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특허청구의 범위

청구항 1 

포유동물에 CD24 단백질을 투여하는 것을 포함하는, 류마티스성 관절염을 치료하는 방법.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 상기 CD24 단백질은 성숙한 마우스 또는 성인 CD24 또는 그의 변이체의 염기서열을 포함하는

류마티스성 관절염을 치료하는 방법. 

청구항 3 

제 2항에 있어서, 상기 성인 CD24는, SEQ ID NO:1 및 2로 구성되는 그룹으로부터 선택되는 염기서열로 구성되거

나, 또는 상기 성숙한 마우스 CD24는 SEQ ID NO:3의 염기서열로 구성되는 류마티스성 관절염을 치료하는 방법. 

청구항 4 

제 2항에 있어서, 상기 CD24 단백질은 마우스 또는 인간의 CD24의 세포외 영역을 포함하며, 이 영역은 상기 성

숙한 CD24의 N-터미널(terminal) 단부에 결합되어 있는 류마티스성 관절염을 치료하는 방법. 

청구항 5 

제 4항에 있어서, 상기 세포외 영역은 SEQ ID NO:4의 염기서열로 구성되는 류마티스성 관절염을 치료하는 방법. 

청구항 6 

제 1항에 있어서, 상기 CD24 단백질은 가용성인 류마티스성 관절염을 치료하는 방법. 

청구항 7 

제 1항에 있어서, 상기 CD24 단백질은 글리코실레이트 되어 있는 류마티스성 관절염을 치료하는 방법. 

청구항 8 

제 2항에 있어서, 상기 CD24 단백질은, 또한 포유류의 면역글로블린(Ig)의 부분을 더 포함하며, 상기 Ig는 상기

성숙 마우스 또는 성인 CD24의 N-터미너스(terminus) 또는 C-터미너스에 결합되어 있는 류마티스성 관절염을 치

료하는 방법. 

청구항 9 

제 8항에 있어서, 상기 Ig 부분은 인간의 Ig 단백질의 Fc 부분인 류마티스성 관절염을 치료하는 방법. 

청구항 10 

제 9항에 있어서, 상기 Fc 부분은 인간의 Ig 단백질의 힌지 영역과 CH2 및 CH3 영역으로 구성되며, 상기 Ig는

IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 및 IgA로 구성되는 그룹으로부터 선택되는 류마티스성 관절염을 치료하는 방법. 

청구항 11 

제 9항에 있어서, 상기 Fc 부분은 IgM의 힌지 영역과 CH2 및 CH3 영역으로 구성되는 류마티스성 관절염을 치료

하는 방법.

청구항 12 

제 1항에 있어서, 상기 CD24 단백질은, 진핵세포 단백질 발현 시스템을 이용하여 생성되는 류마티스성 관절염을

치료하는 방법.

청구항 13 
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제  12항에  있어서,  상기  발현  시스템은,  중국산  햄스터  난소  세포내에  포함된  벡터  또는  복제-결함

(replication-defective) 레트로바이러스 벡터를 포함하는 류마티스성 관절염을 치료하는 방법.

청구항 14 

제 13항에 있어서, 상기 복제-결함 레트로바이러스 벡터는 진핵세포의 게놈내에 안정적으로 통합되어 있는 류마

티스성 관절염을 치료하는 방법.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 2010년 4월 28일 출원된 미국 임시 특허 출원 제 61/329,078호를 우선권으로 하고 있으며, 그 전체[0001]

내용은 참조로서 포함되어 있다.   

배 경 기 술

본 발명은 류마티스성 관절염 치료를 위한 용도, 조성물과 치료방법에 관한 것이다.    [0002]

발명의 내용

해결하려는 과제

다음의 설명은 반드시 필요하지는 않은 종래의 기술의 배경 정보와 전체 범위 또는 모든 특징들을 광범위하게[0003]

기재하고 있지 않은 본 발명의 일반적인 요약을 제공하고 있다. 

CD24는  열-안정  항원으로  알려져  있다(1).  그것은  글리코실-포스파티딜-이노시톨(GPI)-앵커  분자(glycosyl-[0004]

phosphatidyl-inositol(GPI)-anchored  molecule)로 발현되며(2),  서로 다른 계통들에서 광범위하게 분포되어

있다(3).  미성숙 세포들에서 발현되는 CD24의 특성으로 인해, 줄기세포 마커의 일부분으로서, 그리고 림프구

분화(differentiation)용으로 사용되어왔다.   CD24와 관련된 첫 번째 기능은 항원-특이성 T 세포 반응을 위한

코스티뮤레이토리 활성(costimulatory activity)이다(4-6). 생체내 연구들은 림프구 기관내에서 T 세포 활성을

위한 코스티뮤레이터(costimulator)로서, CD24가 CD28이 없는 상태에서는 필수적이라는  사실을 보여주고 있다

(7, 8).  이것은“코스티뮤레이터가 풍부하지(costimulator rich)" 않은 국소 타게트 기관에 대한 것은 아니다.

 이러한 개념에 따라, 우리는 CD24의 타게트된 변이(trageted mutation)를 가지는 마우스가 실험적인 자동면역

(autoimmune) 뇌척수염(EAE)의 발병에 대해 완전히 저항한다는 것을 밝혀냈다(9, 10).    

인간 CD24의 다형태성(polymorphism)은 다발성 경화증 및 류마티스성 관절염(RA)을 포함하는, 몇 가지 자동면역[0005]

질병들(11-15)의 위험과 진행과 관련이 있다.  다발성 경화증의 경우에, 우리는, 뮤린(murine) CD24의 세포외

부분과 인간 IgG1 Fc로 구성되는 가용성 CD24가, 다발성 경화증의 마우스 모델, 즉 실험적 자동면역 질병들의

임상적인 증상들을 개선시켰다는 것을 보고한 바 있다(9).  더욱 최근의 연구에 의해 우리는, CD24가 위험-관련

분자 패턴들(DAMPs)에 대한 숙주 응답과 상호 작용하며, 그 응답을 억압한다는 것을 보고한 바 있다(16). 

RA는  인구의  0.5-1%에  영향을  미치고  있다.  수  많은  질병-변형  항류마티스성  약물(disease-modifying[0006]

antirheumatic drugs  : DMARDs)들이 현재 사용되고 있으나, 생물학적 DMARDs의 주요 기준, 즉 종양-괴사 인자

알파를 대상으로 하는 치료제들은,  치료를 받는 환자들의 50%  이하에서,  류머티스학 개선 기준의 미국 대학

(ACR50)에 따르면 50% 개선을 이끌어 내었다(17).  RA는 치료되지 않는다. 그러므로, RA에 대한 추가적인 치료

제를 시험하는 것이 필요하다. 질병들의 원인들은 대부분 확실하지 않지만, RA는 관절내의 자동면역 질병으로

추측되고 있다.  수 많은 연구들은 류마티스성 관절염의 원인에는 T 세포가 관련되어 있다는 것을 암시하고 있

다(18). 더욱 최근에는, 항체들의 이동이 마우스의 관절 염증을 유발시킬 수 있다는 것이 입증되었다(19-21).

외상(lesion)의 병리학은 인간의 류마티스성 관절염과 유사하다.    

항체에 의한 RA의 수동적인 전달과 관련된 연구에 따르면, 가장 흥미로운 개념들중의 하나는, 항체들이 일반적[0007]

으로 널리 발현될 수 있는 단백질에 대해 특정되어 있더라도, 조직-특이 자동면역 질병들은 관찰될 수 있다는

사실이다(19-21).  이러한 개념은 중요하며, 그 이유는, 공유된 질병 발생 이론에도 불구하고, 다른 기관/조직

들에  대한  자동면역  질병들이  다른  치료를  요구한다는  사실을  제시하고  있기  때문이다.  이러한  개념의

지지하에, 다발성 경화증 치료를 위해 널리 이용되는, 인터페론 β는 RA 치료에는 거의 효과를 나타내지 않는다
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(22). 

인간 RA에 대한 동물 모델들은 DMARDs의 치료제 개발에 중요한 역할을 하였다. 예를 들면, 마우스와 랫트(rat)[0008]

에 콜라겐-유도에 의해 발생되는 관절염은 RA의 치료제의 개발을 위해 중요하였다(23). 더욱  최근에는, 항-콜

라겐 항체들의 적응적 전달이 마우스내에서 강한 RA-유사성 외상을 발생시킨다는 것이 밝혀졌다(19). 질병의 발

현이전에 자동-항체들은 RA 환자들내에서 많아지므로(24, 25),콜라겐-특이 항체의 수동적인 전달은 인간 RA에

대한 관련 모델이 된다.

RA의 질병 발생론은 DAMP에 대한 숙주 응답(26, 27)을 포함하고, CD24 분자는 DAMPs에 대한 숙주 응답을 부정적[0009]

으로 규제하므로(16), 우리는 RA를 치료하기 위해서 가용성 CD24를 이용할 수 있는 가의 가능성을 조사하였다.

RA의 수동적인 전달 모델이 선택된 이유는, 인간의 질병들과 관련성이 있으며 실험 계획의 단순성 때문이었다.

       

과제의 해결 수단

본 발명은 CD24 단백질을 그것이 필요한 포유 동물에게 투여하여 류마티스성 관절염을 치료하는 용도 및 방법을[0010]

제공하는 것이다. CD24 단백질은 성숙한 마우스의 CD24 또는 성인 CD24 또는 그의 변종의 염기서열을 포함할 수

있다.   성인 CD24는, SEQ ID NO:1 또는 2의 염기서열로 구성될 수 있다.     성숙한 마우스 CD24는 SEQ ID

NO:3의 염기서열로 구성될 수 있다. CD24 단백질은 마우스 또는 인간의 CD24의 세포외 영역을 포함하며, 이 영

역은 성숙한 CD24의 N-터미널(terminal) 단부에 결합되어 있다. 세포외 영역(extracellular domain)은 SEQ ID

NO:4의 염기서열로 구성될 수 있다.  CD24 단백질은 또한 포유류의 면역글로블린(Ig)의 일부를 포함하며, Ig는

성숙 CD24의 N-터미너스(terminus) 또는 C-터미너스에 결합되어 있다. Ig 부분은 인간의 Ig 단백질의 Fc 부분일

수 있으며, Ig 단백질은, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 또는 IgA일수 있다.    Fc 부분은 인간의 Ig 단백질의 힌지

영역과 CH3 및 CH4 영역을 구성할 수 있다.

CD24 단백질은 가용성이며, 글리코실레이트화되어 있다(glycosylated).  CD24 단백질은, 진핵세포 단백질 발현[0011]

시스템을 사용하여 생성될 수 있다.   발현 시스템은, 중국산 햄스터 난소 세포내에 포함된 벡터 또는 복제-결

함(replication-defective) 레트로바이러스 벡터를 포함할 수 있다.   복제-결함 레트로바이러스 벡터는 진핵세

포의 게놈내에 안정적으로 통합될 수 있다. 

발명의 효과

여기에 기술된 데이터는 CAIA에 대한 CD24Fc의 높은 치료 효능을 보여준다.  안전에 대한 우리의 광범위한 데이[0012]

터를  감안할  때,  안정성과  우리의  CD24Fc  성공적인  제조는  모두  RA에  대한  치료로서  융합  단백질(fusion

protein)의 많은 잠재력을 암시한다. 

도면의 간단한 설명

도 1은, CD24 융합 단백질의 아미노산 조성물, CD24IgGlFc(SEQ ID NO: 5)를 도시하고 있다.   밑줄친 부분 26[0013]

아미노산은 CD24(SEQ ID NO: 4)의 단일 펩타이드이다.   염기서열의 상자내의, 굵은 부분은 융합 단백질 (SEQ

ID NO: 1)에서 사용되는 성숙 CD24 단백질이다.    성숙 CD24 단백질내에 일반적으로 존재하는 마지막 아미노산

(A 또는 V)은 면역원성(immunogenicity)을 피하기 위하여, 구성으로부터 삭제되었다.  밑줄이 표시되지 않고,

굵은 선으로 표시되지 않는 글자들은 CH1과 CH2 영역들 (SEQ ID NO: 6)과 힌지 영역(hinge region)을 포함하는

IgG1 fc의 서열들이다. 

도 2는, 포유류 세포 라인들로부터 발현되는 CD24IgGlFc의 정제와 처리를 위한 방법을 도시한 도면이다. 

도 3은, 마우스 (SEQ ID NO: 3)와 인간 (SEQ ID NO: 2)으로부터 성숙 CD24 단백질들 간의 아미노산 염기서열

변이체들을 도시한 도면이다. 강력한 글리코실레이션 (glycosylation) 사이트는 굵은 글자로 표시되어 있으며,

N-글리코실레이션 사이트는 빨간색으로 표시되어 있다.  

도  4는,  RA에  대한  CD24Ig의  치료  효과를  도시한  도면이다.    8-10주령(weeks)의  항체  칵테일

(cocktail)(MDbioproducts, St Paul, MN)을 유도하는 ArthritoMab 관절염의 수컷 BALB/c 마우스들에게 한 마리

당 20mg의 투여량으로 정맥을 통해 주사하여 면역시켰다. 2일 후에,  그 마우스들에게 PBS에 용해된 90μg의

LPS가 I.p. 투여 되었다. 질병의 진행은 다음의 수치 시스템에 따라 매일 검사되었다.  0. 반응 없음, 정상; 1,

약간 영향을 받는 수족들과는 관계없이 각각의 손에 한정되는 손상된 손목/발목의 한정된 발적과 부종 또는 외

관적 발적(apparent redness)과 부종(swelling); 2, 손목/발목의 심각한 발적과 부종에 대해 보통(Moderate);

공개특허 10-2013-0086126

- 5 -



3, 전체 발(paw)의 발적과 부종; 4, 다수의 관절들을 포함하고, 염증이 가장 심한 수족.  도시된 데이터는 4개

의 수족(평균+SE)으로부터 얻어지는 복합 수치들이다. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 두 개의 그룹들간의 차

이도 역시 Fisher PLSD 시험에서  중요하다. 

도 5는, CD24IgG1의 약물동력학의 윈놀린 부분(WinNonlin compartmental) 모델링 분석을 도시한 도면이다.  개

열된 원은 마우스 3마리의 평균을 나타내며, 라인은 예측되는 약물동력학 곡선 즉, a. 1mg CD24IgGl의 I.v. 투

여, b. 1mg CD24IgGl의 s.c. 투여 곡선이다.   c는 곡선 하부에 의해 측정되는(AUC) 혈액내의 항체의 총 양, 반

감기 및 최대 혈액 농도를 나타내고 있다.   차이는 통계학적으로는 중요하지 않지만, AUC와 s.c. 투여의 Cmax

는 i.v. 투여의 약 80%이다.  

도 6은, CD24-Siglec G(10) 상호 작용이 PAMP와 DAMP 간의 차이를 판별하는 단계를 도시한 도면이다.  A. PAMP

에 대한 숙주 반응은 CD24-Siglec G(10) 상호 작용에 의해 영향을 받지 않았다.    B. CD24-Siglec G (10) 상

호 작용은 Siglec G/10-관련 SHP-1을 통해 DAMP에 대한 숙주 반응을 억제한다. 

도 7은, CD24Fc의 일회 주사 투여가 CAIA의 임상학적인 수치의 감소를 나타내는 도면이다.   a. 실험의 도면들.

BALB/c 마우스들이(8주), 담체 또는 퓨젼 단백질과 함께 첫 날에 mAbs를 투여 받았다.   그 마우스들은 3일째에

LPS를 투여 받았으며, 3주 동안 매일 관찰되었다.    b. CD24Fc는 CAIA의 임상적인 수치들을 감소시켰다.   퓨

젼 단백질(lmg/mouse)  또는 담체는 첫 날에 한 번 투여 되었다.  임상학적인 수치들은 이중 맹검법(double-

blind)에 의해 결정되었다.  *, P<0.05; **, P<0.01; ***,P<0.001.  CD24의 효과는,  PBS  그룹내의 52마리 마

우스와 CD24Fc 그룹내의 54마리 마우스를 모두 포함하는, 6개의 독립적인 실험군들에서 재현되었다.  

도 8은, CD24Fc는 관절과 CAIA내의 염증성 시토킨들의 레벨들을 감소시키 것을 나타내는 도면이다.   도 7a에

도시된 바와 같이, CAIA로 시작되었고 치료되었다.   염증성 시토킨들은 BD 파르민겐(pharmingen)으로부터 시토

킨  비드  배열(bead  array)에  의해  측정되었다.   a.  대표적인  FACS  프로필,  b.  관절  호모지네이트들

(homogenates)내에서 측정된 감소된 시토킨(Mean+SE)의 요약.

도 9는, CD24Fc가 관절내의 연골의 염증화와 파괴를 감소시키는 것을 나타내는 도면이다.   7일차에, CD24Fc로

치료된  마우스와  대조  마우스의  앞발과  뒷발이  각각  해부되었다.   24시간  동안  4%의  파라포름알데히드

(paraformaldehyde)에 고정되었으며, 그 후에 5% 포름산(formic acid)으로 탈석회(decalcification) 작업이 진

행되었다.  발들은 파라핀에 보관하였으며, 세로 부분은 H&E와 Safranin O 적색 (Sigma-Aldrich)으로 착색되었

다. 

도 10은, CAIA 발병(induction) 5일차에 투여된 D24Fc의 치료 효과를 나타내는 도면이다.   CAIA에 의해 발병된

마우스들은  두 그룹으로 임의적으로 나누고, 담체(PBS) 또는 CD24Fc를 투여받았다.   마우스들은 이중 맹검법

에 의해 수치화되었다.   3개의 독립적인 실험들중 대표적인 수치들이 도시되어 있다. 

도 11은, CD24Fc의 낮은 투여량이 CAIA의 발현을 예방하는 것을 나타내는 도면이다.    a. 실험 도면들,   b.

관절염의 임상적 수치들. 이 수치들은 이중 맹검법에 의해 결정되었다. 

도 12는, Siglecg가 CD24Fc의 치료적 효과에 필수적이라는 것을 나타내는 도면이다.   WT의 (a)와 Siglecg-/-

마우스 (b)는 항-콜라겐 mAbs의 칵테일과 함께 담체 대조(vehicle control) 또는 CD24Fc를 투여 받았다.    임

상학적 수치들은 이중 맹검법에 의해 매일 기록되었다.  

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명자들은 CD24의 가용성 형태가 류마티스성 관절염을 치료하는데 매우 효과적이라는 사실을 발견하였다. [0014]

1. 정의들[0015]

여기에서 사용하는 용어들은 단지 특정한 태양들을 기재하기 위한 것이며, 발명을 제한하는 것은 아니다. 명세[0016]

서와 첨부된 청구항에서 사용되는 바와 같이, 단수 형태“a”나, "an" 그리고 “the”는 문맥상에서 특별하게

다른 것을 지시하지 않는 한 복수의 대상들을 포함한다. 

여기에 기재된 수치 범위의 설명을 위해서,  각 중간 수치는 동일한 정도의 정확도를 가지고 명백하게 고려되어[0017]

졌다.  예를 들면, 6-9의 범위에 대해서는, 7과 8이 6과 9외에도 고려되어지며, 6.0-7.0의 범위에 대해서는,

6.0, 6.1, 6.2, 6.3, 6.4, 6.5, 6.6, 6.7, 6.8, 6,9와 7.0이  명백하게 고려된다. 

“펩타이드" 또는 ”폴리펩타이드"는 아미노산의 서열이 될 수 있으며, 천연적, 합성적 또는 천연, 합성 또는[0018]
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그 변형 또는 그들의 조합이 될 수 있다. 

“실질적으로 동일하다”라는 말은 제 1과 제 2아미노산 서열들이, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,[0019]

13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37,

38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 120,

130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, or 300 아미노산의

영역에서,  적어도 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 또는 99%가 된다는 것을 의미한

다. 

질병으로부터 동물을 보호한다는 표현을 할 때에 시용되는,“치료”또는 “치료하다”는 질병의 예방, 억제, 억[0020]

압 또는 완전한 제거를 의미한다.  질병을 예방하는 것은 그 질병의 발병 이전에 동물에게 본 발명의 조성물을

투여하는 단계를 포함한다. 질병의 억제(suppressing)는 질병의 발병 후에 그러나 임상적 현상이 나타나기 이전

에 동물에게 본 발명의 조성물을 투여하는 단계를 포함한다.  질병의 억압(repressing)은 그 질병의 임상학적인

현상 이후에 동물에게 본 발명의 조성물을 투여하는 단계를 포함한다. 

“변이체”는 삽입, 삭제, 또는 아미노산의 보존적 치환(conservative substitution)에 의해 아미노산 염기서열[0021]

이 다르나, 최소한 한 개의 생물학적인 활동을 유지하는 펩타이드 또는 폴리펩타이드를 의미한다.  “생물학적

활성”의  대표적인  보기들은  톨유사(toll-like)  수용체에  대한  결합  능력  및  특정  항체에  의한  결합을

포함한다.  변이체는 또한 적어도 하나의 생물학적 활성을 가지는 아미노산 염기서열을 가지는 기준 단백질과

실질적으로 동일한 아미노산 염기서열을 포함하는 단백질을 의미한다. 아미노산의 보존적 치환, 즉 아미노산을

유사한 특성들(예를 들면, 친수성(hydrophilicity), 하전된 영역(charged region)의 정도 및 분포 등)을 가지

는 서로 다른 아미노산으로 대체하는 것은, 일반적으로 사소한 변화를 포함하는 기술로 인식되고 있다. 이러한

사소한 변화들은 Kyte et al., J. Mol. VBiol. 157:105-132(1982)에 기재된 바와 같이, 아미노산의 수치료법

(hydropathic)  지수를  고려함으로써  부분적으로  파악될  수  있다.   아미노산의  수치료법  지수는  소수성

(hydrophobicity)과 전하에 근거하여 얻어진 것이다. 유사한 수치료법 지수들은 치환될 수 있으며, 단백질 기능

을 유지할 수 있다는 것이 기존의 기술에서 이미 알려져 있다.   한 특징에서는, 수치료법 지수 ±2를 가지는

아미노산은 치환된다. 아미노산의 친수성은 또한 생물학적 기능을 유지하는 단백질들을 생성하는 치환들을 나타

내기 위해 이용될 수 있다.  펩타이드와 관련지어 살펴보면 아미노산의 친수성에 의해 펩타이드의 가장 큰 부분

평균 친수성을 계산할 수 있다.  이것은 항원성 및 면역성과 상관 관계를 가지고 있다는 것을 나타내는 유용한

측정 자료이다. 미국 특허 4,554,101호는 여기에서 참조로서 그 내용이 포함되어 잇다. 기존의 기술에서 이미

알려진 바와 같이, 유사한 친수성을 가지는 아미노산의 치환은 생물학적 활동, 예를 들면, 면역성을 유지하는

펩타이드를 생성시킬 수 있다.  치환들은 각각 ±2의 친수성 값들을 가지는 아미노산에 의해 실행될 수 있다.

아미노산의 소수성 지수와 친수성 값들은 모두 그 아미노산의 특정한 측쇄(side chain)에 의해 영향을 받게 된

다.  그러한 관찰에 따라, 생물학적 기능을 실현하는 아미노산 치환들은 아미노산의 상대적인 유사성에 의해 영

향을 받으며,  소수성, 친수성, 전하, 크기, 및 다른 특성들에 의해 알려진 바와 같이, 특히 아미노산의 측쇄들

에 의해 영향을 받게 된다. 

2. CD24   [0022]

본 발명에서는 성숙한 인체 CD24 단백질에 관한 것이며, 이 단백질은 SETTTGTSSNSSQSTSNSGLAPNPTNATTK (SEQ ID[0023]

NO:1) 또는 SETTTGTSSNSSQSTSNSGLAPNPTNATTK(V/A) (SEQ ID NO:2)가 되는, 성인의 CD24의 아미노산 염기서열,

또는 NQTSVAPFPGNQNISASPNPTNATTRG (SEQ ID NO:3)이 되는, 성숙 마우스의 CD24의 아미노산 염기서열, 또는 그

의  변종이  될  수  있다.     CD24는  용해성이  될  수  있다.    CD24는  또한  아미노산  염기서열,

MGRAMVARLGLGLLLLALLLPTQIYS (SEQ ID NO:4)를 가지는, N-터미널 펩타이드를 포함할 수 있다.    CD24는 또한

도 1 또는 도 3에 기재된 아미노산 염기서열을 가질 수 있다. CD24는 두 개의 알렐릭(allelic) 형태중에서 한

개의 형태로 존재한다.   그러므로, 성인의 CD24의 C-터미널 아미노산은 발린 또는 알라닌이 될 수 있다.   C-

터미널 발린 또는 알라닌은 면역성을 감소시키기 위해 CD24로부터 삭제될 수도 있다. 두 알렐(allels)간의 차이

점은 다발성 경화증 및 RA와 같은, 자가면역 질병의 위험성에 영향을 끼칠 수 있다. 그럼에도 불구하고, 두 개

의 알렐 형태는 막-결합 형태(membrane-bounded form)의 발현 레벨들에 대해 영향을 미치므로, 변형은 CD24의

기능에 대해 영향을 끼치지 않게 된다. 

인간과 마우스로부터 얻어지는 성숙(mature) CD24 단백질의 아미노산 서열내에 상당한 염기서열 변화가 발생되[0024]

더라도, 그것들은 위험-관련 분자 패턴(DAMP : danger-associated mollecular patterns)과의 상호 작용에 있어
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서 기능적으로 동등하게 된다. DAMP에 대한 숙주 반응(host response)은 RA의 질병 발생에 대해 매우 중요하므

로,  마우스(mouse)와  인간의 CD24는  RA를  치료하는데 있어서 기능적으로 동등하게 될  수  있다.  C-터미너스

(terminus)내에 주로 존재하는 마우스와 인간의 CD24 사이의 염기서열 보존의 결과로서 그리고 다수의 글리코실

레이션 사이트(glycosylation site)내에서, 성숙 CD24 단백질내의 주요 변화들은 RA를 치료하기 위해서 CD24를

이용하는 경우에 허용될 수 있다.   특히 그 변화들이 C-터미너스내의 보존 잔존물에 대해 영향을 끼치지 않거

나 또는 마우스 또는 인간의 CD24로부터 글리코실레이션 사이트에 대해 영향을 끼치지 않는 경우에 허용될 수

있다. 

a. 결합   [0025]

CD24는 N- 또는 C-터미널 단부에서, 마우스 또는 인간이 될 수 있는 포유류의 Ig 단백질의 한 부분에 결합될 수[0026]

있다.   그 한 부분은 Ig 단백질의 Fc 영역이 될 수 있다.  Fc 영역은 Ig 단백질의 힌지 영역과 CH2 및 CH3 영

역들을 포함할 수 있다. Ig 단백질은 인간의 IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 또는 IgA가 될 수 있다.     Fc 영역은

SEQ ID NO:6으로 구성될 수 있다.   Ig 단백질은 또한 IgM이 될 수 있으며, Fc 영역은 IgM의 힌지 영역과 CH2

및 CH3 영역들을 포함할 수 있다.   CD24는 또한 N- 또는 C-터미너스에서, GST, His 또는 FLSG가 되는 단백질

태그에 결합될 수 있다.   결합(fusion) 단백질을 만들고 순화하는 방법들이 이미 알려져 있다. 

b. 생산[0027]

CD24는 과도하게 글리코실레이트 될 수 있으며, 위험-관련 분자 패턴과의 코스티뮬레이션(costimulation) 및 상[0028]

호작용과 같은 CD24의 기능들과 관련된다. CD24는 진핵세포 발현 시스템을 이용하여 만들어진다. 발현 시스템은

중국산 햄스터 난소(CHO) 세포들과 같은 포유류 세포내의 벡터로부터 얻어지는 발현을 수반한다. 그 시스템은

진핵 세포들을 감염시키는데 이용되는 복제-결점 레트로바이러스 벡터과 같은 바이어스 벡터가 될 수 있다.

CD24는 또한 벡터 또는 분자 게놈내에 통합되어진 벡터의 한 부분으로부터 CD24를 발현하는 안정된 세포 라인으

로부터 생성될 수 있다. 안정된 세포 라인은 통합된 복제-결점 레트로바이러스 벡터로부터 CD24를 발현할 수 있

다. 그 발현 시스템은 GPEX
TM
이 될 수 있다.  

3. 치료 방법[0029]

CD24는 류마티스성 관절염을 치료하기 위해 이용될 수 있다. CD24는 그것을 필요한 환자에게 투여될 수 있다.[0030]

 환자는 인간과 같은 포유류가 될 수 잇다. 

a. 복합된 CD24 치료법[0031]

CD24는 질병-변형 항류마티스성 약물(disease-modifying antirheumatic drug : DMARD)과 같은 다른 약품과 병[0032]

용투여할 수 있다.  그 다른 약품은 비스테로이드성 소염제(anti-inflammatory drug : NSAID)가 될 수 있다.

이들은 프로피온산 유도체, 아세트산 유도체, 에놀산 유도체, 페나민산 유도체, 또는 선택적 Cox2 억제제가 된

다. 그 약품은 또한 코르티코스테로이드 또는 메토트렉세이트(Methotrexate)가 될 수 있다.  그 약품은, 항

TNF-α 항체 또는 TNF-α(Enbrel)에 결합하는 융합 단백질과 같은 TNF-α 길항제, 항 CD20 mAb, 모노클로널 항

체와 같은 자극 분자 CD80과 CD86의 길항약, 또는 상기 두 개의 분자에 결합하는 융합 단백질(CTLA4Ig), 또는

IL-1, 또는 IL-6의 수용체에 대한 길항제가 될 수 있다.   그리고, 다른 약품은 동시에 또는 순차적으로 투여될

수 있다. 

b. 약학적 조성물[0033]

CD24는 연장된 기간 동안에 CD24를 안정적으로 유지할 수 있는, 용매를 포함하는 약학적 조성물내에 포함될 수[0034]

있다.   그 용매는 PBS가 될 수 있으며, -20℃(-15℃ ~ -25℃)에서 최소한 36개월 동안 CD24를 유지할 수 있다.

그 용매는 다른 약품과 함께 CD24를 수용할 수 있다. 

c. 투여량    [0035]

인간을 위해 이용되는 투여량은 허용가능 독성 및 임상 효과를 가지는 투여를 결정하기 위해서 임상 실험을 통[0036]

해 최종적으로 결정된다. 인간을 위한 초기의 임상 투여는 설치류 및 인간이 아닌 영장류에 대한 독성 및 약물

동력학 실험을 통해 추정될 수 있다.   CD24의 투여는 투여의 경로 및 치료되는 질병의 정도에 따라,  0.01

mg/kg - 1000mg/kg가 될 수 있으며, 1-50 mg/kg가 될 수도 있다. 
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d. 투여[0037]

약학적 조성물의 투여 경로는 비경구가 될 수 있다.   비경구(parenteral) 투여는 질병 부분에 대해 정맥내 투[0038]

여, 동맥내 투여, 복강내 투여, 피하투여, 근육내 투여, 수막공간내 투여, 관절 내 투여 그리고 직접 투여를 포

함하나, 이들에 한정되지는 않는다. 수의과용으로는, 약물을 정상적인 수의과 법에 따라 적합하게 허용가능한

조성물로서 투여될 수 있다.   수의사는 용이하게 투여 방법 및 특정한 동물에게 가장 적합한 투여 경로를 결정

할 수 있다.  약학적 조성물은 인간 환자, 고양이, 개, 대형 동물 또는 조류에 대해 투여될 수 있다. 

CD24는 다른 치료와 함께 동시에 또는 간격을 두어 투여될 수 있다. 여기에서 사용되는 용어“동시” 또는 “동[0039]

시에”는 CD24와 다른 치료법이 48시간, 바람직하게는 24시간, 더욱 바람직하게는 12시간, 더욱 더 바람직하게

는 6시간, 가장 바람직하게는 3시간 이내에 각각 투여된다는 것을 의미한다. 여기에서 사용되는 용어“규칙적으

로”는 투여를 반복적으로 하기 위해서 어느 빈도수에 따라, 다른 치료법과는 다른 시간대에서 그 약물의 투여

가 이루어지는 것을 의미한다. 

CD24는, 다른 치료 이전에 어느 시점에서 투여될 수 있다.   어느 시점은, 약 120 시간, 118 시간, 116 시간,[0040]

114 시간, 112 시간, 110 시간, 108 시간, 106 시간, 104 시간, 102 시간, 100 시간, 98 시간, 96 시간, 94 시

간, 92 시간, 90 시간, 88 시간, 86 시간, 84 시간, 82 시간, 80 시간, 78 시간, 76 시간, 74 시간, 72 시간,

70 시간, 68 시간, 66 시간, 64 시간, 62 시간, 60 시간, 58 시간, 56 시간, 54 시간, 52 시간, 50시간, 48 시

간, 46 시간, 44 시간, 42 시간, 40 시간, 38 시간, 36 시간, 34 시간, 32 시간, 30 시간, 28 시간, 26 시간,

24 시간, 22 시간, 20 시간, 18 시간, 16 시간, 14 시간, 12 시간, 10 시간, 8 시간, 6 시간, 4 시간, 3 시간,

2 시간, 1 시간, 55 분, 50 분, 45 분, 40 분, 35 분, 30 분, 25 분, 20 분, 15 분, 10 분, 9 분, 8 분, 7 분,

6 분, 5 분, 4 분, 3 분, 2 분 및 1 분을 포함한다.  CD24는 CD24의 2차 치료 이전에 어느 시점에서 투여될 수

있다.   어느 시점은, 약 120 시간, 118 시간, 116 시간, 114 시간, 112 시간, 110 시간, 108 시간, 106 시간,

104 시간, 102 시간, 100 시간, 98 시간, 96 시간, 94 시간, 92 시간, 90 시간, 88 시간, 86 시간, 84 시간,

82 시간, 80 시간, 78 시간, 76 시간, 74 시간, 72 시간, 70 시간, 68 시간, 66 시간, 64 시간, 62 시간, 60

시간, 58 시간, 56 시간, 54 시간, 52 시간, 50시간, 48 시간, 46 시간, 44 시간, 42 시간, 40 시간, 38 시간,

36 시간, 34 시간, 32 시간, 30 시간, 28 시간, 26 시간, 24 시간, 22 시간, 20 시간, 18 시간, 16 시간, 14

시간, 12 시간, 10 시간, 8 시간, 6 시간, 4 시간, 3 시간, 2 시간, 1 시간, 55 분, 50 분, 45 분, 40 분, 35

분, 30 분, 25 분, 20 분, 15 분, 10 분, 9 분, 8 분, 7 분, 6 분, 5 분, 4 분, 3 분, 2 분, 및 1 분을 포함한

다.

CD24는 다른 치료 이후의 어느 시점에서 투여될 수 있다. 어느 시점은, 약 1분, 2 분, 3 분, 4 분, 5 분, 6 분,[0041]

7 분, 8 분, 9 분, 10 분, 15 분, 20 분, 25 분, 30 분, 35 분, 40 분, 45 분, 50 분, 55 분, 1 시간, 2 시간,

3 시간, 4 시간, 6 시간, 8 시간, 10 시간, 12 시간, 14 시간, 16 시간, 18 시간, 20 시간, 22 시간, 24 시간,

26 시간, 28 시간, 30 시간, 32 시간, 34 시간, 36 시간, 38 시간, 40 시간, 42 시간, 44 시간, 46 시간, 48

시간, 50 시간, 52 시간, 54 시간, 56 시간, 58 시간, 60 시간, 62 시간, 64 시간, 66 시간, 68 시간, 70

시간, 72 시간, 74 시간, 76 시간, 78 시간, 80 시간, 82 시간, 84 시간, 86 시간, 88 시간, 90 시간, 92

시간, 94 시간, 96 시간, 98 시간, 100 시간, 102 시간, 104 시간, 106 시간, 108 시간, 110 시간, 112 시간,

114 시간, 116 시간, 118 시간, and 120 시간을 포함한다.  CD24는 이전의 CD24 치료 이후의 어느 시점에서 투

여될 수 있다.   어느 시점은, 약 120 시간, 118 시간, 116 시간, 114 시간, 112 시간, 110 시간, 108 시간,

106 시간, 104 시간, 102 시간, 100 시간, 98 시간, 96 시간, 94 시간, 92 시간, 90 시간, 88 시간, 86 시간,

84 시간, 82 시간, 80 시간, 78 시간, 76 시간, 74 시간, 72 시간, 70 시간, 68 시간, 66 시간, 64 시간, 62

시간, 60 시간, 58 시간, 56 시간, 54 시간, 52 시간, 50시간, 48 시간, 46 시간, 44 시간, 42 시간, 40 시간,

38 시간, 36 시간, 34 시간, 32 시간, 30 시간, 28 시간, 26 시간, 24 시간, 22 시간, 20 시간, 18 시간, 16

시간, 14 시간, 12 시간, 10 시간, 8 시간, 6 시간, 4 시간, 3 시간, 2 시간, 1 시간, 55 분, 50 분, 45 분,

40 분, 35 분, 30 분, 25 분, 20 분, 15 분, 10 분, 9 분, 8 분, 7 분, 6 분, 5 분, 4 분, 3 분, 2 분, and 1

분을 포함한다.

다음의 실시예들은 본 발명의 방법들을 설명하기 위해 제시되었으며 그 방법들의 사용을 제한하는 것은 아니다.[0042]

실시예 1[0043]
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가용성 CD24 단백질[0044]

CD24의 세포외 영역은 IgG1 Fc에 결합된다.   CD24 융합 단백질 아미노산 조성물은 도 1에 도시되어 있다.   그[0045]

리고, CD24 융합 단백질의 발현을 유도하는 복제-결핍 레트로바이러스 벡터가 생성되었다. GPEX
TM
(유전자 생성

발현에 대한 머리글자) 시스템은 몇 가지 중요한 장점들을 제공하고 있다.   그 중에서 가장 중요한 것은 평균,

〉1,000 insertions/cells(삽입/세포)이며, 그러나 단지 1 복사/삽입을 가지는 것이다.  게다가, 레트로바이러

스는 우선적으로 전사 활성 위치로 삽입되므로, GPEX
TM
은 타게트가 되는 단백질에 대한 높은 수준의 발현을 실현

하였다. CD24Ig의 높은 수율(high yield)을 생성하는 안정된 세포 라인들이 발생되었다.  게다가, 45 그램의

GLP 등급 생성물과 ~100 그램의 cGMP 등급 생성물들이 생성되었다. 바이오리액터(bioreactor)로부터 얻어지는

매질(media)의 다운스트림 공정(downstream processing)을 위해 사용되는 방법은 첨부된 흐름도에 요약되어 있

다(도 2).   

생성물의 정제(Harvest Clarification)[0046]

바이오리액터 배양 매질은 Cuno 60M01 Maximizer 깊이 필터들에 의해 정제된 후에, Millipore Opticap 0.22μm[0047]

필터에 의해 더 정제되었다.   여액은 멸균 수집백에 수집되었다. 샘플들은 ELISA에 의하여 정량적으로 CD24-Fc

로서 얻어졌다.

단백질 A 수확 [0048]

정제된 매질은 수지의 16g/L을 초과되지 않는 농도로(ELISA에 근거함), 단백질 A 수지(GE 헬스케어 MabSelect)[0049]

의 컬럼을 통과시켰다. 컬럼은 평형 버퍼제(50mM Tris + 0.15M NaCl pH7.5)로 세척된 후에, 5cvs동안 10mM 구

연산 나트륨/시트르산 pH 6.0으로 세척하였다. 결합된 CD24는 10mM 나트륨 구연산염/시트릭산 pH 3.5를 이용하

여 컬럼으로부터 용출하였다.

바이러스 불활성화(Viral Inactivation)  [0050]

단백질 A 용출물 분획을 즉시 2M 염산을 가하여 pH 3.0으로 조절하고, 주위온도에서 30분 동안 유지시켰다. 그[0051]

후에, 1M Tris 염기를 첨가하여 pH 5.0로 조절한 다음, 0.65μm 유리 섬유 필터(Sartorius Sartopure GF2)와

0.2μm((Sartorius Sartopure 2)를 사용하여 여과하여 정제한 다음, 멸균 수집 백(steril collection bag)에

수집하였다.

SP-세파로즈(Sepharose) 칼럼크로마토그래피[0052]

바이러스 불활성화된 물질을 수지 25g/L을 초과하지 않는 농도(1.22=1mg/mL의 A280nm에 근거함)와 250cm/hr의[0053]

선형 유속으로 SP-세파로제(GE 헬스케어)의 컬럼에 적용하였다. 컬럼은 평형 버퍼(10mM 나트륨 구연산염/시트릭

산 pH 5.0)로 세척하고, 결합된 CD24Ig는 10mM 구연산 나트륨/시트르산 + 0.2M NaCl pH 5.0을 이용하여 컬럼으

로부터 용출한다.  용출물은 멸균 수집 백에 수집하였다.

무스탕(Mustang) Q 칼럼크로마토그래피[0054]

SP-세파로wm 용출물을 1M Tris 염기를 첨가하여 pH 7.5로 조절한 다음, WFI로 희석하여 전도성을 감소시켰다.[0055]

희석된 물질은, 수지 0.5g/L을 초과하지 않는 농도(1.22=1mg/mL의 A280nm에 근거함)와 5 컬럼 volumes/min의

유속으로 무스탕 Q 필터(PALL)에 적용하였다. 필터는 평형 버퍼(10mM Tris pH 7.5)로 세척하였으며, CD24-Fc는

그 유속내에 포함되어 있으며, 멸균 수집백에 수집하였다.

바이러스 여과[0056]
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무스탕 Q의 흐름은 다음에 0.2mM 필터와 Millipore NFP 바이러스 필터(공칭 구멍 크기 20nm)를 통해 30psi의 일[0057]

정한 압력에서 여과하고, 멸균 수집 백에 수집하였다.

농도 및 최종 조성물[0058]

생성물은 농축하고, 10kDa 울트라 여과막(Millipore Prep/Scale)을 이용하여 철저하게 여과하고, 280nm의 흡광[0059]

에 의해 결정된 약 10mg/mL의 최종 농도로, 10mM 나트륨 인산염, 150mM 나트륨 염화물 pH7.2에 넣었다. 분석용

샘플들은 바이오 안전 캐비넷(biosafety cabinet)에서 벌크로부터 꺼내었다. 라벨링(labeling)을 실행하고, 샘

플들은 QC에 실험용으로 보내고, 벌크 알리콧(aliquot)은 방출용으로 2-8℃의 온도에 저장된다.

바이러스 제거(Clearance) 연구[0060]

CHM에서 제조된 샘플들에 대하여 Cardinal Health, NC에서 바이러스 제거 밸리데이션을 수행하였다. Cardinal[0061]

Health 사람의 도움으로 Cardinal Health 밸리데이션 시설에서 Gala Biotech의 품질과학자들이 크로마토그래피

와 여과 공정들을 수행하였다. 스케일 다운 공정을 200L 스케일 공정으로부터 개발하였다. 첫째는 제노트로픽

뮤린  백혈병  바이러스(Xenotropic  murine  Leukemia  virus)이고,  두  번째는  포르신  파르보바이러스(Porcine

Parvovirus: PPV)이며, 이것은 레트로비리다에 바이러스 족(Retroviridae viral family)의 18-26nm 크기의 외

피막 RNA 바이러스이다. 이것은 로버스트 바이러스(robust virus)로 생각되며, XMuLv보다는 정제 프로토콜을 통

한 더 낮은 바이러스 리덕션을 나타내는 것으로 기대된다.

실시예 2[0062]

RA의 치료를 위한 CD24Fc의 용도[0063]

이 실시예는 CD24가 RA를 치료하기 위해 사용될 수 있음을 예시한다.  항-콜라겐 항체는 질병이 시작되기 이전[0064]

에, RA 환자들에게 나타나며, 그리고 항-콜라겐 항체는 마우스의 내부에서 RA-유사성 병리 현상을 유발할 수 있

으므로, RA에 대한 설정된 수동적 전달 모델이 가용성 CD24의 효능을 시험하는데에 사용되었다. 융합 단백질은

PBS 매질내에 10mg/mL의 농도로 용해하였다.   도 4에 도시된 바와 같이, 4개의 항-콜라겐 항체들의 조합은 모

든 수족들 내에서 심각한 임상적 증상들을 발생시켰으며, 이러한 증상들은 담체(vehicle)와 CD24Fc로 치료된 그

룹들에서 모두 7일째에 가장 심각하게 나타났다.  그 질병은 모든 수족들(limbs)내에서 발생하는 발(paw) 전체

의 부종과 발적 현상(redness)을 특징으로 하고 있다. 손가락들과 다수의 관절들을 포함하는 몇 개의 수족들은

그 상태가 최대한 악화된다. 그러므로, 가용성 단백질은 질병의 시작에 영행을 미치지 않는다.   놀랍게도,

CD24Fc로 치료한 그룹은 더욱 빠른 회복을 보여주고 있다.  임상적인 수치들의 감소는 9일째가 매우 중요하며,

24일간의 전제 관찰 기간 동안에 지속된다.   그러므로, CD24Fc는 RA에 대한 효과적인 치료를 제공한다.   흥미

있는 것은, 그 효과가 질병의 가장 심각한 상태 이후에 관찰되므로, CD24를 블로킹하는 것(blocking)은 염증의

초기 이후에 장기간의 질병 과정에 영향을 미치게 된다. 

실시예 3[0065]

CD24의 약물동력학(Pharmacokinetics)[0066]

1mg의 CD24IgG1이 순수한 C57BL/6종 마우스내에 주사되었으며, 각각의 시점에서 3마리 마우스에 대해 다른 시점[0067]

(5분, 1시간, 4시간, 24시간, 48시간, 7일, 14일과 21일)에서 혈액 샘플들을 수집하였다.   혈청은 1:100을 희

석되었으며,  CD24Ig의  레벨들은  정제된  항-인체  CD24(3.3μg/ml)를  포착  항체(capturing  antibody)로

이용하고,  페록시다제  복합(conjugated)  염소  항-인간  IgG  Fc(5μg/ml)을  검출  항체로  이용하는  샌드위치

(sandwich) ELISA에 의해 검출되었다.  도 5a에 도시된 바와 같이, CD24Ig의 붕괴(decay) 곡선은 단백질의 전

형적인 바이페이즈(biphase) 붕괴를 나타내고 있다.    첫 번째 생분포(biodistribution) 단계는 12.4 시간의

반감기를 가지고 있었다.  두 번째 단계는중아부로부터 일차 제거의 모델을 따르고 있다.  두 번째의 반감기는

9.54일이 되었으며, 이것은 생체내의 항체의 반감기와 유사하다.  이러한 데이터는 융합 단백질이 혈액 순환시

에 안정적이라는 것을 나타내고 있다.  융합 단백질이 피하조직으로 투입된 다른 연구들에서는, 거의 동일한 반

감기인 9.52일이 관찰되었다(도 5b).  더욱 중요한 것은, CD24Ig가 혈액내에서 피크 레벨(perak level)에 도달
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하기 위해서는 48시간이 걸렸으므로, AUC에 의해 측정한 바와 같이, 전체 투입경로에 의해 공급되는 혈액내의

융합 단백질의 전체 양은, 실질적으로 동일하였다. 그러므로, 치료학적인 관점에서 살펴보면, 다른 투입 경로는

그 약품의 치료 효과에 영향을 끼치지 않아야 한다.  이러한 관찰은 영장류 독성과 임상학적 실험을 위한 시험

계획을 현저하게 단순화시키게 되었다.    

실시예 4[0068]

RA의 치료용 CD24[0069]

수십 년 동안에, RA는 거의 T-세포 매개(mediated)에 의한 자동면역 질병이라고 생각되었다.  지난 20년 동안에[0070]

는, RA 발병학에서 항체들과 B 림프구에 대한 가능한 역할에 대해 다시 한 번 관심을 가지게 되었다. 그러므로,

류마티즘 인자들 외에도, 많은 자동반응(autoreactive) 항체들은, RA 환자들내에서 발견되었다. 하지만, RA는

인체내에서는 확실하게 고쳐지지 않았다.   그러나, 몇 가지 증거 라인들은, 마우스 모델들에서, 유비쿼터스

(ubiquitous) 또는 조직 특정 항원에 대한 특정 항체들이 RA 증상들을 발생시키는데 충분하다는 것을 입증하였

다. 예를 들면, K/BxN TCR 형질 변환 마우스로부터 얻어진 항체들은 새로운 숙주(host)내에서 RA-유사 질병들을

충분히 전달할 수 있다는 것이 발견되었다. 마찬가지로, 4개의 항-콜라겐 항체들에 대한 칵테일(cocktail)은 마

우스에게 RA를  유발시키기 위해서 널리 사용되고 있다.  이러한 모델은 콜라겐 항체-유도성 관절염(collagen

antibody-induced arthritis), 즉 CAIA라고 불리운다. 

CAIA 모델의 유전학적 분석은 보충을 위한 중요 역할을 나타내고 있다. 다른 가능성들도 존재하지만, 이러한 요[0071]

구 사항들은 RA 발병학에서 항체-매개에 의한 조직 손상의 잠재적 포함을 제시하고 있다.  조직 손상과 염증과

의 연관성은 면역학에서 오래 동안 관찰된 사항이다. 거의 20년 전에는, Matzinger가 소위 위험 이론이라는 것

을 제안하였다. 본질적으로, 그녀는 면역 시스템이 숙주내에서 위험들을 감지하게 되는 경우에, 그 면역 시스템

이 작동하게 된다는 것을 주장하였다.  위험의 성격이 그  당시에는 정확하게 정의되어 있지 않았지만,  괴사

(necrosis)는 위험-관련 분자 패턴(danger-associated mollecular patterns), 즉 DAMP라고 불리우는, HMGB1과

열-충격(heat-shock)  단백질과 같은 세포내 구성 요소들의 방출(release)과 관련이 있다는 것이 판명되었다.

DAMP는  염증성 시토킨과 자동면역 질병의 발생을 촉진한다는 것이 발견되었다.  동물 모델들에서는,  HMGB1과

HSP90의 억제제들이 RA를 개선시킨다는 것(ameliorate)이 발견되었다. DAMP의 포함은 DAMP에 대한 숙주 응답과

관련하여, 부정적인 조절이 RA 치료를 위해 노출될 수 있다는 예측을 제기하게 되었다. 

조직 손상에 대한 숙주 반응(host response)에서 CD24-Siglec 10 상호 작용[0072]

간 괴사를 유발하는 아세트아미노펜(acetaminophen)을 사용하고 염증을 확인할 때, 우리는 상호 작용 Siglec G[0073]

를 통해, CD24는 조직 손상에 대한 숙주 반응(Host response)에 대해 강력한 음성조절(negative regulation)을

제공하는 것을 관찰했다. CD24는 크게 조혈 세포와 다른 조직 줄기세포로 표시되는 GPI  고정 분자(anchored

molecules)이다.  다발성  경화증(multiple  sclerosis),  전신성  홍반성난창(systemic  lupus  erythromatosus),

RA, 그리고 거대 세포 관절염(giant cell arthritis)을 포함하는 인간의 자기 면역 질환의 다양한 유전자 분석

은 CD24 다형성과 면역 질환의 위험 사이에 상당한 연관 관계를 보여 주었다. Siglec G는 구조를 포함하는 시알

산(sialic acid)을 인식하는 능력에 의해 정의 된 I-렉틴 계(I-lectin family)의 일원이다. Siglec G는 CD24에

대한  구조를  포함하는  시알산을  인식하고  수지상  세포(dendritic  cells)(16)에  의해  염증성  시토킨

(inflammatory cytokines)의 생산을 부정적으로(억제적으로) 조절하고 있다.  CD24와 상호 작용하는 능력의 측

면에서,  인간  Siglec  10과  마우스  Siglec  G는  기능적으로  동일하다.  그러나,  마우스와  인간  상동(human

homologues) 사이에 일대일 상관 관계가 있는 경우, 그것은 명확하지 않다. 메커니즘은 전체 해명(elucidated)

되어 남아 있지만, SiglecG - 관련 SHP1는 부정적인(억제적인) 조절에 관여될 수도 있다는 것이다.  최근 과학

에 보고된, 이러한 데이터는, CD24-Siglec G/10 상호 작용이 DAMP(도 6)에서 차별의 중요한 병원체-관련 분자

패턴(pathogen-associated molecular pattern) (PAMP)을 재생할 수 있는 새로운 모델로 이어질지 모른다.

적어도 두 개의 중복 메커니즘이 CD24의 기능을 설명할 수 있다. 첫째, 다양한 DAMP를 결합하여, CD24는 TLR또[0074]

는 RANG와의 상호 작용을 방지하기 위해 염증 자극(inflammatory stimuli)을 추적할 수 있다.  이 개념은 CD24

가 HSP70, 90, HMGB1및 뉴클레오린(nucleolin)을 포함하는 몇 몇의 DAMP 분자와 연관된다는 관찰에 의해 지원된

다. 둘째, 아마도 DAMP와 연관된 후, CD24는 Siglec G.에 의한 신호(signaling)를 촉진할 수 있다.  양 메커니

즘은 훨씬 더 강력한 염증 반응이 증가(mounted)되는 두 유전자의 타게트된 돌연변이(targeted mutation)가 있
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는 마우스와 보조를 맞출 것이다.     사실, CD24-/-또는 Siglec G-/- 마우스로부터 골수(bone marrow)에서 배

양된 DC는 HSP70, HMGB1또는 HSP90들 중 어느 하나에 자극 받을 때, 매우 높은 염증성 시토킨(cytokines)을 생

산했다. 반면, LPS와 PolyLC와 같은 PAMP에 대한 그들의 반응에서 어떤 효과도 찾을 수 없었다.  이러한 데이터

는 조직 손상으로부터 병원체를 구별 할 수 있는 본래 면역 시스템에 대한 메커니즘을 제공할 뿐만 아니라 이러

한 조직 손상과 관련된 질병에 대한 잠재적인 치료 대상으로 CD24와 Siglec G를 암시한다.

콜라겐-항체-유도 관절염에 CD24Fc의 치료 효과[0075]

RA의 발병(pathogenesis)에서 조직 손상에 대한 선천적 면역에 대한 의심되는 역할(suspected role)과 그러한[0076]

반응에 부정적인 조절에 CD24-Siglec G/10 경로에 대한 역할이 주워진다면, RA 치료를 위해 이 경로를 자극할

가능성이 분석된다. 기본적으로 모든 면역 질환의 발병은 자가항원(autoantigen) 및 자가면역(autoimmune) 파괴

에 대한 면역 반응의 유도를 포함한다. 자가면역 파괴 단계는 CD24-Siglec G 상호 작용의 독창적 기능(novel

function)을  바탕으로  집중되었다.   따라서  예비  분석을  위해,  콜라겐  항체  유도  관절염  모델(collagen

antibody-induced arthritis model)은 잠재적인 치료 효과를 평가하기 위해 채택되었다.

도 7a에 도시된 바와 같이, CAIA는 하루에 2mg/mouse로 4 항- 콜라겐 mAbs(MD Biosciences, St. Paul, MN)의[0077]

칵테일의 정맥주사와 3일에 LPS(MD Bioscience)의 100ug/mouse의 I.p 투여에 의해 8주가 된 BALB/c 마우스에

유도된다.    마우스는 1mg CD24Fc 또는 네가티브 콘트롤(negative control)로서 1xPBS 담체(vehicle)의 동등

한 양으로 1일 치료되었다. 도 7b에 도시된 바와 같이, 담체 대조군(vehicle control)에 비해, CD24Fc는 매우

두드러진 치료 효과를 제공했다.

CD24Fc가 이 모델에서 관절염을 감소하는 메커니즘을 이해하기 위해서는, 시토킨은 CD24Fc치료 마우스 또는 PBS[0078]

대조군(control group)의 균질화된 관절(homogenized joints)에서 측정되고, 시토킨 비즈 배열(beads array)에

의해 200μg 조직 호모지네이트(homogenates)의 상등액(supernatant)을 측정했다.  전형적인 예는 도 8a에 도시

됐고,  요약  데이터를  도  8b에  도시됐다.      이러한  데이터는  체계적으로  관리된(administrated)  CD24는

TNF-α,  IL-6,  MCP-1(CCL2)와 IL-1β을 포함하는 복합(multiple)  염증성 시토킨의 수준(level)을 감소한다는

것을 증명했다.

도 9에 제시된 바와 같이, CD24Fc의 효과가 CAIA  마우스의 활액 관절(synovial  joints  )의 조직 학적 분석[0079]

(histological analysis )에 의해 입증되고 있다.  관절염의 유도 후 7일에, H & E 염색(staining)은 PBS그룹

내 관절 활(액)막(joint synoviums)은 호중구(neutrophil), 대식세포(macrophage) 및 림프구(lymphocytes) (도

9a)를 포함하는 염증세포(inflammatory cells)로 심하게 침투되는 것이 증명되었다. 이것은 CD24Fc 처리 마우스

에서 많이 감소됐다(도 9b).     또한, 절단(sever) 연골 손상은 PBS-처리(도 9c) 마우스에서, 그러나 CD24Fc-

처리 그룹(도 9d)은 아닌, 사프라닌(safranin) O 적색 염색(O red staining) 손실에 의해 나타났다.   

마우스, CD24Fc이 진행 RA에 대한 치료 효과를 가지는지를 확인하기 위하여, 치료는 RA의 유도 후 5일 또는 7일[0080]

중에 시작되었다.  도 10에 도시된 바와 같이, RA 스코어의 상당한 감소는 CD24Fc 치료 후 2일째로 관찰되었다.

치료 효과는 추가 치료 없이 남은 관찰기간 동안 지속되었다. 이 데이터는 지속적인 질병에 CD24Fc의 치료 가능

성을 더 강화해준다.

인간에 있어 CD24Fc의 치료 용량을 평가하기 위해, CD24Fc가 다양한 용량의 범위를 통해 적정 되었다. 도 11에[0081]

도시된 바와 같이, 2μg/마우스는 통계적으로 상당한 치료 효과를 갖는 것으로 충분하다.

CD24Fc의 Siglecg-의존성(dependent) 치료 효과[0082]

CD24Fc가 Siglec G와 상호작용하여 마우스를 보호하는지 여부를 결정하기 위해, 우리는 Siglecg 유전자에 의존[0083]

하는지를 결정했다. Siglecg-결핍 마우스가 C57BL/6 마우스에서 ES세포를 생산하고 있기 때문에, 우리는 대조군

(control)으로 WT C57BL/6 마우스를 사용했다. 도 12에 도시한 바와 같이, B6 마우스가 CAIA에 덜 감수성인 것

으로  알려졌기  때문에,  전체  질병  스코어(score)는  BALB/C  마우스에서  관찰된  것보다  낮다.   그럼에도

불구하고,  CD24Fc의  단일  주사는  기본적으로  WT마우스의  임상  증상을  제거하였다.  중요한  것은,  질병이

Siglecg-결함 마우스에서 덜 심각할지라도, CD24Fc는 치료 효과가 없다는 것이다. 따라서, CD24Fc의 치료 효과

는 Siglecg 유전자에 따라 절대적으로 의존적이다.

모든 점에서 미루어볼 때, 여기에 기술된 데이터는 CAIA에 대한 CD24Fc의 높은 치료 효능을 보여준다. 안전에[0084]
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대한 우리의 광범위한 데이터를 감안할 때, 안정성과 우리의 CD24Fc 성공적인 제조는 모두 RA에 대한 치료로서

융합 단백질(fusion protein)의 많은 잠재력을 암시한다.

실시예 5[0085]

독성[0086]

설치류(rodent)와 비-인간 영장류(non-human  primates)의 광범위한 독성 연구는 마우스 및 비-인간 영장류에[0087]

12.5-125 mg/kg 투여에서 약물 관련 독성을 나타내지 않았다. 
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도면12

서 열 목 록

                         SEQUENCE LISTING

<110>  OncoImmune, Inc.

 

<120>  METHODS OF USE OF SOLUBLE CD24 FOR THERAPY OF RHEUMATOID 

       ARTHRITIS

<130>  060275.0400.01PC00

<150>  61/329,078
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<151>  2010-04-28

<160>  6     

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  1

Ser Glu Thr Thr Thr Gly Thr Ser Ser Asn Ser Ser Gln Ser Thr Ser 

1               5                   10                  15      

Asn Ser Gly Leu Ala Pro Asn Pro Thr Asn Ala Thr Thr Lys 

            20                  25                  30  

<210>  2

<211>  31

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<220><221>  Xaa

<222>  (31)..(31)

<223>  Val or Ala

<400>  2

Ser Glu Thr Thr Thr Gly Thr Ser Ser Asn Ser Ser Gln Ser Thr Ser 

1               5                   10                  15      

Asn Ser Gly Leu Ala Pro Asn Pro Thr Asn Ala Thr Thr Lys Xaa 

            20                  25                  30      

<210>  3

<211>  27

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  3

Asn Gln Thr Ser Val Ala Pro Phe Pro Gly Asn Gln Asn Ile Ser Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Pro Asn Pro Thr Asn Ala Thr Thr Arg Gly 

            20                  25          
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<210>  4

<211>  26

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  4

Met Gly Arg Ala Met Val Ala Arg Leu Gly Leu Gly Leu Leu Leu Leu 

1               5                   10                  15      

Ala Leu Leu Leu Pro Thr Gln Ile Tyr Ser 

            20                  25      

<210>  5

<211>  287

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Human CD24 IgG1 Fc fusion

<400>  5

Met Gly Arg Ala Met Val Ala Arg Leu Gly Leu Gly Leu Leu Leu Leu 

1               5                   10                  15      

Ala Leu Leu Leu Pro Thr Gln Ile Tyr Ser Ser Glu Thr Thr Thr Gly 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Asn Pro Thr Asn Ala Thr Thr Lys Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His 

    50                  55                  60                  

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val 

65                  70                  75                  80  

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr 

                85                  90                  95      

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu 

            100                 105                 110         

Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys 

        115                 120                 125             

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser 
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    130                 135                 140                 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys 

145                 150                 155                 160 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile 

                165                 170                 175     

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro 

            180                 185                 190         

Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu 

        195                 200                 205             

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn 

    210                 215                 220                 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser 

225                 230                 235                 240 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg 

                245                 250                 255     

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu 

            260                 265                 270         

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

        275                 280                 285         

<210>  6

<211>  231

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  6

Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro 

1               5                   10                  15      

Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys 

            20                  25                  30          

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val 

        35                  40                  45              

Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp 

    50                  55                  60                  
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Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr 

65                  70                  75                  80  

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp 

                85                  90                  95      

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu 

            100                 105                 110         

Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg 

        115                 120                 125             

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys 

    130                 135                 140                 

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp 

145                 150                 155                 160 

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys 

                165                 170                 175     

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser 

            180                 185                 190         

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser 

        195                 200                 205             

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser 

    210                 215                 220                 

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

225                 230     
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