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폴리펩타이드를 갖는 IgG Fc 작제물을 포함하는 이종다량체 작제물이 제공되며, 각각의 Fc 폴리펩타이드는 변형

된 하부 힌지 영역을 포함하고, 여기서 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역은 적어도 하나의 아
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미노산 변형을 포함하고, 상기 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역은 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 적
어도 하나의 아미노산 변형과 상이한 적어도 하나의 아미노산 변형을 포함하고, IgG Fc 작제물은 상응하는 모
IgG Fc 작제물에 비해 모든 Fcγ 수용체 및 C1q 단백질에 대해 감소된 결합을 나타낸다. 또한 그와 같은 이종다
량체 작제물의 제조 방법, 및 효과기 기능을 감소시킴으로써 항체 작제물에 대한 ADCC를 감소시키는 방법이 제
공된다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드를 갖는 IgG Fc 작제물을 포함하는 이종다량체에 있어서, 

IgG Fc 작제물은 인간 IgG1, IgG3 또는 IgG4 Fc 작제물이고, 각각의 Fc 폴리펩타이드는 인간 IgG1, IgG3 또는

IgG4 힌지 및 Fc 영역의 아미노산 서열을 가지며, 변형된 하부 힌지 영역을 포함하고,

a. 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역은 위치 L234에서의 아미노산 변형 및 위치 L235에서의 아미노

산 변형을 포함하고, 아미노산 변형 중 적어도 하나는 생리적 pH 조건 근처에서 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된

하부 힌지 영역에서의 순 양전하를 증가시키고,

b. 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역은 위치 L234 및/또는 위치 L235에서의 아미노산 변형을 포함

하고, 적어도 하나의 아미노산 변형은 제1 Fc 폴리펩타이드의 아미노산 변형과 상이하고, 

c. IgG Fc 작제물은 상응하는 모 IgG Fc 작제물에 비해 FcγRIa, FcγRIIa, FcγRIIb 및 FcγRIIIa 수용체에

대해 감소된 결합을 나타내며,

아미노산의 넘버링은 Kabat에서의 EU 인덱스에 따르는 것인 이종다량체.

청구항 2 

청구항 1에 있어서, 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역에서의 적어도 하나의 아미노산 변형이 제2

Fc 폴리펩타이드에서의 음전하의 총 수를 증가시키거나 전하가 중성인 이종다량체.

청구항 3 

청구항 1에 있어서, 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역에서의 적어도 하나의 아미노산 변형과 조합

된 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역에서의 아미노산 변형이 모 IgG Fc 작제물에 비해 IgG Fc 작제

물의 전체 양전하를 증가시키는 것인 이종다량체.

청구항 4 

청구항 1에 있어서, 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역이 2 이상의 아미노산 변형을 포함하는 것인

이종다량체.

청구항 5 

청구항 1에 있어서, IgG Fc 작제물이 FcγRIIaH에 대해 10μM 초과의 KD, FcγRIIaR에 대해 10μM 초과의 KD,

FcγRIIb에 대해 10μM 초과의 KD, FcγRIIIaF에 대해 6μM 초과의 KD, FcγRIIIaV에 대해 6μM 초과의 KD, 및

FcγRIa에 대해 6.5 nM 초과의 KD를 갖는 것인 이종다량체.

청구항 6 

청구항 1에 있어서, IgG Fc 작제물이 상응하는 모 IgG Fc 작제물에 비해 감소된 효과기 기능을 매개하고, 여기

서 효과기 기능은 ADCC, ADCP, CDC 또는 이들의 임의 조합인 이종다량체.

청구항 7 

청구항 1에 있어서, IgG Fc 작제물이 추가로 상응하는 모 IgG Fc 작제물에 비해 C1q 단백질에 대해 감소된 결합

을 나타내는 것인 이종다량체.

청구항 8 

청구항 1에 있어서, 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역이 위치 L234에서의 아미노산 변형 및 위치
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L235에서의 아미노산 변형을 포함하는 것인 이종다량체.

청구항 9 

청구항 8에 있어서, 제2 Fc 폴리펩타이드의 위치 L234 및/또는 위치 L235에서의 아미노산 변형이 L234K, L234R,

L234A, L234D, L234E, L235K, L235R, L235D, L235E 및 L235A로부터 선택되는 것인 이종다량체. 

청구항 10 

청구항 1에 있어서, 제1 Fc 폴리펩타이드 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 하나의 변형된 하부 힌지 영역이 E233A,

E233D, E233K 및 E233R로부터 선택되는 위치 E233에서의 아미노산 변형을 추가로 포함하는 것인 이종다량체.

청구항 11 

청구항 1에 있어서, 제1 Fc 폴리펩타이드의 위치 L234에서의 아미노산 변형이 L234A, L234K 및 L234R로부터 선

택되고, 제1 Fc 폴리펩타이드의 위치 L235에서의 아미노산 변형이 L235K, L235R 및 L235A로부터 선택되는 것인

이종다량체.

청구항 12 

청구항 11에 있어서, 제2 Fc  폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역이 L234K, L234R, L234A, L234D, L234E,

L235K, L235R, L235D, L235E 및 L235A로부터 선택되는 위치 L234 및/또는 위치 L235에서의 아미노산 변형을 포

함하는 것인 이종다량체.

청구항 13 

청구항 12에 있어서, 제1 Fc  폴리펩타이드 및/또는 제2 Fc  폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역이 E233A,

E233D, E233K 및 E233R로부터 선택되는 위치 E233에서의 아미노산 변형을 추가로 포함하는 것인 이종다량체.

청구항 14 

청구항  1에  있어서,  제1  Fc  폴리펩타이드의  변형된  하부  힌지  영역이  L234K/L235K,  E233A/L234R/L235R,

E233K/L234R/L235R, E233K/L234A/L235K 및 E233A/L234K/L235A로 이루어진 군으로부터 독립적으로 선택되는 아

미노산 변형을 포함하는 것인 이종다량체.

청구항 15 

청구항  1에  있어서,  제2  Fc  폴리펩타이드의  변형된  하부  힌지  영역이  L234K/L235K,  E233A/L234R/L235R,

E233K/L234R/L235R, E233K/L234A/L235K, L234A/L235A, L234D/L235E, E233A/L234D/L235E 및 E233A/L234K/L235A

로 이루어진 군으로부터 독립적으로 선택되는 아미노산 변형을 포함하는 것인 이종다량체.

청구항 16 

청구항 14에 있어서, 제1 Fc 폴리펩타이드 및/또는 제2 Fc 폴리펩타이드가 D265S, E269K, K322A, K322E, P329W

및 E333K로부터 선택되는 하나 이상의 아미노산 변형을 추가로 포함하는 것인 이종다량체.

청구항 17 

청구항 1에 있어서,

a. 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역이 아미노산 변형 L234K/L235K를 포함하고, 제2 Fc 폴리펩타이

드의 변형된 하부 힌지 영역이 아미노산 변형 L234A/L235A를 포함하거나; 또는

b. 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역이 아미노산 변형 L234K/L235K를 포함하고, 제2 Fc 폴리펩타이

드의 변형된 하부 힌지 영역이 아미노산 변형 L234D/L235E를 포함하거나; 또는

c. 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역이 아미노산 변형 E233A/L234R/L235R을 포함하고, 제2 Fc 폴리

펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역이 아미노산 변형 E233A/L234D/L235E를 포함하거나; 또는

d. 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역이 아미노산 변형 E233K/L234R/L235R을 포함하고, 제2 Fc 폴리

펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역이 아미노산 변형 L234D/L235E를 포함하거나; 또는
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e. 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역이 아미노산 변형 E233K/L234A/L235K를 포함하고, 제2 Fc 폴리

펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역이 아미노산 변형 E233A/L234K/L235A를 포함하거나; 또는

f. 제1 Fc 폴리펩타이드가 아미노산 변형 E233K/L234R/L235R/D265S를 포함하고, 제2 Fc 폴리펩타이드가 아미노

산 변형 L234D/L235E/D265S를 포함하거나; 또는

g. 제1 Fc 폴리펩타이드가 아미노산 변형 E233K/L234R/L235R/E269K를 포함하고, 제2 Fc 폴리펩타이드가 아미노

산 변형 L234D/L235E/E269K를 포함하거나; 또는

h. 제1 Fc 폴리펩타이드가 아미노산 변형 E233K/L234R/L235R/K322A를 포함하고, 제2 Fc 폴리펩타이드가 아미노

산 변형 L234D/L235E/K322A를 포함하거나; 또는

i. 제1 Fc 폴리펩타이드가 아미노산 변형 E233K/L234R/L235R/P329W를 포함하고, 제2 Fc 폴리펩타이드가 아미노

산 변형 L234D/L235E/P329W를 포함하거나; 또는

j. 제1 Fc 폴리펩타이드가 아미노산 변형 E233K/L234R/L235R/E269K/D265S/K322A를 포함하고, 제2 Fc 폴리펩타

이드가 아미노산 변형 L234D/L235E/E269K/D265S/K322A를 포함하거나; 또는

k. 제1 Fc 폴리펩타이드가 아미노산 변형 E233K/L234R/L235R/E269K/D265S/K322E/E333K를 포함하고, 제2 Fc 폴

리펩타이드가 아미노산 변형 L234D/L235E/E269K/D265S/K322E/E333K를 포함하는 것인 이종다량체.

청구항 18 

제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드를 갖는 IgG Fc 작제물을 포함하는 이종다량체에 있어서,

IgG Fc 작제물은 인간 IgG1, IgG3 또는 IgG4 Fc 작제물이고, 각각의 Fc 폴리펩타이드는 인간 IgG1, IgG3 또는

IgG4 힌지 및 Fc 영역의 아미노산 서열을 갖고,

a.  제1  Fc  폴리펩타이드는  아미노산  변형  E269Q/D270N을  포함하고,  제2  Fc  폴리펩타이드는  아미노산  변형

E269K/D270R을 포함하거나; 또는

b. 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L235K/A327K를 포함하고, 제2 Fc 폴리펩타이드는 힌지 또는 하부 힌지

영역에서 변형을 포함하지 않으며;

아미노산의 넘버링은 Kabat에서의 EU 인덱스에 따르고,

IgG Fc 작제물은 상응하는 모 IgG Fc 작제물에 비해 FcγRIa, FcγRIIa, FcγRIIb 및 FcγRIIIa 수용체에 대해

감소된 결합을 나타내는 것인 이종다량체.

청구항 19 

청구항 1 내지 18 중 어느 하나에 있어서, IgG Fc 작제물이 비당화 또는 탈글리코실화된 것인 이종다량체.

청구항 20 

청구항 1 내지 18 중 어느 하나에 있어서, IgG Fc 작제물이 동종이량체 Fc 영역에 비해 이종이량체 Fc 영역의

형성을 촉진하는 아미노산 변형을 포함하는 변이체 CH3 영역을 포함하는 것인 이종다량체.

청구항 21 

청구항 20에 있어서, 

a. 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 하나는 CH3 아미노산 변형 T366L/N390R/K392M/T394W를 포함하고, 다른 Fc

폴리펩타이드는 CH3 아미노산 변형 L351Y/S400E/F405A/Y407V를 포함하거나; 또는

b. 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 하나는 CH3 아미노산 변형 L351Y/F405A/Y407V를 포함하고, 다른 Fc 폴리펩타

이드는 CH3 아미노산 변형 T366L/K392M/T394W를 포함하거나; 또는

c. 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 하나는 CH3 아미노산 변형 L351Y/F405A/Y407V를 포함하고, 다른 Fc 폴리펩타

이드는 CH3 아미노산 변형 T366L/K392L/T394W를 포함하거나; 또는

d. 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 하나는 CH3 아미노산 변형 T350V/L351Y/F405A/Y407V를 포함하고, 다른 Fc

폴리펩타이드는 CH3 아미노산 변형 T350V/T366L/K392L/T394W를 포함하거나; 또는
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e. 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 하나는 CH3 아미노산 변형 T350V/L351Y/F405A/Y407V를 포함하고, 다른 Fc

폴리펩타이드는 CH3 아미노산 변형 T350V/T366L/K392M/T394W를 포함하거나; 또는

f. 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 하나는 CH3 아미노산 변형 T350V/L351Y/S400E/F405A/Y407V를 포함하고, 다

른 Fc 폴리펩타이드는 CH3 아미노산 변형 T350V/T366L/N390R/K392M/T394W를 포함하는 것인 이종다량체.

청구항 22 

청구항 1 내지 18 중 어느 하나에 있어서, 이종다량체가 IgG Fc 작제물에 융합된 적어도 하나의 항원-결합 작제

물을 추가로 포함하고, 여기서 적어도 하나의 항원-결합 작제물은 Fab 단편, scFv, sdAb, 항원 결합 펩타이드,

Fc 융합 단백질, 또는 항원에 결합할 수 있는 이들의 단편인 이종다량체.

청구항 23 

청구항 22에 있어서, 하나 또는 둘의 항원-결합 작제물을 포함하는 이종다량체.

청구항 24 

청구항 1 내지 18 중 어느 하나에 있어서, 각각의 Fc 폴리펩타이드가 IgG1 힌지 및 Fc 영역의 아미노산 서열을

갖는 것인 이종다량체.

청구항 25 

청구항  24에  있어서,  이종다량체가  IgG  Fc  작제물에  융합된  적어도  하나의  항원-결합  작제물을  추가로

포함하고, 여기서 적어도 하나의 항원-결합 작제물은 Fab 단편, scFv, sdAb, 항원 결합 펩타이드, Fc 융합 단백

질, 또는 항원에 결합할 수 있는 이들의 단편인 이종다량체.

청구항 26 

청구항 1 내지 18 중 어느 하나에 있어서, IgG Fc 작제물이 하나 이상의 독성 약물 분자 또는 하나 이상의 이종

성 폴리펩타이드에 연결되는 것인 이종다량체.

청구항 27 

청구항 1 내지 18 중 어느 하나에 따른 이종다량체의 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드를 인코딩하는 폴리뉴클레오타

이드.

청구항 28 

청구항 22에 따른 이종다량체의 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드를 인코딩하는 폴리뉴클레오타이드.

청구항 29 

청구항 28에 따른 폴리뉴클레오타이드를 포함하는 숙주 세포.

청구항 30 

(a) 청구항 1 내지 18 중 어느 하나에 따른 이종다량체의 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드를 인코딩하는 하나 이상

의 폴리뉴클레오타이드를 포함하는 숙주 세포를 배양하는 단계; 및 (b) 숙주 세포 배양물로부터 이종다량체를

회수하는 단계를 포함하는, 청구항 1 내지 18 중 어느 하나에 따른 이종다량체의 제조 방법.

청구항 31 

청구항 30에 있어서, 전하-기반 정제 방법을 이용하여 이종다량체를 단리하는 단계를 추가로 포함하는 방법.

청구항 32 

(a) 청구항 22에 따른 이종다량체의 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드를 인코딩하는 하나 이상의 폴리뉴클레오타이드

를 포함하는 숙주 세포를 배양하는 단계; 및 (b) 숙주 세포 배양물로부터 이종다량체를 회수하는 단계를 포함하

는, 청구항 22에 따른 이종다량체의 제조 방법.
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청구항 33 

청구항 32에 있어서, 전하-기반 정제 방법을 이용하여 이종다량체를 단리하는 단계를 추가로 포함하는 방법.

청구항 34 

청구항 22에 따른 이종다량체 및 약제학적으로 허용가능한 캐리어를 포함하는, 치료를 필요로 하는 대상체에서

신경적 장애, 알츠하이머병, 신경병성 통증, 피부과 질환, 대사성 질환, 골관절염, 심혈관 장애, 심근경색증,

울혈성 심장기능상실, 뇌졸중, 허혈성 뇌졸중, 출혈, 류마티스성 질환, 건선 또는 경피증을 치료하기 위한 약제

학적 조성물.

청구항 35 

청구항 22에 따른 이종다량체 및 약제학적으로 허용가능한 캐리어를 포함하는, 치료를 필요로 하는 대상체에서

암을 치료하기 위한 약제학적 조성물.

청구항 36 

제1 Fc 폴리펩타이드 및 제2 Fc 폴리펩타이드의 하부 힌지 영역을 변형시키는 것을 포함하는, 제1 Fc 폴리펩타

이드 및 제2 Fc 폴리펩타이드를 포함하는 항체 작제물의 효과기 기능을 감소시키는 방법에 있어서,

항체 작제물은 인간 IgG1, IgG3 또는 IgG4 항체 작제물이고, 각각의 Fc 폴리펩타이드는 인간 IgG1, IgG3 또는

IgG4 힌지 및 Fc 영역의 아미노산 서열을 갖고,

제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역은 위치 L234에서의 아미노산 변형 및 위치 L235에서의 아미노산

변형을 포함하고, 아미노산 변형 중 적어도 하나는 생리적 pH 조건 근처에서 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하

부 힌지 영역에서의 순 양전하를 증가시키고,

제2  Fc  폴리펩타이드의  변형된  하부  힌지  영역은  위치  L234  및/또는  위치  L235에서의  아미노산  변형을

포함하고, 적어도 하나의 아미노산 변형은 제1 Fc 폴리펩타이드의 아미노산 변형과 상이하고, 

IgG Fc 작제물은 상응하는 모 IgG Fc 작제물에 비해 FcγRIa, FcγRIIa, FcγRIIb 및 FcγRIIIa 수용체에 대해

감소된 결합을 나타내고,

아미노산의 넘버링은 Kabat에서의 EU 인덱스에 따르는 것인 방법.

청구항 37 

삭제

청구항 38 

삭제

청구항 39 

삭제

청구항 40 

삭제

청구항 41 

삭제

청구항 42 

삭제

청구항 43 
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삭제

청구항 44 

삭제

청구항 45 

삭제

청구항 46 

삭제

청구항 47 

삭제

청구항 48 

삭제

청구항 49 

삭제

청구항 50 

삭제

청구항 51 

삭제

청구항 52 

삭제

청구항 53 

삭제

청구항 54 

삭제

청구항 55 

삭제

청구항 56 

삭제

청구항 57 

삭제

청구항 58 

삭제

청구항 59 
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삭제

청구항 60 

삭제

청구항 61 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

교차-참조[0001]

본원은 그 출원이 모든 목적을 위해 본원에 그 전체가 참고로 편입된, 2013. 5. 31.에 출원된 미국 가출원 번호[0002]

61/829,973의 이익을 청구한다.

도입[0003]

2.1 발명의 분야[0004]

본 발명은 치료적 항체 설계 분야, 구체적으로 Fc 영역에 의해 매개된 효과기 기능을 침묵화하기 위해 변형된[0005]

이종이량체 Fc 영역을 포함하는 폴리펩타이드에 관한 것이다.

2.2 발명의 배경[0006]

많은 질환 징후의 치료를 위해 치료적 항체가 개발되었다. 일부 이들 사례에서, 치료적 항체의 효능은 적어도[0007]

부분적으로 하나 이상의 효과기 기능을 매개하는 항체의 Fc 영역의 능력에서 야기된다. 이들 효과기 기능은 항

체-의존적 세포-매개 세포독성(ADCC) 및 보체 의존적 세포독성(CDC)을 포함하는 다양한 반응을 자극하기 위한

면역계 세포와 항체 및 항체-항원 복합체의 상호작용에서 야기된다(Daeron,

Annu. Rev. Immunol. 15:203-234(1997); Ward and Ghetie, Therapeutic Immunol. 2:77-94(1995); 및 Ravetch[0008]

and Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9:457-492(1991)에서 검토됨). 몇 개의 항체 효과기 기능은 항체의 Fc 영역에

결합하는 Fc 수용체(FcRs)에 의해 매개된다. FcRs은 면역글로불린 아이소타입에 대한 이들의 특이성에 의해 정

의된다; IgG 항체에 대한 Fc 수용체는 FcγR로, IgE 항체에 대한 것은 FcεR로, IgA 항체에 대한 것은 FcαR로

등과 같이 불린다. 항체의 Fc 영역은 또한 기능, 예컨대 항원 결합과 독립적으로 작동하며 순환 중 지속성과 세

포통과배출에  의해  세포  배리어를  통해  이동되는  능력을  부여하는  FcRn으로의  결합을  매개한다(Ward  and

Ghetie, Therapeutic Immunology 2:77-94(1995)). 

그러나 특정 질환 징후에 있어서, 항체의 Fc 영역에 의해 매개된 효과기 기능은 바람직하지 않은 역효과를 유도[0009]

할 수 있고, 따라서 감소되거나 침묵화된 효과기 기능을 갖는 항체를 조작하기 위한 노력을 수행하였다. 

최근  문헌에서는  감소되거나  침묵화된  효과기  활성을  갖는  항체를  조작하기  위해  사용된  전략을  설명한다[0010]

(Strohl, WR(2009), Curr Opin Biotech 20:685-691, 및 Strohl, WR and Strohl LM, "Antibody Fc engineering

for  optimal  antibody  performance"  In  Theraeputic  Antibody  Engineering,  Cambridge:  Woodhead

Publishing(2012), pp 225-249 참고). 이들 전략에는 당화의 변형, IgG2/IgG4 스캐폴드의 이용, 또는 항체의

Fc 영역의 힌지 또는 CH2 영역에서의 돌연변이 도입을 통한 효과기 기능의 감소가 포함된다. 

또한, US 특허 공개 번호 2011/0212087(Strohl)에서는 FcγRs(Fc 감마 수용체)에 대한 결합 및 생성 활성을 감[0011]

소시키는 Fc 영역 내 변화를 갖는 항체 및 다른 Fc-함유 분자를 기재하며, 다양한 질환 및 장애의 치료에 사용

될 수 있다. 

국제 특허 공개 번호 WO 2006/105338(Xencor)에서는 최적화된 특성을 갖는 Fc 변이체, 그것의 생성 방법, 최적[0012]

화된 특성을 갖는 Fc 변이체를 포함하는 Fc 폴리펩타이드, 및 최적화된 특성을 갖는 Fc 변이체의 사용 방법을

기재한다.

US 특허 공개 번호 2012/0225058(Xencor)에서는 모 IgG Fc 작제물의 Fc 변이체를 기재하며, 여기서 상기 Fc 변[0013]

이체는 하나 이상의 FcγRs에 대해 변경된 결합을 나타내고, 상기 Fc 변이체는 상기 모 IgG Fc 작제물의 Fc 영
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역에 적어도 하나의 아미노산 삽입을 포함한다.

US 특허 공개 번호 2012/0251531(Genentech)에서는 Fc 변이체를 포함하는 조작된 폴리펩타이드 및 그것의 용도,[0014]

더 구체적으로 감소된 효과기 기능을 나타내는 Fc 변이체를 기재한다. 이들 변이체는 또한 항체에 의해 유발된

효과기 기능을 감소시키는 것이 바람직한, 항체로 치료받을 수 있는 질환을 겪는 환자에게 이점을 유도하는 것

으로 기재된다. 

Strop 등((2012) J. Mol. Biol. 420: 204-219)은 이중특이적 항체 형성을 개선하기 위한 인간 IgG1 및 IgG2의[0015]

코어 힌지 영역 및 CH3 영역 내 하전된 돌연변이의 도입을 기재한다.

발명의 요약[0016]

제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드를 갖는 IgG Fc 작제물을 포함하는 이종다량체가 본원에서 제공되며, 각각의 Fc 폴[0017]

리펩타이드는 변형된 하부 힌지 영역을 포함하고, 여기서 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역은

적어도 하나의 아미노산 변형을 포함하고, 상기 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역은 상기 제1 Fc

폴리펩타이드의 적어도 하나의 아미노산 변형과 상이한 적어도 하나의 아미노산 변형을 포함하며, IgG Fc 작제

물은 상응하는 모 IgG Fc 작제물에 비해 모든 Fcγ 수용체 및 C1q 단백질에 대해 감소된 결합을 나타낸다.

특정 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역에서 상[0018]

기 적어도 하나의 아미노산 변형은 변형된 하부 힌지 영역에서 순 양전하를 증가시키며, 제2 Fc 폴리펩타이드에

서  적어도  하나의  아미노산  변형은  음전하의  총  수를  증가시키거나  야생형  힌지  영역에  비해  전하가

중성이거나; 또는 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역에서 적어도 하나의 아미노산 변형은 변형된 하

부 힌지 영역에서 순 음전하를 증가시키고, 제2 Fc 폴리펩타이드에서 적어도 하나의 아미노산 변형은 양전하의

총 수를 증가시킨다.

일부 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 상기 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 적어도 하나의[0019]

상기 변형된 하부 힌지 영역은 2 이상의 아미노산 변형을 포함한다.

제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드를 갖는 IgG Fc 작제물을 포함하는 이종다량체가 본원에 제공되며, 각각의 Fc 폴리[0020]

펩타이드는 변형된 힌지 영역을 포함하고, 여기서 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 생리적 pH

조건 근처에서 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역에서 순전하를 증가시키는 적어도 하나의 아미노산 변형

을 포함하며, 상기 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 적어도 하나의 아미

노산 변형과 상이한 적어도 하나의 아미노산 변형을 포함하고, IgG Fc 작제물은 상응하는 모 IgG Fc 작제물에

비해 모든 Fcγ 수용체 및 C1q 단백질에 대해 감소된 결합을 나타낸다. 

일부 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 순전하의 증가는 제1 Fc 폴리펩타이드에서 순 양전하[0021]

의 증가이다. 일부 구현예에서, 순 양전하의 상기 증가는 제1 Fc 폴리펩타이드에서 양으로 하전된 아미노산의

총 수의 증가, 또는 제1 Fc 폴리펩타이드에서 음으로 하전된 아미노산의 총 수의 감소이다. 특정 구현예에서,

이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역에서 적어도 하나의 아미

노산 변형은 상기 제1 Fc 폴리펩타이드에서 양으로 하전된 아미노산의 총 수의 증가를 증가시키고, 상기 제2 Fc

폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역에서 적어도 하나의 아미노산 변형은 상기 제2 Fc 폴리펩타이드에서 음전하의

총 수를 증가시키거나 전하가 중성이다. 

구현예에서, 순전하의 증가는 제1 Fc 폴리펩타이드에서 순 음전하의 증가이다. 특정 구현예에서, 순 음전하의[0022]

증가는 제1 Fc 폴리펩타이드에서 음으로 하전된 아미노산의 총 수 증가 또는 양으로 하전된 아미노산의 총 수

감소이다. 특정 구현예에서, 순 음전하가 음으로 하전된 아미노산의 총 수 증가인 경우, 제2 Fc 폴리펩타이드에

서 적어도 하나의 아미노산 변형은 양전하의 총 수를 증가시킨다.

일부 구현예에서, 본원에 기재된 이종다량체가 제공되며, 여기서 제2 Fc 폴리펩타이드에서 적어도 하나의 아미[0023]

노산 변형과 조합된 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역에서의 적어도 하나의 아미노산 변형은 힌지 영역

변형을 포함하지 않는 상응하는 모 IgG Fc 작제물에 비해 IgG Fc 작제물의 전체 양전하를 증가시킨다. 

특정 구현예에서, 본원에 기재된 이종다량체가 제공되며, 여기서 상기 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 적어도[0024]

하나의 변형된 힌지 영역은 2 이상의 아미노산 변형을 포함한다.

특정 구현예에서, 본원에 기재된 이종다량체가 제공되며, 여기서 상기 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌[0025]

지 영역은 2 이상의 아미노산 변형을 포함한다.
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특정 구현예에서, 본원에 기재된 이종다량체가 제공되며, 여기서 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영[0026]

역에서 적어도 하나의 아미노산 변형은 하부 힌지 영역에 있다.

본원에 기재된 이종다량체가 제공되며, 여기서 IgG Fc 작제물은 FcγRIIaH에 대해 10μM 초과의 KD, FcγRIIaR[0027]

에 대해 10μM 초과의 KD, FcγRIIb에 대해 10μM 초과의 KD, FcγRIIIaF에 대해 6μM 초과의 KD, FcγRIIIaV에

대해 6μM 초과의 KD, 및 FcγRIa에 대해 6.5 nM 초과의 KD를 갖는다. 

특정 구현예에서, 본원에 기재된 이종다량체가 제공되며, 여기서 IgG Fc 작제물은 아미노산 변형을 포함하지 않[0028]

는 상응하는 IgG Fc 작제물에 비해 감소된 효과기 기능을 매개한다. 일부 구현예에서, IgG Fc 작제물은 EC50으로

측정되는 효과기 기능의 70% 미만, 50% 미만, 30% 미만 또는 10% 미만을 매개한다. 일부 구현예에서, IgG Fc 작

제물은 세포의 최대 용해로 측정되는 효과기 기능의 10% 미만, 5% 미만, 2% 미만 또는 1% 미만을 매개한다. 구

현예에서, 효과기 기능은 ADCC, ADCP, CDC 또는 이들의 임의 조합으로부터 선택된다. 

특정 구현예에서, 본원에 기재된 이종다량체가 제공되며, 여기서 상기 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 적어도[0029]

하나의 변형된 힌지 영역은 L234 및/또는 L235에서 아미노산 변형을 포함한다. 일부 구현예에서, 상기 제1 및

제2 Fc 폴리펩타이드 중 적어도 하나의 변형된 힌지 영역은 L234K, L234R, L234A, L235K, L235R, 및 L235A로부

터 선택된 아미노산 변형을 포함한다. 추가 구현예에서, 상기 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 하나는 E233에서

아미노산 변형을 추가로 포함한다. 일부 구현예에서, E233에서의 상기 변형은 E233A, E233K, 및 E233R로부터 선

택된다.

특정 구현예에서, 본원에 기재된 이종다량체가 제공되며, 여기서 상기 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 둘 다의 상[0030]

기 변형된 힌지 영역은 L234 및/또는 L235에서 아미노산 변형을 포함한다. 일부 구현예에서, L234 및/또는 L235

에서의 변형은 L234A, L234K, L234R, L234D, L234E, L235K, L235R, L235E, L235A, 및 L235D로부터 선택된다.

추가 구현예에서, 제1 및/또는 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 E233에서 아미노산 변형을 추가로 포

함한다. 일부 구현예에서, 하나 또는 둘 모두의 아미노산 변형은 독립적으로 E233A 또는 E233D이다. 

특정 구현예에서, 본원에 기재된 이종다량체가 제공되며, 여기서 상기 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 적어도[0031]

하나의  변형된  힌지  영역은  아미노산  변형  L234K/L235K,  E233A/L234R/L235R,  E233K/L234R/L235R,  또는

E233K/L234A/L235K를 포함한다. 

특정 구현예에서, 본원에 기재된 이종다량체가 제공되며, 여기서 제1 또는 제2 Fc 폴리펩타이드의 상기 변형된[0032]

힌지 영역은 아미노산 변형 L234A/L235A, L234D/L235E, E233A/L234D/L235E, 또는 E233A/L234K/L235A를 포함한

다. 

특정 구현예에서, 본원에 기재된 이종다량체가 제공되며, 여기서 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 아[0033]

미노산 변형 L234K/L235K를 포함하며, 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 아미노산 변형 L234A/L235A를

포함하거나; 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 아미노산 변형 L234K/L235K를 포함하며 제2 Fc 폴리펩

타이드의 변형된 힌지 영역은 아미노산 변형 L234D/L235E를 포함하거나; 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영

역은 아미노산 변형 E233A/L234R/L235R을 포함하며 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 아미노산 변형

E233A/L234D/L235E를  포함하거나;  제1  Fc  폴리펩타이드의  변형된  힌지  영역은  아미노산  변형

E233K/L234R/L235R을 포함하며 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 아미노산 변형 L234D/L235E를 포함하

거나; 또는 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 아미노산 변형 E233K/L234A/L235K를 포함하며 제2 Fc 폴

리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 아미노산 변형 E233A/L234K/L235A를 포한한다.

특정  구현예에서,  본원에  기재된  이종다량체가  제공되며,  여기서  제1  Fc  폴리펩타이드는  아미노산  변형[0034]

L234D/L235E를 포함하며 제2 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L234R/L235R/E233K를 포함하거나; 제1 Fc 폴리

펩타이드는  아미노산  변형  L234D/L235E/D265S를  포함하며  제2  Fc  폴리펩타이드는  아미노산  변형

E233K/L234R/L235R/D265S를 포함하거나; 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L234D/L235E/E269K를 포함하며

제2 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 E233K/L234R/L235R/E269K를 포함하거나; 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산

변형 L234D/L235E/K322A를 포함하며 제2 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 E233K/L234R/L235R/K322A를 포함하

거나; 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L234D/L235E/P329W를 포함하며 제2 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변

형  E233K/L234R/L235R/P329W를  포함하거나;  제1  Fc  폴리펩타이드는  아미노산  변형

L234D/L235E/E269K/D265S/K322A를  포함하며  제2  Fc  폴리펩타이드는  아미노산  변형

E233K/L234R/L235R/E269K/D265S/K322A를  포함하거나;  또는  제1  Fc  폴리펩타이드는  아미노산  변형
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L234D/L235E/E269K/D265S/K322E/E333K를  포함하며  제2  Fc  폴리펩타이드는  아미노산  변형

E233K/L234R/L235R/E269K/D265S/K322E/E333K를 포함한다.

제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드를 갖는 IgG Fc 작제물을 포함하는 이종다량체가 본원에 제공되며, 여기서 상기 제1[0035]

Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 E269Q/D270N을 포함하며 제2 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 E269K/D270R을

포함하거나; 또는 상기 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L235K/A327K를 포함하며 제2 Fc 폴리펩타이드는

힌지 또는 하부 힌지 영역에서 변형을 포함하지 않고; IgG Fc 작제물은 상응하는 모 IgG Fc 작제물에 비해 모든

Fcγ 수용체 및 C1q 단백질에 대해 감소된 결합을 나타낸다.

일부 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 상기 IgG Fc 작제물은 비당화된다. 일부 구현예에서,[0036]

이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 IgG Fc 작제물은 탈글리코실화된다. 

일부 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 온도기록도에서 IgG Fc 작제물의 용융 개시는 68℃ 이[0037]

상이다.

일부 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 상기 IgG Fc 작제물은 힌지 영역 변형을 포함하지 않[0038]

는 상응하는 모 CH2 영역의 용융 온도 이상인 용융 온도를 갖는 CH2 영역을 갖는다.

구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 IgG Fc 작제물은 모 CH2 영역의 용융 온도보다 약 1 내지 2[0039]

℃ 더 큰 용융 온도를 갖는 CH2 영역을 갖는다.

구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 IgG Fc 작제물은 모 CH2 영역의 용융 온도보다 약 2 내지 3[0040]

℃ 더 큰 용융 온도를 갖는 CH2 영역을 갖는다.

구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 IgG Fc 작제물은 상기 이종다량체가 발현되는 경우 동종이[0041]

량체 Fc 영역에 비해 이종이량체 Fc 영역의 형성을 촉진하는 아미노산 변형을 포함하는 변이체 CH3 영역을 포함

한다.  일부  구현예에서,  상기  제1  및  제2  Fc  폴리펩타이드  중  하나는  CH3  아미노산  변형

T366L/N390R/K392M/T394W를 포함하며, 다른 Fc 폴리펩타이드는 CH3 아미노산 변형 L351Y/S400E/F405A/Y407V를

포함한다. 일부 구현예에서, 제1 및/또는 제2 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 T350V를 포함한다. 추가 구현예

에서, 이종이량체 Fc 영역을 포함하는 이종다량체는 전하-기반 정제 방법을 이용해서 동종이량체 Fc 영역을 포

함하는 발현 생성물과 분해된다. 

구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 이종다량체는 IgG Fc 작제물에 융합된 적어도 하나의 항원-[0042]

결합 작제물을 추가로 포함한다.

구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 적어도 하나의 항원-결합 작제물은 Fab 단편, scFv, sdAb,[0043]

항원 결합 펩타이드, Fc 융합 단백질, 또는 항원에 결합할 수 있는 단백질 또는 이들의 단편으로부터 선택된다.

일부 구현예에서, 하나의 항원-결합 작제물을 포함하는 이종다량체가 본원에 기재된다. 구현예에서, 두 항원-결

합 작제물을 포함하는 이종다량체가 본원에 기재된다.

구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 IgG Fc 작제물은 하나 이상의 독성 약물 분자에 연결된다. [0044]

구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 IgG Fc 작제물은 하나 이상의 이종성 폴리펩타이드에 연결[0045]

된다. 일부 구현예에서, 하나 이상의 이종성 폴리펩타이드는 효소 및 독소로부터 선택된다. 

구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 IgG는 IgG1이다.[0046]

본원에 기재된 이종다량체의 제1 또는 제2 Fc 폴리펩타이드를 인코딩하는 핵산이 본원에 제공된다. 본원에 기재[0047]

된 핵산을 포함하는 숙주 세포가 제공된다. 본원에 기재된 이종다량체의 제조 방법이 제공되며, 상기 방법은 하

기 단계를 포함한다: (a) 본원에 기재된 숙주 세포를 배양하는 단계; 및 (b) 숙주 세포 배양으로부터 이종다량

체를 회수하는 단계. 특정 구현예는 이종다량체의 제조 방법이며, 전하-기반 정제 방법을 이용하여 이종다량체

를 단리하는 단계를 추가로 포함한다. 일부 구현예는 본원에 기재된 이종다량체의 제조 방법이며, 여기서 전하-

기반 정제 방법은 이온 교환 크로마토그래피이다. 

본원에 기재된 이종다량체 및 약제학적으로 허용가능한 캐리어를 포함하는 약제학적 조성물이 제공된다. 본원에[0048]

기재된 약제학적 조성물의 효과적인 양을 필요로 하는 환자에게 제공하는 단계를 포함하는 질환의 치료 방법이

제공된다. 일부 구현예는 질환의 치료를 위한 약제의 제조에서 본원에 기재된 이종다량체의 용도이다.

일부 구현예는 필요로 하는 환자에서 질환 치료를 위한 본원에 기재된 이종다량체의 용도이다.[0049]
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하기를 포함하는, 항체 작제물의 효과기 기능을 감소시키는 방법이 본원에 제공된다: 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이[0050]

드의 하부 힌지 영역을 변형하는 단계(여기서, 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역은 적어도 하

나의 아미노산 변형을 포함하며, 상기 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역은 상기 제1 Fc 폴리펩타이

드의 적어도 하나의 아미노산 변형과 상이한 적어도 하나의 아미노산 변형을 포함하고, IgG Fc 작제물은 상응하

는 모 IgG Fc 작제물에 비해 모든 Fcγ 수용체 또는 C1q 단백질에 대해 감소된 결합을 나타낸다. 일부 구현예에

서, 변형은 Fc 수용체에 대해 무시해도 좋은 결합을 일으킨다.

도면의 간단한 설명

본 발명의 이들 및 다른 특징은 첨부된 도면을 참조하는 하기 상세한 설명에서 보다 분명해질 것이다. [0051]

도 1은 FcγR 결합에 관여되는 Fc 영역의 영역들을 도시한다. (A) FcγR 결합(검은색으로 나타냄)에 관여되는

Fc의 CH2 도메인(회색으로 나타냄)의 루프 및 하부 힌지를 도시하는 3b/Fc 결정 구조(PDB:1E4K). (B) CH2 도메

인의 위상기하학. 가닥을 S1, S2, S3, S4, S5, S6, 및 S7로 도시하고; 루프를 L1, L2, 및 L3으로 도시한다.

도 2는 야생형 항체(WT)에 비해 예시적인 비대칭 항체 작제물의 온도기록도를 도시한다. 도 2A는 WT, 및 AAC2 -

AAC6에 대한 온도기록도를 도시한다. 도 2B는 WT에서 두 전이의 정체를 도시한다. 제1 전이는 CH2 도메인의 언

폴딩에 대응하며, 제2 전이는 CH3+Fab의 언폴딩에 대응한다. 도 2C는 변이체의 CH2 전이가 어떻게 더 높은 Tm

값으로 이동되어 더 높은 안정성을 나타내는지를 보여주는 여러 샘플의 오버레이를 도시한다.

도 3A는 예시적인 비대칭 항체 작제물이 정제되는 경우 생산된 성분의 이온 교환 크로마토그래피에 의한 분해를

나타내는 예시적인 결과를 도시한다. 도 3B는 예시적인 비대칭 변이체 AAC4를 사용하여 pH 구배(상부 패널), 또

는 염 구배(하부 패널)를 이용한 성분 분리를 도시한다.

도 4는 ADCC를 매개하는 대조군 변이체(v1051) 및 본 발명의 예시적인 이종다량체(AAC6)의 능력을 도시한다.

도  5는  인간  IgG1  Fc  영역의  아미노산  서열(서열식별번호:1);  트라스투주맙  중쇄의  아미노산

서열(서열식별번호:2), 트라스투주맙 경쇄의 아미노산 서열(서열식별번호:3), 리툭시맙 중쇄의 아미노산 서열

(서열식별번호:4), 리툭시맙 경쇄의 아미노산 서열(서열식별번호:5)을 도시한다. 

도 6은 Daudi 세포에서 ADCC를 매개하는 변이체 AAC9 - AAC12, AAC14, 및 AAC15의 능력을 도시한다. 도 6A는

상업적으로 이용가능한 리툭시맙을 포함하는 대조군 대비 AAC10 및 AAC11에 대한 결과를 도시한다; 도 6B는 상

업적으로 이용가능한 리툭시맙을 포함하는 대조군 대비 AAC12 및 AAC14에 대한 결과를 도시한다; 도 6C는 상업

적으로 이용가능한 리툭시맙을 포함하는 대조군 대비 AAC9 및 AAC15에 대한 결과를 도시한다. 

도 7은 Daudi 세포에서 CDC를 매개하는 변이체 AAC9 - AAC12, AAC14, 및 AAC15의 능력을 도시한다.

도 8은 본원과 함께 제출한 서열식별번호:6-69에 대한 서열을 도시한다.

상세한 설명

본 발명은 IgG Fc 작제물을 포함하는 이종다량체를 제공한다. IgG Fc 작제물은 두 Fc 폴리펩타이드를 포함하며,

각각은 변형된 힌지 영역을 갖고, 여기서 변형된 힌지 영역은 FcγRIIaH, FcγRIIaR, FcγRIIb FcγRIIIaF, Fc

γRIIIaV, 및 FcγRIa 수용체 및 보체 인자 C1q 단백질에 대한 IgG Fc 작제물의 결합을 감소시키거나 제거하는

비대칭 아미노산 변형을 포함한다. 상기 결합의 그와 같은 감소 또는 제거는 야생형 IgG Fc 영역에 의해 전형적

으로 매개된 효과기 기능의 감소 또는 침묵화를 야기한다. 주지된 바와 같이, 변형된 힌지 영역은 비대칭 아미

노산 변형을 포함하며, 그에 따라 IgG Fc 작제물의 한 폴리펩타이드의 힌지 영역에서 아미노산 변형은 다른 폴

리펩타이드의 힌지 영역에서의 것과 상이하다. 일부 구현예에서, 단리된 항체 작제물은 안정하고 FcRn에 결합할

수 있다. 

특정 구현예에서, IgG Fc 작제물의 각각의 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 IgG Fc 작제물의 다른 폴리펩타

이드에 비해 IgG Fc 작제물의 하나의 폴리펩타이드에서 양전하를 증가시키기 위해 선택된 하나 이상의 아미노산

변형을 포함한다. 특정 구현예에서, IgG Fc 작제물의 각각의 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 IgG Fc 작제물

의 다른 폴리펩타이드에 비해 IgG Fc 작제물의 하나의 폴리펩타이드에서 음전하를 증가시키기 위해 선택된 하나

이상의 아미노산 변형을 포함한다. 

본 발명에 따른 이종다량체는 그 효과기 기능이 생성 부작용, 예컨대 세포독성으로 인해 바람직하지 않은 치료

적 항체의 개발에 유용할 수 있다. 일부 구현예에서, 이종다량체는 또한 전하-기반 방법을 이용한 이들의 정제
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를 촉진하는 특성을 나타낸다.

감소되거나 침묵화된 효과기 기능을 갖는 이종다량체 작제물이 본원에 제공된다. 구현예에서, 제1 및 제2 Fc 폴

리펩타이드를 갖는 IgG Fc 작제물을 포함하는 이종다량체 작제물이 제공되며, 각각의 Fc 폴리펩타이드는 변형된

하부 힌지 영역을 포함하고, 여기서 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역은 적어도 하나의 아미

노산 변형을 포함하며, 상기 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역은 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 적어

도 하나의 아미노산 변형과 상이한 적어도 하나의 아미노산 변형을 포함하고, IgG Fc 작제물은 상응하는 모 IgG

Fc 작제물에 비해 모든 Fcγ 수용체 및 C1q 단백질에 대해 감소된 결합을 나타낸다. 특정 구현예에서, 이종다량

체 작제물은 본원에 기재된 변형을 갖지 않는 상응하는 모 IgG Fc 작제물 작제물에 비해 Fcγ 수용체에 대해 무

시해도 좋은 결합을 나타낸다. 일부 구현예에서, 이종다량체 작제물은 모든 Fcγ 수용체에 대해 감소된 결합 및

적어도 하나의 Fcγ 수용체에 대해 무시해도 좋은 결합을 나타낸다. 특정 구현예에서, 본원에 기재된 이종다량

체 작제물은 Fcγ 수용체에 대해 감소된 결합 및 C1q 단백질에 대해 무시해도 좋은 결합을 나타낸다. 특정 구현

예에서, 상기 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 적어도 하나는 하부 힌지 영역에 있지 않은 적어도 하나의 아미노

산의 추가 변형을 포함한다. 특정 구현예에서, 상기 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 적어도 하나는 하부 힌지

영역에 있는 적어도 하나의 아미노산의 변형을 추가로 포함한다. 일부 구현예에서, 상기 제1 및 제2 Fc 폴리펩

타이드 중 적어도 하나는 CH2 또는 CH3 영역에 있는 적어도 하나의 아미노산의 변형을 추가로 포함한다.

제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드를 갖는 IgG Fc 작제물을 포함하는 이종다량체가 본원에 제공되며, 각각의 Fc 폴리

펩타이드는 변형된 힌지 영역을 포함하며, 여기서 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 생리적 pH

조건 근처에서 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역에서 순전하를 증가시키는 적어도 하나의 아미노산 변형

을 포함하고, 상기 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 적어도 하나의 아미

노산 변형과 상이한 적어도 하나의 아미노산 변형을 포함하고, IgG Fc 작제물은 상응하는 모 IgG Fc 작제물에

비해 모든 Fcγ 수용체 및 C1q 단백질에 대해 감소된 결합을 나타낸다. 일부 구현예에서, 순전하의 증가는 제1

Fc 폴리펩타이드에서 순 양전하의 증가이다. 구현예에서, 순 양전하의 증가는 제1 Fc 폴리펩타이드에서 양으로

하전된 아미노산의 총 수의 증가이다. 특정 구현예에서, 상기 순전하의 증가는 제1 Fc 폴리펩타이드에서 순 음

전하의 증가이다. 특정 구현예에서, 순 음전하의 증가는 제1 Fc 폴리펩타이드에서 음으로 하전된 아미노산의 총

수의 증가이다. 일부 구현예에서, 이종다량체 작제물은 본원에 기재된 변형을 갖지 않는 상응하는 모 IgG Fc 작

제물 작제물에 비해 Fcγ 수용체에 대해 무시해도 좋은 결합을 나타낸다. 특정 구현예에서, 이종다량체 작제물

은  모든  Fcγ  수용체에  대해  감소된  결합  및  적어도  하나의  Fcγ  수용체에  대해  무시해도  좋은  결합을

나타낸다. 구현예에서, 본원에 기재된 이종다량체 작제물은 Fcγ 수용체에 대해 감소된 결합 및 C1q 단백질에

대해 무시해도 좋은 결합을 나타낸다. 특정 구현예에서, 상기 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 적어도 하나는 하

부 힌지 영역에 있는 적어도 하나의 아미노산의 변형을 추가로 포함한다. 일부 구현예에서, 상기 제1 및 제2 Fc

폴리펩타이드 중 적어도 하나는 CH2 또는 CH3 영역에 있는 적어도 하나의 아미노산의 변형을 추가로 포함한다.

일부 구현예에서, 이종다량체가 본원에 제공되며, 여기서 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역에서 하나 이

상의 아미노산 변형은 힌지 영역에서 음전하 또는 양전하의 수를 변형하거나, 또는 야생형 힌지 영역에 비해 전

하가 중성이다. 특정 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 상기 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중

적어도 하나의 변형된 힌지 영역은 2 이상의 아미노산 변형을 포함한다. 구현예에서 본원에 기재된 이종다량체

가 제공되며, 여기서 상기 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 2 이상의 아미노산 변형을 포함한다. 특

정 구현예에서, 이종다량체 작제물이 본원에 기재되며, 여기서 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역

에서 하나 이상의 아미노산 변형은 하부 힌지 영역에 있다(서열식별번호:1의 아미노산 16-23, 도 5 참고).

구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 IgG Fc 작제물은 FcγRIIaH에 대해 적어도 약 10 μM의 KD,

FcγRIIaR에 대해 적어도 약 10 μM의 KD, FcγRIIb에 대해 적어도 약 10 μM의 KD, FcγRIIIaF에 대해 적어도

약 6  μM의  KD,  FcγRIIIaV에  대해  적어도 약  6  μM의  KD,  및  FcγRIa에  대해 적어도 약 6.5  nM의  KD를

갖는다. 일부 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 IgG Fc 작제물은 FcγRIIaH에 대해 10 μM 초

과 KD, FcγRIIaR에 대해 10 μM 초과 KD, FcγRIIb에 대해 10 μM 초과 KD, FcγRIIIaF에 대해 6 μM 초과

KD, FcγRIIIaV에 대해 6 μM 초과 KD, 및 FcγRIa에 대해 6.5 nM 초과 KD를 갖는다.

일부 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 상기 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 적어도 하나의

변형된 힌지 영역은 L234 및 L235 중 적어도 하나의 아미노산 변형을 포함한다. 구현예에서, 이종다량체가 본원

에 기재되며, 여기서 상기 제1 및 제2 Fc  폴리펩타이드 중 적어도 하나의 상기 변형된 힌지 영역은 L234K,

L234R, L234A, L235K, L235R, 및 L235A로부터 선택된 아미노산 변형을 포함한다. 구현예에서, 이종다량체가 본

원에 기재되며, 상기 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 하나는 E233에서 아미노산 변형을 포함한다. 구현예에서,
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이종다량체가 본원에 제공되며, 여기서 E233에서의 상기 변형은 E233A, E233K, 및 E233R로부터 선택된다. 일부

구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 상기 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 적어도 하나의 상기

변형된 힌지 영역은 L234 및 L235 중 적어도 하나에서 아미노산 변형을 포함한다. 구현예에서, 이종다량체가 본

원에 기재되며, 여기서 L234 및 L235 중 적어도 하나에서의 상기 변형은 L234A, L234K, L234R, L234D, L234E,

L235K, L235R, L235E, L235A, 및 L235D로부터 선택된다. 일 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서

제2 Fc 폴리펩타이드의 상기 변형된 힌지 영역은 E233에서의 아미노산 변형을 추가로 포함한다. 구현예에서, 제

1 또는 제2 Fc 폴리펩타이드는 E233A 또는 E233D로부터 선택된 아미노산 변형을 포함한다. 특정 구현예에서, 상

기 제1 또는 제2 Fc 폴리펩타이드 중 적어도 하나는 D265S, E269K, K322A, P329W, 및 E333K로부터 선택된 적어

도 하나의 아미노산 변형을 추가로 포함한다. 일부 구현예에서, 상기 제1 및 제2 Fc  폴리펩타이드는 D265S,

E269K, K322A, P329W, 및 E333K로부터 선택된 적어도 하나의 아미노산 변형을 추가로 포함한다.

본원에 기재된 이종다량체가 본원에 제공되며, 여기서 상기 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 적어도 하나의 변형

된 힌지 영역은 아미노산 변형 L234A/L235K, E233A/L234R/L235R, E233K/L234R/L235R, 또는 E233K/L234A/L235K

를 포함한다. 일부 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 제1 또는 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된

힌지 영역은 아미노산 변형 L234A/L235A, L234D/L235E, E233A/L234D/L235E, 또는 E233A/L234K/L235A를 포함한

다.

본원에 기재된 바와 같은 이종다량체가 본원에 제공되며, 여기서 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 아

미노산 변형 L234K/L235K를 포함하며, 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 아미노산 변형 L234A/L235K를

포함하거나; 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 아미노산 변형 L234K/L235K를 포함하며 제2 Fc 폴리펩

타이드의 변형된 힌지 영역은 아미노산 변형 L234D/L235E를 포함하거나; 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영

역은 아미노산 변형 E233A/L234R/L235R을 포함하며 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 아미노산 변형

E233A/L234D/L235E를  포함하거나;  제1  Fc  폴리펩타이드의  변형된  힌지  영역은  아미노산  변형

E233K/L234R/L235R을 포함하며 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 아미노산 변형 L234D/L235E를 포함하

거나; 또는 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 아미노산 변형 E233K/L234A/L235K를 포함하며 제2 Fc 폴

리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 아미노산 변형 E233A/L234K/L235A를 포함한다.

일부 구현예에서, 이종다량체가 본원에 제공되며, 여기서 상기 제1 또는 제2 Fc 폴리펩타이드 중 적어도 하나는

D265S, E269K, K322A, P329W, 및 E333K로부터 선택된 적어도 하나의 아미노산 변형을 추가로 포함한다. 예를 들

면, 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L234D/L235E를

포함하며 제2 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L234R/L235R/E233K를 포함한다. 또 하나의 구현예에서, 이종다

량체가 본원에 기재되며, 여기서 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L234D/L235E/D265S를 포함하며 제2 Fc

폴리펩타이드는  아미노산  변형  L234R/L235R/D265S를  포함한다.  추가  구현예에서,  이종다량체가  본원에

기재되며, 여기서 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L234D/L235E/E269K를 포함하며, 제2 Fc 폴리펩타이드는

아미노산 변형 E233K/L234R/L235R/E269K를 포함한다. 또 하나의 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여

기서 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L234D/L235E/K322A를 포함하며, 제2 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변

형 E233K/L234R/L235R/K322A를 포함한다. 또 하나의 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 제1 Fc

폴리펩타이드는  아미노산  변형  L234D/L235E/P329W를  포함하며,  제2  Fc  폴리펩타이드는  아미노산  변형

E233K/L234R/L235R/P329W를 포함한다. 추가적 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 제1 Fc 폴리

펩타이드는 아미노산 변형 L234D/L235E/E269K/D265S/K322A를 포함하고, 제2 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형

E233K/L234R/L235R/E269K/D265S/K322A를  포함한다.  추가  구현예에서,  이종다량체가 본원에 기재되며,  여기서

제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L234D/L235E/E269K/D265S/K322E/E333K를 포함하며 제2 Fc 폴리펩타이드

는 아미노산 변형 E233K/L234R/L235R/E269K/D265S/K322E/E333K를 포함한다.

본원에 기재된 이종다량체가 제공되며, 여기서 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L234D/L235E를 포함하며

제2 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L234R/L235R/E233K를 포함하거나; 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형

L234D/L235E/D265S를 포함하며, 제2 Fc  폴리펩타이드는 아미노산 변형 L234R/L235R/D265S를 포함하거나; 제1

Fc  폴리펩타이드는  아미노산  변형  L234D/L235E/E269K를  포함하며,  제2  Fc  폴리펩타이드는  아미노산  변형

E233K/L234R/L235R/E269K를 포함하거나; 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L234D/L235E/K322A를 포함하며,

제2 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 E233K/L234R/L235R/K322A를 포함하거나; 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산

변형 L234D/L235E/P329W를 포함하며, 제2 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 E233K/L234R/L235R/P329W를 포함하

거나; 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L234D/L235E/E269K/D265S/K322A를 포함하며, 제2 Fc 폴리펩타이드

는 아미노산 변형 E233K/L234R/L235R/E269K/D265S/K322A를 포함하거나; 또는 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산
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변형  L234D/L235E/E269K/D265S/K322E/E333K를  포함하며,  제2  Fc  폴리펩타이드는  아미노산  변형

E233K/L234R/L235R/E269K/D265S/K322E/E333K를 포함한다.

제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드를 갖는 IgG Fc 작제물을 포함하는 이종다량체가 제공되며, 여기서 상기 제1 Fc 폴

리펩타이드는 아미노산 변형 E269Q/D270N을 포함하며 제2 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 E269K/D270R을 포함

하거나; 또는 상기 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L235K/A327K를 포함하며 제2 Fc 폴리펩타이드는 힌지

또는 하부 힌지 영역에서 변형을 포함하지 않고; 상기 IgG Fc 작제물은 상응하는 모 IgG Fc 작제물에 비해 모든

Fcγ 수용체 및 C1q 단백질에 대해 감소된 결합을 나타낸다.

일부 구현예에서, 이종다량체가 본원에 제공되며, 여기서 IgG Fc 작제물은 비당화된다. 구현예에서, 이종다량체

가 본원에 기재되며, 여기서 IgG Fc 작제물은 탈글리코실화된다.

일부 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 온도기록도에서 IgG Fc 작제물의 용융 개시는 68℃ 이

상이다. 일부 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 IgG Fc 작제물은 모 CH2 영역의 용융 온도에

필적하는 용융 온도를 갖는 CH2 영역을 갖는다. 일부 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 IgG

Fc 작제물은 모 CH2 영역의 용융 온도 이상의 용융 온도를 갖는 CH2 영역을 갖는다. 일부 구현예에서, 이종다량

체가 본원에 기재되며, 여기서 IgG Fc 작제물은 모 CH2 영역의 용융 온도보다 약 1 내지 2℃ 높은 용융 온도를

갖는 CH2 영역을 갖는다. 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 IgG Fc 작제물은 모 CH2 영역의

용융 온도보다 약 2 내지 3℃ 높은 용융 온도를 갖는 CH2 영역을 갖는다. 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기

재되며, 여기서 IgG Fc 작제물은 모 CH2 영역의 용융 온도보다 약 5℃ 높은 용융 온도를 갖는 CH2 영역을 갖는

다. 

이종다량체 작제물이 본원에 제공되며, 여기서 IgG Fc 작제물은 이종이량체 Fc 영역의 형성을 촉진하는 아미노

산 변형을 포함하는 변이체 CH3 영역을 포함한다.

일부 구현예에서, 이종다량체 작제물이 본원에 기재되며, 여기서 상기 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 하나는

CH3  아미노산  변형  T366L/N390R/K392M/T394W를  포함하며,  다른  Fc  폴리펩타이드는  CH3  아미노산  변형

L351Y/S400E/F405A/Y407V를 포함한다. 

구현예에서, 이종다량체 작제물이 본원에 기재되며, 여기서 IgG Fc 작제물은 CH3 영역의 안정성을 증가시키는

아미노산 변형을 포함한다. 일 구현예에서, 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 T350V를 포함한다. 특

정 구현예에서, 동종이량체 Fc 작제물을 이용한 임의의 항체 작제물은 전하-기반 정제 방법을 이용하여 상기 이

종다량체로부터 명확히 분해된다. 

본원에 기재된 이종다량체가 제공되며, 여기서 이종다량체는 IgG Fc 작제물에 융합된 적어도 하나의 항원-결합

작제물을 추가로 포함한다. 특정 구현예에서, 적어도 하나의 항원-결합 작제물은 Fab 단편, scFv, sdAb, 항원

결합 펩타이드, Fc 융합 단백질, 또는 항원에 결합할 수 있는 단백질 또는 그것의 단편으로부터 선택된다. 일부

구현예는 하나의 항원-결합 작제물을 포함하는 이종다량체이다. 일부 구현예는 두 항원-결합 작제물을 포함하는

이종다량체이다. 구현예는 이종다량체이며, 여기서 상기 IgG Fc 작제물은 하나 이상의 독성 약물 분자에 연결된

다. 특정 구현예에서, IgG Fc 작제물은 하나 이상의 이종성 폴리펩타이드에 연결된다. 일부 구현예에서, 하나

이상의 이종성 폴리펩타이드는 효소 및 독소로부터 선택된다. 

본원에 기재된 이종다량체가 제공되며, 여기서 IgG는 IgG1이다.

본원에 기재된 이종다량체의 제1 또는 제2 Fc 폴리펩타이드를 인코딩하는 핵산이 본원에 제공된다. 일부 구현예

는 본원에 기재된 핵산을 포함하는 숙주 세포이다. 특정 구현예는 본원에 기재된 이종다량체의 제조 방법이며,

방법은 하기 단계를 포함한다: (a) 본원에 기재된 숙주 세포를 배양하는 단계; 및 (b) 숙주 세포 배양으로부터

이종다량체를 회수하는 단계. 

본원에 기재된 이종다량체 및 약제학적으로 허용가능한 캐리어를 포함하는 약제학적 조성물이 본원에 제공된다.

특정 구현예는 본원에 기재된 약제학적 조성물의 효과적인 양을 필요로 하는 환자에게 제공하는 단계를 포함하

는 질환의 치료 방법이다. 일부 구현예는 질환의 치료를 위한 약제의 제조에서 본원에 기재된 이종다량체의 용

도이다. 일부 구현예는 필요로 하는 환자에서 질환의 치료를 위한 본원에 기재된 이종다량체의 치료량의 용도이

다. 

하기를 포함하는, 항체 작제물의 ADCC를 감소시키는 방법이 본원에 제공된다: 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드의 하

부 힌지 영역을 변형하는 단계(여기서, 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역은 적어도 하나의 아
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미노산 변형을 포함하며, 상기 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역은 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 적

어도 하나의 아미노산 변형과 상이한 적어도 하나의 아미노산 변형을 포함하고, IgG Fc 작제물은 상응하는 모

IgG Fc 작제물에 비해 모든 Fcγ 수용체 또는 C1q 단백질에 대해 감소된 결합을 나타낸다). 특정 구현예는 ADCC

를 감소시키는 방법이며, 여기서 상기 변형은 Fc 수용체에 대해 무시해도 좋은 결합을 야기한다. 

정의

다르게 정의되지 않으면, 본원에서 사용된 모든 기술 및 과학 용어들은 청구된 요지가 속하는 당해기술의 숙련

가가 통상적으로 이해하는 바와 동일한 의미를 갖는다. 본원에서 용어들에 대해 복수의 정의가 존재하는 경우,

본 섹션의 정의가 우선이 된다. URL 또는 기타 그와 같은 식별자 또는 어드레스를 참조하는 경우, 그와 같은 식

별자가 변할 수 있고 인터넷 상의 특정 정보가 오갈 수 있지만, 인터넷을 검색함으로써 균등한 정보가 확인될

수 있음이 이해된다. 이에 대한 참조는 그와 같은 정보의 이용가능성 및 공공 전파를 입증한다.

전술된 일반적인 설명 및 하기 상세한 설명은 단지 예시적이고 설명적이며, 청구된 임의 요지를 제한하는 것이

아님이 이해되어야 한다. 본 출원에서 다르게 구체적으로 언급되지 않으면, 단수의 이용에는 복수가 포함된다.

"모 CH2 도메인"은 본원에 개시된 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드의 힌지 영역에 하나 이상의 아미노산 변형이 없

지만, 디설파이드 힌지 변형, 부가된 CH2 디설파이드, 당화 변형 또는 상이한 CH3 도메인 안정성 중 하나 이상

이 포함될 수 있고, 본 발명의 이종다량체의 CH2 도메인과 효과기 기능이 상이한 아미노산 서열을 포함하는 Fc

영역의 CH2 도메인 폴리펩타이드를 나타낸다. 모 CH2 도메인은 천연 서열 Fc 영역 또는 기존의 아미노산 서열

변형(예컨대 부가, 결실 및/또는 치환)을 갖는 Fc 영역을 포함할 수 있다.

"비당화된 항체"는 발현 동안 당화되지 않은 항체 또는 이종다량체를 나타낸다. 비당화된 항체는 포유동물 당화

경로가 없는 시스템, 예컨대 E. 콜라이에서의 발현 또는 하나 이상의 당화 부위, 예컨대 N297의 돌연변이에 의

해 제조될 수 있다. 

"탈글리코실화된  항체"는  발현  동안  초기에  당화되지만  차후에  생화학적  반응,  예컨대  글리칸을  제거하는

PNGase F 처리를 거치는 항체 또는 이종다량체를 나타낸다.

"중성 측쇄를 갖는 아미노산"은 중성 pH에서 전하가 없는 측쇄를 함유하는 아미노산을 나타낸다. 라이신, 아르

기닌, 아스파르테이트, 글루타메이트, 및 히스티딘 이외의 모든 아미노산은 중성으로 간주된다. 일부 구현예에

서, 이것이 발견되는 구조적 환경에 따라, 라이신, 아르기닌, 아스파르테이트, 글루타메이트 및 히스티딘도 중

성으로 간주된다. 일 구현예에서, "중성 측쇄를 갖는 아미노산"은 생리적 pH에서 전반적 전하가 없는 측쇄를 함

유하는 아미노산을 나타낸다.

"양으로 하전된 측쇄를 갖는 아미노산"은 중성 pH에서 양성자화되고 그에 따라 양으로 하전되는 측쇄를 함유하

는 극성 아미노산을 나타낸다. 이들 아미노산은 종종 염기성으로 불린다. 양으로 하전된 측쇄를 갖는 아미노산

의 예에는 라이신, 아르기닌이 포함된다. 일부 구현예에서, 이것이 발견되는 구조적 환경에 따라, 히스티딘은

또한 양성자화될 수 있고 양으로 하전된 측쇄를 가질 수 있다. 일 구현예에서, "양으로 하전된 측쇄를 갖는 아

미노산"은 생리적 pH에서 양으로 하전된 측쇄를 함유하는 아미노산을 나타낸다. 

"음으로 하전된 측쇄를 갖는 아미노산"은 그 측쇄가 중성 pH에서 탈양성자화되고, 이에 따라 음으로 하전되는

극성 아미노산이다. 이들 아미노산은 종종 산성으로 불린다. 음으로 하전된 측쇄를 갖는 아미노산의 예에는 아

스파르트산 및 글루탐산이 포함된다. 일 구현예에서, "음으로 하전된 측쇄를 갖는 아미노산"은 생리적 pH에서

음으로 하전된 측쇄를 함유하는 아미노산을 나타낸다.

"결합 친화도" 일반적으로 분자(예를 들면, 항체)의 단일 결합 부위 및 그것의 결합 파트너(예를 들면, 항원 또

는 FcγR) 간의 비공유 상호작용의 총합의 강도를 나타낸다. 분자 X의 그 파트너 Y에 대한 친화도는 일반적으로

해리 상수(Kd 또는 KD)로 나타낼 수 있다. 친화도는 본원에 기재된 것을 포함하는 당해기술에 공지된 일반적 방

법에 의해 측정될 수 있다. 저-친화도 항체는 항원(또는 FcγR)에 약하게 결합하며 쉽게 해리되는 경향이 있는

반면, 고-친화도 항체는 항원(또는 FcγR)에 더 단단히 결합하고 더 길게 결합된 채 유지된다.

용어 "Fc 영역"(또는 단편 결정화 가능 영역)은 항체의 C-말단 영역을 정의하기 위해 사용된다. Fc 영역은 항체

의 두 중쇄: 사슬 A 및 사슬 B의 제2 및 제3 불변 도메인에서 유도된 두 동일한 단백질 단편으로 이루어진다.

제2 및 제3 불변 도메인은 각각 CH2 도메인 및 CH3 도메인으로 공지되어 있다. CH2 도메인은 사슬 A의 CH2 도메

인 서열 및 사슬 B의 CH2 도메인 서열을 포함한다. CH3 도메인은 사슬 A의 CH3 도메인 서열 및 사슬 B의 CH3 도

메인 서열을 포함한다. 본원에서 사용된 Fc 영역에는 아래에서 정의된 힌지 영역이 포함된다. 
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용어 "Fc 영역 서열"은 면역글로불린 중쇄의 C-말단 영역을 정의하기 위해 사용된다. "Fc 영역 서열"은 천연 Fc

영역 서열 또는 변이체 Fc 영역 서열일 수 있다. 면역글로불린 중쇄의 Fc 영역 서열의 경계는 변할 수 있지만,

인간 IgG 중쇄 Fc 영역 서열은 보통 위치 Cys226 또는 Pro230의 아미노산 잔기로부터 이들의 카복실 말단까지

연장되는 것으로 정의된다.

인간 IgG Fc 영역 서열의 "CH2 도메인 서열"(또한 일명 "Cy2" 도메인 서열)은 보통 대략 아미노산 231 내지 대

략 아미노산 340까지 연장된다. CH2 도메인 서열은 또 하나의 도메인 서열과 밀접하게 페어링하지 않는다는 점

에서 독특하다. 오히려, 두 N-연결된 분지형 탄수화물 사슬이 온전한 천연 IgG 분자의 두 CH2 도메인 서열 간에

끼어든다. 탄수화물은 도메인-도메인 페어링을 대체하고 CH2 도메인을 안정화하는 것을 도울 수 있는 것으로 추

측되었다[Burton, Molec. Immunol.22: 161-206(1985)].

"CH3 도메인 서열"은 Fc 영역 서열에서 CH2 도메인 서열까지 C-말단 잔기의 연장부(즉 IgG의 대략 아미노산 잔

기 341 내지 대략 아미노산 잔기 447)를 포함한다.

"기능적 Fc 영역"은 천연 Fc 영역의 "효과기 기능"을 보유한다. 예시적인 "효과기 기능"에는 C1q 결합; 보체 의

존적 세포독성; Fc 수용체 결합; 항체-의존적 세포-매개 세포독성(ADCC); 식균작용; 세포 표면 수용체(예를 들

면 B 세포 수용체; BCR)의 하향 조절 등이 포함된다. 그와 같은 효과기 기능은 일반적으로 Fc 영역이 결합 도메

인(예를 들면 항체 가변 도메인)과 조합되는 것을 필요로 하며, 예를 들면 본원에 개시된 다양한 분석을 이용해

서 평가될 수 있다.

"천연 Fc 영역 서열"은 자연에서 발견되는 Fc 영역의 아미노산 서열과 동일한 아미노산 서열을 포함한다. 천연

서열 인간 Fc 영역에는 천연 서열 인간 IgG1 Fc 영역(비-A 및 A 동종이형); 천연 서열 인간 IgG2 Fc 영역; 천연

서열 인간 IgG3 Fc 영역; 및 천연 서열 인간 IgG4 Fc 영역 뿐만 아니라 이들의 천연 발생 변이체가 포함된다.

"변이체 Fc 영역 서열"은 본원에서 정의된 "하나 이상의 아미노산 변형"에 의해 천연 Fc 영역 서열과 상이한 아

미노산 서열을 포함한다. 변이체 Fc 영역 서열은 천연 Fc 영역 서열 또는 모 폴리펩타이드의 Fc 영역 서열에 비

해 적어도 하나의 아미노산 치환, 예를 들면 천연 Fc 영역 서열 또는 모 폴리펩타이드의 Fc 영역 서열에 약 1

내지 약 10개 아미노산 치환, 바람직하게는 약 1 내지 약 5개 아미노산 치환을 갖는다. 특정 구현예에서, 본원

의 변이체 Fc 영역 서열은 천연 Fc 영역 서열 또는 모 폴리펩타이드의 Fc 영역 서열과 적어도 약 80% 동일성을,

가장 바람직하게는 그와 적어도 약 90% 동일성을, 더 바람직하게는 그와 적어도 약 95% 동일성을 보유한다.

용어 "Fc 수용체" 또는 "FcR"은 항체의 Fc 영역에 결합하는 수용체를 설명하기 위해 사용된다. 바람직한 FcR은

천연 인간 FcR이다. 게다가, 특정 구현예에서, FcR은 IgG 항체에 결합하는 것(감마 수용체, FcγR)이며, 이들

수용체의 대립유전자 변이체 및 대안적으로 스플라이스된 형태를 포함하는 FcγRI(CD64), FcγRII(CD32), 및 Fc

γRIII(CD16) 서브클래스의 수용체가 포함된다. FcγRII 수용체에는 FcγRlIA("활성화 수용체") 및 FcγRIIB("

저해 수용체")가 포함되며, 이는 이들의 세포질 도메인이 주로 상이한 유사한 아미노산 서열을 갖는다. 활성화

수용체 FcγRlIA는 그 세포질 도메인에 면역수용체 티로신-기반 활성화 모티프(ITAM)를 함유한다. 저해 수용체

FcγRIIB는 그 세포질 도메인에 면역수용체 티로신-기반 억제 모티프(ITIM)를 함유한다(리뷰 M.  in  Daeron,

Annu.  Rev.  Immunol.  15:203-234(1997)  참고).  FcRs은  [Ravetch  and  Kinet,  Annu.  Rev.  Immunol  9:457-

92(1991); Capel 등, Immunomethods 4:25-34(1994); 및 de Haas 등, J. Lab. Clin. Med. 126:330-41(1995)]에

서 검토된다. 향후 확인될 것들을 포함하는 다른 FcRs이 본원에서 용어 "FcR"에 포괄된다. 용어 "FcR"에는 또한

신생아  수용체,  FcRn이  포함되며,  이는  모계  IgGs의  태아로의  전달에  관여한다(Guyer  등,  J.  Immunol.  1

17:587(1976) 및 Kim 등, J. Immunol. 24:249(1994)). 용어 "FcγR"에는 FcRn이 포함되지 않는다.

"항체-의존적 세포-매개 세포독성" 및 "ADCC"는 표적 세포 상에 결합된 항체를 인식하고 차후에 표적 세포의 용

해를 유도하는 FcRs을 발현하는 비특이적 세포독성 세포(예를 들면 자연 살해(NK) 세포, 중성구, 및 대식구)에

서 세포-매개된 반응을 나타낸다. ADCC를 매개하는 주요 세포인, NK 세포는 FcγRIII 및 낮은 수준의 FcγRIIc

를 발현하는 반면, 단핵구는 FcγRl, FcγRII 및 FcγRIII을 발현한다. 조혈 세포 상의 FcR 발현은 [Ravetch

and Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92(1991)]의 464페이지의 표 3에 요약된다.

"인간 효과기 세포"는 하나 이상의 FcRs을 발현하고 효과기 기능을 수행하는 백혈구이다. 바람직하게는, 세포는

적어도 FcγRIII을 발현하며 ADCC 효과기 기능을 수행한다. ADCC를 매개하는 인간 백혈구의 예에는 말초 혈액

단핵구(PBMC), 자연 살해(NK) 세포, 단핵구, 세포독성 T 세포 및 중성구가 포함되며; PBMCs 및 NK 세포가 바람

직하다. 효과기 세포는 이들의 천연 공급원, 예를 들면 본원에 기재된 바와 같이 혈액 또는 PBMCs로부터 단리될

수 있다.
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"크게 감소된", "침묵화된", "무시해도 좋은" 또는 "제거된" FcγR 결합 친화도 및 C1q 결합 친화도를 갖는 이

종다량체는 모 폴리펩타이드 또는 천연 Fc 영역 서열을 포함하는 폴리펩타이드에 비해 줄어든 FcγR 결합 활성

및  C1q  결합  활성을  갖는  것이다.  일부  구현예에서,  "크게  감소된",  "침묵화된",  "무시해도  좋은"  또는

"제거된" FcγR 결합 친화도 및 C1q 결합 친화도를 갖는 이종다량체는 또한 모 폴리펩타이드 또는 천연 Fc 영역

서열을 포함하는 폴리펩타이드에 비해 "크게 감소된", "침묵화된", "무시해도 좋은" 또는 "제거된" ADCC, ADCP

및 CDC 활성을 갖는 이종다량체이다. FcγR에 대해 "감소된 또는 검출불가능한 결합을 나타내는" 이종다량체는

모 폴리펩타이드보다 낮은 친화도로 모든 FcγRs에 결합한다. FcγR에 대해 감소된 결합을 나타내는 그와 같은

변이체는 FcγR에 대해 인식할 만한 결합을 거의 또는 전혀 보유하지 않을 수 있다. 일 구현예에서, 변이체는,

예를 들어 본원에서 실시예에서 결정된 또는 평형 상수의 변화로 측정된 바와 같이, 천연 IgG Fc 영역에 비해

FcγR에 대해 0-20% 결합을 나타낸다. 일 구현예에서, 변이체는 천연 IgG Fc 영역에 비해 FcγR에 대해 0-10%

결합을 나타낸다. 일 구현예에서, 변이체는 천연 IgG Fc 영역에 비해 FcγR에 대해 0-5% 결합을 나타낸다. 일

구현예에서, 변이체는 천연 IgG Fc 영역에 비해 FcγR에 대해 0-1% 결합을 나타낸다. 

또 하나의 구현예에서, FcγRIIaH에 대해 "크게 감소된", "침묵화된", "무시해도 좋은" 또는 "제거된" 결합을

갖는 이종다량체는 SPR(표면 플라즈몬 공명)에 의해 측정되는 5 μM 초과의 FcγRIIaH에 대한 Kd를 갖는다. 또

하나의 구현예에서, FcγRIIaR에 대해 "크게 감소된", "침묵화된", "무시해도 좋은" 또는 "제거된" 결합을 갖는

이종다량체는 SPR(표면 플라즈몬 공명)에 의해 측정되는 10 μM 초과의 FcγRIIaR에 대한 KD를 갖는다. 또 하나

의 구현예에서, FcγRIIb에 대해 "크게 감소된", "침묵화된", "무시해도 좋은" 또는 "제거된" 결합을 갖는 이종

다량체는 SPR(표면 플라즈몬 공명)에 의해 측정되는 30 μM 초과의 FcγRIIb에 대한 KD를 갖는다. 또 하나의 구

현예에서, FcγRIIIaF에 대해 "크게 감소된", "침묵화된", "무시해도 좋은" 또는 "제거된" 결합을 갖는 이종다

량체는 SPR(표면 플라즈몬 공명)에 의해 측정되는 20 μM 초과의 FcγRIIIaF에 대한 KD를 갖는다. 또 하나의 구

현예에서, FcγRIIIaV에 대해 "크게 감소된", "침묵화된", "무시해도 좋은" 또는 "제거된" 결합을 갖는 이종다

량체는 SPR(표면 플라즈몬 공명)에 의해 측정되는 6 μM 초과의 FcγRIIIaV에 대한 KD를 갖는다. 또 하나의 구

현예에서, FcγRIa에 대해 "크게 감소된", "침묵화된", "무시해도 좋은" 또는 "제거된" 결합을 갖는 이종다량체

는 SPR(표면 플라즈몬 공명)에 의해 측정되는 6.5 nM 초과의 FcγRIa에 대한 KD를 갖는다. 

모 항체에 비해 "인간 효과기 세포의 존재 하에 항체-의존적 세포-매개 세포독성(ADCC)을 더 효과적으로 매개하

는" 이종다량체는 분석에서 사용된 이종다량체 및 모 항체의 양이 본질적으로 동일한 경우, 시험관내 또는 생체

내에서 ADCC의 매개에 있어서 실질적으로 더 효과적인 것이다. 일반적으로, 그와 같은 폴리펩타이드는 본원에

개시된 시험관내 ADCC 분석을 이용하여 확인될 것이지만, ADCC 활성을 결정하기 위한, 예를 들면 동물 모델 등

에서의 다른 분석 또는 방법이 고려된다. 바람직한 폴리펩타이드는 모 폴리펩타이드에 비해, 예를 들면 본원에

개시된 시험관내 분석에서 ADCC의 매개에 약 1.5배 내지 약 100배, 예를 들면 약 2배 내지 약 50배 더 효과적이

다.

"모 항체", "모 폴리펩타이드" 또는 "천연 Fc 영역을 포함하는 폴리펩타이드"는 힌지 영역에 대해 아미노산 변

형을 포함하지 않는 작제물을 나타낸다. 일 구현예에서, 모 항체는 힌지 영역에 대한 아미노산 변형을 포함하지

않고 이종이량체 Fc 영역의 형성을 촉진하는 CH3 도메인에 대한 변형을 포함하는 것이다.

"아미노산 변형"은 예정된 아미노산 서열의 아미노산 서열 내 변화를 나타낸다. 예시적인 변형에는 아미노산 치

환, 삽입 및/또는 결실이 포함된다. 특정 구현예에서, 본원의 아미노산 변형은 치환이다. 예를 들면 Fc 영역의

명시된 위치"에서의 아미노산 변형"은 명시된 잔기의 치환 또는 결실, 또는 명시된 잔기에 인접한 적어도 하나

의 아미노산 잔기의 삽입을 나타낸다. 명시된 잔기에 "인접한" 삽입이란 이들의 하나 또는 두 잔기 내의 삽입을

의미한다. 특정 구현예에서, 삽입은 명시된 잔기에 대해 N-말단 또는 C-말단이다.

"아미노산 치환"은 예정된 아미노산 서열에서 적어도 하나의 기존 아미노산 잔기의 또 하나의 상이한 "대체" 아

미노산 잔기를 이용한 대체를 나타낸다. 대체 잔기 또는 잔기들은 "천연 발생 아미노산 잔기"(즉 유전자 암호에

의해 인코딩된 것)일 수 있고, 하기로 구성된 그룹으로부터 선택될 수 있다: 알라닌(Ala); 아르기닌(Arg); 아스

파라긴(Asn);  아스파르트산(Asp);  시스테인(Cys);  글루타민(Gln);  글루탐산(Glu);  글리신(Gly);  히스티딘

(His);  이소류신(Ile):  류신(Leu);  라이신(Lys);  메티오닌(Met);  페닐알라닌(Phe);  프롤린(Pro):  세린(Ser);

트레오닌(Thr); 트립토판(Trp); 티로신(Tyr); 및 발린(Val). 바람직하게는, 대체 잔기는 시스테인이 아니다. 하

나 이상의 비-천연 발생 아미노산 잔기를 이용한 치환이 또한 본원에서 아미노산 치환의 정의에 포괄된다. "비-

천연 발생 아미노산 잔기"는 상기 열거된 천연 발생 아미노산 잔기와 다른 잔기를 나타내며, 이는 폴리펩타이드
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사슬에서 인접한 아미노산 잔기(들)에 공유 결합할 수 있다. 비-천연 발생 아미노산 잔기의 예에는 노르류신,

오르니틴,  노르발린,  호모세린  및  다른  아미노산  잔기  유사체,  예컨대  [Ellman  등  Meth.  Enzym.  202:301-

336(1991)]에 기재된 것들이 포함된다. 그와 같은 비-천연 발생 아미노산 잔기를 생성하기 위해, [Noren 등,

Science 244: 182(1989) 및 Ellman 등, 상기와 동일]의 절차가 사용될 수 있다. 간단히, 이들 절차에는 비-천

연 발생 아미노산 잔기를 이용한 서프레서 tRNA의 화학적 활성화에 이어 RNA의 시험관내 전사 및 번역이 관여된

다.

"아미노산 삽입"은 적어도 하나의 아미노산의 예정된 아미노산 서열 내로의 도입을 나타낸다. 특정 구현예에서,

삽입은 1 또는 2개 아미노산 잔기의 삽입으로 구성된다. 특정한 다른 구현예는 더 큰 "펩타이드 삽입", 예를 들

면 약 3 내지 약 5개 또는 심지어 최대 약 10개 아미노산 잔기의 삽입이다. 이들 구현예에서, 삽입된 잔기(들)

는 상기 개시된 바와 같은 천연 발생 또는 비-천연 발생의 것이다.

"아미노산 결실"은 예정된 아미노산 서열로부터 적어도 하나의 아미노산 잔기의 제거를 나타낸다.

"힌지  영역"은  일반적으로  인간  IgG1의  Glu216부터  Pro238까지로  정의되며,  그  중  Cys226  내지  Pro230은

'코어' 힌지 영역을 형성하는 반면(Burton, Molec. Immunol.22: 161-206(1985)), Ala231 내지 Pro238은 '하부'

힌지 영역을 형성한다. Glu216 내지 Thr225는 "상부" 힌지 영역을 형성한다. 다른 IgG 아이소타입의 힌지 영역

은 중쇄-간 S--S 결합을 형성하는 제1 및 마지막 시스테인 잔기를 동일한 위치에 배치함으로써, IgG 1 서열과

정렬될 수 있다.

"C1q"는 면역글로불린의 Fc 영역에 대한 결합 부위를 포함하는 폴리펩타이드의 다량체이다. C1q는 두 세린 프로

테아제, C1r 및 C1s와 함께, 보체 의존적 세포독성(CDC) 경로의 제1 성분인 복합체 C1을 형성한다. 인간 C1q는,

예를 들면 Quidel, San Diego, Calif.에서 상업적으로 구매할 수 있다.

용어 "결합 도메인"은 또 하나의 분자에 결합하는 폴리펩타이드 영역을 나타낸다. FcR의 경우, 결합 도메인은

Fc 영역의 결합에 관여되는 이들의 폴리펩타이드 사슬 부분(예를 들면 이들의 α 사슬)을 포함할 수 있다. 하나

의 유용한 결합 도메인은 FcRα 사슬의 세포외 도메인이다.

용어 "항체"는 가장 광의의 개념으로 사용되며, 구체적으로 이들이 원하는 생물학적 활성을 나타내는 한, 단클

론성 항체(전장 단클론성 항체 포함), 다클론성 항체, 다중-특이적 항체(예를 들면, 이중특이적 항체), 및 항체

단편을 포괄한다.

본원에서 정의된 "항체 단편"은 일반적으로 온전한 항체의 적어도 하나의 항원 결합 또는 가변 영역 또는 항체

의 Fc 영역을 포함하는 온전한 항체 부분을 포함한다. 항체 단편의 예에는 선형 항체; 단일-사슬 항체 분자; 및

항체 단편으로부터 형성된 다중-특이적 항체가 포함된다. 특정 구현예에서, 항체 단편은 힌지의 적어도 일부 및

임의로  IgG  중쇄의  CH1  영역을  보유한다.  일부  구현예에서,  항체  단편은  IgG  중쇄의  전체  불변  영역을

보유하며, IgG 경쇄가 포함된다.

본원에서 사용된 용어 "단클론성 항체"는 실질적으로 균질 항체 집단으로부터 수득된 항체를 나타낸다, 즉 집단

을 이루는 개별 항체는 소량 존재할 수 있는 가능한 천연 발생 돌연변이를 제외하고 동일하다. 단클론성 항체는

고도로 특이적이며, 단일 항원 부위에 대해 유도된다. 더욱이, 전형적으로 상이한 결정인자(에피토프)에 대해

유도된 상이한 항체를 포함하는 종래의 (다클론성) 항체 작제물과는 달리, 각각의 단클론성 항체는 항원 상의

단일 결정인자에 대해 유도된다. 수식어 "단클론성"은 항체의 실질적으로 균질한 집단으로부터 수득되는 항체의

특징을 시사하며, 임의의 특정한 방법에 의한 항체의 생산을 필요로 하는 것으로 해석되어서는 안 된다. 특정

구현예에서, 본 개시내용에 따라 사용될 단클론성 항체는 [Kohler 등, Nature 256:495(1975)]에 의해 최초 기재

된 하이브리도마 방법에 의해 제조되거나, 또는 재조합 DNA 방법(예를 들면, 미국 특허 번호 4,816,567 참고)에

의해  제조될  수  있다.  일부  구현예에서  "단클론성  항체"는,  예를  들면  [Clackson  등,  Nature  352:624-

628(1991) 및 Marks 등, J. Mol. Biol. 222:581-597(1991)]에 기재된 기술을 이용하여 파아지 항체 라이브러리

로부터 제조된다.

본원에서 단클론성 항체에는 특히 중쇄 및/또는 경쇄의 일부가 특정한 종으로부터 유도된 항체에서 상응하는 또

는 특정한 항체 클래스 또는 서브클래스에 속하는 서열과 동일하거나 상동성인 "키메라성" 항체(면역글로불린)

가 포함되는 반면, 원하는 생물학적 활성을 나타내는 한, 사슬(들)의 나머지는 다른 종으로부터 유도된 항체에

서 상응하는 또는 다른 항체 클래스 또는 서브클래스뿐만 아니라 그와 같은 항체의 단편에 속하는 서열과 동일

하거나  상동성이다(미국  특허  번호  4,816,567;  및  Morrison  등,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA  81:6851-

6855(1984)).
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"장애"는 폴리펩타이드 변이체를 이용한 치료로부터 이득을 얻을 임의 상태이다. 여기에는 포유동물이 문제 장

애를 갖기 쉽게 만드는 병리적 상태를 포함하는 만성 및 급성 장애 또는 질환이 포함된다. 일 구현예에서, 장애

는 암이다.

본원에서 사용되는 단어 "라벨"은 폴리펩타이드에 직접적으로 또는 간접적으로 접합되는 검출가능한 화합물 또

는 조성물을 나타낸다. 특정 구현예에서, 라벨은 자체 검출가능하다(예를 들면, 방사선동위원소 라벨 또는 형광

라벨). 일부 다른 구현예에서, 라벨은 검출가능한 기질 화합물 또는 조성물의 화학적 변경을 촉매한다. 예시적

인 구현예는 검출가능한 기질 화합물 또는 조성물의 화학적 변경을 촉매하는 효소 라벨을 포함한다.

"단리된" 핵산 분자는 이것이 폴리펩타이드 핵산의 천연 공급원에서 대개 연관되는 적어도 하나의 오염물질 핵

산 분자로부터 확인되고 분리된 핵산 분자이다. 단리된 핵산 분자는 자연에서 발견되는 형태 또는 설정과 다른

것이다. 따라서 단리된 핵산 분자는 이것이 천연 세포에 존재하는 핵산 분자와 구별된다. 그러나 단리된 핵산

분자에는, 예를 들면 핵산 분자가 천연 세포와 상이한 염색체 위치에 있는, 폴리펩타이드를 대개 발현하는 세포

내에 함유된 핵산 분자가 포함된다.

표현 "조절 서열"은 특정한 숙주 유기체에서 작동가능하게 연결된 코딩 서열의 발현에 필요한 DNA 서열을 나타

낸다. 원핵생물에 적합한 조절 서열에는, 예를 들면 프로모터, 임의로 오퍼레이터 서열, 및 리보솜 결합 부위가

포함된다. 진핵생물 세포는 프로모터, 폴리아데닐화 신호, 및 인핸서를 이용하는 것으로 공지되어 있다.

핵산은 이것이 또 하나의 핵산 서열과 기능적 관계로 놓이는 경우, "작동가능하게 연결된" 것이다. 예를 들면,

프리서열 또는 분비 리더에 대한 DNA가 폴리펩타이드의 분비에 참여하는 프리단백질로 발현되는 경우, 폴리펩타

이드에 대한 DNA에 작동가능하게 연결되거나; 프로모터 또는 인핸서가 서열의 전사에 영향을 미치는 경우, 코딩

서열에 작동가능하게 연결되거나; 또는 리보솜 결합 부위가 번역을 촉진하도록 배치되는 경우, 코딩 서열에 작

동가능하게 연결된다. 일반적으로, "작동가능하게 연결된"은 연결된 DNA 서열이 인접하고, 분비 리더의 경우 인

접하며 해독 상에 있음을 의미한다. 그러나 인핸서는 인접할 필요가 없다. 연결은 편리한 제한 부위에서의 결찰

에 의해 달성된다. 그와 같은 부위가 존재하지 않는 경우, 합성 올리고뉴클레오타이드 어댑터 또는 링커가 종래

관습에 따라 사용된다.

본원에서 사용된 표현 "세포", "세포주" 및 "세포 배양"은 상호교환적으로 사용되며, 모든 그와 같은 지정에는

자손이 포함된다. 따라서, 단어 "형질전환체" 및 "형질전환된 세포"에는 일차 대상체 세포 및 전달 횟수와 무관

하게 이로부터 유도된 배양이 포함된다. 또한 모든 자손은 유도 또는 우연한 돌연변이로 인해 DNA 함량이 정확

히 동일하지 않을 수 있음이 이해된다. 본래 형질전환된 세포에서 스크리닝된 것과 동일한 기능 또는 생물학적

활성을 갖는 돌연변이체 자손이 포함된다. 뚜렷이 다른 지정이 의도되는 경우, 맥락에서 명확해질 것이다.

어구 "저친화도 수용체"는 관심 리간드에 대해 약한 결합 친화도를 갖는, 예를 들면 약 50 nM의 해리 상수 또는

더 나쁜 친화도를 갖는 수용체를 나타낸다. 예시적인 저친화도 수용체에는 FcγRII 및 FcγRIII이 포함된다.

본원에서 사용된 "Fc-융합"은 하나 이상의 폴리펩타이드가 Fc 영역 또는 이들의 유도체에 작동가능하게 연결되

는 단백질을 의미한다. 본원에서 Fc 융합은 당해기술에서 사용되는 용어 "면역부착소", "Ig 융합", "Ig 키메

라", 및 "수용체 글로불린"(때때로 대시선 포함)과의 동의어를 의미한다(Chamow 등, 1996, Trends Biotechnol

14:52-60; Ashkenazi 등, 1997, Curr Opin Immunol 9:195-200). Fc 융합은 면역글로불린의 Fc 영역과 일반적으

로 임의의 단백질 또는 소분자일 수 있는 융합 파트너를 조합한다. Fc 융합의 비-Fc 부분, 즉 융합 파트너의 역

할은 표적 결합을 매개하는 것이며, 따라서 항체의 가변 영역과 기능적으로 유사하다. 사실상 임의의 단백질 또

는 소분자가 Fc에 연결되어 Fc 융합을 생성할 수 있다. 단백질 융합 파트너에는 비제한적으로 수용체의 표적-결

합 영역, 접합 부착, 리간드, 효소, 사이토카인, 케모카인, 또는 일부 다른 단백질 또는 단백질 도메인이 포함

될 수 있다. 소분자 융합 파트너에는 치료 표적에 대한 Fc 융합을 유도하는 임의의 치료제가 포함될 수 있다.

그와 같은 표적은 임의의 분자, 바람직하게는 질환에 관여되는 세포외 수용체일 수 있다. 수많은 승인된 소분자

약물의 표적인 표면 수용체의 두 패밀리는 G-단백질 커플링된 수용체(GPCRs), 및 .+, Na+, Ca+ 채널을 포함하는

이온 채널이다. 현재 전세계적으로 시판되는 모든 약물의 거의 70%가 GPCRs을 표적으로 한다. 따라서 본원에 기

재된 Fc 단백질은, 예를 들면 하나 이상의 GABA 수용체, 퓨린성 수용체, 아드레날린성 수용체, 히스타민성 수용

체, 오피오이드 수용체, 케모카인 수용체, 글루타메이트 수용체, 니코틴 수용체, 5HT(세로토닌) 수용체, 및 에

스트로겐 수용체를 표적으로 하는 소분자에 융합될 수 있다. 융합 파트너는 치료적으로 유용한 표적을 표적으로

하는 단백질의 소분자 모방체일 수 있다. Fc 융합 파트너로 작용할 수 있는 특정 약물의 구체적인 예는 [L. S.

Goodman  등,  Eds.,  Goodman  and  Gilman's  The  Pharmacological  Basis  of  Therapeutics(McGraw-Hill,  New

York, ed. 9, 1996)]에서 찾아볼 수 있다. 융합 파트너에는 기존 약물에 대해 공지된 표적에 결합하는 소분자
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및 단백질뿐만 아니라 아직 약물 표적으로 존재하지 않는 고아 수용체가 포함된다. 게놈 및 프로테옴 프로젝트

의 완료는 약물 발견에 추진력이 될 것으로 입증되고 있고, 이들 프로젝트는 고아 수용체의 보고를 산출하였다.

약물 표적으로서 이들 새로운 분자를 검증하고, 이들을 표적으로 하는 단백질 및 소분자 치료제를 개발할 큰 가

능성이 존재한다. 그와 같은 단백질 및 소분자 치료제는 본원에 기재된 IgG Fc 작제물을 채용하는 Fc 융합 파트

너로 고려된다. 하기 정의되고 기재된 다양한 링커가 Fc 융합을 생성하기 위해 융합 파트너에 Fc를 공유 연결하

기 위해 사용될 수 있다. 

본원에서 사용된 "표적 항원"은 주어진 항체의 가변 영역에 의해 특이적으로 결합되는 분자를 의미한다. 표적

항원은 단백질, 탄수화물, 지질, 또는 다른 화합물일 수 있다.

본원에서 사용된 "표적 세포"는 표적 항원을 발현하는 세포를 의미한다.

본  명세서  및  청구범위에  걸쳐,  면역글로불린  중쇄에서  잔기의  넘버링은  명시적으로  본원에  참고로  편입된

[Kabat 등, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. 공중 보건 서비스, 미국 국립 보건원,

Bethesda, Md.(19 1)]에서의 EU 인덱스이다. "Kabat에서의 EU 인덱스"는 인간 IgG1 EU 항체의 잔기 넘버링을

나타낸다.

1. IgG Fc 작제물을 포함하는 이종다량체

감소되거나 침묵화된 효과기 기능을 갖는 이종다량체 작제물이 본원에 제공된다. 구현예에서, 제1 및 제2 Fc 폴

리펩타이드를 갖는 IgG Fc 작제물을 포함하는 이종다량체 작제물이 제공되며, 각각의 Fc 폴리펩타이드는 변형된

힌지 영역을 포함하며, 여기서 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 적어도 하나의 아미노산 변형을

포함하고, 상기 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 적어도 하나의 아미노

산 변형과 상이한 적어도 하나의 아미노산 변형을 포함하고, IgG Fc 작제물은 상응하는 모 IgG Fc 작제물에 비

해 모든 Fcγ 수용체 및 C1q 단백질에 대해 감소된 결합을 나타낸다. 

감소되거나 침묵화된 효과기 기능을 갖는 이종다량체 작제물이 본원에 제공된다. 구현예에서, 제1 및 제2 Fc 폴

리펩타이드를 갖는 IgG Fc 작제물을 포함하는 이종다량체 작제물이 제공되며, 각각의 Fc 폴리펩타이드는 변형된

하부 힌지 영역을 포함하고, 여기서 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역은 적어도 하나의 아미

노산 변형을 포함하며, 상기 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 하부 힌지 영역은 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 적어

도 하나의 아미노산 변형과 상이한 적어도 하나의 아미노산 변형을 포함하고, IgG Fc 작제물은 상응하는 모 IgG

Fc 작제물에 비해 모든 Fcγ 수용체 및 C1q 단백질에 대해 감소된 결합을 나타낸다. 특정 구현예에서, 이종다량

체 작제물은 본원에 기재된 변형을 갖지 않는 상응하는 모 IgG Fc 작제물에 비해 Fcγ 수용체에 대해 무시해도

좋은 결합을 나타낸다. 일부 구현예에서, 이종다량체 작제물은 모든 Fcγ 수용체에 대해 감소된 결합 및 적어도

하나의 Fcγ 수용체에 대해 무시해도 좋은 결합을 나타낸다. 특정 구현예에서, 본원에 기재된 이종다량체 작제

물은 Fcγ 수용체에 대해 감소된 결합 및 C1q 단백질에 대해 무시해도 좋은 결합을 나타낸다.

제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드를 갖는 IgG Fc 작제물을 포함하는 이종다량체가 본원에 제공되며, 각각의 Fc 폴리

펩타이드는 변형된 힌지 영역을 포함하고, 여기서 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 생리적 pH

조건 근처에서 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역에서 순전하를 증가시키는 적어도 하나의 아미노산 변형

을 포함하고, 상기 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 적어도 하나의 아미

노산 변형과 상이한 적어도 하나의 아미노산 변형을 포함하고, IgG Fc 작제물은 상응하는 모 IgG Fc 작제물에

비해 모든 Fcγ 수용체 및 C1q 단백질에 대해 감소된 결합을 나타낸다. 일부 구현예에서, 순전하의 증가는 제1

Fc 폴리펩타이드에서 순 양전하의 증가이다. 구현예에서, 순 양전하의 증가는 제1 Fc 폴리펩타이드에서 양으로

하전된 아미노산의 총 수의 증가이다. 특정 구현예에서, 순전하의 상기 증가는 제1 Fc 폴리펩타이드에서 순 음

전하의 증가이다. 특정 구현예에서, 순 음전하의 증가는 제1 Fc 폴리펩타이드에서 음으로 하전된 아미노산의 총

수의 증가이다. 일부 구현예에서, 이종다량체 작제물은 본원에 기재된 변형을 갖지 않는 상응하는 모 IgG Fc 작

제물 작제물에 비해 Fcγ 수용체에 대해 무시해도 좋은 결합을 나타낸다. 특정 구현예에서, 이종다량체 작제물

은  모든  Fcγ  수용체에  대해  감소된  결합  및  적어도  하나의  Fcγ  수용체에  대해  무시해도  좋은  결합을

나타낸다. 구현예에서, 본원에 기재된 이종다량체 작제물은 Fcγ 수용체에 대해 감소된 결합 및 C1q 단백질에

대해 무시해도 좋은 결합을 나타낸다.

IgG Fc 작제물을 포함하는 이종다량체가 제공되며, 상기 IgG Fc 작제물은 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드를 갖고,

각각의 Fc 폴리펩타이드는 변형된 힌지 영역을 포함하며, 여기서 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역

은 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역에서 양전하의 수를 증가시키는 하나 이상의 아미노산 변형을 포함
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하고, 여기서 상기 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 하나 이상의 아미노

산 변형과 상이한 하나 이상의 아미노산 변형을 포함하고, IgG Fc 작제물은 Fcγ 수용체 또는 C1q 단백질에 결

합하지 않는다. 

1.1 Fc 영역 및 힌지 영역

이종다량체는 힌지 영역을 포함하는 IgG Fc 작제물(Fc 영역)을 포함한다. 항체의 Fc 영역은 전형적으로 두 폴리

펩타이드 사슬을 포함하며, 각각 IgG 중쇄 폴리펩타이드의 C-말단 단편을 포함한다. 따라서, IgG Fc 작제물은

두 Fc 폴리펩타이드를 가지며, 각각 IgG 중쇄 폴리펩타이드에서 유도되고 FcγRs, 보체, 및 FcRn에 대한 결합을

매개하는 영역 뿐만 아니라 힌지 영역을 포함한다. 

일 구현예에서, 이종다량체는 인간 IgG 중쇄 폴리펩타이드로부터 유도된 IgG Fc 작제물을 포함한다. 몇 개의 인

간 IgG 중쇄 폴리펩타이드 아형이 당해기술에 공지되어 있고 IgG1, IgG2, IgG3, 및 IgG4가 포함된다. 이들 인간

IgG 아형 중에, IgG1, IgG2, 및 IgG3은 보체를 활성화하는 것으로 공지되어 있으며, IgG1 및 IgG3은 IgG2 및

IgG4에 비해 효과기 기능 ADCC(항체-의존적 세포-매개 세포독성)를 더 효과적으로 매개한다. 일 구현예에서, 이

종다량체는 인간 IgG1 중쇄 폴리펩타이드로부터 유도된 IgG Fc 작제물을 포함한다. 인간 IgG1 중쇄의 아미노산

서열은 당해기술에 공지되어 있다(예를 들면 IMGT 수납 번호 J00228 참고). 일 구현예에서, 이종다량체는 인간

IgG3 중쇄 폴리펩타이드로부터 유도된 IgG Fc 작제물을 포함한다. 인간 IgG3의 중쇄 서열은 당해기술에 공지되

어 있다(예를 들면 IMGT 수납 번호 X03604 참고). 일 구현예에서, 이종다량체는 인간 IgG4 중쇄 폴리펩타이드로

부터 유도된 IgG Fc 작제물을 포함한다. 인간 IgG4의 중쇄 서열은 당해기술에 공지되어 있다(예를 들면 IMGT 수

납 번호 K01316 참고). 힌지 영역을 포함하는 인간 IgG1 Fc 영역의 아미노산 서열을 도 5에 나타낸다(서열식별

번호:1).

추가 구현예에서, 이종다량체는 IgG의 동종이형으로부터 유도된 IgG Fc 영역을 포함할 수 있다. IgG 동종이형은

당해기술에 공지되어 있다(예를 들면, Jefferies 등(2009) Mabs 1(4):332-338 참고). 

일  구현예에서,  IgG  Fc  영역은  하기로부터  선택된,  치료  잠재성을  갖는  인간화된  단클론성  항체로부터

유도된다: 알렘투주맙, 아폴리주맙, 아셀리주맙, 아틀리주맙, 바피뉴주맙, 베바시주맙, 비바투주맙, 칸투주맙,

세델리주맙, 세르톨리주맙 페골, 시드푸시투주맙, 시드투주맙, 다클리주맙, 에쿨리주맙, 에팔리주맙, 에프라투

주맙, 에를리주맙, 펠비주맙, 폰톨리주맙, 젬투주맙 오조가마이신, 이노투주맙 오조가마이신, 이필리무맙, 라베

투주맙, 린투주맙, 마투주맙, 메폴리주맙, 모타비주맙, 모토비주맙, 나탈리주맙, 니모투주맙, 놀로비주맙, 누마

비주맙, 오크렐리주맙, 오말리주맙, 팔리바주맙, 파스콜리주맙, 펙푸시투주맙, 펙투주맙, 페르투주맙, 펙셀리주

맙,  랄리비주맙,  라니바이주맙,  레슬리비주맙,  레슬리주맙,  레시비주맙,  로벨리주맙,  루플리주맙,

시브로투주맙, 시플리주맙, 손투주맙, 타카투주맙 테트락세탄, 타도시주맙, 탈리주맙, 테피바주맙, 토실리주맙,

토랄리주맙, 트라스투주맙, 투코투주맙 셀모류킨, 투쿠시투주맙, 우마비주맙, 우르톡사주맙, 및 비실리주맙.

또 하나의 구현예에서, IgG Fc 영역은 치료적 항체, 예컨대 리툭시맙으로부터 유도된다.

IgG Fc 작제물의 각각의 Fc 폴리펩타이드는 힌지 영역을 포함하는 IgG 중쇄 폴리펩타이드 Fc 영역의 적어도 일

부를 포함한다. IgG 폴리펩타이드의 Fc 영역에는 Fc 영역의 효과기 기능을 매개하는 다중 수용체에 대한 결합

부위가 포함된다. 그와 같은 수용체의 예에는 FcγRIa, FcγRIIa, FcγRIIb, FcγRIIIa가 포함된다. Fc 영역은

보체 인자 C1q 단백질에 결합하는 영역을 추가로 포함한다.

인간 IgG1 중쇄 폴리펩타이드의 Fc 영역은 IgG1 중쇄의 아미노산 216-447을 포함한다(서열식별번호:2, 도 5 참

고). 인간 IgG 힌지 영역의 길이 및 서열은 아래 표 1에 나타낸 IgG 아이소타입에 따라 변한다.

표 1: 인간 IgG 힌지 영역 아미노산 서열의 비교

IgG1 폴리펩타이드의 힌지 영역은 아미노산 잔기 216 내지 238을 포함하는 반면, 인간 IgG1 폴리펩타이드의 하
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부 힌지 영역은 아미노산 잔기 231 내지 238을 포함한다.

따라서 일 구현예에서, IgG Fc 작제물의 각각의 Fc 폴리펩타이드는 인간 IgG1 중쇄의 아미노산 216 내지 447을

포함하며, 여기서 상기 제1 Fc 폴리펩타이드에는 아미노산 잔기 216 내지 238을 포함하는 힌지 영역에서 적어도

하나의 변형이 포함되고, 상기 제2 Fc 폴리펩타이드는 제1 Fc 폴리펩타이드에서 적어도 하나의 아미노산 변형과

상이한 힌지 영역에서의 적어도 하나의 아미노산 변형을 포함한다. 또 하나의 구현예에서, IgG Fc 작제물의 각

각의 Fc 폴리펩타이드는 인간 IgG1 중쇄의 아미노산 231 내지 447을 포함하며, 여기서 상기 제1 Fc 폴리펩타이

드에는 아미노산 잔기 231 내지 238을 포함하는 하부 힌지 영역에서 적어도 하나의 변형이 포함되고, 상기 제2

Fc 폴리펩타이드는 제1 Fc 폴리펩타이드에서 적어도 하나의 아미노산 변형과 상이한 하부 힌지 영역에서의 적어

도 하나의 아미노산 변형을 포함한다. 

1.1.2 변형된 힌지 영역에서의 아미노산 변형

IgG Fc 작제물의 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드는 크게 감소된 또는 제거된 효과기 기능을 갖는 이종다량체를 생

성하기 위해 비대칭으로 변형된, 변형된 힌지 영역을 포함한다. Fc 폴리펩타이드에 대한 용어들 "제1" 및 "제

2"는 각각의 IgG Fc 작제물이 하나의 제1 Fc 폴리펩타이드 및 하나의 제2 Fc 폴리펩타이드를 포함하는 한, 상호

교환적으로 사용될 수 있다. 아미노산 변형은 이하에서 더 상세히 기재된 비대칭 방식으로 제1 및 제2 Fc 폴리

펩타이드의 힌지 영역 내에 도입된다.

이종다량체는 하기 단락에 기재된 코어 아미노산 변형을 포함하는 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드를 포함한다.

일부 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 상기 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 적어도 하나의

변형된 힌지 영역은 L234 및 L235의 적어도 하나의 아미노산 변형을 포함한다. 구현예에서, 이종다량체가 본원

에 기재되며, 여기서 상기 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 적어도 하나의 변형된 힌지 영역은 L234K, L234R,

L234A, L235K, L235R, 및 L235A로부터 선택된 아미노산 변형을 포함한다. 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기

재되며,  상기  제1  및  제2  Fc  폴리펩타이드  중  하나는  E233에서의  아미노산  변형을  추가로  포함한다.

구현예에서, 이종다량체가 본원에 제공되며, 여기서 E233에서의 상기 변형은 E233A, E233K, 및 E233R으로부터

선택된다. 일부 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 상기 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 적어

도 하나의 변형된 힌지 영역은 L234 및 L235 중 적어도 하나에서 아미노산 변형을 포함한다. 구현예에서, 이종

다량체가 본원에 기재되며, 여기서 L234  및 L235  중 적어도 하나에서의 상기 변형은 L234A,  L234K,  L234R,

L234D, L234E, L235K, L235R, L235E, L235A, 및 L235D로부터 선택된다. 일 구현예에서, 이종다량체가 본원에

기재되며, 여기서 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 E233에서의 아미노산 변형을 추가로 포함한다. 구

현예에서, 제1 또는 제2 Fc 폴리펩타이드는 E233A 또는 E233D로부터 선택된 아미노산 변형을 포함한다.

본원에 기재된 이종다량체가 본원에 제공되며, 여기서 상기 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드 중 적어도 하나의 변형

된  힌지  영역은  아미노산  변형  L234A/L235K,  L234K/L235K,  E233A/L234R/L235R,  E233K/L234R/L235R,  또는

E233K/L234A/L235K를 포함한다. 일부 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 제1 또는 제2 Fc 폴리

펩타이드의  변형된  힌지  영역은  아미노산  변형  L234A/L235A,  L234D/L235E,  E233A/L234D/L235E,  또는

E233A/L234K/L235A를 포함한다.

본원에 기재된 이종다량체가 본원에 제공되며, 여기서 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 아미노산 변

형 L234K/L235K를 포함하고, 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 아미노산 변형 L234A/L235K를 포함하거

나; 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 아미노산 변형 L234K/L235K를 포함하고 제2 Fc 폴리펩타이드의

변형된 힌지 영역은 아미노산 변형 L234A/L235A를 포함하거나; 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 아미

노산 변형 L234K/L235K를 포함하고 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 아미노산 변형 L234D/L235E를 포

함하거나; 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 아미노산 변형 E233A/L234R/L235R을 포함하고 제2 Fc 폴

리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 아미노산 변형 E233A/L234D/L235E를 포함하거나; 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형

된 힌지 영역은 아미노산 변형 E233K/L234R/L235R을 포함하고 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 아미

노산  변형  L234D/L235E를  포함하거나;  또는  제1  Fc  폴리펩타이드의  변형된  힌지  영역은  아미노산  변형

E233K/L234A/L235K를 포함하고 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 아미노산 변형 E233A/L234K/L235A를

포함한다.

일부 구현예에서, 이종다량체는 코어 아미노산 변형을 포함하는 제1 및 제2 폴리펩타이드를 포함하고, 하기의

추가 아미노산 변형을 포함한다. 따라서 일부 구현예에서, 이종다량체가 본원에 제공되며, 여기서 상기 제1 또

는 제2 Fc 폴리펩타이드 중 적어도 하나하는 D265S, E269K, K322A, P329W, 및 E333K로부터 선택된 적어도 하나
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의 아미노산 변형을 추가로 포함한다. 예를 들면, 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 제1 Fc

폴리펩타이드는  아미노산  변형  L234D/L235E를  포함하며  제2  Fc  폴리펩타이드는  아미노산  변형

L234R/L235R/E233K를 포함한다. 또 하나의 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 제1 Fc 폴리펩타

이드는 아미노산 변형 L234D/L235E/D265S를 포함하며 제2 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L234R/L235R/D265S

를 포함한다. 추가 구현예에서, 이종다량체가 본원에 기재되며, 여기서 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형

L234D/L235E/E269K를 포함하며 제2 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 E233K/L234R/L235R/E269K를 포함한다. 또

하나의  구현예에서,  이종다량체가  본원에  기재되며,  여기서  제1  Fc  폴리펩타이드는  아미노산  변형

L234D/L235E/K322A를 포함하며 제2 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 E233K/L234R/L235R/K322A를 포함한다. 또

하나의  구현예에서,  이종다량체가  본원에  기재되며,  여기서  제1  Fc  폴리펩타이드는  아미노산  변형

L234D/L235E/P329W를 포함하며 제2 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 E233K/L234R/L235R/P329W를 포함한다. 추

가  구현예에서,  이종다량체가  본원에  기재되며,  여기서  제1  Fc  폴리펩타이드는  아미노산  변형

L234D/L235E/E269K/D265S/K322A를  포함하며  제2  Fc  폴리펩타이드는  아미노산  변형

E233K/L234R/L235R/E269K/D265S/K322A를  포함한다.  추가  구현예에서,  이종다량체가 본원에 기재되며,  여기서

제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L234D/L235E/E269K/D265S/K322E/E333K를 포함하며 제2 Fc 폴리펩타이드

는 아미노산 변형 E233K/L234R/L235R/E269K/D265S/K322E/E333K를 포함한다.

본원에 기재된 이종다량체가 제공되며, 여기서 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L234D/L235E를 포함하며

제2 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L234R/L235R/E233K를 포함하거나; 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형

L234D/L235E/D265S를 포함하며 제2 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L234R/L235R/D265S를 포함하거나; 제1 Fc

폴리펩타이드는  아미노산  변형  L234D/L235E/E269K를  포함하며  제2  Fc  폴리펩타이드는  아미노산  변형

E233K/L234R/L235R/E269K를 포함하거나; 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L234D/L235E/K322A를 포함하며

제2 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 E233K/L234R/L235R/K322A를 포함하거나; 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산

변형 L234D/L235E/P329W를 포함하며 제2 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 E233K/L234R/L235R/P329W를 포함하

거나; 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L234D/L235E/E269K/D265S/K322A를 포함하며 제2 Fc 폴리펩타이드

는 아미노산 변형 E233K/L234R/L235R/E269K/D265S/K322A를 포함하거나; 또는 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산

변형  L234D/L235E/E269K/D265S/K322E/E333K를  포함하며  제2  Fc  폴리펩타이드는  아미노산  변형

E233K/L234R/L235R/E269K/D265S/K322E/E333K를 포함한다.

제1 Fc 폴리펩타이드 

IgG Fc 작제물의 각각의 두 Fc 폴리펩타이드는 변형된 힌지 영역을 포함한다. 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌

지 영역은 그 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역의 양전하를 증가시키는 하나 이상의 아미노산 변형을 포함한

다. "변형된 힌지 영역의 양전하를 증가시키는"이란 하나 이상의 아미노산 변형을 갖는 변형된 힌지 영역이 야

생형의 변형되지 않은 힌지 영역에 비해 더 큰 전체 양전하를 갖는다는 것을 의미한다. 제2 Fc 폴리펩타이드의

변형된 힌지 영역은 다른 Fc 폴리펩타이드의 하나 이상의 아미노산 변형과 상이한 하나 이상의 아미노산 변형을

포함한다. 본원에서 사용되는 비대칭 아미노산 변형은 하나의 폴리펩타이드(예를 들면, "제1 폴리펩타이드") 상

의 특정 위치에서의 아미노산이 동일한 위치에서 제2 폴리펩타이드(예를 들면, "제2 폴리펩타이드") 상의 아미

노산과 상이한 임의의 변형이다. 이것은 IgG Fc 작제물의 제1 또는 제2 폴리펩타이드와 상이한 두 아미노산으로

의 두 아미노산 중 단 하나의 변형 또는 두 아미노산 모두의 변형 결과일 수 있다.

예를 들면, 제1 Fc 폴리펩타이드가 아미노산 변형 L235K를 포함하는 경우, 상이한 아미노산 변형에는 힌지 영역

에서 다른 아미노산,  예컨대 L234  또는 E233의  변형, 또는 L235K가 아닌 L235의 변형, 예컨대 L235A  또는

L235D가 포함될 것이다. 따라서 일 구현예에서, 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 제1 Fc 폴리펩타이

드의 변형된 힌지 영역의 양전하를 증가시키는 하나 이상의 아미노산 변형을 포함하며, 제2 Fc 폴리펩타이드의

변형된 힌지 영역은 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 2 이상의 아미노산 변형과 상이한 하나 이상의 아미노산 변형

을 포함한다. 또 하나의 구현예에서, 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 제1 Fc 폴리펩타이드의

변형된 힌지 영역의 양전하를 증가시키는 2 이상의 아미노산 변형을 포함하며, 상기 제2 Fc 폴리펩타이드의 변

형된 힌지 영역은 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 하나 이상의 아미노산 변형과 상이한 하나 이상의 아미노산 변형

을 포함한다. 대안적 구현예에서, 상기 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형

된 힌지 영역의 양전하를 증가시키는 2 이상의 아미노산 변형을 포함하며, 상기 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된

힌지  영역은  상기  제1  Fc  폴리펩타이드의  2  이상의  아미노산  변형과  상이한  2  이상의  아미노산  변형을

포함한다. 

일 구현예에서, IgG Fc 작제물의 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역이 하나의 아미노산 변형을 포함하는
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경우, 중성 또는 음으로 하전된 측쇄를 갖는 아미노산을 양으로 하전된 측쇄를 갖는 아미노산으로 치환하는 아

미노산 변형이 수행된다. 예를 들면, 힌지 영역의 L234 또는 L235는 Lys(K), Orn(O) 또는 Arg(R)로 치환될 수

있다. 따라서, IgG Fc 작제물의 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역이 하나의 아미노산 변형을 포함하는

구현예에서, 인간 IgG1의 하부 힌지 영역의 하기 아미노산 잔기가 Lys,  Orn,  또는 Arg으로 치환될 수 있다:

A231, P232, E233, L234, L235, G236, G237, 또는 P238. 

제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역이 2 이상의 아미노산 변형을 포함하는 구현예에서, 변형의 조합의 전

체적 결과는 변형된 힌지 영역에서 양전하의 증가이다. 양전하의 상기 전체적 증가는 음으로 하전된 또는 중성

측쇄를 갖는 아미노산을 양으로 하전된 측쇄 또는 중성 측쇄를 갖는 아미노산으로 치환하는 아미노산 변형의 조

합에서 생성될 수 있다. 예를 들면, 일 구현예에서, IgG1 IgG Fc 작제물의 제1 Fc 폴리펩타이드의 하부 힌지 영

역의 양전하를 증가시키는 2 이상의 아미노산 변형은 2 이상의 아미노산 변형의 조합이 변형된 힌지 영역의 양

전하를 증가시키는 한, E233K, E233R, E233A, L234K, L234R, L234A, L235K, L235R, 및 L235A로부터 선택될 수

있다. 유사하게, 힌지 영역 내의 다른 아미노산 변형은 이들이 힌지 영역의 양전하를 증가시키는 한 수행될 수

있다. 

일 구현예에서, IgG Fc 작제물의 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 변형된 힌지 영역의 양전하를 증가

시키는 L234 또는 L235에서의 아미노산 변형을 포함한다. 또 하나의 구현예에서, IgG Fc 작제물의 제1 Fc 폴리

펩타이드의 변형된 힌지 영역은 변형된 힌지 영역의 양전하를 증가시키는 L234 및 L235에서의 아미노산 변형을

포함한다. 또 하나의 구현예에서, IgG Fc 작제물의 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 변형된 힌지 영

역의 양전하를 증가시키는 L234, L235 또는 E233에서의 아미노산 변형을 포함한다. 또 하나의 구현예에서, IgG

Fc 작제물의 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 변형된 힌지 영역의 양전하를 증가시키는 L234 및 E233

에서의 아미노산 변형을 포함한다. 또 하나의 구현예에서, IgG Fc 작제물의 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지

영역은 변형된 힌지 영역의 양전하를 증가시키는 L235 및 E233에서의 아미노산 변형을 포함한다. 또 하나의 구

현예에서, IgG Fc 작제물의 제1 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 변형된 힌지 영역의 양전하를 증가시키

는 L234, L235 및 E233에서의 아미노산 변형을 포함한다. 

일  구현예에서,  IgG  Fc  작제물의  제1  Fc  폴리펩타이드는  아미노산  변형  L234A/L235K,  E233A/L234R/L235R,

E233K/L234R/L235R, 또는 E233K/L234A/L235K를 포함하는 변형된 힌지 영역을 포함한다.

제2 Fc 폴리펩타이드 

일 구현예에서, IgG Fc 작제물의 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역은 제1 Fc 폴리펩타이드의 아미노산

변형과 상이하며, 변형된 힌지 영역의 음전하를 증가시키거나 야생형 힌지 영역에 비해 전하가 중성인 하나 이

상의 아미노산 변형을 포함한다. "변형된 힌지 영역의 음전하를 증가시키는"이란 하나 이상의 아미노산 변형을

갖는 IgG Fc 작제물의 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역이 야생형, 변형되지 않은 힌지 영역보다 큰 전

체적 음전하를 갖는다는 것을 의미한다. "전하가 중성인"이란 하나 이상의 아미노산 변형이 야생형 힌지 영역에

비해 IgG Fc 작제물의 제2 Fc 폴리펩타이드의 변형된 힌지 영역의 전체적 전하의 변화를 야기하지 않음을 의미

한다. 따라서, IgG Fc 작제물의 제2 폴리펩타이드의 아미노산 변형에는 중성 측쇄를 갖는 아미노산을 음으로 하

전된 측쇄, 양으로 하전된 측쇄 또는 상이한 중성 측쇄를 갖는 아미노산으로 대체하는 아미노산 변형, 및/또는

음으로 하전된 측쇄를 갖는 아미노산을 중성 측쇄를 갖는 아미노산으로 대체하는 아미노산 변형의 조합이 포함

된다. 이들 아미노산 변형의 조합은 이들이 변형된 힌지 영역의 음전하를 증가시키거나 또는 야생형 힌지 영역

에 비해 전하가 중성인 한 적합하다.

일 구현예에서, IgG Fc 작제물의 제2 Fc 폴리펩타이드는 L234 또는 L235에서 아미노산 변형을 포함한다. 또 하

나의 구현예에서, IgG Fc 작제물의 제2 Fc 폴리펩타이드는 L234 및 L235에서 아미노산 변형을 포함한다. 일 구

현예에서, IgG Fc 작제물의 제2 Fc 폴리펩타이드는 L234A, L234K, L234R, L234D, L234E, L235K, L235R, L235E,

L235A, 및 L235D로부터 선택된 아미노산 변형을 포함한다. 

일 구현예에서, IgG Fc 작제물의 제2 Fc 폴리펩타이드는 L234 및/또는 L235, 및 E233에서 아미노산 변형을 포함

한다.  일  구현예에서, IgG  Fc  작제물의 제2  Fc  폴리펩타이드 L234A,  L234K,  L234R,  L234D,  L234E,  L235K,

L235R, L235E, L235A, L235D, E233A 및 E233D로부터 선택된 아미노산 변형을 포함한다. 

일  구현예에서,  IgG  Fc  작제물의  제2  Fc  폴리펩타이드의  변형된  힌지  영역은  아미노산  변형  L234A/L235A,

L234D/L235E, E233A/L234D/L235E, 또는 E233A/L234K/L235A를 포함한다. 

2. IgG Fc 작제물에 대한 다른 변형
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일부 구현예에서, 본 발명에 따른 이종다량체는 아래에 기재된 추가 변형을 포함한다.

본 발명의 일 구현예에서, 이종다량체는 이종이량체 Fc 영역의 형성을 촉진하도록 추가 변형된, 변형된 Fc 폴리

펩타이드를 포함하는 IgG Fc 작제물을 포함한다. 그와 같은 추가 변형된 Fc 폴리펩타이드는 이중특이적 항체의

맥락에서 이종다량체의 생산에 유용하다. 일 구현예에서, Fc 폴리펩타이드는 이종이량체 Fc 영역의 형성을 촉진

하는 아미노산 변형을 갖는 변이체 CH3 도메인을 포함한다. 적합한 변이체 CH3 도메인은 당해기술에 공지되어

있고, 예를 들면 국제 특허 공개 번호 WO 2012/058768, 및 U.S. 특허 번호 5,821,333, 7,695,936에 기재된 것

들이 포함된다. 일 구현예에서, 본 발명에 따른 이종다량체는 IgG Fc 작제물을 포함하며, 여기서 상기 제1 및

제2 Fc 폴리펩타이드 중 하나는 CH3 아미노산 변형 T366L/N390R/K392M/T394W를 포함하며 다른 Fc 폴리펩타이드

는 CH3 아미노산 변형 L351Y/S400E/F405A/Y407V를 포함한다. 

이종이량체  Fc  형성을  촉진하기  위해  Fc  폴리펩타이드를  변형하는  추가  방법은  [국제  특허  공개  번호  WO

96/027011(knobs  into  holes),  Gunasekaran  등(Gunasekaran  K.  등(2010)  J  Biol  Chem.  285,  19637-46,

electrostatic design to achieve selective heterodimerization), Davis 등(Davis, JH. 등(2010) Prot Eng

Des  Sel;23(4):  195-202,  Strand  exchange  engineered  domain(SEED)  기술),  및 Moore  등(2011)  Mabs  3:6,

546-557]에 기재된다. 

일 구현예에서, 이종다량체는 이종이량체 Fc 영역의 형성을 촉진하는 아미노산 변형을 추가로 포함하는 IgG Fc

작제물을 포함한다. 일 구현예에서, 이종다량체는 이종이량체 Fc 영역의 형성을 촉진하는 각각의 Fc 폴리펩타이

드의 CH3 영역에서 아미노산 변형을 추가로 포함하는 IgG Fc 작제물을 포함한다.

일부 구현예에서, 이종다량체는 CH2 도메인의 용융 온도로 결정되는, IgG Fc 작제물의 안정성을 증가시키는 아

미노산 변형을 추가로 포함하는 IgG Fc 작제물을 포함한다. 적합한 아미노산 변형은 당해기술에 공지되어 있고,

예를 들면 국제 특허 출원 번호 PCT/CA2012/050780에 기재된 것들이 포함된다. 구체적으로 일 구현예에서, 이종

다량체는 제1 Fc 폴리펩타이드 및 제2 Fc 폴리펩타이드 모두에서 아미노산 변형 T350V를 포함하는 IgG Fc 작제

물을 포함한다.

제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드를 갖는 IgG Fc 작제물을 포함하는 이종다량체가 제공되며, 여기서 제1 Fc 폴리펩타

이드는  아미노산  변형  E269Q/D270N을  포함하며  제2  Fc  폴리펩타이드는  아미노산  변형  E269K/D270R을

포함하거나; 또는 상기 제1 Fc 폴리펩타이드는 아미노산 변형 L235K/A327K를 포함하며 제2 Fc 폴리펩타이드는

힌지 또는 하부 힌지 영역에서 변형을 포함하지 않고; 여기서 IgG Fc 작제물은 상응하는 모 IgG Fc 작제물에 비

해 모든 Fcγ 수용체 및 C1q 단백질에 대해 감소된 결합을 나타낸다.

일 구현예에서, Fc는 IgG1 Fc 작제물, 및 IgG2 Fc 작제물, IgG3 Fc 작제물, 또는 IgG4 Fc 작제물이다.

일부 구현예에서, IgG Fc 작제물은 야생형 동종이량체 Fc에 필적하는 안정성을 갖는 이종이량체 Fc의 형성을 촉

진하는 적어도 하나의 아미노산 변형을 갖는 적어도 하나의 CH3 도메인을 포함한다. 예시적인 변형이 아래에 기

재된다. 일부 구현예에서, 이종이량체 Fc의 이량체화된 CH3 도메인은 약 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76,

77, 77.5, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 또는 85℃ 또는 그 초과인 시차주사열량계(DSC)로 측정된 용융 온도

(Tm)를 갖는다. 일부 구현예에서, 이량체 Fc는 생산된 경우 약 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85,

86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 또는 99% 초과 순도로 형성되는 이종이량체이거나; 또

는 Fc는 발현된 경우 또는 단일 세포를 통해 발현된 경우 약 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85,

86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 또는 99% 초과의 순도로 형성된 이종이량체이다.

일부 측면에서, Fc는 CH3 서열의 적어도 하나에서 하나 이상의 변형을 포함한다. 일부 측면에서, Fc는 CH2 서열

의 적어도 하나에서 하나 이상의 변형을 포함한다.

일부 측면에서, Fc는 이들 각각의 전체 개시내용이 모든 목적을 위해 그 전문이 참고로 본원에 편입되는 2011.

11. 4.에 출원된 특허 출원 PCT/CA2011/001238, 또는 2012. 11. 2.에 출원된 PCT/CA2012/050780에 기재된 Fc이

다.

일부 측면에서, 본원에 기재된 Fc 작제물은 비대칭으로 변형된, 변형된 CH3 도메인을 포함하는 이종이량체 Fc를

포함한다. 이종이량체 Fc는 Fc가 하나의 제1 중쇄 폴리펩타이드 및 하나의 제2 중쇄 폴리펩타이드를 포함하는

한, 상호교환적으로 사용될 수 있는 두 중쇄 불변 도메인 폴리펩타이드: 제1 중쇄 폴리펩타이드 및 제2 중쇄 폴

리펩타이드를 포함할 수 있다. 일반적으로, 제1 중쇄 폴리펩타이드는 제1 CH3 서열을 포함하며, 제2 중쇄 폴리

펩타이드는 제2 CH3 서열을 포함한다.
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비대칭 방식으로 도입된 하나 이상의 아미노산 변형을 포함하는 두 CH3 서열은 두 CH3 서열이 이량체화되는 경

우 일반적으로 동종이량체보다는 이종이량체 Fc를 생성한다. 본원에서 사용되는 "비대칭 아미노산 변형"은 제1

CH3 서열 상의 특정 위치에서의 아미노산이 동일한 위치에서 제2 CH3 서열 상의 아미노산과 상이한 임의 변형을

나타내며, 제1 및 제2 CH3 서열은 우선적으로 페어링하여 동종이량체보다는 이종이량체를 형성한다. 상기 이종

이량체화는 각각의 서열 상의 동일한 각 아미노산 위치에서 두 아미노산 중 단 하나의 변형; 또는 제1 및 제2

CH3 서열 각각에서 동일한 각 위치에서 각각의 서열 상의 두 아미노산 모두의 변형 결과일 수 있다. 이종이량체

Fc의 제1 및 제2 CH3 서열은 하나 또는 둘 이상의 비대칭 아미노산 변형을 포함할 수 있다.

표 X는 전장 인간 IgG1 중쇄의 아미노산 231 내지 447에 상응하는 인간 IgG1 Fc 서열의 아미노산 서열을 제공한

다. CH3 서열은 전장 인간 IgG1 중쇄의 아미노산 341-447을 포함한다. 전형적으로 Fc에는 이량체화할 수 있는

두 인접 중쇄 서열(A 및 B)이 포함될 수 있다. 일부 측면에서, Fc의 하나 또는 두 서열 모두에는 하기 위치에서

하나 이상의 돌연변이 또는 변형이 포함된다: EU 넘버링을 이용하여, L351,  F405, Y407, T366, K392, T394,

T350, S400, 및/또는 N390. 일부 측면에서, Fc에는 표 X에 나타낸 돌연변이체 서열이 포함된다. 일부 측면에서,

Fc에는 변이체 1 A-B의 돌연변이가 포함된다. 일부 측면에서, Fc에는 변이체 2 A-B의 돌연변이가 포함된다. 일

부 측면에서, Fc에는 변이체 3 A-B의 돌연변이가 포함된다. 일부 측면에서, Fc에는 변이체 4 A-B의 돌연변이가

포함된다. 일부 측면에서, Fc에는 변이체 5 A-B의 돌연변이가 포함된다. 

표 X: 예시적인 Fc 서열 및 CH3 변형

제1 및 제2 CH3 서열은 전장 인간 IgG1 중쇄의 아미노산 231 내지 447에 대해 본원에 기재된 아미노산 돌연변이

를 포함할 수 있다. 일 구현예에서, 이종이량체 Fc는 위치 F405 및 Y407에서 아미노산 변형을 갖는 제1 CH3 서

열 및 위치 T394에서 아미노산 변형을 갖는 제2 CH3 서열을 포함하는 변형된 CH3 도메인을 포함한다. 일 구현예

에서, 이종이량체 Fc는 L351Y, F405A, 및 Y407V로부터 선택된 하나 이상의 아미노산 변형을 갖는 제1 CH3 서열,

및 T366L, T366I, K392L, K392M, 및 T394W로부터 선택된 하나 이상의 아미노산 변형을 갖는 제2 CH3 서열을 포

함하는 변형된 CH3 도메인을 포함한다.

일 구현예에서, Fc 작제물은 위치 L351, F405 및 Y407에서 아미노산 변형을 갖는 제1 CH3 서열, 및 위치 T366,

K392, 및 T394에서 아미노산 변형을 갖는 제2 CH3 서열을 포함하는 변형된 CH3 도메인을 포함하는 이종이량체

Fc를 포함하며, 제1 또는 제2 CH3 서열 중 하나는 위치 Q347에서 아미노산 변형을 추가로 포함하고, 다른 CH3

서열은 위치 K360에서 아미노산 변형을 추가로 포함한다. 또 하나의 구현예에서, 이종이량체 Fc는 위치 L351,

F405 및 Y407에서 아미노산 변형을 갖는 제1 CH3 서열, 및 위치 T366, K392, 및 T394에서 아미노산 변형을 갖는

제2 CH3 서열을 포함하는 변형된 CH3 도메인을 포함하며, 제1 또는 제2 CH3 서열 중 하나는 위치 Q347에서 아미

노산 변형을 추가로 포함하고, 다른 CH3 서열은 위치 K360에서 아미노산 변형을 추가로 포함하고, 상기 CH3 서

열 중 하나 또는 둘 다는 아미노산 변형 T350V를 추가로 포함한다.

일 구현예에서, 본원에 제공된 Fc 작제물은 위치 L351, F405 및 Y407에서 아미노산 변형을 갖는 제1 CH3 서열,

및 위치 T366, K392, 및 T394에서 아미노산 변형을 갖는 제2 CH3 서열을 포함하는 변형된 CH3 도메인을 포함하
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는 이종이량체 Fc를 포함하며, 상기 제1 및 제2 CH3 서열 중 하나는 아미노산 변형 D399R 또는 D399K를 추가로

포함하고, 다른 CH3 서열은 T411E, T411D, K409E, K409D, K392E 및 K392D 중 하나 이상을 포함한다. 또 하나의

구현예에서, 이종이량체 Fc는 위치 L351, F405 및 Y407에서 아미노산 변형을 갖는 제1 CH3 서열, 및 위치 T366,

K392, 및 T394에서 아미노산 변형을 갖는 제2 CH3 서열을 포함하는 변형된 CH3 도메인을 포함하며, 상기 제1 및

제2 CH3 서열 중 하나는 아미노산 변형 D399R 또는 D399K를 추가로 포함하고, 다른 CH3 서열은 T411E, T411D,

K409E, K409D, K392E 및 K392D 중 하나 이상을 포함하며, 상기 CH3 서열 중 하나 또는 둘 다는 아미노산 변형

T350V를 추가로 포함한다.

일 구현예에서, 이종이량체 Fc는 위치 L351, F405 및 Y407에서 아미노산 변형을 갖는 제1 CH3 서열, 및 위치

T366, K392, 및 T394에서 아미노산 변형을 갖는 제2 CH3 서열을 포함하는 변형된 CH3 도메인을 포함하며, 상기

CH3 서열 중 하나 또는 둘 다는 아미노산 변형 T350V를 추가로 포함한다.

일 구현예에서, 이종이량체 Fc는 하기 아미노산 변형을 포함하는 변형된 CH3 도메인을 포함하며, 여기서 "A"는

제1  CH3  서열에  대한  아미노산  변형을  나타내며,  "B"는  제2  CH3  서열에  대한  아미노산  변형을  나타낸다:

A:L351Y_F405A_Y407V,  B:T366L_K392M_T394W,  A:L351Y_F405A_Y407V,  B:T366L_K392L_T394W,

A:T350V_L351Y_F405A_Y407V,  B:T350V_T366L_K392L_T394W,  A:T350V_L351Y_F405A_Y407V,

B:T350V_T366L_K392M_T394W, A:T350V_L351Y_S400E_F405A_Y407V, 및/또는 B:T350V_T366L_N390R_K392M_T394W.

하나 이상의 비대칭 아미노산 변형은 이종이량체 Fc의 형성을 촉진할 수 있으며, 여기서 이종이량체 CH3 도메인

은 야생형 동종이량체 CH3 도메인에 필적하는 안정성을 갖는다. 구현예에서, 하나 이상의 비대칭 아미노산 변형

은 이종이량체 Fc 도메인의 형성을 촉진하며, 여기서 이종이량체 Fc 도메인은 야생형 동종이량체 Fc 도메인에

필적하는 안정성을 갖는다. 구현예에서, 하나 이상의 비대칭 아미노산 변형은 이종이량체 Fc 도메인의 형성을

촉진하며, 여기서 이종이량체 Fc 도메인은 시차주사열량계 연구에서 용융 온도(Tm)를 통해 관찰된 안정성을 갖

고,  용융  온도는  상응하는  대칭  야생형  동종이량체  Fc  도메인에  대해  관찰된  것의  4℃  이내이다.  일부

측면에서, Fc는 야생형 동종이량체 Fc에 필적하는 안정성을 갖는 이종이량체 Fc의 형성을 촉진하는 CH3 서열의

적어도 하나에서의 하나 이상의 변형을 포함한다.

일 구현예에서, CH3 도메인의 안정성은, 예를 들면 시차주사열량계(DSC)에 의해 CH3 도메인의 용융 온도를 측정

하여 평가될 수 있다. 따라서, 추가 구현예에서, CH3 도메인은 약 68℃ 이상의 용융 온도를 갖는다. 또 하나의

구현예에서, CH3 도메인은 약 70℃ 이상의 용융 온도를 갖는다. 또 하나의 구현예에서, CH3 도메인은 약 72℃

이상의 용융 온도를 갖는다. 또 하나의 구현예에서, CH3 도메인은 약 73℃ 이상의 용융 온도를 갖는다. 또 하나

의 구현예에서, CH3 도메인은 약 75℃ 이상의 용융 온도를 갖는다. 또 하나의 구현예에서, CH3 도메인은 약 78

℃ 이상의 용융 온도를 갖는다. 일부 측면에서, 이량체화된 CH3 서열은 약 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75,

76, 77, 77.5, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 또는 85℃ 이상의 용융 온도(Tm)를 갖는다.

일부 구현예에서, 변형된 CH3 서열을 추가로 포함하는 이종이량체 Fc를 포함하는 Fc 작제물은 발현된 생성물에

서 동종이량체 Fc에 비해 적어도 약 75%의 순도로 형성될 수 있다. 또 하나의 구현예에서, 이종이량체 Fc는 약

80% 초과 순도로 형성된다. 또 하나의 구현예에서, 이종이량체 Fc는 약 85% 초과 순도로 형성된다. 또 하나의

구현예에서, 이종이량체 Fc는 약 90% 초과 순도로 형성된다. 또 하나의 구현예에서, 이종이량체 Fc는 약 95% 초

과 순도로 형성된다. 또 하나의 구현예에서, 이종이량체 Fc는 약 97% 초과 순도로 형성된다. 일부 측면에서, Fc

는 발현된 경우 약 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95,

96, 97, 98, 또는 99% 초과 순도로 형성된 이종이량체이다. 일부 측면에서, Fc는 단일 세포를 통해 발현된 경우

약 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 또

는 99% 초과 순도로 형성된 이종이량체이다.

이종이량체 Fc 형성을 촉진하기 위해 단량체 Fc 폴리펩타이드를 변형하는 추가 방법은 [국제 특허 공개 번호 WO

96/027011(knobs  into  holes),  Gunasekaran  등(Gunasekaran  K.  등(2010)  J  Biol  Chem.  285,  19637-46,

electrostatic design to achieve selective heterodimerization), Davis 등(Davis, JH. 등(2010) Prot Eng

Des  Sel;  23(4):  195-202,  strand  exchange  engineered  domain(SEED)  기술),  및  Labrijn  등[Efficient

generation  of  stable  bi-specific  IgG1  by  controlled  Fab-arm  exchange.  Labrijn  AF,  Meesters  JI,  de

Goeij BE, van den Bremer ET, Neijssen J, van Kampen MD, Strumane K, Verploegen S, Kundu A, Gramer MJ,

van  Berkel  PH,  van  de  Winkel  JG,  Schuurman  J,  Parren  PW.  Proc  Natl  Acad  Sci  U  S  A.  2013  Mar

26;110(13):5145-50]에 기재된다.
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3. 이종다량체의 기능적 특성

본 발명에 따른 이종다량체는 FcγRs 및 C1q에 대해 크게 감소된/제거된 결합을 나타낸다. 또한, 특정 구현예에

서, 이종다량체는 또한 추가의 바람직한 특성, 예컨대 안정성, FcRn에 결합하는 능력, 및 원하지 않는 생성물

또는 불순물로부터 원하는 발현 생성물의 정제를 촉진하는 특성을 나타낸다.

일 구현예에서, 본 발명은 FcγR 수용체에 측정가능하게 결합하지 않지만 FcRn에 결합하는 IgG Fc 작제물을 포

함하는 이종다량체를 고려하며, 이는 생체내 항체의 반감기는 중요하지만 효과기 기능(예컨대 CDC,  ADCP  및

ADCC)은 불필요하거나 유해한 적용에 대해 바람직한 후보가 되게 한다. 

FcγRs 또는 C1q에 결합하는 IgG Fc 작제물을 포함하는 이종다량체의 능력을 결정하는 방법은 당해기술에 공지

되어 있고 본원에서 다른 곳에 기재된다.

3a. FcγR 및 보체에 대해 감소된/제거된 결합

본 발명에 따른 이종다량체는 모 폴리펩타이드에 비해 FcγR 및 C1q에 대해 감소된/제거된 결합을 나타낸다. 일

구현예에서, 본 발명에 따른 이종다량체는 모 폴리펩타이드의 KD보다 적어도 5배 높은 FcγRs 및 C1q에 대한 KDs

를  나타낸다.  또  하나의  구현예에서,  본  발명에  따른  이종다량체는  당해기술에  공지된  결합  분석에  의해

측정된, 모 폴리펩타이드보다 적어도 10배 높은 FcγRs 및 C1q에 대한 KDs를 나타낸다. 비제한적으로 FRET(형광

공명 에너지 전달)  및  BRET(생물발광 공명 에너지 전달)-기반 분석,  AlphaScreen™(증폭된 발광 근접 균질

분석), 섬광 근접 분석, ELISA(효소-결합 면역흡착 분석), SPR(표면 플라즈몬 공명, Biacore™로도 공지됨), 등

온 적정 열량측정, 시차주사열량측정, 겔 전기영동, 및 겔 여과를 포함하는 크로마토그래피를 포함하는 결합 분

석이 당해기술에 공지되어 있다. 이들 및 다른 방법은 항체의 일부 융합 파트너 또는 라벨의 이점을 취할 수 있

다. 분석은 비제한적으로 발색, 형광, 발광, 또는 동위원소 라벨을 포함하는 다양한 검출 방법을 채용할 수 있

다.

일 구현예에서, IgG Fc 작제물을 포함하는 이종다량체는 표면 플라즈몬 공명(SPR)에 의해 측정된, FcγRIIaH에

대해 5 μM 초과의 KD, FcγRIIaR에 대해 10 μM 초과의 KD, FcγRIIb에 대해 30 μM 초과의 KD, FcγRIIIaF에

대해 20 μM 초과의 KD, FcγRIIIaV에 대해 6 μM 초과의 KD, 및 FcγRIa에 대해 6.5 nM 초과의 KD를 갖는다.

또 하나의 구현예에서, IgG  Fc  작제물을 포함하는 이종다량체는 표면 플라즈몬 공명(SPR)으로 측정된, Fcγ

RIIaH에 대해 10 μM 초과의 KD, FcγRIIaR에 대해 10 μM 초과의 KD, FcγRIIb에 대해 10 μM 초과의 KD, Fcγ

RIIIaF에 대해 6 μM 초과의 KD, FcγRIIIaV에 대해 6 μM 초과의 KD, FcγRIa에 대해 30 nM 초과의 KD를 가지

며, C1q에 결합하지 않는다.

일 구현예에서, IgG  Fc  작제물을 포함하는 이종다량체는 표준 분석에 의해 측정된, 검출가능한 수준의 ADCC,

ADCP, 및 CDC를 나타내지 않는다. 효과기 기능을 평가하기 위한 표준 분석의 비-제한적인 예에는 본원에 제공된

실시예에 기재된 것들이 포함된다.

3b. 안정성

예를 들면 안정성을 포함하는 이종다량체의 생체물리학적 특성은 당해기술에서 공지된 다양한 방법을 이용해서

평가된다. 단백질 안정성은 폴딩된 및 언폴딩된 상태 간에 열역학적 평형을 측정하여 결정될 수 있다. 예를 들

면, 본 발명의 이종다량체는 화학적 변성제, 열 또는 pH를 이용하여 언폴딩될 수 있고, 상기 전이는 비제한적으

로 원형 2색성 분광학, 형광 분광학, 흡광도 분광학, NMR 분광학, 열량측정, 및 단백질분해를 포함하는 방법을

이용해서 모니터링될 수 있다. 당해기술의 숙련가에 의해 인지될 바와 같이, 폴딩 및 언폴딩 전이의 동력학 파

라미터도 이들 및 다른 기술을 이용해서 모니터링될 수 있다. 이종다량체의 용해도 및 전체적 구조 완전성은 당

해기술에 공지되어 있는 광범위한 방법을 이용해서 정량적으로 또는 정성적으로 결정될 수 있다.

이종다량체의 생체물리학적 특성을 분석하기 위해 사용될 수 있는 방법에는 겔 전기영동, 등전점 전기영동, 모

세관 전기영동, 크로마토그래피, 예컨대 크기 배제 크로마토그래피, 이온 교환 크로마토그래피, 및 역상 고성능

액체 크로마토그래피, 펩타이드 맵핑, 올리고당 맵핑, 질량 분광분석, 자외선 흡광도 분광학, 형광 분광분석,

원형 2색성 분광학, 등온 적정 열량측정, 시차주사열량측정, 분석적 초원심분리, 역학적 광 산란, 단백질분해,

및  가교결합,  탁도  측정,  필터  지연  분석,  면역학적  분석,  형광  염료  결합  분석,  단백질-염색  분석,

현미경검사, 및 ELISA 또는 다른 결합 분석을 통한 응집물 검출이 포함된다. X-선 결정 기술 및 NMR 분광분석을

채용하는 구조적 분석도 용도를 찾을 수 있다. 일 구현예에서, 안정성 및/또는 용해도는 일부 정의된 기간 후
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단백질 용액의 양을 결정하여 측정될 수 있다. 이 분석에서, 단백질은 일부 극단적인 조건, 예를 들면 고온, 낮

은 pH 또는 변성제의 존재에 노출되거나 노출되지 않을 수 있다. 기능은 전형적으로 안정한, 가용성인, 및/또는

잘 폴딩된/구조화된 단백질을 필요로 하며, 상기 언급된 기능적 및 결합 분석은 또한 그와 같은 측정을 수행하

기 위한 방식을 제공한다. 예를 들면, 이종다량체를 포함하는 용액은 표적 항원에 결합하는 능력에 대해 분석된

후 하나 이상의 정의된 기간 동안 승온에 노출되고 이어서 항원 결합에 대해 다시 분석될 수 있다. 언폴딩된 및

응집된 단백질은 항원에 결합할 수 있을 것으로 기대되지 않으므로, 잔여 활성의 양은 항체의 안정성 및 용해도

의 척도를 제공한다. 

일 구현예에서, IgG Fc 작제물을 포함하는 이종다량체는 IgG Fc 작제물을 포함하는 이종다량체의 하나 이상의

도메인의 용융 온도에 의해 측정되어 안정하다. 이종다량체의 용융 온도는 당해기술에서 공지된 방법 및 본원에

서 다른 곳에 더 상세히 기재된 방법에 따라 결정될 수 있다. 예를 들면, 이종다량체의 용융 온도는 생성된 이

종다량체의 시차 주사 열량측정(DSC), 및 온도기록도에 의해 결정될 수 있다. 일 구현예에서, 이종다량체는 IgG

Fc 작제물을 포함하며, 여기서 온도기록도에서 IgG Fc 작제물의 용융 개시는 65℃ 이상이다. 일 구현예에서, 이

종다량체는 IgG Fc 작제물을 포함하며, 여기서 온도기록도에서 IgG Fc 작제물의 용융 개시는 66℃ 이상이다. 일

구현예에서, 이종다량체는 IgG Fc 작제물을 포함하며, 여기서 온도기록도에서 IgG Fc 작제물의 용융 개시는 68

℃ 이상이다. 일 구현예에서, 이종다량체는 IgG Fc 작제물을 포함하며, 여기서 온도기록도에서 IgG Fc 작제물의

용융 개시는 70℃ 이상이다. 

또 하나의 구현예에서, 이종다량체는 IgG Fc 작제물을 포함하며, 여기서 IgG Fc 작제물은 모 폴리펩타이드 또는

항체의 CH2 도메인의 용융 온도 이상인 용융 온도를 갖는 CH2 도메인을 갖는다. 일 구현예에서, 이종다량체는

IgG Fc 작제물을 포함하며, 여기서 IgG Fc 작제물은 모 CH2 도메인의 용융 온도보다 약 1 내지 2℃ 높은 용융

온도를 갖는 CH2 도메인을 갖는다. 일 구현예에서, 이종다량체는 IgG Fc 작제물을 포함하며, 여기서 IgG Fc 작

제물은 모 CH2 도메인의 용융 온도보다 약 2 내지 3℃ 높은 용융 온도를 갖는 CH2 도메인을 갖는다. 일 구현예

에서, 이종다량체는 IgG Fc 작제물을 포함하며, 여기서 IgG Fc 작제물은 모 CH2 도메인의 용융 온도보다 약 1

내지 2℃ 높은 용융 온도를 갖는 CH2 도메인을 가지며, 여기서 이종다량체는 AAC4 및 AAC5로 예시된 아미노산

변형을 포함한다. 일 구현예에서, 이종다량체는 IgG Fc 작제물을 포함하며, 여기서 IgG Fc 작제물은 모 CH2 도

메인의 용융 온도보다 약 2 내지 3℃ 높은 용융 온도를 갖는 CH2 도메인을 가지며, 여기서 이종다량체는 AAC2,

AAC9, AAC10, AAC11, AAC12, AAC13, AAC14, 및 AAC15로 예시된 아미노산 변형을 포함한다. 또 하나의 구현예에

서, 이종다량체는 IgG Fc 작제물을 포함하며, 여기서 IgG Fc 작제물은 모 CH2 도메인의 용융 온도보다 약 4℃

높은 용융 온도를 갖는 CH2 도메인을 가지며, 여기서 이종다량체는 AAC6으로 예시된 아미노산 변형을 포함한다. 

3c. FcRn 결합

당해기술에 공지된 바와 같이, FcRn에 대한 결합은 세포내 이입된 항체를 엔도솜으로부터 혈류로 다시 재순환시

킨다(Raghavan 등, 1996, Annu Rev Cell Dev Biol 12:181-220; Ghetie 등, 2000, Annu Rev Immunol 18:739-

766). 상기 절차는 전장 분자의 큰 크기로 인한 신장 여과의 배제와 함께, 1 내지 3주 범위의 우호적인 항체 혈

청 반감기를 일으킨다. Fc의 FcRn에 대한 결합은 또한 항체 수송에서 중요한 역할을 담당한다. 따라서 일 구현

예에서, 본 발명의 이종다량체는 FcRn에 결합할 수 있다.

4. 이종다량체의 형식

4a. 항원-결합 도메인

일 구현예에서, 본 발명에 따른 이종다량체는 IgG Fc 작제물로만 구성된다. 다른 구현예에서, 본 발명에 따른

이종다량체는 IgG Fc 작제물 및 하나 이상의 항원 결합 도메인을 포함한다. 일 구현예에서, 본 발명에 따른 이

종다량체는 IgG Fc 작제물 및 하나의 항원-결합 도메인을 포함한다. 또 하나의 구현예에서, 본 발명에 따른 이

종다량체는 IgG Fc 작제물 및 두 항원 결합 도메인을 포함한다. 또 하나의 구현예에서, 본 발명에 따른 이종다

량체는 IgG Fc 작제물 및 3 항원 결합 도메인을 포함한다. 또 하나의 구현예에서, 본 발명에 따른 이종다량체는

IgG Fc 작제물 및 4 항원 결합 도메인을 포함한다. 또 하나의 구현예에서, 본 발명에 따른 이종다량체는 IgG Fc

작제물 및 최대 6 항원 결합 도메인을 포함한다. 

항원-결합 도메인은 당해기술에 공지된 방법에 따라 IgG Fc 작제물에 융합될 수 있다.

일 구현예에서, 본 발명에 따른 이종다량체는 적어도 하나의 항원-결합 도메인을 포함하는 IgG Fc 작제물을 포

함하며,  여기서  적어도  하나의  항원-결합  도메인은  Fab  단편,  scFv,  sdAb,  항원  결합  펩타이드,  Fc  융합

단백질, 또는 항원에 결합할 수 있는 단백질 도메인으로부터 선택된다.
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일 구현예에서, 이종다량체는 적어도 하나의 항원-결합 도메인을 포함하는 IgG Fc 작제물을 포함하며, 여기서

적어도 하나의 항원-결합 도메인은 IL-2R의 α-사슬(CD25), 아밀로이드 베타, EpCAM, CD3, BLyS(또는 BAFF),

CD11a, CD20, CD22, CD23, CD3, CD4, CD52, CD80, CTLA-4, EGFR, RSV의 F 단백질, G250, 당단백질 Ilb/IIIa

R, HER2, HER2/neu 수용체, Hsp90, IgE 항체, IL-12/IL-23, IL-lβ, IL-5, IL-6 수용체, 인테그린 알파-4/베타

-1, 뮤신 16/CA-125, RAN L, TNF 알파, VEGF-A, 및 다른 치료적으로 유리한 표적으로부터 선택된 표적 항원에

결합한다. 

일 구현예에서, 이종다량체는 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드를 갖는 IgG Fc 작제물을 포함하며, 각각의 Fc 폴리펩

타이드는 변형된 힌지 영역을 포함하고, 여기서 이종다량체는 하기로부터 선택된 치료 잠재성을 갖는 인간화된

단클론성 항체로부터 유도된다: 알렘투주맙, 아폴리주맙, 아셀리주맙, 아틀리주맙, 바피뉴주맙, 베바시주맙, 비

바투주맙 메르탄신, 칸투주맙 메르탄신, 세델리주맙, 세르톨리주맙 페골, 시드푸시투주맙, 시드투주맙, 다클리

주맙, 에쿨리주맙, 에팔리주맙, 에프라투주맙, 에를리주맙, 펠비주맙, 폰톨리주맙, 젬투주맙 오조가마이신, 이

노투주맙 오조가마이신, 이필리무맙, 라베투주맙, 린투주맙, 마투주맙, 메폴리주맙, 모타비주맙, 모토비주맙,

나탈리주맙, 니모투주맙, 놀로비주맙, 누마비주맙, 오크렐리주맙, 오말리주맙, 팔리바주맙, 파스콜리주맙, 펙푸

시투주맙, 펙투주맙, 페르트주맙, 펙셀리주맙, 랄리비주맙, 라니바이주맙, 레슬리비주맙, 레슬리주맙, 레시비주

맙, 로벨리주맙, 루플리주맙, 시브로투주맙, 시플리주맙, 손투주맙, 타카투주맙 테트락세탄, 타도시주맙, 탈리

주맙, 테피바주맙, 토실리주맙, 토랄리주맙, 트라스투주맙, 투코투주맙 셀모류킨, 투쿠시투주맙, 우마비주맙,

우르톡사주맙, 및 비실리주맙. 

또 하나의 구현예에서, 이종다량체는 치료적 항체, 예컨대 리툭시맙 또는 트라스투주맙으로부터 유도된 IgG Fc

작제물을 포함한다. 

4b. 항체-약물 콘주게이트

본 발명에 따른 이종다량체는 IgG Fc 작제물 및/또는 이종다량체의 다른 도메인에 연결된 하나 이상의 독성 약

물 분자를 포함할 수 있음이 추가로 고려된다. 독성 약물 분자에는 세포의 기능을 저해하거나 예방하고/하거나

세포 파괴를 유도하는 물질이 포함된다. 일 구현예에서, 하나 이상의 독성 약물 분자는 IgG Fc 작제물을 포함하

는 이종다량체에 연결될 수 있다. 또 하나의 구현예에서, 하나 이상의 독성 약물 분자는 IgG Fc 작제물을 포함

하는 이종다량체 및 적어도 하나의 항원-결합 도메인에 연결될 수 있다. IgG Fc 작제물에 연결될 수 있는 적합

한 독성 약물 분자는 방사성 동위원소(예를 들면 At
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사성 동위원소), 화학치료제, 및 독소, 예컨대 소분자 독소 또는 이들의 단편 및/또는 변이체를 포함하는 박테

리아, 진균, 식물 또는 동물 기원의 효소 활성 독소로부터 선택된다. 

IgG Fc 작제물에 연결될 수 있는 적합한 화학치료제는 알킬화제, 예컨대 티오테파 및 CYTOXAN® 사이클로포스파

미드; 알킬 설포네이트, 예컨대 부설판, 임프로설판 및 피포설판; 아지리딘, 예컨대 벤조도파, 카보쿠온, 메투

레도파, 및 우레도파; 에틸렌이민 및 메틸아멜라민, 예컨대 알트레타민, 트리에틸렌멜라민, 트리에틸렌포스포르

아미드, 트리에틸렌티오포스포르아미드 및 트리메틸올로멜라민; 아세토게닌(특히 불라타신 및 불라타시논); 델

타-9-테트라하이드로칸나비놀(드로나비놀, MARINOL®); 베타-라파콘; 라파콜; 콜히친; 베툴린산; 캄프토테신(합

성 유사체 토포테칸(HYCAMTIN®), CPT-11(이리노테칸, CAMPTOSAR®), 아세틸캄프토테신, 스코폴렉틴, 및 9-아미

노캄프토테신 포함); 브리오스타틴; 칼리스타틴; CC-1065(그 아도젤레신, 카르젤레신 및 바이젤레신 합성 유사

체 포함); 포도필로톡신; 포도필린산; 테니포사이드; 크립토파이신(특히 크립토파이신 1 및 크립토파이신 8);

돌라스타틴; 듀오카르마이신(합성 유사체, KW-2189 및 CB1-TM1 포함); 엘류테로빈; 판크라티스타틴; 사르코딕티

인; 스폰지스타틴; 질소 머스타드, 예컨대 클로르암부실, 클로르나파진, 콜로포스파마이드, 에스트라무스틴, 이

포스파마이드, 메클로레타민, 메클로레타민 옥사이드 하이드로클로라이드, 멜팔란, 노벰비친, 펜에스테린, 프레

드니무스틴, 트로포스파미드, 우라실 머스타드; 나이트로스우레아, 예컨대 카르무스틴, 클로로조토신, 포테무스

틴, 로무스틴, 니무스틴, 및 라님누스틴; 항생제, 예컨대 엔디인 항생제(예를 들면, 칼리키아마이신, 특히 칼리

키아마이신 감마1I 및 칼리키아마이신 오메가I1(예를 들면, Agnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33: 183-186(1994)

참고); 다이네마이신, 다이네마이신 A 포함; 에스페라마이신뿐만 아니라 네오카르지노스타틴 발색단 및 관련된

색소단백질 엔디인 항생제 발색단), 아클라시노마이신, 악티노마이신, 오트라마이신, 아자세린, 블레오마이신,

칵티노마이신, 카라비신, 카미노마이신, 카르지노필린, 크로모마이시니스, 닥티노마이신, 다우노루비신, 데토루

비신, 6-디아조-5-옥소-L-노르류신, 독소루비신(ADRIAMYCIN®, 모폴리노-독소루비신, 시아노모폴리노-독소루비

신, 2-피롤리노-독소루비신, 독소루비신 HCl 리포좀 주사(DOXIL®) 및 데옥시독소루비신 포함), 에피루비신, 에

소루비신, 아이다루비신, 마르셀로마이신, 미토마이신, 예컨대 미토마이신 C, 마이코페놀산, 노갈라마이신, 올
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리보마이신, 페플로마이신, 포트피로마이신, 퓨로마이신, 쿠엘라마이신, 로도루비신, 스트렙토니그린, 스트렙토

조신, 투베르시딘, 우베니멕스, 지노스타틴, 조루비신; 항-대사물질, 예컨대 메토트렉세이트, 젬시타빈(GEMZAR

®), 테가푸르(UFTORAL®), 카페시타빈(XELODA®), 에포틸론, 및 5-플루오로우라실(5-FU); 엽산 유사체, 예컨대

데노프테린,  메토트렉세이트,  프테로프테린,  트리메트렉세이트;  퓨린  유사체,  예컨대  플루다라빈,

6-머캅토퓨린, 티아미프린, 티오구아닌; 피리미딘 유사체, 예컨대 안시타빈, 아자시티딘, 6-아자우리딘, 카모푸

르, 사이타라빈, 디데옥시우리딘, 독시플루리딘, 에노시타빈, 플록수리딘; 안드로겐, 예컨대 칼루스테론, 드로

모스타놀론 프로피오네이트, 에피티오스탄올, 메피티오스탄, 테스토락톤; 항-부신물질, 예컨대 아미노글루테티

미드, 미토탄, 트릴로스탄; 엽산 보충물, 예컨대 프롤린산; 아세글라톤; 알도포스파미드 글리코사이드; 아미노

레불린산;  에닐우라실;  암사크린;  베스트라부실;  비스안트렌;  에다트락세이트;  데포파민;  데메콜신;

디아지쿠온; 엘포르미틴; 엘립티늄 아세테이트; 에토글루시드; 갈륨 니트레이트; 하이드록시우레아; 렌티난; 로

니다이닌; 메이탄시노이드, 예컨대 메이탄신 및 안사미토신; 미토구아존; 미톡산트론; 모피단몰; 니트라에린;

펜토스타틴; 페나메트; 피라루비신; 로속산트론; 2-에틸하이드라자이드; 프로카바진; PSK® 다당류 복합체(JHS

Natural Products, Eugene, Oreg.); 라족산; 라이족신; 시조푸란; 스피로게르마늄; 테누아진산; 트리아지쿠온;

2,2',2″-트리클로로트리에틸아민; 트리코테센(특히 T-2 독소, 베라쿠린 A, 로리딘 A 및 안구이딘); 우레탄; 빈

데신(ELDISINE®, FILDESIN®); 다카르바진; 만노무스틴; 미토브로니톨; 미토락톨; 피포브로만; 가시토신; 아라

바이노사이드("Ara-C"); 티오테파; 탁소이드, 예를 들면, 파클리탁셀(TAXOL®), 파클리탁셀의 알부민-조작된 나

노입자 제형(ABRAXANE™), 및 독세탁셀(TAXOTERE®); 클로란부실; 6-티오구아닌; 머캅토퓨린; 메토트렉세이트;

백금 유사체, 예컨대 시스플라틴 및 카보플라틴; 빈블라스틴(VELBAN®); 백금; 에토포사이드(VP-16); 이포스파

마이드; 미톡산트론; 빈크리스틴(ONCOVIN®); 옥살리플라틴; 류코보빈; 비노렐빈(NAVELBINE®); 노반트론; 에다

트렉세이트; 다우노마이신; 아미노프테린; 이반드로네이트; 토포이소머라제 억제제 RFS 2000; 디플루오로메틸오

르니틴(DMFO); 레티노이드, 예컨대 레티노산; 임의의 상기의 약제학적으로 허용가능한 염, 산 또는 유도체뿐만

아니라 상기의 2 이상의 조합, 예컨대 CHOP(사이클로포스파마이드, 독소루비신, 빈크리스틴, 및 프레드니솔론의

병용 요법에 대한 약어), 및 FOLFOX(5-FU 및 류코보빈과 조합된 옥살리플라틴(ELOXATIN™)을 이용한 치료 레지

멘에 대한 약어)로부터 선택된다.

4c. 이종성 펩타이드 또는 폴리펩타이드 

본 발명에 따른 이종다량체가 하나 이상의 이종성 펩타이드 또는 폴리펩타이드에 연결된 IgG Fc 작제물을 포함

하는 것이 추가로 고려된다. 하나 이상의 이종성 펩타이드 또는 폴리펩타이드는, 예를 들면 검출가능한 마커,

리간드-수용체 페어의 멤버, 효소-기질 페어의 멤버 및 형광 공명 에너지 전달 페어의 멤버로부터 선택된다. 

5. 이종다량체의 제조 및 정제 방법

상기에서 기재된 바와 같이, 본 발명에 따른 이종다량체는 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드를 포함하는 IgG Fc 작제

물을 포함한다. 두 Fc 폴리펩타이드는 모두 이종다량체가 IgG Fc 영역만을 포함하는 구현예에서건 또는 이종다

량체가 하나 이상의 항원-결합 도메인 또는 이종성 단백질을 추가로 포함하는 구현예에서건, 당해기술에서 공지

된 재조합 DNA 기술을 이용해서 쉽게 제조될 수 있다. 그와 같은 분자를 인코딩하는 핵산의 설계는 당해기술에

서  숙련된  작업자의  일반  지식  내에  잘  포함된다.  표준  기술,  예컨대  [Sambrook  and  Russell,  Molecular

Cloning: A Laboratory Manual(Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 3rd ed.,

2001); Sambrook 등, Molecular Cloning: A Laboratory Manual(Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold

Spring Harbor, N.Y., 2nd ed., 1989); Short Protocols in Molecular Biology(Ausubel 등, John Wiley and

Sons,  New  York,  4th  ed.,  1999);  및  Glick  and  Pasternak,  Molecular  Biotechnology:  Principles  and

Applications of Recombinant DNA(ASM Press, Washington, D.C., 2nd ed., 1998)]에 기재된 방법이 재조합 핵

산 방법, 핵산 합성, 세포 배양, 이식유전자 도입, 및 재조합 단백질 발현을 위해 사용될 수 있다.

본원에서 다른 곳에 명시된 바와 같이, IgG 중쇄로부터 유도된 Fc 폴리펩타이드의 핵산 및 아미노산 서열은 당

해기술에 공지되어 있거나 핵산 및/또는 단백질 서열분석 방법을 이용해서 쉽게 결정될 수 있다. Fc 폴리펩타이

드에 대해 본원에 기재된 이종성 단백질 또는 독성 약물 분자를 유전적으로 융합하는 방법은 당해기술에 공지되

어 있고, 일부는 아래 및 실시예에 기재된다.

Fc 폴리펩타이드의 발현에 적합한 발현 벡터 및 숙주 세포, 그리고 필요한 경우 항원-결합 도메인을 인코딩하는

폴리펩타이드도 아래에서 기재된 바와 같이 당해기술에서 잘 알려져 있다. 

5.1 벡터 및 숙주 세포
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이종다량체의 폴리펩타이드의 재조합 발현은 필요한 폴리펩타이드를 인코딩하는 폴리뉴클레오타이드를 함유하는

발현 벡터의 구축을 필요로 한다. 폴리펩타이드를 인코딩하는 폴리뉴클레오타이드가 수득되면, 폴리펩타이드의

생산을 위한 벡터는 당해기술에서 잘 알려진 기술을 이용해서 재조합 DNA 기술에 의해 생산될 수 있다. 따라서,

뉴클레오타이드 서열을 인코딩하는 폴리펩타이드를 함유하는 폴리뉴클레오타이드를 발현하여 단백질을 제조하는

방법이 본원에 기재된다. 당해기술의 숙련가에게 잘 알려진 방법이 폴리펩타이드 코딩 서열 및 적절한 전사 및

번역 조절 신호를 함유하는 발현 벡터를 구축하기 위해 사용될 수 있다. 이들 방법에는, 예를 들면 시험관내 재

조합 DNA 기법, 합성 기술, 및 생체내 유전적 재조합이 포함된다. 따라서 본 발명은 프로모터에 작동가능하게

연결된 이종다량체의 폴리펩타이드를 인코딩하는 뉴클레오타이드 서열을 포함하는 복제가능 벡터를 제공한다. 

발현 벡터는 종래의 기술에 의해 숙주 세포로 전달된 후 형질감염된 세포가 종래의 기술에 의해 배양되어 본 발

명의 방법에서 사용하기 위한 폴리펩타이드를 제조한다. 특정한 구현예에서, 방법에서 사용하기 위한 폴리펩타

이드는 아래 상세히 나타낸 바와 같이, 전체 면역글로불린 분자의 발현을 위해 숙주 세포에서 공동-발현된다.

다양한 숙주-발현 벡터 시스템을 이용하여 폴리펩타이드를 발현할 수 있다. 그와 같은 숙주-발현 시스템은 관심

코딩 서열이 생산된 후 정제될 수 있는 비히클을 나타낼 뿐만 아니라 적절한 뉴클레오타이드 코딩 서열로 형질

전환되거나 형질감염된 경우, 원 위치에서 폴리펩타이드를 발현할 수 있는 세포를 나타낸다. 이들에는 비제한적

으로 폴리펩타이드 코딩 서열을 함유하는 재조합 박테리오파아지 DNA, 플라스미드 DNA 또는 코스미드 DNA 발현

벡터로 형질전환된 미생물, 예컨대 박테리아(예를 들면, E. 콜라이 및 B. 서브틸리스); 변형된 중쇄 및 경쇄 코

딩 서열을 함유하는 재조합 효모 발현 벡터로 형질전환된 효모(예를 들면, 사카로마이세스 피치아); 폴리펩타이

드 코딩 서열을 함유하는 재조합 바이러스 발현 벡터(예를 들면, 배큘로바이러스)로 감염된 곤충 세포 시스템;

폴리펩타이드 코딩 서열을 함유하는 재조합 바이러스 발현 벡터(예를 들면, 꽃양배추 모자이크 바이러스, CaMV;

담배 모자이크 바이러스, TMV)로 감염되거나 재조합 플라스미드 발현 벡터(예를 들면, Ti 플라스미드)로 형질전

환된 식물 세포 시스템; 또는 포유동물 세포 게놈에서 유도된(예를 들면, 메탈로티오네인 프로모터) 또는 포유

동물 바이러스에서 유도된(예를 들면, 아데노바이러스 후기 프로모터; 우두 바이러스 7.5K 프로모터) 프로모터

를 함유하는 재조합 발현 작제물을 보유하는 포유동물 세포 시스템(예를 들면, COS, CHO, BHK, HEK-293, NSO,

및 3T3 세포)이 포함된다. 특정 구현예에서, 박테리아 세포, 예컨대 에스케리치아 콜리, 또는 진핵 세포가 폴리

펩타이드의 발현을 위해 사용되며, 이는 재조합 항체 또는 융합 단백질 분자이다. 예를 들면, 포유동물 세포,

예컨대 차이니즈 햄스터 난소 세포(CHO)는 벡터, 예컨대 인간 사이토메갈로바이러스로부터의 주요 중간 조기 유

전자  프로모터  요소와  함께  항체에  대해  효과적인  발현  시스템이다(Foecking  등,  1986,  Gene  45:101;  및

Cockett 등, 1990, Bio/Technology 8:2). 특정한 구현예에서, 각각의 이종이량체의 면역글로불린 중쇄 및 경쇄

를 인코딩하는 뉴클레오타이드 서열의 발현은 항상성 프로모터, 유도성 프로모터 또는 조직 특이적 프로모터에

의해 조절된다.

포유동물 숙주 세포에서, 수많은 바이러스-기반 발현 시스템이 이용될 수 있다. 아데노바이러스가 발현 벡터로

사용되는 경우, 관심 서열을 코딩하는 변형된 중쇄 및 경쇄가 아데노바이러스 전사/번역 조절 복합체, 예를 들

면 후기 프로모터 및 3분체 선도 서열에 결찰될 수 있다. 이어서 상기 키메라성 유전자가 시험관내 또는 생체내

재조합에 의해 아데노바이러스 게놈에 삽입될 수 있다. 바이러스 게놈의 비필수 영역(예를 들면, 영역 E1 또는

E3) 내 삽입은 감염된 숙주에서 폴리펩타이드를 발현할 수 있고 생존가능한 재조합 바이러스를 생성할 것이다

(예를 들면, Logan & Shenk, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:355-359 참고). 특이적인 개시 신호가 또한

삽입된 항체 코딩 서열의 효율적인 번역을 위해 필요할 수 있다. 이들 신호에는 ATG 개시 코돈 및 인접한 서열

이 포함된다. 더욱이, 개시 코돈은 전체 삽입물의 번역을 보장하기 위해 원하는 코딩 서열의 해독틀과 같은 상

에 있어야 한다. 이들 외인성 번역 조절 신호 및 개시 코돈은 천연 및 합성의 다양한 기원의 것일 수 있다. 발

현 효율은 적절한 전사 인핸서 요소, 전사 종결자 등의 도입에 의해 증대될 수 있다(예를 들면, Bittner 등,

1987, Methods in Enzymol. 153:516-544 참고).

이종다량체의 폴리펩타이드의 발현은 당해기술에 공지된 임의의 프로모터 또는 인핸서 요소에 의해 조절될 수

있다.  폴리펩타이드를 인코딩하는 유전자 발현을 조절하기 위해 사용될 수  있는  프로모터에는 비제한적으로

SV40 조기 프로모터 영역(Bernoist and Chambon, 1981, Nature 290:304-310), 라우스 육종 바이러스의 3' 긴

말단  반복에  함유된  프로모터(Yamamoto,  등,  1980,  Cell  22:787-797),  헤르페스 티미딘 키나아제 프로모터

(Wagner  등,  1981,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  U.S.A.  78.1441-1445),  메탈로티오네인  유전자의  조절  서열

(Brinster 등, 1982, Nature 296:39-42), 테트라사이클린(Tet) 프로모터(Gossen 등, 1995, Proc. Nat. Acad.

Sci. USA 89:5547-5551); 원핵생물 발현 벡터, 예컨대 β-락타마제 프로모터(Villa-Kamaroff 등, 1978, Proc.

Natl.  Acad.  Sci.  U.S.A.  75:3727-3731),  또는  tac  프로모터(DeBoer  등,  1983,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.
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U.S.A.  80:21-25;  또한  "Useful  proteins  from  recombinant  bacteria"  in  Scientific  American,  1980,

242:74-94 참고); 노팔라인 합성효소 프로모터 영역을 포함하는 식물 발현 벡터(Herrera-Estrella 등, Nature

303:209-213)  또는  꽃양배추  모자이크  바이러스  35S  RNA  프로모터(Gardner  등,  1981  ,  Nucl.  Acid  Res.

9:2871), 및 광합성 효소 리불로스 바이포스페이트 카복실라제의 프로모터(Herera-Estrella 등, 1984, Nature

310:115-120); 효모 또는 다른 진균의 프로모터 요소, 예컨대 Gal 4 프로모터, ADC(알코올 탈수소효소) 프로모

터, PGK(포스포글리세롤 키나아제) 프로모터, 알칼리성 포스파타제 프로모터, 및 조직 특이성을 나타내며 유전

자삽입 동물에서 이용된 하기 동물 전사 조절 영역: 췌장 샘꽈리 세포에서 활성이 있는 엘라스타제 I 유전자 조

절  영역(Swift  등,  1984,  Cell  38:639-646;  Ornitz  등,  1986,  Cold  Spring  Harbor  Symp.  Quant.  Biol.

50:399-409; MacDonald, 1987, Hepatology 7:425-515); 췌장 베타 세포에서 활성이 있는 인슐린 유전자 조절

영역(Hanahan,  1985,  Nature  315:115-122),  림프모양 세포에서 활성이 있는 면역글로불린 유전자 조절 영역

(Grosschedl 등, 1984, Cell 38:647-658; Adames 등, 1985, Nature 318:533-538; Alexander 등, 1987, Mol.

Cell. Biol. 7:1436-1444), 고환, 유방, 림프모양 및 비만 세포에서 활성이 있는 마우스 유선 종양 바이러스 조

절 영역(Leder 등, 1986, Cell 45:485-495), 간에서 활성이 있는 알부민 유전자 조절 영역(Pinkert 등, 1987,

Genes and Devel. 1 :268-276), 간에서 활성이 있는 알파-태아단백 유전자 조절 영역(Krumlauf 등, 1985, Mol.

Cell. Biol. 5:1639-1648; Hammer 등, 1987, Science 235:53-58; 간에서 활성이 있는 알파 1-항트립신 유전자

조절 영역(Kelsey 등, 1987, Genes and Devel. 1:161-171), 골수 세포에서 활성이 있는 베타-글로빈 유전자 조

절 영역(Mogram 등, 1985, Nature 315:338-340; Kollias 등, 1986, Cell 46:89-94; 뇌의 희소돌기교세포에서

활성이 있는 수초 염기성 단백질 유전자 조절 영역(Readhead 등, 1987, Cell 48:703-712); 골격 근육에서 활성

이 있는 미오신 경쇄-2 유전자 조절 영역(Sani, 1985, Nature 314:283-286); 신경 세포에서 활성이 있는 뉴런-

특이적 에놀라제(NSE)(Morelli 등, 1999, Gen. Virol. 80:571-83); 신경 세포에서 활성이 있는 뇌-유도된 신경

친화성 인자(BDNF) 유전자 조절 영역(Tabuchi 등, 1998, Biochem. Biophysic. Res. Com. 253:818-823); 별아교

세포에서 활성이 있는 교세포 미소섬유 산성 단백질(GFAP)  프로모터(Gomes  등, 1999,  Braz  J  Med  Biol  Res

32(5): 619-631; Morelli 등, 1999, Gen. Virol. 80:571-83) 및 시상하부에서 활성이 있는 생식선자극성 방출

호르몬 유전자 조절 영역(Mason 등, 1986, Science 234:1372-1378)이 포함된다.

또한, 삽입된 서열의 발현을 조절하거나 원하는 특정 방식으로 유전자 생성물을 변형하고 가공하는 숙주 세포주

가 선택될 수 있다. 특정 프로모터로부터의 발현은 특정 유발제의 존재 하에 상승될 수 있다; 따라서, 유전적으

로 조작된 융합 단백질의 발현이 조절될 수 있다. 더욱이, 상이한 숙주 세포는 번역 및 번역후 가공 및 변형을

위해 특징적이고 특이적인 기전을 갖는다(예를 들면, 단백질의 당화, 인산화). 발현된 외래 단백질의 원하는 변

형 및 가공을 보장하기 위해 적절한 세포주 또는 숙주 시스템이 선택될 수 있다. 예를 들면, 박테리아 시스템에

서의 발현은 비당화된 생성물을 생산할 것이며, 효모에서의 발현은 당화된 생성물을 생산할 것이다. 유전자 생

성물의 일차 전사체의 적절한 가공을 위한 세포 기구(예를 들면, 당화, 및 인산화)를 보유하는 진핵생물 숙주

세포가 사용될 수 있다. 그와 같은 포유동물 숙주 세포에는 비제한적으로 CHO, VERY, BHK, Hela, COS, MDCK,

HEK-293, 3T3, WI38, NSO, 특히, 신경 세포주, 예컨대 SK-N-AS, SK-N-FI, SK-N-DZ 인간 신경교세포종(Sugimoto

등, 1984,  J.  Natl.  Cancer  Inst.  73:  51-57),  SK-N-SH  인간 신경교세포종(Biochim. Biophys.  Acta,  1982,

704: 450-460), Daoy 인간 소뇌 수모세포종(He 등, 1992, Cancer Res. 52: 1144-1148) DBTRG-05MG 교모세포종

세포(Kruse  등, 1992,  In  Vitro  Cell.  Dev.  Biol.  28A:  609-614),  IMR-32  인간 신경교세포종(Cancer Res.,

1970, 30: 2110-2118), 1321 N1 인간 별아교세포종(Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1977, 74: 4816), MOG-G-CCM

인간  별아교세포종(Br.  J.  Cancer,  1984,  49:  269),  U87MG  인간  교모세포종-별아교세포종(Acta  Pathol.

Microbiol.  Scand.,  1968,  74:  465-486),  A172  인간 교모세포종(Olopade 등, 1992,  Cancer  Res.  52:  2523-

2529),  C6  래트  신경아교종 세포(Benda  등,  1968,  Science  161  :  370-371),  신경-2a  마우스 신경교세포종

(Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA,  1970,  65:  129-136),  NB41A3  마우스 신경교세포종(Proc.  Natl.  Acad.  Sci.

USA, 1962, 48: 1184-1190), SCP 양 맥락막총(Bolin 등, 1994, J. Virol. Methods 48: 211-221), G355-5, PG-

4 고양이 정상 별아교세포(Haapala 등, 1985, J. Virol. 53: 827-833), Mpf 흰담비 뇌(Trowbridge 등, 1982,

In Vitro 18: 952-960), 및 정상 세포주, 예컨대 CTX TNA2 래트 정상 피질 뇌(Radany 등, 1992, Proc. Natl.

Acad. Sci. USA 89: 6467-6471), 예컨대 CRL7030 및 Hs578Bst가 포함된다. 더욱이, 상이한 벡터/숙주 발현 시

스템은 상이한 정도로 가공 반응에 영향을 미칠 수 있다.

장기간 동안, 재조합 단백질의 고수율 생산, 안정한 발현이 종종 바람직하다. 예를 들면, 본 발명의 폴리펩타이

드(예를 들면, 항체 또는 융합 단백질)를 안정적으로 발현하는 세포주가 조작될 수 있다. 바이러스 복제의 기원

을 함유하는 발현 벡터를 이용하기보다, 숙주 세포는 적절한 발현 조절 요소(예를 들면, 프로모터, 인핸서, 서

열, 전사 종결자, 폴리아데닐화 부위 등), 및 선별 마커에 의해 조절된 DNA로 형질전환될 수 있다. 외래 DNA의
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도입에 이어, 조작된 세포가 농축된 배지 중에 1-2일 동안 자라도록 둔 다음 선택적 배지로 전환한다. 재조합

플라스미드 내 선별 마커는 선택에 대해 내성을 부여하며, 세포가 이들의 염색체 내로 플라스미드를 안정적으로

통합하고 발생 부위로 자라도록 하여 다시 클로닝되고 세포주로 증식될 수 있다.

수많은 선택 시스템이 사용될 수 있고, 비제한적으로 단순 포진 바이러스 티미딘 키나아제(Wigler 등, 1977,

Cell  11:223),  하이포잔틴-구아닌 포스포리보실전달효소(Szybalska  &  Szybalski,  1962,  Proc.  Natl.  Acad.

Sci. USA 48:2026), 및 아데닌 포스포리보실전달효소(Lowy 등, 1980, Cell 22:817) 유전자가 tk-, hgprt- 또는

aprt-세포에서  각각  사용될  수  있다.  또한,  항-대사물질  내성이  메토트렉세이트에  대한  내성을  부여하는

dhfr(Wgigler  등,  1980,  Natl.  Acad.  Sci.  USA  77:3567;  O'Hare  등,  1981,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA

78:1527);  마이코페놀산에 대한 내성을 부여하는 gpt(Mulligan  &  Berg,  1981,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA

78:2072); 아미노글리코사이드 G-418에 대한 내성을 부여하는 neo(Colberre-Garapin 등, 1981, J. Mol. Biol.

150:1); 및 하이그로마이신에 대한 내성을 부여하는 hygro(Santerre 등, 1984, Gene 30:147) 유전자에 대한 선

택의 기준으로 사용될 수 있다. 

항체-약물 콘주게이트의 제조 방법은 당해기술에 공지되어 있고, 그 설명은 US 특허 공개 번호 2011/0200596에

서 확인된다.

5.2 이종다량체의 정제

재조합 기술을 이용하는 경우, 이종다량체는 세포내로 생산되거나, 배지 내로 직접 분비될 수 있다. 이종다량체

가 세포내로 생산되는 경우, 제1 단계로 숙주 세포 또는 용해된 단편인 미립자 잔해가, 예를 들면 원심분리 또

는 한외여과에 의해 제거된다. 이종다량체가 배지 내로 분비되는 경우, 그와 같은 발현 시스템의 상청액은 일반

적으로 먼저 상업적으로 이용가능한 단백질 농축 필터, 예를 들면 Amicon 또는 Millipore Pellicon 한외여과 단

위를 이용해서 농축된다. 프로테아제 억제제, 예컨대 PMSF가 단백질분해를 저해하기 위해 임의의 전술된 단계에

포함될 수 있고, 항생제가 우발적인 오염물질의 성장을 예방하기 위해 포함될 수 있다.

세포로부터 제조된 이종다량체 조성물은, 예를 들면 하이드록실인회석 크로마토그래피, 겔 전기영동, 투석, 및

친화성 크로마토그래피를 이용해서 정제될 수 있고, 친화성 크로마토그래피가 바람직한 정제 기술이다. 친화성

리간드로서 단백질 A의 적합성은 이종다량체에 존재하는 임의의 면역글로불린 Fc 영역의 종 및 아이소타입에 의

존한다. 단백질 A는 인간 γ1, γ2, 또는 γ4 중쇄에 기반하는 항체를 정제하기 위해 사용될 수 있다(Lindmark

등, J.  Immunol.  Meth.  62:1-13(1983)).  단백질 G는 모든 마우스 아이소타입 및 인간 γ3에 대해 권장된다

(Guss 등, EMBO J. 5:15671575(1986)). 친화성 리간드가 부착되는 매트릭스는 매우 종종 아가로스이지만, 다른

매트릭스가 이용가능하다. 기계적으로 안정한 매트릭스, 예컨대 조절된 기공 유리 또는 폴리(스티렌디비닐)벤젠

은 아가로스로 달성될 수 있는 것보다 더 빠른 유속 및 더 짧은 가공 시간을 허용한다. 이종다량체가 CH3 도메

인을 포함하는 경우, Bakerbond ABX™ 수지(J. T. Baker, Phillipsburg, N.J.)가 정제를 위해 유용하다. 단백

질 정제를 위한 다른 기술, 예컨대 이온교환 칼럼 상 분획화, 에탄올 침전, 역상 HPLC, 실리카 상 크로마토그래

피, 헤파린 상 크로마토그래피 음이온 또는 양이온 교환수지(예컨대 폴리아스파르트산 칼럼) 상 SEPHAROSE™ 크

로마토그래피, 크로마토포커싱, SDS-PAGE, 및 암모늄 설페이트 침전도 회수될 이종다량체에 따라 이용가능하다.

임의의 예비 정제 단계(들)에 이어, 관심 이종다량체 및 오염물질을 포함하는 혼합물은 바람직하게는 낮은 염

농도(예를 들면, 약 0-0.25M 염)에서 수행되는, 약 2.5-4.5 pH에서 용출 완충제를 이용하여 저 pH의 소수성 상

호작용 크로마토그래피를 거칠 수 있다.

본 발명의 이종다량체는 IgG Fc 작제물의 제1 및 제2 Fc 폴리펩타이드에 비대칭 아미노산 변형을 포함한다. 따

라서, Fc 폴리펩타이드의 고유한 특성으로 인해, Fc 폴리펩타이드가 함께 발현되는 경우, 생성되는 생성물에는

제1 Fc 폴리펩타이드의 동종이량체, 제2 Fc 폴리펩타이드의 동종이량체, 및 제1 및 제2 폴리펩타이드의 이종이

량체가 포함될 것이다. 

일 구현예에서, 이종다량체는 발현 후 정제되거나 단리된다. 발현 방법은 본원에서 다른 곳에 기재된다. 단백질

은 당해기술의 숙련가에게 공지된 다양한 방식으로 단리되거나 정제될 수 있다. 표준 정제 방법에는 시스템, 예

컨대 FPLC 및 HPLC를 이용하여 대기압에서 또는 고압에서 수행되는, 이온 교환, 소수성 상호작용, 친화도, 크기

분류 또는 겔 여과, 및 역상을 포함하는 크로마토그래피 기술이 포함된다. 정제 방법에는 또한 전기영동, 면역

학적, 침전, 투석, 및 크로마토포커싱 기술이 포함된다. 한외여과 및 정용여과 기술도 단백질 농축과 함께 유용

하다. 당해기술에 널리 공지되어 있는 바와 같이, 다양한 천연 단백질이 Fc 및 항체에 결합하며, 이들 단백질이

이종다량체의 정제를 위해 본 발명에서 용도를 찾을 수 있다. 예를 들면, 박테리아 단백질 A 및 G는 Fc 영역에
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결합한다. 마찬가지로, 박테리아 단백질 L은 물론 항체의 표적 항원이 하는 것과 마찬가지로 일부 항체의 Fab

영역에 결합한다. 정제는 종종 특정한 융합 파트너에 의해 구현될 수 있다. 예를 들면, 항체는 GST 융합이 이용

되는 경우 글루타티온 수지를 이용해서, His-태그가 이용되는 경우 Ni+2 친화도 크로마토그래피를 이용해서, 플

래그-태그가 이용되는 경우 고정된 항-플래그 항체를 이용해서 정제될 수 있다. 적합한 정제 기술의 일반적인

안내는, 예를 들면 본원에 그 전문이 참고로 편입된 [Protein Purification: Principles and Practice, 3rd

Ed., Scopes, Springer-Verlag, NY, 1994]를 참고하라. 필요한 정제 정도는 항체의 스크리닝 또는 용도에 따라

변할 것이다. 일부 예에서는, 정제가 필요하지 않다. 예를 들면 일 구현예에서, 항체가 분비되는 경우, 배지로

부터 스크리닝이 직접 수행될 수 있다. 당해기술에 널리 공지된 바와 같이, 일부 선택 방법에는 단백질의 정제

가  관여되지  않는다.  따라서,  예를  들면,  항체  라이브러리가  파아지  디스플레이  라이브러리  내로  제조되는

경우, 단백질 정제가 수행되지 않을 수 있다.

따라서 일 구현예에서, IgG Fc 작제물을 포함하는 이종다량체는, 상기 IgG Fc 작제물의 발현이 동종이량체 Fc

영역을 포함하는 IgG Fc 작제물 및 이종이량체 Fc 영역을 포함하는 IgG Fc 작제물의 혼합물을 생성하는 경우,

동종이량체 Fc 영역을 포함하는 IgG Fc 작제물이 전하-기반 정제 방법, 예컨대 이온 교환 크로마토그래피를 이

용해서 이종이량체 Fc 영역을 포함하는 IgG Fc 작제물로부터 확실히 분해된다.

추가 구현예에서, 본원에 기재된 IgG Fc 작제물을 포함하는 이종다량체는 또한 동종이량체 Fc 영역의 형성보다

이종이량체 Fc 영역의 형성을 촉진하는 아미노산 변형을 포함하는 변이체 CH3 영역을 포함할 수 있다. 이들 이

종다량체의 발현은 동종이량체 Fc 영역 및 이종이량체 Fc 영역을 갖는 이종다량체의 혼합물을 생성할 수 있다.

그와 같은 혼합물은 또한 상기에서 명시된 바와 같이 전하-기반 정제 방법을 이용하여 분해될 수 있다. 이런 방

식으로 정제될 수 있는 예시적인 변이체에는 AAC3, AAC4, 및 AAC5가 포함된다.

6. 이종다량체의 평가

6.1 FcγR, FcRn 및 C1q 결합

특정 구현예에서, 원하는 특성만 유지되도록 하기 위해 생산된 면역글로불린의 Fc 활성이 측정된다. 시험관내

및/또는 생체내 세포독성 분석을 수행하여 CDC 및/또는 ADCC 활성의 감소/고갈을 확인할 수 있다. 효과기 기능

을 평가하는 방법은 [Jiang 등(2011) Nature Reviews Drug Discovery 10:101-111]에 기재된다. 예를 들면, Fc

수용체(FcR)  결합 분석을 수행하여 이종다량체에 FcγR  결합이 없지만(따라서 ADCC  활성이 없을 수 있지만)

FcRn 결합 능력을 보유함을 확인할 수 있다. ADCC를 매개하기 위한 주요 세포인 NK 세포는 FcγRIII만을 발현하

는 반면, 단핵구는 FcγRI, FcγRII 및 FcγRIII을 발현한다. 조혈 세포 상의 FcR 발현은 [Ravetch and Kinet,

Annu. Rev. Immunol 9:457-92(1991)]의 464 페이지 표 3에 요약된다. 관심 분자의 ADCC 활성을 평가하기 위한

시험관내 분석의 한 예는 미국 특허 번호 5,500,362 또는 5,821,337에 기재된다. 그와 같은 분석을 위해 유용한

효과기 세포에는 말초 혈액 단핵구(PBMC) 및 자연 살해(NK) 세포가 포함된다. 대안적으로 또는 추가로, 관심 분

자의 ADCC 활성은 생체내, 예를 들면 [Clynes 등 PNAS(USA) 95:652-656(1998)]에 개시된 것과 같은 동물 모델

에서 평가될 수 있다. C1q 결합 분석을 또한 수행하여 이종다량체가 C1q에 결합할 수 없고 이에 따라 CDC 활성

이  없음을  확인할  수  있다.  보체  활성화를  평가하기  위해,  예를  들면  [Gazzano-Santoro  등,  J.  Immunol.

Methods 202:163(1996)]에 기재된 CDC 분석을 수행할 수 있다. FcRn 결합 및 생체내 청소능/반감기 결정을 또한

당해기술에 공지된 방법을 이용해서 수행할 수 있다.

FcγR 및 C1q 결합은 또한 표면 플라즈몬 공명(SPR), 또는 ELISA-기반 방법에 의해 측정할 수 있다. FcγR 결합

은 또한 FACS(형광 활성화된 세포 분류)에 의해 측정할 수 있다. 상업적으로 이용가능한 것도 FcγR 또는 C1q에

대해 결합하는 이종다량체의 능력을 측정하기 위해 사용할 수 있다. 

6.2 안정성

이종다량체의 열적 안정성은 당해기술에 공지된 방법에 따라 결정될 수 있다. IgG Fc 작제물의 용융 온도는 그

열적 안정성을 시사한다. IgG Fc 작제물의 용융점은 기술, 예컨대 시차주사열량측정(Chen 등(2003) Pharm Res

20:1952-60; Ghirlando 등(1999) Immunol Lett 68:47-52)을 이용해서 측정될 수 있다. 대안적으로, IgG Fc 작

제물의 열적 안정성은 원형 2색성(Murray 등(2002) J. Chromatogr Sci 40:343-9)을 이용해서 측정될 수 있다. 

모 CH2 도메인의 Tm을 결정하기 위한 방법론은 당해기술에 널리 기재되어 있다(예를 들면 Ionescu 등(2008) J

Pharm Sci 97(4):1414-26 참고). 요약하면, IGG1의 Fc 영역의 용융은 두 전이를 생산한다: 하나는 CH2 도메인

의 용융에 대한 것이며, 또 하나는 CH3 도메인에 대한 것이다. 이들 전이는 존재하는 Fab와 무관하지만, Fab 전

이에 의해 차단될 수 있다. 전형적으로, IGG1 Fc의 용융은 CH2 도메인에 대해 71℃의 Tm을 갖는 전이 및 CH3 도
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메인에 대해 82℃의 Tm을 갖는 전이를 제공한다. CH2 도메인의 Tm은 그 당화 상태, 힌지 영역의 성질, 및 CH3

도메인의 고유 안정성에 의해 영향을 받는다. 비당화 및 탈당화는 CH2 도메인의 Tm을 10℃만큼 감소시키는 것으

로 알려져 있다. 힌지 디설파이드의 제거는 CH2 도메인의 Tm을 10℃ 초과만큼 감소시키는 것으로 알려져 있다.

그 안정성을 CH2 도메인에 비해 감소시키는 CH3 도메인에 대한 변화는 CH2 도메인의 Tm에 변화를 일으킬 수 있

지만, 그 효과는 예측하기 더 어렵다. 

7. 약제학적 조성물

본 발명은 또한, 본 발명에 따른 이종다량체를 포함하는 약제학적 조성물을 제공한다. 그와 같은 조성물은 치료

적으로 효과적인 양의 이종다량체 및 약제학적으로 허용가능한 캐리어를 포함한다. 특정한 구현예에서, 용어 "

약제학적으로 허용가능한"은 연방 또는 주 정부의 규제 기관에 의해 승인되거나 U.S. 약전 또는 동물, 더 상세

하게는 인간에서 사용을 위해 일반적으로 인식된 다른 약전에 기재됨을 의미한다. 용어 "캐리어"는 치료제가 함

께 투여되는 희석제, 아쥬반트, 부형제, 또는 비히클을 나타낸다. 그와 같은 약제학적 캐리어는 멸균된 액체,

예컨대 물 및 오일, 예컨대 석유, 동물, 식물성 또는 합성 기원의 오일, 예컨대 땅콩 오일, 대두 오일, 미네랄

오일, 참께 오일 등일 수 있다. 약제학적 조성물이 정맥내로 투여되는 경우, 물이 바람직한 캐리어이다. 염수

용액 및 수성 덱스트로오스 및 글리세롤 용액도 액체 캐리어로서, 특히 주사 용액을 위해 사용될 수 있다. 적합

한 약제학적 부형제에는 전분, 글루코오스, 락토오스, 수크로오스, 젤라틴, 맥아, 쌀, 밀가루, 백악, 실리카

겔, 나트륨 스테아레이트, 글리세롤 모노스테아레이트, 탈크, 염화 나트륨, 탈지분유, 글리세롤, 프로필렌, 글

리콜, 물, 에탄올 등이 포함된다. 원하는 경우, 조성물은 또한 소량의 수화제 또는 유화제, 또는 pH 완충제를

함유할 수 있다. 이들 조성물은 용액, 서스펜션, 에멀젼, 정제, 알약, 캡슐, 분말, 지속 방출 제형 등의 형태를

취할 수 있다. 조성물은 전통적 결합제 및 캐리어, 예컨대 트리글리세라이드와 함께, 좌약으로 제형화될 수 있

다. 경구 제형에는 표준 캐리어, 예컨대 약품 등급의 만니톨, 락토오스, 전분, 마그네슘 스테아레이트, 나트륨

사카린, 셀룰로오스, 마그네슘 카보네이트 등이 포함될 수 있다. 적합한 약제학적 캐리어의 예는 ["Remington's

Pharmaceutical Sciences" by E. W. Martin]에 기재되어 있다. 그와 같은 조성물은 환자에게 적당한 투여 형태

를 제공하기 위해, 치료적으로 효과적인 양의 화합물을, 바람직하게는 정제된 형태로, 적합한 양의 캐리어와 함

께 함유할 것이다. 제형은 투여 방식에 적합해야 한다.

특정 구현예에서, 이종다량체를 포함하는 조성물은 인간에 대한 정맥내 투여를 위해 채용된 약제학적 조성물로

서 일상적인 절차에 따라 제형화된다. 전형적으로, 정맥내 투여를 위한 조성물은 멸균된 등장의 수성 완충제 중

용액이다. 필요한 경우, 조성물에는 또한 주사 부위에서의 통증을 완화하기 위한 국소 마취약, 예컨대 리그노카

인 및 가용화제가 포함될 수 있다. 일반적으로, 성분은 단위 투여 형태, 예를 들면 동결건조된 건조 분말로 또

는 무수 농축물로, 무수 밀봉 용기, 예컨대 활성제의 양을 나타내는 앰풀 또는 샤세트 중에 별도로 또는 함께

혼합하여 공급된다. 조성물이 주입에 의해 투여될 경우, 멸균 약품 등급 물 또는 염수를 함유하는 주입 병으로

분배될 수 있다. 조성물이 주사로 투여되는 경우, 성분이 투여 전에 혼합될 수 있도록 주사용 멸균수 또는 염수

앰풀이 제공될 수 있다.

특정 구현예에서, 본원에 기재된 조성물은 중성 또는 염 형태로 제형화된다. 약제학적으로 허용가능한 염에는

음이온으로 형성된 것들, 예컨대 염산, 인산, 아세트산, 옥살산, 타르타르산 등으로부터 유도된 것들, 및 양이

온으로 형성된 것들, 예컨대 나트륨, 칼륨, 암모늄, 칼슘, 제이철 하이드록사이드 이소프로필아민, 트리에틸아

민, 2-에틸아미노 에탄올, 히스티딘, 프로카인 등으로부터 유도된 것들이 포함된다.

치료적 단백질의 비정상적인 발현 및/또는 활성과 연관된 질환 또는 장애의 치료, 억제 및 예방에서 효과적일

본원에 기재된 조성물의 양은 표준 임상 기술에 의해 결정될 수 있다. 또한, 최적의 투여량 범위의 확인을 돕기

위해 시험관내 분석이 임의로 이용될 수 있다. 제형에서 이용될 정확한 용량은 또한 투여 경로, 및 질환 또는

장애의 심각성에 근거할 것이며, 의사의 판단 및 각 환자의 상황에 따라 결정되어야 한다. 효과적인 용량은 시

험관내 또는 동물 모델 평가 시스템으로부터 유도된 용량-반응 곡선으로부터 외삽된다.

8. 치료 방법/용도

임의의 상기 기재된 방법에 의해 생성된 이종다량체는 세포, 조직, 기관, 유체, 또는 일반적으로 숙주에서 인간

질환 또는 특정 병태를 진단하거나, 치료하거나, 검출하거나, 조정하기 위해 사용될 수 있다. 본원에서 교시된

바와 같이, Fc 감마 수용체 결합 및 명시된 효과기 기능을 감소시키거나 제거하기 위한, 그러나 이종다량체가

원래 표적 특성을 보유하는 항체, Fc-융합 단백질, 또는 Fc 단편의 Fc 영역의 변형은 더 우수한 활성 스펙트럼,

생체물리학적 특성, 안정성 및 숙주 신체에서 지속되는 능력을 갖는 항체 및 IgG Fc 작제물을 제공한다.
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본 발명에 의해 제공된 조성물을 이용하여 치료에 잘 받아들여질 수 있는 질환 또는 병태에는 비제한적으로 하

기가 포함된다: 신경적 장애, 예컨대 비제한적으로 알츠하이머병 및 신경병성 통증; 피부과 질환; 대사성 질환;

골관절염; 및 화상 또는 부상으로 일어나는 상태; 심혈관 장애, 예컨대 비제한적으로 심근경색증, 울혈성 심장

기능상실, 뇌졸중, 허혈성 뇌졸중, 및 출혈뿐만 아니라 일반적인 면역 매개 장애, 예컨대 류마티스성 질환, 건

선, 및 경피증.

일 구현예에서, 본 발명에 따른 이종다량체는 FcγR 매개된 효과기 기능으로 일어나는 이들 분자의 고갈이 유해

효과를 갖는 세포 표면 분자를 표적화하기 위해 항체가 사용되는 질환의 치료에서 사용된다.

일 구현예에서, 본 발명에 따른 이종다량체는 그것의 표적과 면역 복합체를 형성하는 항체에 대해 안전성 지수

를 개선하기 위해 사용된다. 

[Strohl, WR and Strohl LM, "Antibody Fc engineering for optimal antibody performance" In Therapeutic

Antibody Engineering, Cambridge: Woodhead Publishing(2012), pp 225-249]는 질환 치료를 위해 FcγR- 및 보

체-매개된 효과기 기능이 없는 항체 사용의 이점의 설명을 제공한다. 본 발명에 따른 IgG Fc 작제물을 포함하는

이종다량체는 질환 치료를 위해 FcγR- 및 보체-매개된 효과기 기능이 없는 항체의 제조에 유용함이 고려된다. 

9. 키트

본 발명은 추가로 하나 이상의 이종다량체를 포함하는 키트를 제공한다. 키트의 개별 성분은 별도 용기에 포장

되고 그와 같은 용기와 연관될 것이고, 제조, 사용 또는 판매 당국에 의한 승인을 반영하는 고지인 의약품 또는

생물학적 제품의 제조, 사용 또는 판매를 규제하는 정부 당국에 의해 규정된 형태의 고지일 수 있다. 키트는 임

의로 이종이량체 페어에 대한 사용 방법 또는 투여 레지멘을 개요하는 설명서 또는 지침을 함유할 수 있다.

키트의 하나 이상의 성분이 용액, 예를 들면 수용액, 또는 멸균 수용액으로 제공되는 경우, 용기 수단은 자체가

그로부터 용액이 대상체에 투여되거나 적용될 수 있고 키트의 다른 성분과 혼합될 수 있는 흡입제, 주사기, 피

펫, 점안기, 또는 다른 그와 같은 유사 장치일 수 있다.

키트의 성분은 또한 건조된 또는 동결건조된 형태로 제공될 수 있고, 키트는 동결건조된 성분의 재구성을 위해

적합한 용매를 추가로 함유할 수 있다. 용기의 수 또는 유형과 무관하게, 본 발명의 키트는 또한 환자에 대한

조성물의 투여를 보조하기 위한 기기를 포함할 수 있다. 그와 같은 기기는 흡입제, 비강 스프레이 디바이스, 주

사기, 피펫, 겸자, 계측 스푼, 점안기 또는 유사한 의료적으로 승인된 전달 비히클일 수 있다.

본원에 기재된 실시예 및 구현예는 단지 예시적 목적을 위한 것이고, 이들의 견지에서 다양한 변형 또는 변화가

당해기술의 숙련가에게 제시될 것이며, 본 출원의 사상 및 범위 그리고 첨부된 청구범위의 범위 내에 포함될 것

임이 이해된다. 

실시예

아래의 실시예는 본 발명의 실시를 예시하기 위해 주어진다. 이들은 본 발명의 전체 범위를 제한하거나 한정하

기 위한 것이 아니다.

실시예 1: 항체 작제물(이종다량체)의 제조 및 발현

하기 항체 작제물을 제조하였다. 모든 항체 작제물은 아미노산 돌연변이를 포함하지 않는 CH3 도메인에 비해 증

가된 안정성을 가지는 이종이량체 Fc 도메인의 형성을 촉진하기 위해 도입된 중쇄 CH3 도메인 내 하기 부가된

변형을 포함하는 야생형 항-Her2 항체 트라스투주맙의 서열에 기반하였다(도 5, 야생형 트라스투주맙 중쇄 아미

노산 서열에 대해 서열식별번호:2, 야생형 트라스투주맙 경쇄 서열에 대해 서열식별번호:3 참고). 

사슬 A: T350V/L351Y/S400E/F405A/Y407V, 및 

사슬 B: T350V/T366L/N390R/K392M/T394W

상기 변형을 포함하는 상기 작제물은 v791로 불린다. 본원에 기재된 모든 서열은 EU 넘버링 시스템을 이용해서

넘버링된다.

표 A1에 나타낸 중쇄의 CH2 도메인 및 힌지 영역 내에 아미노산 변형을 포함하는 추가 변이체를, v791에 기반하

여 구축하였다. 모든 변이체는 서열식별번호: 67(아미노산) 및/또는 서열식별번호:34(DNA)에 나타낸 트라스투주

맙 경쇄 서열을 포함하였다.
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표 A1: 트라스투주맙에 기반한 비대칭 항체 작제물

1051은 [Strohl(2009) Current Opinion in Biotechnology 20:685-691]에 기재된 대조군 변이체이다. 

AAC1은 1051의 비대칭 버전인 또 하나의 대조군 변이체이며, 여기서 하나의 중쇄만 L234/L235 이중 돌연변이를

갖는다.

AAC2-AAC8은 비대칭 설계이다.

항체 및 대조군을 하기와 같이 클로닝하고 발현하였다. v791은 표준 방법을 이용한 부위 지향적 돌연변이유발에

의해 제조하였다. 최종 DNA를 벡터 pTT5(국제 특허 공개 번호 WO 2009/137911 참고) 내로 서브-클로닝하였다.

발현은 2mL 또는 50mL 또는 500mL CHO 3E7 세포에서 수행하였다. CHO 세포를 2.5:1의 PEI:DNA 비로(Raymond C.

등  A  Simplified  polyethyleneimine-mediated  transfection  process  for  large-scale  and  high-throughput

applications. Methods. 55(1):44-51(2011)) 수성 1mg/mL 25kDa 폴리에틸렌이민(PEI, Polysciences)을 이용해

서 지수 성장상(1.5 내지 2 백만 개 세포/mL)에서 형질감염시켰다. 이종이량체를 형성하기 위한 최적 농도 범위

를 결정하기 위해, DNA를 이종이량체 형성을 허용하는 중쇄 A(HC-A), 경쇄(LC), 및 중쇄 B의 최적 DNA 비(예를

들면 HC-A/HC-B/LC  비 =  25:25:50%)로 형질감염시켰다. 형질감염된 세포를 4000rpm에서 원심분리하고 0.45㎛

필터를 이용해서 정화한 후 배양 배지 수집과 더불어 5-6일 후 수확하였다.

정제 프로토콜: 정화된 배양 배지를 MabSelect SuRe(GE Healthcare) 단백질-A 칼럼 상에 로딩하고 pH 7.2에서

10 칼럼 용적의 PBS 완충제로 세정하였다. 항체를 pH 3.6에서 10 칼럼 용적의 시트레이트 완충제로 용출하고,

항체를 함유하는 풀링된 분획을 pH 11에서 TRIS로 중화하였다. 단백질-A 정제된 항체를 겔 여과(SEC)에 의해 추

가 정제하였다. 겔 여과를 위해, 3.5mg의 항체 혼합물을 1.5mL로 농축하고, 1mL/분의 유속으로 AKTA Express

FPLC를 통해 Sephadex 200 HiLoad 16/600 200 pg 칼럼(GE Healthcare) 상에 로딩하였다. pH 7.4에서 PBS 완충

제를 1mL/분의 유속으로 사용하였다. 정제된 항체에 상응하는 분획을 수집하고, ~1mg/mL로 농축하여 -80℃에서

보관하였다.
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표 A2는 다양한 샘플에 대한 발현 수율을 요약한다.

*n/d = 결정되지 않음

대다수의 샘플은 WT 또는 대조군과 유사한 발현 수준을 나타내었다.

실시예 2: 트라스투주맙에 기반한 비대칭 항체 작제물은 FcγR에 결합하지 않음

FcγRIIaH, FcγRIIaR, FcγRIIb FcγRIIIaF, FcγRIIIaV, 및 FcγRIa에 결합하는 비대칭 항체 작제물의 능력

을 표면 플라즈몬 공명(SPR)에 의해 평가하였다.

항체 Fc에 대한 FcγRs의 친화도를 pH 7.4에서 0.05% Tween 20 및 10mM HEPES, 150mM NaCl, 3.4mM EDTA를 이용

해서 25℃에서 ProteOn XPR36을 이용하여 SPR에 의해 측정하였다. 켄칭된 잔여 활성기로 대략 3000 공명 단위

(RUs)가 고정될 때까지 25㎕/분으로 10mM NaOAc(pH 4.5) 중 4.0㎍/mL을 주입하여 재조합 HER-2를 활성화된 GLM

센서칩 상에 포획하였다. 안정한 기준선을 구축하기 위해 완충제 주입 후 240s동안 25㎕/분으로 주입한 경우(대

략 500RUs 생성) 40㎍/mL의 정제된 HER-2/neu-기반 항체가 간접적으로 포획되었다. FcγRs를 180s 해리상과 더

불어 120s 동안 60㎕/분으로 주입하여 결합 센소그램 세트를 수득하였다. 생성 kD 값을 2 또는 3회 독립 수행의

평균으로 보고된 값을 이용해서 평형 핏 모델을 이용한 결합 등온선으로부터 결정하였다.

SPR에 의해 결정되는, 각각의 변이체에 있어서의 WT에 대한 시험관내 결합 Ka 비를 표 B에 나타낸다. 

표 B: 야생형 트라스투주맙에 대한 Fcγ 수용체로의 결합을 위한 SPR Ka 비

*n/d = 결정되지 않음

1. 2ah의 Kd는 0.48μM이었다. 수용체를 10μM에서 분석하였다. LOW는 Kd >>10μM임을 의미하며, NB는 Kd>>100

μM을 의미하고, 여기서 >>는 "보다 훨씬 더 큰" 것을 의미한다.

2. 2ar의 Kd는 0.87μM이었다. 수용체를 10μM에서 분석하였다. LOW는 Kd >>10μM임을 의미하며, NB는 Kd>>100
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μM을 의미한다.

3. 2b의 Kd는 3.4μM이었다. 수용체를 10μM에서 분석하였다. LOW는 Kd >>10μM임을 의미하며, NB는 Kd>>100μ

M을 의미한다.

4. 3af의 Kd는 1.9μM이었다. 수용체를 6μM에서 분석하였다. LOW는 Kd >>6μM임을 의미하며, NB는 Kd>>60μM

을 의미한다.

5. 3av의 Kd는 0.60μM이었다. 수용체를 6μM에서 분석하였다. LOW는 Kd >>6μM임을 의미하며, NB는 Kd>>60μM

을 의미한다.

6. 1a의 Kd는 0.65 nM이었다. 수용체를 30 nM에서 분석하였다. LOW는 Kd >>30 nM임을 의미하며, NB는 Kd>>300

nM을 의미한다.

모든 변이체는 모든 수용체에 대해 크게 감소된 결합을 나타내었다. 대개의 경우, 결합은 저친화도로 인해 검출

불가능하거나 정량불가능하였다.

실시예 3: 트라스투주맙에 기반한 비대칭 항체 작제물은 C1q에 결합하지 않음

비대칭 항체 작제물의 C1q에 결합하는 능력을 하기와 같이 평가하였다. 인간 C1q는 GenWay Biotech(San Diego,

CA)에서 구매하였다. 항체의 SPR 칩 고정화는 실시예 2에 기재된 바와 같았다. 30nM C1q를 또한 실시예 2에 기

재된 표준 프로토콜을 이용해서 HER2 SPR 표면 상에 포획된 mAb 변이체에 걸쳐 주입하였다. 결과를 아래 표 C에

나타낸다.

표 C: C1q 결합 분석의 결과

1. C1q는 6:1의 잠재적 화학양론 mAb:C1q를 갖는 이종삼량체의 헥사머이다. 결합 동력학은 매우 복잡하였고, 적

절한 Kd를 결정할 수 없었다. 수용체를 30 nM에서 평가하였다. '부분'은 감소된 결합을 의미하며, 'NB'는 검출

불가능한 결합을 의미한다.

모든 변이체는 C1q에 대해 감소되었지만 검출가능한 결합을 나타낸 AAC1을 제외하고, C1q에 대해 검출불가능한

결합을 나타내었다.

실시예 4: 트라스투주맙에 기반한 비대칭 항체 작제물은 FcRn에 결합함

비대칭 항체가 FcRn에 결합하는 능력을 하기와 같이 SPR에 의해 평가하였다.

SPR 칩 포획 표면을 염소 항-hIgG 다클론성 항체로 제조하였다. 변이체를 수직선 상에서 상청액으로부터 포획하

였다. 3x 희석 시리즈를 이용하여 최대 1μM의 FcRn 흐름을 수평선 상에서 흘렸다. pH 6에서의 중복 수행은 유

사한 결과를 생성하였다. pH 7.4에서 1회 수행하여 결합의 부재를 확인하였다. 결과를 아래 표 D에 나타낸다.
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표 D: FcRn 결합

*n/d = 결정되지 않음

1. FcRn 결합을 pH 6.5 및 7.4에서 측정하였다. pH 6.5에서 WT 결합을, 그리고 pH 7.4에서 검출불가능한 결합을

갖는 변이체를 '예'로 표시한다.

실시예 5: 비대칭 항체 작제물은 열적으로 안정함

비대칭 항체 작제물의 CH2 도메인의 열적 안정성을 하기와 같이 시차주사열량측정을 이용해서 결정하였다. 각각

의 항체 작제물을 실시예 1에 기재된 대로 정제하고, PBS 중 0.2 mg/mL로 희석하고, 총 400 ㎕를 VP-모세관

DSC(GE Healthcare)를 이용한 DSC 분석을 위해 사용하였다. 각각의 DSC 분석 시작 시, 5회 완충제 블랭크 주입

을 수행하여 기준선을 안정화하고, 참조를 위한 각각의 항체 작제물의 주입 전에 완충제 주입을 배치하였다. 각

각의 샘플을 저 피드백, 8초 필터, 5분 preTstat 및 70 psi 질소 압력을 이용해서, 60℃/hr 속도로 20℃부터

100℃까지 스캐닝하였다. 수득한 온도기록도를 Origin 7 소프트웨어를 이용해서 참조하고 분석하였다.

평가된 이종이량체에 대한 열적 언폴딩 곡선을 도 2에 나타낸다. 평가된 이종다량체의 용융 온도를 아래의 표 E

에 나타낸다.

표 E: 이종다량체의 열적 안정성

*n/d = 결정되지 않음

1. Tm 개시는 도 2의 온도기록도가 유의미하게 기준선을 초과하는 제1 지점으로 시각적으로 취했다.

2. Tm을 도 2에 나타낸 온도기록도의 제1 전이의 비-2 상태 모델을 이용한 디콘볼루션에 의해 측정하였다.

이들 결과는 수많은 설계가 대조군 WT와 비교하는 경우, 더 높은 Tm 개시 및 CH2 도메인의 Tm을 가짐을 시사한

다.

실시예 6: 트라스투주맙에 기반한 비대칭 항체 작제물의 정제

선택된 비대칭 항체 작제물을 하기와 같이 발현시키고 UPLC IEX(울트라 성능 액체 크로마토그래피 - 이온 교환

크로마토그래피)로 정제하였다.

변이체  791(WT  이종이량체),  AAC3(L234D/L235E[사슬  A]|L234K/L235K[사슬  B])  및  AAC5(L234D/L235E[사슬
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A]|E233K/L234K/L235K[사슬 B])의 사슬 A 및 사슬 B를 50 mL CHO 배양 중에 1:0(A), 1:1(C) 및 0:1(E)의 비로

발현하였다. 비 A 및 E는 각각 사슬 A 및 사슬 B의 동종이량체를 생산하였다. 모든 샘플을 단백질 A에 의해, 그

다음 UPLC  IEX  내로의 로딩 이전에 PBS 중 Superdex 200 16/600 칼럼을 이용하여 크기 배제 크로마토그래피

(SEC)에 의해 정제하였다. UPLC IEX를 하기 조건(pH 구배) 하에 수행하였다: 용매: A, 0.1 M NaH2PO4, pH 4.44;

B, 0.1 M Na2HPO4, pH 9.20; C, MilliQ 물; D, 0.5 M Na 아세테이트, pH 9.13(lot# 03-Dec-12). 초기 완충제:

18% A, 2% B, 68% C, 12% D = 20 mM NaPO4, 60 mM Na 아세테이트, pH ~5.9; 구배: 7.2 칼럼 용적 중 2% A, 18%

B, 68% C, 12% D = 20 mM NaPO4, 60 mM Na 아세테이트, pH ~7.9로. 유속: 0.3 ml/분. 온도: 30℃. 압력: ~4200

psi. 칼럼: Agilent BioMAb, 4.6 x 50 mm, 1.7 ㎛ 입자, SN USDJA01061. 

결과를 도 3A에 나타낸다. 동종이량체 또는 이종이량체에 상응하는 비 A, C, 및 E의 추적곡선을 라벨링하였다.

수행 시, 반복 분석을 또한 나타낸다. 

도 3A는 하부 힌지 영역 상 비대칭 전하의 도입이 더 낮은 수용체 결합(실시예 3) 및 더 높은 열적 안정성(실시

예 5)을 갖는 설계를 생성할 뿐만 아니라 이온 교환 크로마토그래피에 의해 동종이량체 불순물로부터 정제될 수

있음을 나타낸다. 

하나의 변이체, AAC4의 분리를 두 조건 하에 평가하였다. 이는 상술된 pH 구배 하에 또는 하기와 같은 염 구배

하에 용출되었다: 용매: A 0.1 M NaH2PO4, pH 4.44; B 0.1 M Na2HPO4, pH 9.20; C MilliQ 물; D 0.5 M NaCl.

초기 완충제: 18% A, 2% B, 68% C, 12% D = 20 mM NaPO4, 60 mM NaCl, pH ~5.9. 염 구배 7.2 칼럼 용적 중 18%

A, 2% B, 0% C, 80% D(= 20 mM NaPO4, 400 mM NaCl, pH ~5.9로.

결과를 도 3B에 나타낸다. 도면은 염 구배를 이용한 동종이량체 및 이종이량체의 분리가 pH 구배에서와 유사했

음을 나타낸다.

실시예 7: 트라스투주맙에 기반한 비대칭 항체 작제물은 SK-BR-3 세포에서 ADCC(항체-의존적 세포-매개 세포독

성)를 자극하지 않음

FcγR의 측정된 결합의 부재가 ADCC로 측정되는 효과기 기능 매개에서의 무능력으로 번역되는지를 평가하기 위

해 예시적인 변이체를 SK-BR-3 세포에서 ADCC를 자극하는 그 능력에 대해 평가하였다. SK-BR-3 세포는 이들의

표면 상에 HER2를 발현하며, 이에 따라 트라스투주맙에 결합하여, 트라스투주맙의 존재 하에 NK 세포 매개 ADCC

를 허용한다. 상기 분석에서의 AA6의 활성을 표 A에 기재된 대조군 변이체 및 양성 대조군 트라스투주맙에 대해

비교하였다. 

사용된 세포주: SK-BR-3 세포주(ATCC#HTB-30), NK92/CD16a(158V/V)  검출 디바이스: FlexStation3, Molecular

Devices. 

양성 대조군 항체: Herceptin™(트라스투주맙).

세포 배양. 냉동된 세포를 37℃ 수조 중에 바이알을 부드럽게 돌려 해동시켰다. 1-2분 후, 바이알 중 배지가 완

전히 녹았다. 바이알 외부를 70% 에탄올로 닦았다. 이어서 세포 현탁액을 15ml 원심관으로 옮긴 다음, 5ml의 예

비-가온 완전 배지를 첨가하였다. 500 g에서 3-5분 동안 원심분리 후, 상청액을 흡인하였다. 10ml의 완전 배지

를 첨가하고 세포를 몇 번 위 아래로 피펫팅하여 재현탁하였다. 세포 생존력을 트립판 블루 염색 방법으로 결정

하였다. 그 다음, 세포 현탁액을 플라스크 중에 접종하였다. 세포를 37℃, 5% CO2에서 밤새 인큐베이션하였다.

세포를 37℃/5% CO2에서 유지하고 ATCC로부터의 프로토콜에 따라 10% FBS가 보강된 적합한 배지로 규칙적으로

하위-배양하였다.

항체 샘플 및 표준을 건조 운송장치로 전달하고, 평가 전까지 -20℃에서 보관하였다. 샘플 및 표준을 얼음 상에

해동 후 4℃에서 보관하였다. 샘플 및 표준을 페놀 레드 비함유 MEM 배지(1% FBS 및 1% Pen/Strep으로 보강됨)

로 희석하고 평가에 적용하였다.

ADCC 분석 완충제는 98% 페놀 레드 비함유 MEM 배지, 1% Pen/Strep 및 1% FBS로 이루어졌다.

NK92/FcRγ3a(158V/V) 세포를 통상적으로 유지하였다.

표적 세포를 3분 동안 800 rpm에서 원심분리로 수확하고, 분석 배지로 한 번 세정하고, 원심분리하였다; 펠렛

위의 배지를 완전히 제거하였다. 세포를 분석 배지로 부드럽게 현탁하여 단일 세포 용액을 제조하였다. 표적 세

포 수를 4x 세포 스톡(50 ㎕ 분석 배지 중 10,000 개 세포)으로 조정하였다. 시험품을 관심 농도로 제조하였다.
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50 ㎕의 4x 표적 세포 스톡을 96-웰 분석 플레이트로 접종하고 50 ㎕의 4 x 샘플 희석제를 첨가했다. 플레이트

를  세포  배양  인큐베이터에서  30분  동안  실온에서  인큐베이션하였다.  100  ㎕의  효과기  세포(E/T=5:1,  즉,

50,000  개 효과기 세포/웰)을 부가하여 반응을 개시하고 교차 진탕에 의해 부드럽게 혼합하였다. Triton  X-

100을 효과기 세포가 없는 세포 대조군 및 최종 농도 1%의 항체에 부가하여 표적 세포를 용해시키고, 이것이 최

대 용해 대조군으로 작용하였다; 분석 완충제를 효과기 세포 및 항체가 없는 세포 대조군에 부가하였고, 이것이

최소 LDH 방출 대조군으로 작용하였다. 항체 존재를 포함하지 않고 효과기 세포와 인큐베이션된 표적 세포는 두

세포가 함께 인큐베이션되는 경우, 비-특이적 LDH 방출의 배경 대조군으로 설정하였다. 플레이트를 4-6 시간 동

안 37℃/5% CO2 인큐베이터에서 인큐베이션하였다. 세포 생존력을 LDH 키트로 분석하였다. OD492nm 및 OD650nm

에서의 흡광도 데이타를 Flexstation 3에서 측정하였다.

OD492nm 데이타를 공제한 배경(OD650nm)을 분석하여 LDH 방출을 연구하였다. 세포 용해 백분율을 식에 따라 계

산하였다:

세포 용해% = 100
*
 (1 - (샘플 데이타OD - 종양 세포 + 효과기 세포OD)/(최대 방출OD - 최소 방출OD))

결과를 도 4에 나타내고, 예시적인 이종다량체 AA6이 상기 분석에서 ADCC 활성을 침묵화할 수 있음을 시사한다.

실시예 8: 항-CD20 항체, 리툭시맙(이종다량체)에 기반한 항체 작제물의 제조 및 발현

하기 항체 작제물을 제조하였다. 모든 항체 작제물은 아미노산 돌연변이를 포함하지 않는 CH3 도메인에 비해 증

가된 안정성을 가지는 이종이량체 Fc 도메인의 형성을 촉진하기 위해 도입된 중쇄 CH3 도메인에 하기 부가된 변

형을 포함하는 야생형 항-CD20 항체 리툭시맙의 서열에 기반하였다(도 5, 야생형 리툭시맙 중쇄 아미노산 서열

에 대해 서열식별번호:4, 야생형 리툭시맙 경쇄 서열에 대해 서열식별번호:5 참고): 

사슬 A: T350V/L351Y/F405A/Y407V, 및

사슬 B: T350V/T366L/K392L/T394W

상기 돌연변이를 포함하는 상기 작제물은 v1261로 불린다.

표 F에 나타낸 중쇄의 CH2 도메인 및 힌지 영역에서 아미노산 변형을 갖는 v1261에 기반하여 추가 변이체를 구

축하였다. 모든 변이체는 서열식별번호: 68(아미노산) 및 또는 서열식별번호:69(DNA)에 나타낸 경쇄 서열을 추

가로 포함한다.
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표 F: 리툭시맙에 기반한 비대칭 항체 작제물

항체 및 대조군을 하기와 같이 클로닝하고 발현하였다. V1261을 표준 방법을 이용해서 부위 지향적 돌연변이유

발에 의해 제조하였다. 최종 DNA를 벡터 pTT5(국제 특허 공개 번호 WO 2009/137911 참고) 내로 서브-클로닝하였

다. 발현을 50mL 또는 250mL CHO 3E7 세포 중에 수행하였다. CHO 세포를 PEI:DNA 비 2.5:1로 지수 성장상(1.5

내지  2  백만  개  세포/mL)에  수성  1mg/mL  25kDa  폴리에틸렌이민(PEI,  Polysciences)으로  형질감염시켰다

(Raymond C. 등 A simplified polyethylenimine-mediated transfection process for large-scale and high-

throughput application. Methods. 55(1):44-51(2011)). DNA를 중쇄 A(HC-A), 경쇄(LC), 및 중쇄 B의 DNA 비

(HC-A/HC-B/LC 비 = 30:30:40%)로 형질감염시켰다. 형질감염된 세포를 4000rpm에서 원심분리 후 수집된 배양배

지로 5-6일 후 수확하고 0.45㎛ 필터를 이용해서 정화하였다.

정제 프로토콜: 정화된 배양 배지를 MabSelect  SuRe(GE  Healthcare)  단백질-A 칼럼 상에 로딩하고 pH 7.2의

PBS 완충제 10 칼럼 용적으로 세정하였다. 항체를 pH 3.6의 시트레이트 완충제 10 칼럼 용적으로 용출하고, 항

체를 함유하는 풀링된 분획을 pH 11에서 TRIS로 중화하였다. 단백질-A 정제된 항체를 겔 여과(SEC)로 추가 정제

하였다. 겔 여과를 위해, 3.5mg의 항체 혼합물을 1.5mL로 농축하고 1 mL/분의 유속으로 AKTA Express FPLC를

통해 Sephadex 200 HiLoad 16/600 200 pg 칼럼(GE Healthcare) 상에 로딩하였다. pH 7.4의 PBS 완충제를 1 mL/

분의 유속으로 사용하였다. 정제된 항체에 상응하는 분획을 수집하고, ~1mg/mL로 농축하여 -80℃에서 보관하였

다.

발현 수율은 하기와 같다:
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표 G: 발현 수율

수율의 배치 별 변동성을 고려하여, 모든 샘플은 대조군 WT 리툭시맙에 필적하는 수준으로 잘 발현되었다.

실시예 9: 리툭시맙에 기반한 비대칭 항체 작제물은 FcγR 에 결합하지 않음

리툭시맙에 기반한 비대칭 항체 작제물의 FcγRIIaH, FcγRIIaR, FcγRIIb FcγRIIIaF, 및 FcγRIIIaV에 결합

하는 능력을 표면 플라즈몬 공명(SPR)으로 평가하였다.

FcγR의 항체 Fc에 대한 친화도를 pH 7.4에서 0.05% Tween 20 및 3.4mM EDTA를 함유하는 PBS를 수행 완충제로

25℃에서 ProteOn XPR36을 이용한 SPR에 의해 측정하였다. 염소 다클론성 항-IgG 항체를 대략 3000 공명 단위

(RUs)에 도달할 때까지 25㎕/분으로 10mM NaOAc(pH 4.5) 중 4.0 ㎍/mL을 주입하여 NHS/EDC 활성화된 GLC 센서

칩 상에 고정한 다음 잔여 활성기를 에탄올아민으로 켄칭하였다. 40 ㎍/mL의 정제된 리툭시맙-기반 항체를 리간

드 방향으로 240s 동안 25㎕/분으로 주입하여(대략 500RUs 포획 생성) 간접적으로 포획한 뒤 완충제를 주입하여

분석물 방향으로 안정한 기준선을 구축하였다. 이후 FcγRs를 180s 해리상과 함께 120s 동안 50 ㎕/분으로 주입

하여 결합 센소그램 세트를 수득하였다. 생성 Kd(친화도) 값을 Proteon 매니저 소프트웨어에서 평형 핏 모델을

이용하여 이중-참조된 센소그램으로부터 결정하였다. 값을 2 또는 3회 독립 수행의 평균으로 보고하였다.

SPR로 결정된, 각각의 변이체에 있어서의 WT에 대한 시험관내 결합 Ka 비를 표 H에 나타낸다. 

표 H: 야생형 트라스투주맙에 대한 Fcγ 수용체로의 결합에 대한 SPR Ka 비

대조군 WT 리툭시맙 1261 상에 돌연변이를 유발하는 이종이량체는 동종이량체 WT 트라스투주맙에 비해 수용체에

대한 친화도를 미미하게 상승시켰다. 돌연변이를 유도하는 이종이량체를 함유하는 돌연변이체는 Fcγ 수용체에

대해 크게 감소된 또는 검출불가능한 결합을 나타내었다.

실시예 10: 리툭시맙에 기반한 비대칭 항체 작제물은 열적으로 안정함

리툭시맙에 기반한 비대칭 항체 작제물의 CH2 도메인의 열적 안정성을 하기와 같이 시차주사열량측정을 이용하

여 결정하였다. 각각의 항체 작제물을 실시예 8에 기재된 바와 같이 정제하고, PBS 중 0.2 mg/mL로 희석하고,
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총 400 ㎕를 VP-모세관 DSC(GE  Healthcare)를 이용하여 DSC 분석을 위해 사용하였다. 각각의 DSC 분석 시작

시, 5회의 완충제 블랭크 주입을 수행하여 기준선을 안정화하고, 완충제 주입을 참조를 위해 각각의 항체 작제

물 주입 전에 배치하였다. 각각의 샘플을 로우 피드백, 8 초 필터, 5 분 preTstat, 및 70 psi 질소 압력을 이용

해서, 60℃/hr 속도로 20℃부터 100℃까지 스캐닝하였다. 수득한 온도기록도를 참조하고 Origin 7 소프트웨어를

이용해서 분석하였다. 

평가된 이종다량체의 용융 온도를 아래 표 I에 나타낸다.

표 I: 이종다량체의 열적 안정성

1. 제1 전이에는 리툭시맙 FAB 및 CH2 도메인 둘 다의 언폴딩이 포함되었다. Tm을 제1 전이의 비-2 상태 모델을

이용한 디콘볼루션에 의해 측정하였다.

이들 결과는 수많은 설계가 대조군 WT에 비해 더 높은 Tm 개시 및 CH2 도메인의 Tm을 가짐을 나타낸다. 

실시예 11: 리툭시맙에 기반한 비대칭 항체 작제물은 Daudi 세포에서 ADCC를 자극하지 않음

선택된 변이체를 FcγR의 측정된 결합의 부재가 ADCC에 의해 측정된 효과기 기능을 매개하는 무능으로 번역되는

지를 평가하기 위해 Daudi 세포에서 ADCC를 자극하는 이들의 능력에 대해 평가하였다. Daudi 세포는 이들의 표

면 상에 CD20을 발현하고, 이에 따라 리툭시맙에 결합하여, NK 세포가 리툭시맙의 존재 하에 ADCC를 매개할 수

있게 한다. 상기 분석에서 선택된 변이체의 활성을 표 F에 기재된 대조군 리툭시맙 변이체 및 상업적으로 수득

되는 리툭시맙과 비교하였다.

사용된 세포주:  Daudi  세포주(ATCC,  Cat#  CCL-213),  NK92/CD16a(158V/V) 검출 디바이스:  FlexStation3,

Molecular Devices. 

양성 대조군 항체: 리툭시맙.

세포 배양. 냉동된 세포를 37℃ 수조 중에 바이알을 부드럽게 돌려 해동시켰다. 1-2분 후, 바이알 중 배지가 완

전히 녹았다. 바이알 외부를 70% 에탄올로 닦았다. 이어서 세포 현탁액을 15ml 원심관으로 옮긴 다음, 5ml의 예

비-가온 완전 배지를 첨가하였다. 500 g에서 3-5분 동안 원심분리 후, 상청액을 흡인하였다. 10ml의 완전 배지

를 첨가하고 세포를 몇 번 위 아래로 피펫팅하여 재현탁하였다. 세포 생존력을 트립판 블루 염색 방법으로 결정

하였다. 그 다음, 세포 현탁액을 플라스크 중에 접종하였다. 세포를 37℃, 5% CO2에서 밤새 인큐베이션하였다.

세포를 37℃/5% CO2에서 유지하고 ATCC로부터의 프로토콜에 따라 10% FBS가 보강된 적합한 배지로 규칙적으로

하위-배양하였다.

항체 샘플 및 표준(리툭시맙)을 건조 운송장치로 전달하고, 평가 전까지 -20℃에서 보관하였다. 샘플 및 표준은

얼음 상에 해동 후 4℃에 보관하였다. 샘플 및 표준을 페놀 레드 비함유 MEM 배지(1% FBS 및 1% Pen/Strep으로

보강됨)로 희석하고 평가에 적용하였다.

ADCC 분석 완충제는 98% 페놀 레드 비함유 MEM 배지, 1% Pen/Strep 및 1% FBS로 이루어졌다.

NK92/FcRγ3a(158V/V) 세포를 통상적으로 유지하였다.

표적 세포를 3분 동안 800 rpm에서 원심분리로 수확하고, 분석 배지로 한 번 세정하고, 원심분리하였다; 펠렛

위의 배지를 완전히 제거하였다. 세포를 분석 배지로 부드럽게 현탁하여 단일 세포 용액을 제조하였다. 표적 세
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포 수를 4x 세포 스톡(50 ㎕ 분석 배지 중 10,000 개 세포)으로 조정하였다. 시험품을 관심 농도로 제조하였다.

50 ㎕의 4x 표적 세포 스톡을 96-웰 분석 플레이트로 접종하고 50 ㎕의 4x 샘플 희석제를 첨가했다. 플레이트를

세포 배양 인큐베이터에서 30분 동안 실온에서 인큐베이션하였다. 100 ㎕의 효과기 세포(E/T=5:1, 즉, 50,000

개 효과기 세포/웰)을 부가하여 반응을 개시하고 교차 진탕에 의해 부드럽게 혼합하였다. Triton X-100을 효과

기 세포가 없는 세포 대조군 및 최종 농도 1%의 항체에 부가하여 표적 세포를 용해시키고, 이것이 최대 용해 대

조군으로 작용하였다; 분석 완충제를 효과기 세포 및 항체가 없는 세포 대조군에 부가하였고, 이것이 최소 LDH

방출 대조군으로 작용하였다. 항체 존재를 포함하지 않고 효과기 세포와 인큐베이션된 표적 세포는 두 세포가

함께 인큐베이션되는 경우, 비-특이적 LDH 방출의 배경 대조군으로 설정되었다. 플레이트를 4-6 시간 동안 37℃

/5% CO2 인큐베이터에서 인큐베이션하였다. 세포 생존력을 LDH 키트로 분석하였다. OD492nm 및 OD650nm에서의

흡광도 데이타를 Flexstation 3에서 측정하였다.

OD492nm 데이타를 공제한 배경(OD650nm)을 분석하여 LDH 방출을 연구하였다. 세포 용해 백분율을 식에 따라 계

산하였다:

세포 용해% = 100
*
 (1 - (샘플 데이타OD - 종양 세포 + 효과기 세포OD)/(최대 방출OD - 최소 방출OD))

결과를 도 6에 나타내며, 모든 변이체는 크게 감소되거나 검출불가능한 ADCC 활성을 나타냈음을 시사한다.

하기 표는 결과를 요약한다:

표 J: 변이체의 ADCC 활성

*n/d = 결정되지 않음

KO 변이체는 크게 감소된 ADCC 용해 활성을 나타내었고, 많은 변이체에 있어서 활성이 전혀 검출되지 않았다.

실시예 12: 리툭시맙에 기반한 비대칭 항체 작제물은 Daudi 세포에서 CDC(보체-의존적 세포독성)를 감소시킴

C1q에 결합하는 이들의 능력은 평가되지 않았지만, 선택된 변이체를 평가하여 Daudi 세포에서 CDC를 매개할 수

있는지를 결정하였다. 상기 분석에서 선택된 변이체의 활성을 표 F에 기재된 대조군 리툭시맙 변이체 및 상업적

으로 수득된 리툭시맙과 비교하였다.

사용된 세포주: Daudi  세포주(ATCC,  Cat#  CCL-213),  NK92/CD16a(158V/V).  검출 디바이스: F  PHERAstarPlus,

BMG Labtech. 양성 대조군 항체: 리툭시맙.

세포 배양. Daudi 세포를 원심분리에 의해 수확하고, 펠렛을 분석 완충제로 1회 세정하였다. 생존 세포를 트립

판 블루 염료로 카운트하였다. 세포 집단은 분석에 대해 >99% 생존력만을 허용하였다. 세포 농도를 조정하고,

5,000 개 세포를 20 ㎕ CDC 완충제에 접종하였다. 10 ㎕의 희석된 샘플을 첨가하였다(3개씩, 600 nM부터 1:10씩

감소하는 희석율의 8개 농도). 샘플 및 리툭산 대조군을 30분 동안 실온에서 인큐베이션하였다. 10 ㎕ NHS(10%

최종 농도/40 ㎕ 반응 용적)를 각 웰에 첨가하여 CDC 분석을 개시하였다. 플레이트를 2 시간 동안 37℃/5% CO2

인큐베이터에서 인큐베이션하였다. 세포 생존력 평가를 CellTiter-Glo® 발광 세포 생존력 분석 키트로 수행하

였다. 발광을 PHERAStar Plus 상에서 판독하고, 상대 광 단위 데이타를 기록하였다.

데이타 분석

세포 용해 백분율을 하기 식으로 계산하였다:

세포 용해% = 100 x (1 - (샘플RLU)/(세포 + NHS RLU) (식 중, NHS는 일반 인간 혈청을 나타냄).
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결과를 도 7에 나타내며, 모든 샘플이 유의미하게 더 낮은 CDC 활성을 나타내었음을 시사한다.

표 K: 변이체의 CDC 활성

]

*n/d = 결정되지 않음

KO 변이체는 크게 감소된 CDC 용해 활성을 나타내었다.

실시예에서 사용된 시약은 상업적으로 이용가능하거나 당해기술에서 공지된 상업적으로 이용가능한 기기장치,

방법, 또는 시약을 이용해서 제조할 수 있다. 전술된 실시예는 본 발명의 다양한 측면 및 본 발명의 방법의 실

시를 예시한다. 실시예는 본 발명의 많은 상이한 구현예의 철저한 설명을 제공하려는 것이 아니다. 따라서 본

발명이 예시로서 그리고 이해의 명확성 목적을 위한 예로서 어느 정도 상세히 기재되었지만, 당해기술의 숙련가

는 많은 변화 및 변형이 첨부된 청구범위의 요지 또는 범위에서 벗어나지 않고 수행될 수 있음을 쉽게 인식할

것이다.

본 명세서에서 언급된 모든 공보, 특허 및 특허 출원은 각각의 개별 공보, 특허 또는 특허 출원이 구체적이고

개별적으로 본원에 참고로 편입되는 것으로 명시된 것과 동일한 정도로 본원에서 명세서 내에 참고로 편입된다.
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<110>  ZYMEWORKS INC.

 

<120>  HETEROMULTIMERS WITH REDUCED OR SILENCED EFFECTOR FUNCTION

<130>  TO-A1529

<150>  PCT/CA2014/0096493150507

<151>  2014-05-30

<150>  US 61/829,973

<151>  2013-05-31

<160>  81    

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  232

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  1

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala 

1               5                   10                  15      

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro 

            20                  25                  30          

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val 

        35                  40                  45              

Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val 

    50                  55                  60                  

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln 

65                  70                  75                  80  

Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln 

                85                  90                  95      

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala 

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr 

    130                 135                 140                 
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Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser 

145                 150                 155                 160 

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr 

                165                 170                 175     

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr 

            180                 185                 190         

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe 

        195                 200                 205             

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys 

    210                 215                 220                 

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

225                 230         

<210>  2

<211>  450

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody sequence - trastuzumab heavy chain

<400>  2

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 
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            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val 

        115                 120                 125             

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser 

145                 150                 155                 160 

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val 

                165                 170                 175     

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro 

            180                 185                 190         

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys 

        195                 200                 205             

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp 

    210                 215                 220                 

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly 

225                 230                 235                 240 

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile 

                245                 250                 255     

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu 

            260                 265                 270         

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His 

        275                 280                 285             

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg 

    290                 295                 300                 

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys 

305                 310                 315                 320 

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu 

                325                 330                 335     

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr 

            340                 345                 350         
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Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu 

        355                 360                 365             

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp 

    370                 375                 380                 

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val 

385                 390                 395                 400 

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp 

                405                 410                 415     

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His 

            420                 425                 430         

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro 

        435                 440                 445             

Gly Lys 

    450 

<210>  3

<211>  214

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody sequence - trastuzumab light chain

<400>  3

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Val Asn Thr Ala 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Arg 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 His Tyr Thr Thr Pro Pro 

                85                  90                  95      
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Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala 

            100                 105                 110         

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly 

        115                 120                 125             

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala 

    130                 135                 140                 

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln 

145                 150                 155                 160 

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser 

                165                 170                 175     

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr 

            180                 185                 190         

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser 

        195                 200                 205             

Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 

<210>  4

<211>  451

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody sequence - Rituximab+Heavy chain

<400>  4

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  
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Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ala Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 

145                 150                 155                 160 

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

                165                 170                 175     

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 

            180                 185                 190         

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His 

        195                 200                 205             

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly 

225                 230                 235                 240 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 

                245                 250                 255     

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His 

            260                 265                 270         

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

        275                 280                 285             

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

    290                 295                 300                 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 
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                325                 330                 335     

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

            340                 345                 350         

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser 

        355                 360                 365             

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

    370                 375                 380                 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

385                 390                 395                 400 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val 

                405                 410                 415     

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

            420                 425                 430         

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

        435                 440                 445             

Pro Gly Lys 

    450     

<210>  5

<211>  213

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody sequence - Rituximab+Light chain

<400>  5

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

1               5                   10                  15      

Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Ile 

            20                  25                  30          

His Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr 

        35                  40                  45              

Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Val Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu 
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65                  70                  75                  80  

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Ser Asn Pro Pro Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro 

            100                 105                 110         

Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr 

        115                 120                 125             

Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys 

    130                 135                 140                 

Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu 

145                 150                 155                 160 

Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser 

                165                 170                 175     

Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala 

            180                 185                 190         

Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe 

        195                 200                 205             

Asn Arg Gly Glu Cys 

    210             

<210>  6

<211>  450

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - variant

<400>  6

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              
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Ala Arg Ile Tyr Pro Thr Asn Gly Tyr Thr Arg Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val 

        115                 120                 125             

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser 

145                 150                 155                 160 

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val 

                165                 170                 175     

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro 

            180                 185                 190         

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys 

        195                 200                 205             

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp 

    210                 215                 220                 

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly 

225                 230                 235                 240 

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile 

                245                 250                 255     

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu 

            260                 265                 270         

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His 

        275                 280                 285             

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg 
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    290                 295                 300                 

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys 

305                 310                 315                 320 

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu 

                325                 330                 335     

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr 

            340                 345                 350         

Val Tyr Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu 

        355                 360                 365             

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp 

    370                 375                 380                 

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val 

385                 390                 395                 400 

Leu Asp Glu Asp Gly Ser Phe Ala Leu Val Ser Lys Leu Thr Val Asp 

                405                 410                 415     

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His 

            420                 425                 430         

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro 

        435                 440                 445             

Gly Lys 

    450 

<210>  7

<211>  1350

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - variant

<400>  7

gaggtgcagc tggtggaaag cggaggagga ctggtgcagc caggaggatc tctgcgactg       60

agttgcgccg cttcaggatt caacatcaag gacacctaca ttcactgggt gcgacaggct      120

ccaggaaaag gactggagtg ggtggctcga atctatccca ctaatggata cacccggtat      180

gccgactccg tgaaggggag gtttactatt agcgccgata catccaaaaa cactgcttac      240

ctgcagatga acagcctgcg agccgaagat accgctgtgt actattgcag tcgatgggga      300
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ggagacggat tctacgctat ggattattgg ggacagggga ccctggtgac agtgagctcc      360

gcctctacca agggccccag tgtgtttccc ctggctcctt ctagtaaatc cacctctgga      420

gggacagccg ctctgggatg tctggtgaag gactatttcc ccgagcctgt gaccgtgagt      480

tggaactcag gcgccctgac aagcggagtg cacacttttc ctgctgtgct gcagtcaagc      540

gggctgtact ccctgtcctc tgtggtgaca gtgccaagtt caagcctggg cacacagact      600

tatatctgca acgtgaatca taagccctca aatacaaaag tggacaagaa agtggagccc      660

aagagctgtg ataagaccca cacctgccct ccctgtccag ctccagaagc cgccggagga      720

cctagcgtgt tcctgtttcc ccctaagcca aaagacactc tgatgatttc caggactccc      780

gaggtgacct gcgtggtggt ggacgtgtct cacgaggacc ccgaagtgaa gttcaactgg      840

tacgtggatg gcgtggaagt gcataatgct aagacaaaac caagagagga acagtacaac      900

tccacttatc gcgtcgtgag cgtgctgacc gtgctgcacc aggactggct gaacgggaag      960

gagtataagt gcaaagtcag taataaggcc ctgcctgctc caatcgaaaa aaccatctct     1020

aaggccaaag gccagccaag ggagccccag gtgtacgtgt acccacccag cagagacgaa     1080

ctgaccaaga accaggtgtc cctgacatgt ctggtgaaag gcttctatcc tagtgatatt     1140

gctgtggagt gggaatcaaa tggacagcca gagaacaatt acaagaccac acctccagtg     1200

ctggacgagg atggcagctt cgccctggtg tccaagctga cagtggataa atctcgatgg     1260

cagcagggga acgtgtttag ttgttcagtg atgcatgaag ccctgcacaa tcattacact     1320

cagaagagcc tgtccctgtc tcccggcaaa                                      1350

<210>  8

<211>  450

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - variant

<400>  8

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

등록특허 10-2332303

- 94 -



    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val 

        115                 120                 125             

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser 

145                 150                 155                 160 

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val 

                165                 170                 175     

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro 

            180                 185                 190         

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys 

        195                 200                 205             

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp 

    210                 215                 220                 

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly 

225                 230                 235                 240 

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile 

                245                 250                 255     

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu 

            260                 265                 270         

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His 

        275                 280                 285             

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg 

    290                 295                 300                 
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Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys 

305                 310                 315                 320 

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu 

                325                 330                 335     

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr 

            340                 345                 350         

Val Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu 

        355                 360                 365             

Leu Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp 

    370                 375                 380                 

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Arg Tyr Met Thr Trp Pro Pro Val 

385                 390                 395                 400 

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp 

                405                 410                 415     

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His 

            420                 425                 430         

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro 

        435                 440                 445             

Gly Lys 

    450 

<210>  9

<211>  1350

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - variant

<400>  9

gaggtgcagc tggtggaaag cggaggagga ctggtgcagc caggaggatc tctgcgactg       60

agttgcgccg cttcaggatt caacatcaag gacacctaca ttcactgggt gcgacaggct      120

ccaggaaaag gactggagtg ggtggctcga atctatccca ctaatggata cacccggtat      180

gccgactccg tgaaggggag gtttactatt agcgccgata catccaaaaa cactgcttac      240

ctgcagatga acagcctgcg agccgaagat accgctgtgt actattgcag tcgatgggga      300

ggagacggat tctacgctat ggattattgg ggacagggga ccctggtgac agtgagctcc      360
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gcctctacca agggccccag tgtgtttccc ctggctcctt ctagtaaatc cacctctgga      420

gggacagccg ctctgggatg tctggtgaag gactatttcc ccgagcctgt gaccgtgagt      480

tggaactcag gcgccctgac aagcggagtg cacacttttc ctgctgtgct gcagtcaagc      540

gggctgtact ccctgtcctc tgtggtgaca gtgccaagtt caagcctggg cacacagact      600

tatatctgca acgtgaatca taagccctca aatacaaaag tggacaagaa agtggagccc      660

aagagctgtg ataagaccca cacctgccct ccctgtccag ctccagaagc cgccggagga      720

cctagcgtgt tcctgtttcc ccctaagcca aaagacactc tgatgatttc caggactccc      780

gaggtgacct gcgtggtggt ggacgtgtct cacgaggacc ccgaagtgaa gttcaactgg      840

tacgtggatg gcgtggaagt gcataatgct aagacaaaac caagagagga acagtacaac      900

tccacttatc gcgtcgtgag cgtgctgacc gtgctgcacc aggactggct gaacgggaag      960

gagtataagt gcaaagtcag taataaggcc ctgcctgctc caatcgaaaa aaccatctct     1020

aaggccaaag gccagccaag ggagccccag gtgtacgtgc tgccacccag cagagacgaa     1080

ctgaccaaga accaggtgtc cctgctgtgt ctggtgaaag gcttctatcc tagtgatatt     1140

gctgtggagt gggaatcaaa tggacagcca gagaacagat acatgacctg gcctccagtg     1200

ctggacagcg atggcagctt cttcctgtat tccaagctga cagtggataa atctcgatgg     1260

cagcagggga acgtgtttag ttgttcagtg atgcatgaag ccctgcacaa tcattacact     1320

cagaagagcc tgtccctgtc tcccggcaaa                                      1350

<210>  10

<211>  450

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - variant

<400>  10

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  
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Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val 

        115                 120                 125             

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser 

145                 150                 155                 160 

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val 

                165                 170                 175     

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro 

            180                 185                 190         

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys 

        195                 200                 205             

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp 

    210                 215                 220                 

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Asp Glu Gly Gly 

225                 230                 235                 240 

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile 

                245                 250                 255     

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu 

            260                 265                 270         

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His 

        275                 280                 285             

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg 

    290                 295                 300                 

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys 
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305                 310                 315                 320 

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu 

                325                 330                 335     

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr 

            340                 345                 350         

Val Tyr Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu 

        355                 360                 365             

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp 

    370                 375                 380                 

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val 

385                 390                 395                 400 

Leu Asp Glu Asp Gly Ser Phe Ala Leu Val Ser Lys Leu Thr Val Asp 

                405                 410                 415     

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His 

            420                 425                 430         

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro 

        435                 440                 445             

Gly Lys 

    450 

<210>  11

<211>  1350

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - variant

<400>  11

gaggtgcagc tggtggaaag cggaggagga ctggtgcagc caggaggatc tctgcgactg       60

agttgcgccg cttcaggatt caacatcaag gacacctaca ttcactgggt gcgacaggct      120

ccaggaaaag gactggagtg ggtggctcga atctatccca ctaatggata cacccggtat      180

gccgactccg tgaaggggag gtttactatt agcgccgata catccaaaaa cactgcttac      240

ctgcagatga acagcctgcg agccgaagat accgctgtgt actattgcag tcgatgggga      300

ggagacggat tctacgctat ggattattgg ggacagggga ccctggtgac agtgagctcc      360

gcctctacca agggccccag tgtgtttccc ctggctcctt ctagtaaatc cacctctgga      420
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gggacagccg ctctgggatg tctggtgaag gactatttcc ccgagcctgt gaccgtgagt      480

tggaactcag gcgccctgac aagcggagtg cacacttttc ctgctgtgct gcagtcaagc      540

gggctgtact ccctgtcctc tgtggtgaca gtgccaagtt caagcctggg cacacagact      600

tatatctgca acgtgaatca taagccctca aatacaaaag tggacaagaa agtggagccc      660

aagagctgtg ataagaccca cacctgccct ccctgtccag ctccagaaga cgagggagga      720

cctagcgtgt tcctgtttcc ccctaagcca aaagacactc tgatgatttc caggactccc      780

gaggtgacct gcgtggtggt ggacgtgtct cacgaggacc ccgaagtgaa gttcaactgg      840

tacgtggatg gcgtggaagt gcataatgct aagacaaaac caagagagga acagtacaac      900

tccacttatc gcgtcgtgag cgtgctgacc gtgctgcacc aggactggct gaacgggaag      960

gagtataagt gcaaagtcag taataaggcc ctgcctgctc caatcgaaaa aaccatctct     1020

aaggccaaag gccagccaag ggagccccag gtgtacgtgt acccacccag cagagacgaa     1080

ctgaccaaga accaggtgtc cctgacatgt ctggtgaaag gcttctatcc tagtgatatt     1140

gctgtggagt gggaatcaaa tggacagcca gagaacaatt acaagaccac acctccagtg     1200

ctggacgagg atggcagctt cgccctggtg tccaagctga cagtggataa atctcgatgg     1260

cagcagggga acgtgtttag ttgttcagtg atgcatgaag ccctgcacaa tcattacact     1320

cagaagagcc tgtccctgtc tcccggcaaa                                      1350

<210>  12

<211>  450

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - variant

<400>  12

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val 

        115                 120                 125             

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser 

145                 150                 155                 160 

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val 

                165                 170                 175     

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro 

            180                 185                 190         

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys 

        195                 200                 205             

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp 

    210                 215                 220                 

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Ala Asp Glu Gly Gly 

225                 230                 235                 240 

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile 

                245                 250                 255     

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu 

            260                 265                 270         

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His 

        275                 280                 285             

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg 

    290                 295                 300                 

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys 

305                 310                 315                 320 
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Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu 

                325                 330                 335     

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr 

            340                 345                 350         

Val Tyr Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu 

        355                 360                 365             

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp 

    370                 375                 380                 

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val 

385                 390                 395                 400 

Leu Asp Glu Asp Gly Ser Phe Ala Leu Val Ser Lys Leu Thr Val Asp 

                405                 410                 415     

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His 

            420                 425                 430         

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro 

        435                 440                 445             

Gly Lys 

    450 

<210>  13

<211>  1350

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - variant

<400>  13

gaggtgcagc tggtggaaag cggaggagga ctggtgcagc caggaggatc tctgcgactg       60

agttgcgccg cttcaggatt caacatcaag gacacctaca ttcactgggt gcgacaggct      120

ccaggaaaag gactggagtg ggtggctcga atctatccca ctaatggata cacccggtat      180

gccgactccg tgaaggggag gtttactatt agcgccgata catccaaaaa cactgcttac      240

ctgcagatga acagcctgcg agccgaagat accgctgtgt actattgcag tcgatgggga      300

ggagacggat tctacgctat ggattattgg ggacagggga ccctggtgac agtgagctcc      360

gcctctacca agggccccag tgtgtttccc ctggctcctt ctagtaaatc cacctctgga      420

gggacagccg ctctgggatg tctggtgaag gactatttcc ccgagcctgt gaccgtgagt      480

등록특허 10-2332303

- 102 -



tggaactcag gcgccctgac aagcggagtg cacacttttc ctgctgtgct gcagtcaagc      540

gggctgtact ccctgtcctc tgtggtgaca gtgccaagtt caagcctggg cacacagact      600

tatatctgca acgtgaatca taagccctca aatacaaaag tggacaagaa agtggagccc      660

aagagctgtg ataagaccca cacctgccct ccctgtccag ctccagccga cgagggagga      720

cctagcgtgt tcctgtttcc ccctaagcca aaagacactc tgatgatttc caggactccc      780

gaggtgacct gcgtggtggt ggacgtgtct cacgaggacc ccgaagtgaa gttcaactgg      840

tacgtggatg gcgtggaagt gcataatgct aagacaaaac caagagagga acagtacaac      900

tccacttatc gcgtcgtgag cgtgctgacc gtgctgcacc aggactggct gaacgggaag      960

gagtataagt gcaaagtcag taataaggcc ctgcctgctc caatcgaaaa aaccatctct     1020

aaggccaaag gccagccaag ggagccccag gtgtacgtgt acccacccag cagagacgaa     1080

ctgaccaaga accaggtgtc cctgacatgt ctggtgaaag gcttctatcc tagtgatatt     1140

gctgtggagt gggaatcaaa tggacagcca gagaacaatt acaagaccac acctccagtg     1200

ctggacgagg atggcagctt cgccctggtg tccaagctga cagtggataa atctcgatgg     1260

cagcagggga acgtgtttag ttgttcagtg atgcatgaag ccctgcacaa tcattacact     1320

cagaagagcc tgtccctgtc tcccggcaaa                                      1350

<210>  14

<211>  450

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - variant

<400>  14

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  
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Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val 

        115                 120                 125             

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser 

145                 150                 155                 160 

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val 

                165                 170                 175     

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro 

            180                 185                 190         

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys 

        195                 200                 205             

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp 

    210                 215                 220                 

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Ala Lys Ala Gly Gly 

225                 230                 235                 240 

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile 

                245                 250                 255     

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu 

            260                 265                 270         

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His 

        275                 280                 285             

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg 

    290                 295                 300                 

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys 

305                 310                 315                 320 

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu 
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                325                 330                 335     

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr 

            340                 345                 350         

Val Tyr Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu 

        355                 360                 365             

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp 

    370                 375                 380                 

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val 

385                 390                 395                 400 

Leu Asp Glu Asp Gly Ser Phe Ala Leu Val Ser Lys Leu Thr Val Asp 

                405                 410                 415     

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His 

            420                 425                 430         

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro 

        435                 440                 445             

Gly Lys 

    450 

<210>  15

<211>  1350

<212

>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - variant

<400>  15

gaggtgcagc tggtggaaag cggaggagga ctggtgcagc caggaggatc tctgcgactg       60

agttgcgccg cttcaggatt caacatcaag gacacctaca ttcactgggt gcgacaggct      120

ccaggaaaag gactggagtg ggtggctcga atctatccca ctaatggata cacccggtat      180

gccgactccg tgaaggggag gtttactatt agcgccgata catccaaaaa cactgcttac      240

ctgcagatga acagcctgcg agccgaagat accgctgtgt actattgcag tcgatgggga      300

ggagacggat tctacgctat ggattattgg ggacagggga ccctggtgac agtgagctcc      360

gcctctacca agggccccag tgtgtttccc ctggctcctt ctagtaaatc cacctctgga      420

gggacagccg ctctgggatg tctggtgaag gactatttcc ccgagcctgt gaccgtgagt      480

tggaactcag gcgccctgac aagcggagtg cacacttttc ctgctgtgct gcagtcaagc      540
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gggctgtact ccctgtcctc tgtggtgaca gtgccaagtt caagcctggg cacacagact      600

tatatctgca acgtgaatca taagccctca aatacaaaag tggacaagaa agtggagccc      660

aagagctgtg ataagaccca cacctgccct ccctgtccag ctccagccaa ggccggagga      720

cctagcgtgt tcctgtttcc ccctaagcca aaagacactc tgatgatttc caggactccc      780

gaggtgacct gcgtggtggt ggacgtgtct cacgaggacc ccgaagtgaa gttcaactgg      840

tacgtggatg gcgtggaagt gcataatgct aagacaaaac caagagagga acagtacaac      900

tccacttatc gcgtcgtgag cgtgctgacc gtgctgcacc aggactggct gaacgggaag      960

gagtataagt gcaaagtcag taataaggcc ctgcctgctc caatcgaaaa aaccatctct     1020

aaggccaaag gccagccaag ggagccccag gtgtacgtgt acccacccag cagagacgaa     1080

ctgaccaaga accaggtgtc cctgacatgt ctggtgaaag gcttctatcc tagtgatatt     1140

gctgtggagt gggaatcaaa tggacagcca gagaacaatt acaagaccac acctccagtg     1200

ctggacgagg atggcagctt cgccctggtg tccaagctga cagtggataa atctcgatgg     1260

cagcagggga acgtgtttag ttgttcagtg atgcatgaag ccctgcacaa tcattacact     1320

cagaagagcc tgtccctgtc tcccggcaaa                                      1350

<210>  16

<211>  450

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - variant

<400>  16

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 
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                85                  90                  95      

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val 

        115                 120                 125             

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser 

145                 150                 155                 160 

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val 

                165                 170                 175     

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro 

            180                 185                 190         

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys 

        195                 200                 205             

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp 

    210                 215                 220                 

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly 

225                 230                 235                 240 

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile 

                245                 250                 255     

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Gln 

            260                 265                 270         

Asn Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His 

        275                 280                 285             

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg 

    290                 295                 300                 

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys 

305                 310                 315                 320 

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu 

                325                 330                 335     
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Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr 

            340                 345                 350         

Val Tyr Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu 

        355                 360                 365             

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp 

    370                 375                 380                 

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val 

385                 390                 395                 400 

Leu Asp Glu Asp Gly Ser Phe Ala Leu Val Ser Lys Leu Thr Val Asp 

                405                 410                 415     

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His 

            420                 425                 430         

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro 

        435                 440                 445             

Gly Lys 

    450 

<210>  17

<211>  1350

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - variant

<400>  17

gaggtgcagc tggtggaaag cggaggagga ctggtgcagc caggaggatc tctgcgactg       60

agttgcgccg cttcaggatt caacatcaag gacacctaca ttcactgggt gcgacaggct      120

ccaggaaaag gactggagtg ggtggctcga atctatccca ctaatggata cacccggtat      180

gccgactccg tgaaggggag gtttactatt agcgccgata catccaaaaa cactgcttac      240

ctgcagatga acagcctgcg agccgaagat accgctgtgt actattgcag tcgatgggga      300

ggagacggat tctacgctat ggattattgg ggacagggga ccctggtgac agtgagctcc      360

gcctctacca agggccccag tgtgtttccc ctggctcctt ctagtaaatc cacctctgga      420

gggacagccg ctctgggatg tctggtgaag gactatttcc ccgagcctgt gaccgtgagt      480

tggaactcag gcgccctgac aagcggagtg cacacttttc ctgctgtgct gcagtcaagc      540

gggctgtact ccctgtcctc tgtggtgaca gtgccaagtt caagcctggg cacacagact      600
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tatatctgca acgtgaatca taagccctca aatacaaaag tggacaagaa agtggagccc      660

aagagctgtg ataagaccca cacctgccct ccctgtccag ctccagaact gctgggagga      720

cctagcgtgt tcctgtttcc ccctaagcca aaagacactc tgatgatttc caggactccc      780

gaggtgacct gcgtggtggt ggacgtgtct caccagaacc ccgaagtgaa gttcaactgg      840

tacgtggatg gcgtggaagt gcataatgct aagacaaaac caagagagga acagtacaac      900

tccacttatc gcgtcgtgag cgtgctgacc gtgctgcacc aggactggct gaacgggaag      960

gagtataagt gcaaagtcag taataaggcc ctgcctgctc caatcgaaaa aaccatctct     1020

aaggccaaag gccagccaag ggagccccag gtgtacgtgt acccacccag cagagacgaa     1080

ctgaccaaga accaggtgtc cctgacatgt ctggtgaaag gcttctatcc tagtgatatt     1140

gctgtggagt gggaatcaaa tggacagcca gagaacaatt acaagaccac acctccagtg     1200

ctggacgagg atggcagctt cgccctggtg tccaagctga cagtggataa atctcgatgg     1260

cagcagggga acgtgtttag ttgttcagtg atgcatgaag ccctgcacaa tcattacact     1320

cagaagagcc tgtccctgtc tcccggcaaa                                      1350

<210>  18

<211>  450

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - variant

<400>  18

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      
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Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val 

        115                 120                 125             

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser 

145                 150                 155                 160 

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val 

                165                 170                 175     

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro 

            180                 185                 190         

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys 

        195                 200                 205             

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp 

    210                 215                 220                 

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly 

225                 230                 235                 240 

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile 

                245                 250                 255     

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu 

            260                 265                 270         

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His 

        275                 280                 285             

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg 

    290                 295                 300                 

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys 

305                 310                 315                 320 

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu 

                325                 330                 335     

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr 
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            340                 345                 350         

Val Tyr Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu 

        355                 360                 365             

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp 

    370                 375                 380                 

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val 

385                 390                 395                 400 

Leu Asp Glu Asp Gly Ser Phe Ala Leu Val Ser Lys Leu Thr Val Asp 

                405                 410                 415     

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His 

            420                 425                 430         

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro 

        435                 440                 445             

Gly Lys 

    450 

<210>  19

<211>  1350

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - variant

<400>  19

gaggtgcagc tggtggaaag cggaggagga ctggtgcagc caggaggatc tctgcgactg       60

agttgcgccg cttcaggatt caacatcaag gacacctaca ttcactgggt gcgacaggct      120

ccaggaaaag gactggagtg ggtggctcga atctatccca ctaatggata cacccggtat      180

gccgactccg tgaaggggag gtttactatt agcgccgata catccaaaaa cactgcttac      240

ctgcagatga acagcctgcg agccgaagat accgctgtgt actattgcag tcgatgggga      300

ggagacggat tctacgctat ggattattgg ggacagggga ccctggtgac agtgagctcc      360

gcctctacca agggccccag tgtgtttccc ctggctcctt ctagtaaatc cacctctgga      420

gggacagccg ctctgggatg tctggtgaag gactatttcc ccgagcctgt gaccgtgagt      480

tggaactcag gcgccctgac aagcggagtg cacacttttc ctgctgtgct gcagtcaagc      540

gggctgtact ccctgtcctc tgtggtgaca gtgccaagtt caagcctggg cacacagact      600
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tatatctgca acgtgaatca taagccctca aatacaaaag tggacaagaa agtggagccc      660

aagagctgtg ataagaccca cacctgccct ccctgtccag ctccagaact gctgggagga      720

cctagcgtgt tcctgtttcc ccctaagcca aaagacactc tgatgatttc caggactccc      780

gaggtgacct gcgtggtggt ggacgtgtct cacgaggacc ccgaagtgaa gttcaactgg      840

tacgtggatg gcgtggaagt gcataatgct aagacaaaac caagagagga acagtacaac      900

tccacttatc gcgtcgtgag cgtgctgacc gtgctgcacc aggactggct gaacgggaag      960

gagtataagt gcaaagtcag taataaggcc ctgcctgctc caatcgaaaa aaccatctct     1020

aaggccaaag gccagccaag ggagccccag gtgtacgtgt acccacccag cagagacgaa     1080

ctgaccaaga accaggtgtc cctgacatgt ctggtgaaag gcttctatcc tagtgatatt     1140

gctgtggagt gggaatcaaa tggacagcca gagaacaatt acaagaccac acctccagtg     1200

ctggacgagg atggcagctt cgccctggtg tccaagctga cagtggataa atctcgatgg     1260

cagcagggga acgtgtttag ttgttcagtg atgcatgaag ccctgcacaa tcattacact     1320

cagaagagcc tgtccctgtc tcccggcaaa                                      1350

<210>  20

<211>  450

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - variant

<400>  20

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      
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Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val 

        115                 120                 125             

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser 

145                 150                 155                 160 

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val 

                165                 170                 175     

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro 

            180                 185                 190         

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys 

        195                 200                 205             

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp 

    210                 215                 220                 

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly 

225                 230                 235                 240 

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile 

                245                 250                 255     

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu 

            260                 265                 270         

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His 

        275                 280                 285             

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg 

    290                 295                 300                 

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys 

305                 310                 315                 320 

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu 

                325                 330                 335     

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr 
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            340                 345                 350         

Val Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu 

        355                 360                 365             

Leu Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp 

    370                 375                 380                 

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Arg Tyr Met Thr Trp Pro Pro Val 

385                 390                 395                 400 

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp 

                405                 410                 415     

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His 

            420                 425                 430         

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro 

        435                 440                 445             

Gly Lys 

    450 

<210>  21

<211>  1350

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - variant

<400>  21

gaggtgcagc tggtggaaag cggaggagga ctggtgcagc caggaggatc tctgcgactg       60

agttgcgccg cttcaggatt caacatcaag gacacctaca ttcactgggt gcgacaggct      120

ccaggaaaag gactggagtg ggtggctcga atctatccca ctaatggata cacccggtat      180

gccgactccg tgaaggggag gtttactatt agcgccgata catccaaaaa cactgcttac      240

ctgcagatga acagcctgcg agccgaagat accgctgtgt actattgcag tcgatgggga      300

ggagacggat tctacgctat ggattattgg ggacagggga ccctggtgac agtgagctcc      360

gcctctacca agggccccag tgtgtttccc ctggctcctt ctagtaaatc cacctctgga      420

gggacagccg ctctgggatg tctggtgaag gactatttcc ccgagcctgt gaccgtgagt      480

tggaactcag gcgccctgac aagcggagtg cacacttttc ctgctgtgct gcagtcaagc      540

gggctgtact ccctgtcctc tgtggtgaca gtgccaagtt caagcctggg cacacagact      600

등록특허 10-2332303

- 114 -



tatatctgca acgtgaatca taagccctca aatacaaaag tggacaagaa agtggagccc      660

aagagctgtg ataagaccca cacctgccct ccctgtccag ctccagaact gctgggagga      720

cctagcgtgt tcctgtttcc ccctaagcca aaagacactc tgatgatttc caggactccc      780

gaggtgacct gcgtggtggt ggacgtgtct cacgaggacc ccgaagtgaa gttcaactgg      840

tacgtggatg gcgtggaagt gcataatgct aagacaaaac caagagagga acagtacaac      900

tccacttatc gcgtcgtgag cgtgctgacc gtgctgcacc aggactggct gaacgggaag      960

gagtataagt gcaaagtcag taataaggcc ctgcctgctc caatcgaaaa aaccatctct     1020

aaggccaaag gccagccaag ggagccccag gtgtacgtgc tgccacccag cagagacgaa     1080

ctgaccaaga accaggtgtc cctgctgtgt ctggtgaaag gcttctatcc tagtgatatt     1140

gctgtggagt gggaatcaaa tggacagcca gagaacagat acatgacctg gcctccagtg     1200

ctggacagcg atggcagctt cttcctgtat tccaagctga cagtggataa atctcgatgg     1260

cagcagggga acgtgtttag ttgttcagtg atgcatgaag ccctgcacaa tcattacact     1320

cagaagagcc tgtccctgtc tcccggcaaa                                      1350

<210>  22

<211>  450

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - variant

<400>  22

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 
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            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val 

        115                 120                 125             

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser 

145                 150                 155                 160 

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val 

                165                 170                 175     

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro 

            180                 185                 190         

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys 

        195                 200                 205             

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp 

    210                 215                 220                 

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Lys Lys Gly Gly 

225                 230                 235                 240 

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile 

                245                 250                 255     

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu 

            260                 265                 270         

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His 

        275                 280                 285             

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg 

    290                 295                 300                 

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys 

305                 310                 315                 320 

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu 

                325                 330                 335     

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr 

            340                 345                 350         
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Val Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu 

        355                 360                 365             

Leu Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp 

    370                 375                 380                 

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Arg Tyr Met Thr Trp Pro Pro Val 

385                 390                 395                 400 

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp 

                405                 410                 415     

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His 

            420                 425                 430         

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro 

        435                 440                 445             

Gly Lys 

    450 

<210>  23

<211>  1350

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - variant

<400>  23

gaggtgcagc tggtggaaag cggaggagga ctggtgcagc caggaggatc tctgcgactg       60

agttgcgccg cttcaggatt caacatcaag gacacctaca ttcactgggt gcgacaggct      120

ccaggaaaag gactggagtg ggtggctcga atctatccca ctaatggata cacccggtat      180

gccgactccg tgaaggggag gtttactatt agcgccgata catccaaaaa cactgcttac      240

ctgcagatga acagcctgcg agccgaagat accgctgtgt actattgcag tcgatgggga      300

ggagacggat tctacgctat ggattattgg ggacagggga ccctggtgac agtgagctcc      360

gcctctacca agggccccag tgtgtttccc ctggctcctt ctagtaaatc cacctctgga      420

gggacagccg ctctgggatg tctggtgaag gactatttcc ccgagcctgt gaccgtgagt      480

tggaactcag gcgccctgac aagcggagtg cacacttttc ctgctgtgct gcagtcaagc      540

gggctgtact ccctgtcctc tgtggtgaca gtgccaagtt caagcctggg cacacagact      600

tatatctgca acgtgaatca taagccctca aatacaaaag tggacaagaa agtggagccc      660
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aagagctgtg ataagaccca cacctgccct ccctgtccag ctccagaaaa gaagggagga      720

cctagcgtgt tcctgtttcc ccctaagcca aaagacactc tgatgatttc caggactccc      780

gaggtgacct gcgtggtggt ggacgtgtct cacgaggacc ccgaagtgaa gttcaactgg      840

tacgtggatg gcgtggaagt gcataatgct aagacaaaac caagagagga acagtacaac      900

tccacttatc gcgtcgtgag cgtgctgacc gtgctgcacc aggactggct gaacgggaag      960

gagtataagt gcaaagtcag taataaggcc ctgcctgctc caatcgaaaa aaccatctct     1020

aaggccaaag gccagccaag ggagccccag gtgtacgtgc tgccacccag cagagacgaa     1080

ctgaccaaga accaggtgtc cctgctgtgt ctggtgaaag gcttctatcc tagtgatatt     1140

gctgtggagt gggaatcaaa tggacagcca gagaacagat acatgacctg gcctccagtg     1200

ctggacagcg atggcagctt cttcctgtat tccaagctga cagtggataa atctcgatgg     1260

cagcagggga acgtgtttag ttgttcagtg atgcatgaag ccctgcacaa tcattacact     1320

cagaagagcc tgtccctgtc tcccggcaaa                                      1350

<210>  24

<211>  450

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - variant

<400>  24

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         
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Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val 

        115                 120                 125             

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser 

145                 150                 155                 160 

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val 

                165                 170                 175     

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro 

            180                 185                 190         

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys 

        195                 200                 205             

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp 

    210                 215                 220                 

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Ala Arg Arg Gly Gly 

225                 230                 235                 240 

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile 

                245                 250                 255     

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu 

            260                 265                 270         

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His 

        275                 280                 285             

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg 

    290                 295                 300                 

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys 

305                 310                 315                 320 

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu 

                325                 330                 335     

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr 

            340                 345                 350         

Val Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu 
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        355                 360                 365             

Leu Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp 

    370                 375                 380                 

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Arg Tyr Met Thr Trp Pro Pro Val 

385                 390                 395                 400 

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp 

                405                 410                 415     

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His 

            420                 425                 430         

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro 

        435                 440                 445             

Gly Lys 

    450 

<210>  25

<211>  1350

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - variant

<400>  25

gaggtgcagc tggtggaaag cggaggagga ctggtgcagc caggaggatc tctgcgactg       60

agttgcgccg cttcaggatt caacatcaag gacacctaca ttcactgggt gcgacaggct      120

ccaggaaaag gactggagtg ggtggctcga atctatccca ctaatggata cacccggtat      180

gccgactccg tgaaggggag gtttactatt agcgccgata catccaaaaa cactgcttac      240

ctgcagatga acagcctgcg agccgaagat accgctgtgt actattgcag tcgatgggga      300

ggagacggat tctacgctat ggattattgg ggacagggga ccctggtgac agtgagctcc      360

gcctctacca agggccccag tgtgtttccc ctggctcctt ctagtaaatc cacctctgga      420

gggacagccg ctctgggatg tctggtgaag gactatttcc ccgagcctgt gaccgtgagt      480

tggaactcag gcgccctgac aagcggagtg cacacttttc ctgctgtgct gcagtcaagc      540

gggctgtact ccctgtcctc tgtggtgaca gtgccaagtt caagcctggg cacacagact      600

tatatctgca acgtgaatca taagccctca aatacaaaag tggacaagaa agtggagccc      660

aagagctgtg ataagaccca cacctgccct ccctgtccag ctccagccag aagaggagga      720
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cctagcgtgt tcctgtttcc ccctaagcca aaagacactc tgatgatttc caggactccc      780

gaggtgacct gcgtggtggt ggacgtgtct cacgaggacc ccgaagtgaa gttcaactgg      840

tacgtggatg gcgtggaagt gcataatgct aagacaaaac caagagagga acagtacaac      900

tccacttatc gcgtcgtgag cgtgctgacc gtgctgcacc aggactggct gaacgggaag      960

gagtataagt gcaaagtcag taataaggcc ctgcctgctc caatcgaaaa aaccatctct     1020

aaggccaaag gccagccaag ggagccccag gtgtacgtgc tgccacccag cagagacgaa     1080

ctgaccaaga accaggtgtc cctgctgtgt ctggtgaaag gcttctatcc tagtgatatt     1140

gctgtggagt gggaatcaaa tggacagcca gagaacagat acatgacctg gcctccagtg     1200

ctggacagcg atggcagctt cttcctgtat tccaagctga cagtggataa atctcgatgg     1260

cagcagggga acgtgtttag ttgttcagtg atgcatgaag ccctgcacaa tcattacact     1320

cagaagagcc tgtccctgtc tcccggcaaa                                      1350

<210>  26

<211>  450

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - variant

<400>  26

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val 
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        115                 120                 125             

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser 

145                 150                 155                 160 

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val 

                165                 170                 175     

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro 

            180                 185                 190         

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys 

        195                 200                 205             

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp 

    210                 215                 220                 

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Lys Arg Arg Gly Gly 

225                 230                 235                 240 

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile 

                245                 250                 255     

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu 

            260                 265                 270         

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His 

        275                 280                 285             

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg 

    290                 295                 300                 

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys 

305                 310                 315                 320 

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu 

                325                 330                 335     

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr 

            340                 345                 350         

Val Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu 

        355                 360                 365             
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Leu Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp 

    370                 375                 380                 

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Arg Tyr Met Thr Trp Pro Pro Val 

385                 390                 395                 400 

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp 

                405                 410                 415     

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His 

            420                 425                 430         

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro 

        435                 440                 445             

Gly Lys 

    450 

<210>  27

<211>  1350

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - variant

<400>  27

gaggtgcagc tggtggaaag cggaggagga ctggtgcagc caggaggatc tctgcgactg       60

agttgcgccg cttcaggatt caacatcaag gacacctaca ttcactgggt gcgacaggct      120

ccaggaaaag gactggagtg ggtggctcga atctatccca ctaatggata cacccggtat      180

gccgactccg tgaaggggag gtttactatt agcgccgata catccaaaaa cactgcttac      240

ctgcagatga acagcctgcg agccgaagat accgctgtgt actattgcag tcgatgggga      300

ggagacggat tctacgctat ggattattgg ggacagggga ccctggtgac agtgagctcc      360

gcctctacca agggccccag tgtgtttccc ctggctcctt ctagtaaatc cacctctgga      420

gggacagccg ctctgggatg tctggtgaag gactatttcc ccgagcctgt gaccgtgagt      480

tggaactcag gcgccctgac aagcggagtg cacacttttc ctgctgtgct gcagtcaagc      540

gggctgtact ccctgtcctc tgtggtgaca gtgccaagtt caagcctggg cacacagact      600

tatatctgca acgtgaatca taagccctca aatacaaaag tggacaagaa agtggagccc      660

aagagctgtg ataagaccca cacctgccct ccctgtccag ctccaaagag aagaggagga      720

cctagcgtgt tcctgtttcc ccctaagcca aaagacactc tgatgatttc caggactccc      780

등록특허 10-2332303

- 123 -



gaggtgacct gcgtggtggt ggacgtgtct cacgaggacc ccgaagtgaa gttcaactgg      840

tacgtggatg gcgtggaagt gcataatgct aagacaaaac caagagagga acagtacaac      900

tccacttatc gcgtcgtgag cgtgctgacc gtgctgcacc aggactggct gaacgggaag      960

gagtataagt gcaaagtcag taataaggcc ctgcctgctc caatcgaaaa aaccatctct     1020

aaggccaaag gccagccaag ggagccccag gtgtacgtgc tgccacccag cagagacgaa     1080

ctgaccaaga accaggtgtc cctgctgtgt ctggtgaaag gcttctatcc tagtgatatt     1140

gctgtggagt gggaatcaaa tggacagcca gagaacagat acatgacctg gcctccagtg     1200

ctggacagcg atggcagctt cttcctgtat tccaagctga cagtggataa atctcgatgg     1260

cagcagggga acgtgtttag ttgttcagtg atgcatgaag ccctgcacaa tcattacact     1320

cagaagagcc tgtccctgtc tcccggcaaa                                      1350

<210>  28

<211>  450

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - variant

<400>  28

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val 

        115                 120                 125             
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Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser 

145                 150                 155                 160 

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val 

                165                 170                 175     

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro 

            180                 185                 190         

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys 

        195                 200                 205             

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp 

    210                 215                 220                 

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Lys Ala Lys Gly Gly 

225                 230                 235                 240 

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile 

                245                 250                 255     

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu 

            260                 265                 270         

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His 

        275                 280                 285             

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg 

    290                 295                 300                 

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys 

305                 310                 315                 320 

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu 

                325                 330                 335     

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr 

            340                 345                 350         

Val Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu 

        355                 360                 365             

Leu Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp 
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    370                 375                 380                 

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Arg Tyr Met Thr Trp Pro Pro Val 

385                 390                 395                 400 

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp 

                405                 410                 415     

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His 

            420                 425                 430         

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro 

        435                 440                 445             

Gly Lys 

    450 

<210>  29

<211>  1350

<212

>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - variant

<400>  29

gaggtgcagc tggtggaaag cggaggagga ctggtgcagc caggaggatc tctgcgactg       60

agttgcgccg cttcaggatt caacatcaag gacacctaca ttcactgggt gcgacaggct      120

ccaggaaaag gactggagtg ggtggctcga atctatccca ctaatggata cacccggtat      180

gccgactccg tgaaggggag gtttactatt agcgccgata catccaaaaa cactgcttac      240

ctgcagatga acagcctgcg agccgaagat accgctgtgt actattgcag tcgatgggga      300

ggagacggat tctacgctat ggattattgg ggacagggga ccctggtgac agtgagctcc      360

gcctctacca agggccccag tgtgtttccc ctggctcctt ctagtaaatc cacctctgga      420

gggacagccg ctctgggatg tctggtgaag gactatttcc ccgagcctgt gaccgtgagt      480

tggaactcag gcgccctgac aagcggagtg cacacttttc ctgctgtgct gcagtcaagc      540

gggctgtact ccctgtcctc tgtggtgaca gtgccaagtt caagcctggg cacacagact      600

tatatctgca acgtgaatca taagccctca aatacaaaag tggacaagaa agtggagccc      660

aagagctgtg ataagaccca cacctgccct ccctgtccag ctccaaaggc caagggagga      720

cctagcgtgt tcctgtttcc ccctaagcca aaagacactc tgatgatttc caggactccc      780

gaggtgacct gcgtggtggt ggacgtgtct cacgaggacc ccgaagtgaa gttcaactgg      840
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tacgtggatg gcgtggaagt gcataatgct aagacaaaac caagagagga acagtacaac      900

tccacttatc gcgtcgtgag cgtgctgacc gtgctgcacc aggactggct gaacgggaag      960

gagtataagt gcaaagtcag taataaggcc ctgcctgctc caatcgaaaa aaccatctct     1020

aaggccaaag gccagccaag ggagccccag gtgtacgtgc tgccacccag cagagacgaa     1080

ctgaccaaga accaggtgtc cctgctgtgt ctggtgaaag gcttctatcc tagtgatatt     1140

gctgtggagt gggaatcaaa tggacagcca gagaacagat acatgacctg gcctccagtg     1200

ctggacagcg atggcagctt cttcctgtat tccaagctga cagtggataa atctcgatgg     1260

cagcagggga acgtgtttag ttgttcagtg atgcatgaag ccctgcacaa tcattacact     1320

cagaagagcc tgtccctgtc tcccggcaaa                                      1350

<210>  30

<211>  450

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - variant

<400>  30

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val 

        115                 120                 125             

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala 
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    130                 135                 140                 

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser 

145                 150                 155                 160 

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val 

                165                 170                 175     

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro 

            180                 185                 190         

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys 

        195                 200                 205             

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp 

    210                 215                 220                 

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly 

225                 230                 235                 240 

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile 

                245                 250                 255     

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Lys 

            260                 265                 270         

Arg Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His 

        275                 280                 285             

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg 

    290                 295                 300                 

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys 

305                 310                 315                 320 

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu 

                325                 330                 335     

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr 

            340                 345                 350         

Val Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu 

        355                 360                 365             

Leu Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp 

    370                 375                 380                 
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Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Arg Tyr Met Thr Trp Pro Pro Val 

385                 390                 395                 400 

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp 

                405                 410                 415     

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His 

            420                 425                 430         

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro 

        435                 440                 445             

Gly Lys 

    450 

<210>  31

<211>  1350

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - variant

<400>  31

gaggtgcagc tggtggaaag cggaggagga ctggtgcagc caggaggatc tctgcgactg       60

agttgcgccg cttcaggatt caacatcaag gacacctaca ttcactgggt gcgacaggct      120

ccaggaaaag gactggagtg ggtggctcga atctatccca ctaatggata cacccggtat      180

gccgactccg tgaaggggag gtttactatt agcgccgata catccaaaaa cactgcttac      240

ctgcagatga acagcctgcg agccgaagat accgctgtgt actattgcag tcgatgggga      300

ggagacggat tctacgctat ggattattgg ggacagggga ccctggtgac agtgagctcc      360

gcctctacca agggccccag tgtgtttccc ctggctcctt ctagtaaatc cacctctgga      420

gggacagccg ctctgggatg tctggtgaag gactatttcc ccgagcctgt gaccgtgagt      480

tggaactcag gcgccctgac aagcggagtg cacacttttc ctgctgtgct gcagtcaagc      540

gggctgtact ccctgtcctc tgtggtgaca gtgccaagtt caagcctggg cacacagact      600

tatatctgca acgtgaatca taagccctca aatacaaaag tggacaagaa agtggagccc      660

aagagctgtg ataagaccca cacctgccct ccctgtccag ctccagaact gctgggagga      720

cctagcgtgt tcctgtttcc ccctaagcca aaagacactc tgatgatttc caggactccc      780

gaggtgacct gcgtggtggt ggacgtgtct cacaagagac ccgaagtgaa gttcaactgg      840

tacgtggatg gcgtggaagt gcataatgct aagacaaaac caagagagga acagtacaac      900
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tccacttatc gcgtcgtgag cgtgctgacc gtgctgcacc aggactggct gaacgggaag      960

gagtataagt gcaaagtcag taataaggcc ctgcctgctc caatcgaaaa aaccatctct     1020

aaggccaaag gccagccaag ggagccccag gtgtacgtgc tgccacccag cagagacgaa     1080

ctgaccaaga accaggtgtc cctgctgtgt ctggtgaaag gcttctatcc tagtgatatt     1140

gctgtggagt gggaatcaaa tggacagcca gagaacagat acatgacctg gcctccagtg     1200

ctggacagcg atggcagctt cttcctgtat tccaagctga cagtggataa atctcgatgg     1260

cagcagggga acgtgtttag ttgttcagtg atgcatgaag ccctgcacaa tcattacact     1320

cagaagagcc tgtccctgtc tcccggcaaa                                      1350

<210>  32

<211>  450

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - variant

<400>  32

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val 

        115                 120                 125             

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala 

    130                 135                 140                 
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Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser 

145                 150                 155                 160 

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val 

                165                 170                 175     

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro 

            180                 185                 190         

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys 

        195                 200                 205             

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp 

    210                 215                 220                 

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Lys Gly Gly 

225                 230                 235                 240 

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile 

                245                 250                 255     

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu 

            260                 265                 270         

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His 

        275                 280                 285             

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg 

    290                 295                 300                 

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys 

305                 310                 315                 320 

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Lys Leu Pro Ala Pro Ile Glu 

                325                 330                 335     

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr 

            340                 345                 350         

Val Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu 

        355                 360                 365             

Leu Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp 

    370                 375                 380                 

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Arg Tyr Met Thr Trp Pro Pro Val 
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385                 390                 395                 400 

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp 

                405                 410                 415     

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His 

            420                 425                 430         

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro 

        435                 440                 445             

Gly Lys 

    450 

<210>  33

<211>  1350

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - variant

<400>  33

gaggtgcagc tggtggaaag cggaggagga ctggtgcagc caggaggatc tctgcgactg       60

agttgcgccg cttcaggatt caacatcaag gacacctaca ttcactgggt gcgacaggct      120

ccaggaaaag gactggagtg ggtggctcga atctatccca ctaatggata cacccggtat      180

gccgactccg tgaaggggag gtttactatt agcgccgata catccaaaaa cactgcttac      240

ctgcagatga acagcctgcg agccgaagat accgctgtgt actattgcag tcgatgggga      300

ggagacggat tctacgctat ggattattgg ggacagggga ccctggtgac agtgagctcc      360

gcctctacca agggccccag tgtgtttccc ctggctcctt ctagtaaatc cacctctgga      420

gggacagccg ctctgggatg tctggtgaag gactatttcc ccgagcctgt gaccgtgagt      480

tggaactcag gcgccctgac aagcggagtg cacacttttc ctgctgtgct gcagtcaagc      540

gggctgtact ccctgtcctc tgtggtgaca gtgccaagtt caagcctggg cacacagact      600

tatatctgca acgtgaatca taagccctca aatacaaaag tggacaagaa agtggagccc      660

aagagctgtg ataagaccca cacctgccct ccctgtccag ctccagaact gaagggagga      720

cctagcgtgt tcctgtttcc ccctaagcca aaagacactc tgatgatttc caggactccc      780

gaggtgacct gcgtggtggt ggacgtgtct cacgaggacc ccgaagtgaa gttcaactgg      840

tacgtggatg gcgtggaagt gcataatgct aagacaaaac caagagagga acagtacaac      900

tccacttatc gcgtcgtgag cgtgctgacc gtgctgcacc aggactggct gaacgggaag      960
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gagtataagt gcaaagtcag taataagaag ctgcctgctc caatcgaaaa aaccatctct     1020

aaggccaaag gccagccaag ggagccccag gtgtacgtgc tgccacccag cagagacgaa     1080

ctgaccaaga accaggtgtc cctgctgtgt ctggtgaaag gcttctatcc tagtgatatt     1140

gctgtggagt gggaatcaaa tggacagcca gagaacagat acatgacctg gcctccagtg     1200

ctggacagcg atggcagctt cttcctgtat tccaagctga cagtggataa atctcgatgg     1260

cagcagggga acgtgtttag ttgttcagtg atgcatgaag ccctgcacaa tcattacact     1320

cagaagagcc tgtccctgtc tcccggcaaa                                      1350

<210>  34

<211>  642

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic nucleotide sequence - variant trastuzumab light chain

<400>  34

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc       60

atcacttgcc gggcaagtca ggacgttaac accgctgtag cttggtatca gcagaaacca      120

gggaaagccc ctaagctcct gatctattct gcatcctttt tgtacagtgg ggtcccatca      180

aggttcagtg gcagtcgatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct      240

gaagattttg caacttacta ctgtcaacag cattacacta ccccacccac tttcggccaa      300

gggaccaaag tggagatcaa acgaactgtg gctgcaccat ctgtcttcat cttcccgcca      360

tctgatgagc agttgaaatc tggaactgcc tctgttgtgt gcctgctgaa taacttctat      420

cccagagagg ccaaagtaca gtggaaggtg gataacgccc tccaatcggg taactcccaa      480

gagagtgtca cagagcagga cagcaaggac agcacctaca gcctcagcag caccctgacg      540

ctgagcaaag cagactacga gaaacacaaa gtctacgcct gcgaagtcac ccatcagggc      600

ctgagctcgc ccgtcacaaa gagcttcaac aggggagagt gt                         642

<210>  35

<211>  451

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - rituximab 

       variant

<400>  35

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 
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1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ala Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 

145                 150                 155                 160 

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

                165                 170                 175     

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 

            180                 185                 190         

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His 

        195                 200                 205             

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly 

225                 230                 235                 240 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 

                245                 250                 255     
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Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His 

            260                 265                 270         

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

        275                 280                 285             

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

    290                 295                 300                 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

                325                 330                 335     

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

            340                 345                 350         

Tyr Val Tyr Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser 

        355                 360                 365             

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

    370                 375                 380                 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

385                 390                 395                 400 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Ala Leu Val Ser Lys Leu Thr Val 

                405                 410                 415     

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

            420                 425                 430         

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

        435                 440                 445             

Pro Gly Lys 

    450     

<210>  36

<211>  1353

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - rituximab 

       variant
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<400>  36

caggtccagc tgcagcagcc cggagctgaa ctggtcaaac ctggcgcatc cgtgaaaatg       60

tcttgcaagg ctagtggcta cacattcact tcctataaca tgcactgggt gaagcagaca      120

ccaggacgag gactggagtg gatcggagca atctaccctg gaaacggcga cacttcttat      180

aatcagaagt ttaaaggcaa ggccaccctg acagctgata agagctcctc taccgcctac      240

atgcagctga gttcactgac aagtgaagac tcagcagtgt actattgcgc cagaagcacc      300

tactatggcg gggattggta cttcaacgtg tggggggcag gaaccacagt caccgtgagc      360

gccgcttcca caaaaggacc aagcgtgttt ccactggcac caagctccaa gtcaaccagc      420

ggaggaacag cagccctggg atgtctggtg aaggactact tcccagagcc cgtcaccgtg      480

tcttggaaca gtggcgccct gacaagcggg gtccatactt ttcccgctgt gctgcagtct      540

agtggcctgt acagcctgtc aagcgtggtc accgtccctt cctctagtct ggggactcag      600

acctatatct gcaacgtgaa tcacaaacct tctaatacaa aggtcgacaa gaaagtggaa      660

ccaaaaagtt gtgataagac acatacttgc ccaccttgtc ctgcaccaga gctgctggga      720

ggaccatccg tgttcctgtt tccacccaaa cccaaggaca ctctgatgat tagccggact      780

cctgaagtca cctgcgtggt cgtggacgtg agccacgagg accccgaagt caaattcaac      840

tggtacgtgg atggcgtcga ggtgcataat gccaaaacaa agccccggga ggaacagtac      900

aactcaacat atagagtcgt gagcgtcctg actgtgctgc accaggactg gctgaacggc      960

aaggagtata aatgcaaggt gtccaacaag gccctgcccg cacctatcga gaagactatt     1020

tctaaagcca agggccagcc tagggaacca caggtgtacg tgtaccctcc aagccgcgac     1080

gagctgacta aaaaccaggt ctccctgacc tgtctggtga aggggttcta tccaagtgat     1140

atcgctgtgg agtgggaatc aaatggacag cccgagaaca attacaagac taccccccct     1200

gtgctggact cagatgggag cttcgccctg gtgtccaaac tgaccgtgga taagtctcgg     1260

tggcagcagg gaaatgtctt ttcctgttct gtgatgcacg aagcactgca caatcactac     1320

acccagaagt ccctgagcct gtcacccggc aaa                                  1353

<210>  37

<211>  451

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - rituximab 

       variant

<400>  37
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Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ala Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 

145                 150                 155                 160 

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

                165                 170                 175     

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 

            180                 185                 190         

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His 

        195                 200                 205             

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly 

225                 230                 235                 240 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 
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                245                 250                 255     

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His 

            260                 265                 270         

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

        275                 280                 285             

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

    290                 295                 300                 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

                325                 330                 335     

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

            340                 345                 350         

Tyr Val Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser 

        355                 360                 365             

Leu Leu Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

    370                 375                 380                 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Leu Thr Trp Pro Pro 

385                 390                 395                 400 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val 

                405                 410                 415     

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

            420                 425                 430         

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

        435                 440                 445             

Pro Gly Lys 

    450     

<210>  38

<211>  1353

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - rituximab 
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       variant

<400>  38

caggtccagc tgcagcagcc cggagctgaa ctggtcaaac ctggcgcatc cgtgaaaatg       60

tcttgcaagg ctagtggcta cacattcact tcctataaca tgcactgggt gaagcagaca      120

ccaggacgag gactggagtg gatcggagca atctaccctg gaaacggcga cacttcttat      180

aatcagaagt ttaaaggcaa ggccaccctg acagctgata agagctcctc taccgcctac      240

atgcagctga gttcactgac aagtgaagac tcagcagtgt actattgcgc cagaagcacc      300

tactatggcg gggattggta cttcaacgtg tggggggcag gaaccacagt caccgtgagc      360

gccgcttcca caaaaggacc aagcgtgttt ccactggcac caagctccaa gtcaaccagc      420

ggaggaacag cagccctggg atgtctggtg aaggactact tcccagagcc cgtcaccgtg      480

tcttggaaca gtggcgccct gacaagcggg gtccatactt ttcccgctgt gctgcagtct      540

agtggcctgt acagcctgtc aagcgtggtc accgtccctt cctctagtct ggggactcag      600

acctatatct gcaacgtgaa tcacaaacct tctaatacaa aggtcgacaa gaaagtggaa      660

ccaaaaagtt gtgataagac acatacttgc ccaccttgtc ctgcaccaga gctgctggga      720

ggaccatccg tgttcctgtt tccacccaaa cccaaggaca ctctgatgat tagccggact      780

cctgaagtca cctgcgtggt cgtggacgtg agccacgagg accccgaagt caaattcaac      840

tggtacgtgg atggcgtcga ggtgcataat gccaaaacaa agccccggga ggaacagtac      900

aactcaacat atagagtcgt gagcgtcctg actgtgctgc accaggactg gctgaacggc      960

aaggagtata aatgcaaggt gtccaacaag gccctgcccg cacctatcga gaagactatt     1020

tctaaagcca agggccagcc tagggaacca caggtgtacg tgctgcctcc aagccgcgac     1080

gagctgacta aaaaccaggt ctccctgctg tgtctggtga aggggttcta tccaagtgat     1140

atcgctgtgg agtgggaatc aaatggacag cccgagaaca attacctgac ttggccccct     1200

gtgctggact cagatgggag cttctttctg tattccaaac tgaccgtgga taagtctcgg     1260

tggcagcagg gaaatgtctt ttcctgttct gtgatgcacg aagcactgca caatcactac     1320

acccagaagt ccctgagcct gtcacccggc aaa                                  1353

<210>  39

<211>  451

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - rituximab 

       variant
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<400>  39

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ala Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 

145                 150                 155                 160 

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

                165                 170                 175     

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 

            180                 185                 190         

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His 

        195                 200                 205             

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Asp Glu Gly 

225                 230                 235                 240 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 
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                245                 250                 255     

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His 

            260                 265                 270         

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

        275                 280                 285             

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

    290                 295                 300                 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

                325                 330                 335     

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

            340                 345                 350         

Tyr Val Tyr Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser 

        355                 360                 365             

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

    370                 375                 380                 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

385                 390                 395                 400 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Ala Leu Val Ser Lys Leu Thr Val 

                405                 410                 415     

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

            420                 425                 430         

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

        435                 440                 445             

Pro Gly Lys 

    450     

<210>  40

<211>  1353

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - rituximab 

       variant

<400>  40

caggtccagc tgcagcagcc cggagctgaa ctggtcaaac ctggcgcatc cgtgaaaatg       60

tcttgcaagg ctagtggcta cacattcact tcctataaca tgcactgggt gaagcagaca      120

ccaggacgag gactggagtg gatcggagca atctaccctg gaaacggcga cacttcttat      180

aatcagaagt ttaaaggcaa ggccaccctg acagctgata agagctcctc taccgcctac      240

atgcagctga gttcactgac aagtgaagac tcagcagtgt actattgcgc cagaagcacc      300

tactatggcg gggattggta cttcaacgtg tggggggcag gaaccacagt caccgtgagc      360

gccgcttcca caaaaggacc aagcgtgttt ccactggcac caagctccaa gtcaaccagc      420

ggaggaacag cagccctggg atgtctggtg aaggactact tcccagagcc cgtcaccgtg      480

tcttggaaca gtggcgccct gacaagcggg gtccatactt ttcccgctgt gctgcagtct      540

agtggcctgt acagcctgtc aagcgtggtc accgtccctt cctctagtct ggggactcag      600

acctatatct gcaacgtgaa tcacaaacct tctaatacaa aggtcgacaa gaaagtggaa      660

ccaaaaagtt gtgataagac acatacttgc ccaccttgtc ctgcaccaga ggacgaggga      720

ggaccatccg tgttcctgtt tccacccaaa cccaaggaca ctctgatgat tagccggact      780

cctgaagtca cctgcgtggt cgtggacgtg agccacgagg accccgaagt caaattcaac      840

tggtacgtgg atggcgtcga ggtgcataat gccaaaacaa agccccggga ggaacagtac      900

aactcaacat atagagtcgt gagcgtcctg actgtgctgc accaggactg gctgaacggc      960

aaggagtata aatgcaaggt gtccaacaag gccctgcccg cacctatcga gaagactatt     1020

tctaaagcca agggccagcc tagggaacca caggtgtacg tgtaccctcc aagccgcgac     1080

gagctgacta aaaaccaggt ctccctgacc tgtctggtga aggggttcta tccaagtgat     1140

atcgctgtgg agtgggaatc aaatggacag cccgagaaca attacaagac taccccccct     1200

gtgctggact cagatgggag cttcgccctg gtgtccaaac tgaccgtgga taagtctcgg     1260

tggcagcagg gaaatgtctt ttcctgttct gtgatgcacg aagcactgca caatcactac     1320

acccagaagt ccctgagcct gtcacccggc aaa                                  1353

<210>  41

<211>  451

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - rituximab 

       variant
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<400>  41

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ala Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 

145                 150                 155                 160 

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

                165                 170                 175     

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 

            180                 185                 190         

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His 

        195                 200                 205             

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Lys Arg Arg Gly 

225                 230                 235                 240 
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Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 

                245                 250                 255     

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His 

            260                 265                 270         

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

        275                 280                 285             

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

    290                 295                 300                 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

                325                 330                 335     

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

            340                 345                 350         

Tyr Val Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser 

        355                 360                 365             

Leu Leu Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

    370                 375                 380                 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Leu Thr Trp Pro Pro 

385                 390                 395                 400 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val 

                405                 410                 415     

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

            420                 425                 430         

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

        435                 440                 445             

Pro Gly Lys 

    450     

<210>  42

<211>  1353

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - rituximab 

       variant

<400>  42

caggtccagc tgcagcagcc cggagctgaa ctggtcaaac ctggcgcatc cgtgaaaatg       60

tcttgcaagg ctagtggcta cacattcact tcctataaca tgcactgggt gaagcagaca      120

ccaggacgag gactggagtg gatcggagca atctaccctg gaaacggcga cacttcttat      180

aatcagaagt ttaaaggcaa ggccaccctg acagctgata agagctcctc taccgcctac      240

atgcagctga gttcactgac aagtgaagac tcagcagtgt actattgcgc cagaagcacc      300

tactatggcg gggattggta cttcaacgtg tggggggcag gaaccacagt caccgtgagc      360

gccgcttcca caaaaggacc aagcgtgttt ccactggcac caagctccaa gtcaaccagc      420

ggaggaacag cagccctggg atgtctggtg aaggactact tcccagagcc cgtcaccgtg      480

tcttggaaca gtggcgccct gacaagcggg gtccatactt ttcccgctgt gctgcagtct      540

agtggcctgt acagcctgtc aagcgtggtc accgtccctt cctctagtct ggggactcag      600

acctatatct gcaacgtgaa tcacaaacct tctaatacaa aggtcgacaa gaaagtggaa      660

ccaaaaagtt gtgataagac acatacttgc ccaccttgtc ctgcaccaaa gagaagagga      720

ggaccatccg tgttcctgtt tccacccaaa cccaaggaca ctctgatgat tagccggact      780

cctgaagtca cctgcgtggt cgtggacgtg agccacgagg accccgaagt caaattcaac      840

tggtacgtgg atggcgtcga ggtgcataat gccaaaacaa agccccggga ggaacagtac      900

aactcaacat atagagtcgt gagcgtcctg actgtgctgc accaggactg gctgaacggc      960

aaggagtata aatgcaaggt gtccaacaag gccctgcccg cacctatcga gaagactatt     1020

tctaaagcca agggccagcc tagggaacca caggtgtacg tgctgcctcc aagccgcgac     1080

gagctgacta aaaaccaggt ctccctgctg tgtctggtga aggggttcta tccaagtgat     1140

atcgctgtgg agtgggaatc aaatggacag cccgagaaca attacctgac ttggccccct     1200

gtgctggact cagatgggag cttctttctg tattccaaac tgaccgtgga taagtctcgg     1260

tggcagcagg gaaatgtctt ttcctgttct gtgatgcacg aagcactgca caatcactac     1320

acccagaagt ccctgagcct gtcacccggc aaa                                  1353

<210>  43

<211>  451

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - rituximab 
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       variant

<400>  43

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ala Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 

145                 150                 155                 160 

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

                165                 170                 175     

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 

            180                 185                 190         

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His 

        195                 200                 205             

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Asp Glu Gly 
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225                 230                 235                 240 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 

                245                 250                 255     

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Ser Val Ser His 

            260                 265                 270         

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

        275                 280                 285             

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

    290                 295                 300                 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

                325                 330                 335     

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

            340                 345                 350         

Tyr Val Tyr Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser 

        355                 360                 365             

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

    370                 375                 380                 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

385                 390                 395                 400 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Ala Leu Val Ser Lys Leu Thr Val 

                405                 410                 415     

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

            420                 425                 430         

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

        435                 440                 445             

Pro Gly Lys 

    450     

<210>  44

<211>  1353
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - rituximab 

       variant

<400>  44

caggtccagc tgcagcagcc cggagctgaa ctggtcaaac ctggcgcatc cgtgaaaatg       60

tcttgcaagg ctagtggcta cacattcact tcctataaca tgcactgggt gaagcagaca      120

ccaggacgag gactggagtg gatcggagca atctaccctg gaaacggcga cacttcttat      180

aatcagaagt ttaaaggcaa ggccaccctg acagctgata agagctcctc taccgcctac      240

atgcagctga gttcactgac aagtgaagac tcagcagtgt actattgcgc cagaagcacc      300

tactatggcg gggattggta cttcaacgtg tggggggcag gaaccacagt caccgtgagc      360

gccgcttcca caaaaggacc aagcgtgttt ccactggcac caagctccaa gtcaaccagc      420

ggaggaacag cagccctggg atgtctggtg aaggactact tcccagagcc cgtcaccgtg      480

tcttggaaca gtggcgccct gacaagcggg gtccatactt ttcccgctgt gctgcagtct      540

agtggcctgt acagcctgtc aagcgtggtc accgtccctt cctctagtct ggggactcag      600

acctatatct gcaacgtgaa tcacaaacct tctaatacaa aggtcgacaa gaaagtggaa      660

ccaaaaagtt gtgataagac acatacttgc ccaccttgtc ctgcaccaga ggacgaggga      720

ggaccatccg tgttcctgtt tccacccaaa cccaaggaca ctctgatgat tagccggact      780

cctgaagtca cctgcgtggt cgtgagcgtg agccacgagg accccgaagt caaattcaac      840

tggtacgtgg atggcgtcga ggtgcataat gccaaaacaa agccccggga ggaacagtac      900

aactcaacat atagagtcgt gagcgtcctg actgtgctgc accaggactg gctgaacggc      960

aaggagtata aatgcaaggt gtccaacaag gccctgcccg cacctatcga gaagactatt     1020

tctaaagcca agggccagcc tagggaacca caggtgtacg tgtaccctcc aagccgcgac     1080

gagctgacta aaaaccaggt ctccctgacc tgtctggtga aggggttcta tccaagtgat     1140

atcgctgtgg agtgggaatc aaatggacag cccgagaaca attacaagac taccccccct     1200

gtgctggact cagatgggag cttcgccctg gtgtccaaac tgaccgtgga taagtctcgg     1260

tggcagcagg gaaatgtctt ttcctgttct gtgatgcacg aagcactgca caatcactac     1320

acccagaagt ccctgagcct gtcacccggc aaa                                  1353

<210>  45

<211>  451

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - rituximab 

       variant

<400>  45

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ala Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 

145                 150                 155                 160 

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

                165                 170                 175     

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 

            180                 185                 190         

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His 

        195                 200                 205             

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 
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Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Lys Arg Arg Gly 

225                 230                 235                 240 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 

                245                 250                 255     

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Ser Val Ser His 

            260                 265                 270         

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

        275                 280                 285             

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

    290                 295                 300                 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

                325                 330                 335     

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

            340                 345                 350         

Tyr Val Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser 

        355                 360                 365             

Leu Leu Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

    370                 375                 380                 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Leu Thr Trp Pro Pro 

385                 390                 395                 400 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val 

                405                 410                 415     

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

            420                 425                 430         

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

        435                 440                 445             

Pro Gly Lys 

    450     

<210>  46
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<211>  1353

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - rituximab 

       variant

<400>  46

caggtccagc tgcagcagcc cggagctgaa ctggtcaaac ctggcgcatc cgtgaaaatg       60

tcttgcaagg ctagtggcta cacattcact tcctataaca tgcactgggt gaagcagaca      120

ccaggacgag gactggagtg gatcggagca atctaccctg gaaacggcga cacttcttat      180

aatcagaagt ttaaaggcaa ggccaccctg acagctgata agagctcctc taccgcctac      240

atgcagctga gttcactgac aagtgaagac tcagcagtgt actattgcgc cagaagcacc      300

tactatggcg gggattggta cttcaacgtg tggggggcag gaaccacagt caccgtgagc      360

gccgcttcca caaaaggacc aagcgtgttt ccactggcac caagctccaa gtcaaccagc      420

ggaggaacag cagccctggg atgtctggtg aaggactact tcccagagcc cgtcaccgtg      480

tcttggaaca gtggcgccct gacaagcggg gtccatactt ttcccgctgt gctgcagtct      540

agtggcctgt acagcctgtc aagcgtggtc accgtccctt cctctagtct ggggactcag      600

acctatatct gcaacgtgaa tcacaaacct tctaatacaa aggtcgacaa gaaagtggaa      660

ccaaaaagtt gtgataagac acatacttgc ccaccttgtc ctgcaccaaa gagaagagga      720

ggaccatccg tgttcctgtt tccacccaaa cccaaggaca ctctgatgat tagccggact      780

cctgaagtca cctgcgtggt cgtgagcgtg agccacgagg accccgaagt caaattcaac      840

tggtacgtgg atggcgtcga ggtgcataat gccaaaacaa agccccggga ggaacagtac      900

aactcaacat atagagtcgt gagcgtcctg actgtgctgc accaggactg gctgaacggc      960

aaggagtata aatgcaaggt gtccaacaag gccctgcccg cacctatcga gaagactatt     1020

tctaaagcca agggccagcc tagggaacca caggtgtacg tgctgcctcc aagccgcgac     1080

gagctgacta aaaaccaggt ctccctgctg tgtctggtga aggggttcta tccaagtgat     1140

atcgctgtgg agtgggaatc aaatggacag cccgagaaca attacctgac ttggccccct     1200

gtgctggact cagatgggag cttctttctg tattccaaac tgaccgtgga taagtctcgg     1260

tggcagcagg gaaatgtctt ttcctgttct gtgatgcacg aagcactgca caatcactac     1320

acccagaagt ccctgagcct gtcacccggc aaa                                  1353

<210>  47

<211>  451
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - rituximab 

       variant

<400>  47

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ala Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 

145                 150                 155                 160 

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

                165                 170                 175     

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 

            180                 185                 190         

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His 

        195                 200                 205             
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Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Asp Glu Gly 

225                 230                 235                 240 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 

                245                 250                 255     

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His 

            260                 265                 270         

Lys Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

        275                 280                 285             

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

    290                 295                 300                 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

                325                 330                 335     

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

            340                 345                 350         

Tyr Val Tyr Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser 

        355                 360                 365             

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

    370                 375                 380                 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

385                 390                 395                 400 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Ala Leu Val Ser Lys Leu Thr Val 

                405                 410                 415     

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

            420                 425                 430         

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

        435                 440                 445             

Pro Gly Lys 

    450     
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<210>  48

<211>  1353

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - rituximab 

       variant

<400>  48

caggtccagc tgcagcagcc cggagctgaa ctggtcaaac ctggcgcatc cgtgaaaatg       60

tcttgcaagg ctagtggcta cacattcact tcctataaca tgcactgggt gaagcagaca      120

ccaggacgag gactggagtg gatcggagca atctaccctg gaaacggcga cacttcttat      180

aatcagaagt ttaaaggcaa ggccaccctg acagctgata agagctcctc taccgcctac      240

atgcagctga gttcactgac aagtgaagac tcagcagtgt actattgcgc cagaagcacc      300

tactatggcg gggattggta cttcaacgtg tggggggcag gaaccacagt caccgtgagc      360

gccgcttcca caaaaggacc aagcgtgttt ccactggcac caagctccaa gtcaaccagc      420

ggaggaacag cagccctggg atgtctggtg aaggactact tcccagagcc cgtcaccgtg      480

tcttggaaca gtggcgccct gacaagcggg gtccatactt ttcccgctgt gctgcagtct      540

agtggcctgt acagcctgtc aagcgtggtc accgtccctt cctctagtct ggggactcag      600

acctatatct gcaacgtgaa tcacaaacct tctaatacaa aggtcgacaa gaaagtggaa      660

ccaaaaagtt gtgataagac acatacttgc ccaccttgtc ctgcaccaga ggacgaggga      720

ggaccatccg tgttcctgtt tccacccaaa cccaaggaca ctctgatgat tagccggact      780

cctgaagtca cctgcgtggt cgtggacgtg agccacaagg accccgaagt caaattcaac      840

tggtacgtgg atggcgtcga ggtgcataat gccaaaacaa agccccggga ggaacagtac      900

aactcaacat atagagtcgt gagcgtcctg actgtgctgc accaggactg gctgaacggc      960

aaggagtata aatgcaaggt gtccaacaag gccctgcccg cacctatcga gaagactatt     1020

tctaaagcca agggccagcc tagggaacca caggtgtacg tgtaccctcc aagccgcgac     1080

gagctgacta aaaaccaggt ctccctgacc tgtctggtga aggggttcta tccaagtgat     1140

atcgctgtgg agtgggaatc aaatggacag cccgagaaca attacaagac taccccccct     1200

gtgctggact cagatgggag cttcgccctg gtgtccaaac tgaccgtgga taagtctcgg     1260

tggcagcagg gaaatgtctt ttcctgttct gtgatgcacg aagcactgca caatcactac     1320

acccagaagt ccctgagcct gtcacccggc aaa                                  1353

<210>  49
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<211>  451

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - rituximab 

       variant

<400>  49

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ala Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 

145                 150                 155                 160 

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

                165                 170                 175     

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 

            180                 185                 190         

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His 
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        195                 200                 205             

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Lys Arg Arg Gly 

225                 230                 235                 240 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 

                245                 250                 255     

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His 

            260                 265                 270         

Lys Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

        275                 280                 285             

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

    290                 295                 300                 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

                325                 330                 335     

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

            340                 345                 350         

Tyr Val Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser 

        355                 360                 365             

Leu Leu Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

    370                 375                 380                 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Leu Thr Trp Pro Pro 

385                 390                 395                 400 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val 

                405                 410                 415     

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

            420                 425                 430         

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

        435                 440                 445             

Pro Gly Lys 
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    450     

<210>  50

<211>  1353

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - rituximab 

       variant

<400>  50

caggtccagc tgcagcagcc cggagctgaa ctggtcaaac ctggcgcatc cgtgaaaatg       60

tcttgcaagg ctagtggcta cacattcact tcctataaca tgcactgggt gaagcagaca      120

ccaggacgag gactggagtg gatcggagca atctaccctg gaaacggcga cacttcttat      180

aatcagaagt ttaaaggcaa ggccaccctg acagctgata agagctcctc taccgcctac      240

atgcagctga gttcactgac aagtgaagac tcagcagtgt actattgcgc cagaagcacc      300

tactatggcg gggattggta cttcaacgtg tggggggcag gaaccacagt caccgtgagc      360

gccgcttcca caaaaggacc aagcgtgttt ccactggcac caagctccaa gtcaaccagc      420

ggaggaacag cagccctggg atgtctggtg aaggactact tcccagagcc cgtcaccgtg      480

tcttggaaca gtggcgccct gacaagcggg gtccatactt ttcccgctgt gctgcagtct      540

agtggcctgt acagcctgtc aagcgtggtc accgtccctt cctctagtct ggggactcag      600

acctatatct gcaacgtgaa tcacaaacct tctaatacaa aggtcgacaa gaaagtggaa      660

ccaaaaagtt gtgataagac acatacttgc ccaccttgtc ctgcaccaaa gagaagagga      720

ggaccatccg tgttcctgtt tccacccaaa cccaaggaca ctctgatgat tagccggact      780

cctgaagtca cctgcgtggt cgtggacgtg agccacaagg accccgaagt caaattcaac      840

tggtacgtgg atggcgtcga ggtgcataat gccaaaacaa agccccggga ggaacagtac      900

aactcaacat atagagtcgt gagcgtcctg actgtgctgc accaggactg gctgaacggc      960

aaggagtata aatgcaaggt gtccaacaag gccctgcccg cacctatcga gaagactatt     1020

tctaaagcca agggccagcc tagggaacca caggtgtacg tgctgcctcc aagccgcgac     1080

gagctgacta aaaaccaggt ctccctgctg tgtctggtga aggggttcta tccaagtgat     1140

atcgctgtgg agtgggaatc aaatggacag cccgagaaca attacctgac ttggccccct     1200

gtgctggact cagatgggag cttctttctg tattccaaac tgaccgtgga taagtctcgg     1260

tggcagcagg gaaatgtctt ttcctgttct gtgatgcacg aagcactgca caatcactac     1320

acccagaagt ccctgagcct gtcacccggc aaa                                  1353

등록특허 10-2332303

- 157 -



<210>  51

<211>  451

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - rituximab 

       variant

<400>  51

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ala Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 

145                 150                 155                 160 

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

                165                 170                 175     

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 

            180                 185                 190         
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Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His 

        195                 200                 205             

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Asp Glu Gly 

225                 230                 235                 240 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 

                245                 250                 255     

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His 

            260                 265                 270         

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

        275                 280                 285             

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

    290                 295                 300                 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Tyr Lys Cys Ala Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

                325                 330                 335     

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

            340                 345                 350         

Tyr Val Tyr Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser 

        355                 360                 365             

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

    370                 375                 380                 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

385                 390                 395                 400 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Ala Leu Val Ser Lys Leu Thr Val 

                405                 410                 415     

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

            420                 425                 430         

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 
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        435                 440                 445             

Pro Gly Lys 

    450     

<210>  52

<211>  1353

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - rituximab 

       variant

<400>  52

caggtccagc tgcagcagcc cggagctgaa ctggtcaaac ctggcgcatc cgtgaaaatg       60

tcttgcaagg ctagtggcta cacattcact tcctataaca tgcactgggt gaagcagaca      120

ccaggacgag gactggagtg gatcggagca atctaccctg gaaacggcga cacttcttat      180

aatcagaagt ttaaaggcaa ggccaccctg acagctgata agagctcctc taccgcctac      240

atgcagctga gttcactgac aagtgaagac tcagcagtgt actattgcgc cagaagcacc      300

tactatggcg gggattggta cttcaacgtg tggggggcag gaaccacagt caccgtgagc      360

gccgcttcca caaaaggacc aagcgtgttt ccactggcac caagctccaa gtcaaccagc      420

ggaggaacag cagccctggg atgtctggtg aaggactact tcccagagcc cgtcaccgtg      480

tcttggaaca gtggcgccct gacaagcggg gtccatactt ttcccgctgt gctgcagtct      540

agtggcctgt acagcctgtc aagcgtggtc accgtccctt cctctagtct ggggactcag      600

acctatatct gcaacgtgaa tcacaaacct tctaatacaa aggtcgacaa gaaagtggaa      660

ccaaaaagtt gtgataagac acatacttgc ccaccttgtc ctgcaccaga ggacgaggga      720

ggaccatccg tgttcctgtt tccacccaaa cccaaggaca ctctgatgat tagccggact      780

cctgaagtca cctgcgtggt cgtggacgtg agccacgagg accccgaagt caaattcaac      840

tggtacgtgg atggcgtcga ggtgcataat gccaaaacaa agccccggga ggaacagtac      900

aactcaacat atagagtcgt gagcgtcctg actgtgctgc accaggactg gctgaacggc      960

aaggagtata aatgcgccgt gtccaacaag gccctgcccg cacctatcga gaagactatt     1020

tctaaagcca agggccagcc tagggaacca caggtgtacg tgtaccctcc aagccgcgac     1080

gagctgacta aaaaccaggt ctccctgacc tgtctggtga aggggttcta tccaagtgat     1140

atcgctgtgg agtgggaatc aaatggacag cccgagaaca attacaagac taccccccct     1200

gtgctggact cagatgggag cttcgccctg gtgtccaaac tgaccgtgga taagtctcgg     1260
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tggcagcagg gaaatgtctt ttcctgttct gtgatgcacg aagcactgca caatcactac     1320

acccagaagt ccctgagcct gtcacccggc aaa                                  1353

<210>  53

<211>  451

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - rituximab 

       variant

<400>  53

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ala Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 

145                 150                 155                 160 

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

                165                 170                 175     

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 

등록특허 10-2332303

- 161 -



            180                 185                 190         

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His 

        195                 200                 205             

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Lys Arg Arg Gly 

225                 230                 235                 240 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 

                245                 250                 255     

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His 

            260                 265                 270         

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

        275                 280                 285             

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

    290                 295                 300                 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Tyr Lys Cys Ala Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

                325                 330                 335     

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

            340                 345                 350         

Tyr Val Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser 

        355                 360                 365             

Leu Leu Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

    370                 375                 380                 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Leu Thr Trp Pro Pro 

385                 390                 395                 400 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val 

                405                 410                 415     

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

            420                 425                 430         
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His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

        435                 440                 445             

Pro Gly Lys 

    450     

<210>  54

<211>  1353

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - rituximab 

       variant

<400>  54

caggtccagc tgcagcagcc cggagctgaa ctggtcaaac ctggcgcatc cgtgaaaatg       60

tcttgcaagg ctagtggcta cacattcact tcctataaca tgcactgggt gaagcagaca      120

ccaggacgag gactggagtg gatcggagca atctaccctg gaaacggcga cacttcttat      180

aatcagaagt ttaaaggcaa ggccaccctg acagctgata agagctcctc taccgcctac      240

atgcagctga gttcactgac aagtgaagac tcagcagtgt actattgcgc cagaagcacc      300

tactatggcg gggattggta cttcaacgtg tggggggcag gaaccacagt caccgtgagc      360

gccgcttcca caaaaggacc aagcgtgttt ccactggcac caagctccaa gtcaaccagc      420

ggaggaacag cagccctggg atgtctggtg aaggactact tcccagagcc cgtcaccgtg      480

tcttggaaca gtggcgccct gacaagcggg gtccatactt ttcccgctgt gctgcagtct      540

agtggcctgt acagcctgtc aagcgtggtc accgtccctt cctctagtct ggggactcag      600

acctatatct gcaacgtgaa tcacaaacct tctaatacaa aggtcgacaa gaaagtggaa      660

ccaaaaagtt gtgataagac acatacttgc ccaccttgtc ctgcaccaaa gagaagagga      720

ggaccatccg tgttcctgtt tccacccaaa cccaaggaca ctctgatgat tagccggact      780

cctgaagtca cctgcgtggt cgtggacgtg agccacgagg accccgaagt caaattcaac      840

tggtacgtgg atggcgtcga ggtgcataat gccaaaacaa agccccggga ggaacagtac      900

aactcaacat atagagtcgt gagcgtcctg actgtgctgc accaggactg gctgaacggc      960

aaggagtata aatgcgccgt gtccaacaag gccctgcccg cacctatcga gaagactatt     1020

tctaaagcca agggccagcc tagggaacca caggtgtacg tgctgcctcc aagccgcgac     1080

gagctgacta aaaaccaggt ctccctgctg tgtctggtga aggggttcta tccaagtgat     1140

atcgctgtgg agtgggaatc aaatggacag cccgagaaca attacctgac ttggccccct     1200
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gtgctggact cagatgggag cttctttctg tattccaaac tgaccgtgga taagtctcgg     1260

tggcagcagg gaaatgtctt ttcctgttct gtgatgcacg aagcactgca caatcactac     1320

acccagaagt ccctgagcct gtcacccggc aaa                                  1353

<210>  55

<211>  451

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - rituximab 

       variant

<400>  55

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ala Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 

145                 150                 155                 160 

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

                165                 170                 175     
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Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 

            180                 185                 190         

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His 

        195                 200                 205             

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Asp Glu Gly 

225                 230                 235                 240 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 

                245                 250                 255     

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His 

            260                 265                 270         

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

        275                 280                 285             

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

    290                 295                 300                 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Trp Ala Pro Ile 

                325                 330                 335     

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

            340                 345                 350         

Tyr Val Tyr Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser 

        355                 360                 365             

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

    370                 375                 380                 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

385                 390                 395                 400 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Ala Leu Val Ser Lys Leu Thr Val 

                405                 410                 415     

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 
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            420                 425                 430         

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

        435                 440                 445             

Pro Gly Lys 

    450     

<210>  56

<211>  1353

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - rituximab 

       variant

<400>  56

caggtccagc tgcagcagcc cggagctgaa ctggtcaaac ctggcgcatc cgtgaaaatg       60

tcttgcaagg ctagtggcta cacattcact tcctataaca tgcactgggt gaagcagaca      120

ccaggacgag gactggagtg gatcggagca atctaccctg gaaacggcga cacttcttat      180

aatcagaagt ttaaaggcaa ggccaccctg acagctgata agagctcctc taccgcctac      240

atgcagctga gttcactgac aagtgaagac tcagcagtgt actattgcgc cagaagcacc      300

tactatggcg gggattggta cttcaacgtg tggggggcag gaaccacagt caccgtgagc      360

gccgcttcca caaaaggacc aagcgtgttt ccactggcac caagctccaa gtcaaccagc      420

ggaggaacag cagccctggg atgtctggtg aaggactact tcccagagcc cgtcaccgtg      480

tcttggaaca gtggcgccct gacaagcggg gtccatactt ttcccgctgt gctgcagtct      540

agtggcctgt acagcctgtc aagcgtggtc accgtccctt cctctagtct ggggactcag      600

acctatatct gcaacgtgaa tcacaaacct tctaatacaa aggtcgacaa gaaagtggaa      660

ccaaaaagtt gtgataagac acatacttgc ccaccttgtc ctgcaccaga ggacgaggga      720

ggaccatccg tgttcctgtt tccacccaaa cccaaggaca ctctgatgat tagccggact      780

cctgaagtca cctgcgtggt cgtggacgtg agccacgagg accccgaagt caaattcaac      840

tggtacgtgg atggcgtcga ggtgcataat gccaaaacaa agccccggga ggaacagtac      900

aactcaacat atagagtcgt gagcgtcctg actgtgctgc accaggactg gctgaacggc      960

aaggagtata aatgcaaggt gtccaacaag gccctgtggg cacctatcga gaagactatt     1020

tctaaagcca agggccagcc tagggaacca caggtgtacg tgtaccctcc aagccgcgac     1080

gagctgacta aaaaccaggt ctccctgacc tgtctggtga aggggttcta tccaagtgat     1140
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atcgctgtgg agtgggaatc aaatggacag cccgagaaca attacaagac taccccccct     1200

gtgctggact cagatgggag cttcgccctg gtgtccaaac tgaccgtgga taagtctcgg     1260

tggcagcagg gaaatgtctt ttcctgttct gtgatgcacg aagcactgca caatcactac     1320

acccagaagt ccctgagcct gtcacccggc aaa                                  1353

<210>  57

<211>  451

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - rituximab 

       variant

<400>  57

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ala Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 

145                 150                 155                 160 

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 
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                165                 170                 175     

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 

            180                 185                 190         

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His 

        195                 200                 205             

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Lys Arg Arg Gly 

225                 230                 235                 240 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 

                245                 250                 255     

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His 

            260                 265                 270         

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

        275                 280                 285             

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

    290                 295                 300                 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Trp Ala Pro Ile 

                325                 330                 335     

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

            340                 345                 350         

Tyr Val Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser 

        355                 360                 365             

Leu Leu Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

    370                 375                 380                 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Leu Thr Trp Pro Pro 

385                 390                 395                 400 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val 

                405                 410                 415     
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Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

            420                 425                 430         

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

        435                 440                 445             

Pro Gly Lys 

    450     

<210>  58

<211>  1353

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - rituximab 

       variant

<400>  58

caggtccagc tgcagcagcc cggagctgaa ctggtcaaac ctggcgcatc cgtgaaaatg       60

tcttgcaagg ctagtggcta cacattcact tcctataaca tgcactgggt gaagcagaca      120

ccaggacgag gactggagtg gatcggagca atctaccctg gaaacggcga cacttcttat      180

aatcagaagt ttaaaggcaa ggccaccctg acagctgata agagctcctc taccgcctac      240

atgcagctga gttcactgac aagtgaagac tcagcagtgt actattgcgc cagaagcacc      300

tactatggcg gggattggta cttcaacgtg tggggggcag gaaccacagt caccgtgagc      360

gccgcttcca caaaaggacc aagcgtgttt ccactggcac caagctccaa gtcaaccagc      420

ggaggaacag cagccctggg atgtctggtg aaggactact tcccagagcc cgtcaccgtg      480

tcttggaaca gtggcgccct gacaagcggg gtccatactt ttcccgctgt gctgcagtct      540

agtggcctgt acagcctgtc aagcgtggtc accgtccctt cctctagtct ggggactcag      600

acctatatct gcaacgtgaa tcacaaacct tctaatacaa aggtcgacaa gaaagtggaa      660

ccaaaaagtt gtgataagac acatacttgc ccaccttgtc ctgcaccaaa gagaagagga      720

ggaccatccg tgttcctgtt tccacccaaa cccaaggaca ctctgatgat tagccggact      780

cctgaagtca cctgcgtggt cgtggacgtg agccacgagg accccgaagt caaattcaac      840

tggtacgtgg atggcgtcga ggtgcataat gccaaaacaa agccccggga ggaacagtac      900

aactcaacat atagagtcgt gagcgtcctg actgtgctgc accaggactg gctgaacggc      960

aaggagtata aatgcaaggt gtccaacaag gccctgtggg cacctatcga gaagactatt     1020

tctaaagcca agggccagcc tagggaacca caggtgtacg tgctgcctcc aagccgcgac     1080
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gagctgacta aaaaccaggt ctccctgctg tgtctggtga aggggttcta tccaagtgat     1140

atcgctgtgg agtgggaatc aaatggacag cccgagaaca attacctgac ttggccccct     1200

gtgctggact cagatgggag cttctttctg tattccaaac tgaccgtgga taagtctcgg     1260

tggcagcagg gaaatgtctt ttcctgttct gtgatgcacg aagcactgca caatcactac     1320

acccagaagt ccctgagcct gtcacccggc aaa                                  1353

<210>  59

<211>  451

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - rituximab 

       variant

<400>  59

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ala Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 
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145                 150                 155                 160 

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

                165                 170                 175     

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 

            180                 185                 190         

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His 

        195                 200                 205             

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Asp Glu Gly 

225                 230                 235                 240 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 

                245                 250                 255     

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Ser Val Ser His 

            260                 265                 270         

Lys Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

        275                 280                 285             

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

    290                 295                 300                 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Tyr Lys Cys Ala Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

                325                 330                 335     

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

            340                 345                 350         

Tyr Val Tyr Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser 

        355                 360                 365             

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

    370                 375                 380                 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

385                 390                 395                 400 
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Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Ala Leu Val Ser Lys Leu Thr Val 

                405                 410                 415     

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

            420                 425                 430         

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

        435                 440                 445             

Pro Gly Lys 

    450     

<210>  60

<211>  1353

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - rituximab 

       variant

<400>  60

caggtccagc tgcagcagcc cggagctgaa ctggtcaaac ctggcgcatc cgtgaaaatg       60

tcttgcaagg ctagtggcta cacattcact tcctataaca tgcactgggt gaagcagaca      120

ccaggacgag gactggagtg gatcggagca atctaccctg gaaacggcga cacttcttat      180

aatcagaagt ttaaaggcaa ggccaccctg acagctgata agagctcctc taccgcctac      240

atgcagctga gttcactgac aagtgaagac tcagcagtgt actattgcgc cagaagcacc      300

tactatggcg gggattggta cttcaacgtg tggggggcag gaaccacagt caccgtgagc      360

gccgcttcca caaaaggacc aagcgtgttt ccactggcac caagctccaa gtcaaccagc      420

ggaggaacag cagccctggg atgtctggtg aaggactact tcccagagcc cgtcaccgtg      480

tcttggaaca gtggcgccct gacaagcggg gtccatactt ttcccgctgt gctgcagtct      540

agtggcctgt acagcctgtc aagcgtggtc accgtccctt cctctagtct ggggactcag      600

acctatatct gcaacgtgaa tcacaaacct tctaatacaa aggtcgacaa gaaagtggaa      660

ccaaaaagtt gtgataagac acatacttgc ccaccttgtc ctgcaccaga ggacgaggga      720

ggaccatccg tgttcctgtt tccacccaaa cccaaggaca ctctgatgat tagccggact      780

cctgaagtca cctgcgtggt cgtgagcgtg agccacaagg accccgaagt caaattcaac      840

tggtacgtgg atggcgtcga ggtgcataat gccaaaacaa agccccggga ggaacagtac      900

aactcaacat atagagtcgt gagcgtcctg actgtgctgc accaggactg gctgaacggc      960

aaggagtata aatgcgccgt gtccaacaag gccctgcccg cacctatcga gaagactatt     1020
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tctaaagcca agggccagcc tagggaacca caggtgtacg tgtaccctcc aagccgcgac     1080

gagctgacta aaaaccaggt ctccctgacc tgtctggtga aggggttcta tccaagtgat     1140

atcgctgtgg agtgggaatc aaatggacag cccgagaaca attacaagac taccccccct     1200

gtgctggact cagatgggag cttcgccctg gtgtccaaac tgaccgtgga taagtctcgg     1260

tggcagcagg gaaatgtctt ttcctgttct gtgatgcacg aagcactgca caatcactac     1320

acccagaagt ccctgagcct gtcacccggc aaa                                  1353

<210>  61

<211>  451

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - rituximab 

       variant

<400>  61

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ala Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala 

    130                 135                 140                 
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Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 

145                 150                 155                 160 

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

                165                 170                 175     

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 

            180                 185                 190         

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His 

        195                 200                 205             

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Lys Arg Arg Gly 

225                 230                 235                 240 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 

                245                 250                 255     

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Ser Val Ser His 

            260                 265                 270         

Lys Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

        275                 280                 285             

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

    290                 295                 300                 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Tyr Lys Cys Ala Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

                325                 330                 335     

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

            340                 345                 350         

Tyr Val Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser 

        355                 360                 365             

Leu Leu Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

    370                 375                 380                 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Leu Thr Trp Pro Pro 
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385                 390                 395                 400 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val 

                405                 410                 415     

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

            420                 425                 430         

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

        435                 440                 445             

Pro Gly Lys 

    450     

<210>  62

<211>  1353

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - rituximab 

       variant

<400>  62

caggtccagc tgcagcagcc cggagctgaa ctggtcaaac ctggcgcatc cgtgaaaatg       60

tcttgcaagg ctagtggcta cacattcact tcctataaca tgcactgggt gaagcagaca      120

ccaggacgag gactggagtg gatcggagca atctaccctg gaaacggcga cacttcttat      180

aatcagaagt ttaaaggcaa ggccaccctg acagctgata agagctcctc taccgcctac      240

atgcagctga gttcactgac aagtgaagac tcagcagtgt actattgcgc cagaagcacc      300

tactatggcg gggattggta cttcaacgtg tggggggcag gaaccacagt caccgtgagc      360

gccgcttcca caaaaggacc aagcgtgttt ccactggcac caagctccaa gtcaaccagc      420

ggaggaacag cagccctggg atgtctggtg aaggactact tcccagagcc cgtcaccgtg      480

tcttggaaca gtggcgccct gacaagcggg gtccatactt ttcccgctgt gctgcagtct      540

agtggcctgt acagcctgtc aagcgtggtc accgtccctt cctctagtct ggggactcag      600

acctatatct gcaacgtgaa tcacaaacct tctaatacaa aggtcgacaa gaaagtggaa      660

ccaaaaagtt gtgataagac acatacttgc ccaccttgtc ctgcaccaaa gagaagagga      720

ggaccatccg tgttcctgtt tccacccaaa cccaaggaca ctctgatgat tagccggact      780

cctgaagtca cctgcgtggt cgtgagcgtg agccacaagg accccgaagt caaattcaac      840

tggtacgtgg atggcgtcga ggtgcataat gccaaaacaa agccccggga ggaacagtac      900

aactcaacat atagagtcgt gagcgtcctg actgtgctgc accaggactg gctgaacggc      960
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aaggagtata aatgcgccgt gtccaacaag gccctgcccg cacctatcga gaagactatt     1020

tctaaagcca agggccagcc tagggaacca caggtgtacg tgctgcctcc aagccgcgac     1080

gagctgacta aaaaccaggt ctccctgctg tgtctggtga aggggttcta tccaagtgat     1140

atcgctgtgg agtgggaatc aaatggacag cccgagaaca attacctgac ttggccccct     1200

gtgctggact cagatgggag cttctttctg tattccaaac tgaccgtgga taagtctcgg     1260

tggcagcagg gaaatgtctt ttcctgttct gtgatgcacg aagcactgca caatcactac     1320

acccagaagt ccctgagcct gtcacccggc aaa                                  1353

<210>  63

<211>  451

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - rituximab 

       variant

<400>  63

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ala Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala 
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    130                 135                 140                 

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 

145                 150                 155                 160 

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

                165                 170                 175     

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 

            180                 185                 190         

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His 

        195                 200                 205             

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Asp Glu Gly 

225                 230                 235                 240 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 

                245                 250                 255     

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Ser Val Ser His 

            260                 265                 270         

Lys Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

        275                 280                 285             

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

    290                 295                 300                 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Tyr Lys Cys Glu Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

                325                 330                 335     

Lys Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

            340                 345                 350         

Tyr Val Tyr Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser 

        355                 360                 365             

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

    370                 375                 380                 
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Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

385                 390                 395                 400 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Ala Leu Val Ser Lys Leu Thr Val 

                405                 410                 415     

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

            420                 425                 430         

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

        435                 440                 445             

Pro Gly Lys 

    450     

<210>  64

<211>  1353

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - rituximab 

       variant

<400>  64

caggtccagc tgcagcagcc cggagctgaa ctggtcaaac ctggcgcatc cgtgaaaatg       60

tcttgcaagg ctagtggcta cacattcact tcctataaca tgcactgggt gaagcagaca      120

ccaggacgag gactggagtg gatcggagca atctaccctg gaaacggcga cacttcttat      180

aatcagaagt ttaaaggcaa ggccaccctg acagctgata agagctcctc taccgcctac      240

atgcagctga gttcactgac aagtgaagac tcagcagtgt actattgcgc cagaagcacc      300

tactatggcg gggattggta cttcaacgtg tggggggcag gaaccacagt caccgtgagc      360

gccgcttcca caaaaggacc aagcgtgttt ccactggcac caagctccaa gtcaaccagc      420

ggaggaacag cagccctggg atgtctggtg aaggactact tcccagagcc cgtcaccgtg      480

tcttggaaca gtggcgccct gacaagcggg gtccatactt ttcccgctgt gctgcagtct      540

agtggcctgt acagcctgtc aagcgtggtc accgtccctt cctctagtct ggggactcag      600

acctatatct gcaacgtgaa tcacaaacct tctaatacaa aggtcgacaa gaaagtggaa      660

ccaaaaagtt gtgataagac acatacttgc ccaccttgtc ctgcaccaga ggacgaggga      720

ggaccatccg tgttcctgtt tccacccaaa cccaaggaca ctctgatgat tagccggact      780

cctgaagtca cctgcgtggt cgtgagcgtg agccacaagg accccgaagt caaattcaac      840
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tggtacgtgg atggcgtcga ggtgcataat gccaaaacaa agccccggga ggaacagtac      900

aactcaacat atagagtcgt gagcgtcctg actgtgctgc accaggactg gctgaacggc      960

aaggagtata aatgcgaggt gtccaacaag gccctgcccg cacctatcaa gaagactatt     1020

tctaaagcca agggccagcc tagggaacca caggtgtacg tgtaccctcc aagccgcgac     1080

gagctgacta aaaaccaggt ctccctgacc tgtctggtga aggggttcta tccaagtgat     1140

atcgctgtgg agtgggaatc aaatggacag cccgagaaca attacaagac taccccccct     1200

gtgctggact cagatgggag cttcgccctg gtgtccaaac tgaccgtgga taagtctcgg     1260

tggcagcagg gaaatgtctt ttcctgttct gtgatgcacg aagcactgca caatcactac     1320

acccagaagt ccctgagcct gtcacccggc aaa                                  1353

<210>  65

<211>  451

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody polypeptide sequence - rituximab 

       variant

<400>  65

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ala Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             
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Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 

145                 150                 155                 160 

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

                165                 170                 175     

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 

            180                 185                 190         

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His 

        195                 200                 205             

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Lys Arg Arg Gly 

225                 230                 235                 240 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 

                245                 250                 255     

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Ser Val Ser His 

            260                 265                 270         

Lys Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

        275                 280                 285             

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

    290                 295                 300                 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Tyr Lys Cys Glu Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

                325                 330                 335     

Lys Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

            340                 345                 350         

Tyr Val Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser 

        355                 360                 365             

Leu Leu Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 
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    370                 375                 380                 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Leu Thr Trp Pro Pro 

385                 390                 395                 400 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val 

                405                 410                 415     

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

            420                 425                 430         

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

        435                 440                 445             

Pro Gly Lys 

    450     

<210>  66

<211>  1353

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic monoclonal antibody nucleotide sequence - rituximab 

       variant

<400>  66

caggtccagc tgcagcagcc cggagctgaa ctggtcaaac ctggcgcatc cgtgaaaatg       60

tcttgcaagg ctagtggcta cacattcact tcctataaca tgcactgggt gaagcagaca      120

ccaggacgag gactggagtg gatcggagca atctaccctg gaaacggcga cacttcttat      180

aatcagaagt ttaaaggcaa ggccaccctg acagctgata agagctcctc taccgcctac      240

atgcagctga gttcactgac aagtgaagac tcagcagtgt actattgcgc cagaagcacc      300

tactatggcg gggattggta cttcaacgtg tggggggcag gaaccacagt caccgtgagc      360

gccgcttcca caaaaggacc aagcgtgttt ccactggcac caagctccaa gtcaaccagc      420

ggaggaacag cagccctggg atgtctggtg aaggactact tcccagagcc cgtcaccgtg      480

tcttggaaca gtggcgccct gacaagcggg gtccatactt ttcccgctgt gctgcagtct      540

agtggcctgt acagcctgtc aagcgtggtc accgtccctt cctctagtct ggggactcag      600

acctatatct gcaacgtgaa tcacaaacct tctaatacaa aggtcgacaa gaaagtggaa      660

ccaaaaagtt gtgataagac acatacttgc ccaccttgtc ctgcaccaaa gagaagagga      720

ggaccatccg tgttcctgtt tccacccaaa cccaaggaca ctctgatgat tagccggact      780
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cctgaagtca cctgcgtggt cgtgagcgtg agccacaagg accccgaagt caaattcaac      840

tggtacgtgg atggcgtcga ggtgcataat gccaaaacaa agccccggga ggaacagtac      900

aactcaacat atagagtcgt gagcgtcctg actgtgctgc accaggactg gctgaacggc      960

aaggagtata aatgcgaggt gtccaacaag gccctgcccg cacctatcaa gaagactatt     1020

tctaaagcca agggccagcc tagggaacca caggtgtacg tgctgcctcc aagccgcgac     1080

gagctgacta aaaaccaggt ctccctgctg tgtctggtga aggggttcta tccaagtgat     1140

atcgctgtgg agtgggaatc aaatggacag cccgagaaca attacctgac ttggccccct     1200

gtgctggact cagatgggag cttctttctg tattccaaac tgaccgtgga taagtctcgg     1260

tggcagcagg gaaatgtctt ttcctgttct gtgatgcacg aagcactgca caatcactac     1320

acccagaagt ccctgagcct gtcacccggc aaa                                  1353

<210>  67

<211>  214

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic polypeptide sequence - variant trastuzumab light chain

<400>  67

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Val Asn Thr Ala 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Arg 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 His Tyr Thr Thr Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala 

            100                 105                 110         

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly 

        115                 120                 125             
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Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala 

    130                 135                 140                 

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln 

145                 150                 155                 160 

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser 

                165                 170                 175     

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr 

            180                 185                 190         

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser 

        195                 200                 205             

Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 

<210>  68

<211>  213

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic polypeptide sequence - variant rituxiumab light chain

<400>  68

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

1               5                   10                  15      

Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Ile 

            20                  25                  30          

His Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr 

        35                  40                  45              

Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Val Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Ser Asn Pro Pro Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro 
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            100                 105                 110         

Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr 

        115                 120                 125             

Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys 

    130                 135                 140                 

Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu 

145                 150                 155                 160 

Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser 

                165                 170                 175     

Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala 

            180                 185                 190         

Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe 

        195                 200                 205             

Asn Arg Gly Glu Cys 

    210             

<210>  69

<211>  639

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220

><223>  synthetic nucleotide sequence - variant rituxiumab light chain

<400>  69

cagattgtcc tgtctcagag tcccgctatc ctgtcagcaa gccctgggga gaaggtgacc       60

atgacatgcc gagccagctc ctctgtcagc tacatccact ggttccagca gaagccaggc      120

agttcaccta aaccatggat ctacgccaca tctaacctgg ctagtggagt gcccgtccgg      180

ttttccggct ctgggagtgg aacatcatac agcctgacta tttccagagt ggaggccgaa      240

gacgccgcta cctactattg ccagcagtgg acctctaatc cccctacatt cggcggggga      300

actaagctgg agatcaaaag gactgtggca gccccttctg tcttcatttt tccacccagt      360

gacgaacagc tgaaatcagg aaccgcttcc gtggtctgtc tgctgaacaa cttctacccc      420

cgcgaggcaa aggtgcagtg gaaagtcgat aacgccctgc agtccggcaa ttctcaggag      480

agtgtgaccg aacaggactc aaaggatagc acatattccc tgagctccac tctgaccctg      540

tccaaagctg attacgaaaa gcataaagtg tatgcatgtg aggtcaccca ccaggggctg      600

agtagtcccg tcacaaagag tttcaataga ggagagtgt                             639
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<210>  70

<211>  217

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  70

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys 

1               5                   10                  15      

Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val 

            20                  25                  30          

Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr 

        35                  40                  45              

Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu 

    50                  55                  60                  

Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His 

65                  70                  75                  80  

Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu 

        115                 120                 125             

Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro 

    130                 135                 140                 

Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn 

145                 150                 155                 160 

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu 

                165                 170                 175     

Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val 

            180                 185                 190         

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln 

        195                 200                 205             
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Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

    210                 215         

<210>  71

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic IgG polypeptide sequence CH1 for IgG1, IgG3 and IgG4

<400>  71

Val Asp Lys Arg Val 

1               5   

<210>  72

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic 'upper' hinge IgG polypeptide sequence for IgG1

<400>  72

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr 

1               5                   10  

<210>  73

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic 'core' hinge IgG polypeptide sequence for IgG1 and IgG2

<400>  73

Cys Pro Pro Cys Pro 

1               5   

<210>  74

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic 'lower' hinge (CH2) IgG polypeptide sequence for IgG1, 

       IgG3 and IgG4

<400>  74

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro 
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1               5               

<210>  75

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic IgG polypeptide sequence CH1 for IgG2

<400>  75

Val Asp Lys Thr Val 

1               5   

<210>  76

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic 'upper' hinge IgG polypeptide sequence for IgG2

<400>  76

Glu Leu Lys Cys Cys Val Glu 

1               5           

<210>  77

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic 'lower' hinge (CH2) IgG polypeptide sequence for IgG2

<400>  77

Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro 

1               5           

<210>  78

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic 'upper' hinge IgG polypeptide sequence for IgG3

<400>  78

Glu Leu Lys Thr Pro Leu Gly Asp Thr Thr His Thr 

1               5                   10          
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<210>  79

<211>  45

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic 'core' hinge IgG polypeptide sequence for IgG3

<400>  79

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Thr Pro Pro Pro Cys Pro Arg Cys Pro Glu 

1               5                   10                  15      

Pro Lys Ser Cys Asp Thr Pro Pro Pro Cys Pro Arg Cys Pro Glu Pro 

            20                  25                  30          

Lys Ser Cys Asp Thr Pro Pro Pro Cys Pro Arg Cys Pro 

        35                  40                  45  

<210>  80

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic 'upper' hinge IgG polypeptide sequence for IgG4

<400>  80

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro 

1               5           

<210>  81

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic 'core' hinge IgG polypeptide sequence for IgG4

<400>  81

Cys Pro Ser Cys Pro 

1               5
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