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(54) 발명의 명칭 수지상 세포를 제조하기 위한 조성물 및 방법

(57) 요 약

본 발명은 수지상 세포를 제조하기 위한 조성물 및 방법, 특히 면역 능력이 있는 미성숙한 수지상 세포를 제조하

기 위한 조성물 및 방법에 관한 것이다. 우리는 하기의 적어도 하나에 의해 특징지어지는 단핵 백혈구의 배양에

의하여 수지상 세포를 제조하는 방법을 기재한다: 실질적으로 플라즈마-프리 및 혈청-프리 예비-처치 매개, 헤파

린을 포함하는 예비-처치 매개, 및 단백질 용액을 포함하는 예비-처치 매개의 적어도 하나에 의한 조직 배양 표

면의 예비 처치; 실질적으로 플라즈마-프리 및 혈청-프리 흡착 매개의 적어도 하나를 사용하는 단핵 백혈구의 흡

착; 실질적으로 플라즈마-프리 및 혈청-프리 배양 매개를 사용하는 단핵 백혈구의 배양. 우리는 또한 상기 수지

상 세포들을 포함하는 조성물 및 상기 수지상 세포의 용도를 기재한다. 

대 표 도
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특허청구의 범위

청구항 1 

하기의 적어도 하나에 의해 특징지어지는, 단핵 백혈구의 배양에 의하여 수지상 세포를 제조하는 방법:

실질적으로 플라즈마-프리 및 혈청-프리 예비-처치 매개, 헤파린을 포함하는 예비-처치 매개, 및 단백질 용액을

포함하는 예비-처치 매개의 적어도 하나에 의한 조직 배양 표면의 예비 처치;

실질적으로 플라즈마-프리 및 혈청-프리 흡착 매개의 적어도 하나를 사용하는 단핵 백혈구의 흡착;

실질적으로 플라즈마-프리 및 혈청-프리 배양 매개를 사용하는 단핵 백혈구의 배양.

청구항 2 

제1항에서,

상기 단백질 용액은 인간 혈청을 포함하는 것인 방법.

청구항 3 

제2항에서,

상기 인간 혈청은 2 및 10 % 사이의 농도를 가지는 것인 방법.

청구항 4 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항에서,

상기 예비-처치 매개는 10 및 200 U/ml 사이의 헤파린 농도를 가지는 것인 방법.

청구항 5 

제4항에서,

상기 예비-처치 매개는 25 및 100 U/ml 사이의 헤파린 농도를 가지는 것인 방법.

청구항 6 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항의 방법에 따라 제조되는 수지상 세포를 포함하는 조성물.

청구항 7 

제6항에서, 

상기 조성물은 종양에 대하여 직접적으로 투여되는 것인 조성물.

청구항 8 

면역 요법에 의해 암을 치료하기 위한 약제학적 조성물의 제조를 위한 제1항 내지 제5항 중 어느 한 항의 방법

에 따라 제조되는 미성숙한 수지상 세포의 용도.

청구항 9 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항의 방법에 따라 제조되는 미성숙한 수지상 세포를 포함하는 백신을 투약하는 것

에 의하여 암을 치료하거나 또는 예방하는 방법.

청구항 10 

제9항에서,

상기 백신은 종양에 대하여 직접적으로 투여되는 것인 방법.
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청구항 11 

면역 요법에 의한 암의 치료를 위한 제1항 내지 제5항 중 어느 한 항의 방법에 따라 제조되는 미성숙한 수지상

세포를 포함하는 조성물.

청구항 12 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항의 방법에 따라 제조되는 미성숙한 수지상 세포로부터 제조되는 항원-공급의 조

성물.

청구항 13 

T  세포 림프구를 활성화하기 위하여 제12항에 따른 항원-공급의 조성물을 사용하고,  그에 따라 종양-특이적

CD8+ 세포 독성 T 림프구를 함유하는 세포 독성 조성물을 획득하는 것을 포함하는, 세포 독성 조성물을 제조하

는 방법.

청구항 14 

종양 항원에 대한 면역 반응을 자극하기 위하여 암 환자에 대하여 제12항에 따른 항원-공급의 조성물을 투약하

는 것을 포함하는, 종양에 대한 면역 반응을 자극하는 것에 의하여 암을 치료하는 방법. 

청구항 15 

제13항의 방법에 따른 세포 독성 조성물을 제조하는 것, 및 상기 세포 독성 조성물을 암 환자에 대하여 투약하

는 것을 포함하는, 입양성(adoptive) T 세포 요법에 의한 암을 치료하는 방법.

청구항 16 

세포 독성 T 림프구의 활성화를 위한 항원 공급의 세포로서의 제6항에 따른 조성물의 용도.

청구항 17 

입양성(adoptive) T 세포 면역 요법을 위한 약제학적 조성물의 제조를 위한 제13항의 방법에 의해 획득되는 종

양-특이적 CD8+ 세포 독성 T 림프구의 용도.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 수지상 세포(dendritic cells)를 제조하기 위한 조성물 및 방법에 관한 것으로, 특히 면역 능력이 있[0001]

는(immunocompetent) 미성숙 수지상 세포를 제조하기 위한 조성물 및 방법에 관한 것이다. 

배 경 기 술

종양 세포들은, 다수의 전염성(infectious) 제재들과 같이, 정상 세포들이 부재하는 특정한 단백질 항원들을 발[0002]

현한다. 잠재적으로, 면역 체계는 이러한 종양 세포들을 이질적인 것으로 인식하고 또한 그들을 제거한다. 종양

세포의  인식  및  파괴를  매개할  능력이  있는  주요  반응기  세포  집단은  세포  독성  T  림프구(cytotoxic  T

lymphocytes(CTL))이다. CTL 반응을 유도하기 위하여, 항원-제공 세포(antigen-presenting cells(APC))에 의하

여 항원들이 CTL 전구체들에 대해 제공되어야 한다. 최근 15 내지 20 년 동안, 면역 요법(immunotherapy) 연구

는 가장 효과적인 항원-제공 세포들로서 수지상 세포들의 사용에 대하여 집중되어져 왔다(참고 문헌 1 및 2). 

수지상 세포들의 제조를 위한 가장 편리한 공급원은 혈액 단핵 백혈구(blood monocytes)이다. 피터(Peters)는[0003]

자발적으로(3)  및  두  개의  사이토카인(cytokines)(과립  대식  세포  집락-자극  인자  수용체(Granulocyte

Macrophage Colony-Stimulating Factor(GM-CSF)) 및 인터루킨-4(Interleukin-4(IL-4))(4)의 존재하에서의 양자

에서, 배양 내에서의 단핵 백혈구들(monocytes)의 수지상 세포-유사 세포들로 전환하는 능력을 기술하였다. 로

마니 외(Romani et al.)(1994)(5) 및 살루스토(Sallusto) 및 란자베키아(Lanzavecchia)(1994)(6)에 의한 연구

에 따라, GM-CSF 및 IL-4의 존재하에서 배양되는 단핵 백혈구들이 수지상 세포 제조를 위한 가장 널리 이용되는
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공급원이었다. 단핵 백혈구들로부터의 수지상 세포의 제조는 전통적으로 우태아 혈청(fetal calf serum(FCS))의

존재하에서 수행되었다. FCS는 그 환자가 소혈청 알부민(bovine serum albumin(BSA))에 대해 타입 1 과민 반응

(type 1 hypersensitivity)을 발현시킬 위험성이 있기 때문에 면역 요법을 위한 조성물 제조에 있어서의 사용을

위해서 현재로서 추천되어지지 않는다.

두 가지 타입의 수지상 세포들-성숙 및 미성숙-이 존재한다. 성숙한 수지상 세포들은 CD83, 성숙한 수지상 세포[0004]

들의 표지(marker)로 잘 알려져 있는(18), 의 존재에 의하여 특징화되어질 수 있다. 미성숙한 수지상 세포들은

CD1a 및 CD4, 미성숙한 수지상 세포들에 대한 특징적인 표지들인, 의 발현에 의하여 확인될 수 있다. 수지상 세

포들의 미성숙한 상태는 기관에서의 그들의 자연적인 상태이다. 감염 또는 질병의 세포들의 출현 후에, 수지상

세포들은 영향받은 기관들 또는 조직들 내에 위치할 것이고 또한 그 감염된 제재들 및 병든 세포들을 식균할 것

이다(phagocytize). 그들은 그런 다음 항원-특이적 T 림프구(antigen-specific T lymphocytes)에 대하여 처리

된 항원들을 제공하기 위하여 국소 림프절(regional lymph nodes)로 이동할 것이다. 상기 이동의 과정 동안에,

또한 가능하게도 항원-특이적 T 세포들과의 최초의 상호 작용 동안에, 수지상 세포 성장이 개시되며, 증가되는

T-세포의 자극 활성화(stimulatory activity)를 유도할 것이다. 보편적인 개념은, 효과적인 항원-공급 세포가

되기 위하여, 수지상 세포들은, 성숙한 수지상 세포들(dendritic cells(DC))이 높은 수준의 CD80 및 CD86과 같

은, 동시-자극의 분자들(co-stimulatory molecules)을 발현하고, 또한 미성숙한 DC보다 더욱 잘 이동할 수 있으

므로, 성숙되어야 한다는 것이다. 

그러나 미성숙의 수지상 세포들에 의한 면역화(immunozation)가 임상적으로 효과를 가질 수 있다는 어떤 연구들[0005]

이 존재한다. 흑색종 환자들(melanoma patients)의 치료에 대한 수지상 세포들의 유용에 관한 최근의 리뷰(11)

는 미성숙의 수지상 세포들인 효과적으로 면역 반응을 이끌어내고, 그들의 잠재적인 면역 능력을 나타낸다는 실

시예들은 보여준다. 사실적으로, 흑색종 환자들의 수지상 세포-기반의 면역 요법에 대한 최초의 연구들 중 하나

에서 보여지는 임상적인 효과들은 미성숙의 수지상 세포들을 사용하여 얻어졌다(9).

항원 제공 세포들(antigen-presenting cells)로서 미성숙한 DC의 사용은 성숙한 DC의 사용과 비교할 때 잠재적[0006]

인 장점들을 갖는다. 성숙한 수지상 세포들은-가능하게는 완전하게 성숙한 DC에 의한 높은 수준의 동시-자극의

분자들(co-stimulatory molecules)의 결과로서의- 항원-비특이적 경로(예로서 WO2008/081035를 참조)로 림프구

들을 자극한다. 그것은 또한, 성숙한 수지상 세포들이 강력한 CTL 반응을 유도하는 반면, 미성숙한 수지상 세포

들은 강력한 중앙 메모리 T 세포 반응(central memory T cell response)를 유도한다는 것(12), 즉, 미성숙한

DC가 우선적으로 메모리-타입의 면역 반응(memory-type immunine response)을 자극한다는 것을 나타내었다. 메

모리-타입의 면역 반응은 메모리 세포들이 재-순환되고(D62L과 같은 부착 분자들의 존재로 인하여(13)), 종양

세포들과의 최초 접촉 후에 활성화되며, 또한 종양 세포들을 파괴한 후에 증식할 수 있는 능력을 가지고 있기

때문에(14, 15), 효과적인 항-종양 면역력을 유도하는데 있어서 중요하다. 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 생체 내에서 발견되는 미성숙 DC과 유사한 특성들을 보여주는, 면역 능력이 있는(immunocompetent)[0007]

미성숙 DC를 생산하는 방법을 제공하기 위한 것이다. 본 발명이 해결하고자 하는 특별한 문제는 미성숙한 DC의

제조 과정 동안에 이물질 반응들(foreign body reactions)을 감소시키거나 또는 제거하기 위한 것이다. 본 발명

은 또한 임상적으로-유용한 및 약제학적으로-관련있는 미성숙의 DC를 제조하는 방법을 제공하는 것이다. 이러한

관점에서, 본 발명은 FCS를 사용하여 제조되는 DC와 동일한 특성들을 갖는 수지상 세포들, 그러나 그 제조의 과

정에서는 FCS를 사용하지 않는, 을 제조하고자 한다.

가장 넓은 관점에서, 본 발명은 미성숙한 수지상 세포들, 특히 면역 능력이 있는 미성숙한 수지상 세포들을 제[0008]

조하는 방법을 제공하며, 이들은 메모리-타입의 항-종양 T세포 반응을 자극할 수 있다. 다른 관점에서, 본 발명

은 IL-15를 발현하는 수지상 세포들을 제조하는 방법을 제공한다. 

과제의 해결 수단

본 발명에 따르면, 실질적으로 플라즈마-프리의 예비-처치 매개, 헤파린을 포함하는 예비-처치 매개, 및 단백질[0009]

용액을 포함하는 예비-처치 매개 중 적어도 하나에 의한 조직 배양 표면(tissue culture surface)의 예비 처치;

실질적으로 플라즈마-프리의 흡착 매개, 및 실질적으로 혈청-프리의 흡착 매개 중 적어도 하나를 사용하는 단핵

백혈구들의 흡착; 및 실질적으로 플라즈마-프리의 배양 매개를 사용하는 단핵 백혈구들의 배양 중 적어도 하나
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에 의하여 특징지어지는, 단핵 백혈구들의 배양에 의하여 수지상 세포들을 제조하는 방법이 제공된다. 

바람직하게, 상기 단백질 용액은 인간 혈청을 포함한다. 적합하게는, 상기 인간 혈청은 2 및 10 % 사이의 농도[0010]

를 갖는다. 

일 실시예에서, 상기 예비-처치 매개는 10 및 200 U/ml 사이의 헤파린 농도를 갖는다. 이상적으로는, 상기 예비[0011]

-처치 매개는 25 및 100 U/ml 사이의 헤파린 농도를 갖는다.

일 관점에서, 상기 기재된 방법들에 따라 제조된 수지상 세포들을 포함하는 조성물이 제공된다. 일 실시예에서,[0012]

상기 조성물은 종양에 대하여 직접적으로 투여된다. 

또 다른 관점에서, 본 발명은 면역 요법에 의하여 암을 치료하기 위한 약제학적 조성물의 제조를 위한 상기 기[0013]

재된 방법들에 따라 제조된 미성숙한 수지상 세포들의 용도를 제공한다. 

상기 기재된 방법들에 따라 제조된 미성숙한 수지상 세포들을 포함하는 백신을 투약하는 것에 의하여 암을 치료[0014]

하는 또는 예방하는 방법이 본 발명의 또 다른 관점을 이룬다. 일 실시예에서, 상기 방법은 종양 내로 백신을

직접적으로 투여하는 것을 포함한다. 

본 발명의 일 관점은 면역 요법에 의한 암의 치료를 위한 상기 기재된 방법들에 따라 제조되는 미성숙한 수지상[0015]

세포들을 포함하는 조성물을 제공한다.

추가적인 관점은 상기 기재된 방법들에 따라 제조되는 미성숙한 수지상 세포들로부터 제조되는 항원-제공의 조[0016]

성물(antigen-presenting composition)을 제공한다.

본 발명의 추가적인 관점은 하기를 포함한다:[0017]

T-세포 림프구들을 활성화하기 위하여 상기 기재된 바와 같은 항원-제공의 조성물을 사용하고, 그에 따라 종양-[0018]

특이적 CD8+ 세포 독성 T 림프구들을 함유하는 세포 독성 조성물(cytotoxic composition)을 획득하는 것을 포함

하는, 세포 독성 조성물을 제조하는 방법;

종양 항원들에 대한 면역 반응을 지극하기 위하여 암 환자에 대해 상기 기재된 바와 같은 항원-제공의 조성물을[0019]

투약하는 것을 포함하는, 종양에 대한 면역 반응을 자극하는 것에 의하여 암을 치료하는 방법;

상기 기재된 방법에 따르는 세포 독성 조성물을 제조하고, 또한 상기 세포 독성 조성물을 종양 환자에 대하여[0020]

투약하는 것을 포함하는, 입양성 T 세포 요법(adoptive T cell therapy)에 의하여 암을 치료하는 방법;

세포 독성 T 림프구들의 활성화를 위한 항원 제공 세포들로서의 상기 기재된 바와 같은 수지상 세포들의 용도;[0021]

및

입양성 T 세포 면역 요법(adoptive T cell immunotherapy)을 위한 약제학적 조성물의 제조를 위한 상기 기재된[0022]

방법에 의해 얻어지는 종양-특이적 CD8+ 세포 독성 T 림프구들의 용도.

발명의 효과

수지상 세포들을 제조하기 위한 본 발명의 과정은 단핵 백혈구들로부터 DC를 제조하는 잘 알려진 방법들에 대한[0023]

현저한 향상을 제공한다. 이러한 잘 알려진 방법은 말초의 혈액으로부터의 단핵 백혈구들의 분리를 포함하며,

5-7 일 동안 GM-CSF 및 IL-4의 존재 하에서 상기 분리된 단핵 백혈구들의 배양에 의해 후속된다. 본 발명의 향

상된 점은 수지상 세포들 내에서의 유리한 특성들, 낮은 수준의 동시-자극의 분자들(co-stimulatory molecules)

및 높은 식균 작용의 활성(endocytic activity)과 같은, 을 제공한다. 본 발명의 제조 과정들에 따라 제조된 면

역 능력이 있는 미성숙한 수지상 세포들의 특성들은 생체 내에서의 미성숙한 수지상 세포들의 특성들과 유사하

다. 생체 내에서의 미성숙한 DC의 중요 특성들은 다음과 같다: 높은 식균 작용의 활성(endocytic activity), 인

터루킨-15(Interleukin-15 (IL-15))를 생산할 수 있는 능력, 적합한 성숙의 제재(maturation agent)의 첨가에

의하여 완전히 성숙한 비-소모적인 수지상 세포들로 분화할 수 있는 능력, 및 생체 외에서 메모리-타입의 항원-

특이적 CTL 반응(memory-type antigen-specific CTL response)을 유도할 수 있는 능력.   

도면의 간단한 설명

본 발명의 상기 기재된 및 다른 관점들은, 단지 예시의 방법으로써, 수반되는 도면들 및 실시예들을 참조로하여[0024]

이제부터 더욱 상세하게 기재될 것이다: 
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도 1은 제조되는 성숙한 수지상 세포들의 표현형(phenotype)에 대한 플라스틱 예비 처치 매개(plastic  pre-

treatment medium) 내 플라즈마 포함의 영향을 나타낸다;     

도 2는 최종 수득물 내에서 림프구들의 비율에 대한 예비 처치 매개 내 헤파린 포함의 영향을 나타낸다;

도 3은 제조되는 성숙한 수지상 세포들의 표현형(phenotype)에 대한 예비 처치 매개 내 헤파린 포함의 영향을

나타낸다;        

도 4는 제조되는 성숙한 수지상 세포들에 의한 IL-12p70의 제조에 대한 예비 처치 매개 내 헤파린 포함의 영향

을 나타낸다;

도 5는 제조되는 성숙한 수지상 세포들의 표현형(phenotype)에 대한 흡착 매개 내 인간 혈청 포함의 영향을 나

타낸다;   

도 6은 제조되는 성숙한 수지상 세포들에 의한 IL-12p70의 제조에 대한 흡착 매개 내 인간 혈청 포함의 영향을

나타낸다;   

도 7은 미성숙한 수지상 세포들의 표현형을 나타낸다; 

도 8은 미성숙한 수지상 세포들 내에서의 IL-15의 발현을 나타낸다;

도 9는 미성숙한 및 성숙한 수지상 세포들의 용해물(lysates) 내 IL-15 단백질의 검출을 나타낸다;

도 10은 표지화된 용해물의 섭취를 나타낸다;

도 11은 유방암 세포 라인 MDA-MB-231의 용해물로 로딩된 수지상 세포들로 두 번 자극된 림프구들의 표현형을

나타낸다;

도 12는 HLA-A2-포지티브 종양 세포 라인 MCF-7 및 MDA-MB-231에 대한 HLA-A2-포지티브 공여자(donor)의 제조

된 면역 림프구들의 세포 독성 활성을 나타낸다; 및

도 13은 HLA-A2-포지티브 종양 세포 라인 LNCaP 및 HLA-A2-네가티브 세포 라인 T47D에 대한 HLA-A2-포지티브

공여자(donor)의 제조된 면역 림프구들의 세포 독성 활성을 나타낸다.     

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

말초 혈액의 원심 분리에 의하여 얻어진 단핵 세포들(mononuclear cells)의 집단으로부터 단핵 백혈구를 분리하[0025]

기 위하여, 단핵 백혈구들을 흡수하기 위하여 플라스틱 표면이 통상적으로 사용된다. 단핵 세포들은 단핵 백혈

구들, 림프구들 및 다양한 비율의 혈소판들을 포함하며, 이들은 특히 말초 혈액의 원심 분리에 의해 제거하는

것이 곤란하다. 흡착에 의한 분리는 단핵 백혈구들의 높은 부착 특성에 기반된다. 단지 단핵 백혈구들만 상기

표면에 부착할 것이고, 반면 다른 세포성 성분들은 그렇지 않을 것이라는 것이 예상된다. 따라서 단핵 백혈구들

은 비-흡착된 세포들을 제거하고 또한 흡착된 단핵 백혈구들의 단일층을 세척하는 것에 의하여 분리하는 것이

용이할 것이다. 실제에 있어서, 그러나 다른 세포 성분들의 상당 비율이 또한 상기 표면에 대하여 흡착할 것이

다(참조 문헌 (22)의 도 1 참조).

단핵 백혈구들의 수지상 세포들로의 변형 동안에 다른 세포 성분들의 존재는 수지상 세포들의 특성을 위태롭게[0026]

할 수 있다. 몇 가지 이전 연구들은 생체 외에서 생산된 미성숙한 수지상 세포들이 면역 능력이 결여되어 있다

는 것을 보고하여 왔다(7, 8). 생체 외에서 생산된 미성숙한 DC 및 생체 내에서 발견된 것들 사이의 차이는 생

체 외에서 단핵 백혈구들의 DC로의 위태로운 분화로부터 발생될 수 있을 것이다. 분화는 단핵 세포들의 집단 내

에 존재하는 단핵 백혈구들 및 다른 세포들이 플라스틱 조직 배양 표면(plastic tissue culture surfaces)에 접

촉할 때에 발생하는 이물질 반응들의 결과로서 위태로워질 수 있다(16, 17). 이물질 반응들은 완전하게 능력있

는 미성숙한 수지상 세포들로 분화하는 단핵 백혈구들의 능력을 저해하는 요인들의 생산을 유도하는 단핵 세포

들의 활성화를 유발할 수 있다.

수지상 세포들의 생산은 전형적으로 플라스틱 예비-처치, 흡착 및 배양의 단계들을 포함한다. 본 발명의 방법에[0027]

서, 단핵 백혈구들의 흡착의 과정은 단핵 백혈구들의 높은 부착은 유지하는 반면 비-단핵 백혈구성 단핵 세포

성분들의 부착을 감소시키는 것에 의하여 향상되어져 왔다.

수지상  세포들의  제조의  흡착  단계  동안의  림프구들의  비-특이적  흡착은  통상적인  문제점이다(22).  본[0028]

발명에서, 인간 혈청(2-10%)을 포함하는 매개로의 조직 배양 플라스틱의 예비-처치가 플라스틱 표면을 코팅하고
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또한  림프구들의  비-특이적  흡착을  감소시키기  위하여  사용되었다.  인간  혈청의  이러한  효과는  피브로넥틴

(fibronectin)의 존재와 관련된 것이며, 단핵 백혈구들이 피브로넥틴에 대한 수용체를 포함하며 또한 표면에-결

합된 피브로넥틴에 대하여 부착할 수 있기 때문이다(28, 29). 또다른  공급원으로부터 유도된 피브로넥틴에 비

하여 인간 혈청의 사용은 면역 요법 환자들에 대한 투약을 위한 조성물의 제조에 있어서 유리한 것이다. 

비-특이적 흡착 및 림프구 확장에 있어서의 추가적인 감소가 상기 플라스틱 예비-처치 매개 내 헤파린의 포함에[0029]

의하여 본 발명에서 달성된다. 헤파린은 다양한 타입의 체외에서 일어나는(extracorporeal) 혈액 처리의 과정

동안 인간 혈액 세포들의 흡착 및 활성화를 감소시키는데 있어서 종종 사용된다(26). 이러한 시스템들 내에서,

체외의 장비들에서 사용되는 모든 표면들에 대한 헤파린의 공유적 부착 및 혈액과 직접적으로 접촉하는 것이 사

용된다. 수지상 세포들의 제조에 있어서, 헤파린은 높은 수준의 CD1a의 발현을 갖는 세포들을 제조하기 위하여

배양 매개에 대하여 부가적인 것으로서 사용되어져 왔다(27). 본 발명의 방법의 일 관점에서는, 그러나 헤파린

은 상기 플라스틱 예비-처치 단계 동안에 사용되며, 특히 조직 배양 플라스틱 예비-처치 매개 내의 헤파린의 포

함에 의한다. 

본 발명자들은 또한 혈소판들의 흡착 및 활성화가 만약 플라즈마가 플라스틱 예비-처치, 흡착 또는 배양 동안의[0030]

샘플 매개로부터 배제된다면 예방될 수 있다는 것을 발견하였다. 플라즈마의 상기 배양 매개에 대한 부가는 종

종 수지상 세포들의 제조를 위하여 사용된다(22, 23). 플라즈마는 피브로겐을 포함하며, 이는 혈소판들의 흡착

및 활성화를 매개할 수 있고(24), 이는 단핵 세포들의 제조에 있어서 종종 나타난다. 

본 발명의 일 관점에서, 단핵 백혈구의 비-특이적 활성화가 흡착 단계 동안에 감소된다. 단핵 백혈구의 비-특이[0031]

적 활성화는 통상 수지상 세포로의 그들의 분화를 포함하는, 그들의 대식 세포(macrophages)로의 분화를 촉진한

다. 본 발명에서, 단핵 백혈구의 비-특이적 활성화에서의 감소는 흡착 단계들로부터 성인 인간 혈청의 배제에

의해 달성된다. 

미성숙한 수지상 세포들의 생산을 위하여 여기 기재된 방법들은 수지상 세포 백신으로서의 사용을 위해 적합한[0032]

세포들을 생산한다. 예로서, 본 발명에 따라 제조된 미성숙한 수지상 세포들은 면역 요법 암 치료의 일부로서

종양으로 직접 투여될 수 있다. 본 발명의 방법들은 또한 강력한 항원-특이적 CTL 반응들을 유도할 수 있는 능

력을  갖는  수지상  세포들을  생산한다.  이러한  미성숙한  수지상  세포들이  생체외  면역  실험(immunization

experiments)에서 항원 제공 세포로서 사용될 때에, 일어나는 반응들은 메모리-타입의 반응들의 특성들, 예를들

면, CD62L의 CTL에 의한발현, 타겟 세포들의 특이적 인식 및 킬링 및 타겟 세포들과의 최초 접촉 후에 강한 증

식과 같은, 을 갖는다. 

실시예 1- 수지상 세포들의 제조[0033]

수지상 세포들이 버피 코트(buffy coats)로부터 제조되었다. 60 ml의 버피 코트는 60 ml의 Ca/Mg-프리의 포스페[0034]

이트 버퍼의 식염수(Ca/Mg-free  phosphate  buffered  saline  (DPBS))(캠브렉스(Cambrex))로 희석되었고, 또한

림포프렙(Lymphoprep)(네 개의 50 ml 튜브로 각각은 14 ml의 림포프렙이 구비됨)에 대하여 적용되었다. 말초 혈

액 단핵 세포들(peripheral blood mononuclear cells (PBMCs))의 혈소판으로의 오염을 최소화하기 위하여, 림

포프렙 원심 분리(200 g, 20℃)가 로마니 외(Romani et al.), 1996 (25)에 의하여 기재된 과정에 따라 20 분

후에 중단되었다. 상부 15-20 ml, 혈소판의 대부분을 포함하는, 이 50 ml의 튜브들 내로 이동되었고 또한 원심

분리가 재개되었다(460 g, 20 분, 20 ℃).

플라스틱 조직 배양 플라스크의 코팅은 5 %의 인간 AB 혈청을 포함하는 RPMI 예비-처치 매개를 상기 플라스크[0035]

(T25)에 대하여 첨가하는 것에 의하여 개시되었다. 상기 예비-처리 매개는 나중에 T25 플라스크로부터 제거되었

고 또한 플라스크는 5 ml의 RPMI 1640으로 세정되었다. 

림포프렙 원심 분리의 종결 후에, 단핵 세포들은 그 인터페이스로부터 수확되었고, 차가운 EDTA-함유의 DPBS(캠[0036]

브렉스(Cambrex))로 두 번 희석되었으며 또한 3 원심 분리, 그 첫번 째는 250 g, 두번 째는 200 g, 및 마지막은

150 g, 에 의하여 세척되었다. 원심 분리는 4 ℃에서 12 분 동안 수행되었다. 최초 원심 분리 후에, 세포들은

30 ml의 차가운 Ca/Mg 프리 DPBS 내에서 재-현탁되었고 또한 쿨터 카운터(Coulter Counter)를 사용하여 카운트

되었다. 단핵 백혈구들의 양은 약 9 ㎛의 평균 사이즈를 갖는 피크 내에서의 세포들의 수로서 측정되었다. 

수지상 세포들의 생산을 위하여, T25 폴리스티렌 플라스크 당 4-8 Mio의 단핵 백혈구들을 포함하는 세포 현탁물[0037]

들이 원심 분리 튜브들 내로 이동되었고 또한 250 g에서 12 분 동안 4 ℃에서 원심 분리되었다. 4 ml의 AIM-V

흡착 매개(플라즈마 및/또는 혈청의 첨가를 포함하는 또는 포함하지 않는)가 그런 다음 각각의 플라스크에 대하
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여 부가되었다. 추가적인 원심 분리 후에, 그 얻어진 펠렛은 4-8 x 10
6
 단핵 백혈구/ml의 농도를 갖는 흡착 매

개 내에서 재-현탁되었고, 또한 1 ml의 세포 현탁물이 각각의 T25 플라스크에 대하여 부가되었다. 37 ℃에서의

흡착의 30 분 후에, 비-흡착된 세포들은 제거되었고, 흡착된 세포들은 따뜻한 RPMI 1640 매개로 두 번 세정되었

고 또한 5 ml의 배양 매개(AIM-V 매개)가 각각의 플라스크에 대하여 첨가되었다. 상기 플라스크들은 37 ℃에서

CO2-인큐베이터내로 놓여졌다. 사이토카인(Cytokines)(GM-CSF,  최종 농도 100 ng/ml,  및 IL-4,  최종 농도 25

ng/ml)이 다음 날 및 3 일 째에 첨가되었다.

4일 째에, 성숙할 수 있는 능력이 성숙 칵테일(mauration cocktail): 10 ng/ml의 TNF-알파, 1000 U/ml의 IL-6,[0038]

10 ng/ml의 IL-1 및 0.1 ㎍/ml의 프로스타글란딘 E2(prostaglandin E2)을 포함하는, 을 부가하는 것에 의해 측

정되었다. 6일 째에, 세포들이 수확되었고, 그들의 표현형이 FACS 분석기에 의해 결정되었으며, 또한 상청액 내

에서의  IL-12p70의  생산물이  ELISA  분석기에  의해  결정되었다.  세포들은  CD83(피코에리쓰린(phycoerythrin

(PE)) 및 CD86 (PE)에 대하여 직접적으로 컨쥬게이트되어 있는 항체들에 의해 염색되었으며, 모든 것은 파민젠,

벡톤 디킨슨, 브로엔드비, 덴마크(Pharmingen, Becton Dickinson, Broendby, Denmark)로부터의 것이다. 적합한

아이소타입 컨트롤들이 사용되었다. 샘플들은 FC500  플로우 사이토미터(FC500  Flow  Cytometer)  (벡크만 쿨터

(Beckman Coulter))를 사용하여 분석되었다. 

DC의 CD83 레벨이 완전한 성숙을 나타내기 위하여 사용되었다. 소모의 결여를 나타내기 위하여, 사이토카인 IL-[0039]

12p70의 생산-이것은 면역 반응의 Th1 폴라리제이션(Th 1 polarization)을 위하여 중요한 것으로 인식되어 있다

(19)-이 측정되었다. IL-12p70 생산의 결여는 소모된 성숙한 수지상 세포들의 지표인 것으로 간주된다(20, 21).

실시예 2- 흡착 매개 내에서의 플라즈마의 영향[0040]

실시예 1에서 기재된 바와 같은 수지상 세포의 제조가 다음 중 어느 것을 포함하는 흡착 매개를 가지고 반복되[0041]

었다: AIM-V 매개에 더하여, 혈청, 플라즈마-유도된 혈청 또는 플라즈마.

두 개의 공여자(donors)로부터의 세포로의 실험들 중 하나의 결과들이 도 1에 보여진다. 플라즈마는 성숙의 정[0042]

도에 대하여 네거티브적인 영향을 가지고 있었으며, 반면 플라즈마-유도된 혈청은 더 적은 저해 효과를 지닌다.

플라즈마-유도된 혈청의 네가티브적인 영향은 CaCl2의 부가에 의해 유도되는 클로팅(clotting)의 과정 동안 플

라즈마로부터 피브로겐의 불충분한 제거와 연관되어 있을 수 있다. 요약하면, 플라즈마는 완전한 성숙에 이르기

위한 수지상 세포들의 능력에 대하여 네가티브적인 영향을 지니고 있었다.

실시예 3- 플라스틱 예비-처치 매개 내에서의 헤파린의 영향[0043]

수지상 세포들이 실시예 1에 기재된 바와 같이 준비되었다. 실시예 3의 실험에서, 헤파린이 플라스틱 예비-처치[0044]

매개에 대하여 더하여 졌으며 이에 따라 플라스틱 세포 배양 표면들이 상기 예비-처치 단계 동안에 헤파린에 의

해 코팅되었다. 

그 최종 수득물에서의 림프구들의 비율에 대한 헤파린 코팅의 영향이 도 2에 보여진다. 공여자들(donors)의 대[0045]

부분에 대하여, 림프구들의 비율이 상기 예비-처치 매개 내에서의 헤파린의 함유의 결과로서 2 배 감소하였고,

반면 수지상 세포들의 최종 수득율은 변함없거나, 또는 미세하게 감소되었다. 제조되는 수지상 세포들의 플로우

사이토메트리(flow cytometry)는 수지상 세포들의 성숙의 수준에서의 변화를 보여주지 않았다(도 3).

이러한 수지상 세포들에 대하여 성숙의 과정 동안 IL-12p70의 수준이 또한 측정되었다. IL-12p70의 생산이, 캡[0046]

쳐 Abs(capture Abs), 스탠다드 또는 샘플, 비오틴화된 검출 Abs(biotinylated detection Abs), 및 HRP-스트렙

타비딘(HRP-streptavidin)을 포함하는 샌드위치 ELISA 에 의해 측정되었다. IL-12p70에 대하여 키트 "두오셋 엘

리사 향상 시스템(DuoSet  ELISA  development System)"(R&G 시스템스)가 제작자의 추천에 따라 일정의 변형을

가지고 중요하게 사용되었다. 눈크 맥시솝 96-웰 플레이트(Nunc maxisorp 96-well plates)에 대한 캡쳐 항체들

의 하룻밤 동안의 바인딩 및 세정 후에, 블록킹 단계가 적어도 3 시간 실온(r.t.)에서 연장되었다. 스탠다드 커

브가 500 pg/ml에서 시작되는 스탠다드의 7 번 연속된 희석에 의하여 제조되었다. 스탠다드 및 샘플들이 실온에

서 2 시간 동안 인큐베이트 되었고 4 ℃에서 하룻 밤 동안의 인큐베이션에 의해 후속되었다. 후속되는 단계들은

제작자의  프로토콜에  따라  수행되었다.  하이드로전  퍼옥사히드-테트라메틸벤지딘  혼합물(Hydrogen  peroxide-

tetramethylbenzidine mixture)이 HRP에 대한 기질 용액(substrate solution)으로서 사용되었고, 또한 효소 반
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응을 종결시킨 후에, 광학적 밀도가 490 및 620 nm 에서의 판독 사이의 차이로서 파장 보정을 가지고 측정되었

다. 

도 4에 도시된 바와 같이, 수지상 세포들을 성숙시키는 것에 의한 IL-12p70의 생산이 수 개의 것에서, 그러나[0047]

모든 배양들은 아닌, 증가되었다. 

요약하면, 플라스틱 예비-처치 매개 내에서의 헤파린의 포함은 최종 수지상 세포들의 림프구들로의 오염을 그[0048]

수지상 세포들의 특성들을 위태롭게 하지 않으면서 현저하게 감소시킨다. 

 [0049]

실시예 4- 흡착 매개 내에서의 인간 혈청의 영향[0050]

실시예 1에 기재된 바와 같은 방법이 그 흡착 매개 내에 인간 혈청의 사용을 포함 또는 포함시키지 않고 반복되[0051]

었고 또한 결과적인 DC의 특성들이 조사되었다. 도 5 및 6는 두 개의 공여자로부터의 세포들로 얻어진 결과를

도시한다. 흡착 단계 동안에 인간 혈청의 존재는 스탠다드 성숙 칵테일(standard maturation cocktail)의 첨가

에 따라 성숙하는 수지상 세포들의 능력을 감소시키며, 이것은 CD83+ 세포들의 비율 내에서의 감소(도 5) 및

IL-12p70 의 생산에서의 감소(도 6)에 의해 보여진다. 이러한 영향은 단핵 백혈구들의 활성화를 유도하는 혈청

내의 면역글로블린 존재의 결과일 것이다(16).

실시예 5- 수지상 세포들의 최종 특성화[0052]

미성숙한 수지상 세포들의 최종 특성화가 하기의 방법들을 사용하여 수행되었다: 생체 내에 존재하는 미성숙한[0053]

수지상 세포들에 대해 특징적인 표지들(CD1a 및 CD4)의 발현, IL-15의 발현, 및 레벨화된 용해물의 섭취에 대한

FACS 분석.

미성숙한 수지상 세포들의 FACS 분석으로부터의 결과는 도 7에 도시되었다. 세포들은 CD1a 및 CD4 에 대해 포지[0054]

티브였다. CD4는 림프구들에 의해 생산되는 IL-16 및 MHC 클래스 II에 대한 수용체이다. 리간드(MHC 클래스 II

또는 IL-16)를 갖는 수지상 세포들의 표면에서의 CD4의 상호 작용은 수지상 세포들의 활성화를 유도할 것이며

이것은 그들의 동시-자극적인 기능(co-stimulatory function)을 향상시킬 수 있다. 

IL-15가 두 가지 방법에 의해 결정되었다:  RT-PCR(통상적인 및 리얼 타임)에 의한 mRNA  발현,  및 샌드위치[0055]

ELISA에 의한 단백질 발현.

IL-15를 위한 mRNA의 발현[0056]

RNA가 샘플들로부터 분리되었고, RNA레이터(RNAlater)(암비온(Ambion))에서 보관되었고, DNase 처리되었고, 역[0057]

전사되었으며, 또한 PCR 내에서 사용되었다. 역전사 과정 없는 제조물이 네가티브 컨트롤로서 사용되었고, 여기

서 PCR 생산물의 결여는 게놈의 DNA를 오염시키는 것의 완벽한 결여를 나타내었다. 인간 IL-15에 대한 프라이머

들이  참조로서  주어진다(30):  TAAAACAGAAGCCAACTG  (센스(sense))  및  CAAGAAGTGTTGATGAACAT  (안티센스

(antisense)).  95  ℃에서 5  분 동안의 최초 변성(initial  denaturation)  후에,  샘플들은 DNA  써모사이클러

(thermocycler) 내에서 35-38 사이클 동안 증식되었고, 각각은 95 ℃에서 60 초 동안의 변성(denaturing), 63

℃(사이클 1-3), 59 ℃(사이클 4-6), 및 56 ℃(사이클 7-38)에서 60 초 동안의 어닐링(annealing), 및 72 ℃에

서 45 초 동안의 신장(extension)을 포함하며, 72 ℃에서 10 분 동안의 최종적인 신장(extension)에 의해 후속

된다. PCR 수득물의 알리쿼트들이 다음으로 2 %의 아가로스 젤 상에서 전기 영동되고(electophoresed) 또한 에

티디움 브로마이드 스태이닝(ethidium bromide staining)에 의해 시각화되었다.

리얼 타임 RT-PCR이 라이트사이클러 파스타트 DNA 마스터 플러스 SYBR 그린 I(Lightcycler Fastart DNA Master[0058]

Plus SYBR green I) 및 라이트사이클러 2.0 인스트루먼트(Lightcycler 2.0 instrument)(로체 어플라이드 사이

언스(Roche Applied Science))를 사용하여 수행되었고, 프라이머 및 조건은 참조(31)와 같았다: 센스(sense) -

5'-GCCCTGGATATCTGTTCCAA-3', 안티센스(antisense) - 5'-GCTCGACACATTTCGTCTCA-3', 결과적으로 PCR 수득물 사

이즈는 177 bp였다. 어닐링은 61 ℃에서 수행되었다. β-액틴 및 GAPDH 을 인코딩하는 유전자들이 하우스-키핑

유전자 컨트롤로서 사용되었다. 
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ELISA에 의한 IL-15의 결정[0059]

IL-15 결정을 위하여, 0.35 ml의 각각의 수지상 세포 용해물이 수집되었고 또한 분석 때까지 동결(-20 ℃) 상태[0060]

로 유지되었다. IL-15의 농도는 ELIST 증식 시스템(퍼킨엘머 라스, 주식회사(PerkinElmer LAS, Inc.))과 결합

된 "레디-셋-고(Ready-Set-Go)"  ELISA  키트(이바이오사이언스, 샌디아고, 캘리포니아, 미국(eBioscience, San

Diego, Ca, USA))를 사용하여 결정되었다. 상기 "레디-셋-고(Ready-Set-Go)" 키트는 캡처 Abs, 스탠다드, 비오

틴화된 검출 Abs(biotinylated detection Abs), 및 HRP-스트렙타비딘(HRP-streptavidin)을 포함했다. 상기 과

정은 본질적으로 하기의 변형들을 포함하는 제작자의 추천에 따라 수행되었다: 1) 캡쳐 항체들의 눈크 맥시솝

96-웰 플레이트(Nunc  Maxisorp  96-well  plates)에 대한 하룻 밤 동안의 바인딩 및 상기 플레이트들의 세척

후에, 블록킹 단계가 적어도 3 시간 실온에서 연장되었다; 2) 스탠다드 커브가 500 pg/ml의 IL-15로 시작하는

스탠다드의 일곱 번의 연속된 희석에 의하여 제조되었고, 또한 세번 복사된(triplicated) 스탠다드 및 샘플들이

실온에서 2 시간 동안 인큐베이트되었으며 4 ℃에서 하룻 밤 동안의 인큐베이션에 의해 후속되었다. 

HRP-스트렙타비딘(HRP-streptavidin)에 의해 후속되는 비오틴화된 검출 Abs(biotinylated detection Abs)의 바[0061]

인딩 후에, ELIST 에 의한 증식이 본질적으로 퍼킨엘머의 프로토콜(PerkinElmer' s protocol)에 따라 수행되었

다. 그런다음 HRP의 효소적 반응이 기질로서 테트라메틸벤지딘(tetramethylbenzidine (TMB))을 사용하여 측정되

었다. 황산에 의해 반응을 종결한 후에, 광학적 밀도가 450 및 550 nm 판독 사이의 차이로서의 파장 보정을 가

지고 측정되었다.

IL-15의 결정의 결과가 도 8(RT-PCR 분석) 및 도 9(ELISA 분석)에 나타내어져 있다. 상기 결과들은 본 발명에[0062]

따라 생산된 미성숙한 수지상 세포들이 IL-15을 위한 mRNA를 발현하고 또한 세포들 내에서 단백질을 발현한다는

것을 보여준다. 일부 실험들에서 성숙에 따라 세포들 내에서의 IL-15의 양이 감소한다는 것에 흥미롭게 주목한

다. 리얼-타임 PCR 로부터의 데이터는 IL-15을 위한 mRNA의 발현을 확인시켜준다(미도시). IL-15가 발현하는 DC

는 비-IL-15가 생산하는 세포들과 비교할 때 CTL 반응의 유도에서 우월하다는 것을 보여주었다(32, 33, 34).

IL-15는 또한 메모리 CD8+ 세포들의 생산(generation) 및 유지(maintenance)를 유도할 수 있다(35, 36). 따라

서, IL-15 발현은 메모리 타입 CTL 반응들을 유도하기 위한 본 발명의 방법에 의해 제조되는 수지상 세포들의

높은 능력을 반영할 것이다. 

종양 세포들로부터의 용해물을 섭취하기 위해 제조되는 수지상 세포들의 능력을 보여주기 위해서, 실시예 6에[0063]

기재된 바와 같이 제조된 용해물이 하기의 과정을 사용하여 표지화되었다. 종양 세포 용해물(2-4 mg 단백질/m

l)이 Ca/Mg를 함유하는 DPBS 내에 준비되었고, 1M NaOH 가 pH 9.0 까지로 올리기 위해 첨가되었다. 3 mg의 N-

하이드록시숙신이미드-플루오레슨스(N-  Hydroxysuccinimide-Fluorescein  (NHS-플루오레슨,  피어스(NHS-

Fluorescein, Pierce)) 가 50 μl 드라이 DMSO  내에 용해되었고, 또한 상기 용해물에 대하여 더하여졌다. 상기

혼합물은 37 ℃에서 1.5 시간 동안 암흑 조건 하에서 인큐베이트되었다. 변형된 용해물은 투석물 내에서 UV 254

nm 하에서 어떠한 형광성이 검출되지 않을 때까지, 12 시간의 시간 경과로 다시 놓아지는, 1.51 DPBS(Ca/Mg 결

여)로 투석되었다. 1.5 μl의 최종 용해물 및 NHS-플루오레슨 용액(NHS-Fluorescein solution)이 형광성 표지

자(카이젤젤 60 F254(Kieselgel 60 F254), 머크(Merck))를 포함하는 TCL 플레이트 상에 스팟팅되었고 또한 크로마

토그래픽 시스템 아세토니트릴: H2O/4:1 내에서 전개되었다. 상기 플레이트는 용해물 내의 모든 라벨이 단백질에

대해 공유적으로 부착되었는지 및 상기 용해물이 프리 라벨을 포함하지 않았는지를 확인하기 위하여 UV 254 nm

하에서 보여졌다.  

도 10은 37 ℃에서 표지화된 용해물로 60 분 동안 인큐베이트된 수지상 세포들의 현미경 사진을 나타낸 것이다[0064]

(a- 광학 현미경; b- 형광 현미경). 모든 수지상 세포들이 표지화된 용해물의 강한 섭취를 나타낸다는 것이 선

명하게 보여질 수 있었다.  

요약하면, 상기 기재된 방법에 의해 생산된 수지상 세포들은 높은 균질성으로, 그들은 생체 내에 존재하는 수지[0065]

상 세포들에 대해 특징적인 표면 분자들의 요구되는 세트를 발현하고, 그들은 IL-15를 발현하며, 또한 그들은

종양 세포들의 외인성으로(exogenously) 첨가된 용해물을 섭취할 수 있는 높은 능력을 가진다.

실시예 6- 종양 세포 라인으로부터의 용해물로 로딩된 미성숙한 수지상 세포들은 메모리-타입 반응의 특징을 갖[0066]

는 생체 외 종양-특이적 CTL 반응의 생산을 자극한다.

본 발명의 방법에 의해 제조되고 또한 종양 항원들로 로딩된, 수지상 세포들의 항-종양 CTL 반응을 생산을 자극[0067]
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하는 능력이 종양 항원의 공급원으로서 유방암 세포 라인 MDA-MB-231의 용해물을 사용하여 생체 외에서 테스트

되었다. 이러한 세포 라인은 넓은 스펙트럼의 암/고환 항원(testis  antigens)을 발현한다(WO 2008/081035 참

조).

종양 세포들은 L-글루타민 및 10 %의 우태아 혈청(fetal calf serum)으로 보충된 RPMI 1640 매개 내에서 배양되[0068]

었다. 용해물의 준비를 위하여, 세포들은 트립신화(trypsinization)에 의해 수확되었고, 세척되었으며, 카운트

되었고, 10
7
/ml의 농도에서의 RPMI  1640  매개 내에 현탁되었고 또한 5  사이클의 동결화(액상 질소) 및 쏘잉

(thawing)(물 배쓰, 37 ℃) 하에 놓여졌다. 결과물인 용해물은 원심 분리(3000 g, 60 분, 4 ℃)에 의해 정화되

었고 또한 -80 ℃에서 알리쿼트들이 보관되었다. 

수지상 세포들은 실시예 1에 기재된 바와 같이 제조되었다. 4 또는 5 일째에, 종양 용해물로 수지상 세포들을[0069]

로딩하기 위하여 10 %의 종양 용해물이 상기 수지상 세포들의 배양에 대하여 첨가되었다.

하룻 밤 동안의 인큐베이션 후에, 세포들은 수확되었고, 세척되었으며, 림프구 배양 매개 (5 %의 오토로고스[0070]

(autologous) 혈청이 첨가된 AIM-V) 내에서 재-현탁되었다. 종양-특이적 CTL 반응의 생체 외 생산을 위하여 상

기 로딩된 수지상 세포들은 오토로고스 비-부착된 림프구들과 1:40의 비율로 혼합되었고 또한 각각의 웰 당 2

Mio 의 림프구, 24-웰 플레이트 내에 놓여졌다. 2, 5 및 8 일째에, 매개의 절반이 제거되었고 또한 50 U/ml의

IL-2를 포함하는 1 ml의 신선한 매개가 각각의 웰에 대하여 더하여 졌다. 10 또는 11일 째에, 세포들은 수확되

었고, 또한 큰 활성화된 림프구들의 농도가 쿨터 카운터(Coulter Counter)를 사용하여 결정되었다. 상기 세포들

은 다음으로 세척되었고, 쏘우된(thawed) 용해물-로딩된 수지상 세포들과 함께 1:10의 비율로 혼합되었으며 또

한 2 ml의 림프구 배양 매개 내에서의, 24-웰 플레이트들(웰 당 0.5 x 10
6
 림프구들)의 웰 내로 놓여졌다. 

2 및 5일 째에, 상기 매개의 절반이 제거되었고 또한 50 U/ml의 IL-2를 포함하는 1 ml의 신선한 매개가 각각의[0071]

웰에 대하여 더하여 졌다. 7일 째에, 세포들이 수확되었고, 카운트되었으며, 또한 FACS 분석을 위하여 또한 종

양 세포 라인들의 패널에 대한 세포 독성을 위한 테스트를 위하여 사용되어졌다.

몇 가지 실험들 중 하나에서 생산된 림프구들의 표현형 분석이 도 11에 보여진다. 보여지는 바와 같이, 세포들[0072]

의 상당한 비율이 CD8+ T 림프구들이고 또한 그들의 대부분이 높은 수준의 CD62L을 발현한다. 

활성화된 림프구들의 세포 독성 활성이 종양 세포 라인들의 패널을 사용하여  HLA-A2-포지티브 공여자에 대하여[0073]

모폴로지적으로 결정되었다: 유방 암 세포 라인 MCF-7 (HLA-A2+), MDA-MB-231 (HLA-A2+) 및 T47D (HLA-A2-),

전립선 암 세포 라인 LNCaP (HLA-A2+). 5 x 10
4
 종양 세포들이 10 %의 FCS이 첨가된 1 ml의 RPMI-1640 매개 내

의 24-웰 플레이트들 내에서 시드되었으며 또한 테스트 이전에 2 일 동안 인큐베이트되었다. 1 x 10
6
 세포들을

포함하는 1 ml의 분리된 림프구들의 현탁물이 상기 종양 세포들에 대하여 더하여 졌다. 

림프구들의 용해 활성은 24-48 시간의 인큐베이션 후에 모폴로지적으로 검출되었다. 그러한 실험들의 결과들이[0074]

도 12 및 13에 보여진다. 보여지는 바와 같이, 상당한 용해가 모든 HLA-A2-포지티브 종양 세포 라인들에 대해

보여졌고, 반면 HLA-A2-네거티브 T47D 종양 세포들은 용해에 대해 저항성이었다. 림프구들의 강한 증식이 HLA-

A2-포지티브 종양 세포들을 포함하는 배양들에서 관찰되고, 반면 어떠한 증식도 저항성의 HLA-A2-네거티브 T47D

세포 라인을 포함하는 배양 내에서는 관찰되지 않는다. 

이러한 발견들-높은 수준의 CD62L의 발현, 단지 HLA-A2+ 종양 세포 라인의 용해, 및 접촉 후 림프구들의 강한[0075]

증식, 및 적합한 종양 항원들의 인식-은 본 발명의 시스템 내에서 특이적 메모리 타입 CTL 반응의 생산을 가리

킨다. 

요약하면, DC를 제조하기 위한 본 발명의 발전된 방법은 특이적 메모리 타입 항종양 T 세포 반응을 자극할 수[0076]

있는 완전하게 면역 능력을 갖는 미성숙한 수지상 세포들을 도출한다. 
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