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명 세 서

청구범위

청구항 1 

각각 표 3  및 4로부터의 클론-페어링된 (clone-paired)  중쇄 및 경쇄 CDR  서열을 포함하는 항체 또는 항체

단편.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 표 1로부터의 클론-페어링된 서열에 따른 경쇄 및 중쇄 가변 서열

에 의해 인코딩되는, 항체 또는 항체 단편.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 표 1로부터의 클론-페어링된 서열에 적어도 70%, 80%, 또는 90%

동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩되는, 항체 또는 항체 단편.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 표 1로부터의 클론-페어링된 서열에 적어도 95% 동일성을 갖는 경

쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩되는, 항체 또는 항체 단편.

청구항 5 

제1항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 따른 경쇄 및 중쇄 가변 서열

을 포함하는, 항체 또는 항체 단편.

청구항 6 

제1항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 70%, 80% 또는 90% 동일성을

갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열을 포함하는, 항체 또는 항체 단편.

청구항 7 

제1항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 95% 동일성을 갖는 경쇄 및

중쇄 가변 서열을 포함하는, 항체 또는 항체 단편.

청구항 8 

제1항 내지 제7항에 있어서, 항체 단편이 재조합 scFv (단쇄 가변 단편) 항체, Fab 단편, F(ab')2 단편, 또는

Fv 단편인, 항체 또는 항체 단편.

청구항 9 

제1항 내지 제7항에 있어서, 상기 항체가 키메라 항체인, 항체 또는 항체 단편.

청구항 10 

제1항 내지 제9항에 있어서, 상기 항체가 IgG인, 항체 또는 항체 단편.

청구항 11 

제1항 내지 제10항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 세포 투과 펩티드를 추가로 포함하고/하거나 인트라

바디 (intrabody)인, 항체 또는 항체 단편.

청구항 12 

제1항 내지 제11항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 인간 항체인, 항체 또는 항체 단편.
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청구항 13 

제1항 내지 제11항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 인간화된 항체인, 항체 또는 항체 단편.

청구항 14 

각각 표 3 및 4로부터의 클론-페어링된 중쇄 및 경쇄 CDR 서열을 갖는 항체 또는 항체 단편을 대상체에 전달하

는 것을 포함하는, 암을 가진 대상체를 치료하는 방법.

청구항 15 

제14항에 있어서, 항체 또는 항체 단편이 표 1에 개시된 클론-페어링된 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩

되는, 방법.

청구항 16 

제14항 및 제15항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 표 1로부터의 클론-페어링된 서열에 적어도 70%, 80%,

또는 90% 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩되는, 방법.

청구항 17 

제14항 및 제15항에 있어서, 항체 또는 항체 단편이 표 1에 개시된 클론-페어링된 서열에 적어도 95% 동일성을

갖는 클론-페어링된 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩되는, 방법.

청구항 18 

제14항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 따른 경쇄 및 중쇄 가변 서

열을 포함하는, 방법.

청구항 19 

제14항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 70%, 80% 또는 90% 동일성을

갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열을 포함하는, 방법.

청구항 20 

제14항에 있어서, 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 95% 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코

딩되는, 방법.

청구항 21 

제14항 내지 제20항에 있어서, 항체 단편이 재조합 scFv (단쇄 가변 단편) 항체, Fab 단편, F(ab')2 단편, 또는

Fv 단편인, 방법.

청구항 22 

제14항 내지 제21항에 있어서, 상기 항체가 IgG인, 방법.

청구항 23 

제14항 내지 제20항에 있어서, 상기 항체가 키메라 항체인, 방법.

청구항 24 

제14항 내지 제23항에 있어서, 전달이 항체 또는 항체 단편의 투여, 또는 항체 또는 항체 단편을 인코딩하는

RNA 또는 DNA 서열 또는 벡터로의 유전적 전달을 포함하는, 방법.

청구항 25 

항체 또는 항체 단편이 각각 표 3 및 4로부터의 클론-페어링된 중쇄 및 경쇄 CDR 서열을 특징으로 하는, 항체

또는 항체 단편을 인코딩하는 하이브리도마 또는 조작된 (engineered) 세포.
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청구항 26 

제25항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 표 1로부터의 클론-페어링된 서열에 따른 경쇄 및 중쇄 가변 서

열에 의해 인코딩되는, 하이브리도마 또는 조작된 세포.

청구항 27 

제25항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 표 1로부터의 클론-페어링된 가변 서열에 적어도 70%, 80%, 또는

90% 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩되는, 하이브리도마 또는 조작된 세포.

청구항 28 

제25항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 표 1로부터의 클론-페어링된 가변 서열에 95% 동일성을 갖는 경

쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩되는, 하이브리도마 또는 조작된 세포.

청구항 29 

제25항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 따른 경쇄 및 중쇄 가변 서

열을 포함하는, 하이브리도마 또는 조작된 세포.

청구항 30 

제25항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 표 2로부터의 클론-페어링된 가변 서열에 적어도 70%, 80%, 또는

90% 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩되는, 하이브리도마 또는 조작된 세포.

청구항 31 

제25항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 95% 동일성을 갖는 경쇄 및

중쇄 가변 서열을 포함하는, 하이브리도마 또는 조작된 세포.

청구항 32 

제25항 내지 제31항에 있어서, 항체 단편이 재조합 scFv (단쇄 가변 단편) 항체, Fab 단편, F(ab')2 단편, 또는

Fv 단편인, 하이브리도마 또는 조작된 세포.

청구항 33 

제25항 내지 제32항에 있어서, 상기 항체가 키메라 항체인, 하이브리도마 또는 조작된 세포.

청구항 34 

제25항 내지 제32항에 있어서, 상기 항체가 IgG인, 하이브리도마 또는 조작된 세포.

청구항 35 

제25항 내지 제34항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 세포 투과 펩티드를 추가로 포함하고/하거나 인트라

바디인, 하이브리도마 또는 조작된 세포.

청구항 36 

각각 표 3 및 4로부터의 클론-페어링된 중쇄 및 경쇄 CDR 서열을 특징으로 하는 하나 이상의 항체 또는 항체 단

편을 포함하는 백신 제제.

청구항 37 

제36항에 있어서, 적어도 하나의 항체 또는 항체 단편이 표 1로부터의 클론-페어링된 서열에 따른 경쇄 및 중쇄

가변 서열에 의해 인코딩되는, 백신 제제.

청구항 38 

제36항에 있어서, 적어도 하나의 항체 또는 항체 단편이 표 1로부터의 클론-페어링된 서열에 적어도 70%, 80%,
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또는 90% 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩되는, 백신 제제.

청구항 39 

제38항에 있어서, 적어도 하나의 항체 또는 항체 단편이 표 1로부터의 클론-페어링된 서열에 적어도 95% 동일성

을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩되는, 백신 제제.

청구항 40 

제36항에 있어서, 적어도 하나의 항체 또는 항체 단편이 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 따른 경쇄 및 중쇄

가변 서열을 포함하는, 백신 제제.

청구항 41 

제36항에 있어서, 적어도 하나의 항체 또는 항체 단편이 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 95% 동일성을 갖는

경쇄 및 중쇄 가변 서열을 포함하는, 백신 제제.

청구항 42 

제36항 내지 제41항에 있어서, 적어도 하나의 항체 단편이 재조합 scFv  (단쇄 가변 단편) 항체, Fab  단편,

F(ab')2 단편, 또는 Fv 단편인, 백신 제제.

청구항 43 

제36항 내지 제41항에 있어서, 적어도 하나의 항체가 키메라 항체인, 백신 제제.

청구항 44 

제36항 내지 제43항에 있어서, 적어도 하나의 항체가 IgG인, 백신 제제.

청구항 45 

제36항 내지 제44항에 있어서, 적어도 하나의 항체 또는 항체 단편이 세포 투과 펩티드를 추가로 포함하고/하거

나 인트라바디인, 백신 제제.

청구항 46 

다음을 포함하는, 대상체에서 PD-L1 또는 PD-L2 발현 세포를 검출하는 방법:

(a) 상기 대상체로부터의 샘플을 각각 표 3 및 4로부터의 클론-페어링된 중쇄 및 경쇄 CDR 서열을 갖는 항체 또

는 항체 단편과 접촉시키는 단계; 및

(b) 상기 샘플 내 세포에 대한 상기 항체 또는 항체 단편의 결합에 의해 상기 샘플에서 PD-L1 또는 PD-L2 발현

세포를 검출하는 단계.

청구항 47 

제46항에 있어서, 상기 샘플이 체액인, 방법.

청구항 48 

제46항 및 제47항에 있어서, 상기 샘플이 조직 샘플인, 방법.

청구항 49 

제46항 및 제47항에 있어서, 검출이 ELISA, RIA 또는 웨스턴 블롯을 포함하는, 방법.

청구항 50 

제46항 내지 제49항에 있어서, 단계 (a) 및 (b)를 두 번째 수행하고 첫 번째 분석과 비교하여 오르쏘폭스바이러

스 (orthopoxvirus) 항원 수준의 변화를 결정하는 단계를 추가로 포함하는, 방법.
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청구항 51 

제46항 내지 제50항에 있어서, 항체 또는 항체 단편이 표 1에 개시된 클론-페어링된 가변 서열에 의해 인코딩되

는, 방법. 

청구항 52 

제46항 내지 제50항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 표 1에 개시된 클론-페어링된 가변 서열에 70%,

80%, 또는 90% 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩되는, 방법.

청구항 53 

제46항 내지 제50항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 표 1에 개시된 클론-페어링된 서열에 95% 동일성을

갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩되는, 방법.

청구항 54 

제46항 내지 제50항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 따른 경쇄 및

중쇄 가변 서열을 포함하는, 방법.

청구항 55 

제46항 내지 제50항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 70%, 80% 또는

90% 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열을 포함하는, 방법.

청구항 56 

제46항 내지 제50항에 있어서, 상기 항체 또는 항체 단편이 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 95% 동일성을

갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열을 포함하는, 방법.

청구항 57 

제46항 내지 제56항에 있어서, 항체 단편이 재조합 scFv (단쇄 가변 단편) 항체, Fab 단편, F(ab')2 단편, 또는

Fv 단편인, 방법.

청구항 58 

제46항 내지 제57항에 있어서, 상기 세포가 암세포인, 방법.

청구항 59 

제58항에 있어서, 암세포가 림프종 세포, 유방암 세포, 또는 신장 세포 암종 세포인, 방법.

청구항 60 

제46항 내지 제57항에 있어서, 상기 세포가 면역 억제와 연관된 세포인, 방법.

청구항 61 

제60항에 있어서, 상기 면역 억제와 연관된 세포가 종양 미세환경 내 비-암성 세포인, 방법.

청구항 62 

제61항에 있어서, 종양 미세환경 내 상기 비-암성 세포가 기질 또는 내피 세포인, 방법.

청구항 63 

각각 표 3 및 4로부터의 클론-페어링된 중쇄 및 경쇄 CDR 서열을 갖는 항체 또는 항체 단편을 대상체에 전달하

는 것을 포함하는, 종양 미세환경 내 면역 억제를 치료하는 방법.
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발명의 설명

기 술 분 야

우선권 주장[0001]

본 출원은 2018년 3월 23일자로 출원된 U.S. 가출원 제62/647,407호 및 2018년 11월 2일자로 출원된 U.S 가출[0002]

원 제62/755,408호에 대해 우선권의 이익을 주장하고, 이들 각 출원의 전체 내용은 본원에 참조로서 포함된다.

서열 목록의 포함[0003]

49 KB (Microsoft Windows®에서 측정됨)이고 2019년 3월 14일에 생성된, 파일명 "UTFC_P1338WO_ST25"에 포함[0004]

된 서열 목록이 이와 함께 전자적 제출에 의해 제출되며 본원에 참조로서 포함된다.

분야[0005]

본 개시내용은 일반적으로 의약, 종양학 및 면역학 분야에 관한 것이다.  보다 구체적으로, PD-L1 및 PD-L2에[0006]

결합하는 이중특이적 인간 항체 및 암 요법에서 이들의 사용에 관한 것이다.

배 경 기 술

T 세포 공동-억제 PD-1과 그의 리간드 PD-L1의 상호작용의 차단은 현재 흑색종 및 폐암 환자의 하위집단에 대한[0007]

1차 설정 (first-line setting)에서도 이용가능한 현대 종양학의 대들보가 되었다 (Boussiotis, 2016).  PD-1

또는 PD-L1을 표적하는 다수의 항체가 현재 FDA 승인을 받는 중이거나 임상 시험 중이다; 그러나 두 번째 PD-1

리간드인 PD-L2를 표적하는 어떠한 제제도 임상 조사 중에 있지 않다.  PD-L2는 PD-L1보다 대략 3배 더 높은 친

화도 (affinity)로 PD-1에 결합하고, PD-L1과 같이, T 세포 기능을 약화시키는 억제 신호를 보낸다 (Cheng et

al., 2013; Latchman et al., 2001; Lee et al., 2016; Li et al., 2017; Youngnak et al., 2003).  역사적으

로, PD-L2는 주로 종양 기질로 제한된 발현을 갖는 유도성 공동-억제 분자로 간주되었다; 그러나 PD-L2에 대한

개선된  검출  시약은  종양  미세환경  내  및  종양  세포  자체  모두에서  광범위한  PD-L2  발현을  나타내었다

(Baptista et al., 2016; Danilova et al., 2016; Derks et al., 2015; Dong et al., 2016; Howitt et al.,

2016;  Kim  et  al.,  2015;  Kim  et  al.,  2015;  Nomi  et  al.,  2007;  Obeid  et  al.,  2016;  Ohigashi  et  al.,

2005; Roemer et al., 2016; Shi et al., 2014; Shin et al., 2015; Xu et al., 2016).  최근에, PD-L2는 다

수의 암에 걸쳐 PD-1 항체 펨브롤리주맙 (pembrolizumab)에 대한 반응의 독립적인 예측인자 (predictor)인 것으

로 나타났다 (Yearley et al., 2017).

고전적인 호지킨 림프종 (Hodgkin's  lymphoma)  (cHL)의  대다수에서 최초로 기술된 바와 같이,  염색체 영역[0008]

9p24.1의 증폭은 PD-L1 및 PD-L2 (그 안에 잔존함)의 직접적인 상향조절 뿐만 아니라 향상된 JAK2 활성을 통한

간접적인 유도를 초래한다 (Roemer et al., 2016; Shi et al., 2014; Green et al., 2010; Van Roosbroeck et

al., 2016).  cHL 외에도, 높은 PD-L1/PD-L2 공동-발현의 이러한 유전적 동인 (genetic driver)이 또한 대부분

의 원발성 종격 거대 B-세포 림프종 (Primary Mediastinal Large B-Cell lymphoma) (PMBL), T 세포 림프종, 및

다양한 조직구 (histiocytic) 및 수지상 (dendritic) 세포 악성 종양에서 발견된다.  놀라울 것도 없이, 이들

암의  대부분은  PD-1  차단에  반응하는  것으로  나타났다.   보다  최근에는,  9p24.1  증폭이  삼중-음성 유방암

(TNBC)과 같은 고형 종양에서 입증되었다 (Howitt et al., 2016; Barrett et al., 2015).  PD-L1 및 PD-L2의

상대적으로 높은 공동-발현이 또한 이들 중에서 위암 (gastric carcinoma), 흑색종 (melanoma), 폐의 편평암종

(squamous carcinoma), 두경부암 (head and neck cancer), 자궁경부 및 외음부 암 (cervix and vulva cancer),

방광암, 및 간세포암종 (hepatocellular carcinoma)과 같은 많은 다른 암에서 관찰되었다 (Baptista et al.,

2016; Danilova et al., 2016; Derks et al., 2015; Dong et al., 2016; Howitt et al., 2016; Kim et al.,

2015; Nomi et al., 2007; Obeid et al., 2016; Xu et al., 2016; Yearley et al., 2017; Van Roosbroeck et

al., 2016; Barrett  et al., 2015; Shin et al., 2016; Inoue  et al., 2016; Wang et al., 2011).  이들 종

양 자체에 의한 발현에 더하여, PD-L2의 기질 및 내피 발현이 또한 다수의 종양에 대해 문서화되었다 (Yearley

et al., 2017).  이러한 발견은 이들 암에서 PD-L1 차단의 치료적 잠재력에 대한 한계를 시사한다.

PD-1 공동-억제 수용체는 주로 활성화된 T 세포 및 NK 세포에 의해 발현되고, 따라서 그에 결합하고 PD-리간드[0009]

에 의한 개입 (engagement)을 방지하는 항체에 의해 가장 잘 표적화될 수 있다.  반대로, PD-L1은 종양 세포 및

억제성 기질 집단에 의해 발현되고 세포독성 이펙터 (effector)로 기능할 수 있는 항체로 표적화될 수 있다.

이들 항체-의존적 세포성 세포독성 (ADCC) 가능 PD-L1 항체의 이론적 이점이 시험관 내에서 입증될 수 있지만,
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환자에서 실제 이펙터 기능을 입증하는 환자 데이터 또는 순전히 차단 변형체에 비해 개선된 결과는 존재하지

않는다 (Boyerinas et al., 2015).

PD-L1 및 PD-L2는 각각 PD-1과 구별되는 추가의 수용체에 결합하기 때문에 이들은 단지 대략 40%의 동일성을 공[0010]

유한다 (Latchman  et al., 2001).  PD-L1은 또한 추가적인 음성 T 세포 조절 상호작용에서 B7-1에 결합한다

(Butte et al., 2007; Butte et al., 2008).  마우스에서, PD-L2는 골수 세포 또는 T 세포 중 하나에서 RGMb에

결합할 수 있고 흡입된 항원에 대한 내성을 조절할 수 있다 (Xiao et al., 2014; Nie et al., 2017).  종양에

서 RGMb에 대한 PD-L2 결합의 역할은 인간에서 이러한 상호작용의 관련성과 마찬가지로, 아직 설명되지 않았다.

PD-L1 및 PD-L2에 대한 이중특이적 항체를 갖는 것은 치료적 관점에서 매우 유리한 것으로 입증될 수 있다.

발명의 내용

해결하려는 과제

따라서, 본 개시내용에 따르면, PD-L1 및 PD-L2 둘 다에 선택적으로 결합하고 각각 표 3 및 4로부터의 클론-페[0011]

어링된 (clone-paired) 중쇄 및 경쇄 CDR 서열을 갖는 항체 또는 항체 단편이 제공된다.  항체 또는 항체 단편

은 표 1에 개시된 클론-페어링된 가변 서열에 의해 인코딩될 수 있고, 표 1에 개시된 클론-페어링된 가변 서열

에 70%, 80%, 또는 90% 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩될 수 있고, 또는 표 1에 개시된

클론-페어링된 서열에 95% 이상의 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩될 수 있다.  항체 또는

항체 단편은 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 따른 경쇄 및 중쇄 가변 서열을 포함할 수 있고, 표 2로부터의

클론-페어링된 서열에 70%, 80% 또는 90% 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열을 포함할 수 있고, 또는 표 2

로부터의 클론-페어링된 서열에 95% 이상의 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열을 포함할 수 있다.

대상체 내에서 PD-L1- 또는 PD-L2-양성 암세포를 상기에 기술된 항체와 접촉시키는 것을 포함하는, 대상체에서[0012]

암을 치료하는 방법이 또한 제공된다.  PD-L1-  또는 PD-L2-양성 암세포는 폐암 세포, 뇌암 세포, 두경부암

세포, 유방암 세포, 피부암 세포, 간암 세포, 췌장암 세포, 위암 세포, 결장암 (colon cancer) 세포, 직장암

(rectal cancer) 세포, 자궁암 세포, 자궁경부암 세포, 난소암 세포, 고환암 세포, 피부암 세포, 식도암 세포,

림프종 세포, 신장 세포 암종 세포과 같은 고형 종양 세포일 수 있고, 또는 급성 골수성 백혈병 (acute myeloid

leukemia), 만성 골수성 백혈병 (chronic myelogenous leukemia) 또는 다발성 골수종 (multiple lymphoma)과

같은 백혈병 또는 골수종일 수 있다.

방법은  PD-L1-  또는  PD-L2-양성  암세포를  화학요법  (chemotherapy),  방사선요법  (radiotherapy),  면역요법[0013]

(immunotherapy), 호르몬 요법 (hormonal therapy), 또는 독소 요법 (toxin therapy)과 같은 제2 항암제 또는

치료와 접촉시키는 것을 추가로 포함할 수 있다.  제2 항암제 또는 치료는 세포내 PD-L1 또는 PD-L2 기능을 억

제할 수 있다.  제2 항암제 또는 치료는 제1 제제와 동시에 제공되거나, 또는 제제 전 및/또는 후에 제공될 수

있다.  PD-L1-  또는 PD-L2-양성 암세포는 전이성 암세포, 다중 약물 내성 암세포 또는 재발성 암세포일 수

있다.

항체는 단쇄 항체, 단일 도메인 항체, 키메라 항체, 또는 Fab 단편일 수 있다.  항체는 인간 항체, 뮤린 항체,[0014]

IgG, 인간화된 항체 또는 인간화된 IgG일 수 있다.  항체 또는 항체 단편은 라벨, 예컨대 펩티드 태그, 효소,

자성 입자, 발색단 (chromophore), 형광 분자, 화학발광 분자 (chemiluminescent molecule), 또는 염료를 더

포함할 수 있다.  항체 또는 항체 단편은 광불안정성 링커 (photolabile linker) 또는 효소적으로 절단된 링커

를 통해 항체 또는 항체 단편에 연결되는 바와 같이. 그에 연결되는 항종양 약물을 추가로 포함할 수 있다.  항

종양 약물은 독소, 방사성동위원소, 사이토카인 또는 효소일 수 있다.  항체 또는 항체 단편은 나노입자 또는

리포좀에 접합될 수 있다. 

다른 구현예에서, 각각 표 3 및 4로부터의 클론-페어링된 중쇄 및 경쇄 CDR 서열을 갖는 항체 또는 항체 단편을[0015]

대상체에게 전달하는 것을 포함하는, 대상체에서 암을 치료하는 방법이 제공된다.  항체 단편은 재조합 scFv

(단쇄 가변 단편) 항체, Fab 단편, F(ab')2 단편, 또는 Fv 단편일 수 있다.  항체는 IgG일 수 있다.  항체는 키

메라 항체일 수 있다.  전달은 항체 또는 항체 단편의 투여, 또는 항체 또는 항체 단편을 인코딩하는 RNA 또는

DNA 서열 또는 벡터로의 유전적 전달을 포함할 수 있다.

항체 또는 항체 단편은 표 1에 개시된 클론-페어링된 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩될 수 있고, 표 1에[0016]

개시된 것에 95% 동일성을 갖는 클론-페어링된 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩될 수 있고, 표 1로부터의

클론-페어링된 서열에 70%, 80%, 또는 90% 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩될 수 있다.
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항체 또는 항체 단편은 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 따른 경쇄 및 중쇄 가변 서열을 포함할 수 있고, 표

2로부터의 클론-페어링된 서열에 70%, 80% 또는 90% 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열을 포함할 수 있고,

또는 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 95% 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열을 포함할 수 있다. 

항체 또는 항체 단편이 각각 표 3 및 4로부터의 클론-페어링된 중쇄 및 경쇄 CDR 서열을 특징으로 하는 단일클[0017]

론 항체가 또한 제공된다.  항체 단편은 재조합 scFv (단쇄 가변 단편) 항체, Fab 단편, F(ab')2 단편, 또는 Fv

단편일 수 있다.  항체는 키메라 항체, 또는 IgG일 수 있다. 

항체 또는 항체 단편은 표 1에 개시된 클론-페어링된 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩될 수 있고, 표 1에[0018]

개시된 것에 95% 동일성을 갖는 클론-페어링된 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩될 수 있고, 표 1로부터의

클론-페어링된 서열에 70%, 80%, 또는 90% 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩될 수 있다.

항체 또는 항체 단편은 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 따른 경쇄 및 중쇄 가변 서열을 포함할 수 있고, 표

2로부터의 클론-페어링된 서열에 70%, 80% 또는 90% 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열을 포함할 수 있고,

또는 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 95% 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열을 포함할 수 있다. 

또 다른 구현예에서, 항체 또는 항체 단편이 각각 표 3 및 4로부터의 클론-페어링된 중쇄 및 경쇄 CDR 서열을[0019]

특징으로 하는, 항체 또는 항체 단편을 인코딩하는 하이브리도마 또는 조작된 (engineered) 세포가 제공된다.

항체 단편은 재조합 scFv (단쇄 가변 단편) 항체, Fab 단편, F(ab')2 단편, 또는 Fv 단편일 수 있다.  항체는

키메라 항체 또는 IgG일 수 있다.

항체 또는 항체 단편은 표 1에 개시된 클론-페어링된 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩될 수 있고, 표 1에[0020]

개시된 것에 95% 동일성을 갖는 클론-페어링된 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩될 수 있고, 표 1로부터의

클론-페어링된 서열에 70%, 80%, 또는 90% 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩될 수 있다.

항체 또는 항체 단편은 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 따른 경쇄 및 중쇄 가변 서열을 포함할 수 있고, 표

2로부터의 클론-페어링된 서열에 70%, 80% 또는 90% 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열을 포함할 수 있고,

또는 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 95% 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열을 포함할 수 있다. 

추가 구현예는 각각 표 3 및 4로부터의 클론-페어링된 중쇄 및 경쇄 CDR 서열을 특징으로 하는 하나 이상의 항[0021]

체 또는 항체 단편을 포함하는 암 백신을 포함한다.  적어도 하나의 항체 단편은 재조합 scFv (단쇄 가변 단편)

항체, Fab 단편, F(ab')2 단편, 또는 Fv 단편일 수 있다.  적어도 하나의 항체는 키메라 항체, 또는 IgG일 수

있다.  적어도 하나의 항체 또는 항체 단편은 표 1에 개시된 클론-페어링된 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인

코딩될 수 있고, 표 1에 개시된 것에 95% 동일성을 갖는 클론-페어링된 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩

될 수 있고, 표 1로부터의 클론-페어링된 서열에 70%, 80%, 또는 90% 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열에

의해 인코딩될 수 있다.  적어도 하나의 항체 또는 항체 단편은 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 따른 경쇄

및 중쇄 가변 서열을 포함할 수 있고, 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 70%, 80% 또는 90% 동일성을 갖는 경

쇄 및 중쇄 가변 서열을 포함할 수 있고, 또는 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 95% 동일성을 갖는 경쇄 및

중쇄 가변 서열을 포함할 수 있다.

다른 구현예에서, 상기 대상체로부터의 샘플을 각각 표 3 및 4로부터의 클론-페어링된 중쇄 및 경쇄 CDR 서열을[0022]

특징으로 하는 항체 또는 항체 단편과 접촉시키고, 상기 샘플 내 세포에 대한 상기 항체 또는 항체 단편의 결합

에 의해 상기 샘플 내에서 PD-L1 또는 PD-L2 발현 세포를 검출하는 것을 포함하는, 대상체에서 PD-L1 또는 PD-

L2 발현 세포를 검출하는 방법이 제공된다.  샘플은 체액 또는 조직 샘플일 수 있다.  세포는 림프종 세포, 유

방암 세포, 또는 신장 세포 암종 세포와 같은 암세포일 수 있다.  세포는 면역 억제와 연관된 세포일 수 있다.

면역 억제와 연관된 세포는 종양 미세환경 내 비-암성 세포, 예컨대 기질 세포 또는 내피 세포일 수 있다.  검

출은 ELISA, RIA, 또는 웨스턴 블롯을 포함할 수 있다.  방법은 상기 방법을 두 번째 수행하고 첫 번째 분석과

비교하여 오르쏘폭스바이러스 (orthopoxvirus) 항원 수준의 변화를 결정하는 단계를 추가로 포함한다.  항체 또

는 항체 단편은 표 1에 개시된 클론-페어링된 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩될 수 있고, 표 1에 개시된

것에 95% 동일성을 갖는 클론-페어링된 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩될 수 있고, 표 1로부터의 클론-

페어링된 서열에 70%, 80%, 또는 90% 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열에 의해 인코딩될 수 있다.  항체

또는 항체 단편은 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 따른 경쇄 및 중쇄 가변 서열을 포함할 수 있고, 표 2로

부터의 클론-페어링된 서열에 70%, 80% 또는 90% 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열을 포함할 수 있고, 또

는 표 2로부터의 클론-페어링된 서열에 95% 동일성을 갖는 경쇄 및 중쇄 가변 서열을 포함할 수 있다. 

본원에 기술된 임의의 방법 또는 조성물이 본원에 기술된 임의의 다른 방법 또는 조성물과 관련하여 구현될 수[0023]

있는 것으로 고려된다.  본 개시내용의 다른 목적, 특징 및 이점은 다음의 상세한 설명으로부터 명백해질 것이
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다.  그러나 상세한 설명 및 특정 실시예는, 본 개시내용의 특정 구현예를 나타내지만, 본 개시내용의 사상 및

범위 내에서 다양한 변경 및 변형이 상세한 설명으로부터 당업자에게 명백해질 것이기 때문에, 단지 예시로서

제공된다는 점을 이해해야 한다.

본원에 사용된 바와 같이, 특정 성분과 관련하여 "본질적으로 없는 (essentially free)"은 특정된 성분 중 어느[0024]

것도 의도적으로 조성물로 제제화되지 않았고/않았거나 단지 오염물질로서 또는 미량으로만 존재하는 것을 의미

하는 것으로 본원에서 사용된다.  조성물의 의도하지 않은 임의의 오염으로 인한 특정 성분의 총량은 바람직하

게는 0.01% 미만이다.  특정 성분의 양이 표준 분석 방법으로 검출될 수 없는 조성물이 가장 바람직하다.

본원에 사용된 바와 같이 명세서 및 청구범위에서, "하나 (a)" 또는 "한 (an)"은 하나 이상을 의미할 수 있다.[0025]

본원에 사용된 바와 같이 명세서 및 청구범위에서, "포함하는"이라는 단어와 함께 사용되는 경우, 단어 "하나"

또는 "한"은 1개 또는 1개보다 많은 것을 의미할 수 있다.  본원에 사용된 바와 같이 명세서 및 청구범위에서,

"다른" 또는 "추가"는 적어도 2개 이상을 의미할 수 있다.

본원에 사용된 바와 같이 명세서 및 청구범위에서, 용어 "약"은 장치에 대한 오류의 고유한 변동, 값을 결정하[0026]

는데 사용되는 방법, 또는 연구 대상 사이에 존재하는 변동을 포함함을 나타내는 것으로 사용된다.

본 발명의 다른 목적, 특징 및 이점은 다음의 상세한 설명으로부터 명백해질 것이다.  그러나 상세한 설명 및[0027]

특정 실시예는, 본 개시내용의 특정 구현예를 나타내지만, 본 개시내용의 사상 및 범위 내에서 다양한 변경 및

변형이 상세한 설명으로부터 당업자에게 명백해질 것이기 때문에, 단지 예시로서 제공된다는 점을 이해해야 한

다.

과제의 해결 수단

본 발명자들은 인간 PD-L1 및 PD-L2 단백질 둘 다에 결합 특이성을 갖는 단일클론 항체를 생성하였다.  이들 항[0028]

체는 PD-L1 및 PD-L2 둘 다에 결합하는 것으로 입증되었기 때문에, 이들은 PD-1에 대한 PD-L1 또는 PD-L2의 결

합을  차단할  기회를  제시한다.   이들은  또한  암세포를  발현하는  PD-L1  또는  PD-L2에  치료적  페이로드

(therapeutic payload)를 전달할 수 있다.  본 개시내용의 이들 및 다른 측면이 이하에서 더 상세히 기술된다.

I.PD-L1[0029]

A. 구조[0030]

프로그래밍된 사멸-리간드 1 (PD-L1)은 CD274 유전자에 의해 인코딩되는 단백질이다.  PD-L1은 임신, 조직 동종[0031]

이식, 자가면역 질환, 암 및 다른 질병 상태와 같은 다양한 사건 동안 면역 억제에 중요한 역할을 할 수 있는

40 kDa의 타입 1 막횡단 단백질이다.  인간 PD-L1 단백질은 하기에 나타낸 아미노산 서열에 의해 인코딩된다:

[0032]

B.기능[0033]

PD-L1은 그의 수용체, PD-1에 대한 리간드이다.  PD-1은 활성화된 T 세포, B 세포 및 골수 세포에서 발견될 수[0034]

있다.  PD-1에 대한 PD-L1의 결합은 T 세포 및 B 세포 활성화 또는 억제를 매개한다.  항원 특이적 CD8+ T 세포

및 CD4+ 헬퍼 T-세포의 증식을 감소시키는 억제제 신호를 전송한다.  PD-1에 대한 PD-L1의 결합은 또한 세포사

멸을 유도한다.  CD8+ T 세포 및 CD4+ 헬퍼 T-세포의 이러한 감소는 암세포를 발현하는 PD-L1이 항-종양 면역을

회피하는데 도움이 되는 것으로 생각되었다 (Dong et al., 2002).  PD-L1의 상향조절은 숙주 면역계의 회피와

관련이 있으며, 증가된 종양 공격성의 원인인 것으로 생각된다 (Thompson et al., 2004).  항-종양 면역의 회피

에서 PD-L1의 역할은 치료적 개입을 위한 매력적인 표적이 된다. 

I.PD-L2[0035]

A. 구조[0036]

프로그래밍된 사멸-리간드 2 (PD-L2)는 CD273 유전자에 의해 인코딩되는 단백질이다.  PD-L2는 임신, 조직 동종[0037]
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이식, 자가면역 질환, 암 및 기타 질환 상태와 같은 다양한 사건 동안 면역 억제에 중요한 역할을 할 수 있는

31 kDa 단백질이다.  인간 PD-L2 단백질은 하기에 나타낸 아미노산 서열에 의해 인코딩된다:

[0038]

PD-L2는 먼저 서열번호: 2의 아미노산 1-19에 상응하는 단일 펩티드로 생산되고, 이후에 제거되어 성숙 단백질[0039]

을 생성한다.  서열번호: 2의 아미노산 20-273에 상응하는, 성숙 PD-L2 단백질은 Ig-유사 V-도메인, Ig-유사

C2-타입 도메인, 막횡단 도메인, 및 세포질 꼬리로 구성된다.

B.기능[0040]

PD-L2는 그의 수용체, PD-1에 대한 리간드이다.  PD-1은 활성화된 T 세포, B 세포, 및 골수 세포에서 발견될 수[0041]

있다.  PD-1에 대한 PD-L2의 결합은 T 세포의 증식, 사이토카인 생산, 세포용해 기능 및 생존을 손상시키는 면

역학적 캐스케이드 (immunological cascade)를 개시한다.  PD-1은 항원 특이적 CD8+ T 세포 및 CD4+ 헬퍼 T-세

포의 증식을 감소시키는 억제제 신호를 전송한다.  PD-L2는 또한 여러 암에 걸쳐서 PD-1 항체 펨브롤리주맙에

대한 반응의 독립적인 예측인자인 것으로 나타났다 (Yearley et al., 2017). 

II.  단일클론 항체 및 이의 생산[0042]

A.일반적인 방법[0043]

PD-L1 및 PD-L2에 대한 항체는 당업계에 익히 공지된 표준 방법에 의해 생산될 수 있다 (예컨대, Antibodies: A[0044]

Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988; U.S. 특허 제4,196,265호 참조).  단일클론 항체

(mAbs)를 생성하는 방법은 일반적으로 다클론 항체를 제조하는 것과 동일한 노선을 따라서 개시된다.  이들 두

가지 방법의 첫 번째 단계는 적절한 숙주의 면역화 또는 이전에 자연 감염으로 인해 면역이 된 대상체의 확인이

다.  당업계에 익히 공지된 바와 같이, 주어진 면역화 조성물은 면역원성이 다양할 수 있다.  따라서 펩티드 또

는 폴리펩티드 면역원을 담체에 결합시킴으로써 달성될 수 있는 바와 같이, 숙주 면역 체계를 부스팅하는 것이

종종 필요하다.  예시적이고 바람직한 담체는 키홀 림펫 헤모시아닌 (keyhole limpet hemocyanin) (KLH) 및 소

혈청 알부민 (BSA)이다.  난백알부민, 마우스 혈청 알부민 또는 토끼 혈청 알부민과 같은 다른 알부민이 또한

담체로 사용될 수 있다.  담체 단백질에 폴리펩티드를 접합하기 위한 수단이 당업계에 잘 알려져 있고 글루타르

알데히드,  m-말레이미도벤코일-N-히드록시석시니미드  에스테르  (m-maleimidobencoyl-N-hydroxysuccinimide

ester),  카르보이미드 및 비스-디아조화 벤지딘 (bis-biazotized  benzidine)을 포함한다.  당업계에 또한 잘

알려진 바와 같이, 특정 면역원 조성물의 면역원성은 보조제 (adjuvant)로 알려진, 면역 반응의 비-특이적 자극

제의 사용에 의해 증강될 수 있다.  예시적이고 바람직한 보조제에는 완전 Freund 보조제 (사멸된 마이코박테리

움 투베쿨로시스 (Mycobacterium tuberculosis)를 함유하는 면역 반응의 비-특이적 자극제), 불완전 Freund 보

조제 및 수산화알루미늄 보조제가 포함된다.

다클론 항체의 생산에 사용된 면역원 조성물의 양은 면역화에 사용된 동물뿐만 아니라 면역원의 특성에 따라 다[0045]

양하다.  면역원을 투여하기 위해 다양한 경로가 사용될 수 있다 (피하, 근육내, 피내, 정맥내, 및 복강내).

다클론 항체의 생산은 면역화 후 다양한 시점에서 면역화된 동물의 혈액을 샘플링함으로써 모니터링할 수 있다.

두 번째의 부스터 (booster) 주사가 또한 제공될 수 있다.  부스팅 및 역가적정 (titering) 과정은 적절한 역가

가 달성될 때까지 반복된다.  원하는 수준의 면역원성이 달성되면, 면역화된 동물을 채혈하고 혈청을 분리하여

보관할 수 있으며/있거나 동물을 사용하여 단일클론 항체를 생성할 수 있다.

면역화 후, mAb 생성 프로토콜에 사용하기 위해 항체를 생산할 가능성이 있는 체세포, 특히 B 림프구 (B　세[0046]

포)를 선택한다.  이들 세포는 생검된 비장 또는 림프절로부터, 또는 순환 혈액으로부터 수득될 수 있다.  그

후에 면역화된 동물로부터 B 림프구를 생산하는 항체를, 일반적으로 면역화된 동물 또는 인간 또는 인간/마우스

키메라 세포와 동일한 종 중의 하나인, 불멸 골수종 (myeloma) 세포의 세포와 융합시킨다.  하이브리도마-생산

융합 절차에 사용하기에 적합한 골수종 세포주는 바람직하게는 비-항체 생산이고, 높은 융합 효율을 가지며, 원

하는 융합 세포 (하이브리도마)의 성장만을 지원하는 특정의 선택적 배지에서 성장할 수 없게 만드는 효소 결핍

이다.
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당업자에게 공지된 바와 같이, 다수의 골수종 세포의 임의의 하나가 사용될 수 있다 (Goding, pp. 65-66, 1986;[0047]

Campbell,  pp.  75-83,  1984).   예를  들어,  면역화된  동물이  마우스인  경우,  P3-X63/Ag8,  X63-Ag8.653,

NS1/1.Ag 4 1, Sp210-Ag14, FO, NSO/U, MPC-11, MPC11-X45-GTG 1.7 및 S194/5XX0 Bul을 사용할 수 있고; 래트

의 경우, R210.RCY3, Y3-Ag 1.2.3, IR983F 및 4B210을 사용할 수 있으며; U-266, GM1500-GRG2, LICR-LON-HMy2

및 UC729-6이 인간 세포 융합과 관련하여 모두 유용하다.  하나의 특정 뮤린 골수종 세포가 NS-1 골수종 세포주

이고  (P3-NS-1-Ag4-1로도  명명됨),  이는  세포주  저장소  번호  GM3573의  요청에  의해  NIGMS  Human  Genetic

Mutant Cell Repository로부터 쉽게 이용가능하다.  사용될 수 있는 또 다른 마우스 골수종 세포주는 8-아자구

아닌-내성 마우스 뮤린 골수종 SP2/0  비-생산자 세포주이다.  더 최근에는, KR12  (ATCC  CRL-8658;  K6H6/B5

(ATCC CRL-1823 SHM-D33 (ATCC CRL-1668) 및 HMMA2.5를 포함하는, 인간 B 세포와 함께 사용하기 위한 추가 융

합 파트너 라인이 개시되었다 (Posner et al., 1987).  본 개시내용에서 항체는 SP2/0 계통의 IL-6 분비 유도체

인, SP2/0/mIL-6 세포주를 사용하여 생성되었다.

항체-생산 비장 또는 림프절 세포 및 골수종 세포의 하이브리드를 생성하는 방법은 일반적으로 체세포를 골수종[0048]

세포와 2:1 비율로 혼합하는 것을 포함하지만, 상기 비율은 세포막의 융합을 촉진하는 제제 또는 제제들 (화학

적 또는 전기적)의 존재하에서 각각 약 20:1 내지 약 1:1로 다양할 수 있다.  센다이 바이러스 (Sendai virus)

를 사용하는 융합 방법은 Kohler 및 Milstein (1975; 1976)에 의해 기술되었으며, Gefter 등 (1977)에 의해 기

술된, 37% (v/v) PEG와 같은 폴리에틸렌 글리콜 (PEG)을 사용하는 것들이다.  전기적으로 유도된 융합 방법의

사용이 또한 적합하다 (Goding, pp. 71-74, 1986). 

융합 절차는 일반적으로 약 1×10
-6
 내지 1×10

-8
의 낮은 빈도로 생존가능한 하이브리드를 생산한다.  그러나 이[0049]

는 생존가능한, 융합된 하이브리드를 선택적 배지에서 배양함으로써 부모의, 주입된 세포 (특히, 일반적으로 무

기한으로 분열을 계속 유도하는 주입된 골수종 세포)로부터 분화되기 때문에 문제가 되지 않는다.  선택적 배지

는 일반적으로 조직 배양 배지에서 뉴클레오타이드의 드 노보 (de novo) 합성을 차단하는 제제를 함유하는 배지

이다.  예시적이고 바람직한 제제는 아미노프테린 (aminopterin), 메토트렉세이트 (methotrexate), 및 아자세린

(azaserine)이다.   아미노프테린 및 메토트렉세이트는 퓨린 및 피리미딘 둘 다의 드 노보 합성을 차단하는

반면, 아자세린은 퓨린 합성만을 차단한다.  아미노프테린 또는 메토트렉세이트가 사용되는 경우, 뉴클레오티드

의 공급원으로서 하이포크산틴 및 티미딘이 배지에 보충된다 (HAT 배지).  아자세린이 사용되는 경우, 하이포크

산틴이 배지에 보충된다.  B 세포 공급원이 엡스타인 바 바이러스 (Epstein Barr virus) (EBV) 형질전환된 인간

B 세포주인 경우, 골수종에 융합되지 않은 EBV 형질전환된 세포주를 제거하기 위해 우아베인 (Ouabain)이 첨가

된다.

바람직한 선택 배지는 HAT 또는 우아베인 함유 HAT이다.  뉴클레오티드 구제 경로 (salvage pathway)를 작동시[0050]

킬 수 있는 세포만이 HAT 배지에서 생존할 수 있다.  골수종 세포는 구제 경로의 핵심 효소, 예컨대 하이포크산

틴 포스포리보실 트랜스퍼라제 (HPRT)에 결함이 있으며, 이들은 생존할 수 없다.  B 세포는 이 경로를 작동시킬

수 있지만, 이들은 배양 중에 제한된 수명을 가지며 일반적으로 약 2주 이내에 사멸한다.  따라서, 선택적 배지

에서 생존할 수 있는 유일한 세포는 골수종 및 B　세포로부터 형성된 하이브리드이다.  융합에 사용된 B 세포의

공급원이 본원에서와 같이 EBV-형질전환된 B 세포의 계통인 경우, EBV-형질전환된 B 세포는 약물 사멸에 취약한

반면, 사용된 골수종 파트너는 우아베인 내성인 것으로 선택되기 때문에, 우아베인이 또한 하이브리드의 약물

선택을 위해 사용된다.

배양은 그로부터 특정 하이브리도마가 선택되는 하이브리도마의 집단을 제공한다.  전형적으로, 하이브리도마의[0051]

선택은 미세역가 플레이트에서 단일-클론 희석에 의해 세포를 배양하고, 이어서 원하는 반응성에 대한 개별 클

론 상청액 (약 2 내지 3주 후)을 시험함으로써 수행된다.  분석은 방사성면역분석 (radioimmunoassay), 효소 면

역분석, 세포독성 분석, 플라크 분석, 도트 면역결합 분석 (dot immunobinding assay) 등과 같이 민감하고, 간

단하며, 신속해야 한다.

그 후에 선택된 하이브리도마는 연속 희석되거나 또는 유세포 분석 분류에 의해 단일-세포 분류되고 개별 항체-[0052]

생산 세포주 내로 클로닝되며, 이 클론은 mAbs를 제공하기 위해 무기한으로 증식될 수 있다.  세포주는 2가지

기본적인 방식으로 MAb 생산을 위해 이용될 수 있다.  하이브리도마 샘플이 동물 (예컨대, 마우스) 내로 주사

(종종 복강 내로)될 수 있다.  선택적으로, 동물은 주사 전에 탄화수소, 특히 프리스탄 (pristine) (테트라메틸

펜타데칸)과 같은 오일로 프라이밍된다.  이러한 방식으로 인간 하이브리도마가 사용되는 경우, 종양 거부를 방

지하기 위해 SCID 마우스와 같은 면역손상 (immunocompromised) 마우스에 주사하는 것이 최적이다.  주사된 동

물은 융합된 세포 하이브리드에 의해 생산된 특정 단일클론 항체를 분비하는 종양을 발생시킨다.  그 후에 혈청
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또는 복수액과 같은 동물의 체액을 태핑하여 (tapped) mAbs를 고농도로 제공할 수 있다.  개별 세포주가 또한

시험관 내에서 배양될 수 있는데, mAbs는 이들이 고동도로 쉽게 수득될 수 있는 배양 배지 내로 자연적으로 분

비된다.  대안적으로, 인간 하이브리도마 세포주는 시험관 내에서 사용되어 세포 상청액 중에 면역글로불린을

생산할 수 있다.  세포주는 고순도의 인간 단일클론 면역글로불린을 회수하는 능력을 최적화하기 위해 무-혈청

배지 중에서 성장하도록 적응될 수 있다.

임의의 수단에 의해 생산된 단일클론 항체는, 바람직하다면, 여과, 원심분리 및 FPLC 또는 친화도 크로마토그래[0053]

피와 같은 다양한 크로마토그래피 방법을 사용하여 추가로 정제될 수 있다.  본 개시내용의 단일클론 항체의 단

편은 펩신 또는 파파인과 같은 효소를 이용한 분해를 포함하는 방법에 의해, 및/또는 화학적 환원에 의한 이황

화 결합의 절단에 의해 정제된 단일클론 항체로부터 수득될 수 있다.  대안적으로, 본 개시내용에 포함되는 단

일클론 항체 단편은 자동화 펩티드 합성기를 사용하여 합성될 수 있다.

또한 분자적 클로닝 접근법이 단일클론 항체를 생성하기 위해 사용될 수 있는 것으로 고려된다.  이를 위해,[0054]

RNA는 하이브리도마 계통 및 RT-PCR로 수득된 항체 유전자로부터 단리되어 면역글로불린 발현 벡터 내로 클로닝

될 수 있다.  대안적으로, 조합 (combinatorial) 면역글로불린 파지미드 라이브러리가 세포주로부터 단리된 RNA

로부터 제조되고 적합한 항체를 발현하는 파지미드가 바이러스 항원을 사용하는 패닝 (panning)에 의해 선택된

다.  통상적인 하이브리도마 기법에 비해 이 접근법의 이점은 대략 10
4
배 많은 항체가 단일 라운드에서 생산되고

스크리닝될 수 있으며, 새로운 특이성이 H 및 L 쇄 조합에 의해 생성되어 적절한 항체를 규명할 가능성을 더 증

가시킨다는 것이다.

효모-기반  항체  라이브러리가  합리적으로  설계될  수  있고,  예를  들어  WO2012/009568;  WO2009/036379;[0055]

WO2010/105256; WO2003/074679; U.S. 특허 제8,691,730호; 및 U.S. 특허 제9,354,228호에 기술된 바와 같은 효

모-기반 항체 제시 라이브러리로부터 항체가 선택 및/또는 단리될 수 있다.   항체는 상기에 기술된 바와 같은

임의의 바람직한 세포 유형으로부터 전장의 IgGs로 발현되고 정제될 수 있다. 

본 개시내용에 유용한 항체의 생산을 교시하는, 각각이 참조로서 본원에 포함되는, 다른 U.S. 특허에는 조합 접[0056]

근법을 사용하는 키메라 항체의 생산을 기술하는 U.S. 특허 제5,565,332; 재조합 면역글로불린 제조를 기술하는

U.S. 특허 제4,816,567호; 및 항체-치료제 접합체를 설명하는 U.S. 특허 제4,867,973호가 포함된다.

B.본 개시내용의 항체[0057]

본 개시내용에 따른 항체는, 우선 먼저, 이들의 결합 특이성에 의해, 즉 PD-L1 및 PD-L2에 대한 결합으로 정의[0058]

될 수 있다.  당업자에게 익히 공지된 기법을 사용하여 주어진 항체의 결합 특이성/친화도를 평가함으로써 당업

자는 그러한 항체가 본 발명의 청구범위 내에 속하는지 여부를 결정할 수 있다.  일 측면에서, 각각 표 3 및 4

에 예시된 바와 같은 중쇄 및 경쇄로부터 클론-페어링된 CDR을 갖는 단일클론 항체가 제공된다.  이러한 항체는

본원에 기술된 방법을 사용하여 아래 실시예 항목에 논의된 클론에 의해 생산될 수 있다.

두 번째 측면에서, 항체는 추가의 "프레임워크" 영역을 포함하는, 이들의 가변 서열에 의해 정의될 수 있다.[0059]

이들은 전체 가변 영역을 인코딩하거나 나타내는 표 1 및 2로 제공된다.  나아가, 항체 서열은 선택적으로 하기

에 더 상세히 논의되는 방법을 사용하여, 이들 서열과 다를 수 있다.  예를 들어, 핵산 서열은 다음과 같이 상

기에 개시된 것과 다를 수 있다: (a) 가변 영역은 경쇄 및 중쇄의 불변 도메인으로부터 분리될 수 있고, (b) 핵

산은 이에 의해 인코딩되는 잔기에는 영향을 미치지 않을 수 있으면서 위에서 설명한 것과 다를 수 있고, (c)

핵산은 주어진 백분율, 예컨대 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 또는 99%

상동성에 의해 상기에 명시된 것과 다를 수 있고, (d) 핵산은, 예컨대 약 50℃ 내지 약 70℃의 온도에서 약

0.02 M 내지 약 0.15 M NaCl에 의해 제공되는, 낮은 염 및/또는 높은 온도 조건으로 예시되는 바와 같은, 높은

엄격성  조건하에서  혼성화하는  능력으로  인해  상기에  제시된  것과  다를  수  있고,  (e)  아미노산은  주어진

백분율, 예컨대 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 또는 99% 상동성에 의해 상기에 명시

된 것과 다를 수 있고, 또는 (f) 아미노산은 보존적 치환을 허용함으로써 위에 개시된 것과 다를 수 있다 (하기

에 논의됨).  상기 각각은 표 1에 제시된 핵산 서열 및 표 2의 아미노산 서열에 적용된다. 

C.항체 서열의 공학[0060]

다양한 구현예에서, 개선된 발현, 개선된 교차-반응성 또는 감소된 오프-타겟 (off-target) 결합과 같은 다양한[0061]

이유로 동정된 항체의 서열을 조작하도록 선택할 수 있다.  다음은 항체 공학을 위한 관련 기법에 대한 일반적

인 논의이다. 
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하이브리도마를 배양한 후, 세포를 용해시키고 총 RNA를 추출할 수 있다.  무작위 헥사머를 RT에서 사용하여[0062]

RNA의 cDNA 카피를 생성할 수 있고, 그 후에 모든 인간 가변 유전자 서열을 증폭할 것으로 예상되는 PCR 프라이

머의 다중 혼합물을 사용하여 PCR을 수행할 수 있다.  PCR 생성물을 pGEM-T Easy 벡터 내로 클로닝한 후, 표준

벡터 프라이머를 사용한 자동화 DNA 서열분석에 의해 서열을 분석할 수 있다.  결합 및 중화 분석을 하이브리도

마 상청액으로부터 수집되고 단백질 G 칼럼을 사용하는 FPLC에 의해 정제된 항체를 사용하여 수행할 수 있다. 

재조합 전장 IgG 항체는 클로닝 벡터로부터의 중쇄 및 경쇄 Fv DNAs를 IgG 플라스미드 벡터 내로 서브클로닝하[0063]

여 생성되고, 293 Freestyle 세포 또는 CHO 세포 내로 형질감염될 수 있고, 항체를 293 또는 CHO 세포 상청액으

로부터 정제된 형태로 수집하였다.

최종 cGMP 제조 공정과 동일한 숙주 세포 및 세포 배양 공정에서 생산된 항체의 신속한 유용성은 공정 개발 프[0064]

로그램의 기간을 단축할 수 있는 잠재력을 가지고 있다.  Lonza는 CHO 세포에서 소량 (최대 50 g)의 항체를 신

속하게 생산하기 위해, CDACF 배지에서 성장한 풀링된 (pooled) 형질감염체를 사용하는 포괄적인 방법을 개발하

였다.  실제 일시적 시스템보다 약간 더 느리지만, 이점은 더 높은 생산 농도 및 생산 세포주와 동일한 숙주 및

공정을 사용한다는 이점이 있다.  일회용 생물반응기에서 모델 항체를 발현하는 GS-CHO 풀의 성장 및 생산성의

예: 유가식 방식으로 작동되는 일회용 백 생물반응기 배양 (5 L 작업 부피)에서, 형질감염 9주 이내에 2 g/L의

수확 항체 농도가 달성되었다. 

항체,  및  이러한  항체가  선택  및/또는  단리될  수  있는  항체  라이브러리는,  예를  들어  WO2012/009568;[0065]

WO2009/036379; WO2010/105256; WO2003/074679; US 특허 제8,691,730호; 및 US 특허 제9,354,228호에 기술된

바와 같이, 예컨대 Adimab
®
 기법에 의해 합리적으로 설계되고 합성될 수 있다.  이 항체 합성 방법은 원하는 또

는 설계된 항체를 코딩하는 뉴클레오티드 서열이 이소성 (ectopic) 발현을 위한 벡터 내로 삽입될 것을 요구한

다.  그 후에 원하는 항체는 전장의 IgG 분자로 발현되고 정제될 수 있다.

항체 분자는 mAbs의 단백질분해 절단에 의해 생성되는 단편 (예컨대, F(ab'), F(ab')2), 또는 예를 들어, 재조[0066]

합 수단을 통해 생산 가능한 단쇄 면역글로불린을 포함할 것이다.  이러한 항체 유도체는 1가이다.  일 구현예

에서,  이러한  단편은  서로  조합되거나,  또는  다른  항체  단편  또는  수용체  리간드와  조합되어  "키메라

(chimeric)" 결합 분자를 형성할 수 있다.  중요하게는, 이러한 키메라 분자는 동일한 분자의 상이한 에피토프

에 결합할 수 있는 치환기를 함유할 수 있다.

관련 구현예에서, 항체는 기술된 항체의 유도체, 예컨대 기술된 항체의 것들과 동일한 CDR 서열을 포함하는 항[0067]

체 (예컨대, 키메라, 또는 CDR-이식 항체)이다.  대안적으로, 항체 분자 내로 보존적 변화를 도입하는 것과 같

은, 변형을 원할 수 있다.  이러한 변화를 만들 때, 아미노산의 소수성 지수 (hydropathic index)가 고려될 수

있다.  일반적으로 단백질에 상호작용적 생물학적 기능을 부여하는데 있어서 소수성 아미노산 지수의 중요성이

당업자에게 이해되고 있다 (Kyte and Doolittle, 1982).  아미노산의 상대적 소수성 특징이 생성된 단백질의 2

차 구조에 기여하며, 이는 단백질과 다른 분자, 예를 들어, 효소, 기질, 수용체, DNA, 항체, 항원 등과의 상호

작용을 정의하는 것으로 인정된다.

친수성 (hydrophilicity)에 기초하여 유사 아미노산의 치환이 효과적으로 이루어질 수 있음이 또한 당업계에서[0068]

이해된다.  본원에 참조로서 포함되는, U.S. 특허 제4,554,101호는 인접한 아미노산의 친수성에 의해 지배되는,

단백질의 가장 큰  국소  평균 친수성이 단백질의 생물학적 특성과 관련이 있음을 개시한다.   U.S.  특허 제

4,554,101호에 상세히 설명된 대로, 다음의 친수성 값이 아미노산 잔기에 할당되었다: 염기성 아미노산: 아르기

닌 (+3.0), 리신 (+3.0), 및 히스티딘 (-0.5); 산성 아미노산: 아스파르테이트 (+3.0±1), 글루타메이트 (+3.0

±1), 아스파라긴 (+0.2), 및 글루타민 (+0.2); 친수성, 비이온성 아미노산: 세린 (+0.3), 아스파라긴 (+0.2),

글루타민 (+0.2), 및 쓰레오닌 (-0.4), 황 함유 아미노산: 시스테인 (-1.0) 및 메티오닌 (-1.3); 소수성, 비방

향족 아미노산: 발린 (-1.5),  류신 (-1.8),  이소류신 (-1.8),  프롤린 (-0.5±1), 알라닌 (-0.5),  및 글리신

(0); 소수성, 방향족 아미노산: 트립토판 (-3.4), 페닐알라닌 (-2.5), 및 티로신 (-2.3).

아미노산은 유사한 친수성을 갖는 다른 아미노산으로 대체될 수 있고 생물학적 또는 면역학적으로 변형된 단백[0069]

질을 생성할 수 있는 것으로 이해된다.  이러한 변화에서, 소수성 값이 ±2 이내인 아미노산의 치환이 바람직하

고, ±1 이내의 아미노산이 특히 바람직하며, ±0.5 이내의 아미노산이 특히 더욱 바람직하다.

상기에서 설명한 바와 같이, 아미노산 치환은 일반적으로 아미노산 측쇄 치환기의 상대적 유사성, 예를 들어,[0070]

소수성, 친수성, 전하, 크기 등을 기반으로 한다.  전술한 다양한 특성을 고려하는 예시적인 치환이 당업자에게

익히 공지되어 있고 다음을 포함한다: 아르기닌 및 리신; 글루타메이트 및 아스파르테이트; 세린 및 쓰레오닌;
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글루타민 및 아스파라긴; 및 발린, 류신 및 이소류신.

본 개시내용은 또한 이소형 변형을 고려한다.  상이한 이소형을 갖도록 Fc 영역을 변형함으로써, 상이한 기능성[0071]

을 달성할 수 있다.  예를 들어, IgG1로의 변경은 항체 의존적 세포 세포독성을 증가시킬 수 있고, 클래스 A로

의 전환은 조직 분포를 개선할 수 있으며, 클래스 M으로의 전환은 원자가를 개선할 수 있다. 

변형된 항체는 표준 분자 생물학적 기법을 통한 발현, 또는 폴리펩티드의 화학적 합성을 포함하는, 당업자에게[0072]

공지된 임의의 기법에 의해 이루어질 수 있다.  재조합 발현 방법이 이 명세서의 다른 부분에서 다루어진다.

D.단쇄 항체[0073]

단쇄 가변 단편 (scFv)은 짧은 (일반적으로 세린, 글리신) 링커에 의해 함께 연결된, 면역글로불린의 중쇄 및[0074]

경쇄의 가변 영역의 융합이다.  이 키메라 분자는 불변 영역의 제거 및 링커 펩티드의 도입에도 불구하고, 원래

의 면역글로불린의 특이성을 유지한다.  이 변형은 통상 특이성을 변경하지 않는다.  이들 분자는 역사적으로

단일 펩티드로서 항원 결합 도메인을 발현하는 것이 매우 편리한 파지 디스플레이를 용이하게 하기 위해 생성되

었다.  대안적으로, scFv는 하이브리도마로부터 유래한 서브클로닝된 중쇄 및 경쇄로부터 직접적으로 생성될 수

있다.  단쇄 가변 단편은 완전한 항체 분자에서 발견되는 불변 Fc 영역이 결여되고, 따라서 항체를 정제하는데

사용되는 공통 결합 부위 (예컨대, 단백질 A/G)가 없다.  단백질 L이 카파 경쇄의 가변 영역과 상호작용하기 때

문에 이들 단편은 종종 정제/고정화될 수 있다.

가요성 (flexible) 링커는 일반적으로 알라닌, 세린 및 글리신과 같은 나선- 및 회전-촉진 아미노산 잔기로 구[0075]

성된다.  그러나 다른 잔기가 또한 기능할 수 있다.  Tang 등 (1996)은 단백질 링커 라이브러리로부터 단쇄 항

체 (scFvs)를 위한 맞춤형 링커를 신속하게 선택하는 수단으로서 파지 디스플레이를 사용하였다.  중쇄 및 경쇄

가변 도메인에 대한 유전자가 가변 조성의 18-아미노산 폴리펩티드를 인코딩하는 분절에 의해 연결된 무작위 링

커 라이브러리가 구축되었다.  scFv  레퍼토리 (대략 5×10
6
개의 상이한 구성원)를 사상형 파지 (filamentous

phage)에 제시되고 합텐과의 친화도 선택에 적용되었다.  선택된 변형체의 집단은 결합 활성에 있어 현저한 증

가를 보였지만 상당한 서열 다양성을 유지하였다.  1054개의 개별 변형체의 스크리닝은 가용성 형태로 효율적으

로 생산된 촉매적으로 활성인 scFv를 생성하였다.  서열 분석에 따르면 선택된 테터 (tether)의 유일한 공통 특

징으로서 VH C 말단 이후 링커 2개 잔기에서 보존된 프롤린과, 다른 위치에서 아르기닌 및 프롤린의 풍부가 나타

났다. 

본 개시내용의 재조합 항체는 또한 수용체의 이량체화 또는 다중체화를 허용하는 서열 또는 모이어티를 포함할[0076]

수 있다.  이러한 서열에는 J-쇄와 함께 다량체의 형성을 허용하는 IgA로부터 유래하는 것들이 포함된다.  또

다른 다량체화 도메인은 Gal4 이량체화 도메인이다.  다른 구현예에서, 쇄는 두 항체의 조합을 허용하는, 비오

틴/아비딘과 같은 제제로 변형될 수 있다.

별도의 구체예에서, 단쇄 항체는 비-펩티드 링커 또는 화학적 단위를 사용하여 수용체 경쇄 및 중쇄를 연결함으[0077]

로써 생성될 수 있다.  일반적으로, 경쇄 및 중쇄는 별개의 세포에서 생성되고, 정제된 후, 이어서 적절한 방식

으로 함께 연결될 것이다 (즉, 적합한 화학적 가교를 통해 경쇄의 C-말단에 중쇄의 N-말단이 부착된다).

가교-결합 시약 (cross-linking reagent)은 2개의 상이한 분자, 예컨대 안정화제 및 응고제의 작용기를 연결하[0078]

는 분자 가교를 형성하는데 사용된다.  그러나 상이한 유사체로 구성된 동일한 유사체 또는 이종복합체의 이량

체 또는 다량체가 생성될 수 있음이 고려된다.  2개의 상이한 화합물을 단계적으로 연결하기 위해, 원하지 않는

단일중합체 혈성을 제거하는 헤테로-이작용성 가교-결합제를 사용할 수 있다.

예시적인 헤테로-이작용성 가교-결합제는 2개의 반응성기를 함유한다: 하나는 일차 아민기 (예컨대, N-히드록시[0079]

석시니미드)와 반응하고 다른 하나는 티올기 (에컨대, 피리딜 디설파이드, 말레이미드, 할로겐 등)와 반응한다.

가교-결합제는 일차 아민 반응성기를 통해 하나의 단백질 (예컨대, 선택된 항체 또는 단편)의 리신 잔기(들)과

반응할 수 있고, 이미 첫 번째 단백질에 연결된 가교-결합제는 티올 반응성기를 통해 다른 단백질 (예컨대, 선

택적 제제)의 시스테인 잔기 (유리 설프히드릴기)와 반응한다.

혈액에서 합리적인 안정성을 갖는 가교-결합제를 사용하는 것이 바람직하다.  표적화제 및 치료제/예방제를 접[0080]

합하는데 성공적으로 사용될 수 있는 다수 유형의 이황화-결합 함유 링커가 알려져 있다.  입체적으로 방해되는

이황화 결합을 함유하는 링커는 생체 내에서 더 큰 안정성을 제공하여, 작용 부위에 도달하기 전에 표적하는 펩

티드의 방출을 방지할 수 있는 것으로 입증될 수 있다.  따라서 이들 링커는 한 그룹의 연결 제제이다.
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또 다른 가교-결합제는 인접한 벤젠 고리 및 메틸기에 의해 "입체적으로 방해되는" 이황화 결합을 함유하는 이[0081]

작용성 가교-결합제인, SMPT이다.  이황화 결합의 입체 장애는 조직 및 혈액에 존재할 수 있는 글루타치온과 같

은 티올레이트 음이온에 의한 공격으로부터 결합을 보호하는 기능을 제공하고, 이에 따라 부착된 제제를 표적

부위로 전달하기 전에 접합체의 디커플링 (decoupling)을 방지하는데 도움이 되는 것으로 여겨진다. 

다수의 다른 공지된 가교-결합제와 마찬가지로, SMPT 가교-결합제는 시스테인 또는 일차 아민의 SH와 같은 작용[0082]

기 (예컨대, 리신의 엡실론 아미노기)를 가교-결합시키는 능력을 제공한다.  또 다른 가능한 유형의 가교-결합

제에는 절단가능한 이황화 결합을 함유하는 헤테로-이작용성 광반응성 페닐아지드, 예컨대 설포석시니미딜-2-

(p-아지도 살리실아미도) 에틸-1,3'-디티오프로피오네이트가 포함된다.  N-히드록시-석시니미딜기는 일차 아미

노기와 반응하고 페닐아지드는 (광분해 시) 임의의 아미노산 잔기와 비-선택적으로 반응한다.

장해 (hindered) 가교-결합제 외에, 비-장해 링커가 또한 이에 따라 사용될 수 있다.  보호된 이황화물을 함유[0083]

하거나 또는 생성하는 것으로 간주되지 않는, 다른 유용한 가교-결합제에는 SATA, SPDP 및 2-이미노티올란이 포

함된다 (Wawrzynczak & Thorpe, 1987).  이러한 가교-결합제의 사용은 또한 당업계에 잘 알려져 있다.  또 다른

구현예는 가요성 링커의 사용을 포함한다. 

U.S. 특허 제4,680,338호는 아민-함유 중합체 및/또는 단백질과 리간드의 접합체를 생산하는데, 특히 킬레이터,[0084]

약물, 효소, 검출가능한 표지 등과 항체 접합체를 형성하는데 유용한 이작용성 링커를 기술한다.  U.S. 특허 제

5,141,648호 및 제5,563,250호는 다양한 온화한 조건에서 절단될 수 있는 불안정한 결합을 포함하는 절단가능한

접합체를 개시한다.  이 링커는 관심 제제가 링커에 직접 결합될 수 있고, 절단이 활성 제제의 방출을 초래하는

경우에 특히 유용하다.  특정 용도에는 항체, 또는 약물과 같은 단백질에 유리 아미노기 또는 유리 설프히드릴

기를 추가하는 것이 포함된다.

U.S. 특허 제5,856,456호는 융합 단백질, 예컨대 단쇄 항체를 제조하기 위해 폴리펩티드 구성요소들을 연결하는[0085]

데 사용하기 위한 펩티드 링커를 제공한다.  링커는 최대 약 50개 아미노산 길이이고, 적어도 한 번의 하전된

아미노산 (바람직하게는 아르기닌 또는 리신) 다음에 프롤린의 발생을 포함하고, 더 큰 안정성 및 감소된 응집

을 특징으로 한다.  U.S. 특허 제5,880,270호는 다양한 면역진단 및 분리 기법에 유용한 아미노옥시-함유 링커

를 기술한다.

 E.정제[0086]

특정 구현예에서, 본 개시내용의 항체는 정제될 수 있다.  본원에 사용된 바와 같이, 용어 "정제된"은 다른 성[0087]

분으로부터 분리될 수 있는 조성물을 지칭하는 것으로 의도되고, 여기서 단백질은 그의 자연적으로 수득가능한

상태에 비해 임의의 정도로 정제된다.  따라서 정제된 단백질은 또한 그것이 자연적으로 발생할 수 있는 환경이

없는 단백질을 지칭한다.  "실질적으로 정제된"이라는 용어가 사용되는 경우, 이 지정은 단백질 또는 펩티드가

예컨대 조성물 내 단백질의 약 50%, 약 60%, 약 70%, 약 80%, 약 90%, 약 95% 또는 그 이상을 구성하는 조성물

의 주요 성분을 형성하는 조성물을 지칭할 것이다.

단백질 정제 기법은 당업자에게 익히 공지되어 있다.  이러한 기법은, 한 수준에서, 세포 환경을 폴리펩티드 및[0088]

비-폴리펩티드 분획으로의 미정제 분획화를 포함한다.  다른 단백질로부터 폴리펩티드를 분리한 후, 관심 폴리

펩티드를 크로마토그래피 및 전기영동 기법을 사용해 추가로 정제하여 부분적 또는 완전한 정제 (또는 균질성에

대한 정제)를 달성할 수 있다.  순수한 펩티드의 제조에 적합한 분석 방법은 이온-교환 크로마토그래피, 배제

크로마토그래피; 폴리아크릴아미드 겔 전기영동; 등전점 초첨맞추기 (isoelectric focusing)이다.  단백질 정제

를 위한 다른 방법에는 암모늄 설페이트, PEG, 항체 등을 이용한 침전 또는 열 변성 후 원심분리; 겔 여과, 역

상, 히드록실아파타이트 및 친화도 크로마토그래피; 및 이들 및 기타 기법의 조합이 포함된다. 

본 개시내용의 항체를 정제함에 있어서, 원핵 또는 진핵 발현 시스템에서 폴리펩티드를 발현시키고 변성 조건을[0089]

사용하여  단백질을  추출하는  것이  바람직할  수  있다.   폴리펩티드는  폴리펩티드의  태그  부착된  부분에

결합하는, 친화도 칼럼을 사용하여 다른 세포 성분으로부터 정제될 수 있다.  당업계에 일반적으로 공지된 바와

같이, 다양한 정제 단계를 수행하는 순서가 달라질 수 있고, 또는 특정 단계가 생략될 수 있으며, 결과적으로

여전히 실질적으로 정제된 단백질 또는 펩티드의 제조를 위한 적합한 방법이 될 수 있다고 여겨진다.

일반적으로, 완전한 항체는 항체의 Fc 부분에 결합하는 제제 (즉, 단백질 A)를 사용하여 분획화된다.  대안적으[0090]

로, 항원을 사용하여 적합한 항체를 동시에 정제하고 선택할 수 있다.  이러한 방법은 종종 칼럼, 필터 또는 비

드와 같은 지지체에 결합된 선택 제제를 사용한다.  항체는 지지체에 결합되고, 오염물질이 제거되고 (예컨대,

세척됨), 조건 (염, 열 등)을 적용하여 항체가 방출된다.
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단백질 또는 펩티드의 정제 정도를 정량화하기 위한 다양한 방법이 본 개시내용에 비추어 당업자에게 공지될 것[0091]

이다.  이들은, 예를 들어, 활성 분획의 특이적 활성을 결정하거나, 또는 SDS/PAGE 분석에 의해 분획 내 폴리펩

티드이  양을  평가하는  것이  포함된다.   분획의  순도를  평가하는  또  다른  방법은  분획의  특이적  활성을

계산하고, 이를 초기 추출물의 특이적 활성과 비교하고, 그로써 순도의 정도를 계산하는 것이다.  물론, 활성의

양을 나타내는데 사용된 실제 단위는 정제 후 선택된 특정 분석 기법 및 발현된 단백질 또는 펩티드가 검출가능

한 활성을 나타내는지 여부에 따라 달라질 것이다.

폴리펩티드의 이동은 SDS/PAGE의 상이한 조건에 따라, 때로는 상당히 다를 수 있음이 알려져 있다 (Capaldi et[0092]

al., 1977).  따라서, 상이한 전기영동 조건하에서, 정제된 또는 부분적으로 정제된 발현 산물의 겉보기 분자량

이 달라질 수 있음이 인식될 것이다.

IV.약제학적 제제 및 암의 치료[0093]

A.암[0094]

암은 조직으로부터 세포의 클론 집단이 자라면서 발생한다.  발암 (carcinogenesis)이라고 지칭되는, 암의 발생[0095]

은 다양한 방식으로 모델링하고 특성화할 수 있다.  암 발생과 염증 사이의 연관성이 오랫동안 인식되어 왔다.

염증 반응은 미생물 감염에 대한 숙주 방어에 관여하며, 또한 조직 복구 및 재생을 유도한다.  상당한 증거가

염증과 암 발생 위험 사이의 연관성을 지적하는데, 즉 만성 염증이 이형성증 (dysplasia)을 유발할 수 있다. 

본  개시내용의  방법이  적용될  수  있는  암세포에는  일반적으로  PD-L1  또는  PD-L2를  발현하는,  보다[0096]

구체적으로는, PD-L1 또는 PD-L2 중 하나를 과다발현하는 임의의 세포를 포함한다.  적합한 암세포는 유방암,

폐암, 결장암, 췌장암, 신장암, 위암, 간암, 골암, 혈액암 (예컨대, 백혈병 또는 림프종), 신경조직암 (neural

tissue cancer), 흑색종, 난소암, 고환암, 전립선암, 자궁경부암, 질암, 또는 방광암 세포일 수 있다.  또한,

본 개시내용의 방법은 인간, 비-인간 영장류 (예컨대, 원숭이, 개코원숭이, 또는 침팬지), 말, 소, 돼지, 양,

염소, 개, 고양이, 토끼, 기니피그, 게르빌루스 쥐 (gerbils), 햄스터, 랫트, 및 마우스와 같은 광범위한 종에

적용될 수 있다.  암은 또한 재발성, 전이성 및/또는 다-약제 내성일 수 있고, 본 개시내용의 방법은 암을 절제

가능하게 만들고, 완화를 연장 또는 재-유도하고, 혈관신생을 억제하고, 전이를 예방 또는 제한하고/하거나, 다

-약제 내성 암을 치료하기 위해 이러한 암에 특별히 적용될 수 있다.  세포 수준에서, 이는 암세포를 죽이고,

암세포 성장을 억제하거나, 또는 다르게는 종양 세포의 악성 표현형을 역전 또는 감소시키는 것으로 해석될 수

있다.

B.제제 및 투여[0097]

본  개시내용은  PD-L1  및  PD-L2에  대해  지시된  이중특이적  항체  (BiPDL)를  포함하는  약제학적  조성물을[0098]

제공한다.  특정 구현예에서, 용어 "약제학적으로 허용가능한"은 동물, 특히 인간에서 사용하기 위해 연방 또는

주정부의  규제  기관에  의해  승인되거나  미국  약전  또는  다른  일반적으로  인정되는  약전에  열거된  것을

의미한다.  용어 "담체"는 치료제가 그와 함께 투여되는 희석제, 부형제, 또는 비히클을 의미한다.  이러한 약

제학적 담체는 멸균 액체, 예컨대 석유, 동물, 식물 또한 합성 기원의 것을 포함하는, 물 및 오일, 예컨대 땅콩

유, 대두유, 광물유, 참기름 등일 수 있다.  다른 적합한 약제학적 부형제에는 전분, 글루코스, 락토스, 수크로

스, 식염수, 덱스트로스, 젤라틴, 맥아, 쌀, 밀가루, 초크 (chalk), 실리카 겔, 스테아르산나트륨, 글리세롤 모

노스테아레이트, 탈크, 염화나트륨, 건조 탈지유, 글리세롤, 프로필렌 글리콜, 물, 에탄올 등이 포함된다.

조성물은 중성 또는 염 형태로 제제화될 수 있다.  약제학적으로 허용가능한 염에는 염산, 인산, 아세트산, 옥[0099]

살산, 타르타르산 등으로부터 유래한 것들과 같은 음이온으로 형성된 것들, 및 나트륨, 칼륨, 암모늄, 칼슘, 수

산화철, 이소프로필아민, 트리에틸아민, 2-에틸아미노 에탄올, 히스티딘, 프로카인 등으로부터 유래한 것들과

같은 양이온으로 형성된 것들이 포함된다.

본 개시내용의 항체는 고전적인 약제학적 제제를 포함할 수 있다.  본 개시내용에 따른 이러한 조성물의 투여는[0100]

표적 조직이 그 경로를 통해 이용가능한 한 임의의 일반적인 통상적인 경로를 통해서일 것이다.  이에는 경구,

비강, 협측, 직장, 질 또는 국소가 포함된다.  대안적으로, 투여는 피내, 피하, 근육내, 복강내 또는 정맥내 주

사에 의해서일 수 있다.  이러한 조성물은 일반적으로 상기에 기술된, 약제학적으로 허용가능한 조성물로서 투

여될 것이다.  특히 관심을 끄는 것은 직접 종양내 투여, 종양의 관류, 또는 종양에의 국소 또는 국부적 투여,

예를 들어, 국소 또는 국부적 혈관계 또는 림프계로, 또는 절제된 종양 층 (tumor bed)에 투여하는 것이다.

활성 화합물은 또한 비경구로 또는 복강내로 투여될 수 있다.  유리 염기 또는 약제학적으로 허용가능한 염으로[0101]
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서 활성 화합물의 용액은 히드록시프로필셀룰로스와 같은 계면활성제와 적절하게 혼합된 물 중에서 제조될 수

있다.  분산액은 글리세롤, 액체 폴리에틸렌 글리콜, 및 이들의 혼합물 중에서, 그리고 오일 중에서 제조될 수

있다.  일반적인 보관 사용 조건하에서, 이러한 제제는 미생물의 성장을 방지하기 위해 방부제를 함유한다.

C.병용 요법[0102]

본 개시내용의 맥락에서, 본원에 기술된 PD-L1 및 PD-L2에 대한 이중특이적 항체 (BiPDL)는 화학적- 또는 방사[0103]

선치료적 개입, 또는 다른 치료와 함께 유사하게 사용될 수 있음이 또한 고려된다.  또한 이중특이적 PD-L1 및

PD-L2 항체를, 특히 PD-L1 또는 PD-L2 기능의 다른 측면을 표적하는 다른 요법, 예컨대 PD-L1 또는 PD-L2 세포

질 도메인을 표적하는 펩티드 및 작은 분자와 조합하는 것이 효과적인 것으로 증명될 수 있다.

본 개시내용의 방법 및 조성물을 사용하여 세포를 사멸하고, 세포 성장을 억제하고, 전이를 억제하고, 혈관신생[0104]

을 억제하거나 또는 다르게는 종양 세포의 악성 표현형을 역전 또는 감소시키기 위해, 일반적으로 "표적" 세포

는 본 개시내용에 따른 이중특이적 항-PD-L1 및 항-PD-L2 항체 및 적어도 하나의 다른 제제와 접촉될 것이다.

이들 조성물은 세포를 사멸하거나 이의 증식을 억제하는데 효과적인 조합된 양으로 제공될 것이다.  이 과정은

본 개시내용에 따른 이중특이적 항-PD-L1 및 항-PD-L2 항체 및 다른 제제(들) 또는 인자(들)을 세포와 동시에

접촉시키는 것을 포함할 수 있다.  이는 세포를 단일 조성물 또는 두 제제를 포함하는 약제학적 제제와 접촉시

킴으로써, 또는 세포를 동시에 두 개의 별개의 조성물과 접촉시킴으로써 달성될 수 있으며, 이때 하나의 조성물

은  본  개시내용에  따른  이중특이적  항-PD-L1  및  항-PD-L2  항체를  포함하고  다른  조성물은  다른  제제를

포함한다. 

대안적으로, 이중특이적 항-PD-L1 및 항-PD-L2 항체 요법은 수분 내지 수주 범위의 간격으로 다른 제제 치료에[0105]

선행하거나 후속할 수 있다.  다른 제제 및 이중특이적 항-PD-L1 및 항-PD-L2 항체가 세포에 별도로 적용되는

구현예에서, 일반적으로 각 전달 사이에 상당한 기간이 만료되지 않았음을 보장함으로써, 제제 및 발현 컨스트

럭트가 여전히 세포에 유리하게 조합된 효과를 발휘할 수 있다.  이러한 경우에, 서로 약 12-24시간 이내, 더욱

바람직하게는 서로 약 6-12시간 이내에, 가장 바람직하게는 단지 약 12시간의 지연 시간으로, 두 양상을 세포와

접촉시키는 것이 고려된다.  일부 상황에서는, 치료 기간을 상당히 연장하는 것이 바람직할 수 있지만, 수일

(2, 3, 4, 5, 6 또는 7일) 내지 수주 (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 또는 8주)가 각 투여 사이에 경과한다.

또한 이중특이적 항-PD-L1 및 항-PD-L2 항체 또는 다른 제제 중 하나의 1회 초과 투여가 바람직할 것으로 생각[0106]

될 수 있다.  이하에 예시된 바와 같이, 본 개시내용에 따른 이중특이적 항-PD-L1 및 항-PD-L2 항체가 "A"이고

다른 요법이 "B"인, 다양한 조합이 사용될 수 있다:

A/B/A   B/A/B   B/B/A   A/A/B   B/A/A   A/B/B   B/B/B/A   B/B/A/B[0107]

A/A/B/B  A/B/A/B  A/B/B/A  B/B/A/A  B/A/B/A  B/A/A/B  B/B/B/A[0108]

A/A/A/B  B/A/A/A  A/B/A/A  A/A/B/A  A/B/B/B  B/A/B/B  B/B/A/B[0109]

환자에 대한 본 발명의 치료제의 투여는, 만약에 있다면, 항체 치료의 독성을 고려하여 특정한 2차 요법의 투여[0110]

를 위한 일반적인 프로토콜을 수반할 것이다.  치료 주기는 필요에 따라 반복될 것으로 예상된다.  다양한 표준

요법뿐만 아니라 외과적 개입이 기술된 암 요법과 함께 적용될 수 있는 것으로 고려된다. 

문헌 ["Remington's Pharmaceutical Sciences" 15th Edition, Chapter 33, 특히 624-652]이 숙련자에게 지시된[0111]

다.  투여량의 약간의 변화는 필연적으로 치료될 대상체의 상태에 따라서 발생할 것이다.  투여를 담당하는 책

임자는 모든 경우에 개별 대상체에 적합한 용량을 결정할 것이다.  나아가, 인간 투여의 경우, 제제는 FDA 사무

소의 생물학 표준에 의해 요구되는 바와 같은 멸균, 발열성 (pyrogenicity), 일반적인 안전성 및 순도 기준을

충족해야 한다.

1.화학요법[0112]

암 요법은 또한 화학 및 방사선 기반 치료와 함께 다양한 조합 요법을 포함한다.  병용 화학요법에는, 예를 들[0113]

어, 시스플라틴 (CDDP),  카르보플라틴, 프로카르바진, 메클로레타민 (mechlorethamine),  사이클로포스파미드,

캄포테신, 이포스파미드, 멜팔란, 클로람부칠, 부설판, 니트로스우레아 (nitrosurea), 닥티노마이신, 다우노루

비신, 독소루비신, 블레오마이신, 플리코마이신, 마이토마이신, 에토포시드 (VP16), 타목시펜, 랄록시펜, 에스

트로겐  수용체  결합제,  탁솔,  겜시타빈,  나벨빈,  파네실-단백질  트랜스퍼라제  억제제,  전이백금

(transplatinum), 5-플루오로우라실, 빈크리스틴, 빈블라스팀 및 메토트렉세이트, 테마졸로미드 (Temazolomide)

(DTIC의 수성 형태), 또는 전술한 것들의 임의의 유사체 또는 유도체 변형체가 포함된다.  화학요법과 생물학적
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요법의 조합은 생화학요법 (biochemotherapy)으로 알려져 있다.  본 발명은 암을 치료 또는 예방하기 위해 당업

계에서 사용되거나 공지될 수 있는 임의의 화학요법제를 고려한다.

2.방사선 요법[0114]

DNA 손상을 유발하고 광범위하게 사용된 다른 요인으로는 일반적으로 γ-선, X-선, 및/또는 종양 세포에 대한[0115]

방사성동위원소의 직접 전달로 알려진 것들이 포함된다.  마이크로파 및 UV-조사와 같은 다른 형태의 DNA 손상

요인이 또한 고려된다.  이러한 모든 요인은 DNA, DNA의 전구체, DNA의 복제 및 복구, 및 염색체의 조립 및 유

지에 광범위한 손상을 일으킬 가능성이 높다.  X-선의 투여량 범위는 장기간 (3 내지 4주) 동안 50 내지 200 뢴

트겐 (roentgen)의 일일 투여량부터 2000 내지 6000 뢴트겐의 단일 투여에 이르기까지 다양하다.  방사성동위원

소의 투여량 범위는 매우 다양하며, 동위원소의 반감기, 방출되는 방사선의 강도 및 유형, 및 신생물 세포의 흡

수에 따라 달라진다.

세포에 적용되는 경우, "접촉된" 및 "노출된"이라는 용어는 치료제 및 화학요법제 또는 방사선요법제가 표적 세[0116]

포에 전달되거나 또는 표적 세포와 직접 병치되어 배치되는 과정을 설명하기 위해 본원에 사용된다.  세포 사멸

또는 정체를 달성하기 위해, 두 제제는 세포를 사멸시키거나 이들이 분열하는 것을 방지하는데 효과적인 조합된

양으로 세포에 전달된다.

3.면역요법[0117]

일반적으로 면역요법은 암세포를 표적하고 파괴하기 위해 면역 이펙터 세포 및 분자의 사용에 의존한다.  면역[0118]

이펙터는, 예를 들어, 종양 세포의 표면에서 일부 마커에 특이적인 항체일 수 있다.  항체는 단독으로 요법의

이펙터로서 제공될 수 있거나 또는 실제로 세포 사멸에 영향을 미치는 다른 세포를 동원할 수 있다.  항체는 또

한 약물 또는 독소 (화학요법제, 방사성핵종, 리신 A 쇄, 콜레라 독소, 백일해 독소 등)에 접합될 수 있으며 단

지 표적화제로 작용할 수 있다.  대안적으로, 이펙터는 종양 세포 표적과 직접 또는 간접적으로 상호작용하는

표면 분자를 운반하는 림프구일 수 있다.  다양한 이펙터 세포에는 세포독성 T-세포 및 NK 세포가 포함된다.

치료적 양식의 조합, 즉 직접적인 세포독성 활성 및 포르틸린 (Fortilin)의 억제 또는 감소는 암 치료에 치료적

이점을 제공할 것이다.

면역요법은 또한 병용 요법의 일부로 사용될 수 있다.  병용 요법의 일반적인 접근법은 아래에서 논의된다.  면[0119]

역요법의 일 측면에서, 종양 세포는 표적화에 순응하는, 즉 대부분의 다른 세포에 존재하지 않아야 하는 일부

마커를 보유해야 한다.  다수의 종양 마커가 존재하고 이들 중 임의의 마커는 본 발명의 맥락에서 표적화에 적

합할 수 있다.  일반적인 종양 마커에는 암배아 (carcinoembryonic) 항원, 전립선 특이적 항원, 비뇨기 종양 관

련 항원,  태아 항원,  티로시나제 (p97),  gp68,  TAG-72,  HMFG,  시알릴 루이스 (Sialyl  Lewis)  항원,  MucA,

MucB, PLAP, 에스트로겐 수용체, 라미닌 수용체, erb B 및 p155가 포함된다.  면역요법의 대안적인 측면은 면역

자극 효과를 갖는 항암 효과이다.  다음을 포함하는 면역 자극 분자가 또한 존재한다: IL-2, IL-4, IL-12, GM-

CSF,  감마-IFN과 같은 사이토카인, MIP-1,  MCP-1,  IL-8과 같은 케모카인 및 FLT3  리간드와 같은 성장 인자.

단백질로서 또는 mda-7과 같은 종양 억제제와 함께 유전자 전달을 사용하여, 면역 자극 분자를 조합하는 것은

항-종양 효과를 증강시키는 것으로 나타났다 (Ju et al., 2000).

앞서 논의된 바와 같이, 현재 시험 중이거나 또는 사용 중인 면역요법제의 예시는 면역 보조제 (예컨대, 마이코[0120]

박테리움 보비스 (Mycobacterium bovis), 플라스모디움 팔시파룸 (Plasmodium falciparum), 디니트로클로로벤

젠  및  방향족  화합물)  (U.S.  특허  제5,801,005호;  U.S.  특허  제5,739,169호;  Hui  and  Hashimoto,  1998;

Christodoulides et al., 1998), 사이토카인 요법 (예컨대, 인터페론, 및; IL-1, GM-CSF 및 TNF) (Bukowski et

al., 1998; Davidson et al., 1998; Hellstrand et al., 1998), 유전자 요법 (예컨대, TNF, IL-1, IL-2, p53)

(Qin  et  al.,  1998;  Austin-Ward  and  Villaseca,  1998;  U.S.  특허  제5,830,880호  및  U.S.  특허

제5,846,945호) 및 단일클론 항체 (예컨대, 항-강글리오시드 GM2, 항-HER-2, 항-p185) (Pietras et al., 1998;

Hanibuchi et al., 1998; U.S. 특허 제5,824,311호)이다.  허셉틴 (트라스트주맙)은 HER2-neu 수용체를 차단하

는 키메라 (마우스-인간) 단일클론 항체이다.  이는 항-종양 활성을 보유하고 악성 종양의 치료에 대해 승인되

었다 (Dillman, 1999).  허셉틴과 화학요법을 이용한 암의 병용 요법은 개별 요법보다 더 효과적인 것으로 나타

났다.  따라서, 하나 이상의 항암 요법이 본원에 기술된 종양-관련 HLA-제한 펩티드 요법과 함께 사용될 수 있

는 것으로 고려된다. 

입양 면역요법에서는, 환자의 순환 림프구, 또는 종양 침윤된 림프구를 시험관 내에서 분리하고, IL-2와 같은[0121]

림포카인에 의해 활성화시키거나 또는 종양 괴사를 위한 유전자로 형질도입하고,  재투여된다 (Rosenberg  et
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al., 1988; 1989).  이를 달성하기 위해, 면역학적 유효량의 활성화된 림프구를 본원에 기술된 보조제-혼입 항

원성 펩티드 조성물과 함께 동물, 또는 인간 환자에 투여될 것이다.  활성화된 림프구가 이전에 혈액 또는 종양

샘플로부터 분리되고 시험관 내에서 활성화된 (또는 "확장된") 환자 자신의 세포인 것이 가장 바람직하다.  이

러한 형태의 면역요법은 흑색종 및 신장암 (renal carcinoma)의 여러 퇴행 사례를 생산했지만, 반응하지 않은

사람들에 비해 반응자의 비율이 거의 없었다.

암의 수동 면역요법을 위한 다수의 상이한 접근법이 존재한다.  이들은 크게 다음으로 분류될 수 있다: 항체 단[0122]

독 주입; 독소 또는 화학요법제에 결합된 항체의 주입; 방사성 동위원소에 결합된 항체의 주입; 항-이디오타입

항체의 주입; 및 마지막으로, 골수에서 종양 세포의 제거 (purging).

인간 단일클론 항체는 환자에게 부작용이 거의 또는 전혀 발생하지 않기 때문에 수동 면역요법에 사용된다.  그[0123]

러나 이들의 적용은 그들의 희소성에 의해 다소 제한되고 지금까지는 병변 내로만 투여되었다.  강글리오사이드

항원에 대한 인간 단일클론 항체가 피부 재발성 흑색종을 앓고 있는 환자에게 병변 내로 투여되었다 (Irie &

Morton, 1986).  매일 또는 매주 병변내 주사 후 10명의 환자 중 6명에서 퇴행이 관찰되었다.  다른 연구에서,

2개의 인간 단일클론 항체의 병변내 주사로부터 중간 정도의 성공이 달성되었다 (Irie et al., 1989).  가능한

치료적 항체에는 항-TNF, 항-CD25, 항-CD3, 항-CD20, CTLA-4-IG, 및 항-CD28이 포함된다.

2개의 상이한 항원에 대한 1개 초과의 단일클론 항체 또는 심지어 다중 항원 특이성을 갖는 항체를 투여하는 것[0124]

이 유리할 수 있다.  치료 프로토콜은 또한 Bajorin 등 (1988)에 기술된 바와 같이 림포카인 또는 다른 면역 증

강제의 투여를 포함할 수 있다.  인간 단일클론 항체의 개발이 본 명세서의 다른 곳에 더 상세히 기술된다.

4.유전자 요법[0125]

또 다른 구현예에서, 2차 치료는 종양-관련 HLA-제한 펩티드가 투여되기 전, 후, 또는 동시에 치료용 폴리펩티[0126]

드가 투여되는 유전자 요법이다.  다음 유전자 산물 중 하나를 인코딩하는 2차 벡터와 함께 종양-관련 HLA-제한

펩티드를 인코딩하는 벡터의 전달은 표적 조직에 대해 조합된 항-과증식 효과를 가질 것이다.  대안적으로, 두

유전자를 인코딩하는 단일 벡터가 사용될 수 있다.  다양한 단백질이 본 발명 내에 포함되며, 이들 중 일부가

하기에 기술된다.  본 발명과 조합되는 일부 형태의 유전자 요법을 위해 표적화될 수 있는 다양한 유전자가 당

업자에게 익히 공지되어 있고 암에 관련된 임의의 유전자를 포함할 수 있다. 

세포 증식 유도제.  세포 증식을 유도하는 단백질은 또한 기능에 따라 다양한 카테고리에 속한다.  이들 모든[0127]

단백질의 공통점은 세포 증식을 조절하는 이들의 능력이다.  예를 들어, sis 종양유전자인 PDGF의 형태는 분비

된 성장 인자이다.  종양유전자는 성장 인자를 인코딩하는 유전자에서는 거의 발생하지 않으며, 현재 sis는 유

일한 자연-발생적인 발암성 성장 인자이다.  본 발명의 일 구현에에서, 특정 세포 증식 유도제에 대한 항-센스

mRNA가 세포 증식 유도제의 발현을 방지하기 위해 사용되는 것으로 고려된다.

단백질 FMS, ErbA, ErbB 및 neu는 성장 인자 수용체이다.  이들 수용체에 대한 돌연변이는 조절가능한 기능의[0128]

상실을 초래한다.  예를 들어, Neu 수용체 단백질의 막횡단 도메인에 영향을 미치는 점 돌연변이는 Neu 종양유

전자를 초래한다.  erbA  종양유전자는 갑상선 호르몬에 대한 세포내 수용체로부터 유래한다.  변형된 발암성

ErbA 수용체는 내인성 갑상선 호르몬 수용체와 경쟁하여 통제되지 않은 성장을 유발하는 것으로 여겨진다.

가장 큰 부류의 종양유전자에는 신호 전달 단백질 (예컨대, Src, Abl 및 Ras)이 포함된다.  단백질 Src는 세포[0129]

질 단백질-티로신 키나제이고, 일부 경우에 원암유전자 (proto-oncogene)의 종양유전자로의 이의 변환은 티로신

잔기 527에서의 돌연변이를 통해 발생한다.  대조적으로, 일 예로서, 원암유전자의 종양유전자로의 GTPase 단백

질 ras의 변환은 서열의 아미노산 12에서 발린의 글리신으로의 돌연변이로 인해 발생하고, 이는 ras GTPase 활

성을 감소시킨다.  단백질 Jun, Fos 및 Myc는 전사 인자로서 핵 기능에 직접적으로 영향을 미치는 단백질이다.

세포 증식 억제제.  종양 억제인자 종양유전자는 과도한 세포 증식을 억제하는 기능을 한다.  이들 유전자의 비[0130]

활성화는 이들의 억제 활성을 파괴하여, 조절되지 않는 증식을 초래한다.  가장 흔한 종양 억제인자는 Rb, p53,

p21 및 p16이다.  본 발명에 따라 사용될 수 있는 다른 유전자에는 APC, DCC, NF-1, NF-2, WT-1, MEN-I, MEN-

II, zac1, p73, VHL, C-CAM, MMAC1/PTEN, DBCCR-1, FCC, rsk-3, p27, p27/p16 융합, 및 p21/p27 융합이 포함

된다.

프로그래밍된 세포 사멸의 조절자.  세포사멸, 또는 프로그래밍된 세포 사멸은 정상적인 배아 발생, 성인 조직[0131]

에서의 항상성 유지, 및 발암 억제에 필수적인 과정이다 (Kerr et al., 1972).  Bcl-2 단백질 패밀리 및 ICE-유

사  프로테아제는  다른  시스템에서  세포사멸의  중요한  조절자  및  이펙터로  입증되었다.   여포성  림프종

(follicular lymphoma)과 관련하여 발견된, Bcl-2 단백질은 다양한 세포사멸 자극에 대해 세포사멸을 제어하고
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세포 사멸을 증강시키는데 중요한 역할을 한다 (Bakhshi et al., 1985; Cleary and Sklar, 1985; Cleary et

al., 1986; Tsujimoto et al., 1985; Tsujimoto and Croce, 1986).  진화적으로 보존된 Bcl-2 단백질은 현재

사멸 작용제 또는 사멸 길항제로 분류될 수 있는, 관련 단백질 패밀리의 구성원인 것으로 인식된다.

그의 발견 이후, Bcl-2는 다양한 자극에 의해 촉발되는 세포 사멸을 억제하는 작용을 하는 것으로 나타났다.[0132]

또한, 공통으로 구조 및 서열 상동성을 공유하는 Bcl-2 세포 사멸 조절 단백질의 패밀리가 있음이 이제 명백하

다.  이러한 다른 패밀리 구성원은 Bcl-2와 유사한 기능을 보유하거나 (예컨대, BclXL, BclW, BclS, Mcl-1, A1,

Bfl-1) 또는 Bcl-2 기능을 방해하고 세포 사멸을 촉진하는 (예컨대, Bax, Bak, Bik, Bim, Bid, Bad, Harakiri)

것으로 나타났다.

5.수술[0133]

암 환자의 대략 60%는 예방, 진단 또는 병기결정 (staging), 치료 및 완화 (palliative) 수술을 포함하는, 일부[0134]

유형의 수술을 받게 될 것이다.  치료 (curative) 수술은 본 발명의 치료, 화학요법, 방사선요법, 호르몬 요법,

유전자 요법, 면역요법 및/또는 대체 요법과 같은 다른 요법과 함께 사용될 수 있는 암 치료이다. 

치료 수술에는 암 조직의 전부 또는 일부를 물리적으로 제거, 절제 및/또는 파괴하는 절제술이 포함된다.  종양[0135]

절제는 종양의 적어도 일부를 물리적으로 제거하는 것을 지칭한다.  종양 절제술 외에, 수술에 의한 치료는 레

이저 수술, 냉동수술, 전기수술, 현미경 제어 수술 (모스 수술, Mohs' surgery)이 포함된다.  본 발명은 또한

표재성 암 (superficial cancer), 전암 (precancer), 또는 부수적 양의 정상 조직의 제거와 함께 사용될 수 있

음이 고려된다.

모든 암세포, 조직, 또는 종양의 전부 또는 일부의 절제 시, 체내에 공동이 형성될 수 있다.  치료는 추가적인[0136]

항암 요법으로 관류, 직접 주사 또는 부위의 국소 적용으로 수행될 수 있다.  이러한 치료는, 예를 들어, 1, 2,

3, 4, 5, 6, 또는 7일마다, 또는 1, 2, 3, 4, 및 5주마다 또는 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 또는 12개

월마다 반복될 수 있다.  이들 치료는 또한 복용량이 달라질 수 있다.

V.항체 접합체[0137]

항체는 적어도 하나의 제제에 연결되어 항체 접합체를 형성할 수 있다.  진단제 또는 치료제로서 항체 분자의[0138]

효능을 증가시키기 위해, 적어도 하나의 원하는 분자 또는 모이어티를 공유적으로 결합하거나 복합체화하는 것

이 통상적이다.  이러한 분자 또는 모이어티는 적어도 하나의 이펙터 또는 리포터 분자일 수 있으나, 이들로 제

한되지 않는다.  이펙터 분자는 원하는 활성을 갖는 분자, 예컨대 면역억제/항-염증을 갖는 분자를 포함한다.

이러한 분자의 비-제한적인 예시가 상기에 기술되어 있다.  이러한 분자는 분자가 표적 부위에서 또는 근처에서

방출될 수 있도록 설계된 절단가능 링커를 통해 선택적으로 부착된다.

대조적으로, 리포터 분자는 분석을 사용하여 검출될 수 있는 임의의 모이어티로서 정의된다.  항체에 접합된 리[0139]

포터 분자의 비-제한적인 예시에는 효소, 방사성표지, 합텐, 형광 표지, 인광 분자, 화학발광 분자, 발색단, 광

친화성 분자, 유색 입자 또는 리간드, 예컨대 비오틴이 포함된다.

항체 접합체는 일반적으로 진단제로 사용하기에 바람직하다.  항체 진단은 일반적으로 2가지 부류에 속하는데,[0140]

다양한  면역분석과  같은  시험관  내  진단에  사용하기 위한 것과,  일반적으로 "항체-지시 영상화 (antibody-

directed imaging)"로 알려진, 생체 내 진단 프로토콜에 사용하기 위한 것이다.  항체에 대한 이들의 부착을 위

한 방법과 같이, 다수의 적합한 영상화제가 당업계에 알려져 있다 (예를 들어, U.S. 특허 제5,021,236호, 제

4,938,948호, 및 제4,472,509호).  사용되는 영상화 모이어티는 상자성 이온, 방사성 동위원소, 형광색소, NMR-

검출가능 물질, X-선 영상화제일 수 있다.

상자성 이온의 경우, 크롬 (III), 망간 (II), 철 (III), 철 (II), 코발트 (II), 니켈 (II), 구리 (II), 네오디[0141]

뮴 (III), 사마륨 (III), 이테르륨 (III), 가돌리늄 (III), 바나듐 (II), 테르븀 (III), 디스프로슘 (III), 홀

륨 (III) 및/또는 에르븀 (III)과 같은 이온을 예로 언급할 수 있으며, 가돌리늄이 특히 바람직하다.  X-선 영

상화와 같은 다른 맥락에서 유용한 이온에는 란탄 (III), 금 (III), 납 (II), 및 특히 비스무트 (III)가 포함되

지만, 이들로 제한되지 않는다.

치료 및/또는 진단 적용을 위한 방사성 동위원소의 경우, 아스타틴
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의 낮은 에너지 및 장거리 검출에의 적합성으로 인해 테크니슘
99m

 (technicium
99m
) 및/또는 인듐

111
이 또한 종종

바람직하다.  방사성 표지된 단일클론 항체는 당업계에 익히 공지된 방법에 따라 생산될 수 있다.  예를 들어,

단일클론 항체는 나트륨 및/또는 요오드화 칼륨, 및 차아염소산 나트륨과 같은 화학적 산화제 또는 락토퍼옥시

다제와 같은 효소적 산화제와의 접촉에 의해 요오드화될 수 있다.  단일클론 항체는 리간드 교환 과정에 의해,

예를 들어 퍼테크네테이트 (pertechnetate)를 주석 용액으로 환원시키고, 환원된 테크네튬을 세파덱스 칼럼 위

에  킬레이팅하고  이  칼럼에  항체를  적용함으로써,  테크네튬
99m

 (technetium
99m
)으로  표지될  수  있다.

대안적으로, 예컨대, 퍼테크네이트, SNCl2와 같은 환원제, 나트륨-칼륨 프탈레이트 용액과 같은 완충제, 및 항

체와 인큐베이션함으로써 직접 표지 기법이 사용될 수 있다.  중간 작용기는 종종 방사성동위원소를 항체에 결

합하는데 사용되고 금속 이온으로서 디에틸렌트리아민펜타아세트산 (DTPA)  또는 에틸렌 디아민테트라아세트산

(EDTA)이 존재한다.

접합체로 사용하기 위해 고려되는 형광 표지 중에는 알렉사 350, 알렉사 430, AMCA, BODIPY 630/650, BODIPY[0143]

650/665, BODIPY-FL, BODIPY-R6G, BODIPY-TMR, BODIPY-TRX, 캐스케이드 블루, Cy3, Cy5,6-FAM, 플루오레세인

이소티오시아네이트, HEX, 6-JOE, 오레곤 그린 488, 오레곤 그린 500, 오레곤 그린 514, 퍼시픽 블루, REG, 로

다민 그린, 로다민 레드, 레노그라핀 (Renographin), ROX, TAMRA, TET, 테트라메틸 로다민, 및/또는 텍사스 레

드가 포함된다.

고려되는  항체  접합체의  또  다른  유형은  주로  시험관  내  사용을  위한  것으로,  여기서  항체는  색원체[0144]

(chromogenic) 기질과 접촉 시 착색된 생성물을 생성할 2차 결합 리간드 및/또는 효소 (효소 태그)에 연결된다.

적합한 효소의 예시에는 우레아제, 알칼라인 포스파타제, (호스래디쉬) 과산화수소 또는 글루코스 옥시다제가

포함된다.  바람직한 2차 결합 리간드는 비오틴 및 아비딘 및 스트렙타비딘 화합물이다.  이러한 표지의 사용은

당업자에게  잘  알려져  있으며,  예를  들어,  U.S.  특허  제3,817,837호,  제3,850,752호,  제3,939,350호,  제

3,996,345호, 제4,277,437호, 제4,275,149호 및 제4,366,241호에 기술되어 있다.

항체에 대한 분자의 부위-특이적 부착의 또 다른 공지된 방법은 항체와 합텐-기반 친화성 표지와의 반응을 포함[0145]

한다.  본질적으로, 합텐-기반 친화성 표지는 항원 결합 부위의 아미노산과 반응하여 이 부위를 파괴하고 특정

항원 반응을 차단한다.  그러나 이는 항체 접합체에 의한 항원 결합의 손실을 초래하기 때문에 유리하지 않을

수 있다. 

아지도기를 함유하는 분자가 또한 사용되어 저 강도 자외선 광에 의해 생성된 반응성 니트렌 (nitrene) 중간체[0146]

를 통해 단백질에 공유 결합을 형성할 수 있다 (Potter and Haley, 1983).  특히, 퓨린 뉴클레오티드의 2- 및

8-아지도  유사체는  조  세포  추출물  내  뉴클레오티드  결합  단백질을  확인하기  위한  부위-지정  광프로브

(photoprobe)로 사용되고 있다 (Owens & Haley, 1987; Atherton et al., 1985).  2- 및 8-아지도 뉴클레오티드

는 또한 정제된 단백질의 뉴클레오티드 결합 도메인을 맵핑하는데 사용되고 있고 (Khatoon et al., 1989; King

et al., 1989; Dholakia et al., 1989) 항체 결합제로 사용될 수 있다.

그의 접합체 모이어티에 대한 항체의 부착 또는 접합을 위한 여러 방법이 당업계에 알려져 있다.  일부 부착 방[0147]

법은 항체에 부착된 디에틸렌트리아민펜타아세트산 무수물 (DTPA); 에틸렌트리아민테트라아세트산; N-클로로-p-

톨루엔설폰아미드; 및/또는 테트라클로로-3α-6α-디페닐글리코우릴-3과 같은 유기 킬레이트화제를 사용하는 금

속 킬레이트 복합체의 사용을 포함한다 (U.S. 특허 제4,472,509호 및 제4,938,948호).  단일클론 항체는 또한

글루타르알데히드 또는 과요오드산염과 같은 커플링제의 존재하에서 효소와 반응할 수 있다.  플루오레세인 마

커와의 접합체는 이들 커플링제의 존재하에서 또는 이소티오시아네이트와의 반응에 의해 제조된다.  U.S. 특허

제4,938,948호에서, 유방 종양의 영상화가 단일클론 항체를 사용하여 이루어지고 검출가능한 영상화 모이어티는

메틸-p-히드록시벤즈이미데이트 또는 N-석시니미딜-3-(4-히드록시페닐)프로피오네이트와 같은 링커를 사용하여

항체에 결합된다. 

다른 구현예에서, 항체 결합 부위를 변경하지 않는 반응 조건을 사용하여 면역글로불린의 Fc 영역에 설프히드릴[0148]

기의 선택적 도입에 의한, 면역글로불린의 유도체화가 고려된다.  이 방법론에 따라 생성된 항체 접합체는 개선

된 수명, 특이성 및 민감성을 나타내는 것으로 개시된다 (본원에 참조로 포함되는, U.S. 특허 제5,196,066호).

리포터 또는 이펙터 분자가 Fc 영역 내 탄수화물 잔기에 접합되는, 이펙터 또는 리포터 분자의 부위-특이적 부

착이 또한 문헌에 기술되어 있다 (O'Shannessy et al., 1987).  이 접근법은 현재 임상 평가 중에 있는 진단적

및 치료적으로 유망한 항체를 생산하는 것으로 보고되었다. 

VI.면역검출 방법[0149]

공개특허 10-2020-0135785

- 23 -



또 다른 구현예에서, PD-L1 또는 PD-L2 및 이들의 관련 항원을 결합, 정제, 제거, 정량 및 다르게는 일반적으로[0150]

검출하는 면역검출 방법이 있다.  일부 면역검출 방법에는 몇 가지 언급을 하자면 효소 결합 면역흡착 분석

(ELISA), 방사면역분석 (RIA), 면역방사분석 (immunoradiometric assay), 형광면역분석 (fluoroimmunoassay),

화학발광 분석, 생체발광 분석, 및 웨스턴 블롯이 포함된다.  구체적으로, PD-L1 및 PD-L2 항체의 검출 및 정량

화를 위한 경쟁적 분석이 또한 제공된다.  다양한 유용한 면역검출 방법의 단계가, 예컨대, 문헌 [Doolittle

and Ben-Zeev (1999), Gulbis and Galand (1993), De Jager et al. (1993), and Nakamura et al. (1987)]에

기술된 바와 같은 과학 문헌에 기술되어 있다.  일반적으로, 면역결합 방법은 샘플을 수득하고, 경우에 따라 면

역복합체의 형성을 허용하기에 효과적인 조건하에서일 수 있는, 본원에 기술된 구현예에 따라서, 이 샘플을 1차

항체와 접촉시키는 것을 포함한다.

선택된 생물학적 샘플을 면역 복합체 (일차 면역 복합체)의 형성을 가능케 하는 효과적인 조건에서 충분한 시간[0151]

동안 항체와 접촉시키는 것은 일반적으로 항체 조성물을 샘플에 첨가하고 면역 복합체를 형성, 즉 존재하는 PD-

L1 및 PD-L2에 결합하기에 충분한 시간 동안 혼합물을 인큐베이션하는 사안이다.  이 시간 후, 일반적으로 조직

절편, ELISA 플레이트, 닷 블롯 또는 웨스턴 블롯과 같은 샘플-항체 조성물을 세척하여 임의의 비-특이적으로

결합된 항체 종을 제거하고, 일차 면역 복합체 내에 특이적으로 결합된 항체만이 검출되게 한다.

일반적으로, 면역복합체 형성의 검출은 당업계에 익히 공지되어 있고 수많은 접근법의 적용을 통해 달성될 수[0152]

있다.  이들 방법은 일반적으로 그러한 방사능, 형광, 생물학적 및 효소적 태그 중 하나와 같은 표지 또는 마커

의 검출을 기반으로 한다.  이러한 표지의 사용에 관한 특허에는 U.S. 특허 제3,817,837호, 제3,850,752호, 제

3,939,350호, 제3,996,345호, 제4,277,437호, 제4,275,149호 및 제4,366,241호가 포함된다.  물론, 당업계에

공지된 바와 같이, 2차 항체 및/또는 비오틴/아비딘 리간드 결합 배열과 같은 2차 결합 리간드의 사용을 통해

추가적인 이점을 확인할 수 있다. 

검출에 사용된 항체는 그 자체로 검출가능한 표지에 연결될 수 있으며, 여기서 이 표지를 간단히 검출함으로써[0153]

조성물 내 일차 면역 복합체의 양을 결정할 수 있게 한다.  대안적으로, 1차 면역 복합체 내에 결합되는 1차 항

체는 항체에 대한 결합 친화도를 갖는 2차 결합 리간드에 의해 검출될 수 있다.  이러한 경우에, 2차 결합 리간

드는 검출가능한 표지에 연결될 수 있다.  2차 결합 리간드는 그 자체가 종종 항체이고, 따라서 이는 "2차" 항

체로 지칭된다.  1차 면역 복합체는 2차 면역 복합체의 형성을 가능케 하기에 충분한 시간 동안 이에 효과적인

조건하에서, 표지된, 2차 결합 리간드, 또는 항체와 접촉된다.  그 후에 2차 면역 복합체는 일반적으로 세척되

어 임의의 비-특이적으로 결합된 표지된 2차 항체 또는 리간드를 제거한 후, 2차 면역 복합체 내 잔여 표지를

검출한다.

추가 방법은 2단계 접근법에 의한 1차 면역 복합체의 검출을 포함한다.  2차 결합 리간드, 예컨대 그 항체에 대[0154]

해 결합 친화도를 갖는 항체가 상기에 기술된 바와 같은 2차 면역 복합체를 사용하는데 사용된다.  세척 후, 면

역 복합체 (3차 면역 복합체)의 형성을 가능케 하기에 효과적인 조건에서 그에 충분한 시간 동안, 2차 면역 복

합체를 2차 항체에 대해 결합 친화도를 갖는 3차 결합 리간드 또는 항체와 접촉시킨다.  3차 리간드 또는 항체

를 검출가능한 표지에 연결시켜, 그렇게 형성된 3차 면역 복합체의 검출을 가능케 한다.  이 시스템은 원하는

경우 신호 증폭을 제공할 수 있다.

면역검출의 한 방법은 2개의 상이한 항체를 사용한다.  1차 비오틴화된 항체를 사용하여 표적 항원을 검출한[0155]

후, 2차 항체를 사용하여 복합체화된 비오틴에 부착된 비오틴을 검출한다.  이 방법에서, 시험될 샘플을 먼저

제1 단계 항체를 함유하는 용액 중에 인큐베이선한다.  표적 항원이 존재하는 경우, 항체 중 일부가 항원에 결

합하여 비오틴화된 항체/항원 복합체를 형성한다.  그 후에 항체/항원 복합체는 스트렙타비딘 (또는 아비딘),

비오틴화된 DNA, 및/또는 상보적 비오틴화된 DNA의 연속 용액 중에서 인큐베이션함으로써 증폭되고, 각 단계에

항체/항원 복합체에 대한 추가 비오틴 부위를 첨가한다.  적합한 수준의 증폭이 달성될 때까지 증폭 단계를 반

복하고, 이 시점에서 샘플은 비오틴에 대한 제2 단계 항체를 함유하는 용액 중에서 인큐베이션된다.  제2 단계

항체를, 예를 들어, 색원체 (chromogen) 기질을 사용하는 조직효소학 (histoenzymology)에 의해 항체/항원 복합

체의 존재를 검출하는데 사용될 수 있는 효소로 표지한다.  적합한 증폭으로, 현미경적으로 볼 수 있는 접합체

가 생성될 수 있다. 

또 다른 알려진 면역검출 방법은 면역-PCR (중합효소 연쇄반응) 방법론을 활용한다.  PCR 방법은 비오틴화된[0156]

DNA와의 인큐베이션까지는 Cantor 방법과 유사하지만, 여러 회차의 스트렙타비딘 및 비오틴화된 DNA 인큐베이션

을 사용하는 대신, DNA/비오틴/스트렙타비딘/항체 복합체를 항체를 방출하는 낮은 pH 또는 높은 염 완충제로 세

척한다.  그 후에 생성된 세척액을 사용하여 적절한 대조군과 함께 적절한 프라이머로 PCR 반응을 수행하였다.

공개특허 10-2020-0135785

- 24 -



적어도 이론적으로, PCR의 엄청난 증폭 능력 및 특이성은 단일 항원 분자를 검출하는데 사용될 수 있다. 

A.ELISA[0157]

가장 단순한 의미에서, 면역분석은 결합 분석이다.  특정 바람직한 면역분석은 당업계에 공지된 다양한 유형의[0158]

효소 결합 면역흡착 분석 (ELISAs) 및 방사면역분석 (RIA)이다.  조직 절편을 사용하는 면역조직화학 검출이 또

한 특히 유용하다.  그러나 검출이 이러한 기법에 제한되지 않고, 웨스턴 블롯팅, 닷 블롯팅, FACS 분석 등이

또한 사용될 수 있다.

하나의 예시적인 ELISA에서, 본 개시내용의 항체는 폴리스티렌 미세역가 플레이트 내 웰과 같은, 단백질 친화도[0159]

를 나타내는 선택된 표면 상에 고정된다.  그 후에, PD-L1 및/또는 PD-L2를 함유하는 것으로 의심되는 시험 조

성물을 웰에 첨가한다.  결합 및 세척하여 비-특이적으로 결합된 면역 복합체를 제거한 후, 결합된 항원을 검출

할 수 있다.  검출가능한 표지에 연결된 PD-L1  및 PD-L2에 대해 지시된 또 다른 이중특이적 항체의 첨가에

의해, 또는 검출가능한 표지에 연결된 항-PD-L1 또는 항-PD-L2 항체에 의해 검출이 달성될 수 있다.  이러한 유

형의 ELISA는 간단히 "샌드위치 ELISA"이다.  검출은 또한 PD-L1 및 PD-2에 대한 2차 이중특이적 항체, 또는 항

-PD-L1 또는 항-PD-L2 항체의 첨가에 이은 2차 항체에 대해 결합 친화도를 갖는 3차 항체의 첨가에 의해 달성될

수 있고, 이때 3차 항체는 검출가능한 표지에 연결된다.

또 다른 예시적인 ELISA에서, PD-L1 및/또는 PD-L2 항원을 함유하는 것으로 의심되는 샘플은 웰 표면 상에 고정[0160]

된 후 이중특이적 항-PD-L1 및 항-PD-L2 항체와 접촉된다.  결합 및 세척하여 비-특이적으로 결합된 면역 복합

체를 제거한 후, 결합된 이중특이적 항-PD-L1 및 항-PD-L2 항체를 검출한다.  초기 이중특이적 항-PD-L1 및 항-

PD-L2 항체가 검출가능한 표지에 연결되는 경우, 면역 복합체는 직접적으로 검출될 수 있다.  다시, 면역 복합

체는 1차 이중특이적 항-PD-L1 및 항-PD-L2 항체에 대해 결합 친화도를 갖는 2차 항체를 사용하여 검출될 수 있

고, 이때 2차 항체는 검출가능한 표지에 연결된다.

사용된 형식과 무관하게, ELISA는 코팅, 인코베이션 및 결합, 비-특이적으로 결합된 종의 제거를 위한 세척, 및[0161]

결합된 면역 복합체의 검출과 같은 공통적인 특징을 갖는다.  하기에 이들이 설명된다.

항원 또는 항체로 플레이트를 코팅하는 경우, 일반적으로 플레이트의 웰은 항원 또는 항체의 용액과, 밤새 또는[0162]

지정된 기간 동안 인큐베이션될 것이다.  그 후에 플레이트의 웰을 세척하여 불완전하게 흡착된 물질을 제거한

다.   웰의  나머지  이용가능한  임의의  표면은  시험  혈청과  관련하여  항원성으로  중성인  비특이적  단백질로

"코팅"된다.  이들은 소 혈청 알부민 (BSA), 카제인 또는 분유의 용액이 포함된다.  코팅은 고정화 표면에서 비

특이적 흡착의 차단을 가능케 하고, 그로써 표면 위에 항혈청의 비특이적 결합에 의해 야기되는 배경을 감소시

킨다.

ELISA에서,  아마도  직접적인  절차보다는  2차  또는  3차  검출  수단을  사용하는  것이  더  일반적일  것이다.[0163]

따라서, 웰에 단백질 또는 항체를 결합시키고, 배경 감소를 위해 비-반응성 물질로 코팅하고, 세척하여 비결합

된 물질을 제거한 후, 고정화 표면은 면역 복합체 (항원/항체) 형성을 허용하기에 효과적인 조건하에서 시험될

생물학적 샘플과 접촉된다.  그 후에 면역 복합체의 검출은 표지된 2차 결합 리간드 또는 항체, 및 표지된 3차

항체 또는 3차 결합 리간드와 함께 2차 결합 리간드 또는 항체를 필요로 한다.

"면역 복합체 (항원/항체) 형성을 허용하기에 효과적인 조건하에서"는 상기 조건이 바람직하게는 항원 및/또는[0164]

항체를 BSA, 소 감마 글로불린 (BGG) 또는 인산염 완충 식염수 (PBS)/트윈과 같은 용액으로의 희석을 포함하는

것을 의미한다.  이렇게 첨가된 제제는 또한 비특이적 배경의 감소를 돕는 경향이 있다.

"적합한" 조건은 또한 인큐베이션이 효과적인 결합을 허용하기에 충분한 온도에서 또는 충분 시간 동안인 것을[0165]

의미한다.  인큐베이션 단계는 전형적으로 약 1　내지 2 내지 4시간 정도, 바람직하게는 대략 25℃ 내지 27℃의

온도에서이고, 또는 약 4℃ 정도에서 밤새일 수 있다.

ELISA에서 모든 인큐베이션 단계 후, 접촉된 표면을 세척하여 비-복합체화된 물질을 제거한다.  바람직한 세척[0166]

절차는 PBS/트윈, 또는 보레이트 완충제와 같은 용액으로의 세척을 포함한다.  시험 샘플과 원래 결합된 물질

사이의 특이적 면역 복합체의 형성, 및 후속 세척에 이어, 심지어 미량의 면역 복합체의 발생이 결정될 수

있다.

검출  수단을  제공하기  위해,  2차  또는  3차  항체는  검출을  가능케  하는  관련  표지를  가질  것이다.[0167]

바람직하게는, 이는 적절한 색원체 기질과 인큐베이션 시 발색을 생성할 효소일 것이다.  따라서, 예를 들어,

추가 면역 복합체 형성의 발생을 선호하는 기간 동안 및 조건하에서 1차 및 2차 면역 복합체를 우레아제, 글루
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코스 옥시다제, 알칼라인 포스파타제 또는 과산화수소-접합된 항체와의 접촉 또는 인큐베이션 (예컨대, PBS-트

윈과 같은 PBS-함유 용액 중에서 실온에서 2시간 동안 인큐베이션)이 바람직할 것이다.

표지된 항체와의 인큐베이션 및 이어지는 비결합된 물질을 제거하기 위한 세척 후, 표지 양을, 효소 표지와 같[0168]

은 퍼옥시다제의 경우에, 예컨대 우레아, 또는 브로모크레졸 퍼플, 또는 2,2'-아지노-디-(3-에틸-벤즈티아졸린-

6-설폰산 (ABTS), 또는 H2O2와 같은 색원체 기질과의 인큐베이션에 의해 정량화한다.  그 후에 예컨대 가시적 분

광 광도계를 사용하여 생성된 색상의 정도를 측정하여 정량화를 달성한다.

B.웨스턴 블롯[0169]

웨스턴 블롯 (대안적으로, 단백질 면역블롯)은 주어진 조직 균질액 또는 추출물의 샘플에서 특정 단백질을 검출[0170]

하기 위해 사용되는 분석 기법이다.  이는 겔 전기영동을 사용하여 폴리펩티드의 길이에 의해 (변성 조건) 또는

단백질의 3-D 구조에 의해 (천연/비-변성 조건) 천연 또는 변성된 단백질을 분리한다.  그 후에 단백질을 막

(전형적으로 니트로셀룰로스 또는 PVDF)으로 옮기고, 여기서 이들은 표적 단백질에 특이적인 항체를 사용하여

탐침된다 (검출된다). 

샘플은 전체 조직 또는 세포 배양으로부터 취해질 수 있다.  대부분의 경우에, 고형 조직을 먼저 블렌더 (더 큰[0171]

샘플 부피의 경우)를 사용하여, 균질기 (더 작은 부피)를 사용하여, 또는 초음파처리에 의해 기계적으로 분해한

다.  세포는 또한 상기 기계적 방법 중 하나에 의해 분해될 수 있다.  그러나 박테리아, 바이러스 또는 환경 샘

플이 단백질의 공급원이 될 수 있고, 따라서 웨스턴 블롯팅이 단지 세포 연구로만 제한되지 않음을 이해해야 한

다.  세포의 용해를 촉진하고 단백질을 용해시키기 위해 다양한 세제, 염, 및 완충제가 사용될 수 있다.  프로

테아제 및 포스파타제 억제제는 종종 그 자체의 효소에 의해 샘플의 소화를 방지하기 위해 첨가된다.  단백질

변성을 피하기 위해 조직 제조물은 종종 차가운 온도에서 수행된다.

샘플의 단백질을 겔 전기영동을 사용하여 분리한다.  단백질의 분리는 등전점 (pI), 분자량, 전하, 또는 이들[0172]

요인의 조합에 의해서일 수 있다.  분리의 특성은 샘플의 처리 및 겔의 특성에 따라 좌우된다.  이는 단백질을

결정하는 매우 유용한 방식이다.  단일 샘플로부터 단백질을 2차원으로 확산시키는 2차원 (2-D) 겔을 사용할 수

도 있다.  단백질은 1차원에서는 등전점 (이들이 중성 순전하를 갖는 pH)에 따라 분리되고 2차원에서는 이들의

분자량에 따라 분리된다.

단백질을  항체  검출에  이용가능하게  하기  위해,  이들을  니트로셀룰로스  또는  폴리비닐리덴  디플루오라이드[0173]

(PVDF)로 만들어진 막으로 이동시킨다.  막을 겔의 상부의 놓고, 그 위에 여과지의 스택 (stack)을 놓는다.  전

체 스택을 모세관 작용에 의해 여과지 위로 이동하는 완충 용액 중에 놓아두어, 이와 단백질을 접촉하게 한다.

단백질을 전달하는 또 다른 방법은 전기블롯팅 (electroblotting)이라고 하며 전류를 사용하여 겔로부터 PVDF

또는 니트로셀룰로스 막으로 단백질을 끌어 온다.  단백질은 이들이 겔 내에서 갖는 조직화를 유지하면서 겔 내

부에서 막 위로 이동한다.  이 블롯팅 과정의 결과로, 단백질은 검출을 위해 얇은 표면 층 위에 노출된다 (하기

참조).  비-특이적 단백질 결합 특성을 위해 두 종류의 막이 선택된다 (즉, 모든 단백질에 동일하게 잘 결합

함).  단백질 결합이 막과 단백질 사이의 하전된 상호작용뿐만 아니라 소수성 상호작용을 기반으로 한다.  니트

로셀롤로스 막은 PVDF보다 저렴하지만, 훨씬 더 취약하고 반복되는 탐침에 잘 견디지 못한다.  겔로부터 막으로

의 단백질 전달의 균일성 및 전반적인 효능은 막을 코마시 브릴리언트 블루 (Coomassie Brilliant Blue) 또는

폰소 S (Ponceau S) 염료로 염색하여 확인할 수 있다.  일단 전달되면, 단백질은 표지된 1차 항체, 또는 비표지

된 1차 항체를 사용하여 검출되고, 이어서 1차 항체의 Fc 영역에 결합하는 표지된 단백질 A 또는 2차 표지된 항

체를 사용하여 간접적으로 검출된다.

C.면역조직화학[0174]

항체는 또한 면역조직화학 (IHC)에 의한 연구를 위해 제조된 신선하게 냉동된 및/또는 포르말린-고정된, 파라핀[0175]

-포매된 조직 블록 둘 다와 함께 사용될 수 있다.  이러한 미립자 표본으로부터 조직 블록을 제조하는 방법은

다양한 예후 인자의 이전 IHC 연구에서 성공적으로 사용되었으며, 당업자에게 익히 공지되어 있다 (Brown et

al., 1990; Abbondanzo et al., 1990; Allred et al., 1990).

간략히는, 냉동-절편은 작은 플라스틱 캡슐의 인산염 완충된 식염수 중에서 실온에서 50　ng의 냉동된 "분쇄된[0176]

(pulverized)" 조직을 재수화하고; 원심분리에 의해 입자를 펠릿화하고; 이들을 점성의 포매 매체 (OCT)에 재현

탁하고; 캡슐을 뒤집고/뒤집거나 다시 원심분리에 의해 펠릿화하고; -70℃ 이소펜탄 중에서 순간-동결시키고;

플라스틱  캡슐을  절단하고/하거나  조직의  냉동  실린더를  제거하고;  저온유지장치  마이크로톰  척  (cryostat

microtome chuck) 위에 조직 실린더를 고정하고/하거나; 캡슐로부터 25-50개의 연속 절편을 절단함에 의해 제조
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될 수 있다.  대안적으로, 전체 냉동된 조직 샘플은 연속 절편 절단에 사용할 수 있다.

영구-절편은 50　mg 샘플을 플라스틱 마이크로퍼지 튜브에서 재수화하고; 펠릿화하고; 4시간 고정 동안 10% 포[0177]

르말린 중에서 재수화하고; 세척/펠릿화하고; 따뜻한 2.5% 아가 중에서 재현탁하고; 펠릿화하고; 얼음물 중에서

냉각시켜 아가를 굳히고; 튜브로부터 조직/아가 블록을 제거하고; 파라핀 중에 블록을 침투 및/또는 포매시키고

/시키거나; 최대 50개 연속 연구 절편을 절단함을 포함하는 유사한 방법에 의해 제조될 수 있다.  다시, 전체

조직 샘플을 대체할 수 있다.

D.면역검출 키트[0178]

추가 구현예에서, 상기에 기술된 면역검출 방법과 함께 사용하기 위한 면역검출 키트가 있다.  따라서 면역검출[0179]

키트는 적합한 용기 수단에, PD-L1 및/또는 PD-L2 항원에 결합하는 1차 이중특이적 항체, 및 임의로 면역검출

시약을 포함할 것이다. 

특정 구현예에서, PD-L1 및 PD-L2에 대한 이중특이적 항체는 칼럼 매트릭스 및/또는 미세역가 플레이트의 웰과[0180]

같은 고체 지지체에 미리-결합될 수 있다.  키트의 면역검출 시약은 주어진 항체와 연관되거나 그에 연결된 검

출가능한 표지를 포함하는 다양한 형태 중 어느 하나를 취할 수 있다.  2차 결합 리간드와 연관되거나 그에 부

착된 검출가능한 표지가 또한 고려된다.  예시적인 2차 리간드는 1차 항체에 대해 결합 친화도를 갖는 2차 항체

이다.

본 키트에 사용하기 위한 추가로 적합한 면역검출 시약은 2차 항체에 대한 결합 친화도를 갖는 3차 항체와[0181]

함께, 1차 항체에 대한 결합 친화도를 갖는 2차 항체를 포함하는 2-성분 시약을 포함하고, 여기서 3차 항체는

검출가능한 표지에 연결된다.  위에서 언급한 바와 같이, 다수의 예시적인 표지가 당업계에 공지되어 있고 모든

이러한 표지는 본원에 논의된 구현예와 관련하여 사용될 수 있다.

키트는 검출 분석을 위한 표준 곡선을 준비하는데 사용될 수 있는 바와 같이, 표지된 또는 표지되지 않은, PD-[0182]

L1 및 PD-L2 항원의 적절하게 분취된 조성물을 추가로 포함할 수 있다.  키트는 완전히 접합된 형태, 중간체 형

태, 또는 키트의 사용자에 의해 접합될 별개의 모이어티 중 하나로서 항체-표지 접합체를 함유할 수 있다.  키

트의 구성요소는 수성 매질 중에 또는 동결건조된 형태로 포장될 수 있다.

키트의 용기 수단은 일반적으로 적어도 하나의 바이알, 시험관, 플라스크, 병, 주사기 또는 다른 용기 수단을[0183]

포함할 것이며, 이들 내에 항체가 배치되거나, 바람직하게는 적절히 분취될 수 있다.  키트는 또한 항체, 항원,

및 상업적 판매를 위해 밀접 밀봉된 임의의 다른 시약 용기를 담기 위한 수단을 포함할 것이다.  이러한 용기는

원하는 바이알이 보관되는 주입 또는 취입-성형 플라스틱 용기를 포함할 수 있다.

도면의 간단한 설명

다음 도면은 본 출원 명세서의 일부를 형성하고 본 발명의 특정 측면을 추가로 입증하기 위해 포함된다.  본 발[0184]

명은 본원에 제시된 특정 구현예의 상세한 설명과 함께 하나 이상의 이들 도면을 참조하여 더 잘 이해될 수 있

다.

도 1A-1C - PD-1에 대한 PD-L1/PD-L2 결합을 차단하는 이중특이적 PD-L1/PD-L2 (BiPDL) 항체의 확인.  실시예

에 기술된 바와 같이 확인된 항체 후보를 PD-L1 또는 PD-L2에 결합하고 PD-1에 대한 이들의 결합을 차단하는 능

력에 대해 시험하였다.  5 μg/mL의 항체를 CHO-PD-L1 또는 CHO-PD-L2 세포에 결합시킨 후 알렉사플루오르 532

로 표지된 재조합 PD-1을 1시간 동안 첨가하였다.  (도 1A) PD-1+ 세포의 비율이 표시된다.  (도 1B) 알렉사플

루오르 532 표지된 PD-1의 최대 형광 강도를 측정하였고, PD-L1 또는 PD-L2 차단은 FACS 분석에서 알렉사532 형

광의 감소로서 간주되었다.  BiPDL 항체 클론 1-4, (ADI-16413, -16414, -16415, 및 -16418)를 염색되지 않은

세포, 대조군 항체, 두르발루맙 (Durvalumab) (항-PD-L1), 및 상업적으로 이용가능한 항-PD-L2 항체에 대해 평

가하였다.  (도 1C) 후보 BiPDL 단일클론 항체를 Promega PD-L1:PD-1 차단 시스템을 사용하여 분석하였다.

도 2A-2D  -  PD-L1  및  PD-L2에  결합하는 이중특이적 항체 서브클론의 확인.  이중특이적 항체 BiPDL3  또는

BiPDL4의 서브클론을 CHO-PD-L1 (도 2A 및 2C) 또는 CHO-PD-L2 세포 (도 2B 및 2D)에 대한 결합에 대해 분석하

였다.  지시된 농도의 BiPDL (인간 IgG1) 항체를 지시된 세포에 첨가하고 PE에 접합된 항-인간 IgG1 2차 항체를

첨가하여 결합을 검출하였다.  ForteBio Octet
®
 플랫폼 상에서 반응을 수행하였다.

도 3 - FDA 승인된 항체 치료제 대비 이중특이적 항체의 평가.  Promega PD-L1:PD-1 차단 시스템 및 PD-L2:PD-

1 차단 시스템 둘 다를 사용하여 후보 BiPDL 단일클론 항체를 분석하였다.  다양한 농도의 항체를 PD-1을 안정
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적으로  발현하는  Jurkat  T  세포를  자극할  수  있는  CHO-PD-L1  또는  CHO-PD-L2  (CHO-PD-L1/2)  세포에

첨가하였다.  공동-배양되는 경우, CHO-PD-L1/2 세포 및 Jurkat T 세포 사이의 상호작용은 발광을 억제한다.

PD-L1, PD-L2, PD-1, 또는 BiPDL 항체의 첨가에 의한 활성화 중단 시, 발광이 유도된다.  Jurkat T 세포를 지

정된  농도의  지정된  항체  및  CHO-PD-L1/2  세포와  6시간  동안  인큐베이션하였다.   Bio-Glo쪠  분석  키트

(Promega)를 사용하여 결과를 생성하였다.

도 4A-4F - 2, 3, 및 4세대 BiPDL 항체의 평가.  후보 2세대 (도 4A-B), 3세대 (도 4C-D), 및 4세대 (도 4E-F)

BiPDL  단일클론  항체를  다시  Promega  PD-L1/PD-L2:PD-1  차단  시스템을  사용하여  분석하였다.   키트루다

(Keytruda)를 양성 대조군 항-PD-L2 항체로 사용하였고 (도 4B-D), 다르발루맙 (Darvalumab)을 대조군 항-PD-

L1 항체로 사용하였다 (도 4C-D).  PD-1에 대한 Promega의 대조군 mAb를 또한 대조군으로 사용하였다 (도 4C-

D). 

도 5A-5C - 후보 BiPDL 항체는 여러 인간 혼합 림프구 반응에 걸쳐 활성이다.  후보 항체, FDA 승인된 항체, 또

는 대조군 항체를 별도 공여자로부터의 유도된 수지상 세포 및 T-세포의 존재하에서 평가하고 IL-2 또는 IFN-γ

생산에 대해 ELISA로 평가하였다.  (도 5A) 자기-분류된 iDCs를 인간 PD-L1 및 PD-L2의 발현에 대한 유세포 분

석으로 분석하였다.  (도 5B) 키트루다 (항-PD-1), 아테졸리주맙 (Atezolizumab) (항-PD-L1), 4세대 BiPDL 항

체, 및 이소형 대조군을 CD4+ T 세포의 첨가 전에 IDCs에 첨가하였다.  (도 5C) 다른 4세대 BiPDL 항체를 아테

졸리주맙 및 이소형 대조군과 함께 평가하였다.  CD4+ T 세포의 첨가 전에 각각을 IDCs에 첨가하였다.

도 6 - BiPDL 항체는 인간 PD-L1/PD-L2
+
 림프종에 대해 효율적인 ADCC를 매개한다.  다양한 농도의 BiPDL 항체

(마우스  IgG2a)를  시험관  내  확장된  뮤린  NK  세포와  함께  15:1의  이펙터  대  표적  비율로  칼세인-표지된

(Calcein-labelled) U2940 PMBL 세포에 첨가하였다.  특이적 용해 비율을 형광 플레이트 판독기 상에서 측정된

칼세인의 실험적 방출 및 자발적 방출 사이의 차이로 계산하였다.

도 7A-7C - ADCC를 갖는 후보 항체는 생체 내에서 인간 U2940 림프종에 대해 매우 활성이다.  SCID 마우스에서

PBML 이종이식 종양을 확립하고 150 mm
3
에 도달하게 하였다.  (도 7A) 세포를 유세포 분석에 의해 PD-L1 또는

PD-L2  발현에  대해  분석하였다.   (도  7B-C)  마우스를  mIgG2a  대조군  항체,  허셉틴  (Herceptin),  리툭산

(Rituxan), 또는 지시된 BiPDL 항체 중 하나로 주 2회 10 mg/kg으로 3주간 처리하고, 종양 부피를 지시된 일자

에 캘리퍼 (caliper)로 평가하였다. 

도 8A-8B - 후보 항체는 MDA-MB-231에 대해 활성이다.  MDA-MB-231 삼중-음성 유방암 이종이식 종양을 SCID 마

우스에서 확립하고 150 mm
3
에 도달하게 하였다.  (도 8A) 세포를 유세포 분석에 의해 PD-L1 또는 PD-L2 발현에

대해 분석하였다.  (도 8B) 그 후에 마우스를 주 2회 10 mg/kg으로 3주간 지시된 항체로 처리하였다.  표시된

데이터는 그룹당 9마리 마우스를 사용한 단일 실험으로부터 얻은 것이고, 종양 부피를 지시된 일자에 평가하였

다. 

도 9A-9C - BiPDL 항체는 PD-L1 항체보다 동계 (syngeneic) MC38-PD-L2 결장암을 보다 효과적으로 치료한다.

5×10
5
 MC38-PDL2 종양 세포를 C57BL/6J 마우스에 피하 이식하였다.  마우스를 3, 6, 9, 12, 및 15일째에 100

μg의  지시된  항체로  처리하였다.   (도  9A)  그룹당  10마리  마우스의  단일  실험에  대한  생존이  표시된다

(Gehran-Breslow-Wilcoxon 테스트를 통한 p 값).  (도 9B) 옆구리에서 MC-38-PD-L2 종양의 성장을 캘리퍼로 측

정하고 임의의 종양이 ≥1000 mm
3
으로 측정되는 그러한 시점까지 모든 그룹에 대해 종양 부피가 표시된다.  (도

9C) PD-L1 및 PD-L2의 존재를 유세포 분석으로 평가하였다.

도 10A-10B - 항체-의존적 세포-매개 세포독성 (ADCC)을 갖는 BiPDL 항체는 MC38-PD-L2 마우스에서 유리한 CD8

대 Treg 비율을 생성한다.  1.5×10
6
 MC38-PDL2 종양 세포를 30% 마트리겔 (Matrigel) (Corning)에서 C57BL/6J

마우스에 피하로 이식하고 7, 10, 및 13일째에 100 μg의 지시된 항체를 복강 내로 주사하여 처리하였다.  15일

째에, 종양을 수확하였다.  (도 10A) PD-L1 및 PD-L2의 존재를 유세포 분석으로 평가하였다.  (도 10B) FoxP3+

Treg에 대한 침윤성 CD8 T 세포의 비율을 유세포 분석으로 측정하였다.

도 11A-11B - BiPDL 항체는 PD-L1 또는 PD-L2 차단보다 더 효과적으로 전신 EL4 T 세포 림프종을 치료한다.

생체발광 이미징을 용이하게 하기 위해 루시퍼라제를 또한 발현하는, 1.5×10
5
 EL4-PD-L2 세포를 C57BL/6J 마우

스에 이식하여 전신 질환을 확인하였다.  3, 6, 9, 12 및 15일째 마우스에 100 μg의 지시된 항체를 주사로 투

여하였다.  (도 11A) 유세포 분석을 사용하여 PD-L1 및 PD-L2의 존재를 평가하였다.  (도 11B) 그룹당 5마리 마
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우스를  사용하는  1-3회의  독립적인  실험  (그룹에  따라  다름)에  대해  생존이  표시된다.   Gehran-Breslow-

Wilcoxon 테스트를 사용하여 생존 통계를 계산하였다.

도 12. Promega PD-L1/PD-L2 분석에서 PD-1 차단에 대한 동등성 및 PD-L1 차단에 대한 우월성.  BiPDL3-14는

PD-1 참여를 완전히 차단한다.  T 세포 활성화 요소 및 인간 PD-L1 및 PD-L2를 발현하는 CHO 세포 및 NFAT-루시

퍼라제 리포터를 갖는 Jurkat T 세포로 구성된 Promega PD-1 분석을 사용하여 PD-1-매개 T 세포 억제를 차단하

는 키트루다, 테센트릭 (Tecentriq) 및 BiPDL의 능력을 시험하였다.

도 13. F16-F10-PDL2 데이터는 "저온 (cold)" 종양에서 이펙터 BiPDL3 항체의 가능성을 시사한다.  BiPDL3은

PD-1 내성 B16 흑색종을 치료할 수 있다.  옆구리에 5×10
4 
B16.F10 흑색종이 이식된 마우스를 3, 6, 9, 12일째

에 지시된 항체, 즉 ADCC/P를 증강시키기 위해 T236A, S239D, I332E 돌연변이를 갖는 hIgG1인 GASDIE로 처리하

였다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

VII.실시예[0185]

다음 실시예는 본 발명의 바람직한 구현예를 입증하기 위해 포함된다.  당업자라면 하기 실시예에 기술된 기술[0186]

이 본 발명의 실행에서 잘 기능하기 위해 본 발명자에 의해 발견된 기술을 나타내고, 따라서 그의 실행을 위한

바람직한 모드를 구성하는 것으로 간주될 수 있음을 이해해야 한다.  그러나 당업자는 본 개시내용에 비추어 기

술된 특정 구현예에서 다수의 변경이 이루어질 수 있고 본 발명의 사상 또는 범주를 벗어나지 않으면서 여전히

유사하거나 또는 비슷한 결과를 얻을 수 있음을 인식해야 한다.

실시예 1 - 재료 및 방법[0187]

항체 선택, 생성, 및 생산.  추가 세부사항이 후속 실시예에서 제공될 수 있지만, 기술된 항체의 선택, 생성,[0188]

및 생산을 일반적으로 다음과 같이 수행되었다.

항원 준비 - 항원을 Pierce사의 EZ-연결 설포-NHS-비오틴화 키트를 사용하여 비오틴화시켰다.  염소 F(ab')2 항[0189]

-인간  카파-FITC  (LC-FITC),  Extr아비딘-PE  (EA-PE)  및  스트렙타비딘-AF633  (SA-633)을  각각  Southern

Biotech, Sigma, 및 Molecular Probes로부터 입수하였다.  스트렙타비딘 마이크로비드 (MicroBeads) 및 MACS

LC 분리 칼럼을 Miltenyi Biotec로부터 구입하였다.  염소 항-인간 IgG-PE (인간-PE)를 Southern Biotech로부

터 입수하였다.

나이브 디스커버리 (Naive Discovery) - 각각 ~10
9
 다양성의 8개의 나이브 인간 합성 효모 라이브러리를 이전에[0190]

기술된 바와 같이 증식시켰다 (예컨대, Xu et al., 2013; WO2009036379; WO2010105256; 및 WO2012009568 참

조).   최초  2회  라운드의  선택의  경우,  이전에  기술된  바와  같이  (예컨대,  Siegel  et  al.,  2004  참조),

Miltenyi MACS 시스템을 사용하는 자기 비드 분류 기법을 수행하였다.  요약하면, 효모 세포 (~10
10
 세포/라이브

러리)를 세척 완충제 (인산염-완충 식염수 (PBS)/0.1% 소 혈청 알부민 (BSA)) 중에서 3 ml의 10 nM 비오틴화된

Fc 융합-항원과 30℃에서 15분간 인큐베이션하였다.  40 ml의 빙냉 세척 완충제로 1회 세척 후, 세포 펠릿을 20

mL의 세척 완충제에 재현탁하고, 스트렙타비딘 마이크로비드 (500 μl)를 효모에 첨가하여 4℃에서 15분간 인큐

베이션하였다.  이어서, 효모를 펠릿화하고, 20 mL의 세척 완충제에 재현탁하고, Miltenyi LS 칼럼 상에 로딩하

였다.  20 mL을 로딩한 후, 칼럼을 3 ml의 세척 완충제로 3회 세척하였다.  그 후에 칼럼을 자기장으로부터 제

거하고, 효모를 5 mL의 성장 배지로 용출한 후 밤새 성장시켰다.  다음 라운드의 선택은 유세포 분석을 사용하

여 수행하였다.  대략 2×10
7
 효모가 펠릿화되고, 이를 세척 완충제로 3회 세척한 후 10 nM Fc-융합 항원과 함

께, 또는 평형 조건에서 비오틴화된 항원의 농도 (100 내지 1 nM)를 감소시키는 이후 라운드에서, 종-교차 반응

성을 얻기 위해 다른 종 (마우스)의 100 nM 비오틴화된 항원과 함께, 또는 선택으로부터 비특이적 항체를 제거

하기 위해 다중-특이성 고갈 시약 (PSR)과 함께 30℃에서 인큐베이션하였다.  PSR 고갈을 위해, 이전에 기술된

바와 같이 (예컨대, Xu et al., 2013 참조), 라이브러리를 비오틴화된 PSR 시약의 1:10 희석액과 함께 인큐베이

션하였다.  그 후에 효모를 세척 완충제로 2회 세척하고 LC-FITC (1:100으로 희석됨) 및 SA-633 (1:500으로 희

석됨) 또는 EAPE (1:50으로 희석됨) 2차 시약 중 하나로 4℃에서 15분간 염색하였다.  세척 완충제로 2회 세척

후, 세포 펠릿을 0.3 mL의 세척 완충제에 재현탁하고 여과기-캡핑된 (strainer-capped) 분류 튜브로 옮겼다.

FACS ARIA 분류기 (BD Biosciences)를 사용하여 분류를 수행하고 분류 게이트 (sort gate)를 결정하여 원하는
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특성을 갖는 항체를 선별하였다.  원하는 특성 모두를 갖는 집단이 달성될 때까지 선택 라운드를 반복하였다. 

교차-반응성 항체를 생성하기 위해, 독립적으로 각각의 표적 항원을 사용하는 상기에 기술된 바와 같은 선택을[0191]

라운드에서 라운드로 번갈아 수행하여 이중 특이성에 대해 농축시켰다.  분류의 최종 라운드 후, 효모를 도말하

고 특성화를 위해 개별 콜로니를 선택하였다.

경쇄 배치 셔플 (light chain batch shuffle, LCBS) - 1차 발견은 또한 나이브 선택으로부터 중쇄 플라스미드[0192]

의 경쇄 배치 다양화 프로토콜을 포함하였다:  나이브 라운드 4회 선택 출력으로부터의 중쇄 플라스미드를 효모

로부터 추출하고 5×10
6
의 다양성을 갖는 경쇄 라이브러리 내로 형질전환시켰다.  나이브 디스커버리와 동일한

조건을 사용하는 1회 라운드의 MACS 및 3회 라운드의 FACS로 선택을 수행하였다. 

항체 최적화 - 하기에 기술된 바와 같은 중쇄 및 경쇄 가변 영역 내로 다양성을 도입하여 항체의 최적화를 수행[0193]

하였다.  이들 접근법의 일부 조합을 각 항체에 대해 사용하였다.  

CDRH1 및 CDRH2 선택:  단일 항체의 CDRH3을 1×10
8
 다양성의 CDRH1 및 CDRH2 변형체를 갖는 이미 만들어진 라[0194]

이브러리 내로 재조합하고 나이브 디스커버리에서 기술된 바와 같은 1회 라운드의 MACS 및 4회 라운드의 FACS로

선택을 수행하였다.  FACS 라운드에서 PSR 결합, 종 교차-반응성, 항원 교차-반응성 및 친화도 압력에 대해 라

이브러리를 조사하였고, 원하는 특성을 갖는 집단을 얻기 위해 분류를 수행하였다.  이러한 선택을 위해, 비오

틴화된 단량체 항원을 적정하거나 비오틴화된 항원을 모체 (parental) Fab와 30분간 사전 인큐베이션한 후 사전

복합체화된 혼합물을 선택이 평형에 도달하게 할 시간 동안 효모 라이브러리에 적용함으로써 친화도 압력을 적

용하였다.  그 후에 더 높은 친화도 항체를 분류할 수 있었다.

VH Mut 선택:  중쇄 가변 영역 (VH)을 오류 경향 (error prone) PCR을 통해 돌연변이시켰다.  그 후에 이렇게[0195]

돌연변이된 VH 및 중쇄 발현 벡터를 이미 본 발명의 경쇄 플라스미드를 함유하는 효모 내로 형질전환시켜 라이

브러리를 생성시켰다.  3회 라운드 동안 FACS 분류를 사용하여 이전 주기와 유사하게 선택을 수행하였다.  FACS

라운드에서, 교차-반응성 및 친화도 압력에 대해 라이브러리를 조사하였고, 원하는 특성을 갖는 집단을 얻기 위

해 분류를 수행하였다.

CDRL1, CDRL2 및 CDRL3 선택:  CDRL3을 포함하고 NNK 다양성을 통해 다양화된 올리고를 IDT로부터 주문하였다.[0196]

CDRL3 올리고는 CDRL3의 측면 영역 (flanking region)에 어닐링된 프라미어를 사용하여 이중-가닥으로 되었다.

그 후에 이들 이중-가닥의 CDRL3 올리고를 3×10
5
의 다양성으로 CDRL1 및 CDRL2 변형체를 갖는 이미 만들어진

라이브러리 내로 재조합하고, 나이브 디스커버리에서 기술된 바와 같이 1회 라운드의 MACS  및 3회 라운드의

FACS로 선택을 수행하였다.  FACS 라운드에서, PSR 결합, 교차-반응성, 및 친화도 압력에 대해 라이브러리를 조

사하였고, 원하는 특성을 갖는 집단을 얻기 위해 분류를 수행하였다.  이러한 선택을 위한 친화도 압력을 CDRH1

및 CDRH2 선택에서 상기에 기술된 바와 같이 수행하고 라운드에서 라운드로 항원을 번갈아 대체 적용하여 이중

결합제에 대해 풍부하게 하였다.

항체 생산 및 정제 - 효모 클론을 포화 상태로 성장시킨 후 교반하면서 30℃에서 48시간 동안 유도하였다.  유[0197]

도 후, 효모 세포를 펠릿화하고 상청액을 정제를 위해 수확하였다.  단백질 A 칼럼을 사용하여 IgG를 정제하고

pH  2.0의  아세트산으로  용출시켰다.   파파인  소화로  Fab  단편을  생성시키고  KappaSelect  (GE  Healthcare

LifeSciences)에 걸쳐서 정제하였다. 

ForteBio KD 측정 - ForteBio 친화도 측정을 이전에 기술된 바와 같이 일반적으로 Octet RED384 상에서 수행하[0198]

였다 (예컨대, Estep et al., 2013 참조).   요약하면,　IgG를 온-라인으로 (on-line) AHQ 센서 상에 로딩하여

ForteBio 친화도 측정을 수행하였다.  센서를 30분간 분석 완충제 중에서 오프-라인으로 평형화한 후 기준선 설

정을 위해 60초간 온-라인으로 모니터링하였다.  IgG가 로딩된 센서를 3분간 100 nM 항원에 노출시키고, 그 후

에 오프-레이트 (off-rate) 측정을 위해 3분간 분석 완충제로 옮겼다.  1가 친화도 평가를 위해, IgG 대신 Fab

를 사용하였다.  이 평가를 위해, 비오틴화되지 않은 Fc 융합 항원을 온-라인으로 AHQ 센서 상에 로딩하였다.

센서를 30분간 오프-라인으로 분석 완충제 중에서 평형화한 후 기준선 설정을 위해 60초간 온-라인으로 모니터

링하였다.  항원이 로딩된 센서를 3분간 100 nM Fab에 노출시키고, 그 후에 이들을 오프-레이트 측정을 위해 3

분간 분석 완충제로 옮겼다.  모든 역학은 1:1 결합 모델을 사용하여 분석하였다.

ForteBio 에피토프 비닝 (Epitope binning)/리간드 차단 - 표준 샌드위치 포맷 교차-차단 분석을 사용하여 에피[0199]

토프 비닝/리간드 차단을 수행하였다.  대조군 항-표적 IgG를 AHQ 센서 상에 로딩하고 센서 상의 비점유된 Fc-

결합 부위를 관련 없는 인간 IgG1 항체로 차단하였다.  그 후에 센서를 100 nM 표적 항원에 노출시키고 이어서
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2차 항-표적 항체 또는 리간드에 노출시켰다.  항원 결합 후 2차 항체 또는 리간드에 의한 추가 결합은 점유되

지 않은 에피토프 (비-경쟁자)를 나타내는 반면, 결합 부재는 에피토프 차단 (경쟁자 또는 리간드 차단)을 나타

낸다. 

MSD-SET KD　측정　- 선택된 고 친화도 항체의 평형 친화도 측정을 이전에 기술된 바와 같이 일반적으로 수행하[0200]

였다 (Estep　et al., 2013).  요약하면, 항원이 50 pM로 일정하게 유지되는 PBS + 0.1% 무-IgG BSA (PBSF) 중

에서 용액 평형 적정 (SET)을 수행하고 20 nM로 시작하는 Fab의 3- 내지 5-배 연속 희석액과 함께 인큐베이션하

였다.  항체 (PBS 중에 20 nM)를 표준 결합 MSD-ECL 플레이트 상에 4℃에서 밤새 또는 실온에서 30분간 코팅하

였다.  그 후에 플레이트를 700 rpm에서 교반하면서 BSA로 30분간 차단한 후 세척 완충제 (PBSF + 0.05% 트윈

20)으로 3회 세척하였다.  SET 샘플을 플레이트에 적용하고 700 rpm으로 교반하면서 150초간 인큐베이션한 후 1

회 세척하였다.  플레이트 상에 포획된 항원을 PBSF 중의 250 ng/mL 설포태그 (sulfotag)-표지된 스트렙타비딘

으로 플레이트 상에서 3분간 인큐베이션함으로써 검출하였다.  플레이트를 세척 완충제로 3회 세척한 후 계면활

성제 함유 1× Read Buffer T를 사용하여 MSD Sector Imager 2400 기기에서 판독하였다.  자유 항원 백분율을

Prism에서  적정된  항체의  함수로  플롯팅하고  2차  방정식에  핏팅시켜  KD를  추출하였다.   처리량을  개선하기

위해, 샘플 준비를 비롯해 MSD-SET 실험 전반에 걸쳐 액체 취급 로봇을 사용하였다.

세포 결합 분석 - 항원을 과발현하는 대략 100,000개 세포를 세척 완충제로 세척하고 실온에서 5분간 100 μl의[0201]

100 nM IgG와 인큐베이션하였다.  그 후에 세포를 세척 완충제로 2회 세척하고 얼음 중에서 100 μl의 1:100 인

간-PE와 15분간 인큐베이션하였다.  이어서 세포를 세척 완충제로 2회 세척하고 FACS  Canto  II  분석기 (BD

Biosciences) 상에서 분석하였다.

항체 스크리닝 및 특성화.  상기에 기술된 제시 방법으로부터 생성된 항체 후보를 PD-L1 및 PD-L2에 결합하고,[0202]

PD-1에 대한 이들의 결합을 차단하는 능력에 대해 시험하였다.  5 μg/ml의 항체를 CHO-PD-L1 또는 CHO-PD-L2

세포에  결합시킨  후  알렉사  532  (ThermoFisher)로  표지된  재조합  PD-1  (RnD  Systems)을  1시간  동안

첨가하였다.  PD-1 최대 형광 강도를 측정하였다.  PD-1 결합 차단을 유세포 분석에 의한 알렉사 532 형광의 감

소에 의해 측정하였다.  인간 PD-L1 또는 PD-L2에 대한 친화도 KD를 생성하기 위해, BiPDL Ab를 항-인간 Fc 포

획 (AHC) 바이오센서 상에 100 nM (15 μg/mL)으로 로딩하였고, 인간 PD-L1 또는 -L2 단백질 결합 및 해리를

30-0.37 nM의 희석 시리즈에서 시험하였다.  분석물의 결합 및 방출을 실시간으로 Octet 기기에 기록한 후 Kd,

Kon,  및 Kdis를 계산하는데 사용하였으며; 결과는 참조 웰 공제 (reference  well  subtraction)를 이용한 2:1

Global Fit Modeling으로부터 유래한다.  뮤린 PD-L1 또는 PD-L2에 대한 친화도 KD를 생성하기 위해, BiPDL Ab

를 활성화된 아민 반응성 2세대 (AR2G) 바이오센서 (단백질 로딩 후 1 M 에탄올아민 (pH 8.5)로 켄칭됨) 상에

100 nM (15 μg/mL)으로 공유적으로 고정화하고, 마우스 PD-L1 및 PD-L2 단백질 결합 및 해리를 300-1 nM의 희

석 시리즈에서 시험하였다.  분석물의 결합 및 방출을 실시간으로 Octet 기기에 기록한 후 Kd, Kon, 및 Kdis를 계

산하는데 사용하였으며; 결과는 참조 웰 공제를 이용한 2:1 Global Fit Modeling으로부터 유래한다.

항체 활성.  인간 IgG1 백본을 갖는, 다양한 농도의 BiPDL 항체를 인간 또는 뮤린 PD-L1 또는 PD-L2 중 하나를[0203]

발현하는 CHO 세포 (CHO-PD-L1 또는 CHO-PD-L2 세포)에 첨가하였다.  피코에리트린 (phycoerythrin, PE)에 접

합된 항-인간 IgG1 2차 항체를 첨가하여 결합을 검출하였다.  FACS 분석을 수행하여 피코에리트린을 검출하여

다양한 항체 농도에서 형광 활성을 결정하였다.  GraphPad Prism
®
 소프트웨어를 사용하여 EC50을 계산하였다.

후보 항체는 PD-1/PD-L2 결합을 방지함.  Promega PD-L1/PD-L2 이중 발현:PD-1 차단 시스템을 사용하여 후보[0204]

BiPDL 항체 및 FDA 승인된 항체를 분석하였다.  다양한 농도의 항체를 CHO-PD-L1/L2 세포에 첨가하였다.  PD-1

이펙터 세포는 CHO-PD-L1/L2 세포에 의해 자극될 수 있는 Jurkat T 세포이다.  활성화에 대한 반응으로 초파리

루시퍼라제를 생산하는, PD-1 이펙터 세포를 항체 및 CHO 세포와 6시간 동안 인큐베이션한 후 결과를 제조사의

지침에 따라서 Bio-Glo쪠 분석 키트 (Promega)를 사용하여 광도계에서 판독하였다.  경쟁 분석을 위해, 비오틴-

rhPD-1-Fc 단백질을 세포 및 항체에 첨가하고, 이어서 스트렙타비딘-APC 접합체를 첨가하였다.  루시퍼라제 신

호에서의 증가로서 차단을 평가하였다.  GraphPad Prism
®
 소프트웨어를 사용하여 분석을 수행하였다.  경쟁 분

석을 위해, X를 LogX로 변환시키고 비-선형 회귀 (곡선 적합), 용량 반응 억제, 및 Log(억제제) 대 반응에 의해 분

석하였다.

혼합 림프구 반응에서 BiPDL 활성.  CD14+ 단핵구를 CD14 마이크로비드를 사용하여 말초 혈액 단핵구 세포로부[0205]
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터 분리하였다.  세포를 1백만 개/ml로 접종하고 10% FCS/RPMI/P/S 세포 배양 배지 중에서 IL-4 및 GM-CSF로

자극시켰다.  세포를 7일간 배양하여 미성숙 수지상 세포 (IDCs)로 분화시키고 다양한 농도의 BiPDL 또는 상업

적 항체를 첨가하였다.  그 후에 IDCs를 사용하여 10:1 CD4:IDCs의 비율로 CD4+ T 세포를 자극하였다.  R&D

systems에서 제공되는 프로토콜에 따라서 ELISA로 IL-2 및 IFN-γ를 분석하였다.

이종이식 종양에 대한 항체 활성.  U2940 PMBL 또는 MDA-MB-231 삼중-음성 유방암 이종이식 종양을 면역결핍 마[0206]

우스에서 확립하였다.  종양의 부피가 150 mm
3
에 도달하게 하였다.  150 mm

3
에 도달한 후, 마우스를 치료 그룹

당 9마리로 3주간 10 mg/kg의 처리로, 주 2회로 표시된 항체 치료제로 처리하였다.  종양 너비, 길이, 및 깊이

의 캘리퍼 측정을 사용하여 종양 부피를 계산하였다.

MC38-PD-L2 주사 마우스의 생존 및 종양 성장.  MC38-PD-L2 종양 세포가 이식된 C57BL/6J 마우스의 생존율을 측[0207]

정하였다.  5×10
5 
MC38-PD-L2 종양 세포를 피하로 이식하고 3, 6, 9, 12, 및 15일째에 지시된 항체 또는 완충

제 100 μg을 복강내로 처리하였다.  종양 너비, 길이, 및 깊이의 캘리퍼 측정을 사용하여 종양 부피를 계산하

였다.  Gehran-Breslow-Wilcoxon 테스트를 사용하여 생존율 통계를 계산하였다.  CD8/Treg 비율을 결정하기 위

해, 1.5×10
6
 MC38-PDL2 종양 세포를 30% 마트리겔 (Corning) 중에서 C57BL/6J 마우스에 피하로 이식하고 7,

10, 및 13일째에 지시된 항체 100 μg을 복강내 주사로 처리하였다.  15일째, 종양을 수거하고 FoxP3
+
 Treg에

대한 침윤성 CD8 T 세포의 비율을 유세포 분석으로 측정하였다.

EL4 림프종 마우스 모델의 생존.  EL4 T 세포 림프종 세포는 PD-L1을 내인성으로 발현하고, 마우스 PD-L2를 발[0208]

현하도록 레트로바이러스로 조작되었다.  PD-L1 및 PD-L2 둘 다의 발현을 유세포 분석으로 확인하였다.  PD-L2

및 루시퍼라제를 발현하는 EL4 세포가 주입된 마우스의 생존율을 측정하였다.  루시퍼라제를 또한 발현하는 1.5

×10
5 
EL4-PD-L2 세포를 마우스의 꼬리 정맥 내로 주입하여 C57BL/6J 마우스에서 전신 질환을 확인하였다.  마우

스를 3, 6, 9, 12, 및 15일째에 지시된 항체 100 μg을 복강내로 처리하였다. 

BiPDL 항체의 에피토프 비닝.  다양한 BiPDL 항체의 결합 특이성을 ForteBio Octet
®
 플랫폼을 사용하여 수행된[0209]

결합 경쟁 분석을 이용하여 비교하였다.  표적 His-태그된 단백질 (인간 PD-L1 또는 PD-L2)을 1 μg/mL로 미리-

충진된 니켈 NTA 바이오센서 상에 로딩한다.  1차 항체, Ab1을 100 nM으로 표적-로딩된 바이오센서 위에 포화시

키고, 최대 Ab2 결합 신호를 결정하기 위해 참조 (완충제 단독) 웰이 포함된다.  2차 항체를 또한 100 nM에서

결합 신호에 대해 스크리닝하고, 배경 자가-차단 신호를 결정하기 위해 Ab1이 포함된다.  데이터 분석 HT 9.0

소프트웨어를 사용하여 Ab2 결합의 원시 신호 반응의 매트릭스를 생성하고 이는 그 후에 차단되지 않은 Ab2 결

합 신호의 백분율로서 표현되도록 변환된다.  15% 미만의 반응이 경쟁 차단으로 간주된다.

실시예 2 - 결과[0210]

인간 PD-L1 및 PD-L2 둘 다에 결합하는 BiPDL 항체의 선택.  PD-L1 및 PD-L2 둘 다가 PD-1에 결합하고 대략[0211]

40% 아미노산 동일성을 공유한다는 점을 감안하면, 두 리간드에 결합하고 T 세포 공동-억제 수용체 PD-1의 참여

(engagement)를 방지하는 항체가 유도될 수 있다는 가설이 세워졌다.  두 리간드에 2가 결합할 수 있는 고 친화

도 항체를 찾는 것이 드문 일이라고 예상되었듯이, 이들 항체는 전술한 바와 같이 효모-기반, 완전한 인간 항체

라이브러리 제시 시스템으로부터의 반복적인 선택 과정을 통해 발견되었다.   상기  실시예 1에  기술된 바와

같이, 이량체화된 인간 IgG1 Fc 불변 영역에 융합된 재조합 리간드를 사용하여 (즉, 친화 (avid) 결합) PD-L1

및 PD-L2 둘 다에 결합하는 항체를 먼저 선별하였고, 그 후에 단량체 PD-리간드에 결합할 수 있는 것들의 선택

을 통해 가장 높은 친화도 히트 (affinity hit)를 더 풍부하게 하였다.  이 초기 라운드의 스크리닝은 PD-L1 및

PD-L2 둘 다에 결합하여 PD-1에 대한 이들의 결합을 차단할 수 있는 4개의 별개의 항체 계통을 산출하였다 (도

1A-B).  항체를 BiPDL로 명명하고 명명법 BiPDLX-YZ를 사용하는데, 여기서 X는 BiPDL 패밀리이고 (Boussiotis,

2016; Cheng et al., 2013; Latchman et al., 2001; Lee et al., 2016), Y는 주어진 세대 내에서 패밀리 내 클

론 번호이고, Z는 연속적인 라운드의 친화도 성숙을 나타내는 세대이다 (Boussiotis,  2016;  Cheng  et  al.,

2013; Latchman et al., 2001; Lee et al., 2016).  개별 항체 클론은 또한 실험 클론 번호로 참조된다.  표 5

는 BiPDL 명명법뿐만 아니라 각각에 대한 클론 번호 모두를 제공한다.  이들 항체 각각이 PD-L2 (Kd≤2×10
-9
)에

대해 합리적으로 높은 친화성 (avidity) (이량체 리간드 사용)을 입증하였지만, BiPDL4만이 Octet (ForteBio)으

로 측정되는 바와 같이 인간 PD-L1에 대해 정량화 가능한 친화성 (Kd≤1×10
-9
)을 가졌다.  다양한 항체 농도에

걸친 Promega PD-1 분석 시스템을 사용하여 PD-1에 의한 Jurkat T 세포 억제를 완화하는 이들의 능력에 대해 몇
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몇 항체를 추가로 시험하였고, BiPDL4만이 PD-L1-유도된 T 세포 억제를 차단할 수 있는 것으로 나타났다 (도

1C).

친화도 성숙은 T 세포 활성화의 PD-L1 및 PD-L2 억제를 역전시키는 BiPDL의 기능적 능력을 증가시킨다.  각각의[0212]

1세대 선두인, BiPDL1-11, BiPDL2-11, BiPDL3-11, 및 BiPDL4-11을 중쇄 친화도 성숙에 적용하여 상기 실시예 1에

기술된 과정을 사용하여 최적화된 CDR1 및 CDR2 서열의 선택을 통해 PD-L1 및 PD-L2 둘 다에 결합하는 클론을

풍부하게 하였다.  다양한 농도의 BiPDL3 및 BiPDL4 항체 (인간 IgG1)를 CHO-PD-L1 또는 CHO-PD-L2 세포에 첨

가하였다.  친화도 성숙된 BiPDL3 및 BiPDL4의 결합을 PE에 접합된 항-인간 IgG1 2차 항체의 첨가에 의해 검출

하였다 (도 2A-D).   BiPDL3  및 BiPDL4  항체 모두는 PD-L1에 결합하는 이들의 능력을 유지했지만 (도 2A  및

2C), BiPDL3-12는 PD-L2 결합 활성을 거의 나타내지 않았다 (도 2B).

Promega PD-L1/PD-L2 이중 발현:PD-1 분석 시스템을 사용하여 Jurkat T 세포 활성을 복원하는 4세대 BiPDL4 클[0213]

론의 능력을 평가하였다 (도 3).  BiPDL4-11, -14, -24, -34, -44 모두는 키트루다 (항-PD1)와 유사한 수준의 활

성을 보였고, 아테졸리주맙 및 아벨루맙 (Avelumab)보다는 우수한 성능을 보였다.  다른 개별 패밀리의 결합을

또한 평가하였다 (도 4A-F).   Promega  시스템에서 Jurkat  T  세포 억제를 복원하는 BiPDL4-12의 능력은 부모

BiPDL4에 비해 PD-L1 및 PD-L2 둘 다에 대해 증가한 반면, BiPDL4-22는 PD-L1 매개 억제를 역전시킬 수 있는 능

력을 얻지는 못했지만, PD-L2 매개 억제를 완전히 역전시킬 수 있었다 (도 4E-F).  BiPDL3-12에 대한 Octet 친

화도  측정은  PD-L1에  대해  Kd  2.71×10
-8
 및  PD-L2에  대해  Kd  8.85×10

-8
 (이량체  리간드)이었다  (표  5).

BiPDL4-12는 PD-L1의 경우 6.22×10
-10

 및 PD-L2의 경우 1.74×10
-9
를 측정한 반면, BiPDL4-22는 PD-L1의 경우

8.42×10
-9
 및 PD-L2의 경우 3.5×10

-10
를 측정하였다 (표 5).  

1세대 BiPDL로부터의 개선에도 불구하고, BiPDL3-12, BiPDL4-12 및 BiPDL4-22 중 어느 것도 PD-L1 및 PD-L2 둘[0214]

다에 대해 임상적으로 관련된 친화도를 입증하지 못했다.  이러한 이유로, BiPDL3-12 및 BiPDL4-22에 중점을 두

고 3차 라운드의 중쇄 친화도 성숙을 수행하였다.  이 과정은 두 리간드에 대해 현저히 증강된 친화도를 갖는 3

세대 BiPDL 항체를 산출하였다.  BiPDL3-13에 대한 Octet 패밀리 측정은 PD-L1에 대해 Kd=3.28×10
-9
 및 PD-L2에

대해 Kd=4.31×10
-10

 (이량체 리간드)이었다.  BiPDL4-13은 PD-L1의 경우 6.9×10
-10

 및 PD-L2의 경우 4.9×10
-

10
을 측정한 반면, BiPDL4-23은 PD-L1의 경우 1.12×10

-9
 및 PD-L2의 경우 3.4×10

-10
을 측정하였다.  BiPDL4-

13은 또한 1가  PD-L1  (Kd=5.04×10
-8
)  및1가 PD-L2  (Kd=8.36×10

-9
)에 대해 측정가능한 친화도를 입증하였다.

BiPDL4-23에 대한 1가 친화도는 PD-L1에 대해 Kd=8.4×10
-8
 및 PD-L2에 대해 Kd=1.66×10

-9
이었다.  모든 3세대

선두는 PD-L2 참여로 인한 Jurkat T 세포 억제를 강력하게 역전시킬 수 있었다; 그러나 BiPDL4 항체는 PD-L1 유

도된 억제를 역전시키는 실질적으로 더 높은 능력을 나타내었다 (도 2C).

BiPDL4-13 및 BiPDL4-23의 PD-L1 친화도를 증가시키기 위한 시도로서, 상기 실시예 1에 기술된 바와 같이 최종[0215]

라운드의 경쇄 친화도 성숙을 수행하였다.  이 스크리닝은 두 리간드에 대해 임상적으로 관련된 친화도를 갖는

다수의 BiPDL 선두를 산출하였고, 그 중 가장 중요한 것은 BiPDL4-14, BiPDL4-24, BiPDL4-34, 및 BiPDL4-44이다.

Octet에 의해 측정된 HIS-태그된 1가 PD-L1에 대한 이들 항체의 친화도는 PD-L1의 경우 2.26-7.9×10
-9
, 및 PD-

L2의  경우  4.98-9.3×10
-10

 범위였다.   PD-L1  및  PD-L2  둘  다를  발현하는  자극인자  CHO  세포를  사용하는

Promega 시스템에서 억제된 Jurkat T 세포를 복원하는 이들의 능력을 시험하는 경우, 이들 4세대 BiPDL4 항체는

키트루다와 유사하게 수행하였다 (도 2D).  또한, 이들 완전히 성숙된 BiPDL4는 이전 세대의 BiPDL4 및 FDA-승

인된 PD-L1 항체 아테졸리주맙 및 아벨루맙 모두보다 상당한 우월성을 입증하였다.

4세대 BiPDL4는 PD-L1에서 이전에 기술되지 않은 에피토프에 결합한다.  이들 4세대 BiPDL4 항체는 인간 및 사[0216]

이노몰구스 (cynomolgus) PD-L1 및 PD-L2 둘 다에 고 친화도로 결합하고, 또한 마우스 리간드와 상당히 교차-반

응성이다 (표 5 및 6).  모든 4개의 4세대 BiPDL4 항체는 동일한 중쇄 CDR3을 공유하지만 다른 중쇄 및 경쇄

CDR 서열에서 유의미하게 상이하다 (표 1-4).  물론, FDA-승인된 PD-L1 항체의 어느 것과도 유의미한 유사상이
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존재하지 않는다.  이러한 서열 상동성의 결여는 이들 PD-L1 및 PD-L2 결합 항체의 독특한 결합 특이성에 대한

가능성을 시사하고, 따라서 이들이 공지된 PD-L1 및 PD-L2 항체에 대해 "비닝되어 (binned)" 이들의 경쟁적 에

피토프 결합을 결정할 수 있다.

항체 비닝은 모든 4개의 4세대 BiPDL4 항체가 아벨루맙 및 아테졸리주맙과는 완전히 다른 PD-L1 상의 에피토프[0217]

에 결합한다는 것을 보여주었다 (표 7).  중간 수준의 간섭에 의해 입증된 두르발루맙에 의해 결합된 PD-L1 에

피토프와의 부분적 중첩이 존재한다.  모든 BiPDL4는 상업적으로 이용가능한 클론 24F.10C12 및 MIH18에 비해

PD-L2 상의 별개의 에피토프에 결합한다 (표 8). 

BiPDL 항체는 일차 인간 혼합 림프구 반응 (MLR)에서 이펙터 사이토카인 생산을 복원한다.  별도의 공여자로부[0218]

터 유도된 수지상 세포 및 T-세포의 존재하에서 후보 항체, FDA 승인된 항체, 또는 대조군 항체를 평가하고 IL-

2 또는 IFN-γ 생산에 대해 ELISA로 평가하였다.  iDC에 의한 PD-L1 및 PD-L2의 발현을 유세포 분석으로 확인하

였다 (도 5A).  BiPDL4-14 및 BiPDL4-34 둘 다는 FDA 승인된 PD-L1 및 PD-1 항체에 비해 인간 일차 T 세포에 의

한 IFN-γ 분비를 회복시키는 유사한 능력을 나타내었다 (도 5B 및 5C).  이들 분석에서 PD-L2의 존재에도 불구

하고, PD-L1의 효과는 이 맥락에서 우세한 것으로 밝혀졌다.

이펙터 기능을 갖는 BiPDL 항체는 PD-L1 및 PD-L2 발현 종양 세포에 대해 효율적인 ADCC를 매개한다.  U2940은[0219]

높은 PD-L1 (세포당 ~50,000개 분자) 및 낮은 수준 내지 중간 수준의 PD-L2 (세포당 ~7,000개 분자)를 발현하는

인간 원발성 종격동 B 림프종 (PMBL) 이종이식 세포주이다.  뮤린 NK 세포를 시험관 내에서 확장시키고 칼세인-

AM (ThermoFisher) 표지된 U9240 PMBL 표적 세포 및 지시된 농도의 항체와 함께 15:1 에픽터 대 표적 비율로 4

시간 동안 인큐베이션하였다.  실험적 방출 및 항체가 없는 자발적 방출의 차이로서 퍼센트 특이적 용해를 계산

하였다.  모든 세대의 BiPDL3  및 BiPDL4는 U2940에 대해 ADCC를 매개할 수 있었다 (도 6).   BiPDL4-12  및

BiPDL4-13이 U2940의 사멸을 유도하는데 특히 효과적이었다. 

이펙터-가능 BiPDL은  SCID  마우스에서 U2940  PBML  및  MDA-MB-231  종양 이종이식 성장을 제어한다.  1×10
6

[0220]

U2940 PMBL 세포를 SCID 마우스 내로 이식하고 종양이 150 mm
3
에 도달할 때까지 확립되게 하였다.  PD-L1 및

PD-L2의 발현에 대해 세포를 평가하였다 (도 7A).  그 후에 마우스를 10 mg/kg의 mIgG2a 대조군 항체, 허셉틴,

리툭산 (U2940은 CD20+임), BiPDL4-12-mIgG2a 또는 BiPDL4-22-mIgG2a 중 하나로 주 2회 처리하였다.  두 BiPDL4

항체는 대조군 mAb에 비해 종양 성장을 상당히 지연시켰고 또한 리툭산을 능가하였다 (도 7B).   BiPDL3-13-

mIgG2a 및 BiPDL4-13-mIgG2a으로 동일한 실험을 반복하였고 대조군에 비해 두 BiPDL 항체의 상당한 치료적 이점

이 다시 입증되었다 (도 7C).  이 경우에, 두 항체 모두 리툭산을 크게 능가하지는 않았지만; 연구 종료 시점에

종양이 없는 상태인 (종양 부피 ≤20 mm
3
) 두 마리의 마우스만이 BiPDL4-13-mIgG2a 그룹에 속했다.

MDA-MB-231 삼중 음성 유방암 이종이식 세포 (TNBC)는 또한 U2940과 유사한 비율로 PD-L1 및 PD-L2 둘 다를 발[0221]

현한다 (도 8A).  1×10
7
 MDA-MB-231 TNBC 세포를 SCID 마우스 내로 이식하고 종양이 150 mm

3
에 도달할 때까지

확립되게 하였다.  그 후에 마우스를 10 mg/kg의 mIgG2a 대조군 항체, 리툭산 (인간 IgG1 대조군), 아벨루맙

(인간 IgG1), BiPDL4-14-hIgG1, 또는 증강된 ADCC를 위해 조작된 BiPDL4-14-hIgG1[S239D/I332E] 중 어느 하나로

매주 2회 처리하였다.  이 설정에서, BiPDL 항체는 ADCC-가능 PD-L1 항체 아벨루맙과 유사한 능력으로 MDA-MB-

231 이종이식의 진행을 지연시켰다 (도 8B). PD-L2에 비해 MDA-MB-231에 의한 PD-L1의 높은 발현을 고려하면 이

유사성은 놀라운 것이 아니다. 

BiPDL은 어떤 PD-L1 항체보다 더 효율적으로 동계 MC38-PD-L2 결장암 (colon carcinoma)을 치료한다.  MC38 결[0222]

장암 세포는 내인성으로 PD-L1을 발현하고 마우스 PD-L2를 발현하도록 레트로바이러스로 조작되었다.  PD-L1 및

PD-L2 둘 다의 발현을 유세포 분석으로 확인하였다 (도 9C).  5×10
5
 MC38-PD-L2를 C57BL/6J 마우스에 이식하였

다.  3, 6, 9, 12 및 15일째에 100 μg의 PBS, 래트 항-마우스 PD-L1 항체 10F.9G2, FDA-승인된 PD-L1 항체 아

테졸리주맙 및 아벨루맙, 또는 BiPDL4-14-hIgG1[S239D/I332E] 중 하나를 마우스에 주사로 투여하였다.  BiPDL4

항체의  생존율은  아테졸리주맙  (p=0.026)  및  PBS  (p=0.004)에  비해  우수하였다  (도  9A).   BiPDL4-14-

hIgG1[S239D/I332E]로 처리된 마우스에서 종양 성장이 또한 가장 느렸다 (도 9B).

BiPDL은 MC38-PD-L2에서 가장 유리한 종양-내 CD8 대 Treg 비율을 생성한다.  1.5×10
6
 MC38-PD-L2를 30% 마트[0223]

리겔 (Corning) 중에서 C57BL/6J 마우스에 이식하여 침윤성 림프구의 회복을 촉진하였다.  PD-L1 및 PD-L2의 발
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현을 유세포 분석으로 확인하였다 (도 10A).  7, 10 및 13일째인 것을 제외하고 마우스를 상기와 같이 처리한

후 종양을 수거하고 침윤성 림프구를 15일째에 유세포 분석으로 분석하였다.  이 경우에, 이펙터-증강 인간

IgG1 변형체 대신에 BiPDL4-14-mIgG2a를 사용하였다.  억제성 FoxP3+ 조절 T 세포 (Treg)에 대한 CD8 세포독성

T 세포의 종양내 비율을 면역치료적 개입의 성공에 대한 신뢰할만한 바이오카머로서 확립하였다.  BiPDL4-14-

mIgG2a로 처리된 마우스는 평균 10의 CD8 대 Treg 비율로, 항-PD-L1, 항-PD-L2, 항-PD-1 또는 대조군 동물 중

어느 것보다 현저히 더 높았다 (도 10B).

BiPDL은  PD-L1 또는 PD-L2 항체 차단보다 더 효율적으로 동계 EL4-PD-L2 T 세포 림프종을 치료한다.  EL4 T[0224]

세포 림프종 세포 또한 PD-L1을 내인성으로 발현하고 마우스 PD-L2를 발현하도록 레트로바이러스로 조작되었다.

PD-L1 및 PD-L2 둘 다의 발현을 유세포 분석으로 확인하였다 (도 11A).  생체발광 영상화를 촉진하기 위해 루시

퍼라제를 또한 발현하는, 1.5×10
5
 EL4-PD-L2 세포를 이식하여 C57BL/6J 마우스에서 전신 질환을 확인하였다.

3, 6,  9,  12  및 15일째에 100 μg의 PBS,  래트 항-마우스 PD-L1 항체 10F.9G2, 래트 항-마우스 PD-L2 항체

TY25, 10F.9G2 및 TY25의 조합, FDA-승인된 PD-L1 항체 아테졸리주맙, 또는 BiPDL4-14-mIgG2a 중 어느 하나를

마우스에 주사로 투여하였다.  PD-L1 및 PD-L2 차단이 이 모델에서는 효과적이지 않았지만; BiPDL4 항체는 생존

을 상당히 연장시켰다 (p=0.002 vs 비처리군; p=0.01 vs. 아테졸리주맙) (도 11B).  이 설정에서, PD-L1 및

PD-L2 차단 항체의 조합이 (10F.9G2 및 TY25) 아무런 효능을 나타내지 않았기 때문에 BiPDL 항체의 이펙터 기능

은 효능에 특히 중요한 것으로 보인다.
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표 1 - 항체 가변 영역의 핵산 서열[0225]

[0226]
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[0227]

[0228]
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표 2 - 항체 가변 영역의 단백질 서열[0229]

[0230]
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[0231]
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표 3 - CDR 중쇄 서열[0232]

[0233]

표 4 - CDR 경쇄 서열[0234]

[0235]
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표 5 - BiPDL 명명법[0236]

[0237]

표 5 - PD-L1 및 PD-L2에 대한 항체 결합의 친화도 측정[0238]

[0239]

표 6 - PD-L1 및 PD-L2에 대한 항체 결합의 친화도 측정[0240]

[0241]

표 7 - 비닝에 의한 항체 중첩 결정[0242]

[0243]

공개특허 10-2020-0135785

- 41 -



표 8 - 비닝에 의한 항체 중첩 결정[0244]

[0245]

표 9 - 항체 결합 및 경쟁[0246]

[0247]

* * * * *[0248]

본원에 기술되고 청구된 모든 방법은 본 개시내용에 비추어 과도한 실험 없이 만들어지고 실행될 수 있다.  본[0249]

발명의 조성물 및 방법이 바람직한 구현예의 관점에서 서술되었지만, 발명의 개념, 사상 및 범위를 벗어나지 않

으면서 본원에 기술된 방법의 단계 또는 단계의 순서에 변형이 적용될 수 있음이 당업자에게 자명할 것이다.

보다 구체적으로, 화학적 및 생리학적으로 둘 다 관련된 특정 제제가 동일하거나 유사한 결과를 달성하면서 본

원에 기술된 제제로 대체될 수 있음이 자명할 것이다.  당업자에게 명백한 모든 그러한 유사한 대체 및 변형은

첨부된 청구범위에 의해 정의된 본 발명의 사상, 범위 및 개념 내에 있는 것으로 간주된다.

VIII.참고문헌[0250]

하기 참고문헌이 본원에 개시된 것들에 보충적인 예시적인 절차 또는 다른 세부사항을 제공하는 수준으로, 구체[0251]

적으로 본원에 참조로서 포함된다.
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[0252]
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[0253]
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[0254]
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도면13b

서 열 목 록

SEQUENCE LISTING

<110>  Board of Regents, The University of Texas System et al.

 

<120>  DUAL SPECIFICITY ANTIBODIES TO HUMAN PD-L1 AND PD-L2 AND METHODS 

       OF USE THEREFOR

<130>  IPA201097-US

<140> Not yet assignged

<141> 2019-03-14

<150> 62/647,407

<151> 2018-03-23

<150> 62/755,408
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<151> 2018-11-02

<160>  101   

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  290

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  1

Met Arg Ile Phe Ala Val Phe Ile Phe Met Thr Tyr Trp His Leu Leu 

1               5                   10                  15      

Asn Ala Phe Thr Val Thr Val Pro Lys Asp Leu Tyr Val Val Glu Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Ser Asn Met Thr Ile Glu Cys Lys Phe Pro Val Glu Lys Gln Leu 

        35                  40                  45              

Asp Leu Ala Ala Leu Ile Val Tyr Trp Glu Met Glu Asp Lys Asn Ile 

    50                  55                  60                  

Ile Gln Phe Val His Gly Glu Glu Asp Leu Lys Val Gln His Ser Ser 

65                  70                  75                  80  

Tyr Arg Gln Arg Ala Arg Leu Leu Lys Asp Gln Leu Ser Leu Gly Asn 

                85                  90                  95      

Ala Ala Leu Gln Ile Thr Asp Val Lys Leu Gln Asp Ala Gly Val Tyr 

            100                 105                 110         

Arg Cys Met Ile Ser Tyr Gly Gly Ala Asp Tyr Lys Arg Ile Thr Val 

        115                 120                 125             

Lys Val Asn Ala Pro Tyr Asn Lys Ile Asn Gln Arg Ile Leu Val Val 

    130                 135                 140                 

Asp Pro Val Thr Ser Glu His Glu Leu Thr Cys Gln Ala Glu Gly Tyr 

145                 150                 155                 160 

Pro Lys Ala Glu Val Ile Trp Thr Ser Ser Asp His Gln Val Leu Ser 

                165                 170                 175     

Gly Lys Thr Thr Thr Thr Asn Ser Lys Arg Glu Glu Lys Leu Phe Asn 

            180                 185                 190         
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Val Thr Ser Thr Leu Arg Ile Asn Thr Thr Thr Asn Glu Ile Phe Tyr 

        195                 200                 205             

Cys Thr Phe Arg Arg Leu Asp Pro Glu Glu Asn His Thr Ala Glu Leu 

    210                 215                 220                 

Val Ile Pro Glu Leu Pro Leu Ala His Pro Pro Asn Glu Arg Thr His 

225                 230                 235                 240 

Leu Val Ile Leu Gly Ala Ile Leu Leu Cys Leu Gly Val Ala Leu Thr 

                245                 250                 255     

Phe Ile Phe Arg Leu Arg Lys Gly Arg Met Met Asp Val Lys Lys Cys 

            260                 265                 270         

Gly Ile Gln Asp Thr Asn Ser Lys Lys Gln Ser Asp Thr His Leu Glu 

        275                 280                 285             

Glu Thr 

    290 

<210>  2

<211>  273

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  2

Met Ile Phe Leu Leu Leu Met Leu Ser Leu Glu Leu Gln Leu His Gln 

1               5                   10                  15      

Ile Ala Ala Leu Phe Thr Val Thr Val Pro Lys Glu Leu Tyr Ile Ile 

            20                  25                  30          

Glu His Gly Ser Asn Val Thr Leu Glu Cys Asn Phe Asp Thr Gly Ser 

        35                  40                  45              

His Val Asn Leu Gly Ala Ile Thr Ala Ser Leu Gln Lys Val Glu Asn 

    50                  55                  60                  

Asp Thr Ser Pro His Arg Glu Arg Ala Thr Leu Leu Glu Glu Gln Leu 

65                  70                  75                  80  

Pro Leu Gly Lys Ala Ser Phe His Ile Pro Gln Val Gln Val Arg Asp 

                85                  90                  95      

공개특허 10-2020-0135785

- 70 -



Glu Gly Gln Tyr Gln Cys Ile Ile Ile Tyr Gly Val Ala Trp Asp Tyr 

            100                 105                 110         

Lys Tyr Leu Thr Leu Lys Val Lys Ala Ser Tyr Arg Lys Ile Asn Thr 

        115                 120                 125             

His Ile Leu Lys Val Pro Glu Thr Asp Glu Val Glu Leu Thr Cys Gln 

    130                 135                 140                 

Ala Thr Gly Tyr Pro Leu Ala Glu Val Ser Trp Pro Asn Val Ser Val 

145                 150                 155                 160 

Pro Ala Asn Thr Ser His Ser Arg Thr Pro Glu Gly Leu Tyr Gln Val 

                165                 170                 175     

Thr Ser Val Leu Arg Leu Lys Pro Pro Pro Gly Arg Asn Phe Ser Cys 

            180                 185                 190         

Val Phe Trp Asn Thr His Val Arg Glu Leu Thr Leu Ala Ser Ile Asp 

        195                 200                 205             

Leu Gln Ser Gln Met Glu Pro Arg Thr His Pro Thr Trp Leu Leu His 

    210                 215                 220                 

Ile Phe Ile Pro Phe Cys Ile Ile Ala Phe Ile Phe Ile Ala Thr Val 

225                 230                 235                 240 

Ile Ala Leu Arg Lys Gln Leu Cys Gln Lys Leu Tyr Ser Ser Lys Asp 

                245                 250                 255     

Thr Thr Lys Arg Pro Val Thr Thr Thr Lys Arg Glu Val Asn Ser Ala 

            260                 265                 270         

Ile 

    

<210>  3

<211>  363

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic oligonucleotide

<400>  3

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagc ctgggaggtc cctgagactc       60
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tcctgtgcag cgtctggatt caccttcgat gagtatggca tgcactgggt ccgccaggct      120

ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagtt atagggtatg atggactgaa taaatactat      180

gcagactccg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat      240

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggcggtgt actactgcgc cagagctgga      300

atagaataca gctacgccta tactgattac tggggacagg gtacattggt caccgtctcc      360

tca                                                                    363

<210>  4

<211>  327

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic oligonucleotide

<400>  4

gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc       60

ctctcctgca gggccagtca gttcgtttac agcagcgact tagcctggta ccagcagaaa      120

cctggccagg ctcccaggct cctcatctat ggtgcatcca ccaggaaaac tggcatccca      180

gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag      240

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtctg cagttcggat ggtggcctcc taggactttc      300

ggcggaggga ccaaggtgga gatcaaa                                          327

<210>  5

<211>  363

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic oligonucleotide

<400>  5

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagc ctgggaggtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cgtctggatt caccttcgat gagtatggca tgcactgggt ccgccaggct      120

ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagtt atagggtatg atggactgaa taaatactat      180

gcagactccg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat      240

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggcggtgt actactgcgc cagagctgga      300

atagaataca gctacgccta tactgattac tggggacagg gtacattggt caccgtctcc      360

tca                                                                    363

<210>  6
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<211>  327

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic oligonucleotide

<400>  6

gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc       60

ctctcctgca gggccagtaa cagtgttgtc agcagctact tagcctggta ccagcagaaa      120

cctggccagg ctcccaggct cctcatctat ggtgcagcca gcagggccaa cggcatccca      180

gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag      240

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtgtt cagttcggat ggtggcctcc taggactttc      300

ggcggaggga ccaaggtgga gatcaaa                                          327

<210>  7

<211>  363

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic oligonucleotide

<400>  7

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtgatccagc ctgggaggtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cgtctggatt caccttcagt gcgtatctta tgcactgggt ccgccaggct      120

ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagct ataggttatg atggaatgaa taaatactat      180

gcagactccg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat      240

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggcggtgt actactgcgc cagagctgga      300

atagaataca gctacgccta tactgattac tggggacagg gtacattggt caccgtctcc      360

tca                                                                    363

<210>  8

<211>  327

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic oligonucleotide

<400>  8

gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc       60

ctctcctgca gggccagtca gttcgtttac agcagcgact tagcctggta ccagcagaaa      120

cctggccagg ctcccaggct cctcatctat ggtgcatccg ccagggccgc cggcatccca      180
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gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag      240

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtatg cagttcggat ggtggcctcc taggactttc      300

ggcggaggga ccaaggttga gatcaaa                                          327

<210>  9

<211>  363

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic oligonucleotide

<400>  9

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtgatccagc ctgggaggtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cgtctggatt caccttcagt gcgtatctta tgcactgggt ccgccaggct      120

ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagct ataggttatg atggaatgaa taaatactat      180

gcagactccg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat      240

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggcggtgt actactgcgc cagagctgga      300

atagaataca gctacgccta tactgattac tggggacagg gtacattggt caccgtctcc      360

tca                                                                    363

<210>  10

<211>  327

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic oligonucleotide

<400>  10

gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc       60

ctctcctgca gggccagtca cagtgttgtc agcagctact tagcctggta ccagcagaaa      120

cctggccagg ctcccaggct cctcatctat ggtgcatcca gcagggaaga cggcatccca      180

gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag      240

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtgtg cagttcggat ggtggcctcc taggactttc      300

ggcggaggga ccaaggtgga gatcaaa                                          327

<210>  11

<211>  360

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence
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<220><223>  Synthetic oligonucleotide

<400>  11

caagtacaat tacaacagtg gggagctggt ttattaaagc cttcagaaac tttaagtttg       60

acctgtgctg tttacggtgg atcattatct ggttatcctt ggtcttggat tcgtcaacca      120

ccaggcaaag gattggagtg gatcggtgag acagacgtgt caggctggac tgactacaat      180

ccaagtttaa aatccagggt tactatctcc gtagacacgt ccaagaacca gttctccctg      240

aagctgagtt ctgtgaccgc cgcagacacg gcggtgtact actgcgccag agacggcaga      300

aggatgggta ccccttcatt cgacatatgg ggccagggta caatggtcac cgtctcctca      360

<210>  12

<211>  321

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic oligonucleotide

<400>  12

gacatccagt tgacccagtc tccatcttcc gtgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc       60

atcacttgtc gggcgagtca gggtattagc agctggttag cctggtatca gcagaaacca      120

gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct gcatcaagtt tgcaaagtgg ggtcccatca      180

aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag cctgcagcct      240

gaagattttg caacttatta ctgtcagcag tacgtctact tccctcctac ttttggcgga      300

gggaccaagg ttgagatcaa a                                                321

<210>  13

<211>  357

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic oligonucleotide

<400>  13

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctgggtcctc ggtgaaggtc       60

tcctgcaagg cttctggagg caccttcagc agctggttga tcagctgggt gcgacaggcc      120

cctggacaag ggcttgagtg gatgggaggg atcatcccta tcctgggtac agcacggtac      180

gcacagaagt tccagggcag agtcacgatt accgcggacg aatccacgag cacagcctac      240

atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggcggtgt actactgcgc cagagtgtac      300

agagctgctt cttggtttga tccctgggga cagggtacat tggtcaccgt ctcctca         357
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<210>  14

<211>  318

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic oligonucleotide

<400>  14

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc       60

atcacttgcc aggcgagtca ggacattagc aactatttaa attggtatca gcagaaacca      120

gggaaagccc ctaagctcct gatctacgat gcatccaatt tggaaacagg ggtcccatca      180

aggttcagtg gaagtggatc tgggacagat tttactttca ccatcagcag cctgcagcct      240

gaagatattg caacatatta ctgtcagcag cccttccacc tcatcacttt tggcggaggg      300

accaaggttg agatcaaa                                                    318

<210>  15

<211>  121

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  15

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Ala Gly Ile Glu Tyr Ser Tyr Ala Tyr Thr Asp Tyr Trp Gly 

            100                 105                 110         
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Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120     

<210>  16

<211>  109

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  16

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Leu Gln Phe Gly Trp Trp Pro 

                85                  90                  95      

Pro Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105                 

<210>  17

<211>  121

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  17

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          
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Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Ala Gly Ile Glu Tyr Ser Tyr Ala Tyr Thr Asp Tyr Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120     

<210>  18

<211>  109

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  18

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

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Asn Ser Val Val Ser Ser 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Val Gln Phe Gly Trp Trp Pro 

                85                  90                  95      

Pro Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105                 
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<210>  19

<211>  121

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  19

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Ala Gly Ile Glu Tyr Ser Tyr Ala Tyr Thr Asp Tyr Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120     

<210>  20

<211>  109

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  20

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          
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Asp Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Met Gln Phe Gly Trp Trp Pro 

                85                  90                  95      

Pro Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105                 

<210>  21

<211>  121

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  21

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Ala Gly Ile Glu Tyr Ser Tyr Ala Tyr Thr Asp Tyr Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120     
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<210>  22

<211>  109

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  22

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

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser His Ser Val Val Ser Ser 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Glu Asp Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Val Gln Phe Gly Trp Trp Pro 

                85                  90                  95      

Pro Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105                 

<210>  23

<211>  120

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  23

Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Leu Ser Gly Tyr 

            20                  25                  30          

Pro Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              
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Gly Glu Thr Asp Val Ser Gly Trp Thr Asp Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Arg Asp Gly Arg Arg Met Gly Thr Pro Ser Phe Asp Ile Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210>  24

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  24

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

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp 

            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  

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Val Tyr Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  25

<211>  119
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<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  25

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Thr Phe Ser Ser Trp 

            20                  25                  30          

Leu Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Gly Ile Ile Pro Ile Leu Gly Thr Ala Arg Tyr Ala Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr 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 Val Tyr Arg Ala Ala Ser Trp Phe Asp Pro Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  26

<211>  106

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  26

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 Gln Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              
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Tyr Asp Ala Ser Asn Leu Glu Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Pro Phe His Leu Ile Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105     

<210>  27

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  27

Phe Thr Phe Asp Glu Tyr Gly Met His 

1               5                   

<210>  28

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  28

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

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  29

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  29

Ala Arg Ala Gly Ile Glu Tyr Ser Tyr Ala Tyr Thr Asp Tyr 
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1               5                   10                  

<210>  30

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  30

Phe Thr Phe Asp Glu Tyr Gly Met His 

1               5                   

<210>  31

<211

>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  31

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

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  32

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  32

Ala Arg Ala Gly Ile Glu Tyr Ser Tyr Ala Tyr Thr Asp Tyr 

1               5                   10                  

<210>  33

<211>  9

<212>  PRT

<213

>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  33
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Phe Thr Phe Ser Ala Tyr Leu Met His 

1               5                   

<210>  34

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  34

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

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  35

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400

>  35

Ala Arg Ala Gly Ile Glu Tyr Ser Tyr Ala Tyr Thr Asp Tyr 

1               5                   10                  

<210>  36

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  36

Phe Thr Phe Ser Ala Tyr Leu Met His 

1               5                   

<210>  37

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  37
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Ala Ile Gly Tyr Asp Gly Met Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  38

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  38

Ala Arg Ala Gly Ile Glu Tyr Ser Tyr Ala Tyr Thr Asp Tyr 

1               5                   10                  

<210>  39

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  39

Gly Ser Leu Ser Gly Tyr Pro Trp Ser 

1               5                   

<210>  40

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  40

Glu Thr Asp Val Ser Gly Trp Thr Asp Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser 

1               5                   10                  15      

<210>  41

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid
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<400>  41

Ala Arg Asp Gly Arg Arg Met Gly Thr Pro Ser Phe Asp Ile 

1               5                   10                  

<210>  42

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  42

Gly Thr Phe Ser Ser Trp Leu Ile Ser 

1               5                   

<210>  43

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  43

Gly Ile Ile Pro Ile Leu Gly Thr Ala Arg Tyr Ala Gln Lys Phe Gln 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  44

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  44

Ala Arg Val Tyr Arg Ala Ala Ser Trp Phe Asp Pro 

1               5                   10          

<

210>  45

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence
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<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  45

Arg Ala Ser Gln Phe Val Tyr Ser Ser Asp Leu Ala 

1               5                   10          

<210>  46

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  46

Gly Ala Ser Thr Arg Lys Thr 

1               5           

<210>  47

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  47

Leu Gln Phe Gly Trp Trp Pro Pro Arg Thr 

1               5                   10  

<210>  48

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  48

Arg Ala Ser Asn Ser Val Val Ser Ser Tyr Leu Ala 

1               5                   10          

<210>  49

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  49
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Gly Ala Ala Ser Arg Ala Asn 

1               5           

<210>  50

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  50

Val Gln Phe Gly Trp Trp Pro Pro Arg Thr 

1               5                   10  

<210>  51

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  51

Arg Ala Ser Gln Phe Val Tyr Ser Ser Asp Leu Ala 

1               5                   10          

<210>  52

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  52

Gly Ala Ser Ala Arg Ala Ala 

1               5           

<210>  53

<211>  10

<212>

  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  53

Met Gln Phe Gly Trp Trp Pro Pro Arg Thr 
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1               5                   10  

<210>  54

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  54

Arg Ala Ser His Ser Val Val Ser Ser Tyr Leu Ala 

1               5                   10          

<210>  55

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  55

Gly Ala Ser Ser Arg Glu Asp 

1               5           

<210>  56

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  56

Val Gln Phe Gly Trp Trp Pro Pro Arg Thr 

1               5                   10  

<210>  57

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  57

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  58
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<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  58

Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser 

1               5           

<210>  59

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  59

Gln Gln Tyr Val Tyr Phe Pro Pro Thr 

1               5                   

<210>  60

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  60

Gln Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr Leu Asn 

1               5                   10      

<210>  61

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  61

Asp Ala Ser Asn Leu Glu Thr 

1               5           

<210>  62

<211>  8
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<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  62

Gln Gln Pro Phe His Leu Ile Thr 

1               5               

<210>  63

<211>  120

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  63

Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Leu Ser Gly Tyr 

            20                  25                  30          

Pro Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Glu Thr Asp Val Ser Gly Trp Thr Asp Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Arg Asp Gly Arg Arg Met Gly Thr Pro Ser Phe Asp Ile Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210>  64

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid
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<400>  64

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Asn Ser Phe 

            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 Asn 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 Lys Ala Val Tyr Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  65

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  65

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Asn Phe 

            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 Lys Ala Val Tyr Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  66

<211>  120

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  66

Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Leu Ser Gly Tyr 

            20                  25                  30          

Pro Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Glu Thr Asp Val Ser Gly Trp Thr Asp Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Arg Asp Gly Arg Arg Met Gly Thr Pro Ser Phe Asp Ile Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210>  67

<211>  120

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  67

Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu 
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1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Leu Ser Gly Tyr 

            20                  25                  30          

Pro Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Glu Thr Asp Val Ser Gly Trp Thr Asp Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Arg Asp Gly Arg Arg Met Gly Thr Pro Ser Phe Asp Ile Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210>  68

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  68

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Ser Phe 

            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 Asp 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 Lys Ser Val Tyr Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  69

<211>  120

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  69

Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Leu Ser Gly Tyr 

            20                  25                  30          

Pro Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Glu Thr Asp Val Ser Gly Trp Thr Asp Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Arg Asp Gly Arg Arg Met Gly Thr Pro Ser Phe Asp Ile Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210>  70

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  70
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Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Thr Phe 

            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 Ala Leu His 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 Arg Ala Val Tyr Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  71

<211>  120

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  71

Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Leu Ser Gly Tyr 

            20                  25                  30          

Pro Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Glu Thr Asp Val Ser Gly Trp Thr Asp Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 
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                85                  90                  95      

Arg Asp Gly Arg Arg Met Gly Thr Pro Ser Phe Asp Ile Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210>  72

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  72

Gly Ser Leu Ser Gly Tyr Pro Trp Ser 

1               5                   

<210>  73

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  73

Glu Thr Asp Val Ser Gly Trp Thr Asp Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser 

1               5                   10                  15      

<210>  74

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  74

Ala Arg Asp Gly Arg Arg Met Gly Thr Pro Ser Phe Asp Ile 

1               5                   10                  

<210>  75

<211>  9

<212>  PRT

<

213>  Artificial sequence
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<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  75

Gly Ser Leu Ser Gly Tyr Pro Trp Ser 

1               5                   

<210>  76

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  76

Glu Thr Asp Val Ser Gly Trp Thr Asp Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser 

1               5                   10                  15      

<210>  77

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  77

Ala Arg Asp Gly Arg Arg Met Gly Thr Pro Ser Phe Asp Ile 

1               5                   10                  

<210>  78

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  78

Gly Ser Leu Ser Gly Tyr Pro Trp Ser 

1               5                   

<210>  79

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  79
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Glu Thr Asp Val Ser Gly Trp Thr Asp Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser 

1               5                   10                  15      

<210>  80

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  80

Ala Arg Asp Gly Arg Arg Met Gly Thr Pro Ser Phe Asp Ile 

1               5                   10                  

<210>  81

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  81

Gly Ser Leu Ser Gly Tyr Pro Trp Ser 

1               5                   

<210>  82

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  82

Glu Thr Asp Val Ser Gly Trp Thr Asp Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser 

1               5                   10                  15      

<210>  83

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  83

Ala Arg Asp Gly Arg Arg Met Gly Thr Pro Ser Phe Asp Ile 
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1               5                   10                  

<210>  84

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  84

Gly Ser Leu Ser Gly Tyr Pro Trp Ser 

1               5                   

<210>  85

<211>  16

<212

>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  85

Glu Thr Asp Val Ser Gly Trp Thr Asp Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser 

1               5                   10                  15      

<210>  86

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  86

Ala Arg Asp Gly Arg Arg Met Gly Thr Pro Ser Phe Asp Ile 

1               5                   10                  

<210>  87

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  87

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Asn Ser Phe Leu Ala 

1               5                   10      
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<210>  88

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  88

Ala Ala Ser Ser Leu Asn Ser 

1               5           

<210>  89

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  89

Gln Lys Ala Val Tyr Phe Pro Pro Thr 

1               5                   

<210>  90

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  90

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Asn Phe Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  91

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  91

Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser 

1               5           

<210>  92

<211>  9
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<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  92

Gln Lys Ala Val Tyr Phe Pro Pro Thr 

1               5                   

<210>  93

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  93

Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Ser Phe Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  94

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  94

Ala Ala Ser Ser Leu Gln Asp 

1               5           

<210>  95

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  95

Gln Lys Ser Val Tyr Phe Pro Pro Thr 

1               5                   

<210>  96

<211>  11

<212>  PRT
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<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  96

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Thr Phe Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  97

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  97

Ala Ala Ser Ala Leu His Ser 

1               5           

<210>  98

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  98

Gln Arg Ala Val Tyr Phe Pro Pro Thr 

1               5                   

<210>  99

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  99

Arg Ala Ser Lys Gly Ile Ser Ser Phe Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  100

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid
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<400>  100

Ala Ala Asp Ser Ile Gln Ser 

1               5           

<210>  101

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Synthetic amino acid

<400>  101

Gln Ser Ala Val Tyr Phe Pro Pro Thr 

1               5
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