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특허청구의 범위

청구항 1 

표피 성장 인자 수용체(epidermal growth factor receptor: EGFR) 치료에 내성 또는 불응성을 나타내는 EGFR

발현 종양 세포의 성장의 억제 방법으로서, 상기 방법은 상기 종양 세포를 유효량의 EGFR 항체 면역접합체와 접

촉시키는 단계를 포함하는, EGFR 발현 종양 세포의 성장 억제 방법.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 치료는 EGFR 항체 또는 EGFR 키나제 억제제의 투여를 포함하는 것인, EGFR 발현 종양 세

포의 성장 억제 방법.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서, 세포가 내성을 나타내는 EGFR 치료는 엘로티닙, 게피티닙, 라파티닙, BIB2992, 세

툭시맙, 파니튜무맙, 잘루튜무맙, 네시튜무맙 및 니모튜무맙으로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인, EGFR 발

현 종양 세포의 성장 억제 방법.

청구항 4 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항에 있어서, 하나 이상의 종양 세포는 (1) EGFR 코딩 유전자에서 하나 이상의 돌

연변이를 포함하거나; (2) PIK3CA, RAS 또는 PTEN 코딩 유전자에서 하나 이상의 돌연변이를 포함하거나; (3) 활

성화 MET 또는 IGF1R 경로를 갖거나; (4) 간엽성 조직학을 갖거나 상피-간엽성 전이를 겪거나; 또는 (5) ERBB2

유전자 증폭 또는 HER2 단백질의 생성 증가를 갖는 것인, EGFR 발현 종양 세포의 성장 억제 방법.

청구항 5 

제4항에 있어서, 돌연변이된 EGFR 유전자는 EGFRvIII 또는 T790M 돌연변이를 포함하는 것인, EGFR 발현 종양 세

포의 성장의 억제 방법.

청구항 6 

제4항에 있어서, 상기 하나 이상의 종양 세포는 PIK3CA, RAS 또는 PTEN 코딩 유전자에서 하나 이상의 돌연변이

를 포함하는 것인, EGFR 발현 종양 세포의 성장의 억제 방법.

청구항 7 

제4항에 있어서, MET 또는 IGF1R 경로는 활성화되는 것인, EGFR 발현 종양 세포의 성장의 억제 방법.

청구항 8 

환자에서 암을 치료하는 방법으로서, 상기 환자에서 종양 세포의 성장을 억제하기 위한 유효량의 EGFR 항체 면

역접합체를 투여하는 단계를 포함하되, 하나 이상의 종양 세포는 (1) EGFR 코딩 유전자에서 하나 이상의 돌연변

이를 포함하거나; (2) PIK3CA, RAS 또는 PTEN 코딩 유전자에서 하나 이상의 돌연변이를 포함하거나; (3) 활성화

MET 또는 IGF1R 경로를 갖거나; (4) 간엽성 조직학을 갖거나 상피-간엽성 전이를 겪거나; 또는 (5) ERBB2 유전

자 증폭 또는 HER2 단백질의 생성 증가를 갖는 것인, 암의 치료 방법.

청구항 9 

환자에서 암을 치료하는 방법으로서,

(a)  상기 환자로부터 (1)  EGFR  코딩 유전자에서 하나 이상의 돌연변이를 포함하거나; (2)  PIK3CA,  RAS  또는

PTEN 코딩 유전자에서 하나 이상의 돌연변이를 포함하거나; (3) 활성화 MET 또는 IGF1R 경로를 갖거나; 또는

(4) 간엽성 조직학을 갖거나 상피-간엽성 전이를 겪은 종양 세포를 확인하는 단계; 및

(b) 유효량의 EGFR 항체 면역접합체를 상기 환자에게 투여하는 단계를 포함하는, 암의 치료 방법.

청구항 10 
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제8항 또는 제9항에 있어서, 상기 암은 편평 세포암, 폐암, 두경부암 또는 EGFR 양성 암인 것인, 암의 치료 방

법.

청구항 11 

제1항 내지 제4항 및 제7항 내지 제9항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 MET 활성화는 MET 유전자 증폭에 의해 발

생되는 것인, 암의 치료 방법.

청구항 12 

제8항 내지 제11항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 환자는 EGFR 치료에 이전에 실패하였거나 현재 실패한 것인,

암의 치료 방법.

청구항 13 

제12항에 있어서, 상기 치료는 EGFR 항체 또는 EGFR 키나제 억제제의 투여를 포함하는 것인, 암의 치료 방법.

청구항 14 

제13항에 있어서, 상기 EGFR 항체는 세툭시맙 또는 파니튜무맙인 것인, 암의 치료 방법.

청구항 15 

제13항에 있어서, 상기 EGFR 키나제 억제제는 엘로티닙 또는 게피티닙인 것인, 암의 치료 방법.

청구항 16 

환자에서 암을 치료하는 방법으로서, 상기 환자에서 종양 세포의 성장을 억제하기 위한 유효량의 EGFR 항체 면

역접합체를 투여하는 단계를 포함하고, 하나 이상의 종양 세포는 역형성 림프종 키나제(anaplastic  lymphoma

kinase: ALK) 억제제를 포함하는 치료에 내성을 나타내는 것인, 암의 치료 방법.

청구항 17 

환자에서 암을 치료하는 방법으로서,

(a) 상기 환자로부터 하나 이상의 ALK 억제제에 내성을 나타내는 종양 세포를 확인하는 단계; 및

(b) 유효량의 EGFR 항체 면역접합체를 상기 환자에게 투여하는 단계를 포함하는, 암의 치료 방법.

청구항 18 

제16항 또는 제17항에 있어서, 하나 이상의 종양 세포는 EML4-ALK 전좌를 포함하는 것인, 암의 치료 방법.

청구항 19 

제16항 내지 제18항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 암은 비소세포 폐암인, 암의 치료 방법.

청구항 20 

제16항 내지 제19항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 ALK 억제제는 크리조티닙인, 암의 치료 방법.

청구항 21 

제1항 내지 제20항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 면역접합체는 화학식 (A)-(L)-(C)를 갖되,

(A)는 EGFR에 특이적으로 결합하는 항체 또는 이의 항원 결합 단편이고;

(L)은 링커이며;

(C)는 세포독성제이고;

상기 링커(L)는 (A)를 (C)에 연결시키는 것인, 암의 치료 방법.

청구항 22 
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제21항에 있어서, 상기 EGFR 항체는 서열 번호 1의 중쇄 가변 영역 및 서열 번호 2 또는 3의 경쇄 가변 영역을

포함하는 것인, 암의 치료 방법.

청구항 23 

제22항에 있어서, 상기 링커는 개열형 링커, 비개열형 링커, 친수성 링커 및 다이카복실산계 링커로 이루어진

군으로부터 선택되는 것인, 암의 치료 방법.

청구항 24 

제23항에 있어서, 상기 링커는 비개열형 링커인 것인, 암의 치료 방법.

청구항 25 

제21항에 있어서, 상기 링커는 N-숙신이미딜 4-(2-피리딜다이티오)펜타노에이트(SPP); N-숙신이미딜 4-(2-피리

딜다이티오)뷰타노에이트(SPDB) 또는 N-숙신이미딜 4-(2-피리딜다이티오)-2-설포뷰타노에이트(설포-SPDB); N-숙

신이미딜 4-(말레이미도메틸) 사이클로헥산카복실레이트(SMCC); N-설포숙신이미딜 4-(말레이미도메틸) 사이클로

헥산카복실레이트(설포SMCC);  N-숙신이미딜-4-(요오도아세틸)-아미노벤조에이트(SIAB);  N-숙신이미딜-[(N-말레

이미도프로피온아미도)-테트라에틸렌글라이콜]  에스터(NHS-PEG4-말레이미드);  N-(베타-말레이미도프로필옥시)숙

신이미드 에스터(BMPS); 및 감마-말레이미도뷰티르산 N-숙신이미딜 에스터(GMBS)로 이루어진 군으로부터 선택되

는 것인, 암의 치료 방법.

청구항 26 

제21항에 있어서, 상기 세포독성제는 메이타시노이드, 메이타시노이드 유사체, 독소루비신, 변형 독소루비신,

벤조디아제핀, 탁소이드, CC-1065, CC-1065 유사체, 듀오카르마이신, 듀오카르마이신 유사체, 칼리키아미신, 돌

라스타틴, 돌라스타틴 유사체, 아우리스타틴, 토메이마이신 유도체 및 렙토마이신 유도체 또는 상기 물질의 프

로드럭으로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인, 암의 치료 방법.

청구항 27 

제26항에 있어서, 상기 세포독성제는 메이타시노이드인 것인, 암의 치료 방법.

청구항 28 

제27항에  있어서,  상기  세포독성제는  N(2')-데아세틸-N(2')-(3-머캅토-1-옥소프로필)-메이탄신(DM1)  또는

N(2')-데아세틸-N2-(4-머캅토-4-메틸-1-옥소펜틸)-메이탄신(DM4)인 것인, 암의 치료 방법.

청구항 29 

제1항 내지 제28항 중 어느 한 항에 있어서, EGFR 항체 면역접합체는 서열 번호 1의 중쇄 가변 영역 및 서열 번

호 2  또는 서열 번호 3의 경쇄 가변 영역을 포함하는 항체; 링커 SMCC;  및 메이타시노이드 DM1을 포함하는

것인, 암의 치료 방법.

청구항 30 

제1항 내지 제29항 중 어느 한 항에 있어서, EGFR 항체 면역접합체는 항신생물제와 투여되는 것인, 암의 치료

방법.

청구항 31 

제30항에 있어서, EGFR 항체 면역접합체는 항신생물제와 동시에 투여되는 것인, 암의 치료 방법.

청구항 32 

제30항에  있어서,  EGFR  항체  면역접합체 및  항신생물제는 임의의 시간상 순서로 투여되는 것인,  암의 치료

방법.

청구항 33 
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제8항 내지 제32항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 환자는 인간인 것인, 암의 치료 방법.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 EGFR 항체 면역접합체가 EGFR 내성 기전을 발생시킨 종양 세포의 성장을 억제하는 데 효과적이라는[0001]

확인에 관한 것이다.

배 경 기 술

표피  성장  인자  수용체(EGFR;  ErbB-1;  HER1)는  세포외  단백질  리간드의  표피  성장  인자(epidermal  growth[0002]

factor: EGF) 패밀리에 대한 세포 표면 수용체이다(Herbst RS. Int J Radiat Oncol Bio Phys 59: 21 (2004)).

EGFR은 EGFR, HER2/c-neu(ErbB2), HER3(ErbB-3) 및 HER4(ErbB-4)의 4개의 밀접하게 관련된 수용체 티로신 키나

제의 하위패밀리인 수용체의 ErbB 패밀리의 구성원이다. EGFR 활성화는 표피 성장 인자(EGF) 및 형질전환 성장

인자-a(TGFa)와 같은 이의 특이적 리간드의 결합에 의해 유발된다. 리간드 결합 시, EGFR은 불활성 단량체 형태

로부터 활성 동형이량체로의 이행을 겪는다. 또한, EGFR은 HER2 및 HER3과 같은 ErbB 수용체 패밀리의 다른 구

성원과 쌍을 지어 활성 이형이량체를 생성할 수 있다. EGFR 이량체화는 카복시 말단에서 몇몇 티로신 잔기를 자

기인산화시키는 이의 고유 세포내 단백질 티로신 키나제 활성을 자극한다(Downward J. et al., Nature 311: 483

(1984)). 이후, 자기인산화는 다운스트림 신호전달 케스케이드, 원칙적으로 MAPK, Akt 및 JNK 경로를 유발하여

DNA 합성 및 세포 증식을 발생시킨다.

EGFR은 중요한 암유전자이다. 구성적 활성화를 발생시키는 EGFR 과발현 및 돌연변이는 폐암, 결장암, 두경부암[0003]

및 교모세포종을 포함하는 여러 암과 관련된다(Zhang H. et al., J Clin Invest 117: 2051 (2007)). 이러한 발

견은 EGFR에 대한 항암 치료제를 개발시켰다. 2개의 소분자 티로신 키나제 억제제(TKI)인 엘로티닙(Tarceva) 및

게피티닙(Iressa)은 비소세포 폐암(NSCLC) 및 췌장암에 허가받았다. 또한, EGFR에 대한 2개의 길항적 단일클론

항체인 세툭시맙(Erbitux) 및 파니튜무맙(Vectibix)이 두경부의 편평 세포 암종(SCCHN) 및 결장암(CRC)에 허가

받았다.

2개의 EGFR 키나제 억제제인 엘로티닙 및 게피티닙은 L858R 및/또는 엑손 19 결실 EGFR 돌연변이를 보유하는 선[0004]

암 조직을 갖는 NSCLC에서 단일 물질 치료제로서 예상외로 효과적이다(Lynch TJ et al., N Engl J Med 350:

2129 (2004), Paez JG. et al. Science 304: 1497 (2004)). 이러한 감작화 EGFR 돌연변이를 갖는 환자는 이러

한 EGFR 키나제 억제제에 의해 종래의 화학치료에 대한 반응 속도를 초과하는 약 70%의 반응 속도를 나타낸다.

그러나,  실질적인 초기 반응에도 불구하고,  이 암은 결국 키나제 억제제에 내성을 발생시킨다.  일반적으로,

EGFR 치료에 대한 내성 기전은 (1) EGFR 돌연변이, 예컨대 EGFRvIII 및 T790M 돌연변이, (2) PIK3CA, RAS 및

PTEN의 돌연변이와 같은 EGFR  다운스트림 경로를 활성화시키는 돌연변이 및 (3)  보상 경로,  예컨대 MET  및

IGF1R 경로의 활성화의 3개의 주요한 카테고리로 나눌 수 있다. EGFR 표적화 치료에 대한 내성의 다양한 기전의

발견은 후속하는 EGFR 치료 생성에 대한 새로운 도전과제를 제시한다.

2개의 EGFR  길항적 항체인 세툭시맙 및 파니튜무맙은 리간드 결합의 봉쇄를 통해 EGFR  신호전달을 억제한다[0005]

(Gill  et  al.,  J  Biol  Chem,  259:7755-7760  (1984),  Goldstein  et  al.,  Clin  Cancer  Res,  1:1311-1318

(1995), Prewett et al., Clin Cancer Res, 4:2957-2966 (1998)). 세툭시맙 치료는 화학치료에 반응하지 않는

결장암을 앓는 환자에서 전체 생존율 및 무진행 생존율을 개선하고 삶의 질을 보존한다. 그러나, 세툭시맙 치료

는 코돈 12 및 13에서 흔히 발견되는 KRAS 돌연변이를 갖는 결장암 환자에 임상 이익을 갖지 않는다(Karapetis

C et al., N Engl J Med 359: 1757 (2008)). 유사하게, SCCHN에서, EGFR 항체는 EGFR의 엑손 2-7 결실 돌연변

이(EGFRvIII)를 보유하는 암에서 덜 효과적이다(Sok J. et al. Clin Cancer Res 12: 5064 (2006)). 따라서,

EGFR 표적화 치료에 대한 흔한 내성 기전을 극복할 수 있는 새로운 암 치료에 대한 수요가 존재한다.

발명의 내용

본 발명은 EGFR 항체 면역접합체가 항-EGFR 치료에 내성을 나타내는 종양 세포의 성장을 억제하는 데 있어서 효[0006]

과적이라는 확인에 관한 것이다.  특정한 실시양태에서,  EGFR  항체 면역접합체는 또한 역형성 림프종 키나제

(anaplastic lymphoma kinase: ALK) 억제제 내성을 나타내는 종양 세포의 성장을 억제하는 데 있어서 효과적이

다.

따라서, 일 실시양태에서, 본 발명은 상기 종양 세포를 유효량의 EGFR 항체 면역접합체와 접촉시키는 단계를 포[0007]
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함하는 EGFR 치료에 내성 또는 불응성을 나타내는 EGFR 발현 종양 세포의 성장을 억제하는 방법을 제공한다. 일

실시양태에서,  세포가  내성을  나타내는  EGFR  치료는  엘로티닙(erlotinib),  게피티닙(gefitinib),  라파티닙

(lapatinib), BIB2992, 세툭시맙(cetuximab), 파니튜무맙(panitumumab), 잘루튜무맙(zalutumumab), 네시튜무맙

(necitumumab) 및 니모튜무맙(nimotuzumab)으로 이루어진 군으로부터 선택된다. 다른 실시양태에서, 하나 이상

의 종양 세포는 (1) EGFR 코딩 유전자에서 하나 이상의 돌연변이를 포함하거나; (2) PIK3CA, RAS 또는 PTEN 코

딩 유전자에서 하나 이상의 돌연변이를 포함하거나; (3) 활성화 MET 또는 IGF1R 경로를 갖거나; (4) 간엽성 조

직학을 갖거나 상피-간엽성 전이를 겪거나; 또는 (5) ERBB2 유전자 증폭 또는 HER2 단백질의 생성 증가를 갖는

다. 다른 실시양태에서, EGFR 돌연변이는 EGFRvIII 또는 T790M 돌연변이를 포함한다. 다른 실시양태에서, 하나

이상의 종양 세포는 예를 들면 PIK3CA, RAS 또는 PTEN 코딩 유전자의 돌연변이에 의한 활성화 EGFR 다운스트림

경로를 갖는다. 다른 실시양태에서, 하나 이상의 종양 세포는 MET 또는 IGF1R 경로와 같은 대안적인 활성화 경

로(들)를 갖는다. MET 활성화는 MET 유전자 증폭 및/또는 MET 리간드 발현에 의해 발생된다.

특정한 실시양태에서, EGFR 항체 면역접합체는 또한 역형성 림프종 키나제(ALK) 억제제 내성을 나타내는 EGFR[0008]

내성/불응성 종양 세포의 성장을 억제하는 데 효과적이다. 일 실시양태에서, 하나 이상의 종양 세포는 EML4-ALK

전좌를 포함한다. 다른 실시양태에서, 종양 세포는 비소세포 폐 종양이다.

본 발명은 또한 환자에서 암을 치료하는 방법으로서, 상기 환자에서 종양 세포의 성장을 억제하기 위한 유효량[0009]

의 EGFR 항체 면역접합체를 투여하는 단계를 포함하고, 하나 이상의 종양 세포는 (1) EGFR 코딩 유전자에서 하

나 이상의 돌연변이를 포함하거나; (2) PIK3CA, RAS 또는 PTEN 코딩 유전자에서 하나 이상의 돌연변이를 포함하

거나; (3) 활성화 MET 또는 IGF1R 경로를 갖거나; (4) 간엽성 조직학을 갖거나 상피-간엽성 전이를 겪거나; 또

는 (5) ERBB2 유전자 증폭 또는 HER2 단백질의 생성 증가를 갖는 방법을 제공한다. 일 실시양태에서, MET 활성

화는 MET 유전자 증폭에 의해 발생된다. 

본 발명은 또한 환자에서 암을 치료하는 방법으로서, (a) 상기 환자로부터 (1) EGFR 코딩 유전자에서 하나 이상[0010]

의 돌연변이를 포함하거나; (2) PIK3CA, RAS 또는 PTEN 코딩 유전자에서 하나 이상의 돌연변이를 포함하거나;

(3) 활성화 MET 또는 IGF1R 경로를 갖거나; 또는 (4) 간엽성 조직학을 갖거나 상피-간엽성 전이를 겪거나; (5)

ERBB2 유전자 증폭 또는 HER2 단백질의 생성 증가를 갖는 상기 환자로부터 종양 세포를 확인하는 단계; 및 (b)

유효량의 EGFR 항체 면역접합체를 상기 환자에게 투여하는 단계를 포함하는 방법을 제공한다. 일 실시양태에서,

MET 활성화는 MET 유전자 증폭에 의해 발생된다. 일 실시양태에서, 암은 편평 세포 암종, 폐암, 두경부암 또는

EGFR 양성 암이다.

일 실시양태에서, 환자는 EGFR  치료에 이전에 실패하였거나 현재 실패하고 있다. 다른 실시양태에서, 치료는[0011]

EGFR 항체 또는 EGFR 키나제 억제제의 투여를 포함한다. 다른 실시양태에서, EGFR 항체는 세툭시맙 또는 파니튜

무맙이다. 다른 실시양태에서, EGFR 키나제 억제제는 엘로티닙 또는 게피티닙이다.

특정한 실시양태에서, EGFR 항체 면역접합체는 하나 이상의 ALK 억제제 내성 종양 세포를 포함하는 환자에서 암[0012]

을 치료하는 데 효과적이다. 일 실시양태에서, 하나 이상의 종양 세포는 EML4-ALK 전좌를 포함한다. 다른 실시

양태에서, 종양 세포는 비소세포 폐 종양이다.

일 실시양태에서, 항체 면역접합체는 화학식 (A)-(L)-(C)를 갖고, (A)는 EGFR에 특이적으로 결합하는 항체 또는[0013]

이의 항원 결합 단편이고; (L)은 링커이며; (C)는 세포독성제이고; 상기 링커(L)는 (A)를 (C)에 연결시킨다. 다

른 실시양태에서, EGFR 항체는 서열 번호 1의 중쇄 가변 영역 및 서열 번호 2 또는 3의 경쇄 가변 영역을 포함

한다. 다른 실시양태에서, 링커는 개열형 링커, 비개열형 링커, 친수성 링커 및 다이카복실산계 링커로 이루어

진 군으로부터 선택된다. 다른 실시양태에서, 링커는 비개열형 링커이다. 다른 실시양태에서, 링커는 N-숙신이

미딜 4-(2-피리딜다이티오)펜타노에이트(SPP);  N-숙신이미딜 4-(2-피리딜다이티오)뷰타노에이트(SPDB)  또는 N-

숙신이미딜 4-(2-피리딜다이티오)-2-설포뷰타노에이트(설포-SPDB);  N-숙신이미딜 4-(말레이미도메틸)  사이클로

헥산카복실레이트(SMCC); N-설포숙신이미딜 4-(말레이미도메틸) 사이클로헥산카복실레이트(설포SMCC); N-숙신이

미딜-4-(요오도아세틸)-아미노벤조에이트(SIAB);  N-숙신이미딜-[(N-말레이미도프로피온아미도)-테트라에틸렌글

라이콜] 에스터(NHS-PEG4-말레이미드), N-(베타-말레이미도프로필옥시)숙신이미드 에스터(BMPS);  및 감마-말레

이미도뷰티르산 N-숙신이미딜 에스터(GMBS)로 이루어진 군으로부터 선택된다. 다른 실시양태에서, 세포독성제는

메이타시노이드, 메이타시노이드 유사체, 독소루비신, 변형 독소루비신, 벤조디아제핀, 탁소이드, CC-1065, CC-

1065 유사체, 듀오카르마이신, 듀오카르마이신 유사체, 칼리키아미신, 돌라스타틴, 돌라스타틴 유사체, 아리스

타틴, 토메이마이신 유도체 및 렙토마이신 유도체 또는 상기 물질의 프로드럭으로 이루어진 군으로부터 선택된

다. 다른 실시양태에서, 세포독성제는 메이타시노이드이다. 다른 실시양태에서, 세포독성제는 N(2')-데아세틸-
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N(2')-(3-머캅토-1-옥소프로필)-메이탄신(DM1) 또는 N(2')-데아세틸-N2-(4-머캅토-4-메틸-1-옥소펜틸)-메이탄신

(DM4)이다. 다른 실시양태에서, EGFR 항체 면역접합체는 서열 번호 1의 중쇄 가변 영역 및 서열 번호 2 또는 서

열 번호 3의 경쇄 가변 영역을 포함하는 항체; 링커 SMCC; 및 메이타시노이드 DM1을 포함한다.

일 실시양태에서, 항체 면역접합체는 하나 이상의 추가의 항신생물제와 투여된다. 다른 실시양태에서, EGFR 항[0014]

체 면역접합체는 항신생물제와 동시에 투여된다. 다른 실시양태에서, EGFR 항체 면역접합체 및 항신생물제는 임

의의 시간상 순서로 투여된다. 다른 실시양태에서, 환자는 인간이다.

특정한 실시양태에서, 치료는 본 발명의 EGFR 면역접합체 및 하나 이상의 추가의 표적화 치료제의 병용 투여를[0015]

포함한다. 유용한 표적화 치료제 종류는 예를 들면 (1) HER2 억제제, (2) EGFR 억제제(예를 들면, 티로신 키나

제 억제제 또는 표적화 항-EGFR  항체),  (3)  BRAF  억제제, (4)  ALK  억제제, (5)  호르몬 수용체 억제제, (6)

mTOR 억제제, (7) VEGF 억제제 또는 (8) 암 백신을 포함하지만, 이들로 제한되지는 않는다. 티로신 키나제 억제

제는 EGFR에 특이적이거나 다중 특이적일 수 있고, EGFR 이외에 또는 이것에 추가로 하나 이상의 키나제의 활성

을 억제할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 L858R 및 T790M EGFR 돌연변이를 보유하는 NCI-H1975 NSCLC 종양 세포주에 대한 huEGFR-7R 네이키드 항[0016]

체 및 huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체의 세포독성 활성을 도시한 선 그래프이다.

도 2는 50ng/㎖의 간세포 성장 인자(HGF)의 존재 또는 부재 하의 HCC827 NSCLC 세포주에 대한 엘로티닙의 세포

독성 활성을 도시한 선 그래프이다.

도 3은 50ng/㎖의 HGF의 부재(A) 또는 존재(B) 하의 HCC827 NSCLC 세포주에 대한 세툭시맙, huEGFR-7R 네이키

드 항체 및 huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체의 세포독성 활성을 도시한 선 그래프이다.

도 4는 NCI-H226인 간엽성 NSCLC 세포주에 대한 huEGFR-7R 네이키드 항체 및 huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체의 세

포독성 활성을 도시한 선 그래프이다.

도 5는 엘로티닙 내성 HCC827 NSCLC 세포주의 규명을 도시한 것이다. (A)는 부모 HCC827 세포주 및 엘로티닙 내

성 HCC827-ER 세포주에 대한 엘로티닙의 세포독성 활성을 도시한 선 그래프이다. (B)는 부모 HCC827 세포주 및

엘로티닙 내성 HCC827-ER 세포주의 조직학적 사진이다. (C)는 부모 HCC827 세포주 및 엘로티닙 내성 HCC827-ER

세포주의 웨스턴 블롯 분석이다.

도 6은 부모 HCC827 세포주 및 엘로티닙 내성 HCC827-ER 세포주에 대한 EGFR, HER3 및 MET의 발현을 도시한 유

동 세포계수법 히스토그램을 보여준다.

도 7은 부모 HCC827 세포주인 엘로티닙 내성 HCC827-ER 및 HCC827-ER-E4 세포주에 대한 엘로티닙의 세포독성 활

성을 도시한 선 그래프이다.

도 8은 기재된 용량에서의 엘로티닙의 16시간 치료 후 부모 HCC827 세포주 및 엘로티닙 내성 HCC827-ER-E4 세포

주의 웨스턴 블롯 분석을 보여준다.

도 9는 부모 HCC827 세포주 및 엘로티닙 내성 HCC827-ER-E4 세포주에 대한 세툭시맙, huEGFR-7R 네이키드 항체

및 huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체의 세포독성 활성을 도시한 선 그래프이다.

도 10은 G12V KRAS 돌연변이를 보유하는 SW620 결장 선암 세포주에 대한 huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체의 세포독

성 활성을 도시한 선 그래프이다. 

도 11은 H1047R PIK3CA 돌연변이를 보유하는 두경부의 데트로이트(Detroit) 562 편평 세포 암종(SCCHN) 세포주

에 대한 세툭시맙, huEGFR-7R 네이키드 항체 및 huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체의 세포독성 활성을 도시한 선 그래

프이다.

도 12는 부모 HCC827 세포(A), 엘로티닙 내성 HCC827 ER 세포(B) 및 HCC827 EPR 세포(C)에 대한 huEGFR-7R 항

체, huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체, chKTI-SMCC-DM1 접합체, 세툭시맙 및 엘로티닙의 세포독성 활성을 보여준다.

도 13은 EML4-ALK  유전자 전좌를 보유하는 H2228  NSCLC  선암 세포주에 대한 크리조티닙 및 엘로티닙(A); 및

huEGFR-7R 항체, huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체, chKTI-SMCC-DM1 접합체 및 세툭시맙(B)의 세포독성 활성을 보여

준다.
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발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 EGFR 항체 접합체가 비접합 EGFR 항체 및/또는 ALK 억제제를 포함하는 EGFR 치료제에 내성을 나타내[0017]

는 종양 세포를 치료하는 데 유용하다는 발견에 관한 것이다. 특히, 피부 각질세포와 같은 EGFR을 발현하는 정

상 세포에 제한된 효과를 미치면서 EGFR 경로에 의한 종양 세포 성장을 억제하는 능력을 갖는 EGFR 항체를 포함

하는 항체 약물 접합체가 EGFR 치료 내성 종양에 효과적인 것으로 밝혀졌다. 중요한 것은 다른 EGFR 억제제와

유사한 EGFR 항체 성분은 단독으로는 EGFR 표적화 치료에 내성을 나타내는 종양 세포에 비효과적이라는 것이다.

그러나, 메이타시노이드 페이로드(payload)와 커플링될 때, 접합체는 놀랍게도 EGFR 억제제에 다양한 내성 기전

을 갖는 종양 세포에 대해 양호한 활성을 나타낸다.

I. 정의[0018]

본 발명의 이해를 돕기 위해, 여러 용어 및 구문이 하기 정의되어 있다.[0019]

"표피  성장  인자  수용체"  또는  "EGFR"은  티로신  키나제  세포  표면  수용체이다.  용어  "가용성  EGFR"  또는[0020]

"sEGFR"은 EGFR의 세포외 리간드-결합 도메인을 포함하는 EGFR의 부분을 의미한다. 더 구체적으로, sEGFR은 성

숙 EGFR의 1-619번 아미노산을 포함한다(Ullrich et al., Human Epidermal Growth Factor cDNA Sequence and

Aberrant Expression of the Amplified Gene in A-431 Epidermoid Carcinoma Cells, Nature, Vol. 309, 418-

25 (1986)). 본 명세서에 기재된 "표피 성장 인자 수용체" 또는 "EGFR"은 야생형 또는 전장 EGFR뿐만 아니라

EGFR의 모든 돌연변이체 형태를 포함하는 것으로 의도되고, 이들 중 몇몇 형태는 하기 기재되어 있다.

"EGFRvIII"는 엑손 2 내지 7이 결실되어 EGFR의 세포외 도메인에서 267개의 아미노산 프레임내 결실을 발생시키[0021]

는 EGFR의 변이체를 의미한다. EGFRvIII는 또한 III형 돌연변이체, 델타-EGFR, EGFRde2-7 및 횳FR로 공지되어

있고, 미국 특허 제6,455,498호, 제6,127,126호, 제5,981,725호, 제5,814,317호, 제5,710,010호, 제5,401,828

호 및 제5,212,290호에 기재되어 있다.

"결실된 EGFR 변이체"는 세포외 도메인의 부분이 손실되어 EGFR 신호전달이 리간드에 적어도 부분적으로 독립적[0022]

으로 되는 EGFR의 결실 변이체를 의미한다.

"ALK 억제제"는 역형성 림프종 키나제(ALK)의 변이, 예컨대 EML4-ALK 전좌를 갖는 종양에 작용하는 항암 약물을[0023]

의미한다. EML4-ALK 전좌는 EML4-ALK 양성 암을 발생시킨다. EML4-ALK 양성 암은 세포가 극피동물 미세소관 관

련 단백질 유사물 4(echinoderm microtubule-associated protein-like 4: EML4) 유전자가 ALK 유전자에 융합된

DNA의 특징적인 비정상 배좌를 포함하는 원발성 악성 종양을 의미한다. 이 비정상 유전자 융합은 많은 경우에

암 세포의 악성 거동을 증진시키고 유지시키는 것으로 보이는 단백질(EML4-ALK)을 생성시킨다.

용어 "K-ras 돌연변이체"는 야생형 K-ras(또는 이러한 K-ras 단백질을 코딩하는 뉴클레오타이드 서열)와 비교하[0024]

여 하나 이상의 아미노산 돌연변이를 포함하는 K-ras 단백질을 의미한다. K-ras 돌연변이체는 대립유전자 변이

체, 스플라이스 변이체, 치환 변이체, 결실 변이체 및 삽입 변이체를 포함할 수 있지만, 이들로 제한되지는 않

는다. 용어 "K-ras 돌연변이"는 야생형 서열(또는 이러한 K-ras 단백질을 코딩하는 뉴클레오타이드 서열)과 비

교하여 K-ras 단백질의 서열에서의 하나 이상의 아미노산 돌연변이를 의미한다. 용어 "K-ras 돌연변이체 종양"

또는 "K-ras 돌연변이를 포함(또는 함유)하는 종양"은 본 명세서에서 상호 교환되어 사용되고 K-ras 돌연변이가

단백질 또는 뉴클레오타이드 수준에서 결실될 수 있는 종양 세포 집단을 의미한다. 용어 "K-ras 돌연변이를 포

함(또는 함유)하는 암"은 본 명세서에서 K-ras 돌연변이가 단백질 또는 뉴클레오타이드 수준에서 결실될 수 있

는 암 세포 집단을 의미한다. PCR 기반 검정(예를 들면, 중합효소 사슬 반응-제한효소 단편 길이 다형성(PCR-

RFLP) 검정, 중합효소 사슬 반응-단일 가닥 구조 다형성(PCR-SSCP) 검정, 실시간 PCR 검정, PCR 서열분석, 돌연

변이체 대립유전자-특이적 PCR 증폭(MASA) 검정), 직접 서열분석, 프라이머 연장 반응, 전기영동, 올리고뉴클레

오타이드 결찰 검정, 하이브리드화 검정, TaqMan 검정, SNP 유전형 검정, 고해상 용융 검정 및 마이크로어레이

분석(이들로 제한되지는 않음)을 비롯한 당업자에게 공지된 기법 및 방법에 의해 K-ras 및 EGFR 돌연변이를 검

출할 수 있다.

용어 "활성화 돌연변이"는 신호전달 경로의 K-ras 및 구성적 활성화와 같은 단백질의 구성적 활성화를 발생시키[0025]

는 돌연변이를 의미한다. 몇몇 실시양태에서, 활성화 돌연변이를 포함하는 K-ras 단백질은 MAP 키나제 케스케이

드 및 PI3 키나제 케스케이드(이들로 제한되지는 않음)를 비롯한 여러 경로의 구성적 활성을 개시시킨다. 몇몇

실시양태에서, K-ras 돌연변이체 및 신호전달 경로에 의한 구성적 활성은 중요하게는 세포 증식 조절이상, 분화

손상, 아폽토시스 감소 및 세포 생존 연장을 비롯한 악성 표현형의 여러 양태에 기여한다.
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 구문 "EGFR 중재 암"은 EGFR이 상응하는 정상 상피 조직에서보다 높은 수준으로 비정상적으로 활성화되는 상피[0026]

종양을 특징으로 하는 암이다. 이러한 더 높은 수준의 EGFR 활성은 여러 암의 유형에서 종양 성장을 촉진한다.

이러한 암은 비소세포 폐암, 유방암, 결장암, 두경부암, 전립선암 및 교모세포종을 포함하지만, 이들로 제한되

지는 않는다. EGFR의 비정상 활성화는 수용체의 과발현, 유전자 증폭, 활성화 돌연변이, 수용체 리간드의 과발

현 및/또는 EGFR 활성의 조절자 손실로부터 발생할 수 있다.

용어 "항체"는 면역글로불린 분자의 가변 영역 내의 하나 이상의 항원 인식 자리를 통해 표적, 예컨대 단백질,[0027]

폴리펩타이드, 펩타이드, 탄수화물, 폴리뉴클레오타이드, 지질 또는 상기의 조합을 인식하고 이에 특이적으로

결합하는 면역글로불린 분자를 의미한다. 본 명세서에서 사용되는 용어 "항체"는, 항체가 원하는 생물학적 활성

을 나타내는 한, 비손상 다중클론 항체, 비손상 단일클론 항체, 항체 단편(예컨대, Fab, Fab', F(ab')2 및 Fv

단편), 단쇄 Fv(scFv) 돌연변이체, 다중특이적 항체, 예컨대 적어도 2개의 비손상 항체로부터 생성된 이중특이

적 항체, 키메라 항체, 인간화 항체, 인간 항체, 항체의 항원 결정 부분을 포함하는 융합 단백질 및 항원 인식

자리를 포함하는 임의의 다른 변형 면역글로불린 분자를 포함한다. 항체는 각각 알파, 델타, 엡실론, 감마 및

뮤라 칭하는 이의 중쇄 불변 도메인의 아이덴티티에 기초하여 IgA, IgD, IgE, IgG 및 IgM 또는 이의 아형(아이

소타입)(예를 들면, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1 및 IgA2)의 임의의 5개의 주요 종류의 면역글로불린일 수

있다. 상이한 종류의 면역글로불린은 널리 알려진 상이한 서브유닛 구조 및 3차원 입체배열을 갖는다. 항체는

네이키드이거나 독소, 방사성 동위원소 등과 같은 다른 분자에 접합될 수 있다.

"차단" 항체 또는 "길항제" 항체는 이 항체가 결합하는 항원, 예컨대 EGFR의 생물학적 활성을 억제하거나 감소[0028]

시키는 것이다. 몇몇 실시양태에서, 차단 항체 또는 길항제 항체는 항원의 생물학적 활성을 실질적으로 또는 완

전히 억제한다. 생물학적 활성은 10%, 20%, 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95% 또는 심지어 100% 감소할 수 있다.

본 명세서에서 항체와 관련하여 사용되는 구문 "EGFR 활성화를 억제하는 능력"은 EGFR에 대한 항체의 결합이 수[0029]

용체의 활성화 시 발생하는 인간 EGFR 활성화 및 인간 EGFR의 생물학적 활성을 억제시키는 항체를 의미하도록

의도된다. 세포 증식 검정, 아폽토시스 검정, 수용체 결합 검정, 수용체 인산화 검정 또는 마우스 종양 모델을

이용하여 결정되는 EGFR 생물학적 활성의 하나 이상의 표시자를 측정하는 것은 EGFR 활성화를 억제하는 항체의

능력을 평가할 수 있다.

용어 "항-EGFR 항체" 또는 "EGFR에 결합하는 항체"는 충분한 친화도를 갖는 EGFR와 결합할 수 있는 항체여서,[0030]

이 항체가 EGFR을 표적화하는 데 있어서 진단제 및/또는 치료제로서 유용한 항체를 의미한다. 몇몇 항-EGFR 항

체가 당해 분야에 공지되어 있다. 예를 들면, 세툭시맙(Ab 225) 및 528 Ab는 미국 특허 제4,943,533호(본 명세

서에서 그 전문이 참조문헌으로 포함됨)에 기재되어 있다.

관련되지 않은 비-EGFR 단백질에 대한 항-EGFR 항체의 결합 정도는 예를 들면 방사선 면역검정(RIA)으로 측정할[0031]

때 EGFR에 대한 항체의 결합의 약 10% 미만일 수 있다. 특정한 실시양태에서, EGFR에 결합하는 항체는 해리 상

수(Kd)가 =1μM, =100nM, =10nM, =1nM 또는 =0.1nM이다. 다른 실시양태에서, 항체는 약 100nM 내지 약 0.1nM,

약 10nM 내지 약 0.1nM 또는 약 1nM 내지 약 0.1nM의 해리 상수로 EGFR에 결합한다.

용어 "항체 단편"은 비손상 항체의 부분을 의미하고 비손상 항체의 항원 결정 가변 영역을 의미한다. 항체 단편[0032]

의 예는 Fab, Fab', F(ab')2 및 Fv 단편, 선형 항체, 단쇄 항체 및 항체 단편으로부터 형성된 다중특이적 항체

를 포함하지만, 이들로 제한되지는 않는다.

"단일클론 항체"는 단일 항원 결정부위 또는 에피토프의 고특이적 인식 및 결합에 관련되는 동종 항체 집단을[0033]

의미한다. 이는 상이한 항원 결정부위에 지시된 상이한 항체를 통상적으로 포함하는 다중클론 항체와 대조적이

다. 용어 "단일클론 항체"는 비손상 단일클론 항체 및 전장 단일클론 항체 둘 다 및 항체 단편(예컨대, Fab,

Fab', F(ab')2, Fv), 단쇄(scFv) 돌연변이체, 항체 부분을 포함하는 융합 단백질 및 항원 인식 자리를 포함하는

임의의 다른 변형 면역글로불린 분자를 포함한다. 게다가, "단일클론 항체"는 하이브리도마, 파지 선택, 재조합

발현 및 형질전환 동물(이들로 제한되지는 않음)을 비롯한 임의의 여러 방식으로 제조된 항체를 의미한다.

용어 "인간화 항체"는 특이적 면역글로불린 사슬인 비인간(예를 들면, 쥣과) 항체, 키메라 면역글로불린 또는[0034]

최소 비인간(예를 들면, 쥣과) 서열을 포함하는 이의 단편의 형태를 의미한다. 통상적으로, 인간화 항체는 상보

적 결정 구역(complementary determining region: CDR)으로부터의 잔기가 원하는 특이성, 친화도 및 능력을 갖

는 비인간 종(예를 들면, 마우스, 랫트, 래빗, 햄스터)의 CDR로부터의 잔기로 대체되는 인간 면역글로불린이다

(Jones  et  al.,  1986,  Nature,  321:522-525;  Riechmann et al., 1988, Nature, 332:323-327; Verhoeyen et

al., 1988, Science, 239:1534-1536). 몇몇 경우에, 인간 면역글로불린의 Fv 프레임워크 구역(FR) 잔기는 원하
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는 특이성, 친화도 및 능력을 갖는 비인간 종으로부터의 항체에서 상응하는 잔기로 대체된다. 인간화 항체는 항

체 특이성, 친화도 및/또는 능력을 개선하고 최적화하기 위해 Fv 프레임워크 구역에서 및/또는 대체된 비인간

잔기 내에 추가의 잔기의 치환으로 추가로 변형될 수 있다. 일반적으로, 인간화 항체는 비인간 면역글로불린에

상응하는 모든 또는 실질적으로 모든 CDR 구역을 포함하는 실질적으로 모든 1개 이상, 통상적으로 2개 또는 3개

의 가변 도메인을 포함하고, 모든 또는 실질적으로 모든 FR 구역은 인간 면역글로불린 공통 서열의 구역이다.

인간화 항체는 또한 면역글로불린 불변 구역 또는 도메인(Fc), 통상적으로 인간 면역글로불린의 구역의 적어도

일부를 포함할 수 있다. 인간화 항체를 생성시키기 위해 이용되는 방법의 예는 미국 특허 제5,225,539호에 기재

되어 있다.

항체의 "가변 영역"은 단독 또는 조합된 항체 경쇄의 가변 영역 또는 항체 중쇄의 가변 영역을 의미한다. 중쇄[0035]

및 경쇄의 가변 영역은 각각 초가변 영역으로도 공지된 3개의 상보성 결정 구역(CDR)에 연결된 4개의 프레임워

크 구역(FR)으로 이루어진다. 각각의 사슬에서의 CDR은 FR에 의해 매우 인접하게 고정되고, 다른 사슬로부터의

CDR에 의해, 항체의 항원 결합 자리의 형성에 기여한다. (1) 교차 종 서열 가변성에 기초한 접근법(즉, 카밧

(Kabat)  등의  문헌.  Sequences  of  Proteins  of  Immunological  Interest,  (5th  ed.,  1991,  National

Institutes  of  Health,  Bethesda  Md.));  및  (2)  항원-항체  복합체의  결정학적  연구에  기초한  접근법(Al-

lazikani et al (1997) J. Molec. Biol. 273:927-948))의 CDR을 결정하기 위한 적어도 2가지 기법이 존재한다.

또한, CDR을 결정하기 위해 이러한 2가지 접근법의 조합이 당해 분야에서 종종 사용된다.

카밧 넘버링 시스템은 가변 도메인에서의 잔기(대략 경쇄의 1-107번 잔기 및 중쇄의 1-113번 잔기)를 언급할 때[0036]

일반적으로  사용된다(예를  들면,  카밧  등의  문헌,  Sequences  of  Immunological  Interest.  5th  Ed.  Public

Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)).

용어 "인간 항체"는 인간에 의해 생성된 항체 또는 당해 분야에 공지된 임의의 기법을 이용하여 제조된 인간에[0037]

의해 생성된 항체에 상응하는 아미노산 서열을 갖는 항체를 의미한다. 인간 항체의 이 정의는 비손상 또는 전장

항체, 이의 단편 및/또는 하나 이상의 인간 중쇄 및/또는 경쇄 폴리펩타이드를 포함하는 항체, 예를 들면 쥣과

경쇄 및 인간 중쇄 폴리펩타이드를 포함하는 항체를 포함한다.

용어 "키메라 항체"는 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이 2개 이상의 종 유래인 항체를 의미한다. 통상적으[0038]

로, 경쇄 및 중쇄 둘 다의 가변 영역은 원하는 특이성, 친화도 및 능력을 갖는 포유동물(예를 들면, 마우스, 랫

트, 래빗 등)의 하나의 종 유래의 항체의 가변 영역에 상응하고, 그 종에서 면역 반응의 발생을 피하기 위해 불

변 구역은 다른 종(보통 인간) 유래의 항체에서의 서열에 동종성이다.

용어 "에피토프" 또는 "항원 결정부위"는 본 명세서에서 상호 교환되어 사용되고, 특정한 항체를 인식하고 이에[0039]

의해 특이적으로 결합될 수 있는 항원의 부분을 의미한다. 항원이 폴리펩타이드일 때, 에피토프는 단백질의 3차

원 폴딩에 의해 병치된 비인접 아미노산 및 인접 아미노산 둘 다로부터 형성될 수 있다. 인접 아미노산으로부터

형성된 에피토프는 통상적으로 단백질 변성 시 보유되고, 3차원 폴딩에 의해 형성된 에피토프는 통상적으로 단

백질 변성 시 소실된다. 에피토프는 독특한 공간 구성에서 통상적으로 적어도 3개, 더 일반적으로, 적어도 5개

또는 8-10개의 아미노산을 포함한다.

"결합 친화도"는 일반적으로 분자(예를 들면, 항체)의 단일 결합 자리와 이의 결합 파트너(예를 들면, 항원) 사[0040]

이의  비공유  상호작용의  전체  합의  강도를  의미한다.  달리  표시되지  않은  한,  본  명세서에  기재된  "결합

친화도"는 결합쌍(예를 들면, 항체 및 항원)의 구성원 간의 1:1 상호작용을 반영하는 고유 결합 친화도를 의미

한다. 분자 X의 이의 파트너 Y에 대한 친화도는 일반적으로 해리 상수(Kd)로 표시될 수 있다. 본 명세서에 기재

된 방법을 비롯하여 당해 분야에 공지된 일반 방법에 의해 친화도를 측정할 수 있다. 저친화도 항체는 일반적으

로 항원에 천천히 결합하고 용이하게 분해되는 경향이 있고, 고친화도 항체는 일반적으로 항원에 신속히 결합하

고 더 오래 결합된 채 있는 경향이 있다. 결합 친화도를 결정하는 다양한 방법이 당해 분야에 공지되어 있고,

이들 중 임의의 것이 본 발명의 목적을 위해 사용될 수 있다. 특정한 예시적인 실시양태가 하기 기재되어 있다.

결합 친화도를 언급하기 위해 본 명세서에서 사용될 때 "또는 우수"는 분자와 이의 결합 파트너 사이의 더 강한[0041]

결합을 나타낸다. 본 명세서에서 사용될 때 "또는 우수"는 더 적은 숫자 Kd 값으로 표시되는 더 강한 결합을 의

미한다. 예를 들면, "0.6nM  또는 우수"한 항원에 대한 친화도를 갖는 항체인, 항원에 대한 항체의 친화도는

<0.6nM, 즉 0.59nM, 0.58nM, 0.57nM 등 또는 0.6nM 미만의 임의의 값이다.

"특이적으로 결합한다"는 일반적으로 항체가 이의 항원 결합 도메인을 통해 에피토프에 결합하고 결합이 항원[0042]

결합 도메인과 에피토프 사이의 약간의 상보성을 수반한다는 것을 의미한다. 이 정의에 따르면, 항체는 관련되
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지 않은 무작위의 에피토프에 결합하는 것보다 용이하게 이의 항원 결합 도메인을 통해 항체가 에피토프에 결합

할 때 에피토프에 "특이적으로 결합한다"라고 말한다. 용어 "특이성"은 본 명세서에서 특정한 항체가 특정한 에

피토프에 결합하는 상대 친화도를 정량화하기 위해 사용된다. 예를 들면, 항체 "A"는 항체 "B"보다 소정의 에피

토프에 더 높은 특이성을 갖는다고 생각될 수 있거나, 항체 "A"가 관련된 에피토프 "D"보다 더 높은 특이성으로

에피토프 "C"에 결합한다고 말할 수 있다.

"우선적으로 결합한다"는 항체가 유사한 관련된 상동성 또는 유사한 에피토프에 결합하는 것보다 용이하게 에피[0043]

토프에 특이적으로 결합한다는 것을 의미한다. 따라서, 소정의 에피토프에 "우선적으로 결합하는" 항체는, 이러

한 항체가 관련된 에피토프와 교차 반응할 수 있더라고, 관련된 에피토프보다 그 에피토프에 더 결합할 것이다.

항체가 에피토프에 대한 기준 항체의 결합을 어느 정도 차단하는 정도로 에피토프에 우선적으로 결합하는 경우[0044]

항체가 소정의 에피토프에 대한 기준 항체의 결합을 "경쟁적으로 억제한다"라고 말한다. 예를 들면, 경쟁 ELISA

검정과 같은 당해 분야에 공지된 임의의 방법에 의해 경쟁적 억제를 결정할 수 있다. 항체가 소정의 에피토프에

대한 기준 항체의 결합을 적어도 90%, 적어도 80%, 적어도 70%, 적어도 60% 또는 적어도 50% 경쟁적으로 억제한

다고 말할 수 있다.

본 명세서에서 사용되는 구문 "실질적으로 유사한" 또는 "실질적으로 동일한"은 2개의 숫자 값(일반적으로 본[0045]

발명의 항체와 관련된 값 및 기준/경쟁자 항체와 관련된 값) 사이의 충분히 높은 정도의 유사성을 의미하여, 당

업자는 상기 값(예를 들면, Kd 값)에 의해 측정된 생물학적 특징의 맥락 내에서 2개의 값 사이의 차이가 생물학

적 및/또는 통계학적 유의성이 없거나 거의 없다고 생각한다. 상기 2개의 값 사이의 차이는 기준/경쟁자 항체에

대한 값의 함수로서 약 50% 미만, 약 40% 미만, 약 30% 미만, 약 20% 미만 또는 약 10% 미만일 수 있다. 2개의

"실질적으로 유사한 결합 친화도" 사이의 차이는 기준/경쟁자 항체에 대한 값의 함수로서 일반적으로 약 10% 미

만이다.

본 명세서에서 사용되는 "리간드 독립적 결합"은 EGFR과의 리간드 상호작용의 부재 하에 인간 EGFR 위의 에피토[0046]

프에 결합하는 EGFR 결합제의 능력을 의미한다.

"단리"된 폴리펩타이드, 항체, 폴리뉴클레오타이드, 벡터, 세포 또는 조성물은 자연에서 발견되지 않는 형태인[0047]

폴리펩타이드, 항체, 폴리뉴클레오타이드, 벡터, 세포 또는 조성물이다. 단리된 폴리펩타이드, 항체, 폴리뉴클

레오타이드, 벡터, 세포 또는 조성물은 자연에서 발견되는 형태로 더 이상 존재하지 않는 정도로 정제된 것을

포함한다. 몇몇 실시양태에서, 단리된 항체, 폴리뉴클레오타이드, 벡터, 세포 또는 조성물은 실질적으로 순수하

다.

본 명세서에 기재된 "실질적으로 순수한"은 적어도 50% 순수한(즉, 오염물질 비함유), 적어도 90% 순수한, 적어[0048]

도 95% 순수한, 적어도 98% 순수한 또는 적어도 99% 순수한 물질을 의미한다.

본 명세서에서 사용되는 용어 "면역접합체" 또는 "접합체"는 세포 결합제(즉, 항-EGFR 항체 또는 이의 단편)에[0049]

연결된 화합물 또는 이의 유도체를 의미하고, C-L-A의 일반식(여기서, C는 세포독소이고, L은 링커이며, A는 세

포 결합제 또는 항-EGFR 항체 또는 항체 단편임)으로 표시된다. 면역접합체는 또한 A-L-C의 반대 순서의 일반식

으로 정의될 수 있다.

"링커"는 화합물, 보통 약물, 예컨대 메이타시노이드를 안정한 공유 방식으로 세포 결합제, 예컨대 항-EGFR 항[0050]

체 또는 이의 단편에 결합시킬 수 있는 임의의 화학 모이어티이다. 링커는 화합물 또는 항체가 활성으로 있는

조건에서 산 유도 개열, 광 유도 개열, 펩티다제 유도 개열, 에스터라제 유도 개열 및 이황화 결합 개열에 민감

하거나 실질적으로 저항적일 수 있다. 적합한 링커는 당해 분야에 널리 공지되어 있고, 예를 들면 다이설파이드

기, 티오에터기, 산 불안정 기, 광 불안정 기, 펩티다제 불안정 기 및 에스터라제 불안정 기를 포함한다. 링커

는 또한 본 명세서에서 기재되어 있고 당해 분야에 공지된 하전 링커 및 이의 친수성 형태를 포함한다.

용어 "암" 및 "암성"은 비조절된 세포 성장을 특징으로 하는 포유동물에서 생리학적 조건을 의미하거나 이를 기[0051]

술한다. 암의 예는 암종, 림프종, 아세포종, 육종 및 백혈병을 포함하지만, 이들로 제한되지는 않는다. "종양"

및 "신생물"은 전암성 병변을 비롯한 양성(비암성) 또는 악성(암성)의 과도한 세포 성장 또는 증식으로부터 생

기는 하나 이상의 세포를 의미한다. 치료되고/되거나 예방될 수 있는 "암" 또는 "종양형성" 질환의 예는 복부,

뼈, 유방, 소화계, 간, 췌장, 복막, 내분비선(부신, 부갑상선, 뇌하수체, 고환, 난소, 흉선, 갑상선), 눈, 두경

부, 신경계(중추 및 말초), 림프계, 골반, 피부, 연조직, 비장, 흉부 구역 및 비뇨생식계의 신생물을 포함한다.

용어 "암 세포", "종양 세포" 및 문법상 등가물은 종양 세포 집단 대부분을 포함하는 비종양형성 세포 및 종양[0052]

형성 줄기 세포(암 줄기 세포) 둘 다를 포함하는 종양 또는 전암성 병변 유래의 전체 세포 집단을 의미한다. 본
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명세서에서 사용되는 용어 "종양 세포"는 신생시키고 분화시키는 능력이 결여된 이 종양 세포를 단독으로 언급

할 때 암 줄기 세포로부터 이 종양 세포를 구별하기 위해 용어 "비종양형성"으로 변형된다.

용어 "피험체"는 특정한 치료의 수용인인 인간, 비인간 영장류, 설치류 등(이들로 제한되지는 않음)을 비롯한[0053]

임의의 동물(예를 들면, 포유동물)을 의미한다. 통상적으로, 용어 "피험체" 및 "환자"는 인간 피험체를 언급할

때 본 명세서에서 상호 교환되어 사용된다.

하나 이상의 추가의 치료제와 "병용하는" 투여는 동시(공존) 투여 및 임의의 순서의 연속 투여를 포함한다.[0054]

용어 "약제학적 제제"는 활성 성분의 생물학적 활성이 효과적이도록 하는 형태로 있고 제제가 투여되는 피험체[0055]

에게 허용되지 않게 독성인 추가의 성분을 포함하지 않는 제제를 의미한다. 제제는 무균일 수 있다.

본 명세서에 개시된 "유효량"의 항체는 구체적으로 설명된 목적을 수행하기에 충분한 양이다. "유효량"은 언급[0056]

된 방식과 관련하여 경험상 및 일상적 방식으로 결정할 수 있다.

용어 "치료학적 유효량"은 피험체 또는 포유동물에서 질환 또는 질병을 "치료"하는 데 효과적인 항체 또는 다른[0057]

약물의 양을 의미한다. 암의 경우, 치료학적 유효량의 약물은 암 세포수를 감소시키고/시키거나; 종양 크기를

감소시키고/시키거나; 말초 장기로의 암 세포 침윤을 억제(즉, 어느 정도 느리게 하거나 정지)하고/하거나; 종

양 전이를 억제(즉, 어느 정도 느리게 하거나 정지)하고/하거나; 종양 성장을 어느 정도로 억제하고/하거나; 암

과 관련된 하나 이상의 증상을 어느 정도로 완화시킬 수 있다. 본 명세서에서 "표적화"의 정의를 참조한다. 약

물이 성장을 예방하고/하거나 존재하는 암 세포를 사멸할 수 있는 정도로, 이는 세포분열억제 및/또는 세포독성

일 수 있다. "예방학적 유효량"은 필요한 용량에서 및 시간 동안 원하는 예방학적 결과를 성취하기 위해 효과적

인 양을 의미한다. 초기 질환 병기 전에 또는 이 병기에서 피험체에서 예방학적 용량을 사용할 수 있으므로, 반

드시 그런 것은 아니지만 통상적으로 예방학적 유효량은 치료학적 유효량보다 적다.

단어 "라벨"은 본 명세서에서 사용될 때 "라벨링된" 항체를 생성하도록 항체에 직접적으로 또는 간접적으로 접[0058]

합된 탈착형 화합물 또는 조성물을 의미한다. 라벨은 그 자체가 탈착형(예를 들면, 방사성 동위원소 라벨 또는

형광 라벨)이거나, 효소 라벨의 경우, 탈착형인 기질 화합물 또는 조성물의 화학 변경을 촉매화할 수 있다.

"화학치료제"는 작용 기전과 무관하게 암의 치료에 유용한 화학 화합물이다.[0059]

"치료하는" 또는 "치료" 또는 "치료하기 위해" 또는 "완화하는" 또는 "완화하기 위해"와 같은 용어는 진단된 병[0060]

리학적 병증 또는 질병을 치유하고/하거나, 느리게 하고/하거나, 이의 증상을 경감시키고/시키거나, 이의 진행

을 중지시키는 치료학적 수단을 의미한다. 따라서, 치료를 필요로 하는 사람은 이미 질환을 앓고 있는 사람; 질

환을 앓기 쉬운 사람; 및 질환을 예방하고자 하는 사람을 포함한다. 특정한 실시양태에서, 환자가 암 세포수의

감소 또는 암 세포의 완전한 부재; 종양 크기 감소; 예를 들면, 연조직 및 뼈로의 암의 확산을 비롯하여 말초

장기로의 암 세포 침윤의 억제 또는 부재; 종양 전이의 억제 또는 부재; 종양 성장의 억제 또는 부재; 특정 암

과 관련된 하나 이상의 증상의 경감; 이환율 및 사망률 감소; 삶의 질 개선; 종양의 종양형성, 종양형성 빈도

또는 종양형성 능력 감소; 종양에서 암 줄기 세포의 수 또는 빈도 감소; 종양형성 세포의 비종양형성 상태로의

분화; 또는 이 효과의 여러 조합 중 하나 이상을 나타내는 경우, 피험체는 본 발명의 방법에 따라 암에 효과적

으로 "치료"된다.

본 명세서에서 사용되는 구문 "실질적으로 비반응성"은 치료제의 투여 후에도 안정한 성장 또는 성장 증가를 보[0061]

이는 종양 또는 암을 의미한다. 이 구문은 치료제의 투여 후에도 안정한 질환 또는 진행성 질환을 보이는 환자

를 의미할 수 있다. 이 구문은 치료제에 의한 치료에 내성을 나타내는 종양 또는 암을 의미할 때 사용될 수 있

다. 본 명세서에서 사용되는 구문 "EGFR 억제제에 실질적으로 비반응성"은 EGFR 억제제의 투여 후에도 안정한

성장 또는 성장 증가를 보이는 종양 또는 암을 의미한다. 몇몇 실시양태에서, EGFR 억제제를 치료를 필요로 하

는 환자에게 투여하고, EGFR 억제제에 "실질적으로 비반응성"이라는 것은 암 세포수의 비감소 또는 암 세포 성

장 지속; 종양 크기 비감소; 종양 크기 증가; 예를 들면, 연조직 및 뼈로의 암의 확산을 비롯하여 말초 장기로

의 암 세포 침윤의 비억제 또는 지속; 종양 전이의 비억제 또는 지속; 종양 성장의 비억제 또는 지속; 특정 암

과 관련된 하나 이상의 증상의 비경감 또는 약간의 경감; 종양의 종양형성, 종양형성 빈도 또는 종양형성 능력

의 비감소 또는 약간의 감소; 종양에서 암 줄기 세포의 수 또는 빈도의 비감소 또는 약간의 감소; 또는 이 효과

의 여러 조합을 포함한다.

본 명세서에서 사용되는 치료에 "불응성"인 질병은 초기에 비반응성이거나, 시간이 지남에 따라 비반응성이 되[0062]

거나(예를 들면, 3개월 내에(즉, 치료 시 또는 치료 3개월 내에 질환 진행이 발견될 수 있음)), 치료 중단 직후
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재발하는 질병이다. 몇몇 실시양태에서, 치료에 "불응성"인 암은 치료에 반응하지 않는 암이다.

본 명세서에서 사용되는 치료에 "내성"을 나타내는 질병은 치료에 비반응성인 질병이다. 일 실시양태에서, 암은[0063]

치료 시작 시 내성을 나타내거나, 치료 동안 내성을 나타낼 수 있다. 특정한 실시양태에서, "불응성" 암은 "내

성" 암이라고도 칭한다.

본 개시내용 및 특허청구범위에서 사용되는 단수 용어 "하나", "이" 및 "그"는 문맥상 명확히 달리 표시하지 않[0064]

은 한 복수 형태를 포함한다.

실시양태가 본 명세서에서 "포함하는"의 언어로 기재되어 어떤 곳에서도, "이루어진" 및/또는 "실질적으로 이루[0065]

어진"의 용어에서 기재된 그 외 유사한 실시양태가 또한 제공되는 것으로 이해된다.

본 명세서에서 "A 및/또는 B"와 같은 구문에서 사용되는 용어 "및/또는"는 "A 및 B", "A 또는 B", "A" 및 "B"[0066]

둘 다를 의미하는 것으로 의도된다. 마찬가지로, "A, B 및/또는 C"와 같은 구문에서 사용되는 용어 "및/또는"은

A, B 및 C; A, B 또는 C; A 또는 C; A 또는 B; B 또는 C; A 및 C; A 및 B; B 및 C; A(단독); B(단독); 및 C(단

독)의 각각의 실시양태를 포함하는 것으로 의도된다.

II. EGFR 항체[0067]

EGFR에 특이적으로 결합하는 항체(즉, "EGFR 항체") 또는 이의 항원 결합 단편은 본 발명에서 유용한 EGFR 면역[0068]

접합체를 생성시키기 위해 사용될 수 있다. 본 발명은 임의의 유형의 EGFR 항체 또는 이의 EGFR결합 단편, 일부

또는 다른 항원 결합을 포함한다. 이는 예를 들면 제한 없이 다양한 형태의 항체 및 이의 단편, 예컨대 다중클

론 또는 단일클론 항체 또는 이의 항원 결합 단편; 키메라, 영장류화, 인간화, 완전 인간 항체 또는 이의 항원

결합 단편; 또는 항체의 에피토프 결합 단편, 예컨대 단쇄, Fv, sFv, scFv, Fab, Fab' 및 F(ab')2를 포함한다

(Parham, J. Immunol. 131:2895-2902 (1983); Spring et al, J. Immunol. 113:470-478 (1974); Nisonoff et

al, Arch. Biochem. Biophys. 89:230-244 (1960)).

EGFR 면역접합체의 생성에 특히 유용한 EGFR 항체는 동시 계류 중인 미국 출원 공보 제2012/0156217호에 기재되[0069]

어 있다. 이러한 하나의 항체인 huEGFR-7R은 서열 번호 1의 중쇄 가변 영역 및 서열 번호 2 또는 서열 번호 3의

경쇄 가변 영역을 포함하는 인간화 항체이다.

[0070]

이러한  항체는  네시튜무맙,  세툭시맙,  파니튜무맙,  니모튜무맙,  잘루튜무맙,  mAb  806을  포함한다(J  Clin[0071]

Invest. 2007;117(2):346-52).

III. EGFR 면역접합체[0072]

본 발명은 또한 약물 또는 프로드럭에 연결되거나 접합된 본 명세서에서 개시된 항-EGFR 항체, 항체 단편 및 이[0073]

의 기능상 등가물을 포함하는 접합체(본 명세서에서 면역접합체라고도 칭함)에 관한 것이다. 적합한 약물 또는

프로드럭이 당해 분야에 공지되어 있다. 약물 또는 프로드럭은 세포독성제일 수 있다. 본 발명의 세포독성 접합

체에 사용되는 세포독성제는 세포사를 발생시키거나 세포사를 유도하거나 여러 방식으로 세포 생존을 감소시키

는 임의의 화합물일 수 있고, 예를 들면 메이타시노이드 및 메이타시노이드 유사체를 포함한다. 다른 적합한 세

포독성제는 예를 들면 벤조디아제핀, 탁소이드, CC-1065 및 CC-1065 유사체, 듀오카르마이신 및 듀오카르마이신

유사체, 엔다이인, 예컨대 칼리키아미신, 아우리스타틴을 포함하는 돌라스타틴 및 돌라스타틴 유사체, 토메이마

이신 유도체, 렙토마이신 유도체, 메토트렉세이트, 시스플라틴, 카보플라틴, 다우노루비신, 독소루비신, 빈크리

스틴, 빈블라스틴, 멜팔란, 미토마이신 C, 클로르암부실 및 모르폴리노 독소루비신이다.

약물 또는 프로드럭을 항체 또는 기능상 균등물에 연결시키기 위해 연결기를 사용하여 면역접합체를 제조할 수[0074]
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있다. 적합한 연결기는 당해 분야에 널리 공지되어 있고, 예를 들면 다이설파이드기, 티오에터기, 산 불안정

기, 광 불안정 기, 펩티다제 불안정 기 및 에스터라제 불안정 기를 포함한다.

약물 또는 프로드럭은 예를 들면 이황화 결합을 통해 항-EGFR 항체 또는 이의 단편에 연결될 수 있다. 링커 분[0075]

자 또는 가교결합제는 항-EGFR 항체 또는 이의 단편과 반응할 수 있는 반응성 화학기를 포함한다. 세포 결합제

와의 반응을 위한 반응성 화학기는 N-숙신이미딜 에스터 및 N-설포숙신이미딜 에스터일 수 있다. 추가로, 링커

분자는 약물과 반응하여 이황화 결합을 형성할 수 있는 다이티오피리딜기일 수 있는 반응성 화학기를 포함한다.

링커 분자는 예를 들면 N-숙신이미딜 3-(2-피리딜다이티오) 프로피오네이트(SPDP)(예를 들면, Carlsson et al.,

Biochem. J., 173: 723-737 (1978)), N-숙신이미딜 4-(2-피리딜다이티오)뷰타노에이트(SPDB)(예를 들면, 미국

특허  제4,563,304호  참조),  N-숙신이미딜  4-(2-피리딜다이티오)2-설포뷰타노에이트(설포-SPDB)(미국  공보  제

2009/0274713호  참조),  N-숙신이미딜  4-(2-피리딜다이티오)  펜타노에이트(SPP)(예를  들면,  CAS  등록  번호

341498-08-6호 참조), 2-이미노티올란 또는 아세틸숙신산 무수물을 포함한다 예를 들면, 항체 또는 세포 결합제

는 가교결합제로 변형될 수 있고, 이후 이렇게 유도된 자유 또는 보호된 티올기를 포함하는 항체 또는 세포 결

합제를 다이설파이드 또는 티올 함유 메이타시노이드와 반응시켜 접합체를 제조한다. HPLC, 크기 배제, 흡착,

이온 교환 및 친화도 포획(이들로 제한되지는 않음)을 비롯한 크로마토그래피, 투석 또는 접선 유동 여과에 의

해 접합체를 정제할 수 있다.

본 발명의 다른 양태에서, 항-EGFR 항체는 면역접합체의 효력, 용해도 또는 효능을 증대시키기 데 있어서 이황[0076]

화 결합 및 폴리에틸렌 글라이콜 스페이서를 통해 세포독성 약물에 연결될 수 있다. 이러한 개열형 친수성 링커

는 WO2009/134976 및 WO2003/068144에 기재되어 있다. 이 링커 설계의 추가의 이익은 원하는 높은 단량체 비율

및  항체-약물  접합체의  최소  응집이다.  2-8의  좁은  약물  로드  범위로  폴리에틸렌  글라이콜  스페이서

((CH2CH2O)n=1-14)를 보유하는 다이설파이드기(-S-S-)를 통해 연결된 세포 결합제 및 약물의 접합체가 이 양태에서

구체적으로 고려된다. 이 접합체는 암 세포에 대해 비교적 매우 강력한 생물학적 활성을 보여주고 최소 단백질

응집으로 높은 접합 수율 및 높은 단량체 비율의 원하는 생화학적 특성을 갖는다.

하기 화학식 (I)의 항-EGFR 항체 약물 접합체 또는 하기 화학식 (I')의 접합체가 이 양태에서 구체적으로 고려[0077]

된다:

[0078]

[0079]

여기서,[0080]

CB는 항-EGFR 항체 또는 단편을 나타내고;[0081]

D는 약물을 나타내며;[0082]

X는 티오에터 결합, 아마이드 결합, 카바메이트 결합 또는 에터 결합을 통해 세포 결합제에 부착된 지방족, 방[0083]

향족 또는 헤테로사이클릭 단위를 나타내고;

Y는 이황화 결합을 통해 약물에 부착된 지방족, 방향족 또는 헤테로사이클릭 단위를 나타내며;[0084]

l은 0 또는 1이고;[0085]

m은 2 내지 8의 정수이며;[0086]

n은 1 내지 24의 정수이다. 몇몇 실시양태에서, m은 2 내지 6의 정수이다. 몇몇 실시양태에서, m은 3 내지 5의[0087]

정수이다. 몇몇 실시양태에서, n은 2 내지 8의 정수이다. 

대안적으로, 예를 들면, 미국 특허 제6,441,163호 및 제7,368,565호에 개시된 것처럼, 약물은 처음에 세포 결합[0088]

제와 반응하기에 적합한 반응성 에스터를 도입하도록 변형될 수 있다. 활성화 링커 모이어티를 포함하는 이 약

물과 세포 결합제의 반응은 세포 결합제 약물 접합체를 제조하는 다른 방법을 제공한다. 메이타시노이드는 또한

예를 들면 미국 특허 제6,716,821호에 기재된 PEG  연결기를 사용하여 항-EGFR  항체 또는 단편에 연결될 수

있다. 이 PEG 비개열형 연결기는 물 및 비수성 용매 둘 다 중에 가용성이고 하나 이상의 세포독성제를 세포 결

합제에 연결시키는 데 사용될 수 있다. 예시적인 PEG 연결기는 일 말단에서 작용성 설프하이드릴 또는 다이설파

이드기 및 다른 말단에서 활성 에스터기를 통해 링커의 반대 말단에서 세포독성제 및 세포 결합제와 반응하는

이종이작용성 PEG 링커를 포함한다. PEG 연결기를 사용한 세포독성 접합체의 합성의 일반적인 예로서, 미국 특
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허 제6,716,821호(본 명세서에 그 전문이 참조문헌으로 포함됨)를 다시 참조한다. 합성은 반응성 PEG 모이어티

를 보유하는 하나 이상의 세포독성제와 세포 결합제의 반응으로 시작하여, 각각의 반응성 PEG 모이어티의 말단

활성 에스터를 세포 결합제의 아미노산 잔기로 대체시켜, PEG 연결기를 통해 세포 결합제에 공유 결합된 하나

이상의 세포독성제를 포함하는 세포독성 접합체를 생성시킨다. 대안적으로, 세포 결합은 반응성 다이설파이드

모이어티(예컨대, 피리딜다이설파이드)를 도입하는 이작용성 PEG 가교결합제(이후, 이는 티올 함유 메이타시노

이드로 처리될 수 있음)로 변형되어 접합체를 제공할 수 있다. 다른 방법에서, 세포 결합은 티올 모이어티(예컨

대, 피리딜다이설파이드)를 도입하는 이작용성 PEG 가교결합제(이후, 이는 반응성 다이설파이드 함유 메이타시

노이드로 처리될 수 있음)로 변형되어 접합체를 제공할 수 있다.

비개열형 링커를 갖는 항체-메이타시노이드 접합체를 또한 제조할 수 있다. 이러한 가교결합제는 당해 분야에[0089]

기재되어 있고(미국 공보 제2005/0169933호 참조), N-숙신이미딜 4-(N-말레이미도메틸) 사이클로헥산-1-카복실

레이트(SMCC),  N-(베타-말레이미도프로필옥시)숙신이미드 에스터(BMPS);  및 감마-말레이미도뷰티르산 N-숙신이

미딜 에스터(GMBS)를 포함하지만, 이들로 제한되지는 않는다. 몇몇 실시양태에서, 항체는 문헌에 기재된 바와

같은 1개 내지 10개의 반응성 기를 도입하는 가교결합제, 예컨대 숙신이미딜 4-(N-말레이미도메틸)-사이클로헥

산-1-카복실레이트(SMCC), 설포-SMCC, m-말레이미도벤조일-N-하이드록시숙신이미드 에스터(MBS), 설포-MBS 또는

숙신이미딜-요오도아세테이트로  변형될  수  있다(Yoshitake  et  al,  Eur.  J.  Biochem.,  101:395-399  (1979);

Hashida et al, J. Applied Biochem., 56-63 (1984); 및 Liu et al, Biochem., 18:690-697 (1979)). 이후, 변

형된 항체를 티올 함유 메이타시노이드 유도체와 반응시켜 접합체를 제조할 수 있다. 세파덱스(Sephadex) G25

컬럼을 통한 겔 여과 또는 투석 또는 접선 유동 여과로 접합체를 정제할 수 있다. 변형된 항체를 티올 함유 메

이타시노이드(1 내지 2몰 당량/말레이미도기)로 처리하고, 세파덱스 G-25 컬럼을 통한 겔 여과, 세라믹 수산화

인회석 컬럼에서의 크로마토그래피, 투석 또는 접선 유동 여과 또는 이들 방법의 조합으로 항체-메이타시노이드

접합체를 정제한다. 통상적으로, 항체마다 평균 1개 내지 10개의 메이타시노이드가 연결된다. 하나의 방법은 항

체를 말레이미도기를 도입하는 숙신이미딜 4-(N-말레이미도메틸)-사이클로헥산-1-카복실레이트(SMCC)로 변형한

후 변형된 항체를 티올 함유 메이타시노이드와 반응시켜 티오에터 연결 접합체를 생성하는 것이다. 다시 항체

분자마다 1개 내지 10개의 약물 분자를 갖는 접합체가 생긴다. 항체, 항체 단편 및 다른 단백질의 메이타시노이

드 접합체를 동일한 방식으로 제조한다.

본 발명의 다른 양태에서, EGFR 항체는 PEG 스페이서의 중재를 통해 비개열형 결합을 통해 약물에 연결된다. 약[0090]

물과 항-EGFR 항체 또는 단편 사이에 링커를 형성하는 친수성 PEG 사슬을 포함하는 적합한 가교결합제가 또한

당해 분야에 널리 공지되어 있거나 상업적으로 구입 가능하다(예를 들면, 미국 오하이오주 포웰에 소재하는 퀀

타 바이오디자인(Quanta Biodesign)) 당업자에게 공지된 표준 합성 화학 기법을 이용하여 상업적으로 구입 가능

한 PEG 자체로부터 적합한 PEG 함유 가교결합제를 또한 합성할 수 있다. 약물은 이작용성 PEG 함유 가교결합제

와 반응하여 미국 특허 공보 제2009/0274713호  및  제WO2009/134976호에 자세히 기재된 방법에 의해 화학식

의 화합물을 생성시키고, 이후 이 화합물은 세포 결합제와 반응하여 접합

체를  제공할  수  있다.  대안적으로,  세포  결합제는  티올  반응성  기(예컨대,  말레이미드  또는

할로아세트아마이드)를 도입하는 이작용성 PEG 가교결합제(이후, 이는 티올 함유 메이타시노이드로 처리될 수

있음)로 변형되어 접합체를 제공할 수 있다. 다른 방법에서, 세포 결합제는 티올 모이어티를 도입하는 이작용성

PEG 가교결합제(예컨대, 말레이미드 또는 할로아세트아마이드를 보유하는 메이타시노이드)(이후, 이는 티올 반

응성 메이타시노이드로 처리될 수 있음)로 변형되어 접합체를 제공할 수 있다.

따라서, 본 발명의 다른 양태는 하기 화학식 (II) 또는 하기 화학식 (II')의 항-EGFR 항체 약물 접합체이다:[0091]

[0092]

[0093]

상기 식 중, CB는 항-EGFR 항체 또는 단편을 나타내고;[0094]

D는 약물을 나타내며;[0095]

X는 티오에터 결합, 아마이드 결합, 카바메이트 결합 또는 에터 결합을 통해 세포 결합제에 결합된 지방족, 방[0096]

향족 또는 헤테로사이클릭 단위를 나타내고;

Y는 티오에터 결합, 아마이드 결합, 카바메이트 결합, 에터 결합, 아민 결합, 탄소-탄소 결합 및 하이드라존 결[0097]
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합으로 이루어진 군으로부터 선택되는 공유 결합을 통해 약물에 결합된 지방족, 방향족 또는 헤테로사이클릭 단

위를 나타내며;

l은 0 또는 1이고;[0098]

p는 0 또는 1이며;[0099]

m은 2 내지 15의 정수이고;[0100]

n은 1 내지 2000의 정수이다.[0101]

몇몇 실시양태에서, m은 2 내지 8의 정수이고;[0102]

몇몇 실시양태에서, n은 1 내지 24의 정수이다.[0103]

몇몇 실시양태에서, m은 2 내지 6의 정수이다.[0104]

몇몇 실시양태에서, m은 3 내지 5의 정수이다.[0105]

몇몇 실시양태에서, n은 2 내지 8의 정수이다. 적합한 PEG 함유 링커의 예는 항-EGFR 항체 또는 이의 단편과의[0106]

반응을 위한 N-숙신이미딜 에스터 또는 N-설포숙신이미딜 에스터 모이어티, 및 상기 화합물과의 반응을 위한 말

레이미도계 또는 할로아세틸계 모이어티를 갖는 링커를 포함한다. PEG 스페이서를 본 명세서에 기재된 방법에

의해 당해 분야에 공지된 임의의 가교결합제로 혼입할 수 있다.

본 명세서에서 개시된 많은 링커가 미국 특허 공보 제2005/0169933호 및 제2009/0274713호 및 제WO2009/134976[0107]

호에 자세히 기재되어 있고; 이들 내용은 본 명세서에서 그 전문이 참조문헌으로 포함된다.

본 발명은 약 2개 내지 약 8개의 약물 분자("약물 로드"), 예를 들면 메이타시노이드가 항-EGFR 항체 또는 이의[0108]

단편에 연결되고, 접합체의 항종양 효과가 동일한 세포 결합제에 연결된 더 적거나 더 많은 약물의 약물 로드와

비교하여 훨씬 더 효과적인 양태를 포함한다. 본 명세서에서 사용되는 "약물 로드"는 세포 결합제(예를 들면,

항-EGFR 항체 또는 이의 단편)에 부착될 수 있는 약물 분자(예를 들면, 메이타시노이드)의 수를 의미한다. 일

양태에서, 세포 결합제에 부착될 수 있는 약물 분자의 수는 평균 약 2개 내지 약 8개(예를 들면, 1.9개, 2.0개,

2.1개,  2.2개,  2.3개,  2.4개,  2.5개,  2.6개,  2.7개,  2.8개,  2.9개,  3.0개,  3.1개,  3.2개,  3.3개,  3.4개,

3.5개,  3.6개,  3.7개,  3.8개,  3.9개,  4.0개,  4.1개,  4.2개,  4.3개,  4.4개,  4.5개,  4.6개,  4.7개,  4.8개,

4.9개,  5.0개,  5.1개,  5.2개,  5.3개,  5.4개,  5.5개,  5.6개,  5.7개,  5.8개,  5.9개,  6.0개,  6.1개,  6.2개,

6.3개,  6.4개,  6.5개,  6.6개,  6.7개,  6.8개,  6.9개,  7.0개,  7.1개,  7.2개,  7.3개,  7.4개,  7.5개,  7.6개,

7.7개, 7.8개, 7.9개, 8.0개, 8.1개)일 수 있다. N
2'
-데아세틸-N

2'
-(3-머캅토-1-옥소프로필)-메이탄신(DM1)  및

N
2'
-데아세틸-N

2'
-(4-머캅토-4-메틸-1-옥소펜틸) 메이탄신(DM4)을 사용할 수 있다.

이작용성 가교결합제를 항-EGFR 항체 또는 이의 단편과 반응시켜, 링커 분자를 항-EGFR 항체 또는 이의 단편에[0109]

공유 결합시켜 항-EGFR 항체 또는 이의 단편을 변형할 수 있다. 본 명세서에서 사용된 "이작용성 가교결합제"는

세포 결합제를 약물, 예컨대 본 명세서에서 기재된 약물에 공유 결합시키는 임의의 화학 모이어티이다. 다른 방

법에서, 약물에 의해 연결 모이어티의 부분이 제공된다. 이와 관련하여, 약물은 세포 결합제를 약물에 연결시키

는 데 사용되는 더 큰 링커 분자의 일부인 연결 모이어티를 포함한다. 예를 들면, 메이타시노이드 DM1을 형성하

기 위해, 메이탄신의 C-3 하이드록실기에서의 측쇄는 자유 설프하이드릴기(SH)를 갖도록 변형된다. 메이탄신의

이 티올화 형태는 변형된 세포 결합제와 반응하여 접합체를 형성할 수 있다. 따라서, 최종 링커는 2종의 성분으

로부터  조립되고,  이즐  중  하나는  가교결합제에  의해  제공되고,  다른  하나는  DM1로부터의  측쇄에  의해

제공된다.

약물 분자는 또한 중재자 캐리어 분자, 예컨대 혈청 알부민을 통해 항체 분자에 연결될 수 있다.[0110]

본 명세서에서 사용되는 "세포 결합제에 연결된" 또는 "항-EGFR 항체 또는 단편에 연결된"의 표현은 적합한 연[0111]

결기 또는 이의 전구체를 통해 세포 결합제 항-EGFR 항체 또는 단편에 결합된 하나 이상의 약물 유도체를 포함

하는 접합체 분자를 의미한다. 하나의 연결기는 SMCC이다.

특정한 실시양태에서, 본 발명에서 유용한 세포독성제는 메이타시노이드 및 메이타시노이드 유사체이다. 적합한[0112]

메이타시노이드의 예는 메이타시놀의 에스터 및 메이타시놀 유사체를 포함한다. 메이타시놀 및 메이타시놀 유사

체처럼 미세소관 형성을 억제하고 포유동물 세포에 매우 독성을 나타내는 임의의 약물이 포함된다.

공개특허 10-2014-0105765

- 16 -



적합한 메이타시놀 에스터의 예는 변형된 방향족 고리 및 다른 위치에서의 변형을 갖는 것을 포함한다. 이러한[0113]

적합한  메이타시노이드는  미국  특허  제4,424,219호;  제4,256,746호;  제4,294,757호;  제4,307,016호;  제

4,313,946호; 제4,315,929호; 제4,331,598호; 제4,361,650호; 제4,362,663호; 제4,364,866호; 제4,450,254호;

제4,322,348호;  제4,371,533호;  제5,208,020호;  제5,416,064호;  제5,475,092호;  제5,585,499호;

제5,846,545호; 제6,333,410호; 제7,276,497호 및 제7,473,796호에 개시되어 있다.

특정한 실시양태에서, 본 발명의 면역접합체는 세포독성제로서 공식적으로 N
2'
-데아세틸-N

2'
-(3-머캅토-1-옥소프[0114]

로필)-메이탄신이라  칭하는  티올  함유  메이타시노이드(DM1)를  사용한다.  DM1은  하기  구조식  (III)으로

표시된다:

[0115]

다른 실시양태에서, 본 발명의 접합체는 세포독성제로서 티올 함유 메이타시노이드 N
2'
-데아세틸-N

2'
 (4-메틸-[0116]

4-머캅토-1- 옥소펜틸)-메이탄신(예를 들면, DM4)을 사용한다. DM4는 하기 구조식 (IV)로 표시된다:

[0117]

입체 장애 티올 결합을 포함하는 측쇄를 포함하는 다른 메이타시노이드는 하기 구조식 (V)로 표시되는 N
2'
-데아[0118]

세틸-N
2'
 (4-머캅토-1-옥소펜틸)-메이탄신(DM3이라 칭함)이다:

[0119]

본 발명의 접합체에서 미국 특허 제5,208,020호 및 제7,276,497호에 교시된 각각의 메이타시노이드를 또한 사용[0120]

할 수 있다. 이와 관련하여, 제5,208,020호 및 제7,276,697호의 전체 개시내용은 본 명세서에서 참조문헌으로

포함된다.

공개특허 10-2014-0105765

- 17 -



메이타시노이드에서의 많은 위치는 연결 모이어티를 화학적으로 연결시키는 위치로서 작용할 수 있다. 예를 들[0121]

면, 하이드록실기를 갖는 C-3 위치, 하이드록시메틸로 변형된 C-14 위치, 하이드록시기로 변형된 C-15 위치 및

하이드록시기를 갖는 C-20 위치가 모든 유용한 것으로 예상된다. 몇몇 실시양태에서, C-3 위치는 모이어티를 화

학적으로 연결시키는 위치로서 작용하고, 특정한 몇몇 실시양태에서, 메이타시놀의 C-3 위치는 연결 모이어티를

화학적으로 연결시키는 위치로서 작용할 수 있다.

몇몇 접합체의 구조 표현이 하기 도시되어 있다:[0122]

[0123]

[0124]

[0125]
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[0126]

[0127]

[0128]
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[0129]

[0130]

본 발명은 또한 본 명세서에 기재된 메이타시노이드 및 접합체(예를 들면, 화학식 (III) 내지 (V)의 메이타시노[0131]

이드 및 화학식 (VI) 내지 (XIII)의 접합체)의 다양한 이성체 및 혼합물을 포함한다. 본 발명의 특정한 화합물

및 접합체가 다양한 입체이성체 형태로 존재할 수 있다. 입체이성체는 이의 공간 배열만이 다른 화합물이다. 거

울상이성체는 거의 대부분 키랄 중심으로 작용하는 비대칭적으로 치환된 탄소 원자를 포함하므로 거울상이 중첩

되지 않는 입체이성체의 쌍이다. "거울상이성체"는 서로 거울상이고 중첩되지 않는 분자의 쌍 중 하나를 의미한

다. 부분입체이성체는 거의 대부분 비대칭적으로 치환된 2개 이상의 탄소 원자를 포함하므로 거울상과 관련되지

않는 입체이성체이다. "R" 및 "S"는 하나 이상의 키랄 탄소 원자 주위의 치환기의 입체배열을 나타낸다. 키랄

중심이 R 또는 S로 정의되지 않을 때, 순수한 거울상이성체 또는 입체배열 둘 다의 혼합물이 존재한다.

"라세미체" 또는 "라세미 혼합물"은 2개의 거울상이성체의 등몰 분량의 화합물을 의미하고, 이러한 혼합물은 광[0132]

학 활성을 나타내지 않고; 즉, 편광면을 회전하지 않는다.

이러한 항체-메이타시노이드 접합체를 제조하기 위한 여러 설명이 미국 특허 제6,333,410호, 제6,441,163호, 제[0133]

6,716,821호 및 제7,368,565호에 제공되어 있고, 이들 각각은 본 명세서에서 그 전문이 포함된다.

일반적으로, 수성 완충제 중의 항체의 용액을 반응성 기를 보유하는 다이설파이드 모이어티를 갖는 과몰량의 메[0134]

이타시노이드와 항온처리할 수 있다. 과량의 아민(예컨대, 에탄올아민, 타우린 등)을 첨가하여 반응 혼합물을

급냉시킬 수 있다. 이후, 겔 여과로 메이타시노이드-항체 접합체를 정제할 수 있다.

252㎚ 및 280㎚에서의 흡광율의 비를 분광측광학적으로 측정하여 항체 분자마다 결합된 메이타시노이드 분자의[0135]

수를 결정할 수 있다. 메이타시노이드 분자/항체의 평균 수는 예를 들면 1개 내지 10개 또는 2개 내지 5개일 수

있다.

항-EGFR 면역접합체를 제조하기 위해 안트라사이클린 화합물, 및 유도체, 중간체 및 이의 변형된 버젼을 또한[0136]

사용할 수 있다. 항-EGFR 접합체에서 예를 들면 독소루비신, 독소루비신 유도체, 독소루비신 중간체 및 변형 독

소루비신을 사용할 수 있다. 예시적인 화합물은 WO 제2010/009124호(본 명세서에서 그 전문이 참조문헌으로 포

함됨)에 기재되어 있다. 이러한 화합물은 예를 들면 하기 화학식의 화합물 또는 이의 약제학적으로 허용되는 염

을 포함한다:
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[0137]

상기 식 중, R1은 수소 원자, 하이드록시 또는 메톡시기이고, R2는 C1-Cs 알콕시기이다.[0138]

실험실내 다양한 원치 않는 세포주의 증식을 억제하는 이의 능력에 대해 항체와 메이타시노이드 또는 다른 약물[0139]

의 접합체를 평가할 수 있다. 이러한 화합물의 세포독성의 평가를 위해 예를 들면 NCI-H226, NCI-H292 및 NCI-

H322M과 같은 세포주를 용이하게 사용할 수 있다. 평가하고자 하는 세포를 4일 내지 5일 동안 화합물에 노출시

키고 세포의 생존 분획을 공지된 방법으로 직접 검정으로 측정할 수 있다. 이후, 검정의 결과로부터 IC50 값을

계산할 수 있다.

면역접합체를,  본  명세서에 기재된 몇몇 실시양태에 따라,  세포로 내재화할 수 있다.  따라서,  면역접합체는[0140]

EGFR 발현 세포에 의해 흡수되거나 내재화되는 경우 치료학적 효과를 발휘할 수 있다. 특정한 몇몇 실시양태에

서, 면역접합체는 개열형 링커에 의해 세포독성제에 연결된 항체, 항체 단편 또는 폴리펩타이드를 포함하고, 세

포독성제는 항체, 항체 단편 또는 폴리펩타이드로부터 개열되고 EGFR 발현 세포에 의해 내재화된다.

몇몇 실시양태에서, 면역접합체는 종양 용적을 감소시킬 수 있다. 예를 들면, 몇몇 실시양태에서, 면역접합체에[0141]

의한 치료는 약 50% 미만, 약 45% 미만, 약 40% 미만, 약 35% 미만, 약 30% 미만, 약 25% 미만, 약 20% 미만,

약 15% 미만, 약 10% 미만 또는 약 5% 미만인 T/C 값(%)을 생성시킨다.

본 발명의 다른 양태에서, siRNA 분자는 약물 대신에 본 발명의 항체에 연결될 수 있다. siRNA는 올리고뉴클레[0142]

오타이드의 변형에 통상 사용되는 방법에 의해 본 발명의 항체에 연결될 수 있다(예를 들면, 미국 특허 공보 제

20050107325호 및 제20070213292호 참조) 따라서, 3' 또는 5'-포스포르아미다이트 형태에서의 siRNA는 하이드록

실 작용기를 보유하는 가교결합제의 일 말단과 반응하여 siRNA와 가교결합제 사이의 에스터 결합을 생성할 수

있다. 유사하게, siRNA 포스포르아미다이트와 말단 아미노기를 보유하는 가교결합제의 반응은 아민을 통해 가교

결합제를 siRNA에 연결시킨다. 대안적으로, 티올기를 도입하는 표준 화학 방법에 의해 siRNA를 유도체화할 수

있다. 이 티올 함유 siRNA를 활성 다이설파이드 또는 말레이미드 모이어티를 도입하도록 변형된 항체와 반응시

켜 개열형 또는 비개열형 접합체를 제조할 수 있다. 이 방법에 의해 1개 내지 20개의 siRNA 분자를 항체에 연결

할 수 있다.

IV. 치료 방법[0143]

상기 기재된 바대로, 본 발명의 EGFR 면역접합체는 EGFR 치료제 및/또는 ALK 억제제에 실질적으로 비반응성인[0144]

종양 세포의 성장을 억제하는 데 유용하다. 특정한 실시양태에서, 면역접합체는 종양 성장의 억제, 종양 용적의

감소 및/또는 종양의 종양형성 감소에 유용하다. 사용 방법은 실험실내, 생체외 또는 생체내 방법일 수 있다.

특정한 실시양태에서, EGFR 면역접합체로 치료된 질환은 고유 내성을 보유하거나 EGFR 표적화 비접합 항체 및/[0145]

또는 소분자 ALK 억제제에 내성을 획득한 암이다. 일 실시양태에서, 이 질환은 본질적으로 EGFR 치료에 세포 내

성을 만드는 특징(예를 들면, 체세포 돌연변이)을 포함하는 하나 이상의 종양 세포를 포함하는 것을 특징으로

한다. 특정한 실시양태에서, 암은 (1) 세포가 EGFR 코딩 유전자에서 하나 이상의 돌연변이를 포함하거나, (2)

세포가 PIK3CA, RAS 또는 PTEN 코딩 유전자에서 하나 이상의 돌연변이를 포함하거나, (3) 세포가 활성화된 MET

또는 IGF1R 경로와 같은 보상 경로를 포함하거나, (4) 다른 분자 변화, 예컨대 상피-간엽성 전이가 존재하는 하

나 이상의 EGFR 발현 세포를 특징으로 한다. 상피-간엽성 전이 또는 전환은 분극화 상피 세포가 간엽성 세포 표

현형을 띄게 하는, 이동 능력 증대, 침윤성, 아폽토시스에 대한 내성 증가 및 세포외 막 성분의 매우 높은 생성
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증가를 포함하는, 여러 생화학 변화를 겪는 생물학적 과정이다.

특정한 실시양태에서, 암은 (1) EGFR 유전자 증폭, (2) H1047R과 같은 PIK3CA의 돌연변이, (3) 예를 들면 KRAS[0146]

코돈 12 및 13에서의 RAS 돌연변이, (4) PTEN 하향조절 또는 손실, (5) MET 유전자 증폭, MET 과발현 및/또는

HGF 과발현을 통한 MET 활성화, (6) IGF1R 활성화, (7) AKT의 활성화 또는 (8) ERK1/2의 활성화가 존재하는

EGFR 발현 세포를 특징으로 한다.

특정한 실시양태에서, EGFR 면역접합체로 치료된 질환은 종양 세포가 EGFR 치료에 대한 내성을 획득한 암이다.[0147]

이러한 실시양태에서, 종양 세포는 치료 기준으로서 사용되는 약물에 대한 내성을 획득하여, 이 약물은 종양 세

포를 치료하는 데 있어서 더 이상 효과적이지 않다. 일 실시양태에서, EGFR 치료 기준은 EGFR 키나제 억제제,

예컨대 엘로티닙, 게피티닙, 라파티닙 및 BIB2992 및 항-EGFR 항체, 예컨대 세툭시맙, 파니튜무맙, 잘루튜무맙,

네시튜무맙 및 니모튜무맙을 포함하지만, 이들로 제한되지는 않는다.

특정한 실시양태에서, EGFR 면역접합체로 치료되는 질환은 종양 세포가 ALK 억제제 치료에 내성을 나타내는 암[0148]

이다. 이러한 실시양태에서, 종양 세포는 치료 기준으로서 사용되는 약물에 대한 내성을 획득하여, 이 약물은

종양 세포를 치료하는 데 있어서 더 이상 효과적이지 않다. 일 실시양태에서, ALK 억제제 치료 기준은 크리조티

닙을 포함하지만, 이것으로 제한되지는 않는다.

특정한 실시양태에서, 종양 세포는 초기에 표준 EGFR 치료에 감수성이고 시간이 지남에 따라 치료에 대한 내성[0149]

을 획득한다. 특정한 실시양태에서, 종양 세포는 체세포 돌연변이를 통해 내성을 획득한다. 일 실시양태에서,

EGFR 치료 기준 약물에 의한 치료 시 또는 치료 6개월 내에 질환 진행은 EGFR 치료 기준 약물이 더 이상 효과적

이지 않다는 것을 나타낸다. 다른 실시양태에서, EGFR 치료 기준 약물에 의한 치료 시 또는 치료 12개월 내에

질환 진행은 EGFR 치료 기준 약물이 더 이상 효과적이지 않다는 것을 나타낸다. 특정한 실시양태에서, 당해 분

야의 당업자는 EGFR 치료 기준에 대한 내성을 획득한 종양 세포를 나타내는 분자 마커의 존재에 대해 종양 샘플

을 시험하여 질환 진행을 결정할 수 있다. 특정한 실시양태에서, 당해 분야의 당업자는 표준 영상화 수단, 종양

바이오마커 평가 또는 임상 악화의 징후에 의해 질환 진행을 결정할 수 있다.

추가의 양태에서, 본 발명은 방광암, 뇌암, 두경부암, 췌장암, 폐암, 유방방, 난소암, 대장암, 전립선암, 피부[0150]

암 및 신장암을 비롯한 EGFR이 비정상적으로 발현된 세포 증식 질환을 치료하는 개선된 방법으로서, 본 발명의

치료학적 유효량의 항-EGFR 결합제를 이를 필요로 하는 인간 피험체에게 투여하는 단계를 포함하는 방법에 관한

것이다. 다른 실시양태에서, 항체는 인간화된다. 본 발명의 항-EGFR 결합제로 치료될 수 있는 세포 증식 질환의

예는 복부, 뼈, 유방, 소화계, 간, 췌장, 복막, 내분비(부신, 부갑상선, 뇌하수체, 고환, 난소, 흉선, 갑상선),

눈, 두경부, 신경계(중추 및 말초), 림프계, 골반, 피부, 연조직, 비장, 흉부 구역 및 비뇨생식계에 위치한 신

생물을 포함하지만, 이들로 제한되지는 않는다.

유사하게, 다른 세포 증식 질환을 또한 본 발명의 EGFR 면역접합체로 치료할 수 있다. 이러한 세포 증식 질환의[0151]

예는 부신피질 과형성(쿠싱병), 선천성 부신 과형성, 자궁내막 증식증, 전립선 비대증, 유방 과형성, 내막 증식

증, 국소 상피 증식증(헤크병), 피지샘 증식증, 대상성 간 과형성 및 상기 기재된 장기 시스템에 위치한 임의의

다른 세포 증식 질환을 포함하지만, 이들로 제한되지는 않는다.

몇몇 실시양태에서, 종양 성장의 억제 방법은 종양 또는 종양 세포를 생체내 EGFR 면역접합체와 접촉시키는 것[0152]

을 포함한다. 특정한 실시양태에서, 동물 모델에서 종양 또는 종양 세포를 EGFR 면역접합체와 접촉시키는 것을

수행한다. 예를 들면, EGFR 면역접합체를 면역손상된 마우스(예를 들면, NOD/SCID 마우스)에서 성장된 하나 이

상의 돌연변이된 EGFR을 발현하는 이종이식편에 투여하여 종양 성장을 억제할 수 있다. 몇몇 실시양태에서, 암

줄기 세포를 환자 샘플, 예를 들면 조직 생검, 흉수 또는 혈액 샘플로부터 단리하고 면역손상된 마우스에 주사

하고, 이후 EGFR 면역접합체를 투여하여 종양 세포 성장을 억제한다. 몇몇 실시양태에서, EGFR 면역접합체를 동

시에 또는 종양형성 세포를 동물로 도입한 직후 투여하여 종양 성장을 예방한다. 몇몇 실시양태에서, 종양형성

세포를 특정 크기로 성장시킨 후 EGFR 면역접합체를 치료제로서 투여한다.

특정한 실시양태에서, EGFR-치료 내성 종양 성장을 억제하는 방법은 치료학적 유효량의 EGFR 면역접합체를 피험[0153]

체에게 투여하는 것을 포함한다. 특정한 실시양태에서, 피험체는 인간이다. 특정한 실시양태에서, 피험체는 종

양을 갖거나 종양이 제거된다.

또한, 본 발명은 피험체에서 종양의 종양형성을 감소시키는 방법으로서, 치료학적 유효량의 EGFR 면역접합체를[0154]

피험체에게 투여하는 것을 포함하는 방법을 제공한다. 특정한 실시양태에서, 종양은 암 줄기 세포를 포함한다.

특정한 실시양태에서, 면역접합체를 투여하여 종양에서 암 줄기 세포의 빈도를 감소시킨다. 
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국소 또는 전신 치료를 위해 본 발명의 EGFR 면역접합체를 포함하는 약제학적 조성물을 임의의 방식으로 투여할[0155]

수 있다.  투여는 (예컨대,  질 및 직장 전달을 포함하는 점막에 대한) 국소 투여, 예컨대 경피 패취, 연고,

로션, 크림, 겔, 점적제, 좌제, 스프레이, 액체 및 산제; (예를 들면, 분무기에 의한 것을 포함하는 산제 또는

에어로졸의 흡입 또는 통기에 의한; 기관내, 비강내, 표피 및 경피) 폐 투여; 경구 투여; 또는 정맥내, 동맥내,

피하, 복강내 또는 근육내 주사 또는 점적주사를 비롯한 비경구 투여; 또는 두개내 투여(예를 들면, 지주막하

또는 뇌실내)일 수 있다.

특정한 실시양태에서, EGFR 면역접합체를 투여하는 것 이외에, 상기 방법 또는 치료는 (EGFR 면역접합체의 투여[0156]

전에, 동시에 및/또는 후에) 제2 항암제를 투여하는 것을 추가로 포함한다.

EGFR 면역접합체와 제2 항암제의 조합을 임의의 순서로 또는 함께 투여할 수 있는 것으로 이해된다. 선택된 실[0157]

시양태에서, 이전에 제2 항암제에 의한 치료를 받은 환자에게 EGFR 면역접합체를 투여한다. 특정한 다른 실시양

태에서, EGFR 면역접합체 및 제2 항암제를 실질적으로 동시에 또는 함께 투여한다. 예를 들면, 제2 항암제(예를

들면, 화학치료)의 치료를 받으면서 피험체에게 EGFR 면역접합체가 제공될 수 있다. 특정한 실시양태에서, 제2

항암제에 의한 치료의 1년 내에 EGFR 면역접합체를 투여한다. 대안적인 특정한 실시양태에서, 제2 항암제에 의

한 임의의 치료의 10달, 8달, 6달, 4달 또는 2달 내에 EGFR 면역접합체를 투여한다. 특정한 다른 실시양태에서,

제2 항암제에 의한 임의의 치료의 4주, 3주, 2주 또는 1주 내에 EGFR 면역접합체를 투여한다. 몇몇 실시양태에

서, 제2 항암제에 의한 임의의 치료의 5일, 4일, 3일, 2일 또는 1일 내에 EGFR 면역접합체를 투여한다. 2종의

물질 또는 치료제를 시간 또는 분(즉, 실질적으로 동시에) 내에 피험체에게 투여할 수 있는 것으로 추가로 이해

된다.

유용한 종류의 항암제는 예를 들면 항튜불린제, 아우리스타틴, DNA 소홈 결합제, DNA 복제 억제제, 알킬화제(예[0158]

를 들면, 백금 착제, 예컨대 시스-플라틴, 일핵(백금), 이핵(백금) 및 삼핵 백금 착제 및 카보플라틴), 안트라

사이클린, 항생제, 엽산길항제, 대사길항제, 화학치료 감작제, 듀오카르마이신, 에토포사이드, 불화 피리미딘,

이오노포어, 렉시트롭신(lexitropsin), 나이트로소유레아, 플라티놀, 퍼포밍 화합물(performing compound), 퓨

린 대사길항제, 퓨로마이신, 방사선 감작제, 스테로이드, 탁산, 토포아이소머라제 억제제, 빈카 알칼로이드 등

을 포함한다. 특정한 실시양태에서, 제2 항암제는 대사길항제, 세포분열정지제, 토포아이소머라제 억제제 또는

혈관신생 억제제이다.

EGFR 면역접합체와 조합되어 투여될 수 있는 항암제는 화학치료제를 포함한다. 따라서, 몇몇 실시양태에서, 상[0159]

기 방법 또는 치료는 본 발명의 면역접합체 및 화학치료제 또는 상이한 다수의 화학치료제의 칵테일의 병용 투

여를 수반한다. 이러한 화학치료제에 대한 제조 및 투약 스케쥴은 제조업자의 지시에 따라 이용될 수 있거나 숙

련된 기술자에 의해 경험적으로 결정될 수 있다. 이러한 화학치료제에 대한 제조 및 투약 스케쥴은 또한 문헌

[Chemotherapy Service Ed., M. C. Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, Md. (1992)]에 기재되어 있다.

특정한 실시양태에서, 상기 치료는 본 발명의 EGFR 면역접합체 및 방사선 치료의 병용 투여를 수반한다. 방사선[0160]

치료제의 투여 전에, 동시에 또는 후에 EGFR 면역접합체에 의한 치료가 발생할 수 있다. 숙련된 기술자에 의해

결정된 바대로 이러한 방사선 치료제에 대한 임의의 투약 스케쥴을 이용할 수 있다.

특정한 실시양태에서, 상기 치료는 본 발명의 EGFR 면역접합체 및 다른 표적화 치료제의 병용 투여를 수반한다.[0161]

유용한 표적화 치료제 종류는 예를 들면 (1) HER2 억제제, (2) EGFR 억제제(예를 들면, 티로신 키나제 억제제

또는 표적화 항-EGFR 항체), (3) BRAF 억제제, (4) ALK 억제제, (5) 호르몬 수용체 억제제, (6) mTOR 억제제,

(7) VEGF 억제제 또는 (8) 암 백신을 포함하지만, 이들로 제한되지는 않는다. 티로신 키나제 억제제는 EGFR에

특이적이거나 다중 특이적일 수 있고, EGFR 이외에 또는 이것에 추가로 하나 이상의 키나제의 활성을 억제할 수

있다. 표적화 치료제의 투여 전에, 동시에 또는 후에 EGFR 면역접합체에 의한 치료가 발생할 수 있다.

본 개시내용의 특정한 항체 제조 및 본 개시내용의 항체를 사용하는 방법을 자세히 기술하는 하기 비제한적인[0162]

실시예를 참조하여 본 개시내용의 실시양태가 추가로 정의될 수 있다. 본 개시내용의 범위를 벗어남이 없이 재

료 및 방법 둘 다에 대한 많은 변형이 실행될 수 있는 것이 당해 분야의 당업자에게 명확하다.

실시예[0163]

본 명세서에 기재된 실시예 및 실시양태가 오직 예시적인 목적을 위한 것이고 이에 대한 다양한 변경 또는 변형[0164]

이 당해 분야의 당업자에게 제시되고 본원의 정신 및 이해범위 내에 포함되는 것으로 이해된다.

실시예 1[0165]
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huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체는 T790M EGFR 돌연변이를 갖는 NSCLC 세포주에 대해 효과적이다[0166]

EGFR 돌연변이 T790M은 EGFR 티로신 키나제 억제제인 엘로티닙 및 게피티닙에 대한 가장 흔한 내성 기전 중 하[0167]

나이다(Suda  K.  et  al.  Clin  Cancer  Res  16:  5489  (2010);  Sequist  L.  et  al.  Sci  Transl  Med  3:  75ra26

(2011); 및 Uramoto H. et al. Lung Cancer 73: 361 (2011)). T790M 중재 내성을 극복하는 huEGFR-7R-SMCC-

DM1 접합체의 능력을 시험하기 위해, NCI-H1975 세포주를 사용하여 실험실내 세포독성 검정을 수행하였다. NCI-

H1975 세포주는 감작(L858R) 및 내성(T790M) EGFR 돌연변이 둘 다를 보유하는 NSCLC 선암 세포주여서(Cosmic

database, Wellcome Trust Sanger Institute), 임상 설정에서 발견되는 EGFR 키나제 억제제 내성 종양을 매우

모방한다.

하기 대로 세포독성 검정을 수행하였다. 표적 세포를 10%의 소 태아 혈청(FBS)을 포함하는 100㎕의 완전 RPMI[0168]

배지 중에 웰마다 1,500개 내지 3,000개의 세포로 평판배양하였다. 시험 물품을 5배 희석 시리즈를 사용하여 완

전 RPMI 배지에 희석하고 100㎕를 웰마다 첨가하였다. 최종 농도는 통상적으로 3x10
-8
M 내지 8x10

-14
M 범위였다.

세포를 습윤 5% CO2 항온처리기 내에서 37℃에서 4-5일 동안 항온처리하였다. 남은 세포의 생존율을 비색 WST-8

검정으로 결정하고 450㎚에서의 흡광도(A450)를 다중 웰 플레이트 판독기에서 측정하였다. 각각의 치료 샘플 값

을 비치료 대조군의 평균 값으로 나눠 생존 비율을 계산하였다. 각각의 치료에 대해 반로그 도면으로 시험 물품

에 대해 생존 비율 값을 작도하였다.

도 1에 도시된 것처럼, huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체는 3nM의 EC50으로 NCI-H1975 세포를 사멸하는 데 효과적이[0169]

었다. 반대로, huEGFR-7R 네이키드 항체는 어떠한 효과도 갖지 않았고, 비결합 대조군 접합체인 chKTI-SMCC-DM1

만이 10nM의 EC50 또는 huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체보다 3배 더 높은 농도로 종양 세포를 사멸하였다. 이 데이터

는 huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체가 T790M 중재 EGFR 키나제 억제제 내성 기전을 극복할 수 있다는 것을 제시한다.

실시예 2[0170]

huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체는 MET/HGF 중재 EGFR 키나제 억제제 내성 기전을 극복할 수 있다[0171]

MET 유전자 증폭을 통한 MET 신호전달의 활성화, MET 단백질 과발현 및/또는 MET 리간드인 HGF의 과발현은 EGFR[0172]

키나제 억제제인 게피티닙 또는 엘로티닙에 대한 두번째로 가장 흔한 내성 기전이다(Uramoto H. et al. Lung

Cancer  73:  361  (2011)).  야노(Yano)  등(Cancer  Res  68:  9479  (2008))은 EGFR  리간드(EGF  및 TGF-a)  또는

IGF1R 리간드(IGF-1)가 아니라 HGF가 EGFR 감작 돌연변이를 갖는 폐 선암 세포주에서 게피티닙 내성을 유도할

수 있다는 것을 보여준다. 도 2에 도시된 실험은 이러한 발견을 확인시켜 준다. 이 실험에서, 엑손 19 결실

EGFR 감작 돌연변이를 보유하는 HCC827 세포주(Yano et al. Cancer Res 68: 9479 (2008))를 50ng/㎖의 간세포

성장 인자(HGF)의 존재 또는 부재 하에 엘로티닙 용량을 증가시키면서 항온처리하였다. HGF의 부재 하에, 엘로

티닙은 종양 세포 성장을 효과적으로 억제할 수 있었다(EC50 = 0.9nM). 그러나, 50ng/㎖의 HGF의 첨가는 HCC827

세포가 엘로티닙 중재 세포 성장 억제에 강하게 내성을 나타내게 하였다.

huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체의 세포독성 활성을 시험하기 위해 이 실험실내 시스템을 사용하였다. 도 3에 도시된[0173]

것처럼, huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체는 HGF의 부재(도 3A) 또는 존재(도 3B) 하에 HCC827 세포를 억제하는 데

있어서 매우 효과적이었다(표 1). 세툭시맙 및 huEGFR-7R 네이키드 항체는 HCC827 세포에 대해 한계 활성을 나

타냈고, 이 활성은 HGF의 존재 하에 추가로 감소하였다. 이 데이터는 huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체가 MET/HGF 경

로의 활성화로 중재된 EGFR 키나제 억제제 내성을 극복할 수 있다는 것을 제시한다.

표 1

[0174]

실시예 3[0175]

huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체는 간엽성 조직을 갖는 종양 세포주에 대해 효과적이다[0176]

간엽성 조직을 갖는 NSCLC 세포주는 상피 조직을 갖는 게피티닙보다 일반적으로 더 내성을 나타낸다(Yauch RL.[0177]
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et al. Clin Cancer Res 11: 8686 (2005)) 게피티닙 내성 간엽성 폐암 세포주에 대한 huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합

체의 세포독성 활성을 시험하기 위해, 실시예 1에 기재된 바대로 H226 세포주에 의한 세포독성 검정을 수행하였

다. H226 세포주는 간엽성 조직을 갖는 편평 세포 암종이다. EGFR 고발현에도 불구하고, H226 세포주는 게피티

닙에 내성을 나타낸다(Yauch RL. et al. Clin Cancer Res 11: 8686 (2005)). 도 4에 도시된 것처럼, huEGFR-

7R-SMCC-DM1 접합체는 EC50 = 0.14nM으로 H226 세포주에 대해 매우 효과적이었다. 반대로, huEGFR-7R 항체도

세툭시맙도 H226 종양 세포 성장에 영향을 미치지 않았다. 비결합 대조군 접합체인 chKTI-SMCC-DM1만이 huEGFR-

7R-SMCC-DM1 접합체보다 약 160배 더 높은 농도로 세포독성이었다. 이 데이터는 huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체가

EGFR 키나제 억제제 및 세툭시맙에 내성을 나타내는 간엽성 조직을 갖는 폐암 세포주에서 매우 효과적이라는 것

을 제시한다.

실시예 4[0178]

엘로티닙 내성 NSCLC 선암 세포주의 생성 및 규명[0179]

EGFR 키나제 억제제 내성 설정에서 huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체의 세포독성 활성을 추가로 평가하기 위해, 엘로[0180]

티닙 내성 HCC827 세포주를 생성하였다. HCC827 세포주는 엘로티닙을 포함하는 EGFR 키나제 억제제에 매우 감작

성으로 만드는 엑손 19 결실 EGFR 돌연변이를 보유한다(Yano et al. Cancer Res 68: 9479 (2008))(도 2 및 도

5A). 간단히 말하면, 2nM에서 시작하여 2μM까지 엘로티닙의 농도를 증가시키면서 4달 이상 동안 HCC827 세포주

를 계속해서 배양하였다. 생성된 HCC827-ER 세포주는 부모 세포주에 비교하여 엘로티닙에 고내성을 나타냈다(도

5A). 흥미롭게도, HCC827 세포의 조직은 엘로티닙에 대한 내성을 획득하였을 때 상피로부터 간엽으로 변했다(도

5B). 이 조직학적 변화는 분자 마커의 변화가 수반되었다. 부모 세포주는 E-카데린(상피 마커) 양성 및 비멘틴

(간엽 마커) 음성이고, 엘로티닙 내성 HCC827-ER 세포주는 E-카데린 음성 및 비멘틴 양성이었다(도 5C). 도 6에

도시된 것처럼, HCC827-ER 세포주는 여전히 EGFR을 발현하였지만 부모 세포주에 비해 유의적으로 낮은 수준으로

발현하였다. HER3 및 MET의 세포 표면 발현은 엘로티닙 내성 HCC827-ER 세포주에서 또한 감소하였다. 도 6에 도

시된 세포마다의 항체 결합(ABC)은 세포 표면에서의 항원 밀도를 나타내고; PE-퀀티브라이트(Quantibrite) 비드

(비디 바이오사이언스(BD bioscience)) 및 PE로 라벨링된 상응하는 항원에 대한 표시된 항체를 1:1 비율로 사용

하여 이를 측정하였다.

희석을  제한하여  HCC827-ER  세포주를  추가로  서브클로닝하였다.  도  7에  도시된  바대로,  생성된  서브클론[0181]

HCC827-ER-E4 세포주는 HCC827-ER 세포주로서 엘로티닙 내성을 유지하였고, EGFR 항원 밀도를 53,000개로 추가

로 감소시켰다. 이 세포주를 더 자세히 규명하기 위해, HCC827-ER-E4 세포를 1주일 동안 엘로티닙의 부재 하에

배양하고 상이한 용량의 엘로티닙으로 16시간 동안 처리하였다. 세포 용해물을 수집하고 SDS-PAGE로 분리하고

웨스턴 블롯으로 분석하였다. 도 8에 도시된 것처럼, HCC827-ER-E4 세포주는 간엽 마커(E-카데린 음성 및 비멘

틴 양성)를 유지하였다. FACS 데이터(도 6)와 일치하게, 부모 HCC827 세포주와 비교하여 EGFR 수준은 유의적으

로 감소하였다. 엘로티닙의 존재 하에 세포주 둘 다에서의 EGFR 인산화가 완전히 억제되었다. HCC827 부모 세포

주와 반대로, HCC827-ER-E4 세포주에서 HER3 인산화는 완전히 부재하였다. PTEN 수준은 변화가 없었다. 흥미롭

게도,  HCC827  부모  세포주에서의  AKT  수준은  용량  의존  방식으로  엘로티닙  치료에  의해  감소하였고,  이는

HCC827-ER-E4 세포주에서 변하지 않았다. 동시에, HCC827 세포주에서, AKT 인산화는 엘로티닙에 의해 억제되었

고,  HCC827-ER-E4  세포주에서,  포스포 AKT(pAKT)  수준은 변화가 거의 없었다.  pAKT와 유사하게,  엘로티닙은

HCC827  부모  세포주에서  ERK1/2  인산화를  억제하였지만,  HCC827-ER-E4  세포주에  더  적은  영향을  미쳤다.

게다가, EGFR 엑손 19, 20 및 21의 DNA 서열분석은 엑손 19 결실 이외에 임의의 추가의 돌연변이를 나타내지 않

았다. 종합하면, 이 데이터는 엘로티닙의 존재 하에 HCC827-ER-E4 세포주가 EGFR 경로의 중요한 2가지 신호전달

경로 다운스트림인 AKT 및 ERK1/2 신호전달 경로를 유지시킬 수 있다는 것을 보여준다. HCC827-ER-E4 세포주에

서의 EGFR 및 HER3 활성화의 부재는 이 세포주가 AKT 및 ERK1/2 신호전달 경로를 촉발하는 보상 경로 기전을 발

생시키지만 엘로티닙에 의해 영향을 받지 않는다는 것을 제시한다.

huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체는 엘로티닙 내성 HCC827-ER-E4 세포주에 대해 효과적이다[0182]

huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체의 활성을 시험하기 위해, HCC827-ER 및 HCC827-ER-E4 세포주로 실시예 1에 기재된[0183]

실험실내 세포독성 검정을 수행하였다. 도 9 및 표 2에 도시된 것처럼, huEGFR-7R-SMCC-DM1은 유의적인 항원 밀

도 감소에도 불구하고 엘로티닙 내성 세포를 사멸하는 데 있어서 매우 효과적이었다. 엘로티닙 내성 세포주에

대한 huEGFR-7R-SMCC-DM1  접합체의 EC50  값은 부모 HCC827  세포주에서의 것에 필적하였다(표 1).  세툭시맙,

huEGFR-7R 항체 및 비결합 대조군 접합체인 chKTI-SMCC-DM1은 엘로티닙 내성 세포주에 거의 영향을 미치지 않았

다.
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표 2

[0184]

실시예 5[0185]

huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체는 세툭시맙 내성 결장암 및 두경부암 세포주에 대해 효과적이다[0186]

세툭시맙(얼비툭스(Erbitux))은 결장암 및 두경부암의 치료에 허가받았다. 세툭시맙 치료는 화학치료에 반응하[0187]

지 않는 결장암을 앓는 환자에서 전체 생존율 및 무진행 생존율을 개선하고 삶의 질을 보존한다. 그러나, 세툭

시맙 치료는 코돈 12 및 13에서 흔히 발견되는 KRAS 돌연변이를 보유하는 환자에 이익을 갖지 않는다(Karapetis

C et al., N Engl J Med 359: 1757 (2008)). huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체가 KRAS 돌연변이에 의해 중재된 세툭

시맙 내성을 극복할 수 있는지를 시험하기 위해, 실시예 1에 기재된 바대로 G12V KRAS 돌연변이를 보유하는 결

장암 세포주인 SW620을 사용한 실험실내 세포독성 검정(Cosmic database, Wellcome Trust Sanger Institute)을

수행하였다. 도 10에 도시된 것처럼, huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체는 4.1nM의 EC50으로 SW620 종양 세포를 사멸

하는 데 있어서 효과적이었다. 비결합 접합체 대조군인 chKTI-SMCC-DM1은 또한 종양 세포를 사멸할 수 있지만,

10배 더 높은 농도(EC50 = 약 39nM)를 필요로 했다.

PIK3CA  돌연변이는 HER2+ 전이 유방암에서의 트라스투주맙(헤르셉틴(Herceptin)) 내성과 관련되고(Kataoka Y.[0188]

et al., Ann Oncol 21: 255 (2010); Lee JY. et al., Science 317: 206 (2007)) 및 두경부암에서 세툭시맙(얼

비툭스) 내성과 관련된다(Rebucci  M.  et  al.,  Int  J  Oncol  38:  189  (2011)).  huEGFR-7R-SMCC-DM1  접합체가

PIK3CA 돌연변이에 의해 중재된 내성을 극복할 수 있는지를 조사하기 위해, 실시예 1에 기재된 바대로 가장 흔

한 H1047R PIK3CA 돌연변이 중 하나를 보유하는 SCCHN 암 세포주인 데트로이트 562를 사용한 실험실내 세포독성

검정(Cosmic database, Wellcome Trust Sanger Institute)을 수행하였다. 도 11에 도시된 것처럼, huEGFR-7R-

SMCC-DM1  접합체는  0.62nM의  EC50으로  데트로이트  562  종양  세포  성장을  억제하는  데  있어서  매우

효과적이었다. 비결합 접합체 대조군인 chKTI-SMCC-DM1은 또한 종양 세포를 사멸하였지만, EC50은 huEGFR-7R-

SMCC-DM1 접합체보다 30배 더 높은 19nM이었다. 반대로, 세툭시맙 및 huEGFR-7R 항체는 종양 세포 성장에 영향

을 미치지 않았다. 종합하면, 이 데이터는 huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체가 세툭시맙에 대한 다양한 내성 기전을

극복할 수 있다는 것을 강하게 제시한다.

실시예 6[0189]

huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체는 T790M EGFR 돌연변이 및 MET 유전자 증폭을 갖는 엘로티닙 내성 HCC827 NSCLC 세[0190]

포주에 대해 효과적이다

EGFR 억제제에 내성을 나타내는 NSCLC 세포에 대한 IMGN289의 활성을 추가로 입증하기 위해, 엘로티닙 또는 엘[0191]

로티닙 및 PHA665,752(MET 억제제)의 농도를 각각 증가시키면서 엘로티닙 감작 HCC827 세포(부모 HCC827 세포)

를 성장시켜 미츠도미(Mitsudomi) 박사의 실험실(일본 나고야에 소재하는 아이치 암 병동의 흉부외과)에서 생성

된 HCC827  ER(Aichi)  및 HCC827  EPR(Aichi)  세포주로 실험실내 세포독성 검정을 수행하였다(Suda  K.  et al.

Clin Cancer Res 16: 5489 (2010)). 문헌[Suda K. et al. Clin Cancer Res 16: 5489 (2010)] 및 도 12에 도시

된 것처럼, HCC827 ER 및 HCC827 EPR 세포는 부모 HCC827 세포보다 엘로티닙에 유의적으로 더 내성을 나타냈다.

부모 HCC827, HCC827 ER(Aichi) 및 HCC827 EPR 세포에서의 엘로티닙의 EC50은 각각 2.94E-10 M, 약 7.28E-6 M

및 약 5.84E-6M이었다(표 3). HCC827  ER  세포주는 높은 MET 유전자 카피수를 포함하고 HCC827 EPR 세포주는

T790M EGFR 돌연변이를 포함한다(Suda K. et al. Clin Cancer Res 16: 5489 (2010)). 이 세포주는 EGFR 티로신

키나제  억제제에  대한  2가지  주요한 내성 기전을 반영한다(Sequist  L.  et  al.  Sci  Transl  Med  3:  75ra26

(2011)). 부모 HCC827, HCC827 ER 및 HCC827 EPR 세포주에 대한 EGFR 항원 밀도는 각각 192,600, 32,500 및

421,600이다.

세포독성 검정 결과(도  12)는  부모  HCC827(아이치)  세포가 1E-10M  범위의 EC50으로 엘로티닙,  세툭시맙 및[0192]

huEGFR-7R  항체에 의한 EGFR  신호전달 억제에 매우 민감하다는 것을 나타낸다(표 3). 반대로, HCC827  ER  및

EPR(Aichi) 세포는 엘로티닙, 세툭시맙 및 huEGFR-7R 항체에 높은 내성을 나타낸다. 중요한 것은 huEGFR-7R-
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SMCC-DM1 접합체가 MET 유전자 증폭 및 T790M EGFR 돌연변이를 갖는 엘로티닙 내성 세포주에 대해 매우 효과적

이라는 것이다. 종합하면, 이 데이터는 huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체가 EGFR 티로신 키나제 억제제에 대한 다양한

내성 기전을 극복할 수 있다는 것을 강하게 제시한다.

표 3

[0193]

실시예 7[0194]

huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체는 크리조티닙 내성 EML4-ALK+ H2228 NSCLC 세포주에 대해 효과적이다[0195]

EML4-ALK 유전자 전좌는 ALK 키나제의 구성적 활성화를 발생시키고 NSCLC 선암의 약 5%에서 드라이버 돌연변이[0196]

로서 확인되었다(문헌[Castro-Carpeno J. et al., Clin Transl Oncol. 13:774-779 (2011)). ALK 억제제인 크리

조티닙은 EML4-ALK 유전자 전좌를 갖는 종양에 대해 매우 효과적이고 ALK 양성 NSCLC의 치료에 대해 FDA에 의해

최근에 허가받았다. 불행하게도, EML4-ALK+ 종양의 약 40%는 크리조티닙에 내성을 나타낸다. 추가로, 크리조티

닙에 감수성인 종양은 약물에 대해 내성을 신속히 발생시킬 수 있다(Castro-Carpeno J. et al., Clin Transl

Oncol. 13:774-779 (2011)). H2228은 ALK 티로신 키나제 억제제인 TAE684에 대해 내성을 나타내는 EML4-ALK 유

전자 전좌를 갖는 NSCLC 선암 세포주이다(Koivunen JP. et al., Clin Cancer Res 14:4275-4283 (2008)). 본 발

명자들의 실험에서, H2228 세포는 또한 크리조티닙에 내성을 나타낸다(EC50 = 3.82E-6M)(도 13A). H2228 세포가

비교적 높은 수준의 EGFR(116,000개의 항원/세포)을 발현하므로, 본 발명자들은 이 세포주에서 엘로티닙, 세툭

시맙,  huEGFR-7R  항체  및  huEGFR-7R-SMCC-DM1  접합체의  활성을  시험하였다.  도  13A  및  도  13B에  도시된

것처럼, 엘로티닙은 고용량(EC50 = 2.61E-5M)에서만 활성이었다. 이 세포주에서의 엘로티닙 활성은 EGFR 억제제

내성 HCC827 세포주에서와 필적하여(실시예 6 참조), H2228 세포가 본래 엘로티닙에 내성을 나타낸다는 것을 제

시한다. 세툭시맙 및 huEGFR-7R 항체 둘 다 3E-8M 농도에서 종양 성장을 불과 35% 이하로 억제하였다(도 13B).

반대로,  huEGFR-7R-SMCC-DM1은  3.2E-11M의  EC50으로  종양  세포를  거의  대부분  사멸하였다.  이  데이터는

huEGFR-7R-SMCC-DM1 접합체가 ALK 억제제 내성 EML4-ALK+ H2228 세포주인 NSCLC 선암에 대해 매우 효과적이라

는 것을 제시한다.

상기 구체적인 실시양태의 설명은, 본 발명의 일반적인 개념을 벗어남이 없이 부당한 실험 없이 다른 사람이 당[0197]

해 기술 내에 지식을 적용하여 다양한 분야에 이러한 구체적인 실시양태를 쉽게 변경하고/하거나 변형할 수 있

는 본 발명의 일반적인 성질을 충분히 기술하고 있다. 따라서, 이러한 변형 및 변경은 본 명세서에 제시된 교시

및 가이드라인을 토대로 개시된 실시양태의 의미 및 균등물의 범위 내에 있는 것으로 의도된다. 본 명세서에서

의 어법 및 전문용어는 설명의 목적이고 제한이 아니며, 당업자가 교시 및 가이드라인의 견지에서 본 명세서의

전문용어 또는 어법을 해석할 수 있는 것으로 이해되어야 한다.

본 발명의 폭 및 범위는 상기 기재된 임의의 예시적인 실시양태에 의해 제한되지 않아야 하지만, 오직 하기 특[0198]

허청구범위 및 이의 균등물에 따라 한정되어야 한다.
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도면13

서 열 목 록

SEQUENCE LISTING

<110>  IMMUNOGEN, INC.

 

<120>  METHOD OF TREATMENT OF TUMORS THAT ARE RESISTANT TO EGFR 

       THERAPIES BY EGFR ANTIBODY CYTOTOXIC AGENT CONJUGATE

<130>  WO2013/078271

<140>  PCT/US2012/066205

<141>  2012-11-21

<150>  US 61/562,157

<151>  2011-11-21

<150>  US 61/639,452
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<151>  2012-04-27

<160>  3     

<170>  PatentIn version 2.0

<210>  1

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  huEGFR-7R VH

<400>  1

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Ala Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Trp Met Gln Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Cys Ile 

        35                  40                  45              

Gly Thr Ile Tyr Pro Gly Asp Gly Asp Thr Thr Tyr Thr Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Gln 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 Arg Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Tyr Asp Ala Pro Gly Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  2

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  huEGFR-7R VL v1.0

<400>  2

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 
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1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Asn Asn Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

His Tyr Thr Ser Thr Leu His Pro Gly Ile Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Arg Asp Tyr Ser Phe Ser Ile Ser Ser Leu Glu Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Asn Leu Leu Tyr 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg 

            100                 105             

<210>  3

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  huEGFR-7R VL v1.01

<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 Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Asn Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

His Tyr Thr Ser Thr Leu His Pro Gly Ile Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Arg Asp Tyr Ser Phe Ser Ile Ser Ser Leu Glu Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Asn Leu Leu Tyr 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg 
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            100                 105             
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