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청

청  1 

암  고통 고  에게 (a) IL-2Rβ- 량  지   IL-2Rβ- 택  ;  (b) CTLA-4 경

- 량  -CTLA-4 체 또  PD-1 경 - 량  -PD-1 체  여  단계  포 , .

청  2 

1 에 어 , 상   간 , .

청  3 

1  또  2 에 어 , 상  암  고 암 , .

청  4 

1  또  2 에 어 , 상  고 암  암, 난 암, 결 암, 결 직 암, 암, 악  색 , 간암, 

포 폐암, 비 포 폐암, 갑상 암, 신 암, 담 암, 뇌암, 경 암, 상악동암, 암, 식도암, 지 병

 신 질암  루어진  택  것 , . 

청  5 

3 에 어 , 상  암  결 암 , . 

청  6 

3 에 어 , 상  암  암 , . 

청  7 

1  또  2 에 어 , 단계 (a)  단계 (b)가 수  에 수  것 , . 

청  8 

1  또  2 에 어 , 단계 (a)  단계 (b)가 수  후에 수  것 , .

청  9 

1  또  2 에 어 , 단계 (a)  (b)  동시에 수  것 , .

 

 술  야

원에  상 참[0001]

본 원  2014  10월 29  원  도 특허 원  3087/DEL/2014,  2014  2월 21  원  도[0002]

특허 원  499/DEL/2014에  우   주 , 들  개시내  체가 본 에 참고

포 다.

본  술 야[0003]

본  (특 ) 암  야에  것 , 에게 다  약리   여 지  [0004]

IL-2Rαβ- 택   여  것에  암  고통  개체  료  다. 

 경  술

-2 수 체(IL-2R)  IL-2 사 에 결 고  림  같  특  역 포   상에[0005]

  삼량체  단 질 다.  IL-2  수 체  3  개  브 닛(IL-2Rα,  IL-2Rβ   IL-2Rγ)
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, 각각  IL-2Rα  IL-2Rβ  IL-2에  결  도  갖  , IL-2Rγ 단독  에 띄  

도  갖지 않 다. 헌[Theze et al. (1994) Immunol. Today 17(10):481-486]. 가 , IL-2Rαβ 량체

 사슬 단독  나에  IL-2  결  보다  빠  결  도   린 리 도  가진다. 헌

[Liparoto et al. J. Mol. Recognit.12(5):316-321].

역  억  것  래  CD4+  T- 포  IL-2R  IL-2Rαβ 태  우  시 다. [0006]

라 , IL-2Rαβ    여  역  억  것  상  수 다.

역  상시  것  래  CD8+  억 T- 포  IL-2R  IL-2Rβ 태  우  시 다.[0007]

IL-2Rβ에    여  (  들어, CD8+ 억 T- 포  식  가시킴 ) 역 

 상시  것  상  수 다.

라 , IL-2Rβ- 택   여   T- 포  역-억  과  감 시   CD8+ 억 T- 포[0008]

가시킴 , 암 포  거   신  역계  동원  것  상  에 특  암  고통

 에게 리  것 다. , 러  IL-2Rβ- 택   또  여 후 상   

 나타냄  료에    가  개 시킬 것 다.

IL-2Rβ- 택  (  직  역 )  여  통  암 료에  암  역계  동원[0009]

 것  역억  경  (  들어, CTLA-4  PD-1  )  여  통  가  상  수 다.

라 , 본  (특 ),  들어 암  고통 고  에게 역억  경  약리   [0010]

여 IL-2Bβ- 택   여  암   과  료  공  지   결  것

다.

당업계  러   타 다   본 에  결 다.[0011]

 내

과  결 수단

본  나 상  에 , 암 에게: (a) IL-2Rβ- 량  지   IL-2Rβ- 택  ;[0012]

 (b) CTLA-4 경 - 량  -CTLA-4 체 또  PD-1 경 - 량  -PD-1 체  여  단계  포

  공 다. 게, 본 에  단계들  순 에 , 달리 시 지 않  , 상   단

계들  순  지 않 , 단계 (a)  단계 (b)  수  에, 후에 또  동시에 수  수 다.

본  가  다    청 에  시 다.[0013]

도  간단  

도 1, 도 2  도 3  CT26 양 에  -CTLA-4 체   수 체- 택 , 지   IL-2 [0014]

  연  연  평균 양 , 상  양   체  각각  ,  연  실시  2에

가  재 다.

도 4, 도 5  도 6  EMT6 양 에  -CTLA-4 체   수 체- 택 , 지   IL-2 

  연  연  30  동안  평균 양 , 106  동안  평균 양 ,  체  ,

 연  실시  3에  가  재 다.

도 7  도 8  EMT6 양 에  -CTLA-4 체  께   연 에 비  -CTLA-4 체

  수 체- 택 , 지   IL-2   연  연  양   체  각각  ,

 연  실시  4에  가  재 다.

도 9  도 10  EMT6 양 에  -CTLA-4 체   수 체- 택 , 지   IL-2 

포  수   연  연  11  동안  양   체  각각  ,  연  실시

 5에  가  재 다.

도 11  도 12  각각 실시  5에  가  재  포 에  역 포 집단  양  비  각

각  그래  포 다.

도 13  도 14  CT26 양 에  -PD-1 체   수 체- 택 , 지   IL-2  
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 연  연  평균 양   체  각각  ,  연  실시  6에  가  재 다.

도 15  실시  7에 가  재  3상 재시험감염 연  I상 후 평균 양   체  2 개  나타

낸다.

도 16  실시  7에 가  재  3상 재시험감염 연  I상 후에 상  평균 양   체  변  2

개  나타낸다.

도 17  실시  7에 가  재  3상 재시험감염 연  II상 후 상  체  변   나타낸다.

도 18  실시  7에 가  재  3상 재시험감염 연  II상 후 평균 양   체  변  2 개 

나타낸다.

도 19  실시  7에 가  재  3상 재시험감염 연  III상 후 평균 양   나타낸다.

도 20  실시  7에 가  재  3상 재시험감염 연  III상 후 체  변   상  체  변  2 개 

 나타낸다.

도 21  실시  7에 가  재  3상 재시험감염 연  동안 평균 양   개개 양  2 개 

나타낸다.

도 22  실시  8에 가  재  RSLAIL-2  -CTLA-4  연  여 0  내지 11  평균

양   체  2 개  나타낸다.

도 23  실시  8에 가  재  RSLAIL-2  -CTLA-4  연  여 0  내지 11  상

평균 양   체  2 개  나타낸다.

도 24  실시  8에 가  재  RSLAIL-2  -PD-1  연  여 0  내지 11  평균 

양   체  2 개  나타낸다.

도 25  실시  8에 가  재  RSLAIL-2  -PD-1  연  여 0  내지 11  상

평균 양   체  2 개  나타낸다.

 실시   체  내

본 에  사   같  단수 태("a", "an"  "the")  맥에  달리 게 지시 지 않  [0015]

복수  상  포 다.

본  재 고 청 에 어 , 다  어  에 재  에 라 사  것 다.[0016]

"수 , 비- 타 드 체"  실 에  수 에  어도 35%( 량 ) 가 , 람직 게  70%( 량 [0017]

) 과,  람직 게  95%( 량 ) 과  가  체  지 다. 통상 , "수 " 체

 여과 지 않  수   여과 후 동  액에  달  빛  양  어도 75%,  람직 게

어도 95%  달 다. 그러나 수  체  수 에  어도 95%( 량 ) 가 거나 또  수 에

 가  것  가  람직 다. "비 타 드 "  것에 여, 체  그것  아미 산  35%

( 량 ) 미만   비 타 드 다.

어 "단량체", "단량체 브 닛"  "단량체 단 "  본 에  상  사 , 체  본[0018]

 단   나  지 다. 동 체  경우에, 단  복  단  체  다. 공 체

경우에, 2 개 상   단 가 (  또  ) 복 어 체  다. 본 과 

여 사  람직  체  동 체 다. 수 , 비 타 드  체  연  착  나 상  단

량체  포 여 단량체  사슬  다.

본 에 사   같  "PEG" 또  "폴리에틸 리 "   수  폴리(에틸 사 드)  포[0019]

 것  미 다. 달리 나타내지 않  , "PEG 체" 또  폴리에틸 리 , 체가,  들어 컨

게   별개  말단  어티 또    수도 지만, 실질  든( 람직 게

든) 단량체 브 닛  에틸 사 드 브 닛  것 다. 본 에  사   PEG 체  2 가지

,  말단  산 (들)가,  들어   동안 체 었 지 여 에 라  "-(CH2CH2O)n-" 또  "-

(CH2CH2O)n-1CH2CH2-"  나  포  것 다. 상  진술   같 , PEG 체에 , 변수(n)  약 3 내
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지 4000  에 고, 말단    PEG   다  수 다.

체    또    여 " 지 "  지  연  2 개 상  [0020]

체 "암"  갖  체  지 다.

"생리  단가 " 또  "가수 가 " 또  " 가 " 결  생리  건 에  과 [0021]

( , 가수 ) 상  안  결 다. 수 에  가수  결  경  주어진  내

에  2 개  원  연결    결 뿐만 아니라 들 원 에 착  에 우  수 다. 

, 가수 에 안  또  약  결  복실산에스 , 산에스 , 수 , 아 탈, 탈, 아실

시알킬에 , 민, 에스 , 타 드, 리고 타 드, 티 에스   탄산염  포 지만,

들  지 않 다.

"  가  결 "  나 상  에   결  미 다.[0022]

"안 " 연결 또  결  수 에  실질  안 ,  간  시간에 걸쳐  주  만[0023]

도  생리  건 에  가수  겪지 않   결  지 다. 가수 에 안  연결  

탄 -탄  결 (  들어, 지  사슬에 ), 에 , 아미드, 우 탄, 아민 등  포 지만, 들  

지 않 다. , 안  연결  생리  건 에  1 당 약 1% 내지 2% 미만  가수  나타

내  것 다.   결  가수     재에  찾  수 다.

"실질 " 또  "본질 "  거  체  또  게,  들어, 95% 상,  람직 게  97%[0024]

상, 훨씬  람직 게  98% 상, 훨씬  람직 게  99% 상, 또  훨씬  람직 게  99.9% 상

 미 , 99.99% 상   주어진 양  가  람직  것 다.

"약  허 가  " 또  "약  허 가  담체"  에게 상당   독[0025]

과   야 지 않고 본  에 포  수   지 다.

어 " "  본 에 재   같  본   여에   또  료  수  병태[0026]

 앓고 거나 그러  병태에 걸리  쉬운 살아  체  지 , 간과 동   다 포 다.

상  나타낸  같 , 본  (특 ) 암  고통 고  에게 (a) IL-2Rβ- 량  지  [0027]

IL-2Rβ- 택  ;  (b) CTLA-4 경 - 량  -CTLA-4 체 또  PD-1 경 - 량  -PD-1 체

 여  단계  포  에  것 다. 여  단계 (a)  (b)에 , 들 여  단계  어

 순 도(뿐만 아니라 동시에) 수  수 고, 본  에  지 않 다. 본  나 상

 에 , 여  단계 (a)  여  단계 (b) 에 수  것 다. 본  나 상  에

, 여  단계 (b)  여  단계 (a) 에 수  것 다. 나 상  에 , 여  단계 (a)

 (b)   다 동시에 수  것 다. 가 , 나 상  에 , 단계 (a) /또  (b)  복

여  것 다. 가 , 나 상  에 , 단계 (a)  (b)  단지 1  수  것 다.

본  에  재  료    료  감독  상 가  상  료   과  것[0028]

여 다 , 지  수 다. 료  과 라  것  나타내  비  매개변수 , 양 수 ( 량 /

또  에 ); 개개 양 니 수  감 ; 양 거;   진  생  포 다.

청  에   과 과 연  시간  시   약 1 주; 2 주; 약 3 주; 약 4 주; 약 5 주;[0029]

약 6 주; 약 7 주; 약 8 주; 약 9 주; 약 10 주; 약 11 주; 약 12 주; 약 13 주; 약 14 주; 약 15 주; 약 16

주; 약 17 주; 약 18 주; 약 19 주; 약 20 주; 약 21 주; 약 22 주; 약 23 주; 약 24 주; 약 7 개월; 약 8 개

월; 약 9 개월; 약 10 개월; 약 11 개월; 약 12 개월; 약 13 개월; 약 14 개월; 약 15 개월; 약 16 개월; 약

17 개월; 약 18 개월; 약 19 개월; 약 20 개월; 약 21 개월; 약 22 개월; 약 23 개월; 약 24 개월; 약 30

개월; 약 3 ; 약 4   약 5  포 다.

지   IL-2Rβ- 택   여  빈도에 , 당업   빈도  결  수  것 다.[0030]

 들어, 상  지   IL-2Rβ- 택   상   빈 게(  들어, 2 주마다 1 )

여 도  결 고 에   약 사  간  진  단 시킬 수 다. -CTLA-4 체

 -PD-1 체  여  빈도에 , 들 에  빈도  사  식  결  수 다. 가 ,

 지   IL-2Rβ- 택  , -CTLA-4 체, -PD-1 체  앞  상 시험 었거나 또  상업

 수가  에,  여 빈도  얻   또  헌  참고  수 다(   료 

  과  고 여 수  수 다  것  다).
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본 에 재   지   IL-2Rβ- 택   여  수 다.  여, 가[0031]

동  시험 내 에  IL-2Rαβ에  결  도 보다 어도 5   (  람직 게  어도 10

  ) IL-2Rβ에  시험 내 결  도  나타내고, IL-2보다 생체내 감 가 어도 10   게

과 라 (생체내  IL-2에  감 ) 본   특  지   IL-2Rβ- 택  

 지 않 다. ,  IL-2에  결  도   수 다.  여, 본 개시

내  실시  1에  언  RSLAIL-2  IL-2에 비  IL-2Rαβ에  도  약 60  감  나타낼 뿐만

아니라, IL-2에 비  IL-2Rβ에  도  약 5  감  나타낸다.

지   IL-2Rβ- 택   비   WO　2012/065086에 재 어 다. 시  지  [0032]

IL-2Rβ- 택   본 원에  실시  1에 언  RSLAIL-2 다.  여, RSLAIL-2  다  식

에  포     약  허 가  염  포  ,

[0033]

식 , IL-2  IL-2  다. 나 상  에 , 상   다  식에  포  [0034]

   약  허 가  염  10% (몰량 ), 람직 게  5% (몰량 )  ,

[0035]

식  IL-2  IL-2  , (n)  1, 2, 3, 7  7 과  루어진  택  수 다. [0036]

본 에 재   -CTLA-4 체 또  -PD-1 체  여  수 다. -CTLA-4 체에 , [0037]

들  공지 어 고 트 리 맙  리 맙  포 다. -PD-1 체에 , 들  공지 어 고, 니

볼루맙  람브 리주맙, AMP-224, MDPL3280A, MEDI4736  MSB0010718C  포 다.

주어진  -CTLA-4 체 또  -PD-1 체   수 지 여  결    당업[0038]

에  상  실험  통  결  수 다.

본 에 재  에 , 지   IL-2Rβ- 택   에게 IL-2Rβ- 량  여[0039]

다. 당업  얼마만  주어진 지   IL-2Rβ- 택  가 IL-2Rβ에  상   

  공 에 지  결  수 다.  들어, 당업  헌  참고  수 고/ 거나 

가  양  지   IL-2Rβ- 택   여 고, IL-2Rβ  상    공  양

또  양들  결  수 다.

그러나 나 상  에 , IL-2Rβ- 량 , 약 0.01 mg/kg 내지 1 mg/kg; 약 0.01 mg/kg 내지 약 0.1[0040]

mg/kg; 약 1 mg/kg 내지 약 1000 mg/kg; 약 2 mg/kg 내지 약 900 mg/kg; 약 3 mg/kg 내지 약 800 mg/kg; 약 4

mg/kg 내지 약 700 mg/kg; 약 5 mg/kg 내지 약 600 mg/kg; 약 6 mg/kg 내지 약 550 mg/kg; 약 7 mg/kg 내지 약

500 mg/kg; 약 8 mg/kg 내지 약 450 mg/kg; 약 9 mg/kg 내지 약 400 mg/kg; 약 5 mg/kg 내지 약 200 mg/kg; 약

2 mg/kg 내지 약 150 mg/kg; 약 5 mg/kg 내지 약 100 mg/kg; 약 10 mg/kg 내지 약 100 mg/kg;  약 10 mg/kg

내지 약 60 mg/kg    나 상에  포  양 다.

본 에 재  에 , CTLA-4 경 - 량  -CTLA-4 체가 여 거나 또  PD-1 경 - 량[0041]

 -PD-1 체가 여 다. 당업  얼마만  주어진 -CTLA-4 체 또  -PD-1 체가 CTLA-4 경  또

 PD-1 경  각각  상    공 에 지  결  수 다.  들어, 당업

헌  참고  수 고/ 거나  가  양  -CTLA-4 체 또  -PD-1 체  여 고, CTLA-4 경
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 또  PD-1 경  상    공  양 또  양들  결  수 다.

그러나 나 상  에 , CTLA-4  PD-1 경 - 량 , 약 1 mg/kg 내지 약 1000 mg/kg; 약 2 mg/kg 내지[0042]

약 900 mg/kg; 약 3 mg/kg 내지 약 800 mg/kg; 약 4 mg/kg 내지 약 700 mg/kg; 약 5 mg/kg 내지 약 600 mg/kg;

약 6 mg/kg 내지 약 550 mg/kg; 약 7 mg/kg 내지 약 500 mg/kg; 약 8 mg/kg 내지 약 450 mg/kg; 약 9 mg/kg 내

지 약 400 mg/kg; 약 5 mg/kg 내지 약 200 mg/kg; 약 2 mg/kg 내지 약 150 mg/kg; 약 5 mg/kg 내지 약 100

mg/kg; 약 10 mg/kg 내지 약 100 mg/kg;  약 10 mg/kg 내지 약 60 mg/kg    나 상에  포

다.

 , CTLA-4  PD-1 경 - 량  -CTLA-4 체 또  -PD-1 체 각각에  본 에  사[0043]

  같 , 량   도  게 다  수 고, 지   IL-2Rβ- 택   

들  나   여  과  수 다.  들어, CTLA-4 또  PD-1 경  각각  단지  

 -CTLA-4 체 또  -PD-1 체  양  청    상  미   야 다

여  본 에  사  량  수 다. 라  또 , 청    상  미  

 야 다 ,  시간  간 동안 IL-2Rβ에    만  나타내  지   IL-2Rβ

- 택   양  여  지   IL-2Rβ- 택   수 다.  에 , (  들어) 상승

 에 여, CTLA-4 또  PD-1 경    지   IL-2Rβ- 택   재 에

만  수 다.  또 다  에 ,  (  들어)  상승  에 여,  IL-2Rβ    

CTLA-4  PD-1 경   재 에   수 다.

여  실  량  상체  연 , 체    상태뿐만 아니라 료  병태  도, 료  단[0044]

 여  컨 게 트에 라 다  것 다.

본  (특 )   료에  병태  고통 고   료   [0045]

공 다.  들어,  개개  단독뿐만 아니라 에   수 지만, 에  

다. 가 ,  개개   나에  비  수 지만, 에   수

다. 또  가 ,  개개  단독  나에  비  수 지만, 에  

다.

상   주사  통  료  량   여  단계  포 다. 타 다  여 식, 컨[0046]

폐, 비강, , 직 ,   경 가 또  상 다. 본 에  사   같  어 "비경 "  

, 맥내, 동맥내, 복강내, 심 내, 척 강내  근 내 주사뿐만 아니라 퓨  주사  포 다. 상  

 각각  약   별도  여  수 다. 안 , 2 가지 약   여  동시  것  망

(그리고 2 가지 약   께 그리고 주어진 에  양립가 ), 동시 여  단  약 태/

 여(  들어,  약리    다   맥내  맥내 여)  통  달  수

다. 당업  2 가지 주어진 약   께 그리고 주어진 에  양립가 지  여  상  시

험  통  결  수 다.

재 재   본 에  료 거나 또   수   병태  고통 고   료[0047]

  사  수  다.  시  병태  암,  컨  ,  액 ,  지 ,  연골 ,  골원

, 척색 , , 내 , 림 , 림  내  , 막 , ,  양, 평 근 ,

근 , 결 암 , 췌 암, 암, 난 암, 립 암 , 편평 포암 , 포암, 암 , 샘암, 지

 암, 암,  암 , 낭 , 수질암, 지원 암, 신 포암, 간 포암, 담도암, 암, 상 ,

아암,  양, 경 암, 고 암, 폐암, 포 폐암, 암, 상 암, 신경 , 상 포 , 질

포 , 개 , 뇌실막 포 , 울샘 , 아 포 , 청신경 , 돌 포신경 , 뇌수막 , 색

, 신경아 포 , 망막아 포   병  다.

본 에 언  든 , , 특허, 특허 공개  타 다  간  체가 참고  포 다. 본 [0048]

 시  참고  포  술 사 에 가  경우에 , (특  본 에 첨  청 에  사

 어에 ) 본  시   미가 우  것 다.  들어, 참고  포  원  공개

가  동  어  상 게   경우,  당  어   가   헌  시  내에  보

것 다.

실시[0049]

본  특  람직 고 체   께 재 었지만, 앞  재뿐만 아니라 다  실시  본[0050]
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 주   것  도  지 않  것  도 다  것  어야 다. 본 

주 내  다  양태,   변  본   술 야  당업 에게  것 다.

실시  2 내지 7에  언  -CTLA-4 체  UC10-4F10-11 포주(ATCC)   -마우스 CLTA-4[0051]

체에 다. 포  1 x 10
5
 개 내지1 x 10

6 
개 포/mL  도  PFHM-II 지(Invitrogen)에  지시

다.  에, 지  원심 리시 , 포  거 다. 지  pH  NaOH  여 8  고 나 , 그

것  도도   여 시킴  7 mS/cm  낮 었다. pH/ 도도  지  Q-FF 럼 상에 

고 나 , -마우스 CLTA-4 체  NaCl  사 여 리시 다.

-CTLA-4  그  원에  도   라 몬 공 (Biacore)에  결 고 나 , 20 pM  것[0052]

결 다.

-PD-1  BioXcell  다.  다  특징  지니  액  얻었다: 도: 4.76 mg/mL; 내독[0053]

: <0.63 EU/mg; : PBS pH 7; 순도: >95%; 아 타 : 래트 IgG2a;  계수: 1.33. -PD-1  그

원에  도   라 몬 공 (Biacore)에  고 나 , 1 nM  것  다. 

체  SDS-PAGE  SEC-HPLC에  순도  고 나 , 가 검사 없   연 에   순수

것  결 다.

실시  1[0054]

mPEG2-C2-fmoc-20K-NHS   rIL-2  [0055]

mPEG2-C2-fmoc-20K-NHS   rIL-2  (PEGylation)  WO　2012/065085  실시  2에  미 보고[0056]

다. 거 ,  4량체, 3량체, 2량체  1량체  에  결과에  보고 다. 그러나, 

 가    착 도(  들어, 5량체, 6량체  7량체)가 또  생 었다  것  나타내었다.

본  mPEG2-C2-fmoc-20K-NHS   IL-2    규 가  근  나타낸다.

1.44 mg/ml   rIL-2(106.4 mL)  첫 째 에 채우고 나 , 53.6 mL   (10 mM 아 트산[0057]

나트 , pH 4.5, 5% 트 스)  첨가 다. pH가 4.62  고, 도가 21.2℃  었다. PEG 시약

 C2-PEG2-FMOC-NHS-20K(WO　2006/138572에  재   같  가 )(13.1  g)  2   내에 채우고

나 , 73.3 mL  2 mM HCl  첨가 다. 생  액   25  동안 시 다. 산나트 (0.5 M, pH

9.8)  1 에 첨가 여 pH  약 9.1  상승시 고, 어  PEG 시약   2  1  내지 2

에 걸쳐 1 에 첨가 다. 어  8.1 mL  2 mM HCl  2 에 채움  헹  단계  수 고,

1 에 첨가 다. 컨 게  에 ,  rIL-2 도  0.6 mg/mL 고, 산나트  도  120 mM

, pH  9.1 +/-0.2 고, 도  20℃ 내지 22℃ , 시약  에   후 PEG 시약  rIL-2  몰 비

(  수 )  35:1 다. 컨 게   30  동안 진 시 고, 어  75 mL  2 N 아 트산  사

산   단시 다(pH  4.01  락).  생   시 고 나 ,   rIL-2

액  0.2 마   사 여 여과시 고, 여과  생  균 에 다.

그 후에, SP 스 FF 수지(GE Healthcare)  채운 마 그래  럼 상에 액   [0058]

 rIL-2  액  다.  척  단계  후에,   rIL-2  염 나트   사 여

리시 다. 1량체, 2량체 또  3량체    거  편, 4량체, 5량체, 6량체, 7량체  

   도     링 , 주  4량체, 5량체  6량체  갖   생

다(8량체    도   마 그래  연  척 단계 동안 거  것  다).

  실시  2 내지 6과 여 사 고 거  "RSLAIL-2"  언  것 다.

본 실시 에 재  근  사 여 4량체, 5량체  6량체  수  가  것  다(동시에 1량[0059]

체, 2량체  3량체  감 ).

실시  2[0060]

암컷 BALB/c 마우스에  CT26 양 에  -CTLA-4 체   RSLAIL-2   평가[0061]

본  연   암컷  BALB/c  마우스에  CT26  린  결 암  양    -CTLA-4  체  [0062]

RSLAIL-2  양  평가  것 었다.

각각  그룹에 12 마리  동   5 개  그룹  었다. 0 , 4 , 9   14 에 처리  비[0063]

 , 2 개  단   그룹( 0 , 4 , 9 , 14   18 에 처리  -CTLA-4 체 또
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 0   9 에 RSLAIL-2)  2 개   역  그룹( -CTLA-4 체 + RSLAIL-2)( 나  그룹에

 -CTLA-4 체( 0 , 4 , 9 , 14   18 에 공) 처리  RSLAIL-2( 0 , 4 

 9 )  동시에 개시 고, 나 지에  RSLAIL-2 처리 개시( 4 , 13   22 에 공)  4

에 개시 )  포 시 다. 연   처리 개시  0.1 mL 주사  2 x 10
6
 개 포/ 에  CT26 

포   후 7 에 수 다. 양 포  복  역에  주사 다. 동  StudyLog
®
 트웨어에

 생  에 여 그에 맞춰 포시 다. 처리 ( 0 )  평균 양  111 ± 9 mm
3
 내

지 115 ± 10 mm
3
(평균 ± SEM)  에 었다.

양 (mm
3
)  체 (그램)  주 당 2  내지 3  니 링 고 처리 스  상 게 여 각각 도[0064]

1  도 2에 시 다.  상  양 값, 연  시  시 개개 양 에  계산 고  

 시  값  도 1에  약 다( 0  내지 30 ).  양 동  106  동안 양 재 에 

 니 링 고 나 , 체  처리  개시  다.

 사후  검 (Tukey's  post-test)( 리포니아주  샌 에 고에  재  그래 드  트웨어(GraphPad[0065]

Software)  도우  그래 드 리   6.03)   원 ANOVA에  11  비  

동 과 처리  동  사  양  비  든 처리  비  과 게 다 다  것  나타내었

다.

다  식  사  평균 양  (TGI%)  11 (  동  재  마지막 날)에 평가[0066]

다:

TGI%= (1- (상  양 (%)
처리

 ÷ 상  양 (%) ) × 100[0067]

-CTLA-4 체(그룹 2) 처리 양에  53% 평균   RSLAIL-2 그룹(그룹 3)에  58% 평균 가 [0068]

었다.  역  공동 여(RSLAIL-2  -CTLA-4 체  0 에 동시에 개시 )  74%  수득

다. 0 에 개시  -CTLA-4 체  4 에 개시  RSLAIL-2 처리    역 (그룹 5)

88%  처리 에  가    수득 다.

그룹 4에  12 마리   마리(1/12) 동  14 지 양  없었다.  4 마리  동  28 지 [0069]

양  없었다. 그룹 5에 ,  마리(2/12) 동  14 지 양  없었고,  8 마리 동  25 지 

양  없었다.  1  참 다. 그룹 4  그룹 5  든 들 동  연  료 지  양  남아

었다(처리 개시  106 ).

 1

양 (평균 ± SEM(mm
3
))[0070]

처리 량 N 처리 개시 시
양 

( 0 )

(평균 ± SEM)

11  양

(평균 ± SEM)

평균 양 
(%)

( 말 : 18
)

평균 
양 지연

( 수)

료 시
양  없
 동

1. 비  NA 12 111 ± 9 1499 ± 196 NA 12  마리

 1
1
 마

리

( 18
)

2.  CTLA-4 체 100 ug 12 115 ± 10 732 ± 165 53.3 12  마리

 1
1
 마

리

( 18
)

3. RSLAIL-2 0.8 mg/kg 12 111 ± 11 600 ± 143 58.4 12  마리

 1
1
 마

리

( 18
)
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4. RSLAIL-2 ( 0 ) 

+

-CTLA-4  체  ( 0
)

100 ug

0.8 mg/kg

12

113 ± 12 414 ± 115 74.2 12  마리
 4 마리

( 106
)

5. RSLAIL-2 ( 4 ) 

+

-CTLA-4  체  ( 0
)

0.8 mg/kg 

100 ug

12

111 ± 9 170 ± 27 88.1 12  마리
 8 마리

( 106
)

1
 (  동  포 ) 그룹  18 에 연   [0071]

처리 에 평균 체  17.4 ± 0.3 g 내지 18.2 ± 0.3 g(평균 ± SEM)  에 었다. 처리 단계 동안 [0072]

미만   평균 체  상실  어  처리 에 도 찰 지 않았다(도 3).

실시  3[0073]

암컷 BALB/c 마우스에  EMT6 양 에  -CTLA-4 체   RSLAIL-2   평가[0074]

본 연   암컷 BALB/c  마우스에  EMT6  린  암  양 에  -CTLA-4  체  [0075]

RSLAIL-2  양  평가  것 었다.

각각  그룹에 각각 12 마리  동   5 개 그룹  었다. 0 , 4 , 9   14 에 처리[0076]

비  , 2 개  단   그룹( 0 , 4 , 9 , 14   18 에 처리  -CTLA-4 체

또  0   9  RSLAIL-2)  2 개   역  그룹( -CTLA-4 체 + RSLAIL-2)(여  나

 그룹에  -CTLA-4 체( 0 , 4 , 9 , 14   18 에 공) 처리  RSLAIL-2( 0

, 4   9 )  동시에 개시 고, 나 지에  RSLAIL-2 처리 개시( 4 , 13   22 에

공)  4 에 개시 )  포 시 다. 연   처리 개시  0.1 mL 주사  2 x 10
6
 개 포/

에  EMT6 포   후 7 에 수 다. 양 포  복  역에  주사 다. 동  StudyLog
®
 

트웨어에  생  에 여 그에 맞춰 포시 다. 처리 ( 0 )  평균 양  144

± 8 mm
3
 내지 147 ± 10 mm

3
(평균 ± SEM)  에 었다.

양 (mm
3
)  체 (그램)  주 당 2  내지 3  니 링 고 처리 스  상 게 여 양 [0077]

  도 4( 0  내지 30 )에 시 다.  양 동  처리 개시  106  동안 양 재

에  니 링 고  도 5에 시 다.

 사후 검 ( 리포니아주 샌 에 고에 재  그래 드 트웨어  도우  그래 드 리  [0078]

6.03)   원 ANOVA에  18 (  동  재  마지막 날)  비   동 과 처리

동  사  양  비  비  (그룹 1)  그룹 2( -CTLA-4 체 처리)  그룹 5( 0 에 시

 -CTLA-4 체 + 4 에 시  RSLAIL-2) 사   차  나타내었다. 그룹 1(비  )

 그룹 3(RSLAIL-2 단독)과 그룹 4(RSLAIL-2 + -CTLA-4 체  다 처리  0 에 시 ) 사  통계

 차  견 지 않았다.

평균 양  (TGI%)  다  식  사  18 (  동  재  마지막 날)에 평가[0079]

다:

TGI%= (1- (상  양 (%)
처리

 ÷ 상  양 (%) ) × 100[0080]

-CTLA-4 체(그룹 2) 처리 양에  55% 평균   RSLAIL-2 그룹(그룹 3)에  22% 평균 가 [0081]

었다.  역  공동 여(RSLAIL-2  -CTLA-4 체  0 에 동시에 개시 )  27%  수득

다. 0 에 개시  -CTLA-4 체  4 에 개시  RSLAIL-2 처리    역 (그룹 5)

92%  처리 에  가    수득 다. 비  에  나  동 에  양  11 지 

 가퇴  것  찰 다. 것에도 고, 평균 양  그룹  연   

18 지 1789 mm
3 
± 196(평균 ± SE, N=12) 었다. 그룹 4에  12 마리 동   나  또  18 지

양  없었다. 나 지 그룹에  평균 양  체 그룹  연  거  ( 18 에) 1361
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± 214 mm
3

었다.

그룹 5에  12 마리  5 마리(5/12) 동  14 지 양  없었다.  10 마리  동  18 지 [0082]

양  없었다. 10 마리  동   연  료 지  양  남아 었다(처리 개시  106 ).  2  참

다.

 2

양  (평균 ± SE(mm
3
))[0083]

처리 량 N 처리 개시 시 양

( 0 )

(평균 ± SEM)

18 에 양

(평균 ± SEM)

평균 양 
 (%)

( 말 : 18
Days)

료 시 양
 없  동

6. 비  NA 12 147 ± 10 1789 ± 196 NA 12  마리  

1
1
 마리

( 18 )

7.  CTLA-4 100 ug 12 145 ± 9 824 ± 185 55 없

8. RSLAIL-2 0.8 mg/kg 12 144 ± 11 1405 ± 13 22 없

9. RSLAIL-2 ( 0 ) 

+

-CTLA-4 체 ( 0 )

100 ug

0.8 mg/kg

12

145 ± 10 1361 ± 214 27 12  마리  

1
1
 마리

( 18 )

10. RSLAIL-2 ( 4 ) 

+

-CTLA-4 체 ( 0 )

0.8 mg/kg 

100 ug

12

144 ± 8 155 ± 83 92 12  마리  
10 마리

( 107 )

1
(  동  포 ) 그룹  18 에 연   [0084]

처리 에 평균 체  17.8 ± 0.3 g 내지 18.4 ± 0.4 g(평균 ± SEM)  에 었다(도 6).  체  상[0085]

실  어  처리 에 도 찰 지 않았다.

실시  4[0086]

암컷 BALB/c 마우스에  EMT6 양 에 , -CTLA-4 체    에 비  -CTLA-4[0087]

체   RSLAIL-2   평가

본 연   암컷 BALB/c 마우스에  EMT6 린  암  양 에 , -CTLA-4 체  [0088]

RSLAIL-2  양  평가 고 그것   과 비  것 다.

각각 10 마리 동   7 개  그룹  었다. 0 , 4 , 8   13 에 공  체 (그[0089]

룹 1)  3 개  단   그룹  포 다. 들  0 , 4 , 8 , 13   18 에 공

-CTLA-4  체(그룹  2) 다.  (그룹  3)  0   내지  4  ,  어  7   내지  11  에

공 고, RSLAIL-2(그룹 4)  0   9 에 공 다. 또  3 개   역  그룹  었다. 상

 료 스  -CTLA-4 체  과 께 사   역  그룹(그룹 5)  -CTLA-4 

체  RSLAIL-2  께 사  2 개   료 그룹(그룹 6  7). -CTLA-4 체  4 에 개시

고, 9   13 에 다시 공  , RSLAIL-2  0 에 개시 고, 그룹 6에  9 에 다시 공

다. 그룹 7에  -CTLA-4 체  0 에 개시 고, 4 , 8   13 에 다시 공

편, RSLAIL-2  4 에 개시 고, 13   22 에 다시 공 다. 료 개시( 0 )  마우스에

 0.1 mL 주사  2 x 10
6
 개 포/  EMT6 포   후 7  지 다. 양 포  복

 역에   주사 다. 동  StudyLog
®
 트웨어에  생  에 여 0 에 그

에  맞춰 포시 다.  료 에  평균 양   159  ±  7  mm
3
 내지  170  ±  8  mm

3
(평균 ± SE)  에

었다.

양 (mm
3
)  체 (그램)  1 주에 2  내지 3  니 링 고, 도 7  도 8에  각각 시 다( 0[0090]

공개특허 10-2016-0122748

- 12 -



 내지 28 ). 양  없  동  (처리 개시 ) 99  동안 재   건강 상태에  니 링

다.

 사후 검 ( 리포니아주 샌 에 고에 재  그래 드 트웨어  도우  그래 드 리  [0091]

6.03)   원 ANOVA에  18 (  동  재  마지막 날)   동 과 처리  동

사  양  비  그룹 5( -CTLA-4 체 + )  그룹 7( -CTLA-4 체 + RSLAIL-2)만  

 양 과 게 다 다  것  나타내었다. 그러나 과 게 다 에도 고,  처리

 평균 양   게 다 지 않았다.

다  식  사  평균 양  (TGI%)  18 (  동  재  마지막 날)에 평가[0092]

다:

TGI%= (1- (상  양 (%)
처리

 ÷ 상  양 (%) ) × 100[0093]

-CTLA-4 체 처리 단독(그룹 2)에  27% 평균 가 었다. 양   에  24%[0094]

고(그룹 3) RSLAIL-2에  5% (그룹 4), -CTLA-4 체  에   역 (그룹 5)

26%   수득 고,  -CTLA-4  체  께  RSLAIL-2  처리(그룹  6)  2%   공  ,  그룹

7(RSLAIL-2  께 -CTLA-4 체)  94%  수득 다.

 동  18 지 양  없  것  찰 다. 그룹 5  3 마리(3/10), 그룹 6  1 마리[0095]

(1/10)  그룹 7에  5 마리(5/10)가 었다. 연  결 지( 99 ), 그룹 5, 6  7  양  없  동

  수  각각 4/10, 1/10  7/10 었다.  3  참 다.

 3

양 (평균 ± SE(mm
3
))[0096]

처리 량 N 처리 개시 시 양 

( 0 )

(평균 ± SEM)

18 에 양

(평균 ± SEM)

평균 양 
(%)

( 말 : 18 )

료 시 
양  없
동

1. 체 

( 0  ,  4  ,
8 , 13 )

100 ug 10 166 ± 6 1803 ± 174 NA NA

2.  CTLA-4 체

( 0  ,  4  ,
8 , 13 )

100 ug 10 166 ± 7 1294 ± 122 27 없

3. 

( 0   내지  4
, 7  내지 

11 )

0.5 mg/kg 10 165 ± 7 1335 ± 236 24 없

4. RSLAIL-2 0.8 mg/kg 10 167 ± 8 1040 ± 78 5 없

5.  -CTLA-4  체
( 0 ) 

+

( 4 )

0.8 mg/kg

0.5 mg/kg

10 159 ± 7 155 ± 83 76 10 마리 
4 마리

( 99 )

6.  RSLAIL-2( 0
) 

+

-CTLA-4 체( 4
)

0.8 mg/kg

100 ug

10 165 ± 7 1701 ± 229 2 10 마리 
1 마리

 ( 99 )

7.  -CTLA-4  체
( 0 ) 

+

RSLAIL-2 ( 4 )

100 ug

0.8 mg/kg

10 170 ± 8 108 ± 56 94 10 마리 
7 마리

( 99 )

실시  5[0097]
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암컷 BALB/c 마우스에  EMT6 양 에  -CTLA-4 체   RSLAIL-2  시험   연 ([0098]

포 에  0 , 3   11  샘  수집)

RSLAIL-2  -CTLA-4 체  연  앞   EMT6 마우스  에  상승 과  시사 다. 본[0099]

연   암컷 BALB/c 마우스에  EMT6 린  암  양 에  -CTLA-4 체   RSLAIL-

2  양  평가/사  것 었다. 가 ,   래  역 집단  동  , 직

( 양  비 )  수집 고 나 , 처리 개시 후 0 , 3   11 에 처리 다. 직   역

포  동   량  포 에  평가 다. 결과  처리  간에 비 다.

생체내 단계[0100]

 연 에  각각  그룹에  3 내지 10 마리  동   6 개 처리  었다. 0 , 4   8 [0101]

에 100  ug/마우스  공  체 ,  IgG2a(그룹 1);  4    8  에 100  ug/마우스  공  -

CTLA-4 체 처리(그룹 2); 4  내지 8 에 0.5 mg/kg  공   처리(그룹 3);  4 에

0.8 mg/kg  단  여  공  RSLAIL-2 처리(그룹 5)  포 시 다. 또  -CTLA-4 체( 0 , 4 

 8 에 100 ug/마우스  공)  ( 4  내지 8 에 0.5 mg/kg  공)  (그룹 4) 또

 RSLAIL-2( 4 에 0.8 mg/kg  공)(그룹 6)  처리  3 개  그룹  포 시 다. 

동  복  역에   EMT6 린  암  포(0.1 mL)  2 x 10
6
 개 포/  시  후 7 에[0102]

처리  개시 다. 마우스  양 에 라 처리  포시 다.

동  생시 고 나 , 직( 양  비 )  0 (나 브 ), 3 (그룹 1  6)에 수집 고, 그룹[0103]

6에  3 에 -CTLA-4 체만  동 에 약 고, 4 에 RSLAIL-2  첨가  시 , 처리 개시 후

에 11 ( 든 그룹)에 샘  또  취 다. 각각  수집 에  3 마리 동  택 다. 택  동

 당 에 그룹 평균 양 에 가  가 운 결  양(비 사)   가 다.

평균 양  0 에 처리 시 나 브 그룹에  164 ± 10 mm
3

다. 3 에, 평균 양  그룹[0104]

1  그룹 6에  각각 282 ± 7 mm
3 

 333± 26 mm
3
(평균 ± SEM) 다. 11 에, 평균 양  그룹 1

에  843± 138 mm
3
, 그룹 2에  1059± 135 mm

3
, 그룹 3에  814± 70 mm

3
, 그룹 4에  832± 262

mm
3
, 그룹 5에  620± 103 mm

3
  그룹 6에  255± 11 mm

3
(평균 ± SEM) 다. 도 9  참 다.

동  1 주에 어도 1  체  쟀다. 평균 체  처리 ( 0 )에 그룹 1, 2, 3, 4, 5  6에  각각[0105]

18.9 ± 0.3 그램, 18.6 ± 0.3 그램, 19.2 ± 0.2 그램, 18.7 ± 0.2 그램, 17.8 ± 0.3 그램, 18.9 ± 0.3

그램 었다. 3 에, 그룹 1  6에  평균 체  각각 19.1 ± 0.7 그램  19 ± 0.3 그램 었다. 11

에 평균 체  그룹 1, 2, 3, 4, 5  6에  각각 19.8 ± 0.2 그램, 19.4 ± 0.2 그램, 19.9 ± 0.2 그

램, 20 ± 0.5 그램, 19.6 ± 0.4 그램  19.5 ± 0.4 그램(평균± SEM) 었다. 도 10  참 다.

생체  단계[0106]

수집  직 샘    사 여  민싱 고 나 , 13    37℃에  시[0107]

다.    PBS/BSA  2.5 mg/ml 게나  II (GIBCO BRL), 2.5 mg/ml 게나  IV 

(GIBCO BRL)  0.5 mg/ml DNase(Sigma-Aldrich) 었다.  후에, 10% FBS(열 ; GIBCO BRL)

 웨 스 MB(Waymouth's  MB)(GIBCO  BRL)  첨가   시 고,  70  uM  나  

(Falcon)  통  여과시  단  포 탁액  수득 다. 포  HBSS에  척 고, 원심 리 고 나 , 새

운 HBSS에  재 탁시 다. 계수   각각  샘  앨리쿼트  취 고, 어  eFlour-450 생 도

염료  여 염색 다. 어 , 샘  96-  웰 트에 고, 염색 고 나 , 포 

  수집 다.

양  비  포 샘  우  고  생 도 지  처리 고, 어  생  역 포, CD3, CD4, CD8, CD25,[0108]

CD44, CD122, Foxp3(내  균주), DX5  NKp46  원에  염색 다.

살아  역 포  량  각각  샘 (처리  당 3 개)에  계수 고 나 , CD4+, TREG+ 포, CD8+,[0109]

억 과  CD8+ 포,  NK 포, 숙 NK 포에   사건( 양 직  1 평  리미 에  규

)뿐만 아니라 각각  처리 에  비 에   포수  게 /수집   사 다. 포 

 독  약  원  주  계수  도 고, FlowJo  사 여 다.
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포 [0110]

3 마리  나 브 동  0 에 생시 다. 3 마리 동  그룹 1(아 타   )  그리고[0111]

3 에 그룹 6( -CTLA-4 체 처리만  )  생시 고, 든 그룹 1 내지 6  3 마리 동

 처리 개시 후 11 에 생시 다.

 그래   양  비 에  11  동안에  도 11  도 12에  각각  수 다.[0112]

-CTLA-4 체 단독  처리   CD4+ 또   T 포 집단( 3  내지 11 )에  차 가 없다.[0113]

-CTLA-4 체에  처리 다 에  또  RSLAIL-2 처리  CD4+ 집단  가시 지만;  T 포

집단( -CTLA-4 체  -CTLA-4 체 + RSLAIL-2 또  )에  차 가 없다. RSLAIL-2 + -CTLA-4

체  RSLAIL-2 단독에  CD4+ 포에  차  없지만; RSLAIL-2 + -CTLA-4 체  RSLAIL-2  비

  T 포 집단  감 시 다. 고 지 않  RSLAIL-2 + -CTLA-4 체 그룹에  CD4+ 포   집단

; 들 결과  들 포  다수가 Treg가 아니라  것  시사 다.

-CTLA-4 체에  처리 다 에 RSLAIL-2 처리  CD8+ 집단(P = 0.0078),  억 과  CD8 포(P =[0114]

0.0058)  게 가시 다. (양  t 검  -CTLA-4 체 + RSLAIL-2  -CTLA-4). 가 , RSLAIL-2 +

-CTLA-4 체  RSLAIL-2 단독에 비  CD8+  억 과  CD8 포  게 가시 다.

-CTLA-4 체 단독   NK 포 집단에   과가 없었지만; 숙 NK 포  게 감 었[0115]

다( 3  내지 11 에 P = 0.0278). -CTLA-4 체에  처리 다 에 RSLAIL-2 처리   NK 집단 

숙 NK 포 집단  가시 다. RSLAIL-2 그룹과 비   RSLAIL-2 + -CTLA-4 체 그룹에  숙 NK

포에  차 가 없다.

실시  6[0116]

암컷 BALB/c 마우스에  CT26 린 결 암  양 에  RSLAIL-2  -PD-1 체    역[0117]

  

본 연   암컷 BALB/c 마우스에  CT26 린 결 암  양 에  RSLAIL-2  -PD-1 체  [0118]

  역  양  평가  것 었다.

각각 10 마리  동   4 개  그룹  었다. 비  (그룹 1), -PD-1 체 처리 , RSLAIL-2 처[0119]

리 (그룹 3)  당 에 -PD-1 체(200 ug)  처  처리 고 4  후에 RSLAIL-2(0.8 mg/kg)  처리  

 처리  포 다. 0.1 mL 주사  2 x 10
6
 개 포/  CT26 포  마우스에  복  역에

 주 다. 양 포 ( 0 ) 후 7 에 처리  시 다. StudyLog
®
 트웨어에  생

 에 여 0 에 그에 라 동  포시 다. 처리 ( 0 )에 평균 양  123 ±

5 mm
3
 내지 127 ± 6 mm

3
(평균 ± SE)  에 었다.

양 (mm
3
)  체 (그램)  1 주 2  내지 3  니 링 고 나 , 도 13  도 14에  각각 시 다.[0120]

연  16  동안 니 링 다.

 사후 검 ( 리포니아주 샌 에 고에 재  그래 드 트웨어  도우  그래 드 리  [0121]

6.03)   원 ANOVA에  12   동 과 처리  동  사  양  비  든 처

리 에  양  비처리  양 과 게 다 다  것  나타내었다. 

양   (TGI%)  다  식  사 여 계산 다:[0122]

TGI%= (1- (상  양 (%)
처리

 ÷ 상  양 (%) ) × 100[0123]

-PD-1 체(그룹 2)  RSLAIL-2(그룹 3) 각각에  55%  58% 평균 양   찰 다. [0124]

 처리   다 공  그룹(그룹 4)에  양  가 83%  찰 었다. 연  결 시 그룹 4에  5

마리(5/10) 동  0 에 그들    미만   지니  양  가 다.

평균 양  4  시간(TVQT)( 양    4   걸리  시간( 수))  비  2차 다[0125]

( 리포니아주 샌 에 고에 재  그래 드 트웨어  도우  그래 드 리   6.03)  사

여 보간 여 양  지연(Tumor Growth Delay: TGD)  평가 다.  양에  평균 양 

4  시간  5.2 었고, 그룹 3( -PD-1 체)에  7.6 , 그룹 3(RSLAIL-2)에  8.2    
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역  그룹(그룹 4)에  15.6 었다. 그룹 2, 그룹 3  그룹 4에  평균 양  지연  각각

2.4 , 3.0   10.4 다.  4  참 다.

 4

양 (평균 ± SE(mm
3
))[0126]

처리 량 N 처리 개시
시 양 

( 0 )

(평균 ±
SE)

12 에 양 

(평균 ± SE)

평균 양 
(%)

( 말 : 12 )

평균 그룹
TVQT ( 수)

평균 그
룹 TGD
( 수)

1. 체 

( 0  ,  4  ,
8 , 13 )

200 ug 10 125 ± 5 1983 ± 248 NA 5.2 NA

2.  PD1 체 

( 0  ,  4  ,
8 , 13 )

200 ug 10 126 ± 5 897 ± 82 55 7.6 2.4

3.  RSLAIL-2

( 0 , 9 )

0.8 mg/kg 10 127 ± 6 833 ± 176 58 8.2 3.0

4.  PD1 체 

( 0  ,  4  ,
8 , 13 )

+

RSLAIL-2 

( 0 , 9 )

200 ug

0.8 mg/kg

10 123 ± 5 334 ± 109 83 15.6 10.4

평균 체  0 에 17.5 ± 0.2 g 내지 18.1 ± 0.2 g(평균 ± SEM)  에 었다(도 13). 12 에 연[0127]

  그룹 2   마리 동  고,  체  상실  찰 지 않았다(도 14). 사  폐강

에   병변  나타내었다.

단    나  처리  것보다 -PD-1  RSLAIL-2   공  동 에    양  (TGI)[0128]

 양  지연(TGD)  찰 다.

실시  7[0129]

재시험감염 연 : [0130]

RSLAIL-2  -CTLA-4   과   역  후에 EMT6 린  암  양  지니  재시험감[0131]

염  양 동

본 실시   RSLAIL-2  상업  수가   -CTLA-4 체 포 트 차단 체  사  [0132]

 역  EMT6  암  양  식  마우스  료    도  지 간  평가  것 었다.

실시  2 내지 6에  앞    같 ,   상당   양 동  수득 , EMT6 양 포 또

CT26 양 포  지니   양 동  재시험감염 , 양-특      

평가 다.

 재시험감염 연  3상  수 다.[0133]

연   ("I상")  EMT6( 린   암 )  양  보  80  마리  암컷  BALB/c  마우스[0134]

사 다. 10 마리(10/80) 동   택 고 나  체 ( 0 , 4 , 9 , 13 ,

i.p.  100 μg)  당 다. 동  나 지 (70/80)  -CTLA-4 i.p.( 0 , 4 , 9 , 13 

 18 에 100 μg)  RSLAIL-2 i.v.( 4 , 13   22 에 0.8 mg/kg)   처리 다.

처리 개시( 0 )  복  역에   주사  0.1 mL 주사  2 x 10
6
 개 포/  EMT6 포[0135]

 후 7  지 다. 처리 개시 시 평균 양  비    처리  각각에  206 ± 15

 222 ± 8(평균 ± SE) 었다.
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I상  48 지 니 링 다. 양 (mm
3
)  체 (그램)  주 당 2  내지 3  고 나 , 도[0136]

15에 시 다. 연  시  시( 0 )에 개개 양 에  계산  값  고    체

 상  변  시   상  양  도 16에 약 다.

연  I상  결과  73%  양  (TGI)(P<0.0001)  나타내고, 14 에  동 (698%)[0137]

과 처리  동 (189%) 사  평균 상  양  사 여 계산 고( 든  동  재  마지막

날), 어  웰 스(Welches) 보  에  단  t-검 ( 리포니아주 샌 에 고에 재  그래 드 

트웨어  도우  그래 드 리   6.03)  여 비 다.

 역 에    나타내지 않  I상에  동 (N=39)  평균 양  지연(TGD)  12.7[0138]

었다(P<0.0001). 양  4  시간(TVQT)  2차 다  비  귀 (GraphPad Prism)에  400%

에  보간  개개 양 시간  사  컴퓨  계산 다.  양 동 (  )  TGD에

 평가에 포 시 지 않았다.

I상에 , 1  2 RSLAIL-2 여 후 략 5 에 처리  동 에  거  (약간)  찰 었다. 거   [0139]

째 여 후에 찰 지 않았다.  체  상실  찰 지 않았다(도 16).

연  I상  결과  약   5에 공 다.[0140]

 5

I상 결과  약(평균 ± SE) [0141]

처리 량 N 처리 개시
시 양 

(mm
3
) 

14 에
평균 상
양
(%)

14 에 평
균 양 

(%)

TVQT

( 수)

양  지
연

( 수)

48 
지  
양 동  

체 

( 0  ,  4  ,
8 , 13 )

NA 10 206 ± 15 698 ± 60 NA 9.7 NA NA

RSLAIL-2

( 4  ,  13  ,
22 )

+

 CTLA-4

( 0  ,  4  ,
9  ,  13  ,
18 )

0.8 mg/kg

100 ug

70 222 ± 8 189 ± 25 73

 (P<0.0001)

1
22.4

1
12.7

(P<0.0001)

31

(44%)

1
    동 에 만 보간 고,    동 ( ,  양)  포 시 지 않았다[0142]

2
평균 양  (TGI%)  다  식  사  18 (  동  재  마지막 날)에 평가[0143]

다: TGI%= (1- (상  양 (%)
처리

 ÷ 상  양 (%) ) × 100

다  연  ("II상")  49 에 개시 다.  40 마리  동 (10   나 브 동   RSLAIL-2[0144]

+ CTLA-4  역 에   30 마리  동 )  3 개 그룹에  사 고,  6에 재  

 같  포시 다.

 6

II상 연  계[0145]

1
그룹 N

EMT6 포  시험감염시   연  나 브 동 10

CT26  재시험감염시  EMT6  양 동  10

EMT6  재시험감염시  EMT6  양 동 20
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1
  양 동  RSLAIL-2 +  CTLA-4 에   I상  EMT6 양 보  동  지[0146]

49 에, 동 에 복  역에  주사  EMT6 또  CT26 양 포(0.1 mL 지에  2 x 10
6
 개)  식[0147]

다.

동 에  양 수   나타낸 연  II상  결과   후 5 ( 54 )에 다.[0148]

그룹 1(  연  나 브)  그룹 2(CT26  재시험감염시  EMT6  양 동 )에  든 동  각각

167 ± 22  177 ± 11(평균 ± SE)  평균  지니  양  보 다.  후 5 에 그룹 3(EMT6

재시험감염시  EMT6  양 동 )에  85%만  양 수  찰 었다. 양  타 다  그룹에 

 양 보다 상    것  찰 었다. 평균 양  62 ± 8 mm
3

다.  그룹에  20

마리  14 마리(70%) 동  재시험감염 후 17 에  양 었고(EMT6 양 식   거 ) II 상

 료시( 109 ) 지  양  남아 었다.

그룹 2  동 , , I상에  역 과 고 CT26 양  재시험감염  후  EMT6  양 동  재시[0149]

험감염 후 14 에 평균 양  1257 ± 201(평균 ± SE) 었고, 1000 mm
3
   평균 시간

13.6 ± 0.8 었다. 양  역  양  특  나타내  I상 에   것

나타나지 않았다.  7에  공  연  II 상  결과  약  참 다.

그룹 1   마리  동  14 에 죽  것  다. 검시  폐에   병변( 직 에 [0150]

지 않 )  강 내  액체가  것  나타난 것  드러내었다. 것 에, 타 다  상

찰 또   체  상실  주 지 않았다. 도 17  참 다.

 연  나 브 동 (1541 ± 144 mm
3
)과 EMT6  재시험감염  EMT6  양 동 (192 ± 107) 사[0151]

평균 양 (도 18)  식 후 21 에 비 여 TGI  평가 다(87.5%).

TVQT   양  시  없  에 평가  수 없었다. 그 에 , 양  지연  평가  것[0152]

돕고 근사  내   각각  양 보  동 에  1000 mm
3
 지  양 에  시간  보간

다(그래 드 리  2차 다  비  귀  사 ). 1000 mm
3
 양 지    취

시간( 수)  그룹 1  그룹 2에  각각 16.9 ± 1   13.6 ± 0.8 (평균 ± SE) 었다. 그룹 3에

EMT6 재시험감염   거 지 않  동 (6/20)만  1000 mm
3
 지  시간에 여 평가 고, 

30.3 ± 5.5 다. 들 동 에  1000 mm
3
 지연 지  평균 양  13.4  것  계산 다.

 7

II상 결과  약(평균 ± SE)[0153]

처리 N 5 에
평균 양

1000 mm
3

지 
 걸린 시간

( 수)

양  지연

(1000 mm
3

지
수)

양 식 후 21
에 평균 양 

(mm
3
)

21 에 평
균 양 

(%)

109 
지
 양

동  

EMT6  시험감염
  연

나 브 동

10 167 ± 22 16.9 ± 1 NA 1541 ± 144 NA NA

CT26  재시험감
염  EMT6  양
동

10 177 ± 11 13.6 ± 0.8 NA NA NA NA

EMT6  재시험감
염  EMT6  양
동

20 62 ± 8 30.3 ± 5.5

(6/20 동 )

13.4

(6/20 동 )

192 ± 107 87.5 14

연  마지막 (III상)  109  내지 168 에 걸쳐 지 다. II상  EMT6 재시험감염  [0154]

 거  동 (N=14)  다시 2 x 10
6
 개 EMT6 양 포  다시 /재시험감염 고( 109 )(그룹 2), 59

 동안 니 링 다.  연  동 (N=5)  또  동시에 (그룹 1)  다.
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연   , 그룹 1  2 각각에  101 ± 14  69 ± 6  평균 양   3  후[0155]

에 양 수    것  찰 다.  째 재시험감염  공  동  양 포 식  21 

후에   양(  거 )  , 그들   연  상   5 마리  평균 양 

1550 ± 401 mm
3

었다. 그룹 2  동  연  료 날( 168 ) 지  양  남아 었고,  체  상

실  찰 지 않았다.

 연  EMT6 린  암  양에  RSLAIL-2  -CTLA 4  사   역  (I상)뿐만[0156]

아니라  지   특 ,  처리에   동 에   간  과(II상  III상)  

다.  시  료시 지  연  그리고  각각  상에   개개  양   약에   도  21

참 다.

실시  8[0157]

생체내 고갈 연 : [0158]

RSLAIL-2  -CTLA-4 또  -PD-1   과   역  후에 EMT6 린  암  양에 [0159]

- 양 역에  포독  역 포 집단 여  평가

 실시   RSLAIL-2가 CTLA-4 또  PD-1  체 차단  통  역 체 포 트    [0160]

양 에  연 살 (NK) 포  CD8
+ 

포독  T 림  상  여  평가  것 었다. 

 연  EMT6( 린  암 ) 양  보  58 마리  암컷 BALB/c 마우스  다. 10 마리(10/58)[0161]

동   택 고 나 , 비   당 다( 0 , 4 , 8 , i.p.). 8 마리(8/58)

동  -CTLA-4 i.p.( 0 , 4   8 에 100 μg)  RSLAIL-2 i.v.( 4 에 0.8 mg/kg)  

 처리  당 다. 8 마리(8/58) 동  CD8 고갈 그룹  당 고, RSLAIL-2  -CTLA-4  처

리에 가 , 래트 -마우스 CD8a  연  주사( -2 , 0 , 7 에 100 μg i.p.)에  CD8 T 포

고갈시 다. 8 마리(8/58)  가  동  NK 고갈 그룹  당 고, RSLAIL-2  -CTLA-4  처리에

가 , 끼 -  Asialo-GM1  연  주사( -2 , 0 , 7 에 50 μl i.p.)에  NK 포

고갈시 다.

8  마리(8/58)  동  -PD-1  i.p.( 0  ,  4    8  에 100  μg)   RSLAIL-2  i.v.( 4  에 0.8[0162]

mg/kg)    처리  당 다. 8 마리(8/58) 동  CD8 고갈 그룹  당 고, RSLAIL-2

 -PD-1  처리에 가 , CD8 T 포  래트 -마우스 CD8a  연  주사( -2 , 0 , 7 에

100μg i.p.)에  고갈시 다. 8 마리(8/58)  가  동  NK 고갈 그룹  당 고, RSLAIL-2 

-PD-1  처리에 가 , NK 포  끼 -  Asialo-GM1  연  주사( -2 , 0 , 7 에 50μl

i.p.)에  고갈시 다.

처리 개시( 0 )  복  역에   주사  0.1 mL 주사  2 x 10
6
 개 포/  EMT6 포[0163]

 후 7  지 고, 연  지 간  11 었다. 양 (mm
3
)  체 (그램)  1 주에 2 

내지 3   다.   8  11  에 각각  그룹에    평균 상  양  공 다.

RSLAIL-2  -CTLA-4  에 , 양   체  도 22에 공  편, 0  상  

양   체   변  도 23에 공 다. RSLAIL-2  -PD-1  에 , 양   체  도

24에 공  편, 0 에 상  양   체  변   도 25에 공 다.

연  결과  원 ANOVA   다  비  사후 검 ( 리포니아주 샌 에 고에 재  그래 드 트웨[0164]

어  도우  그래 드 리   6.03)  여 11 에  동 (553%)과 처리  동 (128%) 사

 평균  상  양   계산 여  RSLAIL-2   -CTLA-4  처리 에  양   (TGI)

76.9%(p<0.05)  나타내었다. 

RSLAIL-2  -CTLA-4  처리   CD8a 체  연  주사  여 포독  CD8 T 포  생체내 고갈[0165]

야  , 결과  비  에 비  통계  도에 도달 지 않  11 에 평균 상  양 

 520%  양   5.98%  지니  료  폐 다.

RSLAIL-2  -CTLA-4  처리   -Asialo-GM1 체  연  주사  여 NK 포  생체내 고갈  야[0166]

 , 결과  비  에 비  통계  도에 도달 지 않  11 에 평균 상  양 
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483%  양   12.7%  지니  료  폐 다.

RSLAIL-2  -PD-1과  ,  100  에 평균 상  양  285% 고 양  (TGI)[0167]

48.5%  야 다(p<0.05).

RSLAIL-2  PD-1  처리   CD8a 체  연  주사   , 결과  비  에 비  통계[0168]

 도에 도달 지 않  11 에 평균 상  양  539%  양   2.53%  지니  료 

 폐 다. 

RSLAIL-2  -PD-1  처리   -Asialo-GM1 체  연  주사   , 결과  비  에[0169]

비  통계  도에 도달 지 않  11 에 평균 상  양  364%  양   34.2%  지니

 료  폐 다.

-CTLA-4 또  -PD-1과  , 또  처리  CD8  첨가 또  -Asialo-GM1 체 거  [0170]

, RSLAIL-2   체  상실  찰 지 않았지만, -Asialo-GM1과   RSLAIL-2  -CTLA-4

 또   그룹에  연  8 에 2 마리  동  사망  것  견 , RSLAIL-2  -PD-1  또

 그룹에  연  8 에 3 마리  동  사망  것  견 다.

 8

I상 결과  약(평균 ± SE)[0171]

처리 량 N 처리 개시 시 
양 

(mm
3
) 

11 에 평균
상  양 
 

(%)

11 에 평
균 양 

1
 

(%)

p 값
2

비  

( 0 , 4 , 8 )

NA 10 177 ± 10 553 ± 49 NA NA

RSLAIL-2( 4 )

+

 CTLA-4  ( 0  ,  4
, 8 )

0.8 mg/kg

100 μg

8 198 ± 16 128 ± 24 76.9 <0.05

RSLAIL-2 ( 4 )

+

 CTLA-4  ( 0  ,  4
, 8 ) 

+

-CD8a( -2  ,  0  ,
7 )

0.8 mg/kg

100 μg

100 μg

8 195 ± 14 520 ± 46 5.98
NS

3

RSLAIL-2 ( 4 )

+ 

 CTLA-4  ( 0  ,  4
, 8 )

+ 

 Asialo-GM1 

( -2  ,  0  ,  7
)

0.8 mg/kg

100 μg

50μl

8 177 ± 13 483 ± 51 12.7 NS

RSLAIL-2( 4 )

+

 PD-1 ( 0 , 4 ,
8 )

0.8 mg/kg

100 μg

8 184 ± 10 285 ± 46 48.5 <0.05

RSLAIL-2 ( 4 )

+

 PD-1 ( 0 , 4 ,
8 ) 

+

 -CD8a  ( -2  ,  0
, 7 )

0.8 mg/kg

100 μg

100 μg

8 176 ± 10 539 ± 45 2.53 NS
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RSLAIL-2 ( 4 )

+ 

 PD-1 ( 0 , 4 ,
8 )

+ 

 Asialo-GM1 

( -2  ,  0  ,  7
)

0.8 mg/kg

100 μg

50μl

8 223 ± 15 364 ± 65 34.2 NS

1
평균 양  (TGI%)  다  식  사 여 18 (  동  재  마지막 날)에 평가 다:[0172]

TGI%= (1- (상  양 (%)
처리

 ÷ 상  양 (%) ) × 100

2
다  비 ,  사후 검   원 ANOVA.[0173]

3
NS  통계  도  달 지 못 다.[0174]

 연  EMT6 린  암  양에  RSLAIL-2  -CTLA-4 또  RSLAIL-2  -PD-1  사   [0175]

역   다. 가 , NK  CD8 T 포  생체내 고갈 후에 양  상실   에

포   다에  역  시사 다.

도

도 1
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