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특허청구의 범위

청구항 1 

열 쇼크 후 사멸된 하나 이상의 암 세포의 존재하에 GM-CSF 및 IFNα로 활성화된 하나 이상의 항원 제시 세포를

인큐베이션함으로써 하나 이상의 암 항원을 제시하고 T 세포 활성화를 유도하는 하나 이상의 항원 제시 세포를

활성화시키는 단계를 포함하는, 암을 치료하기 위한 조성물을 제조하는 방법.

청구항 2 

제1항에 있어서, 항원 제시 세포를, T-세포 활성화를 유도하는 조건하에서 열 쇼크 후 사멸된 하나 이상의 암

세포의 잔재물을 포함하는 항원으로 펄스처리하는 단계를 추가로 포함하는, 방법.

청구항 3 

제1항에 있어서, 열 쇼크 후 사멸된 암 세포로 펄스처리된 하나 이상의 항원 제시 세포를 극저온에서 저장하는

단계를 추가로 포함하는, 방법.

청구항 4 

제1항에 있어서, 하나 이상의 항원 제시 세포가, 암 세포의 열 쇼크 및 사멸 후 수득된 하나 이상의 암 특이적

항원을 하나 이상의 CD8
+
 T 세포에 제시하는 항원 제시 수지상 세포를 포함하는, 방법.

청구항 5 

제1항에 있어서, 항원 제시 세포가 수지상 세포, 단핵구, 자가 세포, 이종 세포 또는 이들의 배합물인, 방법.

청구항 6 

제1항에 있어서, 하나 이상의 항원 제시 수지상 세포가 GM-CSF 및 INFα-유도된 수지상 세포를 포함하는, 방법.

청구항 7 

제1항에 있어서, 하나 이상의 항원 제시 세포가 GM-CSF 및 INFα와 함께 배양된 단핵구를 포함하는, 방법.

청구항 8 

제1항에 있어서, 하나 이상의 암 세포가 환자 유래의 열-불활성화된 흑색종 세포로 추가로 정의되는, 방법.

청구항 9 

제1항에 있어서, 하나 이상의 암 세포가 환자와 동일한 암 세포 유형인 열-불활성화된 흑색종 세포로 추가로 정

의되는, 방법.

청구항 10 

제1항에 있어서, 상기 암 세포가 하나 이상의 Colo829 흑색종 세포를 포함하는, 방법.

청구항 11 

제1항에 있어서, 상기 암 세포가 확립된 암 세포주를 포함하는, 방법.

청구항 12 

제1항에 있어서, 상기 암 세포가 흑색종 세포인, 방법.

청구항 13 

제1항에 있어서, 하나 이상의 암 세포가 하나 이상의 Mel-2 세포, 하나 이상의 Mel-3, 하나 이상의 Mel-4, 하나

이상의 Mel-6, 하나 이상의 Mel-9, 또는 이들의 배합물을 포함하는 흑색종 세포로서 추가로 정의되는, 방법.
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청구항 14 

제1항에 있어서, 암 세포를 약 38℃ 내지 약 46℃에서 약 4시간 동안 가열함으로써 처리하는, 방법.

청구항 15 

제1항에 있어서, 암 세포를 약 0.5시간 동안 약 160Gy에서 γ-조사하여 사멸시키는, 방법.

청구항 16 

제1항에 있어서, 암 세포를 열처리하여 사멸시키는, 방법.

청구항 17 

제1항에 있어서, 제핵(enucleated) 수지상 세포를 포함하는 하나 이상의 펄스처리된 항원 제시 세포 및 T 세포

활성화를 유도할 수 있는 하나 이상의 열 처리된 암 세포를 첨가함을 추가로 포함하는, 방법.

청구항 18 

제1항에 있어서, 상기 암 세포가 섬유육종, 점액육종, 지방육종, 연골육종, 골육종, 척삭종, 혈관육종, 카포시

육종, 내피육종, 림프간육종, 림프관내피육종, 윤활막종, 중피종, 유윙 종양, 평활근육종, 횡문근육종, 랩도육

종(rhabdosarcoma),  결장직장  암종,  췌장암,  유방암,  난소암,  전립선암,  편평세포  암종,  기저세포  암종,

샘암종, 한선 암종, 피지선 암종, 유두 암종, 유두 샘암종, 낭샘암종, 수질 암종, 기관지유래 암종, 신장세포

암종, 간암, 담관 암종, 융모막 암종, 고환종, 배아 암종, 윌름 종양, 자궁경부암, 고환 종양, 폐 암종, 소세포

폐 암종, 방광 암종, 상피 암종, 신경아교종, 별아교세포종, 속질모세포종, 머리인두종, 뇌실막세포종, 송과체

종, 혈관모세포종, 청신경초종, 희소돌기아교세포종, 수막종, 신경모세포종, 망막모세포종, 골수종, 림프종, 및

백혈병으로 이루어진 그룹 중에서 선택되는 암으로부터의 세포인, 방법.

청구항 19 

제17항에 있어서, 상기 암 세포가 섬유육종, 점액육종, 지방육종, 연골육종, 골육종, 척삭종, 혈관육종, 카포시

육종, 내피육종, 림프간육종, 림프관내피육종, 윤활막종, 중피종, 유윙 종양, 평활근육종, 횡문근육종, 랩도육

종, 결장직장 암종, 췌장암, 유방암, 난소암, 전립선암, 편평세포 암종, 기저세포 암종, 샘암종, 한선 암종, 피

지선 암종, 유두 암종, 유두 샘암종, 낭샘암종, 수질 암종, 기관지유래 암종, 신장세포 암종, 간암, 담관 암종,

융모막 암종, 고환종, 배아 암종, 윌름 종양, 자궁경부암, 고환 종양, 폐 암종, 소세포폐 암종, 방광 암종, 상

피 암종, 신경아교종, 별아교세포종, 속질모세포종, 머리인두종, 뇌실막세포종, 송과체종, 혈관모세포종, 청신

경초종, 희소돌기아교세포종, 수막종, 신경모세포종, 망막모세포종, 골수종, 림프종, 및 백혈병으로 이루어진

그룹 중에서 선택되는 암으로부터의 세포인, 방법.

청구항 20 

하나 이상의 단핵구를 하나 이상의 수지상 세포로 분화시키는 단계; 및

하나 이상의 수지상 세포에, 열 쇼크 후 사멸된 하나 이상의 암 세포를 포함하는 항원 제시 조성물을 로딩하고,

하나 이상의 수지상 세포가 항원 제시 조성물 중의 하나 이상의 항원을 제시하게 하는 조건하에서, 하나 이상의

수지상 세포를 GM-CSF 및 IFNα와 함께 인큐베이션하는 단계를 포함하는, 암 항원을 제시하는 수지상 세포를 제

조하는, 방법.

청구항 21 

암을 앓는 것으로 의심되는 환자로부터 하나 이상의 단핵구를 분리시키는 단계,

단핵구를 세포 배양물 중의 GM-CSF 및 IFNα에 노출시킴으로써 하나 이상의 단핵구를 하나 이상의 성숙된 수지

상 세포로 성숙시키는 단계 및

하나 이상의 성숙된 수지상 세포에 열 쇼크 후 사멸된 하나 이상의 암 세포를 포함하는 항원 제시 조성물을 로

딩하고, 로딩된 하나 이상의 성숙된 수지상 세포가, 하나 이상의 성숙된 수지상 세포를 항원 제시 조성물 중의

하나 이상의 항원을 제시하게 하는 조건하에서, T 세포 활성화를 유도할 수 있는 단계를 포함하는, 흑색종 항원

을 제시하는 항원 제시 수지상 세포를 제조하는 방법.
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청구항 22 

항원을 제시하기 위해 GM-CSF 및 IFNα로 활성화된 하나 이상의 수지상 세포의 약제학적 유효량을 포함하고, 수

지상 세포가 열 쇼크후 사멸된 하나 이상의 암 세포를 포함하는 하나 이상의 항원을 제시하는, T 세포 활성화를

유도할 수 있는 암-특이적 백신.

청구항 23 

제22항에 있어서, 암 세포가 사멸 시점에 아폽토틱(apoptotic)이 아닌, 백신.

청구항 24 

아폽토틱이 아닌 열 쇼크되고 사멸된 흑색종 세포가 로딩되고 항원으로서 제시되는 하나 이상의 GM-CSF 및 IFN

α-유도된 수지상 세포의 약제학적 유효량을 포함하고, 하나 이상의 IFNα 수지상 세포가 하나 이상의 흑색종의

제시를 증진시키는 조건하에서 인규베이션되는, T 세포 활성화를 유도할 수 있는 흑색종 특이적 백신.

청구항 25 

제24항에 있어서, T-세포 활성화를 위한 펄스처리된 제제가 하나 이상의 펄스처리된 제핵 항원 제시 세포를 포

함하는 것으로 추가로 정의되는, 백신.

청구항 26 

제24항에 있어서, 백신이 극저온으로 보관되는, 백신.

청구항 27 

제24항에 있어서, 하나 이상의 항원 제시 수지상 세포가 분화를 유발하기 위해 하나 이상의 CD8
+
 T 세포에 자가

암 항원을 제시하는, 백신.

청구항 28 

제24항에 있어서, 항원 제시 세포가 수지상 세포, 단핵구, 자가 세포, 이종 세포 또는 이들의 배합물인, 백신.

청구항 29 

제24항에 있어서, 하나 이상의 단핵구가 GM-CSF 및 IFNα와 함께 배양되는, 백신.

청구항 30 

제24항에 있어서, 하나 이상의 열-불활성화된 흑색종 세포가 환자로부터 유래하는, 백신.

청구항 31 

제24항에 있어서, 암 세포를 약 38℃ 내지 약 46℃에서 약 4시간 동안 가열함으로써 처리하는, 백신.

청구항 32 

제24항에 있어서, 암 세포를 약 0.5시간 동안 약 160Gy에서 γ-조사하여 사멸시키는, 백신.

청구항 33 

제24항에 있어서, 상기 암 세포가 로 섬유육종, 점액육종, 지방육종, 연골육종, 골육종, 척삭종, 혈관육종, 카

포시 육종, 내피육종, 림프간육종, 림프관내피육종, 윤활막종, 중피종, 유윙 종양, 평활근육종, 횡문근육종, 랩

도육종,  결장직장  암종,  췌장암,  유방암,  난소암,  전립선암,  편평세포  암종,  기저세포  암종,  샘암종,  한선

암종, 피지선 암종, 유두 암종, 유두 샘암종, 낭샘암종, 수질 암종, 기관지유래 암종, 신장세포 암종, 간암, 담

관 암종, 융모막 암종, 고환종, 배아 암종, 윌름 종양, 자궁경부암, 고환 종양, 폐 암종, 소세포폐 암종, 방광

암종, 상피 암종, 신경아교종, 별아교세포종, 속질모세포종, 머리인두종, 뇌실막세포종, 송과체종, 혈관모세포

종, 청신경초종, 희소돌기아교세포종, 수막종, 신경모세포종, 망막모세포종, 골수종, 림프종, 및 백혈병으로 이

루어진 그룹 중에서 선택되는 암 세포인, 백신.
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청구항 34 

제25항에 있어서, 상기 암 세포가 섬유육종, 점액육종, 지방육종, 연골육종, 골육종, 척삭종, 혈관육종, 카포시

육종, 내피육종, 림프간육종, 림프관내피육종, 윤활막종, 중피종, 유윙 종양, 평활근육종, 횡문근육종, 랩도육

종, 결장직장 암종, 췌장암, 유방암, 난소암, 전립선암, 편평세포 암종, 기저세포 암종, 샘암종, 한선 암종, 피

지선 암종, 유두 암종, 유두 샘암종, 낭샘암종, 수질 암종, 기관지유래 암종, 신장세포 암종, 간암, 담관 암종,

융모막 암종, 고환종, 배아 암종, 윌름 종양, 자궁경부암, 고환 종양, 폐 암종, 소세포폐 암종, 방광 암종, 상

피 암종, 신경아교종, 별아교세포종, 속질모세포종, 머리인두종, 뇌실막세포종, 송과체종, 혈관모세포종, 청신

경초종, 희소돌기아교세포종, 수막종, 신경모세포종, 망막모세포종, 골수종, 림프종, 및 백혈병으로 이루어진

그룹 중에서 선택되는 암 세포인, 백신.

청구항 35 

열 쇼크 후 사멸된 암 세포를 포함하는 하나 이상의 암 항원을, 항원 제시 및 T-세포 활성화를 유도하는 조건하

에서 GM-CSF 및 IFNα로 활성화된 수지상 세포에 로딩하는 단계; 및

T 세포를 활성화할 하나 이상의 암 항원을 제시하는 하나 이상의 수지상 세포를 암 성장이 의심되어 이의 치료

가 필요한 환자에게 투여하는 단계를 포함하는, 암 성장이 의심되는 환자를 치료하는 방법.

청구항 36 

GM-CSF 및 IFNα에 노출된 하나 이상의 단핵구를 분리 및 성숙시키는 단계,

T 세포 활성화를 유도할 수 있는 하나 이상의 수지상 세포에 열 쇼크 후 사멸된 하나 이상의 열처리된 암 세포

를 포함하는 조성물을 로딩하여 하나 이상의 항원 제시 수지상 세포를 형성하는 단계 및

하나 이상의 항원 제시 수지상 세포를 암을 앓는 것으로 의심되어 이의 치료가 필요한 환자에게 투여하는 단계

를 포함하는, 암을 앓는 것으로 의심되는 환자를 치료하는, 방법.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 일반적으로 백신 분야, 특히 수지상 세포 활성화 인자를 사용하여 생성되며 열처리 및 사멸된 암 세<1>

포가 로딩된 수지상 세포의 조성물 및 이의 생성 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

본 발명의 배경은, 본 발명의 범위를 제한함이 없이, 암 세포 백신과 연관지어 기술된다.<2>

면역 반응물이 분리, 특성화 및 유도를 위한 다양한 방법이 개발되어 왔다.  예를 들면, 미국 특허 제6,821,778<3>

호(Engleman 등에게 허여됨)은 감마/델타-T 세포 수용체-포지티브 T 세포를 활성화시키기 위해 수지상 세포를

이용하는 특정 방법을 교시한다.  간단히 설명하면, 항원-특이적 T 세포-매개된 면역 반응을 유도하기 위해 항

원을 제시하는데 사람 수지상 세포를 사용하는 방법이 교시된다.  특히, 상기 문헌의 교시는 사람 혈액으로부터

수지상 세포를 분리하고, 이 세포를 항원에 노출시키며, 항원-펄스처리된 수지상 세포를, 항원-특이적 T 세포

증식 및 세포독성 활성의 자극을 위해 프라이밍되지 않거나 약하게 프라이밍된 개체로부터의 감마/델타-T 세포

수용체-포지티브-T 세포(감마/델타-TCR+ T 세포)와 공동-배양하는 것을 포함한다.  상기 문헌에서 기술되는 수

지상 세포 항원 제시 시스템은, 다양한 적용, 예를 들면 감염성 질환 및 암에 대한 입양 세포 면역치료에 사용

하기 위한 다수의 항원-특이적 주요 조직적합 컴플렉스-비제한된 T 세포의 활성화 및 확장을 갖는 것으로 알려

져 있다.

수지상 세포 조작에 대한 또 다른 예는 미국 특허 제6,652,848호(Gong 등에게 허여됨)에 교시되어 있으며, 이<4>

특허는 수지상 세포 하이브리드를 교시한다. Gong은 수지상 세포와 비-수지상 세포 사이의 융합에 의한 융합 세

포를 포함하는 면역자극 조성물, 이들 조성물을 이용하는 방법, 및 수지상 세포 하이브리드를 생성하는 방법을

교시한다.

미국 특허 제6,602,709호(Albert 등에게 허여됨)는 T 세포의 유도 또는 관용유도(tolerization)를 위해 항원을<5>

수지상 세포에 전달하는 아폽토틱(apoptotic) 세포의 사용 방법을 포함한다.  당해 특허는 항원을 수지상 세포
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에 전달함으로써 항원-특이적 세포독성 T 림프구 및 T 헬퍼 세포를 유도하는데 유용한 방법 및 조성물을 교시한

다.  또한, 이 특허는 세포독성 T 림프구의 활성을 평가하기 위한 어세이에 대해 기술하고 있다.  간단히 설명

하면, 항원은 아폽토틱 세포에 의해 수지상 세포로 표적되며, 아폽토틱 세포는 수지상 세포에 대한 제시를 위해

비-천연 항원을 발현하도록 변형될 수 있다.  아폽토틱 세포에 의해 프라이밍되는 수지상 세포는 프로세싱된 항

원을 제시할 수 있고 세포독성 T 세포 림프구 활성을 유도할 수 있거나 백신 치료에 사용될 수 있다고 기술하고

있다.

미국 특허 제6,475,483호(Steinman 등에게 허여됨)는 수지상 세포 전구체의 시험관 내 증식 방법 및 자가면역<6>

질환을 치료하기 위한 면역원을 생성하기 위한 이용을 기술한다.  당해 특허는 수지상 세포 전구체의 증식 배양

물을 생성하는 방법 및 증식성 수지상 세포 전구체로부터 성숙한 수지상 세포를 배양물 중에 제조하는 방법을

기술하고 있다.  성숙한 수지상 세포의 배양물은, 미립자를 포함한, 수지상 세포 변형된 항원 또는 항원으로 펄

스처리된(pulsed) 수지상 세포(항원은 프로세싱되고 항원-활성화된 수지상 세포에서 발현된다)로 이루어진 신규

한 T 세포 의존적 항원을 생성하는 효과적인 수단을 제공한다.  본 발명의 신규한 항원은 백신을 위한 면역원으

로서 또는 질환을 치료하기 위해 사용될 수 있다.  또한, 이들 항원은 소아 당뇨병 및 다발성 경화증과 같은 자

가면역 질환을 치료하는데 사용될 수 있다.

발명의 요약<7>

본 발명은 수지상 세포(DC)에 의해 협조되고(coordinated) 조절되는(regulated) 면역 반응을 유도하는 조성물<8>

및 방법을 포함한다(참조문헌 1, 2).  DC는 항원을 포획할 준비되어 있는 말초 조직에 존재한다.  DC가 성숙하

고 배액(draining) 이차 림프 기관을 향해 이동함에 따라, 이들 항원은 작은 펩타이드로 프로세싱된다(참조문헌

3).  DC는 미분화(naive) T 세포로 펩타이드를 제시하며, 이로써 T 헬퍼 1(Th1) 타입 CD4
+
 T 세포 및 세포용해

CD8
+
 T 세포를 수반하는 세포성 면역 반응을 유도한다.  DC는 미분화(참조문헌 4) 및 메모리(참조문헌 5) B 세

포를 활성화시키는 이의 능력을 통해 체액성 면역을 시작하는데 중요하다.  또한, DC는 천연 킬러(NK) 세포(참

조문헌 6) 및 NKT 세포(참조문헌 7)을 활성화시킬 수 있다.  DC는 많은 능력을 갖기 때문에 면역 오케스트라의

모든 요소를 관리할 수 있으며, 따라서 백신화를 위한 기본적인 표적물 및 도구를 나타낸다.

최근, 생체외-생성되고 항원-로딩된 DC가 면역을 증진시키기 위한 백신으로 사용되고 있다(참조문헌 8).  마우<9>

스에서의 많은 연구 결과, 종양 항원이 로딩된 DC는 치료학적 및 보호적 항-종양 면역을 유도할 수 있다는 것이

밝혀졌다(참조문헌 9).  DC에 전달된 항원의 면역원성이 암(참조문헌 8) 및 만성 HIV 감염(참조문헌 10)을 앓는

환자에서 밝혀졌으며, 이는 DC 백신이 효과적일 수 있다는 "원리증명(proof-of-principle)"을 제공한다.  상이

한 타입의 면역 반응을 유도하는 상이한 DC 서브세트의 확인 및 조절/억제 기능을 갖는 세포의 증대에서 DC의

역할은, 암을 앓는 환자에 대해 보다 나은 백신화 전략을 고안하는데 시험될 수 있는 새로운 변수를 제공한다.

본 발명은 항원 제시 세포에 의한 항원의 제시 및 활성화를 위한 조성물 및 방법을 포함한다.  보다 특히, 본<10>

발명은 하나 이상의 암 항원을 제시하고 T 세포 활성화를 유도하는 하나 이상의 수지상 세포를 열 쇼크 후 사멸

된 하나 이상의 암 세포와 함께 인큐베이션함으로써 상기 수지상 세포를 활성화시켜 암을 치료하는 방법 및 조

성물을 포함한다.  또한, 본 발명의 방법은 T 세포 활성화를 유도하는 조건하에서 열 쇼크 후 사멸된 하나 이상

의 암 세포의 잔재물(remains)을 포함하는 항원으로 항원 제시 세포를 펄스처리하는 단계를 포함한다.  또한,

본  발명의  방법은  열  쇼크  후  사멸된  암  세포로  펄스  처리된  하나  이상의  항원  제시  세포를  극저온으로

(cryogenically) 저장하는 단계를 포함한다.  하나 이상의 항원 제시 세포는 암 세포의 열 쇼크 및 사멸 후 수

득되는 하나 이상의 암 특이적 항원을 하나 이상의 CD8
+
 또는 CD4

+
 T 세포에 제시하는 수지상 세포일 수 있다.

항원 제시 세포는 수지상 세포, 단핵구, 자가 세포, 이종 세포, 세포 단편 및/또는 이들의 배합물일 수 있다.

특정 실시에서, 하나 이상의 항원 제시 수지상 세포는 하나 이상의 수지상 세포, 예를 들면 IFNα로 활성화된<11>

단핵구를 포함한다.  항원 제시 세포는 GM-CSF(과립구 대식구-콜로니 자극 인자) 및 IFNα(인터페론 알파)와 함

께 배양된 단핵구로부터 유도될 수 있다.  항원 제시 세포의 예는 하나 이상의 흑색종 세포-유도된 열 쇼크 단

백질(예를 들면, 환자로부터 유도된 열 불활성화된 흑색종 세포)을 발현하는 항원 제시 수지상 세포일 수 있다.

달리, 하나 이상의 열 불활성화된 흑색종 세포는 환자와 동일한 기초 세포 타입 또는 심지어는 암 세포 타입의

것일  수  있다.   특정  양태에서,  암  세포는  Colo829  흑색종  세포이다.   하나의 예에서,  암  세포는 확립된

세포주, 예를 들면 배양된 흑색종 세포, 예를 들면 Mel-2, Mel-3, Mel-4, Mel-6 및/또는 Mel-9 세포 또는 이의

배합물이다.

특정 양태에서, 암 세포는 약 38℃ 내지 약 46℃에서 약 0.5 내지 4시간 동안 가열함으로써 처리된다.  암 세포<12>
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는 약 0.5시간 동안 약 160Gy에서 γ-조사하여 사멸되고/되거나 가열, 냉동-해동 사이클, 프렌치 프레스(French

press), 전단, 직접 또는 간접적 압축, 냉동, 크래킹, 건조, 화학적 노출 및 (아폽토시스와 다른) 세포 죽음을

유발하는 생물학적 제제 등에 의해 사멸될 수 있다.  또한, 본 발명은 하나 이상의 항원 제시 세포(제핵 수지상

세포를 포함할 수 있다) 및 T 세포 활성화를 유도할 수 있는 하나 이상의 열 처리된 암 세포(제시를 위해 사멸

및 프로세싱된 열-쇼크처리된 세포로 펄스처리됨)를 첨가하는 것을 포함한다.  특정 양태에서, 본 발명의 조성

물은 앞 넓적다리 또는 상부 팔로 이루어진 그룹 중에서 선택되는 하나 이상의 부위에서 피하 주사된다.

항원 제시를 위해 열처리 및 사멸되는 암 세포의 비-제한적 예는 섬유육종, 점액육종, 지방육종, 연골육종, 골<13>

육종, 척삭종, 혈관육종, 카포시 육종, 내피육종, 림프간육종, 림프관내피육종, 윤활막종, 중피종, 유윙 종양,

평활근육종, 횡문근육종, 랩도육종(rhabdosarcoma), 결장직장 암종, 췌장암, 유방암, 난소암, 전립선암, 편평세

포 암종, 기저세포 암종, 샘암종, 한선 암종, 피지선 암종, 유두 암종, 유두 샘암종, 낭샘암종, 수질 암종, 기

관지유래 암종, 신장세포 암종, 간암, 담관 암종, 융모막 암종, 고환종, 배아 암종, 윌름 종양, 자궁경부암, 고

환 종양, 폐 암종, 소세포폐 암종, 방광 암종, 상피 암종, 신경아교종, 별아교세포종, 속질모세포종, 머리인두

종, 뇌실막세포종, 송과체종, 혈관모세포종, 청신경초종, 희소돌기아교세포종, 수막종, 신경모세포종, 망막모세

포종, 골수종, 림프종, 및 백혈병으로부터 유도된 세포를 포함한다.

세포를 펄스처리하는데 사용될 수 있고/있거나 치료의 대상일 수 있는 암은 섬유육종, 점액육종, 지방육종, 연<14>

골육종, 골육종, 척삭종, 혈관육종, 카포시 육종, 내피육종, 림프간육종, 림프관내피육종, 윤활막종, 중피종,

유윙 종양, 평활근육종, 횡문근육종, 랩도육종, 결장직장 암종, 췌장암, 유방암, 난소암, 전립선암, 편평세포

암종, 기저세포 암종, 샘암종, 한선 암종, 피지선 암종, 유두 암종, 유두 샘암종, 낭샘암종, 수질 암종, 기관지

유래 암종, 신장세포 암종, 간암, 담관 암종, 융모막 암종, 고환종, 배아 암종, 윌름 종양, 자궁경부암, 고환

종양, 폐 암종, 소세포폐 암종, 방광 암종, 상피 암종, 신경아교종, 별아교세포종, 속질모세포종, 머리인두종,

뇌실막세포종,  송과체종,  혈관모세포종,  청신경초종,  희소돌기아교세포종,  수막종,  신경모세포종,

망막모세포종, 골수종, 림프종, 및 백혈병을 포함한다.

또 다른 양태는 하나 이상의 단핵구를 하나 이상의 수지상 세포로 분화시키는 단계; 및 하나 이상의 수지상 세<15>

포에 열 쇼크 후 사멸된 하나 이상의 암 세포를 포함하는 항원 제시 조성물을 로딩하고, 하나 이상의 수지상 세

포가 조성물 중의 하나 이상의 항원을 제시하게 하는 조건하에서 놓이는 단계를 포함하는, 암 항원을 제시하는

수지상 세포를 제조하는 방법이다.

본 발명의 또 다른 방법은 암을 앓는 것으로 의심되는 환자로부터 하나 이상의 단핵구를 분리시키는 단계; 하나<16>

이상의 단핵구를 하나 이상의 IFNα 수지상 세포로 성숙시키는 단계; 및 하나 이상의 IFNα 수지상 세포에 열

쇼크 후 사멸된 하나 이상의 암 세포를 포함하는 항원 제시 조성물을 로딩하고, 로딩된 하나 이상의 IFNα 수지

상 세포가, 하나 이상의 IFNα 수지상 세포를 조성물 중의 하나 이상의 항원을 제시하게 하는 조건하에서, T 세

포  활성화를  유도할  수  있는  단계를  포함하는,  흑색종  항원을  제시하는  IFNα  수지상  세포를  제조하는

방법이다.

또한, 본 발명은 항원을 제시하도록 활성화된 하나 이상의 수지상 세포의 약제학적 유효량을 포함하고, 수지상<17>

세포가 열 쇼크후 사멸된 하나 이상의 암 세포인 하나 이상의 항원을 제시하는, T 세포 활성화를 유도할 수 있

는 암-특이적 백신을 포함한다.  하나의 양태에서, 암 세포는 열 쇼크 또는 처리되고 사멸(이폽토시스에 의하지

않음)된 것이다.  본 발명의 또 다른 예는 IFNα에 노출되고 열 쇼크 후 사멸된 흑색종 세포인 항원이 로딩되고

이를 제시하는 수지상 세포(IFNα 수지상 세포)로 성숙된 하나 이상의 단핵구의 약제학적 유효량을 포함하고,

하나 이상의 IFNα 수지상 세포가 하나 이상의 흑색종의 T 세포에의 제시를 증진시키는 조건하에서 인큐베이션

되는, T 세포 활성화를 유도할 수 있는 흑색종 특이적 백신이다.  또한, 백신은 하나 이상의 펄스처리된 제핵의

항원 제시 세포를 포함하는 T-세포 활성화를 위한 펄스처리된 제제를 가하는 단계를 포함하는 방법에 의해 제조

될 수 있다.

본 발명의 또 다른 방법은 열 쇼크 후 사멸된 암 세포를 포함하는 하나 이상의 암 항원을, 항원 제시 및 T-세포<18>

활성화를 유도하는 조건하에서 활성화된 수지상 세포에 로딩하는 단계; 및 T 세포를 활성화할 하나 이상의 암

항원을 제시하는 하나 이상의 수지상 세포를 암 성장이 의심되어 이의 치료가 필요한 환자에게 투여하는 단계를

포함하여, 암 성장이 의심되는 환자를 치료하는 방법을 포함한다.

본 발명의 또 다른 방법은 GM-CSF 및 IFNα를 사용하여 하나 이상의 단핵구를 이들 사이토킨으로 성숙된 수지상<19>

세포로 분리 및 성숙시키는 단계; T 세포 활성화를 유도할 수 있는 하나 이상의 수지상 세포에 열 쇼크 후 사멸

된 하나 이상의 열처리된 암 세포를 포함하는 조성물을 로딩하여 하나 이상의 항원 제시 수지상 세포를 형성하
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는 단계; 및 하나 이상의 항원 제시 수지상 세포를 암을 앓는 것으로 의심되어 이의 치료가 필요한 환자에게 투

여하는 단계를 포함하여, 암을 앓는 것으로 의심되는 환자를 치료하는 방법을 포함한다.

발명의 상세한 설명

하기에서 본 발명의 다양한 양태의 제조 및 이용을 상세히 기술하고 있으나, 이는 본 발명이 많은 특별한 정황<40>

에서 구체화될 수 있는 많은 적용가능한 발명의 개념을 제공하기 위한 것임을 알 수 있다.  본원에서 기술되는

특정  양태는  단지  본  발명을  달성하고  이용하는  특정  방식에  대한  설명일  뿐  본  발명의  범위를  제한하지

않는다.

본 발명의 이해를 돕기 위해서, 하기와 같은 많은 용어가 정의된다. 본원에서 정의되는 용어는 본 발명과 연관<41>

된 기술 분야에서 통상의 지식을 가진 자에 의해 통상적으로 이해되는 의미를 갖는다.  용어 "하나(a 또는 an)"

또는 "상기(the)"는 단독의 실체를 언급하고자 하는 것이 아니며, 특정 예가 설명을 위해 사용될 수 있는 일반

적 부류를 포함한다.  본원에서의 전문용어는 본 발명의 구체적 양태를 기술하기 위해 사용된 것으로, 이의 사

용은, 청구범위에서 정의되는 경우를제외하고는, 본 발명을 제한하지 않는다.

약어. GM-CSF: 과립구 대식구-콜로니 자극 인자; IFN 알파: 인터페론 알파; LPS: 리포폴리사카라이드; TNF: 종<42>

양 괴사 인자; CR: 완전 반응; PR: 부분 반응; SD: 안정한 질환; PD: 진행적 질환; NPD: 비-진행적 질환; NED:

질병의 증거 없음; MDC: 단핵구 유도된 수지상 세포; CTL: 세포용해성 T 림프구; NK 세포: 천연 킬러 세포; NKT

세포: 천연 킬러 T 세포; ND: 수행하지 않음; NT: 시험하지 않음; TBD: 미결정됨. 

암 면역치료.  암에 대한 환자의 내성을 개선하기 위한 많은 전략이 있다.  이들 전략에는 1) 미생물 성분 또는<43>

사이토킨을 사용한 면역계의 비-특이적 활성화; 2) 항체 및/또는 T 세포를 사용한 항원-특이적 입양 면역치료;

및 3) 항원-특이적 활성 면역 치료(백신요법)가 있다.  항체의 주요 제한은, 펩타이드가 MHC 분자와의 컴플렉스

로서 세포 표면에 제시되는 세포내 단백질일 수 있는 T 세포에 대한 표적물과는 대조적으로, 표적 단백질이 세

포 표면에 발현되어야 한다는 것이다(참조문헌 11).  사람에서 규정된 종양 항원의 확인(참조문헌 12, 13)은 입

양 T- 세포 치료의 개발을 촉진시켰다.  그러나, 치료적 T-세포 면역(종양-특이적 이펙터 T 세포) 및 보호적 T

세포 면역(종양 재발을 조절할 수 있는 종양-특이적 메모리 T 세포) 모두가 유도되는 것이 예상되기 때문에, 백

신요법이 가장 주목되는 전략이다(참조문헌 14 내지 16).

암을 앓는 사람에 대한 치료적 백신요법을 위한 많은 접근법이 개발되었으며, 자가 및 동종이형 종양 세포(종종<44>

다양한 사이토킨을 발현하도록 변형된다), 펩타이드 및 단백질 및 DNA 백신을 포함한다(참조문헌 8, 16 내지

19).  모든 이들 접근법은 백신과 호스트 DC와의 우연한 마주침에 의존한다.  백신 항원이 DC와 마주치지 않은

경우, 면역 반응은 일어날 수 없다.  또한, 비-활성화된 DC 또는 "잘못된" 서브세트의 DC와의 부적절한 마주침

은 면역 반응의 침묵을 이끌 수 있다(참조문헌 20).  이들 시나리오 모두가 통용되는 암 백신에서의 단점 중 일

부를 설명할 수 있다.  또한, 적합한 면역 반응을 유도하기 위해 종양 항원이 어떻게 DC에 전달될 필요가 있는

지도 알려져 있지 않다. 따라서, 암에 대한 최적 백신요법을 위한 변수를 확립할 수 있는 조절된 조건하에서 종

양 항원이 로딩된 생체 외-생성된 자가 DC를 기초로 하는 연구가 필요하다.  백신으로서 DC를 사용하는 임상 연

구가 생체 외에서 다수의 자가 DC를 생성하는 방법이 개발됨에 따라 용이해졌다(참조문헌 21 내지 23).  암에서

DC 백신요법의 효율을 증진시키기 위해 고려되어야 하는 변수는 다음을 포함한다: DC 관련된 요인; 호스트-관련

된 요인; 및 DC 백신과 다른 치료와의 조합.  2개의 DC 관련된 변수, 즉 신규한 DC 서브세트 및 종양 항원을 로

딩하기 위한 신규한 전략이 하기에서 간략하게 논의된다.

DC 백신의 변수.  DC 서브세트: GM-CSF 및 IL-4가 단핵구를 미성숙 DC로 분화할 수 있다는 발견(참조문헌 22 내<45>

지 24)에 의해 DC 생물학 및 기능에 대한 이해에 있어 커다란 진척이 가능했다.  Nestle 등(참조문헌 25)(종양-

용해물-로딩된 DC를 사용) 및 Schuler와 그의 동료(참조문헌 26)(흑색종-펩타이드-로딩된 DC를 사용)에 의한 전

이성 흑색종을 앓는 환자에서의 개척적 임상 연구에 이어, 수개의 기관이 백신으로서 IL-DC를 사용하였다(참조

문헌 8).  그러나, 최근의 발견들은 DC를 생성하는 전통의 방식에 대한 새로운 대체법을 제시한다.  예를 들면,

시험관 내에서 항원-특이적 CTL 분화의 유도에 있어 흑색종-펩타이드-펄스처리된 IL15-DC가 IL4-DC 보다 더 효

과적인 반면, CD4
+
 T 세포를 자극하는 능력은 견줄만하다(참조문헌 27).  또한, 3일-배양으로 생성된 IFN-알파-

DC는 특이적 면역을 유도하는데 효과적인 것으로 밝혀졌다(참조문헌 28).  따라서, 이러한 상이한 DC 백신의 면

역원성은 임상 연구에서 생체 내 시험을 보증한다.

항원 로딩.  DC 상의 MHC 부류 I 및 MHC 부류 II 분자에 규정된 항원으로부터 유도되는 펩타이드를 로딩하는 것<46>

이 DC 백신요법을 위한 가장 일반적으로 이용되는 전략이다(참조문헌 15, 29).  비록 이러한 기술이 "개념 증명
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(proof of concept)" 연구에 중요하지만, 펩타이드의 이용은 추가의 백신 개발에 대해 제한을 갖는다: 지정된

HLA 타입으로의 한정; 잘 특성규명된 종양-관련 항원(TAA)의 제한된 수; 외인성 펩타이드-MHC 컴플렉스의 비교

적 빠른 전환에 의해 주사 후 DC가 배액 림프절에 도착하는 시간에 비교적 낮은 항원 제시; 및 제한된 레파토리

의 T-세포 클론의 유도로 종양 항원 변화를 조절할 면역계 능력의 제한.  많은 이들 펩타이드는 천연적으로 프

로세싱되는 에피토프와 다를 수 있다.  따라서, 전체 항원 제제를 DC에 로딩하고 "천연" 프로세싱 및 에피토프

선별을 가능하게 하는 것이 효능을 개선하며 CD4
+
 T 세포 및 CTL의 많은 클론을 수반하는 다양한 면역 반응을

발생시킬 것으로 예상된다.  모든 이러한 전략은 DC에 재조합 단백질, 엑소솜(exosome)(참조문헌 30), 바이러스

벡터(참조문헌 31), 플라스미드 DNA, RNA 트랜스펙션(참조문헌 32), 면역 컴플렉스(참조문헌 33) 및 DC 표면 분

자에 대해 특이적인 항체(참조문헌 15, 34)를 DC에 로딩한다.

또 다른 기술은 포식된 죽은 종양 세포로부터의 펩타이드를 MHC 부류 I 분자(및 부류 II 분자)에 제시할 DC의<47>

능력을 개발하는 것을 포함한다.  이는 크로스-프라이밍(cross-priming)으로 알려져 있다(참조문헌 35,  36).

실제로, 사멸된 동종이형 흑색종, 전립선 또는 유방암 세포주와 함께 배양된 DC는 시험관 내에서 종양 항원에

대한 미분화 CD8
+
 T 세포를 프라이밍한다(참조문헌 36, 37).  전이성 흑색종을 앓는 20명의 환자를 사멸된 동종

이형 흑색종 세포주(월 기준으로 8개의 백신)에 미리 노출된 동종이형 단핵구-유도된 DC로 현재까지 BIIR에서

백신처리하여 왔다.  백신요법은 안전한 것으로 판명되었으며(자가면역 또는 유해 사건이 없음), 흑색종-특이적

T 세포 면역을 유도하였다.  2명의 환자에서, 지속적인 종양 퇴화가 관측되었다.  이러한 결과는 백신 제제 방

법의 효능을 증명하기 위한 보다 큰 규모의 임상 연구를 보증한다.

GM-CSF 및 IFN 알파는 수지상 세포 백신을 유도하였다.  IFN 생물학에서의 수개의 최근 발견은 이러한 부류의<48>

분자에 대한 면역학자들의 관심을 재활성화시켰다.  이러한 발견은 1) 형질세포성(plasmacytoid) 수지상 세포

(pDC, 사람 및 뮤린 DC의 서브세트)가 바이러스 시그날에 반응하여 다량의 타입 I IFN을 신속히 분비한다는 것

을 입증하고(참조문헌 74); 2) 미성숙 골수양 DC를 활성화시키고(참조문헌 75) 단핵구의 DC로의 분화를 유도하

는(참조문헌 28, 76) IFN 알파/베타의 능력; 3) 메모리 CD8
+
 T 세포의 생성(참조문헌 77, 78) 및 항체 반응의

자극(참조문헌 5, 79, 80)에서 IFN 알파/베타의 활성; 4) 전신홍반성낭창의 발병에서 IFN 알파/베타의 중심적

역할(참조문헌 81, 82); 5) LPS 시그날링 및 폐혈쇽의 전개에 서 IFN 알파/베타의 필수적 역할에 의해 설명되는

바와 같이, 면역계를 활성화시키기 위한 낮은 수준의 IFN 알파/베타의 분비(참조문헌 83)를 포함한다.

최근에 본원 발명자에 의해 IFN 알파가 인플루엔자 바이러스에 대해 특이적인 사람 체액성 반응을 시작하는데<49>

필수적이라는 것이 인식되었다(참조문헌 5).  이는 IFN 알파가 CTL, 특히 종양 항원에 대해 지시되는 CTL의 생

성을 향상시킬 수 있다는 가능성을 증가시켰다.

IFN-DC는 세포용해성 CD8
+
 T 세포를 효과적으로 활성화시킨다: 단핵구를 GM-CSF 및 IFN 알파와 배양함으로써 단<50>

핵구로부터 생성된 DC  백신(IFN-DC)의  생물학적 특성을 제조된 2개의 이전 생성물,  즉 단핵구를 GM-CSF  및

TNF(TNF-DC) 또는 IL-4(IL4-DC)와 배양함으로써 제조된 DC 백신들과 비교되었다.  동종이형 CD8
+
 T 세포는 각각

의 DC 서브세트와 5일 동안 배양 후 세포 분류에 의해 다시 정제되고 유동 세포계로 분석되었다.  놀랍게도,

IFN-DC가 세포용해성 T 세포 분자, 예를 들면 Grazyme A 및 B(도 1) 및 퍼포린(도시되지 않음)을 상당히 높은

양으로 발현시키면서 CD8
+
 T 세포를 유도할 수 있다는 것으로 나타났다.

IFN-DC는 성숙 자극에 대해 차등적으로 반응한다: 암 백신에서 IFN-DC의 역할을 보다 특성화하기 위해, 시험관<51>

내에서 CD40 리간드, 이오노마이신(Ionomycin), 및 TLR 리간드, 예를 들면 LPS(TLR4), poly I:C(TLR3) 및 지모

산(TLR2)을 포함한 다양한 활성화 시그날에 노출된 IFN-DC에서 사이토킨 생물사인(biosignature)을 분석하였다.

정제된 단핵구를 GM-CSF 및 재조합 사람 IFN 알파 2a와 함께 배양함으로써 생성된 IFN-DC를 다양한 자극에 노출

시키고, 배양 상등액으로의 사이토킨/케모카인 분비를 멀티플렉스(Multiplex) 사이토킨 비드(Luminex)로 상이한

시점에서 측정하였다.  예비적 분석은, 분비된 사이토킨의 프로필이 노출 48시간에 걸쳐 유의하게 변화하지 않

는다는 것을 입증한다(도시되지 않음).  도 2에 나타난 바와 같이, 주요 사이토킨 반응을 LPS, 이어서 poly I:C

및 이오노마이신에 의해 유발된다.  CD40 리간드 또는 지모산에 노출시, 단지 경미한 사이토킨 분비가 유발되었

다.  이러한 예비적 결과는 상이한 활성화 시그날이 IFN-DC에서 상이한 사이토킨 사인을 유발한다는 것을 입증

한다.  

IFN-DC는 독특하게 T 세포 성장 인자인 IL-7을 분비한다: 시그날 사이토킨 분석 시, IFN-DC는 자연발생적으로<52>

감지가능한 수준의 IL-7(도 3)을 분비하나 비-활성화된 IL4-DC는 그렇지 못한 것으로 관측되었다.   그러나,
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IL4-DC을 타입 I 인터페론 경로를 활성화시키는 것으로 공지된 시그날로 활성화시키면(CD40 리간드 또는 지모산

으로는 아님) IL-7 분비를 유도하였다(도 3).  이러한 결과는 T 세포 활성화에 대한 2가지의 중요한 결론을 도

출한다: 1) IFN-DC에 의한 IL-7의 분비는 미분화 CD8
+
 T 세포를 프라이밍하는 이들의 뛰어난 능력에 대해 역할

을 수행하고, 2) 타입 I 인터페론은 골수양 DC에 의한 IL-7 분비를 조절하는 것으로 보인다.

IFN-DC는 종양-특이적 CTL을 효과적으로 크로스-프라이밍한다: IFN-DC가 CTL을 자극하는데 있어 실제로 보다 강<53>

력한지의 여부를 결정하기 위해, DC에 사멸된 흑색종 또는 유방암 세포를 로딩한 후 2개의 배양 사이클로 정제

된 CD8
+
 T 세포를 프라이밍하는데 사용하였다.  IFN-DC는 암 세포를 죽이는 능력을 갖는 CTL을 프라이밍하는데

있어 IL4-DC보다 효과적인 것으로 관측되었다(도 4).  미분화 CD8
+
 T 세포를 프라이밍하는 IFN-DC의 능력을 평

가하기 위해, 본원 발명자는 앞서 확립시킨 종양 항원에 대한 시험관 내 크로스-프라이밍 시스템을 사용하였다.

당해 경우, DC에 사멸된 동종이형 종양 세포를 로딩하고 이러한 DC를 2주 배양에 걸쳐 자가의 미분화 CD8
+
 T 세

포를 프라이밍하는데 사용하였다.  도 5에 나타난 바와 같이, 사멸된 동종이형 HLA-A
*
0201+Me290 흑색종 세포가

로딩된 IFN-DC는 면역화를 위해 사용되는 Me290 세포를 죽이는 능력을 갖는 CTL을 프라이밍하는데 현저하게 효

과적이다.  흑색종-특이적 CD8
+
 T 세포의 존재는 테트라머 특이적 T 세포의 분석에 의해 더욱 확인되었다.  도

6에 나타난 바와 같이, 유도된 CD8
+
 T 세포는 서브군의 MART-1 특이적 T 세포를 포함한다.

따라서, IFN-DC는 종양 항원에 특이적인 CTL로 분화시키기 위해 미분화 CD8
+
 T 세포를 크로스-프라이밍하는데<54>

고도로 효과적인 것으로 나타났다.  이러한 발견은 암 백신을 위한 잠재적으로 높은 치료적 의미를 갖는다.  따

라서, IFN-DC는 종양 특이적 면역을 유도하는데 보다 효과적이며, 임상 세팅 환자에서의 생체 내 활성 시험을

더욱 보증하다.

DC 백신 로딩을 위한 고도로 면역원성인 사멸된 종양 세포의 생성.  암 치료에서(단독으로 또는 방사선 치료를<55>

위한 아주번트로서) 온열요법(hyperthermia)의 이용은 여러 해 동안 임상적 관심의 대상이었다(참조문헌 84).

온열요법은 방사선치료 및/또는 방사선-면역치료와 조합시 특히 효과적인 것으로 보인다(참조문헌 85, 86에서

검토됨).  온열요법이 방사선감작화를 이끄는 분자적 메카니즘은 불명확하나, 초기 반응 유전자의 활성화 및 열

쇼크 인자(HSF) 및 후속적으로 열 쇼크 단백질(HSP)이 이러한 발생에 역할을 하는 것으로 보인다(참조문헌 87).

HSP는 분자량에 따라 조작상 명명되는 상이한 단백질, 예를 들면 hsp70의 슈퍼패밀리를 구성한다.  대부분의

HSP는 일정하게(constitutively) 발현되며, 온도 증가를 포함한 스트레스 조건하에서 더욱 유도된다.  HSP는 세

포질에서의 생성부터 ER에서의 MHC 부류 I에 대한 결합까지 펩타이드를 매개하는(chaperon) 분자적 릴레이 라인

으로 간주된다(참조문헌 88, 89).  최근 HSP70, HSP60 및 GP96는 항원성 단백질 또는 펩타이드로의 크로스-프라

이밍을 위한 면역 아주번트로서 확립되었다(참조문헌 90, 91).  이러한 과정에서, 재구성된 hsp70 또는 CD91(참

조문헌 92), CD40(참조문헌 93), LOX-1(참조문헌 94) 또는 TLR2/4(참조문헌 95)을 통한 수용체-매개된 세포내이

입을 통해 gp96-펩타이드 컴플렉스는 DC를 포함한 항원 제시 세포(APC)에 의해 내화된다.  따라서, 본원 발명자

는 온열요법이 크로스-프라이밍을 향상시킴으로써 종양 퇴화를 향상시키는 백신의 제조에 기여할 수 있다는 것

을 인식하였다.

열처리된 흑색종 세포.  현 연구의 목적은 고도로 면역원성이고 백신요법 목적으로 DC를 로딩하는데 사용될 수<56>

있는 변형된 종양 세포 바디를 생성하는 것이다.  따라서, HSP70을 과발현하는 흑색종 세포주가 실제로 보다 면

역원성이라는 전제가 확립되었으므로(도시되지 않음), 본 조사의 초점은 임상 등급의 조건에서 HSP 발현을 증가

시키는 수단을 개발하는 것으로 이동되었다.  따라서, 흑색종 세포의 열처리가 로딩된 DC의 면역원성을 증가시

킬 수 있는지의 여부가 측정되었다.

흑색종 세포의 열 처리는 HSP70을 증가시킨다: 흑색종 세포주를 42℃에서(열 쇼크) 4시간 동안 인큐베이션하였<57>

다.  예상되었던 바와 같이, HSP 발현을 ELISA(도시되지 않음) 또는 세포내 염색(도 7)에 의해 분석한 결과,

HSP70의 상당한 상승 조절이 나타났다(참조문헌 85).  사멸된 흑색종 세포(흑색종 바디)는 베툴린산(BA)의 도입

에 의해 비처리되거나 열-쇼크 처리된 세포로부터 생성되었다.

열처리된 흑색종 바디가 로딩된 DC는 흑색종 세포를 죽일 수 있는 CTL을 신속하게 생성한다: 로딩되지 않은<58>

DC(CTL 1), 대조군 흑색종 바디가 로딩된 DC(CTL 2) 및 열-쇼크처리된 흑색종 바디가 로딩된 DC(CTL 3)을 정제

된 미분화 CD8
+
 T 세포와 함께 2주 동안 배양하였다.  T 세포 배양물을 1회(총 2회 자극) 재자극하고, 가용성

CD40 리간드 및 저용량 IL-7(10 U/㎖, 모든 배양물) 및 IL-2를 두번째 주에(10 U/㎖) 보충하였다.  T 세포를 재
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자극한 지 7일 후(총 14일의 배양) 분석하였다.

열처리된 Me275 흑색종 바디(대조군 바디는 아님)가 로딩된 DC와 함께 배양된 T 세포가 Me275 세포를 죽일 수<59>

있다는 것으로 나타났다(도 8).  K562의 용해가 없었으므로, 상기 사멸은 T 세포에 대해 특이적이다.  또한, 2

번의 자극 후, T 세포는 또 다른 HLA-A
*
0201 흑색종 세포주(Me290)을 죽일 수 있었으며(도시되지 않음), 이는

공유된 항원에 대한 크로스-프라이밍이 발생할 수 있다는 것을 제시한다.  HLA-A
*
0201 MCF7 유방암 세포의 용해

가 없었으므로, 상기 사멸은 흑색종 세포에 대해 특이적이다.  마지막으로, 표적 세포를 MHC 부류 I 차단 mAb

W6/32로 예비처리함으로써 상이한 E:T 비율에서 Me275 사멸이 60% 초과하게 억제되었으므로(도시되지 않음), 흑

색종 세포의 사멸은 MHC 부류 I의 발현에 의해 적어도 부분적으로 제한되었다.

열 쇼크처리된 흑색종 바디가 로딩된 DC는 흑색종-특이적 CTL을 신속히 생성한다: 열처리된 흑색종 바디로 프라<60>

이밍된 미분화 CD8
+
 T 세포는 4개의 흑색종 펩타이드(PSA 펩타이드는 아님)가 로딩된 T2 세포를 특이적 및 효과

적으로 죽일 수 있다.  또한, 흑색종 세포주는 파괴되었으나, 유방암 세포주 MCF7 및 K562 세포는 영향을 받지

않았다(도 9).  열처리되고 사멸된 흑색종 세포가 로딩된 DC는 흑색종-특이적 세포독성 T 세포가 되도록 미분화

된 CD8
+
 T 세포를 유도했다.  

테트라머 결합 분석으로 이러한 발견을 확인하였으며, 상기 분석은 0.4% 이하의 CD8
+
 T 세포가 MART-1에 특이적<61>

인 것으로 나타났다(도 10).  그러나, 다른 특이성은 거의 검출되지 않았다.  따라서, 2차 자극한지 7일 후 T

세포를 4개의 흑색종 펩타이드 각각으로 또는 대조군 PSA 펩타이드로 펄스처리된 자가 DC로 재자극하였다.  이

들 배양물을 배양 7일 후에 분석하였다.   흑색종 펩타이드-펄스처리된 DC를 사용한 부스팅이 흑색종-특이적

CD8
+
 T 세포를 증대시키는 것으로 나타났으나(도 10), 대조군 펩타이드를 사용한 부스팅에서는 증대가 관측되지

않았다(도시되지 않음).  따라서, 흑색종 세포의 열 처리는 흑색종-특이적 반응을 향상시킨다.

흑색종 세포의 열 처리가 종양 항원의 전사를 증진시킨다.   증진된 크로스-프라이밍이 열 쇼크 단백질(Heat<62>

Shock Protein)의 증대된 발현에 기인할 것이라는 초기 가설은, 입증되고 정제된 HSP70, HSP60 및 GP96가 항원

성 단백질 또는 펩타이드로의 크로스-프라이밍을 위한 면역 아주번트로서 작용한다는 연구와 일치하는 것으로

밝혀졌다(참조문헌 90, 91).  그러나, 대조군 및 HSP70 전달된(transduced) Sk-Mel28 세포에 대한 마이크로어

레이  분석  후,  MAGE-A10을  포함한  수개의  종양  항원에  대한  증가된  전사(도시되지  않음)가  관측되었다.

따라서, 상이한 구성의 MAGE 종양 항원 패밀리를 코딩하는 12개의 유전자를 실시간 PCR 발현으로 측정하였다.

이들 항원은 MAGE-B3, MAGE-A8(도 11), MAGE-B4, 및 MAGE-A10(도시되지 않음)을 포함하였다.  액티노마이신 D

에 대한 민감도 이외에도 MAGE-B3의 발현이 10000배까지 증가하였으며, 이는 적극적인 전사를 입증하는 것이다

(도 11).

따라서, 열처리된 바디가 로딩된 DC가 MAGE-A8 및 MAGE-A10에 대해 특이적인 CTL을 프라이밍할 수 있는지의 여<63>

부를 결정하기 위해 MAGE-A8 및 MAGE-A10로부터 유도되는 HLA-A
*
0201 제한된 펩타이드를 확인하여 분석하였다.

도 12에 나타나 있는 바와 같이, 열처리된(hot) HLA-A
*
0201

+
 Me290 또는 HLA-A

*
0201

neg
 Sk-Mel28 세포에 대해 프

라이밍된 HLA-A
*
0201

+  
CTL은, 열처리되지 않은 흑색종 세포에 대해 프라이밍된 CTL 보다 높은 빈도의 MAGE-A10

테트라머 결합 CD8
+ 
T 세포를 나타내었다.

따라서, 종양 항원의 온열요법-증가된 전사가 크로스-프라이밍을 증진시키는데 기여할 수 있었다.  열처리 및<64>

사멸된 흑색종 바디가 로딩된 DC는 자가 미분화 CD8
+
 또는 CD4

+
 T 세포가 증가된 수준의 IFN 감마 및 감소된 수

준의 IL-10을 생성하도록 유도한다.  조절/억제성 T 세포는 암에 대한 환자의 성공적 백신요법에 있어 주요 장

애물 중의 하나인 것으로 간주된다.  도 13에 나타난 바와 같이, 열처리되지 않은 종양이 로딩된 DC로 제조된

배양물과 비교하여, 열처리되고 사멸된 흑색종 세포를 DC 백신에 로딩시킴으로써 IL-10의 분비가 감소되고 IFN

감마의 생성이 증가하였다.  이러한 결과는 임상 시도에서 생체 내에서의 DC 로딩에 대한 특이한 전략을 지지한

다.  따라서, 열처리되고 사멸된 흑색종 세포의 DC 백신에의 로딩은 광범위한 흑색종-특이적 타입 1 CD8
+
 T 세

포 면역을 유도한다.

본 발명은 GM-CSF 및 IFN 알파를 사용하여 단핵구로부터 유도되고 동종이형 Colo829 흑색종 세포가 로딩된 자가<65>

수지상 세포를 포함한다.  자가 수지상 세포는 성분채집(apheresis)에 의해 수득된 말초혈 단핵 세포로부터 제
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핵하여 분리된 단핵구로부터 제조된다.  단핵구는 GM-CSF 및 IFN 알파의 존재하에 밀폐계에서 배양되며, 열처리

되고 사멸된 동종이형 Colo829 종양 세포가 로딩되고, 냉동보관(cryopreserve)된다.  백신을 액체 질소(기상)에

저장한다.

수지상 세포는 Elutra 시스템(Gambro BCT)를 사용하여 단핵구를 단리시키도록 진행되는 성분채집 생성물로부터<66>

제조된다.  단핵구를 유출(elutriation) 백으로부터 배양 백(각각 100㎖ 용적)으로 옮기고, 72시간 동안 1×10
6

개/㎖ 용적에서 배양하였다.  당해 예시에서, 배양 배지는 재조합 사람 GM-CSF(100ng/㎖; Berlex) 및 인터페론

알파 2b(500IU/㎖; Schering Plough)가 보충된 혈청-비함유 배지를 포함하였다.  그러나, 당업자라면 활성화를

최대화하기 위해 GM-CSF 및/또는 IFN 알파에 세포를 노출하는 양, 시점 및 길이를 알 수 있을 것이다.  배양한

지 처음 24시간 후, 백신에 사멸된 Colo829 세포를 로딩한다.  총 72시간의 배양 후, 수지상 세포를 수거하고,

배지 및 사이토킨을 생리식염수를 사용하여 제거한다. 세포를 10% DMSO 및 10% Plasmalyte를 포함하는 자가 혈

청에 재현탁시키고, 30×10
6
개 세포/바이알로 냉동-바이알에 분배한다.  냉동바이알을 자동 속도 조절식 냉동기

를 사용하여 냉동시키고, 액체 질소(기상)에서 저장한다.

표 1

제조 단계<67>

단계 기술

I 단리 - 자가 말초혈 단핵 세포를 COBE SPECTRA™를 사용하여 성분채집에 의해 수득한다. 이어
서, 단핵구를 GAMBRO BCT ELUTRA™에서 말초혈 단핵 세포로부터 단리한다.

II 배양/로딩 - 단핵구를 3일 동안 GM-CSF 및 IFN 알파와 함께 배양함으로써 수지상 세포를 제조
한다. 배양을 개시한지 24시간 후, 사멸된 동종이형 종양 세포(COLO 829)를 배양물에 가한다.

III 수거/냉동보관  -  수지상  세포  백신을  다수  용량을  위해  분취량으로  냉동보관할  것이다.
이어서, 바이알을 속도 조절식 냉동기를 사용하여 냉동시킬 것이다.

PBMC 분리,  성분채집,  수집.  자가 말초혈 단핵 세포를 COBE SPECTRA™를 사용하는 성분채집으로 수득한다.<68>

단핵구 유출 - 단리.  이어서, 단핵구를 GAMBRO BCT ELUTRA™에서 말초혈 단핵 세포로부터 단리한다.  Elutra<69>

시스템은, 세포의 크기 및 밀도를 기준으로 하여 세포를 다수 분획으로 분리시키기 위해 연속적 역유동 유출 기

술을 이용하는, 반-자동의 밀폐계 원심분리기이다.  Elutra 시스템의 의도된 적용은 단핵구를 농축시키는 것이

다.  당해 시스템은 크기 및 밀도를 기준으로 하여 5개 분획의 세포를 수집한다.  분획 5는 수지상 세포 백신

제조를 위해 사용되는 농축된 단핵구 집단(약 90% 순도, n=7 건강한 지원자 성분채집)을 포함한다.

배양  -  분획  5를  포함하는  백을  원심분리시키고,  완충된  염수를  짜내어(express  off)  버린다.   세포를<70>

CellGenix  DC  배양 배지에 재현탁시키고, 세포 계수, 생존성 및 표현형을 조사하기 위해 샘플을 분리시킨다.

단핵구의 수가 측정되면, 세포를 1×10
6
개 단핵구/㎖의 농도로 희석시키고, AFC VueLife 배양 백에 무균 연결한

다.  100ng/㎖ 농도의 GM-CSF(Leukine®)(Berlex Inc.) 및 500IU/㎖ 농도의 IFN alfa-2b(INTRON A)(Schering-

Plough Corp.)를 가하고, 세포를 37℃, 5% CO2 인큐베이터에서 놓고 배양한다.

로딩  -  배양을  개시한  지  24시간  후,  제2  용량의  GM-CSF  및  IFN  alfa-2b  뿐만  아니라  사멸된  종양  세포<71>

(COL0829)를 항원의 공급원으로서 첨가한다.  사멸된 Colo829는 감마선 조사를 이용하여 배치에서 제조되며, 삼

중수소 처리된 티미딘의 삽입에 의해 측정되는 증식 불능(sterility 및 inability)에 대해 시험하고, 냉동 바이

알에서 10% DMSO와 함께 50×10
6
개/㎖의 농도로 냉동시키며, 기상 질소에 저장한다.  DC에 1개의 사멸된 종양

세포/2개의 수지상 세포로 로딩되도록 적합한 수의 냉동바이알을 해동시킨다.  사멸된 Colo829를 배양 배지로 3

회 세척하고 배양 백에 소용적으로 가한다.

수지상 세포 수거.  배양을 개시한 지 72 시간 후, 세포를 수거하고, 백신을 냉동보관한다.  배양 백을 원심분<72>

리시키고, 상등액을 버리며(express), 세포를 생리식염수로 3회 세척한다.  세척은 생리식염수의 백을 배양 백

에 연결하고, 세포를 생리식염수에 재현탁시키며, 배양 백을 원심분리시키고, 생리식염수를 폐기물 수집 백으로

짜내는 것으로 이루어진다.  3번째 세척 후, 세포를 냉동 용액 희석제인 Plasmalyte에 재현탁시킨다.

속도 조절식 냉동 - 바이알을 속도 조절식 냉동기를 사용하여 냉동시킨다.  바이알을 냉동 챔버에 놓고, 액체<73>

질소를 전자 솔레노이드 밸브를 통해 챔버에 도입한다.  기화는 거의 순간적이므로, 액체 질소가 챔버에 도입되

는 속도의 조절이 열이 흡수되고 냉동 챔버 및 이의 내용물로부터 제거되는 속도를 직접적으로 조절한다.
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냉동보관.  세포를 30×10
6
개 세포/㎖의 농도로 냉동보관한다.  세포수가 측정되면, 세포를 자가 혈청으로 최종<74>

농도의 2배로 희석한다.  세포 용적과 동일한 용적을 포함하는 냉동 용액의 백을 준비한다.  냉동 용액은 20%

DMSO 및 20% Plasmalyte를 갖는 자가 혈청이다.  신속한 작업으로, 냉동 용액을 세포 백에 가하고, 세포를 표지

된 냉동 바이알에 옮긴다.  DMSO의 최종 농도는 10%이다.  냉동바이알을 1℃/min로 자동 속도 조절식 냉동기를

사용하여 냉동시키고, 기상 질소에 저장한다.

저장 - 냉동바이알을 오랜 기간 동안 저장하기 위해 속도 조절식 냉동기로부터 액체 질소 탱크로 옮긴다.  조절<75>

목록이 GMP 훈련자에 의해 데이터베이스로 저장된다.

표 2

<76>

활성 약제학적 성분의 최종 투여 형태의 안정성.  기술: 냉동보관된 세포 1㎖를 포함하는 바이알을 37℃에서 신<77>

속히 해동시키고, 멸균된 생리식염수 9㎖를 포함하는 주사기로 즉시 빨아들였다(세포가 주사 직전에 임상 위치

에서 해동되는 조건).  생리식염수를 실온 또는 4℃(냉장)였다.  이어서, 세포를 6개 튜브에 고르게 분배하고,

실온 또는 냉장 온도로 유지시켰다.  이어서, 희석된 세포를 다양한 시점에서 검정하였다.
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표 3

<78>

표 4

<79>

표 5

<80>

표 6

<81>

로트 방출에 대한 허용가능한 결과는, 실온에서 해동시킨 지 15분 후, 적어도 50%의 생존 세포 회수율 및 적어<82>

도 50%의 생존율이다.  방출 시험은 냉동 공정의 개시(1차), 중간(2차) 및 마지막(3차)에 수득된 3개의 바이알
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에 대해 수행된다.

냉동 백신의 특징분석.  냉동 백신을 더욱 특징분석하기 위해, 상술된 바와 같이 CD4
+
 T 세포로 MLR을 자극하는<83>

능력 및 생존율 이외에도, (1) 형태 및 표현형, (2) 사이토킨 분비 및/또는 (3) 자가 CD8
+ 
T 세포 분화를 유도하

는 능력 중의 하나 이상을 분석할 수 있다.

도 14는 본 발명의 전체 백신 제조 공정을 개요하는 흐름도이다.  단계 10에서, 백신 생성 공정에 포함시키기<84>

위한 환자가 선별된다.  단계 12에서, 로딩을 위한 세포를 단리시키기 위해 환자의 혈액 성분채집이 수행되며,

단계 14에서 수집된다.  단계 10, 단계 12 및 단계 14는 1일에 수행될 수 있다.  이어지는 수일 동안, 세포를

배양하고(단계 16), 세포에 수득되는 항원-로딩된 수지상 세포에 의해 제시되는 항원(들) 및 단계 16의 배양물

을 로딩한다(단계 18).  이어서, 단계 20에서 세포를 냉동시키고, 추가의 사용을 위해 저장하며/하거나 종국에

는 해동시켜 방출시킨다(단계 22).  마지막으로, 세포 백신은 주사에 사용될 수 있다(단계 24).  하나의 양태에

서, 전체 공정을 약 10일에 수행할 수 있다.

도 15는 본 발명의 백신 제조를 위한 상세 단계 및 시각표를 나타내며, 여기서 세포는 유출 백(단계 26)에 제공<85>

되고, 하나 이상의 배양 백(단계 28)으로 옮겨진다.  단계 30에서, 예를 들면 3일의 배양 동안, 하나 이상의 사

이토킨을 0시간에 제공한다.  세포를 사이토킨에 노출시킨 후, 세포를 사멸된 표적 세포, 예를 들면 Colo629 세

포 및 임의로 추가의 사이토킨에 노출시킨다.  마지막으로, 약 72시간 후 세포를 수거하고/하거나 냉동, 시험,

멸균 등을 수행한다.

로딩되지 않거나 사멸된 Colo829 세포가 로딩되고, 냉동되며, 1주, 2주 및 3주 동안 -80℃에서 저장된 배양 백<86>

에서 IFNα-DC를 생성하였다.  냉동 세포를 1, 2 및 3주에 해동시키고, 이들의 형태를 김자(Giemsa) 염색으로

평가하였다.  도 16에 나타난 바와 같이, 로딩 및 로딩되지 않은 IFN-DC는 냉동/해동 후 DC 형태를 유지하였다.

도 17은, 지시된 항체로의 표면 염색 및 유동 세포계에 의해 분석되는, 일례의 냉동/해동된 백신의 표현형을 나<87>

타낸다.  DC는 CD1 분자(CD1a 및 CD1b/c)의 발현, 사이질(interstitial) DC인 INF-DC와 일치하는 CD14의 발현;

높은 수준의 HLA-DR 및 공동자극 CD80 및 CD86 분자를 포함하여 IFN-알파의 존재하에 이들의 생성과 일치하는

예상된 표현형을 보인다.  따라서, 냉동/해동된 백신은 IFN-DC의 형태 및 표현형을 보유한다.

DC는 T 세포와의 상호작용시 T 세포 분화를 조절하는 사이토킨을 분비한다.  따라서, 본 발명자는 T 세포 시그<88>

날을 대체하기 위해 가용성 CD40 리간드에 노출되는 경우(사멸된 Colo829 세포가 로딩되거나 로딩되지 않은) 냉

동/행동된 IFN-DC에 의해 분비되는 사이토킨을 평가하였다.  멀티플렉스 사이토킨 분석(Luminex)을 이용하여 6

시간 및 24시간 후 상등액을 평가하였다.  1ng/㎖를 초과하는 수준으로 분비되는 3개의 주요 사이토킨은 IL-

8(약 10ng/㎖), IL-6 및 MIP1 알파를 포함하였다.  예비-임상 연구로부터 예측되는 바와 같이, IFN-DC는 IL-7을

분비하였다(도 19).  또한, 낮은 수준의 IL-10이 검출될 수 있었다(100pg/㎖ 미만).  그러나, IL-10 분비는, 그

수준이 로딩되지 않거나 로딩된 DC의 배양물에서 유사하였으므로, 사멸된 Colo829 세포가 로딩되었기 때문이 아

니었다(도 18).  결국, IL-10 분비는 제공자-관련되는 것으로 나타났다(자료 도시되지 않음).

DC 백신에 대한 궁극적인 변수는 자가 CD8
+ 
T 세포에 대해 종양 항원을 제시하고 이들의 분화를 유도하는 능력이<89>

다.  따라서, 냉동/해동된 HLA-A
*
0201+IFN-DC를 LPS(5 또는 10ng/㎖)을 사용하여 24시간 동안 자극하고, MART-1

펩타이드로 마지막 10시간 동안 펄스처리한 후, 정제된 자가 CD8
+ 
T 세포에 대한 자극제로서 사용하였다.  T 세

포 배양물을 7일에 1회 부스팅하고, IL-7 및 IL-2를 보충한 후, T 세포 분화를 부스팅한 지 5일 후 테트라머 염

색으로 평가하였다.  도 19에 나타난 바와 같이, 배양한 지 12일에 DC:T 세포 비율 1:10(즉, 10
5
개 DC/10

6
개 T

세포)에서, 약 2%의 CD8
+
 T 세포가 MART-1 테트라머를 특이적으로 결합하였다.  또한, MART-1 특이적 CD8

+
 T 세

포의 분화는 1:33, 즉 3000개 DC/10
6
개 T 세포와 같이 낮은 DC:T 세포 비율에서조차도 관측될 수 있었다.  이들

결과는 냉동된 IFN-DC가 이들의 형태, 표현형 및 항원-특이적 CD8
+ 
T 세포를 증대시키는 능력을 보유한다는 것을

입증한다.

전이성 흑색종을 앓는 환자에서 생성물 제조 및 방출의 실현가능성에 대한 예비 자료.  지금까지 본원 발명자는<90>

단계 IV 흑색종을 앓는 7명의 환자에서 생성물 제조에 대한 자료를 수집하였다.  이들은 진행중인 임상 시도 과

정에서 얻어진 예비 결과이다(IRB#005-065, IND#12339).  화학치료를 받았던 전이성 흑색종을 앓는 환자로부터

의 세포를 사용하는 이러한 예비적 로트 제조 자료는 앞서 기술된 바와 같이 건강한 제공자로부터의 세포를 사
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용하여 전개되었던 과정에 대한 실현가능성을 제시한다.  하기 표는 환자들의 물질을 사용하여 지금까지 제조된

로트를 요약한다.

표 7

<91>

표 8

<92>

표 9

<93>
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표 10

<94>

발명자의 참조문헌<95>

<96>
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<97>

<98>
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기타 참조문헌<99>

<100>
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<101>
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<102>
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<103>
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<104>
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<105>

<106>
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도면의 간단한 설명

본 발명의 특징 및 이점에 대한 보다 완전한 이해를 돕기 위해, 첨부된 도면과 함께 발명의 상세한 설명을 참조<20>

한다.

도 1은 IFN-DC가 세포용해(cytolytic) CD8
+ 
T 세포를 효과적으로 활성화시킨다는 것을 나타낸다.  미분화 CD8 T<21>

세포를 IFN-DC(상단) 또는 TNF-DC(하단)와 함께 5일 동안 배양하였다.  T 세포를 안티-CD8(종좌표) 및 안티-

Granzyme A(좌측) 또는 안티-Granzyme B(우측)로 염색하였다.  이중 포지티브 CD8
+
 T 세포에 대한 백분율을 나

타내었다.

도 2는 IFN-DC가 시험관 내에서 성숙 자극에 대해 차별적으로 반응한다는 것을 나타낸다.  지시된 자극에 대해<22>

6시간 동안 노출된 IFN-DC의 상등액으로의 사이토킨 분비에 대한 표준화된 표시.  스케일 0(청색) - 20(적색).

지시된 사이토킨들에 대한 복합적인 사이토킨 비드 분석.  Ctrl = 활성화제가 첨가되지 않음.

도 3은 IFN-DC이 IL-7을 독특하게 분비한다는 것을 나타낸다.  상세 내역은 도 1에서와 같다.  6시간에서의 IL-<23>

7 분비(종좌표,pg/㎖).  적색 막대(IFN-DC); 녹색 막대(IL-4 DC).

도 4는 IFN-DC가 종양-특이적 CTL을 효과적으로 크로스-프라이밍(cross-prime)한다는 것을 나타낸다.  미분화<24>

CD8
+
 T 세포를, 사멸된 종양 세포가 로딩된 IL4-DC 및 IFN-DC에 노출시켰다.  2회의 자극 사이클 후에 CTL 기능

(종좌표)을 측정하였다.

도 5는 IFN-DC가 흑색종에 대한 CTL를 효과적으로 크로스-프라이밍한다는 것을 나타낸다.  HLA-A
*
0201

+
 미분화<25>

CD8
+
 T 세포를, 사멸된 Me290 흑색종 세포가 로딩된 IFN-DC와 함께 배양하였다.  배양물을 7일에 한번 부스팅하

고,  5일  후  지시된  E:T  비율(횡좌표)에서  Me290  세포로부터의  크롬  방출  유발  능력  및  대조군  K562

세포(종좌표, 특이적 용해)로부터의 크롬 방출 유발 능력에 대해 수거된 T 세포를 평가한다.

도 6은 IFN-DC가 흑색종-특이적 CTL을 효과적으로 크로스-프라이밍한다는 것을 나타낸다.  사멸된 흑색종 세포<26>

(Me290) 또는 멜라닌세포가 로딩된 IFN-DC를 사용한 배양에서 테트라머(tetramer) 특이적 CD8
+
 T 세포의 빈도.

HIV 테트라머는 네가티브 대조군으로 사용된다.  눈에 띄는 값은 CD8
+
 T 세포 결합 테트라머의 백분율을 나타낸

다.

도 7은 흑색종 세포의 열 처리가 HSP를 증가시킨다는 것을 나타낸다.  SK Mel28 흑색종 세포를 열처리하고 BA로<27>

사멸시켰다.  세포를 폴리-리신 예비처리된 슬라이드에 올려놓고, 고정시킨 후, 투과시켰다.  일차 안티-HSP70

Ab  처리 후 Texas-Red  접합된 염소 안티-마우스 IgG로 처리하였다.  Leica  TCS-NT  SP  공초점 현미경측정(×

40).

도 8은 열처리된 흑색종 세포가 증가된 면역원성을 나타낸다는 것을 나타낸다: Me275 세포 및 대조군 K562의 사<28>

멸.  로딩되지 않은 DC(CTL 1), 대조군 흑색종 바디(body)가 로딩된 DC(CTL 2) 및 열-쇼크 흑색종 바디가 로딩

된 DC(CTL 3).  14일의 프라이밍.  
51
Cr 방출(종좌표).

도 9는 열 처리된 흑색종 세포가 증가된 면역원성을 나타낸다는 것을 나타낸다: 4개의 흑색종 펩타이드(4P;<29>

MART-1, gp100, 타이로시나제 및 MAGE-3)의 혼합 또는 대조군 PSA 펩타이드로 펄스처리된 T2 세포의 사멸.  대

조군 흑색종 바디가 로딩된 DC(CTL 1) 및 열-쇼크처리된 흑색종 바디가 로딩된 DC(CTL 2).  
51
Cr 방출(종좌표).

도  10은  열처리되고  사멸된  흑색종  세포가  로딩된  DC에  의한  흑색종-특이적  CD8
+
 T  세포의  프라이밍을<30>

나타낸다.  a) 2주 배양 후 테트라머 염색, 및 b) 펩타이드 펄스처리된 DC로의 단독 부스팅 후 테트라머 염색.

도 7 및 본문을 참조한다.

도 11은 흑색종 세포의 열 처리가 종양 항원의 전사를 증진시킨다는 것을 나타낸다.  실시간 PCR:  비열처리<31>

(cold: non), 열처리 및 열처리+액티노마이신 D 처리된 Me290 흑색종 세포.  표준화된 배수 표현(종좌표).

도 12는 사멸된 종양 세포에서 열에 의해 상향-조절된 MAGE A10에 대한 크로스-프라이밍을 나타낸다.  DC에 비<32>

열처리(cold) 또는 열처리(hot) 사멸된 흑색종 세포, HLA-A
*
0201

+
 Me290 또는 HLA-A

*
0201 네가티브 Skmel 28가
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로딩된다.  2회의 자극 후, HLA-A
*
0201

+
 CD8

+
 T 세포를 펩타이드로 펄스처리된 DC로 부스팅한다.  MAGE 10 테트

라머로 유동 혈구측정 염색.  CD3
+ 
T 세포를 결합하는 테트라머의 백분율(%).  2개의 연구.

도 13은 열처리된 흑색종 바디를 DC에 로딩함으로써 CD8
+(
상단) 및 CD4

+
 T 세포(하단) 모두에 의해 IL-10 분비가<33>

감소하고 IFN 감마 분비가 증가한다는 것을 나타낸다.  DC로의 1차 또는 2차 자극 후 지정된 시간에서 상등액의

루미넥스(Luminex) 분석.  Ctrl은 비로딩된 DC이다.

도 14는 본 발명의 전체적인 백신 제조 공정을 개요하는 흐름도이다.<34>

도 15는 본 발명의 백신을 제조하기 위한 상세 단계 및 스케쥴을 나타낸다.<35>

도 16은 해동 후 냉동 백신의 형태를 나타낸다.<36>

도 17은 해동 후 냉동 IFN-DC 백신의 표현형을 나타낸다.<37>

도 18은 해동 후 냉동 백신에 의한 사이토킨 분비 프로필을 나타내는 그래프이다.<38>

도 19는 냉동 백신에 의한 자가 CD8
+
 T  세포 프라이밍을 나타낸다.  MART-1  펩타이드 펄스처리된 냉동/해동<39>

IFN-DC로의 2번의 자극 후 대조군 및 MART-1 특이적 테트라머를 결합하는 CD8
+
 T 세포의 백분율(%).

도면

    도면1
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    도면2
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    도면3

    도면4
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    도면5

    도면6

    도면7
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    도면8

    도면9
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    도면10a
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    도면10b
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    도면11
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    도면12
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    도면13
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    도면14
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    도면15
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    도면16
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    도면17
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    도면18
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    도면19
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