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명 세 서

청구범위

청구항 1 

하기의  단계를  포함하는  유가  배양을  통하여  수득한  재조합  인간  갑상선  자극  호르몬(recombinant  human

thyroid stimulating hormone; rhTSH)을 유효성분으로 포함하는 재발된 갑상선암의 진단 또는 치료용 조성물:

1) rhTSH를 생산하는 세포주를 35℃ 내지 40℃에서 배양하는 단계; 

2) 배양된 세포 수가 3×10
6
 내지 2×10

7
 cell/㎖가 되었을 때, 배양 온도를 29℃ 내지 34℃로 낮추어 배양하는

단계; 및

3) 배양액으로부터 rhTSH를 수득하는 단계.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 인간 갑상선 자극 호르몬은 서열번호 1로 기재되는 아미노산 서열을 갖는 폴리펩티드 및

서열번호 2로 기재되는 아미노산 서열을 갖는 폴리펩티드를 포함하는 것인, 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 단계 1)의 rhTSH를 생산하는 세포주는 rhTSH의 α 서브유닛을 코딩하는 유전자 및 β 서

브유닛을 코딩하는 유전자를 발현시키는 발현 벡터를 포함하는 것인, 조성물.

청구항 4 

제3항에 있어서, 상기 세포주는 불사의 하이브리도마 세포, NS/O 골수종 세포, 293 세포, 중국 햄스터 난소 세

포, HeLa 세포, CapT 세포 및 COS 세포로 구성된 군으로부터 선택된 어느 하나인, 조성물.

청구항 5 

제1항에 있어서, 상기 단계 1)의 배양 온도가 36℃ 내지 38℃인, 조성물.

청구항 6 

제5항에 있어서, 상기 배양 온도가 37℃인, 조성물.

청구항 7 

제1항에 있어서, 상기 단계 2)에서 배양온도를 낮출 때의 세포 수가 5×10
6
 내지 1×10

7
 cell/㎖인, 조성물.

청구항 8 
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제7항에 있어서, 상기 세포 수가 6×10
6
 내지 8×10

6
 cell/㎖인, 조성물.

청구항 9 

제8항에 있어서, 상기 세포 수가 6×10
6
 cell/㎖인, 조성물.

청구항 10 

제1항에 있어서, 상기 단계 2)의 배양 온도가 31℃ 내지 33℃인, 조성물.

청구항 11 

제10항에 있어서, 상기 배양 온도가 33℃인, 조성물.

청구항 12 

제1항에 있어서, 상기 치료는 방사성 요오드 치료 시 항암 치료 보조제로 사용되는 것인, 조성물.

청구항 13 

하기의 단계를 포함하는 유가 배양으로 재조합 인간 갑상선 자극 호르몬을 생산하는 방법:

1) rhTSH를 생산하는 세포주를 35℃ 내지 40℃에서 배양하는 단계; 

2) 배양된 세포 수가 3×10
6
 내지 2×10

7
 cell/㎖가 되었을 때, 배양 온도를 29℃ 내지 34℃로 낮추어 배양하는

단계; 및

3) 배양액으로부터 rhTSH를 수득하는 단계.

청구항 14 

제13항에 있어서, 상기 인간 갑상선 자극 호르몬은 서열번호 1로 기재되는 아미노산 서열을 갖는 폴리펩티드 및

서열번호 2로 기재되는 아미노산 서열을 갖는 폴리펩티드를 포함하는 것인, 방법.

청구항 15 

제13항에 있어서, 상기 단계 1)의 rhTSH를 생산하는 세포주는 rhTSH의 α 서브유닛을 코딩하는 유전자 및 β 서

브유닛을 코딩하는 유전자를 발현시키는 발현 벡터를 포함하는 것인, 방법.

청구항 16 

제13항에 있어서, 상기 세포주는 불사의 하이브리도마 세포, NS/O 골수종 세포, 293 세포, 중국 햄스터 난소 세

포, HeLa 세포, CapT 세포 및 COS 세포로 구성된 군으로부터 선택된 어느 하나인, 방법.

청구항 17 
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제13항에 있어서, 상기 단계 1)의 배양 온도가 36℃ 내지 38℃인, 방법.

청구항 18 

제17항에 있어서, 상기 배양 온도가 37℃인, 방법.

청구항 19 

제13항에 있어서, 상기 단계 2)에서 배양온도를 낮출 때의 세포 수가 5×10
6
 내지 1×10

7
 cell/㎖인, 방법.

청구항 20 

제19항에 있어서, 상기 세포 수가 6×10
6
 내지 8×10

6
 cell/㎖인, 방법.

청구항 21 

제20항에 있어서, 상기 세포 수가 6×10
6
 cell/㎖인, 방법.

청구항 22 

제13항에 있어서, 상기 단계 2)의 배양 온도가 31 내지 33℃인, 방법.

청구항 23 

제22항에 있어서, 상기 배양 온도가 33℃인, 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 재조합 인간 갑상선 자극 호르몬(rhTSH)을 포함하는 조성물 및 상기 재조합 인간 갑상선 호르몬을 생[0001]

산하기 위한 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

갑상선 자극 호르몬(thyroid stimulating hormone; TSH)은 시상하부로부터 뇌하수체전엽을 통해서 분비되고, 신[0002]

경계를 포함하는 조직의 일반적인 성장, 기초대사율의 자극, 성장 호르몬과 프로락틴의 생산 및 분비, 호르몬의

활동, 장에서 포도당 재흡수의 증가, 미토콘드리아 산화/인산화의 증가, 부신수질의 활성, 효소 합성의 유도 등

과 같은 다양한 기전에 관련되어 있다. TSH는 특정 신호 경로를 활성화하기 위하여, 갑상선에서 갑상선 여포의

여포  세포(follicular  cell)에  있는  TSH  수용체와  결합하여,  상기  서술한  기전들을  매개하는

T3(triiodothyronine) 및 T4(thyroxine)라는 두 호르몬의 생성 및 분비를 유도한다. 또한, TSH는 두 개의 서브

유닛으로 구성되어 있고, 상기 두 개의 서브유닛은 92개 아미노산을 포함하는 α서브유닛과 118개 아미노산을

포함하는 β서브유닛을 말한다.

전세계에서 갑상선암의 발병율은 지속적으로 증가하고 있다. 미국에서 1980년부터 2010년까지 30년 동안 갑상선[0003]

암 환자의 수가 6배로 증가한 것에 비해, 한국에서는 1990년부터 2010년 사이의 20년 동안 갑상선암 환자의 수

가 약 18배 증가하였다. 미국에서는 2010년부터 2030년까지 20년 동안 갑상선암 환자의 수가 약 3.5배 증가할
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것이나, 동일 기간 동안 다른 주요 암환자의 수는 현 상태를 유지하거나 약간 감소할 것으로 예측하고 있다.

갑상선암으로 진단받으면, 이의 치료를 위해 대부분은 환자의 갑상선 조직을 완전히 제거한다. 갑상선 절제술을[0004]

받은 환자는 남은 여생동안 갑상선의 기능을 유지하기 위해 갑상선 호르몬인 T3 및 T4를 투여받아야 한다. 이러

한 갑상선암의 치료에 있어서, 갑상선 절제술 이후의 잔재 조직으로 인한 암의 재발 및 전이를 막기 위한 추적

검사가 매우 중요하다. 초기 갑상선암의 재발 확인을 위한 진단에서는 T3 및 T4의 투여를 오랫동안 중단한 후에

혈중 티로글로불린(thyroglobulin) 단백질을 정량하여 재발 여부를 확인하였으나, 이와 같은 방법은 한동안 T3

및 T4의 투여를 중단한다는 점에서 갑상선 기능 저하와 같은 다양한 부작용을 유발하게 된다. 이에 따라, 최근

20년 동안에는 T3 및 T4 호르몬 복용을 중단하지 않고, 재조합 인간 갑상선 자극 호르몬(rhTSH)을 투여하여 2~3

일 내에 혈중 티로글로불린 단백질을 정량함으로써 갑상선암의 재발을 진단할 수 있는 방법이 널리 이용되고 있

다.

뿐만 아니라, rhTSH는 갑상선 절제 환자에서 잔재 갑상선 조직을 제거할 때 치료 목적으로 방사성 동위원소(요[0005]

오드)의 흡수율을 높이기 위해 함께 사용하여 부작용없이 효과적으로 재발된 갑상선암을 치료할 수 있다.

하지만, 현재 시판되고 있는 rhTSH는 낮은 생산성 및 정제 수율로 인한 소비자의 부담이 큰 실정이다. 이에, 본[0006]

발명자들은 rhTSH의 생산성 및 정제 수율을 높이기 위한 연구를 진행하던 중, rhTSH 생산을 위한 최적의 배양

및 정제조건을 확립하여 본 발명을 완성하였다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 본 발명의 방법으로 생산된 재조합 인간 갑상선 자극 호르몬을 포함하는 재발 갑상선암 치료[0007]

또는 진단용 조성물을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은 유가 배양으로 재조합 인간 갑상선 자극 호르몬을 생산하는 방법을 제공하는 것이다.[0008]

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 rhTSH를 생산하는 세포주를 35℃ 내지 40℃에서 배양하는 단계; 배양[0009]

된 세포 수가 3×10
6
 내지 2×10

7
 cell/㎖가 되었을 때, 배양 온도를 29℃ 내지 34℃로 낮추어 배양하는 단계;

및 배양액으로부터 rhTSH를 수득하는 단계를 포함하는 유가 배양으로 수득한 재조합 인간 갑상선 자극 호르몬

(recombinant human thyroid stimulating hormone; rhTSH)을 유효성분으로 포함하는 재발 갑상선암 진단 또는

치료용 조성물을 제공한다.

상기 다른 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 rhTSH를 생산하는 세포주를 35℃ 내지 40℃에서 배양하는 단계;[0010]

배양된 세포 수가 3×10
6
 내지 2×10

7
 cell/㎖가 되었을 때, 배양 온도를 29℃ 내지 34℃로 낮추어 배양하는 단

계; 및 배양액으로부터 rhTSH를 수득하는 단계를 포함하는 유가 배양으로 재조합 인간 갑상선 자극 호르몬을 생

산하는 방법을 제공한다.

발명의 효과

본 발명에 따른 재조합 인간 갑상선 자극 호르몬의 생산 방법은 유가 배양으로 배양함에도 불구하고 rhTSH를 효[0011]

과적으로 생산할 수 있고, 정제 수율 및 순도가 높다. 따라서, 상기 방법으로 생산된 재조합 갑상선 자극 호르

몬은 재발된 갑상선암의 진단 또는 치료에 유용하게 사용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명에서 제조된 rhTSH 발현 벡터(A), 및 이를 포함하는 세포주의 장기 안정성 테스트 결과를 나타낸[0012]
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그래프(B)이다.

도 2는 rhTSH 생산에서 최적의 온도 확인을 위해 선별된 세포의 생존 세포 밀도 및 생산성(A)과 생존율(B)을 나

타낸 그래프이다.

도 3은 배양 과정에서 온도를 낮출 때 세포의 수에 따른 생존 세포 밀도를 나타낸 그래프이다.

도 4는 세포의 수가 6×10
6
 cell/㎖일 때, 배양 온도를 낮춘 경우 세포의 생존 세포 밀도를 나타낸 그래프이다.

도 5는 종래의 rhTSH 정제 방법의 간략한 요약(A) 및 종래의 방법으로 정제된 단백질의 SDS-PAGE 결과를 나타낸

도면이다.

도 6은 본 발명의 방법에 따라 생산된 rhTSH 정제 방법의 간략한 요약(A) 및 본 발명의 방법으로 정제된 단백질

의 SDS-PAGE 결과를 나타낸 도면이다.

도 7은 본 발명의 방법에 따라 생산된 rhTSH의 품질 분석을 위해 IEF(isoelectric focusing) 분석(A) 및 펩타

이드 맵핑(B)을 수행한 결과를 나타내는 도면이다.

도 8은 본 발명의 방법에 따라 생산된 rhTSH의 시험관 내 활성(A) 및 생체 내 활성(B)을 확인한 결과를 나타내

는 그래프이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 상세히 설명한다.[0013]

본 발명은 rhTSH를 생산하는 세포주를 35℃ 내지 40℃에서 배양하는 단계; 배양된 세포 수가 3×10
6
 내지 2×10

7
[0014]

cell/㎖가 되었을 때, 배양 온도를 29℃ 내지 34℃로 낮추어 배양하는 단계; 및 배양액으로부터 rhTSH를 수득하

는  단계를  포함하는  유가  배양으로  수득한  재조합  인간  갑상선  자극  호르몬(recombinant  human  thyroid

stimulating hormone; rhTSH)을 유효성분으로 포함하는 재발 갑상선암 진단 또는 치료용 조성물을 제공한다.

본 명세서에서 사용된 용어 "재조합 인간 갑상선 자극 호르몬(rhTSH)"은 시상하부로부터 뇌하수체전엽을 통해서[0015]

분비되는 단백질로, 92개 아미노산을 포함하는 α서브유닛과 118개 아미노산을 포함하는 β서브유닛으로 구성되

어 있다. rhTSH는 갑상선암 환자의 재발 진단과 치료 보조제로 사용되고 있다. 본 발명에 따른 재조합 인간 갑

상선 자극 호르몬은 서열번호 1로 기재되는 아미노산 서열로 구성되는 α서브유닛과 서열번호 2로 기재되는 아

미노산 서열로 구성되는 β서브유닛을 포함할 수 있다.

본 발명의 방법으로 생산 및 정제된 rhTSH를 포함하는 재발된 갑상선암 진단 또는 치료용 조성물은, 갑상선암[0016]

절제술을 받은 이후 암 조직의 재발 여부를 진단하거나, 재발된 갑상선암의 치료 시, 요오드 동위원소와 함께

사용될 수 있다. 상기 재발된 갑상선암의 치료를 위해 사용되는 rhTSH는 요오드 동위원소에 대한 항암 치료 보

조제로 사용될 수 있다.

상기 rhTSH는 약학적으로 허용가능한 담체를 더 포함할 수 있다. 상기 약학적으로 허용가능한 담체는 환자에게[0017]

전달하기에 적절한 비-독성 물질이면 어떠한 담체라도 가능하다. 증류수, 알코올, 지방, 왁스 및 비활성 고체가

담체로 포함될 수 있다. 약학적으로 허용가능한 아쥬반트(완충제, 분산제) 또한 약학 조성물에 포함될 수 있다.

또한, 본 발명의 rhTSH는 다양한 방법으로 대상에게 투여될 수 있다. 예를 들면, 상기 조성물은 비경구적으로[0018]

투여될  수  있는데,  그  예로는  피하,  눈,  복강  내,  근육  내,  구강,  직장,  안와  내,  뇌  내,  두개  내

(intracranial), 척추 내, 뇌실 내, 수강막 내, 조내, 캡슐 내, 비내, 정맥 내 투여가 있다. 구체적으로 상기

조성물은 근육 내로 투여될 수 있다. 조성물의 투여 경로는 투여 방법에 따라 체액 부피, 점성도 등을 고려하여

결정될 수 있다.

 상기와 같이 비경구적으로 투여되는 경우, 조성물은 바람직하게는 수성이거나 생리학적으로 허용가능한 체액[0019]

현탁액 또는 용액의 부분을 포함한다. 이에 따라, 생리학적으로 허용가능한 담체 또는 운반체가 조성물에 첨가

되어 환자에게 전달될 수 있고, 이는 환자의 전해질 및/또는 부피 수가(balance)에 악영향을 끼치지 않는다. 따

라서, 조성물을 위한 체액 배질로서 일반적으로 생리식염수를 포함한다.

상기 투여는 1회 이상, 1 내지 3회 투여될 수 있고, 구체적으로 2회로 나누어 투여될 수 있다. 본 발명의 조성[0020]

물을 반복투여하는 경우 12 내지 48시간, 24 내지 36시간 간격으로 반복투여할 수 있고, 구체적으로는 24시간

간격으로 투여할 수 있다. 
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이러한 조성물은 통상적으로 잘 알려진 멸균 기술에 따라 멸균될 수 있다. 또한, 본 발명에 따른 조성물은 pH[0021]

조절과 같은 생리적 조건을 조절하기 위하여 요구되는 약학적으로 허용가능한 보조 물질 및 보조제, 독성조절

제제 및 이의 유사체를 포함할 수 있고, 예로는 아세트산나트륨, 염화나트륨, 염화칼륨, 염화칼슘, 젖산나트륨

등이 있다. 조성물에 포함될 수 있는 rhTSH의 농도는 매우 다양할 수 있다.

본 발명에 따른 조성물의 단위 투여량은 성인을 기준으로 0.6 내지 1.2 ㎎, 구체적으로는 0.8 내지 1.0 ㎎, 더[0022]

욱 구체적으로는 0.9 ㎎일 수 있다. 단위 투여량은 치료 대상 질환 및 부작용의 유무에 따라 달라질 수 있고,

최적의 투여량은 통상적인 실험을 통해 결정될 수 있다.

본 발명에 따른 조성물은 재발 갑상선암의 진단 또는 치료를 위해 요오드 동위원소와 함께 사용할 수 있다. 이[0023]

때, 요오드 동위원소는 본 발명에 따른 조성물 투여 후 12 내지 36시간, 18 내지 30시간, 20 내지 25시간에 투

여될 수 있다. 구체적으로, 24시간 후에 투여될 수 있다.

한편, 재발 갑상선암의 진단은 본 발명의 조성물 및 요오드 동위원소를 투여한 뒤, 진단용 스캐닝 또는 혈청 갑[0024]

상선글로불린(Tg) 검사를 통해 할 수 있다. 이때, 진단용 스캐닝은 요오드 동위원소 투여 후 24 내지 60시간,

36 내지 54시간, 46 내지 50시간에 수행될 수 있다. 구체적으로 48시간에 수행될 수 있다. 혈청 갑상선글로불린

검사를 위한 혈청 검체의 채취는 요오드 동위원소를 투여 후 48 내지 96시간, 60 내지 84시간, 70 내지 74시간

에 할 수 있고, 구체적으로는 72시간 후에 할 수 있다.

본 발명의 조성물을 생산하기 위해, 본 발명은 rhTSH를 생산하는 세포주를 35 내지 40℃에서 배양하는 단계를[0025]

포함한다.

본 발명에 따른 rhTSH를 생산하는 세포주는 상기 서술된 α서브유닛 및 β 서브유닛을 포함하는 발현 벡터를 갖[0026]

는 세포주일 수 있고, 상기 α서브유닛 및 β 서브유닛은 각각의 벡터에 포함되거나, 하나의 벡터에서 각 서브

유닛이 각각의 프로모터에 의해 발현되거나(듀얼 벡터), IRES(internal ribosome binding site)를 통해 연결되

어 개별적으로 발현되도록 제작될 수 있다. 본 발명의 구체적인 일 실시예에 의하면 IRES를 통해 개별적으로 발

현되도록 제조할 수 있다. 

본 발명에서 사용된 용어 "벡터"는 숙주 세포에 도입되어 숙주 세포 유전체 내로 재조합 및 삽입될 수 있거나,[0027]

또는 에피좀(episome)으로 자발적으로 복제될 수 있는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산 수단을 말한다. 적합

한 발현 벡터는 프로모터, 개시코돈, 종결코돈, 폴리아데닐화 신호 및 인핸서 같은 발현 조절 요소(element) 외

에도 막 표적화 또는 분비를 위한 신호서열 또는 리더서열을 포함하며, 목적에 따라 다양하게 제조될 수 있다.

개시코돈 및 종결코돈을 표적 단백질을 암호화하는 유전자 작제물이 투여되었을 때 개체에서 반드시 작용을 나

타내야 하며 암호화 서열과 인프레임(in frame)에 있어야 한다.

본 명세서에서 사용된 용어 "듀얼 벡터"는 하나의 벡터에 두 개의 유전자가 각각의 프로모터에 의해 조절되어[0028]

독립적으로 목적 단백질을 발현할 수 있는 벡터를 말한다. 또한, 상기 벡터에는 목적 단백질이 형질전환된 세포

를 선별할 수 있는 마커를 포함할 수 있으며, 본 발명의 구체적인 일 실시예에 의하면 상기 마커는 DHFR일 수

있다.

활성을 나타내는 TSH의 제조를 위해서는 α서브유닛 및 β 서브유닛이 이량체를 형성하여야 하는데, 이때 β 서[0029]

브유닛의 발현량이 α 서브유닛의 발현량보다 3~4배 정도 높아야 세포 내에서 높은 효율로 α/β 이량체를 형성

할 수 있다. 따라서, 발현 벡터의 제조 시, β 서브유닛의 발현량이 많도록 프로모터를 선별할 수 있다. 본 발

명의 구체적인 일  실시예에 의하면 상기 β 서브유닛을 CMV  프로모터에 연결하고,  IRES(internal  ribosome

binding site)를 통해 β 서브유닛과 α 서브유닛을 연결함으로써, 두 개 서브유닛의 발현량을 조절할 수 있다.

본 발명의 다른 일 관점에 따르면, 본 발명은 상기 벡터를 포함하는 숙주세포 또는 비-인간 숙주개체를 제공한[0030]

다. 상기 숙주세포 또는 비-인간 숙주개체들은 본 발명의 rhTSH를 수득하는 방법뿐만 아니라, 의료적/약학적 환

경에서 유용할 수 있다.

본 발명의 일 실시예에 따른 벡터로 형질감염 또는 형질전환된 숙주세포 또는 비-인간 숙주개체는 상기 벡터에[0031]

의해 유전적으로 변형된 숙주세포 또는 비-인간 숙주개체일 수 있다. 본 명세서에서 사용된 용어 "유전적으로

변형된"이라는 용어는 숙주세포, 비-인간 숙주개체, 선행종(predecessors) 또는 모종(parents)으로 도입된 본

발명의 일 실시예에 따른 폴리뉴클레오티드 또는 벡터를 숙주세포, 비-인간 숙주개체, 선행종 또는 모종이 자신

의 게놈 외에 포함하는 것을 의미한다. 아울러, 본 발명의 일 실시예에 따른 폴리뉴클레오티드 또는 벡터는 게
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놈 외부의 독립적 분자, 구체적으로는 복제할 수 있는 분자로서 유전적으로 변형된 숙주세포 또는 비-인간 숙주

개체 내에 존재할 수 있거나, 또는 숙주세포 또는 비-인간 숙주개체의 게놈으로 안정적으로 삽입될 수 있다.

본 발명의 일 실시예에 따른 숙주세포는 진핵세포이다. 상기 진핵세포는 진균세포(fungus), 식물세포 또는 동물[0032]

세포를 포함한다. 진균세포의 예로는 효모, 구체적으로는 사카로마이세스 속(Saccharomyces sp.)의 효모, 더욱

구체적으로는 사카로마이세스 세레비지애(S. cerevisiae)일 수 있다. 또한, 동물세포의 예로는 곤충세포 또는

포유동물 세포가 있고, 구체적인 동물세포의 예로는 HEK293, 293T, NSO, CHO, MDCK, U2-OSHela, NIH3T3, MOLT-

4, Jurkat, PC-12, PC-3, IMR, NT2N, Sk-n-sh, CaSki, C33A 등이 있다. 상기 숙주세포는, 가령 CHO 세포는 리

더 펩티드 제거, 정확한 위치에서 분자의 당화(glycosylation) 및 기능 분자의 분비를 포함하는, 본 발명의 일

실시예에 따른 rhTSH 단백질에 대한 번역후 수식(post-translational modification)을 제공할 수 있다. 또한,

통상의 기술분야에 잘 알려져 있는 적당한 세포주들은 ATCC(American Type Culture Collection)와 같은 세포주

기탁기관으로부터 수득할 수 있다.

또한, 본 발명의 일 실시예에 따른 폴리뉴클레오티드를 포함하는 CHO 세포는 숙주세포로서 특히 유용하다. CHO[0033]

세포를 숙주세포로 사용 시, rhTSH에 당화 및 인산화와 같은 2차 수식(secondary modification)이 될 수 있다.

상기 비-인간 숙주개체는 비-인간 포유류, 구체적으로는 마우스, 쥐, 양, 송아지, 개, 원숭이 및 유인원일 수[0034]

있다.

본 발명에 따른 rhTSH는 박테리아, 이스트, 포유동물 세포, 식물, 형질전환 동물과 같은 다양한 종류의 유기체[0035]

에서 발현될 수 있다. 그러나 단백질 치료제에 대한 규제 및 제조된 단백질이 천연형과 유사하여야 한다는 점에

서  포유동물의  세포를  사용할  수  있다.  상기  포유동물  세포의  예로는  불사의  하이브리도마  세포(immortal

hybridoma cell), NS/O 골수종 세포, 293 세포, 중국 햄스터 난소 세포(CHO cell), HeLa 세포, CapT 세포(인간

양수 유래 세포), COS 세포 등이 있고, 본 발명의 구체적인 실시예에 의하면 CHO 세포를 사용할 수 있다.

상기 세포주에 본 발명에 따른 발현 벡터를 도입하기 위해서는 통상의 기술분야에 공지된 기술을 사용할 수 있[0036]

고,  예로는  전기충격  유전자전달법(eletroporation),  원형질  융합법,  인산칼슘(CaPO4)  침전법 및  염화  칼슘

(CaCl2) 침전법 등이 있다.

본 발명에 따른 CHO 세포는 발현 벡터가 형질전환된 세포주 선별을 위해 퓨린, 티미딜산(thymidylic acid)의 합[0037]

성을 위한 필수 효소인 DHFR(dihydrofolate reductase) 유전자가 녹다운되어 있다. 상기 DHFR 음성인 CHO 세포

는 히포크산틴 나트륨 및 티미딘의 혼합물 형태인 HT(히포크산틴 및 티미딘)로 퓨린 및 피리미딘을 제공하지 않

으면 성장할 수 없어, DHFR 유전자를 포함하는 발현벡터로 형질전환되지 않은 세포주는 HT를 포함하지 않는 배

지에서 생존할 수 없다.

또한, 본 발명은 유가 배양 조건을 통해 rhTSH를 생산하는 세포주를 배양한다.[0038]

rhTSH는 종래에 "관류 배양(perfusion culture)"으로 생산되었고, 이는 신선한 배양 배지를 연속적으로 공급하[0039]

는 동시에 사용된 배양 배지를 연속적으로 제거하는 방식으로, 이러한 관류 배양은 상대적으로 생산성이 낮고,

과정이 복잡하며 비용이 많이 든다는 단점이 있다.

본 명세서에서 사용된 용어 "유가 배양(fed-batch culture)"은 배양의 진행과 동시에 영양 배지를 배양 용기에[0040]

서서히 첨가하면서 배양 종료까지 배양 용기에서 배양액을 뽑지 않는 배양 방법으로, 특정 물질의 첨가 속도를

미생물에 의한 소비속도와 비례하게 함으로써 배양 중 그 성분의 농도를 임의의 설정 값으로 제어할 수 있다는

장점이 있다.

본 명세서에서 사용된 용어 "배양 배지"는 다세포 유기체 또는 조직의 외측인 인공적인 시험관 내 환경에서 세[0041]

포의 유지, 성장, 증식 또는 팽창을 위한 영양소 용액을 나타낸다. 배양 배지는 특정 세포 배양을 위해 최적화

될 수 있으며, 그 예로는 세포 성장의 지지를 위해 조제된 기본 배양 배지, 또는 단클론항체 생산을 촉진하도록

조제된 생산 배지, 및 영양소들을 고농도로 농축시켜 만든 농축 배지가 있다.

상기 "기본 배양 배지"는 세포의 성장을 최소한으로 지지할 수 있는 배지를 의미한다. 기본 배양 배지는 표준[0042]

무기 염, 예컨대 아연, 철, 마그네슘, 칼슘 및 칼륨뿐만 아니라, 미량원소, 비타민, 에너지원, 완충 시스템 및

아미노산을 공급한다. 본 발명에 따른 기본 배양 배지는 세포의 성장기인 배양 초기에 사용된다. 상기 기본 배

양 배지의 예로는 DMEM, MEM, RPMI 1640, F-10, F-12, Hycell CHO 등이 있다. 본 발명의 구체적인 일 실시예에

따르면 기본 배양 배지는 Hycell CHO 배지일 수 있다.
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본 발명에 따른 유가 배양에서 세포주를 35℃ 내지 40℃에서 배양하는 단계는 세포의 성장기이다. 이는 세포를[0043]

접종한 후 세포의 성장이 급격하게 진행되는 시기로, 일반적으로 세포의 성장을 위한 배양 조건은 세포의 종류,

생산하고자 하는 목적 단백질의 종류 등에 따라 변화할 수 있다. 본 발명에서 사용한 CHO 세포의 경우 35℃ 내

지 37℃의 온도 및 6.8 내지 7.3의 pH 범위에서 가장 활발하게 세포 수가 증가하는 것으로 알려져 있다. 한편,

본 발명의 유가 배양에서 세포의 성장기는 배양 초기부터 3 내지 7일, 구체적으로는 4 내지 6일일 수 있다. 본

발명의 구체적인 일 실시예에 의하면 세포의 성장기는 배양 초기부터 6일일 수 있다.

상기 성장기의 배양 온도는 35℃ 내지 40℃, 36℃ 내지 38℃일 수 있고, 본 발명의 구체적인 일 실시예에 따르[0044]

면 37℃일 수 있다. 상기 온도범위를 벗어나는 온도에서 세포를 배양하는 경우 세포의 성장이 잘 일어나지 않는

다.

또한, 본 발명은 배양된 세포 수가 3×10
6
 내지 2×10

7
 cell/㎖가 되었을 때, 배양 온도를 29℃ 내지 34℃로 낮[0045]

추어 배양하는 단계를 포함한다.

본 발명에 따른 유가 배양 방법에 따라 세포의 배양 온도를 낮추게 되면 세포는 표적 단백질의 생산을 극대화하[0046]

기 위한 배양 조건하에서 단백질 생산기로 진입하게 된다. 세포 성장기에서 단백질 생산기로 진입을 위해 배양

된 생존 세포 밀도가 최대 생존 세포 밀도의 약 60 내지 90%, 구체적으로는 70 내지 80%일 때 배양 조건을 변경

할 수 있다. 본 발명의 구체적인 일 실시예에 의하면 생존 세포 밀도가 약 70%일 때 배양 조건을 변경한다.

이때, 세포의 배양 온도는 29℃ 내지 34℃, 31℃ 내지 33℃일 수 있고, 본 발명의 일 실시예에 따르면 상기 배[0047]

양 온도는 33℃일 수 있다. 상기 배양 온도가 35℃ 이상인 경우에는 세포의 생존력(viability)이 급격히 떨어지

고, 28℃ 이하인 경우 세포가 충분한 수로 자라지 않아 rhTSH의 생산율이 떨어진다는 문제점이 있다.

본 발명에 따른 유가 배양에 있어서, 배양 온도 변경은 세포 수가 3×10
6
 내지 2×10

7
 cell/㎖, 5×10

6
 내지 1×[0048]

10
7
 cell/㎖, 6×10

6
 내지 8×10

6
 cell/㎖일 때 할 수 있다. 본 발명의 일 실시예에 따르면, 세포 수가 6×10

6

cell/㎖일 때 배양 온도를 변경할 수 있다. 세포 수가 3×10
6 
cell/㎖ 이하일 때 배양 온도를 변경하면 세포 수

가 너무 적어 수득되는 단백질의 양이 적고, 세포 수가 2×10
7
 cell/㎖를 초과하는 경우 세포 수가 많아 생산되

는 단백질의 양은 많으나, 세포 파괴물(cell debris) 등의 HCP 또한 많이 생산되어 정제 공정에서 HCP를 의약품

기준에 부합되는 농도로 제거하기가 어렵다는 문제점이 있다.

본 발명에 따른 배양 온도 변경은 배양 5 내지 9일째, 구체적으로 배양 5 내지 8일째, 더욱 구체적으로 배양 5[0049]

내지 7일째에 수행할 수 있고, 본 발명의 구체적인 일 실시예에 의하면 배양 6일째에 할 수 있다. 

상기 용어 "생존 세포 밀도(viable cell density)"는 일정한 공간 내 살아있는 세포의 양 또는 수를 나타낸다.[0050]

본 발명에서는 표적 단백질을 고효율로 생산하기 위해 적절한 수의 세포가 생존해 있을 때 배양 조건을 변경하

기 위하여 세포 생존 밀도를 측정한다. 세포 생존 밀도는 세포의 흡광도를 측정함으로써 알 수 있다.

또한, 본 발명의 유가 배양은 단백질 생산을 위해 기본 배양 배지에 보충제를 공급할 수 있다. 본 명세서에서[0051]

사용된 용어 "보충제(supplement)"는 세포가 단백질 생산기로 진입하였을 때, 건강을 유지하며 단백질을 생산할

수 있도록 풍부한 영양분 공급을 위해 기본 배양 배지에 추가적으로 포함되는 물질로, 일반적으로 지질, 아미노

산, 비타민, 성장인자 등을 포함한다. 단백질의 생산을 위해 사용될 수 있는 보충제의 종류는 통상의 기술분야

에 잘 알려져 있으며,  예로서는 ActiCHO(GE  Healthcare),  Cell  Boost(GE  Healthcare),  FM(functional  MAX,

Gibco),  효모  엑기스(yeast  extract),  Phytone  UF(BD  Biosciences),  DM19,  PP3,  TC  Yeastolate  UF(BD

Biosciences) 등이 있고, 상기 보충제는 ActiCHO, Cell Boost 및 FM일 수 있다.

상기 보충제는 높은 수준의 재조합 단백질 생산을 위하여 적정한 양으로 첨가될 수 있고, 이들을 각각 또는 혼[0052]

합하여  사용가능하다.  상기  보충제는  세포가  성장기를  지나  단백질  생산기로  진입하기  직전부터  첨가될  수

있고, 본 발명의 유가 배양에 따르면 단백질 생산을 위해 온도를 낮추는 1 내지 3일 전부터 첨가할 수 있다. 본

발명의 구체적인 일 실시예에 의하면 1일 전부터 첨가할 수 있다. 보충제는 세포의 생존 및 단백질 생산 과정에

서 소모된다는 점에서 지속적으로 추가 투입이 이루어져야 한다. 일반적으로 보충제 추가 1일부터 1 내지 3일의

간격을 두고 주기적으로 첨가될 수 있다. 보충제의 첨가는 세포의 양, 종류, 배양 조건 등에 따라 변할 수 있으

며, 이는 통상의 기술자가 용이하게 선택할 수 있다.
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본 발명에 따른 rhTSH를 생산하기 위한 배양은 10 내지 20일, 구체적으로는 11 내지 15일, 더욱 구체적으로는[0053]

12 내지 18일 동안 지속할 수 있고, 본 발명의 구체적인 실시예에 의하면 12일 동안 지속할 수 있다.

또한, 본 발명은 배양액으로부터 rhTSH를 수득하는 단계를 포함한다.[0054]

상기 배양액으로부터 rhTSH를 수득하기 위해, 통상의 잘 알려진 방법으로 rhTSH를 정제하여 수득할 수 있다. 그[0055]

러나, 보다 높은 수율로 rhTSH를 정제하여 수득하기 위하여, 항-고나도트로핀(gonadotropin) 항체가 결합된 레

진으로 충진된 컬럼으로 정제하여 1차 정제액을 수득하는 단계; 상기 1차 정제액을 필터를 통과시켜 2차 정제액

을 수득하는 단계; 상기 2차 정제액을 투석하여 3차 정제액을 수득하는 단계; 및 상기 3차 정제액을 이온 크로

마토그래피로 정제하여 rhTSH를 수득하는 단계를 포함하는 정제 방법으로 정제하여 rhTSH를 수득할 수 있다.

일반적으로 rhTSH는 넓은 범위의 PI 값을 갖고, 3개의 N-글리코실화 사이트가 있어 정제시 불순물 제거가 용이[0056]

하지 않다. 종래의 rhTSH 정제 방법은 여과, 음이온 교환 크로마토그래피, 친화성 크로마토그래피 및 소수성 상

호작용 크로마토그래피의 일련의 과정을 수행하여 절차가 복잡하고 비용 및 시간이 많이 소요될 뿐만 아니라,

상기 방법으로 정제된 단백질의 불순물(예를 들면, 숙주세포 단백질)이 1,000 ppm 이상으로 약학적 용도로 사용

되기 위한 단백질에 포함될 수 있는 불순물의 허용치(100 ppm)보다 높다는 문제점이 있다. 따라서, 본 발명은

rhTSH 수율 및 순도가 높은 정제 방법을 확립하였다.

본 명세서에서 용어 "배양액"은 세포를 배양하고 난 뒤, 세포에서 생산되어 분비된 단백질을 포함하는 다양한[0057]

인자들이 포함된 배양 배지를 나타내며, 배양이 완료된 후 원심분리로 세포를 제거하여 얻을 수 있다.

상기 용어 "친화성 크로마토그래피(affinity chromatography)"는 생물학적으로 높은 특이적 친화성을 갖는 두[0058]

종류의 물질 중 한쪽을 고정상으로 사용하여 그 고정상에 대한 친화성의 차이를 이용해 표적 물질을 분리해 내

는 크로마토그래피 방법 중 하나를 나타낸다. 따라서, 상기 단계에서 배양액은 항-고나토르핀 항체가 결합된 레

진으로 충진된 컬럼으로 정제할 수 있다.

상기 친화성 크로마토그래피에 사용되는 레진은 매트릭스, 친수성 가교제 및 리간드로 구성된다. 여기서 매트릭[0059]

스는 교차결합된 아가로스, 예를 들면, 고도 가교성 고유동 아가로스(highly cross-linked high-flow agaros

e)일 수 있다. 리간드는 본 발명의 rhTSH에 특이적으로 결합하는 단백질인 항-고나도트로핀 항체일 수 있다. 상

기 레진은 rhTSH에 특이적으로 결합하는 항체가 아가로즈 단편에 공유결합으로 연결되어 있어, rhTSH에 선택적

으로 결합할 수 있다. 또한, 상기 레진에서 리간드는 친수성을 가진 긴 가교제를 가지고 있으므로, 분리하고자

하는 표적 단백질이 쉽게 결합할 수 있다. 상기 레진의 예로는 ThermoFisher Scientific(USA)에서 주문자 설계

매질(custom-designed media)로 시판되는 CaptureSelect가 있다.

본 발명에서 사용된 용어 "항-고나도트로핀(gonadotropin)  항체"는 상기 서열번호 1의 아미노산 서열을 갖는[0060]

rhTSH의 α 서브유닛을 에피토프로 인식하여 특이적으로 결합하는 항체를 나타낸다. 상기 서술한 바와 같이 TSH

는 두 개의 서브유닛으로 구성되어 있는데, 이 중 α 서브유닛은 TSH를 포함하는 다른 고나도트로핀 호르몬에서

도 공통적으로 포함되어 있다.

본 발명의 구체적인 일 실시예에 의하면 상기 항-고나도트로핀 항체가 결합된 레진으로 충진된 컬럼에서 구연산[0061]

나트륨 용액으로 rhTSH를 용출할 수 있다. 상기 용액은 표적 단백질의 품질 및 활성을 변화시키지 않는 범위 내

에서 항-고나도트로핀 항체와의 결합을 방해할 수 있는 적절한 농도 및 pH로 사용할 수 있다. 상기 용액의 적절

한 농도 범위는 0.01 내지 5 M, 0.03 내지 1 M, 0.06 내지 0.5 M, 0.07 내지 0.3 M일 수 있다. 본 발명의 구체

적인 실시예에 의하면 상기 용액의 농도는 0.1 M일 수 있다. 한편, 적절한 pH 범위는 1 내지 5, 2 내지 4, 2.5

내지 3.5일 수 있다. 본 발명의 구체적인 실시예에 의하면 상기 용액의 pH는 3일 수 있다.

상기 친화성 크로마토그래피로 수득된 1차 정제액에 포함되는 불용성 응집체 및 숙주세포의 단백질(HCP)과 같은[0062]

불순물들을 제거하고, 표적 단백질의 순도를 보다 높이기 위해 여과를 수행할 수 있다. 본 발명의 구체적인 일

실시예에서 상기 여과는 다층여과일 수 있다.

본 명세서에서 사용된 용어 "다층여과(depth filtration)"는 공극의 크기가 다른 두 종류 이상의 필터를 층별로[0063]

설치하여 이를 이용하여 수행하는 여과를 나타낸다. 상기 다층여과를 위한 필터의 공극(pore) 크기는 0.001 내

지 30 ㎛, 0.005 내지 25 ㎛, 0.015 내지 15 ㎛, 0.020 내지 12 ㎛일 수 있다. 본 발명의 구체적인 일 실시예

에서 상기 필터는 0.025 내지 10 ㎛의 공극 크기를 가질 수 있다.

상기 여과는 트리스 용액을 사용할 수 있고, 이때 사용되는 용액은 상기 서술한 바와 같이 적절한 농도 및 pH일[0064]
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수 있다. 트리스 용액의 적절한 농도는 1 내지 300 mM, 10 내지 200 mM, 20 내지 100 mM, 30 내지 70 mM일 수

있다. 본 발명의 구체적인 실시예에 의하면 트리스 용액의 농도는 50 mM일 수 있다. 한편, 상기 트리스 용액의

적절한 pH는 6 내지 12, 7 내지 11, 8 내지 10일 수 있고, 본 발명의 구체적인 실시예에 의하면 pH는 9일 수 있

다.

상기 용어 "투석(diafiltration)"은 작은 구멍을 갖는 필터를 사용하여 샘플 내 불순물을 분자 크기에 따라 제[0065]

거 또는 분리하기 위해 희석하는 단계를 의미한다.

본 발명에서 투석은 공극의 크기가 0.01 내지 0.5 ㎛, 0.1 내지 0.3 ㎛, 0.2 내지 0.25 ㎛인 반투과막을 사용할[0066]

수 있다.  본 발명의 구체적인 일 실시예에 의하면 투석은 공극의 크기가 0.22  ㎛인 반투과막(Millipak  20,

Millipore)을 사용하여 1.0 bar 이하의 압력하에서 투석을 진행하고, 여과액의 전도도가 30.0 μS/㎝ 이하가 되

면 종료한다.

본 발명에 따른 이온 크로마토그래피는 하기 화학식 1의 구조의 화합물이 결합된 레진이 충진된 컬럼으로 정제[0067]

할 수 있다:

[화학식 1][0068]

.[0069]

본 명세서에서 사용된 용어 "이온 크로마토그래피"는 컬럼 내 고정상에 대한 이온의 친화도가 다른 것에 기인하[0070]

여 정제하는 방법이다. 이온 크로마토그래피 컬럼을 통한 분리 기전은 주로 이온교환으로, 양이온 또는 음이온

교환매체가 결합되어 있고, 여기에 결합된 이온에 반대되는 이동상 중 양이온이나 음이온의 친화력 정도에 따라

경쟁적 교환이 일어나게 된다.

상기 화학식 1의 구조의 화합물이 결합된 레진이 충진된 컬럼은 다중의 기능성(multimodal functionality)을 갖[0071]

는 강력한 음이온 교환체이다. 상기 용어 "다중의 기능성"은 다양한 물질과 상호작용이 가능한 것을 의미한다.

따라서, 상기 화학식 1의 구조의 화합물이 결합된 레진은 이온상호작용(ionic interaction), 수소결합, 소수성

상호작용 등을 통해 다양한 물질과 상호작용하여 HCP, 응집체 등의 불순물을 제거할 수 있다.

상기 음이온 교환 크로마토그래피를 통과한 표적 단백질은 아세트산나트륨 용액으로 용출할 수 있고, 이때 사용[0072]

되는 용액은 상기 서술한 바와 같이 적절한 농도 및 pH일 수 있다. 아세트산나트륨 용액의 적절한 농도는 1 내

지 200 mM, 5 내지 100 mM, 10 내지 50 mM, 15 내지 30 mM일 수 있다. 본 발명의 구체적인 실시예에 의하면 아

세트산나트륨 용액의 농도는 20 mM일 수 있다. 한편, 상기 아세트산나트륨 용액의 적절한 pH는 2 내지 6, 2.5

내지 5, 3 내지 4일 수 있고, 본 발명의 구체적인 일 실시예에 의하면 pH는 3.8일 수 있다.

이때, 용출을 위한 아세트산나트륨 용액의 유속은 10 내지 500 ㎖/분, 10 내지 300 ㎖/분, 10 내지 100 ㎖/분,[0073]

10 내지 50 ㎖/분 범위일 수 있다. 본 발명의 구체적인 일 실시예에 의하면 상기 아세트산나트륨 용액의 유속은

15 ㎖/분일 수 있다.

상기 모든 단계를 통해 최종 정제된 rhTSH는 최종 단백질 산물을 보관하기 위해 적절한 용액으로 투석 여과하는[0074]

단계를 더 포함할 수 있다. 상기 단백질 산물 보관용 용액은 단백질을 장기간 보관하여도 단백질의 품질 및 활

성을 변화시키지 않아야 한다. 따라서, 본 발명에 따른 rhTSH 단백질 보관용 용액은 인산나트륨, 만니톨 및 염

화나트륨을 포함할 수 있다.

본 발명은 rhTSH를 생산하는 세포주를 35℃ 내지 40℃에서 배양하는 단계; 배양된 세포 수가 3×10
6
 내지 2×10

7
[0075]

cell/㎖가 되었을 때, 배양 온도를 29℃ 내지 34℃로 낮추어 배양하는 단계; 및 배양액으로부터 rhTSH를 수득하

는 단계를 포함하는 유가 배양으로 재조합 인간 갑상선 자극 호르몬을 생산하는 방법을 제공한다.

본 발명에 따른 재조합 인간 갑상선 자극 호르몬은 서열번호 1로 기재되는 아미노산 서열로 구성되는 α서브유[0076]

닛과 서열번호 2로 기재되는 아미노산 서열로 구성되는 β서브유닛을 포함할 수 있으며, 이를 생산하는 일반적
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인 특징은 상기 서술한 바와 같다.

본 발명의 방법에 따라 선별된 단일세포 클론을 사용하여 재조합 rhTSH를 더욱 용이하게 생산하기 위한 유가 배[0077]

양 조건을 확립하였다.

세포 배양을 위한 기본 배양 배지는 DMEM, MEM, RPMI 1640, F-10, F-12, Hycell CHO 등이 있다. 본 발명의 구[0078]

체적인 일 실시예에 따르면 기본 배양 배지는 Hycell CHO 배지일 수 있다.

본 발명에 따른 유가 배양에서 세포주를 35℃ 내지 40℃에서 배양하는 단계는 세포의 성장기이다. 상기 성장기[0079]

의 배양 온도는 35℃ 내지 40℃, 36℃ 내지 38℃일 수 있고, 본 발명의 구체적인 일 실시예에 따르면 37℃일 수

있다. 상기 온도범위를 벗어나는 온도에서 세포를 배양하는 경우 세포의 성장이 잘 일어나지 않는 문제점이 있

다.

본 발명에 따른 유가 배양 방법에 따라 세포의 배양 온도를 낮추게 되면 세포는 표적 단백질의 생산을 극대화하[0080]

기 위한 배양 조건하에서 단백질 생산기로 진입하게 된다. 이때, 상기 온도는 29℃ 내지 34℃, 31℃ 내지 33℃

일 수 있고, 본 발명의 일 실시예에 따르면 상기 배양 온도는 33℃일 수 있다. 상기 배양 온도가 35℃ 이상인

경우에는 세포의 생존력이 급격히 떨어지고, 28℃ 이하인 경우 세포가 충분한 수로 자라지 않아 rhTSH의 생산율

이 떨어진다는 문제점이 있다.

본 발명에 따른 유가 배양에 있어서, 배양 온도 변경은 세포 수가 3×10
6
 내지 2×10

7
 cell/㎖, 5×10

6
 내지 1×[0081]

10
7
 cell/㎖, 6×10

6
 내지 8×10

6
 cell/㎖일 때 할 수 있다. 본 발명의 일 실시예에 따르면, 세포 수가 6×10

6

cell/㎖일 때 배양 온도를 변경할 수 있다. 세포 수가 3×10
6
 cell/㎖ 이하일 때 배양 온도를 변경하면 세포 수

가 너무 적어 수득되는 단백질의 양이 적고, 세포 수가 2×10
7
 cell/㎖를 초과하는 경우 세포 수가 많아 생산되

는 단백질의 양은 많으나, 세포 파괴물(cell debris) 등의 HCP 또한 많이 생산되어 정제 공정에서 HCP를 의약품

기준에 부합되는 농도로 제거하기가 어렵다는 문제점이 있다.

또한, 본 발명의 유가 배양은 단백질 생산을 위해 기본 배양 배지에 보충제를 공급할 수 있다. 보충제의 예는[0082]

ActiCHO(GE  Healthcare),  Cell  Boost(GE  Healthcare),  FM(functional  MAX,  Gibco),  효모  엑기스(yeast

extract), Phytone UF(BD Biosciences), DM19, PP3, TC Yeastolate UF(BD Biosciences) 등이 있고, 상기 보충

제는 ActiCHO, Cell Boost 및 FM일 수 있다. 상기 보충제는 높은 수준의 재조합 단백질 생산을 위하여 적정한

양으로 첨가될 수 있고, 이들을 각각 또는 혼합하여 사용가능하다.

본 발명에 따른 rhTSH를 생산하기 위한 배양은 10 내지 20일, 구체적으로는 11 내지 15일, 더욱 구체적으로는[0083]

12 내지 18일 동안 지속할 수 있고, 본 발명의 구체적인 실시예에 의하면 12일 동안 지속할 수 있다.

본 발명의 발명자들은 유가 배양 방법으로 높은 순도 및 좋은 품질을 유지하는 rhTSH를 생산하기 위하여, rhTSH[0084]

의 α 서브유닛 및 β 서브유닛을 발현할 수 있는 벡터를 제작하여, 이를 CHO 세포주에 형질전환하여 rhTSH를

높은 수준으로 발현하는 단일 클론 세포를 선별하였으며, 선별된 단일 세포 클론을 각각 #1, #2 및 #3이라고 명

명하였다(도 1C).

상기 선별된 세포를 사용하여 rhTSH의 생산성이 높은 유가 배양 방법을 확립하였는데, 배양 6일까지는 37℃에서[0085]

배양하다가 배양 7일부터 33℃로 배양온도를 낮춰주었을 때 생존 세포 밀도 및 rhTSH의 생산성이 높아짐을 확인

하였다(도 2).

또한, 세포의 수에 따른 rhTSH의 생산성을 확인한 결과, 세포의 수가 증가하면 rhTSH의 생산도 증가하나, 온도[0086]

전환시에 세포 수가 1.1×10
7
 cell/㎖을 초과하는 경우 rhTSH뿐만 아니라, 불순물의 생산도 증가하는 것을 확인

하였다(표 1).

다음으로,  상기  확립된  생산  방법으로  배양한  rhTSH  발현  세포주에서  rhTSH를  정제하기  위한  방법을[0087]

확립하였다. 구체적으로, 세포 상층액을 모아 TSH 특이적 항체를 고정상으로 하는 친화성 크로마토그래피, 다층

여과, 투석여과 및 음이온 교환 크로마토그래피를 일련의 순서대로 수행하였을 때, 종래의 rhTSH 정제 방법과

비교하여 높은 단백질 수율 및 순도를 나타내었고, 정제된 단백질 내 불순물이 약학적 용도 기준치 내로 감소하

였으며(도 5 및 6), 활성에 있어서도 시판되고 있는 rhTSH(Thyrogen
®
)와 유사함을 확인하였다(도 7).
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따라서, 본 발명에 따른 유가 배양 방법은 생산 공정이 간소하고, 경제적일 뿐만 아니라, 생산된 rhTSH의 활성[0088]

및 품질도 우수하여, 상기 방법으로 생산된 rhTSH는 재발 갑상선암의 진단 및 치료에 유용하게 사용할 수 있다.

본 발명은 또한, 약학적 유효성분으로서 본 발명의 rhTSH를 포함하는 조성물을 투여하여 질환을 치료하는 방법[0089]

을 제공한다.

이러한 방법은 목적 질환과 직접적으로 관련되거나 관련되지 않은 건강 상태를 가진 포유류에게 본 발명에 따른[0090]

조성물을 유효량으로 투여하는 것을 포함한다. 예를 들면, 상기 rhTSH는 개체, 바람직하게는 인간을 포함한 포

유류에 치료학적 유효량으로 투여될 수 있다.

본 발명에 따른 조성물의 투여 경로 및 투여량은 치료 대상 질환 및 부작용의 유무에 따라 다양한 방법 및 양으[0091]

로 대상에게 투여될 수 있고, 최적의 투여 방법 및 투여량은 통상적인 실험을 통해 결정될 수 있다.

상기 조성물은 치료하고자 하는 질환에 대하여 치료 효과를 갖는 다른 약물 또는 생리학적 활성물질과 병용하여[0092]

투여되거나, 다른 약물과의 조합 제제 형태로 제형화될 수 있다.

본 발명은 또한, 본 발명의 rhTSH를 포함하는 조성물을 투여하여 재발된 갑상선암을 진단하는 방법을 제공한다.[0093]

상기 방법은 본 발명의 rhTSH를 투여한 뒤, 방사선 요오드를 투여하고, 진단용 스캐닝 또는 혈청 갑상선글로불[0094]

린(Tg) 검사를 통해 재발된 갑산선암을 진단할 수 있다.

재발된 갑상선암의 진단을 위한 본 발명에 따른 조성물의 투여 경로 및 투여량은 치료 대상 질환 및 부작용의[0095]

유무에 따라 다양한 방법 및 양으로 대상에게 투여될 수 있고, 최적의 투여 방법 및 투여량은 통상적인 실험을

통해 결정될 수 있다.

이하, 본 발명을 실시예 및 실험예에 의해 상세히 설명한다. 단, 하기 실시예 및 실험예는 본 발명을 예시하기[0096]

위한 것일 뿐, 본 발명이 이에 의해 제한되는 것은 아니다.

실시예 1. 재조합 인간 TSH(rhTSH) 발현 벡터의 제조 및 형질전환[0097]

본 발명자들은 rhTSH을 고수율로 생산하기 위한 발현 벡터를 제조하였다.[0098]

구체적으로, rhTSH의 β 서브유닛을 포함하는 유전자 단편, IRES 및 rhTSH의 α 서브유닛 유전자를 Top Gene[0099]

Technologies(Canada)를  이용하여 합성하였다.  상기 합성된 유전자들을 EcoRI  및  XhoI  제한효소를 사용하여

pAD5(제넥신) 벡터에 클로닝한 뒤, 이름을 pAD-rhTSH라고 명명하였다.

그 결과 도 1A에 나타난 바와 같은 구조를 갖는 발현 벡터를 제조하였다.[0100]

상기 발현 벡터는 통상의 기술분야에 잘 알려진 방법을 이용하여 숙주세포로 형질전환하여 준비하였다. 이로부[0101]

터 벡터를 분리하기 위해서는 엔도프리 플라스미드 정제 키트(Qiagen, USA)를 이용하였고, 분리된 벡터를 사용

하여 rhTSH을 고수율로 발현하는 세포를 제조하였다.

실시예 2. rhTSH를 고수율로 발현하는 단일 세포클론의 준비[0102]

상기 실시예 1에서 제조된 pAD-rhTSH 발현 벡터로부터 rhTSH를 고수율로 발현할 수 있는 세포를 다음과 같이 준[0103]

비하였다.

구체적으로, CHO DG44 (-) DHFR(From Dr. Lawrence Chasin, Columbia University, USA) 세포주에 pAD-rhTSH[0104]

발현 벡터를 몇몇의 조건으로 형질전환한 뒤, 최적화된 조건으로 형질전환된 세포를 6-웰 플레이트에서 HT(히포

크산틴 및 티미딘)가 포함된 기본 배지로 48시간 동안 배양하였다. 그 후, 상기 세포는 HT가 포함되지 않은 배

지에서 14일 동안 배양하였고, 이 기간 동안 6-웰 플레이트에서 125 ㎖ 플라스크로 그 배양 규모가 증가하였다.

rhTSH를 높은 수준으로 발현하는 세포 클론은 TSH 특이적 ELISA 키트(Genway Biotech, USA)를 사용하여 선별하

였다.
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선별된 클론은 125 ㎖ 플라스크에서 10 nM의 MTX(methotrexate)를 포함하는 배지에서 14 내지 28일 동안 배양하[0105]

고, rhTSH를 가장 높은 수준으로 발현하는 플라스크를 선별하여 세포를 96-웰 플레이트의 20개의 웰에 분주하였

다. 이를 14일 동안 배양한 뒤, 이미지 클로너(image cloner)를 사용하여 상대적으로 높은 수준의 rhTSH를 발현

하는 단일 콜로니를 선별하였다. 선별된 단일 콜로니를 96-웰 플레이트에서 6-웰 플레이트로 규모를 늘리면서

21 내지 27일 동안 배양하였다. 상기 배양된 세포는 다시 TSH 특이적 ELISA 키트로 rhTSH 생산성을 측정하였다.

상기 서술한 과정을 MTX의 농도를 20 nM, 50 nM, 100 nM 및 200 nM로 증가시켜가며 반복하였고, 최종적으로

rhTSH  생산성이 가장 높은 단일 클론 세포를 선별하고, 이를 증폭시켰다. 상기 선별된 세포는 RCB(research

cell bank) 후보로 선별하였으며, 장기간 배양시 안정성 확인을 위하여 35계대까지 배양하며 Td(double time),

rhTSH 생산성 및 세포 형태를 각 계대별로 확인하였다.

그 결과 도 1B에 나타난 바와 같이 #1, #2 및 #3의 3개 RCB 클론을 선별하였다.[0106]

실시예 3. rhTSH 생산을 위한 세포 배양 방법 확립[0107]

상기 실시예 2에서 선별된 3개의 RCB 클론을 대상으로 rhTSH 생산을 위한 최적의 세포 배양 방법을 확립하였다.[0108]

현재 rhTSH를 판매하고 있는 유일한 기업인 Genzyme사의 Thyrogen
®
은 용액에서 상대적으로 불안정하다고 알려져

있어, 이의 생산을 위해 관류 배양을 사용하고 있다. 다른 배양 방법과 비교하여 관류 배양은 상대적으로 생산

성이 낮고, 과정이 복잡하며 비용이 많이 든다. 관류 배양으로 생산되는 Genzyme사의 Thyrogen
®
의 생산 수율은

20 내지 30 ㎎/ℓ로 알려져 있다. 한편, 유가 배양의 경우 관류 배양과 비교하여 상대적으로 생산성이 높고, 과

정이 덜 복잡할 뿐만 아니라, 배양 과정에서 rhTSH가 좋은 품질로 유지된다는 이점이 있어, rhTSH의 생산을 위

해 유가 배양 조건을 확립하기 위한 시도가 계속되고 있다. 용액 형태 단백질의 안정성이 온도, pH, 세포 생존

율, 배양기간과 같은 다양한 요소에 의해 영향을 받는 것이 알려져 있어 Genzyme사의 Thyrogen
®
(이하 "대조군"

으로 지칭함)품질과 비교하며 유가 배양을 위한 최적의 조건을 확립하였다.

3.1. 최적 온도 확립[0109]

rhTSH 생산을 위한 최적의 온도를 확립하기 위하여 다양한 온도 조건에서 세포를 배양하였다.[0110]

먼저, 상기 실시예 2에서 선별된 0.5×10
5
 cells/㎖의 #3 클론을 Hycell CHO 배지(Hyclone, USA)로 37℃에서 15[0111]

일 동안 배양하였고, 이때, 배양 5, 7, 9, 11 및 13일에 보충제로 0.5% ActiCHO(GE Healthcare, USA) 및 4%

Cell Boost 5(CB5, GE Healthcare, USA)를 첨가하였다. 6일 후, 생존 세포 밀도가 6×10
6
 내지 8×10

6
 cells/㎖

의 세포에 도달하였을 때, 온도를 37℃, 35℃, 33℃ 및 31℃로 낮추어 15일까지 더 배양하였다.

생존 세포 밀도, 세포 생존율, pH, 글루코스, 젖산, 글루타민 및 글루타메이트는 매일 측정하였고, rhTSH 생산[0112]

성은 배양 9, 11, 13 및 15일에 상기 실시예 2에 서술된 바와 같이 측정하였다.

그 결과 도 2B에 나타난 바와 같이, 15일까지 37℃에서 배양된 세포의 생존율은 50% 이하였고, 37℃에서 35℃로[0113]

온도를 바꿔 배양된 세포는 약 60%였다. 반면, 37℃에서 33℃, 또는 37℃에서 31℃로 온도를 바꿔 배양된 세포

는 세포 생존율이 95% 이상이었다. 

한편, 도 2A에 나타난 바와 같이, 배양 15일째 rhTSH 생산성은 37℃에서 33℃로 온도를 바꿔 배양된 세포가 0.7[0114]

g/ℓ로 가장 높은 생산성을 나타내었다.

따라서, rhTSH 생산을 위한 온도는 37℃에서 33℃로 온도를 낮춰 배양하는 조건을 최적 배양 조건으로 설정하였[0115]

다. 이때, 37℃에서 6일 동안 배양한 뒤, 7일부터는 33℃로 온도를 낮춰 배양할 수 있다.

3.2. 최적 세포 수 확립[0116]

상기 실시예 3.1에서 rhTSH 생산을 위한 온도 조건을 확립하였다. 그러나, 온도를 낮추는 시점에서 생존 세포[0117]

밀도가 rhTSH의 생산에 미치는 영향을 확인하기 위해 다음과 같은 실험을 수행하였다.

구체적으로,  생존  세포의  밀도가  각각  6.0×10
6
,  8.5×10

6
,  9.8×10

6
,  10.5×10

6
,  11.5×10

6
 및  12.0×10

6
[0118]
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cells/㎖일 때, 배양 온도를 37℃에서 33℃로 낮춘 것을 제외하고 모든 실험은 상기 실시예 3.1과 동일한 방법

으로 하였다. 배양 후, 세포 배양액에서 rhTSH 생산율은 상기 실시예 2와 동일한 방법으로 측정하였고, rhTSH의

순도는 SDS-PAGE 전기영동 및 코마시블루 염색을 통해 확인하였다.

한편, HCP는 흡광도를 측정하여 확인하였다. 흡광도 측정을 위해 0, 1, 4, 20, 75 및 250 ng/㎖ 농도의 표준 샘[0119]

플을 먼저 준비하였다. 또한, 각 조건에서 수득한 rhTSH 샘플을 표준 범위에 맞게 희석하고, 상기 희석된 rhTSH

120 ㎕에 250 ng/㎖ 농도의 표준 샘플 30 ㎕를 혼합하여 혼합 샘플을 준비하였다. 상기 혼합 샘플을 ELISA 스트

립(strip)의 두 개의 웰에 50 ㎕씩 분주한 후, Anti-CHO:Alkaline phosphatase를 200 ㎕씩 가하였다. 이를 밀

봉하여 24℃, 180 rpm으로 2시간 동안 교반하고, 세척용액으로 4회 세척한 뒤, 200 ㎕의 PNPP를 첨가하여 상온

에서 1시간 30분간 반응시켜 405/492 nm의 이중파장에서 이의 흡광도를 측정하였다.

배양 온도를 바꾸는 시점에서 생존 세포의 밀도에 따라 rhTSH의 생산율 및 순도와 불순물인 HCP(host  cell[0120]

protein)의 양을 측정하여 하기 표 1에 나타내었다.

표 1

온도 변화시 [0121]

생존 세포 밀도
(cells/㎖)

최대 생존 

세포 밀도

(cells/㎖)

HCP(PPM) rhTSH의 생산율 (g
/ℓ)

rhTSH의 순도

(%)

6.0×10
6

12.0×10
6 75,000 0.582 51.27

8.5×10
6

13.2×10
6 113,658 0.656 49.46

9.8×10
6

15.0×10
6 114,364 0.600 48.56

10.5×10
6

14.9×10
6 95,460 0.631 49.08

11.5×10
6

16.3×10
6 N/A N/A N/A

12.0×10
6

16.5×10
6 N/A N/A N/A

그 결과, 상기 표 1 및 도 3에 나타난 바와 같이, 배양 온도를 바꾸는 시점에서 생존 세포의 밀도가 6.0×10
6

[0122]

내지 11.0×10
6
 cells/㎖의 범위에서는 비슷한 수준의 rhTSH 생산율 및 순도를 나타내었다. 그러나, 온도 전환

시에 생존 세포의 밀도가 11.0×10
6
 cells/㎖를 초과하는 경우 HCP가 과량으로 포함되어 있어 순수한 rhTSH의

생산율 및 순도를 측정할 수 없었다. 

따라서, 상기로부터 생존 세포의 밀도가 6.0×10
6
 내지 11.0×10

6
 cells/㎖일 때, 배양 온도를 낮추어 rhTSH를[0123]

고수율 및 고순도로 생산할 수 있음을 확인하였다.

생존 세포의 밀도가 6.0×10
6 
cells/㎖일 때 배양 온도를 낮추는 경우와 8.0×10

6 
cells/㎖일 때 배양 온도를 낮[0124]

추는 경우를 비교하여 볼 때 생산율은 1.12배 감소하지만, HCP의 양은 1.5배 이상 감소하는 것을 확인하였다.

의약품 생산에 있어서 HCP의 양을 줄이는 것이 매우 중요하기 때문에, 생산율 대비 HCP의 양이 가장 적은 조건

인, 생존 세포의 밀도가 6.0×10
6 
cells/㎖일 때 배양 온도를 낮추는 것을 최적의 배양 조건으로 설정하였다.

한편, 생존 세포의 밀도가 6.0×10
6
 cells/㎖일 때 배양 온도를 낮추는 것이 세포 생존력에 영향을 주는지 확인[0125]

하기 위하여, 3개의 클론으로, 생존 세포의 밀도가 6.0×10
6
 cells/㎖일 때 배양 온도를 낮춘 것을 제외하고 상

기 실시예 3.1과 동일한 방법으로 실험을 수행하였다. 배양된 세포의 생존 세포 밀도 측정 결과는 도 4에 나타

내었다.

그 결과, 도 4에 나타난 바와 같이, 6.0×10
6
 cells/㎖일 때 배양온도를 낮추어도 세포 생존율에 영향을 미치지[0126]

않으며, 최종 세포 밀도가 14.0×10
6
 cells/㎖까지 증가하였다.

3.3. 최적 배양기간 확립[0127]
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rhTSH 생산을 위한 최적의 배양기간을 확립하기 위하여 18일의 배양기간 동안 생존 세포 밀도, 세포 생장율 및[0128]

rhTSH 생산성 확인을 상기 서술한 바와 같이 수행하였다.

그 결과, 배양 18일에 세포 생장율이 90% 이상이었고, rhTSH 생산성은 1 g/ℓ보다 높게 나타났으나 대조군과 비[0129]

교하여 품질이 떨어짐을 확인하였다.

이에, 생산성 및 생산된 rhTSH의 품질을 유지할 수 있는 최적의 유가 배양 시간을 12일로 설정하게 되었으며,[0130]

결론적으로, 상기 일련의 실험을 통해 rhTSH 생산을 위한 유가 배양 조건을 확립하였다.

본 발명에서 확립된 조건으로 배양된 세포는 배양 12일에 0.6 g/ℓ 이상의 rhTSH를 생산하였고, 이와 같은 생산[0131]

성은 대조군과 비교하여 동등한 품질을 유지하면서도 생산성이 20배 이상 증가한 것임을 알 수 있었다.

비교예 1. 종래의 rhTSH 단백질 정제 방법[0132]

성샘자극호르몬은 척추동물의 뇌하수체 전엽에서 분비되는 당단백질 폴리펩티드 호르몬으로, 동일한 α 서브유[0133]

닛 및 특이적인 β 서브유닛을 갖는 FSH(follicle-stimulating hormone), LH(luteinizing hormone), hCG(human

chorionic  gonadotropin)  및  TSH를  포함한다.  따라서,  일반적으로  rhTSH  단백질의  정제는  성샘자극호르몬

(gonadotropin)의 정제 방법과 동일한 방법으로 수행된다. 이에, 본 발명에 따른 정제 방법과 정제 수율 및 정

제된 단백질의 순도를 비교하기 위하여 종래의 정제 방법에 따라 rhTSH 단백질을 정제하였다.

구체적으로, 상기 실시예 3에서 확립된 조건으로 배양된 세포의 상층액을 모아, Millistak+ DOHC 및 Millistak+[0134]

XOHC 필터를 순차적으로 사용하여 여과하였다. 상기 여과된 상층액을 Pod Depth 필터, XOHC로 초미세여과하여

20배로 농축한 뒤, 0.22 ㎛ 크기의 Millipak 20 필터를 사용하여 A 완충액(50 mM CHES, 40 mM NaCl, pH 10.0)

으로 투석여과(diafiltration)하였다. 상기 여과물을 Nuvia Q 레진을 이용하여 음이온 교환 크로마토그래피를

하여, 350 mM NaCl로 용출하였다. 그 후, 불용성 응집체를 제거하기 위하여 Pod Depth 필터로 다시 여과하였다.

상기 여과물은 B 완충액(10 mM 인산나트륨, pH 7.0)으로 평형화시킨 뒤, Blue 6 FF 레진 및 530 mM NaCl 용출

액으로 두 번째 정제를 하였다. 세 번째 정제는 페닐 HP 레진을 이용하여 소수성 상호작용 크로마토그래피를 하

였고, 상기 정제과정을 거친 용출액은 C 완충액(20 mM 인산 나트륨, pH 7.0)으로 Q 멤브레인을 통과시켰다. 최

종 산물을 D 완충액(20  mM  인산 나트륨, 3%  만니톨, 0.2%  NaCl)으로 제형화하였다. 이렇게 정제된 단백질은

SDS-PAGE 전기영동을 하고, 코마시블루 염색을 통해 확인하였다.

그 결과 도 5에 나타난 바와 같이, 상기의 방법으로 정제된 rhTSH 단백질은 30% 이상의 수율 및 98% 이상의 순[0135]

도를 나타내었으나, 숙주세포로부터의 불순물인 HCP(host cell protein)가 1,000 ppm 이상으로 확인되었다. 약

학적 용도를 위한 단백질의 불순물은 100 ppm 이하로, 이를 제거하기 위한 추가적인 단계가 필요했다.

실시예 4. 고수율의 rhTSH 단백질 정제 방법 확립[0136]

일반적으로 rhTSH 단백질은 넓은 범위의 PI 값을 갖고, 3개의 N-글리코실화 사이트가 있어 불순물 제거가 용이[0137]

하지 않다. 따라서, rhTSH 단백질을 효율적으로 정제하기 위한 정제 조건을 확립하였다.

먼저, CaptureSelect 시스템(ThermoFisher scientific)으로 항-고나도트로핀 항체(ThermoFisher scientific)를[0138]

고정상으로  하는  컬럼을  제작하여  상기  비교예  1과  동일한  방법으로  준비된  세포  상층액을  3  g  단백질/ℓ

CaptureSelect 양이 되도록 컬럼에 유속 40 ℓ/h로 로딩한 뒤, E 완충액(0.1 M 구연산 나트륨, pH 3.0)을 40

ℓ/h의 유속으로 컬럼에 주입하면서 용출하였다. 그 후, 불용성 응집체 및 HCP의 제거를 위해 F 완충액(50 mM

Tris, pH 9.0)을 이용하여 Pod Depth 필터를 사용하여 3.0 bar 이하의 압력에서 86 ㎖/㎡ 이하의 유속으로 여과

하였다. 상기 여과물을 공극의 크기가 0.22 ㎛인 반투과막(Millipak 20, Millipore)으로 1.0 bar 이하의 압력

하에서 투석을 하고, 여과액의 전도도가 30.0  μS/㎝ 이하가 되면 종료하였다. 투석 여과된 정제 중간산물을

Capto adhere 컬럼에 15 ㎖/min으로 로딩한 후, G 완충액(20 mM 초산 나트륨, pH 3.8)으로 15 ㎖/min 유속으로

용출하였다. 마지막으로, 상기 용출액을 D 완충액으로 제형화하였다. 이렇게 정제된 단백질은 SDS-PAGE 전기영

동을 하고, 코마시블루 염색을 통해 확인하였다.

그 결과, 도 6에 나타난 바와 같이 Capto adhere 단계를 수행하지 않고, 정제된 rhTSH 단백질은 거의 100%에 가[0139]

까운 순도를 나타내었고, 대부분의 HCP가 제거되었으나, 여전히 의약적 용도로 허용되는 범위인 100 ppm을 넘는

것으로 확인되었다. 그러나, Capto adhere 단계를 수행한 뒤 정제된 rhTSH 단백질을 확인한 결과, HCP가 20 ppm
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미만인 최종 산물을 얻을 수 있었고, 이때 정제 수율 또한 45%로 매우 우수함을 확인하였다.

실시예 5. 정제된 rhTSH 단백질의 품질 분석[0140]

rhTSH 단백질의 생산 공정을 확립하기 위한 주요 목적은 유가 배양 조건에서 상기 단백질의 생산성을 높이기 위[0141]

한 것이다. 본 발명에 따른 조건으로 18일 동안 rhTSH 생산을 위한 세포를 배양하는 경우 단백질의 생산성은 매

우 우수하였으나, 단백질의 품질이 저하된다는 문제점이 있었다. 따라서, 12일 동안 배양하였을 때의 rhTSH 단

백질을 시판되고 있는 대조군과 비교하여 IEF(isoelectric focusing) 프로필 및 펩타이트 맵핑을 수행하였다.

먼저, 정제된 rhTSH 및 대조군의 글리이코실화 프로필은 젤-IEF에서 비교하였다. 샘플을 pH가 3 내지 10인 IEF[0142]

젤(Invitrogen)에 로딩하여 200 V, 100 V 및 500 V의 조건에서 각각 1시간씩 순차적으로 전기영동을 하였다. 그

후, 상기 전기영동 한 젤은 코마시블루 염색으로 확인하였다.

한편, 정제된 rhTSH 및 대조군의 펩타이드 맵핑의 패턴은 트립신 처리를 통해 분석하였다. 구체적으로, 100 ㎍[0143]

의 샘플에 20 ㎕의 8 M 우레아(Sigma) 및 2.5 ㎕의 200 mM DTT(Sigma)를 첨가하여 균질하게 평형화시킨 뒤, 70

℃에서 10분간 반응시켰다. 그 후, 2.5 ㎕의 550 mM 요오도아세트아미드(Sigma)를 각각의 반응 튜브에 넣고, 실

온에서 40분 동안 두었다. 상기 샘플에 50 ㎕의 트립신(Promega) 및 105 ㎕의 100 mM 탄산수소암모늄(Sigma)을

처리하고 37℃에서 15시간 반응시킨 뒤, 잘린 펩타이드는 UPLC(ultra performance liquid chromatography)로

분석하였다.

그 결과 도 7에 나타난 바와 같이, 본 발명의 방법으로 배양 및 정제된 rhTSH 단백질은 시판되고 있는 대조군과[0144]

유사한 IEF 프로필 및 펩타이드 맵핑 분석 결과를 나타내어, 본 발명의 rhTSH 단백질의 품질이 우수함을 확인하

였다.

실시예 6. 정제된 rhTSH 단백질의 생리학적 활성 확인[0145]

상기 서술된 방법으로 정제된 rhTSH 단백질의 시험관 내 또는 생체 내 활성을 확인하기 위하여 다음과 같은 실[0146]

험을 수행하였다.

6.1. rhTSH 단백질의 시험관 내 활성 확인[0147]

rhTSH 단백질의 시험관 내 활성을 확인하기 위하여 TSH/TSHR 신호 경로에 의해 유도되는 두 번째 메신저인 cAMP[0148]

의 발현을 측정하였다.

구체적으로,  TSHR(thyrotropin  receptor)  및  cAMP  의존적인 루시퍼라제 유전자를 안정적으로 발현하는 cAMP[0149]

Hunter™ CHO-K1 TSHR(L) Gs 세포주(DiscoverRx)는 이의 배양에 사용되는 배지(DiscoverRx)로 96-웰에 분주하

기 전에 약 70 내지 80%의 세포밀도(confluency)를 유지하도록 배양하였다. 상기 배양된 세포를 2×10
4
 개의 세

포가 되도록 96-웰 플레이트에 분주하고, 37℃에서 18 내지 20시간 동안 배양한 뒤, 각 웰의 배지를 제거하고,

45 ㎕의 cAMP 항체 시약을 첨가하였으며, IBMX(3-isobutyl-1-methylxanthine)으로 희석된 용액 15 ㎕를 첨가하

고, 37℃에서 30분간 반응하였다. 여기에 40 ㎕의 ED/CL 용액을 넣어 26 내지 28℃에서 1시간 동안 반응시켰는

데, 상기 ED/CL 용액은 ED 시약, HitHunter cAMP XS+키트 기질 2, HitHunter cAMP XS+키트 기질 1 및 세포 용

해 시약을 15:1:5:9의 비율로 혼합하여 제조하였다. 그 뒤, 40 ㎕의 EA 시약을 첨가하고, 26 내지 28℃에서 1시

간 동안 반응시키고, 이를 루미노미터(luminometer, [BioTek, synergy2])로 RLU(relative light unit)를 측정

하였다. 결과 값으로 rhTSH 단백질 및 대조군의 EC50를 계산 및 비교하였다.

그 결과 도 8A에 나타난 바와 같이, 본 발명의 rhTSH 단백질의 EC50 값은 대조군과 약 99% 유사한 것을 확인하였[0150]

다.

6.2. rhTSH 단백질의 생체 내 활성 확인[0151]

rhTSH 단백질의 생체 내 활성을 확인하기 위하여, 동물 모델에 rhTSH를 투여하였을 때 혈액 내 T4의 양을 측정[0152]
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하였다.

먼저, 일반적인 C57BL/6  마우스를 준비하여 각 그룹별로 4마리씩 나누어 본 발명의 rhTSH  및 대조군을 각각[0153]

0.1, 0.5 및 2 ㎎/㎏의 농도로 복강 주사하였다. 투여 전, 투여 후 6시간 및 12시간에 각각의 마우스로부터 채

혈하여 혈액 샘플을 수득하였다. 수득된 샘플은 분석전까지 초저온 냉동고에서 보관되었고, 분석은 상기 실시예

2에 기재된 바와 같이 TSH 특이적 ELISA 키트(Genway)를 사용하여 혈액 내 T4 수준을 확인한 뒤, 이를 비교하였

다.

그 결과 도 8B에 나타난 바와 같이, 본 발명의 rhTSH 단백질은 농도의존적으로 대조군과 유사한 수준으로 T4의[0154]

발현을 유도하였다.

따라서, 본 발명의 방법으로 생산 및 정제된 rhTSH 단백질은 시판되고 있는 제품과 유사한 활성을 나타내고 있[0155]

어, 품질이 우수함을 알 수 있었다.

도면

도면1
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도면3
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도면8

서 열 목 록

<110>    PROGEN CO., LTD.

<120>    Composition comprising recombinant human thyroid stimulating

         hormone and production method for the recombinant human thyroid

         stimulating hormone

<130>    FPD/201510-0001/C

<160>    2

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1
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<211>    92

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    1

Ala Pro Asp Val Gln Asp Cys Pro Glu Cys Thr Leu Gln Glu Asn Pro

  1               5                  10                  15 

Phe Phe Ser Gln Pro Gly Ala Pro Ile Leu Gln Cys Met Gly Cys Cys

             20                  25                  30 

Phe Ser Arg Ala Tyr Pro Thr Pro Leu Arg Ser Lys Lys Thr Met Leu

         35                  40                  45 

Val Gln Lys Asn Val Thr Ser Glu Ser Thr Cys Cys Val Ala Lys Ser

     50                  55                  60 

Tyr Asn Arg Val Thr Val Met Gly Gly Phe Lys Val Glu Asn His Thr

 65                  70                  75                  80 

Ala Cys His Cys Ser Thr Cys Tyr Tyr His Lys Ser

                 85                  90        

<210>    2

<211>    118

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    2

Phe Cys Ile Pro Thr Glu Tyr Thr Met His Ile Glu Arg Arg Glu Cys

  1               5                  10                  15 

Ala Tyr Cys Leu Thr Ile Asn Thr Thr Ile Cys Ala Gly Tyr Cys Met

             20                  25                  30 

Thr Arg Asp Ile Asn Gly Lys Leu Phe Leu Pro Lys Tyr Ala Leu Ser

         35                  40                  45 

Gln Asp Val Cys Thr Tyr Arg Asp Phe Ile Tyr Arg Thr Val Glu Ile

     50                  55                  60 

Pro Gly Cys Pro Leu His Val Ala Pro Tyr Phe Ser Tyr Pro Val Ala

 65                  70                  75                  80 

Leu Ser Cys Lys Cys Gly Lys Cys Asn Thr Asp Tyr Ser Asp Cys Ile
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                 85                  90                  95 

His Glu Ala Ile Lys Thr Asn Tyr Cys Thr Lys Pro Gln Lys Ser Tyr

            100                 105                 110 

Leu Val Gly Phe Ser Val

        115            
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