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명 세 서

청구범위

청구항 1 

0.01 내지 500 ㎛의 유효 평균 직경을 갖는 생분해성 중합체 베이스 물질 및 탄수화물 모이어티를 포함하는 항

원을 캡슐화하는 탄수화물-개질 입자이며, 상기 탄수화물 모이어티가 입자의 표면에 공유 결합되어 있는 면역

조절인자이고,  여기서  상기  중합체  베이스  물질은  폴리락트산  (PLA)과  폴리글리콜산  (PGA)의  공중합체  (즉

PLGA)를 포함하고, 상기 입자는 항원에 대하여 관용 및/또는 항-염증 반응을 유도하고,

상기 탄수화물 모이어티는 헤파린 디사카라이드 II-A, 헤파린 디사카라이드 III-A, 헤파린 디사카라이드 IV-A,

헤파린 불포화 디사카라이드 I-H, 콘드로이틴 디사카라이드 ΔDi-triS, 혈액형 B 유형 2 선형 트리사카라이드,

P1 항원, 시알릴-루이스 A, 시알릴-루이스 X β-메틸 글리코시드, 술포-루이스 A, 술포-루이스 X, α1-3-만노비

오스, α1-6-만노비오스, 만노테트라오스, α1-3, α1-3, α1-6-만노펜토스, β1-2-N-아세틸글루코스아민-만노

스, α-D-N-아세틸갈락토스아미닐 1-3 갈락토스 β1-4 글루코스, 락토-N-테트라오스 (LNT), 4-β-갈락토비오스,

1-3 갈락토디오실 β-메틸 글리코시드, α1-3, β1-4, α1-3 갈락토테트라오스, β-갈락토실 1-3 N-아세틸 갈락

토스아민  메틸  글리코시드,  β1-3  Gal-N-아세틸  갈락토스아미닐-β1-4  Gal-β1-4-Glc,  1-데옥시노지리마이신

(DNJ), D-푸코스, L-푸코스, 칼리스테긴 A3, 칼리스테긴 B3, N-메틸 시스-4-히드록시메틸-L-프롤린, 및 이들의

조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 것인 탄수화물-개질 입자.

청구항 2 

제1항에 있어서, 탄수화물 모이어티가 링커를 통하여 입자의 표면에 공유 결합된 것인 입자.

청구항 3 

제2항에 있어서, 링커가 (1) 탄수화물 모이어티의 자유 히드록실 기와 반응하는 친전자체; 및 (2) 중합체 베이

스 물질의 자유 카르복실 기와 반응하는 친핵체를 포함하는 것인 입자.

청구항 4 

제3항에  있어서,  탄수화물  모이어티가  카르보디이미드  가교결합을  통하여  입자의  표면에  공유  결합된  것인

입자.

청구항 5 

제1항에 있어서, 탄수화물 모이어티 이외의 다른 추가적인 면역조절인자를 추가적으로 포함하는 입자.

청구항 6 

제1항에 있어서, 면역 조절인자가 탈민감화 또는 관용을 유도하고/거나, 면역 조절인자가 항-염증 반응을 유도

하는 것인 입자.

청구항 7 

제1항에 있어서, 항원이 자가면역 질환 또는 장애와 연관된 항원인 입자.

청구항 8 

제7항에 있어서, 항원이 인슐린으로부터 유래된 항원인 입자.

청구항 9 

(a) 탄수화물 모이어티 라이브러리를 시험관 내 면역 세포와 접촉시키고, 면역 세포를 자극하는 것에 대한 라이

브러리의 효과를 측정하는 것에 의한, 면역 조절인자 활성에 대하여 탄수화물 모이어티 라이브러리를 스크리닝

하는 단계;
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(b) 면역 세포를 자극하는 것에 대한 효과를 기준으로 탄수화물 모이어티를 선택하는 단계; 및

(c) 중합체 베이스 물질로부터 형성된 입자에 탄수화물 모이어티를 결합시키는 단계

중 하나 이상을 포함하는, 제1항에 따른 입자의 제조 방법.

청구항 10 

제9항에 있어서, 면역 세포를 자극하는 것에 대한 라이브러리의 효과를 측정하는 것이 시토카인 생성을 측정하

는 것을 포함하는 것인 방법.

청구항 11 

제10항에 있어서, 시토카인 생성을 측정하는 것이 기준선 대비 IL-10 생성을 측정하는 것 및 기준선 대비 IL-6

생성을 측정하는 것을 포함하며, 면역 세포를 자극하는 것에 대한 효과를 기준으로 탄수화물 모이어티를 선택하

는 것이, IL-6 분비는 변화시키지 않거나 IL-6 분비는 감소시키면서도 기준선 대비 IL-10 분비를 증가시키는 탄

수화물 모이어티를 선택하는 것을 포함하는 것인 방법.

청구항 12 

제9항에 있어서, 탄수화물 모이어티를 결합시키는 것이 중합체 베이스 물질로부터 형성된 입자에 공유 결합시키

는 것인 방법.

청구항 13 

삭제

청구항 14 

삭제

청구항 15 

삭제

청구항 16 

삭제

청구항 17 

삭제

청구항 18 

삭제

청구항 19 

삭제

청구항 20 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

[관련 특허 출원의 상호-참조][0001]

본 출원은 2015년 5월 27일자 U.S. 가출원 제62/167,054호에 대하여 35 U.S.C. §119(e)하의 우선권 혜택을 주[0002]

장하며, 그 개시내용이 전체적으로 본원에 참조로서 개재된다.
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배 경 기 술

본 발명은 일반적으로 면역 반응을 조절하기 위한 조성물, 키트 및 방법 분야에 관한 것이다.  특히, 본 발명은[0003]

면역 반응을 조절하기 위한 탄수화물-개질 입자 및 미립자 제제에 관한 것이다.

많은 질환의 치료제들에 있어서 면역 반응의 조절 방법이 중요하며, 입자 담체들이 단백질, 약물 및 기타 치료[0004]

제를  위한  전달  기구로서의  효능에  대하여  조사되어  왔다.   그러나,  이러한  담체들은  거의  선천적인

그대로이며, 통상적으로 활성 성분을 위한 담체로서만 기능한다.  본원에서, 본 발명자들은 초래되는 면역 반응

을 능동적으로 변형시키도록 나노입자 담체를 관능화할 가능성을 조사하였다.  확립되어 있는 나노입자 물질인

폴리(락틱-co-글리콜산) 또는 PLGA, 그리고 면역조절 공동-신호를 위한 본사의 고-처리량 스크린을 사용하여,

본 발명자들은 면역 반응을 조절할 수 있는 탄수화물-강화 나노입자 (CENP)를 개발하였다.

발명의 내용

과제의 해결 수단

[발명의 개요][0005]

개시되는 것은 면역 반응을 조절하기 위한 조성물, 키트 및 방법이다.  상기 조성물 및 키트는 탄수화물-개질[0006]

입자, 및 탄수화물-개질 입자를 포함하는 미립자 제제를 포함하며, 상기 방법은 그것을 이용한다.

본원에서 개시되는 탄수화물-개질 입자는 상대적으로 소형이며, 마이크로규모 또는 나노규모 이내의 유효 평균[0007]

직경을 갖는다.  특히, 상기 탄수화물-개질 입자는 "탄수화물-강화 나노입자" 또는 "CENP"로 지칭될 수 있다.

입자는 입자 표면에서의 하나 이상 탄수화물 모이어티의 결합을 통하여 개질된다.  바람직하게는, 입자는 입자

표면에서의 하나 이상 탄수화물 모이어티의 공유 결합을 통하여 개질된다.  상기 탄수화물 모이어티는 직접 입

자의 표면에 결합되거나, 하나 이상의 링커 분자를 통할 수 있다.  탄수화물 모이어티는 바람직하게는 면역 조

절인자(immune modulator), 예를 들면 면역 관용(immune tolerance)을 유도하는 조절인자로서 기능한다.

개시되는 조성물 및 제제 중 입자는 바람직하게는 생분해성이며, 중합체 베이스 물질로부터 형성된다.  일부 실[0008]

시양태에서, 상기 입자는 탄수화물 단량체 또는 예비중합체로부터 형성되는 중합체 베이스 물질을 포함한다.

탄수화물 모이어티 이외에, 개시되는 탄수화물-개질 입자는 면역 반응을 조절하기 위한 추가적인 성분들을 포함[0009]

할 수 있다.  특히, 개시되는 탄수화물-개질 입자는 항원, 예를 들면 항원으로 이용되는 펩티드, 폴리펩티드 또

는 단백질을 포함하여, 그 항원에 대하여 대상체를 탈민감화(desensitization)하고/거나 대상체에서 관용을 유

도하기 위하여 대상체에게 투여될 수 있다.  개시되는 탄수화물-개질 입자에 포함시키기에 적합한 항원에는 자

가면역 질환과 연관되어 있는 자가항원 (예컨대 자가면역 질환과 연관되어 있는 펩티드, 폴리펩티드 또는 단백

질)이 포함될 수 있다.  적합한 항원에는 유형 1 당뇨병 (T1D)과 연관되어 있는 자가항원이 포함될 수 있다.

적합한 항원에는 또한 알레르기 반응과 연관되어 있는 항원 (즉 알레르기원)이 포함될 수 있다.

개시되는 입자는 하기 단계들 중 하나 이상을 포함하는 방법에 의해 제조될 수 있다: (a) 탄수화물 모이어티 라[0010]

이브러리를 면역 세포와 접촉시키고, 면역 세포를 자극함에 있어서의 라이브러리의 효과를 측정하는 것 (예컨대

기준선에 대비한 시토카인 생성, 특히 IL-6 생성에 대비한 IL-10, TGFβ 및/또는 CCL4 생성을 측정하는 것에 의

함)에 의해, 면역-조절인자 활성에 대하여 탄수화물 모이어티 라이브러리를 스크리닝하는 단계; (b) 면역 세포

를 자극함에 있어서의 그의 효과를 기준으로 탄수화물 모이어티를 선택하는 단계; 및 (c) 바람직하게는 탄수화

물 모이어티를 생분해성 중합체 베이스 물질로부터 형성된 입자의 표면에 공유 결합시키는 것에 의해, 그렇게

선택된 탄수화물 모이어티를 중합체 베이스 물질로부터 형성된 입자에 결합시키는 단계.

발명의 효과

개시되는 입자는 면역 반응을 조절하기 위한 조성물로서 제제화될 수 있다.  그 자체로서, 상기 조성물은 비제[0011]

한적으로 대상체를 탈민감화하고/거나 대상체에서 관용을 유도하는 것을 포함할 수 있는 면역 반응을 유도하기

위하여, 그를 필요로 하는 대상체에게 투여될 수 있다.  조성물은 자가면역 반응과 연관되어 있는 질환 및 장애

를 치료 및/또는 예방하기 위하여, 또는 알레르기 반응을 치료 및/또는 예방하기 위하여 투여될 수 있다.  조성

물은 이식 거부를 치료 및/또는 예방하기 위하여 투여될 수도 있다.

도면의 간단한 설명
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도 1은 PLGA 입자 (PP)에 의한 대식세포의 시험관내 자극 (LPS)은 IL-10을 강화하지 않는 반면, EDC-세포 (EDC[0012]

SP)는 IL-10을 강화한다는 것을 도시한다.

도 2는 대식세포에 의한 시토카인 생성의 유도를 위한 탄수화물 화합물의 고처리량 스크리닝 전략을 도시한다.

도 3a 및 3b는 도 2에 도시되어 있는 바와 같은 고처리량 스크린을 사용하여 측정되었을 때의 IL-10 반응의 상

향-조절 또는 하향-조절에 있어서의 유도 히트-맵(heat-map)을 도시한다.

도 4는 PLGA 나노입자에 L-푸코스를 첨가하기 위한 화학 결합 반응을 도시한다.

도 5는 푸코실화된 PLGA (F-CENP)가 PLGA 단독, EDC-세포 또는 유리 L-푸코스에 비해 더 강한 IL-10 유도를 촉

진한다는 것을 도시한다.

도 6은 민감화(sensitization) 및 관용의 면역학적 메커니즘을 도시한다.

도 7은 탈민감화 및 관용 유도를 통하여 알레르기를 치료하기 위한 잠재적인 치료법을 도시한다.

도 8은 세포자멸사 세포의 세포 표면상의 잠재적인 자연 관용원성 신호를 도시한다.

도 9는 T1D에서의 관용 치료법을 위한 Ag-NP 전달 시스템의 효능이 하기에 의해 상당히 강화될 수 있다는 가설

을 도시한다: (1) CD209 및 Mer 이중 신호전달을 위하여 NP상에 표적화 리간드들 (LNFPIII 및 GAS6)을 동시에

조작하는 것; 및 (2) 전달성 관용을 유도하기 위한 최초 질환-관련 자가항원으로서의 인슐린의 탈아미드화된 형

태 (INS (Q→E))의 전달.

도 10a, 10b 및 10c는 AG-SP가 Treg 세포의 확장, AD 결실 및 Teff 세포의 무반응을 통하여 관용을 유도한다는

것을 도시한다.  A.  이식 후 28일차의 Ag-SP  처리 및 대조 수용자에서의 비장, dLN  및 이식편의 CD4
+
Foxp3

+

Treg 세포.  B. -4일차, 0일차 및 7일차에 Ag-SP 처리 및 대조 수용자의 비장, dLN 및 이식편에서 계수된 동종

으로(congenically) 표시된 TEa TCR 트랜스제닉 T 세포.  C. Ag-SP의 제1 및 제2 주사 후 생체내 증식에 대하

여 조사된 동종으로 표시되고 CFSE 표지된 4C TCR 트랜스제닉 T 세포.  히스토그램 중첩은 미처리 마우스에서의

비-증식 4C T 세포도 보여준다 (문헌 [Kheradmand et al, J Immunol 189:804-12, 2012]).

도 11. AG-SP 주사는 Treg 유도 및 귀소에 관련되어 있는 MDSC 및 가용성 매개체들의 확장을 유도한다.  A. Ag-

SP 주사 후 Ly6C
HI
 및 Gr1

HI
 MDSC 양자의 수가 확장됨.  B. 자극된 T 세포와의 Ly6C

HI
 및 Gr1

HI
 MDSC의 공동-배양

은 IL-10 및 CCL4의 생성을 유도함.  C. Ag-SP 처리된 수용자로부터의 동종이식편은 Foxp3
+
 Treg의 점진적인 축

적을 나타냄 (문헌 [Bryant et al, J Immunol 192(12): 6092, 2014]).

도 12a, 12b 및 12c는 Ag-SP-매개 MDSC 확장이 수용체 티로신 키나제 MER에 따라 달라진다는 것을 도시한다.

A. 표면 렉틴 CD209 및 CD169를 발현하는 2종의 비장 대식세포 군집이 Ag-SP 처리에 반응하여 Mer 발현을 상향-

조절함.  B. MerTK
-/-
 마우스에서는, Ly6C

HI
 및 Gr1

HI
 MDSC의 Ag-SP 유도 확장이 상실됨.  C. MerTK

-/-
 마우스에서

는, Ag-SP 관용 치료법이 효과적이지 않음.  이는 BALB/c→B6 심장 이식 모델에서의 것이며, 여기에서 MerTK
+/+

(야생형) 마우스에서의 Ag-SP는 섬 동종이식편의 것과는 달리 무기한 생존은 아니지만, 심장 동종이식편 생존을

상당히 연장시킨다 (비공표 데이터).

도 13a, 13b 및 13c는 NP가 항원 전달 및 관용 유도용으로 적합화될 수 있다는 것을 도시한다.  A. PLG NP는 지

정된 크기 (이와 같은 경우에서는 ~500 nm) 및 제타 전위 (이와 같은 경우에서는 ~-75 mV)로 제조될 수 있음.

B.  공여자 비장세포 용해질 형태의 공여자 항원이 PLG  NP에 결합되어 수용자 마우스로 안전하게 전달될 수

있음.  그러나, 현재의 Ag-NP 형태는 단독으로 제공될 경우 이식된 섬 동종이식편에 주변부 보호만을 제공한다.

단기 과정의 저투여량 라파마이신과 조합될 경우, Ag-NP는 섬 동종이식편 보호에 있어서의 그의 효능을 상당히

향상시킨다 (문헌 [Bryant et al, Biomaterials 35: 8887-94, 2014]).

도 14a, 14b 및 14c는 인간 T1D 환자 및 NOD 마우스에서의 탈아미드화된 프로인슐린에 대한 체액성 반응을 도시

한다.  A. 30명의 성인 T1D 환자 코호트 중 4명에서의 웨스턴 블럿에 의해 검출된 탈아미드화된 인간 프로인슐

린에 대한 항체 반응.  B. 상부 패널: 3주령에 시작하여 연속 조사된 암컷 NOD 마우스 코호트에서의 웨스턴 블

럿에 의한 탈아미드화된 마우스 프로인슐린 1에 대한 대표적인 항체 반응.  저부 패널: 탈아미드화된 프로인슐

린에 대한 항체가 있거나 없는 암컷 NOD 마우스 하위군에서의 당뇨병 발생률.  C. 양성 NOD B 세포 하이브리도

마로부터의 상청액에 의해 프로빙된 뮤린 프로인슐린 1 및 2의 4×30 펩티드 어레이.
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발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본원에서 개시되는 것은 하기에서 논의되는 바와 같은 몇 가지 정의들을 사용하여 기술될 수 있는, 질환에 대하[0013]

여 면역 반응을 유도하기 위한 조성물, 키트 및 방법이다.

문맥상 달리 명기되거나 표시되지 않는 한, "a", "an" 및 "the"의 용어들은 "하나 이상"을 의미한다.  또한, "[0014]

탄수화물" 및 "탄수화물 모이어티"와 같은 단수의 명사들은 문맥상 달리 명기되거나 표시되지 않는 한, 각각 "

하나 이상의 탄수화물" 및 "하나 이상의 탄수화물 모이어티"를 의미하는 것으로 해석되어야 한다.  "입자"와 같

은 단수의 명사들은 문맥상 달리 명기되거나 표시되지 않는 한, "하나 이상의 입자"를 의미하는 것으로 해석되

어야 한다.

본원에서 사용될 때, "약", "대략", "실질적으로" 및 "상당히"는 관련 기술분야 통상의 기술자라면 알고 있을[0015]

것이며, 그것이 사용되는 문맥에 따라 어느 정도까지 가변적이게 된다.  그것이 사용되는 문맥이 속하는 관련

기술분야 통상의 기술자에게 분명하지 않은 용어의 사용이 존재하는 경우, "약" 및 "대략"은 특정 용어의 더하

기 또는 빼기 ≤ 10 %를 의미하게 되며, "실질적으로" 및 "상당히"는 특정 용어의 더하기 또는 빼기 > 10 %를

의미하게 된다.

본원에서 사용될 때, "포함하다" 및 "포함한"이라는 용어는 "포함하다" 및 "포함하는"이라는 용어와 동일한 의[0016]

미를 갖는다.  "포함하다" 및 "포함하는"이라는 용어는 청구범위에서 언급되는 구성요소들에 더한 추가적인 구

성요소들의 포함을 허용하는 "개방형의" 전이적 용어인 것으로 해석되어야 한다.  "이루어지다" 및 "이루어진"

이라는 용어는 청구범위에서 언급되는 구성요소들이 아닌 다른 추가적인 구성요소의 포함은 허용하지 않는 "폐

쇄형의" 전이적 용어인 것으로 해석되어야 한다.  "본질적으로 ~로 구성되다"라는 용어는 부분적으로는 폐쇄형

으로, 그리고 기본적으로 청구되는 주제의 특성을 변경시키지 않는 추가적인 구성요소만의 포함은 허용하는 것

으로 해석되어야 한다.

"대상체", "환자" 또는 "호스트(host)"라는 용어는 본원에서 호환가능하게 사용될 수 있으며, 인간 또는 비-인[0017]

간 동물을 지칭할 수 있다.  비-인간 동물에는 비-인간 영장류, 개 및 고양이가 포함될 수 있으나, 이에 제한되

는 것은 아니다.

"대상체", "환자" 또는 "개체"라는 용어는 인간 또는 비-인간 동물을 지칭하는 데에 사용될 수 있다.  대상체에[0018]

는 탈민감화 및/또는 관용 유도를 포함할 수 있는 면역-조절에 의해 치료 및/또는 예방될 수 있는 질환 및/또는

장애를 가지고 있거나 거기에 걸릴 위험이 있는 인간이 포함될 수 있다.  면역-조절에 의해 치료 및/또는 예방

되는 질환 및/또는 장애에는 식품 알레르기 및 기타 유형의 알레르기를 포함한 알레르기들이 포함될 수 있으나,

이에 제한되는 것은 아니다.  면역-조절에 의해 치료 및/또는 예방되는 질환 및/또는 장애에는 심장 (예컨대 심

근염 및 심근경색후 증후군), 신장 (예컨대 항-사구체 기저막 신염), 간 (예컨대 자가면역 간염, 원발성 담관

간경화증), 피부 (예컨대 원형 탈모증, 건선, 전신성 공피증 및 백반증), 부신 (예컨대 애디슨병), 췌장 (예컨

대 자가면역 췌장염 및 제1형 당뇨병 (T1D)), 갑상선 (예컨대 그레이브병), 타액선 (예컨대 쇠그렌 증후군), 소

화기 계통 (예컨대 복강 질환, 크론병 및 궤양성 결장염), 혈액 (예컨대 자가면역 혈소판감소성 자반증, 에반스

증후군, 악성 빈혈 및 혈소판감소증), 결합 조직 (예컨대 강직성 척추염, 소아 관절염, 류마티스 관절염, 사르

코이드증 및 전신성 홍반 루푸스), 근육 조직 (예컨대 섬유근육통, 중증 근무력증 및 피부근육염) 및 신경계

(예컨대 급성 파종 뇌척수염, 길랑-바레 증후군, 다발성 경화증 및 특발 염증성 탈수초 질환)의 자가면역 질환

과 같은 자가면역 질환 및 장애들이 포함될 수 있다.

대상체에는 이식 수술을 받을 예정인 대상체 또는 이식 수술을 받은 대상체가 포함될 수 있다.  대상체에는 대[0019]

상체가 이식 거부를 하고 있거나 이식 거부를 할 위험이 있는, 이식 수술을 받을 예정인 대상체 또는 이식 수술

을 받은 대상체가 포함될 수 있다.

본원에서 개시되는 것은 탄수화물-개질 입자이다.  상기 탄수화물-개질 입자는 상대적으로 소형이며, 마이크로[0020]

규모 또는 나노규모 이내의 유효 평균 직경을 갖는다.  일부 실시양태에서, 탄수화물-개질 입자는 약 500 ㎛,

200 ㎛, 100 ㎛, 50 ㎛, 20 ㎛, 10 ㎛, 5 ㎛, 2 ㎛, 1 ㎛, 0.5 ㎛, 0.2 ㎛, 0.1 ㎛, 0.05 ㎛, 0.02 ㎛, 0.01

㎛ 미만의 유효 평균 직경을 가질 수 있거나, 또는 탄수화물-개질 입자는 0.02-1 ㎛ 또는 200-1000 nm와 같이

종료점으로서의 상기 값들 중 어느 것에 의해 둘러싸인 범위 내의 유효 평균 직경을 가질 수 있다.  탄수화물-

개질 입자는 본원에서 "마이크로입자" 및/또는 "나노입자"로 지칭될 수 있다.  특히, 탄수화물-개질 입자는 "탄

수화물-강화 나노입자" 또는 "CENP"로 지칭될 수 있다.

개시되는 입자는 통상적으로 예를 들면 그를 필요로 하는 대상체에게 개시되는 입자를 투여하는 데에 적합한 제[0021]
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타 전위를 갖는다.  일부 실시양태에서, 개시되는 입자는 예를 들면 하기 제타 전위 값들 중 어느 것에 의해 둘

러싸인 범위 이내인 음성의 제타 전위를 갖는다: -10 mV, -20 mV, -30 mV, -40 mV, -50 mV, -60 mV, -70 mV,

-80 mV, -90 mV 또는 -100 mV, 예를 들면 -50 내지 -100 mV 또는 -60 내지 -80 mV.

개시되는 입자는 생분해성 베이스 물질을 포함할 수 있다.  입자는 관련 기술분야에서 이해되게 되는 바 그대로[0022]

의 "생분해성"이다.  "생분해성"이라는 용어는 생리학적 환경에서 더 작은 기본 성분으로 분해될 수 있는 물질

을 기술하는 데에 사용될 수 있다.  바람직하게는, 상기 더 작은 기본 성분은 무해한 것이다.  예를 들어, 생분

해성 중합체는 비제한적으로 물, 이산화 탄소, 당, 유기 산 (예컨대 트리카르복실산 또는 아미노산) 및 알콜

(예컨대 글리세롤 또는 폴리에틸렌 글리콜)을 포함한 기본 성분으로 분해될 수 있다.  본원에서 고려되는 입자

를 제조하는 데에 이용될 수 있는 생분해성 물질에는 U.S.  특허 제7,470,283호; 7,390,333호; 7,128,755호;

7,094,260호;  6,830,747호;  6,709,452호;  6,699,272호;  6,527,801호;  5,980,551호;  5,788,979호;

5,766,710호;  5,670,161호;  및  5,443,458호;  그리고  U.S.  출원  공개  제20090319041호;  20090299465호;

20090232863호; 20090192588호; 20090182415호; 20090182404호; 20090171455호; 20090149568호; 20090117039

호;  20090110713호;  20090105352호;  20090082853호;  20090081270호;  20090004243호;  20080249633호;

20080243240호; 20080233169호; 20080233168호; 20080220048호; 20080154351호; 20080152690호; 20080119927

호;  20080103583호;  20080091262호;  20080071357호;  20080069858호;  20080051880호;  20080008735호;

20070298066호; 20070288088호; 20070287987호; 20070281117호; 20070275033호; 20070264307호; 20070237803

호;  20070224247호;  20070224244호;  20070224234호;  20070219626호;  20070203564호;  20070196423호;

20070141100호; 20070129793호; 20070129790호; 20070123973호; 20070106371호; 20070050018호; 20070043434

호;  20070043433호;  20070014831호;  20070005130호;  20060287710호;  20060286138호;  20060264531호;

20060198868호; 20060193892호; 20060147491호; 20060051394호; 20060018948호; 20060009839호; 20060002979

호;  20050283224호;  20050278015호;  20050267565호;  20050232971호;  20050177246호;  20050169968호;

20050019404호; 20050010280호; 20040260386호; 20040230316호; 20030153972호; 20030153971호; 20030144730

호;  20030118692호;  20030109647호;  20030105518호;  20030105245호;  20030097173호;  20030045924호;

20030027940호; 20020183830호; 20020143388호; 20020082610호; 및 0020019661호에 개시되어 있는 물질들이 포

함될 수 있는 바; 그 개시내용이 전체적으로 본원에 참조로서 개재된다.  통상적으로, 본원에서 개시되는 입자

는 입자 중 생분해성 중합체의 단량체로의 분해; 입자 중 생분해성 중합체의 물, 이산화 탄소, 당, 유기 산 (예

컨대 트리카르복실산 또는 아미노산) 및 알콜 (예컨대 글리세롤 또는 폴리에틸렌 글리콜)으로의 분해; 및 입자

중 탄수화물-모이어티 또는 입자에 존재하는 임의의 면역조절 작용제를 방출하는 입자의 분해 중 하나 이상을

통하여, 입자가 대상체에의 투여 약 4, 5, 6, 7 또는 8주 후 그의 최초 질량의 약 50 %, 60 %, 70  %, 80 %,

90 %, 95 % 또는 99 %를 초과하여 상실하도록 하는 분해 속도로 생체 내에서 분해된다.

입자의 베이스 물질을 제조하는 데에 적합한 중합체에는 PLA와 PGA의 공중합체 (즉 PLGA), 폴리락트산을 포함한[0023]

폴리락티드 (즉 PLA)와 같은 단일중합체, 폴리글리콜산을 포함한 폴리글리콜리드 (즉 PGA)와 같은 단일중합체가

포함될  수  있으나,  이에  제한되는  것은  아니다.   다른  적합한  중합체에는  폴리카프로락톤  (PCL),

폴리(디옥산온) (PDO), 콜라겐, 탈변성 콜라겐, 젤라틴, 탈변성 젤라틴, 가교-결합 젤라틴 및 이들의 공중합체

가 포함될 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.  입자의 중합체는 중합체 사슬의 가수분해의 결과로서 생물

학적으로 허용가능하며 폴리락티드, 폴리글리콜리드 및 이들의 공중합체와 같이 점진적으로 더 작은 성분으로

분해되도록 설계된다.  궁극적으로 락트산 및 글리콜산으로의 것인 이러한 붕괴는 크렙스 회로에 진입하여, 이

산화 탄소 및 물로 붕괴된 후, 배설된다.

탄수화물 모이어티 이외에, 개시되는 탄수화물-개질 입자는 면역 반응을 조절하기 위한 추가적인 성분들을 포함[0024]

할 수 있다.  특히, 개시되는 탄수화물-개질 입자는 항원, 예를 들면 그 항원에 대하여 대상체를 탈민감화하고/

거나 대상체에서 관용을 유도하기 위하여 이용되며 대상체에게 투여되는 항원을 포함할 수 있다.  항원은 탄수

화물-개질 입자의 표면에 공유로, 또는 달리 결합될 수 있다.  적합한 항원에는 알레르기 반응과 연관되어 있는

항원, 예를 들면 식품 알레르기와 연관되어 있는 항원도 포함될 수 있다.  개시되는 탄수화물-개질 입자에 포함

시키기에 적합한 항원에는 자가면역 질환과 연관되어 있는 자가항원, 예컨대 비제한적으로 심장 (예컨대 심근염

및 심근경색후 증후군), 신장 (예컨대 항-사구체 기저막 신염), 간 (예컨대 자가면역 간염, 원발성 담관 간경화

증), 피부 (예컨대 원형 탈모증, 건선, 전신성 공피증 및 백반증), 부신 (예컨대 애디슨병), 췌장 (예컨대 자가

면역 췌장염 및 제1형 당뇨병 (T1D)), 갑상선 (예컨대 그레이브병), 타액선 (예컨대 쇠그렌 증후군), 소화기 계

통  (예컨대  복강  질환,  크론병  및  궤양성  결장염),  혈액  (예컨대  자가면역  혈소판감소성  자반증,  에반스

증후군, 악성 빈혈 및 혈소판감소증), 결합 조직 (예컨대 강직성 척추염, 소아 관절염, 류마티스 관절염, 사르

코이드증 및 전신성 홍반 루푸스), 근육 조직 (예컨대 섬유근육통, 중증 근무력증 및 피부근육염) 및 신경계
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(예컨대 급성 파종 뇌척수염, 길랑-바레 증후군, 다발성 경화증 및 특발 염증성 탈수초 질환)의 자가면역 질환

에서 선택되는 자가면역 질환과 연관되어 있는 항원이 포함될 수 있다.

개시되는 탄수화물-개질 입자의 일부 실시양태에서는, 탄수화물 모이어티 이외에도, 예를 들면 해당 항원 또는[0025]

알레르기원에 대하여 대상체를 탈민감화하고/거나 해당 항원 또는 알레르기원에 대하여 대상체에서 관용을 유도

하기 위하여 그 항원 또는 알레르기원에 대하여 알레르기 반응을 나타내거나 그 항원 또는 알레르기원에 대하여

알레르기 반응을 발현할 위험이 있는 대상체에게 탄수화물-개질 입자가 투여될 수 있는 경우, 개시되는 탄수화

물-개질  입자가  항원  또는  알레르기원을  포함할  수  있다.   개시되는  탄수화물-개질  입자의  다른

실시양태에서는, 탄수화물 모이어티 이외에도, 예를 들면 인슐린에 대하여 대상체를 탈민감화하고/거나 인슐린

에 대하여 대상체에서 관용을 유도하기 위하여 유형 1 당뇨병을 가지고 있거나 유형 1 당뇨병의 발병 위험이 있

는 대상체에게 탄수화물-개질 입자가 투여될 수 있는 경우, 개시되는 탄수화물-개질 입자가 인슐린으로부터 유

래된 항원을 포함할 수 있다.  개시되는 탄수화물-개질 입자의 다른 실시양태에서는, 탄수화물 모이어티 이외에

도, 해당 이식물 중 항원에 대하여 대상체를 탈민감화하고/거나 해당 이식물 중 항원에 대하여 대상체에서 관용

을 유도하고 이식 거부를 치료 및/또는 예방하기 위하여, 개시되는 탄수화물-개질 입자가 이식물로부터 유래된

항원을 포함할 수 있다.

탄수화물-개질 입자에 포함시키기에 적합한 항원에는 펩티드, 폴리펩티드 또는 단백질이 포함될 수 있다.  본원[0026]

에서 사용될 때, 본원에서 호환가능하게 지칭될 수 있는 "펩티드", "폴리펩티드" 및 "단백질"이라는 용어는 아

미노산의 중합체를 포함하는 분자를 지칭한다.  자연 발생 단백질 분자의 서열을 지칭하기 위하여 "아미노산 서

열"이 언급되는 경우에, "아미노산 서열" 등의 용어가 언급되는 단백질 분자와 연관되어 있는 완전한 자연 아미

노산 서열로 아미노산 서열을 제한하는 것을 의미하는 것은 아니다.  "아미노산"이라는 용어는 자연 발생 및/또

는 비-자연 발생 아미노산을 지칭할 수 있다.

본원에서 고려될 때, 펩티드, 폴리펩티드 및 단백질은 항원, 예를 들면 본원에서 개시되는 입자의 표면에 공유[0027]

결합되는 항원으로 이용될 수 있다.  예를 들어, 서열식별번호(SEQ ID NO): 1-9는 본원에서 고려될 때 항원으로

이용될 수 있는 인슐린 일부의 아미노산 서열 또는 그의 변이 (예컨대 Q→E 탈아미드화 변이)를 제공한다.  예

시적인 펩티드, 폴리펩티드 및 단백질은 서열식별번호: 1-9 중 어느 것의 아미노산 서열을 포함할 수 있거나,

또는 서열식별번호: 1-9 중 어느 것과 적어도 약  80 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 또는 99 %의 서열 동일

성을 갖는 아미노산 서열을 포함할 수 있다.  변이 펩티드, 폴리펩티드 및 단백질에는 참조 펩티드, 폴리펩티드

및 단백질 대비 하나 이상의 아미노산 치환, 결실, 첨가 및/또는 아미노산 삽입을 갖는 폴리펩티드가 포함될 수

있다.

본원에서 고려되는 아미노산 서열은 참조 아미노산 서열 대비 보존적인 아미노산 치환을 포함할 수 있다.  예를[0028]

들어, 변이 인슐린 폴리펩티드는 자연 인슐린 폴리펩티드 대비 보존적인 아미노산 치환을 포함할 수 있다.  "보

존적인 아미노산 치환"은 참조 폴리펩티드의 특성을 최소한으로 저해할 것으로 예상되는 치환이다.  다른 말로

하면, 보존적인 아미노산 치환은 참조 단백질의 구조 및 기능을 실질적으로 보존한다.  하기 표에, 예시적인 보

존적인 아미노산 치환들의 목록을 제공한다.

등록특허 10-2808155

- 9 -



[0029]

보존적인 아미노산 치환은 일반적으로 (a) 예를 들면 베타 시트 또는 알파 나선 입체형태와 같은 치환 영역의[0030]

폴리펩티드 백본 구조, (b) 치환 부위에서의 분자의 전하 또는 소수성, 및/또는 (c) 측쇄의 크기를 유지한다.

"결실"은 참조 서열 대비 하나 이상 아미노산 잔기 또는 뉴클레오티드의 부재를 초래하는 아미노산 또는 뉴클레[0031]

오티드 서열의 변화를 지칭한다.  결실은 적어도 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 50, 100 또는 200개의 아미노산 잔기

또는 뉴클레오티드를 제거한다.  결실에는 내부 결실 또는 말단 결실 (예컨대 참조 폴리펩티드의 N-말단 감축

또는 C-말단 감축, 또는 참조 뉴클레오티드의 5'-말단 또는 3'-말단 감축)이 포함될 수 있다.

"단편"은 참조 서열과 서열은 동일하나 길이가 더 짧은 아미노산 서열 또는 폴리뉴클레오티드의 일부이다.  단[0032]

편은 참조 서열의 전체 길이 빼기 적어도 하나의 뉴클레오티드/아미노산 잔기까지를 포함할 수 있다.  예를 들

면, 단편은 각각 참조 폴리뉴클레오티드 또는 참조 폴리펩티드의 5 내지 1000개의 연속 뉴클레오티드 또는 연속

아미노산 잔기를 포함할 수 있다.  일부 실시양태에서, 단편은 각각 참조 폴리뉴클레오티드 또는 참조 폴리펩티

드의 적어도 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 250 또는 500개의 연속 뉴클레오티드

또는 연속 아미노산 잔기를 포함할 수 있다.  단편은 분자의 소정 영역에서 우선적으로 선택될 수 있다.  "적어

도 단편"이라는 용어는 전체 길이 폴리뉴클레오티드 또는 전체 길이 폴리펩티드를 포괄한다.

"상동성"은 2개 이상 폴리뉴클레오티드 서열 또는 2개 이상 폴리펩티드 서열 사이의 서열 유사성 또는 호환가능[0033]

하게는 서열 동일성을 지칭한다.  상동성, 서열 유사성 및 백분율 서열 동일성은 관련 기술분야 및 본원에서 기

술되는 방법을 사용하여 측정될 수 있다.

폴리펩티드 서열에 적용될 때의 "퍼센트 동일성" 및 "% 동일성"이라는 구는 표준 알고리즘을 사용하여 정렬된[0034]

적어도 2개 폴리펩티드 서열 사이의 잔기 일치 백분율을 지칭한다.  폴리펩티드 서열 정렬 방법에 대해서는 잘

알려져 있다.  일부 정렬 방법은 보존적인 아미노산 치환을 고려한다.  상기에 더 상세하게 설명되어 있는 그와

같은 보존적인 치환은 일반적으로 치환 부위에서의 전하 및 소수성을 보존하여, 폴리펩티드의 구조 (및 그에 따

른 기능)를 보존한다.  아미노산 서열의 % 동일성은 관련 기술분야에 알려져 있는 바와 같이 측정될 수 있다

(예컨대 그 전체가 본원에 참조로서 개재되는 U.S. 특허 제7,396,664호 참조).  통상적으로 사용되며 무료로 입

수가능한  일련의  서열  비교  알고리즘들이  국립  생물공학  정보  센터(National  Center  for  Biotechnology

Information) (NCBI)에 의해 기본 로컬 정렬 탐색 툴(Basic Local Alignment Search Tool) (블라스트(BLAST))

(문헌 [Altschul,  S.  F.  et  al.  (1990)  J.  Mol.  Biol.  215:403  410])로 제공되며, 메릴랜드 베데스타 소재

NCBI의 웹사이트를 포함한 몇 곳의 공급원으로부터 입수가능하다.  블라스트 소프트웨어 일습은 알려져 있는 아

미노산 서열을 다양한 데이터베이스로부터의 다른 아미노산 서열과 정렬하는 데에 사용되는 "블라스트p"를 포함

한 다양한 서열 분석 프로그램들을 포함한다.

% 동일성은 예를 들면 특정 서열식별번호에 의해 정의되는 바와 같은 전체의 정해진 폴리펩티드 서열 길이에 대[0035]

비하여 측정될 수 있거나, 또는 더 짧은 길이에 대비하여, 예를 들면 더 큰 정해진 폴리펩티드 서열로부터 취한
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단편, 예를 들면 적어도 15개, 적어도 20개, 적어도 30개, 적어도 40개, 적어도 50개, 적어도 70개 또는 적어도

150개 연속 잔기 단편의 길이에 대비하여 측정될 수 있다.  그와 같은 길이는 단지 예시적인 것이며, 본원의

표, 도면 또는 서열 목록에 나타나 있는 서열들에 의해 뒷받침되는 어떠한 단편 길이도 그에 대비하여 동일성

백분율이 측정될 수 있는 길이를 기술하는 데에 사용될 수 있는 것으로 이해된다.

특정 폴리펩티드 서열의 "변이"는 국립 생물공학 정보 센터의 웹사이트에서 입수가능한 "블라스트 2 시퀀시스[0036]

(BLAST 2 Sequences)" 툴이 구비된 블라스트p를 사용하였을 때, 폴리펩티드 서열들 중 하나의 소정 길이상에서

특정 폴리펩티드 서열과 적어도 50  %의 서열 동일성을 갖는 폴리펩티드 서열로 정의된다 (문헌 [Tatiana  A.

Tatusova,  Thomas  L.  Madden  (1999),  "Blast  2  sequences  -  a  new  tool  for  comparing  protein  and

nucleotide sequences", FEMS Microbiol Lett. 174:247-250] 참조).  그와 같은 폴리펩티드 쌍은 폴리펩티드

중 하나의 소정의 정해진 길이상에서 예를 들면 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 90 %, 적어도

91 %, 적어도 92 %, 적어도 93 %, 적어도 94 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 % 또는 적

어도 99 %, 또는 그 이상의 서열 동일성을 나타낼 수 있다.

개시되는 폴리펩티드는 개시되는 폴리펩티드가 자연 발생인 것으로 언급될 수 없도록 하는 아미노산 서열 또는[0037]

변형된 아미노산을 포함하도록 변형될 수 있다.  일부 실시양태에서, 개시되는 폴리펩티드는 변형되며, 상기 변

형은 아실화, 아세틸화, 포르밀화, 리폴릴화, 미리스토일화, 팔미토일화, 알킬화, 이소프레닐화, 프레닐화 및

아미드화로 이루어진 군으로부터 선택된다.  개시되는 폴리펩티드의 아미노산은 그렇게 변형될 수 있기는 하지

만, 특히는 변형이 폴리펩티드의 N-말단 및/또는 C-말단에 존재할 수 있다 (예컨대 N-말단 아실화 또는 아세틸

화, 및/또는 C-말단 아미드화).  상기 변형들은 폴리펩티드의 안정성을 강화하고/거나 폴리펩티드가 단백질분해

에 대하여 내성이 되도록 할 수 있다.

개시되는 입자는 비제한적으로 U.S. 특허 제8,546,371호; 8,518,450호; 및 7,550,154호에 개시되어 있는 방법을[0038]

포함하여, 관련 기술분야에 알려져 있는 방법에 의해 제조될 수 있고, 그 개시내용이 전체적으로 본원에 참조로

서 개재된다.  마이크로입자 및/또는 나노입자의 형성 방법에는 베이스 물질 (예컨대 생분해성 중합체 베이스

물질)의 분무-건조, 침전 및/또는 마쇄가 포함될 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

개시되는 입자는 통상적으로 탄수화물 모이어티, 바람직하게는 입자의 표면에 결합되는 (예컨대 공유 결합을 통[0039]

함) 면역 조절인자인 탄수화물 모이어티의 포함을 통하여 개질된다.  적합한 탄수화물 모이어티에는 하기 군에

속하는 모이어티 또는 그의 제약용 염이 포함될 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다: 헤파린 디사카라이드

I-A, 헤파린 디사카라이드 II-A, 헤파린 디사카라이드 III-A, 헤파린 디사카라이드 IV-A, 헤파린 디사카라이드

IV-S, 헤파린 불포화 디사카라이드 I-H, 헤파린 불포화 디사카라이드 II-H, 헤파린 불포화 디사카라이드 II-H,

헤파린 불포화 디사카라이드 I-P, 콘드로이틴 디사카라이드 Δdi-0S, 콘드로이틴 디사카라이드 Δdi-4S, 콘드로

이틴 디사카라이드 Δdi-6S, 콘드로이틴 디사카라이드 ΔDi-diSB, 콘드로이틴 디사카라이드 ΔDi-diSE, 콘드로

이틴 디사카라이드 ΔDi-triS, 콘드로이틴 디사카라이드 ΔDi-UA2S, 네오카라데카오스-41,3,5,7,9-펜타-O-술페

이트, 네오카라헥사데카오스-41,3,5,7,9,11,13,15-옥타-O-술페이트, GalNAcβ1-4Gal  (슈도모나스 아에루지노사

(Pseudomonas aeruginosa) 선모에 대한 수용체), 혈액형 B 유형 2 선형 트리사카라이드, P1 항원, Tn 항원, 시

알릴-루이스 A, 시알릴-루이스 X, 시알릴-루이스 X β-메틸 글리코시드, 술포-루이스 A, 술포-루이스 X, α1-2-

만노비오스, α1-3-만노비오스, α1-6-만노비오스, 만노테트라오스, α1-3, α1-3, α1-6-만노펜토스, β1-2-N-

아세틸글루코스아민-만노스, LS-테트라사카라이드 a (LSTa), LS-테트라사카라이드 c (LSTc), α-D-N-아세틸갈락

토스아미닐 1-3 갈락토스, α-D-N-아세틸갈락토스아미닐 1-3 갈락토스 β1-4 글루코스, D-갈락토스-4-O-술페이

트, 글리실-락토스 (Lac-gly), 글리실-락토-N-테트라오스 (LNT-gly), 2'-푸코실락토스, 락토-N-네오테트라오스

(LNnT), 락토-N-테트라오스 (LNT), 락토-N-디푸코헥사오스 I (LNDFH I), 락토-N-디푸코헥사오스 II (LNDFHII),

락토-N-네오헥사오스 (LNnH), 3'-시알릴락토스 (3'-SL), 6'-시알릴락토스 (6'-SL), 3'-시알릴-N-아세틸락토스아

민, 6'-시알릴-N-아세틸락토스아민 (6'-SLN), 3-푸코실락토스 (3FL), 푸코이단, 4-β-갈락토비오스, 1-3 갈락토

디오실 β-메틸 글리코시에, α1-3, β1-4, α1-3 갈락토테트라오스, β-갈락토실 1-3 N-아세틸 갈락토스아민

메틸 글리코시드, β1-3 Gal-N-아세틸 갈락토스아미닐-β1-4 Gal-β1-4-Glc, β1-6 갈락토비오스, 글로보트리오

스, β-D-N-아세틸글락토스아미닐 1-3 갈락토스 (글로보트리오스의 말단 디사카라이드), 1-데옥시노지리마이신

(DNJ), D-푸코스, L-푸코스, D-탈로스, 칼리스테긴 A3, 칼리스테긴 B3, N-메틸 시스-4-히드록시메틸-L-프롤린,

2,5-디데옥시-2,5-이미노-D-만니톨, 카스타노스퍼민, 6-에피-카스타노스퍼민, 및 이들의 조합.  일부 실시양태

에서, 입자는 다수의 탄수화물 모이어티를 포함하며, 면역-조절을 통하여 질환 또는 장애를 치료 및/또는 예방

하도록 설계된다.

개시되는 입자의 탄수화물 모이어티는 통상적으로 탄소, 수소 및 산소 원자로 구성되는 탄수화물이며, 경험식[0040]
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Cm(H2O)n을 가질 수 있으며, 여기서 m 및 n은 정수이고, 동일하거나 상이할 수 있다.  일부 탄수화물은 탄소, 수

소 및 산소 이외의 다른 원자, 예를 들면 질소, 인 및/또는 황 원자를 포함할 수 있다.  그러나, 탄소, 수소 및

산소 이외의 다른 원자, 예를 들면 질소, 인 및/또는 황 원자를 포함하는 탄수화물은 통상적으로 작은 탄수화물

분자 중 몰 질량 분율 (예컨대 10 % 또는 5 % 미만)로 이러한 다른 원자를 포함한다.

탄수화물 모이어티는 직접 입자의 표면에 결합될 수 있다 (예컨대 공유 결합을 통함).  임의적으로, 탄수화물[0041]

모이어티는 예를 들면 하나 이상의 링커 분자 (예컨대 폴리에틸렌 글리콜 링커)를 통하여 공유로 입자의 표면에

간접 결합될 수 있다.  탄수화물 모이어티는 비제한적으로 카르보디이미드 (EDC) 가교결합을 포함할 수 있는 가

교결합법을 통하여 입자의 표면에 결합될 수도 있다.

임의적으로, 개시되는 입자는 탄수화물 모이어티 이외의 다른 하나 이상의 추가적인 면역조절 작용제를 포함할[0042]

수 있다.  추가적인 작용제에는 상기에서 논의된 바와 같은 항원, 및/또는 시토카인 (예컨대 인터류킨 및 인터

페론) 및/또는 면역-조절 항체가 포함될 수 있다.

개시되는 입자는 "면역-강화제" 및/또는 "면역-억제제"로 기능한다.  그에 따라, 개시되는 입자는 비제한적으로[0043]

하기를 포함한 수많은 적용분야에서 투여될 수 있다: 백신 효능을 향상시키기 위한 면역강화; 항-종양 면역성

및 암 결과를 향상시키기 위한 면역강화; 감염성 질환 동안의 결과를 향상시키기 위한 면역강화; 천식, 식품 알

레르기 및 습진과 같은 알레르기성 질환을 치료하기 위한 면역억제; 류마티스 관절염, 다발성 경화증 및 당뇨병

과 같은 자가면역 질환을 치료하기 위한 면역억제; 및/또는 이식 동안의 결과를 향상시키기 위한 면역억제.

개시되는 입자는 항원에 대하여 대상체를 탈민감화하고/거나 대상체에서 관용을 유도하기 위하여 투여될 수 있[0044]

다.  탈민감화 및/또는 관용은 관련 기술분야 및 본원에서 개시되는 방법을 사용하여 평가될 수 있고, 거기에는

바람직하게는 기준선 대비 IL-6의 분비 유도에 대비한 기준선 대비 대식세포에 의한 IL-10, TGFβ 또는 CCL4의

분비 유도가 포함될 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.  이에 따라, 탈민감화 및/또는 관용은 기준선 대비

IL-6 분비의 변화에 대비한 기준선 대비 IL-10 분비의 상대적인 변화를 반영하는 IL-10/IL-6 비를 사용하여 평

가될 수 있다.

개시되는 입자는 대상체에서 면역 반응을 조절하기 위하여 투여될 수 있다.  따라서, 개시되는 입자는 제약 조[0045]

성물로 제제화될 수 있다.  그와 같은 조성물은 의료 관련 기술분야 통상의 기술자에게 잘 알려져 있는 투약량

및 기술에 따라 특정 환자의 연령, 성, 체중 및 상태, 그리고 투여 경로와 같은 인자들을 고려하여 제제화 및/

또는 투여될 수 있다.

상기 조성물은 관련 기술분야에 알려져 있는 바와 같은 담체, 희석제, 부형제 (예컨대 락토스, 수크로스 및 만[0046]

니톨과 같은 분말 부형제) 및 계면활성제 (예컨대 비-이온계 계면활성제)를 포함하는 제약용 용액을 포함할 수

있다.  또한, 조성물은 보존제 (예컨대 항-미생물 또는 항-세균 작용제)를 포함할 수 있다.  조성물은 또한 완

충제 (예컨대 조성물의 pH를 6.5 내지 7.5 사이로 유지하기 위함)를 포함할 수 있다.

상기 제약 조성물은 예방적으로 또는 치료적으로 투여될 수 있다.  예방적 투여에서, 조성물은 질환 또는 장애[0047]

로부터 보호하기 위하여 면역 반응을 조절하기에 충분한 양 (즉 "예방적 유효 투여량")으로 대상체에게 투여될

수 있다.  치료적 적용에서, 조성물은 질환 또는 장애를 치료하기에 충분한 양 (즉 "치료적 유효 투여량")으로

대상체에게 투여된다.

본원에서 개시되는 조성물은 다양한 경로를 통하여 전달될 수 있다.  통상적인 전달 경로에는 비경구 투여 (예[0048]

컨대 피내, 근육내, 복막내 또는 피하 전달)가 포함된다.  다른 경로로는 비내 및 폐내 경로가 포함된다.  제약

조성물의 제제에는 액체 (예컨대 용액 및 에멀션), 스프레이 및 에어로졸이 포함될 수 있다.  특히, 상기 조성

물은 비내 또는 폐내 전달을 위한 에어로졸 또는 스프레이로 제제화될 수 있다.  비내 또는 폐내 전달용 에어로

졸 또는 스프레이를 투여하기에 적합한 장치에는 흡입기 및 분무기가 포함될 수 있다.

본원에서 개시되는 조성물은 보조제, 또는 항원의 면역원성을 강화하기 위하여 항원과의 조합으로 제공되는 화[0049]

학적 또는 생물학적 작용제를 포함하는 다른 면역학적인 항원 또는 백신 또는 치료 조성물과 공동-투여되거나

순차적으로 투여될 수 있다.  추가적인 치료제에는 인터류킨 및 인터페론과 같은 시토카인이 포함될 수 있으나,

이에 제한되는 것은 아니다.

본원에서 사용될 때, "시동-추가 예방접종 요법"은 대상체가 제1 조성물을 투여받은 다음, 정해진 시간 기간 후[0050]

(예컨대 약 2, 3, 4, 5 또는 6주 후)에, 대상체가 제1 조성물과 동일하거나 상이할 수 있는 제2 조성물을 투여

받는 요법을 지칭한다.  상기 제1 조성물 (및 제2 조성물)은 1회 이상 투여될 수 있다.  개시되는 방법은 적어
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도 1회 제1 조성물을 투여하는 것에 의해 제1 조성물을 사용하여 대상체를 시동접종하고, 예정된 길이의 시간이

경과되도록 한 (예컨대 적어도 약 2, 3, 4, 5 또는 6주) 다음, 동일한 조성물 또는 제2의 상이한 조성물을 투여

하는 것에 의해 추가접종하는 것을 포함할 수 있다.

본원에서 개시되는 제약 조성물의 효능을 평가하기 위해서는, 세포-매개 반응 및/또는 항체 반응의 유도를 측정[0051]

하는 것에 의해 면역 반응이 평가될 수 있다.  T-세포 반응은 예를 들면 새롭거나 배양된 PBMC의 사량체 염색을

사용하는 ELISPOT 검정에 의해, 또는 기능적 세포독성 검정을 사용하여 측정될 수 있는데, 관련 기술분야 통상

의 기술자에게 잘 알려져 있다.  항체 반응은 ELISA와 같이 관련 기술분야에 알려져 있는 검정에 의해 측정될

수 있다.  병원체의 역가 또는 부하는 병원체의 핵산을 검출하는 방법을 포함한 관련 기술분야의 방법들을 사용

하여 측정될 수 있다 (예컨대 그 개시내용이 전체적으로 참조로서 개재되는 U.S. 특허 제7,252,937호 참조).

[실시예][0052]

하기 실시예들은 예시적인 것이며, 개시되는 주제를 제한하고자 하는 것은 아니다.[0053]

실시예 1 - 면역 조절용 탄수화물 강화 나노입자[0054]

서론[0055]

PLGA 나노입자는 약물 전달, 조직 및 세포 영상화, 그리고 면역 활성화 또는 관용의 유도를 돕기 위한 자가 또[0056]

는  외래  단백질의  전달을  포함한  다양한  적용분야에  이용되어  왔다  (문헌  [Sah  et  al.,  "Concepts  and

practices  used  to  develop  functional  PLGA-based  nanoparticulate  systems,"  International  Journal  of

Medicine, 2013:8 747-765] 참조).  본원에서는, 관능화된 PLGA 입자를 생성시키기 위한 기술을 개발하였으며,

면역 반응을 변형시키는 데에 있어서의 그의 잠재력을 확립하였다.

실험 방법, 결과 및 논평[0057]

본 발명자들은 처음에는 EDC 카르보디이미드 가교결합 화학을 사용하여 알레르기 단백질을 자가 세포에 결합시[0058]

키고, 다시 마우스에 주입하여 관용 (즉 면역학적 비반응성의 상태)을 생성시키는, 알레르기 질환을 치료하기

위한  치료적  접근법  (문헌  [Smarr  et  al.,  "Antigen-fixed  leukocytes  tolerize  Th2  responses  in  mouse

models of allergy," The Journal of Immunology, 11/2011; 187(1):5090-8] 참조)으로서의 세포-결합 항원 관

용에 대한 본 발명자들의 연구로부터 본 분야에 접근하였었다.  이를 환자에게 적용하는 것이 세포의 사용으로

인하여 복잡하였기 때문에, 대체물로서의 PLGA 나노입자의 잠재적인 용도를 조사하기 시작하였으나; 본 발명자

들이 발견한 것은 PLGA 나노입자 내에 캡슐화된 항원이 다른 반응 (관용이라기보다는 탈민감화이어서, 시간이

지나면서 반응성이 회복됨)을 유도한다는 것이었다.  대식세포는 그의 인터류킨-10 (IL-10)으로 지칭되는 핵심

면역 매개체의 생성을 통한 관용을 포함한 면역 반응에 중요한 것으로 생각되는 일종의 면역세포이므로, IL-10

생성에 대한 그의 효과에 대하여 EDC-세포 대 PLGA 나노입자의 효과를 스크리닝하기 위한 시험관내 접근법을 개

발하였다.  도 1에 나타낸 바와 같이, EDC-세포는 자극 (리포폴리사카라이드 (LPS)) 후 IL-10을 강화하였던 반

면, PLGA 입자는 그렇지 않다는 것이 관찰되었다.

이를 바탕으로 하여, 세포에는 존재하는 신호가 PLGA 입자에는 존재하지 않았다는 결론을 내렸으며, 그에 따라[0059]

고처리량-기반 스크린 (에반스톤 소재 노스웨스턴 HTS 코어(core)를 통하여 수행)을 개발하였다.  본 발명자들

은 도 2에 개괄되어 있는 바와 같이 전염증성 반응 (IL-6) 또는 항-염증 반응 (IL-10)을 조사하였다.

본 발명자들은 세포상에서는 발견되나 PLGA 나노입자 상에는 존재하지 않을 70종 고유 탄수화물 화합물들의 패[0060]

널을 조사하였다.  도 2의 전략을 사용하여, 0.1, 1, 10 및 100 μM의 치료적으로 적절한 투여량 곡선에 대비한

시토카인 생성의 최고 배수 변화를 계산하였다.  도 3에 나타나 있는 바와 같이, 대식세포 반응을 변형시킬 수

있었던 많은 탄수화물 화합물을 확인한 바, EDC-세포 또는 자극 단독에 비해 상향조절, 하향조절 또는 무변화

모두가 존재하여, 입자에 결합될 경우 이들이 PLGA를 관능화할 잠재력을 가지고 있음을 암시하였다.  이를 더

진행하기  위하여,  하나의  후보  (L-푸코스)를  선택하고,  2-단계  화학  과정을  사용하여  그것을  PLGA에

결합시켰다.  결합 과정은 도 4에 나타내었다.

먼저, EDC 가교결합 반응을 사용하여 L-푸코스의 유도체 (4-아미노페닐 베타-L-푸코피라노시드)를 폴리(에틸렌[0061]

글리콜) (PEG) 링커에 결합시켰다.  다음에, 제2 EDC 가교결합 반응을 사용하여, 이것을 카르복실화된 PLGA 나

노입자에 결합시켰다.  최종 생성물의 특성화는 비결합 입자의 구형 구조 상실 및 거칠고 불규칙한 입자를 나타

내었다.  푸코실화된 PLGA 나노입자 (F-CENP로 명명)의 기능적인 능력을 시험하기 위하여, 본 발명자들의 시험

관내 IL-10 생성 모델에서 그의 효과를 조사하였다.  도 5에 나타낸 바와 같이, F-CENP는 IL-10 유도에 있어서
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PLGA 단독, L-푸코스 단독 또는 심지어는 EDC-세포를 수용하는 세포에 비해 상당히 더 우수해서, 관능화된 PLGA

입자가 EDC-세포에 비해서도 향상된 것임을 암시하였다.

실시예 2 - 식품 알레르기에서의 면역 관용의 유도를 위한 탄수화물 강화 나노입자의 개발[0062]

식품 알레르기는 식품에 대한 부정적인 면역 반응으로 정의될 수 있는데, 두드러기 및 생명을 위협하는 과민증[0063]

을 포함할 수 있다.  반응의 중증도는 섭취된 식품의 양, 식품의 형태 (예컨대 날것, 조리된 것 또는 처리된

것), 그리고 연령, 민감화 정도 및 기타 동반이환 이상과 같은 위험 인자를 포함한 수많은 인자들에 따라 달라

질 수 있다.  식품 알레르기는 전통적으로는 IgE-매개인 것으로 알려져 있으나, 생리학적 반응 및 증상에 있어

서는 비균질성일 수 있다 (문헌 [Sicherer and Sampson, J Allergy Clin. Immunol. (2010) Feb;125(2 Suppl

2)S116-25];  [Berin  and  Mayer,  J.  Allergy  Clin.  Immunol.  (2013)  Jan;131(1):14-22];  및 [Boyce  et  al.

(NIAID Guidelines), J. Allergy Clin. Immunol. (2010) Dec;126(6 Suppl):S1-58] 참조).  식품 알레르기에

연관되어  있는  면역학적  메커니즘에는  민감화  및  관용이  포함되며  (문헌  [Johnston  et  al.,  J.  Immunol.

(2014) Mar 15;192(6):2529-34] 및 도 6 참조), 식품 알레르기의 잠재적인 치료법은 탈민감화 (단기 치료법)

및/또는 관용 증가 (장기 치료법)를 위하여 항원을 투여하는 것을 포함할 수 있다 (문헌 [Berin and Mayer, J.

Allergy Clin. Immunol. (2013) Jan;131(1):14-22] 및 도 7).  탈민감화를 유도하기 위하여 마이크로입자에 캡

슐화된 항원이 식품 알레르기 모델에 투여된 바 있는데, 마우스 알레르기 모델에서 항원-고정 백혈구가 반응을

관용화하는 것으로 나타난 바 있다 (문헌 [Smarr et al., J. Immunol. (2011) 187:5090-5098] 참조).  그러나,

이상적으로 조작된 치료제는 탈민감화 또는 관용을 유도하는 항원뿐만 아니라, 동시에 면역 시스템에 대한 관용

원성 신호도 제공해야 한다.  따라서, 탈민감화 및 관용을 포함하는 알레르기 치료법을 이용할 수 있는 관용원

성 신호를 확인하기 위한 방법이 바람직하다.  일단 확인되고 나면, 관용원성 신호는 임의적으로 탈민감화 및/

또는 관용을 유도하기 위한 항원을 포함하는 마이크로-입자 및/또는 나노-입자의 일부로서 제제화될 수 있다.

세포자멸사 세포는 세포 표면상에 자연 관용원성 신호를 포함한다 (문헌 [Taylor et al., Nat. Rev. Mol. Bio.

(2008) Mar;9(3):231-41] 및 도 8 참조).  단백질, 지질, 당지질 및 탄수화물을 포함하여 세포 표면상에 존재하

는 화합물들은 관용의 발현에 연관되어 있을 수 있다.

알레르기 반응은 일반적으로 염증 반응을 포함하며, 염증 반응의 왜곡을 연구하기 위한 기구로는 LPS-자극 대식[0064]

세포 (즉 "활성화된 대식세포")가 사용되어 왔다.  예를 들면, LPS-자극 대식세포는 IL-6, TNF-α 및 IL1β와

같은 전-염증성 시토카인을 분비하는데, 이러한 염증성 시토카인 분비의 조절은 염증 반응을 억제하는 화합물을

확인하는 데에 사용될 수 있다.  전-염증성 시토카인 분비의 감소, 및 IL-10/TGFβ의 증가를 특징으로 하는 RAW

264.7 대식세포에서 이와 같은 염증 반응을 억제하는 것으로 확인된 화합물에는 하기가 포함된다: 6-데히드로진

저디온; 페이민; 아데노신; 및 사이코사포닌 A.  (문헌 [Huang  et  al.,  J.  Agric.  Food  Chem.  (2014)  Seep

17;62(37):9171-9]; [Yi et al., Immunopharmacol. Immunotoxicol. (2013) Oct;35(5):567-72]; [Zhu et al.,

Exp. Ther. Med. (2013) May;5(5):1345-1350]; 및 [Koscso et al., J. Leukoc. Biol. (2013) Dec;94(6):1309-

15] 참조).  따라서, 활성화된 RAW 대식세포는 관용원성 신호를 스크리닝하기 위한 모델로 사용될 수 있다.

활성화된 RAW 대식세포를 사용하여, 관용원성 신호를 확인하기 위한 고처리량 스크리닝 방법을 개발하였다 (도[0065]

2 참조).  LPS에 의해 활성화된 대식세포, 그리고 화학적 가교-링커인 에틸카르보디이미드를 사용하여 처리된

비장세포 (SP) (ECDI-SP)의 존재하에 LPS에 의해 활성화된 대식세포에서 기준선 대비 IL-10 분비를 증가시키고/

거나 기준선 대비 IL-6  분비를 감소시키는 화합물의 능력을 기준으로 칠십 (70)  종의 화합물을 시험하였다.

ECDI-SP의 표면에 가교결합되는 항원은 항원-특이적 관용을 유도하기 위하여 투여될 수 있는데 (문헌 [Jenkins

et al., J. Exp. Med. 165:302-319 (1987)] 참조), 그에 따라 ECDI-SP의 존재하에 LPS에 의해 활성화된 대식세

포를 포함시켜, 화합물이 LPS에 의해 활성화된 대식세포, 및 ECDI-SP의 존재하에 LPS에 의해 활성화된 대식세포

에서 유사한 관용원성 신호를 나타내게 되는지를 확인하였다.  관용원성 신호를 나타내는 수많은 탄수화물 화합

물들을 확인하였다 (도 3a 및 3b 참조).  푸코스가 관용원성 신호를 나타내는 예시적인 탄수화물 화합물로 선택

되어, 탄수화물-강화 PLGA 나노입자 (F-CENP)를 생성시키기 위하여 PLGA 중합체 코어를 갖는 나노입자에 결합되

었다 (도 4 참조).  도 5에 나타낸 바와 같이, F-CENP가 IL-10 유도에 있어서 PLGA 단독, L-푸코스 단독 또는

심지어는 EDC-세포를 수용하는 세포에 비해 상당히 더 우수해서, 관능화된 PLGA 입자가 EDC-세포에 비해서도 향

상된 것임을 암시하였다.

요약하자면, RAW 대식세포는 관용을 유도할 수 있는 잠재적인 화합물을 확인하기 위한 스크리닝 시스템으로 사[0066]

용될 수 있었다.  70종 화합물의 예비 스크리닝은 IL-6 분비는 변화시키지 않거나 감소시키면서도 IL-10 분비를

촉진하는 데에 사용될 수 있는 몇 가지 화합물들을 밝혔다.  이러한 결과는 관용-촉진 신호가 항원을 투여하고
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더 큰 효율로 관용을 유도하기 위한 치료 설계로 통합될 수 있다는 것을 표시하였다.

실시예 3 - T1D에서의 관용 전달을 위한 LNFPIII 및 GAS6 신호전달 나노입자[0067]

배경[0068]

유형 1 당뇨병 (T1D)은 외래 인슐린 치료법을 필요로 하는 고혈당증을 초래하는 췌장 β 세포의 자가반응성 T[0069]

세포-매개 파괴에 의해 야기되는 자가면역 장애이다.  높은 T1D 발현 위험을 갖는 개체는 현재 인간 백혈구 항

원에 대한 유전형검사와 섬 세포 자가항체의 패널에 대한 혈청학적 시험의 조합을 사용하여 확인될 수 있다.
1

이와 같은 고위험 군에서는, 임상적 당뇨병의 급성 발병 전 또는 동안, 진행중인 β 세포-유도 자가면역성이 효

과적이고도 영구적으로 억제될 수 있는 경우 나머지 β 세포가 정상혈당을 회복할 수 있도록 하는 실질적인 β

세포 질량이 여전히 존재할 수 있다.
2,3
  조절 T 세포 (Treg)는 말초 관용을 유지하는 데에 중요한 역할을 하며,

그의 결핍은 T1D를 포함한 조절되지 않는 자가면역성과 연관되어 있다.
4
  따라서, Treg를 직간접적으로 확장하

는 면역치료법은 유망한 치료 접근법으로 보여져 왔다.
5-7

  최근의 단계 1 임상 시험은 T1D 환자에서의 다클론

Treg 차용 전달(adoptive transfer)의 생체외 확장 및 안전성의 실현가능성을 입증하였으나
7
; 생체외 확장 Treg

를 사용한 그와 같은 차용 면역치료법의 효능은 확인되어야 하는 것으로 남아 있다.  반면, 항원-특이적 Treg는

T1D에서 자가면역성을 억제하는 데에 있어서 다클론 Treg에 비해 더 유력한 것으로 생각된다.
8-10

  그러나, 관련

β 세포 자가 항원이 해당 개체에서 확산되는 잘 인식되는 에피토프를 갖는 움직이는 표적이라는 것은 말할 것

도 없이, 인간 치료법을 위한 항원-특이적 Treg의 생체외 확장은 고도로 노동-집약적이며 상당한 규제 및 허가

상의 부담을 안고 있다.
11
  결론적으로, 내생 Treg의 생체내 확장을 목표로 하는 면역치료법이 더 실현가능한 것

으로 보이며, 주어진 개체에 존재하는 일련의 특정 자가항원에 대하여 설계되는 원하는 항원-특이적 억제를 달

성할 가능성이 더 크다.  T1D에서의 면역치료법을 위한 가장 유망한 항원 후보는 인슐린 자체 및 그의 유도체이

다.
12
  이상적으로는, 관련 인슐린-유래 자가항원이 다른 β 세포 자가항원으로 확산되는 효과적인 전달성 관용

(infectious tolerance)
13
을 유도하는 데에 사용될 수 있다.

본 발명자들은 자가면역성 및 동종면역성을 억제하기 위한 효과적인 관용원성 백신을 확립하였었다.
14,15

  상기[0070]

관용원성  백신은  항원-결합된  에틸렌  카르보디이미드  (ECDI)-고정  비장세포  (Ag-SP)로서  제조되며,  정맥내

(i.v.) 경로를 통하여 제공된다.  자가항원-결합된 Ag-SP의 i.v. 주사는 자가면역 당뇨병
16
, EAE

17,18
, 알레르기

질환
19
의 마우스 모델에서; 그리고 더 최근에는 루오 랩(Luo Lab)에 의해 마우스

20,21
 및 비-인간 영장류 양자의

동종이형 및 이종 이식 모델에서 효과적이고도 오래 지속되는 항원-특이적 관용을 유도하는 것으로 나타났었다

(미공표 데이터).  더 중요한 것은 수초 펩티드-결합 자가 세포를 사용한 이와 같은 원리를 바탕으로 한 다발성

경화증의 인간-최초 임상 시험이 동료들에 의해 최근 공개되어
22
, 이와 같은 신규한 관용 전략의 임상적인 실현

가능성, 안전성 및 효능을 확립하였다는 것이다.  흥미롭게도, Ag-SP-매개 관용의 두드러지는 특징은 내생 Treg

의 강력한 생체내 확장이며
15,19,23

, 비-인간 영장류에서 최근에 재현된 관찰이다.
24
  따라서, Ag-SP는 T1D가 있는

환자를 위한 매우 유망한 항원-특이적 관용 치료법이다.

Ag-SP를 제조하기 위해 많은 수의 환자 세포를 처리할 필요성을 모면하기 위하여, 항원 적재물의 전달을 위한[0071]

담체로서 생물조작된 나노입자 (NP)를 사용하는 연구를 최근 시작하였으며, 해당 관용원성 Ag-NP 백신의 가능성

있는 효능을 입증하는 초기 연구를 공표하였었다.
25-27

  그러나, 식품 알레르기 및 동종이형 섬 이식 양자의 뮤린

모델에서, 그와 같은 Ag-NP가 Ag-SP에 비해 최적-이하의 관용 효능을 갖는다는 것을 관찰하였다.  이러한 관찰

로부터, Ag-NP상에는 존재하지 않는 Ag-SP에 의해 제공되는 추가적인 관용원성 신호가 존재해야 한다는 결론을

내렸다.  본 발명자들의 예비 연구를 통하여, 호스트 포식세포와의 상호작용시 (1) 렉틴 CD209 및 (2) 에페로사

이틱(efferocytic) 수용체 티로신 키나제 Mer (도 12a, b 및 c)를 활성화할 수 있는 두 가지 그와 같이 Ag-

NP에서 빠져있는 관용원성 신호를 확인하였다.  이에 따라, CD209 및 Mer에 대한 리간드를 NP에 접합하는 것

(예컨대 직접적이거나 링커를 통한 간접적인 공유 결합을 통함)이 Ag-NP 백신의 관용원성을 상당히 강화하게 된

다는 가설을 세웠다.

본원에서, 본 발명자들은 CD209 및 Mer 이중 신호전달 리간드를 보유하는 생물조작된 NP를 개발하고, T1D에 대[0072]

한 β 세포-특이적 관용을 유도하는 그의 능력을 시험할 것을 제안한다.  강력한 예비 결과, 포괄적인 실험 계
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획 및 연구 팀의 상승효과를 나타내는 전문지식은 T1D에서의 관용 전달을 위한 매우 효과적인 생물조작 Ag-NP

백신의 설계를 위한 특별한 기회를 제공하였다.

제안된 연구[0073]

중심 가설: 도 9에 개략적으로 나타낸 바와 같이, 본 발명자들은 T1D에서의 관용 치료법을 위한 Ag-NP 전달 시[0074]

스템의 효능이 하기에 의해 상당히 강화될 수 있다는 가설을 세웠다: (1) CD209 및 Mer 이중 신호전달을 위하여

NP상에 표적화 리간드들 (LNFPIII 및 GAS6)을 동시에 조작하는 것; 및 (2) 전달성 관용을 유도하기 위한 최초

질환-관련 자가항원으로서의 인슐린의 탈아미드화된 형태 (INS (Q→E))의 전달.

구체적인 목표: 목표 1. NP 표면상에 존재하는 LNFPIII 및 GAS6를 포함하는 NP를 개발하는 것.  구체적으로, NP[0075]

에 대한 LNFPIII 및 GAS6의 접합이 적절한 뮤린 포식세포에서 동시적인 표적화 및 신호전달을 초래하여 해당 포

식세포의 관용원성 특징의 효과적인 유도로 이어지는지를 확인하게 된다.  LNFPIII-GAS6-NP가 CD209 및 Mer 이

중 신호전달을 통하여 뮤린 대식세포 (MF)에서 관용 특징을 효과적으로 유도한다는 가설을 세웠다.  목표 2. 비

-비만 당뇨병 (NOD) 마우스 모델에서 INS(Q→E)-LNFPIII-GAS6-NP의 관용 효능을 시험하는 것.  구체적으로, 탈

아미드화된 마우스 프로인슐린과 결합된 LNFPIII-GAS6-NP의 전달이 β 세포-유도 자가면역성에 대한 강력한 관

용을 초래하여 결론적으로 NOD 마우스에서 임상 당뇨병을 예방하고/거나 반전시키게 되는지를 NOD 마우스에서

확인하게 된다.  INS(Q→E)-LNFPIII-GAS6-NP가 NOD 마우스에서 β 세포-유도 자가면역성을 효과적으로 억제한다

는 가설을 세웠다.

논거[0076]

항원-특이적 관용 치료법은 특히 T1D를 위한 섬 이식의 맥락에서 루오 랩의 주안점이었다.
14
  본 발명자들의 일[0077]

차적인 접근법은 카르복실 활성화 작용제인 1-에틸-3-(3-디메틸아미노프로필)카르보디이미드 (ECDI)의 존재하에

서 아미드 결합 형성을 통하여 비장세포의 표면에 그것을 결합시키는 것 (Ag-SP)에 의해 해당 항원을 전달하는

것 (공여자)이었다.
20
  이와 같은 접근법은 처음에는 동료들에 의해 동물 자가면역성 모델에서의 관용 유도에 대

하여 실험되었었다.
28
  루오 랩에서의 선구적인 연구는 동종이형 및 이종 이식에 대한 이와 같은 관용 접근법의

강력한 효능을 더 확장하였지만
21,23,29

,  천식 및 알레르기 질환에서의 이와 같은 접근법의 효능은 브라이스 랩

(Bryce lab)에서 성공적으로 입증하였다.
19
  Ag-SP를 제조하기 위하여 다수의 환자 세포를 처리할 필요성을 모면

하기 위하여, 본 발명자들은 최근 관용원성 항원 전달에 생물조작된 NP를 사용하는 선구적인 연구를 공표하여,

그와 같은 관용원성 Ag-NP 백신의 가능성 있는 효능을 입증하였다.
25-27

  임상 이식이라는 분명한 관점에서, 본

출원에서는 본 발명자들의 연구를 하기에 의해 T1D에서의 관용 전달을 위한 고도로 효과적인 Ag-NP 백신을 개발

하는 데에 초점을 두기로 계획하였다: (1) CD209 및 Mer 이중 신호전달 리간드들을 NP의 표면에 결합시키는 것;

및 (2) 전달성 관용을 유도하기 위한 최초 자가항원으로서 탈아미드화된 프로인슐린을 전달하는 것.

LNFPIII 및 GAS6-매개 관용 전달의 논거:  식품 알레르기 및 동종이형 섬 이식 양자의 뮤린 모델에서, Ag-NP가[0078]

Ag-SP에 비해 최적-이하인 관용 효능을 갖는다는 것을 관찰하였다.  예비 연구를 통하여, Ag-NP에 의해 연동되

지 않은 Ag-SP에 의한 관용에 관련되는 하기 2종의 관용원성 신호전달 수용체를 확인하였다: (1) 에페로사이틱

수용체 티로신 키나제 Mer (도 12a, b 및 c); 및 (2) 렉틴 CD209.  결론적으로, Mer 및 CD209의 리간드를 NP의

표면에 결합시키는 것이 Ag-NP 백신의 관용원성을 상당히 강화하게 될 것이라는 가설을 세웠다.  세포자멸사 세

포의 항상성 청소에서 특수화되는 수용체 티로신 키나제 (RTK) 족에는 집합적으로 TAM RTK로 지칭되는 TYRO3,

Axl 및 Mer의 3종 구성원이 존재하는데, 후자의 2종이 면역 시스템에서 주요 TAM RTK가 된다.
30
  단백질 S 및

GAS6 (성장 중지-특이적 6(Growth Arrest-Specific 6))는 TAM RTK에 대한 2종의 동족 리간드이다.  TAM RTK는

하기 두 가지의 알려져 있는 기능을 가지고 있다: (1) 세포자멸사 세포의 항상성 포식작용의 과정인 "에페로시

토시스(efferocytosis)"를 매개하는 것
31,32

; 및 (2) 선천 면역 반응을 조절하는 조절 신호를 전달하는 것.
33,34

TAM 신호전달의 결핍은 격심한 자가면역성으로 이어지는 것으로 알려져 있다.
30,33

  외래 GAS6는 Mer 및 Axl 양자

의 티로신 자가인산화를 자극할 수 있는 반면, 단백질 S는 Mer를 통한 신호전달만을 할 수 있다.
35
  또한 GAS6는

특히 염증 환경에서 단백질 S
35
에 비해 더 효율적인 포식작용을 자극한다.

36
  CD209는 MF의 표면에 존재하는 C-

유형 렉틴 수용체이다.  MF에서의 그의 신호전달은 MF의 IL-10-매개 억제 기능과 연관되어 있다.
37
  락토-N-푸코

펜타오스 III(Lacto-N-fucopentaose III) (LNFPIII)는 CD209에 결합하여 그를 통해 신호를 전달하는
38
 루이스
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X
(Lewis

X
)  삼당류를 포함하는 자연 오당류이며, 면역조절 효과를 유도하며

39,40
,  동종이식편 생존을 연장하고

41
,

이식 관용을 촉진
37
하는 것으로 나타나 있다.  본 발명자들의 예비 연구 (도 12a)에서, CD209가 Ag-SP 주사시에

는 RTK Mer를 상향조절하나 Ag-NP 주사시에는 그렇지 않은 두드러진 비장 MF를 나타낸다는 것을 관찰하였다.

이러한 특징들은 GAS6 및 LNFPIII를 Mer 및 CD209 이중 신호전달, 그에 따른 Ag-NP의 관용원성을 강화하게 될

빠져있는 신호의 제공을 위한 Ag-NP로의 치료용 생물조작의 두 가지 매력적인 후보가 되게 한다.

표적화할 최초 당뇨병-관련 자가항원으로서의 탈아미드화된 인슐린의 논거:  섬 β 세포는 생리학적 조건하에서[0079]

산화성 및 ER 스트레스에 대하여 매우 민감하기 때문에, 해당 세포에 존재하는 단백질이 다양한 번역-후 변형

(PTM)에 적용될 가능성을 높게 가지고 있다.  변형된 β 세포 단백질은 중추 및/또는 말초 관용 메커니즘을 통

하여 자가-관용화되지 않은 신생-항원을 생성시킬 수 있으며, 그에 따라 면역 반응을 촉발하고 그와 같은 신생-

항원에 대하여 유도되는 자가면역성으로 이어질 가능성이 더 크다.  세포 분할 및 질량 분광법을 사용한 3건의

최근의 연구들
42-44

에서, 인슐린이 β 세포 분비 과립에 의해 생성되는 폴리펩티드 종들의 풍부한 공급원임이 밝

혀졌는데, β 세포에 대한 자가면역성을 매개하는 데에 있어서의 인슐린의 주된 역할을 입증하고 있는 기존의

문헌과 일치한다.
12,45

  국제 단백질체 기구 데이터베이스(Global   Proteome   Machine   Database)의 상세한

조사에 의해, 글루타민 (Q)의 탈아미드화가 인슐린에서 빈번한 PTM이라는 것이 발견되었다.  Q 측쇄의 탈아미드

화는 효소 데아미다제에 의해 촉매촉진될 수 있거나, 또는 단백질이 산성에 노출되는 경우에 그것이 자발적으로

발생할 수 있다.  생체 내에서, 소포 산성화를 야기하는 산성화 스트레스를 경험하는 β 세포는 다량의 탈아미

드화된 인슐린 단백질/펩티드를 생성시키는 데에 기여하는 환경을 제공할 가능성이 있다.  놀랍게도, 예비 연구

에서, T1D 환자 및 NOD 마우스 모두에서 자연 인슐린에 대해서에 비해 탈아미드화된 (Q→E) 프로인슐린에 대하

여 더 강한 체액성 (도 14a, b 및 c) 및 세포성 (데이터 미도시) 반응을 검출함으로써, 그와 같은 탈아미드화된

프로인슐린이 고도로 면역원성이라는 가설을 확인하였다.  중요한 것은 탈아미드화된 프로인슐린에 대한 그와

같은 반응이 NOD 마우스에서의 당뇨병 발병 발생률과 상당히 상관된다는 것이며 (도 14b), 현재도 T1D의 위험이

있는 소아과 군집에서 평가되고 있는 현상이다.  자연 프로인슐린에 비해 탈아미드화된 프로인슐린에 대한 더

강력한 면역 반응을 감안하여, 본원의 Ag-NP 관용 전달 접근법에서의 표적 항원으로서 탈아미드화된 프로인슐린

이 사용될 경우, 관용이 더 효과적이 될 것이라는 가설을 세웠다.  흥미롭게도, 탈아미드화된 프로인슐린에 대

하여 양성의 체액성 반응을 갖는 NOD  마우스로부터 수집된 하이브리도마로부터의 클로닝, 및 펩티드 어레이

(peptide array)의 브로빙(probing)은 본 발명자들이 C-펩티드에서 단일 탈아미드화된 글루타민 잔기에 대하여

반응성을 맵핑하는 것을 가능케 하였다 (도 14c).  이와 같이 고도로 면역원성인 C-펩티드의 탈아미드화 서열이

표적화할 최초 자가항원 후보가 될 것이다.

예비 데이터[0080]

Ag-SP 세포를 통한 항원 전달은 결실 및 무반응을 통하여 Treg 세포의 상당한 확장 및 Teff 세포의 관용을 초래[0081]

함.  BALB/c → B6 동종이형 섬 이식 모델에서, B6 수용자에서의 -7일차 또는 +1일차 (0일차의 BALB/c 섬 이식

대비)의 ECDI-고정 공여자 (BALB/c) 비장세포 (Ag-SP)의 주사는 무기한 섬 동종이식편 생존을 초래한다.
20
  Ag-

SP 주사는 수용자의 비장, 배출 림프절 (dLN) 및 이식된 동종이식편에서 상당한 CD4
+
Foxp3

+
 Treg의 확장을 초래

한다 (도 10a).  이에 따라, Ag-SP에 의해 유도되는 관용은 Ag-SP에 의한 Treg의 확장에 따라 달라지는데, Ag-

SP 주사시점의 Treg의 고갈은 그의 관용 효능을 완전히 폐지하기 때문이다.
20
  Ag-SP에 의한 Treg 확장은 본 발

명자들의 자체 연구 (비공표 데이터) 및 다른 사람들의 공표된 데이터
24
에 의해 비-인간 영장류 섬 동종이식 모

델에서  최근  확인되었다.   Treg  확장과  동시에,  하기  2종의  서로  다른  메커니즘에  의해  Teff  세포가

관용화된다: (1) 간접적인 특이성을 갖는 T 세포의 결실; 및 (2) 직접적인 특이성을 갖는 T 세포의 무반응.
23

도 10b에 나타낸 바와 같이, 비장 및 dLN에서, 간접적인 공여자 특이성 (TEa TCR 트랜스제닉 T 세포의 차용 전

달에 의해 인터로게이팅됨(interrogated)
46
)을 갖는 T 세포는 강력한 최초 증식 (-4일차) 후 이어지는 빠른 수축

및 결실 (0일차, 7일차)을 겪음으로써, 몇 개의 그와 같은 T 세포가 7일차까지 섬 동종이식편을 침윤한다.  반

면, 도 10c에 나타낸 바와 같이, 직접적인 공여자 특이성 (4C TCR 트랜스제닉 T 세포의 차용 전달에 의해 인터

로게이팅됨
47
)을 갖는 T 세포는 미처리 BALB/c SP의 주사에 대한 그의 증식과 비교하였을 때 제1 Ag-SP 주사에

대하여 상당히 훼손된 증식을 겪는다.  더 중요한 것은 제2 ECDI-SP 주사에 대한 그의 반응 결핍에서 드러나는

바와 같이, 나머지 4C T 세포가 더 이상 공여자 자극에 대하여 반응하지 않는다는 것이며 (우측 점선 플롯), 그

것이 효과적으로 무반응화된다는 것을 표시한다.  집합적으로, 이러한 데이터는 Ag-SP가 Treg를 강력하게 확장
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하면서도, Teff를 결실시키고/거나 무반응화한다는 것을 암시한다.

Ag-SP  관용에서, Treg  유도 및 염증 부위로의 이동은 골수 유래 억제 세포 (MDSC)의 확장에 따라 달라진다.[0082]

Ag-SP 주사는 비장 (도 11a) 및 이식 부위 (데이터 미도시)에서의 하기 2종 골수 군집의 상당한 확장으로 이어

진다: CD11b
+
Ly6C

HI
Gr1

INT
 세포 (Ly6C

HI
 세포로 지칭됨) 및 CD11b

+
Ly6C

LO
Gr1

HI
 세포 (Gr1

HI
 세포로 지칭됨).  이들 2

종 세포 군집은 골수 유래 억제 세포 (MDSC)에 대한 표현형 유사성을 보유하며, 시험관 내에서 T 세포 증식을

억제한다.
29,48

  중요한 것은 항-CD3/CD28 자극하에서 T 세포와 함께 공동-배양될 경우, 동종이식편 Ly6C
HI
 및

Gr1
HI
 세포가 Treg 세포의 유도 및 귀소와 관련되어 있는 2종의 가용성 매개체인 IL-10 및 CCL4의 상당한 생성을

유도할 수 있다는 것이다 (도 11b).  이와 같은 가능성을 뒷받침하여, 공여자 Ag-SP-처리된 수용자로부터 회수

되는 동종이식편은 대조 수용자로부터의 것에 비해 Foxp3
+
 세포의 점진적인 증가를 나타낸다 (도 11c).  결론적

으로, Ly6C
HI
 및 Gr1

HI
  MDSC의 고갈은 Ag-SP에 의한 관용 유도를 효과적으로 폐기한다.

29,48
  집합적으로, 이러한

데이터는 MDSC의 확장이 Ag-SP에 의해 유도되는 Treg 유도 및 이동을 매개하는 중요한 단계라는 것을 암시한다.

Ag-SP에 의한 Ly6C
HI
 및 Gr1

HI
  MDSC의 확장은 수용체 티로신 키나제 Mer에 따라 달라짐.  생체 내에서 주사된[0083]

Ag-SP를 추적하였을 때, 그것이 비장 주변부 구역에 보유되며, 이와 같은 영역에서 포식세포에 의해 내재화된다

는 것을 발견하였다.
23
  수용체 티로신 키나제 (RTK) 족 TAM (Tyro 3, Axl, Mer)이 세포자멸사 세포의 항상성

청소와 관련되어 있기 때문에, 먼저 그것이 Ag-SP에 의해 유도되는 관용과 관련되어 있는지를 조사하였다.  도

12a에 나타낸 바와 같이, Mer 발현은 주로 세포 표면 렉틴을 발현하는 하기 2종의 비장 MF 군집에서 Ag-SP의 주

사에 의해 유도된다: CD169
+
 전이 구역 친금속성 MF 및 CD209

+
 주변부 구역 MF.  포식세포 군집에서의 Mer 유도

가 Ag-SP에 의해 유도되는 관용에서 역할을 하는지를 확인하기 위하여, Mer
-/-
 마우스의 장점을 이용하였다.  도

12b에 나타낸 바와 같이, Ag-SP에 의해 유도되는 Ly6C
HI
 및 Gr1

HI
  MDSC의 확장은 Mer

-/-
 마우스에서는 상당히 둔

화된다.

Ag-SP에 의한 Ly6C
HI
 및 Gr1

HI
  MDSC의 확장은 수용체 티로신 키나제 Mer에 따라 달라짐.  생체 내에서 주사된[0084]

Ag-SP를 추적하였을 때, 그것이 비장 주변부 구역에 보유되며, 이와 같은 영역에서 포식세포에 의해 내재화된다

는 것을 발견하였다.
23
  수용체 티로신 키나제 (RTK) 족 TAM (Tyro 3, Axl, Mer)이 세포자멸사 세포의 항상성

청소와 관련되어 있기 때문에, 먼저 그것이 Ag-SP에 의해 유도되는 관용과 관련되어 있는지를 조사하였다.  도

12a에 나타낸 바와 같이, Mer 발현은 주로 세포 표면 렉틴을 발현하는 하기 2종의 비장 MF 군집에서 Ag-SP의 주

사에 의해 유도된다: CD169
+
 전이 구역 친금속성 MF 및 CD209

+
 주변부 구역 MF.  포식세포 군집에서의 Mer 유도

가 Ag-SP에 의해 유도되는 관용에서 역할을 하는지를 확인하기 위하여, Mer
-/-
 마우스의 장점을 이용하였다.  도

12b에 나타낸 바와 같이, Ag-SP에 의해 유도되는 Ly6C
HI
 및 Gr1

HI
  MDSC의 확장은 억제성 단핵구 및 Treg 세포

확장의 Mer
-/-
 마우스 유도에서는 상당히 둔화된다.

34,35,37,41

나노입자 (NP)는 관용원성 항원 전달에 사용될 수 있음 (Ag-NP).  항원 전달을 단순화하고 표준화하기 위한 시[0085]

도에서, 항원 전달 비히클로서 PLG NP를 이용하기 위한 시도들이 있어 왔다.
25-27,49

  도 13a에 나타낸 바와 같이,

크기 및 전하 세부사항에 따라 PLG NP를 제조하고, 동일한 ECDI-결합 화학을 사용하여 공여자 (BALB/c) 비장세

포 용해질 형태로 공여자 항원 (Ag)을 결합시킨 후, 0일차의 BALB/c 섬 세포 이식 대비 -7일차 및 +1일차에 Ag-

NP를 B6 수용자에 주사하였다.  도 13b에 나타낸 바와 같이, Ag-NP 단독 ("PLG-dAg" 군)의 주사는 주변부 이식

편 보호만을 초래하였다.  따라서, Ag-NP의 사용은 이와 같은 관용 접근법의 임상적 실현가능성은 크게 강화할

수 있었지만, Ag-NP를 통한 관용 효능이 Ag-SP를 통한 것에 비해 덜 강력하였다.
25
  이는 상호작용하는 포식세포

에서 훼손된 관용원성 신호전달을 초래하는 중요한 세포 표면 탄수화물 및 단백질 리간드가 Ag-NP에 결핍되어

있는 것에 기인한다고 가설을 세웠다.

고-처리량 스크린은 탄수화물이 대식세포의 시토카인 생성 레퍼토리를 조절할 수 있다는 것을 입증함.  ECDI-고[0086]

정 NP에 관용원성 신호의 유도를 위한 신호가 결핍되어 있다는 최우선적인 개념을 바탕으로, 대식세포 세포주

(RAW264.7)에서 시토카인 반응을 조절하는 능력을 조사하였다.  이와 같은 세포주는 지금까지 관용을 위한 세포

반응을 제시하는 항원을 예측하는 데에 사용되어 왔다.  LPS 첨가에 의해 IL-6 및 IL-10 양자를 발현하도록 세
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포가 자극되는 384-웰 고-처리량 스크린 (HTS) 기반 접근법을 사용한 바, ECDI-고정 SP는 IL-10 생성의 상당한

증가 (도 1) 및 IL-6의 감소 (미도시)를 초래하였다.  아주 대조적으로, ECDI-처리된 NP는 비효과적이었으며,

사실상  RAW264.7  세포에  의한  IL-10  생성이  대조에  비해  감소되었다  (도  1).   이와  같은  HTS  접근법을

이용하여, 세포에 의해서는 제공되나 NP에 의해서는 그렇지 않을 수 있는 광대한 범위의 잠재적 신호들을 조사

하였으며, MF의 시토카인 생성 레퍼토리를 조절하는 그의 능력에 대하여 자연 및 합성 탄수화물 구조 모두의 패

널에 초점을 맞추었다.  동시적인 IL-10의 강화와 IL-6 생성의 억제를 바탕으로, 루이스
X
 항원을 포함한 몇 가

지 그와 같은 놀라운 탄수화물 후보들을 성공적으로 확인하였다 (도 3a).  나아가, 파일럿 실험에서는, 푸코스

의 결합이면 세포에 의한 NP 흡수를 강화하고 IL-10-왜곡 반응을 촉진하는 데에 충분하였다 (도 5).

프로인슐린 Q →E 탈아미드화는 인간 및 마우스 양자에서 강력한 면역 반응을 도출함.  먼저 모든 해당 글루타민[0087]

(Q) 잔기가 글루타메이트 (E) 잔기로 돌연변이된 재조합 인간 프로인슐린, 또는 마우스 프로인슐린 1 및 프로인

슐린 2 단백질을 합성하고, 이러한 Q→E 프로인슐린 단백질들을 사용하여 알려져 있는 T1D에 걸린 30명의 성인

환자 (도 14a), 그리고 3주령에서 시작하는 33마리의 젊은 NOD 암컷 마우스 (도 14b) 코호트의 혈청을 프로빙하

였다.  도 14a에 나타낸 바와 같이, 30명의 성인 T1D 환자 중 4명이 탈아미드화된 프로인슐린에 대하여 항체 반

응을 나타내었으나, 자연 (WT) 프로인슐린에 대해서는 그렇지 않았다.  유사하게, 도 14b 상부 패널에 나타낸

바와 같이, 개별 NOD 마우스들은 탈아미드화된 프로인슐린에 대해서는 항체 반응을 나타내었으나, WT 프로인슐

린에 대해서는 그렇지 않았다 (나타낸 것은 탈아미드화된 뮤린 프로인슐린 1에 대한 항체 반응의 예이나, 탈아

미드화된 뮤린 프로인슐린 2에 대한 반응 또는 양자 모두 역시 관찰되었음).  중요한 것은 NOD 마우스에서, 탈

아미드화된 프로인슐린에 대한 체액성 반응이 당뇨병 발병의 발생률과 고도로 상관되었다는 것이다 (도 14b 저

부 패널).  이와 같은 예측성 상관은 현재도 T1D의 위험이 있는 소아과 군집에서 평가되고 있다.  흥미롭게도,

탈아미드화된 프로인슐린에 대하여 양성의 체액성 반응을 갖는 NOD 마우스로부터 수집된 하이브리도마로부터의

클로닝, 그리고 도 14c에 예시되어 있는 바와 같은 펩티드 어레이의 프로빙은 C-펩티드 내에서 단일 탈아미드화

된 글루타민 잔기에 대하여 체액성 반응성을 맵핑하는 것을 가능케 하였다: 서열 GGGPGAGDLET (서열식별번호:

4)에 대하여 상관되는 스폿 Y19, 20, 22.

연구 설계 및 방법[0088]

목표 1.  LNFPIII 및 GAS6 수식 NP를 개발하는 것[0089]

목표 1A. LNFPIII-GAS6-NP의 설계 및 제조.  먼저 문헌 [Bryant et al]
25
에서 이전에 기술된 바와 같은 단일 에[0090]

멀션 기술을 사용하여 직경이 대략 500 nm인 폴리(락티드-co-글리콜리드 (1:1)) (PLG) 나노입자를 제조하게 된

다.  0.05 또는 0.1 M NaOH를 사용하여 나노입자의 표면을 부분적으로 가수분해하여, 입자의 표면을 관능화하고

항원을 결합시키는 데에 가용한 카르복실 기의 밀도를 증가시키게 된다.  변형은 NP 제타 전위를 측정하는 것은

물론, 톨루이딘 블루를 사용하여 카르복실 함량을 정량하는 것에 의해 모니터링되게 된다.
50
  카르보디이미드 화

학 (ECDI)을 사용하여 NP상의 카르복실 기를 활성화하고, NP 표면상에 말레이미드 기를 제공하기 위하여 N--말

레이미도프로피온산 히드라지드 (BMPH)와 반응시키게 되는데, 그것은 "클릭(click)" 화학에서 이용되는 티올 기

에 대하여 반응성이다.
51
  시스테인을 사용하여 리간드 LNFPIII 및 GAS6을 유도체화하여, 말레이미드-관능화된

NP에 대한 그의 공유 결합을 가능케 할 티올 기를 제공하게 된다.  LNFPIII와 Cys 사이의 환원성 아미노화를 통

하여, LNFPIII-Cys를 합성하게 된다.
52
  HEK 293T 세포 중 His6 태그를 사용한 재조합 DNA 기술을 통하여 말단

Cys를 갖는 GAS6을 합성하고, Ni-NTA 비드를 사용한 친화성 크로마토그래피를 통하여 단리한 후, 이어서 이전에

기술된 바와 같이 하이트랩(HiTrap) Q FF 이온 교환 컬럼 (GE 헬스케어(Healthcare) 사)에서 정제하게 된다.
36

클릭 화학을 통하여, LNFPIII-Cys 및 GAS6-Cys 양자를 PLG-NP에 결합시키게 된다.
51
  RAW264.7 MF 검정 (하기[0091]

목표 1B에서 상세하게 기술됨)에 의해 측정하였을 때 클릭 화학을 사용하여 예측되는 결과가 수득되지 않는 경

우, 대안적으로 카르보디이미드 화학을 통하여 PLG NP가 스트렙타비딘으로 관능화되게 된다.  이후 스트렙타비

딘-PLG NP를 바이오티닐화된 LNFPIII 및 GAS6와 반응시키게 된다.  결합 반응 전 및 후에 상청액 중 단백질 및

탄수화물을 정량하는 것에 의해, 리간드의 결합 효율이 측정되게 된다.  또한, GAS6 및 LNFPIII에 특이적인 표

지된 항체를 통하여, NP 표면상의 단백질 및 탄수화물이 검출되게 된다.

PLG 플랫폼을 사용한 활성화가 RAW264.7 MF 검정 (하기 목표 1B에서 상세하게 기술됨)에 의해 측정하였을 때 최[0092]

적 이하인 경우, 전달 기반으로서의 폴리(폴리에틸렌 글리콜 시트레이트-co-N-이소프로필아크릴아미드) (PPCN)

의 사용을 조사하게 된다.  PPCN은 생체적합성이며 단백질을 느리게 전달할 수 있는 것으로 나타난 발전된 열반
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응성의 생분해성 거대분자이다.
53
  이와 같은 거대분자는 관능화될 수 있으며 매우 온건한 조건하에서 직경 대략

200-300 nm의 NP를 용이하게 형성할 수 있는 높은 밀도의 카르복실 기를 보유한다.  리간드는 상기에서 PLG NP

에 대하여 기술된 것과 동일한 클릭 화학을 사용하여 PPCN에 접합될 수 있다.  PPCN을 사용하는 것의 잠재적인

장점은 거대분자의 리간드에의 직접적인 접합, 및 리간드-관능화 PPCN의 자가-조립을 통한 NP의 형성으로 인한

NP 표면에서의 상당히 더 높은 리간드 밀도의 제시이다.

목표 1B. RAW264.7 MF에서의 시토카인 조절에 의한 LNFPIII-GAS6-NP의 스크리닝.  목표 1A에서와 같이 개발된[0093]

LNFPIII-GAS6-NP는 도 2에 나타낸 바와 같이 RAW264.7 세포주 대식세포와의 공동-배양 시스템을 사용하여 스크

리닝되게 된다.  가변적인 파라미터들 (접합 방법 (클릭 화학 대 바이오틴-스트렙타비딘), 중합체 물질 (PLG 대

PPCN))을 갖는 LNFPIII-GAS6-NP를 순차적으로 제조하고, 그에 따라 롤링(rolling) 기준으로 시험하게 될 것으로

예상한다.   각  LNFPIII-GAS6-NP  종을  72시간  동안  LPS  자극  (MF  +  LNFPIII-GAS6-NP  +  LPS)의  존재하에서

RAW264.7 MF와 함께 공동-배양하게 된다.  생성되는 상청액을 ELISA에 의해 IL-10 및 IL-6에 대하여 측정하게

된다.  대조 공동-배양은 하기를 포함하게 된다: (1) MF 단독; (2) MF + LPS; (3) MF + 비개질 NP; (4) MF +

비개질 NP + LPS; 및 (5) MF + LNFPIII-GAS6-NP.  대조 조건 #2의 IL-10/IL-6 비를 기준선으로 간주하게 된다.

기준선을 초과하는 IL-10/IL-6 비는 "양성"으로 스크리닝된 것으로 간주하게 되는 반면; 기준선 미만인 비는 "

음성"으로 스크리닝된 것으로 간주하게 된다.  RAW264.7 MF 세포주로부터 수득된 결과를 부수적으로 뒷받침하기

위하여, 스크리닝된 "양성" LNFPIII-GAS6-NP 종은 또한 유사한 공동-배양 시스템에서 일차 뮤린 골수 유래 MF를

사용하여 확인되게 된다.

목표 1C. "양성" LNFPIII-GAS6-NP를 스크리닝하기 위한 항원 적재.  목표 2에서 제안된 실험을 위하여 하기 3종[0094]

의 가능한 β 세포 항원을 적재하게 된다: 탈아미드화된 프로인슐린 펩티드 "GGGPGAGDLETLALE (서열식별번호:

2)" (도 14c),  탈아미드화된 전체 프로인슐린, 또는 전체 MIN6 (β 세포주) 세포 용해질.  "양성" LNFPIII-

GAS6-NP 종을 스크리닝하기 위한 항원 적재용으로 두 가지 방법을 시험하게 된다.  첫 번째 방법은 이전에 기술

한 바와 같은 ECDI 화학을 사용하여 나노입자의 표면에 펩티드/단백질 항원을 결합시키는 것일 것이다.
25
  입자

에 결합되는 펩티드/단백질의 양은 결합 반응 전 및 후에 상청액 중 항원을 정량하는 것에 의해 측정하게 된다.

결합 효율 또는 RAW264.7 MF와의 그의 상호작용 중 어느 하나가 최적 이하인 경우, 입자 내에서의 항원의 캡슐

화가 더 효율적일 것인지도 시험하게 된다.  캡슐화된 펩티드를 사용하여 형성되는 PLG 입자는 자가면역 뇌염의

모델에서 효과적이었었다.
54
  항원은 단일 에멀션 과정과 유사한 직경 및 전하 (500 nm, ζ 전위 = -60 mV)를 갖

는 입자를 생성시킬 것을 목표로 하는 이중 에멀션 과정을 통하여 PLG 또는 PPCN 입자에 캡슐화되게 된다.  캡

슐화를 위한 중합체 조성 및 평균 분자량 (고유 점도에 의해 특성화될 때의 것)을 실험하게 되는데, 이러한 특

성들이 NP의 안정성에 영향을 주며, 그에 따라 캡슐화된 항원의 세포 내재화 및 방출 양자에 영향을 주게 되기

때문이다.
55
  입자 크기 및 제타 전위의 분포는 제타사이저(zetasizer)를 사용하여 측정하게 된다.  입자 내에

캡슐화되는 펩티드/단백질의 양은 이후의 CBQCA 검정을 사용한 분석을 위하여 항원-적재 NP를 DMSO에 용해시키

는 것에 의해 정량하게 된다.
56

예상 결과, 잠재적인 위험 및 대안적인 접근법.  LNFPIII 및 GAS6를 NP에 접합시키는 것은 그의 MF와의 관용원[0095]

성 상호작용을 상당히 강화하여 바람직한 IL-10/IL-6 생성 비로 이어지게 될 것으로 예상한다.  가변적인 접합

방법  (클릭  화학  대  바이오틴-스트렙타비딘),  중합체  물질  (PLG  대  PPCN),  항원  적재  방법  (가교결합  대

캡슐화), β 세포 항원의 선택 (프로인슐린 펩티드 대 전체 단백질 대 전체 β 세포 용해질)을 사용하여 일련의

MF IL-10/IL6 생성 비를 갖는 Ag-LNFPIII-GAS6-NP 종들의 라이브러리를 생성시키게 될 것으로 예상한다.  최상

의 성능을 갖는 것이 목표 2에서 제안되는 실험용으로 선택될 것이다.  모든 변이의 군에 걸쳐 최적 이하 IL-

10/IL-6 생성 비가 관찰되는 경우, 한 가지 추가적인 고려사항은 GAS6의 GLA 도메인에 포스파티딜세린 (PS)을

결합시키는 것에 의해 GAS6 신호전달을 강화하는 것이다.
32
  이는 중량비 1:10 (PS:중합체)으로의 PS 첨가를 사

용하는 에멀션 과정에 의한 PLG 또는 PPCN 입자 상에의 PS의 도입에 의해 실행될 수 있다.
57
  PS는 카르복실산

헤드 기 및 알킬 테일을 가지며, 그에 따라 중합체 입자 상에의 도입 및 ECDI 결합 또는 캡슐화를 통한 항원 적

재 모두를 위한 관능기들을 보유한다.

목표 2. NOD 마우스 모델에서 INS(Q →E)-LNFPIII-GAS6-NP의 관용 효능을 시험하는 것[0096]

목표 2A: 관용원성 INS(Q →E)-LNFPIII-GAS6-NP 백신에 의한 NOD에서의 당뇨병의 예방 및 치료.  마우스 모델.[0097]

본 발명자들은 2종의 NOD 모델을 사용하게 된다.  첫 번째 모델 ("예방" 모델)에서는, 하기 2종 연령의 코호트
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를 처리하게 된다: 5-주령 및 9주령 암컷 NOD 마우스.  양 연령 군에서, 전-염증성 면역 세포 침윤의 존재에 의

해 입증되는 바와 같이 췌장에서의 염증 반응이 이미 시작되었으나, 혈당 수준은 아직 정상 범위 내에 있다.

이에 따라, 그들은 당뇨병-전기이다.  이러한 당뇨병-전기 NOD 마우스가 당뇨병을 발현시키는 것을 예방할 수

있는지를 확인하기 위하여, 최고인 것으로 확인된 제제 INS(Q→E)-LNFPIII-GAS6-NP 처리 (목표 1에 따름)를 적

용하게 된다.  INS(Q→E)-LNFPIII-GAS6-NP 처리 후, 30주령까지 혈당 수준에 대하여 마우스를 모니터링하게 된

다.  두 번째 모델 ("치료" 모델)에서는, 12주령에서 시작하여 주당 2회의 스크리닝에 의해 방금 고혈당증이 된

것으로 확인된 급성 당뇨병 (12-30-주령) NOD 마우스를 사용하게 된다.  고혈당증의 급성 발병 3-5일 이내에,

INS(Q→E)-LNFPIII-GAS6-NP 처리를 적용하게 된다.  이와 같은 단계에서는, 상당한 β 세포 질량이 아직 해당

NOD 마우스에 남아 있어서, 면역치료법을 사용한 자가면역성의 효과적인 억제가 남아있는 β 세포의 기능 회복

및 결과적인 당뇨병의 반전으로 이어질 수 있다.
58
  INS(Q→E)-LNFPIII-GAS6-NP 처리를 급성 당뇨병 NOD 마우스

에 적용하고, 해당 마우스에서 당뇨병을 반전시킬 수 있는지를 확인하게 된다.  당뇨병 반전을 확인하기 위한

INS(Q→E)-LNFPIII-GAS6-NP 처리 후에는, 총 60일 동안 혈당 수준에 대하여 마우스를 모니터링하게 된다.

INS(Q →E)-LNFPIII-GAS6-NP 치료.  NOD 마우스의 생체내 치료용으로 표적화된 항원을 적재하기 위하여, 치료적[0098]

인 양으로 RAW264.7 MF와의 공동-배양시 강력한 IL-10/IL-6 생성 비를 갖는 NP 종들을 제조하게 된다.  먼저,

도  14c에서  표적화되는  항원으로  확인된  중요한  탈아미드화  부위를  포함하는  15-aa  프로인슐린  펩티드

"GGGPGAGDLETLALE"  (서열식별번호: 2)를 시험하게 된다.  상기 15-aa INS(Q→E) 펩티드는 LNFPIII-GAS6-NP의

표면에 결합되는 것 (ECDI-매개 가교결합을 통함
54
), 또는 LNFPIII-GAS6-NP 내에 캡슐화되는 것 중 어느 하나이

게 된다.  가교결합과 캡슐화 사이의 선택은 목표 1C에서 확인되는 바와 같은 항원 적재 효율을 기준으로 결정

되게 된다.  3 mg의 INS(Q→E)-LNFPIII-GAS6-NP를 3종 연령 군 (5-주, 9-주 또는 급성 당뇨병)의 암컷 NOD 마

우스에 i.v.로 주사하게 된다.  대조 마우스는 자연 프로인슐린 펩티드 ("GGGPGAGDLQTLALE"  (서열식별번호:

3))가 적재된 LNFPIII-GAS6-NP, 미적재 LNFPIII-GAS6-NP 또는 NP가 없는 것으로 주사된 연령-일치 암컷 NOD 마

우스들이 되게 된다.  이들 대조 군들은 하기를 확인하는 것을 가능케 해주게 된다: (1) 미적재 LNFPIII-GAS6-

NP가 CNS 감염 및 심장 허혈 모델
27
에서 기술되었던 바와 같이 그 자체로 소정의 질환 변형 효과를 가지게 되는

지; 및 (2) 탈아미드화된 프로인슐린 펩티드를 표적화하는 것이 자연 프로인슐린 펩티드를 표적화하는 것에 비

해 더 효과적인지.  실험 군 (INS(Q→E)-LNFPIII-GAS6-NP로 처리된 것)이 탁월한 당뇨병 억제를 입증하는 경우,

4주마다의 효과적인 INS(Q→E)-LNFPIII-GAS6-NP 백신의 다수 주사가 지속적인 질환 억제를 위한 추가적인 이점

을 가지게 되는지도 시험하게 된다.  본 교부금의 일정 (2년) 이내에 제안된 실험들을 완료하기 위해서는, 다수

의 유망한 NP 종들을 롤링 기준으로 시험할 필요가 있을 것으로 예상하는데, 상기에서 정의된 바와 같은 IL-

10/IL-6 해독치를 충족하도록 그것이 개발 및 확인되기 때문이다.

T1D용의 관용원성 LNFPIII-GAS6-NP 백신으로 시험될 추가적인 자가항원들.  "GGGPGAGDLETLALE" (서열식별번호:[0099]

2) 프로인슐린 펩티드 이외에, 특히 자가-항원성이 다른 에피토프로 확산되었을 수 있는 질환의 후기 단계 동안

효과적인 관용
22,59

을 달성하기 위하여 다수 자가항원들의 풀이 포함될 필요가 있게 될 가능성도 있다.  이에 따

라, INS(Q→E)-LNFPIII-GAS6-NP가 특히 더 고령의 마우스에서 질환 "돌파(breakthrough)"를 나타내는 경우, 동

일한 LNFPIII-GAS6-NP  비히클을 사용하여 추가적으로 가능한 자가항원을 전달하게 된다.  관용원성 LNFPIII-

GAS6-NP 전달을 통하여 시험될 추가적으로 가능한 자가항원은 하기이다:  (a) 탈아미드화된 전체 인슐린:  해당

자연 형태의 전체 인슐린이 NOD 마우스의 관용 치료법에서 입증된 효능을 갖는 것으로 나타나 있으며
16,59

, 본 발

명자들의 예비 결과 (도 14b)상 탈아미드화된 전체 인슐린에 대한 제고된 면역 반응이 입증되어 있기 때문에,

탈아미드화된 전체 인슐린 (전체 해당 글루타민 (Q) 잔기가 글루타메이트 (E) 잔기로 돌연변이 되어 있는 재조

합 마우스 프로인슐린 1 및 프로인슐린 2 단백질)도 LNFPIII-GAS6-NP에 의해 전달되는 자가항원으로서 시험하게

되는데, 확장된 에피토프 영역을 갖는 그와 같은 탈아미드화된 프로인슐린이 "GGGPGAGDLETLALE" (서열식별번호:

2)  단독의 것에 비해 더 우수한 관용 효능을 나타내는지를 확인하기 위해서이다.  (b) 전체 β 세포 용해질:

해당 β 세포에서 SV40의 대형 T-항원을 발현하는 트랜스제닉 마우스로부터 유래된 인슐린종 세포주 MIN6로부터

의 전체 β 세포 용해질을 제조하게 된다.
60
  전체 β 세포 용해질은 ECDI 가교결합 (이식 항원에 대하여 공여자

세포 용해질을 사용하여 이전에 수행한 바와 같음
25
)을 통하여 표면에 결합되는 것, 또는 LNFPIII-GAS6-NP 내에

캡슐화되는 것 중 어느 하나이게 된다.  가교결합과 캡슐화 사이의 선택은 목표 1C에서 기술되는 바와 같은 항

원 적재 효율을 기준으로 유사하게 결정되게 된다.  당뇨병전기 및 급성 당뇨병 암컷 NOD 마우스에 β 세포 용

해질-LNFPIII-GAS6-NP를 주사되게 되며, 각각 당뇨병 예방 및 당뇨병 반전에 대하여 마우스를 모니터링하게 된
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다.

실험 해독.  당뇨병 예방 군 (당뇨병-전기 NOD 마우스)에 대하여, INS(Q→E)-LNFPIII-GAS6-NP 처리 후 마우스가[0100]

30주령에 도달할 때까지 주당 2회 혈당 수준을 점검하게 된다.  당뇨병을 발현하는 마우스의 백분율을 대조 군

의 것과 비교하게 된다.  당뇨병 치료 군 (당뇨병 NOD 마우스)의 경우, 총 60일 동안의 INS(Q→E)-LNFPIII-

GAS6-NP 처리 후 주당 2회 혈당 수준을 점검하게 된다.  정상혈당을 회복하는 마우스의 백분율을 대조 군의 것

과 비교하게 된다.  실험 종료시, 섬 크기, 수 및 구조, 그리고 염증 세포 침윤의 췌장 조사를 위하여 NOD 마우

스를 희생시키게 된다.

목표 2B: 관용원성 INS(Q →E)-LNFPIII-GAS6-NP 백신에 의한 보호의 메커니즘 확인.  MDSC의 확장.  생체 내에[0101]

서의 MDSC 및 Treg의 확장, 그리고 Teff의 억제에 대한 INS(Q→E)-LNFPIII-GAS6-NP 백신의 효과를 조사하게 된

다.  비장 및 췌장에서의 CD11b
+
Ly6C

HI
Gr1

INT
  (LyC

HI
) 세포 및 CD11b

+
Ly6C

LO
Gr1

HI
  (Gr1

HI
) 세포의 확장에 대하여

처리 및 대조 NOD 마우스를 조사하게 된다.  처리 및 대조 NOD 마우스의 비장 및 췌장으로부터 단리된 Ly6C
HI
 또

는 Gr1
HI
 세포를 72시간 동안 항 CD3/CD28에 의해 자극된 미접촉 NOD T 세포와 함께 공동-배양하게 된다.  CFSE

희석에 의해 T 세포 증식의 억제를 확인하게 된다.  도 11b에 나타낸 바와 같이 ELISA에 의해 배양 상청액 중

IL-10 및 CCL4의 생성을 측정하게 되며, Ly6C
HI
 또는 Gr1

HI
와의 공동-배양 후 Foxp3

+
 세포를 계수하는 것에 의해

Treg의 확장을 확인하게 된다.

자가항원-특이적 CD4
+
Foxp3

+
 Treg의 확장.  변형된 프로인슐린 펩티드 "GGGPGAGDLETLALE" (서열식별번호: 2)에[0102]

대해 특이성을 갖는 항원-특이적 CD4
+
Foxp3

+
 Treg의 유도 또는 확장에 대하여 처리 및 대조 NOD 마우스를 조사하

게 된다:  (a) INS(Q→E)-LNFPIII-GAS6-NP 처리 후 일련의 시점에서 CD4
+
Foxp3

+
 Treg의 총 수에 대하여 췌장

DLN 및 비장을 조사하게 된다 (FACS에 의함);  (b) "GGGPGAGDLETLALE" (서열식별번호: 2) 펩티드, 또는 관련이

없는 OVA 펩티드, 또는 항-CD3 항체 (총-TCR 자극)를 사용하여 췌장 DLN 또는 비장으로부터의 정제된 총 CD4
+
 T

세포 (Treg 및 비-Treg)를 자극하게 된다.  자극-후, 항원-특이적 방식으로 Treg의 확장이 발생하였는지를 확인

하기 위하여 CD4
+
Foxp3

+
 Treg를 계수하게 된다.  (c) 동일한 "GGGPGAGDLETLALE" (서열식별번호: 2) 펩티드, 또

는 관련이 없는 OVA 펩티드, 또는 항-CD3 항체 (총-TCR 자극)를 사용하여 췌장 DLN 또는 비장으로부터의 강화된

CD4
+
CD25

-
 T 세포 (비-Treg)를 자극하게 된다.  자극-후, 항원-특이적 방식으로 Treg의 유도가 발생하였는지를

확인하기 위하여 CD4
+
Foxp3

+
 T 세포를 계수하게 된다.

자가항원-특이적 이펙터 T 세포 (Teff)의 억제.  처리 및 대조 NOD 마우스를 하기와 같이 자가항원-특이적 Teff[0103]

세포 기능에 대하여 조사하게 된다: (a) INS(Q→E)-LNFPIII-GAS6-NP 처리 후 일련의 시점에서 CD4 또는 CD8,

IFN-γ  또는 IL-17  생성 세포에 대하여 췌장 DLN  및  비장을 조사 및 계수하게 된다 (FACS에  의함);   (b)

"GGGPGAGDLETLALE"  (서열식별번호: 2)  펩티드, 또는 관련이 없는 OVA 펩티드, 또는 항-CD3 항체 (총-TCR 자

극)를 사용하여 췌장 DLN 또는 비장으로부터의 강화된 총 CD4
+
 T 세포 (Treg 및 비-Treg)를 자극하게 된다.  자

극-후, CFSE 희석에 의해 T 세포 증식을 확인하게 되며, 배양 상청액의 ELISA 검정에 의해 IFN-γ, IL-17 및

IL-4를 포함한 T 세포-유래 전염증성 시토카인들을 확인하게 된다;  (c) "GGGPGAGDLETLALE"  (서열식별번호: 2)

펩티드, 또는 관련이 없는 OVA 펩티드, 또는 항-CD3 항체 (총-TCR 자극)를 사용하여 췌장 DLN 또는 비장으로부

터의 정제된 CD4
+
CD25

-
 T 세포 (비-Treg)를 자극하게 된다.  자극-후, 증식 및/또는 염증성 시토카인 생성이 다

시 미처리 마우스로부터의 T 세포 수준으로 증가되는지를 확인하기 위하여 Treg 부재하에서의 T 세포 증식 및 T

세포-유래 시토카인을 측정하게 된다.

예상 결과, 잠재적인 위험 및 대안적인 접근법.  INS(Q→E)-LNFPIII-GAS6-NP 백신으로 처리되면, 당뇨병이 당뇨[0104]

병-전기 NOD 마우스에서는 예방되고, 급성 당뇨병 NOD 마우스에서는 반전될 것으로 예상한다.  또한, 탈아미드

화된 프로인슐린 또는 프로인슐린 펩티드가 관용을 유도함에 있어서 그의 변형되지 않은 상대물에 비해 더 효과

적일 것으로 예상한다.  마지막으로, 당뇨병의 후기 단계에서는, 전체 β 세포 용해질과 같은 더 광범위한 항원

풀을 사용하는 관용이 단일 단백질/펩티드 백신 단독에 비해 더 효과적일 수 있다.  보호된 NOD 마우스는 보존

된 섬 구조 및 감소된 췌도염을 나타내게 된다.  또한, 관용원성 INS(Q→E)-LNFPIII-GAS6-NP 백신으로 처리된

NOD 마우스에서는, 자가항원 특이성을 입증하는 더 많은 수의 Treg가 관찰될 것으로 예상한다.  반대로, 자가항

원-자극되나 비-특이적 항-CD3 자극되지는 않는 경우, 이펙터 T 세포 증식 및 전염증성 시토카인 생성이 처리된
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마우스에서 억제되게 될 것이며, 이와 같은 억제는 Treg-의존성일 것이다.  관용원성 INS(Q→E)-LNFPIII-GAS6-

NP 백신은 이중으로 자가항원-특이적 Treg는 유도하고 자가항원-특이적 Teff는 억제하는 것에 의해 면역 시스템

을 재프로그래밍할 것으로 예측된다.  상기언급된 실험 연구로부터 획득된 발견 및 지식은 T1D에 걸린 환자를

위한 임상 환경으로 본 발명자들의 접근법을 옮기는 데에 역학적 및 실제적 기초를 제공하게 될 것으로 예측된

다.  INS(Q→E)-LNFPIII-GAS6-NP 백신이 당뇨병-전기 및 급성 당뇨병 단계 동안 자가면역성을 억제하는 데에 있

어서 장래성 있는 효능을 입증하는 경우, 제안된 2년간의 펀딩 기간 이후의 향후 연구는 하기를 추가적으로 조

사하도록 설계될 것이다: (1) 본 발명자들이 이전에 공표한 바와 같은
58
 NOD 동계 섬 이식 모델을 사용하는 것에

의한 후기 당뇨병 단계; (2) 인슐린-특이적 INS(Q→E)-LNFPIII-GAS6-NP 백신에 의해 다른 항원 특이성을 갖는 T

세포 (예컨대 NOD 8.3
61
 (IGRP에 특이적임) 또는 NOD BDC2.5

45
 (ChgA에 특이적임) T 세포)의 관용을 조사하는 것

에 의한, 전달성 관용의 유도.  INS(Q→E)-LNFPIII-GAS6-NP 백신이 NOD 마우스에서 부분적인 효능만을 입증하는

경우, Treg/Teff의 균형을 조절쪽으로 더 기울일 수 있는 추가적인 저투여량 IL-2 또는 라파마이신과 같은 조합

치료법을 고려하게 된다.

본 목표를 해소하게 될 대안적인 접근법들에 대비한 장점.  현재의 T1D용 항원-특이적 면역치료법은 대부분 항[0105]

원만을 포함하며, 그에 따라 제한된 효능을 가지고 있다.  LNFPIII-GAS6-NP를 통하여 β 세포 신생-자가항원을

전달하는 본 발명자들의 접근법은 호스트 포식세포에 표적화된 관용원성 신호를 제공하고, MDSC 및 항원-특이적

Treg와 같은 내생 억제 세포 군집을 확장하며, 궁극적으로 관용 효능을 강화하게 되면서도, 여전히 Ag-NP 백신

의 제조 단순성은 유지한다.  또한, 그것은 다른 자가면역 및 알레르기 이상에 대하여 광범위한 적용 가능성을

갖는 기반 기술을 제공한다.

JDRF 교부금 제안이 펀딩되어야 하였기 때문에, 제안된 연구는 T1D 치료 생성물의 개발 및 허가에 초점을 맞춘[0106]

산업 협력의 확립으로 이어지게 될 가능성이 매우 크다.  제안된 펀딩 기간의 첫 해 이내에, 산업계의 파트너를

연계해 줄 INS(Q→E)-LNFPIII-GAS6-NP 관용원성 백신의 제조 및 치료 효능에 대한 충분한 예비 데이터를 얻게

될 가능성이 크다.
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관련 기술분야 통상의 기술자라면, 본 발명의 영역 및 기술사상에서 벗어나지 않고도 본원에서 개시되는 발명에[0169]

대하여 다양한 대체 및 변형이 이루어질 수 있다는 것을 잘 알고 있을 것이다.  본원에서 적합하게 예시적으로

기술된 본 발명은 본원에서 구체적으로 개시되지 않은 임의의 요소 또는 요소들, 제한 또는 제한들의 부재하에

실시될 수도 있다.  사용된 용어 및 표현들은 제한이 아니라 설명의 용어로 사용된 것이며, 그와 같은 용어 및

표현의 사용에 나타내고 기술된 특징 또는 그 일부의 어떠한 등가물도 배제하고자 하는 의도는 없으며, 오히려

본 발명의 영역 내에서 다양한 변형들이 가능하다는 것을 알아야 한다.  이에 따라, 본 발명이 구체적인 실시양

태 및 임의적인 특징들에 의해 예시되기는 하였지만, 관련 기술분야 통상의 기술자가 본원에서 개시된 개념의

변형 및/또는 변이에 의존할 수도 있다는 것, 그리고 그와 같은 변형 및 변이가 본 발명의 영역에 속하는 것으

로 간주된다는 것이 이해되어야 한다.
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본원에서는, 수많은 특허 및 비-특허 참고문헌에 대한 인용이 이루어지고 있다.  인용되는 참고문헌은 그 전체[0170]

가 본원에 참조로서 개재된다.  인용되는 참고문헌에서의 용어 정의와 비교하였을 때의 명세서에서의 용어 정의

사이에 불일치가 존재하는 경우, 그 용어는 명세서에서의 정의를 기준으로 해석되어야 한다.

도면

도면1
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도면2
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도면3a
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도면3b
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도면4
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도면5
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도면6
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도면7
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도면8
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도면9
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도면10a
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도면10b
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도면10c
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도면11a
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도면11b
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도면11c
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도면11d
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도면12a

등록특허 10-2808155

- 44 -



도면12b
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도면12c
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도면13a
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도면13b
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도면13c
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도면14a

등록특허 10-2808155

- 50 -



도면14b
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도면14c

서 열 목 록

SEQUENCE LISTING

<110>  Northwestern University

       Bryce, Paul J.

       Chien, Karen B.

 

<120>  CARBOHYDRATE-MODIFIED PARTICLES AND PARTICULATE FORMULATIONS FOR 

       MODULATING AN IMMUNE RESPONSE
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<130>  5369-00154

<150>  US 62/167,054

<151>  2015-05-27

<160>  9     

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  1

Gly Ala Gly Asp Leu Gln Thr Leu Ala Leu Glu Val Ala Gln Gln 

1               5                   10                  15  

<210>  2

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  2

Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Asp Leu Glu Thr Leu Ala Leu Glu 

1               5                   10                  15  

<210>  3

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  3

Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Asp Leu Gln Thr Leu Ala Leu Glu 

1               5                   10                  15  

<210>  4

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  4

Glu Leu Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Asp Leu Glu Thr 

1               5                   10                  15  
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<210>  5

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  5

Gln Leu Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Asp Leu Glu Thr 

1               5                   10                  15  

<210>  6

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  6

Glu Leu Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Asp Leu Gln Thr 

1               5                   10                  15  

<210>  7

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400

>  7

Gln Leu Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Asp Leu Gln Thr 

1               5                   10                  15  

<210>  8

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  8

Pro Glu Val Ala Glu Leu Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly 

1               5                   10                  15  

<210>  9

<211>  86

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  9

Phe Val Lys Glu His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr 
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1               5                   10                  15      

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Met Ser Arg Arg 

            20                  25                  30          

Glu Val Glu Asp Pro Gln Val Ala Glu Leu Glu Leu Gly Gly Gly Pro 

        35                  40                  45              

Gly Ala Gly Asp Leu Glu Thr Leu Ala Leu Glu Val Ala Gln Glu Lys 

    50                  55                  60                  

Arg Gly Ile Val Asp Glu Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Glu 

65                  70                  75                  80  

Leu Glu Asn Tyr Cys Asn 

                85
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