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특허청구의 범위

청구항 1 

단리된 인간 또는 인간화 항체 또는 그의 기능성 단편으로서, CD38 (서열 번호 22)의 에피토프에 특이적인 항원

결합 영역을 포함하며, 인간 PBMC(말초 혈액 단핵 세포)가 이펙터(effector) 세포로 이용될 때 동일하거나 실질

적으로 동일한 조건 하에서 키메라 OKT10 (서열 번호 23 및 24)보다 5배 이상 더 우수한 효능으로 ADCC(항체-의

존성 세포 독성)에 의한 CD38+  표적 세포의 살해를 매개할 수 있고,  상기 CD38+  표적 세포는 LP-1  (DSMZ:

ACC41) 및 RPMI-8226 (ATCC: CCL-155)로 이루어진 군으로부터 선택되며, 이펙터 세포 대 표적 세포의 비는 약

30:1 내지 약 50:1 사이인 것인 단리된 인간 또는 인간화 항체 또는 그의 기능성 단편.

청구항 2 

제1항에 따른 항체 또는 그의 기능성 단편의 단리된 항원 결합 영역.

청구항 3 

제2항에 있어서, 서열 번호 5, 6, 7 또는 8에 묘사된 H-CDR3 영역을 포함하는 단리된 항원 결합 영역.

청구항 4 

제3항에 있어서, 서열 번호 5, 6, 7 또는 8에 묘사된 H-CDR2 영역을 추가로 포함하는 단리된 항원 결합 영역.

청구항 5 

제4항에 있어서, 서열 번호 5, 6, 7 또는 8에 묘사된 H-CDR1 영역을 추가로 포함하는 단리된 항원 결합 영역.

청구항 6 

제5항에 있어서, 서열 번호 5, 6, 7 또는 8에 묘사된 가변성 중쇄를 포함하는 단리된 항원 결합 영역.

청구항 7 

제2항에 있어서, 서열 번호 13, 14, 15 또는 16에 묘사된 L-CDR3 영역을 포함하는 단리된 항원 결합 영역.

청구항 8 

제7항에 있어서, 서열 번호 13, 14, 15 또는 16에 묘사된 L-CDR1 영역을 추가로 포함하는 단리된 항원 결합 영

역.

청구항 9 

제8항에 있어서, 서열 번호 13, 14, 15 또는 16에 묘사된 L-CDR2 영역을 추가로 포함하는 단리된 항원 결합 영

역.

청구항 10 

제9항에 있어서, 서열 번호 13, 14, 15 또는 16에 묘사된 가변성 경쇄를 포함하는 단리된 항원 결합 영역.

청구항 11 

제2항에 있어서, (i) 서열 번호 5, 6, 7 또는 8의 서열; 및 (ii) CDR 영역에서 서열 번호 5, 6, 7 또는 8에 묘

사된 CDR 영역과의 서열 동일성이 60퍼센트 이상인 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 중쇄 아미노산 서열을

포함하는 단리된 항원 결합 영역.

청구항 12 

제2항에 있어서, (i) 서열 번호 13, 14, 15 또는 16의 서열; 및 (ii) CDR 영역에서 서열 번호 13, 14, 15 또는

16에 묘사된 CDR 영역과의 서열 동일성이 60퍼센트 이상인 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 경쇄 아미노산
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서열을 포함하는 단리된 항원 결합 영역.

청구항 13 

제1항에 있어서, IgG인 단리된 항체.

청구항 14 

제13항에 있어서, IgG1인 단리된 항체.

청구항 15 

단리된 인간 또는 인간화 항체 또는 그의 기능성 단편으로서, CD38 (서열 번호 22)의 에피토프에 특이적인 항원

결합 영역을 포함하며, 동일하거나 실질적으로 동일한 조건 하에서 키메라 OKT10 (서열 번호 23 및 24)보다 2배

이상 더 우수한 효능으로 CDC에 의한 CD38-트랜스펙션된 CHO 세포의 살해를 매개할 수 있는, 단리된 인간 또는

인간화 항체 또는 그의 기능성 단편.

청구항 16 

제15항에 따른 항체 또는 그의 기능성 단편의 단리된 항원 결합 영역.

청구항 17 

제16항에 있어서, 서열 번호 5, 6 또는 7에 묘사된 H-CDR3 영역을 포함하는 단리된 항원 결합 영역.

청구항 18 

제17항에 있어서, 서열 번호 5, 6 또는 7에 묘사된 H-CDR2 영역을 추가로 포함하는 단리된 항원 결합 영역.

청구항 19 

제18항에 있어서, 서열 번호 5, 6 또는 7에 묘사된 H-CDR1 영역을 추가로 포함하는 단리된 항원 결합 영역.

청구항 20 

제19항에 있어서, 서열 번호 5, 6 또는 7에 묘사된 가변성 중쇄를 포함하는 단리된 항원 결합 영역.

청구항 21 

제16항에 있어서, 서열 번호 13, 14 또는 15에 묘사된 L-CDR3 영역을 포함하는 단리된 항원 결합 영역.

청구항 22 

제21항에 있어서, 서열 번호 13, 14 또는 15에 묘사된 L-CDR1 영역을 추가로 포함하는 단리된 항원 결합 영역.

청구항 23 

제22항에 있어서, 서열 번호 13, 14 또는 15에 묘사된 L-CDR2 영역을 추가로 포함하는 단리된 항원 결합 영역.

청구항 24 

제23항에 있어서, 서열 번호 13, 14 또는 15에 묘사된 가변성 경쇄를 포함하는 단리된 항원 결합 영역.

청구항 25 

제16항에 있어서, (i) 서열 번호 5, 6 또는 7의 서열; 및 (ii) CDR 영역에서 서열 번호 5, 6 또는 7에 묘사된

CDR 영역과의 서열 동일성이 60퍼센트 이상인 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 중쇄 아미노산 서열을 포함

하는 단리된 항원 결합 영역.

청구항 26 

제16항에 있어서, (i) 서열 번호 13, 14 또는 15의 서열; 및 (ii) CDR 영역에서 서열 번호 13, 14 또는 15에

묘사된 CDR 영역과의 서열 동일성이 60퍼센트 이상인 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 경쇄 아미노산 서열
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을 포함하는 단리된 항원 결합 영역.

청구항 27 

제15항에 있어서, IgG인 단리된 항체.

청구항 28 

제27항에 있어서, IgG1인 단리된 항체.

청구항 29 

단리된 인간 또는 인간화 항체 또는 그의 기능성 단편으로서, CD38의 에피토프에 특이적인 항원 결합 영역을 포

함하고, 상기 에피토프는 CD38 (서열 번호 22)의 아미노산 잔기 1 내지 215 중 하나 이상의 아미노산 잔기를 포

함하는 것인 단리된 인간 또는 인간화 항체 또는 그의 기능성 단편.

청구항 30 

제29항에 있어서, 에피토프가 CD38의 아미노산 스트레치(stretch) 44-66, 82-94, 142-154, 148-164, 158-170,

및 192-206의 목록으로부터 취해지는 아미노산 스트레치 중 하나 이상의 아미노산 스트레치 내에 포함되는 하나

이상의 아미노산 잔기를 포함하는 단리된 항체 또는 그의 기능성 단편.

청구항 31 

제29항에 있어서, 상기 에피토프가 선형 에피토프인 단리된 항체 또는 그의 기능성 단편.

청구항 32 

제31항에 있어서, 상기 항원 결합 영역이 서열 번호 6에 묘사된 H-CDR3 영역을 포함하는 단리된 항체 또는 그의

기능성 단편.

청구항 33 

제32항에 있어서, 상기 항원 결합 영역이 서열 번호 6에 묘사된 H-CDR2 영역을 추가로 포함하는 단리된 항체 또

는 그의 기능성 단편.

청구항 34 

제33항에 있어서, 상기 항원 결합 영역이 서열 번호 6에 묘사된 H-CDR1 영역을 추가로 포함하는 단리된 항체 또

는 그의 기능성 단편.

청구항 35 

제31항에 있어서, 서열 번호 6에 묘사된 가변성 중쇄를 포함하는 단리된 항체 또는 그의 기능성 단편.

청구항 36 

제31항에 있어서, 상기 항원 결합 영역이 서열 번호 14에 묘사된 L-CDR3 영역을 포함하는 단리된 항체 또는 그

의 기능성 단편.

청구항 37 

제36항에 있어서, 상기 항원 결합 영역이 서열 번호 14에 묘사된 L-CDR1 영역을 추가로 포함하는 단리된 항체

또는 그의 기능성 단편.

청구항 38 

제37항에 있어서, 상기 항원 결합 영역이 서열 번호 14에 묘사된 L-CDR2 영역을 추가로 포함하는 단리된 항체

또는 그의 기능성 단편.

청구항 39 
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제31항에 있어서, 서열 번호 14에 묘사된 가변성 경쇄를 포함하는 단리된 항체 또는 그의 기능성 단편.

청구항 40 

제31항에 있어서, (i) 서열 번호 6의 서열; 및 (ii) CDR 영역에서 서열 번호 6에 묘사된 CDR 영역과의 서열 동

일성이 60퍼센트 이상인 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 중쇄 아미노산 서열을 포함하는 단리된 항체 또

는 그의 기능성 단편.

청구항 41 

제31항에 있어서, (i) 서열 번호 14의 서열; 및 (ii) CDR 영역에서 서열 번호 14에 묘사된 CDR 영역과의 서열

동일성이 60퍼센트 이상인 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 경쇄 아미노산 서열을 포함하는 단리된 항체

또는 그의 기능성 단편.

청구항 42 

제31항에 있어서, Fab 또는 scFv 항체 단편인 단리된 기능성 단편.

청구항 43 

제31항에 있어서, IgG인 단리된 항체.

청구항 44 

제43항에 있어서, IgG1인 단리된 항체.

청구항 45 

제29항에 있어서, 상기 에피토프가 배좌형(conformational) 에피토프인 단리된 항체 또는 그의 기능성 단편.

청구항 46 

제45항에 있어서, 상기 항원 결합 영역이 서열 번호 5, 7 또는 8에 묘사된 H-CDR3 영역을 포함하는 단리된 항체

또는 그의 기능성 단편.

청구항 47 

제46항에 있어서, 상기 항원 결합 영역이 서열 번호 5, 7 또는 8에 묘사된 H-CDR2 영역을 추가로 포함하는 단리

된 항체 또는 그의 기능성 단편.

청구항 48 

제47항에 있어서, 상기 항원 결합 영역이 서열 번호 5, 7 또는 8에 묘사된 H-CDR1 영역을 추가로 포함하는 단리

된 항체 또는 그의 기능성 단편.

청구항 49 

제45항에 있어서,  서열 번호 5,  7  또는 8에 묘사된 가변성 중쇄를 포함하는 단리된 항체 또는 그의 기능성

단편.

청구항 50 

제45항에 있어서, 상기 항원 결합 영역이 서열 번호 13, 15 또는 16에 묘사된 L-CDR3 영역을 포함하는 단리된

항체 또는 그의 기능성 단편.

청구항 51 

제50항에 있어서, 상기 항원 결합 영역이 서열 번호 13, 15 또는 16에 묘사된 L-CDR1 영역을 추가로 포함하는

단리된 항체 또는 그의 기능성 단편.

청구항 52 
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제51항에 있어서, 상기 항원 결합 영역이 서열 번호 13, 15 또는 16에 묘사된 L-CDR2 영역을 추가로 포함하는

단리된 항체 또는 그의 기능성 단편.

청구항 53 

제45항에 있어서, 서열 번호 13, 15 또는 16에 묘사된 가변성 경쇄를 포함하는 단리된 항체 또는 그의 기능성

단편.

청구항 54 

제45항에 있어서, (i) 서열 번호 5, 7 또는 8의 서열; 및 (ii) CDR 영역에서 서열 번호 5, 7 또는 8에 묘사된

CDR 영역과의 서열 동일성이 60퍼센트 이상인 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 중쇄 아미노산 서열을 포함

하는 단리된 항체 또는 그의 기능성 단편.

청구항 55 

제45항에 있어서, (i) 서열 번호 13, 15 또는 16의 서열; 및 (ii) CDR 영역에서 서열 번호 13, 15 또는 16에

묘사된 CDR 영역과의 서열 동일성이 60퍼센트 이상인 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 경쇄 아미노산 서열

을 포함하는 단리된 항체 또는 그의 기능성 단편.

청구항 56 

제45항에 있어서, Fab 또는 scFv 항체 단편인 단리된 기능성 단편.

청구항 57 

제45항에 있어서, IgG인 단리된 항체.

청구항 58 

제57항에 있어서, IgG1인 단리된 항체.

청구항 59 

단리된 항체 또는 그의 기능성 단편의 가변성 중쇄로서, (i) 서열 번호 1, 2, 3 또는 4의 서열을 포함하는 핵산

서열, 또는 (ii) 높은 엄격도의 조건 하에서 서열 번호 1, 2, 3 또는 4의 서열의 상보성 가닥에 혼성화하는 핵

산 서열에 의해 코딩되며, 상기 항체 또는 그의 기능성 단편은 CD38의 에피토프에 특이적인 것인, 단리된 항체

또는 그의 기능성 단편의 가변성 중쇄.

청구항 60 

단리된 항체 또는 그의 기능성 단편의 가변성 경쇄로서, (i) 서열 번호 9, 10, 11 또는 12의 서열을 포함하는

핵산 서열, 또는 (ii) 높은 엄격도의 조건 하에서 서열 번호 9, 10, 11 또는 12의 서열의 상보성 가닥에 혼성화

하는 핵산 서열에 의해 코딩되며, 상기 항체 또는 그의 기능성 단편은 CD38의 에피토프에 특이적인 것인, 단리

된 항체 또는 그의 기능성 단편의 가변성 경쇄.

청구항 61 

CD38의 에피토프에 특이적인 인간 항체 또는 그의 기능성 단편의 항원 결합 영역을 코딩하는 단리된 핵산 서열.

청구항 62 

단리된 항체 또는 그의 기능성 단편의 가변성 중쇄를 코딩하는 핵산 서열로서, (i) 서열 번호 1, 2, 3 및 4의

서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 서열, 또는 (ii) 높은 엄격도의 조건 하에서 서열 번호 1, 2, 3 또는 4의

서열의 상보성 가닥에 혼성화하는 핵산 서열을 포함하며, 상기 항체 또는 그의 기능성 단편은 CD38의 에피토프

에 특이적인 것인, 단리된 항체 또는 그의 기능성 단편의 가변성 중쇄를 코딩하는 핵산 서열.

청구항 63 

단리된 항체 또는 그의 기능성 단편의 가변성 경쇄를 코딩하는 핵산 서열로서, (i) 서열 번호 9, 10, 11 및 12

공개특허 10-2013-0126747

- 7 -



의 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 서열, 또는 (ii) 높은 엄격도의 조건 하에서 서열 번호 9, 10, 11 또

는 12의 서열의 상보성 가닥에 혼성화하는 핵산 서열을 포함하며, 상기 항체 또는 그의 기능성 단편은 CD38의

에피토프에 특이적인 것인, 단리된 항체 또는 그의 기능성 단편의 가변성 경쇄를 코딩하는 핵산 서열.

청구항 64 

제61항 내지 제63항 중 어느 한 항에 따른 핵산 서열을 포함하는 벡터.

청구항 65 

제64항에 따른 벡터를 포함하는 단리된 세포.

청구항 66 

제65항에 있어서, 박테리아 세포인 단리된 세포.

청구항 67 

제65항에 있어서, 포유류 세포인 단리된 세포.

청구항 68 

제1항, 제15항 또는 제29항 중 어느 한 항에 따른 항체 또는 기능성 단편과, 그를 위한 약학적으로 허용가능한

담체 또는 부형제를 함유하는 약학 조성물.

청구항 69 

원하지 않는 CD38+ 세포의 존재와 관련된 장애 또는 병의 치료 방법으로서, 치료를 필요로 하는 대상에게 제68

항에 따른 유효량의 약학 조성물을 투여하는 단계를 포함하는 방법.

청구항 70 

제69항에 있어서, 상기 장애 또는 병이 혈액 질환인 방법.

청구항 71 

제70항에 있어서, 다발성 골수종, 만성 림프구성 백혈병, 만성 골수성 백혈병, 급성 골수성 백혈병 및 급성 림

프구성 백혈병의 목록으로부터 취해지는 방법.

청구항 72 

제69항에 있어서, 상기 장애 또는 병이 염증성 질환인 방법.

청구항 73 

제72항에 있어서, 류머티스 관절염 및 전신성 홍반성 루푸스의 목록으로부터 취해지는 방법.

청구항 74 

대상 또는 세포 샘플에서 CD38+ 세포의 표적화 방법으로서, 상기 CD38+ 세포가 제1항, 제15항 또는 제29항 중

어느 한 항에 따른 항체 또는 그의 기능성 단편과 접촉되게 하는 단계를 포함하는 방법.

청구항 75 

인간 또는 인간화 항체 또는 그의 기능성 단편의 단리에 있어서의 CD38의 에피토프의 사용 방법으로서, 상기 항

체 또는 그의 기능성 단편은 상기 에피토프에 특이적인 항원 결합 영역을 포함하며, 상기 방법은 

a) 상기 CD38의 에피토프를 항체 라이브러리와 접촉시키는 단계; 및

b) 상기 항체 또는 그의 기능성 단편을 단리하는 단계

를 포함하고,
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상기 에피토프는 선형 에피토프인 방법.

청구항 76 

제75항에 있어서, 상기 선형 에피토프가 아미노산 잔기 192-206을 포함하는 방법. 

청구항 77 

인간 또는 인간화 항체 또는 그의 기능성 단편의 단리에 있어서의 CD38의 에피토프의 사용 방법으로서, 상기 항

체 또는 그의 기능성 단편은 상기 에피토프에 특이적인 항원 결합 영역을 포함하며, 상기 방법은 

a) 상기 CD38의 에피토프를 항체 라이브러리와 접촉시키는 단계; 및

b) 상기 항체 또는 그의 기능성 단편을 단리하는 단계

를 포함하고,

상기 에피토프는 배좌형 에피토프인 방법.

청구항 78 

제77항에 있어서,  상기 배좌형 에피토프가 CD38의 아미노산 44-66,  82-94,  142-154,  148-164,  158-170,  및

202-224로 이루어진 군으로부터 선택되는 하나 이상의 아미노산 서열을 포함하는 방법.

청구항 79 

본질적으로 CD38의 아미노산 44-66, 82-94, 142-154, 148-164, 158-170, 192-206 및 202-224로 이루어진 군으

로부터 선택되는 아미노산 서열로 이루어진 CD38의 단리된 에피토프.

청구항 80 

CD38의 아미노산 44-66, 82-94, 142-154, 148-164, 158-170, 192-206 및 202-224로 이루어진 군으로부터 선택

되는 아미노산 서열로 이루어진 CD38의 단리된 에피토프.

청구항 81 

44-66, 82-94, 142-154, 148-164, 158-170, 192-206 및 202-224의 목록으로부터 취해지는 하나 이상의 아미노

산 스트레치를 포함하는 CD38의 단리된 에피토프와 항체 라이브러리와 사용 설명서를 포함하는 키트.

청구항 82 

제1항, 제15항 또는 제29항 중 어느 한 항에 있어서, 합성 인간 항체인 인간 항체.

청구항 83 

제11항, 제12항, 제25항 또는 제26항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 서열 동일성이 80% 이상인 단리된 항원 결

합 영역.

청구항 84 

제40항, 제41항, 제54항 또는 제55항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 서열 동일성이 80% 이상인 단리된 항체 또

는 그의 기능성 단편.

명 세 서

배 경 기 술

본 출원은 2004년 2월 6일자로 출원된 미국 가출원 제60/541,911호, 2004년 2월 26일자로 출원된 미국 가출원[0001]

제60/547,584호, 2004년 3월 18일자로 출원된 미국 가출원 제60/553,948호, 및 2004년 8월 6일자로 출원된 미

국 가출원 제60/599,014호를 우선권으로 주장하는데, 상기 미국 가출원의 내용 전체는 본원에 포함된다. 
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CD38은 ADP 리보실-시클라아제 및 cADP-히드롤라아제로서의 효소 활성으로 인하여 세포외 효소 (ectoenzyme) 패[0002]

밀리에 속하며 제II형 막 당단백질이다.  개체 발생 동안, CD38은 CD34+ 수임 (committed) 줄기 세포와, 림프계

세포,  적혈구계  세포  및  골수  세포의  계열-수임   (lineage-committed)  선구체  상에서  나타난다.   CD38의

발현은, 초기 단계의 T-세포 및 B-세포 발생을 통하여 림프 계열에서만 지속된다는 것이 이해된다.

CD38의 상향 조절은 림프구 활성화, 특히 형질 세포양 (plasmacytoid) 경로를 따른 B-세포 분화의 마커 역할을[0003]

한다.   CD38의 (공동)수용체 기능이 그의 리간드인 CD31을 통한 세포내 신호화 또는 세포간 통신에 이르는

것과, 다양한 신호화 캐스케이드 (cascade)에서 이차 메신저인 시클릭 ADPr의 세포내 조절자로서의 그의 역할이

자명하다.  그러나 그의 생리학적 중요성이 여전히 밝혀져야 하는데, 이는 인간에 있어서 뮤린 유사체 또는 항-

CD38 자가-항체의 넉 아웃 (knock out)이 해로운 것으로 나타나지 않기 때문이다.

조혈 체계에 있어서의 그의 발현의 관찰 이외에도, 연구자들은 B- 또는 T-세포 급성 림프아구성 백혈병 (acute[0004]

lymphoblastic leukemia, ALL), 급성 골수성 백혈병 (acute myeloid leukemia, AML), 비호지킨 림프종 (Non-

Hodgkin's lymphoma, NHL) 및 다발성 골수종 (multiple myeloma, MM)을 포함하는, B-, T-, 및 골수성/단구성

종양으로부터 유래되는 다양한 세포주 상에서의 CD38의 상향 조절을 알게 되었다.  예를 들어, MM에 있어서 대

부분의 모든 환자 샘플에서 강력한 CD38 발현이 목격되고 있다.

따라서, 악성 세포 상에서의 CD38의 과다 발현은 면역 치료법에 있어서 매력적인 치료 표적을 제공한다.  특별[0005]

하게 매력적인 것으로는 조혈 체계의 가장 초생의 다능성 줄기 세포가 CD38-음성이며 ADCC 또는 CDC에 의한 세

포 독성 효과 정도가 개개의 표적의 발현 수준과 충분히 상관 관계가 있다는 사실이다.

항-CD38 치료법의 최근의 접근법은 생체내 및 생체외(ex vivo) 접근법의 두 군으로 나눌 수 있다.  생체내 접근[0006]

법에 있어서, 항-CD38 항체는 CD38-과다 발현 악성 세포의 항체 매개 고갈의 야기를 위하여 치료가 필요한 대상

에게 투여된다.  고갈은 이펙터(effector) 세포에 의한 항체-매개 ADCC 및/또는 CDC에 의해, 또는 표적 세포로

의 세포 독성 물질, 예를 들어 사포린의 수송을 위한 표적화 부분으로서 항-CD38 항체의 사용, 및 후속적인 내

부화에 의해 성취될 수 있다.  생체외 접근법에 있어서, 세포 집단, 예를 들어 CD38 과다 발현 악성 세포를 포

함하는 골수 세포는 치료가 필요한 개체로부터 제거되며 항-CD38 항체와 접촉된다.  표적 세포는 생체내 접근법

에 대하여 기술한 바와 같이 세포 독성 물질, 예를 들어 사포린에 의해 파괴되거나, 세포 집단을 고정화 항-

CD38 항체와 접촉시킴으로써 제거되며, 이에 따라 혼합물로부터 CD38 과다 발현 표적 세포가 제거된다.  그 후,

이 고갈 세포 집단은 환자 내로 재삽입된다.

CD38에 특이적인 항체는 다양한 특성에 따라 상이한 군으로 나눌 수 있다.  몇몇 항체의 CD38 분자 (주로 아미[0007]

노산 220-300)에의 결합은 표적 세포 내에서 활성, 예를 들어 Ca2+ 방출, 사이토카인 방출, 인산화 사건 및 개

개의 항체를 기반으로 하는 성장 촉진 (Konopleva et al., 1998; Ausiello et al., 2000)을 일으킬 수 있지만,

다양한 공지 항체의 결합 부위와 그의 (비-)작동 특성 사이의 명백한 상관 관계는 전혀 알 수 없었다 (Funaro

et al., 1990). 

공개된 항-CD38 항체의 효능에 대해서는 상대적으로 거의 알려져 있지 않다.  공지되어 있는 것은 모든 공지된[0008]

항체가 CD38의 C-말단 부분에 위치하는 에피토프 (아미노산 잔기 220 내지 300)를 배타적으로 인식하는 것으로

보인다는 것이다.  지금까지 어떠한 항체도 일차 단백질 서열 내의 활성 부위로부터 떨어져 있는 CD38의 N-말단

부분 내의 에피토프에 특이적인 것으로 공지되어 있지 않다.  그러나, 본 발명자들은 임상 시험 중이었던 OKT10

이 인간 Fc 부분을 포함하는 키메라 제작물로서 분석될 경우 상대적으로 낮은 친화도 및 효능을 갖는다는 것을

알아내었다.  또한, OKT10은 쥣과 항체여서 인간 투여에는 적합하지 않게 된다.  인간 항-CD38 scFv 항체 단편

이 최근에 개시되었다 (WO 02/06347).  그러나, 상기 항체는 선택적으로 발현되는 CD38 에피토프에 특이적이다.

이와 상응하게, 항-CD38 항체 치료법에 있어서의 큰 잠재력에 비추어 보면, ADCC 및/또는 CDC에 의해 CD38 과다[0009]

발현 악성 세포의 살해를 매개하는 데 있어서 높은 친화도 및 높은 효능을 갖는 인간 항-CD38 항체에 대한 높은

필요성이 존재한다.

본 발명은 완전 인간형의 고도로 효과적인 항-CD38 항체를 제공함으로써 이러한 필요성 및 기타 필요성을 충족[0010]

시키는데, 이는 이하에 기술되어 있다.

발명의 개요[0011]

본 발명의 목적은 CD38-과다 발현 세포의 살해를 효과적으로 매개할 수 있는 인간 및 인간화 항체를 제공하는[0012]

것이다.
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본 발명의 다른 목적은 인간 투여에 안전한 항체를 제공하는 것이다.[0013]

또한 본 발명의 목적은 본 발명의 하나 이상의 항체의 사용에 의해 CD38 상향 조절과 관련된 질환 및/또는 병을[0014]

치료하는 방법을 제공하는 것이다.  본 발명의 이러한 목적 및 기타 목적은 본원에 더욱 충분하게 기술되어 있

다.

일 태양에 있어서, 본 발명은 CD38의 에피토프에 특이적인 항원 결합 영역을 포함하는 단리된 항체 또는 기능성[0015]

항체 단편을 제공하는데, 여기서, 본 항체 또는 그의 기능성 단편은, (동일하거나 실질적으로 동일한 조건 하에

서) 인간 PBMC 세포가 이펙터 세포로서 이용되고, 이펙터 세포 대 표적 세포의 비가 약 30:1 내지 약 50:1 사이

일 때, 서열 번호 23 및 24의 서열을 갖는 키메라 OKT10 항체보다 적어도 2배 내지 5배 더 우수한 효능으로 항

체-의존성 세포 독성 ("ADCC")에 의한 CD38+ 표적 세포 (LP-1 (DSMZ: ACC41) 및 RPMI-8226 (ATCC: CCL-155))의

살해를 매개할 수 있다.  그러한 항체 또는 그의 기능성 단편은 서열 번호 5, 6, 7 또는 8에 예시되어 있는 H-

CDR3 영역을 포함하는 항원 결합 영역을 포함할 수 있으며; 이 항원 결합 영역은 서열 번호 5, 6, 7 또는 8에

예시되어 있는 H-CDR2 영역을 추가로 포함할 수 있으며; 이 항원 결합 영역은 서열 번호 5, 6, 7 또는 8에 예시

되어 있는 H-CDR1 영역도 포함할 수 있다.  본 발명의 그러한 CD38-특이성 항체는 서열 번호 13, 14, 15 또는

16에 예시되어 있는 L-CDR3 영역을 포함하는 항원 결합 영역을 포함할 수 있으며; 이 항원 결합 영역은 서열 번

호 13, 14, 15 또는 16에 예시되어 있는 L-CDR1 영역을 추가로 포함할 수 있으며; 이 항원 결합 영역은 서열 번

호 13, 14, 15 또는 16에 예시되어 있는 L-CDR2 영역도 포함할 수 있다.

다른 태양에 있어서, 본 발명은 CD38의 에피토프에 특이적인 항원 결합 영역을 포함하는 단리된 항체 또는 기능[0016]

성 항체 단편을 제공하는데, 여기서, 본 항체 또는 그의 기능성 단편은 이전의 단락에서와 동일하거나 실질적으

로 동일한 조건 하에서 키메라 OKT10 (서열 번호 23 및 24)보다 적어도 2배 더 우수한 효능으로 CDC에 의한

CD38-트랜스펙션된 CHO 세포의 살해를 매개할 수 있다.  이러한 기준을 충족시키는 항체는 서열 번호 5, 6, 또

는 7에 예시되어 있는 H-CDR3 영역을 포함하는 항원 결합 영역을 포함할 수 있으며; 이 항원 결합 영역은 서열

번호 5, 6, 또는 7에 예시되어 있는 H-CDR2 영역을 추가로 포함할 수 있으며; 이 항원 결합 영역은 서열 번호

5, 6, 또는 7에 예시되어 있는 H-CDR1 영역도 포함할 수 있다.  본 발명의 그러한 CD38-특이성 항체는 서열 번

호 13, 14, 또는 15에 예시되어 있는L-CDR3 영역을 포함하는 항원 결합 영역을 포함할 수 있으며; 이 항원 결합

영역은 서열 번호 13, 14, 또는 15에 예시되어 있는 L-CDR1 영역을 추가로 포함할 수 있으며; 이 항원 결합 영

역은 서열 번호 13, 14, 또는 15에 예시되어 있는 L-CDR2 영역도 포함할 수 있다.

본 발명의 항체 (및 그의 기능성 단편)는 CD38의 에피토프에 특이적인 항원 결합 영역을 포함할 수 있으며, 이[0017]

에피토프는 서열 번호 22에 예시되어 있는 바와 같이, CD38의 아미노산 잔기 43 내지 215 중 하나 이상의 아미

노산  잔기를  포함한다.   더  구체적으로는,  본  항원  결합  영역이  결합하는  에피토프는  아미노산  스트레치

(stretch) 44-66, 82-94, 142-154, 148-164, 158- 170, 및 192-206의 목록으로부터 취해지는 아미노산 스트레

치 중 하나 이상의 아미노산 스트레치에서 발견되는 하나 이상의 아미노산 잔기를 포함할 수 있다.  소정 항체

에 있어서, 에피토프는 선형일 수 있으며, 반면, 다른 것의 경우에는 배좌형일 수 있다 (즉, 불연속성).  이러

한 특성 중 하나 이상의 특성을 갖는 항체 또는 그의 기능성 단편은 서열 번호 5, 6, 7 또는 8의 서열에 예시되

어 있는 H-CDR3 영역을 포함하는 항원 결합 영역을 포함할 수 있으며; 이 항원 결합 영역은 서열 번호 5, 6, 7

또는 8에 예시되어 있는 H-CDR2 영역을 추가로 포함할 수 있으며; 이 항원 결합 영역은 서열 번호 5, 6, 7 또는

8에 예시되어 있는 H-CDR1 영역도 포함할 수 있다.  본 발명의 그러한 CD38-특이성 항체는 서열 번호 13, 14,

15 또는 16에 예시되어 있는 L-CDR3 영역을 포함하는 항원 결합 영역을 포함할 수 있으며; 이 항원 결합 영역은

서열 번호 13, 14, 15 또는 16에 예시되어 있는 L-CDR1 영역을 추가로 포함할 수 있으며; 이 항원 결합 영역은

서열 번호 13, 14, 15 또는 16에 예시되어 있는 L-CDR2 영역도 포함할 수 있다.

본원에 개시된 서열의 펩티드 변이체도 본 발명에 포함된다.  따라서, 본 발명은 CDR 영역에서 서열 번호 5, 6,[0018]

7 또는 8에 예시되어 있는 CDR 영역과의 서열 동일성이 60퍼센트 이상이고/이거나 CDR 영역에서 서열 번호 5,

6, 7 또는 8에 예시되어 있는 CDR 영역과의 서열 상동성이 80퍼센트 이상인 중쇄 아미노산 서열을 갖는 항-CD38

항체를 포함한다.  또한 포함되는 것은 CDR 영역에서 서열 번호 13, 14, 15 또는 16에 예시되어 있는 CDR 영역

과의 서열 동일성이 60퍼센트 이상이고/이거나 CDR 영역에서 서열 번호 13, 14, 15 또는 16에 예시되어 있는

CDR 영역과의 서열 상동성이 80퍼센트 이상인 경쇄 아미노산 서열을 갖는 항-CD38 항체이다.

본 발명의 항체는 IgG (예를 들어, IgG1)일 수 있는 반면, 항체 단편은 예를 들어 Fab 또는 scFv일 수 있다.[0019]

따라서, 본 발명의 항체 단편은 본원에 기술되어 있는 바와 같이 하나 이상의 방식으로 거동하는 항원 결합 영

역일 수 있거나 이 항원 결합 영역을 포함할 수 있다.
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또한, 본 발명은 단리된 핵산 서열에 관한 것인데, 이 핵산 서열 각각은 CD38의 에피토프에 특이적인 인간 항체[0020]

또는 그의 기능성 단편의 항원 결합 영역을 코딩할 수 있다. 그러한 핵산 서열은 항체의 가변성 중쇄를 코딩할

수 있으며 서열 번호 1, 2, 3 또는 4의 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 서열, 또는 높은 엄격도의 조건

하에 서열 번호 1, 2, 3 또는 4의 서열의 상보성 가닥에 혼성화되는 핵산 서열을 포함할 수 있다. 핵산은 단리

된 항체 또는 그의 기능성 단편의 가변성 경쇄를 코딩할 수 있으며, 서열 번호 9, 10, 11, 또는 12의 서열로 이

루어진 군으로부터 선택되는 서열, 또는 높은 엄격도의 조건 하에 서열 번호 9, 10, 11, 또는 12의 서열의 상보

성 가닥에 혼성화되는 핵산 서열을 포함할 수 있다.

본 발명의 핵산은 재조합체 생성에 적합하다.  이와 같이, 본 발명은 또한 본 발명의 핵산 서열을 포함하는 벡[0021]

터 및 숙주 세포에 관한 것이다.

본 발명의 조성물은 치료 또는 예방 용도로 사용될 수 있다.  따라서, 본 발명은 본 발명의 항체 (또는 기능성[0022]

항체 단편) 및 그를 위한 약학적으로 허용가능한 담체 또는 부형제를 함유하는 약학 조성물을 포함한다.  관련

태양에 있어서, 본 발명은 CD38 또는 CD38 발현 세포의 원하지 않는 존재와 관련된 장애 또는 병의 치료 방법을

제공한다.  그러한 방법은 본원에 기술되어 있거나 본원에서 고려되는 본 발명의 항체를 함유하는 유효량의 약

학 조성물을 그를 필요로 하는 대상에게 투여하는 단계를 포함한다.

또한 본 발명은 선형 또는 배좌형 중 어느 하나의 CD38의 단리된 에피토프와, 항체 또는 그의 기능성 단편의 단[0023]

리에 있어서의 그의 용도에 관한 것인데, 본 항체 또는 항체 단편은 상기 에피토프에 특이적인 항원 결합 영역

을 포함한다.  이와 관련하여, 선형 에피토프는 CD38의 아미노산 잔기 192-206을 포함할 수 있는 반면, 배좌형

에피토프는 CD38의 아미노산 44-66, 82-94, 142-154, 148-164, 158- 170 및 202-224로 이루어진 군으로부터 선

택되는 하나 이상의 아미노산 잔기를 포함할 수 있다.  CD38의 에피토프는 예를 들어 항체 또는 그의 기능성 단

편 (이 항체 또는 항체 단편 각각은 그러한 에피토프에 특이적인 항원 결합 영역을 포함함)의 단리에 사용될 수

있으며, 상기 단리는 CD38의 상기 에피토프를 항체 라이브러리와 접촉시키는 단계 및 항체(들) 또는 그의 기능

성 단편(들)을 단리하는 단계를 포함한다.

다른 실시 형태에 있어서, 본 발명은 CD38의 아미노산 44-66, 82-94, 142-154, 148-164, 158-170, 192-206 및[0024]

202-224로 이루어진 군으로부터 선택되는 아미노산 서열로 본질적으로 이루어진 CD38의 단리된 에피토프를 제공

한다.  본원에서 사용되는 바와 같이, 그러한 에피토프는 바로 앞의 아미노산 서열들 중 하나 + 추가의 특징부

로 "본질적으로 이루어"지되, 단, 추가의 특징부는 에피토프의 기본적인 특징 및 신규 특징에 크게 영향을 주지

않는다.

또다른 실시 형태에 있어서, 본 발명은 CD38의 아미노산 44-66, 82-94, 142-154, 148-164, 158-170, 192-206[0025]

및 202-224로 이루어진 군으로부터 선택되는 아미노산 서열로 이루어진 CD38의 단리된 에피토프를 제공한다.

또한 본 발명은 (i) 44-66, 82-94, 142-154, 148-164, 158-170, 192-206 및 202-224의 목록으로부터 취해지는[0026]

하나 이상의 아미노산 스트레치를 포함하는 CD38의 단리된 에피토프; (ii) 항체 라이브러리; 및 (iii) 그러한

에피토프에 특이적으로 결합하는 그러한 라이브러리 중 하나 이상의 구성원을 단리하기 위한 항체 라이브러리의

사용에 대한 사용 설명서를 포함하는 키트를 제공한다.

도면의 간단한 설명

도 1a는 다양한 신규 항체의 중쇄 가변 영역의 핵산 서열을 제공한다.[0027]

도 1b는 다양한 신규 항체의 중쇄 가변 영역의 아미노산 서열을 제공한다.  CDR 영역인 HCDR1, HCDR2 및 HCDR3

은 N-말단에서 C-말단으로 볼드체로 나타내어져 있다.

도 2a는 다양한 신규 항체의 경쇄 가변 영역의 핵산 서열을 제공한다.

도 2b는 다양한 신규 항체의 경쇄 가변 영역의 아미노산 서열을 제공한다.  CDR 영역인 LCDR1, LCDR2 및 LCDR3

은 N-말단에서 C-말단으로 볼드체로 나타내어져 있다.

도 3은 다양한 콘센서스 (consensus)-기반의 HuCAL 항체 마스터 (master) 유전자 서열의 중쇄 가변 영역의 아미

노산 서열을 제공한다.   CDR  영역인 HCDR1,  HCDR2  및 HCDR3은 N-말단에서 C-말단으로 볼드체로 나타내어져

있다.

도  4는   다양한  콘센서스-기반의  HuCAL  항체  마스터  유전자  서열의  경쇄  가변  영역의  아미노산  서열을

제공한다.  CDR 영역인 LCDR1, LCDR2 및 LCDR3은 N-말단에서 C-말단으로 볼드체로 나타내어져 있다.
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도 5는 CD38의 아미노산 서열 (SWISS-PROT 일차 등록 번호: P28907)을 제공한다.

도 6은 키메라 OKT10의 중쇄 및 경쇄의 뉴클레오티드 서열을 제공한다. 

도 7은 본 발명의 대표적인 항체의 에피토프의 개략도를 제공한다.

도  8은  pMORPH(등록상표)_h_IgG1_1  (bp  601-2100)의  DNA  서열  (서열  번호  32)을  제공한다:  이  벡터는

pcDNA3.1+ 벡터 (Invitrogen)를 기반으로 한다.  VH-스터퍼 (stuffer) 서열의 아미노산 서열은 볼드체로 나타

내어져 있으며, 반면, VH-리더 서열과 불변 영역 유전자의 최종 판독 프레임은 비(非)-볼드체로 인쇄되어 있다.

제한 효소 부위는 서열의 위에 나타내어져 있다.  서열 결정용 프라이머의 프라이밍 부위에는 밑줄이 그어져 있

다.

도 9는 Ig 카파 경쇄 발현 벡터 pMORPH(등록상표)_h_Igκ_1 (bp 601-1400)의 DNA 서열 (서열 번호 33)을 제공

한다: 이 벡터는 pcDNA3.1+ 벡터 (Invitrogen)를 기반으로 한다.  Vκ-스터퍼 서열의 아미노산 서열은 볼드체로

나타내어져  있으며,  반면,  Vκ-리더  서열과  불변  영역  유전자의  최종  판독  프레임은  비-볼드체로  인쇄되어

있다.  제한 효소 부위는 서열의 위에 나타내어져 있다.  서열 결정용 프라이머의 프라이밍 부위에는 밑줄이 그

어져 있다.

도 10은 HuCAL Ig 람다 경쇄 벡터 pMORPH(등록상표)_h_Igλ_1 (bp 601-1400)의 DNA 서열 (서열 번호 34)을 제

공한다: Vλ-스터퍼 서열의 아미노산 서열은 볼드체로 나타내어져 있으며, 반면, Vλ-리더 서열과 불변 영역 유

전자의 최종 판독 프레임은 비-볼드체로 인쇄되어 있다.  제한 효소 부위는 서열의 위에 나타내어져 있다.  서

열 결정용 프라이머의 프라이밍 부위에는 밑줄이 그어져 있다.

도 11은 증식 분석 결과를 제공한다: (개개의 점으로 나타낸 바와 같이) 6명의 상이한 건강한 공여체 유래의

PBMC를 HuCAL(등록상표) 항체인 Mab#1 (=MOR03077), Mab#2 (=MOR03079), 및 Mab#3 (=MOR03080)과, 참고 항체인

chOKT1O, 작동성 (ag.) 대조 IB4, 무관한 HuCAL(등록상표) 음성 대조 IgG1 (NC) 및 IB4에 대하여 매치되는 이

소타입 대조로서 쥣과 IgG2a (Iso)의 존재 하에 3일 동안 배양하였다. BrdU를 이용한 표준 표지법을 사용하여

증식 활성을 측정하고 그의 혼입량 (RLU (=relative light units)로서)을 화학 발광-기반 ELISA를 통하여 분석

하였다.

도 12는 IL-6 방출 분석 결과를 제공한다: (개개의 점으로 나타낸 바와 같이) 4-8명의 상이한 건강한 공여체 유

래의 PBMC를 HuCAL(등록상표) 항체인 Mab#1 (=MOR03077), Mab#2 (=MOR03079), 및 Mab#3 (=MOR03080)와, 참고

항체인 chOKTIO, 작동성 (ag.) 대조 IB4, 무관한 HuCAL(등록상표) 음성 대조 (NC) 및 단지 배지 (배지)의 존재

하에 24시간 동안 배양하였다. RLU의 단위의 IL-6 함량을 화학 발광 기반의 ELISA를 통하여 배양 상청액으로부

터 분석하였다.

도 13은 CD34+/CD38+ 선구 세포에 대한 세포 독성에 관한 데이터를 제공한다: 자가 CD34+/CD38+ 선구 세포를 보

유하는 건강한 공여체 유래의 PBMC를 각각 HuCAL(등록상표) Mab#1 (=MOR03077), Mab#2 (=MOR03079), 및 Mab#3

(=MOR03080)과, 양성 대조 (PC = chOKTlO) 및 무관한 HuCAL(등록상표) 음성 대조와 함께 4시간 동안 인큐베이

션하였다.  그 후, 세포 현탁물을 메틸-셀룰로오스 조절 배지와 혼합시키고 2주 동안 배양하였다. 적혈구군 형

성 단위 (erythroid  burst  forming  units)  (BFU-E;  패널  B)와  과립구/적혈구계/대식세포/거핵구 줄기 세포

(CFU-GEMM; 패널 B) 및 과립구/대식세포 줄기 세포 (CFU-GM; 패널 C)로부터 유래되는 콜로니 형성 단위 (colony

forming units, CFU)를 카운팅하고 배지 대조 ("무" = 배지)에 대하여 정상화하였다.  패널 A는 모든 선구체에

있어서의 CFU의 총 수 (총 CFUc)를 나타낸다.  적어도 10명의 상이한 PBMC 공여체로부터의 평균 값이 주어져 있

다.  오차 막대는 평균의 표준 오차를 나타낸다.

도 14는 상이한 세포주를 이용한 ADCC에 관한 데이터를 제공한다:

a: 단일 측정치 (RPMI8226은 제외함: 4회의 개개의 분석으로부터의 평균); E:T의 비: 30:1

b: Namba et al., 1989

c: 항체의 농도에 사용되는 5 ㎍/ml (0.1 ㎍/ml이 이용되는 Raji는 제외함)

d: CD38-발현 특이성 살해율 [%]= [(exp. 살해 - 중간 정도의 살해) / (1 - 중간 정도의 살해)] * 100 의 촉진

을 위한 레틴산 첨가 분석

PC: 양성 대조 (=chOKT10) 
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MM: 다발성 골수종 

CLL: 만성 B-세포 백혈병

ALL: 급성 림프아구성 백혈병

AML: 급성 골수성 백혈병

DSMZ: Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (독일 미생물 보존 센터)

ATCC: American type culture collection (미국 세포 배양 센터)

ECACC: European collection of cell cultures (유럽 세포 배양 센터)

MFI: 평균 형광 강도 (Mean fluorescence intensities). 

도 15는 MM-샘플을 이용한 ADCC에 관한 데이터를 제공한다:

a
: 2-4회의 개별적인 분석

도 16은 MOR03080을 이용한 인간 골수종 이종 이식편의 처리 후 평균 종양 부피에 대한 실험 결과를 제공한다:

1군: 비히클; 2군: hIgG1으로서 MOR03080 1mg/kg, 격일로 32-68일; 3군: hIgG1으로서 MOR03080 5 mg/kg, 격일

로 32-68일; 4군: chIgG2a로서 MOR03080 5 mg/kg, 격일로 32-68일; 5군: hIgG1로서 MOR03080  1 mg/kg, 격일로

14-36일; 6군: 미처리

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 CD38에 특이적이거나 CD38에 대하여 친화도가 높은 신규한 항체의 발견을 기반으로 하며 이는 대상에[0028]

게 치료 효과를 전달할 수 있다.  본 발명의 항체는 인간형이거나 인간화될 수 있으며, 본원에서 더욱 충분히

기술되어 있는 다수의 정황에서 사용될 수 있다.

본원에서 "인간" 항체 또는 기능성 인간 항체 단편은 키메라 항체가 아니며 (예를 들어 "인간화"된 것이 아님)[0029]

인간외 종으로부터 유래된 (전체 또는 부분) 것이 아닌 것으로 정의된다.  인간 항체 또는 기능성 항체 단편은

인간으로부터 유래될 수 있거나 합성 인간 항체일 수 있다.  본원에서 "합성 인간 항체"는 공지된 인간 항체 서

열의 분석을 기반으로 하는 합성 서열로부터 전체적으로 또는 부분적으로 인 실리코 (in silico) 유래된 서열을

갖는 항체로 정의된다.  인간 항체 서열 또는 그의 단편의 인 실리코 고안은 예를 들어 인간 항체 또는 항체 단

편 서열의 데이터베이스의 분석 및 그로부터 얻어지는 데이터를 이용한 폴리펩티드 서열의 고안에 의해 성취될

수 있다.  인간 항체 또는 기능성 항체 단편의 다른 예로는 인간 기원의 항체 서열의 라이브러리 (즉, 그러한

라이브러리는 인간 천연 공급원으로부터 취해지는 항체를 기반으로 함)로부터 단리된 핵산에 의해 코딩되는 것

이 있다.

본원에서 "인간화 항체" 또는 기능성 인간화 항체 단편은 (i) 항체가 인간 생식 세포 서열을 기반으로 하는 인[0030]

간외 공급원으로부터 유래되는 것 (예를 들어 이종성 면역계를 보유하는 트랜스제닉 마우스); 또는 (ii) 가변

도메인은 인간외 기원으로부터 유래되며 불변 도메인은 인간 기원으로부터 유래되는 것 또는 (iii) 가변 도메인

의 CDR이 인간외 기원으로부터 유래되는 반면, 가변 도메인의 하나 이상의 골격은 인간 기원의 것이고 불변 도

메인 (존재할 경우)은 인간 기원의 것인 것으로서 정의된다.

본원에 사용되는 바와 같이, 항체가 "특이적으로 결합하는"이라는 것은 그러한 항체가 항원과 하나 이상의 참고[0031]

항원(들)을 구별할 수 있을 경우 항원 (본원에서는 CD38)에 "특이적이거나" 항원을 "특이적으로 인식하는" 것이

되는데, 이는 결합 특이성이 절대적인 것이 아니라 상대적인 특성이기 때문이다.  가장 일반적인 형태에 있어서

(그리고 정의된 참고 사항이 언급되지 않을 때에) "특이적 결합"은 예를 들어 하기 방법 중 하나에 따라 측정되

는 바와 같이,  목적 항원과 관계없는 항원을 구별하는 항체의 능력을 말한다.   그러한 방법은 웨스턴 블롯

(Western blot), ELISA-, RIA-, ECL-, IRMA-시험 및 펩티드 스캔을 포함하지만, 이로 한정되는 것은 아니다.

예를 들어, 표준 ELISA 분석이 실시될 수 있다.  스코어링 (scoring)은 표준 발색에 의해 실시할 수 있다 (예를

들어 서양 고추냉이 퍼옥사이드를 포함하는 이차 항체 및 과산화수소를 포함하는 테트라메틸 벤지딘).  소정 웰

에서의 반응은 예를 들어 450 nm에서의 광밀도로 스코어링된다.  전형적인 배경 (= 음성 반응)은 0.1 OD일 수

있으며, 전형적인 양성 반응은 1 OD일 수 있다.  이는 양성/음성의 차이가 10배보다 클 수 있음을 의미한다.

전형적으로, 결합 특이성의 측정은 단일 참고 항원 뿐만 아니라, 약 3종 내지 5종의 관계없는 항원 세트, 예를
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들어 분유, BSA, 트랜스페린 등의 사용에 의해서도 수행된다.

그러나, "특이적 결합"은 표적 항원과 하나 이상의 가까운 관련 항원(들)을 구별하는 항체의 능력을 또한 말할[0032]

수 있는데, 이는 예를 들어 CD38과 CD157 사이의 참고 지점으로 사용된다.  추가로, "특이적 결합"은 표적 항원

의 상이한 부분, 예를 들어 CD38의 상이한 도메인 또는 영역, 예를 들어 CD38의 N-말단 또는 C-말단 영역 내의

에피토프, 또는 CD38의 하나 이상의 주요 아미노산 잔기 또는 아미노산 잔기 스트레치를 구별하는 항체의 능력

과 관련될 수 있다.

또한, 본원에 사용되는 바와 같이, 본원에서 "면역글로불린" (Ig)은 IgG, IgM, IgE, IgA, 또는 IgD류 (또는 그[0033]

의 임의의 아류)에 속하는 단백질로 정의되며, 모든 통상적으로 공지된 항체 및 그의 기능성 단편을 포함한다.

본원에서 항체/면역글로불린의 "기능성 단편"은 항원 결합 영역을 계속 지니는 항체/면역글로불린의 단편 (예를

들어 IgG의 가변 영역)으로 정의된다.  전형적으로 항체의 "항원 결합 영역"은 항체의 하나 이상의 과변이 영역

(들), 즉, CDR-1, CDR-2 및/또는 CDR-3 영역에서 발견되지만, 가변성 "골격" 영역은 CDR의 지지체의 제공에 의

한 것과 같이, 항원 결합에 있어서 중요한 역할을 또한 할 수 있다.  바람직하게는, "항원 결합 영역"은 적어도

가변성 경쇄 (VL)의 아미노산 잔기 4 내지 103 및 가변성 중쇄 (VH)의 아미노산 잔기 5 내지 109, 더 바람직하

게는 VL의 아미노산 잔기 3 내지 107 및 VH의 아미노산 잔기 4 내지 111을 포함하며, 특히 바람직한 것은 완전

한 VL 및 VH 쇄 (VL의 아미노산 위치 1 내지 109 및 VH의 아미노산 위치 1 내지 113; WO 97/08320에 따라 번호

를 매김)이다.   본  발명에서 사용하기에 바람직한 면역글로불린류는 IgG이다.   본  발명의 "기능성 단편"은

F(ab')2 단편의 도메인, Fab 단편 및 scFv를 포함한다.  F(ab')2 또는 Fab는 CH1과 CL 도메인 사이에 일어나는

분자간 디술피드 상호 작용이 최소화되거나 완전히 제거되도록 엔지니어링될 수 있다.

본 발명의 항체는 합성에 의해 생성되는 핵산에 의해 코딩되며 인 실리코로 고안된 아미노산 서열을 기반으로[0034]

하는 재조합 항체 라이브러리로부터 유래될 수 있다.  항체 서열의 인 실리코 고안은 예를 들어 인간 서열의 데

이터베이스의 분석 및 그로부터 얻어지는 데이터를 이용한 폴리펩티드 서열의 고안에 의해 성취된다.  인 실리

코-생성 서열을 고안하고 얻는 방법은 예를 들어 문헌[Knappik et al., J. Mol. Biol. (2000) 296: 57]; 문헌

[Krebs et al., J. Immunol. Methods. (2001) 254: 67]; 및 Knappik 등에게 허여된 미국 특허 제6,300,064호에

기술되어 있는데, 상기 문헌 및 특허는 본원에 그의 전체 내용이 참고로 포함된다.

본 발명의 항체[0035]

본 문서 전반에 걸쳐,  하기의 본 발명의 대표적인 항체가 언급된다: "항체 번호" "LACS"  또는 "MOR"  3077,[0036]

3079, 3080 및 3100.  LAC 3077은 서열 번호 1 (DNA)/서열 번호 5 (단백질)의 서열에 상응하는 중쇄 가변 영역

및 서열 번호 9 (DNA)/서열 번호 13 (단백질)의 서열에 상응하는 경쇄 가변 영역을 갖는 항체를 나타낸다.  LAC

3079는 서열 번호 2 (DNA)/서열 번호 6 (단백질)의 서열에 상응하는 중쇄 가변 영역 및 서열 번호 10 (DNA)/서

열 번호 14 (단백질)의 서열에 상응하는 경쇄 가변 영역을 갖는 항체를 나타낸다.  LAC 3080은 서열 번호 3

(DNA)/서열 번호 7 (단백질)의 서열에 상응하는 중쇄 가변 영역 및 서열 번호 11 (DNA)/서열 번호 15 (단백질)

의 서열에 상응하는 경쇄 가변 영역을 갖는 항체를 나타낸다.  LAC 3100은 서열 번호 4 (DNA)/서열 번호 8 (단

백질)의 서열에 상응하는 중쇄 가변 영역 및 서열 번호 12 (DNA)/서열 번호 16 (단백질)에 상응하는 경쇄 가변

영역을 갖는 항체를 나타낸다.

일 태양에 있어서, 본 발명은 아미노산 서열이 서열 번호 22로 예시되는 CD38의 하나 이상의 영역에 특이적으로[0037]

결합할 수 있거나 그에 대하여 높은 친화도를 갖는 항원 결합 영역을 갖는 항체를 제공한다.  항체는 친화도 측

정치가 100 nM 이상일 경우 항원에 대하여 "높은 친화도"를 갖는 것이라고 한다 (일가 Fab 단편 친화도).  본

발명의 항체 또는 항원 결합 영역은 바람직하게는 약 100 nM 미만, 더 바람직하게는 약 60 nM 미만, 더욱 더 바

람직하게는 약 30 nM 미만의 친화도로 CD38에 결합할 수 있다.  또한 바람직한 것은 약 10 nM 미만, 더 바람직

하게는 약 3 nM 미만의 친화도로 CD38에 결합하는 항체이다.  예를 들어 CD38에 대한 본 발명의 항체의 친화도

는 약 10.0 nM 또는 2.4 nM일 수 있다 (일가 Fab 단편 친화도). 

표 1은 표면 플라스몬 공명 (Biacore) 및 FACS Scatchard 분석에 의해 측정되는 바와 같이, 본 발명의 대표적인[0038]

항체의 친화도에 대한 개요를 제공한다.
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표 1

[0039]

표 1을 참고하면, LAC 3077, 3079, 3080 및 3100의 친화도는 고정화 재조합 CD38 상에서의 표면 플라스몬 공명[0040]

(Biacore) 및 CD38-발현 인간 RPMI8226 세포주를 이용한 유세포 분류 절차로 측정하였다.  Biacore 연구는 직접

적으로 고정화된 항원(CD38-Fc 융합 단백질) 상에서 수행하였다.  LAC 3077, 3079, 3080 및 3100의 Fab 포맷은

고정화 CD38-Fc 융합 단백질 상에서 약 2.4 내지 56 nM 사이의 일가 친화도 범위를 나타내는데, LAC 3079가 가

장 높은 친화도를 나타내며, 이어서 Fab 3100, 3080 및 3077이다.

IgG1 포맷은 세포 기반의 친화도 측정에 사용하였다 (FACS Scatchard).  표 1의 우측 컬럼에는 이 포맷의 LACS[0041]

의 결합 강도가 나타내어져 있다.  LAC 3080이 가장 강한 결합성을 나타내었는데, 이는 LACS 3079 및 3077보다

약간 더 강하다.

본 발명의 바람직한 항체의 다른 바람직한 특징은 CD38의 N-말단 영역 내의 지역에 대한 그의 특이성이다.  예[0042]

를 들어 본 발명의 LAC 3077, 3079, 3080, 및 3100은 CD38의 N-말단 영역에 특이적으로 결합할 수 있다.

본 발명의 항체가 결합하는 에피토프의 유형은 선형 (즉, 아미노산의 하나의 연속 스트레치) 또는 배좌형 (즉,[0043]

아미노산의 다수의 스트레치)일 수 있다.  특정 항체의 에피토프가 선형인지 배좌형인지를 결정하기 위하여, 숙

련된 연구자라면 CD38의 상이한 도메인을 커버하는 중복 펩티드 (예를 들어, 11개의 아미노산의 중복을 포함하

는 13-mer 펩티드)에의 항체의 결합을 분석할 수 있다.  이러한 분석법을 사용하여, 본 발명자들은 LAC 3077,

3080, 및 3100이 CD38의 N-말단 영역 내의 불연속 에피토프를 인식하며, 반면, LAC 3079의 에피토프는 선형으로

서 기술될 수 있다는 것을 밝혀내었다 (도 7 참조).  본원에 제공되어 있는 지식과 조합해 보면, 당업계의 숙련

된 연구자라면 CD38의 에피토프에 대하여 특이적인 항원 결합 영역을 갖는 항체의 생성에 있어서 CD38의 하나

이상의 단리된 에피토프를 사용하는 방법을 알 것이다 (예를 들어 CD38의 에피토프의 합성 펩티드 또는 CD38의

에피토프를 발현하는 세포를 사용함).

본 발명의 항체는 바람직하게는 인간 및 적어도 하나의 다른 종과 교차 반응성인 종인데, 상기 적어도 하나의[0044]

다른 종은 설치류 종 또는 인간외 영장류일 수 있다.  인간외 영장류는 붉은털 원숭이 (rhesus), 개코원숭이

(baboon) 및/또는 시노몰구스 (cynomolgus)일 수 있다.  설치류 종은 마우스, 래트 및/또는 햄스터일 수 있다.

예를 들어, 동일한 항체를 이용하여 다수의 종에서의 생체내 연구를 행할 목적에 있어서, 하나 이상의 설치류

종과 교차 반응성인 항체는 공지된 항-CD38 항체에 비하여 보다 큰 유연성 및 효과를 제공할 수 있다.

바람직하게는, 본 발명의 항체는 CD38에 결합할 수 있을 뿐만 아니라 CD38을 발현하는 세포의 살해를 매개할 수[0045]

도 있다.  더 구체적으로는, 본 발명의 항체는 항체-이펙터 기능을 통하여 CD38-양성 (예를 들어 악성) 세포를

고갈시킴으로써 그의 치료 효과를 매개할 수 있다.  이 기능은 항체 의존성 세포 독성 (ADCC) 및 보체-의존성

세포 독성 (complement-dependent cytotoxicity, CDC)을 포함한다. 

표 2는 ADCC 및 CDC 둘 모두에 있어서 본 발명의 대표적인 항체의 EC50의 측정치에 대한 개요를 제공한다.[0046]
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표 2

[0047]

그러나, CD-38  발현은 골수 (예를 들어 단구, 과립구) 및 림프 계열 (예를 들어 활성화 B 및 T-세포; 형질[0048]

세포) 내의 면역 세포 상에서 뿐만 아니라 개개의 전구 세포 상에서도 발견된다.  상기 세포는 악성 세포의 항

체-매개 살해에 의해 영향을 받지 않는 것이 중요하기 때문에, 본 발명의 항체는 바람직하게는 전구 세포에 대

하여 세포 독성을 갖지 않는다.

시클릭 ADP-리보스 시클라아제 및 히드롤라아제로서의 촉매 활성 외에도, CD38은 생물학적으로 관련된 신호를[0049]

변환시키는 능력을 나타낸다 (Hoshino et al., 1997; Ausiello et al., 2000).  상기 기능은 예를 들어 수용체

-리간드 상호작용 또는 작동성 항-CD38 항체와의 가교 결합에 의해 유발되어, 예를 들어 칼슘 이동, 림프구 증

식 및 사이토카인의 방출에 이를 수 있다.  바람직하게는, 본 발명의 항체는 비-작동성 항체이다.

펩티드 변이체[0050]

본 발명의 항체는 본원에 제공되어 있는 특정 펩티드 서열에 한정되지 않는다.  오히려, 본 발명은 이러한 폴리[0051]

펩티드의 변이체를 또한 구현한다.  본 발명의 개시 내용 및 통상적으로 이용가능한 기술과 참고 문헌을 참고로

하면, 숙련된 연구자라면 본원에 개시된 항체의 기능성 변이체를 제조, 시험 및 이용할 수 있는 동시에, CD38+

표적 세포의 살해를 매개하는 능력을 갖는 변이체가 본 발명의 범주 이내라는 것을 알 것이다.  이 정황에서 사

용되는 바와 같이, "CD38+ 표적 세포의 살해를 매개하는 능력"은 본 발명의 항-CD38 항체에 속하는 것으로 생각

되는 기능적 특징을 의미한다.  따라서, CD38+ 표적 세포의 살해를 매개하는 능력은 예를 들어 ADCC 및/또는

CDC에 의해, 또는 본 발명의 항체에 콘쥬게이션된 독소 제작물에 의해 CD38+ 표적 세포의 살해를 매개하는 능력

을 포함한다.

변이체는  예를  들어  본원에  개시된  펩티드  서열과  비교하여  하나  이상의  변경된  상보성  결정  영역[0052]

(complementarity determining region, CDR) (과변이) 및/또는 골격 (FR) (가변) 도메인/위치를 갖는 항체를

포함할 수 있다.  이 개념을 더 잘 설명하기 위하여, 항체 구조에 대한 간략한 설명이 이어진다.

항체는 2개의 펩티드 사슬로 구성되며, 각각은 하나 (경쇄) 또는 3개 (중쇄)의 불변 도메인과 하나의 가변 영역[0053]

(VL, VH)을 포함하고, 각각의 경우 후자는 4개의 FR 영역 및 3개의 이격된 (interspaced) CDR로 이루어진다.

항원 결합 부위는 하나 이상의 CDR에 의해 형성되지만, FR 영역이 CDR에 있어서의 구조적 골격을 제공하며, 따

라서  항원  결합에서  중요한  역할을  한다.   CDR  또는  FR  영역  내의  하나  이상의  아미노산  잔기를

변경시킴으로써, 숙련된 연구자라면 돌연변이되거나 다양화된 항체 서열을 일상적으로 생성할 수 있으며, 상기

서열은 항원에 대하여, 예를 들어 새롭거나 개선된 특성들에 대하여 스크리닝될 수 있다.

표 3a (VH) 및 3b (VL)에는 본 발명의 소정 항체에 있어서의 CDR 및 FR 영역이 예시되어 있으며 주어진 위치의[0054]

아미노산이 서로와, 그리고 상응하는 콘센서스 또는 "마스터 유전자" 서열 (미국 특허 제6,300,064호에 개시되

어 있는 바와 같음)과 비교되어 있다.
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[표 3a][0055]

[0056]
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[표 3b][0057]

[0058]

숙련된 연구자라면 본 발명의 범주 이내인 펩티드 변이체의 고안을 위하여 표 3a 및 3b의 데이터를 사용할 수[0059]

있다.  변이체는 하나 이상의 CDR 영역 내에서 아미노산을 변화시킴으로써 제작하는 것이 바람직하며, 변이체는

또한 하나 이상의 변경된 골격 영역을 가질 수 있다.  신규한 항체를 서로와 비교한 것을 참고로 하면, 변화될

수 있는 후보 잔기는 예를 들어 LAC 3080 및 3077의 가변성 경쇄의 잔기 4 또는 37과, 예를 들어 가변성 중쇄의

잔기 13 또는 43을 포함하는데, 그 이유는 이들이 서로와 비교하여 가변 위치이기 때문이다.  변경은 골격 영역

에서 또한 행해질 수 있다.  예를 들어, 펩티드 FR 도메인이 변경될 수 있는데, 여기서, 생식 세포의 서열과 비

교하여 잔기 내에 편차가 존재한다.

신규한 항체를 상응하는 콘센서스 또는 "마스터 유전자" 서열과 비교한 것을 참고로 하면, 변화될 수 있는 후보[0060]

잔기는 VLλ3와 비교하여 예를 들어 LAC 3080의 가변성 경쇄의 잔기 27, 50 또는 90과, VH3과 비교하여 예를 들

어 LAC 3080의 가변성 중쇄의 잔기 33, 52 및 97을 포함한다.  대안적으로는, 숙련된 연구자라면 예를 들어 문

헌[Knappik et al., 2000] 및 Knappik 등에게 허여된 미국 특허 제6,300,064호에 기술되어 있는 절차를 사용하
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여 본원에 개시되어 있는 아미노산 서열을 동일한 그러한 항체류의 공지된 서열과 비교함으로써 동일한 분석을

행할 수 있다.

또한, 변이체는 LAC 내의 하나 이상의 아미노산, 바람직하게는 하나 이상의 CDR 내의 아미노산 잔기를 다양화함[0061]

으로써  최적화에  있어서의  출발  지점으로서  하나의  LAC를  사용하는  단계,  및  생성된  항체  변이체  콜렉션

(collection)을 개선된 특성을 갖는 변이체에 대하여 스크리닝하는 단계에 의해 수득할 수 있다.  특히 바람직

한 것은 VL의 CDR-3, VH의 CDR-3, VL의 CDR-1 및/또는 VH의 CDR-2 내의 하나 이상의 아미노산 잔기의 다양화이

다.  다양화는 트리뉴클레오티드 돌연변이 유발 (trinucleotide mutagenesis, TRIM) 기술을 사용하여 DNA 분자

콜렉션을 합성함으로써 행할 수 있다 (Virnekas, B., Ge, L., Plukthun, A., Schneider, K.C., Wellnhofer,

G., and Moroney S. E. (1994) Trinucleotide phosphoramidites: ideal reagents for the synthesis of mixed

oligonucleotides for random mutagenesis. Nucl. Acids Res. 22,5600.). 

보존성 아미노산 변이체[0062]

본원에 기술된 항체 펩티드 서열의 전체 분자 구조가 보존된 폴리펩티드 변이체가 만들어질 수 있다.  개개의[0063]

아미노산의 특성이 주어진다면, 숙련된 연구자에 의해 몇몇 합리적인 치환이 인지될 것이다.  아미노산 치환,

즉, "보존성 치환"은 예를 들어 연루되는 잔기의 극성, 전하, 용해도, 소수성, 친수성 및/또는 친양쪽성 성질을

기초로 하여 행해질 수 있다.

예를 들어 (a) 비극성 (소수성) 아미노산은 알라닌, 류신, 이소류신, 발린, 프롤린, 페닐알라닌, 트립토판 및[0064]

메티오닌을 포함하며; (b) 극성 중성 아미노산은 글리신, 세린, 트레오닌, 시스테인, 티로신, 아스파라긴 및 글

루타민을 포함하며; (c) 양으로 하전된 (염기성) 아미노산은 아르기닌, 리신 및 히스티딘을 포함하며; (d) 음으

로 하전된 (산성) 아미노산은 아스파르트산 및 글루탐산을 포함한다.  치환은 전형적으로 (a)-(d) 군 내에서 행

해질 수 있다.  또한, 글리신 및 프롤린은 α-나선을 붕괴시키는 능력에 기초하여 서로를 치환할 수 있다.  이

와 유사하게, 알라닌, 시스테인, 류신, 메티오닌, 글루탐산, 글루타민, 히스티딘 및 리신과 같은 소정 아미노산

은 α-나선에서 보다 일반적으로 발견되는 반면, 발린, 이소류신, 페닐알라닌, 티로신, 트립토판 및 트레오닌은

β-플리티드 (pleated) 시트에서 보다 일반적으로 발견된다.  글리신, 세린, 아스파르트산, 아스파라긴 및 프롤

린은 턴 (turn)에서 일반적으로 발견된다.  몇몇 바람직한 치환은 하기 군들 사이에서 행해질 수 있다: (i) S

및 T; (ii) P 및 G와; (iii) A, V, L 및 I.  공지된 유전자 암호와, 재조합 및 합성 DNA 기술이 주어진다면,

숙련된 과학자라면 보존성 아미노산 변이체를 코딩하는 DNA를 손쉽게 제작할 수 있다.  하나의 특정 예에 있어

서, 서열 번호 5, 6, 7, 및/또는 8의 서열의 아미노산 위치 3은 Q에서 E로 변화될 수 있다.

본원에 사용되는 바와 같이, 2개의 폴리펩티드 서열들 사이의 "서열 동일성"은 이 서열들 사이에서 동일한 아미[0065]

노산의 백분율을 나타낸다.  "서열 유사성"은 동일하거나 보존성 아미노산 치환을 나타내는 아미노산의 백분율

을 나타낸다.  본 발명의 바람직한 폴리펩티드 서열은 CDR 영역에서 서열 동일성이 적어도 60%, 더 바람직하게

는 적어도 70% 또는 80%, 더욱 더 바람직하게는 적어도 90%, 가장 바람직하게는 적어도 95%이다.  또한 바람직

한 항체는 CDR 영역에서 서열 유사성이 적어도 80%, 더 바람직하게는 90%, 가장 바람직하게는 95%이다. 

본 발명의 DNA 분자[0066]

본 발명은 또한 본 발명의 항체를 코딩하는 DNA 분자에 관한 것이다.  이 서열은 도 1a 및 2a에 나타내어져 있[0067]

는 DNA 분자를 포함하지만 이로 한정되는 것은 아니다.

본 발명의 DNA 분자는 본원에 개시되어 있는 서열로 한정되지 않을 뿐만 아니라, 그의 변이체도 포함한다.  본[0068]

발명 이내의 DNA 변이체는 혼성화에 있어서의 그의 물성을 참고로 하여 기술될 수 있다.  숙련된 연구자라면,

DNA가 이중 가닥, 그의 등가체 또는 동족체이기 때문에 핵산 혼성화 기술을 사용하여 DNA를 사용하여 그의 상보

체를 확인할 수 있다는 것을 인지할 것이다.  또한, 혼성화는 100% 미만의 상보성에서 일어날 수 있다는 것을

인지할 것이다.  그러나, 조건을 적절하게 선택한다면, 혼성화 기술을 사용하여 특정 프로브에 대한 구조적 관

련성을 기초로 하여 DNA 서열들을 구별할 수 있다.  그러한 조건에 관한 지침에 대해서는, 문헌[Sambrook et

al.,  1989  (Sambrook,  J.,  Fritsch,  E.  F.  and  Maniatis,  T.  (1989)  Molecular  Cloning:  A  laboratory

manual,  Cold  Spring Harbor laboratory Press, Cold Spring Harbor, USA)] 및 문헌[Ausubel et al., 1995

(Ausubel, F. M., Brent, R., Kingston, R. E., Moore, D. D., Sedman, J. G., Smith, J. A., & Struhl, K.

eds. (1995). Current Protocols in Molecular Biology. New York: John Wiley and Sons)]을 참조한다. 

2개의 폴리뉴클레오티드 서열 사이의 구조적 유사성은 이 2개의 서열이 서로와 혼성화하는 조건의 "엄격도"의[0069]

함수로 표현될 수 있다.  본원에 사용되는 바와 같이, "엄격도"라는 용어는 조건이 혼성화에 호의를 보이지 않
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는 정도를 말한다.  엄격한 조건은 혼성화에 강하게 호의를 보이지 않으며, 구조적으로 가장 연관된 분자만이

그러한 조건 하에서 서로에게 혼성화할 것이다.  반대로, 엄격하지 않은 조건은 보다 덜한 정도의 구조적 연관

성을 나타내는 분자의 혼성화에 호의를 보인다.  따라서, 혼성화 엄격도는 2개의 핵산 서열의 구조적 유연 관계

와 직접 상관 관계가 있다.  하기 관계식이 혼성화와 연관성의 상관 관계 입증에 있어서 유용하다 (여기서, Tm은

핵산 이중 가닥의 융점임): 

a.  Tm = 69.3 +0.41(G+C)% [0070]

b.  잘못 매치되는 염기쌍의 갯수가 매 1% 증가되면 이중 가닥 DNA의 Tm은 1℃ 감소[0071]

c. (Tm)μ2 - (Tm)μ1 = 18.5 log10μ2/μ1 (여기서, μ1 및 μ2는 두 용액의 이온 강도임).[0072]

혼성화 엄격도는 전체 DNA 농도, 이온 강도, 온도, 프로브 크기 및 수소 결합을 붕괴시키는 제제의 존재를 포함[0073]

하는 다수의 인자의 함수이다.  혼성화를 촉진하는 인자는 높은 DNA 농도, 높은 이온 강도, 낮은 온도, 보다 긴

프로브 크기 및 수소 결합을 붕괴시키는 제제의 부재를 포함한다.  혼성화는 전형적으로 하기의 2가지 단계로

수행된다: "결합" 단계 및 "세척" 단계.

첫째, 결합 단계에 있어서, 프로브는 혼성화에 호의를 보이는 조건 하에서 표적에 결합된다.  엄격도는 일반적[0074]

으로 온도의 변경에 의해 이 단계에서 제어된다.  높은 엄격도에 있어서, 짧은 (<20 nt) 올리고뉴클레오티드 프

로브가 사용되지 않는 한, 온도는 일반적으로 65℃ 내지 70℃ 사이이다.  대표적인 혼성화 용액은 6X SSC, 0.5%

SDS, 5X 덴하르트 용액 (Denhardt's solution) 및 100 ㎍의 비특이성 캐리어 DNA를 함유한다.  문헌[Ausubel

et al., section 2.9, supplement 27 (1994)]을 참조한다.  물론, 다수의 상이하지만 기능적으로 등가인 완충

제 조건이 공지되어 있다.  연관성 정도가 보다 낮은 경우, 보다 낮은 온도가 선택될 수 있다.  낮은 엄격도의

결합 온도는 약 25℃ 내지 40℃ 사이이다.  중간 정도의 엄격도는 적어도 약 40℃ 내지 약 65℃ 미만 사이이다.

높은 엄격도는 적어도 약 65℃이다.

둘째, 여분의 프로브는 세척으로 제거한다.  이 단계에서 보다 엄격한 조건이 일반적으로 적용된다.  그러므로,[0075]

혼성화를 통한 연관성의 결정에서 가장 중요한 것은 이 "세척" 단계이다.  세척 용액은 전형적으로 보다 낮은

염 농도를 포함한다.  중간 정도의 엄격도의 용액의 일례는 2X SSC 및 0.1% SDS를 포함한다.  높은 엄격도의 세

척 용액은 (이온 강도에 있어서) 약 0.2X SSC 미만의 등가물을 함유하는데, 바람직한 엄격한 용액은 약 O.1X

SSC를 함유한다.  다양한 엄격도와 관련되는 온도는 "결합"에 대하여 상기에 논의되어 있는 것과 동일하다.  또

한 세척 용액은 전형적으로 세척 동안 다수회 대체된다.  예를 들어, 전형적인 높은 엄격도의 세척 조건은 55℃

에서 30분 동안 2회, 그리고 60℃에서 15분 동안 3회의 세척을 포함한다.

따라서, 본 발명은 높은 엄격도의 결합 및 세척 조건 하에서 도 1a 및 2a에 나타내어져 있는 분자에 혼성화하는[0076]

핵산 분자를 포함하며, 여기서, 그러한 핵산 분자는 본원에 기술되어 있는 특성을 갖는 항체 또는 그의 기능성

단편을 코딩한다.  바람직한 분자 (mRNA 견지에서)는 본원에 기술되어 있는 DNA 분자들 중 하나와의 상동성 또

는 서열 동일성이 적어도 75% 또는 80% (바람직하게는 적어도 85%, 더 바람직하게는 적어도 90%, 가장 바람직하

게는 적어도 95%)인 것이다.  본 발명의 변이체의 특정 일례에 있어서, 서열 번호 1, 2, 3 및/또는 4의 서열 중

의 핵산 위치 7은 C에서 G로 치환될 수 있으며, 그럼으로써 코돈은 CAA에서 GAA로 변화된다.

기능적 등가 변이체[0077]

본 발명의 범주 이내의 또다른 DNA 변이체류가 그들이 코딩하는 생성물을 참고로 하여 기술될 수 있다 (도 1b[0078]

및 2b에 열거되어 있는 펩티드를 참조).  이러한 기능적 등가 유전자는 유전자 암호의 축퇴성으로 인하여 도 1b

및 2b에서 발견되는 동일한 펩티드 서열을 코딩한다는 사실을 그 특징으로 한다.  서열 번호 1 및 31의 서열은,

그의 핵산 서열이 상이하지만 동일한 폴리펩티드, 즉, 서열 번호 5의 서열을 코딩하기 때문에, 기능적 등가 변

이체의 일례이다.

본원에 제공되어 있는 DNA 분자의 변이체는 여러 상이한 방식으로 제작될 수 있음이 인지된다.  예를 들어 이들[0079]

은 완전 합성 DNA로서 제작될 수 있다.  20 내지 약 150개의 뉴클레오티드 범위의 올리고뉴클레오티드를 효율적

으로 합성하는 방법이 널리 이용가능하다.  문헌[Ausubel et al., section 2.11, Supplement 21 (1993)]을 참

조한다.  중복 올리고뉴클레오티드는 문헌[Khorana et al., J. Mol. Biol. 72: 209-217 (1971)]에 처음으로 보

고되어 있는 양식으로 합성 및 어셈블링될 수 있는데, 문헌[Ausubel et al., supra, Section 8.2]을 또한 참조

한다.  적절한 벡터 내로의 클로닝을 용이하게 하기 위하여 유전자의 5' 및 3' 말단에서 엔지니어링된 편리한
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제한 효소 부위를 갖는 합성 DNA를 고안하는 것이 바람직하다.

나타낸 바와 같이, 변이체를 생성하는 방법은 본원에 개시되어 있는 DNA들 중 하나를 이용하여 출발하고 이어서[0080]

특정 부위 돌연변이 유발 (site-directed  mutagenesis)을 수행하는 것이다.   문헌[Ausubel  et  al.,  supra,

chapter 8, Supplement 37 (1997)]을 참조한다.  전형적인 방법에 있어서, 표적 DNA는 단일 가닥 DNA 박테리오

파지 비히클 내로 클로닝된다.  단일 가닥 DNA를 단리하고 원하는 뉴클레오티드 변경(들)을 포함하는 올리고뉴

클레오티드와 혼성화시킨다.  상보성 가닥을 합성하고 이중 가닥 파지를 숙주 내로 도입한다.  생성된 자손 중

몇몇은 원하는 돌연변이체를 포함하는데, 이는 DNA 서열 결정법을 사용하여 확인할 수 있다.  또한, 자손 파지

가 원하는 돌연변이체일 확률을 증가시키는 다양한 방법이 이용가능하다.  이러한 방법은 당업자에게 잘 알려져

있으며, 그러한 돌연변이체의 생성을 위한 키트가 구매가능하다.

재조합 DNA 제작물 및 발현[0081]

본 발명은 본 발명의 뉴클레오티드 서열 중 하나 이상의 서열을 포함하는 재조합 DNA 제작물을 또한 제공한다.[0082]

본 발명의 재조합 제작물은 본 발명의 항체를 코딩하는 DNA 분자가 삽입된 플라스미드 또는 바이러스 벡터와 같

은 벡터와 관련되어 사용된다.

코딩된 유전자는 문헌[Sambrook et al., 1989] 및 문헌[Ausubel et al., 1989]에 기술되어 있는 기술로 제조될[0083]

수 있다.  대안적으로는, DNA 서열은 예를 들어 합성기를 사용하여 화학적으로 합성될 수 있다.  예를 들어 문

헌[OLIGONUCLEOTIDE SYNTHESIS (1984, Gait, ed., IRL Press, Oxford)]에 기술되어 있는 기술을 참조하는데,

상기 문헌은 본원에 그의 전체 내용이 참고로 포함된다.  본 발명의 재조합 제작물은 RNA 및/또는 코딩 DNA

(들)의 단백질 생성물을 발현할 수 있는 발현 벡터를 함께 포함한다.  벡터는 개봉 판독 프레임 (open reading

frame, ORF)에 작동가능하게 결합된 프로모터를 포함하는 조절 서열을 또한 포함할 수 있다.  벡터는 선발가능

한 마커 서열을 추가로 포함할 수 있다.  특정 개시 및 박테리아 분비 신호도 삽입된 표적 유전자 코딩 서열의

효율적인 번역에 필요할 수 있다.

또한 본 발명은 본 발명의 DNA 중 하나 이상의 DNA를 포함하는 숙주 세포를 제공한다.  본 숙주 세포는 사실상[0084]

발현 벡터가 이용될 수 있는 임의의 세포일 수 있다.  예를 들어 숙주 세포는 고등 진핵 숙주 세포, 예를 들어

포유류 세포, 하등 진핵 숙주 세포, 예를 들어 효모 세포일 수 있지만, 바람직하게는 원핵 세포, 예를 들어 박

테리아 세포이다.  재조합 제작물의 숙주 세포 내로의 도입은 인산칼슘 트랜스펙션, DEAE, 덱스트란 매개 트랜

스펙션, 전기천공 또는 파지 감염에 의해 행해질 수 있다.

박테리아 발현[0085]

박테리아용으로 유용한 발현 벡터는 기능성 프로모터에서 작동가능한 판독 상태로 원하는 단백질을 코딩하는 구[0086]

조 DNA 서열을 적합한 번역 개시 및 종결 신호와 함께 삽입함으로써 제작된다.  벡터는 하나 이상의 선발가능한

표현형 마커와 복제 원점을 포함하여 벡터의 유지를 보장하고, 바람직할 경우 숙주 내에서의 증식을 제공한다.

형질전환에 적합한 원핵 숙주는 이. 콜라이 (E. coli), 바실루스 서틸리스 (Bacillus subtilis), 살모넬라 티피

무리움 (Salmonella typhimurium) 및 슈도모나스 (Pseudomonas), 스트렙토마이세스 (Streptomyces), 및 스타필

로코커스 (Staphylococcus) 속에 속하는 다양한 종을 포함한다.

박테리아 벡터는 예를 들어 박테리오파지-, 플라스미드- 또는 파지미드-기반의 벡터일 수 있다.  이러한 벡터는[0087]

전형적으로 잘 알려진 클로닝 벡터 pBR322 (ATCC 37017)의 요소를 포함하는 구매가능한 플라스미드로부터 유래

되는 박테리아 복제 원점 및 선발가능한 마커를 포함할 수 있다.  적합한 숙주 주의 형질전환 및 숙주 주의 적

절한 세포 밀도로의 배양 후, 선택된 프로모터를 적절한 수단 (예를 들어 온도 변경 또는 화학적 유도)으로 활

성화/유도하고, 세포를 추가의 기간 동안 배양한다.  세포는 전형적으로 원심분리로 수확하고, 물리적 또는 화

학적 수단으로 붕괴시키고, 생성된 조 추출물을 추가의 정제를 위하여 보유한다.

박테리아 시스템에 있어서, 다수의 발현 벡터는 발현되는 단백질의 사용 의도에 따라 선택하는 것이 유리할 수[0088]

있다.  예를 들어, 다량의 그러한 단백질을 항체의 생성을 위하여 또는 펩티드 라이브러리의 스크리닝을 위하여

생성하려고 할 때, 예를 들어 손쉽게 정제되는 고수준의 융합 단백질 생성물의 발현을 지시하는 벡터가 바람직

할 수 있다.

치료 방법[0089]

치료 방법은 본 발명에 의해 고려되는 치료적 유효량의 항체를 치료가 필요한 대상에게 투여하는 단계를 포함한[0090]

다.  본원에서 "치료적 유효"량은 단독으로, 또는 다른 약제와 조합되어, 단일 용량으로서 또는 다수의 용량 섭
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생법에  따라,  대상의  처리된  지역에서  CD38-양성  세포를  고갈시키기에  충분한  양의  항체의  양으로서

정의되는데, 이는 불리한 상태를 경감시키며, 이 양은 독물학적으로 견딜 수 있다.  대상은 인간 또는 인간외

동물 (예를 들어 토끼, 래트, 마우스, 원숭이 또는 기타 하등 목의 영장류)일 수 있다.

본 발명의 항체는 공지된 의약과 공동 투여되거나 몇몇 경우 본 항체는 그 자체 변형될 수 있다. 예를 들어, 항[0091]

체는 면역독소 또는 방사성 동위 원소에 콘쥬게이션되어 효능을 잠재적으로 추가로 증가시킬 수 있다.

본 발명의 항체는 다양한 상황에서 치료 또는 진단 도구로 사용될 수 있는데, 여기서, CD38이 바람직하지 못하[0092]

게 발현되거나 발견된다. 본 발명의 항체로 치료하기에 특히 적합한 장애 및 병으로는 다발성 골수종 (MM) 및

기타 혈액 질환, 예를 들어 만성 림프구성 백혈병 (chronic lymphocytic leukemia, CLL), 만성 골수성 백혈병

(chronic myelogenous leukemia, CML), 급성 골수성 백혈병 (acute myelogenous leukemia, AML), 및 급성 림프

구성 백혈병 (ALL)이 있다. 본 발명의 항체는 염증성 질환, 예를 들어 류머티스 관절염 (rheumatoid arthritis,

RA) 또는 전신성 홍반성 루푸스 (systemic lupus erythematosus, SLE)의 치료에 또한 사용될 수 있다.

임의의 전술한 장애의 치료를 위하여, 본 발명에 따라 사용하기 위한 약학 조성물을 하나 이상의 생리학적으로[0093]

허용가능한 담체 또는 부형제를 사용하여 통상적인 방식으로 제형화할 수 있다. 본 발명의 항체는 임의의 적합

한 방법으로 투여될 수 있으며, 상기 방법은 치료되는 장애의 유형에 따라 달라질 수 있다. 가능한 투여 경로는

비경구 투여 (예를 들어 근육내 투여, 정맥내 투여, 동맥내 투여, 복강내 투여 또는 피하 투여), 폐내 투여 및

비강내 투여와, 국소 면역 억제 치료에 요망될 경우, 병변내 투여를 포함한다. 또한, 본 발명의 항체는 예를 들

어 저하되는 용량의 항체를 이용한 펄스 주입으로 투여할 수 있다. 바람직하게는, 투약은 부분적으로 투여가 단

시간인지 장기간에 걸친 것인지에 따라 주사에 의해, 가장 바람직하게는 정맥내 또는 피하 주사에 의해 주어진

다. 투여될 양은 예를 들어 임상 증상, 개체의 체중, 다른 약물이 투여되는지와 같은 다양한 인자에 따라 달라

진다. 당업계의 숙련자라면 투여 경로가 치료할 장애 또는 병에 따라 달라진다는 것을 인지할 것이다.

본 발명에 따르면 신규 폴리펩티드의 치료적 유효량을 결정하는 것은 특정의 환자의 특징, 투여 경로, 및 치료[0094]

되는  장애의  성질에  크게  의존적이다.  일반적인  지침은  예를  들어  the  International  Conference  on

Harmonisation의 간행물 및 문헌[REMINGTON'S  PHARMACEUTICAL  SCIENCES,  chapters  27  and  28,  pp.  484-528

(18th ed., Alfonso R. Gennaro, Ed., Easton, Pa.: Mack Pub. Co., 1990)]에서 발견할 수 있다. 더 구체적으

로는, 치료적 유효량의 결정은 의약의 독성 및 효능과 같은 인자에 의존적이다. 독성은 당업계에 잘 알려져 있

으며 전술한 참고 문헌에서 발견되는 방법을 사용하여 측정할 수 있다. 효능은 동일한 지침을 하기의 실시예에

기술되어 있는 방법과 함께 이용하여 측정할 수 있다.

진단 방법[0095]

CD38은 몇몇 악성 종양에서 혈액 세포 상에서 고도로 발현되며, 따라서, 본 발명의 항-CD38 항체는 환자에 있어[0096]

서 악성 세포의 가능한 축적 부위를 영상화하거나 가시화하기 위하여 이용될 수 있다. 이와 관련하여, 항체는

방사성 동위원소, 친화성 표지 (예를 들어 비오틴, 아비딘 등), 형광 표지, 상자성 원자 등의 사용을 통하여 검

출가능하게 표지될 수 있다. 그러한 표지화의 달성 절차는 당업계에 잘 알려져 있다. 진단 영상화에 있어서의

항체의 임상 용도가 문헌[Grossman, H. B., Urol. Clin. North Amer. 13: 465-474 (1986)), Unger, E. C. et

al., Invest. Radiol. 20: 693-700 (1985)), 및 문헌[Khaw, B. A. et al., Science 209: 295-297 (1980))]에

개관되어 있다.

예를 들어, 검출가능하게 표지된 그러한 항체의 중심지 (focus)의 검출은 종양 발생 부위를 나타내는 것일 수[0097]

있다. 일 실시 형태에 있어서, 이러한 조사는 조직 또는 혈액 샘플을 옮기는 단계 및 그러한 샘플을 검출가능하

게 표지된 항체의 존재 하에 인큐베이션하는 단계로 행해진다. 바람직한 실시 형태에 있어서, 이 기술은 자기

영상화, 형광도법 (fluorography) 등의 사용을 통하여 비-침습 방식으로 행해진다. 그러한 진단 시험은 질환 치

료의 성공의 모니터링에 이용될 수 있으며, 여기서, CD38-양성 세포의 존재 또는 부재가 관련 지표이다. 세포외

세팅에서 진단에 대하여 본원에 기술되어 있는 바와 같이, 본 발명은 항-CD38 항체의 사용도 고려한다.

치료 및 진단용 조성물[0098]

본 발명의 항체는 공지된 방법에 따라 제형화하여 약학적으로 유용한 조성물을 제조할 수 있는데, 여기서, 본[0099]

발명의 항체 (임의의 그의 기능성 단편을 포함함)는 약학적으로 허용가능한 담체 비히클과의 혼합물 형태로 조

합된다.  적합한 비히클 및 그의 제형화는 예를 들어 문헌[REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES (18th ed.,

Alfonso R. Gennaro, Ed., Easton, Pa.: Mack Pub. Co., 1990)]에 기술되어 있다.  효과적인 투여에 적합한 약

학적으로 허용가능한 조성물의 형성을 위하여, 그러한 조성물은 유효량의 하나 이상의 본 발명의 항체를 적당량
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의 담체 비히클과 함께 함유한다.

제제는 적합하게는 활성 화합물의 방출이 제어되도록 제형화될 수 있다.  방출 제어형 제제는 항-CD38 항체의[0100]

복합체화 또는 흡수를 위하여 중합체의 사용을 통하여 성취될 수 있다.  전달 제어는 적절한 거대 분자 (예를

들어, 폴리에스테르, 폴리아미노산, 폴리비닐, 피롤리돈, 에틸렌비닐-아세테이트, 메틸셀룰로오스, 카르복시메

틸셀룰로오스 또는 프로타민, 술페이트) 및 거대 분자의 농도와, 방출 조절을 위한 혼입 방법을 선택함으로써

수행될 수 있다.  방출 제어형 제제에 의한 작용 지속 기간을 제어하기 위한 다른 가능한 방법은 중합체 물질,

예를 들어 폴리에스테르, 폴리아미노산, 히드로겔, 폴리(락트산) 또는 에틸렌 비닐아세테이트 공중합체의 입자

내로 항-CD38 항체를 혼입하는 것이다.  대안적으로는, 이러한 약제를 중합체성 입자 내로 혼입하는 대신, 예를

들어 코아세르베이션 (coacervation) 기술 또는 계면 중합에 의해 제조되는 미세캡슐 , 예를 들어 각각 히드록

시메틸셀룰로오스 또는 젤라틴-미세캡슐 및 폴리(메틸메타크릴레이트) 미세캡슐 내에, 또는 콜로이드성 약물 전

달 시스템, 예를 들어 리포좀, 알부민 미소구체, 마이크로에멀젼, 나노입자 및 나노캡슐 내에 또는 마크로에멀

젼 내에 상기 물질을 트랩핑 (entrap)하는 것이 가능하다.  그러한 기술은 문헌[Remington's Pharmaceutical

Sciences (1980)]에 개시되어 있다.

화합물은 주사, 예를 들어 볼루스 (bolus) 주사 또는 연속 주입에 의한 비경구 투여용으로 제형화될 수 있다.[0101]

주사용 제형은 방부제가 첨가된, 단위 투여 형태, 예를 들어 앰퓰의 형태, 또는 다중 용량 용기의 형태로 제공

될 수 있다.  본 조성물은 유성 또는 수성 비히클 중의 현탁액, 용액 또는 에멀젼과 같은 형태를 취할 수 있으

며, 제형화제, 예를 들어 현탁제, 안정화제 및/또는 분산제를 함유할 수 있다.  대안적으로는, 활성 성분은 사

용 전에 적합한 비히클, 예를 들어 무발열원 살균수를 이용한 구성을 위한 분말 형태로 존재할 수 있다.

본 조성물은 원할 경우 팩 또는 디스펜서(dispenser) 장치로 제공될 수 있는데, 이는 활성 성분을 포함하는 하[0102]

나 이상의 단위 투여 형태를 포함할 수 있다.  블리스터 팩과 같이, 팩은 예를 들어 금속 또는 플라스틱 호일을

포함할 수 있다.  팩 또는 디스펜서 장치는 투여에 대한 설명서가 동반될 수 있다.

또한 본 발명은 하기 실시예를 참고로 하여 알 수 있는데, 실시예는 예시하기 위한 것이며 따라서 본 발명을 한[0103]

정하려는 것이 아니다.

[실시예][0104]

세포주[0105]

하기 세포주는 ECACC (유럽 세포 배양 센터), DSMZ (독일 미생물 보존 센터) 또는 ATCC (미국 세포 배양 센터)[0106]

로부터 획득하였다: CD38 마우스 IgG1 단일클론 항체 OKT10 (ECACC, #87021903)을 생산하는 하이브리도마 세포

주, Jurkat 세포 (DSMZ, ACC282), LP-1 (DSMZ, ACC41), RPMI8226 (ATCC, CCL-155), HEK293 (ATCC, CRL-1573),

CHO-K1 (ATCC, CRL-61) 및 Raji (ATCC, CCL-86)

세포 및 배양 조건[0107]

모든 세포는 표준 조건 하에서 37℃, 5% CO2에서 가습 인큐베이터에서 배양하였다.  세포주 LP-1, RPMI8226,[0108]

Jurkat 및 Raji는 10 % FCS (PAN biotech GmbH, #P30-3302), 50 U/ml의 페니실린, 50 ㎍/ml의 스트렙토마이신

(Gibco, #15140- 122) 및 2 mM 글루타민 (Gibco, #25030-024)이 보충된 RPMI1640 (Pan biotech GmbH, #P04-

16500)에서 배양하고, Jurkat- 및 Raji-세포의 경우, 추가로 10 mM Hepes (Pan biotech GmbH, #P05-01100) 및

1 mM의 피루브산나트륨 (Pan biotech GmbH, # P04-43100)을 첨가하여야 하였다.

CHO-K1 및 HEK293은 2 mM 글루타민 및 10% FCS가 보충된 DMEM (Gibco, #10938-025)에서 배양하였다. 안정한[0109]

CD38 CHO-K1 트랜스펙션체는 G418 (PAA GmbH, P11-012)의 존재 하에 유지하였으며, 반면, HEK293의 경우에는

1mM  피루브산나트륨의 첨가가 필수적이었다.  HEK293의  일시적 트랜스펙션 후,  10%  FCS를  초저함량 IgG  FCS

(Invitrogen, #16250-078)로 대체하였다. 세포주 OKT10은 2 mM 글루타민 및 20 % FCS가 보충된 IDMEM (Gibco,

#31980-022)에서 배양하였다.

말초 혈액으로부터의 단일 세포 현탁물의 제조[0110]

모든  혈액  샘플은  고지에  입각한  동의를  얻은  후에  채취하였다.  말초  혈액  단핵  세포  (peripheral  blood[0111]

mononuclear cell, PBMC)는 제조업자의 지시에 따라 건강한 공여체로부터 Histopaque(등록상표)-1077 (Sigma)

로 단리하였다. 적혈구 세포는 실온에서 5분 동안 ACK 용해 완충제 (0.15 M NH4Cl, 10 mM KHC03, 0.1 M EDTA)

중에서의 인큐베이션에 의해 상기 세포 현탁물로부터 고갈시키거나 시판 유도체 (Bioscience, #00-4333)였다.
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세포는 PBS로 2회 세척하고 이어서 유세포 분류 또는 ADCC를 위하여 추가로 가공하였다 (하기 참조).

유세포 분류 ("FACS")[0112]

모든  염색은  웰  당  2  x  10
5
개의  세포를  포함하는  둥근  바닥  96웰  배양용  플레이트  (Nalge  Nunc)에서[0113]

수행하였다. 세포를 4℃에서 40분 동안 50 ㎕의 FACS 완충제 (PBS, 3% FCS, 0.02% NaN3) 중의 지시된 농도의

Fab 또는 IgG 항체와 함께 인큐베이션하였다. 세포를 2회 세척하고, FACS 완충제 중에 1:200으로 희석시킨 R-피

코에리트린  (PE)  콘쥬게이션된  염소-항-인간  또는  염소-항-마우스  IgG  (H+L)  F(ab')2  (Jackson  Immune

Research)와 함께 4℃에서 30분 동안 인큐베이션하였다. 세포를 다시 세척하고, 0.3 ml FACS 완충제에 재현탁시

키고 이어서 FACSCalibur (Becton Dickinson, 미국 캘리포니아주 샌 디에고 소재)에서 유세포 분류로 분석하였

다.

FACS 기반의 Scatchard 분석에 있어서, RPMI8226 세포를 12.5 ㎍/ml (IgG)의 최종 농도로 출발하여 12가지의[0114]

상이한 희석물 (1:2
n
)을 이용하여 염색하였다.  적어도 2개의 독립적인 측정치를 각각의 농도에 대하여 사용하고

KD 값은 문헌[Chamow et al. (1994)]에 따라 중앙 형광 강도로부터 외삽하였다.

표면 플라스몬 공명[0115]

동력학적 상수 kon 및 koff는 BIAcore 3000 기계 (Biacore, 스웨덴 웁살라 소재)를 사용하여 공유 결합에 의해[0116]

고정화된 CD38-Fc 융합 단백질에 대한 연속 희석물의 개개의 Fab 결합력을 이용하여 측정하였다. 공유 결합 항

원 고정화에 있어서 표준 EDC-NHS 아민 커플링의 화학적 특성을 사용하였다. CD38 Fc-융합 단백질의 직접적 커

플링에 있어서, CM5 센서 칩 (Biacore)을 pH 4.5의 10 mM 아세테이트 완충제 중의 ~600-700 RU로 코팅하였다.

참고 유동 세포에 있어서, 개개의 양의 HSA (인간 혈청 알부민)를 사용하였다. 동력학적 측정은 1.5-500 nM 범

위의 농도의 Fab를 사용하여 20  ㎕/분의 유속으로 PBS  (136  mM  NaCl,  2.7  mM  KCl,  1OmM  Na2HP04,  1.76  mM

KH2P04 pH 7.4)에서 행하였다. 각각의 농도에 있어서의 주사 시간은 1분이었으며 이어서 2분간의 해리 시기가 있

었다. 재생에 있어서는 5 ㎕의 1O mM HCl을 사용하였다. 모든 센소그램은 BIA 평가 소프트웨어 3.1 (Biacore)을

사용하여 국지적으로 조정하였다.

실시예 1: HuCAL 라이브러리로부터의 항체의 생성[0117]

CD38에 대한 치료용 항체의 생성에 있어서, MorphoSys HuCAL GOLD 파지 디스플레이 라이브러리를 이용한 선발을[0118]

실시하였다. HuCAL GOLD(등록상표)는 HuCAL(등록상표) 개념을 기반으로 하는 Fab 라이브러리이며 (Knappik et

al., 2000; Krebs et al., 2001), 여기서, 모든 6개의 CDR은 다양화되고 상기에서는 파지 표면에 Fab 단편을

결합시키는 데 있어서 CysDisplay(상표명) 기술이 이용된다(Loehning, 2001). 

A.  파지미드 구조 (rescue), 파지 증폭 및 정제[0119]

HuCAL GOLD(등록상표) 파지미드 라이브러리는 34 ㎍/ml의 클로람페니콜 및 1 % 글루코스를 함유하는 2 x TY 배[0120]

지 (2 x TY-CG)에서 증폭시켰다. 0.5의 OD600 (진탕 없이 37℃에서 30분; 250 rpm에서 진탕시키면서 37℃에서

30분)에서의 헬퍼 파지 감염 (VCSM13) 후, 세포를  스핀 다운시키고 (spun down) (4120 g; 5분; 4℃), 2 x TY

/ 34 ㎍/ml의 클로람페니콜 / 50 ㎍/ml의 카나마이신에 재현탁시키고 22℃에서 하룻밤 배양하였다. 파지를 상청

액으로부터 PEG-침전시키고, PBS/20% 글리세롤에 재현탁시키고 -80℃에서 보관하였다. 두 패닝 라운드 (panning

round) 사이의 파지 증폭은 하기와 같이 행하였다: 중앙-로그 기 (mid-log phase)의 TG1 세포를 용출시킨 파지

로 감염시키고 1%의 글루코스 및 34 ㎍/ml의 클로람페니콜이 보충된 LB-한천 (LB-CG) 상으로 도말하였다. 30℃

에서 하룻밤 배양한 후, 콜로니를 긁어내고, 0.5의 OD600으로 조정하고 상기한 바와 같이 헬퍼 파지를 첨가하였

다.

B. HuCAL GOLD(등록상표)를 이용한 패닝[0121]

선발에 있어서, HuCAL GOLD(등록상표) 항체-파지를 상이한 VH 마스터 유전자에 상응하는 3개의 풀로 나누었다[0122]

(풀 1: VH1/5λκ, 풀 2: VH3 λκ, 풀 3: VH2/4/6 λκ). 상기 풀은 CD38-발현 CHO-K1 세포 상에서의 3라운드

의 전세포 패닝, 이어서 pH-용출과, 무관한 항체-파지의 고갈을 위한 CD38-음성 CHO-K1-세포 상에서의 사후-흡

착 단계에 개별적으로 처하였다. 마지막으로, 남아있는 항체 파지를 사용하여 이. 콜라이 TG1 세포를 감염시켰

다. 원심분리 후, 박테리아 펠렛을 2 x TY 배지에 재현탁시키고, 한천 플레이트 상에 도말하고 30℃에서 하룻밤

배양하였다. 이어서 선발된 클론을 플레이트로부터 긁어내고, 파지를 구조하고 증폭시켰다. 두번째 및 세번째
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라운드의 선발은 처음의 것처럼 수행하였다.

선발된  HuCAL  GOLD(등록상표)  파지의  Fab  코딩  인서트를  발현  벡터인  pMORPH(등록상표)x9_Fab_FS[0123]

(Rauchenberger et al., 2003) 내로 서브클로닝하여 용해성 Fab의 신속한 발현을 용이하게 하였다. 선발된 클론

의 DNA를 XbaI 및 EcoRI으로 절단하고 그럼으로써 Fab 코딩 인서트를 절단하여 내고 (ompA-VLCL 및 phoA-Fd),

이를 XbaI / EcoRI 절단 벡터 pMORPH(등록상표)x9_Fab_FS 내로 클로닝하였다. 이 벡터에서 발현되는 Fab는 검출

및 정제를 위한 2개의 C-말단 태그 (FLAG(상표명) 및 Strep-tag(등록상표) II)를 지닌다.

실시예 2: 생물학적 분석[0124]

항체 의존성 세포 독성 (ADCC) 및 보체-의존성 세포 독성을 하기와 같이 유세포 분류 분석에 기초한 공개된 프[0125]

로토콜에 따라 측정하였다 (Naundorf et al., 2002):

ADCC:[0126]

ADCC 측정에 있어서, 표적 세포 (T)를 2.0E+05개의 세포/ml로 조정하고 RPMI1640 배지 (Pan biotech GmbH) 중[0127]

100 ng/ml의 칼세인 (Calcein) AM (Molecular Probes, C-3099)으로 실온에서 2분 동안 표지하였다. 잔류 칼세

인을 RPMI1640 배지에서의 3회의 세척 단계로 제거하였다. 이와 동시에, PBMC를 (자연 살해) 이펙터 세포 (E)의

공급원으로서 제조하고, 1.OE+07개로 조정하고 분석 조건에 따라 표지된 표적 세포와 혼합하여 최종 E:T의 비가

50:1 이하가 되게 하였다. 세포를 1회 세척하고 세포-믹스를 상이한 희석률의 개개의 항체를 함유하는 200 ㎕의

RPMI1640 배지에 재현탁시켰다. 플레이트를 가습 인큐베이터에서 37℃, 5% CO2에서 표준 조건 하에 4시간 동안

인큐베이션하였다.  FACS  분석  이전에  세포를  프로피듐-요오다이드  (PI)로  표지하고  유세포  분류  (Becton-

Dickinson)로 분석하였다. 50.000 내지 150.000 사이의 이벤트 (event)를 각각의 분석에 있어서 카운팅하였다.

하기 등식으로 살해 활성 [% 단위]을 생성하였다:[0128]

[0129]

여기서, ED
A
는 사세포(dead cell) 이벤트 (칼세인 + PI 염색 세포)이며,[0130]

EL
A
는 생세포(living cell) 이벤트 (칼세인 염색 세포)[0131]

CDC:[0132]

CDC 측정에 있어서, 5.0E+04개의 CD38 CHO-K1 트랜스펙션체를 1:4의 희석의 인간 혈청 (Sigma, #S-1764) 및 개[0133]

개의 항체와 함께 마이크로타이터 웰 플레이트 (Nunc)에 첨가하였다. 모든 시약 및 세포는 10% FCS가 보충된

RPMI1640 배지 (Pan biotech GmbH) 중에 희석시켰다. 반응-믹스를 가습 인큐베이터에서 37℃, 5% CO2에서 표준

조건 하에 2시간 동안 인큐베이션하였다. 음성 대조로서 그 역할을 하는 것은 가열 불활성화 보체 또는 항체를

포함하지 않는 CD-38 트랜스펙션체였다. 세포를 PI로 표지하고 FACS로 분석하였다.

총 5000 이벤트를 카운팅하고 상이한 항체 농도에서의 사세포의 갯수를 EC50 값의 결정에 사용하였다.  하기 등[0134]

식으로 살해 활성 [% 단위]을 생성하였다:

[0135]

여기서, ED
C
는 사세포 이벤트 (PI 염색 세포)이며,[0136]

EL
C
는 생세포 이벤트 (미염색)이다.[0137]

각각의 항체에 있어서 3중체의 총 12가지의 상이한 항체 희석물 (1:2
n
)로부터의 세포 독성 값을 ADCC에 사용하[0138]

고 2중체의 것을 CDC에 사용하여 표준 분석 소프트웨어 (PRISM(등록상표),  Graph  Pad  Software)를 이용하여

EC50 값을 얻었다.
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실시예 3: 안정한 CD38-트랜스펙션체 및 CD38 Fc-융합 단백질의 생성[0139]

패닝 및 스크리닝을 위한 CD38 단백질의 생성을 위하여 2가지의 상이한 발현 시스템을 확립하여야 하였다. 첫번[0140]

째 전략은 CD38-Fc-융합 단백질의 생성을 포함하는데, 이 단백질은 HEK293 세포의 일시적 트랜스펙션 후 상청액

으로부터 정제하였다. 두번째 전략은 전세포 패닝을 통한 항체-파지 선발에 사용할 높은 CD38 표면 발현을 위한

안정한 CHO-K1-세포주의 생성을 포함하였다.

처음 단계로서, Jurkat 세포 (DSMZ ACC282)를 cDNA (Invitrogen)의 생성에 사용하고 이어서 각각 CD38의 첫번[0141]

째 7개 및 마지막 9개의 코돈에 상보성인 프라이머 (프라이머 MTE001  및 MTE002rev;  표 4)를 사용하여 전체

CD38-코딩 서열을 증폭시켰다. CD38-인서트의 서열 분석에 의해 문헌[Nata et al. (1997)]에 기술되어 있는 바

와 같이 티로신 대신 글루타민을 나타내는 49 위치를 제외하고는 문헌[Jackson et al. (1990)]에 의해 공개된

아미노산 서열을 확인하였다. 제한 엔도뉴클레아제 부위의 도입 및 발현 벡터 pcDNA3.1 (Stratagene)의 상이한

유도체 내로의 클로닝에 있어서, 정제 PCR-산물은 전체 유전자 (프라이머 MTE006 및 MTE007rev, 표 4) 또는 그

의 일부 (프라이머 MTE004 및 MTE009rev, 표 4)의 재증폭용 주형으로 그 역할을 하였다. 후자의 경우, 세포외

도메인을 코딩하는 단편 (아미노산 45 내지 300)을 증폭시키고 인간 V카파 리더 서열 및 인간 Fc-감마 1 서열

사이에 프레임에 맞게 (in frame) 클로닝하였다. 이 벡터는 용해성 CD38-Fc 융합 단백질의 생성을 위한 발현 벡

터로 그 역할을 하였다. 리더 서열을 포함하지 않는 다른 pcDNA3.1-유도체를 CD38의 전장 유전자의 삽입에 사용

하였다. 이 경우, Fc-코딩 영역 앞의 종결 코돈 및 빠진 (missing) 리더 서열에 의해 CD38-표면 발현이 일어난

다. HEK293 세포를 용해성 CD38 Fc-융합 단백질의 생성을 위하여 Fc-융합 단백질 벡터로 일시적으로 트랜스펙션

시키고, 전장 유도체의 경우, CHO-K1-세포를 안정한 CD38-발현 세포주의 생성을 위하여 트랜스펙션시켰다.

표 4

[0142]

실시예 4: HuCAL(등록상표) IgG1의 클로닝, 발현 및 정제:[0143]

전장 IgG의 발현을 위하여, 중쇄 (VH) 및 경쇄 (VL)의 가변 도메인 단편을 Fab 발현 벡터로부터 적절한 pMORPH[0144]

(등록상표)_hIg 벡터 내로 서브클로닝하였다 (도 8 내지 도 10 참조). 제한 엔도뉴클레아제 쌍 BlpI/MfeI (인서

트 제조) 및 BlpI/EcoRI (벡터 제조)를 VH 도메인 단편의 pMORPH(등록상표)_hIgG1 내로의 서브클로닝에 사용하

였다. 효소 쌍 EcoRV/HpaI (람다 인서트) 및 EcoRV/BsiWI (카파 인서트)을 VL 도메인 단편의 개개의 pMORPH(등

록상표)_hIgκ_1 또는 pMORPH(등록상표)_h_Igλ_1 벡터 내로의 서브클로닝에 사용하였다. 생성된 IgG 제작물은

표준 인산칼슘-DNA 공동침전 기술을 사용하여 일시적 트랜스펙션으로 HEK293 세포 (ATCC CRL-1573)에서 발현시

켰다. IgG를 단백질 A 세파로스 컬럼을 통하여 친화성 크로마토그래피로 세포 배양 상청액으로부터 정제하였다.

추가의 하류의 프로세싱은 겔 여과에 의한 완충제 교환 및 정제된 IgG의 살균 여과를 포함한다. 품질 제어에 의

하면 SDS-PAGE의 환원에 의해서는 >90%의 순도, 그리고 분석용 크기 배제 크로마토그래피에 의해 결정되는 바와

같이 >90%의 단량체성 IgG의 순도를 나타내었다. 이 물질의 내독소 함량은 동력학적 LAL 기반의 분석으로 측정

하였다 (Cambrex European Endotoxin Testing Service, Belgium).

실시예 5: 키메라 OKT10 (chOKT10; 서열 번호 23 및 24)의 생성 및 생산[0145]

chOKT10의 제작에 있어서 마우스 VH 및 VL 영역을 쥣과 OKT10 하이브리도마 세포주 (ECACC #87021903)로부터[0146]

제조한  cDNA를  사용하여  PCR로  증폭시켰다.   공개된  프라이머  세트를  사용하였다  (Dattamajumdar  et  al.,

1996; Zhou et al., 1994).  PCR 산물을 Topo-클로닝 (Invitrogen; pCRII-벡터)에 사용하고, 단일 콜로니를 서

열 분석 (M13 역 프라이머)하였더니 이는 2개의 상이한 카파 경쇄 서열 및 하나의 중쇄 서열을 나타내었다.  서

열 정렬 (EMBL-뉴클레오티드 서열 데이터베이스) 및 문헌 (Krebber et al, 1997)에 따르면, 카파 서열 중 하나

는 종양 세포 융합 상대 X63Ag8.653의 내인성 레퍼토리에 속하며 따라서 OKT10 항체에 속하지 않는다.  따라서,
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단지 새로운 카파 서열 및 단일 VH-단편을 추가의 클로닝에 사용하였다.  두 단편 모두 제한 엔도뉴클레아제 부

위의 부가를 위하여 재증폭시키고, 이어서 개개의 pMORPH(등록상표) IgG1-발현 벡터 내로 클로닝하였다.  중쇄

(서열 번호 23) 및 경쇄 (서열 번호 24)의 서열이 도 6에 주어져 있다.  HEK293 세포를 일시적으로 트랜스펙션

시키고 상청액을 FACS에서 CD38 과다 발현 Raji 세포주 (ATCC)에의 키메라 OKT10 항체 결합에 대하여 분석하였

다.

실시예 6: 에피토프 지도화[0147]

1.  재료 및 방법:[0148]

항체:[0149]

하기의 항-CD38 IgG를 에피토프 지도화하였다: [0150]

[0151]

CD38-서열:[0152]

SWISS-PROT 일차 등록 번호 P28907하의 공개된 서열로부터 취해지는 아미노산 (aa) 서열 (위치 44 - 300)은 인[0153]

간 CD38을 기반으로 한다.  49 위치에서 aa Q (T 대신)를 펩티드 고안에 사용하였다.

PepSpot-분석:[0154]

항원  펩티드를  계단식  방식으로  셀룰로오스  막  상에서  합성하여  정의된  배열체를  생성하고  (펩티드  어레이[0155]

(array)) 이를 셀룰로오스 막에 공유 결합에 의해 결합시킨다.  결합 분석은 펩티드 어레이 상에서 직접 수행하

였다.  

일반적으로 항원 펩티드 어레이는 차단 완충제와 함께 수시간 동안 인큐베이션하여 항체의 비특이적 결합을 감[0156]

소시킨다.  차단 완충제 중 일차 (항원 펩티드 결합) 항체와 함께 인큐베이션한 후 퍼옥시다제 (POD)-표지된 이

차 항체와 함께 인큐베이션하는데, 상기 이차 항체는 일차 항체에 선택적으로 결합한다.  이차 항체와 함께 항

원 펩티드 어레이를 인큐베이션한 직후 단시간의 T (트윈)-PBS-완충제 세척, 이어서 첫번째 화학 발광 실험을

행하여 어느 항원 펩티드가 일차 항체에 결합하는지에 대한 첫번째 개관을 얻는다.  여러 완충제 세척 단계가

이어져 (T-TBS- 및 TBS-완충제) 위양성 결합 (false positive binding) (셀룰로오스 막 그자체에 대한 비특이

적 항체 결합)을 감소시킨다.  이러한 세척 단계 후, 최종 화학 발광 분석을 수행한다.  데이터는 각각의 펩티

드에 대한 단일 측정치로서 신호 강도를 보여주는 영상 시스템 (Boehringer light units, BLU)을 이용하여 분석

하였다.  이차 항체 (항-인간 IgG)의 비특이적 결합의 평가를 위하여, 제1 단계로서 일차 항체의 부재 하에 상

기 항체를 펩티드 어레이와 함께 인큐베이션하였다.  일차 항체가 펩티드에의 결합을 나타내지 않을 경우, 이것

을 POD로 직접 표지할 수 있는데, 이는 이 시스템의 감응도를 증가시킨다 (MOR3077에 대하여 수행한 바와 같

음).  이 경우, 자유 아미노기를 통한 통상적인 커플링에 대한 화학적 방법이 수행된다.

항원은 13-mer 펩티드 (11개의 아미노산이 중복)로 스캐닝하였다.  이것에 의해 123개의 펩티드의 어레이를 생[0157]

성하였다.   결합  분석은  이  어레이  상에서  직접  수행하였다.   펩티드-결합된  항체  MOR03077,  MOR03079,

MOR03080,  MOR03100  및  키메라 OKT10을  퍼옥시다제-표지된 이차 항체 (퍼옥시다제 콘쥬게이트-염소 항-인간

IgG, 감마 쇄 특이성의 친화성 단리 항체; Sigma-Aldrich, A6029)를 사용하여 검출하였다.  지도화는 화학 발광

기질을 영상 시스템과 조합하여 이용하여 수행하였다.  추가로, 이 시스템의 감응도의 증가를 위하여 MOR03077

의 직접적 POD-표지를 수행하였다.

2.  요약 및 결론:[0158]
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모든 5종의 항체는 PepSpot 분석에서 상이한 프로필을 나타내었다.  개략적인 요약이 도 7에 주어져 있는데, 도[0159]

7에는 인식되는 CD38의 상이한 aa 서열이 예시되어 있다.  MOR03079 및 키메라 OKT10의 에피토프는 명확하게 선

형인 것으로 간주될 수 있다.  MOR03079의 에피토프는 CD38의 aa 192 - 206 (VSRRFAEAACDVVHV) 내인 것으로 가

정되며, 반면, 키메라 OKT10의 경우 aa 284 내지 298 사이의 서열 (FLQCVKNPEDSSCTS)이 주로 인식된다.  후자

의 결과는 어버이 쥣과 OKT10에 대한 공개된 데이터를 확인하는 것인데 (Hoshino et al., 1997), 상기 문헌에서

는 그의 에피토프가 aa 280-298 사이인 것으로 가정한다.  그러나, 보다 정확한 에피토프 한정 및 주요 아미노

산의 결정 (주요 항원-항체 상호 작용 부위)을 위해서는, 펩티드 VSRRFAEAACDVVHV 및 FLQCVKNPEDSSCTS의 단축

과 이 둘 모두의 알라닌-스캔을 꾀하여야 한다.

MOR03080 및 MOR03100의 에피토프는 불연속성인 것으로 명확하게 간주될 수 있는데, 이는 이 단백질 부위의 상[0160]

이한 부위를 커버하는 여러 펩티드가 인식되었기 때문이다.  상기 펩티드는 MOR03080의 경우 aa 82-94 및 aa

158-170, 그리고 MOR03100의 경우 aa 82-94, 142-154, 158-170, 188-200 및 280-296을 포함한다.  그러나, 이

둘 모두의 에피토프들 사이의 몇몇 중복이 가정될 수 있는데, 이는 aa 위치 82-94 (CQSVWDAFKGAFI; 펩티드 #20)

및 158-170 (TWCGEFNTSKINY; 펩티드 #58) 내에 존재하는 두 상이한 부위가 둘 모두의 항체에 의해 인식되기 때

문이다.

MOR03077의 에피토프는 후자의 둘과는 명확하게 다른 것으로 간주될 수 있으며 다중 절편화 불연속 에피토프인[0161]

것으로 기술될 수 있다.  이 에피토프는 aa 44-66, 110-122, 148-164, 186-200 및 202-224를 포함한다.

실시예 7: IL-6-방출/증식 분석[0162]

1.  재료 및 방법[0163]

하기와 같이 변형시켜 문헌[Ausiello et al. (2000)]에 따라 증식- 및 IL-6 방출 분석을 수행하였다: 상이한 건[0164]

강한 공여체 (고지에 입각한 동의를 얻은 후) 유래의 PBMC는 공급자 (Sigma)의 지시에 따라 Histopaque 세포 분

리 시스템을 사용하여 밀도 구배 원심분리에 의해 정제하고 10%  FCS  및 글루타민이 보충된 RPMI1640  ("완전

RPMI1640")에서  표준  조건  (5%  C02,  37℃)  하에  배양하였다.   둘  모두의  분석에  있어서  하기  항체를

사용하였다: HuCAL(등록상표) 항-CD38 IgG1인 Mab MOR03077, MOR03079, 및 MOR03080, 작동성 쥣과 IgG2a 단일

클론 항체 (IB4; Malavasi et al., 1984), 무관한 HuCAL(등록상표) IgG1 항체, 매치되는 이소타입 대조 (쥣과

IgG2a: 항-트리니트로페놀, 합텐-특이성 항체; 카탈로그 번호: 555571, 클론 G155-178; Becton Dickinson) 또

는 배지 대조.  IL-6 방출 분석에 있어서, 0.5 ml의 완전 RPMI1640 배지 중 1.0 E+06개의  PBMC를 20 ㎍/ml의

항체의 존재 하에 15 ml 배양용 튜브 (Falcon)에서 24시간 동안 배양하였다.  세포 배양 상청액을 수확하고 제

조업자의 프로토콜에 따라 Quantikine 키트 (R&D systems)를 사용하여 IL-6 방출에 대하여 분석하였다.  증식

분석에 있어서는, 2.0E+05개의 PBMC를 20 ㎍/ml의 항체의 존재 하에 96웰의 평평한 바닥의 플레이트 (Nunc)에서

3일 동안 배양하였다.  각각의 분석은 2중체로 실시하였다.  4일 후 BrdU를 각각의 웰에 첨가하고 세포를 추가

로 24시간 동안 37℃에서 배양한 후 공급자 (Roche)의 프로토콜에 따라 세포를 고정하고 DNA를 변성시켰다.

BrdU의 혼입량은 화학 발광-기반의 세팅에서 항-BrdU 퍼옥시다제-커플링된 항체를 통하여 측정하였다.

2.  요약 및 결론:[0165]

증식 분석:[0166]

사이클릭 ADP-리보스 시클라아제 및 히드롤라아제로서의 촉매 활성 외에도, CD38은 생물학적으로 관련된 신호를[0167]

변환시키는 능력을 나타낸다 (Hoshino et al., 1997; Ausiello et al., 2000).  상기 기능은 예를 들어 수용체

-리간드 상호작용 또는 작동성 항-CD38 항체와의 가교 결합에 의해 유발되어, 예를 들어 칼슘 이동, 림프구 증

식 및 사이토카인의 방출에 이른다.  그러나, 이러한 신호화는 항원성 에피토프에 의존적일 뿐만 아니라, 공여

체마다 또한 다를 수도 있다 (Ausiello et al., 2000).  면역 치료법을 고려하면, 비작동성 항체가 작동성 항체

에 비하여 바람직하다.  따라서, HuCAL(등록상표) 항-CD38 항체 (Mab MOR03077; MOR03079, MOR03080)를 증식

시험 및 IL-6- (중요한 MM 성장 인자) 방출 분석에서 참고 항체 chOKT10 및 작동성 항-CD38 단일클론 항체 IB4

와 비교하여 추가로 특성화하였다.

도 11 및 도 12에서 입증되는 바와 같이, HuCAL 항-CD38 항체 Mab#1, 2 및 3과, 참고 항체 chOKT1O 및 상응하[0168]

는 음성 대조는 작동성 항체 IB4와 비교하여 증식의 유도는 전혀 나타내지 않거나 단지 약하게 나타내었으며

IL-6-방출은 전혀 나타내지 않았다.

실시예 8: 클론원성 (clonogenic) 분석[0169]

공개특허 10-2013-0126747

- 29 -



1.  재료 및 방법:[0170]

PBMC 보유 자가  CD34+/CD38+ 전구 세포는 공급자 (Sigma)의 지시에 따라 Histopaque 세포 분리 시스템을 사용[0171]

하여 밀도 구배 원심분리에 의해 (고지에 입각한 동의를 얻은 후) 건강한 개체로부터 단리하고 상이한 HuCAL(등

록상표) IgG1 항-CD38 항체 (Mab인 MOR03077, MOR03079, 및 MOR03080)와 양성 대조 (PC) chOKT1O 10 ㎍/ml과

함께 인큐베이션하였다.   배지 및 무관한 HuCAL(등록상표)  IgG1은 배경 대조로 그 역할을 하였다.   각각의

ADCC-분석물은 4.0E+05개의 PBMC로 이루어지는데, 이는 10% FCS가 보충된 RPMI1640 배지에서 37℃에서 4시간

동안 인큐베이션하였다.  클론원성 분석에 있어서, 2.50 ml의 "완전" 메틸셀룰로오스 (CellSystems)에 ADCC-분

석물로부터의 2.5 E+05개의 세포를 접종하고 이를 제어된 환경 (37℃; 5% C02) 하에 적어도 14일 동안 콜로니-

발달을 위하여 배양하였다.  콜로니는 2개의 독립적인 연산자로 분석하고 BFU-E (적혈구군 형성 단위) + CFU-

GEMM (과립구/적혈구계/대식세포/거대핵세포 줄기 세포) 및 CFU-GM (과립구 대식세포 줄기 세포)으로 분류하였

다.

2.  요약 및 결론:[0172]

CD38-발현은 골수 (예를 들어 단구, 과립구) 및 림프 계열 (예를 들어 활성화 B 및 T 세포; 형질 세포) 내의 면[0173]

역 세포에서 발견될 뿐만 아니라 개개의 전구 세포 (CD34+/CD38+)에서도 발견되기 때문에, 상기 세포는 항체 매

개 살해에 의해 영향을 받지 않는 것이 중요하다.  따라서, CD34+/CD38+ 선구체에 대한 상기 영향의 분석을 위

하여 클론원성 분석을 적용하였다.

 표준 ADCC  프로토콜에 따라 건강한 공여체 유래의 PBMC를 HuCAL(등록상표) 항-CD38  항체 (Mab#l, Mab#2 및[0174]

Mab#3) 또는 여러 대조 (무관한 HuCAL(등록상표) 항체, 배지 및 양성 대조로서 참고 항체 chOKTIO)와 함께 인큐

베이션하고 이어서 콜로니 발달을 위하여 조절된 메틸셀룰로오스에서 추가로 인큐베이션하였다.  도 13에 도시

되어 있는 바와 같이, 무관한 항체 또는 참고 항체와 비교하여 모든 HuCAL(등록상표) 항-CD38 항체에 있어서 콜

로니 형성 단위의 유의한 감소는 전혀 나타나지 않았다.

실시예 9: 상이한 세포주 및 일차 다발성 골수종 세포를 이용한 ADCC 분석[0175]

1.  재료 및 방법[0176]

MM-환자 샘플의 단리 및 ADCC: (고지에 입각한 동의를 얻은 후) 다발성 골수종 환자 로부터 골수 흡인물을 수득[0177]

하였다.  밀도 구배 원심분리 (Sigma) 후 항-CD138 자성 비드 (Milteny Biotec)를 사용하여 표준 프로토콜을 통

하여 악성 세포를 정제하였다.  전술한 바와 같이 ADCC-분석을 수행하였다.

2.  요약 및 결론[0178]

상이한 악성 종양으로부터 유래되는 여러 세포주를 ADCC에서 사용하여 CD38 발현 수준 및 상이한 기원을 포함하[0179]

는 보다 광범한 스펙트럼의 세포주에 대한 HuCAL(등록상표) 항-CD38 항체의 세포 독성 효과를 밝혔다.  도 14에

도시되어 있는 바와 같이, 일정한 항체 농도 (5 ㎍/ml) 및 30:1의 E:T의 비에서 모든 세포는 ADCC에서 살해되었

다.   ADCC를  통한  세포  독성도  환자  유래의  여러  다발성  골수종  샘플에  있어서  나타났다.   모든

HuCAL(등록상표)  항-CD38  항체는  MM-세포의  용량-의존성  살해를  수행할  수  있었으며  EC50-값은  0.006  내지

0.249 nM 사이에서 변하였다 (도 15). 

실시예 10: FACS 및 면역 조직 화학적 방법 (immunohisto-chemistry, IHC)에 의한 교차 반응성의 분석[0180]

1.  재료 및 방법:[0181]

편도선을 이용한 IHC: IHC에 있어서 HuCAL(등록상표) 항-CD38 Mab 및 무관한 음성 대조 항체를 이가 dHLX-포맷[0182]

으로 변환시켰다 (Pluckthun & Pack, 1997). 시노몰구스 원숭이, 붉은털 원숭이 및 인간으로부터 유래되는 림프

절로부터의 5 ㎛의 동결 절편 (Institute of Pathology of the University of Graz/오스트리아의 보관소로부터

가져옴)을 Leica CM3050 저온 용기(cryostat)를 이용하여 절단하였다.  절편을 30분 내지 1시간 동안 공기 건조

시키고 빙냉 메탄올에서 10분 동안 고정시키고 PBS로 세척하였다.  dHLX-포맷의 검출에 있어서 마우스 항-His

항체 (Dianova)를 Envision 키트 (DAKO)와 조합하여 사용하였다.  항-CD38 마우스 항체 (예를 들어 참고용 마우

스 단일클론 OKT10)의 검출에 있어서는  Envison 키트만을 사용하였다.

림프구의 FACS-분석: EDTA-처리 혈액 샘플을 건강한 인간 (고지에 입각한 동의를 얻은 후), 붉은털 원숭이 및[0183]

시노몰구스 원숭이로부터 수득하고 공급자 (Sigma)의 지시에 따라 Histopaque 세포 분리 시스템을 사용하여 밀

도 구배 원심분리에 처하였다.  FACS-분석에 있어서, 분열 간기로부터의 세포를 일차 항체 (HuCAL(등록상표) 항
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-CD38 및 쥣과 IgG2a 또는 Fab-포맷으로서의 음성 대조 Mab, 양성 대조인 쥣과 항체 OKT10 및 매치되는 이소타

입 대조)와 함께 인큐베이션하고, 이어서 항-M2 Flag (Sigma; 단지 Fab-포맷에 있어서) 및 피코에리트린 (PE)-

표지된 항-마우스 콘쥬게이트 (Jackson Research)와 함께 인큐베이션하였다.  FACS 분석을 게이티드(gated) 림

프구 집단 상에서 수행하였다.

2.  요약 및 결론:[0184]

HuCAL(등록상표) 항-CD38을 종간 CD38 교차 반응성에 대하여 분석하였다.  모든 항-CD38 Mab는 FACS 및 IHC에[0185]

서 림프구 상의 인간 CD38을 검출할 수 있었던 반면, 단지 MOR03080이 양성 대조 OKT10과 함께 시노몰구스 및

붉은털 원숭이 CD38과의 추가의 반응성을 나타내었다 (표 5: 교차 반응성 분석 참조)

표 5

[0186]

실시예 11: 마우스 (RPMI8226 세포주 사용)에 있어서의 인간 골수종 이종 이식편의 MOR03080을 이용한 처리[0187]

1.  피하 마우스 모델의 확립:[0188]

암컷  C.B-17-SCID 마우스에 있어서 인간 골수종 유래의 종양 세포주 RPMI8226의 피하 마우스 모델을 하기와 같[0189]

이 Aurigon Life Science GmbH (Tutzing, Germany)에 의해 확립하였다: -1일, 0일 및 1일에, SCID 마우스에서

이종반응성  (xenoreactive)  NK-세포를  고갈시키는  항-아시알로  (asialo)  GM1  다중클론  항체  (ASGM)  (WAKO-

Chemicals)를 정맥내 투여하여 C.B-17-SCID 마우스에서의 모든 잔류하는 특이적 면역 반응성을 불활성화하였다.

0일에, 50 ㎕ PBS 중 5x10
6
개 또는 1x10

7
개의 RPMI8226 종양 세포를 ASGM (상기에 기술되어 있음)으로 처리하거

나 미처리 (각각의 군은 5마리의 마우스로 이루어짐)한 마우스의 우측 옆구리 내로 피하 접종하였다.  종양 발

생은 모든 4개의 접종 군에서 유사하였으며 항-아시알로 GM1 항체를 이용하거나 이용하지 않은 처리 또는 상이

한 세포 갯수의 접종에 의한 처리에 있어서 유의한 차이는 전혀 발견되지 않았다.  종양은 서서히 성장하는 것

으로 나타났으며 며칠 동안 크기에 있어서 정체되거나 변동하는 경향이 있었다.  조사하는 전 기간 동안 2개의

종양의 크기가 변동하였으며, 심지어 하나의 종양은 최고 부피가 321 mm
3
인 것으로 여겨지다가 그로부터 전적으

로 사라졌다.  이 종양 모델을 이용한 처리 연구는 군 당 많은 수의 종양 접동 동물을 포함하여야 한다.

2.  MOR03080을 이용한 처리:[0190]

2.1 연구 목적[0191]

본 연구는 비히클 처리 (PBS)와 비교하여 복강내 투여 항체 (HuCAL(등록상표) 항-CD38)의 항-종양 효능을 비교[0192]

하기 위하여 Aurigon Life Science GmbH (Tutzing, Germany)가 수행하였다.  인간 항체 hMOR03080 (IgG1 이소

타입)을 상이한 양 및 처리 일정으로 시험하였다.  또한, 키메라 항체 chMOR03080  (IgG2a  이소타입: 키메라

OKT10에 대하여 실시예 5에서 기술한 것과 유사한 방식으로 제작된 쥣과 불변 영역 및 MOR03080의 가변 영역을

포함하는 키메라 항체 (쥣과 VH/VL 및 인간 불변 영역))을 시험하였다.  RPMI8226 암 세포주를 모델로서 선택하

였으며 이를 상기한 바와 같이 암컷 SCID  마우스에 피하 접종하였다.  이 연구의 최종 목적지는 체중 (body

weight, b.w.), 종양 부피 및 임상 징후였다.

2.2 항체 및 비히클[0193]

항체는 2.13 mg/ml (MOR03080 hIgG1) 및 1.73 mg/ml (MOR03080 chIgG2a)의 농도로 Aurigond에 즉시 사용가능하[0194]

게 제공하고, 투여할 때까지 -80℃에서 보관하였다.  항체를 해동시키고 PBS로 개개의 최종 농도로 희석시켰다.

비히클 (PBS)을 Aurigon에게 즉시 사용가능하게 제공하고 투여할 때까지 4℃에서 보관하였다.
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2.3 동물에 대한 명세 사항[0195]

종: 마우스[0196]

주: Fox chase C.B-17-scid (C.B-Igh-1b/IcrTac) [0197]

마리수 및 성별: 75마리의 암컷[0198]

공급자: Taconic M&B, Bomholtvej 10, DK-8680 Ry [0199]

건강 상태: SPF [0200]

주문한 중량: 대략 18 g [0201]

순응화: 9일[0202]

2.4 종양 세포주[0203]

종양 세포 (RPMI8226 세포주)를 배양하고 Aurigon Life Science GmbH로 수송하였는데, 여기에서 이 세포를 분[0204]

할시키고 다른 사이클 동안 배양하였다.  Aurigon은 접종일에 주사하기 위한 세포를 준비하였다.  세포 번식에

사용되는 배양 배지는 5% FCS, 2 mM L-글루타민 및 PenStrep이 보충된 RPMI 1640이었다.  세포는 예기되지 않은

성장 속도 또는 거동을 전혀 나타내지 않았다.

접종에 있어서, 종양 세포를 PBS에 현탁시키고 PBS 중에 1 x 10
7
개의 세포 50 ㎕의 최종 농도로 조정하였다.[0205]

종양 세포 현탁물을 완전히 혼합한 후 주사하였다.

2.5 실험 절차[0206]

0일에, 1 x 10
7
개의 RPMI8226 종양 세포를 75마리의 SCID 마우스의 우측 배면 (dorsal) 옆구리 내로 피하 접종[0207]

하였다.  제1 군은 접종 직후 15마리의 랜덤하게 선택된 동물로 만들어졌다 (5 군).  이 군을 14일 내지 36일

사이에 격일로 1 mg/kg b.w.의 hIgG1-MOR03080으로 처리하였다.  31일 (약 92 mm
3
의 종양 부피)에 모든 다른 60

마리의 동물로부터 4개의 군을 각각의 군에서 10마리의 동물로 만들었다.  1군 내지 4군은 비견할만한 종양 크

기 평균 및 표준 편차로 만들었다.  5마리의 동물의 추가의 군 (6군)은 사전 처리한 5군 (마우스 3마리를 제외

하고는 모두가 10 mm
3
 미만의 종양 부피를 나타내는데, 1마리는 종양 크기가 약 22 mm

3
이고, 1마리는 약 44 mm

3

이고 1마리는 약 119 mm
3
임)과의 비교를 위하여 상대적으로 작은 종양 부피 (약 50 mm

3
의 종양 부피)를 나타내는

것을 선택하였다.  1군 내지 4군을 32일 내지 68일까지 격일로 PBS  (비히클;  1군),  1  mg/kg  b.w.의 hIgG1-

MOR03080 (2군) 또는 5 mg/kg b.w.의 hIgG1-MOR03080 (3군), 또는 5 mg/kg b.w.의 chIgG2a-MOR03080 (4군)으로

처리하였다.  6군은 처리하지 않았다 (표 6 참조).  종양 부피, 체중 및 임상 징후를 연구 마지막이 될 때까지

주 2회 측정하였다.

표 6

[0208]

2.6 결과[0209]

임상 관찰 및 사망률[0210]
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특정 종양 또는 물질이 관련된 임상적 발견 또는 사망률은 전혀 관찰되지 않았다.  3군에 있어서 (hIgG1  5[0211]

mg/kg) 4마리의 동물이 혈액 샘플링 동안 사망하였다 (1마리는 3일, 1마리는 34일; 2마리는 52일).  4군에 있어

서 (muIgG2a 1 mg/kg) 1마리의 동물이 혈액 샘플링 동안 사망하였다 (34일).  연구 동안 사망한 모든 다른 동물

은 종양 크기 때문에 안락사시켰다.

체중 증가[0212]

1군 (비히클)과 비교하여 체중 증가에 대한 약물 관련 간섭은 전혀 관찰되지 않았다.  체중은 3군 (hIgG1 5[0213]

mg/kg) 및 4군 (muIgG2a 5 mg/kg)에서 혈액 샘플링에 의해 크게 영향을 받았다.  그러한 방해에도 불구하고 모

든 군의 평균 중량 증eoo는 지속적이었다.

종양 발생 (도 16 참조)[0214]

1군 (비히클)에 있어서 느리게 진행되는 예기된 속도의 종양 성장이 발견되었다. 이 세포주는 두드러진 표준 편[0215]

차 값을 갖기 때문에 가장 큰 종양과 가장 작은 종양은 추가의 통계학적 분석에서 제외하였다.  1군의 동물의

종양 성장은, 이 군이 31일에 보다 낮은 평균 종양 부피로 출발하였지만, 6군 (미처리)에서의 종양 성장에 비견

할 만하였다.  따라서 처리는 종양 성장 속도에 약간의 영향을 미칠 수 있다.  1군에서, 2마리의 마우스는 종양

크기 때문에 83일 전에 안락사시켜야 하였으며, 추가의 1마리는 87일 전에 안락사시켜야 하여서, 종양 부피의

평균 값은 80일 후에는 더이상 대표적인 것이 아니다.  6군에서는, 1마리의 마우스를 종양 크기 때문에 80일 전

에 안락사시키고, 2마리의 마우스를 83일 전에 안락사시키고, 추가의 1마리는 87일 전에 안락사시켜야 하여서,

종양 부피의 평균 값은 76일 후에는 더이상 대표적인 것이 아니다.

1 mg/kg의 b.w.의 hIgG1으로 처리한 2군에서는, 1마리의 동물을 추가의 분석에서 제외하였는데, 이는 종양이 근[0216]

육 조직 내로 성장해 들어가고 이는 일반적으로 종양 성장 속도를 증강시키기 때문이다.  대조인 1군 (비히클)

과 비교하여, 평균 종양 크기는 45일에서 출발하여 연구 마지막까지 유의하게 달라지기 시작하였다.  종양 성장

증강은 마지막의 처리 (68일) 후에는 전혀 관찰되지 않았다.

3군의  동물  (5  mg/kg의  b.w.의  hIgG1)은  1군  (비히클)과  비교하여  종양  성장이  두드러지게  감소함을[0217]

나타내어서, 38일에서 83일 까지 통계학적으로 유의하게 되었다.  평균 종양 부피는 마지막의 처리 후에 약 2주

동안 강력하게 재성장하기 시작하였다.  10개의 종양 중 하나는 45일에 사라졌으며 마지막의 처리 후에 최대 19

일까지 재성장하지 않았다.

92 mm
3
의 종양 부피로 시작하는 모든 처리 군의 최상의 성과는 4군 (5 mg/kg의 b.w.의 muIgG2a)에서 발견되었는[0218]

데, 여기서, 평균 종양 부피는 명확한 퇴보를 나타내었으며 종양은 심지어 관찰 기간 마지막까지 4마리의 동물

에서 사라졌다.  1군 (비히클)의 평균 종양 부피에 대한 차이는 38일부터 시작하여 연구 마지막까지 매우 주목

할 만하였다.

14일 내지 36일 사이의 1 mg/kg의 b.w.의 hIgG1을 이용한 초기 처리 (5군)는 종양 발달에 대한 초기 효과 및 오[0219]

래 지속되는 효과를 나타내었다.  1마리의 동물은 종양이 근육 조직 내로 성장하였기 때문에 추가의 분석에서

제외하였다.  31일에, 5마리의 동물만이 나머지 접종 동물과 비교하여 접종 부위에서 측정가능한 종양이 있었는

데, 여기서, 60마리중 2마리만이 종양 접종에 응답하지 않았다.  종양 진행은 약 31일 지연되었다 (대조인 1군

의 52일을 5군의 83일과 비교).  동물 중 약 50%는 연구 마지막에 접종 부위에서 종양을 나타내지 않았다.

2.7 결론[0220]

특정의 종양 또는 물질과 관련된 임상적 발견 또는 사망률은 1군 (대조)과 비교하여 전혀 관찰되지 않았다.[0221]

중량 증가에 대한 약물 관련 간섭은 전혀 관찰되지 않았다.[0222]

처리 후의 RPMI8226 종양 세포의 세포 성장은 하기의 유효성의 순서로 감소하였다: hIgG1 1 mg/kg, 14-36일, 격[0223]

일 (5군) > muIgG2a 5 mg/kg, 32-68일, 격일 (4군) > hIgG1 5 mg/kg, 32-68일, 격일 (3군) > hIgG1 1mg/kg,

32-68일, 격일 (2군).  2군 내지 4군에 있어서, 평균 종양 부피는 마지막의 처리 후에 다양한 정도로 다시 증가

하였다.
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서 열 목 록

                               SEQUENCE LISTING                               

<110> MORPHOSYS AG

<120> ANTI-CD38 HUMAN ANTIBODIES AND USES THEREFOR

<130> 37629-0085WO

<140> PCT/IB05/002476

<141> 2005-02-07

<150> 60/541,911

<151> 2004-02-06
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<150> 60/547,584

<151> 2004-02-26

<150> 60/553,943     

<151> 2004-03-18

<150> 60/599,014

<151> 2004-08-06

<160> 43                            

<170> PatentIn Ver. 3.3

<210> 1

<211> 363

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 1

caggtgcaat tggttcagag cggcgcggaa gtgaaaaaac cgggcgcgag cgtgaaagtg 60    

agctgcaaag cctccggata tacctttact tcttattcta ttaattgggt ccgccaagcc 120   

cctgggcagg gtctcgagtg gatgggctat atcgatccga atcgtggcaa tacgaattac 180   

gcgcagaagt ttcagggccg ggtgaccatg acccgtgata ccagcattag caccgcgtat 240   

atggaactga gcagcctgcg tagcgaagat acggccgtgt attattgcgc gcgtgagtat 300   

atttatttta ttcatggtat gcttgatttt tggggccaag gcaccctggt gacggttagc 360   

tca                                                               363   

<210> 2

<211> 366

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 2

caggtgcaat tggtggaaag cggcggcggc ctggtgcaac cgggcggcag cctgcgtctg 60    

agctgcgcgg cctccggatt taccttttct aattatggta tgcattgggt gcgccaagcc 120   

cctgggaagg gtctcgagtg ggtgagcaat atccgttctg atggtagctg gacctattat 180   

gcggatagcg tgaaaggccg ttttaccatt tcacgtgata attcgaaaaa caccctgtat 240   

ctgcaaatga acagcctgcg tgcggaagat acggccgtgt attattgcgc gcgtcgttat 300   

tggtctaagt ctcatgcttc tgttactgat tattggggcc aaggcaccct ggtgacggtt 360   

agctca                                                            366   
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<210> 3

<211> 366

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 3

caggtgcaat tggtggaaag cggcggcggc ctggtgcaac cgggcggcag cctgcgtctg 60    

agctgcgcgg cctccggatt taccttttct tcttatggta tgcattgggt gcgccaagcc 120   

cctgggaagg gtctcgagtg ggtgagcaat atctattctg atggtagcaa taccttttat 180   

gcggatagcg tgaaaggccg ttttaccatt tcacgtgata attcgaaaaa caccctgtat 240   

ctgcaaatga acagcctgcg tgcggaagat acggccgtgt attattgcgc gcgtaatatg 300   

tatcgttggc cttttcatta tttttttgat tattggggcc aaggcaccct ggtgacggtt 360   

agctca                                                            366   

<210> 4

<211> 357

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 4

caggtgcaat tggtggaaag cggcggcggc ctggtgcaac cgggcggcag cctgcgtctg 60    

agctgcgcgg cctccggatt taccttttct tctaatggta tgtcttgggt gcgccaagcc 120   

cctgggaagg gtctcgagtg ggtgagcaat atctcttatc tttctagctc tacctattat 180   

gcggatagcg tgaaaggccg ttttaccatt tcacgtgata attcgaaaaa caccctgtat 240   

ctgcaaatga acagcctgcg tgcggaagat acggccgtgt attattgcgc gcgtttttat 300   

ggttatttta attatgctga tgtttggggc caaggcaccc tggtgacggt tagctca    357   

<210> 5

<211> 121

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala  

  1               5                  10                  15    

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr  

             20                  25                  30        

Ser Ile Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met  
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         35                  40                  45            

Gly Tyr Ile Asp Pro Asn Arg Gly Asn Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe  

     50                  55                  60                

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr  

 65                  70                  75                  80

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

                 85                  90                  95    

Ala Arg Glu Tyr Ile Tyr Phe Ile His Gly Met Leu Asp Phe Trp Gly  

            100                 105                 110        

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser                              

        115                 120    

<210> 6

<211> 122

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

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

  1               5                  10                  15    

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

             20                  25                  30        

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

         35                  40                  45            

Ser Asn Ile Arg Ser Asp Gly Ser Trp Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val  

     50                  55                  60                

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

 65                  70                  75                  80

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

                 85                  90                  95    

Ala Arg Arg Tyr Trp Ser Lys Ser His Ala Ser Val Thr Asp Tyr Trp  

            100                 105                 110        

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser                          
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        115                 120        

<210> 7

<211> 122

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

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

  1               5                  10                  15    

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

             20                  25                  30        

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

         35                  40                  45            

Ser Asn Ile Tyr Ser Asp Gly Ser Asn Thr Phe Tyr Ala Asp Ser Val  

     50                  55                  60                

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

 65                  70                  75                  80

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

                 85                  90                  95    

Ala Arg Asn Met Tyr Arg Trp Pro Phe His Tyr Phe Phe Asp Tyr Trp  

            100                 105                 110        

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser                          

        115                 120        

<210> 8

<211> 119

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

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

  1               5                  10                  15    

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

             20                  25                  30        

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

Ser Asn Ile Ser Tyr Leu Ser Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val  

     50                  55                  60                

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

 65                  70                  75                  80

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

                 85                  90                  95    

Ala Arg Phe Tyr Gly Tyr Phe Asn Tyr Ala Asp Val Trp Gly Gln Gly  

            100                 105                 110        

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser                                      

        115                

<210> 9

<211> 342

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 9

gatatcgtga tgacccagag cccactgagc ctgccagtga ctccgggcga gcctgcgagc 60    

attagctgca gaagcagcca aagcctgctt tttattgatg gcaataatta tctgaattgg 120   

taccttcaaa aaccaggtca aagcccgcag ctattaattt atcttggttc taatcgtgcc 180   

agtggggtcc cggatcgttt tagcggctct ggatccggca ccgattttac cctgaaaatt 240   

agccgtgtgg aagctgaaga cgtgggcgtg tattattgcc agcagtattc ttctaagtct 300   

gctacctttg gccagggtac gaaagttgaa attaaacgta cg                    342   

<210> 10

<211> 327

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 10

gatatccaga tgacccagag cccgtctagc ctgagcgcga gcgtgggtga tcgtgtgacc 60    

attacctgca gagcgagcca ggatatttct gcttttctga attggtacca gcagaaacca 120   

ggtaaagcac cgaaactatt aatttataag gtttctaatt tgcaaagcgg ggtcccgtcc 180   

cgttttagcg gctctggatc cggcactgat tttaccctga ccattagcag cctgcaacct 240   
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gaagactttg cgacttatta ttgccagcag gcttattctg gttctattac ctttggccag 300   

ggtacgaaag ttgaaattaa acgtacg                                     327   

<210> 11

<211> 324

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 11

gatatcgaac tgacccagcc gccttcagtg agcgttgcac caggtcagac cgcgcgtatc 60    

tcgtgtagcg gcgataatat tggtaataag tatgtttctt ggtaccagca gaaacccggg 120   

caggcgccag ttgttgtgat ttatggtgat aataatcgtc cctcaggcat cccggaacgc 180   

tttagcggat ccaacagcgg caacaccgcg accctgacca ttagcggcac tcaggcggaa 240   

gacgaagcgg attattattg ctcttcttat gattcttctt attttgtgtt tggcggcggc 300   

acgaagttaa ccgttcttgg ccag                                        324   

<210> 12

<211> 327

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 12

gatatcgaac tgacccagcc gccttcagtg agcgttgcac caggtcagac cgcgcgtatc 60    

tcgtgtagcg gcgataatat tggtcattat tatgcttctt ggtaccagca gaaacccggg 120   

caggcgccag ttcttgtgat ttatcgtgat aatgatcgtc cctcaggcat cccggaacgc 180   

tttagcggat ccaacagcgg caacaccgcg accctgacca ttagcggcac tcaggcggaa 240   

gacgaagcgg attattattg ccagtcttat gattatcttc atgattttgt gtttggcggc 300   

ggcacgaagt taaccgttct tggccag                                     327   

<210> 13

<211> 114

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly  

  1               5                  10                  15    

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu Phe Ile  
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             20                  25                  30        

Asp Gly Asn Asn Tyr Leu Asn Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser  

         35                  40                  45            

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Leu Gly Ser Asn Arg Ala Ser Gly Val Pro  

     50                  55                  60                

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

 65                  70                  75                  80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr  

                 85                  90                  95    

Ser Ser Lys Ser Ala Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys  

            100                 105                 110        

Arg Thr                                                          

       

<210> 14

<211> 109

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly  

  1               5                  10                  15    

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Ala Phe  

             20                  25                  30        

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

         35                  40                  45            

Tyr Lys Val Ser Asn Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly  

     50                  55                  60                

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

 65                  70                  75                  80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala Tyr Ser Gly Ser Ile  

                 85                  90                  95    

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr              
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            100                 105                

<210> 15

<211> 108

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

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

  1               5                  10                  15    

Thr Ala Arg Ile Ser Cys Ser Gly Asp Asn Ile Gly Asn Lys Tyr Val  

             20                  25                  30        

Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Val Val Ile Tyr  

         35                  40                  45            

Gly Asp Asn Asn Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser  

     50                  55                  60                

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Glu  

 65                  70                  75                  80

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser Ser Tyr Asp Ser Ser Tyr Phe Val  

                 85                  90                  95    

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln                  

            100                 105            

<210> 16

<211> 109

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>

 16

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

  1               5                  10                  15    

Thr Ala Arg Ile Ser Cys Ser Gly Asp Asn Ile Gly His Tyr Tyr Ala  

             20                  25                  30        

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

         35                  40                  45            

Arg Asp Asn Asp Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser  
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     50                  55                  60                

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Glu  

 65                  70                  75                  80

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Tyr Leu His Asp Phe  

                 85                  90                  95    

Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln              

            100                 105                

<210> 17

<211> 120

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      consensus sequence

<400> 17

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala  

  1               5                  10                  15    

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr  

             20                  25                  30        

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

         35                  40                  45            

Gly Trp Ile Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe  

     50                  55                  60                

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr  

 65                  70                  75                  80

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

                 85                  90                  95    

Ala Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln  

            100                 105                 110        

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser                                  

        115                 120
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<210> 18

<211> 120

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      consensus sequence

<400> 18

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

  1               5                  10                  15    

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

             20                  25                  30        

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

         35                  40                  45            

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val  

     50                  55                  60                

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

 65                  70                  75                  80

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

                 85                  90                  95    

Ala Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln  

            100                 105                 110        

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser                                  

        115                 120

<210> 19

<211> 107

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      consensus sequence

<400> 19
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Ser Tyr Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly Gln  

  1               5                  10                  15    

Thr Ala Arg Ile Ser Cys Ser Gly Asp Ala Leu Gly Asp Lys Tyr Ala  

             20                  25                  30        

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

         35                  40                  45            

Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser  

     50                  55                  60                

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Glu  

 65                  70                  75                  80

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Gln His Tyr Thr Thr Pro Pro Val  

                 85                  90                  95    

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly                      

            100                 105        

<210> 20

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      consensus sequence

<400> 20

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly  

  1               5                  10                  15    

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Tyr  

             20                  25                  30        

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

         35                  40                  45            

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly  

     50                  55                  60                

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

 65                  70                  75                  80
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Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln His Tyr Thr Thr Pro Pro  

                 85                  90                  95    

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg                  

            100                 105            

<210> 21

<211> 113

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      consensus sequence

<400> 21

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly  

  1               5                  10                  15    

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser  

             20                  25                  30        

Asn Gly Tyr Asn Tyr Leu Asp Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser  

         35                  40                  45            

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Leu Gly Ser Asn Arg Ala Ser Gly Val Pro  

     50                  55                  60                

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

 65                  70                  75                  80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Gln Gln His  

                 85                  90                  95    

Tyr Thr Thr Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys  

            100                 105                 110        

Arg                                                              

   

<210> 22

<211> 300

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 22

Met Ala Asn Cys Glu Phe Ser Pro Val Ser Gly Asp Lys Pro Cys Cys  

  1               5                  10                  15    

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

             20                  25                  30        

Leu Ile Leu Val Val Val Leu Ala Val Val Val Pro Arg Trp Arg Gln  

         35                  40                  45            

Gln Trp Ser Gly Pro Gly Thr Thr Lys Arg Phe Pro Glu Thr Val Leu  

     50                  55                  60                

Ala Arg Cys Val Lys Tyr Thr Glu Ile His Pro Glu Met Arg His Val  

 65                  70                  75                  80

Asp Cys Gln Ser Val Trp Asp Ala Phe Lys Gly Ala Phe Ile Ser Lys  

                 85                  90                  95    

His Pro Cys Asn Ile Thr Glu Glu Asp Tyr Gln Pro Leu Met Lys Leu  

            100                 105                 110        

Gly Thr Gln Thr Val Pro Cys Asn Lys Ile Leu Leu Trp Ser Arg Ile  

        115                 120                 125            

Lys Asp Leu Ala His Gln Phe Thr Gln Val Gln Arg Asp Met Phe Thr  

    130                 135                 140                

Leu Glu Asp Thr Leu Leu Gly Tyr Leu Ala Asp Asp Leu Thr Trp Cys  

145                 150                 155                 160

Gly Glu Phe Asn Thr Ser Lys Ile Asn Tyr Gln Ser Cys Pro Asp Trp  

                165                 170                 175    

Arg Lys Asp Cys Ser Asn Asn Pro Val Ser Val Phe Trp Lys Thr Val  

            180                 185                 190        

Ser Arg Arg Phe Ala Glu Ala Ala Cys Asp Val Val His Val Met Leu  

        195                 200                 205            

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

    210                 215                 220                

Val Glu Val His Asn Leu Gln Pro Glu Lys Val Gln Thr Leu Glu Ala  

225                 230                 235                 240
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Trp Val Ile His Gly Gly Arg Glu Asp Ser Arg Asp Leu Cys Gln Asp  

                245                 250                 255    

Pro Thr Ile Lys Glu Leu Glu Ser Ile Ile Ser Lys Arg Asn Ile Gln  

            260                 265                 270        

Phe Ser Cys Lys Asn Ile Tyr Arg Pro Asp Lys Phe Leu Gln Cys Val  

        275                 280                 285            

Lys Asn Pro Glu Asp Ser Ser Cys Thr Ser Glu Ile                  

    290                 295                 300

<210> 23

<211> 1317

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 23

caggtggaat tggtggaatc tggaggatcc ctgaaactct cctgtgcagc ctcaggattc 60    

gattttagta gatcctggat gaattgggtc cggcaggctc caggaaaagg gctagaatgg 120   

attggagaaa ttaatccaga tagcagtacg ataaactata cgacatctct aaaggataaa 180   

ttcatcatct ccagagacaa cgccaaaaat acgctgtacc tgcaaatgac caaagtgaga 240   

tctgaggaca cagcccttta ttactgtgca agatatggta actggtttcc ttattggggc 300   

caagggactc tggtcactgt cagctcagcc tccaccaagg gtccatcggt cttccccctg 360   

gcaccctcct ccaagagcac ctctgggggc acagcggccc tgggctgcct ggtcaaggac 420   

tacttccccg aaccggtgac ggtgtcgtgg aactcaggcg ccctgaccag cggcgtgcac 480   

accttcccgg ctgtcctaca gtcctcagga ctctactccc tcagcagcgt ggtgaccgtg 540   

ccctccagca gcttgggcac ccagacctac atctgcaacg tgaatcacaa gcccagcaac 600   

accaaggtgg acaagaaagt tgagcccaaa tcttgtgaca aaactcacac atgcccaccg 660   

tgcccagcac ctgaactcct ggggggaccg tcagtcttcc tcttcccccc aaaacccaag 720   

gacaccctca tgatctcccg gacccctgag gtcacatgcg tggtggtgga cgtgagccac 780   

gaagaccctg aggtcaagtt caactggtac gtggacggcg tggaggtgca taatgccaag 840   

acaaagccgc gggaggagca gtacaacagc acgtaccggg tggtcagcgt cctcaccgtc 900   

ctgcaccagg actggctgaa tggcaaggag tacaagtgca aggtctccaa caaagccctc 960   

ccagccccca tcgagaaaac catctccaaa gccaaagggc agccccgaga accacaggtg 1020  

tacaccctgc ccccatcccg ggatgagctg accaagaacc aggtcagcct gacctgcctg 1080  
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gtcaaaggct tctatcccag cgacatcgcc gtggagtggg agagcaatgg gcagccggag 1140  

aacaactaca agaccacgcc tcccgtgctg gactccgacg gctccttctt cctctacagc 1200  

aagctcaccg tggacaagag caggtggcag caggggaacg tcttctcatg ctccgtgatg 1260  

catgaggctc tgcacaacca ctacacgcag aagagcctct ccctgtctcc gggtaaa    1317  

<210> 24

<211> 642

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 24

gatatcctga tgacccagtc tcaaaaaatc atgcccacat cagtgggaga cagggtcagc 60    

gtcacctgca aggccagtca aaatgtggat actaatgtag cctggtatca acagaaacca 120   

ggacagtctc ctaaagcact gatttactcg gcatcctacc gatacagtgg agtccctgat 180   

cgcttcacag gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcaccaa tgtgcagtct 240   

gaggacttgg cagagtattt ctgtcagcaa tatgacagct atcctctcac gttcggtgct 300   

gggaccaagc tggacctgaa acgtacggtg gctgcaccat ctgtcttcat cttcccgcca 360   

tctgatgagc agttgaaatc tggaactgcc tctgttgtgt gcctgctgaa taacttctat 420   

cccagagagg ccaaagtaca gtggaaggtg gataacgccc tccaatcggg taactcccag 480   

gagagtgtca cagagcagga cagcaaggac agcacctaca gcctcagcag caccctgacg 540   

ctgagcaaag cagactacga gaaacacaaa gtctacgcct gcgaagtcac ccatcagggc 600   

ctgagctcgc ccgtcacaaa gagcttcaac aggggagagt gt                    642   

<210> 25

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer

<400> 25

atggccaact gcgagttcag c                                           21    

<210> 26

<211> 27

<212> DNA
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<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer

<400> 26

tcagatctca gatgtgcaag atgaatc                                     27    

<210> 27

<211> 25

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer

<400> 27

ttggtaccag gtggcgccag cagtg                                       25    

<210> 28

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer

<400> 28

ttggtaccat ggccaactgc gag                                         23    

<210> 29

<211> 29

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer

<400> 29

ccgatatcag atctcagatg tgcaagatg                                   29    
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<210> 30

<211> 28

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer

<400> 30

ccgatatcga tctcagatgt gcaagatg                                    28    

<210> 31

<211> 363

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 31

caggtgcaat tagtccaaag tggtgcggaa gtgaaaaaac cgggcgcgag cgtgaaagtg 60    

agctgcaaag cctccggata tacctttact tcttattcta ttaattgggt ccgccaagcc 120   

cctgggcagg gtctcgagtg gatgggctat atcgatccga atcgtggcaa tacgaattac 180   

gcgcagaagt ttcagggccg ggtgaccatg acccgtgata ccagcattag caccgcgtat 240   

atggaactga gcagcctgcg tagcgaagat acggccgtgt attattgcgc gcgtgagtat 300   

atttatttta ttcatggtat gcttgatttt tggggccaag gcaccctggt gacggttagc 360   

tca                                                               363   

<210> 32

<211> 1500

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      nucleotide construct

<220> 

<221> CDS

<222> (307)..(393)

<400> 32

tcgctattac catggtgatg cggttttggc agtacatcaa tgggcgtgga tagcggtttg 60    
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actcacgggg atttccaagt ctccacccca ttgacgtcaa tgggagtttg ttttggcacc 120   

aaaatcaacg ggactttcca aaatgtcgta acaactccgc cccattgacg caaatgggcg 180   

gtaggcgtgt acggtgggag gtctatataa gcagagctct ctggctaact agagaaccca 240   

ctgcttactg gcttatcgaa attaatacga ctcactatag ggagacccaa gctggctagc 300   

gccacc atg aaa cac ctg tgg ttc ttc ctc ctg ctg gtg gca gct ccc    348   

       Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro

         1               5                  10                

aga tgg gtc ctg tcc cag gtg gaa ttc tgc agg cgg tta gct cag       393   

Arg Trp Val Leu Ser Gln Val Glu Phe Cys Arg Arg Leu Ala Gln

 15                  20                  25                

cctccaccaa gggtccatcg gtcttccccc tggcaccctc ctccaagagc acctctgggg 453   

gcacagcggc cctgggctgc ctggtcaagg actacttccc cgaaccggtg acggtgtcgt 513   

ggaactcagg cgccctgacc agcggcgtgc acaccttccc ggctgtccta cagtcctcag 573   

gactctactc cctcagcagc gtggtgaccg tgccctccag cagcttgggc acccagacct 633   

acatctgcaa cgtgaatcac aagcccagca acaccaaggt ggacaagaaa gttgagccca 693   

aatcttgtga caaaactcac acatgcccac cgtgcccagc acctgaactc ctggggggac 753   

cgtcagtctt cctcttcccc ccaaaaccca aggacaccct catgatctcc cggacccctg 813   

aggtcacatg cgtggtggtg gacgtgagcc acgaagaccc tgaggtcaag ttcaactggt 873   

acgtggacgg cgtggaggtg cataatgcca agacaaagcc gcgggaggag cagtacaaca 933   

gcacgtaccg ggtggtcagc gtcctcaccg tcctgcacca ggactggctg aatggcaagg 993   

agtacaagtg caaggtctcc aacaaagccc tcccagcccc catcgagaaa accatctcca 1053  

aagccaaagg gcagccccga gaaccacagg tgtacaccct gcccccatcc cgggatgagc 1113  

tgaccaagaa ccaggtcagc ctgacctgcc tggtcaaagg cttctatccc agcgacatcg 1173  

ccgtggagtg ggagagcaat gggcagccgg agaacaacta caagaccacg cctcccgtgc 1233  

tggactccga cggctccttc ttcctctaca gcaagctcac cgtggacaag agcaggtggc 1293  

agcaggggaa cgtcttctca tgctccgtga tgcatgaggc tctgcacaac cactacacgc 1353  

agaagagcct ctccctgtct ccgggtaaat gagggcccgt ttaaacccgc tgatcagcct 1413  

cgactgtgcc ttctagttgc cagccatctg ttgtttgccc ctcccccgtg ccttccttga 1473  

ccctggaagg tgccactccc actgtcc                                     1500  

<210> 33

<211> 800
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<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      nucleotide construct

<220> 

<221> CDS

<222> (307)..(705)

<400> 33

tcgctattac catggtgatg cggttttggc agtacatcaa tgggcgtgga tagcggtttg 60    

actcacgggg atttccaagt ctccacccca ttgacgtcaa tgggagtttg ttttggcacc 120   

aaaatcaacg ggactttcca aaatgtcgta acaactccgc cccattgacg caaatgggcg 180   

gtaggcgtgt acggtgggag gtctatataa gcagagctct ctggctaact agagaaccca 240   

ctgcttactg gcttatcgaa attaatacga ctcactatag ggagacccaa gctggctagc 300   

gccacc atg gtg ttg cag acc cag gtc ttc att tct ctg ttg ctc tgg    348   

       Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp

         1               5                  10                

atc tct ggt gcc tac ggg gat atc gtg atg att aaa cgt acg gtg gct   396   

Ile Ser Gly Ala Tyr Gly Asp Ile Val Met Ile Lys Arg Thr Val Ala

 15                  20                  25                  30

gca cca tct gtc ttc atc ttc ccg cca tct gat gag cag ttg aaa tct   444   

Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser

                 35                  40                  45    

gga act gcc tct gtt gtg tgc ctg ctg aat aac ttc tat ccc aga gag   492   

Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu

             50                  55                  60        

gcc aaa gta cag tgg aag gtg gat aac gcc ctc caa tcg ggt aac tcc   540   

Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser

         65                  70                  75            

cag gag agt gtc aca gag cag gac agc aag gac agc acc tac agc ctc   588   

Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu

     80                  85                  90                
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agc agc acc ctg acg ctg agc aaa gca gac tac gag aaa cac aaa gtc   636   

Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val

 95                 100                 105                 110

tac gcc tgc gaa gtc acc cat cag ggc ctg agc tcg ccc gtc aca aag   684   

Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys

                115                 120                 125    

agc ttc aac agg gga gag tgt taggggcccg tttaaacccg ctgatcagcc      735   

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys                                 

            130                                             

tcgactgtgc cttctagttg ccagccatct gttgtttgcc cctcccccgt gccttccttg 795   

accct                                                             800   

<210> 34

<211> 800

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      nucleotide construct

<220> 

<221> CDS

<222> (307)..(384)

<220> 

<221> CDS

<222> (386)..(712)

<400> 34

tcgctattac catggtgatg cggttttggc agtacatcaa tgggcgtgga tagcggtttg 60    

actcacgggg atttccaagt ctccacccca ttgacgtcaa tgggagtttg ttttggcacc 120   

aaaatcaacg ggactttcca aaatgtcgta acaactccgc cccattgacg caaatgggcg 180   

gtaggcgtgt acggtgggag gtctatataa gcagagctct ctggctaact agagaaccca 240   

ctgcttactg gcttatcgaa attaatacga ctcactatag ggagacccaa gctggctagc 300   

gccacc atg gcc tgg gct ctg ctg ctc ctc acc ctc ctc act cag ggc    348   

       Met Ala Trp Ala Leu Leu Leu Leu Thr Leu Leu Thr Gln Gly
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         1               5                  10                

aca gga tcc tgg gct gat atc gtg atg cac gaa gtt a acc gtc cta ggt 397   

Thr Gly Ser Trp Ala Asp Ile Val Met His Glu Val   Thr Val Leu Gly

 15                  20                  25                    30

cag ccc aag gct gcc ccc tcg gtc act ctg ttc ccg ccc tcc tct gag   445   

Gln Pro Lys Ala Ala Pro Ser Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser Glu

                 35                  40                  45    

gag ctt caa gcc aac aag gcc aca ctg gtg tgt ctc ata agt gac ttc   493   

Glu Leu Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp Phe

             50                  55                  60        

tac ccg gga gcc gtg aca gtg gcc tgg aag gga gat agc agc ccc gtc   541   

Tyr Pro Gly Ala Val Thr Val Ala Trp Lys Gly Asp Ser Ser Pro Val

         65                  70                  75            

aag gcg gga gtg gag acc acc aca ccc tcc aaa caa agc aac aac aag   589   

Lys Ala Gly Val Glu Thr Thr Thr Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys

     80                  85                  90                

tac gcg gcc agc agc tat ctg agc ctg acg cct gag cag tgg aag tcc   637   

Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser

 95                 100                 105                 110

cac aga agc tac agc tgc cag gtc acg cat gaa ggg agc acc gtg gag   685   

His Arg Ser Tyr Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu

                115                 120                 125    

aag aca gtg gcc cct aca gaa tgt tca taggggcccg tttaaacccg         732   

Lys Thr Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser                      

            130                 135                      

ctgatcagcc tcgactgtgc cttctagttg ccagccatct gttgtttgcc cctcccccgt 792   

gccttcct                                                          800   

<210> 35

<211> 359

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 
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<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      protein construct

<400> 35

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp  

  1               5                  10                  15    

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

             20                  25                  30        

Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser  

         35                  40                  45            

Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu  

     50                  55                  60                

Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His  

 65                  70                  75                  80

Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser  

                 85                  90                  95    

Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys  

            100                 105                 110        

Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu  

        115                 120                 125            

Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro  

    130                 135                 140                

Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys  

145                 150                 155                 160

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val  

                165                 170                 175    

Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp  

            180                 185                 190        

Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr  

        195                 200                 205            

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp  

    210                 215                 220                
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Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu  

225                 230                 235                 240

Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg  

                245                 250                 255    

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys  

            260                 265                 270        

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp  

        275                 280                 285            

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys  

    290                 295                 300                

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser  

305                 310                 315                 320

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser  

                325                 330                 335    

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser  

            340                 345                 350        

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys                                      

        355                

<210> 36

<211> 133

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      protein construct

<400> 36

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Ser  

  1               5                  10                  15      

Gly Ala Tyr Gly Asp Ile Val Met Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro  

             20                  25                  30          

Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr  

         35                  40                  45              

Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys  
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     50                  55                  60                  

Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu  

 65                  70                  75                  80  

Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser  

                 85                  90                  95      

Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala  

            100                 105                 110          

Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe  

        115                 120                 125              

Asn Arg Gly Glu Cys                                              

    130                                                          

<210> 37

<211> 135         

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      protein construct

<400> 37

Met Ala Trp Ala Leu Leu Leu Leu Thr Leu Leu Thr Gln Gly Thr Gly  

  1               5                  10                  15      

Ser Trp Ala Asp Ile Val Met His Glu Val Thr Val Leu Gly Gln Pro 

             20                  25                  30

Lys Ala Ala Pro Ser Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser Glu Glu Leu 

         35                  40                  45   

Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp Phe Tyr Pro 

     50                  55                  60 

Gly Ala Val Thr Val Ala Trp Lys Gly Asp Ser Ser Pro Val Lys Ala

 65                  70                  75                  80

Gly Val Glu Thr Thr Thr Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys Tyr Ala 

                 85                  90                  95

Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser His Arg 
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            100                 105                 110     

Ser Tyr Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu Lys Thr 

        115                 120                 125

Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser              

    130                 135 

<210> 38

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<400> 38

Val Ser Arg Arg Phe Ala Glu Ala Ala Cys Asp Val Val His Val      

  1               5                  10                  15

<210> 39

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<400> 39

Phe Leu Gln Cys Val Lys Asn Pro Glu Asp Ser Ser Cys Thr Ser      

  1               5                  10                  15

<210> 40

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<400> 40

Cys Gln Ser Val Trp Asp Ala Phe Lys Gly Ala Phe Ile              
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  1               5                  10            

<210> 41

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<400> 41

Thr Trp Cys Gly Glu Phe Asn Thr Ser Lys Ile Asn Tyr              

  1               5                  10            

<210> 42

<211> 120

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42

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

  1               5                  10                  15    

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

             20                  25                  30        

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

         35                  40                  45            

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val  

     50                  55                  60                

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

 65                  70                  75                  80

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

                 85                  90                  95    

Ala Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln  

            100                 105                 110        

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser                                  

        115                 120
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<210> 43

<211> 113

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly  

  1               5                  10                  15    

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser  

             20                  25                  30        

Asn Gly Tyr Asn Tyr Leu Asp Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser  

         35                  40                  45            

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Leu Gly Ser Asn Arg Ala Ser Gly Val Pro  

     50                  55                  60                

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

 65                  70                  75                  80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Gln Gln His  

                 85                  90                  95    

Tyr Thr Thr Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys  

            100                 105                 110        

Arg                                                              
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