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명 세 서

청구범위

청구항 1 

조합 요법제(combination therapy)로서,

하기를 포함하는 항-Met 항체 단편로서:

단일 항원 결합 아암 및 

Fc 영역,

여기서 Fc 영역은 제1 및 제2 Fc 폴리펩티드의 복합체를 포함하고, 상기 항체 단편은

(i) 하나의 인간화된 경쇄 가변 (VL) 도메인 및 하나의 인간 경쇄 불변 (CL) 도메인을 포함하며, 여기서 인간화

된 VL 도메인은 인간 CL 도메인에 N-에서 C-말단 방향으로 융합되는, 제1 폴리펩티드;

(ii) 하나의 인간화된 중쇄 가변 (VH) 도메인, 하나의 인간 중쇄 불변 CH1 도메인 및 제1 Fc 폴리펩티드를 포함

하며, 여기서 제1 Fc 폴리펩티드는 하나의 힌지 영역, 하나의 인간 불변 CH2 도메인 및 하나의 인간 CH3 불변

도메인을 포함하고, 여기서 인간화된 VH 도메인은 인간 CH3 도메인에 융합된 인간 CH2 도메인에 융합된 인간 힌

지 영역에 융합된 인간 CH1 도메인에 N-에서 C-말단 방향으로 융합되는, 제2 폴리펩티드; 및

(iii) 제2 인간 Fc 폴리펩티드를 포함하며, 여기서 제2 인간 Fc 폴리펩티드는 하나의 인간 힌지 영역, 하나의

인간 불변 CH2 도메인 및 하나의 인간 CH3 불변 도메인을 포함하고, 여기서 인간 힌지 영역은 인간 CH3 도메인

에 융합된 CH2 도메인에 N-에서 C-말단 방향으로 융합되고, 여기서 인간 힌지 영역은 N-말단에서 말단절단된 것

인 제3 폴리펩티드를 포함하는 상기 항체 단편; 및

또 다른 항체, 소형 분자 티로신 키나제 억제제, 화학치료제(들), 다른 세포독성 작용제(들), 항-혈관생성 작용

제(들), 시토카인 및/또는 성장 억제제(들);을 포함하는 조합 요법제.

청구항 2 

제1항에 있어서, 

상기 인간화된 VL 도메인은 서열식별번호: 1, 2 및 3에 제시된 아미노산 서열로 이루어지는 3개의 상보성 결정

영역 (CDR)을 함유하고, 여기서 인간화된 VL 도메인은 서열식별번호: 7에 제시된 아미노산 서열로 이루어지고,

상기 인간화된 VH 도메인은 서열식별번호: 4, 5 및 6에 제시된 아미노산 서열로 이루어지는 3개의 상보성 결정

영역 (CDR)을 함유하고, 여기서 인간화된 VH 도메인은 서열식별번호: 8에 제시된 아미노산 서열로 이루어지는

것인, 조합 요법제.

청구항 3 

제1항에 있어서, 

상기 항-Met 항체 단편; 및 상기 또 다른 항체, 소형 분자 티로신 키나제 억제제, 화학치료제(들), 다른 세포독

성 작용제(들), 항-혈관생성 작용제(들), 시토카인 및/또는 성장 억제제(들)은 동일 제제에 포함되는, 조합 요

법제.

청구항 4 

제1항에 있어서, 

상기 항-Met 항체 단편; 및 상기 또 다른 항체, 소형 분자 티로신 키나제 억제제, 화학치료제(들), 다른 세포독

성 작용제(들), 항-혈관생성 작용제(들), 시토카인 및/또는 성장 억제제(들)은 별도 제제에 포함되는, 조합 요

법제.

청구항 5 
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제4항에 있어서, 

상기 항-Met 항체 단편은 상기 또 다른 항체, 소형 분자 티로신 키나제 억제제, 화학치료제(들), 다른 세포독성

작용제(들), 항-혈관생성 작용제(들), 시토카인 및/또는 성장 억제제(들) 투여 전 또는 후에 투여되는, 조합 요

법제.

청구항 6 

제1항에 있어서, 인간 CL 도메인이 인간 경쇄 카파 유형 도메인인 조합 요법제.

청구항 7 

제1항에 있어서, 인간 힌지 영역 및 인간 불변 도메인 CH1, CH2 및 CH3이 인간 IgG1로부터의 것인 조합 요법제.

청구항 8 

제1항에 있어서, 2개의 Fc 폴리펩티드가 힌지 영역에서 분자간 디술피드 결합을 통하여 연결된 것인 조합 요법

제.

청구항 9 

제1항에 있어서, 제1 Fc 폴리펩티드와 제2 Fc 폴리펩티드가 경계면에서 만나며, 제1 및 제2 Fc 폴리펩티드 중

하나는 경계면에 노브를 포함하고, 제1 및 제2 Fc 폴리펩티드 중 다른 것은 경계면에 홀을 포함하며, 여기서 노

브는 홀 내로 배치가능한 것인 조합 요법제.

청구항 10 

제9항에 있어서, 제1 및 제2 Fc 폴리펩티드 중 하나가 돌연변이된 CH3 불변 도메인을 포함하며, 여기서 돌연변

이된 CH3 불변 도메인은 위치 389에 아미노산 돌연변이를 보유하고, 여기서 위치 389의 원래의 아미노산은 원래

의 아미노산에 비해 더 큰 측쇄 부피를 가지는 아미노산을 도입하도록 돌연변이되고; 제1 및 제2 Fc 폴리펩티드

중 다른 것이 돌연변이된 CH3 불변 도메인을 포함하고, 여기서 돌연변이된 CH3 불변 도메인은 위치 389, 391 및

438에 3개의 아미노산 돌연변이를 보유하며, 여기서 원래의 아미노산은 원래의 아미노산에 비해 더 작은 측쇄

부피를 가지는 아미노산을 도입하도록 돌연변이되고; 여기서 아미노산 번호지정은 카바트의 EU 번호지정 체계에

따른 것인 조합 요법제.

청구항 11 

제10항에 있어서, 위치 389, 391 및 438의 원래의 아미노산이 각각 트레오닌, 류신 및 티로신이며; 제1 및 제2

Fc 폴리펩티드 중 하나에서 위치 389의 트레오닌은 트립토판으로 돌연변이되고; 제1 및 제2 Fc 폴리펩티드 중

다른 것에서 위치 389의 트레오닌은 세린으로 돌연변이되고, 위치 391의 류신은 알라닌으로 돌연변이되고, 위치

438의 티로신은 발린으로 돌연변이된 것인 조합 요법제.

청구항 12 

제1항에 있어서, 인간 CL 도메인이 서열식별번호: 9에 제시된 아미노산 서열로 이루어지며, 인간 CH1 도메인이

서열식별번호: 10에 제시된 아미노산 서열로 이루어지는 것인 조합 요법제.

청구항 13 

제1항에 있어서, 제1 인간 Fc 폴리펩티드가 서열식별번호: 11에 제시된 아미노산 서열로 이루어지며, 제2 인간

Fc 폴리펩티드가 서열식별번호: 12에 제시된 아미노산 서열로 이루어지는 것인 조합 요법제.

청구항 14 

제1항에 있어서, Met에 결합되었을 때 Met의 세포외 도메인의 배출을 유도하는 조합 요법제.

청구항 15 

제1항에 있어서, 종양 및/또는 전이로 고통받고 있으며 MET 유전자의 유전자 변경을 보유하는 환자의 치료를 위

한 조합 요법제.

공개특허 10-2025-0078600

- 4 -



청구항 16 

제1항에 있어서, 종양 및/또는 전이로 고통받고 있으며 야생형 MET 유전자를 보유하는 환자의 치료를 위한 조합

요법제.

발명의 설명

기 술 분 야

본 개시내용은 종양 및/또는 전이의 치료를 위한 신규 항체-유래된 치료제에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

암은 체세포 내생 유전자가 돌연변이를 겪는 유전자 질환이다.  암 세포에서는 소수의 유전자 - 종양유전자 및[0002]

종양 억제 유전자로 알려져 있음 -만이 변경되어 종양생성을 촉진한다.  활성화된 종양유전자는 촉진인자이며,

불활성화된 종양 억제 유전자는 암 세포 성장의 제동장치 상실이다.  암-야기 돌연변이 유전자의 발견 후, 암

세포가 그의 유전자 변경의 풍부성에도 불구하고 그의 지속적인 증식 또는 생존을 단일 종양유전자 단백질에 계

속하여 의존한다는 것을 표시하는 "종양유전자 중독(oncogene addiction)"이라는 종양유전자에 대한 새로운 개

념이 출현하였다.  이에 따라, "표적 치료법"을 개발하여 암을 치유하기 위한 새로운 치료상의 반격이 개시되었

다.  지난 20년 동안, - 화학 약물 또는 항체를 통한 - 암-유발 돌연변이 유전자에 의해 코딩되는 단백질의 약

학적 표적화는 돌연변이된 세포를 제거하고 암 질환을 퇴치하기 위한 최전선 의료설비를 대표하고 있다.  표적

치료법은 종종 더 적은 부작용으로 통상적인 세포독성 화학치료법에 비해 더 효과적일 것으로 기대된다.  그러

나, 그의 종양 내에 변경된 특정 표적 유전자를 보유하는 환자만이 표적 치료법으로부터 이익을 얻을 가능성이

있다.  따라서, 환자 종양의 광범위한 게놈 프로파일링을 통해 약물투여가능한(druggable) 유전자 병소를 평가

하는 것과 병행하여, 개인화된 의약이 요구되고 있다.

MET 종양유전자는 다면발현(pleiotropic) 기능이 부여된 특유의 수용체 티로신 키나제를 코딩한다.  유전적으로[0003]

변경되는 경우 (점 돌연변이, 유전자 융합, 전위 및/또는 증폭에 의함), MET는 침습성 성장(invasive growth)

프로그램을 활성화하는 그의 능력으로 인하여, 세포의 형질전환을 개시한다.  이에 따라, 상시성 Met 키나제 과

다활성화로 이어지는 MET 유전자 병소는 형질전환된 표현형을 개시하여 유지한다 ("MET 중독")
1
.

MET 유전자 병소는 대부분의 고형 종양에서 1-4 %의 전체적인 빈도로 출현하여, 그의 키나제 활성을 상향조절할[0004]

수 있다
1
.  점 돌연변이는 간세포 성장 인자 (HGF) 리간드 결합 또는 수용체 신호전달에 중요한 도메인 (SEMA

도메인, 막근접(juxtamembrane) 도메인 및 촉매 도메인)에 집중되어 있다.  가장 최근에, 차-세대 서열분석은

비-소세포 폐암의 3 %에서, MET  전사체 막근접 영역의 엑손 생략(skipping) 및 결실로 이어지며, 세린 잔기

(Ser985)가 Met 키나제 활성을 음성으로 조절하고
3
 Met 내재화 및 분해에 티로신 잔기 (Tyr1003)가 요구되는

4
,

엑손 14 슬라이스 부위 돌연변이를 찾아내었다
2
.

MET에 의해 도출되는 "침습성 성장" 프로그램에서, 증식 반응은 이동, 생존, 세포외 매트릭스 분해, 및 세포 극[0005]

성의 유도와 연계된다
5
.  이러한 생물학적 반응들은 부정적인 조건에 적응하고/거나 더 편한 환경을 찾아 탈출하

기 위하여 세포에 의해 경주된다.  적대적인 상황에서, Met는 저산소, 염증성 시토카인, 전구-혈관생성 인자,

미토겐  및  심지어는  HGF  자체와  같은  다양한  자극에  의해  -  전사  상향조절을  통하여  -  과발현된다.

마지막으로, Met는 방사선-유도 DNA 손상 조건에서 과발현되어, DNA 복구의 활성화 및 암 세포의 프로그래밍된

세포 사멸의 회피를 촉진함으로써, 방사선치료법에 대한 내성에 기여한다.

선택성이며 강력하고 고도로 효과적인 방식으로 과다활성인 Met 신호전달을 무산시키기 위하여, 몇 가지 Met-표[0006]

적화 분자가 개발되어 있다.  이러한 약물에는 하기가 포함된다: HGF 길항제 (차단 항체 또는 디코이(decoy) 중

어느 하나), Met 수용체를 표적화하는 mAb 및 화학적 티로신 키나제 억제제 (TKI).  항-Met mAb는 잠재적으로

MET에 의해 촉진되는 암에 대한 싸움에서 주요 단계에 상당한다.  오늘날, 하기 4종의 항-Met mAb가 초기 임상

시험에 진입해 있다: MetMab (오나르투주맙, 로체(Roche) 사), LY2875358 (에미베투주맙, 일라이 릴리 앤 컴패

니(Eli Lilly & Company) 사), ARGX-111 (아르젠크스(Argenx) 사), SAIT301 (삼성(Samsung) 사), 및 2종 항체

의 혼합물인 Sym015 (심포젠(Symphogen) A/S 사).  이들은 경합 방식 (오나르투주맙, ARGX-111) 및/또는 MET를

하향조절하는 것 (에미베투주맙, SAIT301, Sym015)으로 MET에 대한 HGF 결합을 차단하는 것에 의해 작용한다.
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뮤린 DN30 mAb (WO 2007/090807호에 개시되어 있음)는 인간 Met 수용체의 세포외 도메인에 결합하여 Met-촉발된[0007]

생물학적 효과들 중 일부만을 유도하는 IgG2A이다
6
.  그것은 2개의 구별되는 항원 분자에 대한 동시 결합을 가

능하게 하는 그의 2가 특성으로 인하여 수용체 인산화를 부분적으로 활성화함으로써, 자연 리간드에 의해 달성

되는 것과 유사한 방식으로 수용체 복합체의 안정화를 초래한다.  Met에 대한 이와 같은 원치 않는 부분적 작용

제 활성은 1가 DN30 Fab 단편 (MvDN30)에서는 관찰되지 않았다
7
.  2가 DN30 모체 항체의 1가 Fab 단편으로의 전

환은 DN30 항-Met 항체의 치료 잠재력을 해제함으로써, 완전 길항제 분자로 이어진다.  그러나, 그의 낮은 분자

량으로 인한 Fab의 짧은 반감기는 치료법에의 배치에 심각한 한계가 된다.  이에 따라, 본 발명자들은 DN30 Fab

에 존재하는 불변 도메인의 중복을 특징으로 하는, DCD (이중 불변 도메인 Fab)로 지칭되는 새로운 조작된 분자

를 개발하였다: 중복이 일렬로 이루어져 있는 DCD-1, 및 경쇄와 중쇄의 불변 도메인이 상호 교환된 DCD-2 (WO

2014/108829호에 개시되어 있음).  상기 새로운 재조합 분자 모두는 완전 Met 길항제로 작용하는 원래의 Fab와

유사한 시험관내에서의 생화학적 특성을 나타낸다.  전신성 투여시, 생체내에서, 새로운 재조합 분자는 Met-중

독된 종양 성장을 감소시킨다.  DCD-1 및 DCD-2는 원래의 DN30 Fab에 비해 개선된 약동학적 프로파일을 나타냄

에도 불구하고, 2종 중 어느 것도 원래의 mAb에 필적하는 거동에는 도달하지 못하고 있다
8
.

2가로부터 항체의 1가 형태로의 전환이 - 분자 조작 접근법을 통하여 - 2개의 항체 아암(arm) 중 하나를 결실시[0008]

키는 것에 의해서도 달성될 수 있다는 것이 예전에 보고된 바 있다 (WO 2005/063816호에 개시되어 있음).  데이

터는 주로 기관에서 발현되는 Fc 수용체에 결합하는 Fc 도메인의 활성으로 인한 분자의 생체내 안정성의 향상을

나타내고 있다.

발명의 내용

[발명의 개요][0009]

본 개시내용의 목적은 종양학적 환자의 치료에 유용한 단일클론 항체, 즉 DN30 단일클론 항체로부터 유래하는[0010]

신규 항-종양 작용제를 제공하는 것이다.

본 발명에 있어서, 상기 목적은 본 개시내용의 필수적인 부분을 형성하는 것으로 이해되는 후반부의 청구범위에[0011]

서 구체적으로 나타내는 주제에 따라 달성된다.

본 발명은 단일 항원 결합 아암 및 Fc 영역을 포함하는 항-Met 항체 단편에 관한 것이며, 여기서 상기 Fc 영역[0012]

은 제1 및 제2 Fc 폴리펩티드의 복합체를 포함한다.  상기 항체 단편은 하기를 포함한다:

(i) 하나의 인간화된 경쇄 가변 (VL) 도메인 및 하나의 인간 경쇄 불변 (CL) 도메인을 포함하며, 여기서 인간화[0013]

된 경쇄 가변 (VL) 도메인은 인간 경쇄 불변 (CL) 도메인에 N-에서 C-말단 방향으로 융합되고, 여기서 인간화된

경쇄 가변 (VL) 도메인은 서열식별번호(SEQ ID NO): 1, 2 및 3에 제시된 아미노산 서열을 가지는 3개의 상보성

결정 영역 (CDR)을 함유하고, 여기서 인간화된 VL 도메인은 서열식별번호: 7에 제시된 바와 같은 아미노산 서열

을 가지는 것인 제1 폴리펩티드;

(ii) 하나의 인간화된 중쇄 가변 (VH) 도메인, 하나의 인간 중쇄 불변 CH1 도메인 및 제1 Fc 폴리펩티드를 포함[0014]

하며, 여기서 제1 Fc 폴리펩티드는 하나의 인간 힌지 영역, 하나의 인간 불변 CH2 도메인 및 하나의 인간 불변

CH3 도메인을 포함하고, 여기서 인간화된 중쇄 가변 (VH) 도메인은 인간 불변 CH3 도메인에 융합된 인간 불변

CH2 도메인에 융합된 인간 힌지 영역에 융합된 인간 중쇄 불변 CH1 도메인에 N-에서 C-말단 방향으로 융합되고,

여기서 인간화된 중쇄 가변 (VH) 도메인은 서열식별번호: 4, 5 및 6에 제시된 아미노산 서열을 가지는 3개의 상

보성 결정 영역 (CDR)을 함유하고, 여기서 인간화된 VH 도메인은 서열식별번호: 8에 제시된 바와 같은 아미노산

서열을 가지는 것인 제2 폴리펩티드;

(iii) 제2 인간 Fc 폴리펩티드를 포함하며, 여기서 제2 인간 Fc 폴리펩티드는 하나의 힌지 영역, 하나의 인간[0015]

불변 CH2 도메인 및 하나의 인간 불변 CH3 도메인을 포함하고, 여기서 힌지 영역은 인간 CH3 불변 도메인에 융

합된 인간 CH2 불변 도메인에 N-에서 C-말단 방향으로 융합되고, 여기서 힌지 영역은 N-말단에서 말단절단된 것

인 제3 폴리펩티드.

상기한 항체 단편의 개선된 치료 특성은 가변 영역의 구조에 의존하는 것이며, 단순히 항체의 1가 형태 및/또는[0016]

Fc 영역의 존재로 인한 것이 아니다.

본 발명은 또한 단일 병 또는 2개의 병에 (a) 상기한 바와 같은 항-Met 항체 단편 및 제약상 허용되는 비히클,[0017]

및 (b) 인간 Met의 세포외 부분 및 제약상 허용되는 비히클을 포함하며, 여기서 인간 Met의 세포외 부분은 안정

공개특허 10-2025-0078600

- 6 -



한 방식으로 간세포 성장 인자 (HGF)에 결합할 수 있고, 항-Met 항체 단편에 의해 인식되는 에피토프 내에 그에

대한 항-Met 항체 단편의 결합을 방지하기 위한 적어도 하나의 아미노산 돌연변이를 함유하는 것인, 제품에 관

한 것이다.

도면의 간단한 설명

지금부터, 전적으로 예시적이며 비-제한적인 예에 의해, 그리고 하기 첨부 도면을 참조하여 본 발명이 상세하게[0018]

기술될 것이다:

- 도 1: DN30 항체 및 그의 1가 유도체의 개략적 표시.  (a) 원래의 뮤린 2가 mAb; (b) 키메라 Fab인 MvDN30;

(c) 키메라 1가 '1-아암' 항체인 chOA-DN30; (d) 인간화된 1가 '1-아암' 항체인 hOA-DN30; (e) OA-DN30 항체를

환원 및 비환원 조건하에서 SDS-PAGE에 적용하였다.  젤 코드 블루(Gel Code blue)로 젤을 염색하였다.

- 도 2: 1가 DN30-유래된 분자의 Met에의 결합.  (a)  인간 Met-Fc  키메라 (고체 상)에 대한 MvDN30, chOA-

DN30, hOA-DN30 항체 (액체 상)의 ELISA 결합 분석.  (b) Met-Fc 키메라 (고체 상)에 대한 hOA-DN30-cl03E08

(액체 상)의 ELISA 결합 분석; 인간, 뮤린, 래트, 원숭이 기원의 Met를 검정에 포함시켰다.  항-인간 κ 사슬

항체를 사용하여 결합을 밝혀냈다.  O.D.: 광학 밀도; AU: 임의 단위.  각 점은 3반복 값의 평균이며; 막대는

표준 편차를 나타낸다.  그래프 아래의 표는 Kd 값, 결합 최대값 (Bmax) 및 피팅 점수 (R
2
)를 나타낸다.  (c)

상이한 종들 (EBC-1, 인간 폐암; C2C12 마우스 근육 근모세포; H9C2 래트 심장 근모세포; MDCK 개 신장 세포;

Cos-7 원숭이 신장 세포)로부터 유래하는 세포주의 패널 표면에서 발현된 Met에 대한 hOA-DN30-cl03E08 결합의

유동-세포측정기 분석.  새로운 분자가 고도의 친화성으로 인간 Met-Fc에 결합하며; 항체는 인간, 래트, 개 및

원숭이 Met와 교차-반응한다.

- 도 3: 1가 DN30-유래된 분자의 작용제 활성.  산란 검정.  HPAF-II 세포를 표시된 농도의 HGF (Met 리간드),

DN30 mAb (부분적 작용제), MvDN30 (완전 길항제), 및 키메라 또는 인간화된 1-아암 항체와 함께 24시간 동안

인큐베이팅하였다.  모든 DN30-유래된 1가 분자들이 Met-매개 생물학적 반응인 세포 산란을 유도하지 않았다.

- 도 4: 1가 DN30-유래된 분자로 처리된 세포에서의 Met 배출 및 하향-조절.  A549 세포를 표시된 점증 농도의

MvDN30, chOA-DN30 또는 hOA-DN30 유도체와 함께 무혈청 배지 중에서 48시간 동안 인큐베이팅하였다.  항-Met

항체를 사용한 세포 추출물의 웨스턴 블럿 분석에 의해 총 Met 농도를 측정하였다.  검출된 밴드들은 수용체

(p145 Met)의 성숙한 형태에 상당한다.  적재 대조군으로서, 무관 단백질 (빈큘린)을 사용하여 필터를 프로빙하

였다.  항-Met 항체를 사용한 컨디셔닝된 배지의 웨스턴 블럿 분석에 의해 Met 배출을 측정하였다.  검출된 밴

드들은 배출된 수용체의 세포외 도메인 (p80 Met 엑토도메인)에 상당한다.  표는 이미지(Image)J 소프트웨어를

사용한 농도측정법에 의해 측정되었을 때의 상응하는 빈큘린 신호에 대하여 표준화된 각 웨스턴 블럿 밴드의 픽

셀 강도 정량을 나타낸다.  모든 1가 1-아암 항체들이 Met를 하향조절하였으며, Met 배출을 유도하였다.

- 도 5: 1가 DN30-유래된 분자에 의한 Met-활성화의 억제.  GTL-16 (MET 유전자 증폭에 의해 지속되는 수용체

과-발현으로 인한 상시성으로 활성인 Met를 보유하는 MET-중독된 세포)을 무혈청 배지 더하기 hOA-DN30  또는

chOA-DN30  항체  (1000  또는  250  nM)  중에서  24시간  동안  인큐베이팅하였다.   주  인산화  부위인  인산화된

Tyr
1234/1235

 Met  잔기에 대하여 특이적인 항-Met 항체를 사용한 웨스턴 블러팅에 의해, 총 세포 용해물 중에서

Met 활성화를 측정하였다.  동일한 블럿을 항-Met 항체를 사용하여 재-프로빙하였다.  단백질 적재를 대조하기

위해, 항-빈큘린 항체를 사용하여 필터도 프로빙하였다.  키메라 및 인간화된 1-아암 항체들은 Met 인산화를 억

제하였다.

- 도 6: 1가 DN30-유래된 분자로 처리된 MET-중독된 세포의 생존율.  10 % FCS 배지 중 96 웰 플레이트에 GTL-

16 인간 위 암종 세포를 플레이팅하였다.  24시간 후, 점증 농도의 MvDN30, chOA-DN30 또는 hOA-DN30 항체로

추가 72시간 동안 세포를 처리하였다.  셀 타이터-글로(Cell titer-glo)에 의해 세포의 수를 평가하였다.  플롯

은 미처리 대조군 대비 살아있는 세포의 백분율을 나타낸다.  각 점은 3반복 값의 평균이다.  표는 계산된 IC50

값 및 피팅 점수 (R
2
)를 나타낸다.  1-아암 분자들은 MET-중독된 세포의 세포 성장을 억제하였다.

- 도 7: 1가 DN30-유래된 분자를 사용한 처리에 의해 유도되는 MET-중독된 세포의 증식 및 사멸.  (a) 증식 검

정: 10 % FCS 배지 중 6 웰 플레이트에 GTL-16 인간 위 암종 세포를 플레이팅하였다.  24시간 후, 고정 농도 (1

μM)의 MvDN30, chOA-DN30 또는 hOA-DN30-cl03E08을 사용하여 추가 48시간 동안 세포를 처리하였다.  다음에,

EdU (10n μM)를 추가 2시간 동안 배양 배지에 첨가하였다.  ClicK-iT EdU 유동 세포측정법 검정의 절차에 따라
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세포형광측정기 분석에 의해 S 단계에 있는 세포의 백분율을 측정하였다.  플롯은 APC 염색에 대하여 음성 및

양성인 세포 (EdU+, S 단계 세포)를 나타낸다.  표는 S 단계에 있는 세포의 백분율을 나타낸다.  (b) 세포독성

검정: 10 % FCS 배지 중 96 웰 플레이트에 GTL-16 인간 위 암종 세포를 플레이팅하였다.  24시간 후, 점증 농도

의  MvDN30,  chOA-DN30  또는  hOA-DN30-cl03E08을  사용하여  추가  48시간  동안  세포를  처리하였다.   셀-톡스

(Cell-Tox) 그린 검정에 의해 세포 세포독성을 평가하였다.  그래프는 미처리 대조군 대비 세포독성의 증대를

나타낸다.  각 점은 3반복 값의 평균이다.  표는 계산된 EC50 값 및 피팅 점수 (R
2
)를 나타낸다.  1-아암 분자는

MET-중독된 세포에서 효율적으로 증식을 차단하고 세포독성을 유도하였다.

-  도 8:  hOA-DN30-cl03E08로 처리된 세포에서의 HGF-유도 세포 운동.  단독 또는 디코이Met
K842E

 (hOA-DN30-

cl03E08과 동일한 양)와의 조합으로서 표시된 농도의 hOA-DN30-cl03E08을 사용하여 18시간 동안 HPAF-II 세포를

예비-처리한 다음, HGF (6.25 ng/ml)와 함께 24시간 동안 인큐베이팅하였다.  hOA-DN30-cl03E08은 HGF-유도 세

포 운동을 억제하였으며; 디코이Met
K842E

와의 조합은 더 효율적으로 세포 반응을 상쇄하였다.

- 도 9: hOA-DN30-cl03E08로 처리된 세포의 침습.  단독 또는 디코이Met
K842E

 1 μM와의 조합으로서 hOA-DN30-

cl03E08 0.5 μM을 포함하는 무혈청 배지 중 마트리겔(matrigel)로 코팅된 트랜스웰(transwell) 필터의 상부 챔

버에 HPAF-II 세포를 플레이팅하였다.  저부 챔버에는 HGF (25 ng/ml)를 포함하는 배지를 첨가하였다.  24시간

후, 염색 및 현미경 관찰에 의해, 필터의 저부 부분상에서 이동한 세포를 평가하였다.  hOA-DN30-cl03E08은

HGF-유도된 세포 침습을 억제하였으며; 디코이Met
K842E

와의 조합은 생물학적 반응을 차단하였다.

- 도 10: hOA-DN30-cl03E08에 의한 PD-L1 발현의 조절.  단독 또는 hOA-DN30-cl03E08 250 nM과의 조합으로서

50 ng/ml의 IFN-감마를 사용하여 GTL-16 세포를 처리하였다.  48시간 후, 세포를 용해시키고; 웨스턴 블럿에 의

해 총 단백질 추출물에서의 PD-L1 발현 및 Met 활성화를 평가하였다.  적재 대조군으로서, 항-GAPDH 항체를 사

용하여 필터를 프로빙하였다.

- 도 11: MvDN30, DN30 mAb 및 hOA-DN30-cl03E08의 생체내에서의 약동학적 프로파일.  면역-결핍 마우스에 단

일 투여량 (100 μg)의 MvDN30, DN30 mAb 또는 hOA-DN30을 정맥내 주사하였다.  상이한 시점에 말초 혈액을 수

집하였다.  ELISA에 의해 치료용 분자의 혈청 농도를 측정하였다.  그래프는 시간의 함수로서의 혈중 분자의 양

을 나타낸다.  샘플은 3반복이며; 막대는 표준 편차를 나타낸다.

- 도 12: 1가 DN30 유도체를 사용한 처리에 의한 생체내에서의 MET-중독된 종양 성장의 억제.  1x10
6
개의 GTL-

16 MET-중독된 위 암종 세포를 면역-결핍 NOD-SCID 마우스의 옆구리에 접종하였다.  종양이 평균 부피 68.4 ±

5.4 mm
3
에 도달하였을 때, 마우스를 4개 균질 군으로 무작위화하고, 주 당 2회의 정맥내 주사에 의해 30 mg/kg

의  MvDN30,  chOA-DN30  또는  hOA-DN30-cl03E08로  처리하였다.   대조군으로서,  일  군을  동일  부피의  PBS

(비히클)로 처리하였다.  캘리퍼스를 사용하여 주기적으로 종양 성장을 모니터링하였다.  15일 후, 마우스를 희

생시켰다.  (a) 종양 성장의 동역학; (b) 미처리 군에 대한 백분율로 나타낸 실험 종료시의 종양 부피.  hOA-

DN30-cl03E08은 chOA-DN30에 비해 더 효율적으로 MET-중독된 종양 성장을 억제하였다.

- 도 13: hOA-DN30-cl03E08 처리에 의한 생체내에서의 MET-중독된 종양 성장의 투여량 반응 억제.  1x10
6
개의

GTL-16 MET-중독된 위 암종 세포를 면역결핍 NOD-SCID 마우스의 옆구리에 접종하였다.  8일 후, 종양이 평균 부

피 80.7  ± 2  mm
3
에 도달하면, 마우스를 5개의 균질 군으로 무작위화하고, 정맥내 주사에 의해 점증 농도의

hOA-DN30-cl03E08로 처리하였다.  대조군으로서, 일 군을 동일 부피의 PBS (비히클)로 처리하였다.  캘리퍼스를

사용하여 주기적으로 종양 성장을 모니터링하였다.  17일 후, 마우스를 희생시키고, 종양을 절제하여, 칭량하였

다.  (a) 종양 성장의 동역학; (b) 종양 중량.  hOA-DN30-cl03E08은 투여량-반응 프로파일로 MET-중독된 종양

성장을 억제하였다.

- 도 14: chOA-DN30 및 hOA-DN30-cl03E08 항체의 VL, VH, CL 및 CH1 도메인의 아미노산 서열.  굵은 밑줄친 문

자로 상보성 결정 영역 서열을 강조하였다.

- 도 15: OA-DN30의 제1 및 제2 Fc 폴리펩티드의 아미노산 서열.  제1 및 제2 Fc 폴리펩티드의 CH3 도메인 내

아미노산 돌연변이 - 각각 노브 및 홀을 생성시키는 데에 필요함 -를 굵은 밑줄친 문자로 강조하였다.

- 도 16: 디코이Met의 돌연변이된 형태의 아미노산 서열.  아미노산 돌연변이 K842E를 굵은 밑줄친 문자로 강조
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하였다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

하기 상세한 설명에서는, 실시양태에 대한 철저한 이해를 제공하기 위하여, 수많은 구체적인 세부사항들을 제시[0019]

한다.  실시양태들은 구체적인 세부사항들 중 하나 이상 없이도, 또는 다른 방법, 구성요소, 재료 등을 사용하

여서도 실시될 수 있다.  다른 경우에서, 실시양태의 측면들을 불명료하게 하는 것을 방지하기 위하여, 잘 알려

져 있는 구조, 재료 또는 작업은 상세하게 나타내거나 기술하지 않는다.

"일 실시양태" 또는 "실시양태"에 대한 본 명세서 전체에 걸친 언급은 실시양태와 관련하여 기술되는 구체적인[0020]

특성, 구조 또는 특징이 적어도 하나의 실시양태에 포함된다는 것을 의미한다.  따라서, 본 명세서 전체에 걸친

다양한 위치에서의 "일 실시양태" 또는 "실시양태"라는 구의 출현이 반드시 전적으로 그 실시양태를 언급하는

것은 아니다.  또한, 구체적인 특성, 구조 또는 특징들은 하나 이상의 실시양태에서, 임의의 적합한 방식으로

조합될 수 있다.

본원에서 제공되는 표제는 편의성을 위한 것일 뿐, 실시양태의 영역 또는 의미를 해석하는 것은 아니다.[0021]

본 개시내용은 종양 및/또는 전이의 치료를 위한 신규한 치료제에 관한 것이다.[0022]

매년 200,000명이 넘는 환자가 "MET-중독"되며, Met 억제가 잠재적으로 질환의 경감을 초래할 수 있을 것으로[0023]

추정된다.  노화에 따라 돌연변이가 축적되며 다음 20년 동안 노화 인구가 증가할 것임을 고려하면, 암 부하는

상승하여 환자 관리를 위한 전 세계 건강관리 자원에 커다란 영향을 줄 것으로 예상된다.  "MET-중독"의 원인이

되는 유전자 변경은 위, 식도, 결장직장, 신장 및 폐 암종, 흑색종 및 뇌 종양에서 발견된 바 있다 (코스믹

(COSMIC) 데이터베이스: www.sanger.ac.uk 참조).  또한, MET 유전자 병소의 선택은 결장직장암 및 비-소세포

폐암 (NSCLC)에서의 수많은 다른 표적화된 치료법에 대한 후천성 내성 메커니즘으로서 발견되었었다
9
.

전이에서의 Met의 역할 역시 가혹한 환경에 적응하도록 세포를 돕는 데에 있어서의 Met의 능력과 연관된다.[0024]

Met에 의해 촉진되는 전이 능력은 유전자 및 후성 변경에 따라서 뿐만 아니라 섬유모세포, 잔류성 상피 세포,

혈관주위세포, 근섬유모세포, 소포성 및 림프-소포성 내피 세포, 그리고 면역 시스템의 침윤성 세포를 포함한

매우 다양한 세포 유형들로 구성되는 종양 간질 조직에 의한 HGF의 주변 분비에 따라서도 달라진다.

오늘날, Met는 하기를 위한 암-특이적 표적으로 인식되고 있다: (i) MET 돌연변이/증폭 ('MET 중독')이 있는 종[0025]

양의 개인화된 치료; (ii)  다른 표적화된 암 치료법에 대한 Met-구동된 일차 및 이차 내성의 방지/반전; 및

(iii) Met-구동된 침습성/전이성 표현형의 방지/반전
1
.

DN30 억제 활성은 원형질 멤브레인으로부터 수용체의 무손상인 세포외 부분을 방출 (Met-배출(shedding))한 후[0026]

이어서 Met 세포내 키나제 도메인을 빠르게 분해하는
11
, 세포 표면에서 작용하는 메탈로프로테아제 ADAM-10의 생

리학적 활성을 촉진하는
10
 그의 능력에 있다.  이러한 과정의 결과로서, Met는 세포 표면으로부터 물리적으로 제

거되고 세포외 도메인이 가용성 '디코이'로 작용함으로써, HGF를 격리하는 것(sequestering)에 의해 리간드 결

합을 방지한다.  따라서, DN30의 장점은 Met의 HGF-의존성 및 HGF-비의존성 활성화 모두를 억제한다는 것이다
12
.

다른 항-Met 항체와 비교하였을 때, DN30은 하기의 독특하고 상승작용성인 활성을 야기하는 특유의 메커니즘에[0027]

의해 수용체 기능을 차단한다: (i) 엑토도메인(ectodomain)의 '배출'에 의한 세포 표면으로부터의 Met의 제거;

(ii) HGF 리간드의 격리; (iii) 멤브레인에서의 Met 수용체의 동종- 또는 이종-이량체화의 억제; (iv) 수용체

분해의 자극.  따라서, DN30은 하나의 돌로 두 마리의 새를 잡는 기회를 제공함으로써 최적의 Met 경로 차단을

가능하게 하는데, 그것이 잠재적으로 암 세포 뿐만 아니라 종양 미세환경에 대해서도 (내피 세포, 섬유모세포

및 대식세포의 HGF-구동된 생물학적 반응) 작용할 수 있기 때문이다.

본 발명은 항-Met 항체를 이용하여 종양에 대한 최고의 치료 잠재력에 도달하기 위해서는 하기인 분자를 적용하[0028]

는 것이 필수적이라는 생각을 바탕으로 하고 있다: i) 부분적으로라도 Met 활성화시 유발되는 세포내 반응을 도

출하지 않는 것, 즉 작용제 또는 부분적 작용제가 아닌 것; ii) 리간드 (HGF) 치환과는 다른 작용 메커니즘을

통하여 Met 활성화를 손상시키는 것; iii) 임상에서의 배치에 적합한 바람직한 약동학적 프로파일을 가지는 것;

iv) 당연히 인간에서 면역-반응을 발휘하지 않는 것.  상기한 모든 고려사항을 충족하기 위하여, 본 발명자들은

하기에서 "hOA-DN30"으로 지칭되는 "1-아암(One-Arm)" 형태로 그것을 체계화하는 것에 의해, - 배출 메커니즘에

의해 Met 활성화를 차단하는 - 뮤린 DN30 항체를 완전히 인간화된 1가의 고도로 안정환 분자로 전환하였다.

공개특허 10-2025-0078600

- 9 -



일 실시양태에서, 본 발명은 단일 항원 결합 아암 및 Fc 영역을 포함하는 항-Met 항체 단편에 관한 것이며, 여[0029]

기서 상기 Fc 영역은 제1 및 제2 Fc 폴리펩티드의 복합체를 포함한다.  상기 항체 단편은 하기를 포함하며, 바

람직하게는 하기로 구성된다:

(i) 하나의 인간화된 경쇄 가변 (VL) 도메인 및 하나의 인간 경쇄 불변 (CL) 도메인을 포함하며 바람직하게는[0030]

이들로 구성되고, 여기서 인간화된 경쇄 가변 (VL) 도메인은 인간 경쇄 불변 (CL) 도메인에 N-에서 C-말단 방향

으로 융합되고, 여기서 인간화된 경쇄 가변 (VL) 도메인은 서열식별번호: 1, 2 및 3에 제시된 아미노산 서열을

가지는 3개의 상보성 결정 영역 (CDR)을 함유하고, 여기서 인간화된 경쇄 가변 (VL) 도메인은 서열식별번호: 7

에 제시된 바와 같은 아미노산 서열을 가지는 것인 제1 폴리펩티드;

(ii) 하나의 인간화된 중쇄 가변 (VH) 도메인, 하나의 인간 중쇄 불변 CH1 도메인 및 제1 Fc 폴리펩티드를 포함[0031]

하며, 여기서 제1 Fc 폴리펩티드는 하나의 인간 힌지 영역, 하나의 인간 불변 CH2 도메인 및 하나의 인간 불변

CH3 도메인을 포함하고, 여기서 인간화된 중쇄 가변 (VH) 도메인은 인간 불변 CH3 도메인에 융합된 인간 불변

CH2 도메인에 융합된 인간 힌지 영역에 융합된 인간 중쇄 불변 CH1 도메인에 N-에서 C-말단 방향으로 융합되고,

여기서 인간화된 중쇄 가변 (VH) 도메인은 서열식별번호: 4, 5 및 6에 제시된 아미노산 서열을 가지는 3개의 상

보성 결정 영역 (CDR)을 함유하고, 여기서 인간화된 중쇄 가변 (VH) 도메인은 서열식별번호: 8에 제시된 바와

같은 아미노산 서열을 가지는 것인 제2 폴리펩티드;

(iii) 제2 인간 Fc 폴리펩티드를 포함하며 바람직하게는 그것으로 구성되고, 여기서 제2 인간 Fc 폴리펩티드는[0032]

하나의 인간 힌지 영역, 하나의 인간 불변 CH2 도메인 및 하나의 인간 불변 CH3 도메인을 포함하며 바람직하게

는 이들로 구성되고, 여기서 힌지 영역은 인간 CH3 불변 도메인에 융합된 인간 CH2 불변 도메인에 N-에서 C-말

단 방향으로 융합되고, 여기서 힌지 영역은 N-말단에서 말단절단된 것인 제3 폴리펩티드.

일 실시양태에서, 상기 인간 경쇄 불변 (CL) 도메인은 인간 경쇄 카파 유형 도메인이다.[0033]

일 실시양태에서, 상기 인간 힌지 영역 및 인간 불변 도메인 CH1, CH2 및 CH3는 인간 IgG1로부터의 것이다.[0034]

일 실시양태에서, 상기 2개의 Fc 폴리펩티드는 힌지 영역에서 분자간 디술피드 결합을 통하여 연결된다.[0035]

일 실시양태에서, 제1 Fc 폴리펩티드와 제2 Fc 폴리펩티드는 경계면에서 만나는데, 제1 및 제2 Fc 폴리펩티드[0036]

중 하나는 경계면에 노브(knob)를 포함하며, 제1 및 제2 Fc 폴리펩티드 중 다른 것은 경계면에 홀(hole)을 포함

하고, 상기 노브는 상기 홀 내로 배치가능하다.

바람직한 실시양태에서, 제1 및 제2 Fc 폴리펩티드 중 하나는 돌연변이된 CH3 불변 도메인을 포함하며, 여기서[0037]

돌연변이된 상기 CH3 불변 도메인은 위치 389에 아미노산 돌연변이를 보유하고, 여기서 위치 389의 원래의 아미

노산은 원래의 아미노산에 비해 더 큰 측쇄 부피를 가지는 아미노산을 도입함으로써 Fc 폴리펩티드들 사이 경계

면에서 노브를 생성시키도록 돌연변이되고; 제1 및 제2 Fc 폴리펩티드 중 다른 것은 돌연변이된 CH3 불변 도메

인을 포함하며, 여기서 돌연변이된 상기 CH3 불변 도메인은 위치 389, 391 및 438에 3개의 아미노산 돌연변이를

보유하고, 여기서 원래의 아미노산은 원래의 아미노산에 비해 더 작은 측쇄 부피를 가지는 아미노산을 도입함으

로써 Fc 폴리펩티드들 사이 경계면에서 홀을 생성시키도록 돌연변이되고; 여기서 상기 노브는 상기 홀 내로 배

치가능하고,  여기서  아미노산  번호지정은  문헌  [Kabat  (pp.  688-696  in  Sequences  of  proteins  of

immunological interest, 5th ed., Vol. 1, 1991; NIH, Bethesda, MD)]의 EU 번호지정 체계에 따른 것이다.

다른 바람직한 실시양태에서, 위치 389, 391 및 438의 원래의 아미노산은 각각 트레오닌, 류신 및 티로신이며;[0038]

제1 및 제2 Fc 폴리펩티드 중 하나에서 위치 389의 트레오닌은 트립토판으로 돌연변이되고; 제1 및 제2 Fc 폴리

펩티드 중 다른 것에서 위치 389의 트레오닌은 세린으로 돌연변이되고, 위치 391의 류신은 알라닌으로 돌연변이

되고, 위치 438의 티로신은 발린으로 돌연변이된다.

바람직한 실시양태에서, 인간 경쇄 불변 (CL) 도메인은 서열식별번호: 9에 제시된 바와 같은 아미노산 서열을[0039]

가지며, 인간 중쇄 불변 CH1 도메인은 서열식별번호: 10에 제시된 바와 같은 아미노산 서열을 가진다.

바람직한 실시양태에서, 제1 인간 Fc 폴리펩티드는 서열식별번호: 11에 제시된 바와 같은 아미노산 서열을 가지[0040]

며, 제2 인간 Fc 폴리펩티드는 서열식별번호: 12에 제시된 바와 같은 아미노산 서열을 가진다.

일 실시양태에서, 본 발명은 상기에서 개시된 바와 같은 항-Met 항체 단편을 코딩하는 단리된 핵산에 관한 것이[0041]

다.

일 실시양태에서, 본 발명은 집합적으로 상기에서 개시된 바와 같은 항-Met 항체 단편을 코딩하는 2종 이상의[0042]
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재조합 핵산을 포함하는 조성물에 관한 것이다.

본원에서 개시되는 항-Met 항체 단편은 Met에 결합되었을 때 Met의 세포외 도메인의 배출을 유도한다.  상기 항[0043]

-Met 항체 단편은 Met에 결합되었을 때 Met에 대한 작용제 활성은 발휘하지 않는다.  항-Met 항체 단편은 Met에

결합되었을 때 Met 인산화를 억제한다.  항-Met 항체 단편은 Met에 결합되었을 때 또한 MET-중독된 세포에서 증

식을 차단하고 세포독성을 유도한다.  항-Met 항체 단편은 Met에 결합되었을 때 또한 간세포 성장 인자 (HGF)에

의해 유도되는 세포 운동 및 세포 침습을 억제한다.  본 상세한 설명의 항-Met 항체 단편 대상의 상기언급된 특

성들은 항-종양 및/또는 항-전이 활성을 상기 항체 단편에 제공한다.

본원에서 사용될 때, "항원 결합 아암"이라는 표현은 대상 표적 분자에 특이적으로 결합하는 능력을 가지는 본[0044]

발명 항체 단편의 구성요소 부분을 지칭한다.  항원 결합 아암은 이뮤노글로불린 경쇄 및 중쇄의 CDR 및 프레임

영역을 포함하는 가변 도메인 서열들 (VL 및 VH), 그리고 이뮤노글로불린 경쇄 및 중쇄의 불변 도메인 서열들

(CL 및 CH)의 복합체이다.

비-인간 (예컨대 뮤린) 항체의 "인간화된" 형태는 비-인간 이뮤노글로불린으로부터 유래하는 최소한의 아미노산[0045]

잔기를 함유하는 비-자연 재조합 항체이다.  대부분의 경우에서, 인간화된 항체는 수용자의 초가변 영역 (즉 상

보성 결정 영역 - CDR)의 잔기들이 원하는 특이성, 친화성 및 특성을 가지는 비-인간 종 (공여자 항체) 초가변

영역의 잔기들에 의해 대체된 인간 이뮤노글로불린 (수용자 항체)이다.  일부 경우에서는, 인간 이뮤노글로불린

의 프레임워크(framework) 영역 (FR) 잔기가 상응하는 비-인간 잔기에 의해 대체될 수 있다.

또한, 인간화된 항체는 수용자 항체 또는 공여자 항체에서 발견되지 않는 잔기를 포함할 수도 있다.  이러한 변[0046]

형은 항체 성능을 추가적으로 정련하기 위하여 이루어진다.  일반적으로, 인간화된 항체는 모든 또는 실질적으

로 모든 초가변 루프가 비-인간 이뮤노글로불린의 것에 상당하고, 모든 또는 실질적으로 모든 프레임 잔기 (F

R)가 인간 이뮤노글로불린 서열의 것인 2개의 가변 도메인을 포함하게 된다.  인간화된 항체는 또한 통상적으로

인간 이뮤노글로불린의 것인 이뮤노글로불린 불변 영역 (Fc)의 일부를 포함한다.  추가적인 세부사항에 대해서

는, 
13-15

를 참조하라.  또한, 하기하는 고찰 논문들 및 거기에서 인용되는 참고문헌들을 참조하라:
16-18

.

본원에서 사용될 때, "Fc 영역"이라는 용어는 일반적으로 이뮤노글로불린 중쇄의 C-말단 폴리펩티드 서열을 포[0047]

함하는 이량체 복합체를 지칭하는데, 여기서 C-말단 폴리펩티드 서열은 무손상 항체의 파파인 분해에 의해 수득

가능한 것이다.  Fc 영역은 자연상 또는 변이 Fc 서열을 포함할 수 있다.  이뮤노글로불린 중쇄 Fc 서열의 경계

가 가변적일 수 있기는 하지만, 인간 IgG1 중쇄 Fc 서열은 보통 카바트(Kabat)의 EU 번호지정 체계에 따라 Asp

234와 Thr 238 사이에 포함되는 아미노산 잔기에서 Fc 서열의 카르복실 말단에 이르는 것으로 정의된다.  이뮤

노글로불린의 Fc 서열은 일반적으로 하나의 힌지 영역, 2개의 불변 도메인인 CH2 도메인 및 CH3 도메인을 포함

하며, 임의적으로 CH4 도메인을 포함한다.  본원에서 "Fc 폴리펩티드"는 Fc 영역을 구성하는 폴리펩티드들 중

하나를 의미한다.  Fc 영역은 항원 결합 아암을 포함하는 Fab 분자에 비해 항체 단편의 안정성을 증가시킨다.

본원에서 사용될 때, "힌지 영역', "힌지 서열" 및 이들의 변이는 관련 기술분야에 알려져 있는 의미를 포함하[0048]

며, 예를 들면 문헌 [Janeway et al., Immuno Biology: the immune system in health and disease, (Elsevier

Science Ltd., NY) (4th ed. , 1999)] 및 
19,20

에 예시되어 있다.

본원에서 사용될 때, "말단절단된 힌지 영역"이라는 구는 힌지 서열의 전부가 아닌 일부를 포함하는 폴리펩티드[0049]

를 지칭한다.  말단절단된 힌지 영역은 "제1" Fc 폴리펩티드에 연결될 수 있다.  야생형 힌지 서열이 존재하지

않는 경우, "제2" Fc 폴리펩티드의 나머지 서열은 "제1" Fc 폴리펩티드에 연결될 수 있는 구성요소를 포함하게

된다.  예를 들면, 상기 구성요소는 디술피드 연결을 형성할 수 있는 변형된 잔기 또는 첨가된 시스테인 잔기일

수 있다.

"노브"는 제1 Fc  폴리펩티드의 경계면으로부터 돌출되며, 그에 따라 이종다량체를 안정화하도록 인접 경계면[0050]

(즉 제2 Fc 폴리펩티드의 경계면)의 보상 홀 내에 배치가능해서, 예를 들면 동종다량체 형성에 비해 이종다량체

형성을 선호하는, 적어도 하나의 아미노산 측쇄를 지칭한다.  노브는 원래의 경계면에 존재할 수 있거나, 또는

합성에 의해 도입될 수 있다 (예컨대 경계면을 코딩하는 핵산을 변경하는 것에 의함).  보통, 제1 폴리펩티드의

경계면을 코딩하는 핵산이 노브를 코딩하도록 변경된다.  이를 달성하기 위해서는, 제1 폴리펩티드 경계면의 적

어도 하나의 "원래" 아미노산 잔기를 코딩하는 핵산이 원래의 아미노산 잔기에 비해 더 큰 측쇄 부피를 가지는

적어도 하나의 "도입" 아미노산 잔기를 코딩하는 핵산으로 대체된다.  하나를 초과하는 원래의 잔기 및 상응하

는 도입 잔기가 존재할 수 있다는 것은 알고 있을 것이다.  대체되는 원래 잔기의 수에 있어서의 상위 한계는
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제1 폴리펩티드 경계면의 총 잔기 수이다.

"홀"은 제2 Fc 폴리펩티드의 경계면으로부터 오목하며, 그에 따라 제1 Fc 폴리펩티드의 인접 경계면상의 상응하[0051]

는 노브를 수용하는, 적어도 하나의 아미노산 측쇄를 지칭한다.  홀은 원래의 경계면에 존재할 수 있거나, 또는

합성에 의해 도입될 수 있다 (예컨대 경계면을 코딩하는 핵산을 변경하는 것에 의함).  보통, 제2 폴리펩티드의

경계면을 코딩하는 핵산이 홀을 코딩하도록 변경된다.  이를 달성하기 위해서는, 제2 폴리펩티드 경계면의 적어

도 하나의 "원래" 아미노산 잔기를 코딩하는 핵산이 원래의 아미노산 잔기에 비해 더 작은 측쇄 부피를 가지는

적어도 하나의 "도입" 아미노산 잔기를 코딩하는 핵산으로 대체된다.  하나를 초과하는 원래의 잔기 및 상응하

는 도입 잔기가 존재할 수 있다는 것은 알고 있을 것이다.  대체되는 원래 잔기의 수에 있어서의 상위 한계는

제2 폴리펩티드 경계면의 총 잔기 수이다.

노브는 홀 내로 "배치가능"한데, 이는 각각 제1 Fc 폴리펩티드 및 제2 Fc 폴리펩티드 경계면상 노브 및 홀의 공[0052]

간적 위치, 그리고 노브 및 홀의 크기가 경계면에서의 제1 및 제2 폴리펩티드의 정상적인 결합을 상당히 교란하

지 않으면서 노브가 홀 내로 위치될 수 있도록 되어 있다는 것을 의미한다.  노브가 통상적으로 경계면의 축으

로부터 수직으로 연장되지 않으며 바람직한 입체형태를 가지고 있기 때문에, 노브의 상응하는 홀과의 정렬은 X-

선 결정학 또는 핵 자기 공명 (NMR)에 의해 수득되는 것과 같은 3-차원 구조를 바탕으로 하여 노브/홀 쌍을 모

델링하는 것에 의존한다.  이는 관련 기술분야에 광범위하게 허용되는 기술을 사용하여 달성될 수 있다.

본원에서 사용될 때의 항-Met 항체 단편의 "비-작용제 활성"이라는 표현은 Met 활성화시 유발되는 세포 반응을[0053]

부분적으로라도 도출하는 어떠한 활성도 발휘하지 않는 항-Met 항체 단편을 지칭한다.  항-Met 항체 단편의 비-

작용제  활성은  상기  비-작용제  항체를  동반한  세포  인큐베이션시의  웨스턴  블럿,  면역형광,  면역조직화학,

ELISA, 세포형광측정기 분석, 또는 Met, 또는 인산화된 것인 경우 Met 잔기 Tyr
1234-1235

 (즉 Met
21
의 주 인산화 부

위), 또는 인산화된 것인 경우 Met 잔기 Tyr
1349/1356

 (즉 Met
22
의 도킹(docking) 부위)을 특이적으로 인식하는 항

체의 사용을 포함하는 임의의 다른 방법과 같은 통상적인 기술에 의한 Met 인산화 수준의 평가에 의해 측정될

수 있다.  대안으로서, HGF 처리에 의해 유도되는 반응에 비교한 항체 처리시의 세포 생물학적 반응의 평가가

적용될 수 있다.

본 발명은 또한 단일 병 또는 2개의 병에 (a) 본원에서 개시되는 바와 같은 항-Met 항체 단편 및 제약상 허용되[0054]

는 비히클, 및 (b) 인간 Met의 세포외 부분 및 제약상 허용되는 비히클을 포함하며, 여기서 인간 Met의 세포외

부분은 안정한 방식으로 간세포 성장 인자 (HGF)에 결합할 수 있고, 항-Met 항체 단편에 의해 인식되는 에피토

프 내에 그에 대한 항-Met 항체 단편의 결합을 방지하기 위한 적어도 하나의 아미노산 돌연변이를 함유하는 것

인, 제품에 관한 것이다.

일 실시양태에서, 상기 인간 Met의 세포외 부분은 SEMA, PSI, IPT-1, IPT-2, IPT-3 및 IPT-4 도메인을 함유한[0055]

다.

바람직한 실시양태에서, 인간 Met의 세포외 부분은 서열식별번호: 13에 제시된 바와 같은 아미노산 서열을 가지[0056]

며, 여기서 서열식별번호: 13의 위치 797과 위치 875 사이 아미노산 중 적어도 하나는 그에 대한 항-Met 항체

단편의 결합을 방지하기 위하여 돌연변이된다.

더욱 바람직한 실시양태에서, 인간 Met의 세포외 부분은 서열식별번호: 14에 제시된 아미노산 서열을 가진다.[0057]

본 상세한 설명은 또한 안정한 방식으로 간세포 성장 인자 (HGF)에 결합할 수 있고, 항-Met 항체 단편에 의해[0058]

인식되는 에피토프 내에 그에 대한 항-Met 항체 단편의 결합을 방지하기 위한 적어도 하나의 아미노산 돌연변이

를 함유하는 인간 Met의 세포외 부분을 코딩하며, 바람직하게는 상기 인간 Met의 세포외 부분은 서열식별번호:

14에 제시된 아미노산 서열을 가지는, 핵산 분자에 관한 것이다.

본원에서 사용될 때, "인간 Met의 세포외 부분이 안정한 방식으로 인간 HGF에 결합할 수 있다"는 표현은 인간[0059]

Met의 세포외 부분이 100 nM 이하의 Kd 계산치로 HGF에 결합한다는 것을 의미한다.

본원에서 사용될 때, "인간 Met의 세포외 부분이 항-Met 항체 단편에 의해 인식되는 에피토프에 적어도 하나의[0060]

아미노산 돌연변이를 함유한다"는 표현은 항-Met 항체 가변 도메인에 의한 상기 영역의 관여를 방지하는 Met 세

포외 부분 내의 변형을 유도할 수 있는, Met 세포외 부분 내의 하나 이상 돌연변이 (즉 아미노산 치환 및/또는

결실 및/또는 삽입)의 존재를 의미한다.  통상의 기술자라면, 그의 통상적인 일반 지식 (일반적으로 DNA 복제

동안 특정 프라이머를 사용하여 주어진 DNA 서열에 단일 뉴클레오티드 변화를 포함하는 cDNA를 생성시킬 가능성

으로 대표됨; 문헌 [Maniatis T. Molecular cloning: A laboratory manual Cold Spring Harbor Laboratory,

공개특허 10-2025-0078600

- 12 -



1982] 참조)으로 볼 때, 인간 HGF에 결합하나 항-Met 항체 단편에는 결합하지 않는 능력을 보유하는 인간 Met

세포외 부분의 돌연변이된 형태의 구현에 관한 추가적인 세부사항은 필요로 하지 않는다.  이에 따라, 본 발명

이 본원에서 개시되는 바와 같은 인간 Met의 돌연변이된 세포외 부분 (즉 서열식별번호: 14)만을 포괄하는 것으

로 해석되어서는 아니되는데, 통상적인 일반 지식을 고려하는 통상의 기술자라면 그에 대한 항-Met 항체의 결합

을 방지하는 서열식별번호: 13을 가지는 인간 Met 세포외 부분의 추가적인 돌연변이 버전들을 생성시킬 수 있기

때문이다.

"SEMA", "PSI", "IPT-1", "IPT-2", "IPT-3" 및 "IPT-4"라는 용어는 Met의 세포외 영역을 구성하는 Met 도메인[0061]

들을 지칭한다.  그와 같은 도메인명들은 일반적으로 
23,24

에 의해 대표되는 바와 같은 통상의 기술자의 통상적인

일반 지식에 속한다.  SEMA 도메인은 Met (서열식별번호: 13)의 아미노산 25-516 사이에 포함되는 영역을 포괄

하는 세마포린 및 플렉신과 공통되는 단백질 상호작용 모듈이며; PSI는 Met  (서열식별번호: 13)의 아미노산

519-561 사이에 포함되는 영역을 포괄하는 플렉신, 세마포린 및 인테그린과 공통되는 도메인이고; IPT 도메인 -

4회 반복됨 -은 Met (서열식별번호: 13)의 아미노산 563-934 사이에 포함되는 영역을 포괄하는 플렉신 및 전사

인자와 공통되는 이뮤노글로불린-유사 영역이다.  구체적으로, IPT 반복체 1은 서열식별번호: 13의 아미노산 위

치 563-656을 차지하며, IPT 반복체 2는 서열식별번호: 13의 아미노산 위치 657-740을 차지하고, IPT 반복체 3

은 서열식별번호: 13의 아미노산 위치 741-837을 차지하며, IPT 반복체 4는 서열식별번호: 13의 아미노산 위치

838-934를 차지한다.

본 발명은 또한 임의적으로 본원에서 개시되는 바와 같은 인간 Met 세포외 부분과의 조합으로서 본원에서 개시[0062]

되는 바와 같은 항-Met 항체 단편의, 종양 및/또는 전이로 고통받는 환자의 치료에서 사용하기 위한 치료적 용

도에 관한 것이며, 여기서 환자는 MET 유전자의 유전자 변경을 보유한다.

본 발명은 또한 본원에서 개시되는 바와 같은 인간 Met 세포외 부분과의 조합으로서 본원에서 개시되는 바와 같[0063]

은 항-Met 항체 단편의, 종양 및/또는 전이로 고통받는 환자의 치료에서 사용하기 위한 치료적 용도에 관한 것

이며, 여기서 환자는 야생형 MET 유전자를 보유한다.

일 측면에서, 본 발명은 대상체에서의 종양 및/또는 전이의 치료 방법을 제공하며, 상기 방법은 해당 이상이 그[0064]

에 의해 치료되는 임의적으로 인간 Met 세포외 부분과의 조합으로서 항-Met 항체 단편 유효량의 대상체에의 투

여를 포함한다.

일 측면에서, 본 발명은 Met를 발현하는 세포의 성장 억제 방법을 제공하며, 상기 방법은 상기 세포를 임의적으[0065]

로 본 발명의 인간 Met 세포외 부분과의 조합으로서 본원에서 개시되는 항-Met 항체 단편과 접촉시킴으로써, 상

기 세포의 성장 억제를 야기하는 것을 포함한다.

일 측면에서, 본 발명은 암성 종양 및/또는 전이를 보유하는 포유동물의 치료적 치료 방법을 제공하며, 상기 방[0066]

법은 상기 포유동물을 그에 의해 효과적으로 치료하는 임의적으로 인간 Met 세포외 부분과의 조합으로서 본원에

서 개시되는 항-Met 항체 단편 유효량의 상기 포유동물에의 투여를 포함한다.

일 측면에서, 본 발명은 세포 증식성 장애의 치료 방법을 제공하며, 상기 방법은 상기 세포 증식성 장애를 그에[0067]

의해 효과적으로 치료하거나 예방하는 임의적으로 인간 Met 세포외 부분과의 조합으로서 본 개시내용의 항-Met

항체 단편 대상 유효량의 그와 같은 치료를 필요로 하는 대상체에의 투여를 포함한다.

일 측면에서, 본 발명은 포유동물에서의 종양 및/또는 전이의 치료적 치료 방법을 제공하며, 여기서 상기 종양[0068]

의 성장은 적어도 부분적으로 세포 증식의 증가, 세포자멸사로부터의 보호 중 어느 하나 또는 둘 다의 결과로서

의 Met/HGF 시스템의 성장 강화 효과에 의존한다.  상기 방법은 종양 세포를 상기 종양 및/또는 전이를 그에 의

해 효과적으로 치료하는 임의적으로 본 발명의 인간 Met 세포외 부분 유효량과의 조합으로서 항-Met 항체 단편

유효량과 접촉시키는 것을 포함한다.

임의적으로 인간 Met 세포외 부분과의 조합으로서 항-Met 항체를 사용하여 효과적으로 치료될 수 있는 종양은[0069]

유방, 결장직장, 폐, 결장, 췌장, 전립선, 난소, 자궁경부, 중추신경계, 신장, 간세포, 방광, 위, 두부 및 경부

종양 세포, 유두 암종 (예컨대 갑상선), 흑색종, 림프종, 골수종, 신경아교종/아교모세포종 (예컨대 역형성 별

아교세포종, 다형 아교모세포종, 역형성 핍지교종, 역형성 희소돌기별아교세포종), 백혈병 세포, 육종, 횡문근

육종, 또는 미지 초대 기원 암 (CUP) 유래의 종양에서 선택된다.

일 실시양태에서, 본 발명의 방법에서 치료 표적화되는 세포는 과다증식 및/또는 과다형성 세포이다.  일 실시[0070]

양태에서, 본 발명의 방법에서 표적화되는 세포는 형성이상 세포이다.  또 다른 실시양태에서, 본 발명의 방법
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에서 표적화되는 세포는 전이성 세포이다.  다른 실시양태에서, 본 발명의 방법에서 표적화되는 세포는 종양 및

/또는 전이를 지탱하는 미세환경에 속하는 Met 발현 세포이다.

본 발명자들은 CH3 도메인의 선택된 점 돌연변이에 의해 수득되며 효율적인 Fc 이종이량체화로 이어지는 1-아암[0071]

구조가 1가의 형태로 항체를 창출한다는 것을 입증하였다.

1가성은 2가인 자연상 항체 구조로 인한 DN30의 궁극적인 작용제 활성을 방지하는 데에 필수적이다.[0072]

예상밖이고도 놀랍게도, 본 발명자들은 DN30의 인간화된 1-아암 체계 중 하나 (즉 hOA-DN30-cl03E08)가 시험관[0073]

내 및 생체내에서 강한 억제 특성을 나타낸다는 것을 발견하였다.

시험관내에서, hOA-DN30-cl03E08은 상응하는 키메라 형태 (하기에서 "chOA-DN30"로 지칭됨) 및 본원에서 개시되[0074]

는 모든 다른 인간화된 1-아암 유도체들 ("hOA-DN30 항체들"로 지칭됨) (DN30으로부터 유래하는 모든 1-아암 항

체에 대한 상세한 설명에 대해서는 재료 및 방법 부문 참조)과 비교하였을 때, 탁월한 활성을 나타낸다.  예상

밖으로, hOA-DN30-cl03E08은 키메라인지 인간인지에 관계없이 시험된 다른 OA-DN30 항체들과 비교하였을 때, 더

고도의 친화성으로 Met에 결합한다.  예상밖으로, 본 발명자들은 Met에 대한 DN30 항체의 친화성을 증가시키는

것에 의해 배출 반응이 강화된다는 것을 발견하였다.  결론적으로, 인산화된 Met 수용체의 양으로 측정되었을

때의 Met 활성화의 억제는 더 강하였다.  이러한 활성은 Met-매개된 생물학적 반응의 억제로 이어진다.  MET-중

독된 종양 세포 성장의 손상은 매우 낮은 투여량에서 이루어져서; hOA-DN30-cl03E08 IC50은 키메라인지 인간인지

에 관계없이 분석에 포함된 OA-DN30 항체들에서 측정된 모든 것 중 가장 낮다.  종양 세포 성장의 더 우수한 억

제는 세포 증식의 더 광범위한 차단 및/또는 세포독성의 더 현저한 증대로 인한 것일 수 있다.

hOA-DN30-cl03E08은 생체내에서도 향상된 치료 잠재력을 나타낸다.  이는 그의 낮은 분자량으로 인하여 고도 신[0075]

장 청소(high kidney clearance)에 적용되는 분자인 MvDN30과 비교가 이루어지는 경우에 예상된다.  MvDN30의

저조한 약동학적 특성은 생체내 실험 모델에서의 분자의 성능에 상당한 영향을 준다.

신장 청소의 컷-오프(cut-off)에 비해 더 높은 분자량에 도달하는 것이면 원래 최고 치료 반응을 도출하는 데에[0076]

충분하다고 생각할 수 있으나, 그것은 그렇지 않다.  실제로는, DN30 mAb의 DCD-1 및 DCD-2 유도체 - MvDN30 대

비 증가된 크기를 가지는 재조합 분자 -를 사용하여 수득되는 결과는 약동학적 프로파일이 부분적으로만 개선되

고 치료 반응이 종양 성장 속도의 감소로 제한된다는 것을 분명하게 보여준다
8
.

hOA-DN30-cl03E08의 탁월한 활성은 부분적으로 Fc 수용체에의 결합으로 인하여 항체의 조직/기관 분포에 차이를[0077]

발생시킴으로써 매우 바람직한 약동학적 프로파일을 제공하는 Fc 영역의 존재로 인한 것일 수 있다.

Fc 영역의 존재로 인한 생체내 안정성과 관련한 긍정적인 측면은 오나르투주맙 적용분야에서 이미 논의 및 개시[0078]

된 바 있다.  그것은 1-아암 체계로 설계된 항-Met 항체이다
25
.  그럼에도 불구하고, 상기 항체는 세균에서 제조

되며, 그에 따라 글리코실화되지 않는다.  결과적으로, 거기에는 항체 의존성 세포 세포독성 (ADCC) 및/또는 보

체 의존성 세포독성 (CDC)을 활성화하는 능력이 결핍되어 있다.  반면, hOA-DN30-cl03E08은 포유동물 세포에서

제조되며, 따라서 그것은 Fc 효과기 기능을 완전히 도출할 수 있는 것으로 간주될 수 있다.

hOA-DN30-cl03E08은 작용 메커니즘에 있어서도 오나르투주맙과 상이하다.  첫 번째 항체는 Met 수용체 배출을[0079]

유도하여 세포 표면으로부터 Met를 제거하고 세포외 환경에서 HGF를 흡수하는 반면, 두 번째 것은 Met 결합에

대하여 HGF와 경합한다.  결과적으로, hOA-DN30은 종양-수용체의 이상 활성화를 지탱하는 메커니즘과 관계없이

Met를 억제하는 반면, 오나르투주맙은 리간드-의존성 활성화의 경우에서만 효과적이다.

Fc 영역의 존재가 hOA-DN30-cl03E08에 의해 수득되는 생체내에서의 치료 반응의 눈에 띄는 향상을 책임질 수는[0080]

없는데, 그와 같은 도메인이 시험된 모든 인간화된 및 키메라 1-아암 항체에 존재하기 때문이다.  인간화된 및

키메라 1-아암 항체가 공유하지 않는 것은 항체의 결합 부위가 존재하는 가변 영역이다.  구체적으로, DN30 CDR

- 모든 유도체에서 동일함 -이 프레임 영역에 삽입된다.  항체의 이러한 부분은 결합 포켓의 형성에 직접적으로

연관되지는 않는다 할지라도, CDR 구조의 최종 입체형태에 영향을 줄 수 있으며 그에 따라 항원에 대한 항체의

최종  친화성을  결정할  수  있는  베르니어  잔기(Vernier  residue)
26
로  지칭되는  특정 아미노산들을 포함한다.

cl03E08의 프레임 서열, 즉 중쇄 및 경쇄 가변 도메인 서열과의 조합으로서 DN30 CDR은 더 강한 친화성을 가지

는 항-Met 항체를 창출하는데, 상기 서열 조합이 Met 수용체상의 상응하는 에피토프와 더 잘 맞는 결합 포켓을

생성시키기 때문일 가능성이 있다.  항체와 Met 사이의 더 강력한 상호작용은 추가적으로 수용체의 배출, 및 결

과적인 Met-매개 생물학적 반응의 손상을 제공한다.  1-아암 체계로 인한 향상된 혈장 안정성과 연계될 경우,

공개특허 10-2025-0078600

- 14 -



이는 MET-중독된/구동된 암에 대하여 예상치 못한 탁월한 활성을 가지는 항체 - 즉 cl03E08 -을 산출한다.

문헌 [Basilico et al.]
27
에 보고된 데이터는 HGF 및 Met 둘 다의 동시 표적화가 종양 및/또는 전이의 치료에서[0081]

더 높은 치료 강력성을 산출한다는 것을 보여준다.  본원에서 입증된 실험 데이터는 예상밖으로 디코이Met
K842E

와

의 조합으로서 hOA-DN30에 의한 MET/HGF 축의 억제가 디코이Met
K842E

와의 조합으로서 MvDN30의 적용시 수득되는

것에 비해 탁월하다는 것을 보여준다.  실제로, 침습 검정에서 수득되는 결과 (본원의 도 9에 기록되어 있음)를

문헌 [Basilico et al.]
27
에 공개된 것과 비교해보면, hOA-DN30은 암 세포의 HGF-구동된 침습을 무산시키는 반

면, MvDN30이 조합의 일부인 경우 잔류 활성이 여전히 존재한다.

MET 유전자 변경이 없는 암 세포는 저산소, 이온화 방사선 또는 화학치료법과 같은 스트레스 조건에 반응하여[0082]

악성 표현형을 제고하고 침습성 전이 표현형을 해제하기 위한 '방편'으로서 MET 종양유전자에 의해 촉발되는 '

생리학적' 프로그램을 활용한다.  '방편'은 그의 리간드 HGF에 의한 야생형 MET의 자극을 필요로 한다.  본원에

서 제공되는 데이터는 MET '방편' 조건하에서 MET/HGF 축 양 측면을 건드리는 동시 개재가 향상된 억제 활성으

로 이어진다는 것을 보여준다.  hOA-DN30-cl03E08은 엑토도메인의 '배출'에 의해 세포 표면으로부터의 MET의 물

리적 제거를 유도한다.  후자는 세포외 환경으로 방출되어, HGF용 '디코이'로 작용한다.  재조합 디코이Met의

외인성 공급은 hOA-DN30-cl03E08에 의해 생성되는 내생 디코이Met의 HGF-격리 활성을 강화한다.  hOA-DN30-

cl03E08과 디코이Met
K842E

의 조합은 Met-발현 암 세포 및 HGF-분비 종양 간질에 동시에 작용한다.  이는 최적의

HGF-구동된 Met 신호전달 차단을 가능하게 하며, 그에 따라 침습성/전이성 표현형을 지탱하는 데에 있어서 MET

에 의존하는 야생형 MET를 발현하는 종양을 보유하는 대형 환자 코호트를 위한 신뢰성 있는 치료 선택사항에 상

당한다.

본원에서 개시되는 단백질 (일반적으로 인간화된 항-Met 항체 및 인간 Met의 세포외 부분)은 일반적으로 문헌[0083]

[Maniatis T. Molecular cloning: A laboratory manual Cold Spring Harbor Laboratory (1982)]에 나타나 있

는 바와 같은 재조합 DNA 기술과 관련된 분야의 통상적인 일반 지식을 고려하여 통상의 기술자에 의해 단백질의

형태 또는 단백질을 코딩하는 핵산 분자의 형태 중 어느 하나로 용이하게 제조될 수 있다.  예를 들면, 하기의

표준 절차가 이어질 수 있다: (i) 상응하는 cDNA 서열들의 합성, (ii) 통상적인 재조합 DNA 방법에 의한 포유동

물에서의 발현에 적합한 플라스미드에의 상기 cDNA들의 삽입, (iii) 포유동물 세포주의 상기 언급된 플라스미드

를 사용하여 일시적이거나 안정한 공동-형질감염, (iv) 배양물 상청액의 수집, (v) 재조합 단백질의 친화성 크

로마토그래피에 의한 정제.

본 발명의 활성 성분(들), 즉 단독 또는 인간 Met의 세포외 부분과의 조합으로서 인간화된 항-Met 항체 단편을[0084]

포함하는  치료용  조성물은  생리학적으로  허용되는  캐리어,  부형제  또는  안정화제  (문헌  [Remington's

Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed., 1980])를 사용하여 수성 용액, 동결건조되거나 달리 건

조된 제제의 형태로 제조될 수 있다.  허용되는 캐리어, 부형제 또는 안정화제는 사용되는 투약량 및 농도에서

수용자에게 비독성인 것이며, 완충제; 항산화제; 보존제; 저분자량 (약 10개 잔기 미만) 폴리펩티드; 단백질,

예컨대 혈청 알부민, 젤라틴 또는 이뮤노글로불린; 친수성 중합체 예컨대 폴리비닐피롤리돈; 아미노산; 단당류,

이당류, 및 기타 탄수화물; 킬레이팅제; 당; 염-형성 상대-이온; 금속 착물 및/또는 비-이온계 계면활성제가 포

함된다.  제제는 또한 치료되는 구체적인 징후에 필요한 다른 활성 화합물(들), 바람직하게는 단독 또는 인간

Met 세포외 부분과의 조합으로서 hOA-DN30의 치료 활성에 부정적인 영향을 주지 않는 보완적인 활성을 가지는

것들을 함유할 수 있다.  그와 같은 분자는 적합하게는 예정 목적에 효과적인 양으로 조합되어 존재한다.

활성 성분(들)은 또한 일반적으로 문헌 [Remington's  Pharmaceutical  Sciences  16th edition, Osol, A. Ed.[0085]

(1980)]에 개시된 기술에 의해 제조된 미세캡슐 내에 포획될 수 있다.

지속-방출 제제가 제조될 수도 있다.  지속-방출 제제의 적합한 예에는 본 발명의 활성 성분을 함유하는 고체[0086]

소수성 중합체의 반투과성 매트릭스가 포함되는데, 매트릭스는 성형 물품, 예컨대 필름 또는 미세캡슐의 형태로

존재한다.

본 발명의 활성 성분(들)은 단독, 또는 또 다른 항체, 소형 분자 티로신 키나제 억제제, 화학치료제(들) (화학[0087]

치료제 칵테일 포함), 다른 세포독성 작용제(들), 항-혈관생성 작용제(들), 시토카인 및/또는 성장 억제제(들)

과의 조합 중 어느 하나로서 사용될 수 있다.  상기 언급된 그와 같은 조합 치료법에는 조합 투여 (2종 이상의

작용제가 동일하거나 별도인 제제에 포함됨), 그리고 hOA-DN30의 투여가 보조 치료법 또는 치료법들의 투여 전

및/또는 후에 이루어 질 수 있는 경우인 별도 투여가 포함된다.
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본 발명의 활성 성분(들) (및 보조 치료제(들))은 비경구, 피하, 복막내, 폐내, 비내, 그리고 원할 경우 국소[0088]

치료용으로 병소내 투여를 포함한 임의의 적합한 수단에 의해 투여된다.  본 발명의 활성 성분(들)은 적합하게

는 특히 감쇠 투여량의 활성 성분을 사용하는 펄스 주입에 의해 투여될 수 있다.  투여는 부분적으로 투여가 단

기인지 장기인지에 따라 임의의 적합한 경로, 예컨대 주사, 예컨대 정맥내 또는 피하 주사에 의한 것일 수

있다.

본 발명의 활성 성분(들)은 우수한 의료 구현에 부합하는 방식으로 제제화, 투약 및 투여되게 된다.  이와 같은[0089]

맥락에서의 고려 인자에는 치료되는 구체적인 장애, 치료되는 구체적인 포유동물, 개별 환자의 임상적 조건, 장

애의 원인, 작용제의 전달 부위, 투여 방법, 투여 일정, 그리고 의료 개업의에게 알려져 있는 기타 인자들이 포

함된다.  본 발명의 활성 성분(들)이 문제의 장애를 예방하거나 치료하는 데에 현재 사용되고 있는 1종 이상의

작용제와 함께 제제화되어야 할 필요는 없으나, 임의적으로 그럴 수는 있다.  그와 같은 다른 작용제의 유효량

은 제제에 존재하는 본 발명 활성 성분(들)의 양, 장애 또는 치료의 유형, 및 상기에서 논의된 기타 인자에 따

라 달라진다.  이들은 일반적으로 이전에 사용되던 것과 동일한 투약량 및 투여 경로로, 또는 지금까지 사용되

던 투약량의 약 1 내지 99 %로 사용된다.

질환의 치료에 있어서, (단독으로, 또는 화학치료제(들)와 같은 다른 작용제(들)와의 조합으로서 사용될 때의)[0090]

본 발명 활성 성분(들)의 적절한 투약량은 치료되는 질환의 유형, 질환의 중증도 및 추이, 활성 성분이 예방 목

적으로 투여되는지 치료 목적으로 투여되는지 여부, 환자의 임상 이력 및 본 발명 활성 성분에 대한 반응이 적

절하게 고려되는지, 및 담당 의사의 재량에 따라 달라지게 된다.

hOA-DN30는 적합하게는 1회로, 또는 일련의 치료에 걸쳐 환자에게 투여된다.  질환의 유형 및 중증도에 따라,[0091]

약 1 mg/kg 내지 30 mg/kg의 항체가 예를 들면 1회 이상의 별도 투여에 의한 것인지 또는 연속 주입에 의한 것

인지에 관계없이, 환자에의 투여를 위한 개시 후보 투약량이다.  한 가지 통상적인 하루 투여량은 상기 언급된

인자들에 따라 약 1 μg/kg 내지 100 mg/kg 또는 그 이상의 범위일 수 있다.  수일 이상에 걸친 반복 투여의 경

우, 조건에 따라 원하는 질환 증상의 억제가 이루어질 때까지 치료가 지속된다.  항체 단편의 한 가지 대표적인

투약량은 약 0.05  mg/kg  내지 약 20 mg/kg의 범위일 수 있다.  이에 따라, 약 0.5  mg/kg,  2.0  mg/kg,  4.0

mg/kg 또는 10 mg/kg (또는 이들의 임의 조합)인 1회 이상 투여분이 환자에게 투여될 수 있다.  그와 같은 투여

량은 간헐적으로, 예를 들면 매주 또는 3주마다 투여될 수 있다 (예컨대 환자가 약 2 내지 약 20회, 예컨대 약

6회 투여분의 항체를 투여받도록 함).  더 높은 개시 적재 투여량 후 이어서 1회 이상의 더 낮은 투여량이 투여

될 수 있다.  대표적인 투여 처방계획은 약 4 mg/kg의 개시 적재 투여량 후 이어지는 약 2 mg/kg 항체의 주당

유지 투여량을 투여하는 것을 포함한다.  그러나, 다른 투약 처방계획이 유용할 수도 있다.  이와 같은 치료법

의 진행은 통상적인 기술 및 검정에 의해 용이하게 모니터링된다.  조합 치료법과 관련하여, 인간 Met의 세포외

부분은 바람직하게는 hOA-DN30와 동일한 시간에 전달되며, 바람직하게는 비제한적으로 질환의 유형 및 중증도에

따라 1:1 hOA-DN30:디코이Met
K842E

 몰비로 hOA-DN30에 비례하여 투여된다.

결과[0092]

DN30 항체의 키메라 및 인간화된 1-아암 체계 생성[0093]

전통적인 분자 생물학 기술을 통하여, 본 발명자들은 DN30 mAb 중쇄 및 경쇄의 불변 도메인들을 인간 이뮤노글[0094]

로불린으로부터 유래하는 불변 도메인들로 치환하였다.  경쇄 불변 도메인은 인간 카파 유형 도메인 (자연 인간

항체에서 더 많이 나타나는 것)으로 치환한 반면, 중쇄 불변 도메인은 인간 IgG1로부터 유래하는 상동성 도메인

(ADCC/CDC를 유도할 수 있는 것)으로 치환하였다.

DN30 마우스 항체의 인간화는 페어 저니 바이올로직스(Fair Journey Biologics) 사에서 파지 디스플레이 라이브[0095]

러리(phage  display  library)  접근법을 사용하여 수행하였다.  그들은 벗어난 FR  (프레임) 잔기의 식별, 및

CDR1-CDR2의 동일한 정준 배수 조합을 가지는 생식계열에서 선택된 최근접 인간 V 생식계열의 분석으로부터 시

작하였는데, 하기의 가용한 도구 및 데이터베이스를 사용하였다: UCL 플러스 Dr. 앤드류 마틴(Andrew Martin)의

abYsistool, http://www.bioc.uzh.ch/plueckthun/antibody/ 및 http://www2.mrc-lmb.cam.ac.uk/vbase/.  파지

디스플레이 라이브러리의 생성시에는 - 여기서 VH 및 VL 영역의 무작위화가 수행되었음 -, 4회의 친화성-구동된

파지 디스플레이 선택 라운드를 수행하였다.  과정 종료시에는, 최고의 인간 동일성 및 상동성을 가지는 DN30

인간화 변이를 선택하였다.  전통적인 분자 생물학 기술을 통하여, 인간 이뮤노글로불린으로부터 유래하는 불변

도메인 서열, 즉 인간 카파 경쇄 및 IgG1 중쇄 불변 도메인에 가변 영역을 연결하였다.

키메라 및 인간화된 항체를 1-아암 단일 사슬 형태로 체계화하기 위하여, 특정 아미노산 변형을 CH3 영역에 삽[0096]
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입하여 '노브와 홀(knob into hole)' 구조
28,29

를 생성시켰는데; 하나의 CH3 도메인은 노브 돌연변이인 
389
T→W를

보유하였으며, 다른 CH3 도메인은 홀 돌연변이인 
389
T→S; 

391
L→A; 

438
Y→V를 보유하였다.  키메라 또는 인간화된

경쇄, 키메라 또는 인간화된 중쇄 (CH3 도메인에서 돌연변이된 것) 및 인간 Fc 도메인 (CH3 도메인에서 돌연변

이된 것)을 코딩하는 cDNA들을 발현 플라스미드로 클로닝한 다음, 진핵 세포로 발현시켰다.  친화성 크로마토그

래피 및 젤 여과에 의해 세포 배양물 상청액으로부터 조립된 1-아암 항체를 정제하였다.  도 1은 DN30 유도체들

의 개략적 도면, 및 정제된 재조합 OA-DN30 분자의 비환원 및 환원 조건하에서의 SDS-Page 분리를 보여준다.

DN30 1-아암 항체는 고도의 친화성으로 Met를 인식함[0097]

키메라 또는 인간화된 DN30 항체의 정제된 1-아암 형태들을 ELISA 검정에 의해 Met 수용체에의 결합에 대하여[0098]

분석하였다.  참조로서, 키메라 DN30 Fab (MvDN30)
12
을 분석에 포함시켰다.  검정은 고체 상에 Met-Fc를, 그리

고 액체 상에 DN30 유도체를 포함하도록 구성하였다.  결합은 항-인간 κ 사슬 항체를 사용하여 밝혀냈다.  데

이터는 키메라 및 인간화된 항체 모두가 Met에 결합하며, hOA-DN30-cl03E08이 최고의 친화성을 나타낸다는 것을

보여주었다 (도 2a).

비-인간 Met 수용체와의 hOA-DN30-cl03E08 교차-반응성의 분석[0099]

본 발명자들은 하기를 수행하는 hOA-DN30-cl03E08의 종 교차 반응성을 분석하였다: (i) 인간, 마우스, 래트 및[0100]

원숭이 기원의 정제된 Met의 세포외 도메인을 사용한 ELISA 검정 (도 2b); (ii) 인간, 마우스, 래트, 개 및 원

숭이 기원의 세포에 의해 발현되는 표면 Met에 대한 항체 결합의 유동-세포측정기 분석 (도 2c).  실험 결과는

hOA-DN30-cl03E08이 인간, 래트, 개, 원숭이 기원의 Met에는 결합하는 반면, 마우스 Met와의 상호작용은 매우

약하다는 것을 보여주었다.

DN30 1-아암 항체는 작용제 특성을 발휘하지 않음[0101]

본 발명자들은 고도로 민감성인 검정인 산란 검정에서 새로운 DN30 유도체들이 Met 작용제 활성을 나타낼 수 있[0102]

는지를 시험하였다.  HGF 자극에 반응하는 세포 운동을 측정하기 위한 표준 시스템 역할을 하는 HPAF-II 인간

췌장 암종 세포를 24시간 동안 점증 농도의 항체로 자극하였다.  양성 대조군으로서, HGF 및 2가 DN30 mAb를 검

정에 포함시켰다.  양성 대조군으로 자극된 세포는 분명하게 산란된 반면, 모든 1가 DN30  유도체 (MvDN30,

chOA-DN30 및 hOA-DN30 항체)로 처리된 세포의 표현형은 미처리의 것과 구별되지 않았다 (도 3).

hOA-DN30은 Met '배출'을 강력하게 유도함[0103]

본 발명자들은 또한 hOA-DN30이 수용체 배출 및 하향조절을 촉진하는 능력을 유지하는지 여부를 조사하였다.[0104]

A549 세포를 점증 농도의 chOA-DN30 및 hOA-DN30 항체와 함께 인큐베이팅하였다.  참조로서, MvDN30을 검정에

포함시켰다.  48시간 후, Met의 세포외 부분에 대하여 유도된 단일클론 항체를 사용한 면역 블러팅에 의해 컨디

셔닝된 배지에 방출된 Met 엑토도메인을 점수화하였다.  세포 용해물에서 동일한 항체를 사용하여 Met의 총 세

포 농도를 또한 측정하였다.  이와 같은 분석은 모든 OA-DN30 항체가 Met 배출을 유도함으로써, 세포외 공간에

서의 가용성 Met 엑토도메인의 방출을 초래하고, 세포 표면으로부터 Met를 물리적으로 제거한다는 것을 밝혀냈

다 (도 4).  예상밖으로, 시험에 포함된 모든 다른 DN30 유도체와 비교하였을 때, hOA-DN30-cl03E08의 활성이

탁월하였다.

hOA-DN30-cl03E08은 Met 인산화를 강하게 억제함[0105]

본 발명자들은 chOA-DN30 및 the hOA-DN30 항체가 인간 암종, 즉 GTL-16으로부터 유래하는 세포에서 Met 인산화[0106]

를 억제하는지를 조사하였다.  상기 세포는 유전자 증폭으로 인한 수용체 과-발현의 결과로서 상시성으로 활성

인 Met를 보유한다.  항-포스포Met 항체를 사용한 면역블러팅에 의해 Met 활성화를 측정하였다.  도 5에 나타낸

바와 같이, 모든 분자가 투여량-반응 양태로 Met 인산화/활성화를 손상시켰다.  세포에서 Met 농도의 최강 손상

을 유도한 hOA-DN30-cl03E08이 더 활성인 DN30 유도체였다.

hOA-DN30-cl03E08은 MET-중독된 세포 성장을 강하게 억제함[0107]

세포 성장 (생존율)은 증식/생존을 Met-신호전달에 의존하는 MET-중독된 세포에서만 Met-억제제에 의해 손상될[0108]

수 있다.  DN30 유도체의 활성을 시험하기 위하여, 지수 성장중인 GTL-16 세포 (MET-중독된 인간 위 암종 세

포)를 점증 농도의 chOA-DN30 또는 hOA-DN30 항체와 함께 인큐베이팅하였다.  MvDN30을 양성 대조군으로서 검정

에 포함시켰다.  72시간 후, 발광-기반 ATP 검정을 사용하여 세포 생존율을 측정하였다.  모든 DN30 유도체들이

투여량-의존성인 방식으로 MET-중독된 세포 성장을 억제하였다 (도 6).  hOA-DN30-cl03E08이 MvDN30과 비교하였

공개특허 10-2025-0078600

- 17 -



을 때 2.5배 더 낮으며, chOA-DN30과 비교하였을 때 5.4배 더 낮고, 다른 hOA-DN30 항체들과 비교하였을 때 적

어도 5.2배 더 낮은 IC50으로, 최고의 억제를 나타내었다 (도 6의 표 참조).

hOA-DN30-cl03E08은 MET-중독된 세포에서 증식을 차단하는 데에 및 세포독성을 유도하는 데에 고도로 효과적임[0109]

DN30 유도체에 의해 발휘되는 MET-중독된 세포 성장 억제의 바탕이 되는 메커니즘을 더 분석하기 위하여, 본 발[0110]

명자들은  세포  증식  및  세포  세포독성을 평가하고,  MvDN30,  chOA-DN30  및  hOA-DN30-cl03E08을  비교하였다.

GTL-16 세포를 단일 투여량 (1 μM)의 DN30 유도체와 함께 인큐베이팅하고, ClickIT Edu 유동 세포측정법 검정

을 사용하여 세포 주기의 S 단계 동안의 세포에 의한 EdU - 티미딘 유사체 -의 도입을 측정하는 것에 의해, 세

포 증식을 평가하였다.  MvDN30을 양성 대조군으로서 검정에 포함시켰다.  이와 같은 분석은 DN30 유도체가 증

식에 영향을 준다는 것을 밝혀냈는데, S-단계에 있는 처리된 세포의 백분율이 대조군과 비교하였을 때 급격하게

감소되었기 때문이다.  특히, 가장 효과적인 분자는 hOA-DN30-cl03E08였는데, 4.9 %의 세포만이 여전히 증식성

이었다 (대조군 대비 84.2 % 감소).  chOA-DN30으로 처리된 군집의 증식성 세포는 14.97 %이었다 (대조군 대비

52 % 감소) (도 7a).

DN30 유도체가 증식의 차단만을 유도하는지, 또는 그것이 세포독성도 야기하는지를 시험하기 위하여, 지수 성장[0111]

중인  MET-중독된  GTL-16  세포를  점증  농도의  chOA-DN30  또는  hOA-DN30-cl03E08과  함께  인큐베이팅하였다.

MvDN30을 양성 대조군으로서 검정에 포함시켰다.  72시간 후, 셀톡스™ 그린 염료를 세포에 첨가하고 사멸된 세

포의 수에 정비례하는 세포의 형광을 측정함으로써, 세포독성을 측정하였다.  모든 DN30 유도체들이 투여량-의

존성인 방식으로 GTL-16 세포에서 세포독성을 유도하였다 (도 7b).  hOA-DN30-cl03E08이 각각 MvDN30 및 chOA-

DN30과 비교하였을 때 1.3배 및 6.1배 더 낮은 EC50으로, 최고의 유도를 나타내었다.

hOA-DN30-cl03E08은 단독 및 디코이Met와의 조합으로서 HGF-유도 세포 운동을 억제함[0112]

본 발명자들은 HPAF-II 인간 췌장 암종 세포의 HGF-의존성 세포 운동을 억제하는 hOA-DN30-cl03E08의 능력을 시[0113]

험하였다.  세포를 HGF와 함께 또는 그것 없이 인큐베이팅하고, 점증 투여량의 hOA-DN30-cl03E08로 처리하였다.

24시간 후, 세포 집락을 염색하여 분석하였다.  이와 같은 검정에서, hOA-DN30-cl03E08은 HGF-의존성 세포 산란

을 강하게 감소시켰다 (도 8).

상기 세포 시스템에서는, 리간드 (HGF) 및 수용체 (Met)를 동시에 차단하는 것에 의해 HGF-유도 생물학적 반응[0114]

의 더 효과적인 억제가 달성될 수 있는 것으로 나타났다
27
.  이에 따라, 본 발명자들은 디코이Met

K842E
와의 조합으

로서 hOA-DN30-cl03E08이 더 고도의 치료 반응을 유도하는지를 시험하였다.  디코이Met
K842E

는 DN30과의 상호작용

을 제거하는 돌연변이를 보유하는 Met의 전체 세포외 영역을 포괄하는 재조합 가용성 수용체로서; 그것은 고도

의 친화성으로 HGF에 결합하며, HGF를 흡수하여 중화시키는 것에 의해, 그리고 세포 표면상에 아직 존재하는 무

손상 Met 수용체와 이종이량체를 형성하여 그것이 불활성이 되게 하는 것에 의해, 리간드-구동된 생물학적 활성

을 억제한다.  등몰량인 조합으로서 2종 분자를 사용하면, 산란 표현형을 완전히 반전시키는 유효 투여량이 유

사한 세포 표현형을 도출할 수 있는 hOA-DN30-cl03E08 단독의 투여량에 비해 4배 더 낮았다 (도 8).

hOA-DN30-cl03E08은 단독 및 디코이Met와의 조합으로서 HGF-유도 세포 침습을 억제함[0115]

본 발명자들은 HPAF-II 세포의 HGF-의존성 세포 침습을 억제하는 hOA-DN30-cl03E08의 능력을 시험하였다.  단독[0116]

또는 디코이Met
K842E

 (1 μM)와의 조합으로서 hOA-DN30-cl03E08 (0.5 μM)을 포함하는 무혈청 배지 중 마트리겔

로 코팅된 트랜스웰 필터의 상부 챔버에 세포를 시딩하였다.  저부 챔버는 HGF (25 ng/ml)를 함유하는 배지로

충전하였다.  24시간 후, 염색 및 현미경 관찰에 의해, 필터의 저부 부분상에서 이동하는 세포를 평가하였다.

이와  같은  검정에서,  hOA-DN30-cl03E08은  HGF-의존성  세포  침습을  강하게  감소시켰는데;  조합  hOA-DN30-

cl03E08 및 디코이Met
K842E

에 의해 세포 반응이 거의 제거되었다 (도 9).

hOA-DN30-cl03E08은 PD-L1 발현의 인터페론-감마 유도를 무산시킴[0117]

프로그래밍된 세포 사멸 리간드 1 (PD-L1) 및 프로그래밍된 세포 사멸 수용체 1 (PD-1)은 면역 반응과 종양 미[0118]

세환경 사이의 경계면에서 중심적인 역할을 하는 면역-관문(checkpoint)으로 알려져 있는 핵심 조절 분자이다
30
.

이들은 종양 진행을 제어하는 면역 시스템의 능력을 상당히 손상시킬 수 있다.  종양 세포에 의한 PD-L1의 발현

은 유도성이며, 인터페론 감마 (IFN감마)가 가장 강력한 유도인자이다
31
.
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본 발명자들은 hOA-DN30-cl03E08에 의한 Met의 억제가 IFN감마 경로를 조절하고 결과적으로 PD-L1 조절을 할 수[0119]

있는지를 분석하였다 (도 10).   MET-중독된 GTL-16 세포를 48시간 동안 INF감마로 처리하고, IFN감마-유도성

PD-L1 발현에 대해 분석하였다.  비자극 조건에서는 PD-L1이 검출가능하지 않았던 반면, IFN감마에의 노출시,

그것이 일관되게 상향-조절되었다.  48시간 동안의 hOA-DN30-Cl03E08을 사용한 처리는 IFN감마에 의해 유도되는

PD-L1의 상향-조절을 상당히 손상시켰다.

hOA-DN30-cl03E08은 생체내에서 바람직한 약동학적 프로파일을 나타냄[0120]

본 발명자들은 MvDN30 및 키메라 DN30 mAb와 비교하여 hOA-DN30-Cl03E08의 약동학적 특성을 연구하였다.  단일[0121]

투여량의 상기 언급된 분자들을 정맥내 주사에 의해 면역결핍 마우스로 전달하였다.  전달 후 상이한 시점에,

처리된 마우스로부터의 말초 혈액을 수집하였다.  혈청 샘플에서 수행된 ELISA에 의해, 연구 분자의 혈중 농도

를 측정하였다.  hOA-DN30-cl03E08 혈중 농도는 mAb에 대하여 측정된 것에 필적하였으며, MvDN30에 비해서는 항

상 더 높았다 (도 11).

hOA-DN30-cl03E08은 생체내에서 MET-중독된 종양의 성장을 손상시킴[0122]

MET-중독된 모델에서, 생체내에서 종양 성장을 억제하는 DN30-유도체들의 능력을 시험하였다.  1x10
6
개의 GTL-[0123]

16 세포를 NOD-SCID 마우스의 옆구리에 피하로 주사하였다.  1주 후, 촉지성인 종양을 보유하는 마우스를 하기

4개의 균질 처리 군으로 무작위화하였다: 비히클 (n=6),  MvDN30  (n=6),  hOA-DN30-cl03E08  (n=5),  chOA-DN30

(n=5).  30 mg/Kg의 2회/주로 정맥내 주사에 의해 항체를 전달하고; 동일한 양의 분자를 투여하기 위하여, 동일

한 일정에 따라 15 mg/kg으로 MvDN30을 전달하였는데, 1-아암 항체의 분자량이 MvDN30 대비 2배였기 때문이다

(즉 OA-DN30 체계에서는 100 KDa 가량, 그리고 MvDN30에서는 50 KDa 가량임).  MvDN30은 - 그의 짧은 혈장 반

감기에서 예측되던 대로 - 효과적이지 않았던 반면, 양 1-아암 유도체는 종양 성장을 억제하였다 (도 12a) (각

각 비히클 대비 hOA-DN30-cl03E08  및 chOA-DN30에서 P  =  0.0007  및 0.05).   놀랍게도, hOA-DN30-cl03E08이

chOA-DN30에 비해 대단히 더 효과적이었는데; 처리된 양은 대조군 대비 hOA-DN30-cl03E08의 경우 87.8 %, 그리

고 chOA-DN30의 경우 52.9 % 더 적었다 (도 12b) (chOA-DN30 대비 hOA-DN30-cl03E08에서 P =0.009).  본 발명

자들은 또한 투여량 반응 실험을 수행하여 hOA-DN30-cl03E08의 억제 활성을 분석하였다.  상기한 실험 조건을

유지하면서, 마우스를 5개의 균질 군으로 무작위화하고, 상이한 투여량의 hOA-DN30-cl03E08을 사용하여 3회/주

의 i.v. 주사에 의해 처리하였다.  10, 30 및 60 mg/kg의 투여량은 종양 성장을 차단하는 데에 고도로 효과적이

었던 반면, 3.3 mg/kg을 사용한 처리는 대조군과 통계적으로 다르지 않았다 (도 13).

재료 및 방법[0124]

*세포 배양[0126]

A549 인간 폐 선암종 세포, HPAF-II 인간 췌장 선암종 세포, C2C12 마우스 근육 근모세포, H9C2 (2-1) 래트 심[0127]

장 근모세포, MDCK 개 신장 세포 및 Cos-7 원숭이 신장 세포는 ATCC/LGC 스탠다즈(Standards) S.r.l. 사 (이탈

리아 세스토 산 지오반니 소재)로부터 입수하였으며; GTL-16 세포주는 MET 유전자 사본 수에서 모체 세포주와

상이한
32
 MKN-45  세포  (일본  오사카  소재  일본  연구  생물자원  컬렉션(Japanese  Collection  of  Research

Bioresources)에서 가용한 인간 위 암종 세포)로부터 유래한 클론이다.  GTL-16 세포주는 이탈리아 소재 인터랩

셀  라인  컬렉션(Interlab  Cell  Line  Collection)  (ICLC)의  첨단  생물공학  센터(Advanced  Biotechnology

Center) (ABC)에서 ICLC PD 08003의 기탁 번호로 가용하다.  인간 폐암인 EBC-1은 일본 연구 생물자원 컬렉션의

것이었다.  DN30 하이브리도마는 이탈리아 소재 인터랩 셀 라인 컬렉션 (ICLC)의 첨단 생물공학 센터 (ABC)에서

ICLC PD 05006의 기탁 번호로 가용하다.

모든 세포는 공급자가 제안한 대로 배양하였다.  모든 세포 배양물을 미코플라스마 오염에 대하여 시험하였다.[0128]

*DN30 항체의 키메라 및 인간 1-아암 형태의 생성[0130]

키메라 DN30 항체: 유전자 합성에 의해, 각각 경쇄 (VL-CL), 중쇄 (VH-CH1-cH2-CH3) 및 Fc 도메인 (CH2-CH3)을[0131]

코딩하는 3종의 별도 cDNA를 생성시켰다.  가변 영역 (마우스 서열)은 DN30 항체의 것이었으며 (서열식별번호:

15 및 16); 인간 이뮤노글로불린으로부터 유래하는 인간 기원 불변 영역, 특히 경쇄는 인간 카파 유형 불변 도

메인 (진뱅크(GenBank) 서열 ID#:  DI165992)을 포함하고, 중쇄는 인간 IgG1  불변 도메인 (진뱅크 서열 ID#:
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DJ392898)을 포함한다.  코딩 서열의 C-말단에, 중쇄는 His-TAG (서열식별번호: 38, 39)를 포함하며, Fc는 스트

렙-TAG (서열식별번호: 40, 41)를 포함한다.

인간화된 DN30 항체: 페어 저니 바이올로직스 사에서 파지 디스플레이 라이브러리 접근법을 사용하여, DN30 마[0132]

우스 항체의 생식 계열 스크리닝에 의한 인간화를 수행하였다.  그들은 벗어난 FR (프레임) 잔기의 식별, 및

CDR1-CDR2의 동일한 정준 배수 조합을 가지는 생식계열에서 선택된 최근접 인간 V 생식계열의 분석으로부터 시

작하였는데, 하기의 가용한 도구 및 데이터베이스를 사용하였다: UCL  플러스 Dr. 앤드류 마틴의 abYsistool,

http://www.bioc.uzh.ch/plueckthun/antibody/  및 http://www2.mrc-lmb.cam.ac.uk/vbase/.   파지 디스플레이

라이브러리의 생성시에는 - 여기서 VH 및 VL 영역의 무작위화가 수행되었음 -, 4회의 친화성-추진 파지 디스플

레이 선택 라운드를 수행하였다.  과정 종료시에는, 최고의 인간 동일성 및 상동성을 가지는 5종의 서로 다른

DN30 인간화 변이, 즉 클론 03E08, 03G05, 03F04, 03H08 및 04H08을 선택하였다.  전통적인 분자 생물학 기술

을 통하여, 인간 이뮤노글로불린으로부터 유래하는 불변 도메인 서열, 즉 인간 카파 경쇄 및 IgG1 중쇄 불변 도

메인에 가변 영역을 연결하였다.

1-아암 형태 (chOA-DN30 및 hOA-DN30 항체)로의 키메라 및 인간화된 항체의 체계화: 특정 아미노산 변형을 CH3[0133]

영역에 삽입하여, '노브와 홀' 구조
28,29

를 생성시켰다.  '노브와 홀'은 동종이량체에 비해 이종이량체의 형성을

강화하는 데에 효과적인 설계 전략이라는 것이 입증되어 있다.  전략은 인간 IgG 분자의 H 사슬들 사이에서 가

장 광범위한 단백질-단백질 상호작용 부위인 항체 Fc 단편의 CH3 영역에 입체적으로 상보성인 돌연변이를 도입

하는 도메인 경계면 재형성을 바탕으로 한다.  하나의 사슬 VH-CH1-CH2-CH3 폴리펩티드는 작은 아미노산이 더

큰 것으로 치환되는 
389
T→W (노브 돌연변이)를 포함하며; 반대로, 다른 사슬인 CH2-CH3 폴리펩티드는 더 작은

것을 사용한 대형 잔기의 치환 
389
T→S; 

391
L→A; 

438
Y→V (홀 돌연변이)를 포함한다.  이들 돌연변이는 상대물

CH3 도메인상 노브에 근접해 있는 잔기 389, 391 및 438이 무작위로 치환된 파지 디스플레이 기술
33
에 의한 최적

화에서 선택되었다.  노브와 홀 조작은 동종이량체, 즉 진정 항체 (VL-CL+VH-CH1-CH2-CH3)2 또는 Fc 도메인 단

독 (CH2-CH3)2 대신, 3종의 상이한 아미노산 사슬 (VL-CL + VH-CH1-CH2-CH3 + CH2-CH3)을 포함하는 이종이량체

의 조립을 촉진한다.

N-말단에서, CH2-CH3 폴리펩티드는 말단절단된 인간 힌지 영역에 상응하는 서열을 포함한다.  경쇄 불변 도메인[0134]

(CL) C-말단 위치의 시스테인과의 사슬-간 디술피드 결합의 형성에 연관된 카바트의 EU 번호지정 체계에 따른

위치 233에서는, 시스테인을 배제하기 위하여 결실이 필요하다.  또한, CH2-CH3  폴리펩티드가 단백질 합성의

RER/골기 경로에 진입하는 것을 가능하게 하기 위하여, - 항체의 경쇄 (VL-CL) 및 중쇄 (VH-CH1-CH2-CH3)가 그

러하듯이 - N-말단의 말단절단된 힌지 영역 전에, DN30 중쇄의 신호 펩티드에 상응하는 서열이 포함된다.

본원에서 개시되는 키메라 항-Met 항체 단편 (chOA-DN30)은 하기로 구성된다:[0135]

(i) 서열식별번호: 15에 제시된 아미노산 서열을 가지는 경쇄 가변 도메인;[0136]

(ii) 서열식별번호: 16에 제시된 아미노산 서열을 가지는 중쇄 가변 도메인;[0137]

(iii) 서열식별번호: 9에 제시된 아미노산 서열을 가지는 인간 경쇄 불변 (CL) 도메인;[0138]

(iv) 서열식별번호: 10에 제시된 아미노산 서열을 가지는 인간 중쇄 불변 CH1 도메인;[0139]

(v) 서열식별번호: 11에 제시된 아미노산 서열을 가지는 제1 인간 Fc 폴리펩티드; 및[0140]

(vi) 서열식별번호: 12에 제시된 아미노산 서열을 가지는 제2 인간 Fc 폴리펩티드.[0141]

본 개시내용의 인간화된 항-Met 항체 단편 (hOA-DN30-cl03E08) 대상은 하기로 구성된다:[0142]

(i) 서열식별번호: 7에 제시된 아미노산 서열을 가지는 인간화된 경쇄 가변 도메인;[0143]

(ii) 서열식별번호: 8에 제시된 아미노산 서열을 가지는 인간화된 중쇄 가변 도메인;[0144]

(iii) 서열식별번호: 9에 제시된 아미노산 서열을 가지는 인간 경쇄 불변 (CL) 도메인;[0145]

(iv) 서열식별번호: 10에 제시된 아미노산 서열을 가지는 인간 중쇄 불변 CH1 도메인;[0146]

(v) 서열식별번호: 11에 제시된 아미노산 서열을 가지는 제1 인간 Fc 폴리펩티드; 및[0147]
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(vi) 서열식별번호: 12에 제시된 아미노산 서열을 가지는 제2 인간 Fc 폴리펩티드.[0148]

인간화된 항-Met 항체 단편 (hOA-DN30-cl03G05)은 하기로 구성된다:[0149]

(i) 서열식별번호: 17에 제시된 아미노산 서열을 가지는 인간화된 경쇄 가변 도메인;[0150]

(ii) 서열식별번호: 18에 제시된 아미노산 서열을 가지는 인간화된 중쇄 가변 도메인;[0151]

(iii) 서열식별번호: 9에 제시된 아미노산 서열을 가지는 인간 경쇄 불변 (CL) 도메인;[0152]

(iv) 서열식별번호: 10에 제시된 아미노산 서열을 가지는 인간 중쇄 불변 CH1 도메인;[0153]

(v) 서열식별번호: 11에 제시된 아미노산 서열을 가지는 제1 인간 Fc 폴리펩티드; 및[0154]

(vi) 서열식별번호: 12에 제시된 아미노산 서열을 가지는 제2 인간 Fc 폴리펩티드.[0155]

인간화된 항-Met 항체 단편 (hOA-DN30-cl03F04)은 하기로 구성된다:[0156]

(i) 서열식별번호: 19에 제시된 아미노산 서열을 가지는 인간화된 경쇄 가변 도메인;[0157]

(ii) 서열식별번호: 20에 제시된 아미노산 서열을 가지는 인간화된 중쇄 가변 도메인;[0158]

(iii) 서열식별번호: 9에 제시된 아미노산 서열을 가지는 인간 경쇄 불변 (CL) 도메인;[0159]

(iv) 서열식별번호: 10에 제시된 아미노산 서열을 가지는 인간 중쇄 불변 CH1 도메인;[0160]

(v) 서열식별번호: 11에 제시된 아미노산 서열을 가지는 제1 인간 Fc 폴리펩티드; 및[0161]

(vi) 서열식별번호: 12에 제시된 아미노산 서열을 가지는 제2 인간 Fc 폴리펩티드.[0162]

본 개시내용의 인간화된 항-Met 항체 단편 (hOA-DN30-cl03H08) 대상은 하기로 구성된다:[0163]

(i) 서열식별번호: 21에 제시된 아미노산 서열을 가지는 인간화된 경쇄 가변 도메인;[0164]

(ii) 서열식별번호: 22에 제시된 아미노산 서열을 가지는 인간화된 중쇄 가변 도메인;[0165]

(iii) 서열식별번호: 9에 제시된 아미노산 서열을 가지는 인간 경쇄 불변 (CL) 도메인;[0166]

(iv) 서열식별번호: 10에 제시된 아미노산 서열을 가지는 인간 중쇄 불변 CH1 도메인;[0167]

(v) 서열식별번호: 11에 제시된 아미노산 서열을 가지는 제1 인간 Fc 폴리펩티드; 및[0168]

(vi) 서열식별번호: 12에 제시된 아미노산 서열을 가지는 제2 인간 Fc 폴리펩티드.[0169]

본 개시내용의 인간화된 항-Met 항체 단편 (hOA-DN30-cl04H08) 대상은 하기로 구성된다:[0170]

(i) 서열식별번호: 23에 제시된 아미노산 서열을 가지는 인간화된 경쇄 가변 도메인;[0171]

(ii) 서열식별번호: 24에 제시된 아미노산 서열을 가지는 인간화된 중쇄 가변 도메인;[0172]

(iii) 서열식별번호: 9에 제시된 아미노산 서열을 가지는 인간 경쇄 불변 (CL) 도메인;[0173]

(iv) 서열식별번호: 10에 제시된 아미노산 서열을 가지는 인간 중쇄 불변 CH1 도메인;[0174]

(v) 서열식별번호: 11에 제시된 아미노산 서열을 가지는 제1 인간 Fc 폴리펩티드; 및[0175]

(vi) 서열식별번호: 12에 제시된 아미노산 서열을 가지는 제2 인간 Fc 폴리펩티드.[0176]

키메라 및 인간 1-아암 항체의 발현 및 정제[0177]

상기한 경쇄 (인간화된 경쇄의 경우 서열식별번호: 25, 26, 27, 28, 29에, 그리고 키메라 경쇄의 경우 서열식별[0178]

번호: 30에 제시된 뉴클레오티드 서열), 중쇄 (인간화된 중쇄의 경우 서열식별번호: 31, 32, 33, 34, 35에, 그

리고 키메라 중쇄의 경우 서열식별번호: 36에 제시된 뉴클레오티드 서열) 및 Fc (서열식별번호: 37에 제시된 뉴

클레오티드 서열)를 코딩하는 cDNA를 흔하게 가용한 발현 벡터 (예컨대 캘리포니아 카마릴로 소재 인비트로겐

코포레이션(Invitrogen  Corporation)사의 pcDNA3.1  플라스미드 cat.#  V79020)로 클로닝하고, ExpiCHO-S  세포

(cat.#: A29127, 서모피셔 사이언티픽(ThermoFisher Scientific) 사)를 형질감염시키는 데에 사용하였다.  벡

터 비는 원하는 97.5 kDa 이종이량체 (OA-Ab)의 산출은 최대화하고 소정의 150 kDa 2가 동종이량체 (진정 Mab)

의 존재는 최소화하도록 최적화하였다.  최적 비는 하기였다: 경쇄, 중쇄 완전 크기 ("노브" 벡터) 및 Fc ("홀"
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벡터)에 대하여 각각 1:1:2.  이와 같은 조건은 최소량의 동종이량체 존재로 이어졌으며, 이종이량체는 총 단백

질의 대략 85 %이었다.  엑스피펙타민(ExpiFectamine)™ CHO 형질감염 반응물 (cat.# A29130, 서모피셔 사이언

티픽 사)에 의해 일시적 발현을 추진하였다.  생성 9일 후 상청액을 수확하였다.  악타 퓨어(AKTA Pure) 25 크

로마토그래피 시스템에서 힛트랩 맵셀렉트 슈어(Hitrap MabSelect Sure) 컬럼 (cat.# GE29-0491-04, 시그마 알

트리치(Sigma Aldrich) 사)을 사용하여 OA-DN30 항체를 정제하였다.  이후, 0.1 M 시트레이트 완충제를 사용하

여 pH 3.0에서 OA-DN30 항체를 용리하였다.  용리 분획을 수집하고, 1M 트리스(Tris)-HCl pH 9.0 (용리 단백질

ml 당 0.15 ml의 비)을 사용하여 중화하였다.  GE 악타 프라임(AKTA Prime) 액체 크로마토그래피 시스템 (GE 헬

스테어 라이프 사이언시즈(Healthcare Life Sciences) 사) 상의 1x PBS (pH 7.4)-평형화 수퍼덱스(Superdex)

200 26/600 크기 배제 컬럼 (cat.# GE28-9893-36, 시그마 알드리치 사)에서, OA-DN30 항체를 추가 정제함으로

써, OA-Ab를 함유하는 분획을 동종이량체 분획 (mAb 또는 Fc)으로부터 분리하였다.  OA-DN30 항체를 함유하는

정제용 SEC 분획을 혼합수집하여, SDS-PAGE에 의해 분석함으로써, 순도를 확인하였다.  혼합수집된 분획을 내독

소 농도에 대해서도 시험하였다.  정제용 SEC 정제로부터의 최종 혼합수집 분획은 모든 2가 동종이량체의 부재,

그리고 노브-노브 Fc 동종이량체에 상응하는 소량 (<5 %)의 더 작은 70 kDa 밴드의 존재를 보여주었다.

돌연변이된 Met 엑토도메인의 생성, 발현 및 정제[0179]

기탁  번호  X54559로  진뱅크에  개시된  바와  같은  인간  Met  엑토도메인  서열로부터  시작하고  퀵체인지[0180]

(QuickChange) II 부위-지정 돌연변이유발 키트 (cat.# 200524 캘리포니아 산타 클라라 소재 아길렌트 테크놀로

지스(Agilent Technologies) 사)를 사용하여 제조자의 지침에 따라 합성으로 단일 아미노산 치환을 보유하는 인

간 MET 엑토도메인 (디코이Met)의 cDNA 서열을 생성시켰다.  상기 절차는 원하는 점 돌연변이를 포함하는 센스

및 아티센스 올리고뉴클레오티드의 설계를 필요로 한다.  하기 올리고를 사용하였다:

- 돌연변이 K842E:[0181]

sn. 5'-gtacataatcctgtgtttgagccttttgaaaagccagtg-3' (서열식별번호: 42);[0182]

as. 5'-cactggcttttcaaaaggctcaaacacaggattatgtac-3' (서열식별번호: 43).[0183]

디코이Met 돌연변이를 코딩하는 cDNA를 발현하는 pcDNA3.1  플라스미드 (cat.#  V79020  인비트로겐 코포레이션[0184]

사, 캘리포니아 카마릴로 소재)를 사용한 HEK-293T 세포의 일시적 형질감염에 의해, 조작된 가용성 수용체를 생

성시켰다.  형질감염된 세포를 3일 동안 고갈시키고, 가용성 수용체를 함유하는 세포 배양물 상청액을 수집하였

다.  제조자의 지침에 따라 히스트랩(HisTrap) HP 컬럼 (cat.# 17524701 GE 헬스케어 사, 독일 프라이부르크 소

재)을 사용한 친화성 크로마토그래피에 의해,  재조합 단백질의 정제를 수행하였다.   U-프로테인 익스프레스

(Protein Express) BV 사 (네덜란드 우트레흐트 소재)에서 대-규모 단백질 제조 및 정제를 수행하였다.

인간 디코이Met의 변이 (디코이MET
K842E

)는 서열식별번호: 14에 제시된 아미노산 서열을 가진다.[0185]

SDS-PAGE + 블루 쿠마씨에 의한 정제된 단백질의 분석[0186]

표준 방법에 따라 β-메르캅토 에탄올의 존재 또는 부재하에 SDS-PAGE에 의해 4-12 % 아크릴아미드 구배 젤로[0187]

정제된 OA-DN30 항체 (1 μg)를 분리하였다.  분자량 마커 (cat.# 1610374, 바이오-래드(Bio-Rad) 사)를 분석

에 포함시켰다.  젤로 분리된 폴리펩티드를 젤 코드 블루 염색 시약 (cat.# 24590, 서모 피셔 사이언티픽 사)에

의해 밝혀냈다.

ELISA 결합 검정[0188]

Met와 DN30 유도체 사이의 상호작용 분석을 위하여, 정제된 Met-Fc 키메라 (cat #. 358-MT-100 R&D 시스템즈[0189]

(Systems) 사, 100 ng/웰)를 ELISA 플레이트상에 고정시켰다.  0.5 % BSA를 사용한 포화 후, 37 ℃에서 1시간

동안  인큐베이팅하고,  점증  농도의  항체  (MvDN30,  chOA-DN30  또는  hOA-DN30  항체,  PBS-BSA  0.5  %  -  트윈

(Tween) 0.1 % 중에 제조된 0 - 500 nM)를 액체 상에 첨가하였다.  HRP-접합된 항-인간 κ 사슬 항체 (cat.#

A7164, 시그마-알드리치 사)를 사용하여 결합을 밝힌 후, 이어서 TMB (cat.# T8665, 시그마-알드리치 사)와 함

께  인큐베이팅하였다.   다중-표지 플레이트 판독기 빅터(VICTOR)-X4  (퍼킨 엘머 인스트루먼츠(Perkin  Elmer

Instruments) INC. 사, 매사추세츠 왈트만 소재)에 의해 비색법 검정을 정량하였다.  데이터를 분석하고, 프리

즘(Prism) 소프트웨어 (그래프패드(GraphPad) 사)를 사용하여 피팅하였다.

상이한 종들로부터 유래하는 Met-Fc 키메라 (고체 상)에 대한 hOA-DN30-cl03E08 (액체 상)의 ELISA 결합 분석을[0190]

위하여,  인간  (cat  #.  358-MT-100  R&D  시스템즈  사),  뮤린  (cat.#  50622-M02H,  시노  바이올로지칼(Sino
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Biological) 사), 래트 (cat.# 80004-R02H, 시노 바이올로지칼 사) 및 원숭이 (cat.# 90304-C02H, 시노 바이올

로지칼 사) 기원의 Met를 검정에 포함시켰다.  절차는 상기한 것과 동일하였다.

유동-세포측정기 결합 분석[0191]

세포 표면에 발현된 Met에의 hOA-DN30-cl03E08 결합을 위하여, 2x10
5
개의 EBC-1, C2C12, H9C2, MDCK 또는 Cos-[0192]

7 세포를 스템프로(StemPro)™ 아큐타제(Accutase)™ 세포 해리 반응물 (cat.# A1110501, 서모피셔 사이언티픽

사)로 처리하고, 수집하여, PBS-2 % FCS 중에서 4 ℃로 1시간 동안 인큐베이팅하였다.  PBS-2 % BSA 중에서 10

μg/ml의  hOA-DN30-cl03E08과  함께  4  ℃로  30분  동안  세포를  인큐베이팅하는  것에  의해  항체  염색을

수행하였다.  PBS-2 % BSA를 사용한 6회 세척 후, 세포를 1:100 희석된 항-인간 IgG-APC (cat.# 109-606-088

잭슨 이뮤노 리서치(Jackson Immuno Research) 사)와 함께 4 ℃로 30분 동안 인큐베이팅한 다음, 세척하여 비결

합 항체를 제거하였다.  DAPI (3μl의 1 μg/ml 작용 용액, 시그마-알드리치 사, cat.# 10236276001)를 사용하

여 4 ℃로 5분 동안 세포들을 공동-염색하고, 서밋(Summit) 4.3 소프트웨어 (다코(Dako) 사)에 의해 Met 발현에

대하여 분석하였다.  동형 대조군 (항 인간 APC IgG)으로부터 유래하는 형광 신호를 임계치 (0<MFI<10
1
)로 설정

하였다.  평균 형광 강도 (MFI)가 임계치에 비해 더 높은 경우 (MFI>10
1
), 세포를 Met 발현에 있어서 양성인 것

으로 간주하였다.

Met 배출의 분석[0193]

합류-이하 A549 단층을 PBS로 2회 세척한 다음, 점증 농도 (37, 111, 333, 1000 nM)의 DN-30 유도체와 함께 무[0194]

-혈청 배지 중에서 인큐베이팅하였다.  48시간 후, 컨디셔닝된 배지를 수집하고, 램리(Laemmli) 완충제를 사용

하여 세포를 용해시켰다.  항-Met 항체 (3D4, cat.# 08-1366 인비트로겐 코포레이션 사)를 사용한 웨스턴 블럿

에 의해 15 μg의 총 세포 단백질 중에서 Met 단백질 농도를 측정하였으며; 적재 대조군으로서, 항-빈큘린 항체

(클론 hVIN-1, cat.# V9131 시그마 라이프 사이언스(Sigma Life Science) 사)를 사용하여서도 필터를 프로빙하

였다.  수용체의 세포외 도메인에 대하여 유도된 항-인간 HGFR/Met 항체 (cat. # AF276, R&D 시스템즈 사)를 사

용한 웨스턴 블러팅에 의해, 15 μl의 세포 배양물 상청액 중에서 Met 엑토도메인 농도를 측정하였다.  항-마우

스 IgG1 HRP-접합 이차 항체 (cat.# JI115035003, 잭슨 이뮤노리서치(Jackson ImmunoResearch) 사) 및 ECL 시

스템 (cat. # W1015, 프로메가(Promega) 사)을 단백질 검출에 사용하였다.  이미지J 소프트웨어를 사용하여 웨

스턴 블럿 밴드를 정량하였다.

MET 인산화 검정[0195]

혈청-고갈된 GTL-16 세포를 DN30 유도체 (1000 또는 250 nM)와 함께 24시간 동안 인큐베이팅하였다.  하기의 일[0196]

차 항체들을 사용한 웨스턴 블럿에 의해 총 세포 용해물을 분석하였다: 항-Met 포스포-Tyr
1234/1235

 (D26, cat.#

3077 셀 시그널링 테크놀로지(Cell Signaling Technology) 사); 항-Met (3D4, cat.# 08-1366 인비트로겐 코포

레이션 사); 및 항-빈큘린 (클론 hVIN-1, cat.# V9131 시그마 라이프 사이언스 사).  항-마우스 IgG1 및 항-토

끼 IgG (cat.# JI111035003) HRP-접합 이차 항체 및 ECL 시스템을 단백질 검출에 사용하였다.  이미지J 소프트

웨어를 사용하여 웨스턴 블럿 밴드를 정량하였다.

시험관내 생물학적 검정[0197]

세포 산란 검정을 위하여, 완전 배양 배지 중 96-웰 플레이트에 HPAF-II 세포 (8000개/웰)를 시딩하였다.  항체[0198]

의 작용제 활성을 분석하기 위하여, 24시간 후, HGF (8 ng/ml, 양성 대조군, cat.# 294-HG-025, R&D 시스템즈

사) 또는 항체 (DN30 mAb, MvDN30, chOA-DN30, hOA-DN30 항체, 모두 200 nM 농도)를 배양 배지에 첨가하였다.

억제 활성을 분석하기 위하여, 단독 또는 디코이Met
K842E

와의 1:1  조합으로서 점증 농도 (0  -  4  μM)의 hOA-

DN30-cl03E08을 첨가하였다.  추가 24시간의 시간 후, 6.25 ng/ml의 HGF를 사용하여 24시간 동안 세포를 자극하

였다.  다음에, 11 % 글루타르알데히드 (cat.# 340855 시그마-알드리치 사)를 사용하여 세포를 고정하고, 0.1 %

크리스탈  바이올렛  (cat.#  C3886  시그마-알드리치 사)을 사용하여 염색한 후,  현미경 관찰 (현미경 레이카

(Leica) DM2000)에 의해 분석하였다.  QICAM 패스트(Fast) 1394 컬러 디지털 카메라 (Q이미징(Imaging) 사)를

사용하여 이미지를 촬영하였다.

세포 침습 검정을 위하여, 단독 또는 1 μM 디코이Met
K842E

와의 조합으로서 0.5 μM hOA-DN30-cl03E08의 존재하[0199]

에 무-혈청 배양 배지 중에 HPAF-II 세포 (1.5 X 10
5
개/웰)를 현탁하고, 30 μg/웰의 마트리겔 매트릭스 (cat.#
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354234, 코닝(Corning) Inc. 사)로 사전-코팅된 트랜스웰 챔버의 상부 구획에 시딩하였다.  2 % FBS 및 6.25

ng/ml의 HGF가 보충된 배양 배지를 챔버의 저부 구획에 첨가하였다.  24시간 후, 트랜스웰 필터의 상부 측상 세

포는 기계식으로 제거한 반면, 멤브레인을 통하여 이동된 세포는 11 % 글루타르알데히드를 사용하여 고정하고,

0.1 % 크리스탈 바이올렛을 사용하여 염색하였다.  이미지-J 소프트웨어를 사용하여 세포 침습을 정량하였다.

생존율 검정을 위하여, 10 % FBS 배양 배지 중 96 웰 플레이트에 2000개 세포/웰로 GTL-16 세포를 시딩하였다.[0200]

24시간 후, 10 % FBS 더하기 시험될 분자 (점증 농도 - 0 내지 10 μM)를 포함하는 새로운 것으로 배지를 교체

하였다.  72시간 후, 셀타이터-글로 (cat.# G7573 프로메가 Corp 사)를 사용하여 제조자의 지침에 따라 세포 생

존율을 평가하였다.  빅터 X4를 사용하여 화학-발광을 검출하였다.

증식 검정을 위하여, 10 % FCS 배지 중 6 웰 플레이트에 350000개의 GTL-16 세포를 플레이팅하였다.  24시간[0201]

후, 고정 농도 (1 μM)의 DN30 유도체를 사용하여 추가 48시간 동안 세포를 처리하였다.  다음에, 10 μM의 EdU

(cat. # A10044, 서모 피셔 사)를 추가 2시간 동안 배양 배지에 첨가하였다.  Click-iT™ EdU 알렉사 플루오르

(Alexa Fluor)™ 488 유동 세포측정법 검정 (cat. # C10425, 서모 피셔 사)의 절차에 따라 세포형광측정기 분석

에 의해 S 단계에 있는 세포의 %를 측정하였다.

세포독성 검정을 위하여, 10 % FCS 배지 중 96 웰 플레이트에 2000개의 GTL-16 세포를 플레이팅하였다.  24시간[0202]

후, 점증 농도의 DN30 유도체를 사용하여 추가 48시간 동안 세포를 처리하였다.  제조자의 지침에 따라 셀-톡스

™ 그린 세포독성 검정 (cat. # G8741, 프로메가 사)에 의해 세포 세포독성을 평가하였다.

PD-L1 발현 분석[0203]

250  nM  hOA-DN30-cl03E08과의  조합으로서  50  ng/ml의  IFNγ-1b  (밀테니이  바이오텍(Miltenyi  Biotec)  사,[0204]

cat.# 130-096-484)를 사용하여 48시간 동안 (24시간마다 교체) 합류-이하 GTl-16 세포를 처리하였다.  다음에,

램리 완충제 중에서 단층을 용해시키고, 45 μg의 총 단백질을 8 % SDS-PAGE 젤에 적용하였다.  표준 방법에 따

라  단백질을  젤로부터  아이블럿(iBlot)  전달  니트로셀룰로스  멤브레인  (라이프  테크놀로지스(Life

technologies) 사, cat.# IB23001)상으로 전달하였다.  항-PD-L1 항체 (E1L3N, cat.# 13684, 셀 시그널링 테크

놀로지 사)에 의해 PD-L1 발현을 검출하였다.  항-MET 포스포-Tyr
1234/1235

 (D26) 항체에 의해 P-Met 농도를 확인

하였다.  적재 대조군으로서, 항-GAPDH (D4C6R, cat.# 97166 셀 시그널링 테크놀로지 사)를 사용하여 필터를 프

로빙하였다.  이차 HRP-접합 염소 항-마우스 IgG (cat.# JI115035003) 또는 항-토끼 IgG (cat.# JI111035144)

(모두 잭슨 이뮤노리서치 사의 것) 및 ECL 시스템을 단백질 검출에 사용하였다.

생체내 실험[0205]

모든 동물 절차는 [Fondazione Piemontese per la Ricerca sul Cancro]의 동물 실험 윤리 위원회 및 이탈리아[0206]

보건성에 의해 승인된 프로토콜에 따라 수행하였다.  NOD-SCID 마우스는 찰스 리버(Charles River) 사 (이탈리

아 칼코 소재)로부터 구매하였다.

약동학적 분석을 위하여, NOD-SCID 마우스에 단일 투여량 (100 μg)의 hOA-DN30-cl03E08을 정맥내 주사하였다.[0207]

하기의 상이한 시점에 말초 혈액을 수집하였다: 10', 30', 1시간, 4시간, 8시간, 24시간, 48시간, 72시간, 120

시간.  결합 검정 부문에서 상기한 바와 같이 ELISA에 의해 치료용 분자의 혈청 농도를 측정하고, 상이한 정제

분자들의 연속 희석에 의해 수득된 표준 곡선의 선형 부분에 샘플의 흡광도 값을 보삽(interpolating)하였다.

각 시점은 4 마리 마우스의 평균 값이었다.

종양 성장 분석을 위하여, 1x10
6
개의 GTL-16 세포를 NOD-SCID 마우스의 옆구리에 접종하였다.  주당 2회 캘리퍼[0208]

스 측정에 의해 종양 성장을 모니터링하였다.  하기의 수학식을 사용하여 종양 부피를 계산하였다: V= 4/3 π

(x/2)(y/2)(z/2)로서, 식 중 x, y 및 z는 종양 덩어리의 높이, 너비 및 깊이이다.  종양이 70-100 mm
3
의 부피에

도달하였을 때 (세포 주사 대략 1주 후), 마우스를 균질 군으로 무작위화하였다.  한 가지 경우에서는, 4개 군

을 생성시켰으며 (PBS-비히클, MvDN30, chOA-DN30, hOA-DN30-cl03E08; 모든 항체 30 mg/kg, 주 당 2회); 다른

경우에서는, 5개 군을 생성시켰다 (PBS-비히클, hOA-DN30-cl03E08 60 mg/kg, 30 mg/kg, 10 mg/kg, 3.3 mg/kg;

모든 투여량 주 당 3회).  정맥내 주사에 의해 분자들을 투여하였다.  실험 종료시 (처리 15 또는 17일)에는,

마우스를 희생시키고, 종양을 절제하여, 칭량하였다.

통계 분석[0209]

평균 및 표준 편차 (SD)는 마이크로소프트 오피스 엑셀(Microsoft Office Excel) 2010 소프트웨어 (마이크로소[0210]
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프트 코포레이션(Microsoft Corporation) 사)를 사용하여 계산하였다.  Kd 값을 계산하기 위하여, ELISA 검정으

로부터의 데이터를 분석하고, 그래프패드 프리즘 소프트웨어 (그래프패드 소프트웨어 사)를 사용하여 비선형 회

귀 1 부위 결합 쌍곡선 곡선에 따라 피팅하였다.  IC50 및 EC50 값을 계산하기 위해서는, 데이터를 분석하고, 그

래프패드 프리즘 소프트웨어를 사용하여 비선형 회귀 시그모이드(sigmoidal) 투여량-반응 곡선에 따라 피팅하였

다.  모든 실험은 적어도 2회 반복하였다.  도면들은 하나의 대표적인 실험을 나타낸다.
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도면16

서 열 목 록

SEQUENCE LISTING

<110>  Metis Precision Medicine SB S.r.l.

 

<120>  "Novel therapeutic agent for the treatment of a tumor and/or 

       metastasis"

<130>  BWO21403-CF

<150>  IT102018000009282

<151>  2018-10-09

<160>  43    

<170>  PatentIn version 3.5
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<210>  1

<211>  10

<212>  PRT

<213>  artificial

<220><223>  VL-CDR1

<400>  1

Gln Ser Val Asp Tyr Asp Gly Gly Ser Tyr 

1               5                   10  

<210>  2

<211>  3

<212>  PRT

<213>  artificial

<220><223>  VL-CDR2

<400>  2

Ala Ala Ser                                            

1

<210>  3

<211>  9

<212>  PRT

<213>  artificial

<220><223>  VL-CDR3

<400>  3

Gln Gln Ser Tyr Glu Asp Pro Leu Thr 

1               5                   

<210>  4

<211>  8

<212>  PRT

<213>  artificial

<220><223>  VH-CDR1

<400>  4

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp 

1               5               

<210>  5

<211>  8

<212>  PRT
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<213>  artificial

<220><223>  VH-CDR2

<400>  5

Ile Asn Pro Ser Ser Gly Arg Thr 

1               5               

<210>  6

<211>  5

<212>  PRT

<213>  artificial

<220><223>  VH-CDR3

<400>  6

Ala Ser Arg Gly Tyr 

1               5   

<210>  7

<211>  131

<212>  PRT

<213>  artificial

<220><223>  humanized VL-cl03E08

<400>  7

Met Glu Thr Asp Thr Ile Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Val Ser Leu Gly Gln Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ala Ser Gln Ser 

        35                  40                  45              

Val Asp Tyr Asp Gly Gly Ser Tyr Met Ser Trp Phe Gln Gln Lys Pro 

    50                  55                  60                  

Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser 

65                  70                  75                  80  

Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr 

                85                  90                  95      

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys 

공개특허 10-2025-0078600

- 50 -



            100                 105                 110         

Gln Gln Ser Tyr Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val 

        115                 120                 125             

Glu Ile Lys 

    130     

<210>  8

<211>  131

<212>  PRT

<213>  artificial

<220><223>  humanized VH-cl03E08

<400>  8

Met Gly Trp Ser Tyr Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Asp 

1               5                   10                  15      

Gly His Ser Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys 

            20                  25                  30          

Pro Gly Ala Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe 

        35                  40                  45              

Thr Ser Tyr Trp Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Glu Trp Ile Gly Glu Ile Asn Pro Ser Ser Gly Arg Thr Asn Tyr Asn 

65                  70                  75                  80  

Glu Lys Phe Lys Asn Arg Val Thr Val Thr Val Asp Lys Ser Thr Ser 

                85                  90                  95      

Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val 

            100                 105                 110         

Tyr Tyr Cys Ala Ser Arg Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr 

        115                 120                 125             

Val Ser Ser 

    130     

<210>  9

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens
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<400>  9

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu 

1               5                   10                  15      

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe 

            20                  25                  30          

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln 

        35                  40                  45              

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser 

    50                  55                  60                  

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu 

65                  70                  75                  80  

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser 

                85                  90                  95      

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

            100                 105         

<210>  10

<211>  98

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  10

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys 

1               5                   10                  15      

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr 

            20                  25                  30          

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser 

        35                  40                  45              

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser 

    50                  55                  60                  

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr 

65                  70                  75                  80  

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys 

공개특허 10-2025-0078600

- 52 -



                85                  90                  95      

Lys Val 

        

<210>  11

<211>  232

<212>  PRT

<213>  artificial

<220><223>  First Fc (Knob mutation)

<400>  11

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala 

1               5                   10                  15      

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro 

            20                  25                  30          

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val 

        35                  40                  45              

Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val 

    50                  55                  60                  

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln 

65                  70                  75                  80  

Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln 

                85                  90                  95      

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala 

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr 

    130                 135                 140                 

Lys Asn Gln Val Ser Leu Trp Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser 

145                 150                 155                 160 

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr 

                165                 170                 175     

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr 
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            180                 185                 190         

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe 

        195                 200                 205             

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys 

    210                 215                 220                 

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

225                 230         

<210>  12

<211>  246

<212>  PRT

<213>  artificial

<220><223>  Second Fc (Hole mutations)

<400>  12

Met Gly Trp Ser Tyr Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Asp 

1               5                   10                  15      

Gly His Ser Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu 

            20                  25                  30          

Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp 

        35                  40                  45              

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp 

    50                  55                  60                  

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly 

65                  70                  75                  80  

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn 

                85                  90                  95      

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp 

            100                 105                 110         

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro 

        115                 120                 125             

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu 

    130                 135                 140                 

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn 
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145                 150                 155                 160 

Gln Val Ser Leu Ser Cys Ala Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile 

                165                 170                 175     

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr 

            180                 185                 190         

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Val Ser Lys 

        195                 200                 205             

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu 

225                 230                 235                 240 

Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

                245     

<210>  13

<211>  976

<212>  PRT

<213>  artificial

<220><223>  Decoy Met wt-TAGs

<400>  13

Met Lys Ala Pro Ala Val Leu Ala Pro Gly Ile Leu Val Leu Leu Phe 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Val Gln Arg Ser Asn Gly Glu Cys Lys Glu Ala Leu Ala Lys 

            20                  25                  30          

Ser Glu Met Asn Val Asn Met Lys Tyr Gln Leu Pro Asn Phe Thr Ala 

        35                  40                  45              

Glu Thr Pro Ile Gln Asn Val Ile Leu His Glu His His Ile Phe Leu 

    50                  55                  60                  

Gly Ala Thr Asn Tyr Ile Tyr Val Leu Asn Glu Glu Asp Leu Gln Lys 

65                  70                  75                  80  

Val Ala Glu Tyr Lys Thr Gly Pro Val Leu Glu His Pro Asp Cys Phe 

                85                  90                  95      

Pro Cys Gln Asp Cys Ser Ser Lys Ala Asn Leu Ser Gly Gly Val Trp 
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            100                 105                 110         

Lys Asp Asn Ile Asn Met Ala Leu Val Val Asp Thr Tyr Tyr Asp Asp 

        115                 120                 125             

Gln Leu Ile Ser Cys Gly Ser Val Asn Arg Gly Thr Cys Gln Arg His 

    130                 135                 140                 

Val Phe Pro His Asn His Thr Ala Asp Ile Gln Ser Glu Val His Cys 

145                 150                 155                 160 

Ile Phe Ser Pro Gln Ile Glu Glu Pro Ser Gln Cys Pro Asp Cys Val 

                165                 170                 175     

Val Ser Ala Leu Gly Ala Lys Val Leu Ser Ser Val Lys Asp Arg Phe 

            180                 185                 190         

Ile Asn Phe Phe Val Gly Asn Thr Ile Asn Ser Ser Tyr Phe Pro Asp 

        195                 200                 205             

His Pro Leu His Ser Ile Ser Val Arg Arg Leu Lys Glu Thr Lys Asp 

    210                 215                 220                 

Gly Phe Met Phe Leu Thr Asp Gln Ser Tyr Ile Asp Val Leu Pro Glu 

225                 230                 235                 240 

Phe Arg Asp Ser Tyr Pro Ile Lys Tyr Val His Ala Phe Glu Ser Asn 

                245                 250                 255     

Asn Phe Ile Tyr Phe Leu Thr Val Gln Arg Glu Thr Leu Asp Ala Gln 

            260                 265                 270         

Thr Phe His Thr Arg Ile Ile Arg Phe Cys Ser Ile Asn Ser Gly Leu 

        275                 280                 285             

His Ser Tyr Met Glu Met Pro Leu Glu Cys Ile Leu Thr Glu Lys Arg 

    290                 295                 300                 

Lys Lys Arg Ser Thr Lys Lys Glu Val Phe Asn Ile Leu Gln Ala Ala 

305                 310                 315                 320 

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

                325                 330                 335     

Leu Asn Asp Asp Ile Leu Phe Gly Val Phe Ala Gln Ser Lys Pro Asp 

            340                 345                 350         
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Ser Ala Glu Pro Met Asp Arg Ser Ala Met Cys Ala Phe Pro Ile Lys 

        355                 360                 365             

Tyr Val Asn Asp Phe Phe Asn Lys Ile Val Asn Lys Asn Asn Val Arg 

    370                 375                 380                 

Cys Leu Gln His Phe Tyr Gly Pro Asn His Glu His Cys Phe Asn Arg 

385                 390                 395                 400 

Thr Leu Leu Arg Asn Ser Ser Gly Cys Glu Ala Arg Arg Asp Glu Tyr 

                405                 410                 415     

Arg Thr Glu Phe Thr Thr Ala Leu Gln Arg Val Asp Leu Phe Met Gly 

            420                 425                 430         

Gln Phe Ser Glu Val Leu Leu Thr Ser Ile Ser Thr Phe Ile Lys Gly 

        435                 440                 445             

Asp Leu Thr Ile Ala Asn Leu Gly Thr Ser Glu Gly Arg Phe Met Gln 

    450                 455                 460                 

Val Val Val Ser Arg Ser Gly Pro Ser Thr Pro His Val Asn Phe Leu 

465                 470                 475                 480 

Leu Asp Ser His Pro Val Ser Pro Glu Val Ile Val Glu His Thr Leu 

                485                 490                 495     

Asn Gln Asn Gly Tyr Thr Leu Val Ile Thr Gly Lys Lys Ile Thr Lys 

            500                 505                 510         

Ile Pro Leu Asn Gly Leu Gly Cys Arg His Phe Gln Ser Cys Ser Gln 

        515                 520                 525             

Cys Leu Ser Ala Pro Pro Phe Val Gln Cys Gly Trp Cys His Asp Lys 

    530                 535                 540                 

Cys Val Arg Ser Glu Glu Cys Leu Ser Gly Thr Trp Thr Gln Gln Ile 

545                 550                 555                 560 

Cys Leu Pro Ala Ile Tyr Lys Val Phe Pro Asn Ser Ala Pro Leu Glu 

                565                 570                 575     

Gly Gly Thr Arg Leu Thr Ile Cys Gly Trp Asp Phe Gly Phe Arg Arg 

            580                 585                 590         

Asn Asn Lys Phe Asp Leu Lys Lys Thr Arg Val Leu Leu Gly Asn Glu 
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        595                 600                 605             

Ser Cys Thr Leu Thr Leu Ser Glu Ser Thr Met Asn Thr Leu Lys Cys 

    610                 615                 620                 

Thr Val Gly Pro Ala Met Asn Lys His Phe Asn Met Ser Ile Ile Ile 

625                 630                 635                 640 

Ser Asn Gly His Gly Thr Thr Gln Tyr Ser Thr Phe Ser Tyr Val Asp 

                645                 650                 655     

Pro Val Ile Thr Ser Ile Ser Pro Lys Tyr Gly Pro Met Ala Gly Gly 

            660                 665                 670         

Thr Leu Leu Thr Leu Thr Gly Asn Tyr Leu Asn Ser Gly Asn Ser Arg 

        675                 680                 685             

His Ile Ser Ile Gly Gly Lys Thr Cys Thr Leu Lys Ser Val Ser Asn 

    690                 695                 700                 

Ser Ile Leu Glu Cys Tyr Thr Pro Ala Gln Thr Ile Ser Thr Glu Phe 

705                 710                 715                 720 

Ala Val Lys Leu Lys Ile Asp Leu Ala Asn Arg Glu Thr Ser Ile Phe 

                725                 730                 735     

Ser Tyr Arg Glu Asp Pro Ile Val Tyr Glu Ile His Pro Thr Lys Ser 

            740                 745                 750         

Phe Ile Ser Gly Gly Ser Thr Ile Thr Gly Val Gly Lys Asn Leu Asn 

        755                 760                 765             

Ser Val Ser Val Pro Arg Met Val Ile Asn Val His Glu Ala Gly Arg 

    770                 775                 780                 

Asn Phe Thr Val Ala Cys Gln His Arg Ser Asn Ser Glu Ile Ile Cys 

785                 790                 795                 800 

Cys Thr Thr Pro Ser Leu Gln Gln Leu Asn Leu Gln Leu Pro Leu Lys 

                805                 810                 815     

Thr Lys Ala Phe Phe Met Leu Asp Gly Ile Leu Ser Lys Tyr Phe Asp 

            820                 825                 830         

Leu Ile Tyr Val His Asn Pro Val Phe Lys Pro Phe Glu Lys Pro Val 

        835                 840                 845             
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Met Ile Ser Met Gly Asn Glu Asn Val Leu Glu Ile Lys Gly Asn Asp 

    850                 855                 860                 

Ile Asp Pro Glu Ala Val Lys Gly Glu Val Leu Lys Val Gly Asn Lys 

865                 870                 875                 880 

Ser Cys Glu Asn Ile His Leu His Ser Glu Ala Val Leu Cys Thr Val 

                885                 890                 895     

Pro Asn Asp Leu Leu Lys Leu Asn Ser Glu Leu Asn Ile Glu Trp Lys 

            900                 905                 910         

Gln Ala Ile Ser Ser Thr Val Leu Gly Lys Val Ile Val Gln Pro Asp 

        915                 920                 925             

Gln Asn Phe Thr Ala Ser Gly Ala Ala Trp Ser His Pro Gln Phe Glu 

    930                 935                 940                 

Lys Gly Ala Ala Trp Ser His Pro Gln Phe Glu Lys Gly Ala Ala Trp 

945                 950                 955                 960 

Ser His Pro Gln Phe Glu Lys Gly Ala Ala His His His His His His 

                965                 970                 975     

<210>  14

<211>  976

<212>  PRT

<213>  artificial

<220><223>  Decoy Met mutation K842E-TAGs

<400>  14

Met Lys Ala Pro Ala Val Leu Ala Pro Gly Ile Leu Val Leu Leu Phe 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Val Gln Arg Ser Asn Gly Glu Cys Lys Glu Ala Leu Ala Lys 

            20                  25                  30          

Ser Glu Met Asn Val Asn Met Lys Tyr Gln Leu Pro Asn Phe Thr Ala 

        35                  40                  45              

Glu Thr Pro Ile Gln Asn Val Ile Leu His Glu His His Ile Phe Leu 

    50                  55                  60                  

Gly Ala Thr Asn Tyr Ile Tyr Val Leu Asn Glu Glu Asp Leu Gln Lys 

65                  70                  75                  80  
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Val Ala Glu Tyr Lys Thr Gly Pro Val Leu Glu His Pro Asp Cys Phe 

                85                  90                  95      

Pro Cys Gln Asp Cys Ser Ser Lys Ala Asn Leu Ser Gly Gly Val Trp 

            100                 105                 110         

Lys Asp Asn Ile Asn Met Ala Leu Val Val Asp Thr Tyr Tyr Asp Asp 

        115                 120                 125             

Gln Leu Ile Ser Cys Gly Ser Val Asn Arg Gly Thr Cys Gln Arg His 

    130                 135                 140                 

Val Phe Pro His Asn His Thr Ala Asp Ile Gln Ser Glu Val His Cys 

145                 150                 155                 160 

Ile Phe Ser Pro Gln Ile Glu Glu Pro Ser Gln Cys Pro Asp Cys Val 

                165                 170                 175     

Val Ser Ala Leu Gly Ala Lys Val Leu Ser Ser Val Lys Asp Arg Phe 

            180                 185                 190         

Ile Asn Phe Phe Val Gly Asn Thr Ile Asn Ser Ser Tyr Phe Pro Asp 

        195                 200                 205             

His Pro Leu His Ser Ile Ser Val Arg Arg Leu Lys Glu Thr Lys Asp 

    210                 215                 220                 

Gly Phe Met Phe Leu Thr Asp Gln Ser Tyr Ile Asp Val Leu Pro Glu 

225                 230                 235                 240 

Phe Arg Asp Ser Tyr Pro Ile Lys Tyr Val His Ala Phe Glu Ser Asn 

                245                 250                 255     

Asn Phe Ile Tyr Phe Leu Thr Val Gln Arg Glu Thr Leu Asp Ala Gln 

            260                 265                 270         

Thr Phe His Thr Arg Ile Ile Arg Phe Cys Ser Ile Asn Ser Gly Leu 

        275                 280                 285             

His Ser Tyr Met Glu Met Pro Leu Glu Cys Ile Leu Thr Glu Lys Arg 

    290                 295                 300                 

Lys Lys Arg Ser Thr Lys Lys Glu Val Phe Asn Ile Leu Gln Ala Ala 

305                 310                 315                 320 

Tyr Val Ser Lys Pro Gly Ala Gln Leu Ala Arg Gln Ile Gly Ala Ser 
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                325                 330                 335     

Leu Asn Asp Asp Ile Leu Phe Gly Val Phe Ala Gln Ser Lys Pro Asp 

            340                 345                 350         

Ser Ala Glu Pro Met Asp Arg Ser Ala Met Cys Ala Phe Pro Ile Lys 

        355                 360                 365             

Tyr Val Asn Asp Phe Phe Asn Lys Ile Val Asn Lys Asn Asn Val Arg 

    370                 375                 380                 

Cys Leu Gln His Phe Tyr Gly Pro Asn His Glu His Cys Phe Asn Arg 

385                 390                 395                 400 

Thr Leu Leu Arg Asn Ser Ser Gly Cys Glu Ala Arg Arg Asp Glu Tyr 

                405                 410                 415     

Arg Thr Glu Phe Thr Thr Ala Leu Gln Arg Val Asp Leu Phe Met Gly 

            420                 425                 430         

Gln Phe Ser Glu Val Leu Leu Thr Ser Ile Ser Thr Phe Ile Lys Gly 

        435                 440                 445             

Asp Leu Thr Ile Ala Asn Leu Gly Thr Ser Glu Gly Arg Phe Met Gln 

    450                 455                 460                 

Val Val Val Ser Arg Ser Gly Pro Ser Thr Pro His Val Asn Phe Leu 

465                 470                 475                 480 

Leu Asp Ser His Pro Val Ser Pro Glu Val Ile Val Glu His Thr Leu 

                485                 490                 495     

Asn Gln Asn Gly Tyr Thr Leu Val Ile Thr Gly Lys Lys Ile Thr Lys 

            500                 505                 510         

Ile Pro Leu Asn Gly Leu Gly Cys Arg His Phe Gln Ser Cys Ser Gln 

        515                 520                 525             

Cys Leu Ser Ala Pro Pro Phe Val Gln Cys Gly Trp Cys His Asp Lys 

    530                 535                 540                 

Cys Val Arg Ser Glu Glu Cys Leu Ser Gly Thr Trp Thr Gln Gln Ile 

545                 550                 555                 560 

Cys Leu Pro Ala Ile Tyr Lys Val Phe Pro Asn Ser Ala Pro Leu Glu 

                565                 570                 575     
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Gly Gly Thr Arg Leu Thr Ile Cys Gly Trp Asp Phe Gly Phe Arg Arg 

            580                 585                 590         

Asn Asn Lys Phe Asp Leu Lys Lys Thr Arg Val Leu Leu Gly Asn Glu 

        595                 600                 605             

Ser Cys Thr Leu Thr Leu Ser Glu Ser Thr Met Asn Thr Leu Lys Cys 

    610                 615                 620                 

Thr Val Gly Pro Ala Met Asn Lys His Phe Asn Met Ser Ile Ile Ile 

625                 630                 635                 640 

Ser Asn Gly His Gly Thr Thr Gln Tyr Ser Thr Phe Ser Tyr Val Asp 

                645                 650                 655     

Pro Val Ile Thr Ser Ile Ser Pro Lys Tyr Gly Pro Met Ala Gly Gly 

            660                 665                 670         

Thr Leu Leu Thr Leu Thr Gly Asn Tyr Leu Asn Ser Gly Asn Ser Arg 

        675                 680                 685             

His Ile Ser Ile Gly Gly Lys Thr Cys Thr Leu Lys Ser Val Ser Asn 

    690                 695                 700                 

Ser Ile Leu Glu Cys Tyr Thr Pro Ala Gln Thr Ile Ser Thr Glu Phe 

705                 710                 715                 720 

Ala Val Lys Leu Lys Ile Asp Leu Ala Asn Arg Glu Thr Ser Ile Phe 

                725                 730                 735     

Ser Tyr Arg Glu Asp Pro Ile Val Tyr Glu Ile His Pro Thr Lys Ser 

            740                 745                 750         

Phe Ile Ser Gly Gly Ser Thr Ile Thr Gly Val Gly Lys Asn Leu Asn 

        755                 760                 765             

Ser Val Ser Val Pro Arg Met Val Ile Asn Val His Glu Ala Gly Arg 

    770                 775                 780                 

Asn Phe Thr Val Ala Cys Gln His Arg Ser Asn Ser Glu Ile Ile Cys 

785                 790                 795                 800 

Cys Thr Thr Pro Ser Leu Gln Gln Leu Asn Leu Gln Leu Pro Leu Lys 

                805                 810                 815     

Thr Lys Ala Phe Phe Met Leu Asp Gly Ile Leu Ser Lys Tyr Phe Asp 
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            820                 825                 830         

Leu Ile Tyr Val His Asn Pro Val Phe Glu Pro Phe Glu Lys Pro Val 

        835                 840                 845             

Met Ile Ser Met Gly Asn Glu Asn Val Leu Glu Ile Lys Gly Asn Asp 

    850                 855                 860                 

Ile Asp Pro Glu Ala Val Lys Gly Glu Val Leu Lys Val Gly Asn Lys 

865                 870                 875                 880 

Ser Cys Glu Asn Ile His Leu His Ser Glu Ala Val Leu Cys Thr Val 

                885                 890                 895     

Pro Asn Asp Leu Leu Lys Leu Asn Ser Glu Leu Asn Ile Glu Trp Lys 

            900                 905                 910         

Gln Ala Ile Ser Ser Thr Val Leu Gly Lys Val Ile Val Gln Pro Asp 

        915                 920                 925             

Gln Asn Phe Thr Ala Ser Gly Ala Ala Trp Ser His Pro Gln Phe Glu 

    930                 935                 940                 

Lys Gly Ala Ala Trp Ser His Pro Gln Phe Glu Lys Gly Ala Ala Trp 

945                 950                 955                 960 

Ser His Pro Gln Phe Glu Lys Gly Ala Ala His His His His His His 

                965                 970                 975     

<210>  15

<211>  131

<212>  PRT

<213>  artificial

<220><223>  murine VL

<400>  15

Met Glu Thr Asp Thr Ile Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Val Ser Leu Gly Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser 

        35                  40                  45              

Val Asp Tyr Asp Gly Gly Ser Tyr Met Ser Trp Phe Gln Gln Arg Pro 
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    50                  55                  60                  

Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Ser Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Leu Asn Ile His Pro Val Glu Glu Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys 

            100                 105                 110         

Gln Gln Ser Tyr Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Val 

        115                 120                 125             

Glu Ile Lys 

    130     

<210>  16

<211>  131

<212>  PRT

<213>  artificial

<220><223>  murine VH

<400>  16

Met Gly Trp Ser Tyr Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Asp 

1               5                   10                  15      

Gly His Ser Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Thr Glu Leu Val Lys 

            20                  25                  30          

Pro Gly Ala Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe 

        35                  40                  45              

Thr Ser Tyr Trp Ile His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Glu Trp Ile Gly Glu Ile Asn Pro Ser Ser Gly Arg Thr Asn Tyr Asn 

65                  70                  75                  80  

Glu Lys Phe Lys Asn Lys Val Thr Val Thr Val Asp Lys Ser Ser Thr 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         
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Tyr Tyr Cys Ala Ser Arg Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr 

        115                 120                 125             

Val Ser Ser 

    130     

<210>  17

<211>  131

<212>  PRT

<213>  artificial

<220><223>  humanized VL-cl03G05

<400>  17

Met Glu Thr Asp Thr Ile Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Val Ser Leu Gly Glu Arg Ala Thr Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser 

        35                  40                  45              

Val Asp Tyr Asp Gly Gly Ser Tyr Met Ser Trp Phe Gln Gln Arg Pro 

    50                  55                  60                  

Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser 

65                  70                  75                  80  

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr 

                85                  90                  95      

Leu Asn Ile Ser Pro Leu Glu Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys 

            100                 105                 110         

Gln Gln Ser Tyr Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val 

        115                 120                 125             

Glu Ile Lys 

    130     

<210>  18

<211>  131

<212>  PRT

<213>  artificial
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<220><223>  humanized VH-cl03G05

<400>  18

Met Gly Trp Ser Tyr Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Asp 

1               5                   10                  15      

Gly His Ser Gln Val Gln Leu Val Gln Pro Gly Thr Glu Val Lys Lys 

            20                  25                  30          

Pro Gly Ala Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe 

        35                  40                  45              

Thr Ser Tyr Trp Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Glu Trp Met Gly Glu Ile Asn Pro Ser Ser Gly Arg Thr Asn Tyr Asn 

65                  70                  75                  80  

Glu Lys Phe Lys Asn Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Tyr Tyr Cys Ala Ser Arg Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr 

        115                 120                 125             

Val Ser Ser 

    130     

<210>  19

<211>  131

<212>  PRT

<213>  artificial

<220><223>  humanized VL-cl03F04

<400>  19

Met Glu Thr Asp Thr Ile Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro 

1               5                   10                  15      

Gly Ser Thr Gly Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala 

            20                  25                  30          

Val Ser Leu Gly Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ala Ser Gln Ser 

        35                  40                  45              
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Val Asp Tyr Asp Gly Gly Ser Tyr Met Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro 

    50                  55                  60                  

Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Ser Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser 

65                  70                  75                  80  

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr 

                85                  90                  95      

Leu Thr Ile His Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys 

            100                 105                 110         

Gln Gln Ser Tyr Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Val 

        115                 120                 125             

Glu Ile Lys 

    130     

<210>  20

<211>  131

<212>  PRT

<213>  artificial

<220><223>  humanized VH-cl03F04

<400>  20

Met Gly Trp Ser Tyr Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Asp 

1               5                   10                  15      

Gly His Ser Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Val Lys Lys 

            20                  25                  30          

Pro Gly Ser Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe 

        35                  40                  45              

Thr Ser Tyr Trp Ile His Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Glu Trp Ile Gly Glu Ile Asn Pro Ser Ser Gly Arg Thr Asn Tyr Asn 

65                  70                  75                  80  

Glu Lys Phe Lys Asn Lys Val Thr Ile Thr Val Asp Lys Ser Thr Ser 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         
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Tyr Tyr Cys Ala Ser Arg Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr 

        115                 120                 125             

Val Ser Ser 

    130     

<210>  21

<211>  131

<212>  PRT

<213>  artificial

<220><223>  humanized VL-cl03H08

<400>  21

Met Glu Thr Asp Thr Ile Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Val Ser Leu Gly Glu Arg Ala Thr Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser 

        35                  40                  45              

Val Asp Tyr Asp Gly Gly Ser Tyr Met Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro 

    50                  55                  60                  

Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser 

65                  70                  75                  80  

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr 

                85                  90                  95      

Leu Asn Ile Ser Ser Val Gln Glu Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys 

            100                 105                 110         

Gln Gln Ser Tyr Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Val 

        115                 120                 125             

Glu Ile Lys 

    130     

<210>  22

<211>  131

<212>  PRT

<213>  artificial
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<220><223>  humanized VH-cl03H08

<400>  22

Met Gly Trp Ser Tyr Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Asp 

1               5                   10                  15      

Gly His Ser Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys 

            20                  25                  30          

Pro Gly Ser Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe 

        35                  40                  45              

Ser Ser Tyr Trp Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Glu Trp Met Gly Glu Ile Asn Pro Ser Ser Gly Arg Thr Asn Tyr Asn 

65                  70                  75                  80  

Glu Lys Phe Lys Asn Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Tyr Tyr Cys Ala Ser Arg Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr 

        115                 120                 125             

Val Ser Ser 

    130     

<210>  23

<211>  131

<212>  PRT

<213>  artificial

<220><223>  humanized VL-cl04H08

<400>  23

Met Glu Thr Asp Thr Ile Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Val Ser Leu Gly Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ala Ser Gln Ser 

        35                  40                  45              
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Val Asp Tyr Asp Gly Gly Ser Tyr Met Ser Trp Tyr Gln Gln Arg Pro 

    50                  55                  60                  

Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser 

65                  70                  75                  80  

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr 

                85                  90                  95      

Leu Thr Ile His Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys 

            100                 105                 110         

Gln Gln Ser Tyr Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val 

        115                 120                 125             

Glu Ile Lys 

    130     

<210>  24

<211>  131

<212>  PRT

<213>  artificial

<220><223>  humanized VH-cl04H08

<400>  24

Met Gly Trp Ser Tyr Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Asp 

1               5                   10                  15      

Gly His Ser Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Val Lys Lys 

            20                  25                  30          

Pro Gly Ser Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe 

        35                  40                  45              

Thr Ser Tyr Trp Ile His Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Glu Trp Ile Gly Glu Ile Asn Pro Ser Ser Gly Arg Thr Asn Tyr Asn 

65                  70                  75                  80  

Glu Lys Phe Lys Asn Lys Val Thr Ile Thr Val Asp Lys Ser Thr Ser 

                85                  90                  95      

Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val 

            100                 105                 110         
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Tyr Tyr Cys Ala Ser Arg Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr 

        115                 120                 125             

Val Ser Ser 

    130     

<210>  25

<211>  717

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  humanized VL+CL-cl03E08 (nucleotides)

<400>  25

atggagacag acacaatcct gctatgggtg ctgctgctct gggttccagg ctccactggt       60

gatattgtgc tgacccagag cccggacagc ctggcagtga gtctgggtca acgcgccacc      120

attaactgca aagccagcca gagcgtggat tatgacggcg gtagctacat gagctggttt      180

cagcagaaac cgggtcagcc gccgaaactg ctgatttatg ccgccagcaa tctggaaagc      240

ggcgttccgg cccgttttag cggtagcggc agcggcaccg attttaccct gaccattagc      300

tcgctgcagg cggaggatgt ggccacctat tactgccagc agagctacga agatccgctg      360

acctttggcg gcggtaccaa agtggagatt aaacgaactg tggctgcacc atctgtcttc      420

atcttcccgc catctgatga gcagttgaaa tctggaactg cctctgttgt gtgcctgctg      480

aataacttct atcccagaga ggccaaagta cagtggaagg tggataacgc cctccaatcg      540

ggtaactccc aggagagtgt cacagagcag gacagcaagg acagcaccta cagcctcagc      600

agcaccctga cgctgagcaa agcagactac gagaaacaca aagtctacgc ctgcgaagtc      660

acccatcagg gcctgagctc gcccgtcaca aagagcttca acaggggaga gtgttaa         717

<210>  26

<211>  717

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  humanized VL+CL-cl03G05 (nucleotides)

<400>  26

atggagacag acacaatcct gctatgggtg ctgctgctct gggttccagg ctccactggt       60

gacatcgtgc tgacccagtc ccctgcttcc ctcgctgtgt ccctgggcga gagggctacc      120

atctcctgta aggcctccca gtccgtggac tacgacggcg gctcctacat gtcctggttc      180

cagcagaggc ctggccagcc tcccaagctg ctgatctacg ctgcctccaa cctggagtcc      240
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ggcgtgcctg ataggttcag cggatccggc tccggcaccg acttcaccct gaatatctcc      300

cctctggagg ctgaggacgt ggccgtgtac tactgccagc agtcctacga ggaccctctg      360

accttcggcg gcggcaccaa ggtggagatc aagagaactg tcgcagcacc ttccgtcttt      420

attttcccac catcagatga acagctgaaa tccggtactg ccagtgtggt ctgtctgctc      480

aataatttct atccccggga ggctaaagtc cagtggaaag tggataatgc ccttcagtcc      540

ggcaactccc aggagagcgt gaccgagcag gattctaagg actcaacata ttcactgtca      600

tctactctca ccctgtctaa ggctgattac gaaaagcaca aggtgtacgc ttgcgaagtt      660

actcatcagg gcctctcttc ccctgtgacc aagagtttca accggggcga gtgctaa         717

<210>  27

<211>  717

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  humanized VL+CL-cl03F04 (nucleotides)

<400>  27

atggagacag acacaatcct gctatgggtg ctgctgctct gggttccagg ctccactggt       60

gacatcgtga tgacccagtc ccctgactcc ctggctgtgt ccctgggcga aagggccacc      120

atcaactgca aggcctccca gtccgtggac tacgacggcg gctcctacat gtcctggtac      180

cagcagaagc ccggccagcc tcccaagctg ctgatctccg ccgcttccaa tctggagtcc      240

ggcgtgcccg ataggttttc cggctccggc tccggcaccg actttaccct gaccatccac      300

tccctgcagg ccgaggacgt ggctgtgtac tactgccagc agtcctacga ggaccctctg      360

accttcggcg ccggcaccaa ggtggagatc aagagaactg tcgcagcacc ttccgtcttt      420

attttcccac catcagatga acagctgaaa tccggtactg ccagtgtggt ctgtctgctc      480

aataatttct atccccggga ggctaaagtc cagtggaaag tggataatgc ccttcagtcc      540

ggcaactccc aggagagcgt gaccgagcag gattctaagg actcaacata ttcactgtca      600

tctactctca ccctgtctaa ggctgattac gaaaagcaca aggtgtacgc ttgcgaagtt      660

actcatcagg gcctctcttc ccctgtgacc aagagtttca accggggcga gtgctaa         717

<210>  28

<211>  717

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  humanized VL+CL-cl03H08 (nucleotides)
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<400>  28

atggagacag acacaatcct gctatgggtg ctgctgctct gggttccagg ctccactggt       60

gacatcgtgc tgacccagtc ccctgcttcc ctggctgtgt ccctgggcga gagggctacc      120

atctcctgca aggcctccca gtccgtggac tacgacggcg gctcctacat gtcctggtac      180

cagcagaagc ccggccagcc tcccaagctg ctgatctacg ccgcctccaa cctggagtcc      240

ggcgtgcccg ataggttctc cggatccggc tccggcaccg acttcaccct gaacatctcc      300

tccgtgcagg aggaggacgt ggccacctac tactgccagc agtcctatga ggaccccctg      360

accttcggcg ctggcaccaa ggtggagatc aagagaactg tcgcagcacc ttccgtcttt      420

attttcccac catcagatga acagctgaaa tccggtactg ccagtgtggt ctgtctgctc      480

aataatttct atccccggga ggctaaagtc cagtggaaag tggataatgc ccttcagtcc      540

ggcaactccc aggagagcgt gaccgagcag gattctaagg actcaacata ttcactgtca      600

tctactctca ccctgtctaa ggctgattac gaaaagcaca aggtgtacgc ttgcgaagtt      660

actcatcagg gcctctcttc ccctgtgacc aagagtttca accggggcga gtgctaa         717

<210>  29

<211>  717

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  humanized VL+CL-cl04H08 (nucleotides)

<400>  29

atggagacag acacaatcct gctatgggtg ctgctgctct gggttccagg ctccactggt       60

gacatcgtgc tgacccagtc ccctgcttcc ctggctgtgt ccctgggaga gagggccacc      120

atcaactgca aggcctccca gtccgtggac tacgacggcg gctcctacat gtcctggtac      180

cagcagaggc ccggacagcc tcccaagctg ctgatctacg ctgcctccaa cctggagtcc      240

ggcgtgcctg ataggttttc cggctccggc tccggaaccg acttcaccct gaccatccac      300

tccctgcagg cggaggacgt ggccacctac tactgccagc agtcctacga ggaccccctg      360

acattcggcg gcggaaccaa ggtggagatc aagagaactg tcgcagcacc ttccgtcttt      420

attttcccac catcagatga acagctgaaa tccggtactg ccagtgtggt ctgtctgctc      480

aataatttct atccccggga ggctaaagtc cagtggaaag tggataatgc ccttcagtcc      540

ggcaactccc aggagagcgt gaccgagcag gattctaagg actcaacata ttcactgtca      600

tctactctca ccctgtctaa ggctgattac gaaaagcaca aggtgtacgc ttgcgaagtt      660

actcatcagg gcctctcttc ccctgtgacc aagagtttca accggggcga gtgctaa         717

<210>  30
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<211>  717

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  chimeric VL+CL (nucleotides)

<400>  30

atggagacag acacaatcct gctatgggtg ctgctgctct gggttccagg ctccactggt       60

gacattgtgc tgacccaatc tccagcttct ttggctgtgt ctctagggca gagggccacc      120

atctcctgca aggccagcca aagtgttgat tatgatggtg gtagttatat gagttggttc      180

caacagagac caggacagcc acccaaactc ctcatctctg ctgcatccaa ccttgaatct      240

ggcatcccag ccaggtttag tggcagtggc tctgggacag acttcaccct caatatccat      300

cctgtggagg aggaggatgt tgcaacctat tactgtcagc aaagttatga agacccgctc      360

acgttcggtg ctggtaccaa ggtggagatc aaacgaactg tggctgcacc atctgtcttc      420

atcttcccgc catctgatga gcagttgaaa tctggaactg cctctgttgt gtgcctgctg      480

aataacttct atcccagaga ggccaaagta cagtggaagg tggataacgc cctccaatcg      540

ggtaactccc aggagagtgt cacagagcag gacagcaagg acagcaccta cagcctcagc      600

agcaccctga cgctgagcaa agcagactac gagaaacaca aagtctacgc ctgcgaagtc      660

acccatcagg gcctgagctc gcccgtcaca aagagcttca acaggggaga gtgttaa         717

<210>  31

<211>  1386

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  humanized VH+CH1+CH2+CH3-cl03E08, knob mutation, (nucleotides)

<400>  31

atgggatgga gctatatcat cctctttttg gtagcaacag ctacagatgg ccactcccag       60

gtgcagctgc agcagtcggg tgccgaagtg aaaaaaccgg gtgctagtgt gaaactgagc      120

tgcaaagcca gcggctatac cttcaccagc tactggatcc actgggtgcg tcaggcgcct      180

ggccagggcc tggaatggat tggcgaaatc aatccgagca gcggtcgcac caattacaat      240

gaaaaattta aaaatcgtgt gaccgttacc gtggataaaa gcacctccac cgcctatatg      300

gagctgagca gcctgaccag cgaagatagc gccgtgtatt attgcgccag ccgcggttat      360

tggggccagg gtaccaccct gaccgtgagc agcgctagca cgaagggccc atcggtcttc      420

cccctggcac cctcctccaa gagcacctct gggggcacag cggccctggg ctgcctggtc      480
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aaggactact tccccgaacc ggtgacggtg tcgtggaact caggcgccct gaccagcggc      540

gtgcacacct tcccggctgt cctacagtcc tcaggactct actccctcag cagcgtggtg      600

accgtgccct ccagcagctt gggcacccag acctacatct gcaacgtgaa tcacaagccc      660

agcaacacca aggtggacaa gaaagttgag cccaaatctt gtgacaaaac tcacacatgc      720

ccaccgtgcc cagcacctga actcctgggg ggaccgtcag tcttcctctt ccccccaaaa      780

cccaaggaca ccctcatgat ctcccggacc cctgaggtca catgcgtggt ggtggacgtg      840

agccacgaag accctgaggt caagttcaac tggtacgtgg acggcgtgga ggtgcataat      900

gccaagacaa agccgcggga ggagcagtac aacagcacgt accgtgtggt cagcgtcctc      960

accgtcctgc accaggactg gctgaatggc aaggagtaca agtgcaaggt ctccaacaaa     1020

gccctcccag cccccatcga gaaaaccatc tccaaagcca aagggcagcc ccgagaacca     1080

caggtgtaca ccctgccccc atcccgggat gagctgacca agaaccaggt cagcctgtgg     1140

tgcctggtca aaggcttcta tcccagcgac atcgccgtgg agtgggagag caatgggcag     1200

ccggagaaca actacaagac cacgcctccc gtgctggact ccgacggctc cttcttcctc     1260

tacagcaagc tcaccgtgga caagagcagg tggcagcagg ggaacgtctt ctcatgctcc     1320

gtgatgcatg aggctctgca caaccactac acgcagaaga gcctctccct gtctccgggt     1380

aaatag                                                                1386

<210>  32

<211>  1386

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  humanized VH+CH1+CH2+CH3-cl03G05, knob mutation, (nucleotides)

<400>  32

atgggatgga gctatatcat cctctttttg gtagcaacag ctacagatgg ccactcccag       60

gtgcagctgg tgcagcccgg cacagaggtg aagaagcctg gcgcctccgt gaagctgtcc      120

tgcaaggcct ccggctacac cttcaccagc tactggatcc actgggtgag gcaggctcct      180

ggacagggcc tggagtggat gggcgagatc aacccctcct ccggcaggac caactacaac      240

gagaagttca agaaccgggt gaccatcacc gccgacaagt ccacctccac cgcctacatg      300

cagctgtcct ccctgaggtc cgaggacacc gccgtgtact actgcgcctc caggggatat      360

tggggccagg gcaccacagt gaccgtgagc tccgctagca cgaagggccc atcggtcttc      420

cccctggcac cctcctccaa gagcacctct gggggcacag cggccctggg ctgcctggtc      480

aaggactact tccccgaacc ggtgacggtg tcgtggaact caggcgccct gaccagcggc      540
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gtgcacacct tcccggctgt cctacagtcc tcaggactct actccctcag cagcgtggtg      600

accgtgccct ccagcagctt gggcacccag acctacatct gcaacgtgaa tcacaagccc      660

agcaacacca aggtggacaa gaaagttgag cccaaatctt gtgacaaaac tcacacatgc      720

ccaccgtgcc cagcacctga actcctgggg ggaccgtcag tcttcctctt ccccccaaaa      780

cccaaggaca ccctcatgat ctcccggacc cctgaggtca catgcgtggt ggtggacgtg      840

agccacgaag accctgaggt caagttcaac tggtacgtgg acggcgtgga ggtgcataat      900

gccaagacaa agccgcggga ggagcagtac aacagcacgt accgtgtggt cagcgtcctc      960

accgtcctgc accaggactg gctgaatggc aaggagtaca agtgcaaggt ctccaacaaa     1020

gccctcccag cccccatcga gaaaaccatc tccaaagcca aagggcagcc ccgagaacca     1080

caggtgtaca ccctgccccc atcccgggat gagctgacca agaaccaggt cagcctgtgg     1140

tgcctggtca aaggcttcta tcccagcgac atcgccgtgg agtgggagag caatgggcag     1200

ccggagaaca actacaagac cacgcctccc gtgctggact ccgacggctc cttcttcctc     1260

tacagcaagc tcaccgtgga caagagcagg tggcagcagg ggaacgtctt ctcatgctcc     1320

gtgatgcatg aggctctgca caaccactac acgcagaaga gcctctccct gtctccgggt     1380

aaatag                                                                1386

<210>  33

<211>  1386

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  humanized VH+CH1+CH2+CH3-cl03F04, knob mutation (nucleotides)

<400>  33

atgggatgga gctatatcat cctctttttg gtagcaacag ctacagatgg ccactcccag       60

gtgcagctgc agcagcccgg agccgaagtg aagaagcccg gctccagcgt gaagctgtcc      120

tgcaaggcct ccggctacac cttcacctcc tactggatcc actgggtgaa gcaggctcct      180

ggacagggcc tggagtggat cggcgagatc aacccctcct ccggccggac caactacaac      240

gagaagttca agaacaaggt gaccatcacc gtggacaagt ccacctccac cgcctacatg      300

gagctgtcca acctgcggtc cgaggactcc gccgtgtact actgtgcctc caggggctat      360

tggggccagg gcacaaccct gaccgtgtcc tccgctagca cgaagggccc atcggtcttc      420

cccctggcac cctcctccaa gagcacctct gggggcacag cggccctggg ctgcctggtc      480

aaggactact tccccgaacc ggtgacggtg tcgtggaact caggcgccct gaccagcggc      540

gtgcacacct tcccggctgt cctacagtcc tcaggactct actccctcag cagcgtggtg      600
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accgtgccct ccagcagctt gggcacccag acctacatct gcaacgtgaa tcacaagccc      660

agcaacacca aggtggacaa gaaagttgag cccaaatctt gtgacaaaac tcacacatgc      720

ccaccgtgcc cagcacctga actcctgggg ggaccgtcag tcttcctctt ccccccaaaa      780

cccaaggaca ccctcatgat ctcccggacc cctgaggtca catgcgtggt ggtggacgtg      840

agccacgaag accctgaggt caagttcaac tggtacgtgg acggcgtgga ggtgcataat      900

gccaagacaa agccgcggga ggagcagtac aacagcacgt accgtgtggt cagcgtcctc      960

accgtcctgc accaggactg gctgaatggc aaggagtaca agtgcaaggt ctccaacaaa     1020

gccctcccag cccccatcga gaaaaccatc tccaaagcca aagggcagcc ccgagaacca     1080

caggtgtaca ccctgccccc atcccgggat gagctgacca agaaccaggt cagcctgtgg     1140

tgcctggtca aaggcttcta tcccagcgac atcgccgtgg agtgggagag caatgggcag     1200

ccggagaaca actacaagac cacgcctccc gtgctggact ccgacggctc cttcttcctc     1260

tacagcaagc tcaccgtgga caagagcagg tggcagcagg ggaacgtctt ctcatgctcc     1320

gtgatgcatg aggctctgca caaccactac acgcagaaga gcctctccct gtctccgggt     1380

aaatag                                                                1386

<210>  34

<211>  1386

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  humanized VH+CH1+CH2+CH3-cl03H08, knob mutation, (nucleotides)

<400>  34

atgggatgga gctatatcat cctctttttg gtagcaacag ctacagatgg ccactcccag       60

gtgcagctgg tgcagtccgg cgccgaagtg aagaagcccg gctcctccgt gaagctgagc      120

tgcaaggcct ccggctacac cttctcctcc tactggatcc actgggtgag gcaggctcct      180

ggacagggcc tggagtggat gggcgagatc aacccctcct ccggcaggac caactacaac      240

gagaagttca agaaccgggt gaccatcacc gccgacaagt ccacctccac cgcctacatg      300

gagctgtcca acctgaggtc cgaggactcc gccgtgtact actgcgcctc caggggatat      360

tggggccagg gcaccaccct gacagtgtcc tccgctagca cgaagggccc atcggtcttc      420

cccctggcac cctcctccaa gagcacctct gggggcacag cggccctggg ctgcctggtc      480

aaggactact tccccgaacc ggtgacggtg tcgtggaact caggcgccct gaccagcggc      540

gtgcacacct tcccggctgt cctacagtcc tcaggactct actccctcag cagcgtggtg      600

accgtgccct ccagcagctt gggcacccag acctacatct gcaacgtgaa tcacaagccc      660
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agcaacacca aggtggacaa gaaagttgag cccaaatctt gtgacaaaac tcacacatgc      720

ccaccgtgcc cagcacctga actcctgggg ggaccgtcag tcttcctctt ccccccaaaa      780

cccaaggaca ccctcatgat ctcccggacc cctgaggtca catgcgtggt ggtggacgtg      840

agccacgaag accctgaggt caagttcaac tggtacgtgg acggcgtgga ggtgcataat      900

gccaagacaa agccgcggga ggagcagtac aacagcacgt accgtgtggt cagcgtcctc      960

accgtcctgc accaggactg gctgaatggc aaggagtaca agtgcaaggt ctccaacaaa     1020

gccctcccag cccccatcga gaaaaccatc tccaaagcca aagggcagcc ccgagaacca     1080

caggtgtaca ccctgccccc atcccgggat gagctgacca agaaccaggt cagcctgtgg     1140

tgcctggtca aaggcttcta tcccagcgac atcgccgtgg agtgggagag caatgggcag     1200

ccggagaaca actacaagac cacgcctccc gtgctggact ccgacggctc cttcttcctc     1260

tacagcaagc tcaccgtgga caagagcagg tggcagcagg ggaacgtctt ctcatgctcc     1320

gtgatgcatg aggctctgca caaccactac acgcagaaga gcctctccct gtctccgggt     1380

aaatag                                                                1386

<210>  35

<211>  1386

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  humanized VH+CH1+CH2+CH3-cl04H08, knob mutation, (nucleotides)

<400>  35

atgggatgga gctatatcat cctctttttg gtagcaacag ctacagatgg ccactcccag       60

gtgcagctgc agcagcctgg agccgaggtg aagaagcccg gctcctccgt gaagctgtcc      120

tgcaaggcct ccggctacac cttcacctcc tactggatcc actgggtgaa gcaggcccct      180

ggacagggcc tggagtggat cggcgagatc aacccctcct ccggcaggac caactacaac      240

gagaagttca agaacaaggt gaccatcacc gtggacaagt ccacctccac cgcctacatg      300

gagctgtcct ccctgaggtc cgaggacacc gccgtgtact actgtgcctc caggggctat      360

tggggccagg gcacaaccgt gaccgtgtcc tccgctagca cgaagggccc atcggtcttc      420

cccctggcac cctcctccaa gagcacctct gggggcacag cggccctggg ctgcctggtc      480

aaggactact tccccgaacc ggtgacggtg tcgtggaact caggcgccct gaccagcggc      540

gtgcacacct tcccggctgt cctacagtcc tcaggactct actccctcag cagcgtggtg      600

accgtgccct ccagcagctt gggcacccag acctacatct gcaacgtgaa tcacaagccc      660

agcaacacca aggtggacaa gaaagttgag cccaaatctt gtgacaaaac tcacacatgc      720
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ccaccgtgcc cagcacctga actcctgggg ggaccgtcag tcttcctctt ccccccaaaa      780

cccaaggaca ccctcatgat ctcccggacc cctgaggtca catgcgtggt ggtggacgtg      840

agccacgaag accctgaggt caagttcaac tggtacgtgg acggcgtgga ggtgcataat      900

gccaagacaa agccgcggga ggagcagtac aacagcacgt accgtgtggt cagcgtcctc      960

accgtcctgc accaggactg gctgaatggc aaggagtaca agtgcaaggt ctccaacaaa     1020

gccctcccag cccccatcga gaaaaccatc tccaaagcca aagggcagcc ccgagaacca     1080

caggtgtaca ccctgccccc atcccgggat gagctgacca agaaccaggt cagcctgtgg     1140

tgcctggtca aaggcttcta tcccagcgac atcgccgtgg agtgggagag caatgggcag     1200

ccggagaaca actacaagac cacgcctccc gtgctggact ccgacggctc cttcttcctc     1260

tacagcaagc tcaccgtgga caagagcagg tggcagcagg ggaacgtctt ctcatgctcc     1320

gtgatgcatg aggctctgca caaccactac acgcagaaga gcctctccct gtctccgggt     1380

aaatag                                                                1386

<210>  36

<211>  1386

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  chimeric VH+CH1+CH2+CH3, knob mutation, (nucleotides)

<400>  36

atgggatgga gctatatcat cctctttttg gtagcaacag ctacagatgg ccactcccag       60

gtccaactgc aacagcctgg gactgaactg gtgaagcctg gggcttcagt gaagctgtcc      120

tgcaaggctt ctggctacac cttcaccagt tactggatac actgggtgaa gcagaggcct      180

ggacaaggcc ttgagtggat tggagagatt aatcctagca gcggtcgtac taactacaac      240

gagaaattca agaacaaggt cacagtgact gtagacaaat cttccaccac agcctacatg      300

caactcagca acctgacatc tgaggactct gcggtctatt actgtgcaag taggggctac      360

tggggccaag gcaccactct cacagtctcc tcagctagca cgaagggccc atcggtcttc      420

cccctggcac cctcctccaa gagcacctct gggggcacag cggccctggg ctgcctggtc      480

aaggactact tccccgaacc ggtgacggtg tcgtggaact caggcgccct gaccagcggc      540

gtgcacacct tcccggctgt cctacagtcc tcaggactct actccctcag cagcgtggtg      600

accgtgccct ccagcagctt gggcacccag acctacatct gcaacgtgaa tcacaagccc      660

agcaacacca aggtggacaa gaaagttgag cccaaatctt gtgacaaaac tcacacatgc      720

ccaccgtgcc cagcacctga actcctgggg ggaccgtcag tcttcctctt ccccccaaaa      780
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cccaaggaca ccctcatgat ctcccggacc cctgaggtca catgcgtggt ggtggacgtg      840

agccacgaag accctgaggt caagttcaac tggtacgtgg acggcgtgga ggtgcataat      900

gccaagacaa agccgcggga ggagcagtac aacagcacgt accgtgtggt cagcgtcctc      960

accgtcctgc accaggactg gctgaatggc aaggagtaca agtgcaaggt ctccaacaaa     1020

gccctcccag cccccatcga gaaaaccatc tccaaagcca aagggcagcc ccgagaacca     1080

caggtgtaca ccctgccccc atcccgggat gagctgacca agaaccaggt cagcctgtgg     1140

tgcctggtca aaggcttcta tcccagcgac atcgccgtgg agtgggagag caatgggcag     1200

ccggagaaca actacaagac cacgcctccc gtgctggact ccgacggctc cttcttcctc     1260

tacagcaagc tcaccgtgga caagagcagg tggcagcagg ggaacgtctt ctcatgctcc     1320

gtgatgcatg aggctctgca caaccactac acgcagaaga gcctctccct gtctccgggt     1380

aaatag                                                                1386

<210>  37

<211>  741

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  human CH2+CH3, Hole mutations, (nucleotides)

<400>  37

atgggatgga gctatatcat cctctttttg gtagcaacag ctacagatgg ccactccgac       60

aaaactcaca catgcccacc gtgcccagca cctgaactcc tggggggacc gtcagtcttc      120

ctcttccccc caaaacccaa ggacaccctc atgatctccc ggacccctga ggtcacatgc      180

gtggtggtgg acgtgagcca cgaagaccct gaggtcaagt tcaactggta cgtggacggc      240

gtggaggtgc ataatgccaa gacaaagccg cgggaggagc agtacaacag cacgtaccgt      300

gtggtcagcg tcctcaccgt cctgcaccag gactggctga atggcaagga gtacaagtgc      360

aaggtctcca acaaagccct cccagccccc atcgagaaaa ccatctccaa agccaaaggg      420

cagccccgag aaccacaggt gtacaccctg cccccatccc gggatgagct gaccaagaac      480

caggtcagcc tgagttgcgc ggtcaaaggc ttctatccca gcgacatcgc cgtggagtgg      540

gagagcaatg ggcagccgga gaacaactac aagaccacgc ctcccgtgct ggactccgac      600

ggctccttct tcctcgtcag caagctcacc gtggacaaga gcaggtggca gcaggggaac      660

gtcttctcat gctccgtgat gcatgaggct ctgcacaacc actacacgca gaagagcctc      720

tccctgtctc cgggtaaata g                                                741

<210>  38
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<211>  18

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  His-TAG (nucleotide)

<400>  38

caccatcacc atcaccat                                                     18

<210>  39

<211>  6

<212>  PRT

<213>  artificial

<220><223>  His-TAG

<400>  39

His His His His His His 

1               5       

<210>  40

<211>  108

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  Strep-TAG (nucleotide)

<400>  40

ggtgccgcat ggagccaccc ccagttcgaa aaaggggccg catggagcca cccccagttc       60

gaaaaagggg ccgcatggag ccacccccag ttcgaaaaag gggccgca                   108

<210>  41

<211>  36

<212>  PRT

<213>  artificial

<220><223>  Strep-TAG

<400>  41

Gly Ala Ala Trp Ser His Pro Gln Phe Glu Lys Gly Ala Ala Trp Ser 

1               5                   10                  15      

His Pro Gln Phe Glu Lys Gly Ala Ala Trp Ser His Pro Gln Phe Glu 

            20                  25                  30          

Lys Gly Ala Ala 

공개특허 10-2025-0078600

- 81 -



        35      

<210>  42

<211>  39

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  K842E sense nucleotide

<400>  42

gtacataatc ctgtgtttga gccttttgaa aagccagtg                              39

<210>  43

<211>  39

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  K842E antisense nucleotide

<400>  43

cactggcttt tcaaaaggct caaacacagg attatgtac                              39
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