受的佐剂是本领域已知的。

[0231] 药物组合物和施用方法

[0232] 本文描述的方法包括使用包含任何本文所述的抗体、肽或融合蛋白作为活性成分

的药物组合物。

[0233] 药物组合物通常包括药学上可接受的载体。如本文所用，语言“药学上可接受的载

体”包括与药物施用相容的盐水、溶剂、分散介质、包衣、抗菌剂和抗真菌剂、等渗剂和吸收

延迟剂等。

[0234] 药物组合物通常被配制成与其预期的施用途径相容。施用途径的实例包括肠胃

外，例如颅内、鼻内、颈动脉内、静脉内、皮内、皮下、口服(例如吸入)和经粘膜。

[0235] 配制合适的药物组合物的方法是本领域已知的，参见例如Remington:The 

Science  and  Practice  of  Pharmacy ,第21版 ,2005；以及在系列Drugs  and  the 

Pharmaceutical  Sciences:a  Series  ofTextbooks  and  Monographs(Dekker,NY)中的书

籍。例如，用于肠胃外、皮内或皮下施用的溶液或悬浮液可包括以下组分：无菌稀释剂，例如

注射用水、盐水溶液、不挥发油、聚乙二醇、甘油、丙二醇或其它合成溶剂；抗菌剂，如苯甲醇

或尼泊金甲酯；抗氧化剂，例如抗坏血酸或亚硫酸氢钠；螯合剂，例如乙二胺四乙酸；缓冲

液，例如醋酸盐、柠檬酸盐或磷酸盐，以及用于调节张力的试剂，例如氯化钠或葡萄糖。可以

用酸或碱调节pH，例如盐酸或氢氧化钠。肠胃外制剂可以封装在安瓿、一次性注射器或玻璃

或塑料制成的多剂量小瓶中。

[0236] 适用于注射用途的药物组合物可包括无菌水溶液(其是水溶性的)或分散液和用

于临时制备无菌注射溶液或分散液的无菌粉末。对于静脉施用，合适的载体包括生理盐水、

抑菌水、Cremophor  ELTM(BASF,Parsippany,NJ)或磷酸盐缓冲盐水(PBS)。在所有情况中，组

合物必须是无菌的并且应该以容易注射的程度的流体存在。它在制造和贮存条件下应该是

稳定的，并且必须防止微生物如细菌和真菌的污染作用。载体可以是含有例如水、乙醇、多

元醇(例如甘油、丙二醇和液体聚乙二醇等)及其合适混合物的溶剂或分散介质。适当的流

动性可以例如通过使用诸如卵磷脂的涂层、在分散的情况下通过保持所需的粒径、以及通

过使用表面活性剂来保持。可以通过各种抗菌剂和抗真菌剂，例如尼泊金酯类(parabens)、

氯丁醇、苯酚、抗坏血酸、和硫柳汞等来防止微生物的作用。在许多情况中，优选在组合物中

包括等渗剂，例如糖类、多元醇类如甘露醇、山梨糖醇、氯化钠。可注射组合物的延长吸收可

以通过在组合物中包含延迟吸收的试剂来实现，例如单硬脂酸铝和明胶。

[0237] 无菌注射溶液可以通过将所需量的活性化合物混入上述列举的一种成分或多种

成分的组合适当的溶剂中，根据需要，然后过滤除菌来制备。一般来说，通过将活性化合物

混入无菌载体中来制备分散体，所述无菌载体含有基本分散介质和来自上述列举的那些的

所需的其它成分。在用于制备无菌注射溶液的无菌粉末的情况中，优选的制备方法是真空

干燥和冷冻干燥，其产生活性成分加上来自其先前无菌过滤的溶液的任何附加的期望的成
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分的粉末。

[0238] 口服组合物通常包括惰性稀释剂或可食用载体。为了口服治疗施用的目的，活性

化合物可以与赋形剂混合并以片剂、锭剂或胶囊剂如明胶胶囊的形式使用。还可以使用流

体载体制备口腔组合物以用作漱口水。药学上相容的粘合剂和/或佐剂材料可以作为组合

物的一部分包括在内。片剂、丸剂、胶囊剂、锭剂等可含有以下任何成分或类似性质的化合

物：粘合剂，例如微晶纤维素、黄蓍胶或明胶；赋形剂，例如淀粉或乳糖，崩解剂，例如海藻

酸、Primogel、玉米淀粉；润滑剂，例如硬脂酸镁或Sterotes；助流剂，例如胶态二氧化硅；甜

味剂，例如蔗糖或糖精；或调味剂，例如胡椒薄荷、水杨酸甲酯或橙味调味剂。

[0239] 对于通过吸入施用，化合物可以以气溶胶喷雾的形式从含有合适喷射剂如气体如

二氧化碳的加压容器或分配器、或雾化器递送。此类方法包括美国专利号6,468,798中描述

的那些。

[0240] 如本文所述的治疗性化合物的全身施用也可以通过经粘膜来进行。对于经粘膜施

用，在制剂中使用适合待渗透的屏障的渗透剂。此类渗透剂通常是本领域中已知的，并且包

括例如洗涤剂、胆汁盐和夫西地酸衍生物。经粘膜施用可以通过使用鼻喷雾剂或栓剂或注

射剂来实现。

[0241] 在一个实施方案中，用将保护治疗化合物免于从体内快速消除的载体制备活性化

合物，例如控释制剂，包括植入物和微封装的递送系统。可以使用可生物降解的生物相容性

聚合物，例如乙烯醋酸乙烯酯、聚酐类、聚乙醇酸、胶原、聚原酸酯和聚乳酸。此类制剂可使

用标准技术类制备，或例如从Alza  Corporation和Nova  Pharmaceuticals,Inc.商购获得。

脂质体悬浮液(包括靶向具有针对细胞抗原的单克隆抗体的选定细胞的脂质体)也可用作

药学上可接受的载体。这些可以根据本领域技术人员已知的方法制备，例如，如美国专利号

4,522,811中所述。

[0242] 药物组合物可与施用说明一起包含在容器、包装或分配器中。

[0243] APOE的CRISPR/Cas9介导的基因编辑

[0244] 本文包括通过使用基因组编辑系统编辑APOE基因以用于治疗或预防以下的方法：

与痴呆和/或轻度认知损害(MCI)相关的病症(例如阿尔茨海默症、血管性痴呆、路易体痴

呆、额颞痴呆、帕金森病或亨廷顿病)、神经退行性疾病、脑血管疾病、脑损伤、视网膜变性或

视网膜损伤。通常，该方法包括向需要此类治疗的受试者、或已确定需要此类治疗的受试者

施用治疗有效量的如本文所述的基因组编辑系统。术语“基因组编辑系统”是指具有RNA指

导的DNA编辑活性的任何系统。本公开的基因组编辑系统包括至少两种改编自天然存在的

CRISPR系统的组分：gRNA和RNA指导的核酸酶。这两种组分形成复合物，该复合物能够与细

胞中的特定核酸序列结合并例如通过产生一个或多个单链断裂(SSB或切口)、双链断裂

(DSB)和/或碱基置换来编辑核酸序列中或周围的DNA。基因组编辑系统的完整描述参见例

如WO2018/026976。在某些方面中，本公开提供编码CRISPR/Cas9基因组编辑系统的AAV载

体，以及此类载体在治疗或预防如本文所述的病症中的用途。

[0245] RNA指导的核酸酶/Cas9

[0246] 各种RNA指导的核酸酶可用于本方法中，例如，如WO  2018/026976中所述。在一些

实施方案中，用于本方法的RNA指导的核酸酶和组合物是金黄色葡萄球菌(S.aureus)Cas9

或化脓性链球菌(S.pyogenes)cas9。本公开的示例性Cas9蛋白可为分离的或源自任何物
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种，包括但不限于细菌或古细菌。在本公开的一些实施方案中，修饰Cas9序列以在Cas9蛋白

的C末端和N末端处包括两个核定位序列(NLS)(例如PKKKRKV(SEQ  ID  NO:61)，以及小聚腺

苷酸化(mini‑polyadenylation)信号(或Poly‑A序列)。示例性NLS是SV40大T抗原NLS

(PKKKRRV(SEQ  ID  NO:62))和核质蛋白NLS(KRPAATKKAGQAKKKK(SEQ  ID  NO:63))。其它NLS

是本领域已知的；参见，例如，Cokol等人 ,EMBO  Rep .2000年11月15日；1(5):411‑415；

Freitas和Cunha ,Curr  Genomics.2009年12月；10(8):550‑557。示例性的聚腺苷酸化信号

是

[0247] TAGCAATAAAGGATCGTTTATTTTCATTGGAAGCGTGTGTTGGTTTTTTGATCAGGCGCG(SEQ  ID 

NO:64)。在一些实施方案中，RNA指导的核酸酶是核酸酶死亡的Cas蛋白(例如，dCas9)。

[0248] 指导RNA

[0249] 本文提供设计成靶向野生型ApoE的HSPG结合结构域中的一个或多个位点的指导

RNA(gRNA)。在一些实施方案中，gRNA设计成在野生型ApoE中引入导致氨基酸位置136处的

突变的突变。在一些实施方案中，本文提供的指导RNA设计成在野生型APOE基因(例如

APOE2、APOE3或APOE4)中引入R136S突变，其中示例性指导RNA可以在表5中找到。在一些实

施方案中，还提供了用于修复双链断裂和引入R136S突变的模板。示例性模板序列如下：

[0250]

[0251] 其中消除PAM基序的沉默突变用双下划线标出，对应于R136S突变的密码子用粗体

标出，产生SacI位点以从接收模板的克隆中切割PCR产物的沉默突变用斜体标出。

[0252] 在一些实施方案中，本文提供的指导RNA设计成靶向野生型APOE基因的或存在于

受试者中的变体的外显子3(氨基酸1‑61)(因此该方法可以包括确定受试者中APOE基因的

序列，并使用该序列来确定用于靶向该受试者中的外显子3的合适的指导RNA的序列)。在一

些实施方案中，通过非同源末端连接(NHEJ)的双链断裂修复引起导致ApoE敲除的短插入或

缺失。用于ApoE敲除的示例性指导RNA序列示于表6。

[0253] 碱基编辑

[0254] 在一些实施方案中，使用碱基编辑技术(例如在Rees和Liu ,Nature  Reviews 

Genetics  19,770‑788,2018；Komor等人,Nature  533,420‑424中描述的那些)编辑APOE基

因。在一些实施方案中，使用碱基编辑设计指导RNA以在野生型APOE基因(例如APOE2、APOE3

或APOE4)中引入R136H突变，其中示例性指导RNA可以在表6中找到。将C/G转换为A/T的碱基

编辑器和将A/T转换为G/C的腺嘌呤碱基编辑器可用于引入点突变。示例性碱基编辑器包括

在Komor等人,Nature  533,420‑424和Gaudelli等人,Nature  551,464‑471)中描述的那些。

[0255] AAV递送系统

[0256] 方法包括将包括Cas9核酸酶和一种或两种指导RNA的CRISPR/Cas9基因组编辑系

统递送至有需要的受试者。递送方法可包括例如病毒递送，例如优选使用包含编码Cas9和

指导RNA(一种或多种)的序列的腺相关病毒(AAV)载体。腺相关病毒是一种天然存在的缺陷

病毒，需要另一种病毒如腺病毒或疱疹病毒作为辅助病毒，以实现高效复制和生产性生命

周期。(综述参见Muzyczka等人 ,Curr .Topics  in  Micro  and  Immunol .158:97‑129

(1992))。AAV载体可有效转导各种细胞类型，并可在体内产生长期表达的转基因。AAV载体
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已广泛用于基因增强或替代，并在一系列动物模型以及临床中显示治疗效果；参见，例如，

Mingozzi和High,Nature  Reviews  Genetics  12,341‑355(2011)；Deyle和Russell,Curr 

Opin  Mol  Ther.2009年8月；11(4):442‑447；Asokan等人 ,Mol  Ther.2012年4月；20(4):

699‑708。可以包装含有少至300个AAV碱基对的AAV载体，并可以产生重组蛋白表达。例如，

AAV2、AAV5、AAV2/5、AAV2/8和AAV2/7载体已被用于将DNA引入光感受细胞(参见，例如，Pang

等人 ,Vision  Research  2008 ,48(3):377‑385；Khani等人 ,Invest  Ophthalmol  Vis 

Sci.2007年9月；48(9):3954‑61；Allocca等人,J.Virol.2007  81(20):11372‑11380)。在一

些实施方案中，AAV载体可以包括在PCT/US2014/060163中描述的AAV衣壳多肽(或包括编码

在PCT/US2014/060163中描述的AAV衣壳多肽的序列)；例如，包含AAV衣壳多肽的病毒颗粒，

所述AAV衣壳多肽具有选自由PCT/US2014/060163的SEQ  ID  NO:1、3、5、7、9、11、13、15和17

组成的组的氨基酸序列，以及如本文所述的Cas9序列和指导RNA序列。在一些实施方案中，

AAV衣壳多肽是Anc80多肽，例如Anc80L27；Anc80L59；Anc80L60；Anc80L62；Anc80L65；

Anc80L33；Anc80L36；或Anc80L44。在一些实施方案中，AAV混入源自AAV2血清型的反向末端

重复(ITR)。示例性的左和右ITR示于WO  2018/026976的表6中。然而，应注意的是，AAV2  ITR

的许多修饰形式用于该领域，并且下文中显示的ITR序列是示例性的，而不旨在进行限制。

这些序列的修饰是本领域已知的，或者对技术人员来说是显而易见的，因此包括在本公开

的范围内。

[0257] Cas9表达由本领域已知的启动子驱动。在一些实施方案中，表达由三种启动子之

一驱动：巨细胞病毒(CMV)、延伸因子‑1(EFS)或人g‑蛋白受体偶联激酶‑1(hGRK1)，其在视

网膜光感受细胞中特异性表达。这些启动子各自的核苷酸序列提供于WO  2018/026976的表

5。在某些应用中，这些序列的修饰是可能的或合乎需要的，并且此类修饰在本公开的范围

内。

[0258] AAV载体中gRNA的表达由本领域已知的启动子驱动。在一些实施方案中，聚合酶

III启动子，例如人U6启动子。示例性U6启动子序列如下所示：

[0259]

[0260] 在一些实施方案中，核酸或AAV载体与上述列举的核酸或AAV载体之一分享至少

80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％以上的序列同一性。

[0261] 可以将上述AAV基因组包装至AAV衣壳(例如，AAV5衣壳)，该衣壳可以包含在组合

物(例如药物组合物)中和/或施用至受试者。包含根据本公开的AAV衣壳的示例性药物组合

物可以包括药学上可接受的载体，例如平衡盐水溶液(BSS)和一种或多种表面活性剂(例

如，Tween  20)和/或热敏或反向热敏聚合物(reverse‑thermosensitive  polymer)(例如，

普朗尼克)。本领域已知的其它药物制剂成分也可适用于本文所述的组合物。

[0262] 包含根据本公开的AAV载体的组合物可以通过任何合适的方式施用至受试者，包
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括但不限于注射(例如，颅内注射)和鼻内递送。考虑到注射装置内的死体积和可以安全施

用的相对有限的体积，除了其它之外，选择组合物中AAV载体的浓度，以确保向受试者的大

脑施用足够的AAV剂量。合适的剂量可以包括例如1x1011个病毒基因组(vg)/mL、2x1011个病

毒基因组(vg)/mL、3xl011个病毒基因组(vg)/mL、4x1011个病毒基因组(vg)/mL、5x1011个病

毒基因组(vg)/mL、6x1011个病毒基因组(vg)/mL、7x1011个病毒基因组(vg)/mL、8xl011个病

毒基因组(vg)/mL、9x1011个病毒基因组(vg)/mL、1x1012vg/mL、2xl012个病毒基因组(vg)/

mL、3xl012个病毒基因组(vg)/mL、4xl012个病毒基因组(vg)/mL、5xl012个病毒基因组(vg)/

mL、6xl012个病毒基因组(vg)/mL、7xl012个病毒基因组(vg)/mL、8xl012个病毒基因组(vg)/

mL、9xl012个病毒基因组(vg)/mL、lx1013vg/mL、2xl013个病毒基因组(vg)/mL、3xl013个病毒

基因组(vg)/mL、4xl013个病毒基因组(vg)/mL、5xl013个病毒基因组(vg)/mL、6xl013个病毒

基因组(vg)/mL、7xl013个病毒基因组(vg)/mL、8xl013个病毒基因组(vg)/mL或9xl013个病毒

基因组(vg)/mL。可以将任何合适体积的组合物递送至视网膜下或耳蜗空间。在一些情况

中，选择体积以在视网膜下空间形成泡(bleb)，例如1微升、10微升、50微升、100微升、150微

升、200微升、250微升、300微升等。

[0263] 外植体对于研究病毒转导后gRNA和/或Cas9的表达、以及对于在相对较短的时间

间隔内研究基因组编辑特别有用。这些模型还允许比动物模型中可能的更高的通量，并且

可以预测动物模型和受试者中的表达和基因组编辑。小型(小鼠、大鼠)和大型动物模型(例

如兔、猪、非人灵长类动物)可用于药理学和/或毒理学研究、以及用于在近似于将在临床中

使用的那些的条件和体积下测试本公开的系统、核苷酸、载体和组合物。由于选择模型系统

来概括人解剖学和/或生理学的相关方面，所以在这些系统中获得的数据通常(尽管不一

定)将预测根据本公开的AAV载体和组合物在人和动物受试者中的行为。

[0264] 筛选方法(试验化合物)

[0265] 本文包括用于筛选试验化合物如多肽、多核苷酸、无机或有机大分子或小分子试

验化合物以识别用于治疗或预防以下的试剂的方法：与痴呆和/或轻度认知损害相关的病

症(例如，阿尔茨海默症、血管性痴呆、路易体痴呆、额颞痴呆、帕金森病或亨廷顿病)、神经

退行性疾病、脑血管疾病、脑损伤、视网膜变性或视网膜损伤。在一些实施方案中，试验化合

物调节ApoE蛋白(例如野生型ApoE蛋白)的HSPG/肝素结合特性。在一些实施方案中，试验化

合物降低ApoE蛋白(例如野生型ApoE蛋白)的HSPG/肝素结合特性。

[0266] 如本文所用，“小分子”是指分子量低于约3 ,000道尔顿的有机或无机小分子。通

常，可用于本发明的小分子具有小于3,000道尔顿(Da)的分子量。小分子可以是例如至少约

100Da至约3,000Da(例如，在约100至约3,000Da、约100至约2500Da、约100至约2,000Da、约

100至约1 ,750Da、约100至约1 ,500Da、约100至约1 ,250Da、约100至约1 ,000Da、约100至约

750Da、约100至约500Da、约200至约1500、约500至约1000、约300至约1000Da或约100至约

250Da之间)。

[0267] 试验化合物可以是例如天然产物或组合化学文库的成员。应使用不同分子的组来

覆盖各种功能，例如电荷、芳香性、氢键、柔性、大小、侧链的长度、疏水性和刚性。适用于合

成小分子的组合技术是本领域已知的，例如，如Obrecht和Villalgordo,Solid‑Supported 

Combinatorial  and  Parallel  Synthesis  of  Small‑Molecular‑Weight  Compound 

Libraries,Pergamon‑Elsevier  Science  Limited(1998)所示例，并且包括那些例如“分离
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和合并”或“平行”合成技术、固相和液相技术、以及编码技术(参见，例如，Czarnik ,

Curr.Opin.Chem.Bio.1:60‑6(1997))。此外，许多小分子文库是可商购获得的。许多合适的

小分子试验化合物列于美国专利号6,503,713中，通过引用以其整体并入本文。

[0268] 使用本发明的方法筛选的文库可以包含多种类型的试验化合物。给定的文库可以

包含结构相关或不相关的试验化合物的组。在一些实施方案中，试验化合物是肽或肽模拟

物分子。在一些实施方案中，试验化合物是核酸。

[0269] 在一些实施方案中，例如使用本领域已知的方法或本文描述的方法，并将结构与

所得生物活性相关联，例如进行结构‑活性关系研究，可以通过系统地改变第一试验化合物

例如在结构上类似于靶多肽的已知天然结合伴侣的第一试验化合物、或识别为能够结合靶

多肽的第一小分子的结构来获得试验化合物及其文库。本领域技术人员将理解，有各种用

于产生这种结构‑活性关系的标准方法。因此，在一些情况中，工作可能主要是经验性的，而

在其它情况种，内源性多肽或其部分的三维结构可用作合理设计一种或多种小分子化合物

的起点。例如，在一个实施方案中，例如使用本文所述的方法筛选小分子的通用文库。

[0270] 在一些实施方案中，将试验化合物应用于试验样品，例如，含有一种或多种ApoE蛋

白的样品，以及评价试验化合物的一种或多种作用(例如，ApoE蛋白(一种或多种)的HSPG/

肝素结合亲和力)。例如使用如本文所述的肝素琼脂糖凝胶柱或特异性识别ApoE的HSPG结

合结构域的抗体可以评价试验化合物修饰ApoE蛋白(一种或多种)的HSPG/肝素结合亲和力

的能力。在一些实施方案中，用于筛选如本文所述的试验化合物的方法包括评价试验化合

物修饰(例如抑制或降低)如本文所述的结合野生型或突变ApoE的一个或多个HSPG结合位

点或一个或多个HSPG结合的变构调节位点的抗体的结合的能力。在一些实施方案中，试验

化合物与如本文所述的抗体竞争ApoE结合。

[0271] 在一些实施方案中，试验样品是本文所述病症的体内模型或源自(例如，取自)本

文所述病症的体内模型。例如，可以使用动物模型，例如啮齿动物如大鼠。

[0272] 已经通过本文所述的方法筛选并确定降低或修饰ApoE和HSPG/肝素结合的试验化

合物可以被认为是候选化合物。已在例如病症的体内模型中筛选的，所述病症例如痴呆和/

或轻度认知损害(例如与阿尔茨海默症、血管性痴呆、路易体痴呆、额颞痴呆、帕金森病或亨

廷顿氏病相关的那些)、神经退行性疾病、脑血管疾病、脑损伤、视网膜变性或视网膜损伤，

并且确定对病症、例如对病症的一种或多种症状具有期望的效果的候选化合物，可以被认

为是候选治疗剂。一旦在临床环境中筛选，候选治疗剂为治疗剂。候选化合物、候选治疗剂

和治疗剂可以任选地优化和/或衍生化，并与生理学上可接受的赋形剂一起配制以形成药

物组合物。

[0273] 因此，可以例如使用合理设计选择和系统地改变在第一次筛选中识别为“命中

(hit)”的试验化合物(例如，具有对病症期望的效果的试验化合物)，以优化结合亲和力

(affinity)、亲合力(avidity)、特异性或其它参数。也可以使用本文所述的方法筛选此类

优化。因此，在一个实施方案中，本发明包括使用本领域已知的和/或本文所述的方法筛选

化合物的第一文库，识别该文库中的一个或多个命中，对这些命中进行系统地结构改变以

产生结构上与命中相关的化合物的第二文库，并使用本文所述的方法筛选第二文库。

[0274] 识别为命中的试验化合物可以被认为是候选治疗化合物，可用于治疗、预防或延

迟如本文所述的与痴呆和/或轻度认知损害相关的病症例如阿尔茨海默症、血管性痴呆、路
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易体痴呆、额颞痴呆、帕金森病或亨廷顿病的发展和进展，并可用于治疗、预防或延迟神经

退行性疾病、脑血管疾病、脑损伤、视网膜变性或视网膜损伤的发展或进展。可用于确定“命

中”的结构的各种技术可用于本文所述的方法中，例如NMR、质谱法、装配有电子捕获检测器

的气相色谱法、荧光和吸收光谱法。因此，本发明还包括通过本文所述的方法识别为“命中”

的化合物，以及它们的施用方法和用于治疗、预防或延迟本文所述的病症的发展或进展的

方法。

[0275] 识别为候选治疗化合物的试验化合物可以通过施用至与如本文所述的任何病症

相关的病症的动物模型来进一步筛选。可以监测动物的病症的变化，例如病症的参数的改

善，例如与临床结果相关的参数。

[0276] 治疗方法

[0277] 本文所述的方法包括用于治疗、预防或延迟与痴呆和/或轻度认知损害相关的病

症、神经退行性疾病、脑血管疾病、脑损伤、视网膜变性或视网膜损伤的发展或进展的方法。

在一些实施方案中，与痴呆和/或轻度认知损害相关的病症是阿尔茨海默症、血管性痴呆、

路易体痴呆、额颞痴呆、帕金森病或亨廷顿病。神经退行性疾病的其它非限制性实例包括朊

病毒病、运动神经元病和肌萎缩侧索硬化(ALS)。脑血管疾病的非限制性实例包括中风、颈

动脉狭窄、椎管狭窄和动脉瘤。脑损伤的非限制性实例包括外伤性脑损伤和获得性脑损伤。

视网膜变性，例如青光眼、年龄相关性黄斑变性，可涉及淀粉样蛋白β和神经原纤维缠结毒

性，在视网膜变性和神经退行性(例如阿尔茨海默症)之间建立联系(参见，例如McKinnon,

Frontiers  in  Bioscience  8,s1140‑1156,2003；Johnson等人PNAS  99(18)11830‑11835,

2002；和Sivak,Investigative  Ophthalmology&Visual  Science,54(1)871‑880,2013)。因

此，用于神经退行性病变的治疗可用于治疗视网膜或视神经变性。

[0278] 所述方法包括向需要或已确定需要此类治疗的受试者施用治疗有效量的如本文

所述的任何抗体、肽、融合蛋白或基因组编辑系统。

[0279] 本文所述的方法也可用于处于发展本文所述的任何病症的风险的受试者。处于发

展阿尔茨海默症的风险的受试者可包括为APOE4等位基因纯合或杂合的受试者、常染色体

显性阿尔茨海默症致病突变(例如淀粉样蛋白β前体(APP)基因、PSEN1基因或PSEN2基因突

变)的携带者，三体21(例如，其认知损害仅是发展性的受试者)。处于发展阿尔茨海默症的

风险的受试者还可包括具有与增加的发展疾病的风险相关的多基因风险评分的受试者，以

及具有阿尔茨海默症的脑成像或其它生物标志物(例如体液中的生物标志物)证据的受试

者。用于预防或延迟本文所述的病症的发展的方法也可用于未处于发展上述病症的风险的

受试者，例如50岁以上(例如55岁、60岁、65岁、70岁、75岁、80岁、85岁、90岁或95岁以上)的

受试者。

[0280] 在本上下文中使用时，“治疗”是指改善与本文所述的病症相关的病症的至少一种

症状。通常，阿尔茨海默症导致原纤维形成、淀粉样蛋白聚集和认知能力下降；因此，治疗可

导致脑中原纤维形成和/或淀粉样蛋白聚集的减少、缠结的tau蛋白形成减少、脑代谢改善、

神经认知功能和/或认知能力改善。

[0281] 实施例

[0282] 提供以下实施例以更好地说明所要求保护的发明并且不应被解释为限制本发明

的范围。在所提及的具体材料的方面来说，其仅用于说明的用途，并不旨在限制本发明。本
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领域技术人员在不行使发明能力和不脱离本发明范围的情况下，可以开发出等效的手段或

反应物。

[0283] 实施例1：PSEN1突变携带者中的APOE3  Christchurch  R136S突变的鉴定材料和方

法：

[0284] 临床评价：安蒂奥基亚大学(the  University  of  Antioquia)、马萨诸塞州总医院

(Massachusetts  General  Hospital)和马萨诸塞州眼耳医院斯格本斯眼科研究所(the 

Schepens  Eye  Research  Institute  of  Massachusetts  Eye  and  Ear)的机构审查委员会

批准了本研究。与所有研究参与者一样，先证者病例提供了她的书面知情同意书。如表1所

示进行临床评级和神经心理学测试。PSEN1  E280A基因分型如前所述进行
1。

[0285] 所有临床措施均在安蒂奥基亚大学(Medellín,Colombia)进行，并由接受过评估

培训的医生和心理学家用西班牙语进行。神经认知测试包括全面的多领域评估。进行的一

些测试是西班牙版本的简易精神状态检查表(MMSE)、临床痴呆评级(CDR)和建立阿尔茨海

默症注册联盟组系(Consortium  to  Establish  a  Registry  for  Alzheimer’s  disease 

battery)，这些测试已适应于该哥伦比亚人口
2。其它测试由Yesavage老年抑郁量表

(Yesavage  Geriatric  Depression  Scale)3
和功能评估分期测试

4
组成，这些测试是在脑成

像的六个月内完成的。

[0286] 进行了详细的眼科评价。它包括视敏度评估、裂隙灯和间接检眼镜检查。获得使用

Optos  Panoramic  200Tx成像系统(Optos  PLC,Dunfermline,Scotland ,UK)的超宽视野眼

底和眼底自体荧光图像。此外，还进行Spectralis  SD‑OCT(Heidelberg  Engineering ,

Heidelberg ,Germany)和使用配有AngioPlex的Cirrus  HD‑OCT(Carl  Zeiss  Meditec ,

Dublin,CA)的OCT血管造影术。

[0287] 在发现PSEN1  E280A突变携带者具有两个拷贝的APOE3ch变体后，进行了附加的研

究。进行空腹血清脂质检测以探索III型高脂蛋白血症的可能性，III型高脂蛋白血症是一

种在5‑10％的对于相对AD保护性APOE2等位基因为纯合的人和大多数但并非所有APOE3ch

携带者中发现的病况
5。

[0288] 最后，来自AD遗传学联盟的临床和神经病理学验证的AD病例和对照的数据的分析

用于阐明对于APOE2等位基因的纯合性是否与晚发性AD痴呆的极低风险相关。

[0289] 全外显子组测序：使用Illumina化学进行全外显子组捕获和测序以进行变体发

现；考虑先前与AD相关的基因中具有低于1％频率的罕见变体用于寻找候选风险修饰因子。

具体地，使用生物信息学工具识别了基因的外显子区域和剪接位点连接(进入内含子5bp)

内的罕见DNA变体(次要等位基因频率<1％)。使用151bp双端(paired‑end)读长，在

Illumina  HiSeq  4000测序仪上构建和测序全外显子组文库。使用如下修改的先前描述的

方案
6
进行文库构建。10μL溶液中的基因组DNA输入量从3μg减少至50ng，并进行酶促剪切。

将双索引Illumina双端接头替换为回文分叉接头(palindromic  forked  adapter)，所述回

文分叉接头中内嵌了独特的8个碱基索引序列，并添加至各末端用于接头连接。使用具有

38Mb靶区域(29Mb诱饵)的Illumina快速捕获外显子组富集试剂盒进行溶液中杂交选择。靶

区域包括Refseq外显子组数据库中98.3％的区间。在杂交之前，双索引文库合并至多达96

个样品的组中。从链霉亲和素珠中洗脱后，通过PicoGreen对富集的文库池(pools)进行定

量，然后进行标准化。对于簇扩增和测序，使用定量PCR(KAPA生物系统)对使用分叉的、索引

说　明　书 33/90 页

38

CN 120098122 A

38



的接头制备的文库进行定量，使用Hamilton  Starlet液体处理系统标准化至2nM，并使用

Hamilton  Starlet液体处理系统等体积合并。然后在0.1N  NaOH中使池变性。使用Hamilton 

Starlet液体处理系统将变性样品稀释至带状管中。根据制造商的方案(Illumina)使用

Illumina  cBot进行模板的簇扩增。在HiSeq  4000合成测序试剂盒上测序流动池

(flowcell)，然后使用RTA2.7.3进行分析。

[0290] 外显子组测序数据使用个性化医学中心(the  Center  for  Personalized 

Medicine)(CPM)临床基因组学实验室和转化基因组学研究所的中心临床外显子组测序的

生物信息学分析流程(pipeline)进行处理和分析。简而言之，使用默认参数的Edico 

Genome的Dragen  Genome  Pipeline用于进行序列比对和变体检测(variant  calling)。开

源软件samtools和bcftools(samtools.github.io/)与一组自定义脚本一起使用，以基于

ExAC(Exome  Aggregation  Consortium,exac.broadinstitute.org/)等位基因频率进行覆

盖率确定和初始变体过滤
7。针对人hs37d5诱饵基因组进行序列比对。8为了识别潜在的修饰

变体，基于两个HPO术语：HP:0002511，阿尔茨海默症；HP:0003584，晚发性，产生15个基因的

主要基因列表。这些基因是AAGAB、ABCC8、AKT2、APOE、APP、BEAN1、GATA1、GCK、HMGA1、HNF1B、

HNF4A、LDB3、PAX4、PSEN1和PSEN2。9使用商业工具(Cartagenia  v5.0)进一步注释和分析这

些基因的外显子区域和剪接位点连接(进入内含子5bp)中的罕见DNA变体(次要等位基因频

率<1％)。根据人类基因组变异协会(HGVS  v2.0)命名指南报告了序列改变。

[0291] 全基因组测序：全基因组测序(WGS)和Genomizer分析(v  10.1.0)用于进行其它潜

在的遗传风险修饰因子(包括与阿尔茨海默氏症的较低风险相关的那些)的全面且无偏见

的排序，有助于排除其它潜在的保护性遗传因子。10为了处理WGS数据，使用与上述相同的

dragen分析流程。数据与GRCh37诱饵基因组(hs37d5)比对。过滤掉在<10X的深度下检测的

变体，然后使用Ensembl的变体效应预测器(VEP)工具进行注释。使用的VEP版本为v93。然后

编译过滤和注释的变体集用于Genomizer分析。

[0292] APOE结构显示：图像是使用NGL  Viewer12从先前公开的PDB  2L7B的结构
11

的RCSB 

PDB(rcsb.org)获得并修改的。

[0293] 通过Sanger测序进行APOE基因分型：用于扩增过程的反应混合物在50μL体积中进

行，包括以下组分：1xPfuUltra  II  Hostart  Master  Mix,1μL的各引物(10μmol/L)(正向引

物:5’‑AGCCCTTCTCCCCGCCTCCCACTGT‑3’(SEQ  ID  NO :67)和反向引物:5’‑

CTCCGCCACCTGCTCCTTCACCTCG‑3’(SEQ  ID  NO:68)) ,5％  DMSO和1μL的基因组DNA(100ng/μ
L)。13PCR循环如下运行：在95℃下初始变性2分钟，然后进行35个循环，95℃下变性20秒，60

℃下退火30秒，72℃下延伸40秒，并在72℃下最终延伸5分钟。PCR产物使用来自Qiagen的

QIAquick凝胶提取试剂盒纯化，并使用来自Applied  Biosystems的3730xl测序仪通过MGH 

CCIB  DNA核来测序。

[0294] MRI和PET成像：匹兹堡化合物B(Pittsburgh  Compound  B)(PiB)、flortaucipir

(FTP)正电子发射断层扫描(PET)和结构磁共振成像(MRI)测定如前所述在马萨诸塞州总医

院获得、并在马萨诸塞州总医院和Banner阿尔茨海默症研究所进行分析。14氟脱氧葡萄糖

PET图像如前所述在哥伦比亚安蒂奥基亚大学获得，并进行分析
15。将病例的成像数据与来

自在亲属的预期临床发病年龄下发展MCI的较年轻的PSEN1  E280A突变携带者的数据、和来

自认知未受损的突变携带者的数据进行比较。
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[0295] 如前所述
16‑19

，MRI在3T  Tim  Trio(Siemens)上进行，包括用Freesurfer(FS)处理

的磁化准备的快速梯度回波(MPRAGE)以识别灰白质和软脑膜(pial)表面，以允许感兴趣的

区域(ROI)分割如下：小脑灰质、海马和以下Braak阶段相关的皮质：内嗅皮质、海马旁回、颞

下回、梭状回、后扣带回。

[0296] 18F‑Flortaucipir(FTP)在MGH制备，放射化学产率为14±3％，合成结束时(60分

钟)的比活性(specific  activity)为216±60GBq/μmol，并已验证可用于人类(Shoup等人,

2013)。制备11C‑匹兹堡化合物B，并如前所述获得PET图像。16
所有的PET图像均使用

Siemens/CTI(Knoxville,TN)ECAT  HR+扫描仪获得(3D模式；63个图像平面；15.2cm轴向视

野；5.6mm横轴分辨率和2.4mm切片间隔。11C  PiB  PET使用8.5至15mCi团注，紧接着在69帧

(12x15秒、57x60秒))中进行60分钟的动态采集获得。18F  FTP是在9.0至11.0mCi团注后80‑

100分钟内以4x  5分钟帧获得的。重建PET图像并进行衰减校正，并对各帧进行评价以验证

足够的计数统计数据和头部运动的缺失。

[0297] 18F  FTP特异性结合在FS  ROI中表示为对小脑的标准化摄取值比(SUVR)，类似于

先前的报告
19
，使用FS小脑灰质ROI作为参照。对于体素取向(voxelwise)分析，将每个受试

者的MPRAGE注册至SPM8(SPM)中的模板MR，并使用8mm高斯核对空间变换的SUVR  PET数据进

行平滑处理以说明个体解剖差异
20。为了说明脉络丛中可能的18F  FTP脱靶结合(这可能会

混淆海马信号)，我们使用线性回归来回归脉络丛，如先前所报道的
21。

[0298] 11C  PiB  PET数据表示为以小脑灰质为参照组织的分布容积比(DVR)；区域时间‑

活动曲线用于计算各ROI的区域DVR，使用Logan图形方法应用于注射后40到60分钟的数

据
16,22。使用大的皮质ROI聚合体评价11C  PiB保留，该聚合体包括先前描述的额叶、侧颞和

脾后皮质(FLR)23,24

[0299] 在黑暗的房间静息时、在30分钟放射性示踪剂摄取期后，使用5mCi(185百万Bq)的

18F‑氟脱氧葡萄糖的静脉施用，接着30分钟的动态发射扫描(六个5分钟的帧)，在64节PET/

计算机断层扫描成像系统(Biograph  mCT；Siemens)上进行8F‑氟脱氧葡萄糖PET。使用计算

机断层扫描衰减校正重建图像。使用自动大脑映射算法(SPM8；fil.ion.ucl.ac.uk/spm/

software/spm8)从各参与者的18F‑氟脱氧葡萄糖PET图像中的双侧感兴趣的区域(ROI)表

征 楔 前 叶 与 全 脑 大 脑 葡 萄 糖 代 谢 率 ( C M R g l ) 的 比 。使 用 F r e e S u r f e r

(surfer.nmr.mgh.harvard.edu)从各参与者的T1加权MR图像中的双侧ROI表征海马与总颅

内体积比。目视检查所有图像以验证ROI表征。

[0300] 淀粉样蛋白聚集研究：在细菌中合成含有和不含有Christchurch变体的人ApoE3

蛋白片段(包括羧基末端结构域和组氨酸标签)、纯化(Innovagen)，并用于使用硫磺素T(

ThTβ‑淀粉样蛋白(1‑42)聚集试剂盒，目录号AS‑72214)体外评价这些蛋白对

Aβ42聚集的不同作用。对于该检测，将55μM的Aβ42添加至透明、无结合的96孔板中的10μM野
生型apoE3蛋白或突变136Arg→Ser  ApoE3蛋白的溶液中。然后将样品与2mM硫磺素T染料混

合，并在2小时内以间歇时间间隔、以Ex/Em＝440/484读取荧光。将板保持在37℃，读取之间

摇动15秒。

[0301] 具有和不具有Christchurch突变的全长ApoE3蛋白也通过瞬时转染在Flp‑InTMT‑

RExTM293(Thermo  Fisher  Scientific)哺乳动物细胞中表达，以使用先前公布的分裂‑荧光

素酶互补测定确认这些蛋白对Aβ42聚集的作用。26后一种分析是使用来自Addgene(质粒#
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8708627)的人APOE3表达作为WT或APOE3通过定点诱变引入Christchurch变体来进行的。荧

光素酶测定试剂购自Promega。

[0302] 结果

[0303] 识别了约1 ,200名哥伦比亚早老素1(PSEN1)E280A突变携带者和4 ,600名非携带

者，他们共同构成了世界上最大的已知的常染色体显性阿尔茨海默症(ADAD)族。28,29突变携

带者通常在各自的中位数年龄44(95％  CI,43‑45)和49(95％  CI,49‑50)岁发展轻度认知

损害(MCI)和痴呆。30,31研究直至较大年龄之前保持认知未受损的常染色体显性AD(ADAD)突

变携带者可有助于发现降低风险的基因变体。32表征这些个体中的AD生物标志物有助于了

解这些基因发挥其相对保护作用的潜在可靶向机制。我们识别了PSEN1  E280A突变携带者，

她直至70多岁才发展MCI，是发病的中位数年龄后的将近30年。

[0304] 本研究是在参与者的书面知情同意下、按照机构审查委员会的指导方针进行的

(为了保护她的匿名性和保密性，略去了她的确切年龄和其它识别信息)。参与者被证实携

带淀粉样蛋白‑β42(Aβ42)‑过度产生的PSEN1  E280A突变，家庭信息提供者的报告证实在她

70岁之前认知未受损，随后在24个月周期的年度评价中符合MCI  33
的标准。她在日常生活的

基本和工具性活动方面保持完全独立，没有明显迹象表明她进行这些活动的能力的恶化。

在摄入评价中，她的记忆缺陷限于最近发生的事件，并且她的神经系统检查正常。她的年龄

和教育调整的神经心理学测试得分表明，在24个月的评价期内，回忆记忆、相对保留的识别

记忆、初始学习、命名、视觉空间能力和语言流利能力以及相对稳定的认知表现有优先损害

(表1)。

[0305] 表1：认知测试得分和百分位数

[0306]

[0307] MMSE：简易精神状态检查

[0308] CERAD：建立阿尔茨海默症注册联盟组系

[0309] GDS：老年抑郁量表

[0310] EDG：全面衰退量表

[0311] *由于她的读写能力受限，没有进行需要阅读和写作技能的MMSE子测试。她的最高

可能得分是23(而不是30)。

[0312] **百分位数是使用该哥伦比亚人口的标准计算的。

[0313] 25和75之间的百分位数将她的表现置于她的年龄和教育的平均范围内。
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[0314] 9和25之间的百分位数将她的表现归类为低于平均水平。2和8之间的百分位数将

她的表现归类为低。低于1的百分位数将她的表现归类为极低。

[0315] #本报告中描述的脑成像是在初始认知测试后三个月获得的。

[0316] 全外显子组测序证实了她的PSEN1  E280A突变，并发现她还具有两个拷贝的罕见

的APOE3  Christchurch  R136S(APOEch)突变。Sanger测序证实了后者的发现。全基因组测

序和Genomizer分析用于全面识别和排序所有潜在的重要的罕见和常见变体。34使用这种方

法，PSEN1  E280A突变被证实是参与者的主要风险因素，APOE3ch纯合性被证实是她的主要

抵抗因素。

[0317] APOE，晚发型AD的主要易感基因，具有三个常见的等位基因(APOE2、3和4)。与最常

见的APOE3/3基因型相比，APOE2与较低的AD风险和较大的痴呆发病年龄相关，
35
并且APOE4

的各额外的拷贝都与较高的风险和较年轻的发病年龄相关。36,37APOEch变体，氨基酸136处

的精氨酸‑至‑丝氨酸取代(136Arg→Ser)，对应于密码子154，38可以位于任何常见的APOE等

位基因上，
39
包括该参与者的两个APOE3等位基因。图1显示野生型ApoE3蛋白的结构模型。突

出显示N末端(残基1‑191)和C末端(残基201‑299)结构域。显示APOE4(C112R)、APOE3ch

(R136S)和APOE2(R158C)变体的氨基酸位置。

[0318] 报告约180,000个外显子组的AlzAD或ExAC数据库中不存在APOE3ch变体。R136S先

前在患有HLP  III的APOE2个体中识别，但先前尚未报道过其在AD的进展中的潜在影响。40我

们通过全基因组测序对来自其它两名具有延迟的发病年龄(发病年龄为62岁和70岁)的

PSEN1  E280A携带者的DNA样品进行测序。这些个体都没有APOE3  R136S变体，也没有APOE2；

后者先前已显示延迟该家族的疾病发病。41

[0319] 为了证实APOE3  R136S突变与延迟的AD发病年龄之间的潜在关联，我们对先证者

病例的四名后代进行了全基因组测序、神经学和神经心理学测试，这些后代均超过50岁，并

预计携带APOE3  R136S。图2显示来自对照、先证者和后代样品的APOE的代表性Sanger测序

结果。上行：在所有病例中显示的C112纯合序列。中间行：来自对照个体的R136纯合序列显

示在左图中。中间图显示导致R136S突变的纯合变化。右图显示先证者的后代的R136S杂合

突变实例。下行：在所有病例中显示的R158纯合序列。图3显示了先证者的系谱，圆圈代表女

性，方块代表男性，菱形代表为了隐私而掩盖性别的个体，箭头描述患有MCI的先证者个体，

阴影表示有痴呆的病史的个体。已故个体用斜线标记。适当地显示个体APOE和PSEN1基因型

以保持匿名。尽管其它未知的遗传或表观遗传因素可能导致这两个相关的PSEN1  E280A携

带者中出现认知障碍的年龄晚，我们认为APOE3  R136S变体通过缓冲脑中淀粉样蛋白β积累

的影响来改变AD表型和随后延迟tau病理、神经退行性病变(即脑萎缩)、和症状发作的出

现。

[0320] APOEch和APOE的低密度脂蛋白受体(LDLR)结合区中的其它罕见突变的携带者通

常具有III型高脂蛋白血症(HLP‑III)，类似于在5‑10％的APOE2纯合子中观察到的。43,44本

报告中的参与者证实患有HLP‑III，包括APOEch和升高的甘油三酯和总胆固醇水平(参见表

2)。

[0321] 表2：血脂异常检查
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[0322]

[0323] HDL‑C：高密度脂蛋白胆固醇，VLDL‑C：极低密度脂蛋白胆固醇，LDL‑C：低密度脂蛋

白胆固醇。*根据默克手册和实验室值的正常范围。

[0324] 详细的实验室检查显示我们的先证者个体和携带APOE3  R136S的四名后代中的三

名中的异常脂质谱(lipid  profile)(表3)。这四名受试者的总胆固醇和甘油三酯水平高。

两名后代中的极低密度脂蛋白(VLDL)和低密度脂蛋白(LDL)较高，并且在先证者个体和一

名后代中无法测定，其甘油三酯水平高于400mg/dL(脂质分析间接方法的准确性阈值)(表

3)。使用直接酶促测试的进一步分析显示，这两名个体的LDL高于正常LDL。尽管携带APOE3 

R136S和APOE4，但一名后代的脂质谱在正常范围内。先前已经报道了APOE2和R136S突变携

带者的HLP  III的不完全外显。45我们排除了这些受试者中脂质病症的次要原因，如糖尿病、

肥胖、酒精中毒、肾病症或甲状腺疾病。突变携带者个体中没有一人患有作为HLP  III的诊

断的黄色瘤(xanthomas)，或心血管疾病。这些受试者中异常脂质谱和APOE3  R136S突变的

组合与家族性HLP  III的诊断一致。

[0325] 表3：研究人群中的痴呆和血脂异常检查
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[0326]

[0327] 对具有两个APOE3ch等位基因的PSEN1  E280A突变携带者进行了详细的眼科评价。

该携带者的右眼视力为20/70，左眼视力为20/40。前段检查注意到右眼中后房型人工晶状

体具有致密的后囊混浊。左眼的前段注意到核硬化性白内障(图4A和4B)。双眼的后段检查

正常，玻璃体腔清晰，视神经、黄斑及周边视网膜正常。除了覆盖中央凹(fovea)的小超反射

性(hyper‑reflectivity)区域之外，通过右眼的光学相干断层扫描(OCT)进行的进一步测
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试是正常的(图4D)。图4C显示右眼的红外图像，其描绘了图4D中所见的视网膜(线)的横截

面。此外，左眼的OCT成像显示退行性板层孔(degenerative  lamellar  hole)(由图4F中的*

表示)，具有外界膜和椭球层中的小缺陷(图4F中的箭头)。

[0328] 虽然已经提出了几种机制来解释APOE变体对AD风险的影响，但大多数研究都集中

在它们对Aβ42聚集和斑块负荷的不同影响(APOE2<3<4)。47在本研究中，神经影像学测定用

于阐明参与者对AD的临床发病的抵抗是否与以下相关：a)尽管超过七十年的Aβ42的过度产

生，但Aβ斑块负荷相对较小或b)相对高的Aβ斑块负荷但受限的配对螺旋样纤维(PHF)tau

(神经原纤维缠结负荷)和神经退行性病变的下游测定。

[0329] 参与者的神经影像学发现如图5所示。正电子发射断层扫描(PET)图像叠加在左半

球的内侧面和外侧面上。上行显示淀粉样斑块负荷(PiB  DVR)的PET测量值。下行显示配对

螺旋样纤维(PHF)tau(即神经原纤维缠结)负荷的PET测量值。晚发性MCI的人为70多岁，MCI

典型发病年龄的人为44岁。

[0330] 如图5所示，晚发性MCI的人具有异常高的Aβ斑块负荷的PET测量值，如通过与在40

几岁发展MCI的PSEN1  E280A携带者(1.49‑1.60的DVR)相比的更高的平均皮质与小脑匹兹

堡化合物B(PiB)的分布容积比(DVR＝1.96)所表示的。尽管她的Aβ斑块负荷高，但她的PHF 

tau负荷和神经退行性病变的幅度和/或空间范围相对有限：她的flortaucipir(tau)PET测

定仅限于内侧颞区和通常不太受到影响的枕部区域，而在AD的临床阶段受到特征性影响的

其它区域相对较少(图5)。她的大脑葡萄糖代谢率的氟脱氧葡萄糖PET测量值保留在已知优

先受AD影响的大脑区域中，包括比在较年轻年龄下发展MCI的PSEN1  E280A突变携带者和许

多较年轻的、认知未受损的突变携带者更高的楔前叶‑至‑全脑测量值。

[0331] 图6显示平均皮质淀粉样蛋白斑块负荷、内嗅皮质PHF  tau负荷、海马体积、楔前叶

葡萄糖代谢的测量值。这些测量值基于脑成像结果，获得自具有两个APOE3ch等位基因和异

常晚发性MCI的PSEN1  E280A突变携带者(红色圆点)、在亲属的典型的MCI发病年龄较小下

患有MCI的PSEN1  E280A突变携带者(黑色圆点)、以及尚未发展MCI的PSEN1  E280A突变携带

者(灰色圆点)获得的。淀粉样蛋白斑块负荷表示为平均皮质‑对‑小脑分布容积比(DVR)。配

对螺旋样纤维(PHF)tau负荷表示为内嗅皮质‑对‑小脑flortaucipir(FTP)标准摄取值比

(SUVR)。可因海马萎缩而减少的海马体积表示为海马‑对‑全脑体积比。在伴有突触功能障

碍和丧失的受AD影响的大脑区域中降低的大脑葡萄糖代谢反映为楔前叶‑对‑全脑大脑葡

萄糖代谢率(CMRgl)比。如图6所示，虽然具有两个APOE3ch等位基因的PSEN1  E280A突变携

带者目前具有最高的淀粉样蛋白斑块负荷，但她没有相对严重的PHF  tau负荷或海马萎缩，

并且她没有楔前叶葡萄糖代谢减退的证据。她的基于MRI的海马‑对‑全脑体积(可受AD和/

或正常衰老影响的海马萎缩测量值)在40多岁发展MCI的突变携带者的范围内。不希望受理

论束缚，这些结果表明，该APOE3ch纯合子对AD临床发病的抵抗是通过即使在面对高Aβ斑块

负荷时也限制tau病理和神经退行性病变的机制介导的。

[0332] 为了研究APOE3ch变体的功能后果，在存在细菌来源的野生型人ApoE3蛋白、存在

突变ApoE3ch蛋白或不存在任何ApoE蛋白的情况下，对Aβ42体外聚集进行了比较。通过硫磺

素T荧光检测Aβ42原纤维形成的速率。Aβ42聚集在存在野生型人ApoE3蛋白(C末端结构域)时

最高，在存在人ApoE3ch时较低(类似于在ApoE2存在下观察到的
48)，而在不存在任何ApoE时

最低(图7)。
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[0333] 使用灵敏性分裂荧光素酶互补测定证实了这一发现，其中一旦淀粉样蛋白形成寡

聚体，荧光素酶信号就会重建，
48

其中寡聚体是一些最具毒性的淀粉样蛋白种类。49与野生

型ApoE3相比，哺乳动物细胞中的全长ApoE3ch表达引发显著较少的Aβ42寡聚化，因为与野生

型ApoE3相比，通过寡聚体形成的荧光素酶发光在ApoE3ch中显著降低(图8)。这些结果为遗

传分析提供了验证，并表明ApoEch蛋白的保护作用可能至少部分是由于其促进Aβ42聚集的

能力有限。仍存在研究参与者可具有更大的Aβ斑块沉积的可能，使她在没有APOEch/3ch基

因型的情况下存活至70多岁，并且ApoE3ch蛋白以限制下游神经炎症、tau病理学、神经退行

性病变和认知能力下降的方式来改变Aβ聚集的形态学。

[0334] 发现一小部分哥伦比亚血缘关系成员携带一个拷贝的APOE3ch突变，
50

包括四名

PSEN1  E280A突变携带者，他们在45岁的中位数年龄下发展MCI。因此，推测可能需要

APOE3ch纯合性以显著降低风险并推迟常染色体显性AD的临床发病。由于样品量小，APOEch

杂合子个体仍可能具有针对常染色体显性AD相关的认知能力下降的部分保护作用，和针对

散发型晚发性AD和/或神经退行性病变的实质性保护作用。

[0335] 这些结果表明，APOE变体的致病功能的程度不同(APOEch和APOE2<3<4)，并且

APOE3ch/3ch和APOE2/2与最大的功能丧失相关。安全并充分地编辑APOE、降低其表达、或抑

制其致病功能的干预可对AD的治疗和预防产生深远的影响。有趣的是，在Aβ过度生产的小

鼠中使用反义寡核苷酸抑制大脑中APOE表达以改变Aβ斑块形态改变和减少营养不良性神

经突。51这种方法可能是可行的，因为APOE表达的缺失在对于移码变体为纯合的中年男性中

是耐受的，
52
而且他汀类药物(statins)治疗HPL‑III的可用性支持降低ApoE治疗的潜在耐

受性。参见，例如Reiman等人Nat  Commun  1191):667,2020。

[0336] 不希望受理论束缚，这些结果进一步表明对于APOE3ch和APOE2的纯合性与对AD临

床发病的强烈抵抗相关；这些基因型通过直接或间接限制下游tau病理学和神经退行性病

变来发挥其有益效果；这些效果并不仅基于Aβ斑块负荷的大小，尽管ApoE介导的Aβ聚集相

对减少。这些发现暗示了APOE在AD的理解、治疗和预防中的作用，并可能激发对该病症开发

APOE修饰基因和药物疗法的兴趣。

[0337] 实施例2：APOE3ch突变蛋白的肝素结合特性

[0338] 材料和方法

[0339] 肝素柱方案：使用1ml肝素柱(BioVision‑6554‑1)比较ApoE2、ApoE3、ApoE3ch和

ApoE4蛋白同种型(isoform)的肝素结合亲和力。柱在使用前适应室温1小时。用5mL的20mM 

TRIS‑HCL(pH7.5)洗涤柱。然后使20mM  TRIS‑HCL(pH7.5)中含有50μg/mL的APOE重组蛋白的

1mL样品循环通过柱5次。然后用20mM  TRIS‑HCL(pH7.5)洗涤柱5次。使20mM  TRIS‑HCL中增

加的NaCl梯度(0.025‑1M)穿过柱，收集1mL级分，随后准备用于免疫印迹。

[0340] 免疫印迹：免疫印迹证实了从肝素结合柱收集的级分中ApoE同种型的洗脱。在10μ
l  RIPA缓冲液(Cell  Signaling  Technology)、4μl  DTT(1M)和10μlLaemmli缓冲液中将级

分稀释至40μl的最终体积。在4‑20％ TGXTM预制蛋白质凝胶(Bio‑Rad)

上分离样品，转移至硝酸纤维素膜(VWR；27376‑991)，用Odyssey封闭缓冲液(LI‑COR 

Biosciences ,Lincoln ,NE)封闭，并使用小鼠抗his标签(Novus  biologicals .)和IRDye 

800CW驴抗兔(LI‑COR  Biosciences)抗体进行探针标记。使用Odyssey红外成像系统可视化

免疫反应条带，并在Image  Studio版本2.1(LI‑COR  Biosciences)上可视化。将单独的凝胶
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合在一起以生成图10。

[0341] 肝素板ELISA方案：使用肝素微孔板(Bioworld；50‑197‑531)进行ELISA。使用样品

制备试剂(DY008)将它们封闭一小时。用0.1μg/孔的各重组ApoE蛋白同种型(ApoE2、ApoE3、

ApoE3ch和ApoE4)孵育肝素板2小时，然后用含有NaCl梯度(0‑0.5M)的PBS中洗涤板五次，然

后在洗涤缓冲液(DY008)中洗涤3次。将抗His标签抗体以1:10 ,000孵育过夜(Novus 

biologicals；NBP2‑61482)。然后洗涤板五次以确保去除未结合的一抗，用驴抗兔‑HRP(1:

10000)孵育45分钟，然后洗涤五次以确保去除二抗。在添加100μl四甲基联苯胺

(Millipore)起始反应的检测阶段之前，将来自ELISA试剂盒(DY008)的硫酸加热至37℃。孵

育5分钟后，加入硫酸以终止反应。然后使用SPECTRAmax  plus  384(Molecular  Devices)对

板读数。读数波长为450nm。为了计算样品中存在的抗原量，使用Prism  6(GraphPad 

Software)基于连续稀释的重组Notch3蛋白绘制标准曲线。

[0342] 结果

[0343] 硫酸肝素蛋白聚糖(HSPG)部分是存在于质膜和细胞外基质中的数百种蛋白质中

的糖胺聚糖。通过HSPG介导的蛋白质‑蛋白质相互作用在与包括淀粉样蛋白和tau病理学的

阿尔茨海默症病理学以及神经退行性病变相关的众多过程中发挥着关键作用。研究了包括

ApoEch的各种ApoE同种型结合肝素(常用于模拟HSPG‑蛋白质相互作用的糖胺聚糖)的能

力。简而言之，使用ELISA分析了在增加的NaCl梯度(0‑0.65M)下从肝素柱洗脱的含有ApoE

同种型ApoE2和ApoE4的级分。如图9所示，与已知为保护性的ApoE2变体相比，与阿尔茨海默

症的较高风险相关的ApoE变体ApoE4对肝素具有更高的亲和力。接下来，使用免疫印迹法分

析了在增加的NaCl梯度(0‑0.65M)下从肝素柱中洗脱的含有His标记的ApoE2、ApoE3、ApoE4

和ApoE3ch的级分。如图10所示，ApoE3ch的肝素结合受损，远低于ApoE2的肝素结合。还使用

如材料和方法中所述的肝素板ELISA方案分析了ApoE同种型对肝素的亲和力。如图11A‑11B

所示，ApoE3ch显示出显著低水平的肝素结合，因为与ApoE4释放所需的NaCl浓度相比，

ApoE3ch在低得多的NaCl浓度下从肝素柱中释放。

[0344] 实施例3：针对野生型ApoE和ApoEch突变蛋白的抗体的产生

[0345] 材料和方法

[0346] 抗体竞争测定：将抗体与ApoE3重组蛋白(20mM  Tris‑HCL中50ug/ml)以1:10的比

例孵育，并在室温下孵育3小时。使用仅含有培养基的阴性对照和仅包含重组蛋白ApoE3的

阳性对照。使抗体/ApoE3重组蛋白溶液和对照穿过肝素柱并暴露于增加的NaCl梯度(如以

上实施例2中所述)。通过ELISA和免疫印迹收集和评价级分。

[0347] BCA测定：首先使用二喹啉甲酸测定(BCA测定)(Pierce  BCA蛋白测定试剂盒)筛选

从肝素柱收集的级分。使用200μl的试剂A和B混合液以及25μl的各级分进行测定。在37℃下

孵育96孔板30分钟，并在562nm处读数。使用Synery2酶标仪(BioTek  Instrument.Inc)和

Gen5版本1.11软件)对板读数。

[0348] 免疫印迹：免疫印迹证实了从肝素结合柱收集的级分内的ApoE3重组蛋白的洗脱。

使用RIPA缓冲液(Cell  Signaling  Technology)、10x(DTT  1M)和4xLaemmli缓冲液将10μl
的级分稀释为40μl的最终体积。在4‑20％ TGXTM预制蛋白质凝胶(Bio‑

Rad)上分离样品，转移至硝酸纤维素膜(VWR；27376‑991)，用Odyssey封闭缓冲液(LI‑COR 

Biosciences,Lincoln,NE)封闭，并用小鼠抗his标签(Novus  bios)和IRDye  800CW驴抗兔
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(LI‑COR  Biosciences)抗体进行探针标记。使用Odyssey红外成像系统可视化免疫反应条

带，并在Image  Studio版本2.1(LI‑COR  Biosciences)上可视化。

[0349] ELISA：使用ELISA测试针对ApoE的肝素结合结构域设计的抗体对ApoE3和ApoEch

突变重组蛋白的亲和力。用洗涤缓冲液1(DY008)洗涤Ni‑NTA  HisSorb板(Qiagen)3次。将

ApoE重组蛋白悬浮在缓冲液(DY008)中以产生0.5ug/ml的最终浓度。用200μl的ApoE重组蛋

白孵育板2小时，并用1x洗涤缓冲液(DY008)洗涤5次。然后在4℃下用从1:1,000至1:32,000

的连续稀释的抗体孵育板过夜。然后将板在1X洗涤缓冲液(DY008)中洗涤5次，并用抗小鼠

HRP(Abcam；ab97046,1:10,000)孵育45分钟，然后用1x洗涤缓冲液洗涤5次，以确保完全去

除未结合的二抗。将来自ELISA试剂盒(DY008)的硫酸加热至37℃。添加100μl四甲基联苯胺

(Millipore)以起始反应的检测阶段。孵育5分钟后，添加硫酸以终止反应。然后使用Synery 

2酶标仪(BioTek  Instrument.Inc)和Gen5版本1.11软件对板读数。

[0350] 结果

[0351] 产生了针对ApoE的氨基酸130至143的单克隆抗体，并测试了其对全长ApoE3蛋白

与肝素之间结合的影响。简而言之，将全长野生型ApoE3蛋白或用单克隆抗体预孵育的那些

穿过肝素柱并循环五次以确保最大ApoE3结合。然后用20mM  Tris‑HCl(pH＝7.5)洗涤柱五

次，并暴露于20mM  Tris‑HCl(pH＝7.5)中增加的NaCl(0至1M)梯度。收集来自Tris‑HCl洗涤

液和来自不同NaCl浓度的洗脱液(图12A‑12C)。

[0352] 首先通过二喹啉甲酸(BCA)测定对从柱中收集的级分进行筛选。如图13A所示，在

曲线右侧的级分中检测到野生型ApoE3的蛋白质信号，表明ApoE3与肝素的强结合。相反地，

当用单克隆抗体预孵育ApoE3时，在具有低离子强度的早期级分中观察到强信号(图13B)。

为了验证结果，使用免疫印迹分析从肝素柱收集的柱洗涤液和NaCl梯度级分。如图14所示，

用单克隆抗体(A3Ab) (该抗体在Arboleda‑Velasquez等人 ,Nature  Medicine ,25 ,

pages1680‑1683(2019)中命名为1343)预培养野生型ApoE3降低其结合肝素的能力，达到与

ApoE3ch突变蛋白的结合肝素的能力相似的水平。将单独的凝胶合在一起以生成图14。这些

结果表明抗体可用于改变ApoE与肝素的结合特性，从而预防或治疗阿尔茨海默症或相关的

痴呆或神经退行性病变。

[0353] 为了产生针对ApoE肝素结合结构域的单克隆抗体，使用野生型ApoE肽：KLH‑

CTEELRVRLASHLRK‑CONH2(SEQ  ID  NO:54)和ApoEch肽:KLH‑CTEELRVSLASHLRK‑CONH2(SEQ  ID 

NO:55)免疫小鼠。在N末端添加半胱氨酸残基以促进肽的结合。从测试针对野生型和突变肽

和蛋白的活性的阳性克隆和细胞悬浮液中获得细胞融合物。如材料和方法部分中所述，通

过ELISA分析了产生的七种抗体作为示例。19G10‑2抗体血清显示对APOE3ch突变蛋白的全

长和C末端二者的特异性以及与野生型APOE3蛋白的一些相互作用(图15A)。23B2抗体显示

对野生型ApoE3和ApoE3ch突变体C末端和全长重组蛋白二者的反应性(图15B)。2H79‑1抗体

显示对牛血清白蛋白(BSA)的非特异性结合并且对野生型ApoE3或ApoE3ch突变体不显示亲

和力(图15C)。30E1‑2和16H8抗体二者显示对全长和C末端ApoE3ch突变蛋白以及野生型

ApoE3的C末端形式的反应性，但不与全长野生型APOE3蛋白反应(图15D和15E)。25F1‑2抗体

血清对全长和C末端ApoE3ch突变蛋白显示高亲和力，似乎具有与野生型ApoE3蛋白的C末端

的可变结合，并与全长野生型ApoE3有一些相互作用(图15F)。29G10‑2抗体对ApoE3ch突变

蛋白的全长和C末端显示高亲和力，并且还对C末端野生型ApoE3和BSA显示反应性。最后，
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29G10‑2抗体不与全长野生型ApoE3蛋白相互作用(图15G)。

[0354] 本文描述25F1‑2和19G10‑2的可变重链(VH)、可变轻链(VL)和互补决定区(CDR)序

列。

[0355] 此外，产生了以下对野生型ApoE具有特异性的亲本克隆，并且如表4所示测试对野

生型ApoE肽(WT肽)、野生型ApoE蛋白(WT蛋白)、突变ApoE肽(ApoEch；Mut肽)和突变ApoE3ch

蛋白(Mut蛋白)的特异性。这些值表示通过ELISA检测的吸光度水平。粗体克隆显示对野生

型ApoE肽(KLH‑CTEELRVRLASHLRK‑CONH2(SEQ  ID  NO:54)和野生型ApoE蛋白)的特异性。

[0356] 表4

[0357]   WT肽 WT蛋白 Mut蛋白 Mut蛋白

1D5 1.742 1.086 0.060 0.062 

1H4 2.578 2.113 0.070 0.056 

3A6 2.412 0.733 0.059 0.056 

7C3 1.698 1.245 0.064 0.051 

7C4 2.097 0.586 0.057 0.056 

7C11 1.282 0.689 0.058 0.055 

16G6 0.739 0.449 0.076 0.067

阳性对照 1.980 1.171 0.254 0.144

阴性对照 0.068 0.051 0.056 0.048

[0358] 实施例4：含有APOE肝素结合结构域的融合蛋白的产生

[0359] 材料和方法

[0360] 肽竞争测定：用ApoE3重组蛋白(50ug/ml，在20mM  Tris‑HCL中制备)在室温下孵育

野生型ApoE3和ApoE3ch突变肽(50ug/ml)3小时。然后使肽/ApoE3重组蛋白溶液穿过肝素柱

并暴露于增加的NaCl梯度(如上文实施例2和3中所述)。通过免疫印迹收集和评价级分。

[0361] 免疫印迹：免疫印迹证实了从肝素结合柱收集的级分内的ApoE3的洗脱。在10μl 
RIPA缓冲液(Cell  Signaling  Technology)、10X(DTT  1M)和4X  Laemmli缓冲液中将级分稀

释至40μl的最终体积。在4‑20％ TGXTM预制蛋白质凝胶(Bio‑Rad)上分

离样品，转移至硝酸纤维素膜 (VWR；27376‑991)，用Odyssey封闭缓冲液 (LI‑COR 

Biosciences ,Lincoln ,NE)封闭，并使用小鼠抗his标签(Novus  biologicals)和IRDye 

800CW驴抗兔(LI‑COR  Biosciences)抗体进行探针标记。使用Odyssey红外成像系统可视化

免疫反应条带，并在Image  Studio版本2.1(LI‑COR  Biosciences)上可视化。

[0362] 结果

[0363] 产生了分别含有野生型ApoE蛋白和ApoEch突变蛋白的氨基酸130‑143的肽。为了

检查这些肽对野生型ApoE3重组蛋白和肝素琼脂糖之间结合的影响，如材料和方法中所述

进行肽竞争测定。如图16所示，野生型ApoE肽导致野生型ApoE3重组蛋白结合的一个级分的

移位(one‑fraction  shift)，表明该肽可以与野生型全长ApoE3竞争结合肝素。这些结果表

明，含有野生型ApoE蛋白氨基酸130‑143的ApoE片段可用于改变ApoE与肝素的结合特性，从

而预防或治疗阿尔茨海默症或相关的痴呆或神经退行性病变。

[0364] 为了增加肽的蛋白稳定性，使用骨架Fc  IgG2构建体pfuse‑hfc1和pfcn‑hg2

(Invivogen)产生含有人ApoE(野生型和R136S突变形式)的肝素结合结构域或肝素结合结
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构域的变构调节位点的C末端和N末端融合蛋白。人ApoE片段排除了APOE2和APOE4变体的位

点。在位置136处具有R的ApoE片段的施用可以与内源性ApoE竞争与包括HSPG的结合伴侣的

相互作用，引起针对神经退行性病变的保护。在位置136处具有S的ApoE片段的施用可以结

合不与野生型ApoE结合的分子，引起针对神经退行性病变的保护。来自用于产生融合蛋白

的野生型和R136S突变ApoE的片段的氨基酸序列如下所示(用粗体和双下划线标出R136位

置)。

[0365] R136片段的下游

[0366] WT

[0367]

[0368] 突变体

[0369]

[0370] R136片段的上游

[0371] WT

[0372]

[0373] 突变体

[0374]

[0375] 图17A‑17D显示ApoE片段与肝素相互作用的模型。图17A显示与肝素相互作用的野

生型ApoE片段(R136片段的下游，螺旋)的模型。图17B显示与肝素相互作用的ApoE  R136S片

段(R136片段的下游，螺旋)的模型。图17C显示与肝素相互作用的野生型ApoE片段(R136片

段的上游，螺旋)的模型。图17D显示与肝素相互作用的ApoE  R136S片段(R136片段的上游，

螺旋)的模型。

[0376] 含有R136片段的下游或R136片段的上游的示例性融合蛋白构建体的核酸和氨基

酸序列如下所示。

[0377] 184Q  pfcn‑hg2  ApoE  114‑144

[0378] 核酸序列(SEQ  ID  NO:81)
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[0379]
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[0380]

[0381] 氨基酸序列((SEQ  ID  NO:82)

[0382]

[0383] 184R  pfcn‑hg2  ApoE  114‑144R136S核苷酸序列(SEQ  ID  NO:83)

[0384]

说　明　书 47/90 页

52

CN 120098122 A

52



[0385]
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[0386]

[0387] 氨基酸序列(SEQ  ID  NO:84)

[0388]

[0389] 197F  pfuse  hfc2  ApoE  114‑144核酸序列(SEQ  ID  NO:85)

[0390]
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[0391]

[0392] 氨基酸序列(SEQ  ID  NO:86)

[0393]

[0394] 197G  pfuse‑hfc2  ApoE  114‑144R136S核酸序列(SEQ  ID  NO:87)
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[0395]

[0396] 氨基酸序列(SEQ  ID  NO:88)
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[0397]

[0398] 184U  pfcn  hg2  ApoE  129‑157核酸序列(SEQ  ID  NO:89)

[0399]
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[0400]

[0401] 氨基酸序列(SEQ  ID  NO:90)

[0402]

[0403] 184V  pfcn  hg2  129‑157R136S核酸序列(SEQ  ID  NO:91)

[0404]
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[0405]
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[0406]

[0407] 氨基酸序列(SEQ  ID  NO:92)

[0408]

[0409] 197H  pfuse  hfc2  ApoE  129‑157核酸序列(SEQ  ID  NO:93)

[0410]
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[0411]

[0412] 氨基酸序列(SEQ  ID  NO:94)

[0413]

[0414] 197I  pfuse  hfc2  ApoE  129‑157R136S核酸序列(SEQ  ID  NO:95)

[0415]
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[0416]

[0417] 氨基酸序列(SEQ  ID  NO:96)
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[0418]

[0419] 实施例5：APOE的CRISPR‑Cas9介导的编辑和碱基编辑

[0420] 为了使用CRISPR‑Cas9在APOE中引入R136S突变，设计了gRNA序列(表5)。在一个实

施例中，使用2个寡核苷酸将gRNA序列克隆至lentiCRISPR  v2中以形成含有20个碱基序列

的接头，该接头克隆至U6启动子的下游的BsmB1位点。为了支持修复，设计具有2个额外的沉

默突变的模板。该模板具有位于突变区域的两侧的50个碱基。示例性模板序列如下：

[0421]

[0422] 其中消除PAM基序的沉默突变用双下划线标出，对应于R136S突变的密码子为粗

体，产生用于接收模板的克隆中切割PCR产物的SacI位点的沉默突变用斜体标出。

[0423] 表5：用于引入R136S突变的gRNA设计

[0424]

[0425] 不希望受理论束缚，关于APOE3ch突变提出的机制是功能(例如与HSPG结合)的丧

失。因此，使用CRISPR‑Cas9将gRNA序列设计为“敲除”APOE(表6)。设计gRNA以靶向ApoE的外

显子3(氨基酸1‑61)。在一个实例中，通过使用2个寡核苷酸将gRNA序列克隆至lentiCRISPR 

v2中以形成含有20个碱基序列的接头，该接头被克隆至U6启动子的下游的BsmB1位点。修复

是通过非同源末端连接(NHEJ)完成的，这是一个易错过程且通常会导致短的插入或缺失，

从而导致APOE敲除。

[0426] 表6：用于APOE敲除的gRNA设计
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[0427]

[0428] 预计APOE中的R136H突变具有与R136S突变类似的效果。因此，为了使用碱基编辑

技术在APOE中引入R136H突变，设计了以下gRNA(表7)。将gRNA序列GAGGCGCACCCGCAGCTCCT

克隆至pLenti  sgRNA(addgene  71409)，使用2个寡核苷酸形成含有20个碱基序列的接头，

该接头克隆至U6启动子的下游的BsmB1位点。Plasmid  Addgene碱基编辑器质粒pCMV‑BE3(#

73021)用于产生碱基编辑。

[0429] 表7：用于APOE碱基编辑的gRNA设计

[0430]

[0431] 实施例6：修饰ApoE和肝素结合的分子的高通量筛选

[0432] 为了筛选影响ApoE和肝素结合的分子，用候选多肽、小分子、核酸、脂质或碳水化

合物预孵育ApoE蛋白。将预孵育的ApoE蛋白引入肝素包被的表面(如板或柱)，使其结合肝

素/HSPG/GAG，并洗掉未结合的ApoE和候选分子。可选地，在施加ApoE蛋白之前，可用候选分

子预孵育肝素包被的表面(如板)。使用抗体、蛋白测定或荧光检测ApoE结合肝素的水平，并

评价候选分子对ApoE/肝素结合的影响。降低ApoE/肝素结合的候选分子可以代表在有此类

治疗需要的人受试者中用于预防或治疗与痴呆和/或轻度认知损害相关的认知下降的新疗

法。此类分子的实例包括EZ‑482(参见，例如Mondal等人Biochemistry  55(18):2613‑21 ,

2016。EZ‑482的结构如下所示)。
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[0433]

[0434] 实施例7：修饰ApoE和抗ApoE抗体结合的分子的高通量筛选

[0435] 为了筛选影响ApoE和抗ApoE抗体结合的分子，用候选多肽、小分子、核酸、脂质或

碳水化合物预孵育ApoE蛋白。将预孵育的ApoE蛋白引入用结合ApoE的HSPG结合位点的抗体

(如本文所述的任何抗ApoE抗体)包被的表面(例如板或柱)，使其结合抗体，并洗掉未结合

的ApoE和候选分子。可选地，在施加ApoE蛋白之前，可用候选分子预孵育肝素包被的表面

(如板)。使用抗体、蛋白测定或荧光检测抗ApoE结合抗ApoE抗体的水平，并评价候选分子对

结合的影响。增加或减少ApoE/肝素结合的候选分子可以代表在有此类治疗需要的人受试

者中用于预防或治疗与痴呆和/或轻度认知损害相关的认知下降的新疗法。

[0436] 实施例8：抗体表征

[0437] 使用肝素亲和色谱法、免疫印迹法、亚克隆分析、单克隆抗体筛选、huApoE3和

msApoE之间的选择性的筛选以及体内视网膜下注射进一步评价结合野生型ApoE和ApoEch

突变体的抗体。

[0438] 方法

[0439] 色谱实验

[0440] 在室温(R.T.)下、用在20mM  Tris  HCl缓冲液(pH7.5)中以1:10稀释的各抗体孵育

His标记的重组ApoE肽(50μg/mL)3小时。使用肝素琼脂糖柱试验样品的肝素结合。简而言

之，使柱达到室温并用20mM  Tris‑HCL洗涤5次。收集10μL用于WB实验后，将蛋白输入

(input)加载至柱上。输入循环穿过柱5次。收集流出物，随后洗涤柱5次，将回收的级分标记

为“洗涤物”。对于从0到1M的NaCl盐梯度的各0.05M阶梯(step)，回收1mL级分。还测试5M级

分以确保蛋白从柱中完全释放。WB或ELISA用于测试ApoE结合肝素的变化。

[0441] 免疫印迹

[0442] 用于WB分析的样品是通过在4X样品缓冲液(Laemmli’s  SDS‑Sample  buffer,BP‑

110R,Boston  bioproducts)、4μL  DTT(Sigma  Aldrich)和16μL  1XRIPA缓冲液中稀释10μL
的各级分来制备的。使用垂直电泳室(Biorad)在变性条件下进行电泳。使用恒定电压(15’

70V,1h  100V)在4‑20％预制凝胶(Biorad)上分离条带。在70V恒定电压下在硝酸纤维素膜

(Millipore)上转移蛋白1小时。在用一抗(Anti‑His,rb,1:5000,Novus  biological)和二

抗(Donkey  anti‑rb‑800,1:10000,Licor)孵育之前，使用Odyssey封闭缓冲液(Licor)在常

温下封闭膜1小时并用TBS‑0.05％  Tween  20(Thermo  fisher)洗涤膜3X  10’。使用Odyssey

扫描仪完成图像采集。使用Image  J分析数据。通过输入将数据标准化，并表示为相对于级
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分数的标准化的强度(0＝输入，1‑27＝20mM  Tris  HCl  pH  7.5中增加的0.05M  NaCl阶梯梯

度，28＝20mM  Tris  HCl  pH  7.5中5M  NaCl)。

[0443] ELISA

[0444] 为了测试抗体对huApoE3WT、huApoE3ch或msApoE的选择性，在室温下在缓慢摇动

下用0.0025μg/μL靶蛋白孵育抗his  ELISA包被的板2小时。用1X洗涤缓冲液(R&D)洗涤孔5

次，然后在4℃下在振荡器(100μL/孔)上用感兴趣的Innovagen抗体的连续稀释孵育过夜。

第二天，用样品缓冲液洗涤孔5次，并使用兔抗小鼠HRP偶联缓冲液(1:10 ,000；100μL/孔；

Abcam)孵育45分钟。再洗涤5次后，将板与色原A+B  1:1孵育以起始比色反应(100μL/孔)。用

2N硫酸(R&D终止溶液，50μL/孔)终止反应，并光谱检测450nm处的吸光度。

[0445] 使用ELISA测试针对APOE的肝素结合结构域设计的抗体对APOE3和APOEch突变重

组蛋白的亲和力。用洗涤缓冲液1(DY008)洗涤Ni‑NTA  HisSorb  Plates(Qiagen)板3次，将

APOE重组蛋白悬浮在缓冲液(DY008)中以产生0.5ug/ml的最终浓度。用200ul孵育板2小时。

然后用1x洗涤缓冲液(DY008)洗涤板5次，然后在4℃下、用从1:1000至1:32000的连续稀释

系列的抗体孵育板过夜。然后在1X洗涤缓冲液(DY008)中洗涤板5次。然后用抗小鼠HRP

(Abcam；ab97046)(1:10000)孵育板45分钟。然后在1x洗涤缓冲液中洗涤板5次，以确保完全

去除未结合的二抗。在添加起始反应的检测阶段的100μl的四甲基联苯胺(Millipore)之

前，将来自ELISA试剂盒(DY008)的硫酸加热至37℃。孵育5分钟后，添加硫酸以终止反应。然

后使用Synery  2酶标仪(BioTek  Instrument.Inc)和Gen5版本1.11软件对板读数。

[0446] 结果

[0447] 使用肝素亲和色谱和免疫印迹评价抗体1H4。用阴性对照(溶媒(vehicle)，顶部印

迹)或1H4(底部印迹)孵育ApoE3，并对各级分进行肝素亲和色谱和免疫印迹(图18A)。ApoE3

阳性条带由箭头指示，并使用特异性检测重组人APOE的his标签的抗体抗his标签(rb,1:5,

000)检测。图18B显示由如图18A中所示的抗his标签抗体检测的WB印迹条带的定量。强度标

准化至输入。这些结果表明，在存在抗体的情况下，ApoE3与肝素的结合降低，并且抗体1H4

与ApoE竞争肝素结合。N＝2个独立实验。

[0448] 接下来，进行1H4血清的亚克隆分析。图19A‑19D显示用ApoE3  WT全长蛋白(A)、

ApoE3  WT肽(B)、ApoE3ch全长蛋白(C)和ApoE3ch肽(D)测试的1H4‑2血清的ELISA结果。结果

表示为450nm处的光密度对所测试血清的稀释系数。图20是比较图19A‑19D所示结果的图。

[0449] 图21显示用人重组ApoE3或小鼠重组ApoE3孵育的抗体1H4的系列稀释的代表性

ELISA谱。结果表明，抗体优选结合至人蛋白而不是小鼠，并且抗体1H4对人ApoE具有选择

性。结果显示为在450nm±s.e.m.(n＝2)处检测的平均光密度。

[0450] 接下来，从克隆的杂交瘤中纯化单克隆1H4抗体，并进行ELISA评价。图22显示

ELISA实验的结果。

[0451] 使用肝素亲和色谱法、免疫印迹法、色谱级分的定量ELISA和结合分析的竞争性

ELISA评价抗体7C11。

[0452] 用阴性对照(溶媒，顶部印迹)或抗体7C11(底部印迹)孵育ApoE3的肝素亲和色谱

级分并进行免疫印迹(图23A)。ApoE3阳性条带由箭头指示，并使用特异性检测重组肽的his

标签的抗体抗his标签(rb,1:5,000)检测。图23B显示由如图23A中所示的抗his标签抗体检

测的WB印迹条带的定量。强度标准化至输入。这些结果表明，在存在抗体的情况下，ApoE3与
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肝素的结合降低，并且7C11与ApoE竞争肝素结合。

[0453] 接下来，进行7C11‑1血清的亚克隆分析。图24A‑24D显示用ApoE3  WT全长蛋白(A)、

ApoE3  WT肽(B)、ApoE3ch全长蛋白(C)或ApoE3ch肽(D)测试7C11‑1血清的ELISA结果。结果

显示为450nm处的光密度对所测试血清的稀释系数。图25是比较图19A‑19D所示结果的图。

接着，从克隆的杂交瘤中纯化单克隆7C11‑1抗体，并进行ELISA评价。图26显示ELISA实验的

结果。

[0454] 使用肝素亲和色谱法、免疫印迹法、色谱级分的定量ELISA和结合分析的ELISA进

一步评价19G10‑2抗体。针对APOE3野生型(WT)和APOE3ch突变重组蛋白的肝素结合结构域

进行19G10‑2抗体的ELISA筛选。如图27所示，19G10‑2抗体表现对APOE3ch(氨基酸125至

299)突变重组蛋白的全长和C末端结构域二者的特异性、和与APOE3  WT的一些相互作用。

[0455] 对用阴性对照(溶媒，顶部印迹)或抗体19G10‑2(底部印迹)孵育的ApoE3的肝素亲

和色谱级分进行ELISA分析(图28A)。ApoE3阳性条带由箭头指示，并使用特异性检测重组肽

的his标签的抗体抗his标签(rb,1:5,000)检测。图28B显示由如图28A中所示的抗his标签

抗体检测的WB印迹带的定量。强度标准化至输入。这些结果表明，尽管是针对ApoE3ch‑HSPG

结构域设计的，但19G10‑2与野生型ApoE竞争肝素结合并导致ApoE3与肝素的结合降低。不

希望受理论束缚，抗体19G10‑2可以识别和/或稳定不太可能结合肝素/HSPG/GAG的APOE(例

如APOE聚合物或聚集体)的构象特异性特征。

[0456] 图29显示用19G10‑2血清抗体孵育的ApoE3  WT的免疫印迹。顶部印迹：用二抗小鼠

探针标记膜以检测19G10‑2抗体。如前所述，用抗his标签孵育底膜以检测ApoE3阳性部分。

该分析表明抗体‑APOE复合物(左侧印迹；顶部和底部)不结合肝素，而游离APOE以高亲和力

结合肝素(右侧印迹；底部)。

[0457] 图30是显示血清和单克隆抗体杂交瘤上清液19G10‑2二者对ApoE3WT或ApoE3ch的

结合差异的代表性ELISA。数据证实了该抗体对ApoE3ch变体的优势选择性。图31是Y轴的放

大图，显示在存在ApoE3WT的情况下，抗体19G10‑2的一些有限结合部分(血清，灰色部分；单

克隆，黑色结合部分)。接下来，从克隆的杂交瘤中纯化单克隆19G10‑2抗体，并进行ELISA评

价。图32显示来自ELISA实验的结果。全长WT  APOE的识别的信号高于WT  ApoE肽的识别的信

号表明结合了构象特异性特征。

[0458] 使用肝素亲和色谱法、免疫印迹法、色谱级分的定量ELISA和结合分析的ELISA进

一步评价25F1‑2抗体。图33显示针对APOE3野生型(WT)和APOE3ch突变重组蛋白的肝素结合

结构域的25F1‑2抗体的ELISA筛选。如图33所示，25F1‑2抗体显示对APOE3突变体全长和C末

端蛋白的高亲和力，然而，它似乎不具有与APOE3WT蛋白的C末端的强结合，并且显示与

APOE3WT全长蛋白的有限的相互作用。结果显示为450nm处的光密度对所测试血清的稀释系

数。

[0459] 对用阴性对照(溶媒，顶部印迹)或抗体25F1‑2(底部印迹)孵育的ApoE3的肝素亲

和色谱级分进行免疫印迹(图34A)。ApoE3阳性条带由箭头指示，并使用特异性检测重组肽

的his标签的抗体抗His标签(rb,1:5,000)检测。图34B显示由如图34A中所示的抗his标签

抗体检测的WB印迹条带的定量。强度标准化至输入。这些结果表明，尽管是针对ApoE3ch‑

HSPG结构域设计的，25F1‑2与野生型ApoE竞争肝素结合并导致ApoE3与肝素的结合降低。

[0460] 图35显示用25F1‑2单克隆抗体孵育的ApoE3  WT的免疫印迹。顶部印迹：用二抗小
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鼠探针标记膜以检测25F1‑2。如前所述，用抗his标签孵育底膜以检测ApoE3阳性部分。该分

析表明抗体‑APOE复合物(左侧印迹；顶部和底部)不结合肝素，而游离ApoE以高亲和力结合

肝素(右侧印迹，底部)。

[0461] 图36是显示25F1‑2血清和单克隆抗体杂交瘤上清液25F1‑2二者对ApoE3WT或

ApoE3ch的结合差异的代表性ELISA。这些结果证实了该抗体对ApoE3ch变体的优势选择性。

图37是图36的Y轴的放大图，显示在存在ApoE3WT的情况下的抗体25F1‑2的结合性质

(binding  profile)。接下来，从克隆的杂交瘤中纯化单克隆25F1‑2抗体，并进行ELISA评

价。图38显示来自ELISA实验的结果。全长WT  APOE的一些识别的信号高于WT  ApoE肽的识别

的信号，表明构象特异性特征的结合。

[0462] 使用肝素亲和色谱法和免疫印迹法、以及色谱级分的定量ELISA评价小鼠抗体

1343ab(由23B2重命名)。图39和40显示针对APOE3野生型(WT)和APOE3ch突变重组蛋白的肝

素结合结构域的1343抗体的ELISA筛选。1343表现对APOE3  WT和APOE3ch突变体C末端二者

和全长重组APOE蛋白的反应性(突变体是指Christchurch突变体)。

[0463] 对在存在或不存在1343的情况下使用增加的NaCl梯度从肝素柱洗脱的蛋白级分

中的ApoE进行免疫印迹(图41A)。单个印迹被裁剪为25到50kDa之间。空白间隔分隔单个印

迹。FT＝流过。进行ELISA以定量存在和不存在1343的情况下的不同ApoE的NaCl洗脱模式的

差异(图41B)。独立实验中N＝3柱每异构体在不同的日子并排分析两次以定量差异。误差线

描述平均值的标准误差。

[0464] 经验证，来自小鼠抗体1H4‑2、7C11‑1、19G10‑2、25F1‑2和1343ab的CDR序列被移植

到人IgG骨架(IgG2或IgG4)中以产生人源化对应物(counterpart)。

[0465] 实施例9：ApoE抗体的体内验证

[0466] 产生了诱导型APOE依赖性Tau过度磷酸化(配对螺旋样纤维形成)的眼内模型。该

模型用于测试ApoE抗体抑制Tau病理学(其是神经退行性病变的标志物)的能力。图42A显示

示例性实验概要。

[0467] 简而言之，将his标签的重组人APOE3体内注射至B6；C3‑Tg(Prnp‑MAPT*P301S)

PS19Vle/J小鼠(杰克逊实验室008169)(Yoshiyama等人53(3):337‑51,2007)。该小鼠模型

含有人tau  P301S突变并且是经过验证的阿尔茨海默病和其它tau病如额颞痴呆的动物模

型(参见例如Bugiani等人58(6):667‑77,1999)。使用PBS注射的小鼠作为对照。

[0468] 如图42B所示，在6周龄小鼠的对照视网膜中，神经节细胞及其轴突纤维中不存在

磷酸化tau(PHF)的配对螺旋样纤维(用同工凝集素B4标记的血管内的信号是背景信号)。相

反地，重组人APOE3(his标签)的施用引发了用AT8抗体检测到的PHF的强烈形成。PHF在神经

节细胞轴突(箭头)和神经节细胞体中为强力的。使用抗His抗体在神经节细胞体周围检测

到人APOE。

[0469] 将小鼠1H4‑2抗体和人源化1343Ah抗体玻璃体内注射至来自上述小鼠模型的小鼠

眼中(最终体积2μL)。在注射后第3天处死动物，解剖视网膜并进行免疫标记。视网膜由

DAPI、同工凝集素和AT8(pTAU)染色，其可识别磷酸化的配对螺旋样纤维tau(PHF  tau)。使

用SP8共聚焦显微镜对视网膜进行成像。如图43B、43C、43F和43G所示，APOE3  WT导致PHF 

Tau显著增加，这通过1H4‑2显著降低(***p<0.001)。类似地，人源化1H4‑2  IgG2/κ重组单克

隆抗体的施用在体内有效降低了APOE依赖性PHF  tau病理学的诱导(图43H；**p<0.01,***p
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<0 .001)。如图43D和43H所示，人源化1343Ah显著降低了PHF  Tau水平(**p<0 .01 ,***p<

0.001)。

[0470] 小鼠单克隆抗体和相应的人源化抗体之间功效的相似性证实了结合结构域对

ApoE或ApoEch的亲和力，并且在人源化过程中保留了结合特性。这表明CDR的结合特性可以

从原始小鼠IgG1转移至包括人IgG2的其它蛋白。

[0471] ApoE3和单克隆抗体1H4(mAb  1H4)之间的结合亲和力使用BLItz系统的高级动力

学模块(Blitz  Pro,FB‑609928,1.3.1.3版)测定。简而言之，用mAb1H4加载蛋白A生物传感

器，并在从0至571.4nM的增加的全长ApoE3蛋白(Innovagen)的浓度下测定缔合常数和解离

常数。使用了以下运行设置：实验介质中30s的初始基线，生物传感器上配体(mAb  1H4)的

120s加载，结合(120s)和解离(120s)步骤之前的30s新基线。在2200rpm和室温下进行总共6

次420s的运行以确定ApoE3的结合参数。使用BLItz软件(1.1.0.7版本)对解离实验进行全

局拟合和步进校正(step  correction)。图44显示增加的浓度(nM)的ApoE3蛋白与1H4在蛋

白A生物传感器上的代表性结合测量。使用BLItz系统测量(表8)并计算KD、Ka和Kd。上图代

表缔合步骤，下图代表结合动力学的解离步骤。X轴和Y轴分别表示以秒为单位的时间和以

nM为单位的结合。

[0472] 表8

[0473]

[0474] 实施例10：APOE片段融合蛋白的体内验证

[0475] 接下来，使用类似的体内模型测试了含有APOE片段的融合蛋白，该片段包含HSPG

结合结构域和人IgG的Fc区。简而言之，0.78μg的重组全长APOE用于诱导tau病理。将0.14μg
融合蛋白玻璃体内注射至小鼠。如图43E和43I所示，融合蛋白减少了神经元中APOE依赖性

tau病理。

[0476] 实施例11：嵌合抗体的序列
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[0477] CDR从小鼠转移到人IgG2或IgG4的嵌合抗体序列如下所示：正常字体＝载体

[0478] 斜体＝信号肽

[0479] 下划线＝VL/VH

[0480] 双下划线＝恒定部分(人κ/IgG4/IgG2)mAb  1H4  IgG2/κ的表达载体的序列:

[0481]
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[0485]

[0486] mAb  1343Ah  IgG2/κ的表达载体的序列:
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[0491]

[0492] mAb  19G10  IgG4/κ的表达载体的序列:

[0493]
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[0497]

[0498] mAb  25F1  IgG4/κ的表达载体的序列：
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[0502]
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[0503]

[0504] mAb  7C11.1  IgG2/κ的表达载体的序列：

[0505]
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