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요약

본 발명은 사이클로스포린과 복합하여 이식된 장기, 조직 또는 세포의 거부반응을 치료 또는 예방하기 위한 제약학적 조성

물의 생산에 사용되는 케모킨 수용체 길항물질의 용도에 관한다.

특히, 사이클로스포린 A와 복합하여 신장 타가이식 거부반응을 예방하기 위한 제약학적 조성물의 생산에 사용되는 Met-

RANTES의 용도에 관한다.

대표도

명세서
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기술분야

본 발명은 사이클로스포린과 복합하여 이식된 장기, 조직 또는 세포의 거부반응을 치료 또는 예방하기 위한 제약학적 조성

물의 생산에 사용되는 케모킨 수용체 길항물질의 용도에 관한다.

특히, 사이클로스포린 A와 복합하여 신장 타가이식 거부반응을 예방하기 위한 제약학적 조성물의 생산에 사용되는 Met-

RANTES의 용도에 관한다.

배경기술

외래(동종 또는 이종)단백질, 세포 또는 기관에 대한 T 세포 반응이 개시되는 기작은 상당히 잘 알려져 있다. 항원 제시 세

포(APCs)는 염증 또는 손상(외과적 이식에 의해 유도될 수 있음) 부위로 유인된다. 말초내 T 세포의 레퍼토리는 병원균의

증거 또는 외래(동종 또는 이종)조직의 존재에 대하여 조직을 지속적으로 조사한다. 이들 경고 신호중의 하나가 인지되면,

APC는 단백질을 삼켜 이를 분해하고 숙주 면역계에 이를 제시한다.

면역계는 신속하게 외래조직, 병든 조직 또는 염증조직을 인식하고 이를 파괴한다. 이것은 유전자요법을 비롯하여 조직,

장기, 세포 이식의 가장 큰 장벽이다. 주요 과제는 장기 면역억제, 캡슐화 또는 면역차단과 관련된다. 장기 면역억제의 불

필요한 부작용에는 기회적 감염과 종양형성에 대한 감수성 증가가 포함된다.

특히, 급성 신장이식 거부반응은 동종이계항원-의존 인자 및 동종이계항원-독립 인자에 의해 매개되고, T 림프구, 단핵구

/대식세포, 일부 호산구로 구성된 단핵세포 침투물로 특징지어진다(Grone H.J., 1996, Valente J.F. et al., 1998, Bishop

G.A. et al., 1986). 이들 백혈구의 말초순환계로부터 이식장기로의 동원에는 백혈구와 내피표면에서 발현되는 일련의 분

자사이의 복잡한 상호작용이 관여한다(Butcher E.C., 1991, Butcher E.C. et al., 1996, Springer T.A., 1994).

지속적인 면역억제없이 이식된 조직을 장기간 수용하는 것은 인체대상 약물의 오랜 숙원이다.

구조적으로 관련된 사이토킨의 대과(大科)인 케모킨은 특정 백혈구 주효체 소개체군의 신속한 유착, 화학주성, 활성화를

선택적으로 촉진하는 것으로 보인다(Springer T.A., 1994, Nelson P.J. et al., 1998, Luster A.D., 1998, SchlondorffD.

et al., 1997).

케모킨은 C, C-C, C-X-C, C-X3-C 케모킨 하부군(여기서, X는 첫 2개의 아미노 말단 인접 시스테인사이의 중간아미노산

을 나타낸다)을 정의하기 위하여 사용되는 보존된 시스테인 잔기를 포함한 공유구조요소로 특징지어진다. 케모킨의 다양

한 모든 생물학적 작용은 7개-막통에 걸쳐있는 C-단백질 결합된 수용체 대과와의 상호작용을 통하여 조절되는 것으로 보

인다(Nelson P.J. et al., 1998, Luster A.D., 1998, SchlondorffD. et al., 1997). 이들 수용체의 세포형 특이적 발현은 케

모킨 작용의 백혈구 특이성을 상당부분 조절하는 것으로 보인다(Nelson P.J. et al., 1998, Luster A.D., 1998,

SchlondorffD. et al., 1997).

C-C 케모킨 소과의 일원인 케모킨 RNATES(활성화직후에 조절, 정상적인 T-세포 발현 및 분비)는 사람에서 CCR1,

CCR3, CCR5, CCR9, DARC(케모킨에 대한 Duffy 항원 수용체)를 비롯한 다수의 케모킨 수용체에 대한 리간드이다

(Nelson P.J. et al., 1998, Luster A.D., 1998, SchlondorffD. et al., 1997, Nibbs R.J. et al., 1997). RANTES는 T 세

포, 단핵구, 자연 살해능 세포, 호중구, 호산구에 대한 강력한 화학유인물질이다(Nelson P.J. et al., 1998).

RANTES와 같은 케모킨은 다양한 질병과정에 관여하는 세포 침투물에서 중추적인 역할을 하는 것으로 생각된다. 가령,

RNATES는 지연형 초민감성, 괴사형 사구체신염, 염증성 폐질환, 신장 동종이식 거부반응을 비롯한 단핵세포 침투물로

특징지어지는 질병에서 in vivo 발현된다(Schlondorff D. et al., 1997, Nelson P.J., 1998, Devergne O. et al., 1994,

Luckas N.W. et al., 1996, Lloyd C.M. et al., 1997, Pattison J. et al., 1994, Wiedermann C.J. et al., 1993). 급성 세포

거부반응을 일으킨 사람 신장조사에서, RANTES 단백질은 단핵구 침투 세포, 신장 세관 내피세포, 세관주위 미세혈관의

타일내피에 위치하는 것으로 밝혀졌다(Pattison J. et al., 1994, Wiedermann C.J. et al., 1993). 급성 세포 거부반응은 단

핵구/대식세포, T 림프구, 선택적으로 호산구로 구성되는 혈관내 악성 간질(間質)성 침투물로 특징지어지기 때문에,

RANTES는 급성 거부반응의 발병에 핵심적인 역할을 한다(Schlondorff D. et al., 1997, Nelson P.J., 1998, Pattison J.

et al., 1994, Wiedermann C.J. et al., 1993).
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이들 관찰에 기초하여, 신장 동종이식 거부반응시 RANTES의 역할에 대한 모델을 제시하였다(Nelson P.J. et al., 1998,

Pattison J. et al., 1994, Wiedermann C.J. et al., 1993). 초기 거부반응에서, 미세혈관 내피에 염증이 발생하고 혈소판의

과립이 감소되어, 내피 표면에 유착되는 RNATES 단백질이 방출된다. 염증이 발생한 신장세관 및 내피세포는 RANTES를

비롯한 추가의 케모킨을 생산한다. 이후, 축적된 표면결합 케모킨은 내피표면을 통과하면서 순환 백혈구에 안내신호를 제

공한다(Butcher E.C., 1991, Butcher E.C. et al., 1996, Springer T.A., 1994, Nelson P.J. et al., 1998, Pattison J. et

al., 1994, Wiedermann C.J. et al., 1993). 백혈구는 표면결합 단백질을 인식하고, 인테그린을 상향조절하고, 내피표면에

강하게 유착되어 유출 및 혈관외 유출된다. 활성화된 백혈구는 추가의 사이토킨 및 케모킨을 생산하여 염증반응을 증폭하

고 확대시킨다(Nelson P.J. et al., 1998, Pattison J. et al., 1994, Wiedermann C.J. et al., 1993).

RANTES 단백질의 아미노말단을 수식하여 이의 성질을 급격하게 변화시킬 수 있다(Proudfoof A.E. et al., 1996, Gong

J.H. et al., 1996, Simmons G. et al., 1997). 단일 메티오닌 잔기를 추가하면, 작용단백질은 나노몰 효능의 RANTES 수

용체 길항물질로 전환된다(Proudfoof A.E. et al., 1996). 길항물질 Met-RANTES은 생쥐와 쥐(Proudfoot 비공개)에서

활성을 나타내는데, 알레르기 피부와 류머티스 관절염의 뮤린 모델에서 염증을 억제하고 괴사성 사구체신염을 부분적으로

저해하는 것으로 밝혀졌다(Teixeira M.M et al., 1997, Plater-Zyberk C. et al., 1997, Llyoyd C.M et al., 1997).

사이클로스포린은 면역억제 활성을 보유하고 톨리포클라디움 인플라툼(Tolypocladium inflatum) 및 다른 불완전균류에

의해 생산되는 비극성 고리형 올리고펩티드 군을 대표한다. 주요 성분인 사이클로스포린 A는 다른 소량의 대사물질인 사

이클론 B-N과 함께 확인되었다. 또한, 다수의 합성 유사체가 만들어지고 있다. 사이클로스포린 A는 상업적으로 판매되고

있는 약물로, 장기 이식과정에서 면역억제제로 광범위하게 사용되고 있다.

사이클로스포린의 주요 과제는 체액저류, 혈청 크레아티닌과 요소농도 증가, 사구체 침투율 감소, 나트륨과 칼슘 배출감소

로 특징지어지는 신독성이다(Martindale, 1996). 특히, 신장 이식편 수용개체에서 신독성과 이식편 거부반응을 구분하는

것은 힘들다.

발명의 상세한 설명

본 발명의 공개

출원인은 케모킨 수용체 길항물질과 저량의 사이클로스포린을 복합하여 처리하면, 사이클로스포린 단독처리에 비하여 이

식거부반응과 관련된 염증이 감소된다는 것을 발견하였다.

특히, Met-RANTES가 혈관과 세관에 대한 손상을 감소시키고 신장 동종이식에서 간질성 거부반응을 상당히 감소시킨다

는 것을 확인하였다.

따라서, 본 발명의 목적은 케모킨 수용체 길항물질을 사이클로스포린과 복합하여 이식된 장기, 조직 또는 세포의 거부반응

을 치료 또는 예방하기 위한 제약학적 조성물을 생산하는 것이다. 케모킨 수용체 길항물질과 사이클로스포린은 동시에, 개

별적으로 또는 순차적으로 투여할 수 있다.

본 발명의 다른 목적은 케모킨 수용체 길항물질의 효과량, 사이클로스포린의 효과량, 제약학적 수용가능한 부형제를 동시

에, 개별적으로 또는 순차적으로 투여하여 이식된 장기, 조직 또는 세포의 거부반응을 예방 또는 치료하는 방법에 관한다.

"효과량"은 이식된 장기, 조직 또는 세포의 거부반응 과정과 심한 정도에 영향을 주어, 이런 병리를 감소 또는 완화시키는

활성성분의 충분량을 의미한다. 효과량은 투여경로와 환자의 상태에 따라 달라진다.

본 발명의 또 다른 목적은 이식된 장기, 조직 또는 세포의 거부반응을 치료 또는 예방하는 활성성분의 동시, 개별 또는 순

차 투여를 위한 제약학적으로 수용가능한 하나 또는 복수의 부형제 존재하에, 케모킨 수용체 길항물질과 사이클론을 함유

한 제약학적 조성물을 제공하는 것이다.

2가지 활성성분의 개별 또는 순차 투여의 경우, 본 발명의 제약학적 조성물은 2가지 상이한 제형으로 구성되는데, 각각은

제약학적으로 수용가능한 하나 또는 복수의 부형제 및 2가지 활성성분중 하나로 구성된다.
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"제약학적으로 수용가능한"에는 활성성분의 생리활성의 효능을 간섭하지 않고 투여된 숙주에 독성을 보이지 않는 임의의

담체가 포함된다. 가령, 상기 활성성분은 장관외 투여를 위해 식염수, 덱스트로스액, 혈청알부민, 링거액과 같은 담체형태

의 주사용 단위 약형으로 제조할 수 있다.

본 발명의 조성물은 제약학적으로 수용가능한 담체이외에, 소량의 첨가제, 예를 들면, 안정제, 부형제, 완충액, 방부제를

추가로 함유할 수 있다.

이런 활성성분은 정맥, 근육내 또는 피하경로로 투여한다. 개별 성분의 혈액수준을 원하는 수준으로 정립할 수 있는 다른

투여경로 또한, 본 발명에 포함된다.

본 발명의 복합요법은 임의의 이식된 장기, 조직 또는 세포의 거부반응을 치료 또는 예방하는데 적합하지만, 사이클로스포

린 A의 신독성으로 인해 특히 신장이식에 바람직하다.

"케모킨 수용체 길항물질"은 성숙한 전장 자연발생 케모킨에 대한 길항물질로, 가급적 화학주성 활성을 별로 보이지 않는

임의의 분자를 의미한다. 이런 화학주성활성의 측정은 Nelson P.J. et al., 1998에서 예시한다.

케모킨 수용체 길항물질은 가급적, 국제 특허 출원 WO 97/44462에서 기술한 RANTES 분자; 국제 특허 출원 WO 98/

06751에서 기술한 절두된 MCP-3, RANTE, MIP-1α; 유럽 특허 출원 NO. 97116863.8에서 기술한 RANTES와 MCP-2;

또는 WO 96/17935에서 기술한 N-말단 확장된 RANTES에서 선택된다. 특히, Met-RANTES가 바람직하다. 전술한 특허

출원에서 언급한 케모킨 수용체 길항물질의 제조방법을 또한 참고로 한다.

사이클로스포린은 사이클로스포린 A, 대사물질 또는 이의 합성 유도체에서 선택된다. 이중 사이클로스포린 A가 바람직하

다.

따라서, 본 발명의 적절한 구체예는 Met-RANTES와 사이클로스포린 A를 병용하여 신장 동종이식의 거부반응을 치료 또

는 예방하는 것이다. 출원인은 이런 경우에, 사이클로스포린의 효과량을 줄이는 것이 가능하다는 것을 발견했는데, 이것은

사이클로스포린 치료와 관련된 약량-의존한 신장 독성을 고려할 때 상당히 진보한 것이다.

상기 효과는 쥐에서 실시한 생체실험으로 입증하였다.

본 발명은 다음의 실시예로 상술하지만, 이들 실시예는 본 발명을 제한하지 않는다. 실시예는 하기에 명시한 도면을 참고

로 한다.

도면의 간단한 설명

도1: IL-1β(5ng/㎖) 자극전 및 자극 12시간후에, 미세혈관 내피와 직접 결합하는 RANTES 능력을 측정하였다. DMVEC

는 96웰 평판에서 배양하고, 변형된 ELISA 과정을 이용하여 RANTES를 측정하였다.

도2a와 b: 생리유동하의 활성화된 미세혈관 내피에서 MonoMac 6 세포의 유착, 확산 또는 전파에 대한 Met-RANTES의

효과. 페트리 접시에서 융합수준까지 성장시킨 DMVEC는 IL-1㎖(5ng/㎖)로 12시간동안 자극하거나 또는 처리하지 않고

(대조군), RANTES(10ng/㎖)유무하에 30분동안 사전-배양하였다. MonoMac 6 세포는 Met-RANTES(1㎍/㎖)유무하에

30분동안 사전-처리하고, 1.5dyn/㎠의 일정유속으로 관류하였다. (a) DMVEC에 대한 유착은 5분동안 다중 필드에서 견

고하게 유착된 단핵구의 수를 계수하여 측정하고, 세포/㎟로 표시하였다. (b) 확산 또는 전파되는 단핵구는 다중 고등 파워

필드에서 5분후에 계수하고, 초기에 유착된 세포의 퍼센트로 표시하였다. 데이터는 3번의 개별실험의 평균 ±SD이다(주

의: 이들 결과는 0.01 내지 1㎍/㎖의 Met-RANTES 범위에서 재현가능하였다).

실시예

재료와 방법

사용한 세포
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단핵구성 종양 세포주 MonoMac 6은 전술한 바와 같이 10% FCS를 보충한 RPMI 1640에서 배양하였다(Ziegler-

Heitbrock H.W.L. et al., 1988). 세포는 주기적으로 24-웰 평판(Costar)에 옮기고, 배지와 혈청은 저 LPS 함량에 대하여

조사하였다. 사람 신생아 포피의 일차 사람 진피 미세혈관 내피 세포(DMVEC)는 Dr. K. Degitz(Dermatology, LMU,

Munich, Germany)로부터 구하였다. 세포는 10% 태아 소 혈청(Boehringer Mannheim, Germany), 1㎎/㎖ 하이드로코르

티손 아세테이트(Sigma, Deisenhofen, Germany), 5x105 M 디부틸일아데노신모노포스페이트(Sigma, Deisenhofen,

Germany), 2mM 글루타민(Seromed, Berlin, Germany), 100U/㎖ 페니실린, 100㎎/㎖ 스트렙토마이신, 25㎎/㎖ 암페테

리신 B(항생제/항진균제 Sol. Gibco BRL, Eggenstein Germany)로 보충한 MCDB 131(Gibco BRL, Eggenstein

Germany)에 옮기고, 37℃, 5% CO2에서 배양하였다. 세포는 T75 플라스크, 35㎜ 페트리접시(Costar, Corning, New

York), 또는 0.5% 젤라틴(Sigma, Deisenhofen, Germany)으로 선피복한 96 웰 편평 바닥 평판(Nunc, Wiesbaden,

Germany)에서 배양하였다. 배지는 매 2-3일마다 교체하였다. 세포는 특성화하고, 배양물의 순도는 형태 및 CD31 표면

발현에 대한 면역형광 유세포분석법으로 담보하였다.

재료

조직연구를 위한 재료는 Merck(Darmstadt, Germany)로부터 구하였다. 화학적, 면역학적 측정을 위한 재료는 Sigma

(Munich, Germany)로부터 구하였다. IL-1β와 TNFα는 Sigma(Munich, Germany)로부터 구매하였다. 재조합 RANTES

및 RANTES 특이적 단클론 항체 VL1은 전술한 바와 같이 준비하였다(Von Luettichau I., 1996). 준비한 Met-RANTES

전술한 바와 같이 생체내 연구를 위해 내독소를 제거하였다(Proudfoof A.E. et al., 1996, Teixeira M.M et al., 1997,

Plater-Zyberk C. et al., 1997, Lloyd C.M et al., 1997).

동물과 신장이식

모든 실험에 동계 수컷쥐를 사용하였다. 루이스(LEW, RT11)쥐를 Fisher 344(F344 RT11v1) 또는 Brown Norway(BN

RT1*) 신장의 수용개체로 하였다. 동물은 Charles River GmbH(Sulzfeld, Germany)로부터 구매하였다. 쥐의 체중은

190 내지 50gm(Lew와 F344) 및 140 내지 170gm(BN)으로 정량하여 수뇨관 직경을 조정하였다. 이식은 Fisher와 Lee

(Fisher B. et al., 1965)가 기술한 기술을 변형하여 실시하였다. 간단히 말하면, 동물은 에테르-방울 마취로 마취시키고,

공여 신장은 100㎍ Met-RNATES 유무하에 5㎖ 냉각 0.9% NaCl(4℃)로 세척하였다. 신장과 수뇨관은 일괄적으로 떼어

내는데, 5-㎜ 대동맥 소대(cuff)로 신장동맥을, 3-㎜ 정맥 패치로 신장정맥을 떼어냈다. 신장은 0.9%NaCl 4℃에 저장하

였다.

공여 신장은 8-0 비흡수성 단일필라멘트 나일론 봉합선으로 말단-측면 문합시켜, 좌측 신동맥아래 수용동물의 복부 대동

맥과 하대정맥에 이식하였다. 수뇨관 문합은 11-0 비흡수성 단일필라멘트 나일론 봉합선으로 말단-말단에 실시하였다.

공여 신장의 전체 국소빈혈 시간은 30내지 40분이었다. 히로네프로시스(hyronephrosis)는 희생시점에 육안 및 광현미경

으로 평가하였다. 히로네프로시스(hyronephrosis) 동물은 실험군에서 모두 배제하였다. 수용개체의 좌측신장은 이식시점

에 떼어냈다. Fisher 신장의 루이스 이식에서, 우측 신장은 평판에 남겨두어, Met-RANTES 효과를 내부조절하였다.

Brown Norway 신장의 루이스 이식에서, 양측면 신장절제술은 이식시점에서 실시하였다.

실험군:

실험군은 다음과 같다:

1 군: 1개의 내재된 신장을 보유한 루이스 쥐에 Fisher 344 신장이식

1a 군: 7일동안 Met-RANTES 200㎍/day 처리(n=9)

1b 군: 7일동안 Met-RANTES 처리하지 않음(n=9)

2 군: 일일 CyA 2.5㎎/㎏ BW를 투여하고 양측면 신장절제된 루이스 쥐에 Brown Norway 신장이식

2a 군: 12일동안 Met-RANTES 50㎍/일 처리(n=4)

2b 군: 12일동안 Met-RANTES 처리하지 않음(n=4)
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사이클로스포린 A(CyA)(Sandoz, Basel, Switzerland)는 올리브유에 녹이고, 이식-4시간후부터 시작하여 12일동안 일일

2.5㎎/㎏ BW 농도로 피하에 투여하였다. Met-RANTES는 물에 녹이고, 0.9% 염화나트륨에서 조정하고, Fisher 신장 이

식된 루이스 쥐에 일일 200㎍ 용량, Brown Norway 신장 이식된 루이스 쥐에 일일 50㎍ 용량으로 하루에 한번 주사하였

다.

혈청 분석

희생시점에서 대동맥에서 취한 혈액은 자동화 혈청분석기를 이용하여 크레아티닌, 요소, 글루코스, 빌리루빈에 대하여 분

석하였다. 이런 분석에서, Fisher 신장 이식된 루이스 쥐의 경우 이식된 동물이 1개의 내재된 신장을 보유하고 있었기 때

문에 신장기능에 대한 정보를 얻을 수 없었지만, Brown Norway 신장 이식된 루이스 쥐의 경우 관련된 수치를 얻을 수 있

었다.

조직학

장기(폐, 간, 신장, 비장)는 완전 마취후 떼어냈다. 장기는 혈액을 신속하게 빨아내고, 칭량하고, 조직학, 면역조직화학 또

는 in situ 하이브리드형성에 필요한대로 처리하였다. 장기는 1-mm 조각으로 자르고, 염산염 완충식염수(PBS)pH 7.35

(PBS:99mM NaH2PO4 x H2O, 108mM NaH2PO4 x 2H2O and 248mM NaCl)에 녹인 4% 포름알데하이드에서 24시간동

안 담금-고정시키거나 또는 8시간동안 메타캄에서 고정시키고, 파라민에 함침시키거나 또는 액체 질소에서 동결시키고,

최종적으로 면역조직화학에 사용할 때까지 -80℃로 저장하였다. 광현미경 사용은 과옥소산-Schiff 또는 Goldenr-

Elasica로 염색한 3㎛ 조각에서 실시하였다.

면역조직화학

메타캄 고정된 파라핀 함침된 조직(3㎛)에 단클론 항체 ED1(Serotech/Camon, Wiesbaden, Germany)을 사용하여 단핵

구/대식세포를 입증하였다. 세포독성 T 림프구에 발현된 CD8 항원을 탐지하기 위하여, 단클론 생쥐 항체는 얼음 냉각한

아세톤-고정후 5분동안 동결 조각에 첨가하였다(Serotech/Camon, Wiesbaden, Germany). 알칼린 포스파타제 안티-알

칼린 포스파타제 탐지 시스템을 적용하였다(Dako, Hamburg, Germany). 제 1 항체 또는 제 2 항체를 생략한 대조군은 각

실험 조각에 대하여 음성을 나타냈다.

형태 계측 검사

혈관 손상 스코어: 내피 손상, 혈전, 내피염을 보유한 사구체 혈관이 없슴(0), 경미(1), 중등도(2), 심각(3) 등급의 손상을

보이는 지 평가하고, 대뇌피질과 내외 골수를 비롯한 전체 신장 조각에서 값을 구하였다. 특정 등급의 혈관 손상 지수는 전

체 신장 조각에서 상대적인 손상 등급을 보이는 혈관의 퍼센트로 정의한다. 전체 혈관 손상 스코어는 모든 혈관 손상 등급

을 보이는 혈관의 총합으로 계산하였는데, 여기서 1등급 혈관의 수치는 1등급의 인수를 곱하고, 2등급 혈관의 수치는 2등

급의 인수를 곱하고, 3등급 혈관의 수치는 3등급의 인수를 곱하였다(Stojanovic T. et al., 1996).

세관 염증 스코어: 세관 손상은 대뇌피질의 20 고등 파워 필드(HPF) 및 외부 골수의 미세절단기로, 없슴(1), 경미(1), 중등

도(2), 심각(3)등급으로 평가하였다. 전체 세관 손상 스코어는 전체 혈관 손상 스코어에 대하여 전술한 바와 같이 계산하였

다. 간질 염증 스코어: 단핵구 세포에 의한 간질 염증의 정도는 없슴(0), 경미(1), 중등도(2), 심각(3)등급으로 판단하고, 전

체 스코어는 전체 혈관 손상 스코어에 대하여 전술한 바와 같이 계산하였다. 사구체의 모세혈관 포선체내 단핵구/대식세포

와 T 세포의 수는 1개의 신장 조각내 모든 사구체의 상대적 개수의 평균으로 계산하였다.

in situ 하이브리드형성

단일-가닥 RNA 프로브는 쥐 RANTES(Dr. H Sprenger, Marburg, Germany)의 cDNA 클론의 시험관내 전사로 만들었

다. 시험관내 전사는 Trans-Probe-T 키트(Pharmacia, Freiburg, Germany)와 디곡시게닌-표지된 우리딘 트리포스페

이트(Boehringer, Mannheim, Germany)를 이용하여 수행하였다. 벡터(pBluescript KS (+) Stratagene, Heidelberg,

Germany)는 BamHI로 자르고 T3-RNA 중합효소로 전사하여 안티센스 프로브와 센스 프로브를 만들고, 플라스미드는

EcoRI로 자르고 T7 RNA 중합효소로 전사시켰다. 파라핀제거후, 신장 조각은 PBS에 녹인 20㎍/㎖ 프로테이나제 K

(Boehringer)로 16분동안 절단하였다. 조각은 4% 포름알데하이드에서 5분동안 고정시키고, 아세틸화(0.1M 트리에탄올
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아민에 녹인 0.25% 아세트무수물, 10분)시켰다. 디곡시게닌 표지된 mRNA와의 in situ 하이브리드형성을 위해, 다음의 하

이브리드형성 완충액을 사용하였다: 5x 표준 구연산식염수(SSC), 50% 포름아마이드, 50㎍/㎖ tRNA, 50㎍/㎖ 헤파린,

0.1% 도데실황산나트륨.

56℃에서 16시간동안 하이브리드형성시킨 후, 슬라이드는 37℃에서 10분동안 4 x SSC와 2 X SSC에서 한번 세척하고,

이후 30분동안 0.55 x SSC 및 22℃에서 15분동안 0.1 SSC에서 세척하였다. 안티디곡시게닌 항체 배양과 알칼린 포스파

타제 반응은 제조업자(Boehringer, Mannheim, Germany)의 가이드라인에 따라 실시하였는데, 질소-블루 테트라졸륨과

5-브로모-4-클로로-3-인돌일포스페이트를 착색시약으로 사용하였다(Stojanovic T. et al., 1996, Simon M. et al.,

1995).

RNase 보호 분석

전체 RNA는 전술한 바와 같이 전체 쥐 신장으로부터 분리하였다(Simon M. et al., 1995). RNase 보호 실험은 상업적

RPA 키트(PharMingen, San Diego, California, probe rCK-1)를 이용하여 실시하였다. 이 키트를 사용하여 쥐에 대한

mRNA종: IL-1α, IL-1β, TNF-α, TNF-β, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IFN-r 및 하우스키핑 유전자(GAPDH

와 L32)를 동시에 측정하였다. 각 측정에는 20㎍의 전체 RNA를 사용하였다. 보호된 샘플은 미리 만든 겔(제조업자 지침에

따라 만든 QuickpointTM 급속 핵산 분리장치, Novex, San Diego, California)에서 걸었다. 특정 밴드의 강도는 Molecular

Dynamics Storm 840 Phosphorimager를 이용하여 정량하고, L32 유전자 발현에 대하여 표준화시키고, 3번의 동물분석

에서 평균하였다.

시험관내 결합 분석

DMVEC는 피복된 96웰 편평 바닥 평판에서 융합수준까지 배양하였다. 생성된 내피 단일층은 12시간동안 처리하지 않거

나 또는 다양한 농도의 IL-1β(0.1 내지 5ng/㎖)로 처리하였다. RANTES 결합 분석은 전술한 과정(Pattison J. et al.,

1994, Wiedermann C.J. et al., 1993)을 변형한 것이다. 양고추냉이 페록시다제(HRP) 공액된 항-사람-RANTES 단클론

항체VL1(0.1㎍)은 DMVEC 성장 배지(보충물질없슴)에서 과량의 재조합 사람 RANTES(20㎍/㎖)와 함께 25℃, 30분동안

사전-배양하였다. 미세혈관 내피의 상대적인 케모킨 결합능력을 분석하기 위하여, 케모킨-항체 복합체를 첨가하였다. 내

피 단일층은 무(無)보충 성장 배지(25℃)로 부드럽게 1x 세척하고, 케모킨-항체 복합체를 첨가하고 25℃에서 30분동안

배양하였다. 이후, 웰은 25℃ 무(無)혈청 배지로 4번 세척하였다. HRP 반응은 5분내에 발생하였다. 406nm에서 평판의 광

학적 밀도는 ELISA 평판 판독기를 사용하여 측정하였다. 결과는 내피 세포의 활성화 후, 염증발생된 미세혈관 내피의

RANTES 단백질에 대한 결합능력의 변화를 입증한다. 모든 실험은 4번씩 실시하고, 결과는 3번의 개별실험을 나타낸다.

형광 활성화된 세포 분류( FACS ) 분석

진피 미세혈관 세포(DMVEC)의 유세포분석은 전술한 바와 같이 실시하였다(Weber C. et al., 1995). 간단히 말하면, 12

시간동안 IL-1β(5ng/㎖)로 자극하거나 또는 처리하지 않은 융합 DMVEC는 트립신처리하고, ICAM-1 mAb RR1/1(Dr.

R. Rothlein 제공)의 IL-포화 농도와 반응시켰다. E-셀렉틴 mAb(Serotec), VCAM-1 mAb(Serotec) 또는 이소타입 대조

군은 30분동안 얼음위에서, 형광 이소티오시아네이트(FITC)-공액된 염소 안티-생쥐 IgG(Boehringer Mannheim)로 염

색하고, FACScan(Becton Dickinson)에서 분석하였다. 데이터는 비특이적 결합에 대하여 보정한 후, 채널에 종량 평균 로

그 형광 강도(sMFI)로 표시하였다.

생리유동조건하의 미세혈관 내피에서 단핵구 동원의 시험관내 모델 시스템

단핵구와 DMVEC의 상호작용은 전술한 바와 같이 실시한 유선형 흐름 분석에서 조사하였다(Weber C. et al., 1997,

Kukerti S. et al., 1997, Piali L. et al., 1998). 간단히 말하면, DMVEC는 35mm 페트리 접시에서 융합수준까지 배양하

고, 12시간동안 IL-1β(5ng/㎖)로 자극하거나 또는 처리하지 않았다. 평판은 평행 내벽 유동 체임버에서 아래쪽 내벽으로

모으고, 20x와 40x 위상차 대물렌즈가 달린 Olympus IMT-2 도립현미경의 재물대에 올려놓았다. 단일형(MonoMac 6 세

포)은 보고된 바와 같이 배양하고(Ziegler-Heitbrock H.W.L. et al., 1988, Weber C. et al., 1993), 10mM 헤르페스/pH

7.4와 0.5% HAS를 함유한 분석 완충액(HBSS)에서 106/㎖으로 재현탁시켰다. 분석직전, 1mM Mg2+와 1mM Ca2+를 첨

가하였다. 세포 현탁액은 분석동안 37℃ 열블럭에 유지시키고, 1.5dyn/㎠의 속도로 5분동안 유동 체임버내로 관류시켰다.

저해 실험에서, 단핵구는 30분동안 얼음위에서, 상이한 농도(0.01-1㎍/㎖)의 Met-RANTES로 사전배양하였다. 5번의 레

인(rain)후 견고하게 유착된 세포의 개수는 긴 통합 JVC 3CCD 비디오 카메라와 JVC SR L 900 E 비디오 레코드로 기록한

이미지를 분석하여 다중 필드(실험당 적어도 5개)에 정량하고, 세포/㎟으로 표시하였다. 분석한 유착 형태는 일차, 다시 말
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하면, 단핵구와 내피세포의 직접적인 상호작용에 국한시켰다. 내피에서 순환속도가 감소된 세포의 수는 5분의 간격중 마

지막 30초동안 견고한 유착의 역 수치로서 측정하고, 필드내 모든 상호작용의 퍼센트로 평가하였다. 5분 간격후 확산 또는

전파되는 세포의 수는 전술한 바와 같이 고등 파워 필드에서 측정하고(Luscinskas F.W. et al., 1994), 견고하게 유착된

세포의 퍼센트로 표시하였다.

통계 분석

수치는 평균 +/- SEM으로 제시한다. 통계분석은 Mann-Whithney U-Wilcoxon 랭크 합계 테스트를 이용하여 실시하였

다. <0.05의 p 수치는 2군간에 상당한 유의성을 보인 것으로 간주하였다.

결과

Fisher 344(F344RT1 lvl ) 신장의 루이스(LEW, RT1 1 )로의 동종이식

면역억제없이 Fisher(344) 쥐 신장을 루이스 쥐로 이식하면, 수술후 7일까지 특징적인 단핵구 세포 침투와 조직손상이 발

생하였다. 조직학적 검사에서, 국소적 단핵구 세포의 전사구체 대동맥과 세관간질 속막으로의 침투가 나타났다. 이런 간질

단핵구 침투물의 주요성분은 단핵구/대식세포로 구성되었다. 대동맥, 동맥, 세관에 대한 손상등급 및 간질의 단핵구세포

침투등급은 세미정량 형태계측검사에 기초한 전술한 과정을 이용하여, 없슴(0), 경미(1), 중등도(2), 심각(3)등으로 평가

하였다.

Met-RANTES의 이런 과정에 대한 효과는 동물당 200㎍의 Met-RANTES을 정맥주사로 이식동물을 처리하여 평가하였

다. Met-RANTES의 초기 주사는 이식수술동안 혈관 문합의 형성후 1시간내에 투여하였다. 실험과정동안 추가의 면역억

제제는 투여하지 않았다. 광현미경과 면역조직검사에서, 내재된 신장에 대한 Met-RANTES의 효과는 명확하지 않았다.

일반적으로, 장기 이식 거부반응동안 이식장기는 염증으로 인해 점진적으로 중량이 증가한다. 표1에 요약한 결과는 Met-

RANTES 처리한 동물에서 이식장기의 중량이 처리하지 않은 동물에 비하여 통계학적 유의성 수준으로 감소한다는 것을

보여준다. 이들 결과는 또한, 사구체의 T 세포와 단핵구 침투의 감소를 암시하긴 하지만, 이런 교정은 통계학적 유의성이

없다(Mann-Whitney U-Wilcoxon). Met-RANTES 처리의 가장 의미있는 효과는 표2에 요약한다. 데이터는 Met-

RANTES 처리한 동물의 혈관손상과 세관 거부반응 스코어가 처리하지 않은 동물에 비하여 상당히 감소된다는 것을 보여

준다. 간질 거부반응 스코어는 일반적으로, Met-RANTES 처리된 동물에서 명확한 감소를 보이긴 하지만, 이것은 통계학

적 유의성이 없었다(Mann-Whithney U-Wilcoxon rank sum test).

거부반응 과정에 대한 Met-RANTES의 효과를 평가하기 위하여, 조직 일부와 면역조직화학적 염색을 검사하였다. 이식 7

일후 신장을 떼어내고 재료와 방법에서 밝힌 대로 준비하였다.

처리하지 않은 신장에서 내강 및 대동맥 내벽에 존재하는 단핵구 세포로 인한 혈관손상이 관찰되었다. 대조적으로, Met-

RANTES 처리한 동물은 혈관 거부반응을 보이지 않았다. 처리하지 않은 동물의 간질 영역은 간질 및 세관에 검게 염색된

다수의 단핵구 세포의 침투를 보였다. 대조적으로, Met-RANTES 처리한 동물은 근위 요세관의 잘-발달된 레드 블러시

경계에서, 감소된 단핵구 침투와 줄어든 세관 손상을 보였다.

in situ 하이브리드형성에 의한 쥐 RANTES mRNA의 국소화

거부반응을 일으킨 신장에서 RANTES mRNA의 세포 특이적 발현을 입증하기 위한 in situ 하이브리드형성에, Fisher 쥐

신장에서 취한 조직을 사용하였다. 결과는 사람 신장 타가이식의 거부반응동안 RANTES 발현에 대하여 전술한 결과와 유

사하였다(Pattison J. et al., 1994, Widermann C.J. et al., 1993, Von Luettichau I., 1996). 침투성 단핵구 세포와 신장

세관에 의한 강한 발현 및 일부 내피세포에 의한 제한적이지만 확인가능한 발현이 관찰되었다.

Met-RANTES 처리한 동물은 RNase 보호 분석에서, 친염증성 사이토킨 mRNA의 발현 감소를 보인다.

친염증성 사이토킨, 예를 들면, IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-3, IL-6, TNFβ, TNF, IFNr의 발현 증가는 신장 이식 거부반응의

특징이다(Nickerson P. et al., 1997. Schmouder R.L. et al., 1995, Strom T.B. et al., 1996, Castro M.D. et al., 1998)

. 이들 사이토킨의 발현은 이후 염증 반응의 징후가 된다. 이식된 Fisher 쥐 신장에서 정량 RNase 보호 분석을 이용하여,

연속된 사이토킨의 발현에 대한 Met-RANTES의 효과를 검사하였다. 전체 장기 RNA 샘플은 정상 신장, 처리되지 않은 이
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식 신장, Met-RANTES 처리된 이식 신장으로부터 분리하였다. 사이토킨: IL-1α, IL-1β, TNFβ, TNFα, IL-2, IL-3, IL-

4, IL-5, IL-6, IL-10, IFNr을 나타내는 mRNA 수준은 내부 기준인 L32와 GAPDH와 비교하여 측정하였다. 결과에서, 이

식 7일후 처리되지 않은 신장이 IL-1α(24 배), TNFβ(3.2 배), IFNr(1.7)을 코딩하는 mRNA를 상향조절하고, IL-1β(8.4

배)와 TNFα(4.6 배)에서 가장 큰 증가를 보인다는 것을 알 수 있다. IL-2, IL-4 또는 IL-5의 mRNA 발현은 이 시점(이식

7일후)에서 탐지되지 않았다. 대응하는 Met-RANTES 처리된 동물은 처리되지 않은 동물에 비하여 감소된 IL-1α(25%),

IL-β(48%), TNFβ(34%), TNFα(24%), IFNr(24%) 발현을 보였다.

Brown Norway 쥐 신장의 루이스 쥐로의 이식: 저량 사이클로스포린 A(CyA)와 병용한 Met-RANTES의 효과.

신장 이식 거부반응에서 Met-RANTES가 저량 CyA 처리를 보완할 수 있는 가를 측정하기 위한 실험을 실시하였다. 이를

위해, 좀더 활발한 거부반응을 보이는 신장이식 모델, 다시 말하면 Brown Norway 쥐 신장의 루이스 쥐로의 이식을 선택

하였다. 양측면 신장절제술은 이식시점에 실시하였다. 사용한 CyA의 수준 및 일일 피하에 투여된 2.5㎎/㎏ 체중은 이 모

델에서 신장 거부반응을 별로 차단하지 못하는 것으로 밝혀졌다(Stojanovic T. et al., 1996). 최종적으로, 임의의 상승작

용을 좀더 효율적으로 탐지하기 위하여, 동물당 일일 50㎍의 감량된 Met-RANTES을 이들 실험에 사용하였다. 표3에 요

약한 결과는 저량-CyA만을 처리한 동물에 비하여 Met-RANTES/저량-CyA 처리한 동물에서 혈관손상과 세관손상이 통

계학적으로 유의성있게 감소된다는 것을 보여준다. 또한, 간질 영역에 단핵구 세포 침투의 상당한 감소가 관찰되었다. 이

들 조직학적 관찰은 기능측정으로 확인하였는데, 여기서 혈청 크레아티닌은 처리하지 않은 동물에 비하여 Met-RANTES

처리한 동물에서 감소되었다(0.98 ±0.12 vs. 1.42 + 0.17㎎%, (n=3)).

활성화된 미세혈관 내피에서 직접적인 RANTES 결합과 유착분자 발현

양 이식모델에서 단핵구의 혈관 내강 공간으로의 침투감소는 Met-RANTES 처리의 주된 특성이기 때문에, 이런 효과의

잠재적 기작을 조사하였다. 신장 이식 거부반응시 RANTES의 역할 모델에서, 활성화된 혈소판에 의해 방출된 또는 국소

적 염증조직에 의해 분비된 RANTES 단백질은 염증발생된 내피의 표면에 축적되는데, 이것은 단핵구 동원을 뒷받침하는

것으로 보인다(Nelson P.J. et al., 1998, Pattison J. et al., 1994, Wiedermann C.J. et al., 1993). 미세혈관 내피와

RANTES의 직접적인 결합을 조사하기 위하여, 이전에 RANTES의 내피표면 결합을 탐지하기 위하여 이용한 분석

(Pattison J. et al., 1994, Wiedermann C.J. et al., 1993)을 변형하여, 조직에서 활성화된 진피 미세혈관 내피(DMVEC)

가 RANTES 단백질을 격리시키는 지를 검사하였다. RANTES에 특이적인 HRP-공액된 mAb인 VL1은 과량의 RANTES

단백질과 함께 배양하고, 생성된 복합체는 96웰 편평 원형 배양 평판에서 배양한 휴면상태의 또는 IL-1β-활성화된 미세

혈관 내피에 첨가하였다. DMVEC가 항원-mAb 복합체와 결합하는 능력은 ELISA-유사 형태를 이용하여, mAb 단독과 비

교하여 측정하였다. 미세혈관 내피는 사전자극없이 일부 RANTES 단백질과 결합할 수 있지만, 친염증성 사이토킨인 IL-

1α로 사전자극한 후에 결합이 크게 증가하였다(도1). 처리하지 않은 또는 활성화된 내피에 대한 비복합 mAb의 기본 염색

은 무시할 수준이었다.

미세혈관 내피의 염증활성화를 추가로 특성화하기 위하여, 전술한 유세포 분석과정(Weber C. et al., 1995)을 이용하여

DMVEC에서 단핵구 유착에 관여하는 분자, 다시 말하면, E-셀렉틴 및 Ig 대과중 일부(ICAM-1과 VCAM-1)의 표면발현

을 측정하였다. 이런 분석에서, 휴면상태의 DMVEC는 ICAM-1을 구성적 표면수준으로 발현하지만, VCAM-1 또는 E-셀

렉틴은 거의 탐지되지 않는다는 것이 밝혀졌다(표4). 12시간동안 IL-1로 DMVEC를 활성화시키면, ICAM-1 발현이 상향

조절되고, VCAM-1과 E-셀렉틴 표면발현이 두드러지게 유도된다(표4).

Met-RANTES는 단핵구가 염증발생된 미세혈관 내피에 견고하게 유착되는 것을 차단하지만, 유출을 야기하지는 않는다.

Met-RANTES 작용의 잠재적 기작을 간파하기 위하여, RANTES 수용체의 차단이 미세혈관 내피에서 단핵구의 견고한

유착과 유출을 저해하는 가를 조사하였다. 이를 위해, 성숙 단핵구의 유착특성 및 인테그린 레퍼토리를 보이고 CCR1(Erl

W. et al., 1995)을 비롯한 몇몇 케모킨 수용체를 발현하는 단핵구성 MonoMac 6 세포를 사용하였다. DMVEC는 페트리

접시에서 융합수준까지 배양하였는데, 이것은 12시간동안 처리하지 않거나 또는 IL-1β(5ng/㎖)로 활성화시켰다. 이후,

미세혈관 내피는 평행 내벽 유동 체임버에서 검사하였는데, 여기서 MonoMac 6 세포는 5분동안 1.5dyn/㎠ 전단속도로

관류하였다. 이런 생리유동 조건하에, MonoMac 6 세포는 단기간 순환되고, 세포 일부의 협착은 전단-저항성 유착으로 용

이하게 전환시킬 수 있다. 5분동안 축적시킨 후, 내피에 견고하게 유착된 MonoMac 6 세포의 수를 측정하였다(도2(a)).

단핵구성 세포는 자극하지 않은 미세혈관 내피에 거의 유착되지 않았고, 내피 세포를 RANTES에 사전-노출시키는 것은

별다른 효과를 보이지 않았다. IL-1β로 미세혈관 내피를 사전자극하면, 단핵구의 전단저항성 유착이 증가하였다. mAb 저

해는 이런 과정이 활성화된 내피에서 각각 ICAM-1 및 VCAM-1과 상호작용하는 단핵구 α4와 β2 인테그린에 의해 매개

된다는 이전의 발견을 뒷받침한다(Kukerti S. et al., 1997, Luscinskas F.W. et al., 1994). 직접적인 결합분석시
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RANTES의 유착에서와 같이, IL-1β-활성화된 미세혈관 내피를 RANTES 단백질에 사전-노출시키면 5분이내에 단핵구

의 견고한 유착과 축적이 두드러지게 향상되었다(도2a). 특히, 다양한 농도(0.01-1㎍/㎖)의 Met-RANTES와 함께 단핵구

를 사전-배양하면, IL-1β활성화된 DMVEC에서 단핵구의 RANTES-매개된 전단 저항성 유착이 완전히 차단되었다(도

2a). 동시에, 견고한 유착의 역 수치로 사용할 수 있는 활성화된 미세혈관 내피에서 순환하는 단핵구의 단편은 RANTES에

사전노출된 후 감소되는 반면 Met-RANTES에 의해 복구되는데, 이것은 활성화된 내피와의 초기 상호작용의 회수가 영향

을 받지 않는다는 것을 시사한다. 견고하게 유착된 후, 단핵구의 단편은 형태변화 또는 확산되고, 일부는 궁극적으로 내피

세포 사이 또는 이의 중간으로 이동한다. 하지만, RANTES 또는 Met-RANTES는 확산 또는 전파를 변화시키지 않는데

(도2b), 이로부터 다른 신호의 관여를 추측할 수 있다. 따라서, 이들 결과는 Met-RANTES가 염증발생된 미세혈관 내피에

대한 단핵구 유착을 차단함으로써, 신장 이식 거부반응동안 단핵구 동원을 감소시킬 수 있다는 것을 시사한다.

[표 1]

등록특허 10-0613950

- 11 -



[표 2]

[표 3]

등록특허 10-0613950

- 12 -



[표 4]
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(57) 청구의 범위

청구항 1.
삭제
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청구항 2.
삭제

청구항 3.
삭제

청구항 4.
삭제

청구항 5.
삭제

청구항 6.
삭제

청구항 7.
삭제

청구항 8.
삭제

청구항 9.

케모킨 수용체 길항물질 Met-RANTES 및 사이클로스포린을 활성물질로 하고, 제약학적으로 수용가능한 하나 또는 복수

의 부형제를 포함하며, 이식된 장기, 조직 또는 세포의 거부반응을 치료 또는 예방용 제약학적 조성물.

청구항 10.

케모킨 수용체 길항물질 Met-RANTES 및 사이클로스포린을 활성물질로 하고, 활성성분의 동시, 개별 또는 순차사용을

위한 제약학적으로 수용가능한 하나 또는 복수의 부형제를 포함하며, 이식된 장기, 조직 또는 세포의 거부반응을 치료 또

는 예방용 제약학적 조성물.

청구항 11.
삭제

청구항 12.
삭제

청구항 13.
삭제

청구항 14.

제 9항 또는 10항에 있어서, 사이클로스포린은 사이클스포린 A, 대사물질 또는 이의 합성 유사체에서 선택되는 것을 특징

으로 하는 제약학적 조성물.

청구항 15.
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제 14항에 있어서, 사이클로스포린은 사이클로스포린 A인 것을 특징으로 하는 제약학적 조성물.

청구항 16.

제 9항 또는 제10항에 있어서, 신장 타가이식의 거부반응을 치료 또는 예방하기 위한 제약학적 조성물.

도면

도면1
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도면2a

도면2b
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