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를 갖는 돌연변이체 IL-1이고, 상기 돌연변이체 IL-1은 표적 세포에 특이적으로 전달된다. 표적화는 바람직하게

는 표적화 모이어티, 바람직하게는 항체 또는 항체 유사 분자에 대한 변형된 IL-1 패밀리 구성원 사이토카인의

융합에 의해 실현된다. 본 개시내용은 추가로 질환을 치료하기 위한 이러한 표적화된 변형된 IL-1 패밀리 구성원

사이토카인의 용도에 관한 것이다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

표적화 작제물로서,

(i) 야생형 인간 IL-1β에 비해서 수용체에 대한 저감된 친화성을 특징으로 하는 돌연변이된 인간 IL-1β로서,

상기 돌연변이된 인간 IL-1β는 R120G, Q131G, L145G, H146A, Q148G, F162A 및 K208E로부터 선택된 하나 이상

의 돌연변이를 포함하는, 상기 돌연변이된 인간 IL-1β, 및

(ii) 중쇄 항체의 가변 도메인(variable domain of heavy chain antibody: VHH) 또는 새로운 항원 수용체의 가

변 도메인(variable domain of new antigen receptor: VNAR)을 포함하는 표적화 모이어티를 포함하는, 표적화

작제물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 표적화 모이어티는 IL-1R1 및/또는 IL-1RacP 발현 세포 상에 발현된 마커에 표적화되는,

표적화 작제물.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 표적화 모이어티는 조직 특이적 마커에 지향되는, 표적화 작제물.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 표적화 모이어티는 Her2에 지향되는, 표적화 작제물.

청구항 5 

삭제

청구항 6 

제1항에 있어서, 상기 돌연변이된 인간 IL-1β는,

(i) Q131G 및 Q148G; 

(ii) Q148G 및 K208E; 

(iii) R120G 및 Q131G;

(iv) R120G 및 H146G;

(v) R120G 및 K208E;  

(vi) R120G, F162A, 및 Q164E;

(vii) F162A 및 Q164E; 

(viii) Q164E 및 E167K; 및 

(ix) L145A 및 L147A

로부터 선택된 하나 이상의 돌연변이를 포함하는, 표적화 작제물.

청구항 7 

제6항에 있어서, 상기 표적화 모이어티는 Her2에 대한 VHH를 포함하는, 표적화 작제물.

청구항 8 
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제1항에 있어서, 상기 표적화 모이어티는 표적 세포 상에 돌연변이된 IL-1β의 활성을 회복시키는, 표적화 작제

물.

청구항 9 

약제로서 사용하기 위한, 제1항에 따른 표적화 작제물.

청구항 10 

면역 반응의 자극에 사용하기 위한, 제1항에 따른 표적화 작제물.

청구항 11 

암의 치료에 사용하기 위한, 제1항에 따른 표적화 작제물.

청구항 12 

제1항에 따른 표적화 작제물 및 적합한 부형제를 포함하는, 면역 반응을 자극하기 위한 조성물.

청구항 13 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 사이토카인 수용체를 통한 감소된 활성을 갖는 변형된 인터류킨-1(IL-1) 패밀리 구성원 사이토카인에[0001]

관한 것이고, 상기 인터류킨-1 패밀리 구성원 사이토카인은 표적 세포에 특이적으로 전달된다. 바람직하게는,

IL-1 패밀리 구성원 사이토카인은 돌연변이체이고, 더 바람직하게는 이것은 IL-1 수용체에 대해 낮은 친화도를

갖는 돌연변이체 IL-1이고, 상기 돌연변이체 IL-1은 표적 세포에 특이적으로 전달된다. 표적화는 바람직하게는

표적화 모이어티, 바람직하게는 항체 또는 항체 유사 분자에 대한 변형된 IL-1 패밀리 구성원 사이토카인의 융

합에 의해 실현된다. 본 발명은 추가로 질환을 치료하기 위한 이러한 표적화된 변형된 IL-1 패밀리 구성원 사이

토카인의 용도에 관한 것이다.

배 경 기 술

인터류킨-1(IL-1) 패밀리는 밀접히 관련된 수용체의 그룹을 통해 작용하는, 11개의 구조적으로 관련된 패밀리[0002]

구성원(IL-1α, IL-1-β, IL-1Ra, IL-18, IL-33 및 IL-1F5 내지 IL-1F10)으로 이루어지고, 이들은 가장 강력한

면역계 신호전달 분자들 중에 있다. 모든 IL-1 수용체는 유사한 방식의 활성화를 갖는다: 제1 수용체 서브유닛

에 대한 리간드의 결합(즉, IL-1α 및 β에 대한 IL-1R1의 결합, IL-18에 대한 IL-18R의 결합 및 IL-33에 대한

ST2의 결합) 시, 제2 수용체 서브유닛이 동원되고(즉, IL-1α 및 β에 대한 IL-1RAP, IL-18에 대한 IL-18RAP

및 IL-33에 대한 IL-1RAP), 신호전달은 수용체 서브유닛의 세포질 톨(Toll)/IL-1 수용체(TIR) 도메인의 병치를

통해 개시된다. 이합체화된 TIR 도메인은, 다른 중간체의 동원을 통해 염증촉진 핵 인자-κB(NF-κB) 및 미토겐

-활성화 단백질 키나제(mitogen-activated protein kinase: MAPK) 경로의 활성화를 발생시키는, MYD88 어답터

단백질에 대한 도킹 플랫폼을 제공한다. IL-1 패밀리 구성원은 선천성 면역 세포에 의해 주로 생성되고, 면역

반응 동안 다양한 세포 유형에 작용한다(검토를 위해 문헌[Sims and Smith, 2010]을 참조).

T 림프구는 주요 IL-1 패밀리 표적 세포 중 하나이고, 상이한 T 세포 부분집합, 특히 CD8+ T 세포(Ben-Sasson,[0003]

2011; Ben-Sasson, 2013) 및 Th17 세포(Sutton et al., 2006; Acosta-Rodriguez et al., 2007; Dunne et al.,

2010; Shaw et al., 2012)의 성장 및 분화에서 특히 IL-1α 및 IL-1β의 강화 효과는 확고히 확립되었다. Th17

세포는 IL-17의 생성을 특징으로 하고, 자가면역 질환 및 만성 염증에서 중요한 역할을 한다(문헌[Wilke et

al., 2011]에서 검토됨). T 세포 부분집합 중에서, Th17 세포는 최고 수준의 IL-1R을 발현하고, IL-1은 Th17

프라이밍에서 중요한 역할을 한다.

IL-18은 문헌(Okamura et al., 1995; Takeda et al. 1998)에서 Th1 세포 및 자연 살해(natural killer: NK) 세[0004]

포에서 강력한 작용을 갖는 IFNγ-유도 사이토카인으로서 가장 잘 공지되어 있다. 또한, IL-18은 호중구 기능을

증대시킨다(Leung et al., 2001). 몇몇 보고는 동물 모델에서 IL-18 항종양 작용을 입증하고(Micallef et al.,
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1997; Loeffler et al., 2008; Wigginton et al., 2002; Zaki et al., 2010), 재조합 인간 IL-18 치료는 진행

된 암의 치료에 대한 이의 효능을 평가하기 위한 임상 실험에 최근에 들어갔다(Robertson et al., 2008). IL-18

과 반대로, IL-33은 Th2 세포(Schmitz et al., 2005) 및 비만 세포(Allakhverdi et al., 2007)에 주로 작용하

고, 최근에 항바이러스 반응을 추진하도록 CD8 + T 세포에 작용하는 것으로 나타났다(Bonilla et al., 2012).

다른 IL-1 패밀리 구성원은 덜 훌륭히 규명되었지만, 요약하면 상이한 IL-1 패밀리 구성원은 상이한 T 세포 부

분집합 또는 다른 세포 유형에 대한 특이성을 갖고, 이에 따라 상이한 치료 분야를 갖는다.

간접적인 항종양 활성을 갖는 것 이외에, T 및 NK 세포의 활성화를 통해, IL-1 패밀리 구성원은 직접적인 세포[0005]

분열억제 특성(cytostatic property)을 갖는 것으로 나타났고, 이 특성은 인간 흑색종 세포에서 가장 설득력 있

게 입증되었다(Morinaga et al., 1990; Usui et al., 1991 ; Rangnekar et al., 1992).

염증성 과정에 대한 몇몇 IL-1 패밀리 구성원의 기여의 관점에서, 임상적인 관심은 IL-1-길항 전략의 개발에 주[0006]

로 맞춰진다(Dinarello et al., 2012). 그럼에도 불구하고, 제어된 효현성 IL-1 활성의 이용은 상이한 생리학적

/병리학적 과정에서 적용을 가질 수 있고, 이 과정에서 면역자극 효과가 바람직할 것이다. 면역자극 치료에서의

IL-1의 이용과 관련한 주요 관심 중 하나는 전신 투여될 때 이의 심각한 독성이다. 그러나, IL-1 작용이 선택된

세포 집단에 구속될 때, 독성 문제는 해결될 것이고, 이것은 치료학적 전망을 연다.

예를 들어, 다발성 경화증, 류마티스성 관절염 및 염증성 장 질환과 같은 자가면역 병증에서의 병원성 역할의[0007]

관점에서 Th17 반응을 차단하는 것에 많은 관심이 있지만(Wilke et al., 2011), 정상 Th17 기능은 마이코박테륨

투베르쿨로시스(Mycobacterium  tuberculosis)(Khader  et  al.,  2007),  클레브시엘라  뉴모니아에(Klebsiella

pneumoniae)(Ye et al., 2001) 및 보르데텔라 페르투시스(Bordetella pertussis)(Higgins et al., 2006)를 포

함하는 일련의 병원균에 대한 보호 면역에 필수적이다. IL-1β가 Th17 기능을 자극하므로, 백신을 약화시키도록

반응을 증대시키기 위해 T  세포 아쥬번트(adjuvant)로서 IL-1β를 사용하는 것에 대한 생각이 일어났다(Ben-

Sasson et al., 2011). 다른 분야는 항바이러스 반응을 증대시키기 위한 CD8+ T 세포 집단에 대한 IL-1β 또는

IL-33의 표적화 또는 항종양 활성을 증진시키기 위한 Th1 세포 또는 NK 세포에 대한 IL-18의 표적화일 수 있다.

놀랍게도, 본 발명자들은 수용체를 활성화하는 데 있어서 결함이 있지만, 표적화 모이어티에 융합될 때, 세포[0008]

표면에서의 집중 효과에 의해 선택된 세포 유형에서 활성을 회복하는, IL-1 패밀리 변형을 설계할 수 있다는 것

을 발견하였다. IL-1 돌연변이체는 이의 동족 수용체에 대한 감소된 친화도를 갖고, 이에 따라 이의 수용체에

효과적으로 결합하고 활성화할 수 없다. 그러나, 이것을 표적화 모이어티(예컨대, 나노바디)에 융합함으로써,

돌연변이체 IL-1 패밀리 구성원의 활성은 표적화 모이어티에 의해 인식된, 세포 표면 표적을 발현하는 세포에서

회복된다. 활성화가 선택된 표적화된 세포 유형에만 구속되므로, 주요 전신 독성이 발생하지 않는다.

발명의 내용

본 발명의 제1 양상은 사이토카인 수용체에 대한 감소된 친화도를 특징으로 하는 변형된 IL-1 패밀리 구성원 사[0009]

이토카인 및 표적화 모이어티를 포함하는 표적화 작제물이다. IL-1 패밀리 구성원 사이토카인은 당해 분야의 당

업자에게 공지되어 있고, IL-1α, IL-1β, IL-1Ra, IL18, IL-36Ra, IL-36α, IL-37, IL-36β, IL-36γ, IL-38

및 IL-33(또한 각각 IL-1F1, IL-1F2, IL-1F3, IL-1F4, IL-1F5, IL-1F6, IL-1F7, IL-1F8, IL-1F9, IL-1F10 및

IL-1F11로  나타냄)을  포함하지만,  이들로  제한되지는  않는다.  IL-1  패밀리에  대한  검토를  위해,  디나렐로

(Dinarello)의 문헌(2011)을 참조한다. 변형된 IL-1 패밀리 사이토카인은 IL-1 패밀리 사이토카인이 이의 수용

체에 대한 친화도를 변경하도록 변한다는 것을 의미하고, 최종 결과에 의해 변형된 IL-1 패밀리 사이토카인은,

수용체에 보통 결합하는 내인성 야생형 사이토카인과 비교하여, 수용체에 대한 친화도가 감소되고 결과적으로

생물학적 활성이 감소된다. 이러한 변형은 보통의 야생형 사이토카인의 활성을 감소시키는 변형일 수 있거나,

이것은 상동성 비내인성 IL-1 패밀리 사이토카인(예컨대, 인간 IL-1 패밀리 사이토카인 수용체에서 활성이 아닌

또 다른 종의 IL-1 패밀리 사이토카인(이것으로 제한되지는 않음))의 친화도를 증가시키는 변형일 수 있다. 변

형은 화학 변형 및/또는 효소 변형, 예컨대 페길화 및 당화, 다른 단백질에 대한 융합 및 돌연변이(이들로 제한

되지는 않음)를 포함하는 당해 분야의 당업자에게 공지된 활성을 감소시키거나 증가시키는 임의의 변형일 수 있

다. 바람직하게는, 상기 변형은 돌연변이이고, 심지어 더 바람직하게는 이것은 IL-1 패밀리 사이토카인의 친화

도를 감소시키는 돌연변이이다. 본원에서 사용되는 바와 같은 친화도의 감소 및 결과로 생긴 생물학적 활성의

감소는, 변형된 IL-1 패밀리 사이토카인이, 수용체에 보통 결합하는 IL-1 패밀리 사이토카인과 비교하여, IL-1

패밀리 사이토카인의 생물학적 활성의 70% 미만, 심지어 더 바람직하게는 IL-1 패밀리 사이토카인의 생물학적

활성의 60% 미만, 더 바람직하게는 IL-1 패밀리 사이토카인의 생물학적 활성의 50% 미만, 더 바람직하게는 IL-1

패밀리 사이토카인의 생물학적 활성의 40% 미만, 더 바람직하게는 IL-1 패밀리 사이토카인의 생물학적 활성의
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30% 미만, 더 바람직하게는 IL-1 패밀리 사이토카인의 생물학적 활성의 20% 미만, 더 바람직하게는 IL-1 패밀리

사이토카인의 생물학적 활성의 10% 미만, 가장 바람직하게는 IL-1 패밀리 사이토카인의 생물학적 활성의 1% 미

만을 갖는다는 것을 의미한다. 바람직하게는, 변형된 IL-1 패밀리 사이토카인은 야생형 IL-1 패밀리 사이토카인

의 돌연변이체이고, 활성은 야생형 IL-1 패밀리 사이토카인과 비교된다. 친화도 및/또는 활성은 당해 분야의 당

업자에게 공지된 임의의 방법에 의해 측정될 수 있다.

본 발명의 바람직한 실시형태는 인터류킨-1 수용체 타입 I(IL-1RI) 및/또는 인터류킨-1 수용체 보조 단백질(IL-[0010]

1RAcP) 수용체에 대한 감소된 친화도를 특징으로 하는 돌연변이체 IL-1β 및 표적화 모이어티를 포함하는 표적

화 작제물이다. 본원에서 사용되는 바와 같은 돌연변이체 IL-1β는 수용체에 대한 더 낮은 친화도 및 결과로서

염증촉진(proinflammatory) 전사 인자 NFκB의 감소된 활성화를 갖는 임의의 돌연변이체 형태일 수 있다. 수용

체에 대한 야생형 IL-1β의 친화도와 비교하여 수용체에 대한 돌연변이체 IL-1β의 친화도는 결합 데이터의 스

캐차드 플롯 분석(Scatchard plot analysis) 및 컴퓨터 피팅(computer-fitting)(예를 들어, Scatchard, 1949)

에 의해 또는 브레체트(Brecht) 등의 문헌(1993)에 기재된 바와 같은 조건을 통한 흐름 하의 반사율계 간섭 분

광학(reflectometric interference spectroscopy)에 의해 측정될 수 있다. 돌연변이체 IL-1β의 활성은 바이오

검정을 이용하여(예를 들어, 세포사의 유도에 의해) 또는 수용체의 하류의 신호전달 사건을 측정함으로써 통상

적으로 측정된다. 이러한 신호전달 사건은 NF-κB의 변형 또는 핵 전좌, 또는 선택된 리포터 유전자의 유도일

수 있다. 돌연변이체는 점 돌연변이체, 결실 또는 삽입 돌연변이체, 또는 이들의 조합일 수 있고; 몇몇 돌연변

이는 일 단백질에 존재할 수 있다. 바람직하게는, 상기 돌연변이체 IL-1β는 활성 돌연변이유발, 예컨대 중합효

소 사슬 반응 증폭에 의한 부위 지정 돌연변이유발(이것으로 제한되지는 않음)에 의해 얻어진다. 바람직하게는,

상기 돌연변이체 IL-1β는 야생형 IL-1β의 생물학적 활성의 70% 미만, 심지어 더 바람직하게는 야생형 IL-1β

의 생물학적 활성의 60% 미만, 더 바람직하게는 야생형 IL-1β의 생물학적 활성의 50% 미만, 더 바람직하게는

야생형 IL-1β의 생물학적 활성의 40% 미만, 더 바람직하게는 야생형 IL-1β의 생물학적 활성의 30% 미만, 더

바람직하게는  야생형  IL-1β의  생물학적  활성의  20%  미만,  더  바람직하게는 야생형의 생물학적 활성의 10%

미만, 가장 바람직하게는 이것이 추론된 야생형(즉, 돌연변이체 IL-1β를 얻도록 코딩 서열이 돌연변이된 야생

형  IL-1β)의  1%  미만의  생물학적  활성을  갖는다.  바람직하게는,  상기  돌연변이체는  A117G/P118G,  R120X,

L122A,  T125G/L126G,  R127G,  Q130X,  Q131G,  K132A,  S137G/Q138Y,  L145G,  H146X,  L145A/L147A,  Q148X,

Q148G/Q150G,  Q150G/D151A,  M152G,  F162A,  F162A/Q164E,  F166A,  Q164E/E167K,  N169G/D170G,  I172A,  V174A,

K208E, K209X, K209A/K210A, K219X, E221X, E221S/N224A, N224S/K225S, E244K, N245Q(여기서, X는 아미노산의

임의의 변화, 바람직하게는 비보존적 변화일 수 있음)로 이루어진 군으로부터 선택된 돌연변이체이다. 심지어

더 바람직하게는, 상기 돌연변이는 R120A, R120G, Q130A, Q130W, H146A, H146G, H146E, H146N, H146R, Q148E,

Q148G, Q148L, K209A, K209D, K219S, K219Q, E221S 및 E221K로 이루어진 군으로부터 선택된다. 가장 바람직하

게는, 상기 돌연변이는 R120G, H146N, H146R, Q148E, Q148G 및 K209A로 이루어진 군으로부터 선택된다. (인간

IL-1β 서열에 기초한 넘버링, 진뱅크(genbank) 수탁 번호 NP_000567, 버전 NP-000567.1, GI: 10835145).

IL-18에 대한 돌연변이에 대한 바람직한 구역은 Y37-K44,  R49-Q54,  D59-R63,  E67-C74,  R80,  M87-A97,  N127-[0011]

K129, Q139-M149, K165-K171, R183 및 Q190-N191이다. E67-C74 및 M87-A97 구역(인간 서열에 기초한 넘버링,

진뱅크 수탁 번호 AAV38697, 버전 AAV38697.1, GI: 54696650)이 가장 바람직하다. 

IL-33에 대한 돌연변이에 대한 바람직한 구역은 I113-Y122,  S127-E139,  E144-D157,  Y163-M183,  E200,  Q215,[0012]

L220-C227  및 T260-E269(인간 서열에 기초한 넘버링, 진뱅크 수탁 번호 NP_254274,  버전 NP_254274.1,  GI:

15559209)이다.

바람직하게는, 상기 표적화 모이어티는 IL-1β 수용체 발현 세포, 바람직하게는 IL1-RI를 발현하는 세포에서 발[0013]

현된 마커에 표적화한다. 바람직한 일 실시형태에서, 상기 표적화 모이어티는 조직 특이적 마커에 지향된다.

변형된 IL-1 패밀리 구성원은 표적화 모이어티에 연결된다. 본원에서 사용되는 바와 같은 "연결된"은 공유 결합[0014]

에 의할 수 있거나, 이것은 친화도 결합에 의할 수 있다. 본원에서 사용되는 바와 같은 "표적화 모이어티"는,

결합 부위와 결합 분자 사이의 특이적 상호작용에 의해, IL-1 패밀리 구성원에 대한 수용체를 발현하는 세포에

서의 결합 부위를 향해 융합 단백질을 지향시킬 수 있는, 결합 분자이다. 바람직한 일 실시형태에서, 상기 결합

분자는 세포의 바깥에 위치한 분자에 특이적으로 결합하는 작은 화합물이다. 또 다른 바람직한 실시형태에서,

상기 분자는 세포벽에서 발현된 렉틴 유사 분자를 향해 지향된 당 구조이다. 또 다른 바람직한 실시형태에서,

상기 결합 분자는 종양 또는 염증 환경을 표적화하는 펩타이드이다. 이러한 펩타이드는 당해 분야의 당업자에게

공지되어  있고,  NGR  및  RGD  펩타이드를  포함하지만,  이들로  제한되지는  않는다(Yang  et  al.,  2011;

WO2005054293). 훨씬 또 다른 바람직한 실시형태에서, 상기 결합 분자는 결합 도메인을 포함하는 단백질이다.
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이것은 탄수화물 결합 도메인(carbohydrate binding domain: CBD)(Blake et al, 2006), 렉틴 결합 단백질, 중

쇄  항체(heavy  chain  antibody:  hcAb),  단일  도메인  항체(single  domain  antibody:  sdAb),  미니바디

(minibody)(Tramontano et al., 1994), 카멜리드 중쇄 항체의 가변 도메인(variable domain of camelid heavy

chain antibody: VHH), 새로운 항원 수용체의 가변 도메인(variable domain of new antigen receptor: VNAR),

애피바디(affibody)(Nygren  et  al.,  2008),  알파바디(alphabody)(WO2010066740),  설계된 안키린-반복 도메인

(designed  ankyrin-repeat  domain:  DARPin)(Stumpp  et  al.,  2008),  안티칼린(anticalin)(Skerra  et  al.,

2008),  크노틴(knottin)(Kolmar  et  al.,  2008)  및  조작된  CH2  도메인(나노항체;  Dimitrov,  2009)을

포함하지만, 이들로 제한되지는 않는다. 바람직하게는, 상기 표적화 모이어티는 단일 폴리펩타이드 사슬로 이루

어지고, 전사 후 변형되지 않는다. 심지어 더 바람직하게는, 상기 표적화 모이어티는 나노바디이다.

표적화 모이어티는 당해 분야의 당업자에게 공지된 임의의 표적화 모이어티일 수 있다. 비제한적인 예에서, 상[0015]

기 표적화 모이어티는, 일 특이성을 위해 표적 세포에서의 결합 부위에 지향되고, 다른 특이성을 위해 표적화된

사이토카인, 또는 상기 사이토카인에 융합된 태그에 지향된, 이중특이적 항체일 수 있다. 또 다른 비제한적인

예에서, 표적화 모이어티는 돌연변이체 인터류킨-1에 화학적으로 연결될 수 있거나, 이것은 재조합 융합 단백질

일 수 있다. 바람직하게는, 상기 표적화 작제물은 재조합 융합 단백질이다. 표적화 모이어티는 돌연변이체 IL-1

β에 직접적으로 융합될 수 있거나, 이것은 링커 단편, 바람직하게는 GGS 링커의 도움에 의해 융합될 수 있다.

표적화 모이어티는 돌연변이된 IL-1β의 아미노 말단 또는 카복시 말단에서 융합될 수 있고; 바람직하게는 상기

표적화 모이어티는 돌연변이된 IL-1β 분자의 카복시 말단 맨 끝에서 융합될 수 있다. 표적화 작제물은 태그 서

열, 신호 서열, 또 다른 사이토카인 또는 항체(이들로 제한되지는 않음)와 같은 다른 도메인을 추가로 포함할

수 있다.

본 발명의 또 다른 양상은 약제로서 사용하기 위한 본 발명에 따른 표적화 작제물이다. 바람직한 일 실시형태는[0016]

면역 반응의 자극에서 사용하기 위한 본 발명에 따른 표적화 작제물이다. 실제로, IL-1 치료가 B 세포에서 항원

발현을 유도할 수 있다는 것이 공지되어 있고(Killar et al., 1989); 마찬가지로, IL-18 치료는 세포 면역 및

체액 면역을 증대시킨다(Kinoshita et al., 201 1). 유사한 방식으로, 생체내 면역 반응의 규모를 증대시키기

위해 IL-1이 T 세포에 작용한다는 것이 입증되었다(Ben-Sasson et al., 2011; Ben Sasson et al., 2013). 따라

서, 본 발명의 바람직한 일 양상은 백신접종에서 아쥬번트로서 사용하기 위한 본 발명에 따른 표적화 작제물이

다. 보통의 야생형 IL-1의 염증촉진 효과가 IL-1의 이용이 불가능하게 하므로, 본 발명에 따른 표적화 작제물은

이 관점에서 특히 흥미롭다.

본 발명의 훨씬 또 다른 양상은 암을 치료하는 데 사용하기 위한 본 발명에 따른 표적화 작제물이다. 실제로,[0017]

문헌[Morinaga et al., 1990, Usui et al., 1991 및 Rangnekar et al., 1992]은 IL-1 패밀리 구성원이 직접적

인 세포분열억제 특성을 갖는다는 것을 나타냈고, 이것은 인간 흑색종 세포에서 가장 설득력 있게 입증되었다.

도면의 간단한 설명

도 1: IL-1β-나노바디 융합 단백질의 개략적 도면;[0018]

도 2: 모의 형질주입된 세포, 또는 신호전달 결핍 Her2로 형질주입된 세포에서의, 야생형 및 돌연변이체 Q148G

IL-1 Her2 나노바디 융합체(A) 및 다른 선택된 돌연변이체(B)에 의한, NFκB 활성의 유도의 농도 의존도를 도시

한 도면;

도 3: 모의 형질주입된 세포, 또는 신호전달 결핍 Her2로 형질주입된 세포에서의, 내인성 NF-κB p65의 핵 전좌

에서의 야생형 및 돌연변이체(Q148G, L145A/L147A, F162A/Q164E) IL-1 Her2 나노바디 융합체의 효과를 도시한

도면;

도 4: 쥣과 렙틴 수용체를 발현하는 세포(murine leptin receptor: mLR) 또는 이것을 발현하지 않는 세포(mLR

무)에서의, 항-쥣과 렙틴 수용체 나노바디에 융합된, 야생형 및 5개의 상이한 IL-1 돌연변이체에 의한 NFκB 활

성의 유도를 도시한 도면;

도 5: 모의 형질주입된 세포, 또는 신호전달 결핍 Her2로 형질주입된 세포에서의, Her2 나노바디에 융합된, IL1

이중 돌연변이체에 의한 NFκB 활성의 유도의 농도 의존도를 도시한 도면.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

실시예[0019]
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실시예에 대한 재료 및 방법[0020]

IL-1-나노바디 융합 단백질의 클로닝.[0021]

쥣과 렙틴 수용체에 지향된 4-10개의 나노바디가 문헌[Zabeau et al. (2012)] 및 특허 WO 2006/053883에 기재[0022]

되어 있다. 항-Her2  나노바디 1R59B는 문헌[Vaneycken  et  al.  (2011)]에 기재되어 있다. 나노바디 둘 다를

pMET7 진핵생물 발현 벡터에서 C 말단 His 태그와 클로닝하였다. SigK 리더 펩타이드가 선행하고, N 말단 HA 태

그가 구비된, 성숙 IL-1β 단백질을 코딩하는 코돈 최적화된 서열을 유전자 합성에 의해 생성하였다(인비트로겐

진 아트(Invitrogen Gene Art)). IL-1β-나노바디 융합 단백질을 생성하기 위해, IL-1β 서열을, 사이토카인 및

나노바디 모이어티를 분리시키는 13 x GGS 링커에 의해, pMet7에서 나노바디 서열에 5' 클로닝하였다(도 1).

IL-1β 돌연변이체.[0023]

문헌 및 수용체와 복합체화된 인간 IL-1β의 공개된 결정 구조의 분석에 기초하여 IL-1R에 대한 결합 친화도가[0024]

감소된 것으로 예상된 IL-1β 돌연변이체를 선택하였다. 표 1에 기재된 바와 같은 돌연변이유발 프라이머를 사

용하여 부위 지정된 돌연변이유발(퀵체인지(QuickChange), 스트라진(Stratagene))을 통해 hIL-1β 모이어티에서

의 돌연변이를 생성하였다.

표 1

[0025]
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[0026]
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[0027]

IL-1β 융합 단백질의 생성.[0028]

HEK293T 세포에서 IL-1β 융합 단백질을 생성하였다. 소규모 생성을 위해, HEK293T 세포를 10%의 FCS가 보충된[0029]

DMEM에  400000개  세포/웰로 6웰  플레이트로 파종하였다.  24시간 후,  배양 배지를 감소된 혈청을 갖는 배지

(DMEM/5%의 FCS)로 대체하고, 선형 PEL을 사용하여 세포를 형질주입시켰다. 간단히 말하면, PEI 형질주입 혼합

물을 160㎕의 DMEM 중에 1㎍의 발현 벡터를 5㎍의 PEI와 조합함으로써 준비하고, 실온에서 10분 동안 항온처리

하고, 웰에 점적하였다. 24시간 후, 형질주입된 세포를 DMEM으로 세척하고, 단백질 생성을 위해 1.5㎖의 옵티멤

(OptiMem)/웰로  레이어링하였다.  순화  배지를  48시간  후  되찾고(recuperating),  0.45μ  필터를  통해

여과시키고,  -20℃에서  저장하였다.  순화  배지에서의  IL-1β  함량을  제조업자의  지시(알앤디  시스템즈(R&D

Systems))에 따라 Elisa에 의해 결정하였다.

NF-κB 리포터 유전자 검정.[0030]

IL-1R 활성화를 평가하기 위해, 본 발명자들은 IL-1R을 안정하게 발현하는 HEK-블루(Blue)(상표명) IL-1β 세포[0031]

(인비보겐(Invivogen))를 사용하였고, 이것을 NF-κB 루시퍼라제 리포터 유전자에 의해 일시적으로 형질주입시

켰다. 간단히 말하면, HEK-블루(상표명) IL-1β 세포를 96웰 플레이트(10000개 세포/웰) 내 배양 배지(DMEM/10%

의 FCS)에 파종하고, 표시된 양의 발현 플라스미드 및 5ng/웰의 3κB-Luc 리포터 유전자 플라스미드에 의해 인

산칼슘 침강 방법을 이용하여 다음날 형질주입시켰다(Vanden Berghe et al., 1998). 형질주입 24시간 후, 배양

배지를 기아 배지(DMEM)로 대체하고, 형질주입 48시간 후, 융합 단백질에 의해 6시간 동안 세포를 유도하였다.

유도 후, 세포를 용해시키고, 베르톨드 센트로 LB960 발광측정기(Berthold centra LB960 luminometer)에서 프

로메가(Promega) 반딧불이 루시퍼라제 검정 시스템을 사용하여 용해물 중의 루시퍼라제 활성을 결정하였다.

공초점 현미경검사를 통한 NF-κB 핵 전좌의 분석.[0032]
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공초점 영상화를 위해, 폴리-L-라이신(시그마(Sigma))으로 코팅된 유리 커버슬립(자이스(Zeiss))에서 (6웰 플레[0033]

이트에서) 10
5
개의 HEK293-T 세포/웰을 파종하였다. 다음날, 인산칼슘 침강 방법을 이용하여 세포를 200ng/웰의

빈 벡터 또는 HER2Δcyt 발현 플라스미드로 형질주입시켰다. 48시간 후, 세포를 비히클(배지) 또는 IL1-Her2 나

노바디 융합 단백질(10ng/㎖)로 30분 동안 처리하였다. 다음에, 세포를 1xPBS로 세정하고, 4% 파라폼알데하이드

중에 실온에서 15분 동안 고정하였다. 1xPBS로 3회 세척 후, 세포를 1xPBS 중에 10분 동안 0.1% 트리톤(Triton)

X-100으로 투과시키고, 실온에서 또 다른 10분 동안 1xPBS 중의 1% BSA 중에 차단하였다. 이후, 샘플을 래빗 항

-p65  항체(산타  크루즈(Santa  Cruz)  C20,  1:800  희석)  및  마우스  항-플래그(anti-Flag)  항체(시그마  M2,

1:2000)와 37℃에서 1시간 동안 항온처리하였다. 1xPBS  중에 4회 세척 후, 세포를 실온에서 항-래빗 알렉사

(Alexa)  488  및  항-마우스  알렉사  594  형광색소-접합  2차  항체(둘  다  1:800  희석)와  1시간  동안

항온처리하였다. 2차 항체 항온처리 후, 세포를 1xPBS  중에 4회 세척하고, 핵을 DAPI(2㎍/㎖)로 염색하였다.

1xPBS 중의 최종 세척 단계 후, 프로필 갈레이트를 사용하여 커버슬립을 탑재하였다. 올림푸스(Olympus) IX-81

레이저 스캐닝 공초점 현미경에서 60x  1.35  NA  대물렌즈를 사용하여 이미지를 획득하고, 플루오뷰(Fluoview)

1000 소프트웨어를 사용하여 분석하였다.

실시예 1: IL-1β-리간드 및 IL-1β-나노바디 융합 단백질.[0034]

도 1은 표 1에 기재된 야생형 hIL-1β 또는 hIL1β 돌연변이체에 의해 작제된 IL-1β-나노바디 융합 단백질의[0035]

도표를 보여준다.

실시예 2: 선택된 돌연변이체 IL-1β-나노바디 융합체의 IL-1β 활성은 Nb 표적을 발현하는 세포에서 회복된다.[0036]

야생형 IL-1β 및 45 IL-1β 돌연변이체(표 1)를 훌륭히 규명된 나노바디 인식 Her2에 융합하였다(1R59B). NF-[0037]

κB 리포터 유전자 플라스미드(5ng/웰) 및 Her2Δcyt(신호전달 결핍) 발현 플라스미드(2ng/웰)로 일시적으로 형

질주입된 HEK-블루(상표명) IL-1β 세포에서 IL-1β-나노바디 융합 단백질을 시험하였다. 세포를 IL-1β-Her2

나노바디 융합체에 의해 6시간 동안 처리하였다(용량 반응은 0,4 내지 250ng/㎖의 범위임). 도 2a에서 입증된

것처럼, IL-1β-Q148G-Her2 나노바디 융합체는 야생형 IL-1β-Her2 나노바디 융합체와 비교하여 NF-κB를 활성

화하는 능력의 감소를 나타냈다. 중요하게는, Her2Δcyt-발현 세포에 대한 Q148G 돌연변이체의 표적화는 이의

활성을 회복하고, 모의 형질주입된 세포에서 야생형 IL-1β와 완벽하게 유사한 NF-κB 활성화에 대한 용량-반응

곡선을 생성하였다. 야생형 IL-1β Her2 나노바디 융합체에 대한 강한 표적화 효과가 이 도면으로부터 또한 명

확하다.  Her2  나노바디에  융합된  6개의  다른  IL-1β  돌연변이체(R120G,  Q131G,  H146A,  H145A/L147A,

F162A/Q164E 및 K208E)에 대해 유사한 "표적화에 의한 활성화" 효과가 관찰되었다(도 2b).

"표적화에 의한 활성화" 개념에 대한 추가의 증거를 얻기 위해, 본 발명자들은 다음에 본 발명자들이 공초점 현[0038]

미경검사를 통해 IL-1β-Her2 나노바디 융합체에 의해 Her2 발현 세포에서 NF-κB의 선택적 활성화를 가시화할

수 있는지를 조사하였다. 본 발명자들은 핵 전좌를 평가함으로써 내인성 NF-κB의 활성화를 측정하였다. 도 3으

로부터 명확한 것처럼, 야생형 IL-1β-Her2 나노바디 융합체만이 Her2를 발현하지 않는 세포에서 내인성 NF-κB

의 전좌를 촉진하였다. 이것이 모의 형질주입된 세포에서 검출 가능한 NF-κB 전좌를 촉진하지 않았지만, 3개의

시험된 돌연변이체 IL1-β-Her2 나노바디 융합체가 Her2에 대해 또한 양성 염색된 세포에서 NF-κB 핵 전좌를

촉발하였고, 이는 이것이 표적화된 세포에서 오직 작용한다는 것을 나타낸다.

"표적화에 의한 활성화" 개념이 비연관 막 단백질에 대한 나노바디를 사용하여 또한 작용하는지를 평가하기 위[0039]

해,  본  발명자들은  야생형  IL-1β  및  손상된(disabled)  IL-1β  돌연변이체  중  5개(R120G,  Q131G,  H146A,

Q148G, K209A)를 mLR을 인식하는 이전에 규명된 나노바디(4-10)에 융합하였다. mLR 발현 플라스미드(10ng/웰)로

일시적으로 형질주입된 HEK-블루(상표명) IL-1β 세포를 사용하여 IL-1β-Her2 나노바디 융합체에 대해 보고된

것과 유사한 실험(도 2)을 수행하였다. Her2 나노바디 융합 단백질에 의해 얻은 결과와 유사하게, (12.5ng/㎖에

서 시험된) 모든 조사된 돌연변이체 IL-1β 나노바디 융합체는, 야생형 융합체와 비교하여, mLR을 발현하지 않

는 세포에서 NF-κB를 활성화하는 능력의 감소를 나타냈다. 그러나, mLR 나노바디 모이어티에 의한 표적화는 선

택된 돌연변이체의 활성을 부분적으로 회복하였다(도 4).

상기 기재된 IL-1β 돌연변이체가 상당한 남은 생물학적 활성을 보유하므로, 본 발명자들은 감소된 기본 활성을[0040]

갖는 이중/삼중 돌연변이체를 얻기 위해 상이한 돌연변이를 조합하였다. 9개의 이중/삼중 돌연변이체를 시험하

였고(비고, 표 1 돌연변이체 46 내지 54) 및 이들로부터, 6개의 돌연변이체 단백질(Q131G/Q148G, Q148G/K208E,

R120G/Q131G, R120G/Q131G, R120G/H146A, R120G/K208E, R120G/F162A/Q164E)은 Her2-음성 세포에서 (도 2에서처

럼 NF-κB를 측정하기 위한 동일한 검정을 이용하여) 남은 활성을 나타내지 않았지만, Her2Δcyt를 과발현하는
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세포에서 부분적으로 회복된 활성이 명확하였다(도 5).

이 데이터는 종합하여, 부분적으로 불활성인 돌연변이체 IL-1β를 세포 표면 수용체를 인식하는 나노바디에 융[0041]

합함으로써, 이것을 표적화하는 것이, 아마도 막 집중 효과를 통한 강제된 수용체 상호작용에 의해, 나노바디

표적 세포에서 이의 활성을 회복시킬 수 있다는 것을 나타낸다. 표적화에 의한 활성화가 상이한 유형의 막 단백

질을 인식하는 나노바디를 사용하여 성취될 수 있다는 사실은 "표적화에 의한 활성화" 개념의 광범위한 이용성

을 나타낸다.

이 데이터는 선택된 세포 유형에 대해 돌연변이체 IL-1 패밀리 구성원을 표적화하여, 이 표적 세포 단독에 대한[0042]

이의 활성을 회복하는 능력에 대한 개념의 증거를 제공하므로, 생리학적으로 관련된 IL-1β 표적 세포에 대한

IL-1 패밀리 구성원의 표적화를 허용하는 나노바디가 생성된다. T 세포 및 NK 세포 활성제로서의 IL-1 패밀리

구성원의 중요한 역할의 관점에서, 나노바디는 IL-1을 T 세포 및 NK 세포 부분집합에 특이적으로 표적화하도록

설계된다. 더 구체적으로, Th17 세포에서 주로 발현된 CCR6을 표적화하는 나노바디 및 세포독성 T 세포에서 CD8

을 표적화하는 나노바디를 개발하고, IL1-패밀리의 구성원, 바람직하게는 IL-1β에 융합하였다.

실시예 3: 1차 인간 T 세포에 의한 IL-17 생성에 대한 IL-1β-나노바디 융합체의 효과.[0043]

버피(buffy) 코트로부터 1차 인간 T 세포를 단리하였다. 처음에, PBMC를 림포프리프(lymphoprep) 밀도 구배 원[0044]

심분리에 의해 단리하고, 회수를 위해 0.5ng/㎖ rhIL-2와 O/N 항온처리하였다. 다음에, 제조업자의 지시에 따라

pan-T  세포 단리 키트(밀테위 바이오텍(Miltenyi Biotec))를 사용하여 T 세포를 단리하였다. 간단히 말하면,

10%의 FCS 및 CD3/CD28 활성화 마이크로비드(밀테위 바이오텍)가 보충된 RPMI-1640 중에 T 세포를 재현탁시켰다

(1x10
6
/㎖). 다음에, 세포(100㎕/웰)를 U 바닥 96웰 플레이트에서 도말하고, 표시된 농도의 IL-1β 돌연변이체

에 의해 96시간 동안 자극하였다. (둘 다 100nM에서의) PMA/이오노마이신에 의한 추가의 6시간 자극 후, 상청액

을 회수하고, Elisa(알앤디 시스템즈)에 의해 IL-17 수준을 결정하였다. 루미넥스(Luminex) 기술을 통해 추가의

사이토카인을 평가하였다.

(예를 들어, CCR6을 표적화하는 나노바디와의) 선택된 돌연변이체 IL-1β-나노바디 융합체에 대해, 유세포계수[0045]

접근법을 이용하여 세포내 염색에 의해 표적 세포-특이적 IL-17 및 IFNγ 생성을 평가하였다.

또한, Th17 집단에 대한 선택도를 확증하기 위해, 플래그 태그 및 선택된 CD 마커를 사용한 이중 염색, 이어서[0046]

유세포계수 분석을 통해 PBMC 하위집단에 대한 결합을 측정하였다.

마지막으로, 인간 Th17 세포 기능의 임상적으로 관련된 실험실내 모델에서, IL-1β-나노바디 융합체의 아쥬번트[0047]

활성을 평가하였다. 보르데텔라 페르투시스에 대한 더 효과적인 백신(또는 기존의 백신에 대한 아쥬번트)에 대

한  수요의  관점에서,  본  발명자들은  비.  페르투시스  처리된  단핵구  유도  수지상  세포(monocyte-derived

dendritic cell: MDDC)에 의한 나이브 T 세포의 공동배양 모델에서 선택된 융합 단백질이 인간 Th17 반응을 증

대시키는지를 결정하였다. 인간 MDDC를 (단핵구 단리 키트 II(밀테위 바이오텍)를 사용하여) 버피 코트로부터

단리하고, 상이한 비율의 비. 페르투시스에 의해 48시간 동안 처리하고, 이후 나이브 동종이계 T 세포와 12일

동안 공동배양하였다. 항-CD3/항-CD28에 의한 재자극 후, Elisa/루미넥스 기술(상기 참조)을 이용하여 상청액

중의 사이토카인 프로필을 결정하였다.

실시예 4: CTL에서의 IL-1β-나노바디 융합체의 효과[0048]

IL-1β-CD8  나노바디 융합체가 CD8+  T 세포의 기능을 특이적으로 증대시킬 수 있는지를 평가하기 위해, 인간[0049]

PBMC를 버피 코트로부터 림포프리프 밀도 구배 원심분리에 의해 단리하고, 야생형 또는 돌연변이체 IL1β-CD8

Nb 융합체와 조합하여 CD3/CD28 활성화 마이크로비드(밀테위 바이오텍)에 의해 24시간 동안 자극하였다. 활성

(인산화) NF-κB 및 IFNγ에 대한 세포내 염색을 수행함으로써 CD8+ T 세포 활성화에 대한 이 융합 단백질의 효

과를  평가하였다.  또한,  IL-1β-나노바디  융합체가  CTL  탈과립화에  영향을  미치는지를  조사하기  위해,

PBMC(2x10
6
개 세포/㎖)를 증가하는 용량의 IL-1β 융합 단백질과 조합하여 피토헤마글루티닌(PHA, 1㎍/㎖) 및

IL-2(100 lU/㎖)의 존재 하에 48시간 동안 분화시켰다. 다음에, 탈과립화를 유도하기 위해, 세포를 CD3/CD28 다

이나비드(dynabead)에 의해 3시간 동안 자극하고, 유세포계수법에 의해 분석하였다. 자연 살해 활성에 대해 훌

륭히 확립된 마커인 세포 표면 CD107a의 검출을 통해 탈과립화를 측정하였다. 백혈구 풀(pool)에서의 모든 유세

포계수 분석에서, IL-1β-CD8 Nb 효과의 세포 유형 특이성의 모니터링을 허용하도록 항-CD8 염색이 포함되었다.

마지막으로, IL-1β-CD8 나노바디 융합체가 생체내 항종양 활성을 촉진하는지를 평가하기 위해, C57BL/6 마우스[0050]

에 HPV16으로부터 E6 및 E7 항원 종양단백질을 생성하는 TC1 종양 세포로 동시에 주입하였다. IL-1β가 CD8+ T
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세포 매개, 항원 특이적, 항종양 반응을 촉진한다는 것을 입증하도록 이 모델을 이전에 이용하였다(Ben-Sasson,

2013). 간단히 말하면, DOTAP 및 LPS와 조합되고, 야생형 또는 돌연변이체 IL-1β-CD8 Nb 융합체 또는 IL-1β-

GFP Nb 융합체를 갖거나 갖지 않는, HPV16E 749-57 펩타이드를 함유하는 백신에 의한 종양 주사 5일 후에 마우스

를 면역화하였다. 면역화 후 18일 동안 종양 크기를 모니터링하였다.

실시예 5: 생체내 실험 - 백신 아쥬번트 효과[0051]

처음의 일련의 실험에서 C57BL/6 마우스를 상이한 용량의 야생형 및 돌연변이체 IL-1β-나노바디 융합체 및 비[0052]

융합된 IL-1β에 의해 iv/ip 처리하여, 급성 독성을 모니터링하였다. 정맥혈을 꼬리 천자에 의한 처리 후 상이

한 시간에 수집하고, 루미넥스 검정에 의해 혈청 중의 사이토카인 프로필을 결정하였다. 또한, 유세포계수 분석

을 통해 세포내 사이토카인 수준(IL-17, IFNγ) 및 (포스포-NF-κB 수준을 측정함으로써 평가된) IL-1R의 활성

화를 선택된 백혈구 부분집합에서 결정하였다.

최적 용량이 확립되었을 때, 이의 아쥬번트 활성을 쥣과 백신접종 프로토콜에서 평가하였다. 간단히 말하면,[0053]

C57BL/6 마우스를 무세포 페르투시스 백신(Pa)에 의해 ip 면역화하였다. Pa 백신은 5㎍/마우스의 정제된 재조합

해독된 페르투시스 독소(PT9K/129G) + 섬질 헤마글루티닌(filamentous hemagglutinin: FHA)(문헌[Brereton et

al., 2011]에 따른 조성)으로 이루어진다. 면역화 24시간 후, 선택된 돌연변이체 IL1β-Nb 또는 PBS를 ip 또는

iv 투여하였다. 동물을 28일 후 부스팅하였다. 제2 면역화 후 14일에 일 세트의 동물을 희생시키고, 비장세포를

단리하고, 배지 또는 FHA에 의해 3일 동안 실험실내 재자극하였다. 루미넥스 기술을 통해 배양 상청액 중의 사

이토카인 수준(IL-17, IFNγ, IL-2, IL-10, IL-5, IL-4 등)을 결정하였다. 제2 세트의 마우스를 부스팅 14일

후에 비. 페르투시스에 의해 시험접종하고, 시험접종 2시간 및 5일 및 10일 후 희생시켰다. 폐를 단리하고, 폐

균질액에서의 CFU는 보르데-장구(Bordet-Gengou) 한천 플레이트에서 정량화될 것이다. 폐 균질액에서의 사이토

카인 수준을 비장세포 상청액에서와 같이 결정하였다.

또한, 면역화 전에 및 이후 14일마다 혈청 중의 비. 페르투시스 특이적 IgG 수준의 결정을 위해 혈액을 (꼬리[0054]

정맥으로부터) 샘플링하였다.

실시예 6: IL-1β-나노바디 융합체의 직접적인 항종양 효과[0055]

선택된 IL1-나노바디 융합체의 직접적인 항종양 활성을 조사하기 위해, 본 발명자들은 IL-1 유도된 세포분열억[0056]

제 효과에 매우 민감한 것으로 밝혀진 인간 A375 흑색종 세포를 이용하였다(Morinaga et al., 1990). A375 세포

에 대한 돌연변이체 IL-1 패밀리 구성원의 표적화를 허용하기 위해, 고친화도 나노바디가 이미 이용 가능한 세

포 표면 마커(즉, CD20)를 발현하는 안정한 A375  클론을 생성하였다. 모 A375  세포와 비교하여, 돌연변이체

IL1-나노바디 융합체의 항증식성 효과에 대한 이 세포주의 감수성을 XTT 증식 검정을 이용하여 실험실내 조사하

였다. A375 이종 장기 이식 모델을 이용하여 돌연변이체 IL-1-나노바디 융합체의 생체내 항종양 활성을 조사하

였다. 간단히 말하면, 무흉선 마우스를 (모 또는 표적화를 위해 표면 마커를 발현하는) A375 세포에 의해 동시

에 접종하고, PBS 또는 돌연변이체 IL1-나노바디 융합체로 처리된 동물에서 4주 동안 종양 성장을 모니터링하였

다.

실시예 7: IL18에 대한 원칙의 연장: 종양 모델에서의 적용[0057]

IL1 패밀리 구성원의 간접적인 항종양 활성을 평가하기 위해, IL-18의 항종양 활성을 입증하기 위해 이전에 사[0058]

용된 프로토콜(Micallef et al., 1997)에 따라 Meth A 동계이식 마우스 육종 모델을 이용하여 선택된 돌연변이

체 IL-18-나노바디 융합체의 효율을 해결하기 위해 실험을 수행하였다. 이 실험에 사용된 IL18 변이체는 종양억

제 특성을 갖는 면역 세포(즉, CTL, NK 세포)를 표적화하는 나노바디에 융합된 돌연변이체 IL-18로 이루어진다.

마우스를 작제물로 처리하고, 모의 처리된 대조군과 비교할 때 상당한 종양 감소가 주목된다.
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<151>  2013-07-19

<160>  108   

<170>  PatentIn version 2.0

<210>  1

<211>  44

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  1

ccgactacgc tggcggcagt gacggtgtca gaagcctgaa ctgc                        44

<210>  2

<211>  43

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  2

ctggcggcag cgcccctgtc gctagcctga actgcaccct gcg                         43

<210>  3

<211>  39

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  3

gcggcagcgc ccctgtcgga agcttgaact gcaccctgc                              39

<210>  4

<211>  52

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  4

cgctggcggc agtgcccctg tcagaagcgc gaactgcacc ctgcgggaca gc               52

<210>  5

<211>  52

등록특허 10-2275090

- 22 -



<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  5

cgcccctgtc agaagcctga actgcggcgg ccgggacagc cagcagaaaa gc               52

<210>  6

<211>  48

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  6

agaagcctga actgcacact gggggacagc cagcagaaaa gcctggtc                    48

<210>  7

<211>  30

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  7

ccctgcggga cagcgcgcag aaaagcctgg                                        30

<210>  8

<211>  43

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  8

ctgcaccctg cgggacagct ggcagaaaag cctggtcatg agc                         43

<210>  9

<211>  37

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  9

ctgcgggaca gccaggggaa gagcctggtc atgagcg                                37

<210>  10
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<211>  45

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  10

gcaccctgcg ggacagccag caggctagcc tggtcatgag cggcc                       45

<210>  11

<211>  49

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  11

cagcagaaaa gcctggtcat ggggtacccc tacgagctga aggcactgc                   49

<210>  12

<211>  45

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  12

gcccctacga gctgaaggca ggtcatctgc agggccagga catgg                       45

<210>  13

<211>  38

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><

223>  Primer

<400>  13

cgagctgaag gcactggctc ttcagggcca ggacatgg                               38

<210>  14

<211>  42

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  14
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cctacgagct gaaggcactg ggtctgcagg gccaggacat gg                          42

<210>  15

<211>  29

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  15

gctgaaggca ctggagctgc agggccagg                                         29

<210>  16

<211>  29

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  16

agctgaaggc actgaatctg cagggccag                                         29

<210>  17

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  17

ctgaaggcac tgcgtctgca gggccag                                           27

<210>  18

<211>  48

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  18

gcggccccta cgagctgaag gcagcgcatg cgcagggcca ggacatgg                    48

<210>  19

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Primer

<400>  19

ggcactgcat ctggagggcc aggacat                                           27

<210>  20

<211>  38

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  20

gaaggcactg catctgggtg gccaggacat ggaacagc                               38

<210>  21

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  21

gcactgcatc tgctgggcca ggacatg                                           27

<210>  22

<211>  47

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  22

cgagctgaag gcactgcatc tggggggcgg ggacatggaa cagcagg                     47

<210>  23

<211>  48

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  23

gcactgcatc tgcagggcgg ggccatggaa cagcaggtcg tgttcagc                    48

<210>  24

<211>  54

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  24

gcactgcatc tgcagggcca ggacggggaa cagcaggtgg tgttcagcat gagc             54

<210>  25

<211>  58

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  25

catggaacag caggtggtgt tcagcatgag cgccgtgcag ggcgaggaaa gcaacgac         58

<210>  26

<211>  56

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  26

gcaggtcgtg ttcagcatga gcgccgtgga gggcgaggaa agcaatgaca agatcc           56

<210>  27

<211>  46

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  27

ccgacttcac catgcaggcc gtctccagcg gcggcagcag atctgg                      46

<210>  28

<211>  50

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  28

gcatgagctt cgtggggggc aaggaaagca atgacaagat ccccgtggcc                  50

<210>  29
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<211>  55

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  29

gcagggcgag gaaagcggcg gcaagatccc cgtggcccta ggcctgaaag agaag            55

<210>  30

<211>  32

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  30

gaaagcaacg acaaggcccc cgtggccctg gg                                     32

<210>  31

<211>  36

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  31

gcaacgacaa gatccccgcg gccctgggcc tgaaag                                 36

<210>  32

<211>  55

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  32

gcagctggaa agcgtggatc ccaagaacta ccccgagaaa aagatggaaa aacgc            55

<210>  33

<211>  49

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  33

ccccaagaac taccccaagg caaagatgga aaagcgcttc gtgttcaac                   49
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<210>  34

<211>  55

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  34

gcagctggaa agcgtggatc ccaagaacta ccccaaggac aagatggaaa aacgc            55

<210>  35

<211>  46

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  35

ccccaagaac taccccaagg cagcgatgga aaaacgcttc gtgttc                      46

<210>  36

<211>  44

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  36

aaaaacgctt cgtgttcaac agcatcgaga tcaacaacaa gctc                        44

<210>  37

<211>  41

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  37

aaaaacgctt cgtgttcaac cagatcgaga tcaacaacaa g                           41

<210>  38

<211>  42

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer
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<400>  38

gcttcgtgtt caacaagatc tcgatcaaca acaagctcga gt                          42

<210>  39

<211>  39

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  39

cttcgtgttc aacaagatca agatcaacaa caagctcga                              39

<210>  40

<211>  53

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  40

ggaaaaacgc ttcgtcttca acagcatctc gatcaacaac aagctcgagt tcg              53

<210>  41

<211>  48

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  41

cgcttcgtgt tcaacaagat ctcgatcaac gccaagctcg agttcgag                    48

<210>  42

<211>  46

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  42

caacaagatc gagatcaaca gcagcctcga attcgagagc gcccag                      46

<210>  43

<211>  50

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  43

ccccaactgg tacatcagta ctagtcaggc caagaatatg cccgtgttcc                  50

<210>  44

<211>  46

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  44

cagcactagt caggccgagc agatgcccgt cttcctgggc ggcacc                      46

<210>  45

<211>  49

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  45

catcagcact agtcaggcca agcagatgcc cgtcttcctg ggcggcacc                   49

<210>  46

<211>  39

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  46

gcggcagcgc ccctgtcgga agcttgaact gcaccctgc                              39

<210>  47

<211>  38

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  47

cgagctgaag gcactggctc ttcagggcca ggacatgg                               38

<210>  48
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<211>  48

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  48

gcggccccta cgagctgaag gcagcgcatg cgcagggcca ggacatgg                    48

<210>  49

<211>  39

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  49

gcggcagcgc ccctgtcgga agcttgaact gcaccctgc                              39

<210>  50

<211>  56

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  50

gcaggtcgtg ttcagcatga gcgccgtgga gggcgaggaa agcaatgaca agatcc           56

<210>  51

<211>  55

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  51

gcagctggaa agcgtggatc ccaagaacta ccccgagaaa aagatggaaa aacgc            55

<210>  52

<211>  37

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  52
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ctgcgggaca gccaggggaa gagcctggtc atgagcg                                37

<210>  53

<211>  56

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  53

gcaggtcgtg ttcagcatga gcgccgtgga gggcgaggaa agcaatgaca agatcc           56

<210>  54

<211>  55

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  54

gcagctggaa agcgtggatc ccaagaacta ccccgagaaa aagatggaaa aacgc            55

<210>  55

<211>  44

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  55

gcagttcagg cttctgacac cgtcactgcc gccagcgtag tcgg                        44

<210>  56

<211>  43

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  56

cgcagggtgc agttcaggct agcgacaggg gcgctgccgc cag                         43

<210>  57

<211>  39

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer
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<400>  57

gcagggtgca gttcaagctt ccgacagggg cgctgccgc                              39

<210>  58

<211>  52

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  58

gctgtcccgc agggtgcagt tcgcgcttct gacaggggca ctgccgccag cg               52

<210>  59

<211>  52

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  59

gcttttctgc tggctgtccc ggccgccgca gttcaggctt ctgacagggg cg               52

<210>  60

<211>  48

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  60

gaccaggctt ttctgctggc tgtcccccag tgtgcagttc aggcttct                    48

<210>  61

<211>  30

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  61

ccaggctttt ctgcgcgctg tcccgcaggg                                        30

<210>  62

<211>  43

<212>  DNA

등록특허 10-2275090

- 34 -



<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  62

gctcatgacc aggcttttct gccagctgtc ccgcagggtg cag                         43

<210>  63

<211>  37

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  63

cgctcatgac caggctcttc ccctggctgt cccgcag                                37

<210>  64

<211>  45

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  64

ggccgctcat gaccaggcta gcctgctggc tgtcccgcag ggtgc                       45

<210>  65

<211>  49

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  65

gcagtgcctt cagctcgtag gggtacccca tgaccaggct tttctgctg                   49

<210>  66

<211>  45

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  66

ccatgtcctg gccctgcaga tgacctgcct tcagctcgta ggggc                       45

<210>  67

<211>  38
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  67

ccatgtcctg gccctgaaga gccagtgcct tcagctcg                               38

<210>  68

<211>  42

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  68

ccatgtcctg gccctgcaga cccagtgcct tcagctcgta gg                          42

<210>  69

<211>  29

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  69

cctggccctg cagctccagt gccttcagc                                         29

<210>  70

<211>  29

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  70

ctggccctgc agattcagtg ccttcagct                                         29

<210>  71

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  71

ctggccctgc agacgcagtg ccttcag                                           27
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<210>  72

<211>  48

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  72

ccatgtcctg gccctgcgca tgcgctgcct tcagctcgta ggggccgc                    48

<210>  73

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  73

atgtcctggc cctccagatg cagtgcc                                           27

<210>  74

<211>  38

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  74

gctgttccat gtcctggcca cccagatgca gtgccttc                               38

<210>  75

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  75

catgtcctgg cccagcagat gcagtgc                                           27

<210>  76

<211>  47

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer
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<400>  76

cctgctgttc catgtccccg ccccccagat gcagtgcctt cagctcg                     47

<210>  77

<211>  48

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  77

gctgaacacg acctgctgtt ccatggcccc gccctgcaga tgcagtgc                    48

<210>  78

<211>  54

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  78

gctcatgctg aacaccacct gctgttcccc gtcctggccc tgcagatgca gtgc             54

<210>  79

<211>  58

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  79

gtcgttgctt tcctcgccct gcacggcgct catgctgaac accacctgct gttccatg         58

<210>  80

<211>  56

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  80

ggatcttgtc attgctttcc tcgccctcca cggcgctcat gctgaacacg acctgc           56

<210>  81

<211>  46

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Primer

<400>  81

ccagatctgc tgccgccgct ggagacggcc tgcatggtga agtcgg                      46

<210>  82

<211>  50

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  82

ggccacgggg atcttgtcat tgctttcctt gccccccacg aagctcatgc                  50

<210>  83

<211>  55

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  83

cttctctttc aggcctaggg ccacggggat cttgccgccg ctttcctcgc cctgc            55

<210>  84

<211>  32

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  84

cccagggcca cgggggcctt gtcgttgctt tc                                     32

<210>  85

<211>  36

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  85

ctttcaggcc cagggccgcg gggatcttgt cgttgc                                 36

<210>  86

<211>  55
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  86

gcgtttttcc atctttttct cggggtagtt cttgggatcc acgctttcca gctgc            55

<210>  87

<211>  49

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  87

gttgaacacg aagcgctttt ccatctttgc cttggggtag ttcttgggg                   49

<210>  88

<211>  55

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  88

gcgtttttcc atcttgtcct tggggtagtt cttgggatcc acgctttcca gctgc            55

<210>  89

<211>  46

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  89

gaacacgaag cgtttttcca tcgctgcctt ggggtagttc ttgggg                      46

<210>  90

<211>  44

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  90

gagcttgttg ttgatctcga tgctgttgaa cacgaagcgt tttt                        44

<210>  91
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<211>  41

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  91

cttgttgttg atctcgatct ggttgaacac gaagcgtttt t                           41

<210>  92

<211>  42

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  92

actcgagctt gttgttgatc gagatcttgt tgaacacgaa gc                          42

<210>  93

<211>  39

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  93

tcgagcttgt tgttgatctt gatcttgttg aacacgaag                              39

<210>  94

<211>  53

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  94

cgaactcgag cttgttgttg atcgagatgc tgttgaagac gaagcgtttt tcc              53

<210>  95

<211>  48

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  95
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ctcgaactcg agcttggcgt tgatcgagat cttgttgaac acgaagcg                    48

<210>  96

<211>  46

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  96

ctgggcgctc tcgaattcga ggctgctgtt gatctcgatc ttgttg                      46

<210>  97

<211>  50

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  97

ggaacacggg catattcttg gcctgactag tactgatgta ccagttgggg                  50

<210>  98

<211>  46

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  98

ggtgccgccc aggaagacgg gcatctgctc ggcctgacta gtgctg                      46

<210>  99

<211>  49

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  99

ggtgccgccc aggaagacgg gcatctgctt ggcctgacta gtgctgatg                   49

<210>  100

<211>  39

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Primer

<400>  100

gcagggtgca gttcaagctt ccgacagggg cgctgccgc                              39

<210>  101

<211>  38

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  101

ccatgtcctg gccctgaaga gccagtgcct tcagctcg                               38

<210>  102

<211>  48

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  102

ccatgtcctg gccctgcgca tgcgctgcct tcagctcgta ggggccgc                    48

<210>  103

<211>  39

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  103

gcagggtgca gttcaagctt ccgacagggg cgctgccgc                              39

<210>  104

<211>  56

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  104

ggatcttgtc attgctttcc tcgccctcca cggcgctcat gctgaacacg acctgc           56

<210>  105

<211>  55

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  105

gcgtttttcc atctttttct cggggtagtt cttgggatcc acgctttcca gctgc            55

<210>  106

<211>  37

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  106

cgctcatgac caggctcttc ccctggctgt cccgcag                                37

<210>  107

<211>  56

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  107

ggatcttgtc attgctttcc tcgccctcca cggcgctcat gctgaacacg acctgc           56

<210>  108

<211>  55

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Primer

<400>  108

gcgtttttcc atctttttct cggggtagtt cttgggatcc acgctttcca gctgc            55
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