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특허청구의 범위

청구항 1 

크론병 (Crohn's disease)에 걸린 환자에서의 누공의 치료 또는 예방에 사용하기 위한, IL-13의 활성을 억제하

거나 중화하는 항-IL-13 항체. 

청구항 2 

크론병에 걸린 환자에서의 누공의 치료 또는 예방을 위한 의약의 제조에 있어서, IL-13의 활성을 억제하거나 중

화하는 항-IL-13 항체의 용도. 

청구항 3 

크론병에서의 누공 형성의 치료 또는 예방을 필요로 하는 대상체에게 IL-13의 활성을 억제하거나 중화하는 항-

IL-13 항체를 투여하는 것을 포함하는, 크론병에 걸린 환자에서 누공의 형성을 치료 또는 예방하는 방법. 

청구항 4 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항에 있어서, 항체가 (a) 서열 1, 2, 6 또는 7에 제시된 VH CDR1, (b) 서열 3 또

는 8에 제시된 VH CDR2, (c) 서열 4, 5, 9 또는 10에 제시된 VH CDR3, (d) 서열 11, 16, 17 또는 18에 제시된

VL CDR1, (e) 서열 12 또는 19에 제시된 VL CDR2, (f) 서열 13, 14, 15, 20, 21 또는 22에 제시된 VL CDR3으로

이루어지는 군으로부터 선택되는 하나 이상의 CDR을 포함하는 것인, 항체, 용도 또는 방법.

청구항 5 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항에 있어서, 항체가 서열 7의 중쇄 가변 영역 CDR1; 서열 8의 중쇄 가변 영역

CDR2; 서열 10의 중쇄 가변 영역 CDR3; 서열 17의 경쇄 가변 영역 CDR1; 서열 19의 경쇄 가변 영역 CDR2; 및

서열 21의 경쇄 가변 영역 CDR3을 포함하는 것인, 항체, 용도 또는 방법.

청구항 6 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항에 있어서, 항체가 서열 31에 제시된 중쇄 가변 영역 및 서열 33에 제시된 경쇄

가변 영역을 포함하는 것인, 항체, 용도 또는 방법.

청구항 7 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항에 있어서, 항체가 서열 41에 제시된 중쇄 및 서열 39에 제시된 경쇄를 포함하

는 것인, 항체, 용도 또는 방법.

청구항 8 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항에 있어서, 항체가 1 x 10
-9
 M 또는 그 미만의 KD로 IL-13에 결합하는 것인, 항

체, 용도 또는 방법.

청구항 9 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항에 있어서, 항체가 제약상 허용되는 담체와 함께 제제화되는 것인, 항체, 용도

또는 방법.

청구항 10 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, 항체가 소염 치료제와 순차적으로 또는 동시에 공동-투여되는 것인,

항체, 용도 또는 방법.

청구항 11 

항-IL-13 항체이거나 항-IL-13 항체를 포함하는 제약 조성물인 제1 성분, 및 지침서인 제2 성분을 포함하는 키
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트.

청구항 12 

제11항에 있어서, 시린지 또는 다른 전달 장치, 아주반트, 또는 제약상 허용되는 제제화 용액 중 하나 이상을

포함하는 제3 성분을 추가로 포함하는 키트.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 크론병 (Crohn's disease)의 분야에 속한다.  특히, 본 발명은 항-IL-13 항체를 사용하여 크론병에서[0001]

의 누공을 치료하는 것에 관한 것이다.  항체는 IgG일 수 있고, 특히 항-IL13 항체 01951/G12일 수 있다. 

배 경 기 술

크론병 (CD)은 위장관 (GI)의 만성 재발성/경감성 (remitting) 염증성 질환이다.  CD에 의해 가장 종종 침범되[0002]

는 GI관의 영역은 소장, 및 항문-직장을 포함한 결장이다.  CD의 염증 및 궤양 형성은 소장 및 대장 모두에서

장 벽의 모든 층을 통해 확장할 수 있다.  CD의 일반적인 증상은 설사, 복통, 직장 출혈, 및 체중 감소뿐만 아

니라 합병증, 예컨대 장 농양, 누공, 및 장 폐색을 포함한다.  CD는 섬유성 협착형 (fibrostenotic) (협착성

(stricturing)), 또는 비천공성, 비협착성 (염증성), 또는 주로 천공성 (누공성)인 질환을 비롯하여 많은 상이

한 방식으로 임상적으로 나타날 수 있다.  누공성 CD 환자는 보다 침습적인 질환 과정을 보이는 경향이 있다.

누공은 외부 (장피 또는 항문 주위) 또는 내부, 예컨대 장-장 (entero-enteral) 또는 장-낭 (entero-cystic)일

수 있다.  CD 누공의 누적 발생률은 진단 10년 및 20년 후에 33% 및 50%이다.

이환율은 누공성 질환을 갖는 환자에서 크게 증가하고, 환자의 삶의 질에 상당한 부정적인 영향을 야기한다.[0003]

항문 주위 누공은 대변 실금 (incontinence), 농양 형성 및 항문 협착을 유발할 수 있고, 추가로 통증, 농양 및

배액과 연관될 수 있다.  누공의 치료는 위치, 중증도, 및 이전의 수술 병력을 포함한 많은 인자에 따라 결정된

다. 

종합적으로, CD 누공은 치료가 어렵고, 거의 자연적으로 치유되지 않으며, 빈번하게 수술을 필요로 한다.  생물[0004]

학적 작용제의 도입 전에, 대부분의 누공은 수술에 의한 개입을 필요로 하였고, 누공 재발률은 30-40%로 추정되

었다 (1-3).  현재의 치료 표준은 항생제 (메트로니다졸/시프로플록사신 - 제1선), 면역억제제 (6-MP/아자티오

프린 - 제2선) 및 생물학제 (항-TNFα - 제3선, 또는 '하향식 (top-down)' 제1선)이다.  칼시뉴린 억제제가 현

재 시험되고 있다.  흥미롭게도, 누공성 크론병에 대한 몇몇 치료 표준 요법 (예를 들어 아자티오프린 및 6-

MP)은 기형 발생성이다. 

생물학제의 출현은 치료 처치 수단을 확대하였고, 의사의 누공 치료 목적을 누공 배액의 감소로부터 누관의 진[0005]

정한 폐쇄로 변경하였다.  그러나, 대략 50%의 환자는 항-TNFα에 반응하지 않고, 따라서 침습적인 수술 절차와

연관된 실금의 위험을 고려할 때, 크론병의 누공 치료를 위한 새롭고 개선된 요법에 대한 의학적 필요성이 충족

되지 않은 상태이다.

발명의 내용

발명의 개요[0006]

IL-13 매개 신호전달이 크론병에 걸린 환자에서 누공 형성에 작용할 수 있음이 밝혀졌다.  따라서, 본 발명은[0007]

크론병에 걸린 환자에서의 누공의 치료 또는 예방에 사용하기 위한, IL-13의 활성을 억제하거나 중화하는 항-

IL-13  항체를  제공한다.   또한,  크론병에  걸린  환자에서의  누공의  치료  또는  예방을  위한  의약의  제조에

있어서, IL-13의 활성을 억제하거나 중화하는 항-IL-13 항체의 용도, 및 크론병에서의 누공 형성의 치료 또는

예방을 필요로 하는 대상체에게 IL-13의 활성을 억제하거나 중화하는 항-IL-13 항체를 투여하는 것을 포함하는,

크론병에 걸린 환자에서 누공의 형성을 치료 또는 예방하는 방법이 제공된다.

바람직하게는, 본 발명의 항체는 (a) 서열 1, 2, 6 또는 7에 제시된 VH CDR1, (b) 서열 3 또는 8에 제시된 VH[0008]

CDR2, (c) 서열 4, 5, 9 또는 10에 제시된 VH CDR3, (d) 서열 11, 16, 17 또는 18에 제시된 VL CDR1, (e) 서열
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12 또는 19에 제시된 VL CDR2, (f) 서열 13, 14, 15, 20, 21 또는 22에 제시된 VL CDR3으로 이루어지는 군으로

부터 선택되는 하나 이상의 CDR을 포함한다.

바람직하게는, 본 발명의 항체는 서열 7의 중쇄 가변 영역 CDR1; 서열 8의 중쇄 가변 영역 CDR2; 서열 10의 중[0009]

쇄 가변 영역 CDR3; 서열 17의 경쇄 가변 영역 CDR1; 서열 19의 경쇄 가변 영역 CDR2; 및 서열 21의 경쇄 가변

영역 CDR3을 포함한다

제공되는 항체는 바람직하게는 서열 31에 제시된 중쇄 가변 영역 및 서열 33에 제시된 경쇄 가변 영역을 포함하[0010]

고, 보다 바람직하게는 항체는 서열 41에 제시된 중쇄 및 서열 39에 제시된 경쇄를 포함한다.

제공된 항체는 바람직하게는 IL-13에 1 x 10
-9
 M 또는 그 미만의 KD로 결합한다.  제공되는 항체는 바람직하게는[0011]

제약상 허용되는 담체와 함께 제제화된다.

본 발명의 제공되는 항체, 용도 또는 방법의 바람직한 실시양태에서, 항체는 소염 치료제와 순차적으로 또는 동[0012]

시에 공동 투여된다.

본 발명은 항-IL-13 항체이거나 항-IL-13 항체를 포함하는 제약 조성물인 제1 성분, 및 지침서인 제2 성분을 포[0013]

함하는 키트를 추가로 제공한다. 

제공되는 키트는 시린지 또는 다른 전달 장치, 아주반트, 또는 제약상 허용되는 제제화 용액 중의 하나 이상을[0014]

포함하는 제3 성분을 추가로 포함할 수 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1. TGFβ는 누공 결장 고유층 섬유모세포 (CLPF)로부터 IL-13의 분비를 유도하였다.  비-누공성 (n=2) 또는[0015]

누공성 질환 (n=3)이 있는 환자로부터 유래된 CLPF를 TGFβ (50 ng/ml)로 처리하였다.  막대그래프는 각각의 비

처리 대조군과 비교한 (A) SNAIL1 또는 (B) SLUG의 mRNA 수준을 보여준다.  (C) 비-누공 (n=3) 및 누공 (n=5)

CLPF를 TGFβ로 처리하였다.  막대그래프는 세포 상청액 내의 IL-13 농도를 pg/ml 단위로 보여준다.  (D) 누공

CLPF를 TGFβ (50 ng/ml) 또는 TNF (100 ng/ml)으로 처리하였고, PTPN2 및 로딩 대조군인 β-액틴의 단백질 수

준은 대표적인 웨스턴 블롯 (Western blot) (n=3)에 의해 제시한다.  막대그래프는 상기 웨스턴 블롯에 제시된

세포의 세포 상청액 내의 IL-13 농도를 나타낸다.  (E) T84 세포를 비-특이적 또는 PTPN2-특이적 siRNA 구축물

로 형질감염시키고, TNF (100 ng/ml)로 처리하였다.  막대그래프는 세포 상청액 내의 IL-13 농도를 각각의 대조

군의 %로 제시한다 (n=4).  (F) TGFβ (50 g/ml)로 처리된 HT29 IEC에서 PTPN2 및 로딩 대조군인 β-액틴의 단

백질 수준은 대표적인 웨스턴 블롯에 의해 제시한다 (n=3).  별표는 비처리된 비-누공 CLPF (C) 또는 각각의 대

조군 (E)과의 유의한 차이를 표시한다 (
*
=p<0.05).  #=p<0.05 vs. 대조 siRNA 세포의 24 h TNF 처리.

도 2. CD 환자로부터의 누공 검체 내의 IL-13 및 IL-13Rα1 단백질.  수술에 의해 절제된 누공을 면역조직화학

적으로  염색하였다.   (A)  IL-13은  누관을  덮고  있는  세포  (회색  화살표)  및  누공에  인접한  변형된  음와

(deformed crypt)의 IEC에서 분명하게 볼 수 있었다.  정상 외형을 갖는 음와의 IEC는 IL-13 염색을 거의 보이

지 않는다 (백색 화살표).  (B) IL-13Rα1은 IL-13과 유사한 염색 패턴을 보인다.  이것은 누관을 덮고 있는 세

포 및 누공에 인접한 변형된 음와의 IEC에서 분명하게 검출가능하였다.  각각의 염색에 대해, 2명의 별개의 환

자로부터의 2개의 상이한 누공으로부터의 영상이 제시되고, 모든 조사된 누공을 나타낸다 (n=7).  우측 컬럼의

사진은 좌측 컬럼의 사진 (배율: 5배)의 확대도 (배율 40배)를 나타낸다.

도 3. IL-13은 HT29 IEC에서 SLUG 및 β6-인테그린의 mRNA 수준을 유도한다.  HT29 세포를 각각 30 min 또는

24 h 동안 IL-13 (100 ng/ml)으로 처리하였다.  막대그래프는 각각의 비처리 대조군과 비교한 (A) SLUG (n=3),

(B)  β6-인테그린 (n=3),  (C)  SNAIL1  (n=3),  (D) TGFβ (n=3) 및 (E) PTPN2의 mRNA 수준을 나타낸다.  (F)

HT29 세포를 비-특이적 또는 SLUG-특이적 siRNA 구축물로 형질감염시키고, IL-13 (100 ng/ml)으로 24 h 동안

처리하였다.  막대그래프는 각각의 비처리 대조군과 비교한 β6-인테그린의 mRNA 수준을 나타낸다.  별표는 각

각의  대조군과  비교시의  유의한  차이를  나타낸다  (
*
=p<0.05,  

**
=p<0.01,  

***
=p<0.001).   #=p<0.05  vs.  대조

siRNA 세포의 24 h 처리.

도 4. IL-13은 HT29 세포에서 STAT6 및 ERK1/2의 인산화 및 클라우딘-2의 발현을 유도한다.  세포를 각각 30

min 또는 24 h 동안 IL-13 (100 ng/ml)으로 처리하였다.  (A) 대표적인 웨스턴 블롯은 인산화된 (Tyr
641
) 및 총
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STAT6 및 인산화된 (Thr
202
/Tyr

204
) 및 총 ERK1/2 (n=3)의 수준을 보여준다.  (B) 대표적인 웨스턴 블롯은 β-카

테닌 및 로딩 대조군인 β-액틴의 단백질 수준을 보여준다.  막대그래프는 3개의 유사한 실험의 밀도 측정 분석

을 나타낸다.  (C)  클라우딘-2 및 로딩 대조군인 β-액틴의 단백질 수준은 대표적인 웨스턴 블롯에 의해 제시

된다.  3개의 유사한 실험의 밀도 측정 분석은 아래의 막대그래프에 의해 제시된다.  (D) 대표적인 웨스턴 블롯

은 E-카드헤린, 오클루딘 및 로딩 대조군인 β-액틴 (n=3)의 단백질 수준을 보여준다.  별표는 각각의 대조군에

대한 유의한 차이를 보여준다 (
**
=p<0.01).

도 5. IL-13은 그렇지 않지만, TGFβ의 장기 투여는 HT29 IEC 구상체 (spheroid) 모델에서 EMT를 유도하였다.

HT29 세포를 "현적 (hanging drop)"으로서 7 d일 동안 파종하였다.  이어서, 세포를 비처리된 상태로 유지하거

나, TGFβ (20 ng/ml) 또는 IL-13 (100 ng/ml)으로 추가로 7 d 동안 처리하였다..  비처리된 구상체는 세포 형

성에서 임의의 변경을 보이지 않는다.  TGFβ 처리 구상체는 7 d 후에 거의 완전히 해체되고, 이것은 이들 세포

에서 EMT의 개시를 나타낸다.  이와 대조적으로, IL-13 처리는 분명한 세포 해체를 야기하지 않고, 이것은 IL-

13이 상기 세포 모델에서 EMT를 유도하지 않음을 시사한다.  각각의 영상은 조건당 3개의 유사한 실험을 나타낸

다.  컬럼 2 및 4의 사진은 컬럼 1 및 3 (배율: 20배)의 확대 (배율: 40배) 사진을 나타낸다.

도 6. TGFβ는 HT29 구상체에서 IL-13 및 SNAIL1의 mRNA 수준을 유도한다.  HT29 구상체를 TGFβ (20 ng/ml)로

7일까지 처리하였다.  막대그래프는 각각의 대조군과 비교한 (A) IL-13, (B) SNAIL1, (C) β6-인테그린 및 (D)

SLUG의  mRNA  수준을  나타낸다  (각각  n=3).   별표는  각각의  대조군과  비교시의  유의한  차이를  나타낸다

(
*
=p<0.05, 

**
=p<0.01). 

도 7.  IL-13은 HT29  구상체에서 SLUG  및 β6-인테그린의 mRNA  수준을 유도한다.  HT29  구상체를 TGFβ (20

ng/ml)로 7일까지 처리하였다.  막대그래프는 (A) SLUG, (B) β6-인테그린 및 (C) SNAIL1의 mRNA 수준을 나타

낸다 (각각 n=3).  (D) 대표적인 웨스턴 블롯은 비처리된 상태로 유지되거나 또는 IL-13 (100 ng/ml) 또는 TGF

β (20 ng/ml)으로 처리된 구상체에서 E-카드헤린, 클라우딘-2 및 로딩 대조군인 β-액틴의 단백질 수준을 보여

준다 (각각 n=3).  별표는 각각의 대조군과 비교시의 유의한 차이를 나타낸다 (
*
=p<0.05, 

***
=p<0.001).

도 8.  SLUG, β6-인테그린 및 MMP-13의 기저 수준은 누공 CLPF에서 상승한다.  막대그래프는 각각 비-누공성

(n=3) 또는 누공성 (n=3) CD 환자로부터 유래된 CLPF에서 (A) SLUG 및 (B) β6-인테그린의 mRNA 수준을 보여준

다.  이어서, 이들 CLPF를 IL-13 (100 ng/ml)로 각각 30 min 또는 24 h 동안 처리하였다.  (C) 대표적인 웨스

턴 블롯은 각각 비-누공성 (n=3) 또는 누공성 (n=3) CD 환자로부터 유래된 CLPF에서 인산화된 (Tyr
641
) 및 총

STAT6 및 인산화된 (Thr
202
/Tyr

204
) 및 총 ERK1/2 (n=3)의 수준을 보여준다.  (D) 대표적인 웨스턴 블롯은 각각

비-누공성 (n=3) 또는 누공성 (n=3) CD 환자로부터 유래된 CLPF에서 전장 및 절단된 (활성화된) MMP-13, 및 로

딩 대조군인 β-액틴의 단백질 수준을 보여준다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

병리생리학적으로, CD를 특징으로 하는 경벽성 (transmural) 염증은 환자에서 누공이 형성되도록 만들고, 손상[0016]

된 상처 치유가 연관되는 것으로 보인다.  상기 내용을 추가로 조사하기 위해 전임상 동물 모델이 이용가능하지

않지만, 누공성 CD는 만성 경벽성 염증에서 발생하는 이상조절된 (dysregulated) 조직 재형성 과정을 수반하는

것으로 보인다.  조직 복구 및 속발성 섬유증은 단백질 분해성/과도한 세포외 매트릭스 (ECM) 분해 효소의 활성

감소와 함께 근섬유모세포 활성의 향상에 의한 ECM 합성에 의해 발생하고, 다른 한편으로는, 염증-유도 궤양 형

성, 즉, 조직 파괴는 산소 대사체, 활성화된 면역 세포, 및 상향조절된 ECM 분해 효소, 예를 들어 매트릭스 메

탈로프로테이나제 (MMP) 및 세린-프로테아제에 의해 유도된다. 

CD와 관련하여 IL-13의 역할에 대한 현재의 이해를 기초로 할 때 (35), IL-13은 소염 특성을 가질 수 있다.  따[0017]

라서, 항 IL-13 처리는 CD 환자에서 염증 활동성의 악화를 야기할 수 있다.  따라서, CD에서 항 IL-13 요법은

통상 선택 치료법으로 고려되지 않는다.

현재, 상피-중간엽 이행 (EMT) 관련 사례는 CD-연관 누공 내에 및 그 주위에 존재함이 입증되었다 (6).  EMT는[0018]

분화된, 극성 (polarized) 상피 세포로부터 근섬유모세포 표현형을 특징으로 하는 중간엽-유사 세포로의 전환을

나타낸다.  특이적인 특성으로서, 이들 EMT 세포는 이들의 세포간 연결을 하향조절하고, 상피 마커, 예컨대 E-

카드헤린 또는 시토케라틴 8 및 20, 및 중간엽 마커, 예컨대 비멘틴 또는 α-SMA를 보인다 (7-8).  기능적 수준

에 대해, EMT는 배발생, 장기 발달 및 상처 치유에 필수적이지만, 조직 섬유증 및 종양 성장 및 전이에도 연관
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된다 (7-9).

약 2/3의 CD-연관 누공은 비-상피화된 누공이고, 근섬유모세포-유사 "이행 세포" (TC)로 덮인다 (6).  CD-연관[0019]

누공의 관 내 또는 주위에서, 본 발명자들은 전사 인자 SNAIL1 및 SLUG의 핵 국재화 (이것은 이들의 활성화를

나타냄), 및 β6-인테그린, TGFβ 및 TNF의 수준 상승을 검출하였다.  이와 대조적으로, 본 발명자들은 상피 마

커, 예컨대 세포 부착 분자인 E-카드헤린의 단백질 발현의 감소를 관찰하였다 (6).  TGFβ는 EMT의 핵심 매개체

로서 잘 알려져 있고, SNAIL1 발현을 유도하고, TNF와 유사하게 시험관 내에서 EMT을 유도할 수 있다 (10-14).

흥미롭게도, β6-인테그린 및 SLUG는 종양 세포의 침습적 잠재력 및 EMT의 정도와 양의 상관성이 있었다 (15-

17). 

시토카인 IL-13은 주로 면역 세포, 특히 Th2 세포에서 분비된다 (18).  이것은 2개의 상이한 수용체, 즉 IL-13[0020]

수용체 알파 1 (IL-13Rα1) 및 IL-13Rα2에 결합할 수 있고, 따라서 IL-13Rα1은 주로 신호 전달 수용체로서,

IL-13Rα2는 디코이 (decoy) 수용체로서 간주된다 (19).  IL-13은 과다반응성 면역계를 특징으로 하는 질환, 예

컨대 기도 과다반응성, 알러지성 염증 또는 비만세포증의 발병에 관련되었다 (18).  흥미롭게도, IL-13은 또한

장기 시스템, 예컨대 폐 또는 간에서 조직 섬유증의 발병에 관련되었다 (20-21).  상기 환경에서, IL-13은 콜라

겐 합성에 중요한 프롤린의 생산을 유발하거나, 또는 섬유화 촉진 (pro-fibrotic) 효과를 촉발하는 섬유모세포

에 대해 직접 작용할 수 있다 (18).  IL-13의 추가의 섬유증-유도 경로는 TGFβ의 분비 및 활성화를 수반하고,

이것은 성장 인자가 시토카인의 하류 매개체일 수 있음을 나타낸다 (22).  이와 대조적으로, 종양 성장 및 침습

에서 IL-13의 역할에 대한 데이타는 상충되고, 그 이유는 IL-13이 최근에 난소암 및 췌장암의 증가된 침습성 및

전이와 연관되었지만 (23-26), 또한 종양 성장, 예를 들어 유방 또는 신장 세포 암의 성장을 분명히 억제할 수

있기 때문이다 (27-28). 

본  발명에서,  본  발명자들은  TGFβ가  CD  환자로부터  유래된  1차  인간  결장  고유층  섬유모세포  (CLPF)에서[0021]

SNAIL1 및 IL-13 mRNA 발현을 유도함을 입증한다.  높은 수준의 IL-13 및 IL-13Rα1은 CD-연관 누공의 관을 덮

고 있는 TC에서 검출되었다.  EMT의 장 상피 세포 (IEC) 모델에서, IL-13은 SLUG 및 β6-인테그린 수준을 유도

한 반면, 장기 TGFβ 투여는 SNAIL1 및 IL-13 mRNA 발현의 동시 상승을 유발하였다.  그러나, 매개체는 반대되

는 동역학으로 그의 효과를 나타낸다.  본 발명자들의 데이타는 IL-13이 CD-연관 누공에 존재하고 침습성 세포

성장과 연관된 유전자의 발현을 유도함을 보여주고, 이것은 상기 누공의 발병에서 시토카인의 중요한 역할을 시

사한다. 

본 발명자들은 이들 발견을, IL-13이 CD에서의 누공 형성을 동반하는 조직 재형성의 유도에 관여함을 나타내고,[0022]

따라서 항 IL-13 요법이 상기 환자 군에 대한 유용한 치료가 될 것으로 해석하였다.

IL-13 폴리펩티드는 아래 서열을 갖는다.  N-말단의 34개 아미노산 잔기 (이탤릭체)는 신호 펩티드이다.  따라[0023]

서, 성숙 시토카인은 112개의 아미노산 잔기를 갖는다.  항-IL-13 항체는 성숙 폴리펩티드 상의 에피토프에 결

합할 것이다.

인터루킨 13 아미노산 서열: [0024]

[0025]

본 발명에서 사용되는 항체[0026]

원칙적으로 IL-13의 활성을 억제하거나 중화하는 임의의 항-IL-13 항체가 본 발명에 사용될 수 있다.  상기 항[0027]

체는 당업계에 공지되어 있고, 예를 들어 WO2005/007699, US6468528, WO03007685, WO03034984, US20030143199,

US2004028650, US20040242841, US2004023337, US20040248260, US20050054055, US20050065327, WO2006/124451,

WO2006/003407,  WO2005/062967,  WO2006/085938,  WO2006/055638,  WO2007/036745,  WO2007/080174  또는

WO2007/085815를 참조한다.

바람직한 실시양태에서, 항체는 WO2007/045477에 추가로 설명된 01951/G12 (서열 31 및 33)이다.[0028]

한 실시양태에서, 본 발명에서 사용되는 항체는 낮은 pM 범위로 IL-13에 대한 친화도를 갖고, 약 10 nM의 IC50[0029]
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으로 IL-13 유도 신호전달을 억제한다.  낮은 pM 범위는, 본 발명자들에 의해 100 pM 이하, 바람직하게는 50 pM

이하, 바람직하게는 10 pM 이하, 보다 바람직하게는 1 pM 이하를 의미한다.

IL-13의 활성의 억제 또는 중화는 예를 들어 WO2007/045477에 개시된 바와 같이 인간 폐 섬유모세포로부터 에오[0030]

탁신 방출을 사용하여 염증성 매개체 방출의 억제를 측정함으로써 평가될 수 있다.  바람직한 실시양태에서, 본

발명의 항 IL-13 항체는 10 nM, 5 nM, 2.5 nM, 1.0 nM, 0.5 nM, 또는 그 미만의 IC50으로 인간 폐 섬유모세포로

부터의 IL-13 유도 에오탁신 방출을 억제한다. 

바람직한 실시양태에서, 본 발명에서 사용되는 항체는 하나 이상의 다음 CDR을 포함한다.  표 3a 및 4a에 나열[0031]

된 CDR은 카바트 (Kabat) 정의에 따라 결정되었다 (문헌 [E. Kabat et al, 1991, Sequences of Proteins of

immunological Interest, 5
th
 edition, public health Service, HIH, Bethesda, MD]).

<표 3>[0032]

[0033]

<표 3a>[0034]

[0035]

<표 4>[0036]

[0037]

<표 4a>[0038]

[0039]

프레임워크 영역을 비롯한 상기 표의 항체의 서열을 아래에 제시한다.  예로서 항체 01951/G12의 가변 영역 (볼[0040]

드체)을 포함하는 전체 IgG1 항체 경쇄 및 중쇄 불변 영역을 또한 아래에 제시한다.
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01471/G6 항체 서열[0041]

(i) HC 가변 영역 [0042]

01471/G6의 HC 가변 아미노산 서열은 서열 23에 제시되고, 서열 24에 제시된 뉴클레오티드 서열에 의해 코딩된[0043]

다.

[0044]

(ii) LC 가변 영역 [0045]

01471/G6의 LC 가변 아미노산 서열은 서열 25에 제시되고, 서열 26에 제시된 뉴클레오티드 서열에 의해 코딩된[0046]

다.

[0047]

03161/H2 항체 [0048]

(i) HC 가변 영역[0049]

03161/H2의 HC 가변 아미노산 서열은 서열 27에 제시되고, 서열 28에 제시된 뉴클레오티드 서열에 의해 코딩된[0050]

다.
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[0051]

(ii) LC 가변 영역[0052]

03161/H2의 LC 가변 아미노산 서열은 서열 29에 제시되고, 서열 30에 제시된 뉴클레오티드 서열에 의해 코딩된[0053]

다.

[0054]

01951/G12 항체 서열[0055]

(i) HC 가변 영역 [0056]

01951/G12의 HC 가변 아미노산 서열은 서열 31에 제시되고, 서열 32에 제시된 뉴클레오티드 서열에 의해 코딩된[0057]

다.
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[0058]

(ii) LC 가변 영역 [0059]

01951/G12의 LC 가변 아미노산 서열은 서열 33에 제시되고, 서열 34에 제시된 뉴클레오티드 서열에 의해 코딩된[0060]

다.

[0061]

01771/E10 항체 서열 [0062]

(i) HC 가변 영역[0063]

01771/E10의 HC 가변 아미노산 서열은 서열 35에 제시되고, 서열 36에 제시된 뉴클레오티드 서열에 의해 코딩된[0064]

다.
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[0065]

(ii) LC 가변 영역 [0066]

01771/E10의 LC 가변 아미노산 서열은 서열 37에 제시되고, 서열 38에 제시된 뉴클레오티드 서열에 의해 코딩된[0067]

다.

[0068]

항체 01951/G12의 가변 영역 (볼드체)을 포함하는 전체 항체 IgG1 경쇄 서열[0069]
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LC 아미노산 서열은 서열 39에 제시되고, 서열 40의 뉴클레오티드 서열에 의해 코딩된다.[0070]

[0071]

항체 01951/G12의 가변 영역 (볼드체)을 포함하는 전체 항체 IgG1 중쇄 서열[0072]
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HC 아미노산 서열은 서열 41에 제시되고, 서열 42의 뉴클레오티드 서열에 의해 코딩된다.[0073]

[0074]
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[0075]

[0076]

하나 이상의 VH 및/또는 VL CDR 영역 서열을 본 발명에서 유용한 모노클로날 항체에 대해 본원에서 제시된 CDR[0077]

서열로부터의 구조상 유사한 서열로 치환함으로써 신규한 VH 및 VL 서열이 생성될 수 있음을 당업자는 쉽게 알

수 있을 것이다.

본원에서 사용되는 용어 "항체"는 상기 설명된 바와 같은 에피토프, 예를 들어 IL-13 상에서 발견되는 에피토프[0078]

를 특이적으로 결합하고 인식하는 면역글로불린 유전자 또는 그의 단편으로부터의 프레임워크 영역을 포함하는

폴리펩티드를 의미한다.  따라서, 용어 항체는 단일쇄 전체 항체를 비롯한 전체 항체 (예컨대 모노클로날, 키메

라, 인간화 및 인간 항체), 및 그의 항원 결합 단편을 포함한다.  용어 "항체"는 가변 영역을 단독으로, 또는

공개특허 10-2014-0012093

- 14 -



항체 분자의 힌지 영역, CH1, CH2, 및 CH3 도메인으로 이루어지는 폴리펩티드 요소 중의 전부 또는 일부와 조합

하여 포함할 수 있는 단일쇄 항체를 비롯한 항원 결합 항체 단편을 포함한다.  또한, 상기 정의에는 가변 영역

및 힌지 영역, CH1, CH2, 및 CH3 도메인의 임의의 조합물이 포함된다.  항체 단편은 예를 들어 Fab, Fab' 및

F(ab')2, Fd, 단일쇄 Fv (scFv), 단일쇄 항체, 디술피드-연결된 Fv (sdFv) 및 VL 또는 VH 도메인을 포함하는 단

편을 포함하고 이로 제한되지 않는다.  그 예는 다음을 포함한다: (i) VL, VH, CL 및 CH1 도메인으로 이루어지는

1가 단편인 Fab 단편; (ii) 힌지 영역에서 디술피드 브릿지에 의해 연결된 2개의 Fab 단편을 포함하는 2가 단편

인 F(ab')2 단편; (iii) VH 및 CH1 도메인으로 이루어지는 Fd 단편; (iv) 항체의 단일 아암 (arm)의 VL 및 VH 도

메인으로 이루어지는 Fv 단편, (v) VH 도메인으로 이루어지는 dAb 단편 (문헌 [Ward et al., Nature 341: 544-

546. 1989]; [Muyldermans et al., TIBS 24: 230-235, 2001]); 및 (vi) 단리된 상보성 결정 영역 (CDR).  용어

"항체"는 단일 도메인 항체, 맥시바디 (maxibody),  미니바디 (minibody),  인트라바디 (intrabody),  디아바디

(diabody), 트리아바디 (triabody), 테트라바디 (tetrabody), v-NAR 및 bis-scFv를 포함한다 (예를 들어, 문헌

[Hollinger & Hudson, Nature Biotechnology. 23, 9, 1126-1136 (2005)] 참조).  항체의 항원 결합 부분은 폴

리펩티드, 예컨대 피브로넥틴 타입 III (Fn3)을 기재로 한 스캐폴드 내에 이식될 수 있다 (피브로넥틴 폴리펩티

드 모노바디 (monobody)가 기재된 미국 특허 번호 6,703,199 참조).  항원 결합 부분은 상보성 경쇄 폴리펩티드

와 함께 한 쌍의 항원 결합 영역을 형성하는, 한 쌍의 직렬 (tandem) Fv 세그먼트 (VH-CH1-VH-CH1)를 포함하는

단일쇄 분자 내에 포함될 수 있다 (문헌 [Zapata et al., Protein Eng. 8(10):1057-1062 (1995)]; 및 미국 특

허 번호 5,641,870).

바람직하게는, 본 발명에서 사용되는 항체는 IL-13에 특이적으로 결합한다.  바람직하게는, 본 발명에서 사용되[0079]

는 항체는 IL-13 이외의 항원과 교차반응하지 않는다.

본원에서 사용되는 바와 같이, "IL-13에 특이적으로 결합하는" 항체는 1 x 10
-8
 M 또는 그 미만, 1 x 10

-9
 M 또[0080]

는 그 미만, 또는 1 x 10
-10

 M 또는 그 미만의 KD로 IL-13에 결합하는 항체를 의미하고자 의도된다.  "IL-13 이

외의 항원과 교차-반응하는" 항체는 0.5 x 10
-8
 M 또는 그 미만, 5 x 10

-9
 M 또는 그 미만, 또는 2 x 10

-9
 M 또는

그 미만의 KD로 항원에 결합하는 항체를 의미하고자 의도된다.

다른 실시양태에서, 본 발명에서 사용되는 항체는 상기 언급된 하나 이상의 항체를 교차-차단하는 것이다.  "교[0081]

차-차단하다"는 본 발명자들에 의해 IL-13에 대한 또 다른 항체의 결합을 저해하는 항체를 의미한다. 상기 저해

는  예를  들어  Biacore  또는  ELISA를  사용하는  경쟁  검정을 사용하여 검출할 수  있다.   상기  경쟁 검정은

WO2008/133722에 기재되어 있다.

치료의 모니터링 방법[0082]

항-IL-13 항체를 사용한 CD 환자의 누공 치료가 성공했는지를 모니터링하는 방법이 본 발명의 범위 내에 포함된[0083]

다.  가장 정확한 것은 아니지만 가장 간단한 방법은 치료되는 대상체가 증상의 개선을 인지했는지의 여부일 것

이다.

다른 방법은 다양한 바이오마커, 예컨대 TGF-β, 페리오스틴, 에오탁신-1, 프로콜라겐 타입 I C-말단 프로펩티[0084]

드 (PICP) 및 콜라겐 타입 III의 N-말단 프로-펩티드 (PIIINP), IL-4의 발현, 및 STAT6의 인산화 정도를 검출

하는 것을 포함한다. 

상기 방법은 치료되는 대상체에서 선택된 바이오마커의 발현 수준을 평가하고 상기 발현 수준을 대조 수준 (예[0085]

컨대 치료 전의 대상체에서의 발현 수준 또는 비처리된 대상체에서의 수준)과 비교하는 것을 포함하고, 여기서

상기 대조 수준과 상이한 수준은 치료된 대상체가 치료에 반응함을 나타낸다.

이 방법은 다음 단계를 포함할 수 있다: [0086]

a) 환자에서 누공 형성을 표시하는 바이오마커의 발현을 측정하는 단계; [0087]

b) 환자를 항-IL-13 항체로 치료하는 단계; [0088]

c) 치료 후에 환자에서 상기 바이오마커의 발현을 측정하는 단계; [0089]

d) 치료전 발현 수준에 비해 치료 후에 바이오마커 발현의 변화를 검출하고, 여기서 상기 발현의 변화는 항-IL-[0090]
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13 항체 치료에 대한 반응을 나타내는 것인 단계. 

상기 측정 단계 (a) 및 (c)는 환자로부터 얻어진 조직 샘플에 대해 수행할 수 있다.  분석되는 조직 샘플은 혈[0091]

액, 소변, 타액 또는 조직 생검으로부터의 다른 생검조직일 수 있다. 

별법으로서, 단계 (d)는 치료 전후의 바이오마커 발현을 대조 바이오마커 발현 수준과 비교하는 것을 포함할 수[0092]

있고, 여기서 대조 수준과의 차이는 항-IL-13 항체를 사용한 치료에 대한 반응을 나타낸다.  상기 대조 수준은

CD가 없는 환자, 위약으로 처리한 환자, 또는 통상적인 항-누공 의약으로 처리한 환자로부터의 수준일 수 있다. 

측정될 수 있는 바이오마커의 예는 TGF-β, 페리오스틴, 에오탁신-1, PICP 및 PIIINP, IL-4, 및 STAT6의 인산화[0093]

정도를 포함하고 이로 제한되지 않는다. 

제약 조성물[0094]

본 발명에서 사용되는 항체는 일반적으로 제약상 허용되는 담체와 함께 제제화되는, 하나의 모노클로날 항체 또[0095]

는 모노클로날 항체의 조합물을 함유하는 조성물, 예를 들어, 제약 조성물로서 제제화된다.  예를 들어, 본 발

명에서 사용되는 제약 조성물은 IL-13의 상이한 에피토프에 결합하거나 상보 활성을 갖는 항체의 조합물을 포함

할 수 있다. 

또한, 본 발명에 사용되는 제약 조성물은 조합 요법으로, 즉, 다른 작용제와 조합되어 투여될 수 있다.  예를[0096]

들어, 조합 요법은 소염제와 조합된 항-IL-13 항체를 포함할 수 있다.  상기 조합물은 동시에 또는 순차적으로

투여될 수 있다.   순차적으로 투여될 경우, 각각의 작용제의 투여 사이의 시간은 1주 이하 (예를 들어 1일

이하, 12시간 이하, 6시간 이하, 1시간 이하, 30분 이하)일 수 있다.  조성물은 바람직하게는 생리학적 pH에서

제제화된다. 

본원에서 사용되는 "제약상 허용되는 담체"는 생리학상 적합한 임의의 및 모든 용매, 분산 매질, 코팅, 항균제[0097]

및 항진균제, 등장성 및 흡수 지연제 등을 포함한다.  담체는 정맥내, 근육내, 피하, 비경구, 척수 또는 표피

투여 (예를 들어, 주사 또는 주입에 의해)에 적합하여야 한다.  투여 경로에 따라, 활성 화합물, 즉, 항체, 면

역접합체, 또는 이중특이적 분자는 화합물을 불활성화할 수 있는 산 및 다른 천연 조건의 작용으로부터 화합물

을 보호하기 위해 물질 내에 코팅될 수 있다. 

상기 제약 조성물은 또한 제약상 허용되는 항산화제를 포함할 수 있다.  제약상 허용되는 항산화제의 예는 수용[0098]

성 항산화제, 예컨대 아스코르브산, 시스테인 염산염, 중황산나트륨, 메타중아황산나트륨, 아황산나트륨 등; 지

용성 항산화제, 예컨대 아스코르빌 팔미테이트, 부틸화 히드록시아니솔 (BHA), 부틸화 히드록시톨루엔 (BHT),

레시틴, 프로필 갈레이트, 알파-토코페롤 등; 및 금속 킬레이팅제, 예컨대 시트르산, 에틸렌디아민 테트라아세

트산 (EDTA), 소르비톨, 타르타르산, 인산 등을 포함한다.

이들 조성물은 또한 아주반트, 예컨대 보존제, 습윤제, 유화제 및 분산제를 함유할 수 있다.  미생물 존재의 방[0099]

지는 상기한 바와 같은 멸균 절차에 의해, 및 다양한 항균제 및 항진균제, 예를 들어, 파라벤, 클로로부탄올,

페놀 소르브산 등의 포함에 의해 보장될 수 있다.  등장화제, 예컨대 당, 염화나트륨 등을 조성물 내로 포함시

키는 것이 또한 바람직할 수 있다.  추가로, 주사가능한 제약 형태의 장기간 흡수는 흡수 지연제, 예컨대, 알루

미늄 모노스테아레이트 및 젤라틴의 포함에 의해 유도될 수 있다. 

제약상 허용되는 담체는 멸균 주사가능 용액 또는 분산액의 즉석 제조를 위한 멸균 수용액 또는 수분산액 및 멸[0100]

균 분말을 포함한다.  제약상 활성 물질에 대한 상기 매질 및 작용제의 사용은 당업계에 공지되어 있다.  임의

의 통상적인 매질 또는 작용제가 활성 화합물과 비상용성인 경우를 제외하고, 본 발명의 제약 조성물에서 그의

사용이 고려된다.  보충 활성 화합물이 또한 조성물에 포함될 수 있다.

치료  조성물은  일반적으로  멸균성이고  제조  및  저장  조건  하에  안정해야  한다.   조성물은  용액,[0101]

마이크로에멀젼, 리포좀, 또는 높은 약물 농도에 적합한 다른 규칙적인 (ordered) 구조로서 제제화될 수 있다.

담체는 예를 들어, 물, 에탄올. 폴리올 (예를 들어, 글리세롤, 프로필렌 글리콜, 및 액체 폴리에틸렌 글리콜

등), 및 이들의 적합한 혼합물을 함유하는 용매 또는 분산 매질일 수 있다.  적절한 유동성은 예를 들어 코팅,

예컨대 레시틴의 사용에 의해, 분산액의 경우에 요구되는 입자 크기의 유지에 의해 및 계면활성제의 사용에 의

해 유지될 수 있다.  많은 경우에, 등장화제, 예를 들어, 당, 다가알콜, 예컨대 만니톨, 소르비톨 또는 염화나

트륨을 조성물 내에 포함시킬 수 있다.  주사가능한 조성물의 장기간 흡수는 흡수 지연제, 예컨대 모노스테아레

이트 염 및 젤라틴을 조성물에 포함시킴으로써 유도될 수 있다.

멸균 주사가능 용액은 활성 화합물을 요구되는 양으로, 필요한 경우 상기 열거된 성분의 하나 또는 조합물과 함[0102]
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께 적합한 용매 내에 포함시킨 후, 멸균여과함으로써 제조할 수 있다.  일반적으로, 분산액은 기본적인 분산 매

질 및 상기 열거된 것 중의 요구되는 다른 성분을 함유하는 멸균 비히클에 활성 화합물을 포함시킴으로써 제조

한다.  멸균 주사가능 용액의 제조를 위한 멸균 분말의 경우에, 제조 방법은 활성 성분 + 그의 앞서 멸균-여과

된 용액으로부터의 임의의 추가의 목적하는 성분의 분말을 생성하는 진공 건조 및 동결-건조 (동결건조)이다. 

단일 투여 형태를 생성하기 위해 담체 물질과 조합될 수 있는 활성 성분의 양은 치료되는 대상체, 및 특정 투여[0103]

방식에 따라 상이할 것이다.  단일 투여 형태를 생성하기 위해 담체 물질과 조합될 수 있는 활성 성분의 양은

일반적으로 치료 효과를 생성하는 조성물의 양일 것이다.  일반적으로, 100% 기준으로, 상기 양은 제약상 허용

되는 담체와 조합되어 약 0.01% 내지 약 99%의 활성 성분, 약 0.1% 내지 약 70%, 또는 약 1% 내지 약 30%의 활

성 성분일 것이다.

투여 요법은 최적의 목적하는 치료 (예를 들어, 치료 반응)를 제공하도록 조정된다.  예를 들어, 단일 볼러스[0104]

(bolus)가 투여될 수 있거나, 몇 개의 분할 용량이 시간 경과에 걸쳐 투여될 수 있거나, 용량은 치료 상황의 응

급성에 따라 비례하여 감소 또는 증가될 수 있다.  투여 용이성 및 투여량의 균일성을 위해 비경구 조성물을 투

여 단위 형태로 제제화하는 것이 특히 유리하다.  본원에서 사용되는 투여 단위 형태는 치료할 대상체에게 단일

투여량으로 적합한 물리적으로 구분되는 단위를 의미하고, 각각의 단위는 요구되는 제약상 담체와 함께 목적하

는 치료 효과를 생성하도록 계산된 소정량의 활성 화합물을 함유한다.  본 발명의 투여 단위 형태의 세부 내용

은 활성 화합물의 특유한 특성 및 달성되는 특정 치료 효과, 및 개체의 감수성 치료를 위한 상기 활성 화합물의

배합 기술에 고유한 제한에 의해 좌우되고 직접적으로 의존한다. 

항체의 투여를 위해, 투여량은 약 0.0001 내지 약 100 mg/kg (피투여자 체중), 보다 대체로는 약 0.01 내지 약[0105]

5 mg/kg (피투여자 체중)이다.  예를 들어 투여량은 약 0.3 mg/kg (체중), 약 1 mg/kg (체중), 약 3 mg/kg (체

중), 약 5 mg/kg (체중), 약 10 mg/kg (체중), 약 20 mg/kg (체중), 약 30 mg/kg (체중) 또는 약 1 - 약 30

mg/kg 또는 약 1 - 약 10 mg kg의 범위 내일 수 있다.  예시적인 치료 요법은 매주 약 1회, 2주마다 약 1회, 3

주마다 약 1회, 4주마다 약 1회, 매달 약 1회, 3개월마다 약 1회, 3 내지 6개월마다 약 1회, 6개월마다 약 1회

또는 매년 약 1회의 투여를 수반한다.  본 발명의 항-IL-13 항체의 투여 요법은 약 1 mg/kg (체중) 또는 약 3

mg/kg (체중)의 정맥내 투여를 포함하고, 항체는 다음 투여 스케줄 중의 하나를 사용하여 투여된다: 6회 투여에

대해 약 4주마다,  이어서 약 3개월마다;  약 3주마다;  약 3  mg/kg  (체중)  1회,  이어서 3주마다 약 1  mg/kg

(체중).

일부 방법에서, 상이한 결합 특이성을 갖는 2개 이상의 모노클로날 항체를 동시에 또는 순차적으로 투여하고,[0106]

이 경우에 투여되는 각각의 항체의 투여량은 지시된 범위 내에 있다.  조합물은 항-IL4 항체와 조합한 항-IL-13

항체일 수 있다.  항체는 대체로 다수회로 투여된다.  단일 투여 사이의 간격은 예를 들어, 매주, 매월, 3개월

마다, 6개월마다 또는 매년일 수 있다.  간격은 또한 환자에서 표적 항원에 대한 항체의 혈액 수준을 측정함으

로써 지시될 때 불규칙할 수 있다.  일부 방법에서 투여량은 약 1 - 약 1000 ㎍/ml, 및 일부 방법에서 약 25 -

약 300 ㎍/ml의 혈장 항체 농도를 달성하도록 조정된다. 

별법으로, 항체를 지속 방출 제제로서 투여할 수 있고, 이 경우에 덜 빈번한 투여가 요구된다.  투여량 및 빈도[0107]

는 환자에서 항체의 반감기에 따라 변한다.  일반적으로, 인간 항체가 가장 긴 반감기를 보이고, 그 다음은 인

간화 항체, 키메라 항체, 및 비인간 항체 순이다.  투여량 및 투여 빈도는 처리가 예방적인지 치료적인지에 따

라 변할 수 있다.  예방 용도에서, 비교적 낮은 투여량을 장시간에 걸쳐 비교적 덜 빈번한 간격으로 투여한다.

일부 환자는 그들의 나머지 생애 동안 계속 처치를 받는다.  치료 용도에서, 질환의 진행이 감소 또는 종결될

때까지 또는 환자가 질환 증상의 부분적 또는 완전한 개선을 보일 때까지 비교적 짧은 간격의 비교적 높은 투여

량이 때때로 요구된다.  그 후에, 환자는 예방적 요법을 투여받을 수 있다.  

본 발명의 제약 조성물 내의 활성 성분의 실제 투여량 수준은 환자에 대한 독성이 없이 특정 환자, 조성물, 및[0108]

투여 방식에 대해 목적하는 치료 반응을 달성하기 위해 효과적인 활성 성분의 양을 얻도록 변할 수 있다.  선택

된 투여량 수준은 사용되는 본 발명의 특정 조성물, 또는 그의 에스테르, 염 또는 아미드의 활성도, 투여 경로,

투여 시간, 사용되는 특정 화합물의 배출 속도, 치료의 지속 기간, 사용된 특정 조성물과 함께 사용되는 다른

약물, 화합물 및/또는 물질, 치료받는 환자의 연령, 성별, 체중, 상태, 전반적 건강 및 이전의 의료 이력, 및

의학 분야에 잘 공지된 유사한 인자를 포함한 다양한 약동학 인자에 따라 결정될 것이다. 

본 발명의 항-IL-13 항체의 "치료 유효 투여량"은 질환 증상의 중증도의 감소, 질환 증상이 없는 기간의 빈도와[0109]

지속기간의 증가, 또는 질환 이환으로 인한 손상 또는 장애의 예방을 일으킬 수 있다. 
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본 발명에 사용되는 조성물은 당업계에 공지된 다양한 방법 중 하나 이상을 이용하여 하나 이상의 투여 경로에[0110]

의해 투여할 수 있다.  숙련된 당업자라면 이해할 수 있듯이, 투여 경로 및/또는 투여 방식은 목적하는 결과에

따라 변할 것이다.  본 발명의 항체를 위한 투여 경로는 예를 들어 주사 또는 주입에 의한 정맥내, 근육내, 피

부내, 복강내, 피하, 척수 또는 다른 비경구 투여 경로를 포함한다.  본원에서 사용되는 구문 "비경구 투여"는

대체로 주사에 의한, 장관 및 국소 투여 이외의 투여 방식을 의미하고, 비제한적으로 정맥내, 근육내, 동맥내,

수막내, 관절낭내, 안구내, 심장내, 피부내, 복강내, 경기관, 피하, 표피하, 관절내, 관절낭하, 거미막하, 척수

내, 경막외 및 흉골내 주사 및 주입을 포함한다.  정맥내 및 피하 투여가 특히 바람직하다.  

별법으로, 본 발명에 사용되는 항체는 비-비경구 경로로, 예컨대 국소, 표피 또는 점막 투여 경로, 예를 들어,[0111]

비강내, 경구, 질, 직장, 설하 또는 국소 투여할 수 있다.  

활성 화합물은 임플란트 (implant), 경피 패치, 및 미세캡슐화 전달 시스템을 비롯한 제어 방출 제제와 같이,[0112]

신속한 방출에 대해 화합물을 보호할 담체를 사용하여 제조할 수 있다.  생분해성 생물적합성 중합체, 예컨대

에틸렌 비닐 아세테이트, 폴리무수물 (polyanhydride), 폴리글리콜산, 콜라겐, 폴리오르토에스테르, 및 폴리락

트산을 사용할 수 있다.  그러한 제제의 제조를 위한 많은 방법이 특허받거나 당업자에게 일반적으로 공지되어

있다 (예를 들어,  문헌 [Sustained  and  Controlled  Release  Drug  Delivery  Systems,  J.R.  Robinson,  ed.,

Marcel Dekker, Inc., New York, 1978] 참조). 

치료 조성물은 당업계에 공지된 의학 장치를 사용하여 투여할 수 있다.  예를 들어, 한 실시양태에서, 조성물을[0113]

무침  피하  주사  장치,  예컨대  미국  특허  번호  5,399,163;  5,383,851;  5,312,335;  5,064,413;  4,941,880;

4,790,824 또는 4,596,556에 제시된 장치를 사용하여 투여할 수 있다.  본 발명에 유용한 잘 공지된 임플란트

및  모듈  (module)의  예는  의약을  제어된  속도로  분배하기  위한  이식가능  마이크로-주입  펌프를  보여주는

US4,487,603; 피부를 통해 의약을 투여하기 위한 치료 장치를 보여주는 US4,486,194; 의약을 정확한 주입 속도

로 전달하기 위한 의약 주입 펌프를 보여주는 US4,447,233; 연속 약물 전달을 위한 가변 유동 이식가능 주입 기

구를 보여주는 US4,447,224; 다수-챔버 구획을 갖는 삼투 약물 전달 시스템을 보여주는 US4,439,196; 및 삼투

약물 전달 시스템을 보여주는 US4,475,196을 포함한다.  이들 특허를 본원에 참조로 포함한다.  많은 다른 그러

한 임플란트, 전달 시스템 및 모듈은 당업자에게 공지되어 있다.

또한, 본 발명은 항-IL-13 항체 또는 상기한 제약 조성물인 제1 성분, 및 지침서인 제2 성분을 포함하는 키트를[0114]

제공한다.  한 실시양태에서, 상기 지침서는 누공성 CD를 치료하기 위한 항체의 사용을 교시한다.  키트는 시린

지 또는 다른 전달 장치, 아주반트, 또는 제약상 허용되는 제제화 용액 중 하나 이상을 포함하는 제3 성분을 추

가로 포함할 수 있다.

일반론 [0115]

용어 "포함하는"은 "포함하는"뿐만 아니라 "이루어지는"을 의미하고, 예를 들어 X를 "포함하는" 조성물은 독점[0116]

적으로 X로 이루어질 수 있거나, 추가 물질, 예를 들어 X + Y를 포함할 수 있다. 

수치값 x에 관련한 용어 "약"은 예를 들어, x±10%를 의미한다. [0117]

2개의 아미노산 서열 사이의 % 서열 동일성에 대한 언급은 정렬될 때 그 백분율의 아미노산이 2개의 서열을 비[0118]

교할 때 동일한 것을 의미한다.  상기 정렬 및 % 상동성 또는 서열 동일성은 당업계에 공지된 소프트웨어 프로

그램,  예를  들어  문헌  [Current  Protocols  in  Molecular  Biology  (F.M.  Ausubel  et  al.,  eds.,  1987)

Supplement 30]의 섹션 7.7.18에 설명된 것을 이용하여 결정할 수 있다.  바람직한 정렬은 12의 갭 개방 페널티

및 2의 갭 연장 패널티,  62의 BLOSUM  매트릭스을 갖는 어파인 (affine)  갭 탐색을 이용하는 스미쓰-워터만

(Smith-Waterman) 상동성 탐색 알고리즘에 의해 결정된다.  스미쓰-워터만 상동성 탐색 알고리즘은 문헌 [Smith

& Waterman (1981) Adv. Appl, Math 2. 482-489]에 개시되어 있다. 

실시예[0119]

실시예 1 [0120]

TGFβ는 CD 누공 CLPF로부터 IL-13 분비를 유도한다.[0121]

최근에 EMT-연관 전사 인자 SNAIL1이 CD-연관 누공의 누관 옆의 TC 세포에서 강하게 검출가능한 것으로 나타났[0122]

다 (Scharl, in press).  따라서, 본 발명자들은 TGFβ가 CD 환자로부터 유래한 CLPF에서 SNAIL1 수준을 유도

할 수 있는지의 여부를 처음 연구하였다.  비-누공성 질환이 있는 환자로부터의 CLPF에서, TGFβ 처리는 SNAIL1

mRNA 발현의 2배 증가를 유도하였고, 상기 효과는 누공성 질환이 있는 환자로부터 CLPF에서 강화되었다 (약 6배
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증가; 도 1A).  이와 대조적으로, SLUG mRNA 수준은 누공성 또는 비-누공성 CLPF에서 TGFβ 처리에 의해 영향을

받지 않았다 (도 1B).  비-누공 CLPF에서, TGFβ는 IL-13의 분비를 유도하기 위해 충분하지 않았다.  그러나,

누공 CLPF는 IL-13의 명백하게 상승된 기초 분비를 특징으로 하였고 (66.2+/-14.6 pg/ml 대 11+/-10 pg/ml),

24 h 동안 TGFβ의 첨가는 세포 상청액에서 IL-13 분비의 강하고 유의한 증가를 일으켰다 (455+/-193.6 pg/ml)

(도 1C).  이어서, 본 발명자들은 CD 발병에 중요한 역할을 하는 TNF가 또한 누공 CLPF로부터 IL-13 분비를 유

도할 수 있을 것인지 시험하였다.  그러나, TNF로 누공 CLPF를 처리하면 IL-13 분비를 상승시키기 위해 충분하

지 않았지만, 단백질 티로신 포스파타제 비-수용체 타입 2 (PTPN2)의 단백질 발현을 유도하였다.  이와 대조적

으로, IL-13 분비를 유도할 수 있는 TGFβ는 PTPN2 단백질 수준을 유도하였다 (도 1D).  PTPN2 수준 및 IL-13

분비를 자극하는 시토카인 또는 성장 인자의 능력 사이의 직접적인 상관성을 입증하기 위해,  본 발명자들은

siRNA 구축물에 의해 T84 IEC에서 PTPN2를 녹-다운시켰다 (knock-down).  TNF 처리는 PTPN2-적격 세포에서 IL-

13 분비를 유도하기 위해 충분하지 않았지만, PTPN2-결핍 세포의 세포 상청액 내로 IL-13의 강한 분비를 일으켰

다 (도 1E).  누공 섬유모세포에서 본 발명자들의 발견과 유사하게, TGFβ를 사용한 HT29-IEC의 처리는 근소하

게 감소하지만 여전히 유지되는 PTPN2 단백질 수준을 생성시켰고 (도 1F), 이것은 이들 세포로부터 TGFβ-유도

된 IL-13 분비를 방지하기 위해 명백하게 충분하였다 (데이타를 제시하지 않음).  이들 데이타는 TGFβ가 누공

CLPF로부터 IL-13 분비를 유도하고, IL-13 분비의 정도는 PTPN2 단백질 수준과 상호관련됨을 입증한다. 

실시예 2 [0123]

IL-13 및 IL-13 수용체 α1 (IL-13Rα1)은 TC 세포에서 강하게 검출가능하다. [0124]

본 발명자들은 TGFβ가 누공 CLPF로부터 IL-13 분비를 유도함을 입증하였으므로, 본 발명자들은 CD 환자로부터[0125]

유래한 누공 절제물로부터 조직 검체를 분석하였다.  면역조직화학에 의해 본 발명자들은 누관을 덮은 TC에서

IL-13에 대한 강한 염색을 관찰하였다 (도 2A).  추가로, 본 발명자들은 누관 바로 다음의 변형된 음와의 상피

세포에서 및 누관에 인접한 염증성 침윤물에서 IL-13 염색을 발견하였지만, 정규 결장 음와의 IEC는 IL-13 염색

을 거의 제시하지 않았다 (도 2A).  IL-13Rα1에 대해 유사한 염색 패턴을 관찰할 수 있었다.  시토카인 수용체

는 CD 누공의 TC에서 및 누공에 인접한 음와-유사 구조를 덮고 있는 상피 유사 세포에서 강한 염색을 보였다

(도 2B).  이들 발견은 IL-13 및 IL-13Rα1가 CD-연관 누공 옆의 및 다음의 변형된 음와의 상피 세포 및 TC 세

포에서 발현됨을 입증하고, CD 누공의 발병에서 IL-13의 관련성을 제안한다. 

실시예 3 [0126]

IL-13은 HT29-IEC에서 SLUG 및 β6-인테그린 발현을 유도한다.[0127]

이어서, 본 발명자들은 IL-13이 IEC에서 EMT-연관 효과에 관여될 수 있는지 평가하였다.  HT29-IEC를 100 ng/ml[0128]

IL-13으로 각각 30 min 또는 24 h 동안 처리하였다.  IL-3의 투여는 24 h 처리에 의해 SLUG 및 β6-인테그린의

mRNA 수준을 유도하였지만 (도 3A+B), 임의의 시험된 시점에서 SNAIL1, TGFβ 및 PTPN2 mRNA 발현에 대해 효과

가 없었다 (도 3C-E).  IL-13이 β6-인테그린 수준에 영향을 미칠 수 있는 방식을 연구하기 위해, 본 발명자들

은 SLUG-특이적 siRNA 구축물을 사용하여 SLUG 녹-다운 연구를 수행하였고, 이것은 SLUG mRNA 수준의 명백한 감

소를 일으켰다 (데이타를 제시하지 않음).  앞서와 같이, IL-13은 24 h 처리에 의해 β6-인테그린 mRNA 수준을

유도하였다.  상기 효과는 적어도 부분적으로, SLUG 녹-다운 세포에서 감소하였다 (도 3F).  단백질 수준에서,

IL-13은 30 min 처리에 의해 신호전달 중간체인 STAT6 및 ERK1/2의 활성화를 표시하는 인산화를 유도하였다.

IL-13은 또한 30 min 처리에 의해 β-카테닌의 수준 증가를 일으켰고, 이것은 상기 경로를 통한 증가된 신호 전

달을 나타내고 (본 발명자들은 이것이 통계상 유의하지 않음을 인정하지만), 24 h 처리 후에 β-카테닌 단백질

의 수준은 비자극된 대조 세포에서와 유사하였다 (도 4B).  세포간 공극 단백질인 클라우딘-2의 수준은 24 h

IL-13 처리에 의해 증가하였지만 (도 4C), 세포간 부착 분자인 E-카드헤린 뿐만 아니라 밀접 연결부 분자인 오

클루딘의 단백질 수준은 비처리 대조군 세포에 비교할 때 이 시점에 영향을 받지 않았다 (도 4D).  이들 데이타

는 IL-13이 HT29 IEC에서 세포 침습에 관여하는 유전자의 발현을 유도하고 그에 의해 조직으로 침투하는 CD-연

관 누공의 침습성에 기여할 수 있음을 나타낸다. 

실시예 4 [0129]

TGFβ는 HT29-구상체 세포 모델에서 EMT를 유도하지만 IL-13은 그렇지 않다. [0130]

본 발명자들은 IL-13이 세포 침습과 연관된 분자의 발현을 유도하는 것을 보여주었으므로, 이어서, 본 발명자들[0131]

은 IL-13이 EMT의 시험관내 모델에서 상피 세포 형성의 붕괴를 유도할 수 있을 것인지 연구하였다.  본 발명자
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들은 HT29 세포를 구상체로서 7 d 동안 접종하였다.  이어서, 구상체를 비처리하여 두거나, TGFβ (20 ng/ml)

또는 IL-13  (100  ng/ml)으로 추가의 7 d 동안 처리하였다.  현미경에 의해 본 발명자들은 시간 경과에 따른

HT29-구상체의 형태학적 발달을 관찰하였다.  모든 연구된 구상체는 접종 7 d 후에 조밀한 세포 형성으로서 제

시되었다.  비처리된 HT29 구상체는 심지어 14 d 후에도 유사한 외양을 보였고, 여기서 투명한 흑색 선은 세포

형성의 경계를 나타낸다.  이와 대조적으로, TGFβ 처리는 7 d의 성장 인자 처리 후에 세포 형성의 거의 완전한

해체를 일으켰고, 이것은 EMT의 개시를 표시한다.  IL-13-처리된 구상체는 붕괴된 단일 세포가 검출가능하지 않

으므로 EMT의 개시에 대한 명백한 형태학적 징후가 없는 것을 특징으로 한다.  그러나, 세포 형성의 가장자리는

비처리 대조군 구상체에 비해 다소 확산성으로 한정되었다 (도 5).  이들 발견은 TGFβ와는 대조적으로 IL-13이

단독으로는 IEC에서 EMT를 유도하기 위해 충분하지 않음을 제안한다. 

실시예 5 [0132]

TGFβ는 HT29-구상체에서 IL-13 및 SNAIL1 mRNA 발현을 유도한다.[0133]

이어서, 본 발명자들은 본 발명의 세포 모델에서 EMT의 유도에 기여할 수 있는 TGFβ에 의해 유도된 유전자 발[0134]

현 패턴의 변경을 평가하였다.  본 발명자들은 TGFβ 처리가 IL-13 mRNA의 시간-의존적 증가를 일으켰음을 발견

하였고, 이것은 7 d 처리 후에 통계적 유의성에 도달하였다 (도 6A).  그러나, 이들 구상체의 상청액 내의 IL-

13의 농도는 본 발명에서 사용된 ELISA 시스템의 검출 수준 미만이었다 (데이타를 제시하지 않음).  본 발명자

들은 또한 TGFβ가 이들 구상체에서 EMT-연관 전사 인자인 SNAIL1의 mRNA 발현을 증가시켰음을 발견하였고, 이

것은 시간-의존적 운동학에 따르고 7 d 후에 피크에 도달한다 (도 6B).  상기 제시된 바와 같이 그 시점에 HT29

구상체는 완전히 붕괴되었고, 이것은 이들 세포에서 EMT의 개시에 대한 표시이다 (도 5).  이들 발견은 또한 누

관을 덮고 있는 TC (따라서 현재 EMT를 겪고 있는)가 IL-13 (도 2A)뿐만 아니라 SNAIL1에 대한 강한 염색을 특

징으로 하는 것을 보여주는, CD 환자로부터의 누공 검체에서 본 발명자들의 관찰과 상호관련되었다 (Scharl, in

press).  이와 대조적으로, TGFβ 처리는 7 d 처리 후 β6-인테그린 발현의 유의한 감소를 일으켰고 (도 6C),

임의의 조사된 시점에서 SLUG mRNA에 (유의하게) 영향을 미치지 않았다 (도 6D).  이들 데이타는 TGFβ가 HT29-

구상체에서 EMT-관련 전사 사례를 유도하는 것을 나타내고, 성장 인자가 CD 누관 옆의 TC 세포에서 관찰된 IL-

13 발현에 책임이 있다는 추가의 암시를 제공한다. 

실시예 6 [0135]

IL-13은 EMT의 시험관내 모델에서 SLUG 및 β6-인테그린 발현을 유도한다. [0136]

SLUG 및 β6-인테그린은 TC에서 및 CD 누공의 누공을 둘러싸는 세포에서 명백하게 검출가능하였다 (6) (Scharl[0137]

in press).  여기서, 본 발명자들은 IL-13이 HT29 단일층에서 이들 두 유전자의 발현을 유도함을 보여주었다.

흥미롭게도, EMT를 겪는 HT29-구상체에서, TGFβ 자극은 SLUG 및 β6-인테그린의 mRNA 발현을 유도하기 위해 충

분하지 않았다.  따라서, 본 발명자들은 IL-13이 EMT 세포 모델에서 그들의 mRNA 수준을 유도할 수 있는지 연구

하였다.  IL-13으로 HT29 구상체를 처리하면 이미 1 d 동안 인큐베이션 후에 SLUG mRNA 수준을 9배까지 유도하

였다.  5 d 및 7d 후에, SLUG 발현 수준은 비처리 대조군 세포와 대등하였다 (도 7A).  β6-인테그린에 대해 유

사한 발견이 관찰되었다.  IL-13은 1 d 인큐베이션에 의해 그의 유전자 발현을 유도하였고, mRNA 수준은 시간

경과에 따라 대조 세포에서와 동일한 수준으로 감소하였다 (도 7B).  놀랍게도, IL-13 처리는 1 d 후에 SNAIL1

의 mRNA 수준을 감소시켰지만, 7 d 처리 후에 SNAIL1 mRNA 발현을 증가시켰고, 이것은 SLUG 및 β6-인테그린에

대해 관찰된 것보다 SNAIL1에 대한 상반된 IL-13-유도 발현 패턴을 나타낸다 (도 7C).  단백질 수준에서, TGFβ

및 IL-13 처리는 7 d 처리 후에 E-카드헤린 수준의 근소한 감소를 일으켰다.  TGFβ 투여는 클라우딘-2 단백질

에 영향을 미치지 않았지만, IL-13은 예상된 바와 같이, 이미 1 d 후에 및 또한 7 d 처리 후에 클라우딘-2 단백

질 수준의 강한 증가를 일으켰다 (도 7D).  이들 데이타는 TGFβ가 IEC에서 EMT-특이적 유전자 발현 패턴을 유

도한 반면, IL-13은 세포 침습과 연관된 유전자의 발현을 유도한다는 가설을 추가로 지지한다. 

실시예 7[0138]

SLUG, β6-인테그린 및 MMP-13의 수준은 CD 누공 CLPF에서 증가된다 [0139]

본 발명자들은 IEC에서 IL-13이 SLUG 및 β6-인테그린 유전자 발현에 영향을 미치는 것을 보여주었으므로, 본[0140]

발명자들은 이들 유전자의 기저 발현이 비-누공성 CD가 있는 환자로부터 단리된 CLPF에 비해 누공성 CD가 있는

환자로부터 단리된 CLPF에서 상이할 것인지 시험하였다.  본 발명자들은 SLUG mRNA 수준이 비-누공성 CD가 있는

환자로부터 CLPF보다 누공성 CD가 있는 환자로부터 유래한 CLPF에서 약 4배 더 높았음을 발견하였다 (도 8A).

β6-인테그린 mRNA 수준에 대해 유사한 발견이 관찰되었다 (도 8B).  따라서, 본 발명자들은 시토카인에 대한

공개특허 10-2014-0012093

- 20 -



이들 세포의 반응성의 잠재적인 차이를 연구하기 위해 본 발명의 CLPF를 IL-13으로 처리하였다.  그러나, 연구

된 시점에서, 신호전달 중간체인 STAT6 및 ERK1/2의 인산화를 자극하는 IL-13의 능력의 차이가 검출될 수 없었

다.  추가로, 그들의 기준선 인산화에서 명백한 차이가 관찰될 수 없었다 (도 8C).  따라서, 본 발명자들은 전

장 및 절단된 MMP-13 (콜라게나제 3)의 기준선 및 IL-13-유도 수준을 조사하였다.  MMP-13의 절단된 이소형은

활성화된 단백질을 나타내고, 이것은 ECM 분해에 관여하고 유방암의 예에서 종양 전이와 연관된다 (29).  전장

및 절단된 MMP-13의 기저 수준은 비-누공성 질환이 있는 환자로부터 CLPF보다 누공 CLPF에서 명백하게 더 높았

다.  그러나, IL-13 처리는 두 MMP-13 이소형의 수준에서 임의의 명백한 변경을 일으키지 않았다 (도 8D).  이

들 데이타는 누공성 질환이 있는 CD 환자로부터 유래한 CLPF가 비-누공성 질환이 있는 환자로부터 CLPF보다 세

포 침습과 연관된 분자를 더 높은 수준으로 보임을 입증한다. 

논의 [0141]

본 발명자들은 IL-13이 누관을 덮고 있는 TC에서 및 CD-연관 누공에 인접한 변형된 음와의 IEC에서 분명하게 검[0142]

출가능함을 입증하였다.   EMT의 가장 강력한 유도인자인 TGFβ는 누공성 질환이 있는 CD  환자로부터 유래한

CLPF로부터 IL-13 분비를 유도할 수 있었다.  HT29 IEC를 사용하는 EMT 세포 모델에서, TGFβ가 또한 장기 노출

에  의해  IL-13  mRNA를  유도하였다.   기능적  수준에서,  IL-13은  세포  침습과  연관된  유전자의  발현을

증가시켰고, 이것은 CD 누공의 발병에서 IL-13에 대한 역할을 나타낸다. 

본 발명자들이 이전에 보여준 바와 같이, CD-연관 누관을 덮고 있는 TC가 EMT의 개시를 강하게 지지하는 몇몇[0143]

측면을 특징으로 한다.  특히 이들은 높은 수준의 전사 활성 SNAIL1을 발현하고, E-카드헤린의 하향조절 및 상

피 (시토케라틴-8 및 20)뿐만 아니라 중간엽 마커 (비멘틴)의 동반 발현을 일으킨다.  추가로, 상당한 수준의

TGFβ가 누관을 덮고 있는 TC에서 검출가능하다 (6).  누공 발병 동안 EMT의 개시에 대한 추가의 암시는 누공

CLPF가 SNAIL1 mRNA 수준을 강하게 상향조절한다는 사실이고, 이것은 누공이 없는 CD 환자로부터 유래한 CLPF에

서 관찰될 수 없었다.  

여기서, 본 발명자들은 누관을 덮고 있는 TC 세포에서 및 누공에 인접한 변형된 음와의 상피 세포에서 IL-13 및[0144]

그의 수용체, IL-13Rα1에 대한 강한 염색을 입증하였다.  IL-13은 주로 면역 세포, 특히 Th2 세포에 의해 발현

되는 것으로 생각되므로 (18), 상기 관찰은 다소 예기치 않은 것이다.  IL-13은 지금까지 EMT와 연관되지 않았

지만, 조직 섬유증, 폐 섬유증, 간 섬유증 또는 전신 경화의 시작과 밀접하게 상호관련되었다 (20-21, 30).  본

발명자들은 인근 조직 층 내로 침습성 및 침투성 세포 성장을 특징으로 하는 세포, 예컨대 TC에서 높은 수준의

IL-13을 보여주었다.  흥미롭게도, 본 발명자들은 또한 높은 수준의 IL-13Rα1을 발견하였고, 이것은 IL-13 자

체가 자가분비 방식으로 이들 세포에 대해 효과를 유발함을 제안한다.  

이어서, 본 발명자들은 각각 TC 또는 IEC에서 IL-13의 발현을 위한 가능한 구동력을 조사하였다.  CLPF 배양액[0145]

을 TGFβ로 자극함으로써, 본 발명자들은 성장 인자가 누공 CLPF로부터 IL-13의 분비를 유도하였지만, 비-누공

CLPF로부터 유도하지 않았음을 발견하였다.  추가로, 누공성 CD가 있는 환자로부터 단리된 CLPF는 또한 누공이

없는 CD 환자로부터의 세포보다 더 높은 기저 수준의 IL-13 분비를 특징으로 하였다.  웨스턴 블로팅에 의해,

본 발명자들은 TGFβ 처리된 누공 CLPF가 감소된 수준의 PTPN2를 보인다는 것을 발견하였고, 이것은 이들 세포

로부터 상승된 IL-13 분비와 반대된다.  CD 발병에 중추 역할을 하는 것으로 널리 나타난 TNF (31)는 누공 CLPF

로부터 IL-13 분비를 추가로 상승시키기 위해 충분하지 않았지만, PTPN2 발현을 강하게 유도하였다.  IL-13 분

비에 관하여 PTPN2에 대한 제안된 조절 역할은 IEC를 이용하여 추가로 규정될 수 있다.  여기서, 누공 CLPF에서

와 유사하게 TNF는 PTPN2-적격 세포에서 IL-13 분비를 유도하기 위해 충분하지 않았다.  그러나, PTPN2 녹-다운

은 TNF가 IL-13을 유도하도록 하였다.  TGFβ는 IEC에서 PTPN2 단백질 수준을 감소시켰지만, 48 h 처리 후에 이

들 세포로부터 IL-13 분비를 유도하기 위해 여전히 충분하지 않았지만, 7 d 처리 후에는 충분하였다.  이것은

기능적 PTPN2의 특정 기초가 IEC에서 IL-13 분비를 방지할 수 있음을 나타낸다.  이들 관찰은, PTPN2 유전자에

서 단일 뉴클레오티드 다형성이 최근에 침투성 CD 질환 과정과 연관되었으므로 (32) 특별히 중요하다.  그럼에

도 불구하고, 추가의 사례는 TGFβ가 IEC로부터 IL-13의 분비, 가능하게는 TGFβ에 장기 노출 후에 SNAIL1 전사

인자의 동반 발현 또는 심지어 이들 세포에서 후생적 변형을 자극하도록 허용하는 것이 필요한 것으로 보인다

(본 발명자들은 이것이 이전에 입증되지 않았음을 인정하지만).  그러나, 대체로, 본 발명의 데이타는 PTPN2 활

성이 IEC 및 CLPF에서 IL-13 분비를 제어할 수 있음을 제안하고, 기능적 측면, 유전적 PTPN2 변이체가 침투성

CD 표현형의 시작에 기여할 수 있는 방식을 밝힌다.

TC는 원래 EMT를 겪은 IEC를 나타낸다.  그러나, 그들의 형질전환 가능성에 추가로, 이들은 누공의 침습성 상단[0146]

부에서 발견될 수 있으므로 분명히 인접한 조직 층 내로 침투하는 상당한 능력을 보인다.  본 발명자들은 SLUG
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및 β6-인테그린이 TC 또는 누관 주위의 중간엽-유사 세포에서 발현된다는 것을 이전에 발견하였다 (Scharl, in

press) (6).  이들 유전자는 둘 모두 종양 침습성 및 세포 침습과 연관되었다 (15-17).  따라서, 본 발명자들은

IEC가 EMT 과정 동안 이들 분자 모두의 발현을 상향조절할 것으로 추측하였다.  그러나, TGFβ를 사용한 HT29

구상체의 장기 처리가 상피 세포 형성의 EMT-유사 붕괴 및 SNAIL1 mRNA의 EMT-전형적 상향조절을 일으켰지만,

SLUG 또는 β6-인테그린의 mRNA 발현을 유도하기 위해 충분하지 않았고, 대신 IL-13의 mRNA 수준을 증가시켰다.

본 발명자들은 TC에서 IL-13 및 IL-13Rβ1에 대한 강한 염색뿐만 아니라, 비-누공성 CD로부터의 것에 비해 누공

성 CD가 있는 환자로부터 CLPF에서 상승된 수준의 SLUG 및 β6-인테그린을 발견하였으므로, 본 발명자들은 IL-

13이 세포 침습과 연관된 유전자의 발현을 유도하기 위해 TC에 대해 자가분비 방식으로 작용할 수 있다고 가정

하였다.  상기 가정을 시험하기 위해, 본 발명자들은 HT29 IEC를 IL-13으로 처리하였다.  본 발명자들은 시토카

인이  HT29  단일층에서  및  구상체  모델에서  SLUG  및  β6-인테그린의  mRNA  수준을  유도할  수  있었음을

발견하였다.  그러나, 후자의 경우에, IL-13은 이들 세포의 EMT 표현형을 유도하기 위해 충분하지 않았고, 이들

관찰은 IL-13이 췌장암에서 증가된 세포 침습과 연관됨을 보여주는 최근의 발견과 잘 일치한다 (23-26).  함께

살펴보면, 이들 관찰은 CD-연관 누공의 발병에서 IL-13에 대한 이전에 알려지지 않은 역할을 강하게 지지한다. 

HT29 구상체의 TGFβ 처리는 SNAIL1 mRNA의 시간-의존적 상향조절을 일으키지만, β6-인테그린 및 SLUG의 하향[0147]

조절을 일으키고, 이때 7 d 후에 모든 설명된 효과에 대한 피크에 도달한다.  반대로, IL-13은 이미 처리 1 d

후에 SLUG 및 β-인테그린 수준을 유도하였고, 그들의 발현 수준은 7 d 후에 대조 수준으로 감소하였다.  흥미

롭게도, SNAIL1 mRNA 발현은 대조 세포에서보다 7 d일 IL-13 처리 후에 3배 더 높았다.  이들 관찰은 SNAIL1이

IEC에서 SLUG 및 β6-인테그린 발현의 억제인자 (repressor)로서 역할을 할 수 있음을 제안한다.  상기 발견은

TGFβ/SNAIL1-유도된 EMT가 활동성 CD 동안 존재하는 바와 같이 만성 염증 및 조직 파괴 부위에서 상처 치유 및

조직 재생의 메카니즘으로서 작용하지만 (33), CD 누공에서 관찰될 수 있는 침습 가능성을 특징으로 하지 않는

다는 방식으로 이해될 수 있다.  이와 대조적으로, IL-13 (TGFβ에 대한 IEC의 장기 노출 후에 발현됨)은 EMT

세포의 침습 가능성을 자가분비 방식으로 유도한다.  섬유발생 동안 IL-13은 TGFβ의 상류에서 작용하는 반면,

세포 침습 상황에서 시토카인은 성장 인자에 의해 조절되는 것으로 보이므로, 상기 관찰은 선행 발견과 반대되

는 것으로 보인다. 

요약하면,  본  발명의  데이타는  CD-연관  누공의  발병에서  TGFβ  및  IL-13에  대한  기능적  역할을  최초로[0148]

보여준다.  두 매개체 모두는 상승적인 단계별 (step-by-step) 과정으로 협동하는 것으로 보이고, 그에 의해

TGFβ는 상피 세포 형성의 붕괴를 일으킴으로써 EMT를 유도하고, IL-13은 마지막으로 EMT 세포가 보다 깊은 조

직 층 내로 침투할 수 있도록 한다.  이들 발견은 TGFβ 및/또는 IL-13-유도된 효과의 이상조절이 CD-연관 누공

의 발병에 중추 역할을 하는 것을 제안하고, CD 과정 동안 누공의 시작을 일으키는 상세한 메카니즘의 추가 조

사의 중요성을 강조한다.  추가로, 이들 관찰은 그러한 누공의 치료를 위한 새롭고 보다 효과적인 치료 전략의

개발을 위한 새로운 길을 열 것이다. 

실시예 1-7을 위한 재료 및 방법 [0149]

인간 IL-13 (알앤디 시스템즈 (R&D Systems, 영국 어빙든)), TGFβ (칼비오켐 (Calbiochem, 미국 캘리포니아주[0150]

샌디에고)), TNF (칼비오켐), 마우스 항-β-액틴 (시그마 (Sigma, 미국 미주리주 세인트루이스)), 마우스 항-

PTPN2 (칼비오켐), 마우스 항-클라우딘-2 (인비트로겐 (Invitrogen, 미국 캘리포니아주 칼스바드)) 및 토끼 항-

ERK1/2 항체 (산타크루즈 (Santa Cruz, 미국 캘리포니아주 산타크루즈))를 지명된 공급원으로부터 입수하였다.

토끼 항-포스포-ERK1/2-(Thr
202
/Tyr

204
), 토끼 항-STAT6, 토끼 항-포스포-STAT6-(Tyr

841
), 토끼 항-β-카테닌, 토

끼 항-E-카드헤린, 토끼 항-오클루딘 항체를 셀 시그널링 테크놀로지스 (Cell Signaling Technologies, 미국 매

사추세츠주 댄버스)로부터 입수하였다.  토끼 항-MMP-13 (에브캠 (Abcam, 미국 매사추세츠주 캠브리지)) 항체는

전장 및 절단된 단백질 변이체를 모두 검출하였다.  모든 다른 시약은 분석 등급의 것이고, 상업적으로 획득하

였다. 

세포 배양 [0151]

인간 T84 IEC를 10% CO2를 함유한 가습 분위기에서 10% 신생 소 혈청을 보충한 4.5% 고글루코스 둘베코 변형 이[0152]

글  배지  (Dulbecco's  modified  Eagle's  medium)  (인비트로겐,  미국  캘리포니아주  칼스바드)  내에서

배양하였다.  인간 HT29 IEC는 10% CO2를 함유한 가습 분위기에서 10% 태소 혈청을 보충한 맥코이 (McCoy) 5A

배지 (JRH, 미국 캔사스주 레넥사) 내에서 배양하였다.  세포를 트립신 처리에 의해 분리시켰다.  단일층으로

성장될 때, 1x10
6
개의 세포를 12 mm 밀리셀 (Millicell)-HA 반-투과성 필터 지지체 (밀리포어 (Millipore, 미국
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매사추세츠주 베드포드)) 상에 접종하였다.  처리 전에, 세포를 5-7시간 동안 배양하였다.  그들의 수용체 국소

화에 따라, IL-13 (100 ng/ml), TNF (100 ng/ml) 및 TGFβ (50 ng/ml)를 기저측면으로 첨가하였다.  구상체에

대해, 4500-5000 HT29 세포/웰을 테라사키 (Terasaki) 플레이트 (그라이너 바이오-원 (Greiner Bio-One, 독일

프릭켄하우젠)) 내에 접종하고, 7 d 동안 성장시켰다.  이어서, IL-13 또는 TGFβ를 추가의 7 d 동안 배지 내로

첨가함으로써 세포를 자극하였다.  구상체의 형태학적 발달을 액시오캠 (AxioCam) MRc5 (자이쓰 (Zeiss, 독일

제나))을  사용하여  자이쓰  액시오폿  (Axiophot)  현미경  (자이쓰)  상에서  액시오비전  릴리스  (AxioVision

Release) 4.7.2 소프트웨어 (자이쓰)를 이용하여 투과현미경에 의해 제8, 10, 12 및 14일에 모니터링하였다. 

환자 샘플 [0153]

면역조직화학을 위한 CD 환자로부터의 항문 주위 누공 검체를 CD가 있는 및 CD가 없는 남성 및 여성 개체로부터[0154]

전향적으로 수집하였다.  본 발명자들은 7명의 CD 환자로부터 포르말린-고정된 조직 샘플 내의 7개의 누공을 조

사하였다.  누공을 수술로 절제하고, 즉시 4% 포르말린으로 옮기고, 추가의 분석까지 4℃에서 저장하였다.  1차

CLPF 배양액은 7명의 CD 환자 (평균 연령 53±5세)의 장 점막의 누공 영역으로부터 또는 비-누공성 CD가 있는 5

명의 환자 (평균 연령 45±13세)의 장 점막으로부터 얻었다.  샘플은 남성 및 여성 환자로부터 수집하고, CLPF

배양액을 수술 검체로부터 수집하였다.  검체 수집 전에 고지에 의한 서면 동의서를 받았고, 연구는 지역 윤리

위원회의 승인을 받았다. 

인간 CLPF의 단리 및 배양 [0155]

절차는 이전에 설명된 바와 같이 수행하였다 (34).  생검을 CLPF의 단리를 위해 즉시 사용되는 한편, 수술 검체[0156]

로부터의 점막을 초기에 1 mm 조각으로 절단하고, 10% 태소 혈청 (FCS; 깁코 (Gibco), 독일 칼스루흐)를 함유하

는 둘베코 변형 이글 고글루코스 배지 (DMEM; PAA, 독일 쾰베)로 이루어진 섬유모세포 배지 내에서 세척하고,

10% FCS, 페니실린 (100 IU/ml), 스트렙토마이신 (100 ㎍/ml), 시프로플록사신 (8 ㎍/ml), 겐타마이신 (50 ㎍

/ml) 및 암포테리신 B (1 ㎍/ml)를 함유하는 DMEM과 함께 25 cm
2
 배양 플라스크 (코스타 (Costar, 독일 보덴하

임)) 내에서 배양하였다.  조직을 세정하고, Ca
2+
 및 Mg

2+
 (PAA), 1 mg/ml 콜라게나제 I (시그마, 미국 미주리주

세인트루이스), 0.3 mg/ml DNase I (뵈링거 (Boehringer, 독일 만하임)) 및 2 mg/ml 히알루로니다제 (시그마)

를 함유하는 인산염 완충 염수 (PBS, 깁코) 내에서 30 min 동안 37℃에서 소화시켰다.  단리 후에 세포를 세정

하였다.  비-부착성 세포의 제거는 복수의 배지 교환에 의해 수행하고, 남은 세포는 계대배양 3 내지 8에서 사

용하였다. 

인간 CLPF의 자극 [0157]

2x10
6
개의 세포를 이전에 설명된 바와 같이 접종하고, 24 h 동안 37℃에서 배양하였다 (34).  배지를 제거하고,[0158]

세포를 PBS로 2회 세척하고, IL-13 (100 ng/ml) 또는 TGFβ (50 ng/ml)을 FCS가 없는 DMEM 내에 적용하였다.

대조 세포는 각각 혈청 비함유 배지 (FCS가 없는 DMEM) 내에 유지시켰다. 

면역조직화학 [0159]

면역조직화학 연구는 이전에 설명된 바와 같이 디아미노벤지딘 (DAB) 색소원을 사용하는 퍼옥시다제 기반 방법[0160]

을 이용하여 포르말린-고정된, 파라핀-포매 조직 검체 상에서 수행하였다(23).  간단히 설명하면, 조직 샘플을

자일롤 및 감소하는 농도의 에탄올과 함께 인큐베이팅하였다.  항원 회복은 시트레이트 완충제, pH 6.0 (DAKO,

덴마크 글로스트럽)을 사용하여 30 min 동안 98℃에서 수행하였다. 내인성 퍼옥시다제를 0.9% 과산화수소와 함

께 15 min 동안 실온 (RT)에서 인큐베이션에 의해 결실시키고, 3% BSA를 사용하여 1 h 동안 RT에서 차단을 수행

하였다.  이어서, 항체를 습식 챔버 내에서 최적의 농도로 철야 적용하였다.  토끼 항-IL-13 (알앤디 시스템즈)

및  IL-13Rα1  (에브캠)  항체는  지명된  공급원으로부터  입수하였다.   2차  항체  (엔비전(EnVision)
+
 시스템-

HRP-표지된 중합체, DAKO)를 1 h 동안 RT에서 적용하고, 항체 결합을 액체 DAB+ 기질 색소원 시스템 (DAKO)에

의해 가시화하였다.  이어서, 샘플을 헤마톡실린으로 대비염색하고, 상승적으로 농축된 에탄올 및 자일롤 용액

내에서 인큐베이팅하고, 마지막으로 탐재하였다.  현미경 평가는 액시오캠 MRc5 (자이쓰, 독일 제나)을 사용하

여 자이쓰 액시오폿 현미경 (자이쓰) 상에서 액시오비전 릴리스 4.7.2 소프트웨어 (자이쓰)를 이용하여 수행하

였다. 

실시간 PCR [0161]

세포를 RLT-완충제 (퀴아젠 (Qiagen, 미국 캘리포니아주 발렌시아)) 내에 재현탁하고, 시린지 상에서 24-게이지[0162]
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바늘을 사용하여 용해시켰다.  mRNA를 분쇄기를 포함한 QIA-Cube (퀴아젠)을 이용하는 알엔이지 플러스 (RNeasy

Plus) 미니 키트 (퀴아젠, 미국 캘리포니아주 발렌시아)를 사용하여 단리하고, 제조자의 지시에 따라 DNase I

(퀴아젠)에 의해 DNA를 제거하였다.  RNA 농도는 260 및 280 nm에서 흡광도에 의해 검정하고, 단백질 함량은 나

노드롭 (NanoDrop) ND1000 (써모 사이언티픽 (Thermo Scientific))을 사용하여 측정하였다.  cDNA 합성은 고능

력 cDNA 역전사 키트 (어플라이드 바이오시스템즈 (Applied Biosystems, 미국 캘리포니아주 포스터 시티))를 사

용하여 수행하였다.  실시간 PCR TaqMan 분석 및 TaqMan 유전자 발현 마스터 믹스는 어플라이드 바이오시스템즈

로부터 입수하였다.  실시간 PCR은 SDS 2.2 소프트웨어 (어플라이드 바이오시스템즈)을 이용하여 7900HT 신속

실시간 PCR 시스템 상에서 수행하였다.  삼중 측정을 수행하고, 인간 β-액틴을 내인성 대조군으로서 사용하였

다.  이어서, 결과를 △△CT-방법에 의해 분석하였다.  실시간 PCR은 40 사이클을 포함하였다. 

전체 세포 용해물의 제조 [0163]

전체 세포 용해물을 제조자의 지시에 따라 M-Per 포유동물 단백질 추출 시약 (피어스 바이오테크놀로지 (Pierce[0164]

Biotechnology, 미국 일리노이주 록포드))을 사용하여 생성하였다.  단백질 함량은 나노드롭 ND1000 (써모 사이

언티픽)을 사용하여 측정하였다. 

웨스턴 블로팅[0165]

각각의 용해물의 분취액을 NuPAGE® 4x LDS 샘플 완충제 (인비트로겐) 및 50 mM 디티오트레이톨 (시그마)와 혼[0166]

합하고 5 min 동안 96℃에서 비등시켰다.  단백질을 SDS-폴리아크릴아미드 겔 전기영동에 의해 분리하고, 니트

로셀룰로스 막 (인비트로겐) 상으로 옮겼다.  막을 1% 차단 용액을 사용하여 차단하고, 토끼 항-SNAIL1 항체

(1:1000, 에브캠)를 철야 적용하였다.  막을 1% Tween 20을 함유하는 Tris 완충 염수 (1% TBST)로 1 h 동안 세

척하고, HRP-표지된 2차 항-토끼-IgG-항체 (1:3000; 산타크루즈)를 30 min 동안 첨가하고, 막을 1 h 동안 1%

TBST로  세척하였다.   마지막으로,  면역반응성  단백질을  증진된  화학발광  검출  키트  (지이  헬쓰케어  (GE

Healthcare, 영국 리틀샤폰트)를 사용하여 검출하였다. 

ELISA [0167]

세포 상청액을 수집하고 추가의 처리까지 -80℃에서 저장하였다.  인간 IL-13을 검출하는 ELISA 키트는 프로모[0168]

키네 (Promokine, 독일 하이델베르크)로부터 입수하였다.  검정은 반응당 50 ㎕의 샘플 부피를 사용하여 제조자

의 지시에 따라 수행하였다.   450  nm에서 흡광도를 젠 (Gen)  5  소프트웨어 (바이오텍 인스트루먼츠,  인크.

(BioTek Instruments, Inc., 미국 버몬트주 위누스키))를 이용하여 바이오텍 시너지 (Synergy) 2 마이크로플레

이트 판독기 상에서 검출하였다.  측정은 이중으로 수행하였다. 

SiRNA 형질감염 [0169]

HT29 (2x10
6
개) 세포를 형질감염 5일 전에 접종하였다.  100 pmol의 3가지 상이한 어닐링된 SLUG-특이적 사일런[0170]

서  (Silencer)  예비-설계된  siRNA  올리고뉴클레오티드  (어플라이드  바이오시스템즈)를  아막사  뉴클레오펙터

(Amaxa nucleofector) 시스템 (론자 (Lonza, 미국 매릴랜드주 워커스빌))을 이용하여 HT29 세포 내로 형질감염

시켰다.  형질감염 후에, IEC는 처리 전에 48 h 동안 필터 막 상에서 계산하였다.  비-특이적 대조 siRNA (ABI)

(100 pmol/형질감염)를 음성 대조군으로서 사용하였다. 

통계적 분석 [0171]

데이타는 일련의 n 실험에 대해 평균+/-S.E.M.으로 제시한다.  통계 분석은 ANOVA에 이어 적절하게 스튜던트-뉴[0172]

먼-클스 (Student-Newman-Keuls) 포스트혹 (post hoc) 검정 또는 스튜던트 (Student's) t-검정에 의해 수행하

였다.  P 값 < 0.05을 유의한 것으로 간주하였다. 

실시예 8[0173]

CD 환자에서의 누공의 치료 [0174]

본 실시예는 특정 항체를 사용하는 CD 환자의 누공 치료가 수행될 수 있고 효과가 평가될 수 있는 방법을 보여[0175]

준다.  예를 들어, 정확한 투약 및 투여 스케줄이 사용된 특정 항체에 따라 변할 수 있지만 다른 IL-13 항체가

유사한 방식으로 사용될 수 있음은 당업자에게 명백할 것이다. 

용량/요법, 치료의 지속 기간의 근거 [0176]

제안된 시험에서 효능은 누공이 폐쇄되도록 하는 변화를 요구할 것이다.  현재의 의견은 누관을 덮고 있는 세포[0177]

공개특허 10-2014-0012093

- 24 -



내의 IL-13의 높은 국소 발현이 조직 재형성 및 섬유증의 핵심 매개체이라고 가정한다.  따라서, 누공 조직 내

의  국소  IL-13의  폐쇄  억제에  대한  효과를  달성하는  것이  필요하다.   IL-13을  억제하기  위한  누공  내의

01951/G12의  필요량은 원칙적으로 01951/G12  및  IL-13  사이의 결합 평형을 설명하는 식으로부터 유래할 수

있다.  그러나, 국소 IL-13 농도는 알려져 있지 않다.  또한, 01951/G12에 대한 누공 조직 접근성이 알려져 있

지  않고,  따라서  국소  01951/G12  농도는  혈장  농도로부터  예측될  수  없다.   그  결과로,  누공  조직  내로

01951/G12의 투과를 유도하기 위해 충분히 높은 용량이 사용되어야 한다.  국소 IL-13을 억제하는 최상의 기회

를 위한 01951/G12를 제공하기 위해, 10 mg/kg의 01951/G12를 3주마다 투여하는 것이 제안된다. 

유리 바이알 내의 01951/G12 150 mg 용액용 분말 [0178]

01951/G12 150 mg 용액용 분말은 각각 150 mg 01951/G12를 동결건조 케이크 (cake)로서 함유하는 유리 바이알[0179]

내에 제공될 것이다.  바이알은 표지된 양의 01951/G12의 완전한 채취를 허용하도록 20% 오버필 (overfill)을

함유한다.  01951/G12 용액용 분말을 위한 제조 공정은 표준 제조 공정으로 이루어진다: 희석, 혼합/교반, 전여

과 및 멸균 여과, 무균 충진 및 동결건조.  약물 제품은 2 내지 8℃에서 저장되면 약물 제품 라벨 상의 표시된

날짜까지 안정한 것으로 고려된다.  진행중인 안정성 연구 결과에 기초하여, 재시험 기간이 적절하게 조정될 것

이다.  투여 직전에, 멸균 주사용수 (SWFI)를 바이알에 첨가하고, 분말을 즉시 사용을 위해 용해시켜 단일-사용

주입용 용액을 위한 농축물을 얻고, 이것은 사용 전에 희석할 필요가 있다.  후속적인 정맥내 투여를 위해, 얻

어진 주입용 용액을 위한 농축물은 즉시 사용 01951/G12 주입용 용액으로 추가로 희석될 필요가 있다. 

01951/G12 주입용 용액 [0180]

1.0 mL SWFI를 사용한 01951/G12 150 mg 용액용 분말의 재구성으로 150 mg/ml 01951/G12의 농도의 주입용 용액[0181]

을 위한 농축물을 1.2 ml의 총 최종 부피로 생성한다.  주입용 용액을 위한 농축물은 수크로스, 글리신 및 폴리

소르베이트 80을 함유하는, 히스티딘 (pH 6.0±0.5) 완충 용액으로서 이용가능하다.  제제는 단일-용량 투여만

을 위해 필요한 것이므로 보존제를 함유하지 않는다.  상기 농축물을 후속적으로 아래 제공된 사용 지시서에 따

라 5% 글루코스/덱스트로스 용액을 담은 주입 백 내에 희석한다.  01951/G12은 단백질이므로, 재구성된 바이알

은 약간의 반투명한 입자를 함유할 수 있다.  따라서, 주입용 용액은 0.2 마이크로미터 인-라인 (in-line) 필터

("사용할 재료" 하의 필터 공급자 요건 참조)를 통해 주입되어야 한다.

· 주입용 용액을 위한 농축물을 대상체에게 직접 주사하지 않아야 하고, 대신 아래의 제조 지시를 따른다. [0182]

용량/부피 계산 [0183]

주: 바이알은 20%의 01951/G12의 오버필을 함유한다.  아래 설명된 바와 같은 용량/부피 계산은 그를 엄수해야[0184]

한다. 

대상체에 투여를 위한 용량은 기준선 방문에서 측정한 개별 대상체의 체중으로부터 계산될 것이다. [0185]

10 mg/kg의 용량 수준을 투여할 수 있다. [0186]

· 용량 계산: [0187]

· 용량 (mg) = 환자 체중 (kg) x 용량 수준 (mg/kg). [0188]

· 부피 계산: [0189]

필요한 주입용 용액을 위한 01951/G12 농축물의 부피를 얻기 위해, 계산된 용량을 주입용 용액을 위한 농축물[0190]

농도 (즉, 150 mg/mL)로 나누어야 한다. 

예: [0191]

대상체 체중: 65 kg [0192]

용량 수준: 10 mg/kg [0193]

계산된 용량: 650 mg [0194]

계산된 부피: 650 mg/ 150 mg/mL = 4.3 mL [0195]

바이알의 계산된 수: 4.3/1.2 = 용량당 4개 [0196]

사용할 재료: [0197]
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정맥내 필터 세트를 포함한 주입 세트는 제조자가 제공하는 지시에 따라 제조해야 한다 (제품 참조 번호는 국가[0198]

특이적일 수 있으므로  제공하지 않는다). 

· 주입 백: [0199]

· 박스터 (Baxter) 바이아플렉스 (Viaflex) 5% 덱스트로스 주사 250 mL[0200]

· 비. 브라운 (B. Braun) 에코플랙 플러스 (Ecoflac plus) 5% 글루코스, 250 mL [0201]

· 주입 라인: [0202]

· 메일 루어 락 (Male Luer Lock) 어댑터가 있는 박스터 용액 세트 101" (2.6 m) [0203]

· 비. 브라운 오리지날 인푸소맷 (Original Infusomat) 튜브, 표준형 (250 cm) [0204]

· 아라리스 (Alaris)  펌프 모듈 투여 세트: 0.2  마이크로미터 (저 단백질 결합) 필터 및 1개의 주사 포트[0205]

(port) (285 cm)가 있는 저 흡착 세트 

· 인-라인 필터 (박스터 또는 비. 브라운 주입 라인을 사용하는 경우 부착되어야 함): [0206]

· 폴 포시다인 (Pall Posidyne)® ELD 0.2 ㎛ 정맥내 필터 세트 [0207]

· 계산된 용량을 분배하기 위해 용액 바이알을 위한 충분한 01951/G12  150  mg  분말 (상기 용량 하의 설명[0208]

참조). 

· 동결건조물의 재구성을 수행하기 위한 (1.0 mL를 측정하기 위한) 1 mL 눈금이 있는 일회용 시린지. [0209]

· 희석을 수행하기 위한 적절한 부피의 시린지. [0210]

· 재구성 및 재구성된 용액의 채취를 위해 적합한 크기의 바늘 (예를 들어, 21 G x 2"). [0211]

· 멸균 주사용수 (SWFI). [0212]

제조 [0213]

· 01951/G12의 동결건조 케이크를 함유하는 바이알 내로 1.0 mL의 SWFI를 느리게 주사함으로써 각각의 바이알[0214]

을 재구성한다.  희석제의 흐름은 동결건조 케이크로 직접 향해야 한다.  이어서, 바이알을 약 45°각도로 기울

이고, 약 1분 동안 손가락끝 사이에서 부드럽게 회전시켰다. 

· 그때, 바이알을 상기 설명한 바와 같이 때때로 회전시키면서 (3 - 5회/15분, 각각 20 - 60초) 최소 10분 동[0215]

안 실온에서 벤치 (bench) 상에 정치시켜 바이알을 인큐베이팅한다.  용액의 기포발생은 드물지 않음을 주목한

다.  바이알을 진탕하거나 뒤집지 않는다. 

· 바이알을 대략 5분 동안 건드리지 않고 정치시킨다.  생성되는 용액은 본질적으로 가시적인 입자가 없고, 오[0216]

팔색처럼 투명하고, 무색이어야 한다. 

· 체중 및 용량 수준 (상기 용량/부피 계산 하의 설명 참조)에 따라 각각의 개별 대상체에 대해 사용할 주입용[0217]

용액을 위한 01951/G12 농축물의 부피를 계산한다. 

· 주입 백으로부터 상기 부피를 취하여 폐기한다. [0218]

· 바이알로부터 주입용 용액을 위한 01951/G12 농축물의 계산된 부피를 적합한 시린지 내에 취한다. [0219]

· 주입용 용액을 위한 01951/G12 농축물을 주입 백 내로 느리게 주사하고, 백을 부드럽게 교반함으로써 혼합한[0220]

다.  기포발생을 피하기 위해 진탕하지 않는다. 

투여 [0221]

01951/G12는 상기 명시된 재료 (주입 백의 제조 참조)를 이용하여 약 2 ml/min (총 투여 시간: 대략 120분)의[0222]

유속으로 주입액으로서 투여되어야 한다.  01951/G12 주입은 중력 투여 방식에 의해 또는 주입 펌프 (즉, 박스

터 주입 라인을 사용하는 경우 코리그 (Colleague) CXE 부피식 주입 펌프; 비. 브라운 인푸소맷 주입 라인을 사

용하는 경우 인푸소맷® fmS 부피식 주입 펌프; 아라리스 펌프 모듈 주입 라인을 사용하는 경우 아라리스 제미

니 (Gemini) 주입 펌프)를 사용하여 수행할 수 있다. 

누공 활동성의 임상 평가 [0223]
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누공 폐쇄는 조사자가 임상적으로 평가할 것이다.  누공 활동성의 임상 평가는 피부 누공 개구부(들)의 경화,[0224]

색상 및 면적의 추정의 설명과 함께 누공(들)의 *위치 및 외양의 평가 및 문서화를 포함한다; 

* 누공 가장자리에 부드러운 압력을 가한 후 고름 누공 분비물의 양. [0225]

추가로, 선행 방문에 비해 누공 활동성이 증가하거나, 변하지 않거나, 감소하는지 평가할 수 있다.[0226]

사진문서[0227]

사진문서는 본 연구 동안 누공 치유의 문서화를 허용하도록 이용될 것이다. [0228]

MRI 평가 [0229]

MRI는 넓은 시야를 가지며 뛰어난 연조직 식별을 제공하고, 방사선 위험이 없기 때문에 골반을 연구하기 위한[0230]

유용한 기술이다.  본 연구에서, 골반 MRI는 시간 경과에 따른 항문 주위 누공의 복잡성 및 거동을 평가하기 위

해 사용될 것이다.  MRI 영상은 문헌 [Van Assche, et al 2003]에 설명된 바와 같이 누관 주위의 활동성 염증

및 해부학적 변화를 모두 반영하는 점수를 생성하도록 분석될 것이다. 

건강 관련 삶의 질 (SIBDQ) [0231]

본 연구에 짧은 염증성 장 질병 설문지 (SIBDQ)를 포함한 목적은 누공성 크론병이 있는 대상체에서 질환-특이적[0232]

건강 관련 삶의 질을 평가하기 위한 것이다.  SIBDQ는 임상 시험 및 연구에서 광범위하게 사용되는 타당하고 예

민한 신뢰성있는 척도이다.  SIBDQ는 10개 항목을 포함하고, 이는 장 증상, 전신 증상, 감정적 기능, 및 사회적

기능을 포함한 4개 부척도로 묶인다.  각각의 항목은 1 (최악) 내지 7 (최상) 범위의 7-점 라이커트 (Likert)

척도 상에서 채점하였다. 

내시경 생검 절차 [0233]

누관으로부터의 생검을 스크리닝 동안 및 01951/G12의 최초 적용 1주 후 (D8±2일)에 내시경에 의해 취할 것이[0234]

다.  목표는 그들의 관강 개구부를 통해 누관의 내막으로부터 생검을 얻는 것이다.  관강 누공 개구부가 접근가

능하지 않은 경우에, 조사자는 진행 방법에 대해 의뢰자의 사례별 상호 동의 및 조언을 구할 것이다.  그러한

경우에, 예를 들어, 점막 생검을 내부 누공 개구부의 바로 부근으로부터 얻는 것을 생각할 수 있다. 

내시경 기술의 선택은 조사자의 재량에 달려 있고, 대부분의 환자는 생검 절차를 위해 적절하게 진통-진정되어[0235]

야 할 것이다.  시각적 제어 하에, 조사자는 누관의 벽으로부터 1 내지 2개의 표준 생검을 취할 것이다.  1개의

생검은 즉시 RNA 보존 배지에 넣을 것이고, 다른 생검은 10% 완충 포르말린 용액을 담은 튜브 내에 넣고 조직학

검사를 위해 처리할 것이다.  절차는 별개의 안내서에 추가로 상세히 설명할 것이다.

누관의 벽의 형태학적 변화를 평가하기 위해 병리학자가 조직학을 위해 처리된 샘플을 검사할 것이고, 남은 파[0236]

라핀 블록은 추가의 조사 (면역조직화학 및/또는 계내 혼성화)를 위해 저장할 것이다. 

유전자 발현 프로파일을 위해 의도된 샘플은 RNA 마이크로어레이 분석을 위해 처리할 것이다. [0237]

TGF-β, 페리오스틴, 에오탁신-1, PICP 및 PIIINP, IL-4를 포함하고 이로 제한되지 않는 가용형 바이오마커[0238]

근거 [0239]

다른 섬유증 메카니즘에 관하여 또는 IL-13 경로의 하류 바이오마커를 평가하기 위해 혈청 및 혈장 샘플을 수집[0240]

할 것이다.  최종 바이오마커 패널은 TGF-β, 페리오스틴, 에오탁신-1, PICP, PIIINP 및 IL-4를 포함할 것이고

이로 제한되지 않는다.  IL-13 수용체와 같은 추가의 바이오마커를 평가할 수 있는 것은 관련 검정의 이용가능

성에 따라 좌우된다, 

바이오마커 및 임상 반응 사이의 잠재적인 관계가 탐구될 것이다. [0241]

표적 집단의 보다 우수한 정의를 위해 특정 수준에서 임의의 특이적 바이오마커 (또는 그들의 조합)가 다른 것[0242]

보다 치료에 대한 임상 반응의 더 중요한 예측자인지 여부의 의문점이 조사될 것이다.  잠재적인 추가 조사를

위해 혈장을 위한 추가의 혈액을 취한다 (시점당 4 mL). 

TGF-β, 페리오스틴, 에오탁신-1, PICP 및 PIIINP에 대한 샘플 수집 절차 [0243]

* 혈청 [0244]

9 ml 혈청을 보장하기 위해 단일 14 ml 혈액 샘플을 취할 것이다. [0245]
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모든 혈액 샘플은 직접적 정맥천자 또는 전완 정맥 내에 삽입된 유치 캐눌라 (indwelling cannula)에 의해 취하[0246]

고, 멸균 튜브 내로 수집할 것이다.  혈액 수집 후에, 혈액 샘플을 실온에서 30 min 동안 응고시킨다.  이어서,

튜브를 얼음 상에 놓아야 한다.  이어서, 샘플을 즉시 4℃에서 10 min 동안 2000 x g에서 원심분리해야 한다.

원심분리 후에, 상청액을 새로운 멸균 폴리프로필렌 튜브에 옮기고, 뒤집어서 부드럽게 혼합한다. 

혈청-샘플을 250 ㎕로 0.5 ml 폴리프로필렌 냉동바이알 (사르스테트 (Sarstedt) No. 72.730.006 또는 동등물)[0247]

내에 분취하고, 정맥천자 45분 이내에 적어도 -20℃ (약 -70℃가 바람직한 온도이지만, 샘플은 동일하게 처리되

어야 한다)에서 즉시 동결시킨다.  수송은 수집과 동일한 날에 드라이 아이스 상에서 수행해야 한다.  중앙 실

험실에 도착 시 및 분석의 위치에서, 샘플은 약 -70℃에서 저장되어야 한다. 

응고를 위한 것을 제외하고는, 처리 동안 샘플을 실온에 놓는 것은 피해야 한다 (단지 수분 동안이더라도).  처[0248]

리 동안 샘플을 얼음 (2-4℃) 상에 놓는 것은 총 45분을 초과하지 않아야 한다.  샘플은 실험 매뉴얼에 명시된

바와 같이 수송되어야 한다. 

* 혈장 [0249]

2 mL의 혈장을 보장하기 위해 단일 4 ml 정맥 혈액 샘플을 EDTA 튜브 내에 수집할 것이다. [0250]

각각의 튜브의 혈액을 취한 직후에, 튜브 내용물 (예를 들어, 항응고제)의 혼합을 보장하기 위해 수차례 부드럽[0251]

게 뒤집어야 한다.  고무 스토퍼와 샘플의 장기 접촉을 피한다.  튜브를 원심분리까지 얼음으로 둘러싼 시험관

랙 내에 직립으로 놓는다.  30분 내에, 샘플을 3 내지 5℃에서 10분 동안 대략 2500 g (또는 투명한 혈장층을

달성하기 위해 충분한 설정)에서 원심분리한다.  원심분리 직후에, 상청액 혈장을 250 ㎕ 분취액으로 0.5 ml 폴

리프로필렌 냉동바이알 (사르스테트 No. 72.730.006 또는 동등물)에 옮기고, 정맥천자 45분 이내에 적어도 -20

℃ (-70℃가 바람직한 온도이지만, 샘플은 동일하게 처리되어야 한다)에서 즉시 동결시킨다.  수송은 수집과 동

일한 날에 드라이 아이스 상에서 수행해야 한다.  중앙 실험실에 도착 시 및 분석의 위치에서, 샘플은 -70℃에

서 저장되어야 한다. 

대변 칼프로텍틴 및 락토페린 수준 [0252]

대변 칼프로텍틴 및 락토페린 수준은 크론병 활동성의 평가 및 추적조사를 위한 널리 사용되는 바이오마커이고,[0253]

내시경 소견과 상호관련되고, 비침습성 염증성 질환 마커를 제공할 것이다. 

샘플 수집 절차 [0254]

각각의 예정된 샘플링 시점에 대해, 2개의 대변 샘플 (각각 약 5 g)을 2개의 30 mL 대변 수집 튜브 내로 수집할[0255]

것이고, 이것을 즉시 -18℃ 내지 -20℃에서 저장하였다.  샘플은 다음 이용가능한 수송물과 함께 중앙 실험실로

드라이 아이스 상에서 수송될 수 있다. 

샘플 분석 방법 [0256]

ELISA에 의한 비-침습성 염증성 질환 마커로서 대변 칼프로텍틴 및 락토페린의 수준 변화는 임상 효능에 대한[0257]

그들의 관계에 관하여 탐구될 것이다. 

임상 연구의 예비 평가 [0258]

상기 설명된 연구 처리에 대한 생물학적 반응의 예비 평가는 누공이 있는 환자가 01951/G12 IL-13 항체를 사용[0259]

한 처리에 반응하였음을 보여주었다.  환자에서 전체 누공 활동성은 감소하였고, 관찰된 구체적인 개선은 통증

감소 및 누공으로부터 점액고름 분비의 중단을 포함하였다.  결론은 IL-13 항체가 누공 활동성을 감소시키는,

긍정적인 임상 효과를 가졌다는 것이다.

본 발명은 단지 예에 의해 설명되고, 본 발명의 범위 및 취지 내에 유지되면서 변형이 이루어질 수 있음이 이해[0260]

될 것이다.
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도면7

도면8

서 열 목 록

                         SEQUENCE LISTING

<110>  Novartis AG

       Ruehl, Anne

       Rogler, Gerhard

       Scharl, Michael

 

<120>  Treatment of fistulizing Crohn's disease
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<130>  54559

<140>  PCT/IB/2012/050699

<141>  2012-02-15

<150>  US61/443829

<151>  2011-02-17

<160>  42    

<170>  PatentIn version 3.3

<210>  1

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  1

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Gly 

1               5               

<210>  2

<211>  8

<212>  PRT

<

213>  Homo sapiens

<400>  2

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly 

1               5               

<210>  3

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  3

Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn 

1               5           

<210>  4

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  4

Val Lys Gly Ser Gly Asp Ile Pro 

1               5               
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<210>  5

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  5

Ala Arg Leu Trp Phe Gly Asp Leu Asp 

1               5                   

<

210>  6

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  6

Asn Tyr Gly Met His 

1               5   

<210>  7

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  7

Ser Tyr Gly Met His 

1               5   

<210>  8

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  8

Ile Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  9

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens
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<400>  9

Gly Ser Gly Asp Ile Pro Phe Asp Tyr 

1               5                   

<210>  10

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  10

Leu Trp Phe Gly Asp Leu Asp Ala Phe Asp Ile 

1               5                   10      

<210>  11

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  11

Gln Ser Val Ser Ser Tyr 

1               5       

<210>  12

<211>  2

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  12

Asp Ala 

1       

<210>  13

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  13

His Gln Arg Ser His Trp Pro Pro Ile 

1               5                   

<210>  14

<211>  9
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<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  14

Gln Gln Arg Ser Ser Trp Pro Pro Val 

1               5                   

<210>  15

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  15

His Gln Arg Ser Ser Trp Pro Pro Ile 

1               5                   

<210>  16

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  16

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  17

<211

>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  17

Arg Ala Gly Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Val 

1               5                   10      

<210>  18

<400>  18

000

<210>  19

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  19
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Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr 

1               5           

<210>  20

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  20

His Gln Arg Ser His Trp Pro Pro Ile Phe Thr 

1               5                   10      

<210>  21

<211>  11

<212>  PRT

<213

>  Homo sapiens

<400>  21

Gln Gln Arg Ser Ser Trp Pro Pro Val Tyr Thr 

1               5                   10      

<210>  22

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  22

His Gln Arg Ser Ser Trp Pro Pro Ile Phe Thr 

1               5                   10      

<210>  23

<211>  115

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  23

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 
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        35                  40                  45              

Ala Ile Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Val Lys Gly Ser Gly Asp Ile Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Leu Val Thr 

        115 

<210>  24

<211>  345

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<220><221>  CDS

<222>  (1)..(345)

<400>  24

gaa gtg cag ctg gtg gag tct ggg gga ggc gtg gtc cag cct ggg agg       48

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg         

1               5                   10                  15              

tcc ctg aga ctc tcc tgt gca gcg tct gga ttc acc ttc agt aac tat       96

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr         

            20                  25                  30                  

ggc atg cac tgg gtc cgc cag gct cca ggc aag ggg ctg gag tgg gtg      144

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val         

        35                  40                  45                      

gca att ata tgg tat gat gga agt aat aaa tac tat gca gac tcc gtg      192

Ala Ile Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val         

    50                  55                  60                          

aag ggc cga ttc acc atc tcc aga gac aat tcc aag aac acg ctg tat      240

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr         
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65                  70                  75                  80          

ctg caa atg aac agt ctg aga gcc gag gac acg gct gtg tat tac tgt      288

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys         

                85                  90                  95              

gtg aaa gga tct ggg gat att ccc ttt gac tac tgg ggc cag gga acc      336

Val Lys Gly Ser Gly Asp Ile Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr         

            100                 105                 110                 

ctg gtc acc                                                          345

Leu Val Thr                                                             

        115                                                             

<210>  25

<211>  104

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  25

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Ser Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys His Gln Arg Ser His Trp Pro Pro 

                85                  90                  95      

Ile Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr 

            100                 

<210>  26

<211>  312

<212>  DNA
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<213>  Homo sapiens

<220><221>  CDS

<222>  (1)..(312)

<400>  26

gaa att gtg ttg acg cag tct cca gcc acc ctg tct tcg tct cca ggg       48

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Ser Ser Pro Gly         

1               5                   10                  15              

gaa aga gcc acc ctc tcc tgc agg gcc agt cag agt gtt agc agc tac       96

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr         

            20                  25                  30                  

tta gcc tgg tac caa cag aaa cct ggc cag gct ccc agg ctc ctc atc      144

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile         

        35                  40                  45                      

tat gat gca tcc aac agg gcc act ggc atc cca gcc agg ttc agt ggc      192

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

    50                  55                  60                          

agt ggg tct ggg aca gac ttc act ctc acc atc agc agc cta gag cct      240

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro         

65                  70                  75                  80          

gaa gat ttt gca gtc tat tac tgt cat cag cgt agc cac tgg cct ccc      288

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys His Gln Arg Ser His Trp Pro Pro         

                85                  90                  95              

ata ttc act ttc ggc cct ggg acc                                      312

Ile Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr                                         

            100                                                         

<210>  27

<211>  115

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400

>  27

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg 
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1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ala Ile Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Val Lys Gly Ser Gly Asp Ile Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Leu Val Thr 

        115 

<210>  28

<211>  345

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<220><221>  CDS

<222>  (1)..(345)

<400>  28

gaa gtg cag ctg gtg gag tct ggg gga ggc gtg gtc cag cct ggg agg       48

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg         

1               5                   10                  15              

tcc ctg aga ctc tcc tgt gca gcg tct gga ttc acc ttc agt aac tat       96

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr         

            20                  25                  30                  

ggc atg cac tgg gtc cgc cag gct cca ggc aag ggg ctg gag tgg gtg      144

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val         

        35                  40                  45                      

gca att ata tgg tat gat gga agt aat aaa tac tat gca gac tcc gtg      192
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Ala Ile Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val         

    50                  55                  60                          

aag ggc cga ttc acc atc tcc aga gac aat tcc aag aac acg ctg tat      240

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

65                  70                  75                  80          

ctg caa atg aac agt ctg aga gcc gag gac acg gct gtg tat tac tgt      288

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys         

                85                  90                  95              

gtg aaa gga tct ggg gat att ccc ttt gac tac tgg ggc cag gga acc      336

Val Lys Gly Ser Gly Asp Ile Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr         

            100                 105                 110                 

ctg gtc acc                                                          345

Leu Val Thr                                                             

        115                                                             

<210>  29

<211>  104

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  29

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Ser Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Thr Pro Ala Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys His Gln Arg Ser His Trp Pro Pro 

                85                  90                  95      
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Ile Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr 

            100                 

<210>  30

<211>  312

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<220><221>  CDS

<222>  (1)..(312)

<400>  30

gaa att gtg ttg acg cag tcc cca gcc acc ctg tct tcg tct cca ggg       48

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Ser Ser Pro Gly         

1               5                   10                  15              

gaa aga gcc acc ctc tcc tgc agg gcc agt cag agt gtt agc agc tac       96

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr         

            20                  25                  30                  

tta gcc tgg tac caa cag aaa cct ggc cag gct ccc agg ctc ctc atc      144

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile         

        35                  40                  45                      

tat gat gca tcc aac agg gcc act ggc acc cca gcc agg ttc agt ggc      192

Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Thr Pro Ala Arg Phe Ser Gly         

    50                  55                  60                          

agt ggg tct ggg aca gac ttc act ctc acc atc agc agc cta gag cct      240

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro         

65                  70                  75                  80          

gaa gat ttt gca gtc tat tac tgt cat cag cgt agc cac tgg cct ccc      288

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys His Gln Arg Ser His Trp Pro Pro         

                85                  90                  95              

ata ttc act ttc ggc cct ggg acc                                      312

Ile Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr                                         

            100                                                         

<210>  31

<211>  117
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<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  31

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ala Ile Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Leu Trp Phe Gly Asp Leu Asp Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Met Val Thr 

        115         

<210>  32

<211>  351

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<220><221>  CDS

<222>  (1)..(351)

<400>  32

gaa gtg cag ctg gtg gag tct ggg gga ggc gtg gtc cag cct ggg agg       48

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg         

1               5                   10                  15              

tcc ctg aga ctc tcc tgt gca gcg tct gga ttc acc ttc agt agc tat       96

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr         

            20                  25                  30                  
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ggc atg cac tgg gtc cgc cag gct cca ggc aag ggg ctg gag tgg gtg      144

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val         

        35                  40                  45                      

gca att ata tgg tat gat gga agt aat aaa tac tat gcg gac tcc gtg      192

Ala Ile Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val         

    50                  55                  60                          

aag ggc cga ttc acc atc tcc aga gac aat tcc aag aac acg ctg tat      240

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

65                  70                  75                  80          

ctg caa atg aac agc ctg aga gcc gag gac acg gct gtg tat tac tgt      288

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys         

                85                  90                  95              

gcg agg cta tgg ttc ggg gac tta gat gct ttt gat atc tgg ggc caa      336

Ala Arg Leu Trp Phe Gly Asp Leu Asp Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln         

            100                 105                 110                 

ggg aca atg gtc acc                                                  351

Gly Thr Met Val Thr                                                     

        115                                                             

<210>  33

<211>  104

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400

>  33

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Ile Leu Ser Cys Arg Ala Gly Gln Ser Val Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Leu Val Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  
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Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Ser Trp Pro Pro 

                85                  90                  95      

Val Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr 

            100                 

<210>  34

<211>  312

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<220><221>  CDS

<222>  (1)..(312)

<400>  34

gaa att gtg ttg acg cag tct cca gcc acc ctg tct ttg tct cca ggg       48

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly         

1               5                   10                  15              

gaa aga gcc atc ctc tcc tgc agg gcc ggt cag agt gtt agc agt tac       96

Glu Arg Ala Ile Leu Ser Cys Arg Ala Gly Gln Ser Val Ser Ser Tyr         

            20                  25                  30                  

tta gtc tgg tac caa cag aaa cct ggc cag gct ccc agg ctc ctc atc      144

Leu Val Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile         

        35                  40                  45                      

tat gat gca tcc aac agg gcc act ggc atc cca gcc agg ttc agt ggc      192

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

    50                  55                  60                          

agt ggg tct ggg aca gac ttc act ctc acc atc agc agc cta gag cct      240

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro         

65                  70                  75                  80          

gaa gat ttt gca gtt tat tac tgt cag cag cgc agc agc tgg cct ccg      288

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Ser Trp Pro Pro         

                85                  90                  95              

gtg tac act ttt ggc cag ggg acc                                      312
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Val Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr                                         

            100                                                         

<210>  35

<211>  117

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400

>  35

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ala Ile Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Leu Trp Phe Gly Asp Leu Asp Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Met Val Thr 

        115         

<210>  36

<211>  351

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<220><221

>  CDS

<222>  (1)..(351)

<400>  36

cag gtg cag ctg gtg cag tct ggg gga ggc gtg gtc cag cct ggg agg       48

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg         
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1               5                   10                  15              

tcc ctg aga ctc tcc tgt gcg gcg tct gga ttc acc ttc agt agc tat       96

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr         

            20                  25                  30                  

ggc atg cac tgg gtc cgc cag gct cca ggc aag ggg ctg gag tgg gtg      144

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val         

        35                  40                  45                      

gca att ata tgg tat gat gga agt aat aaa tac tat gcg gac tcc gtg      192

Ala Ile Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val         

    50                  55                  60                          

aag ggc cga ttc acc atc tcc aga gac aat tcc aag aac acg cta tat      240

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

65                  70                  75                  80          

cta caa atg aac agc ctg aga gcc gag gac acg gct gtg tat tac tgt      288

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys         

                85                  90                  95              

gcg agg cta tgg ttc ggg gac tta gat gct ttt gat atc tgg ggc caa      336

Ala Arg Leu Trp Phe Gly Asp Leu Asp Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln         

            100                 105                 110                 

ggg aca atg gtc acc                                                  351

Gly Thr Met Val Thr                                                     

        115                                                             

<210>  37

<211>  104

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  37

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          
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Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys His Gln Arg Ser Ser Trp Pro Pro 

                85                  90                  95      

Ile Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr 

            100                 

<210>  38

<211>  312

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<220><221>  CDS

<222>  (1)..(312)

<400>  38

gaa att gtg ttg acg cag tct cca gcc acc ctg tct ttg tct cca ggg       48

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly         

1               5                   10                  15              

gaa aga gcc acc ctc tcc tgc agg gcc agt cag agt gtt agc agc tac       96

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr         

            20                  25                  30                  

tta gcc tgg tac caa cag aaa cct ggc cag gct ccc agg ctc ctc atc      144

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile         

        35                  40                  45                      

tat gat gca tcc aac agg gcc act ggc atc cca gcc agg ttc agt ggc      192

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

    50                  55                  60                          

agt ggg tct ggg aca gac ttc act ctc acc atc agc agc cta gag cct      240

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro         

65                  70                  75                  80          
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gaa gat ttt gcg gtt tat tac tgt cat cag cgt agc agc tgg ccc ccg      288

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys His Gln Arg Ser Ser Trp Pro Pro         

                85                  90                  95              

ata ttc act ttc ggc cct ggg acc                                      312

Ile Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr                                         

            100                                                         

<210>  39

<211>  236

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  39

Met Ser Val Leu Thr Gln Val Leu Ala Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr 

1               5                   10                  15      

Gly Thr Arg Cys Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser 

            20                  25                  30          

Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Ile Leu Ser Cys Arg Ala Gly Gln Ser 

        35                  40                  45              

Val Ser Ser Tyr Leu Val Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser 

                85                  90                  95      

Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser 

            100                 105                 110         

Ser Trp Pro Pro Val Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile 

        115                 120                 125             

Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp 

    130                 135                 140                 

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

145                 150                 155                 160 
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Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu 

                165                 170                 175     

Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp 

            180                 185                 190         

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr 

        195                 200                 205             

Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

225                 230                 235     

<210>  40

<211>  711

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<220><221>  CDS

<222>  (1)..(711)

<400>  40

atg agt gtg ctc act cag gtc ctg gcg ttg ctg ctg ctg tgg ctt aca       48

Met Ser Val Leu Thr Gln Val Leu Ala Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr         

1               5                   10                  15              

ggt acg cgt tgt gaa att gtg ttg acg cag tct cca gcc acc ctg tct       96

Gly Thr Arg Cys Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser         

            20                  25                  30                  

ttg tct cca ggg gaa aga gcc atc ctc tcc tgc agg gcc ggt cag agt      144

Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Ile Leu Ser Cys Arg Ala Gly Gln Ser         

        35                  40                  45                      

gtt agc agt tac tta gtc tgg tac caa cag aaa cct ggc cag gct ccc      192

Val Ser Ser Tyr Leu Val Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro         

    50                  55                  60                          

agg ctc ctc atc tat gat gca tcc aac agg gcc act ggc atc cca gcc      240

Arg Leu Leu Ile Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala         
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65                  70                  75                  80          

agg ttc agt ggc agt ggg tct ggg aca gac ttc act ctc acc atc agc      288

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser         

                85                  90                  95              

agc cta gag cct gaa gat ttt gca gtt tat tac tgt cag cag cgc agc      336

Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser         

            100                 105                 110                 

agc tgg cct ccg gtg tac act ttt ggc cag ggg acc aag ctt gaa atc      384

Ser Trp Pro Pro Val Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile         

        115                 120                 125                     

aaa cga act gtg gct gca cca tct gtc ttc atc ttc ccg cca tct gat      432

Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp         

    130                 135                 140                         

gag cag ttg aaa tct gga act gcc tct gtt gtg tgc ctg ctg aat aac      480

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

145                 150                 155                 160         

ttc tat ccc aga gag gcc aaa gta cag tgg aag gtg gat aac gcc ctc      528

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu         

                165                 170                 175             

caa tcg ggt aac tcc cag gag agt gtc aca gag cag gac agc aag gac      576

Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp         

            180                 185                 190                 

agc acc tac agc ctc agc agc acc ctg acg ctg agc aaa gca gac tac      624

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr         

        195                 200                 205                     

gag aaa cac aaa gtc tac gcc tgc gaa gtc acc cat cag ggc ctg agc      672

Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser         

    210                 215                 220                         

tcg ccc gtc aca aag agc ttc aac agg gga gag tgt tag                  711

Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys                         

225                 230                 235                             
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<210>  41

<211>  469

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  41

Met Ala Trp Val Trp Thr Leu Pro Phe Leu Met Ala Ala Ala Gln Ser 

1               5                   10                  15      

Val Gln Ala Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln 

            20                  25                  30          

Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe 

        35                  40                  45              

Ser Ser Tyr Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Glu Trp Val Ala Ile Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala 

65                  70                  75                  80  

Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn 

                85                  90                  95      

Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val 

            100                 105                 110         

Tyr Tyr Cys Ala Arg Leu Trp Phe Gly Asp Leu Asp Ala Phe Asp Ile 

        115                 120                 125             

Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly 

    130                 135                 140                 

Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly 

145                 150                 155                 160 

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val 

                165                 170                 175     

Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe 

            180                 185                 190         

Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val 

        195                 200                 205             
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Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val 

    210                 215                 220                 

Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys 

225                 230                 235                 240 

Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu 

                245                 250                 255     

Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr 

            260                 265                 270         

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val 

        275                 280                 285             

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val 

    290                 295                 300                 

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser 

305                 310                 315                 320 

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu 

                325                 330                 335     

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala 

            340                 345                 350         

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro 

        355                 360                 365             

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln 

    370                 375                 380                 

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala 

385                 390                 395                 400 

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr 

                405                 410                 415     

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu 

            420                 425                 430         

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser 

        435                 440                 445             

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser 

공개특허 10-2014-0012093

- 57 -



    450                 455                 460                 

Leu Ser Pro Gly Lys 

465                 

<210>  42

<211>  1410

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<220><221>  CDS

<222>  (1)..(1410)

<400>  42

atg gct tgg gtg tgg acc ttg cca ttc ctg atg gca gct gcc caa agt       48

Met Ala Trp Val Trp Thr Leu Pro Phe Leu Met Ala Ala Ala Gln Ser         

1               5                   10                  15              

gtc cag gca gaa gtg cag ctg gtg gag tct ggg gga ggc gtg gtc cag       96

Val Gln Ala Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln         

            20                  25                  30                  

cct ggg agg tcc ctg aga ctc tcc tgt gca gcg tct gga ttc acc ttc      144

Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe         

        35                  40                  45                      

agt agc tat ggc atg cac tgg gtc cgc cag gct cca ggc aag ggg ctg      192

Ser Ser Tyr Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu         

    50                  55                  60                          

gag tgg gtg gca att ata tgg tat gat gga agt aat aaa tac tat gcg      240

Glu Trp Val Ala Ile Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala         

65                  70                  75                  80          

gac tcc gtg aag ggc cga ttc acc atc tcc aga gac aat tcc aag aac      288

Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn         

                85                  90                  95              

acg ctg tat ctg caa atg aac agc ctg aga gcc gag gac acg gct gtg      336

Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val         

            100                 105                 110                 

tat tac tgt gcg agg cta tgg ttc ggg gac tta gat gct ttt gat atc      384
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Tyr Tyr Cys Ala Arg Leu Trp Phe Gly Asp Leu Asp Ala Phe Asp Ile         

        115                 120                 125                     

tgg ggc caa ggg aca atg gtc acc gtc tcc tca gcc tcc acc aag ggc      432

Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly         

    130                 135                 140                         

cca tcg gtc ttc ccc ctg gca ccc tcc tcc aag agc acc tct ggg ggc      480

Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly         

145                 150                 155                 160         

aca gcg gcc ctg ggc tgc ctg gtc aag gac tac ttc ccc gaa ccg gtg      528

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val         

                165                 170                 175             

acg gtg tcg tgg aac tca ggc gcc ctg acc agc ggc gtg cac acc ttc      576

Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe         

            180                 185                 190                 

ccg gct gtc cta cag tcc tca gga ctc tac tcc ctc agc agc gtc gtg      624

Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val         

        195                 200                 205                     

acc gtg ccc tcc agc agc ttg ggc acc cag acc tac atc tgc aac gtg      672

Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val         

    210                 215                 220                         

aat cac aag ccc agc aac acc aag gtg gac aag aga gtt gag ccc aaa      720

Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys         

225                 230                 235                 240         

tct tgt gac aaa act cac aca tgc cca ccg tgc cca gca cct gaa ctc      768

Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu         

                245                 250                 255             

ctg ggg gga ccg tca gtc ttc ctc ttc ccc cca aaa ccc aag gac acc      816

Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr         

            260                 265                 270                 

ctc atg atc tcc cgg acc cct gag gtc aca tgc gtg gtg gtg gac gtg      864
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Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val         

        275                 280                 285                     

agc cac gaa gac cct gag gtc aag ttc aac tgg tac gtg gac ggc gtg      912

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val         

    290                 295                 300                         

gag gtg cat aat gcc aag aca aag ccg cgg gag gag cag tac aac agc      960

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser         

305                 310                 315                 320         

acg tac cgt gtg gtc agc gtc ctc acc gtc ctg cac cag gac tgg ctg     1008

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu         

                325                 330                 335             

aat ggc aag gag tac aag tgc aag gtc tcc aac aaa gcc ctc cca gcc     1056

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala         

            340                 345                 350                 

ccc atc gag aaa acc atc tcc aaa gcc aaa ggg cag ccc cga gaa cca     1104

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro         

        355                 360                 365                     

cag gtg tac acc ctg ccc cca tcc cgg gag gag atg acc aag aac cag     1152

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln         

    370                 375                 380                         

gtc agc ctg acc tgc ctg gtc aaa ggc ttc tat ccc agc gac atc gcc     1200

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala         

385                 390                 395                 400         

gtg gag tgg gag agc aat ggg cag ccg gag aac aac tac aag acc acg     1248

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr         

                405                 410                 415             

cct ccc gtg ctg gac tcc gac ggc tcc ttc ttc ctc tat agc aag ctc     1296

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu         

            420                 425                 430                 
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acc gtg gac aag agc agg tgg cag cag ggg aac gtc ttc tca tgc tcc     1344

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser         

        435                 440                 445                     

gtg atg cat gag gct ctg cac aac cac tac acg cag aag agc ctc tcc     1392

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser         

    450                 455                 460                         

ctg tcc ccg ggt aaa tga                                             1410

Leu Ser Pro Gly Lys                                                     

465                                                                     
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